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1. Uvod

Bioléciva neboli biofarmaceutika nesporn¢ zaujimaji
vyznamné misto mezi prodavanymi 1é¢ivy. Na rozdil od
klasickych nizkomolekularnich 1é¢iv zahrnuji bioléciva
molekuly s velkou molekulovou hmotnosti (protilatky az
150 kDa). Mezi biofarmaceutika patii rozlicné peptidy
(napf. insulin pro 1écbu diabetes mellitus), proteiny (napf.
srazeci faktor VIII pro 1écbu hemofilie, interferon B pro
1é¢bu roztrousené sklerdzy atd.) i velké molekuly protila-
tek (napf. protilatka proti receptoru CD-20 pro 1écbu rako-
viny lymfatického systému — tzv. non-Hodgkin lymfomu).
V nékterych piipadech bioléciva dokonce predstavuji jedi-
nou ucinnou terapii. Naptiklad diive nelécitelné nemoci,
jako je nanismus nebo neplodnost, mohou byt nyni Gspes-
né¢ 1éCeny pomoci biofarmaceutik. Terapeutické proteiny
navic mohou byt upraveny tak, aby mély optimalni farma-
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kologické vlastnosti.

V poslednich dvaceti letech byl zaznamenan neoby-
Cejny narlGst produkce v biofarmaceutickém primyslu
zalozeném na vyvoji rekombinantni DNA a hybridnich
technologiich. Rozsah a kvalita proteini vhodnych pro
klinické vyuziti byla diive limitovana zavislosti na extrak-
ci z ptirodnich zdroji. Rekombinantni DNA technologie
umoznily masovou produkci Sirokého spektra ptirodnich
a modifikovanych proteini. Navic hybridni technologie
zavedly pfipravu nové tfidy proteini — monoklonalnich
protilatek — které poskytuji alternativni piistup k 1écbé
mnoha onemocnéni.

Prvni rekombinantni proteiny nahrazovaly existujici
proteiny, které byly izolovany z ptirodnich zdroji, jako je
napi. krev nebo hypofyza. Prvnim schvéalenym rekombi-
nantnim proteinem byl vroce 1982 insulin. Néasledoval
lidsky rtistovy hormon a srazeci faktor VIIL. V nékterych
pripadech byl vyzkum a nasledna rekombinantni produkce
bioléciv také motivovany bezpecnosti spojenou s izolaci
pozadovanych latek z ptirodnich zdroji. V roce 1980 se
objevila obava, Ze rlistovy hormon izolovany z lidské hy-
pofyzy mlze ptenéSet prionové Castice zpusobujici Creu-
tzfeld-Jacobovu nemoc, coz vedlo k pfipravé geneticky
modifikovanych bakterii Escherichia coli produkujicich
lidsky rastovy hormon. Rekombinantni technologie také
umoznily produkci virovych vakcin, napt. proti hepatitidé
B, aniz by bylo potieba pii vyrobé pracovat
s nebezpe¢nym virem'. Vyznamny podil aplikaci je
v oblasti terapie rakoviny, dalsi pak zahrnuji 1é¢bu imunit-
nich a infek¢nich onemocnéni. Pocet schvélenych produk-
ta stabilné roste. V roce 2000 bylo schvaleno 84 biofarma-
ceutik v Evropé a USA, zatimco v roce 2003 to bylo jiz
148 (cit."). Vroce 2006 tento podet naristd az na 165
schvalenych biolé¢iv?.

2. Soucasny vyvoj farmaceutického primyslu
aneb stanou se bioléciva jeho nezbytnou
soucasti?

Farmaceuticky trh zaznamenava postupné vytésiova-
ni klasickych nizkomolekularnich 1é¢iv velkymi molekula-
mi bioléciv. Analyza spole¢nosti Datamonitor ukazuje, ze
globalni prodej bioléciv v roce 2004 padesati Sesti ,,top™
farmaceutickymi a biotechnologickymi firmami doséhl
56,2 mld USD, coz je oproti roku 2003 nartst o 18,3 %.
Z toho 20,2 mld USD zahrnoval prode;j Sesti klicovych tiid
produktt: insulin, lidsky ristovy faktor, faktor stimulujici
kolonie (CSF), epoetin, interferon a a interferon . Zatim-
co nejproddvanéjSimi produkty v minulosti byly epoetin
ainsulin, v budoucnu to budou monoklonalni protilatky
a terapeutické vakciny’. Podle analyzy spole¢nosti Data-
monitor trh s terapeutickymi proteiny nadéale poroste.
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Obr. 1. Svétovy prodej bioléCiv ve srovnani s prodejem ostat-
nich 1é¢iv*; O svétovy prodej nizkomolekularnich 16¢iv, M svéto-
vy prodej bioléciv

V roce 2010 by se mél téméf zdvojnasobit a dosahnout tak
105 mld USD (cit.*) (obr. 1).

Monoklonalni protilatky ptedstavuji nejvétsi a nej-
rychleji se rozvijejici skupinu biofarmaceutik, ktera zahr-
nuje Siroké spektrum aplikaci (Ié€bu rakoviny, poruchy
imunitniho systému a nékteré infekéni nemoci). V roce
1995 monoklonélni protilatky predstavovaly 1 % biofar-
maceutického trhu, 14 % v roce 2001 a 22 % v roce 2002.
Odhaduje se, ze prodej monoklonalnich protilatek rocné
poroste 0 17,2 % do roku 2010 a zvysi 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. Oblasti terapeutického vyuZiti bioléciv

Vyznamny podil aplikaci bioléCiv je v oblasti rakovi-
ny (napf. rakovina lymfatického systému — tzv. non-
Hodgkin lymfomu, rakovina prsu, rakovina tlustého stfeva,
leukémie), dale zahrnuji 1é€bu autoimunitnich onemocnéni
(napf. roztrousena sklerdza, revmatoidni arthritida, Cro-
hnova nemoc, psoriaza), 1é€bu diabetes mellitus, anémie,
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Obr. 2. Hlavni oblasti terapeutického vyuziti biolégiv?'

nahrazeni chybéjiciho proteinu (napt. lidského rastového
hormonu) a dal$i. Hlavni oblasti terapeutického vyuZiti
jsou shrnuty na obr. 2.

Podstatnou ¢ast mezi prodavanymi bioléCivy zahrnuje
prodej insulinu, lidského rstového hormonu, erythropoeti-
nu, faktoru stimulujiciho kolonie (CSF), interferonu o
a interferonu B (cit.*). Vedle nich zaujimaji daleZitou ob-
last monoklonalni protilatky. V tabulce I jsou shrnuty nej-
Cast€ji pouzivané terapeutické proteiny a oblasti jejich
terapeutického vyuziti.

4. Nové technologické pristupy pro produkci
bioléciv

Pavodné byly proteiny s terapeutickym ucinkem zis-
kavany z ptirodnich zdroji, napf. srazeci faktory a lidsky
sérovy albumin z lidské krevni plasmy, insulin ze slinivky
prasete, lidsky ristovy hormon zlidské hypofyzy
(postmortem) a glukocerebrosidasa z lidské placenty. Jak
jiz bylo zminéno v uvodu, pfirodni zdroje s sebou nesou
urcita rizika, jako je pfenos prionovych Castic prostiednic-

Tabulka I

Kli¢ové produkty na biofarmaceutickém trhu

Produkt Indikace

Insulin lécba diabetes mellitus

Lidsky ristovy hormon 1é¢ba nedostatku ristového hormonu (nanismu)

Erythropoetin lécba anémie

Kolonie stimulujici faktor (CSF) pfi 1écbe autolognich transplantaci kostni dfené, pti 1écbé toxickych stavi

leukocytti po chemoterapiich aj.

Interferon o lé¢ba nékterych typt leukémie, Kaposiho sarkomu, hepatitidy aj.

Interferon 1écba roztrousené skler6zy

Monoklonalni protilatky lécba rakoviny, autoimunitnich onemocnéni, prevence odmitnuti

transplantovanych organ aj.
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Obr. 3. Schéma pripravy bioléciv

tvim hypofyzy nebo jiné, napt. virové kontaminace. Geno-
vé inzenyrstvi kromé zamezeni téchto problémt navic
prinasi moznosti Upravy proteinti ,,na miru“ tak, aby byly
optimalizovény i jejich farmakologické vlastnosti. Z téchto
divodi se produkce terapeutickych proteinti pfesunula
k rekombinantnim expresnim systémiim. Nejcastéji pouzi-
vanymi expresnimi systémy jsou bakterie, kvasinky, hmy-
zi bunky, sav¢i buiiky a v posledni dob¢ se studuje i moz-
nost vyuziti rostlinnych bunék pro expresi proteinti. Sché-
ma piipravy bioléciv je na obr. 3.

Vétsina terapeutickych proteinti jsou glykoproteiny,
které pro spravnou biologickou aktivitu vyzaduji N-gly-
kosylace, jez probihaji jako posttranslaéni modifikace
u eukaryot. Mezi rlznymi expresnimi systémy existuji
podstatné rozdily v posttranslaénich modifikacich. Napf.
v bakteriich glykosylace neprobiha viibec, proto se nehodi
pro produkci glykoproteind.

4.1. Produkce v bakteriich

Exprese rekombinantnich proteintt v bakterialnich
bunkach (nejCastéji v bakteriich Escherichia coli) zpravi-
dla umoziiuje ziskdni velkého mmnoZstvi poZadovaného
produktu. Vyhodou bakterii je rychly rist v pomérné lev-
ném médiu, ktery vede k vysokému vytézku. Obecné me-
tody produkce v téchto buiikach zahrnuji pfimou intracelu-
larni expresi, sekreci proteinu do periplasmatického pro-
storu a expresi fuznich proteint zajiSt'ujicich lokalizaci
produktu bud’ v cytoplasmé, nebo v membran¢ hostitelské
bunky”.

Bakterie neumi produkovat proteiny, které vyzaduji
posttranslac¢ni modifikace pro jejich biologickou aktivitu,
jako jsou napf. glykosylace. Dalsi nevyhodou bakterialni
exprese je to, ze proteiny jsou ¢asto exprimovany ve formé
inkluznich télisek, z kterych se biologicky aktivni protein
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ziskava pomérné obtizné (purifikace zahrnuje denaturaci
a renaturaci) a tato cesta je i finanéné naro¢na’.

Bakterialni buiiky nicméné predstavuji vyhodny ex-
presni systém pro proteiny nevyzadujici posttranslacni
modifikace (viz tab. II). V bakteriich E. coli je exprimovan
lidsky insulin nebo jeho analogy pro 1é¢bu cukrovky
(Humulin®, Humalog®, Lantus®, Exubera®), lidsky ristovy
hormon pro 1é¢bu nanismu  (Protropin®, Humatrope®,
Nutropin®, Norditropin®, Genotropin®, Omnitrope®), para-
thyroidni hormon pro 1é¢bu osteopordzy (Forteo”), interfe-
ron o pro 1é¢bu leukémie a hepatitidy C (Intron A®, Peg-
Intron”, Pegasys”), interferon B pro lé&bu roztrouiené
sklerozy (Betaseron®), faktor stimulujici kolonie granulo-
¢yt (G-CSF) pouzivany pii chemoterapiich (Neupogen®,
Neulasta®). E. coli je také b&zné pouzivanym expresnim
systémem pro produkci fragmenti protilatek’.

4.2. Produkce v kvasinkach

Produkce proteint v kvasinkach nabizi n¢kolik vy-
hod. Je to rychla a jednoducha produkce s vysokym vytéz-
kem (ktery je ale nizsi nez v bakteriich), nizka cena kulti-
vacniho média a v neposledni fad¢ existence posttranslac-
nich modifikaci, jako je N-glykosylace®®. Rekombinantni
proteiny mohou byt produkovany intracelularné nebo mi-
ze byt upravena sekrecni draha tak, aby byly proteiny se-
kretovany do média®, coz znaéné usnadiuje purifikaci
proteinu. Jako kvasinkovy expresni systém se zpravidla
pouziva Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris.

Nevyhodou kvasinek je odlisna glykosylace od sav-
¢ich bunek, ktera tak potencialné mize zpisobit i nezadou-
ci imunogenitu produkovanych proteint. Pfitomnost man-
nosy — specifického cukru kvasinek — limituje vyuziti kva-
sinkového expresniho systému pro produkci proteind, kte-
ré N-glykosylace nevyzaduji®.

Kvasinkovy expresni systém Saccharomyces cerevisi-
ae je pouzivan pro produkci nékolika terapeutickych pro-
teind (viz tab. II) , jako je lidsky insulin a jeho analogy
pro 1é¢bu cukrovky (Novolin®, NovoLog®), lidsky réistovy
hormon pro 16&bu nanismu (Valtropin®™), faktor stimulujici
kolonie granulocyrti a makrofagli (GM-CSF) pouzivany
pii chemoterapiich (Leukine®™) a dal3i.

InZenyrstvi glykosylace kvasinek Pichia pastoris
zaznamenalo v posledni dobé veliky pokrok. U kvasinek
Pichia pastoris byla docilena eliminace syntézy nezadou-
cich cukrd béhem glykosylace a ukazalo se, ze kvasinky
mohou byt upraveny tak, aby jejich glykosylace byly vel-
mi podobné glykosylacim lidskych proteint®.  Choi
a spol.” docilili humanizaci glykanti v kvasinkach Pichia
pastoris tak, Ze inaktivovali gen pro a-1,6-mannosyl-
transferasu a naopak aktivovali gen pro a-1,2-manno-
sidasu a B-1,2-N-acetylglukosaminyltransferasu. Upravena
kvasinka Pichia pastoris tak poskytuje knihovnu individu-
alnich kment k produkci proteini se specifickymi human-
nimi glykoformami s vysokym stupném homogenity®.
Napi. byl pouzit panel navrzenych Pichia pastoris
k produkci riznych glykoforem monoklonalni protilatky
se stejnou aminokyselinovou sekvenci jako ma komercni
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protilatka Rituxan® (proti receptoru CD-20), ktera se vyu-
ziva k 1é¢bé rakoviny lymfatického systému — tzv. non-
Hodgkin lymfomu'’.

4.3. Produkce v hmyzich bunkach
s pouzitim bakulovirovych
vektori

Hmyzi buiiky patii mezi uc¢inné expresni systémy pro
produkci glykoproteint, zahrnujici i monoklonalni proti-
latky®.

Bakulovirovy expresni systém je eukaryoticky, jeli-
koz exprese probihd v hmyzich bunkach. Hmyzi burnky
jsou tedy schopné posttranslacnich modifikaci, jako jsou
glykosylace™®. Na rozdil od bakterii, kde ziistavaji produ-
kované proteiny vétSinou nerozpustné, jsou rekombinantni
proteiny produkované v hmyzich buiikach rozpustné. Dalsi
vyhodou je velikost virového genomu (~130 kbp), coz
umoziuje vlozeni delsiho useku cizorodé DNA (cit.>'").
Kultivace hmyzich bun€k neni tak drahd jako kultivace
savéich bun€k. Na rozdil od sav¢ich bunék hmyzi bunky
nevyzaduji zvySeny obsah CO, v atmosféte a pro jejich
kultivaci tedy neni zapotiebi drahy CO, inkubator”.

Nevyhodou proteinii produkovanych v hmyzich bun-
kéach je rozdilny typ glykosylace od glykosylace lidskych
proteinti. Moznost ptitomnosti nehumanni a-1,3-fukosy
(zalezi na hmyzim druhu) mize zvysit imunogenitu protei-
nu. Hmyzi bunky navic nejsou vhodné pro expresi glyko-
proteinti, u nichz je pozadovana dlouha doba pfitomnosti
v séru, jelikoZz N-glykany hmyzich bunék jsou rychle eli-
minovany z organismu’.

Prikladem terapeutickych proteini produkovanych
hmyzimi buiikami je erythropoetin'* nebo rizné monoklo-
nalni protilatky'>.

4.4. Produkce v savcéich bunkach

Nejcastéji pouzivanou linii savéich bunék pro produk-
ci terapeutickych glykoproteint jsou bunééné linie Chine-
se Hamster Ovary (CHO). Dale se pak pouzivaji mysi
buitky NSO a Sp2/0 (cit.'*).

Sav¢i bunky jsou preferovany znékolika hledisek,
z nichz nejdialezitéjsi je produkce proteint s N-glykany,
které jsou velmi podobné lidskym®.

Vedle vyse uvedenych vyhod ma exprese proteinl
v sav€ich bunkach také fadu nevyhod. Jsou zde kladeny
vysoké naroky na sterilitu, jejiz poruSeni se projevi mno-
hem vyraznéji nez pti kultivaci mikrobialnich bunék. Rist
kontaminace je také podporovan slozenim velmi bohatych
médii. Zasadnim nedostatkem pouziti savéich bunék je
finan¢ni narocnost spojena s jejich kultivaci. Ta je odvoze-
na predevsim od vysoké ceny slozek médii a enormni spo-
tiebou sterilniho plastového materialu’. Drah4 je i nasled-
né purifikace terapeutického proteinu. Sav¢i butiky mohou
také prenaset infekeni Castice, jako jsou viry nebo priony.
Nevyhodou je také dlouha doba potfebna k vytvoreni pro-
dukéni linie a obtiznost kontrolovat odpovidajicim zpiso-
bem N-glykosylace®.
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CHO buiiky jsou pouzitelné pro expresi glykoprotei-
nd obsahujicich kyselinu sialovou. Nicméné né€které pro-
teiny vyzaduji glykoformy bez kyseliny sialové. Toho se
da docilit upravou in vitro®.

Dalsi problém miize pfedstavovat pritomnost fukosy-
lovanych glykanovych struktur u monoklonalnich protila-
tek produkovanych CHO buikami. Odstranéni fukosy
vede ke zlepseni funkce protilatek. To bylo dosazeno né-
kterymi védeckymi skupinami, jez pfipravily bunécné
linie, které proteiny nefukosyluji a produkuji protilatky
svys§si ADCC aktivitou (bunéfna cytotoxicita zavisla
na protilatkach)®.

V CHO je produkovana fada terapeutickych proteind
(viz tab. II), napt. sraZeci faktor VIII pro 1écbu hemofilie
(ReFacto®), srazeci faktor IX pro lé¢bu hemofilie
(BeneFIX"), erythropoetin a jeho analogy pro 1é&bu ané-
mie (Epogen®, Procrit®, Aranesp™), interferon B pro 1é¢bu
roztrousené sklerézy (Avonex®, Rebif"), tkafiovy aktivator
plasminogenu nebo jeho analogy pro 1é¢bu trombolyzy
(Retavase”™), B-glukocerebrosidasa pro 1é¢bu Gaucherovy
nemoci (Cerezyme®) a fada monoklonalnich protilatek,
napt. pro lécbu rakoviny lymfatického systému — tzv. non-
Hodgkin lymfomu (Rituxan®, Zevalin®), pro 16¢bu rakovi-
ny prsu (Herceptin®), pro 1é¢bu rakoviny tlustého stieva
(Avastin®), pro lécbu autoimunitnich onemocnéni
(Enbrel®, Humira®, Raptiva® ) nebo pro zmirnéni astmatu
(Xolair®).

V buiikach mysich linii NSO jsou produkovany napf.
monoklondlni protilatky (viz tab. II) pro prevenci odmitnu-
ti transplantovanych organi (Simulect™), pro prevenci
onemocnéni dychacich cest (Synagis”™) a pro 1é¢bu akutni
myeloidni leukémie (Mylotarg®).

V mySich buitkach Sp2/0 jsou exprimovany monoklo-
nalni protilatky (viz tab. II) pro snizeni nebezpeci tvorby
trombii (ReoPro”) nebo pro 16¢bu autoimunitnich onemoc-
néni (Remicade®).

4.5. Produkce v transgennich zvifatech

V posledni dobé& se pozornost obraci k transgennim
zvifatim jako alternativnim expresnim systémtm. Nékteré
glykoproteiny, napf. monoklonalni protilatky, jiz v téchto
systémech byly exprimovany®.

Proteiny produkované transgennimi Zivocichy obsa-
huji vice mannosy a glykany s niz§im obsahem kyseliny
sialové ve srovnani s lidskymi glykoproteiny. To muze
omezit produkci proteintl, u kterych je vyzadovana dlouha
doba pfitomnosti v séru”®.

Byla pfipravena transgenni my$ produkujici lidské
monoklonalni protilatky". Van Berkel a spol.'® studovali
moznost produkce rekombinantniho lidského laktoferrinu
v mléce transgenni kravy. Roku 2005 bylo docileno pro-
dukce monoklonalnich protilatek v kufeti a jejich sekrece
do vajec'’.

Pres veskeré uspéchy je primyslova produkce terape-
utickych proteind transgennimi zvifaty prozatim budouc-
nosti.
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4.6. Produkce v transgennich
rostlindch a rostlinnych

tkanovych kulturéach

Transgenni rostliny pro produkci terapeutickych gly-
koproteinli pfedstavuji v soucasnosti dulezitou oblast vy-
zkumu. Rostliny jsou jako expresni systémy velkym
a slibnym potencialem pro produkci monoklonalnich proti-
latek, ale i dalsich glykoproteint®.

Rostliny mohou byt kultivovany jako tkanové kultury
na aseptickém agarovém nebo tekutém médiu, jako proto-
plasty (tzn. bez bunécné stény) a v neposledni fadé mohou
byt regenerovany v celou rostlinu, ktera jiz mize byt pés-
tovana i v nesterilni ptid¢é. V zavislosti na zvoleni signalni
sekvence lze ovlivnit lokalizaci rekombinantniho proteinu.
Protein mtize byt asociovan s cytoplasmatickou membra-
nou nebo muze byt sekretovan do média. Velkou vyhodou
rostlinné produkce proteint jsou velké vytézky za relativné
nizkou cenu'®.

Hlavni limitace rostlin jako expresnich systému je
produkce nehumannich glykanovych struktur. Rostlinné
glykoproteiny postradaji galaktosu a sialovou kyselinu
anavic obsahuji imunogenni cukry B-1,2-xylosu a a-1,3-
-fukosu. Potencialni alergicka reakce k t€émto cukrim mu-
ze znaéné omezit vyvoj transgennich rostlin pro produkeci
terapeutickych proteinil. V této souvislosti byly zazname-
nany snahy humanizace rostlinnych N-glykant. Na rostlin-
né glykoproteiny se daji enzymové piipojit chybéjici cukry
(tzn. galaktosa a kyselina sialovd) a naopak odstranit ty
nezadouci (tzn. p-1,2-xylosa a a-1,3-fukosa)®. Strasser
a spol.”” pipravili transgenni rostliny Arabidopsis thalina
s pozménénou drahou glykosylace, pficemz tyto rostliny
produkuji glykoproteiny blizké lidskym — tzn. bez B-1,2-
-xylosy a a-1,3-fukosy.

Ve 2. fazi klinickych testi je protilatka CaroRX
(Planet Biotechnology, Kalifornie) produkovana rostlina-
mi. Jedna se o hybrid monoklondlni protilatky, kterd vaze
streptokokalni antigen I/II, coz je hlavni povrchovy glyko-
protein bakterie Streptococcus mutans. S. mutans zpusobu-
ji bakterialni zubni kaz. Zminéna protilatka brani bakterii,
aby se mohla udrzet na zubnim povrchu’.

5. Cesty zdokonaleni terapeutickych vlastnosti
bioléc¢iv

Kromé rekombinantnich verzi pfirodnich proteini je
také mozné pripravit proteiny, které jsou upraveny s cilem
modifikovat jejich vlastnosti, a to z hlediska jejich terapeu-
tické aktivity. To znamend zvySit jejich stabilitu, sniZit
rychlost eliminace latky z organismu (tzv. clearance) apod.
Modifikace proteinli zahrnuji substituci aminokyselin
v proteinech, odstranéni urcitych domén, upravu glykosy-
laci a dalsi. PfibliZzn€ 50 % schvélenych biolé¢iv mé modi-
fikovanou genovou sekvenci pravé z vyse uvedeného hle-
diska'.

Existuje nekolik metod, jak 1ze upravit primarni pro-
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teinovou strukturu. Jedna se napf. o cilenou mutagenezi
pro zménu specifické aminokyseliny proteinu. V ptipadé
insulinu  bylo vyvinuto nékolik jeho analogl
s pozménénymi aminokyselinovymi sekvencemi, které
ovliviyji rychlost pisobeni hormonu. Pfirodni forma insu-
linu existuje jako neaktivni hexamer, jenZ se pomalu diso-
ciuje na aktivni monomer. Humalog® a NovoLog" jsou
rychle plsobici analogy insulinu se specifickou aminoky-
selinou na C-konci, které omezuji skladani insulinu
na neaktivni hexamer. Na druhé strané Lantus® je dlouho
pusobici varianta insulinu, kterda pomalu disociuje
z mikrokrystalického precipitatu, coz mé za nasledek dlou-
hotrvajici G¢inek. )

Tkatiovy aktivator plasminogenu Retavase® je piikla-
dem produktu, kde byla odstranéna cela proteinova domé-
na. Tkanovy aktivator plasminogenu aktivuje prfeménu
plasminogenu na plasmin, ktery §tépi fibrin, a tim rozpous-
ti trombus (krevni srazeninu). V preparatu Retavase” byla
odstranéna doména, ktera zodpovidala za rychlou elimina-
ci tkanového aktivatoru, ¢imz se prodlouzil Gcinek jeho
pusobeni.

Dalsim ptikladem modifikace proteinovych charakte-
ristik je fuze genovych sekvenci riznych proteinti, coz ma
za nasledek vznik nového proteinu s novymi vlastnostmi.
Takovym produktem je napt. Enbrel”. Jedna se o fuzni
protein pouZzivany pro 1écbu revmatoidni arthritidy. Obsa-
huje vazajici doménu TNF (faktor nekrotizujici nadory)
fazovanou s Fc fragmentem lidskych imunoglobulini tridy
IgG.

Podstatny vliv na rtizné funkce proteind, zahrnujici
aktivitu, dobu plisobeni, rychlost eliminace z organismu
a stabilitu, mize mit glykosylace. Pocet produktt, u nichz
glykosylace proteinli byla modifikovéna s cilem ovlivnit
jejich terapeutické vlastnosti, stale roste. Prikladem tako-
vého produktu je Aranesp® (varianta erythropoetinu pro
lé¢bu anémie) a Cerezyme® (B-glukocerebrosidasa pro
lécbu Gaucherovy choroby typu I). V soucasnosti jsou
uplathovany tfi pristupy upravy glykosylaci proteint: /)
uprava glykosyla¢nich mist v proteinu, napi. zavedeni
nového glykosylacniho mista; 2) enzymatické modifikace
glykan in vitro; 3) genové manipulace s bunéénym glyko-
sylaénim mechanismem.

Pro omezeni proteolytické degradace terapeutickych
proteint a snizeni rychlosti eliminace z organismu in vivo
byva pouzivana metoda pegylace, coz je proces, pii kterém
se na protein navaze polyethylenglykol. Ptikladem schva-
lenych pegylovanych produktii je Pegasys® (lé&ba hepatiti-
dy C), Peg-Intron® (1é6¢ba hepatitidy C), Neulasta® (1é¢ba
neutropenie pii chemoterapiich) a Somavert” (1é¢ba akro-
megalie). Vyvijeji se i dalsi pegylované proteiny, jako jsou
napt. pegylované fragmenty protilatek.

Dalsim ptikladem chemickych modifikaci je navazani
radioisotopti nebo cytotoxickych 1é¢iv k monoklonalnim
protilatkdm, pouZivanym zejména pfi 1écbeé rakoviny. Ta-
kovym produktem je Bexxar®™ (1étba rakoviny lymfatické-
ho systému — tzv. non-Hodgkin lymfomu) — monoklonélni
protilatka konjugovan s radioaktivnim jodem I'*', Zeva-
lin® (lé¢ba rakoviny lymfatického systému — tzv.non-
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Hodgkin lymfomu) — monoklonalni protilatka konjugova-
na s radioaktivnim yridiem Y*°, a Mylotarg” (1é¢ba leuké-
mie) — monoklonalni protilatka konjugovana s chemotera-
peutikem calicheamicinem.

6. ,,Biosimilars*“ — nova generace bioléciv

Generické 1éky jsou ekvivalenty origindlnich lé¢ivych
pripravki, které mohou byt uvedeny na trh po expiraci
jejich patentové ochrany, obsahuji stejnou t¢innou latku,
odpovidaji stejnym naro¢nym pravidliim pii vyvoji, vyro-
bé a posuzovani bezpe€nosti a maji stejnou kvalitu, bez-
pecnost a ucinnost jako originalni znackové 1éky. Hlavnim
vyznamem generickych ekvivalentl je jejich niz8i cena ve
srovnani s originalnimi 1é¢ivy, ¢imz je zvySena dostupnost
téchto modernich 1ékd. Hlavnim divodem niz§i ceny je
predevsim niz8i naroc¢nost na testovani téchto 1é¢iv, nebot’
neni tfeba opakovat vSechny preklinické a klinické zkous-
ky, ale je mozné se odkazat na klinicka data originalniho
produktu.

Vedle generickych 1éCiv se na trhu zacinaji objevovat
tzv. ,,biosimilars®, které jsou jejich obdobou a vychazi ze
stejného principu jako genericka I1éCiva. ,,Biosimilars“ jsou
ucinnd biofarmaceutika predstavujici velké molekuly
(protilatky az 150 kDa) se slozitou 3D strukturou a k jejich
ptipravé jsou pouzivany organismy. Casto se jedna o hete-
rogenni produkty, které je obtizné kompletné charakterizo-
vat  fyzikdlné-chemickymi analytickymi metodami,
a z téchto divodi je i ¢asto velmi obtizné deklarovat jejich
vzdy stejné slozeni a strukturu. I mald zména pii vyrobnim
procesu, napt. zména v produkéni bunééné linii, muze
zpusobit potencialni variace ve vlastnostech konecného
biofarmaceutického produktu. Z tohoto hlediska je asi
koz i velmi malé rozdily v téchto molekulach mohou zpi-
sobit rozdilné reakce organismuz’zo. Tim se ,,biosimilars®
1i81 od klasickych chemickych generickych 1é¢iv, u kterych
neni obtizné zajistit identické slozeni ucinné latky, jako ma
originalni produkt. Z vySe uvedenych hledisek vyplyva, ze
v soucasnosti nejde zajistit, aby dva rizni vyrobci produ-
kovali dv¢ identicka biofarmaceutika, pfinejlep§im mohou
byt podobna neboli bioekvivalentni. Jako bioekvivalentni
miliZeme oznacit produkty, které maji stejné kvalitativni
a kvantitativni slozeni, tzn. ze obsahuji stejnou aktivni
latku ve stejné farmaceutické formé, ktera se chova stejné
i v pacientové téle (stejnd absorp¢ni rychlost, distribuce
v t&le, odbouravani a exkrece)™.

Do roku 2009 tadé bioléCiviim expiruje jejich paten-
tovd ochrana. N¢kolika schvalenym biofarmaceutiklim
patent jiz vyprsel (napf. Nutropin® — lidsky rastovy hor-
mon pro lé¢bu nanismu, Humulin® — insulin pro 1é¢bu
diabetes mellitus, Cerezyme® — B-glukocerebrosidasa pro
1é¢bu Gaucherovy choroby, Intron A® — Interferon o-2b
pro 1é¢bu leukémie a hepatitidy C, Epogen® — erythropoe-
tin o pro 1éCbu anémie a dalsi). Nekteti analytikové pred-
pokladaji, ze az 75 schvalenych terapeutickych proteind se
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stane cilem generickych spole¢nosti. Prvnim ,,biosimilar
je 1é¢ivo Omnitrope” (lidsky ristovy hormon), které bylo
schvaleno v roce 2005 v Australii a v roce 2006 v Evropé
a USA. Omnitrope” je obdobou 1éku Genotropin® od firmy
Pfizer/Pharmacia, jehoz patent jiz vyprsel>. Schvaleni
Omnitropu” viak zaroven piineslo nékolik rozpori, a to
predevsim otazku, nakolik je podobny originalnimu pro-
duktu Genotropinu®, zda je stejné u¢inny a bezpeény.

Bylo nezbytné zavést novou legislativu tykajici se
,.biosimilars®, ktera by zaruCovala bezpecnost téchto no-
vych produktd. V Evropé se touto problematikou zabyva
EMEA (European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products) a v USA FDA (Food and Drug Administration).
Od roku 2001 doslo k revizi legislativy tykajici se farma-
cie. Ackoliv v USA zlstava legislativa prozatim nejasna,
v Clenskych statech EU v roce 2005 a 2006 bylo piijato
nékolik dokumentti tykajici se ,,biosimilars®. Tyto doku-
menty jsou dostupné na internetovych strankach EMEA:
http://www.emea.eu.int.  Pro zajisténi  bezpecnosti
,biosimilars* a jejich stejné ucinnosti, jako maji originalni
produkty, je v oficidlnich dokumentech kladen diraz
na preklinické a klinické testovani téchto novych biolégiv>>.

Evropské regulacni organy potvrdily, Ze akceptuji
principy ,,biosimilars“ tim, Ze v dubnu 2006 schvalily dru-
hy takovy produkt — Valtropin® (lidsky riistovy hormon)®.

7. Zavér

Bioléciva nabizi nové moznosti pro 1é¢bu dfive nelé-
¢itelnych nebo obtizné 1éCitelnych onemocnéni. Vyznam-
ny podil aplikaci biofarmaceutik je v oblasti terapie rako-
viny, dal$i dulezité oblasti zahrnuji imunitni onemocnéni
a infek¢éni onemocnéni. Mezi bioléivy zazivaji obrovsky
rozmach monoklonalni protilatky. V soucasné dobé je na
trhu 165 schvalenych produkti a odhaduje se, ze 2500
terapeutickych proteinti je ve fazi vyzkumu a 1600
v preklinickych a klinickych testech?.

Mezi nejprodavanéj$imi bioléCivy v soucasnosti zau-
jimaji misto nasledujici produkty (tab. II): erythropoetin
pro 1é&bu anémie (Procrit®, Epogen®, Aranesp®), insulin
pro lécbu diabetes mellitus (Novolin®, Humulin®, Huma-
log™), monoklonalni protilatky pro 1é&bu autoimunitnich
onemocnéni (Remicade®, Enbrel ®), faktor stimulujici
kolonie (CSF) pouzivany pti chemoterapiich (Neupogen®,
Neulasta®), interferon o pro lécbu leukémie a hepatitidy C
(Intron A™), monoklonalni protilatky pro 1é&bu rakoviny
lymfatického systému — tzv. non-Hodgkin lymfomu
(Rituxan®) a interferon B pro 16&bu roztroudené sklerdzy
(Avonex®).

Pres nesporny piinos biofarmaceutik je nutné ptipo-
menout i jejich problémy, které zatim cekaji na feSeni.
Jedna se predevsim o vysokou cenu produkce a potencialni
imunogenitu. Klic¢em pro snizeni ndkladd produkce by
mohly byt nové levnéjsi expresni systémy, jako jsou kva-
sinky, hmyzi butiky nebo rostliny, jelikoZ kultivace nej¢as-
téji pouzivanych expresnich systémi — savéich CHO bu-
ne¢k — je pomérné drahou zalezitosti. Snizit cenu bioléciv
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by se dalo docilit, vedle snizeni nakladi kultivace
v podobé levnéjsich expresnich systémd, i zlevnénim puri-
fikacnich procest.

Snaha snizit imunogenitu novych biotechnologicky
pripravenych produktd vedla k navrhu a tGpravé nékterych
organismii (napi. kvasinka Pichia pastoris’ nebo rostlina
Arabidopsis thaliana'®) k vyuziti pro produkeci terapeutic-
kych proteint®. Upravy spo¢ivaji predeviim v modifikaci
glykosylaénich drah, které zajistuji glykosylace proteini
vlastni lidskym bilkovinam.

Bioléciva predstavuji stale rozvijejici se oblast, ktera
ma nesporny pozitivni vyznam. Cilem farmaceutickych
spolecnosti by mélo byt snizeni jejich ceny, a tim i rozsite-
ni jejich dostupnosti Siroké vefejnosti.

Tato studie byla podpoiena granty GA CR
203/06/1038 a MZ NR/8355-3.
Zkratky

ADCC  bunécéna cytotoxicita zavisla na protilatkach

(Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxi-

city)

CHO ovaridlni bunky cinského kiecka (Chinese
Hamster Ovary)

CSF faktor stimulujici kolonie (Colony-Stimulating
Factor)

EGF epidermalni ristovy faktor (Epidermal Growth
Factor)

EMEA  evropsky tfad pro kontrolu 1é¢iv
(European Agency for the Evaluation of Medi-
cinal Products)

FDA americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
(Food and Drug Administration)

G-CSF  faktor stimulujici kolonie granulocytt

GM-CSF faktor stimulujici kolonie granulocytii a makro-
faga
(Granulocyte-Monocyte  Colony-Stimulating
Factor)

TNF faktor nekrotizujici nddory (Tumor Necrosis
Factor)

VEGF vaskularni endotelialni riastovy faktor
(Vascular Endothelial Growth Factor)
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Z. Chrastilova™®, M. Mackova®, J. Sotola®, and
V. Kral®® (“Institute of Chemical Technology, Prague,
bZentiva 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
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(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.



