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1. Úvod 

 
Bioléčiva neboli biofarmaceutika nesporně zaujímají 

významné místo mezi prodávanými léčivy. Na rozdíl od 
klasických nízkomolekulárních léčiv zahrnují bioléčiva 
molekuly s velkou molekulovou hmotností (protilátky a� 
150 kDa). Mezi biofarmaceutika patří rozličné peptidy 
(např. insulin pro léčbu diabetes mellitus), proteiny (např. 
srá�ecí faktor VIII pro léčbu hemofilie, interferon β pro 
léčbu roztrou�ené sklerózy atd.) i velké molekuly protilá-
tek (např. protilátka proti receptoru CD-20 pro léčbu rako-
viny lymfatického systému � tzv. non-Hodgkin lymfomu). 
V některých případech bioléčiva dokonce představují jedi-
nou účinnou terapii. Například dříve neléčitelné nemoci, 
jako je nanismus nebo neplodnost, mohou být nyní úspě�-
ně léčeny pomocí biofarmaceutik. Terapeutické proteiny 
navíc mohou být upraveny tak, aby měly optimální farma-

kologické vlastnosti. 
V posledních dvaceti letech byl zaznamenán neoby-

čejný nárůst produkce v biofarmaceutickém průmyslu 
zalo�eném na vývoji rekombinantní DNA a hybridních 
technologiích. Rozsah a kvalita proteinů vhodných pro 
klinické vyu�ití byla dříve limitována závislostí na extrak-
ci z přírodních zdrojů. Rekombinantní DNA technologie 
umo�nily masovou produkci �irokého spektra přírodních 
a modifikovaných proteinů. Navíc hybridní technologie 
zavedly přípravu nové třídy proteinů � monoklonálních 
protilátek � které poskytují alternativní přístup k léčbě 
mnoha onemocnění. 

První rekombinantní proteiny nahrazovaly existující 
proteiny, které byly izolovány z přírodních zdrojů, jako je 
např. krev nebo hypofýza. Prvním schváleným rekombi-
nantním proteinem byl v roce 1982 insulin. Následoval 
lidský růstový hormon a srá�ecí faktor VIII. V některých 
případech byl výzkum a následná rekombinantní produkce 
bioléčiv také motivovány bezpečností spojenou s izolací 
po�adovaných látek z přírodních zdrojů. V roce 1980 se 
objevila obava, �e růstový hormon izolovaný z lidské hy-
pofýzy mů�e přená�et prionové částice způsobující Creu-
tzfeld-Jacobovu nemoc, co� vedlo k přípravě geneticky 
modifikovaných bakterií Escherichia coli produkujících 
lidský růstový hormon. Rekombinantní technologie také 
umo�nily produkci virových vakcin, např. proti hepatitidě 
B, ani� by bylo potřeba při výrobě pracovat 
s nebezpečným virem1. Významný podíl aplikací je 
v oblasti terapie rakoviny, dal�í pak zahrnují léčbu imunit-
ních a infekčních onemocnění. Počet schválených produk-
tů stabilně roste. V roce 2000 bylo schváleno 84 biofarma-
ceutik v Evropě a USA, zatímco v roce 2003 to bylo ji� 
148 (cit.1). V roce 2006 tento počet narůstá a� na 165 
schválených bioléčiv2.  

 
 

2.  Současný vývoj farmaceutického průmyslu 
aneb stanou se bioléčiva jeho nezbytnou  
součástí? 
 
Farmaceutický trh zaznamenává postupné vytěsňová-

ní klasických nízkomolekulárních léčiv velkými molekula-
mi bioléčiv. Analýza společnosti Datamonitor ukazuje, �e 
globální prodej bioléčiv v roce 2004 padesáti �esti �top� 
farmaceutickými a biotechnologickými firmami dosáhl 
56,2 mld USD, co� je oproti roku 2003 nárůst o 18,3 %. 
Z toho 20,2 mld USD zahrnoval prodej �esti klíčových tříd 
produktů: insulin, lidský růstový faktor, faktor stimulující 
kolonie (CSF), epoetin, interferon α a interferon β. Zatím-
co nejprodávaněj�ími produkty v minulosti byly epoetin 
a insulin, v budoucnu to budou monoklonální protilátky 
a terapeutické vakciny3. Podle analýzy společnosti Data-
monitor trh s terapeutickými proteiny nadále poroste. 
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V roce 2010 by se měl téměř zdvojnásobit a dosáhnout tak 
105 mld USD (cit.4) (obr. 1). 

Monoklonální protilátky představují největ�í a nej-
rychleji se rozvíjející skupinu biofarmaceutik, která zahr-
nuje �iroké spektrum aplikací (léčbu rakoviny, poruchy 
imunitního systému a některé infekční nemoci). V roce 
1995 monoklonální protilátky představovaly 1 % biofar-
maceutického trhu, 14 % v roce 2001 a 22 % v roce 2002. 
Odhaduje se, �e prodej monoklonálních protilátek ročně 
poroste o 17,2 % do roku 2010 a zvý�í se tak z 3,6 mld 
USD v roce 2002 na 7,9 mld USD v roce 2006 a 12,1 mld 
USD v roce 2010 (cit.3). 

 
 

3. Oblasti terapeutického vyu�ití bioléčiv 
 
Významný podíl aplikací bioléčiv je v oblasti rakovi-

ny (např. rakovina lymfatického systému � tzv. non-
Hodgkin lymfomu, rakovina prsu, rakovina tlustého střeva, 
leukémie), dále zahrnují léčbu autoimunitních onemocnění 
(např. roztrou�ená skleróza, revmatoidní arthritida, Cro-
hnova nemoc, psoriáza), léčbu diabetes mellitus, anémie, 

nahrazení chybějícího proteinu (např. lidského růstového 
hormonu) a dal�í. Hlavní oblasti terapeutického vyu�ití 
jsou shrnuty na obr. 2. 

Podstatnou část mezi prodávanými bioléčivy zahrnuje 
prodej insulinu, lidského růstového hormonu, erythropoeti-
nu, faktoru stimulujícího kolonie (CSF), interferonu α 
a interferonu β (cit.4). Vedle nich zaujímají důle�itou ob-
last monoklonální protilátky. V tabulce I jsou shrnuty nej-
častěji pou�ívané terapeutické proteiny a oblasti jejich 
terapeutického vyu�ití. 

 
 

4.  Nové technologické přístupy pro produkci 
bioléčiv 
 
Původně byly proteiny s terapeutickým účinkem zís-

kávány z přírodních zdrojů, např. srá�ecí faktory a lidský 
sérový albumin z lidské krevní plasmy, insulin ze slinivky 
prasete, lidský růstový hormon z lidské hypofýzy 
(postmortem) a glukocerebrosidasa z lidské placenty. Jak 
ji� bylo zmíněno v úvodu, přírodní zdroje s sebou nesou 
určitá rizika, jako je přenos prionových částic prostřednic-

Obr. 1. Světový prodej bioléčiv ve srovnání s prodejem ostat-
ních léčiv4; ! světový prodej nízkomolekulárních léčiv,    světo-
vý prodej bioléčiv 
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Kolonie stimulující faktor (CSF) při léčbě autologních transplantací kostní dřeně, při léčbě toxických stavů 

leukocytů po chemoterapiích aj. 
Interferon α léčba některých typů leukémie, Kaposiho sarkomu, hepatitidy aj. 
Interferon β léčba roztrou�ené sklerózy 
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tvím hypofýzy nebo jiné, např. virové kontaminace. Geno-
vé in�enýrství kromě zamezení těchto problémů navíc 
přiná�í mo�nosti úpravy proteinů �na míru� tak, aby byly 
optimalizovány i jejich farmakologické vlastnosti. Z těchto 
důvodů se produkce terapeutických proteinů přesunula 
k rekombinantním expresním systémům. Nejčastěji pou�í-
vanými expresními systémy jsou bakterie, kvasinky, hmy-
zí buňky, savčí buňky a v poslední době se studuje i mo�-
nost vyu�ití rostlinných buněk pro expresi proteinů. Sché-
ma přípravy bioléčiv je na obr. 3. 

Vět�ina terapeutických proteinů jsou glykoproteiny, 
které pro správnou biologickou aktivitu vy�adují N-gly-
kosylace, je� probíhají jako posttranslační modifikace 
u eukaryot. Mezi různými expresními systémy existují 
podstatné rozdíly v posttranslačních modifikacích. Např. 
v bakteriích glykosylace neprobíhá vůbec, proto se nehodí 
pro produkci glykoproteinů.  

 
4 . 1 .  P r o d u k c e  v  b a k t e r i í c h  

 
Exprese rekombinantních proteinů v bakteriálních 

buňkách (nejčastěji v bakteriích Escherichia coli) zpravi-
dla umo�ňuje získání velkého mno�ství po�adovaného 
produktu. Výhodou bakterií je rychlý růst v poměrně lev-
ném médiu, který vede k vysokému výtě�ku. Obecné me-
tody produkce v těchto buňkách zahrnují přímou intracelu-
lární expresi, sekreci proteinu do periplasmatického pro-
storu a expresi fúzních proteinů zaji�ťujících lokalizaci 
produktu buď v cytoplasmě, nebo v membráně hostitelské 
buňky5. 

Bakterie neumí produkovat proteiny, které vy�adují 
posttranslační modifikace pro jejich biologickou aktivitu, 
jako jsou např. glykosylace. Dal�í nevýhodou bakteriální 
exprese je to, �e proteiny jsou často exprimovány ve formě 
inkluzních tělísek, z kterých se biologicky aktivní protein 

získává poměrně obtí�ně (purifikace zahrnuje denaturaci 
a renaturaci) a tato cesta je i finančně náročná6. 

Bakteriální buňky nicméně představují výhodný ex-
presní systém pro proteiny nevy�adující posttranslační 
modifikace (viz tab. II). V bakteriích E. coli je exprimován 
lidský insulin nebo jeho analogy pro léčbu cukrovky 
(Humulin®, Humalog®, Lantus®, Exubera®), lidský růstový 
hormon pro léčbu nanismu  (Protropin®, Humatrope®, 
Nutropin®, Norditropin®, Genotropin®, Omnitrope®), para-
thyroidní hormon pro léčbu osteoporózy (Forteo®), interfe-
ron α pro léčbu leukémie a hepatitidy C (Intron A®, Peg-
Intron®, Pegasys®), interferon β pro léčbu roztrou�ené 
sklerózy (Betaseron®), faktor stimulující kolonie granulo-
cytů (G-CSF) pou�ívaný při chemoterapiích (Neupogen®, 
Neulasta®). E. coli je také bě�ně pou�ívaným expresním 
systémem pro produkci fragmentů protilátek7. 

 
4 . 2 .  P r o d u k c e  v  k v a s i n k á c h  

 
Produkce proteinů v kvasinkách nabízí několik vý-

hod. Je to rychlá a jednoduchá produkce s vysokým výtě�-
kem (který je ale ni��í ne� v bakteriích), nízká cena kulti-
vačního média a v neposlední řadě existence posttranslač-
ních modifikací, jako je N-glykosylace6,8. Rekombinantní 
proteiny mohou být produkovány intracelulárně nebo mů-
�e být upravena sekreční dráha tak, aby byly proteiny se-
kretovány do média6, co� značně usnadňuje purifikaci 
proteinu. Jako kvasinkový expresní systém se zpravidla 
pou�ívá Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris. 

Nevýhodou kvasinek je odli�ná glykosylace od sav-
čích buněk, která tak potenciálně mů�e způsobit i ne�ádou-
cí imunogenitu produkovaných proteinů. Přítomnost man-
nosy � specifického cukru kvasinek � limituje vyu�ití kva-
sinkového expresního systému pro produkci proteinů, kte-
ré N-glykosylace nevy�adují8. 

Kvasinkový expresní systém Saccharomyces cerevisi-
ae je pou�íván pro produkci několika terapeutických pro-
teinů (viz tab. II) , jako je lidský insulin a jeho analogy 
pro léčbu cukrovky (Novolin®, NovoLog®), lidský růstový 
hormon pro léčbu nanismu (Valtropin®), faktor stimulující 
kolonie granulocyrů a makrofágů (GM-CSF) pou�ívaný 
při chemoterapiích (Leukine®) a dal�í. 

In�enýrství glykosylace kvasinek Pichia pastoris 
zaznamenalo v poslední době veliký pokrok. U kvasinek 
Pichia pastoris byla docílena eliminace syntézy ne�ádou-
cích cukrů během glykosylace a ukázalo se, �e kvasinky 
mohou být upraveny tak, aby jejich glykosylace byly vel-
mi podobné glykosylacím lidských proteinů8.  Choi 
a spol.9 docílili humanizaci glykanů v kvasinkách Pichia 
pastoris tak, �e inaktivovali gen pro α-1,6-mannosyl-
transferasu a naopak aktivovali gen pro α-1,2-manno-
sidasu a β-1,2-N-acetylglukosaminyltransferasu. Upravená 
kvasinka Pichia pastoris tak poskytuje knihovnu individu-
álních kmenů k produkci proteinů se specifickými humán-
ními glykoformami s vysokým stupněm homogenity8. 
Např. byl pou�it panel navr�ených Pichia pastoris 
k produkci různých glykoforem monoklonální protilátky 
se stejnou aminokyselinovou sekvencí jako má komerční 

Obr. 3. Schéma přípravy bioléčiv 
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protilátka Rituxan® (proti receptoru CD-20), která se vyu-
�ívá k léčbě rakoviny lymfatického systému � tzv. non-
Hodgkin lymfomu10.  

 
4 . 3 .   P r o d u k c e  v  h m y z í c h  b u ň k á c h  

s  p o u � i t í m  b a k u l o v i r o v ý c h   
v e k t o r ů  

 
Hmyzí buňky patří mezi účinné expresní systémy pro 

produkci glykoproteinů, zahrnující i monoklonální proti-
látky8. 

Bakulovirový expresní systém je eukaryotický, jeli-
ko� exprese probíhá v hmyzích buňkách. Hmyzí buňky 
jsou tedy schopné posttranslačních modifikací, jako jsou 
glykosylace5,8. Na rozdíl od bakterií, kde zůstávají produ-
kované proteiny vět�inou nerozpustné, jsou rekombinantní 
proteiny produkované v hmyzích buňkách rozpustné. Dal�í 
výhodou je velikost virového genomu (~130 kbp), co� 
umo�ňuje vlo�ení del�ího úseku cizorodé DNA (cit.5,11). 
Kultivace hmyzích buněk není tak drahá jako kultivace 
savčích buněk. Na rozdíl od savčích buněk hmyzí buňky 
nevy�adují zvý�ený obsah CO2 v atmosféře a pro jejich 
kultivaci tedy není zapotřebí drahý CO2 inkubátor5. 

Nevýhodou proteinů produkovaných v hmyzích buň-
kách je rozdílný typ glykosylace od glykosylace lidských 
proteinů. Mo�nost přítomnosti nehumánní α-1,3-fukosy 
(zale�í na hmyzím druhu) mů�e zvý�it imunogenitu protei-
nu. Hmyzí buňky navíc nejsou vhodné pro expresi glyko-
proteinů, u nich� je po�adována dlouhá doba přítomnosti 
v séru, jeliko� N-glykany hmyzích buněk jsou rychle eli-
minovány z organismu8. 

Příkladem terapeutických proteinů produkovaných 
hmyzími buňkami je erythropoetin12 nebo různé monoklo-
nální protilátky13.  

 
4 . 4 .  P r o d u k c e  v  s a v č í c h  b u ň k á c h  

 
Nejčastěji pou�ívanou linií savčích buněk pro produk-

ci terapeutických glykoproteinů jsou buněčné linie Chine-
se Hamster Ovary (CHO). Dále se pak pou�ívají my�í 
buňky NS0 a Sp2/0 (cit.14). 

Savčí buňky jsou preferovány z několika hledisek, 
z nich� nejdůle�itěj�í je produkce proteinů s N-glykany, 
které jsou velmi podobné lidským8. 

Vedle vý�e uvedených výhod má exprese proteinů 
v savčích buňkách také řadu nevýhod. Jsou zde kladeny 
vysoké nároky na sterilitu, její� poru�ení se projeví mno-
hem výrazněji ne� při kultivaci mikrobiálních buněk. Růst 
kontaminace je také podporován slo�ením velmi bohatých 
médií. Zásadním nedostatkem pou�ití savčích buněk je 
finanční náročnost spojená s jejich kultivací. Ta je odvoze-
na předev�ím od vysoké ceny slo�ek médií a enormní spo-
třebou sterilního plastového materiálu5. Drahá je i násled-
ná purifikace terapeutického proteinu. Savčí buňky mohou 
také přená�et infekční částice, jako jsou viry nebo priony. 
Nevýhodou je také dlouhá doba potřebná k vytvoření pro-
dukční linie a obtí�nost kontrolovat odpovídajícím způso-
bem N-glykosylace8. 

CHO buňky jsou pou�itelné pro expresi glykoprotei-
nů obsahujících kyselinu sialovou. Nicméně některé pro-
teiny vy�adují glykoformy bez kyseliny sialové. Toho se 
dá docílit úpravou in vitro8. 

Dal�í problém mů�e představovat přítomnost fukosy-
lovaných glykanových struktur u monoklonálních protilá-
tek produkovaných CHO buňkami. Odstranění fukosy 
vede ke zlep�ení funkce protilátek. To bylo dosa�eno ně-
kterými vědeckými skupinami, je� připravily buněčné 
linie, které proteiny nefukosylují a produkují protilátky 
s vy��í ADCC aktivitou (buněčná cytotoxicita závislá 
na protilátkách)8.  

V CHO je produkována řada terapeutických proteinů 
(viz tab. II), např. srá�ecí faktor VIII pro léčbu hemofilie 
(ReFacto®), srá�ecí faktor IX pro léčbu hemofilie 
(BeneFIX®), erythropoetin a jeho analogy pro léčbu ané-
mie (Epogen®, Procrit®, Aranesp®), interferon β pro léčbu 
roztrou�ené sklerózy (Avonex®, Rebif®), tkáňový aktivátor 
plasminogenu nebo jeho analogy pro léčbu trombolýzy 
(Retavase®), β-glukocerebrosidasa pro léčbu Gaucherovy 
nemoci (Cerezyme®) a řada monoklonálních protilátek, 
např. pro léčbu  rakoviny lymfatického systému � tzv. non-
Hodgkin lymfomu (Rituxan®, Zevalin® ), pro léčbu rakovi-
ny prsu (Herceptin®), pro léčbu rakoviny tlustého střeva 
(Avastin®), pro léčbu autoimunitních onemocnění 
(Enbrel®, Humira®, Raptiva® ) nebo pro zmírnění astmatu 
(Xolair®). 

V buňkách my�ích linií NS0 jsou produkovány např. 
monoklonální protilátky (viz tab. II) pro prevenci odmítnu-
tí transplantovaných orgánů (Simulect®), pro prevenci 
onemocnění dýchacích cest (Synagis®) a pro léčbu akutní 
myeloidní leukémie (Mylotarg®). 

V my�ích buňkách Sp2/0 jsou exprimovány monoklo-
nální protilátky (viz tab. II) pro sní�ení nebezpečí tvorby 
trombů (ReoPro®) nebo pro léčbu autoimunitních onemoc-
nění (Remicade®). 

 
4 . 5 .  P r o d u k c e  v  t r a n s g e n n í c h  z v í ř a t e c h  

 
V poslední době se pozornost obrací k transgenním 

zvířatům jako alternativním expresním systémům. Některé 
glykoproteiny, např. monoklonální protilátky, ji� v těchto 
systémech byly exprimovány8. 

Proteiny produkované transgenními �ivočichy obsa-
hují více mannosy a glykany s ni��ím obsahem kyseliny 
sialové ve srovnání s lidskými glykoproteiny. To mů�e 
omezit produkci proteinů, u kterých je vy�adována dlouhá 
doba přítomnosti v séru8.  

Byla připravena transgenní my� produkující lidské 
monoklonální protilátky15. Van Berkel a spol.16 studovali 
mo�nost produkce rekombinantního lidského laktoferrinu 
v mléce transgenní krávy. Roku 2005 bylo docíleno pro-
dukce monoklonálních protilátek v kuřeti a jejich sekrece 
do vajec17. 

Přes ve�keré úspěchy je průmyslová produkce terape-
utických proteinů transgenními zvířaty prozatím budouc-
ností. 
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4 . 6 .   P r o d u k c e  v  t r a n s g e n n í c h   
r o s t l i n á c h  a  r o s t l i n n ý c h   
t k á ň o v ý c h  k u l t u r á c h  

 
Transgenní rostliny pro produkci terapeutických gly-

koproteinů představují v současnosti důle�itou oblast vý-
zkumu. Rostliny jsou jako expresní systémy velkým 
a slibným potenciálem pro produkci monoklonálních proti-
látek, ale i dal�ích glykoproteinů8. 

Rostliny mohou být kultivovány jako tkáňové kultury 
na aseptickém agarovém nebo tekutém médiu, jako proto-
plasty (tzn. bez buněčné stěny) a v neposlední řadě mohou 
být regenerovány v celou rostlinu, která ji� mů�e být pěs-
tována i v nesterilní půdě. V závislosti na zvolení signální 
sekvence lze ovlivnit lokalizaci rekombinantního proteinu. 
Protein mů�e být asociován s cytoplasmatickou membrá-
nou nebo mů�e být sekretován do média. Velkou výhodou 
rostlinné produkce proteinů jsou velké výtě�ky za relativně 
nízkou cenu18. 

Hlavní limitace rostlin jako expresních systémů je 
produkce nehumánních glykanových struktur. Rostlinné 
glykoproteiny postrádají galaktosu a sialovou kyselinu 
a navíc obsahují imunogenní cukry β-1,2-xylosu a α-1,3-    
-fukosu. Potenciální alergická reakce k těmto cukrům mů-
�e značně omezit vývoj transgenních rostlin pro produkci 
terapeutických proteinů. V této souvislosti byly zazname-
nány snahy humanizace rostlinných N-glykanů. Na rostlin-
né glykoproteiny se dají enzymově připojit chybějící cukry 
(tzn. galaktosa a kyselina sialová) a naopak odstranit ty 
ne�ádoucí (tzn. β-1,2-xylosa a α-1,3-fukosa)8. Strasser 
a spol.19 připravili transgenní rostliny Arabidopsis thalina 
s pozměněnou dráhou glykosylace, přičem� tyto rostliny 
produkují glykoproteiny blízké lidským � tzn. bez β-1,2-   
-xylosy a α-1,3-fukosy. 

Ve 2. fázi klinických testů je protilátka CaroRX 
(Planet Biotechnology, Kalifornie) produkovaná rostlina-
mi. Jedná se o hybrid monoklonální protilátky, která vá�e 
streptokokální antigen I/II, co� je hlavní povrchový glyko-
protein bakterie Streptococcus mutans. S. mutans způsobu-
jí bakteriální zubní kaz. Zmíněná protilátka brání bakterii, 
aby se mohla udr�et na zubním povrchu2. 

 
 

5.  Cesty zdokonalení terapeutických vlastností 
bioléčiv 

 
Kromě rekombinantních verzí přírodních proteinů je 

také mo�né připravit proteiny, které jsou upraveny s cílem 
modifikovat jejich vlastnosti, a to z hlediska jejich terapeu-
tické aktivity. To znamená zvý�it jejich stabilitu, sní�it 
rychlost eliminace látky z organismu (tzv. clearance) apod. 
Modifikace proteinů zahrnují substituci aminokyselin 
v proteinech, odstranění určitých domén, úpravu glykosy-
lací a dal�í. Přibli�ně 50 % schválených bioléčiv má modi-
fikovanou genovou sekvenci právě z vý�e uvedeného hle-
diska1. 

Existuje několik metod, jak lze upravit primární pro-

teinovou strukturu. Jedná se např. o cílenou mutagenezi 
pro změnu specifické aminokyseliny proteinu. V případě 
insulinu bylo vyvinuto několik jeho analogů 
s pozměněnými aminokyselinovými sekvencemi, které 
ovlivňují rychlost působení hormonu. Přírodní forma insu-
linu existuje jako neaktivní hexamer, jen� se pomalu diso-
ciuje na aktivní monomer. Humalog® a NovoLog® jsou 
rychle působící analogy insulinu se specifickou aminoky-
selinou na C-konci, které omezují skládání insulinu 
na neaktivní hexamer. Na druhé straně Lantus® je dlouho 
působící varianta insulinu, která pomalu disociuje 
z mikrokrystalického precipitátu, co� má za následek dlou-
hotrvající účinek. 

Tkáňový aktivátor plasminogenu Retavase® je příkla-
dem produktu, kde byla odstraněna celá proteinová domé-
na. Tkáňový aktivátor plasminogenu aktivuje přeměnu 
plasminogenu na plasmin, který �těpí fibrin, a tím rozpou�-
tí trombus (krevní sra�eninu). V preparátu Retavase® byla 
odstraněna doména, která zodpovídala za rychlou elimina-
ci tkáňového aktivátoru, čím� se prodlou�il účinek jeho 
působení. 

Dal�ím příkladem modifikace proteinových charakte-
ristik je fúze genových sekvencí různých proteinů, co� má 
za následek vznik nového proteinu s novými vlastnostmi. 
Takovým produktem je např. Enbrel®. Jedná se o fúzní 
protein pou�ívaný pro léčbu revmatoidní arthritidy. Obsa-
huje vázající doménu TNF (faktor nekrotizující nádory) 
fúzovanou s Fc fragmentem lidských imunoglobulinů třídy 
IgG. 

Podstatný vliv na různé funkce proteinů, zahrnující 
aktivitu, dobu působení, rychlost eliminace z organismu 
a stabilitu, mů�e mít glykosylace. Počet produktů, u nich� 
glykosylace proteinů byla modifikována s cílem ovlivnit 
jejich terapeutické vlastnosti, stále roste. Příkladem tako-
vého produktu je Aranesp® (varianta erythropoetinu pro 
léčbu anémie) a Cerezyme® (β-glukocerebrosidasa pro 
léčbu Gaucherovy choroby typu I). V současnosti jsou 
uplatňovány tři přístupy úpravy glykosylací proteinů: 1) 
úprava glykosylačních míst v proteinu, např. zavedení 
nového glykosylačního místa; 2) enzymatické modifikace 
glykanů in vitro; 3) genové manipulace s buněčným glyko-
sylačním mechanismem. 

Pro omezení proteolytické degradace terapeutických 
proteinů a sní�ení rychlosti eliminace z organismu in vivo 
bývá pou�ívána metoda pegylace, co� je proces, při kterém 
se na protein navá�e polyethylenglykol. Příkladem schvá-
lených pegylovaných produktů je Pegasys® (léčba hepatiti-
dy C), Peg-Intron® (léčba hepatitidy C), Neulasta® (léčba 
neutropenie při chemoterapiích) a Somavert® (léčba akro-
megalie). Vyvíjejí se i dal�í pegylované proteiny, jako jsou 
např. pegylované fragmenty protilátek. 

Dal�ím příkladem chemických modifikací je navázání 
radioisotopů nebo cytotoxických léčiv k monoklonálním 
protilátkám, pou�ívaným zejména při léčbě rakoviny. Ta-
kovým produktem je Bexxar® (léčba rakoviny lymfatické-
ho systému � tzv. non-Hodgkin lymfomu) − monoklonální 
protilátka konjugovaná s radioaktivním jodem I131, Zeva-
lin® (léčba rakoviny lymfatického systému � tzv. non-
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Hodgkin lymfomu) − monoklonální protilátka konjugova-
ná s radioaktivním yridiem Y90, a Mylotarg® (léčba leuké-
mie) − monoklonální protilátka konjugovaná s chemotera-
peutikem calicheamicinem. 

 
 

6. �Biosimilars� � nová generace bioléčiv 
 
Generické léky jsou ekvivalenty originálních léčivých 

přípravků, které mohou být uvedeny na trh po expiraci 
jejich patentové ochrany, obsahují stejnou účinnou látku, 
odpovídají stejným náročným pravidlům při vývoji, výro-
bě a posuzování bezpečnosti a mají stejnou kvalitu, bez-
pečnost a účinnost jako originální značkové léky. Hlavním 
významem generických ekvivalentů je jejich ni��í cena ve 
srovnání s originálními léčivy, čím� je zvý�ena dostupnost 
těchto moderních léků. Hlavním důvodem ni��í ceny je 
předev�ím ni��í náročnost na testování těchto léčiv, neboť 
není třeba opakovat v�echny preklinické a klinické zkou�-
ky, ale je mo�né se odkázat na klinická data originálního 
produktu. 

Vedle generických léčiv se na trhu začínají objevovat 
tzv. �biosimilars�, které jsou jejich obdobou a vychází ze 
stejného principu jako generická léčiva. �Biosimilars� jsou 
účinná biofarmaceutika představující velké molekuly 
(protilátky a� 150 kDa) se slo�itou 3D strukturou a k jejich 
přípravě jsou pou�ívány organismy. Často se jedná o hete-
rogenní produkty, které je obtí�né kompletně charakterizo-
vat fyzikálně-chemickými analytickými metodami, 
a z těchto důvodů je i často velmi obtí�né deklarovat jejich 
v�dy stejné slo�ení a strukturu. I malá změna při výrobním 
procesu, např. změna v produkční buněčné linii, mů�e 
způsobit potenciální variace ve vlastnostech konečného 
biofarmaceutického produktu. Z tohoto hlediska je asi 
nejzáva�něj�ím problémem ne�ádoucí imunogenita, jeli-
ko� i velmi malé rozdíly v těchto molekulách mohou způ-
sobit rozdílné reakce organismu2,20. Tím se �biosimilars� 
li�í od klasických chemických generických léčiv, u kterých 
není obtí�né zajistit identické slo�ení účinné látky, jako má 
originální produkt. Z vý�e uvedených hledisek vyplývá, �e 
v současnosti nejde zajistit, aby dva různí výrobci produ-
kovali dvě identická biofarmaceutika, přinejlep�ím mohou 
být podobná neboli bioekvivalentní. Jako bioekvivalentní 
mů�eme označit produkty, které mají stejné kvalitativní 
a kvantitativní slo�ení, tzn. �e obsahují stejnou aktivní 
látku ve stejné farmaceutické formě, která se chová stejně 
i v pacientově těle (stejná absorpční rychlost, distribuce 
v těle, odbourávání a exkrece)20. 

Do roku 2009 řadě bioléčivům expiruje jejich paten-
tová ochrana. Několika schváleným biofarmaceutikům 
patent ji� vypr�el (např.  Nutropin® � lidský růstový hor-
mon pro léčbu nanismu, Humulin® − insulin pro léčbu 
diabetes mellitus, Cerezyme® − β-glukocerebrosidasa pro 
léčbu Gaucherovy choroby, Intron A® − Interferon α-2b 
pro léčbu leukémie a hepatitidy C, Epogen® − erythropoe-
tin α pro léčbu anémie a dal�í). Někteří analytikové před-
pokládají, �e a� 75 schválených terapeutických proteinů se 

stane cílem generických společností. Prvním �biosimilar� 
je léčivo Omnitrope® (lidský růstový hormon), které bylo 
schváleno v roce 2005 v Austrálii a v roce 2006 v Evropě 
a USA. Omnitrope® je obdobou léku Genotropin® od firmy 
Pfizer/Pharmacia, jeho� patent ji� vypr�el2. Schválení 
Omnitropu® v�ak zároveň přineslo několik rozporů, a to 
předev�ím otázku, nakolik je podobný originálnímu pro-
duktu Genotropinu®, zda je stejně účinný a bezpečný.  

Bylo nezbytné zavést novou legislativu týkající se 
�biosimilars�, která by zaručovala bezpečnost těchto no-
vých produktů. V Evropě se touto problematikou zabývá 
EMEA (European Agency for the Evaluation of Medicinal 
Products) a v USA FDA (Food and Drug Administration). 
Od roku 2001 do�lo k revizi legislativy týkající se farma-
cie. Ačkoliv v USA zůstavá legislativa prozatím nejasná,  
v členských státech EU v roce 2005 a 2006 bylo přijato 
několik dokumentů týkající se �biosimilars�. Tyto doku-
menty jsou dostupné na internetových stránkách EMEA: 
http://www.emea.eu.int. Pro zaji�tění bezpečnosti 
�biosimilars� a jejich stejné účinnosti, jako mají originální 
produkty, je v oficiálních dokumentech kladen důraz 
na preklinické a klinické testování těchto nových bioléčiv2,20.  

Evropské regulační orgány potvrdily, �e akceptují 
principy �biosimilars� tím, �e v dubnu 2006 schválily dru-
hý takový produkt � Valtropin® (lidský růstový hormon)2. 

 
 

7. Závěr 
 
Bioléčiva nabízí  nové mo�nosti pro léčbu dříve nelé-

čitelných nebo obtí�ně léčitelných onemocnění. Význam-
ný podíl aplikací biofarmaceutik je v oblasti terapie rako-
viny, dal�í důle�ité oblasti zahrnují imunitní onemocnění 
a infekční onemocnění. Mezi bioléčivy za�ívají obrovský 
rozmach monoklonální protilátky. V současné době je na 
trhu 165 schválených produktů a odhaduje se, �e 2500 
terapeutických proteinů je ve fázi výzkumu a 1600 
v preklinických a klinických testech2.  

Mezi nejprodávaněj�ími bioléčivy v současnosti zau-
jímají místo následující produkty (tab. II): erythropoetin 
pro léčbu anémie (Procrit®, Epogen®, Aranesp®), insulin 
pro léčbu diabetes mellitus (Novolin®, Humulin®, Huma-
log®), monoklonální protilátky pro léčbu autoimunitních 
onemocnění (Remicade®, Enbrel ®), faktor stimulující 
kolonie (CSF) pou�ívaný při chemoterapiích (Neupogen®, 
Neulasta®), interferon α pro léčbu leukémie a hepatitidy C 
(Intron A®), monoklonální protilátky pro léčbu rakoviny 
lymfatického systému � tzv. non-Hodgkin lymfomu 
(Rituxan®) a interferon β pro léčbu roztrou�ené sklerózy 
(Avonex®).  

Přes nesporný přínos biofarmaceutik je nutné připo-
menout i jejich problémy, které zatím čekají na ře�ení. 
Jedná se předev�ím o vysokou cenu produkce a potenciální 
imunogenitu. Klíčem pro sní�ení nákladů produkce by 
mohly být nové levněj�í expresní systémy, jako jsou kva-
sinky, hmyzí buňky nebo rostliny, jeliko� kultivace nejčas-
těji pou�ívaných expresních systémů � savčích CHO bu-
něk � je poměrně drahou zále�itostí. Sní�it cenu bioléčiv 
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by se dalo docílit, vedle sní�ení nákladů kultivace 
v podobě levněj�ích expresních systémů, i zlevněním puri-
fikačních procesů.  

Snaha sní�it imunogenitu nových biotechnologicky 
připravených produktů vedla k návrhu a úpravě některých 
organismů (např. kvasinka Pichia pastoris9 nebo rostlina 
Arabidopsis thaliana19) k vyu�ití pro produkci terapeutic-
kých proteinů8. Úpravy spočívají předev�ím v modifikaci 
glykosylačních drah, které zaji�ťují glykosylace proteinů 
vlastní lidským bílkovinám. 

Bioléčiva představují stále rozvíjející se oblast, která 
má nesporný pozitivní význam. Cílem farmaceutických 
společností by mělo být sní�ení jejich ceny, a tím i roz�íře-
ní jejich dostupnosti �iroké veřejnosti. 

 
Tato studie byla podpořena granty GA ČR 

203/06/1038 a MZ NR/8355-3.  
 
 

Z k r a t k y  
 
ADCC buněčná cytotoxicita závislá na protilátkách 
 (Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxi-

city) 
CHO ovariální buňky čínského křečka (Chinese 

Hamster Ovary) 
CSF faktor stimulující kolonie (Colony-Stimulating 

Factor) 
EGF epidermální růstový faktor (Epidermal Growth 

Factor) 
EMEA evropský úřad pro kontrolu léčiv  
 (European Agency for the Evaluation of Medi-

cinal Products)  
FDA americký úřad pro kontrolu potravin a léčiv  
 (Food and Drug Administration) 
G-CSF faktor stimulující kolonie granulocytů 
GM-CSF faktor stimulující kolonie granulocytů a makro-

fágů 
 (Granulocyte-Monocyte Colony-Stimulating 

Factor) 
TNF faktor nekrotizující nádory (Tumor Necrosis 

Factor) 
VEGF vaskulární endoteliální růstový faktor 
 (Vascular Endothelial Growth Factor) 
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Z. Chrastilováa,b, M. Mackováa, J. �otolab, and 

V. Krála,b (a Institute of Chemical Technology, Prague, 
b Zentiva Co., Prague): Biopharmaceuticals � What Is 
Their Real Potential? 

 
The current and future situation in the field of bio-

pharmaceuticals is reviewed. The position of biopharma-
ceuticals on pharmaceutical market is still strengthening. 
Biopharmaceuticals cover many therapeutic areas involv-
ing treatment of cancer, autoimmune diseases, diabetes, 
anemia, disorders associated with lack of some proteins 

(e.g. human growth hormone) and others. Production of 
therapeutic proteins has shifted to new biotechnologies 
such as recombinant DNA  and hybridoma technologies 
for production of monoclonal antibodies. Different types 
of expression systems suitable for production of biophar-
maceuticals are described and compared. Mammalian 
cells, which are currently the most often used production 
system for glycoproteins, have several disadvantages in-
cluding high production costs. This is why several cheaper 
expression systems are now being explored as alternatives. 
Yeast, plant and insect expression systems provide a new 
approach and potential for reduction of cost of biopharma-
ceuticals. The expiration of patents on original biopharma-
ceuticals give a chance to develop production of new drugs 
− biosimilars. Production of biosimilars can also reduce 
the cost of biopharmaceuticals, but under the condition 
that the safety and efficiency of biosimilars are the same as 
those of the original products. 


