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Pada kesempatan yang berbahagia ini, perkenankan saya
menyampaikan pidato pengukuhan berjudul:

REKAYASA PENGEMBANGAN PRODUK
ERYTHROPOIETIN YANG AMAN DAN BERMUTU

Hadirin yang saya hormati,

Sebelumnya, izinkan saya untuk membaca satu kalimat dari
Hippocrates (ca 460-370 BC), seorang dokter Yunani Kuno yang
dikenal sebagai Father of Medicine dan sekaligus sebagai pendiri
sekolah kedokteran Hippocrates dan kalimat dalam Oath of a
Pharmacist yang telah direvisi pada tahun 2007 dan disetujui
oleh American Pharmacist Association. Selanjutnya, saya kutipkan
penggalan kode etik seorang farmasis.

[1] I will prescribe regiments for the good of my patient according
to my ability and my judgment and never do harm to anyone
(The Hippocratic Oath).

[2] T will apply my knowledge, experience, and skills to the best of
my ability to ensure optimal outcomes for my patients (Oath of
Pharmacist revised in 2007).

Dalam hal ini, penggalan kode etik farmasis pada seksi 2
berbunyi “The pharmacist should never condone the dispensing
of drugs and medications which are not of good quality or which
do not meet standards required by law” (The code of ethics of
the American Pharmaceutical Association). Ini mengandung
pengertian, farmasis (apoteker) merupakan profesi yang luhur
dan selalu mengedepankan kualitas dalam memberikan pelayanan
kepada masyarakat dengan didasarkan pada ilmu pengetahuan,
pengalaman, etika, dan peraturan perundangan. Obat yang
diberikan harus memenuhi standar mutu yang menjamin
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keamanan, efikasi dan kualitas yang memberikan kemanfaatan
bagi masyarakat.

Hadirin yang berbahagia,

Kualitas produk obat mempunyai peranan yang sangat penting
dalam upaya memberikan jaminan keamanan dan pencapaian
keberhasilan suatu pengobatan. Pemilihan obat yang tepat dan
didukung oleh kualitas yang baik, akan meningkatkan kecepatan
kesembuhan, menurunkan biaya perawatan, serta meningkatkan
kualitas hidup pasien. Oleh sebab itu, kualitas produk obat tidak
dapat dipandang sebelah mata dan harus mendapatkan perhatian
serius, mengingat produk obat berbeda dengan komoditas lainnya
(Khotib, 2009).

Kualitas produk obat tidak hanya sekedar kesesuaian
kandungan bahan aktif yang ada dalam sediaan obat, keseragaman
kandungan, kemurnian bahan aktif dan tiadanya komponen
pencemar, tetapi juga mencakup jaminan keamanan, potensi,
ketersediaan dalam tubuh, serta aktivitas biologiknya (Florence
and Shiepmann, 2009). Untuk itu, disadari atau tidak, penjaminan
mutu mulai dari bahan baku, proses produksi, pengujian in vitro
dan in vivo sediaan obat, registrasi dan labeling, sampai dengan
pengawasan post market sangat mutlak diperlukan untuk menjaga
kualitas produk obat yang beredar di masyarakat.

Kualitas produk obat berkembang seiring dengan kemajuan
pengetahuan dan tuntutan masyarakat. Pada era tahun 1900-
an, kualitas produk obat hanya ditunjukkan dengan kejelasan
identitas, kandungan dan kemurnian senyawa aktif. Pada tahun
1940, beberapa parameter karakteristik fisik ditambahkan sebagai
komponen standar produk obat. Selanjutnya, berkembang adanya
tuntutan jaminan kemurnian dari komponen aktif sediaan obat.
Pada tahun 1948, kualitas diperketat dengan adanya persyaratan
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waktu hancur dan disolusi obat sediaan padat yang digunakan
secara oral. Selanjutnya, oleh WHO tahun 1970 mensyaratkan
bahwa sediaan obat harus mampu menjamin ketersediaan bahan
aktif obat dalam sirkulasi sistemik atau jaringan target. FDA
pada tahu 1977, meningkatkan standar kualitas produk obat
dengan pengujian bioekivalensi yaitu menguji ketersediaan bahan
aktif dalam sirkulasi sistemik atau efektivitasnya dari suatu
sediaan dibandingkan dengan inovatornya (Shargel and Yu,
2016). Dengan demikian, suatu kualitas akan berkembang sesuai
dengan perkembangan teknologi dan tuntutan kebutuhan dalam
memberikan jaminan keamanan dan mutu produk.

Hadirin yang berbahagia,

Pergeseran dalam memenuhi tuntutan pada efektivitas dan
spesifitas khasiat bahan obat juga mengalami dinamika yang cepat
pula, yang semula bersumber dari bahan alami (herbal, hewan,
mineral) dan sintesis kimiawi akan menuntun peralihan untuk
menggunakan bahan obat yang mencontoh dalam sistem biologi
kehidupan (biological mimicry system) yang dihasilkan dengan
pendekatan bioteknologi (Khotib, 2017). Produk seperti insulin
sebagai antidiabetes, rtPA sebagai pelarut penyumbat pembuluh
darah, erythropoietin (EPO) sebagai antianemia pada keadaan
gagal ginjal, monoklonal antibodi dan interferon untuk anti kanker,
interleukin untuk inflamasi dan infeksi, hormone pertumbuhan
untuk cretinism merupakan contoh produk yang mengacu pada
sistem tersebut yang telah beredar di pasaran. Jumlah produk
tersebut masih tercatat sangat sedikit sekitar 170 produk dari
14.000 produk obat di dunia (Biopharmaceuticals-Global Market
Overview, Research and Market, 2019). Sementara, di Indonesia
sampai dengan akhir Desember 2019 telah tercatat 13.097 produk
obat baik produk lokal maupun impor yang telah mendapatkan ijin
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edar oleh Badan Pengawas Obat dan Makanan seperti nampak
pada tabel 1 (BPOM, 2019). Produk tersebut dihasilkan oleh 224
industri farmasi yang terdiri dari 8 BUMN, 161 PMDN, 50 PMA
dan 5 PM TNI (Dialog Nasional BPOM, 2019). Dari jumlah tersebut
hanya terdapat 17 produk biologi hasil bioteknologi yang beredar
di Indonesia dengan penggunaan paling tinggi insulin dan EPO
(Khotib, 2019). Mengkaji data kebutuhan pengobatan dan besarnya
penggunaan biaya pengobatan pada kedua obat tersebut maka
pemerintah telah menetapkan dalam Prioritas Riset Nasional
untuk mampu menghasilkan bahan baku secara mandiri terutama
senyawa aktif dengan pendekatan bioteknologi seperti insulin dan
EPO. Apalagi tuntutan implementasi Instruksi Presiden Republik
Indonesia nomor 6 tahun 2016 tentang Percepatan Pengembangan
Industri Farmasi dan Alat Kesehatan.

Tabel 1. Daftar Produk yang Mendapat Izin Edar oleh Badan POM
sampai Tahun 2019

Tahun
Kelompok

2015-2018 2019 TOTAL
Obat 9.216 3.881 13.097
Obat Tradisional 10.886 2.372 13.258
Suplemen Kesehatan 4.755 951 5.706
Kosmetika 132.084 65.254 197.338
Makanan dan Minuman 95.549 34.338 129.887

Sumber: cekbpom.pom.go.id diakses pada 10 Desember 2019

Hadirin yang saya hormati,

Pada pidato pengukuhan ini, saya akan membatasi pada
potensi menuju kemandirian bahan baku biofarmasetikal melalui
produksi dan pengawalan mutu EPO sebagai obat anti anemia yang
aman dan efektif untuk pasien gagal ginjal kronik. Pengembangan
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produk EPO tidaklah sederhana dan tidak seperti obat kimia
sintetis. Produk EPO berbasis protein dan makro molekul yang
sangat kompleks serta diproduksi menggunakan sel hidup
chinese hamster ovary (CHO) yang memerlukan kondisi tertentu
untuk menjamin viabilitas dan kemampuannya menghasilkan
metabolit skunder EPO. Mempertahankan konsistensi antar bets
dan terpenuhinya spesifikasi hasil biosintesis menjadi sebuah
tantangan dalam memproduksi EPO. Perubahan sangat kecil
dalam produksi baik bahan yang ditambahkan maupun kondisi
inkubasi, proses pemurnian, transportasi atau bahkan dalam
penyimpanan, dapat mengakibatkan perubahan profil keamanan
dan khasiat (efikasi) produk akhir EPO. Pada pengembangan
produk EPO terdapat 2 desain atau jalur yang dapat digunakan
sesuai dengan tujuan akhir produk yaitu sebagai produk inovator
ataupun biogenerik (Khotib, 2019).

EPO merupakan hormon glikoprotein dengan berat
molekul 30,4 kDa yang dihasilkan pada keadaan hipoksia. EPO
mengandung rantai glikosilasi termasuk 3 N-linked dan 1 O-linked
rantai samping oligosakarida asidik. Posisi glikosilasi N-linked
terjadi pada residu aspartil-24, 38 dan 83, sedangkan glikosilasi
O-linked pada Serine-126. Tiga rantai N glycan EPO manusia
mengandung struktur tetra-antennary dengan atau tanpa unit
pengulangan N-acetyllactosamine. Rantai gula O-linked tersusun
dari Gal-GalNAc dan asam sialik. Gen EPO terletak di kromosom
7, sebagai single copy regio 5,4 kb genom DNA dan mengkode rantai
polipeptida dengan 193 asam amino. Selama produksi dan sekresi
EPO, terjadi pemecahan 27 asam amino hydrophobic secretory
leader pada ujung amino, sehingga dihasilkan peptida 166 asam
amino. Arginin pada ujung karboksi pada posisi 166 dihilangkan
dari EPO sehingga recombinant human EPO (rHuEPO) menjadi
165 asam amino dalam sirkulasi darah. Rantai glikosilasi sangat
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Gambar 1.  Struktur Erythropoeitin (Modifikasi dari publikasi Xu, et al., 2016
dan Murakami, et.al., 2016)

penting untuk fungsi biologis EPO dan dapat melindungi EPO dari
degradasi oleh radikal bebas (Maiese, et al., 2008).

EPO adalah sitokin yang dapat berfungsi endokrin, parakrin,
atau otokrin. EPO pada orang dewasa dihasilkan 90% di ginjal,
oleh sel intersisial peritubuler, termasuk jenis fibroblas tipe II, yang
terletak dekat basis tubulus proksimal di bagian dalam korteks
ginjal dan bagian luar medula ginjal. EPO juga dihasilkan 10%
di hati, oleh hepatosit dan sel Kupffer. EPO pada fetus dihasilkan
terutama oleh hati dan setelah lahir akan beralih pada ginjal.
Fungsi utama EPO adalah mengaktivasi proses eritropoiesis
melalui menstimulasi sel progenitor eritroid menjadi eritrosit dan
aktivasi diferensiasi mRNA EPO mencapai maksimum sesudah
terinduksi 4 - 8 jam dari kondisi hipoksia (Fandrey, 2004).

Beberapa penelitian melaporkan fungsi EPO selain sebagai
pemicu eritropoiesis, juga berperan dalam sitoproteksi. Reseptor
EPO ditemukan juga di ginjal, otak, retina, jantung, paru, otot
polos, dan testis. Pengaruh EPO pada ginjal bersifat parakrin
dengan peran renoprotective melalui hambatan iskemia ginjal



akut. EPO bersifat cardioprotective dengan mengurangi ukuran
infark dan memicu pembentukan pembuluh darah ketika terjadi
iskemia jantung. Eritropoietin bersifat neuroprotective, baik di
sistem saraf pusat maupun saraf tepi (Schirer, 2007; Paschos, et al.,
2008). Reseptor EPO selain berada di sel progenitor eritroid juga
ditemukan di jantung, vaskuler, saraf, testis, uterus, ginjal, otot,
dan kulit. Ikatan EPO dengan reseptornya akan menginduksi
fosforilasi pada tyrosine domain intraseluler. Proses ini mengawali
intrasellular signaling cascade yang mengatur ekspresi gen untuk
cell survival, proliferasi dan diferensiasi (Lapin, 2003; Smith, et al.,
2003).

EPO mempunyai sifat neuroprotektif yang sangat menjanjikan
karena berpotensi mengintervensi pada beberapa protein dalam
jalur apoptosis di beberapa bagian neuron otak. Reseptor EPO
mengaktifkan Janus-tyrosine kinase 2 (Jak2) melalui fosforilasi.
Aktivasi Jak2 ini akan mengakibatkan aktivasi protein signal
transducer and activator of transcription (STAT). STAT bergerak
ke area nucleus dan berikatan dengan faktor transkripsi untuk
mengaktivasi promoter DNA spesifik dalam inisiasi transkripsi
gen. Aktivasi pada jalur ini diperlukan untuk efek sitoproteksi
EPO selama stres oksidatif. Aktivasi STAT dapat melindungi sel
dari proses apoptosis. Jak2 juga mengaktivasi phosphatydilinositol-
3kinase (PI3K) sehingga menghambat apoptosis (Smith, et al.,
2003; Maiese, et al., 2008).

Transkripsi faktor hypoxia inducible factor (HIF) berperan
secara bermakna terhadap regulasi sel. Pada sel yang tidak
mengalami hipoksia tidak ditemukan protein HIF-1a, sedangkan
sel yang mengalami hipoksia menunjukkan ekspresi dari protein
HIF-1a dalam 30 menit. Struktur molekul HIF-1 terdiri dari
HIF-1o dan HIF-1p. HIF-1p merupakan aryl hydrocarbon nuclear
translocator (ARNT) berperan pada xenobiotik. Beberapa penelitian
menunjukkan penurunan konsentrasi O, seluler akan terjadi
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peningkatan kadar HIF-1a. Regulasi HIF-1a melibatkan sistem
ubiquitin-proteosome. Terjadi destruksi HIF-1a pada keadaan
normoksia dan terjadi akumulasi bila terjadi hipoksia. Adenosin
juga mempunyai peran yang sangat penting dalam produksi EPO,
cara kerja yang utama melalui A-kinase, C-kinase dan fosfolipase
A2. Hipoksia menyebabkan terjadi peningkatan kadar adenosin
pada cairan ekstraselular, peningkatan dari adenosin ini terjadi
peningkatan aktivitas dari ektonukleotidase. Peningkatan aktivitas
ektonukleotidase menyebabkan terjadi peningkatan pemecahan
ATP, peningkatan reseptor A,y mRNA Aktivasi dari reseptor Agy
dan A,j terjadi peningkatan adenilat siklase, cAMP, dan A-kinase.
Peningkatan analog dari cAMP akan terjadi peningkatan aktivitas
HIF-10 melalui aktivasi A-kinase. Aktivasi dari C-kinase melalui
reseptor A,y adenosin dan fosfolipase A, mengakibatkan terjadi
peningkatan ekspresi dari mRNA EPO tanpa melalui transkripsi
dari faktor HIF.

Hadirin yang berbahagia,
Jalur Sintesis dan Produksi EPO

Dengan pendekatan bioteknologi rekayasa genetika, EPOa,
B, o, 0 dapat diproduksi dengan baik melalui insersi GenhEPO
pada vektor pBSKS II dengan menggunakan enzim restriksi
EcoR I. Selanjutnya, dilakukan purifikasi kompleks plasmid
pBSKS IT EPO dari GenhEPO fragment dan residu lainnya, yang
kemudian diinsersikan pada plasmid PCXGFP untuk membentuk
rekombinan plasmid pCXGFP-EPO. Plasmid pCXGFP-EPO
kemudian diisolasi dan ditranfeksikan pada sel Platinum E untuk
menghasilkan virus rekombinan yang mengandung genhEPO.
Sel Plat E ditumbuhkan dengan menggunakan medium kultur
DMEM dengan FBS 10% dan ditambah antibiotika penisillin dan
streptomisin dan diinkubasi semalan pada inkubator CO, pada
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suhu 37°C. Virus rekombinan yang didapat dari supernatant Sel
Plat E kemudian ditranfeksikan pada sel target, sel CHO-S-Eco
R untuk menghasilkan sel CHO-S-EcoR-hEPO. Inkubasi pada
biofermentor dengan media dan kondisi yang sesuai akan mampu
menghasilkan EPO secara optimum. Jalur sintesis atau produksi
dan kondisi lingkungan yang berbeda akan menghasilkan EPO
dengan variansi yang lebar baik susunan asam amino maupun
kadar EPO yang dihasilkan. Untuk itu kendali pada jalur produksi
mempunyai peran yang sangat penting untuk menghasilkan EPO
sesuai dengan spesifikasi yang akan dicapai. Analisis kemanfaatan
dan peluang suatu produk EPO atau produk biologi lainnya dapat
ditentukan melalui gabungan beberapa parameter seperti terlihat
pada gambar 2.

Legal Status Technology

eta  ——Insulin —— Erythropoetin alpha Erythropoietin beta  ———Insulin

Unique technology
5
Dependent on icence agreements 4 Substitute technology
Identifiable infringing products

Breadth of claim

Production of infringing copycat
products

‘Geographical coverage

Market Conditions Finance
——erythropoletin alpha Erythropoietin beta  ——Insulin ——Erythropoietin alpha Erythropoietinbeta  ——Insulin

tof development

Marketing options.
B

Gambar 2. Potensi Pengembangan Berbagai Varian EPO dengan
Menggunakan Sel CHO
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Karakterisasi Fisikokimia EPO

Karakterisasi menyeluruh terhadap bahan baku dan produk
EPO dapat dilakukan dengan menggunakan berbagai teknik
analisis biologi, biofisika, dan biokimia yang sesuai. Pemeriksaan
zat aktif dilakukan dengan penetapan struktur primer, skunder
dan tersier serta modifikasi molekul protein EPO pasca translasi
(tidak hanya terbatas pada glikoform), aktivitas biologi baik in
vitro maupun in vivo, kemurnian senyawa aktif, cemaran baik dari
pereaksi maupun proses biosintesis, senyawa terkait produk (aktif
maupun variannya), dan sifat imunokimia. Pada identifikasi EPO
seringkali di jumpai isoformnya yang mungkin lebih dari 2. Isoform
ini dapat menimbulkan perbedaan karakternya baik secara fisika,
kimia, maupun aktivitas biologinya. Penilaian karakter senyawa
aktif didasarkan melalui perbandingan pengetahuan mengenai
hubungan antara atribut mutu produk dengan aktivitas klinik
produk pembanding, sejarah klinik produk pembanding, dan
perbedaan antar lot produk pembanding.

Beberapa kriteria harus menjadi pertimbangan ketika
melaksanakan pengujian komparabilitas EPO diantaranya adalah:
(a) Sifat fisikokimia yang mencakup penentuan struktur primer
sampai tingkat yang lebih tinggi seperti bentuk tiga dimensi protein
EPO dan foldingnya dengan menggunakan metode analisis yang
sesuai seperti spektrometri massa, nuclear magnetic resonance
(NMR), transmission electron microscope (TEM) dan metode lain
terkait dengan pemodelan struktur protein. (b) Aktivitas biologi
yang ditunjukkan melalui pengujian aktivitas biologi yang sesuai
dengan daya akurasi dan keterulangan yang sangat baik. Untuk
produk senyawa aktif yang mempunyai aktivitas biologi lebih dari
satu maka sebagai bagian dari pengujian karakterisasi produk
harus dilakukan perancangan serangkaian uji fungsional yang
relevan untuk dapat memotret dan mengevaluasi rentang aktivitas
suatu senyawa aktif.
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Spesifikasi EPO

Spesifikasi suatu senyawa aktif digunakan lebih untuk
memverifikasi kualitas senyawa aktif dan produk obat. Sama
seperti untuk semua produk bioterapeutik, spesifikasi senyawa
EPO harus ditetapkan sebagaimana yang tercantum dalam
kompendial dan monografi sehingga akan mempermudah dalam
memberikan penjaminan mutu bahan baku. Dapat diperkirakan
bahwa spesifikasi produk biologi termasuk EPO tidak akan
sama dengan produk pembanding tetapi harus berada dalam
rentang yang diinjinkan. Hal ini disebabkan proses pembuatannya
berbeda, menggunakan metode analisis dan laboratorium yang
berbeda pula akan menghasilkan jumlah atau rasio isoform, kadar
kemurnian, derajat glikosilasi atau derajat sialisasi yang mungkin
tidak sama.

Namun demikian, spesifikasi harus mencerminkan dan
mengendalikan atribut mutu EPO yang penting sehingga dapat
digunakan sebagai acuan (identitas yang benar, kemurnian,
potensi, heterogenitas molekul dalam hal ukuran, muatan
dan hidrofobisitas, derajat sialisasi; jumlah rantai polipeptida
individual; glikosilasi domain fungsional; tingkat agregat; cemaran
seperti pereaksi, protein sel inang dan DNAnya). Metode yang
digunakan untuk menguji atribut mutu untuk pelulusan bets harus
divalidasi menurut pedoman yang relevan dan terdokumentasikan
dalam dokumen mutu.

Stabilitas EPO

Uji stabilitas harus mengikuti pedoman yang relevan
sebagaimana direkomendasikan oleh lembaga autorisasi perijinan
obat baik dalam suatu ruang dengan suhu rendah sesuai
dengan penyimpanan atau dengan menggunakan peningkatan
suhu yang dipercepat. Ada uji yang harus dilakukan untuk
menunjukkan metode pelulusan dan karakterisasi mana yang
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mengindikasikan stabilitas produk EPO. Studi ini memerlukan
waktu yang panjang tetapi dapat menggambarkan keadaan
stabilitas yang sesungguhnya. Sementara pendekatan yang lain
adalah studi stabilitas dipercepat yang merupakan elemen penting
dalam penetapan kemiripan antara produk biologi terhadap
pembandingnya karena studi ini dapat mengungkapkan sifat
yang mungkin masih tersembunyi dari suatu produk EPO yang
belum diketahui dengan pasti, dan jika hal ini terjadi, mungkin
diperlukan evaluasi tambahan untuk menjamin keamanan
suatu senyawa aktif. Studi stabilitas yang dipercepat ini juga
sangat penting untuk dapat mengidentifikasi kecepatan dan jalur
degradasi produk protein sehingga masa hidup dari senyawa aktif
maupun produk dapat diprediksi dengan baik.

Hasil yang diperoleh dari studi stabilitas yang dipercepat
masih memerlukan parameter tambahan sebagai pengendali
kontrol dalam proses produksi, transportasi dan penyimpanan
produk untuk menjamin integritas produk serta sebagai
penetapan waktu kedaluwarsa suatu produk. Data stabilitas akan
digunakan sebagai data untuk mendukung kondisi preparasi,
penyimpanan dan transportasi yang direkomendasikan dan
periode masa simpan/edar untuk zat aktif, obat dan produk antara
yang mungkin disimpan pada periode waktu yang signifikan.
Uji stabilitas terhadap zat aktif harus dilakukan menggunakan
kemasan primer dan kondisi yang mewakili kondisi dan wadah
penyimpanan aktual. Studi stabilitas real-time/real-temperature
akan menentukan kondisi penyimpanan dan masa edar suatu
senyawa aktif atau produk (BPOM, 2015).

Evaluasi Non-klinik

Pembuktian efikasi dan keamanan senyawa aktif dan produk
EPO harus dimulai dengan pengujian non-klinik baik bersifat in
vitro maupun in vivo. Studi non-klinik dimulai dengan pengujian
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in silico dan molecular docking untuk menprediksi karakter biologi
senyawa EPO, biodistribusi, afinitas dan potensi biologinya. Studi
non-klinik selanjutnya dilakukan in vivo dengan menggunakan
hewan coba sehat atau hewan coba dengan model penyakit yang
sesuai dan harus dilakukan dengan menggunakan formulasi akhir
produk biologi yang dimaksudkan untuk penggunaan klinik.
Rancangan uji non-klinik yang sesuai memerlukan pemahaman
yang baik mengenai karakteristik senyawa aktif dan produk.
Hasil dari studi karakterisasi fisikokimia dan biologi harus dikaji
dari sudut pandang pengaruh potensialnya terhadap efikasi dan
keamanan. Evaluasi non-klinik terhadap produk EPO meliputi uji
farmakodinamika, farmakokinetika dan toksikologi pada hewan
coba atau hewan coba dengan kondisi penyakit tertentu misalnya
perdarahan atau gagal ginjal yang diinduksi dengan cisplatin. Uji
toksisitas dengan dosis berulang menjadi persyaratan minimal
untuk evaluasi non-klinik terhadap produk EPO pada spesies
yang relevan. Uji non-klinik ini harus bersifat komparatif dan
dirancang untuk dapat mendeteksi perbedaan respons antara
produk biologi terhadap produk pembanding.

Studi in vitro melalui uji ikatan reseptor atau uji berbasis sel
(uji proliferasi sel atau uji genotoksisitas) dapat dilakukan untuk
memastikan kesetaraan aktivitas biologi atau farmakodinamika
produk biologi. Sementara studi in vivo dengan menggunakan
hewan harus bersifat komparatif dan menggunakan spesies
yang relevan dan menerapkan metodologi yang paling tepat. Bila
model hewan yang digunakan telah sesuai maka harus dilakukan
pemantauan terhadap endpoint berikut: (1) Aktivitas biologi atau
farmakodinamika yang relevan dengan aplikasi klinik seperti
data yang nampak pada gambar 3 dan 4. Jika dapat dilakukan,
aktivitas biologi dapat dievaluasi dengan baik dan toksisitas
dengan pemberian dosis berulang akan memberikan gambaran
secara utuh keamanan dan mutu senyawa EPO atau produknya.
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(2) Diperlukan uji toksisitas non-klinik pada minimal satu uji
toksisitas dosis berulang pada spesies hewan yang relevan dan
mencakup pengukuran toksikokinetika dan genotoksisitasnya.
Lama uji harus memadai untuk dapat mendeteksi potensial dalam
toksisitas dan respons antibodi antara produk EPO terhadap
pembandingnya baik jangka pendek maupun jangka panjang.
Walaupun nilai prediktif model hewan imunogenisitas masih belum
menunjukkan korelasi yang kuat pada manusia, hasil pengukuran
dapat membantu menjelaskan adanya perbedaan pada struktur
atau cemaran imunogenik (BPOM, 2015).

Evaluasi Klinik

Studi klinik produk biologi termasuk EPO harus
menggunakan produk akhir untuk dapat menggambarkan
keamanan dan mutu suatu produk. Studi ini dapat menggunakan
pendekatan komparabilitas klinik baik farmakokinetika (PK),
farmakodinamika (PD) dan uji klinik (studi efikasi). Studi PK
harus dilakukan dengan cara pemberian dan dosis dalam rentang
terapi dengan desain menyilang dosis tunggal pada subyek sehat.
Pengujian ini memerlukan subyek dalam jumlah yang cukup
dengan mengacu pada studi sejenis sebelumnya. Demikian juga
protokol pengujian dan perlakuan pada subyek harus memenuhi
kaidah etik. Dosis pengujian juga bisa dilakukan dengan
penggunaan dosis tunggal atau dosis ganda sampai diperoleh
kadar tunak dalam darah. Jika produk biologi yang diteliti
diketahui menimbulkan risiko yang tidak dapat diterima untuk
subyek sehat, maka studi PK dilakukan pada populasi pasien
yang sesuai dengan indikasi. Studi PK komparatif dosis berulang
juga diperlukan jika PK bahan obat yang diteliti bergantung
pada dosis atau waktu, sehingga menghasilkan kadar tunak yang
jauh lebih tinggi dari yang diharapkan dari data dosis tunggal.
Karena perbedaan absorpsi pada keadaan tunak mungkin lebih
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besar, maka diperlukan tambahan studi dosis berulang dengan
pemberian dosis lazim yang tertinggi.

Uji PD secara komparatif dengan dosis yang dipilih pada
bagian kurva dosis-respons yang curam (dapat diperoleh dari
data non klinis) dan penanda PD dipilih berdasarkan relevansi
kliniknya seperti kadar retikulosit, eritrosit dan haemoglobin
sebagai parameter klinis EPO. Untuk produk yang sifatnya
biogenerik maka studi PK/PD komparatif dapat menggantikan
uji klinik dalam menilai efikasi jika: 1) karakter PK dan PD
produk pembanding telah diketahui dengan baik, 2) paling sedikit
terdapat satu penanda PD yang berkorelasi dan menunjukkan
efikasi dan 3) terdapat hubungan antara dosis/paparan, penanda
PD yang relevan dan respons/efikasi dari produk pembanding. Jika
senyawa aktif atau produk biologi sama sekali baru maka harus
dilakukan uji klinik yang menyeluruh dengan desain yang dapat
dipertanggungjawabkan secara saintifik.

Studi Efikasi

Efikasi dapat ditunjukkan dengan uji klinik untuk produk
EPO yang sama sekali baru atau dengan pengujian biosimilaritas
dengan membandingkan potensi EPO dengan produk originator
harus ditunjukkan dalam uji klinik yang langsung (head-to-head)
pada populasi studi yang sesuai, dengan desain ekivalensi atau
noninferioritas, acak, tersamar ganda atau paling tidak penilainya
tersamar, dan dengan power yang sangat baik (minimum 80%).
Populasi studi yang dipilih harus kelompok yang sensitif untuk
dapat menunjukkan perbedaan. Untuk pendekatan ekivalensi
harus ditetapkan batas atas dan bawah terhadap parameter PK/
PD, sedangkan desain non-inferioritas hanya mempunyai batas
bawah, sehingga desain ekivalensi memerlukan jumlah sampel
yang lebih besar dibandingkan desain non-inferioritas. Penetapan
parameter klinis untuk pengujian efikasi EPO dapat menggunakan
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level retikulosit, hematocrit, eritrosit dan hemoglobin. Selain
itu efek samping dan kejadian terkait penggunaan EPO harus
tercatat dengan baik.

Studi Keamanan

Data keamanan suatu produk biologi termasuk EPO harus
di evaluasi dengan baik dan menyeluruh dari sejumlah subyek
atau pasien yang memadai sebelum produk mendapat ijin edar.
Tidak setiap uji klinik efikasi yang telah dilaksanakan dapat
meyediakan data yang cukup untuk database keamanan, kecuali
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Gambar 3. Efek EPO pada proses erythropoiesis pada tikus yang diinduksi
dengan cisplatin-induced akut gagal ginjal. EPO 1 50 IU/Kg, 100
IU/Kg, 200 IU/Kg dan pembawa diberikan secara intravena sehari
sekali selama 5 hari. Data menunjukkan : rerata + SE (n=8). *p <
0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001 vs vehicle group.
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uji klinik tersebut dilakukan dalam jangka panjang dan dengan
jumlah sampel yang besar. Untuk itu evaluasi klinik pada fase 4
penggunaan produk EPO secara klinis harus dilakukan secara
berkelanjutan dan sekala lebih luas. Pada produk biogenerik, juga
harus dievaluasi perbandingan dengan produk originator yang
mencakup jenis, frekuensi dan keparahan kejadian/reaksi yang
tidak diinginkan.

Imunogenisitas

Imunogenisitas produk EPO harus dilakukan pengujian
baik pada tahap non-klinik dan klinik dengan menggunakan
pendekatan untuk menjamin data sensitifitas dan hipersensitifitas
dapat diketahui dengan baik. Respons imun terhadap suatu produk
biologi dipengaruhi oleh banyak faktor seperti karakter alami
produk biologi yang merupakan protein, cemaran yang berasal
dari pereaksi, proses, sel inang dan produk, eksipien dan stabilitas
produk, cara pemberian, regimen dosis, dan faktor terkait pasien,
penyakit dan/atau terapi. Akibat dari imunogenisitas yang tidak
diinginkan dapat sangat bervariasi, mulai dari tidak relevan
secara klinik hingga menimbulkan permasalahan yang serius dan
bahkan mengancam jiwa. Imunogenisitas suatu produk biologi
harus selalu diteliti pada manusia karena data hewan biasanya
tidak dapat memprediksi respons imun pada manusia. Frekuensi
dan jenis antibodi yang ditimbulkan maupun konsekuensi klinik
yang mungkin timbul dari respons imun harus dibandingkan
antara produk biosimilar dan produk pembanding.

Dalam hal pembentukan antibodi yang memberikan makna
secara klinis atau bahkan serius sering dijumpai pada produk
biologi dan pembandingnya dalam kelas yang sama, tetapi
terlalu jarang untuk dapat dideteksi sebelum produk diedarkan
(misalnya antibodi anti-epoetin yang menyebabkan aplasia sel
darah merah), maka diperlukan suatu rencana manajemen risiko
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Gambar 4. Efek EPO (Varian 1 dan Varian 2) pada proses erythropoiesis
pada tikus yang diinduksi dengan perdarahan EPO 1 (150 IU/Kg,
450 IU/Kg, 1350 IU/Kg) dan EPO 2 (150 IU/Kg, 450 1U/Kg, 1350
IU/Kg), serta control diberikan pembawa secara intravena sehari
sekali selama 5 hari. Data menunjukkan rerata + SE (n=8). *p <
0.05, ** p < 0.01, ***p< 0.001 vs kelompok kontrol.
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(RMP) yang khusus bagi produk biologi baik innovator maupun
biogeneriknya untuk menilai risiko spesifik ini. Studi survailance
selalu diperlukan untuk melengkapi adverse drug reaction yang
mungkin terjadi selama penggunaan baik jangka pendek maupun
jangka panjang.

Data dan uraian tersebut menegaskan bahwa dalam upaya
menjamin keamanan dan mutu produk biofarmasetika yang
dihasilkan melalui pendekatan teknologi rekayasa genetika
harus dilakukan secara komprehensif dan seksama mengacu
pada penerapan quality by design sehingga akan memberikan
kemanfaatan yang seluas-luasnya untuk kemanusiaan.
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