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1. Uvod

U suvremenom medicinskom i farmaceutskom podrucju, tema koja se sve ¢eS¢e spominje je
produZenje prosjecnog zivotnog vijeka ljudske populacije koja sa sobom nedvojbeno dovodi
do povecane potrebe za proizvodnjom lijekova. Medutim, trenutni procesi proizvodnje
biofarmacuetika nisu lako skalabilni za pove¢anu proizvodnju te nose povecani rizik od
dugoroc¢nih posljedica radi negativnog utjecaja na okolis i potencijalnog razvoja rezistencije.
Iz tih razloga, procesi proizvodnje biofarmaceutika su pod stalnim pritiskom kako bi se
unaprijedili kvaliteta i ekonomi¢nost procesa a istovremeno smanjili moguéi nepozeljni
rizici povecane proizvodnje. Neovisno o vrsti biofarmaceutika koji se proizvodi, poboljSanja
se postizu kombinacijom modificiranja radnih organizama i optimizacijom proizvodnog
procesa. Medutim, vecina trenutnih procesa razvijena je prije razvoja genetickog
inzenjerstva, stoga veliki broj pristupa u molekularnoj biologiji, metabolickom inZenjerstvu

1 sintetskoj biologiji ostaje neiskoristen.

Novi pristupi proizlaze iz napretka u sekvencioranju i sintezi nukleinskih kiselina,
posttranslacijskim modifikacijama, racunalnim metodama te raznim -omickim pristupima.
Potencijalni radni organizmi su modelni organizmi, rekombinantne ljudske i ne-ljudske
stanice sisavaca, biljne stanice te stanice insekata. Kako nove metode povecavaju broj
potencijalnih radnih organizama, odabir ekspresijskog sustava mora se pazljivo razmotriti

(Goodwin i sur., 2016).

Povecanje broja potencijalnih radnih organizama i razvoj alata genetickog inZenjerstva,
omogucuju unaprijedenje procesa proizvodnje farmaceutskih proizvoda visoke kvalitete.
Stoga su u ovom radu, obradene najvaznije posttranslacijske modifikacije biofarmaceutika,
napravljen je pregled mogucih ekspresijskih platformi zajedno s njihovim prednostima,
nedostacima 1 potencijalnim smjerovima razvoja u buducnosti, te su istrazeni alati
genetickog inZenjerstva koji doprinose razvoju radnih organizama za ekspresiju

biofarmaceutika.



2. Posttranslacijske modifikacije (PTM) biofarmaceutika

Potraznja za rekombinantnim biofarmaceuticima kontinuirano raste, a s time i udio molekula
koje zahtijevaju posttranslacijske modifikacije (PTM). Ispravne PTM-e, posebice N-
glikozilacija, kljuéne su za in vivo funkciju farmaceutika, zadovoljavajuci poluzivot u
krvnoj plazmi te za sprje€avanje imunoloskih reakcija nakon unosa lijeka (Lai i sur., 2018.;
Liu, 2015). Osim N-glikozilacije, koja je najvaznija PTM terapijskih proteina, druge PTM-
e, neophodne kako bi biofarmaceutici bili sli¢ni ljudskim analozima i tako ucinkovitiji,
obuhvacaju y-karboksilaciju, fosforilaciju, acetilaciju, metilaciju i sulfaciju. Mnoge stani¢ne
platforme su stoga konstruirane prema ljdskim PTM (Stavenhagen i sur., 2018.).
Neglikozilirani farmaceutici uvelike se proizvode u bakterijama i kvascima (Demain i
Vaishnav, 2009.), dok glikozilirani uglavnom zahtijevaju ekspresiju u ljudskim i

zivotinjskim stani¢nim linijama sisavaca.

2.1. Glikozilacija

Glikozilacija je najvaznija PTM-a koja utjeCe na kvalitetu lijeka, a moze varirati u duljini
glikana, slijedu nukleotida te poloZaju grananja i broju grananja (Lis i sur., 1993). Kao §to
je prikazano na slici 1, O-glikozilacija je vezanje Secera na proteine putem kovalentnih veza
izmedu anomernih ugljikovih atoma Secera i hidroksilnih skupina pojedinih bo¢nih ogranaka
aminokiselina, a N-glikozilacija je enzimski kataliziran proces formiranja -glikanskih veza
izmedu N-acetilglukozamin oligosaharida i asparaginskih bo¢nih ogranaka smjestenih u

specifi¢nim aminokiselinskim sekvencama Asn-Ser ili Asn-X-Thr (Strasser, 2016).
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Slika 1. O- i N- glikozilacija (preuzeto i prilagodeno prema Lehninger, 2004)

Glikozilacija nije samo specifi¢na za vrste stanica, ve¢ na nju utjecu i uvjeti uzgoja (Goochee
1 Monica, 1990.), Sto dovodi do razlike izmedu rekombinantnih ljudskih (rh) glikoproteina 1
endogenih radi ¢ega je reproducibilnost procesa veliki izazov. Moguénosti i ograni¢enja u
tvorbi N-glikana u razli¢itim radnim organizmima o kojima se raspravlja u ovom pregledu
prikazana su na slici 2. Sastav N-glikana moZe imati znacajan utjecaj na imunogenost,
farmakodinamiku i farmakokinetiku biofarmaceutika (Liu, 2015.). Primjer je nemogucénost
proizvodnje slozenih N-glikana s terminalnom sijalinizacijom u stanicama kvasaca, biljaka
i insekata (Strasser i sur., 2014;), Sto Cesto ima nepozeljne farmakokineticke posljedice
(Sareneva i sur., 1993.). Nepovoljna glikozilacija glavni je razlog za mali broj odobrenih
biofarmaceutika proizvedenih u kvascima, biljkama i insektima kao proizvodnim
platformama (Walsh, 2014.). Stoga se biofarmaceutici koji zahtijevaju vrlo specificne 1
slozene N-glikane sli¢ne ljudskim proizvode uglavnom u rekombinantnim stanicama
sisavaca. Neki od primjera su monoklonska protutijela, enzim DNAaza i rekombinantni
terapeutski proteini (Houel i sur., 2014.; Stavenhagen i sur., 2018). Nadalje, glikozilacija je
glavni fokus u proizvodnji biosli¢nih lijekova jer glikozilacija biosli¢nih lijekova mora biti

vrlo sli¢na glikozilaciji izvornog lijeka bez prisutnosti imunogenih Secera.

Ispravna glikozilacija posebno je vazna u proizvodnji monoklonskih protutijela (mAbs). S
obzirom na to da sastav SeCera Cesto ima izravan utjecaj na farmakokinetiku,
farmakodinamiku i imunogenost monoklonskih protutijela (Liu, 2015.), to je ujedno i glavna

meta stani¢nog inzenjerstva. Implikacije prisutnosti ne-ljudske N-glikoilneuraminske

3



kiseline (Neu5Gc) u biofarmaceuticima proizvedenim u stanicama mijeloma misa dodatno
naglaSavaju vaznost glikozilacije, ali 1 izbora ekspresijske platforme (Ghaderi i sur., 2010.).
U usporedbi sa stani¢nim linijjama misa, udio Neu5Gc u biofarmaceutskim proizvodima s
CHO platformom je relativno nizak, Sto je glavni razlog za prestanak uporabe misjih
stani¢nih linija za proizvodnju ljudskih protutijela. S druge strane, postoje slucajevi u kojima
farmaceutici ne zahtijevaju sloZzenu N-glikozilaciju ve¢ im je potrebna velika koli¢ina N-
glikana s visokim wudjelom odredenog Secera, primjerice rekombinantni enzim
glukocerebrozidaza (GC) koji zahtijeva visoki udjel manoze u N-glikanima. N-glikani
cerebrozidaze proizvedene u rekombinantnim stani¢nim linijama sisavaca previse su slozeni
te zahtijevaju naknadni enzimski tretman, izvan postupka proizvodnje enzima, kako bi se
osigurala zeljena aktivnost enzima. Ekspresija cerebrozidaze u kulturi stanica korijena

mrkve ¢ini naknadni enzimski tretman nepotrebnim (Shaaltiel i sur., 2007.).

Rekombinantni hormoni i interferoni kao §to su inzulin, rh hormon rasta (thGH), rh faktor
stimulacije kolonije granulocita (thG-CSF) i interferon-a (IFN-a) zahtijevaju nekompleksne
PTM-e¢ i stoga se mogu proizvesti u E. coli ili S. cerevisiae (Walsh, 2014.). Primjer je IFN-
a dobiven iz E. coli bez O-glikozilacije, gdje je bioaktivnost usporediva s ljudskim (Adolf i
sur., 1991.). Nadalje, vecini rekombinantnih cjepiva nisu potrebne PTM-e nalik ljudskim
kako bi imali zadovoljavajucu aktivnost te se pretezito proizvode u S. cerevisiae (Walsh,
2014.). Unato¢ tome, navedeni primjeri jasno pokazuju da je glikozilacija vrlo vazna PTM-

a u proizvodnji biofarmaceutika.
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Slika 2. Usporedba N-glikozilacije u razliitim ekspresijskim platformama (preuzeto i

prilagodeno prema Chung i sur., 2017)
2.2. y-Karboksilacija

Provodenje odredenih N-glikozilacija nije jedini posttranslacijski izazov prilikom
optimizacije proizvodnje biofarmaceutika. Karboksilacija je PTM ostataka glutamata (Glu)
koju katalizira y-glutamil karboksilaza u lumenu endoplazmatskog retikuluma (slika 3).
Vitamin K je kriti¢ni kofaktor u posttranslacijskoj konverziji Glu ostataka u ostatke -
karboksiglutamata (Gla). Pokazalo se da je proces karboksilacije ukljucen u kaskadu
zgrusavanja krvi i rast kostiju. Za odredene rekombinantne terapeutske proteine koji se
koriste za lijecenje krvnih bolesti, y-glutamil karboksilacija je klju¢na za ucinkovitost i

pravilne farmakokineti¢ke karakteristike te upravo ona predstavlja glavni izazov tijekom

5



rekombinantne proizvodnje (Walsh, 2010.). Budu¢i da je aktivnost karboksilacije
zabiljezena samo unutar viSestani¢nih organizama, na primjer sisavaca i Drosophila,
biofarmaceutici s potrebom za karboksilacijom proizvode se u platformama koje potjecu od

viSestani¢nih organizama, po moguénosti sisavaca (Bandyopadhyay i sur., 2002.).

Glu Gla

o

o) o)

e NH NH—"">"N /\/\/\n/ NH NH NS

o \icoo-
CoOr COO

Gama-glutamil
+ Reducirani vitamin K, O,, CO, karbkosilaza  _ jitamin K epoksid

Slika 3. Karboksilacija glutamata u y-karboksiglutamat (preuzeto i prilagodeno prema

Pradip i sur., 2002)
2.3. Fosforilacija

Fosforilacija je proces prijenosa fosfatnih skupina na bo¢ne ogranke jedne aminokiseline u
ciljanim proteinima (Slika 4). Aminokiselinski ostaci serina, treonina i tirozina (O-
glikozilacija) 1 ostaci asparaginske kiseline 1 histidina (N-fosforilacija) mogu biti
fosforilirani. Medutim, O-fosforilacija je ¢eS¢a zbog nestabilnosti fosforiliranog aspartata 1
ostataka histidina. Enzimi koji vrSe fosforilaciju nazivaju se protein kinaze, a proteini koji
uklanjaju fosfatne skupine iz fosforiliranih proteina nazivaju se protein fosfataze. lako je
fosforilacija najrasprostranjenija posttranslacijska modifikacija u ljudskim organizmima i
predstavlja glavni regulatorni mehanizam za reverzibilnu modifikaciju proteina, ona je
uglavnom neistrazena kao jedan od smjerova razvoja za proizvodnju lijekova u usporedbi s

glikozilacijom (Ardito i sur., 2017.).
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Slika 4. Fosforilacija i defosforilacija proteina (preuzeto i prilagodeno prema Valla, 2018)
2.4. Sulfacija

Sulfacija tirozina je PTM koja ukljucuje kovalentno vezivanje sulfata na ostatke tirozina
(slika 5). Proteini sintetizirani u grubom endoplazmatskom retikulumu modificirani su u
trans-Golgijevom podru¢ju gdje dolazi do sulfacije tirozina koju katalizira enzim
tirozilprotein sulfotransferaza. Sulfatirani ostaci tirozina Cesti su u sekretiranim proteinima,
proteinima stanicne membrane, koagulacijskim faktorima, i odredenim stanicama
imunosnog sustava. Pravilna sulfacija tirozina u ljudskim stanicama pozitivno utjece na
stabilnost proteina, bioloSku aktivnost te efikasnost sulfatiranih molekula. S obzirom na to
da mikroorganizmi nisu sposobni provoditi sulfaciju tirozina, proizvodne platforme za
proizvodnju biofarmaceutika koji sadrze sulfotirozin su uvijek rekombinante stanice

sisavaca (Stone i sur. 2009.).
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Slika 5. Sulfacija tirozina u sulfotirozin (preuzeto i prilagodeno prema Stone i sur., 2009)



2.5. Acetilacija

Acetilacija proteina jedna je od glavnih (PTM-a) kod eukariota, u kojoj se acetilna skupina
iz acetil-koenzima A (Ac-CoA) prenosi na odredeno mjesto na polipeptidnom lancu.
Acetiltransferaze koje kataliziraju acetilacije dijele se na N-terminalne acetiltransferaze i
lizinske transferaze. Acetilacija moze znantno promijeniti funkciju farmaceutika kroz
promjenu njihovih svojstava, primjerice hidrofobnosti, topljivosti i povrSinskih svojstava,
Sto sve moze utjecati na konformaciju proteina kao i interakcije sa supstratima, kofaktorima
i drugim makromolekulama (Drazic i sur., 2016). Vecina bakterija nosi gene za koje je
predvideno da kodiraju lizin acetiltransferaze i lizin deacetilaze koje dodaju i uklanjaju
acetilne skupine. Mnoge bakterije takoder pokazuju aktivnost acetilacije koja ne ovise o
enzimu, ve¢ o izravnom prijenosu acetilnih skupina iz sredi$njih metabolita acetil koenzima
A ili acetil fosfata. Bez obzira na mehanizam, ve¢ina metabolickih enzima posjeduje
acetilirane lizinske ostatke te su mnoga od tih reguliranih mjesta o€uvana u cijelom carstvu
bakterija. Medusobna povezanost acetilacije i srediSnjeg metabolizma sugerira da acetilacija
moze biti odgovor na dostupnost hranjivih tvari ili energetski status stanice (Drazic i sur.,

2016).

2.5.1. Acetilacija N-kraja

Acetilacija N-kraja je vrlo Cest proces u eukariotskim stanicama i dogada se na veéini
proteina, dok se u prokariotskim stanicama javlja samo na nekoliko poznatih primjera
proteina (slika 6). Iako rijetka kod bakterija i arheja, acetilacija N-kraja pokazala se vaznom
za funkciju njihovih proteina te se ve¢inom dogada na proteinima koji stabiliziraju ribosome.
U eukariotskim organizmima je udio acetilnih skupina u proteomu izravno proporcionalan
veli€ini genoma, stoga organizmi poput Saccharomyces cerevisiae imaju oko 50-70%

acetiliranih proteina, dok je kod ljudi taj broj preko 90%.

Radi potencijalne primjene u medicini i molekularnoj biologiji, acetilacija N-kraja je
posljednjih godina Cesto predmet istrazivanja, jer bolje razumijevanje njene uloge moze
potencijalno dati brojne odgovore na pitanja o tome kako lijeciti neurodegenerativne i

maligne bolesti (Ree i sur., 2018).



polipeptid —CO —(ICIJH —NH;
R
Ac-CoA

NAT

CoA

polipeptid —CO —”'CI:H —~NH—CO—CH,
&

Slika 6. Shematski prikaz N-terminalne acetilacije (preuzeto i prilagodeno prema Drazic i

sur., 2016)

2.5.2. Acetilacija lizina

Prvobitno se smatralo da je acetilacija lizina na e-amino skupini PTM-a ograni¢ena na
histone i popratna regulacija ekspresije gena u eukariotskim stanicama, no nove spoznaje
ukazuju na to da je zajedno s fosforilacijom najzastupljenija PTM te da ima znacajan u¢inak
na singalizaciju i metabolizam stanice. Poput N-terminalne acetilacije, acetilacija lizina ovisi
o koenzimu acetil-CoA (slika 7). Nadalje, enzimi lizin acetiltransferaza (KAT), lizin
deacetilaza (KDAC) i proteini koji prepoznaju i veZu modificirane proteine lizina takoder su
uklju¢eni u ovaj proces. Ove proteine karakteriziraju strukturni motivi nazvani
,bromodomene*, kroz koje prepoznaju acetilirane lizine (Drazic i sur., 2016). Jedan od
primjera opisanih proteina su transkripcijski faktori. Za razliku od N-acetilacije, acetilacija
lizina je reverzibilan proces, slican fosforilaciji, Sto je vazno jer obje PTM-e imaju vaznu

ulogu u regulaciji metabolizma i signalnih puteva.

Osim acetilacije KAT-om, opaZena je spontana, neenzimska acetilacija proteina kroz
izravnu interakciju s acetil-CoA u uvjetima visokog pH i visokih koncentracija Ac-CoA koje
prevladavaju u mitohondrijima. Nalik N-acetilaciji, udio acetiliranih lizina raste
proporcionalno veli¢ini genoma. Za razliku od N-acetilacije, koja je ¢eS¢a u bakterijama,

acetilacija lizina je ¢eS¢a u mitohondrijima 1 kloroplastima. Zanimljiva je Cinjenica da se



acetilacija ¢eS¢e uocava u visoko organiziranim dijelovima proteina (zavojnice, presavijeni
listovi), dok se fosforilacija ¢eS¢e nalazi u fleksibilnim dijelovima proteina (Drazic i sur.,

2016).

Acetat B &
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T|\|H3 V\Zn“/ (Ij=0

(|3H2 INH

(le2 KAT ili ne-enzimatski > (Ij_Hz

CH, T o c,

“N ke Cc~ Acetil-CoA CoA CH,

HHO .
Lizin \N/E\C/

H O

Acetil-lizin

Slika 7. Acetilacija lizina na e-amino skupini (preuzeto i prilagodeno prema Wang i sur.,

2020)

2.6. Metilacija

Metilacija je prijenos metilnih skupina s jednim ugljikom na dusik (N-metilacija) ili kisik
(O-metilacija) aminokiselinskih  ostataka odredenih proteina. Posredovana je
metiltransferazama, dok je kofaktor S-adenozil metionin (SAM) primarni donor metilne
skupine. Metilacija povecava hidrofobnost proteina i moZe neutralizirati negativan naboj

aminokiselina kada se veze na karboksilne kiseline (Slika 8).

Iako nedovoljno istrazena u proizvodnji biofarmaceutika, metilacija je vrlo Ccesta
modifikacija u ljudskom organizmu, $to potvrduje Cinjenica da je S-adenozil metionin drugi
najces¢i supstrat koji se koristi u enzimskim reakcijama nakon ATP-a. Dok je N-metilacija
nepovratna, O-metilacija je potencijalno reverzibilna. S druge strane, metilacija je dobro

istrazeni mehanizam epigeneticke regulacije buduéi da metilacija i demetilacija histona
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imaju utjecaja na dostupnost DNA za transkripciju. Vecina modifikacija na bazi metila
sacuvane se od bakterija do sisavaca i biljaka, a njihove funkcije ukljucuju strukturnu i
metabolicku stabilizaciju, kao i funkcionalnu ulogu u regulaciji translacije proteina (Raposo

1 Piller, 2018).

Protein Protein

Protein arginin
metiltransferaza Il|

HN > HN
HZN/gNH T)\NHZ
CH;
Arginin Metilarginin

Slika 8. Metilacija arginina u metilarginin (preuzeto i prilagodeno prema (vlastita slika)

3. Ekspresijski sustavi

Stanice brojnih eukariotskih i prokariotskih organizama koriste se kao ekspresijski sustavi u
proizvodnji biofarmaceutika. Ovi ekspresijski sustavi mogu se podijeliti na modelne
organizme, rekombinantne ljudske i ne-ljudske stanice sisavaca, biljne stanice i stanice
insekata (Karg i Kallio, 2009). Kod svih sustava, stanice su konstruirane tako da proizvode
zeljenu biolosku tvar s najve¢im mogucéim prinosom i ¢istocom. Tehnologije za uredivanje
genoma temeljene na CRISPR/Cas9 sustavu omogucuju inZenjerstvo svih vrsta sustava za

ekspresiju s pobolj$anim svojstvima te novim funkcionalnostima.

Uz ispravne, ranije objasnjene PTM-e, radni organizmi za proizvodnju biofarmaceutika
moraju ispuniti odredene dodatne zahtjeve kako bi proces bio §to blize optimalnom; potrebna
je dostupnost sustava za genetsko inZenjerstvo uz koriStenje raznih molekularnih alata,
stabilnost genoma, brz rast stanica, jednostavno rukovanje bioprocesom, laka skalabilnost te
jednostavno procis¢avanje Nadalje, povijest odobrenih biofarmaceutika proizvedenih u

odredenoj vrsti stanica igraju vaznu ulogu kada je u pitanju odabir najprikladnijeg sustava
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za ekspresiju (Dumont i sur., 2016). Karakteristike svih radnih organizama o kojima se

raspravlja u ovom radu saZete su u tablici 1.

Tablica 1. Dostupne ekspresijske platforme i evaluacija njihovih karakteristika (preuzeto 1

prilagodeno prema Amman i sur., 2018)

Karakteristike

Biofarmaceutska
kompleksnost
Veli¢ina genoma
Dostupnost
sekvencioniranog
genoma
Molekularni alati
Posttranslacijske
modifikacije
Sekrecija proteina
Rast
Produktivnost
Bioprocesiranje
Skalabilnost
Biosigurnost

Odobrenja

Ljudske

stanice

ot

-+

ot

-

ot

-+

++
—t
++

-

CHO*

stanice

ot

-+

++

-

ot

e
++
e
++
e
+++

-+

* CHO - stani¢ne linije jajnika kineskog hrcka

Bakterijske | Stanice

stanice

+

ot

-+

ot
e
ot

-+

-

kvasaca

++

-+

ot

-+

++

e
+++
e
+++
e
++

-

Biljne
stanice

++

-+

++

e
++
e
++
e

++

Stanice

insekata

++

-

++

e
++
e
++
e

++

* 4+, ++, 1 +++ predstavljaju ocjenu odredene karakteristike ekspresijske platforme gdje je +

najmanje zadovoljavajuca a +++ najvise zadovoljavajuca ocjena
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3.1. Rekombinantne stanice sisavaca

Kulture stanica sisavaca sposobne su sintetizirati velike i sloZene proteinske molekule.
Najcesce koristene stani¢ne linije su stanice mijeloma misa 1 stanice jajnika kineskog hrcka
(CHO). Medutim, nedavno se sve vise koriste ljudske stani¢ne linije ¢ija uporaba osigurava
da ¢e ciljani protein imati PTM-e karakteristi¢ne za ljudske proteine. S druge strane, stani¢ne
linije ne-ljudskih sisavaca koje se najéesce koriste; CHO, stanice bubrega bebe hr¢ka (BHK)
1 stanice mijeloma miSa kao $to je NSO, imaju do odredenog stupnja, sposobnost izvodenja
PTM-a sli¢no ljudima (Dumont i sur, 2016). Velika prednost, posebice CHO stani¢nih linija,
jest ¢injenica da su otporniji na kontaminaciju ljudskim virusima, $to rezultira pove¢anom
sigurno$¢u i smanjenim naporima za inaktivaciju virusa te proc¢iS¢avanje tijekom daljnje
obrade. Nadalje, CHO stanice karakterizira i relativno visoka tolerancija na promjene
temperature, kisika, pH i razine tlaka tijekom proizvodnje biofarmaceutika (Dumont i sur.,
2016.).

Jos§ jedna od prednosti svih stani¢nih linija sisavaca je mogucnost izlu¢ivanja heterolognih
proteina umjesto lize stanica koja je potrebna kada se proteini proizvode s prokariotskim

sustavima (bakterijama).

Medutim, ekspresijski sustavi stani¢nih linija sisavaca nisu bez ogranienja, odnosno rizika
od infekcije zivotinjskim virusima ili niske razine produktivnosti proizvodnog procesa
(Dumont i sur., 2016). Nadalje, medij za stani¢ne linije predstavlja jos jednu poteskocu.
Procijenjeno je da kulture stanica zahtijevaju viSe od pedeset razli¢itih komponenti, Sto
otezava optimizaciju njihove koncentracije. Stanice sisavaca Cesto zahtijevaju dodatak
faktora rasta, aminokiselina, redukcijskih agenasa ili vitamina, dok mikrobi cesto zahtijevaju
samo jednostavnu kombinaciju osnovnih elemenata, kao S§to su dusik, ugljik, fosfor ili
mineralne soli. To opéenito povecava troskove kao i sloZenost bioprocesa, osobito tijekom
»scale-up® faze. Ova ograniCenja su prevladana upotrebom CHO stanica, koje se mogu
prilagoditi rastu u suspenziji u podlozi bez dodatka seruma s vremenom udvostruc¢enja od
20 do 24 sata, ovisno o procesu (Kunert i Reinhart, 2016.). U industrijskim razmjerima,
prinosi rekombinantnih proteina u rasponu od g/L dobivaju se iz bioprocesa temeljenih na
CHO, dok proizvodnja u drugim ekspresijskim sustavima sisavaca rezultira nizom

specificnom produktivnosc¢u i titrima proizvoda.
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Trenutno postoji relativno veliki broj biofarmaceutika dobivenih uporabom stanica sisavaca
kao ekspresijskih sustava koji su odobreni u SAD-u i Europi. Ipak, geneti¢ka nestabilnost i
intenzivan razvoj stani¢nih linija, kao i vremenski okviri bioprocesa, glavni su nedostaci

ovog sustava (Vcelar i sur., 2018).
3.2. Modelni mikroorganizmi

Medu modelnim mikroorganizmima, koji obuhvacaju bakterije, kvasce 1 plijesni,
najpoznatija je modelna bakterija Escherichia coli, 1 obi¢no je primjenjiva za proizvodnju
manjih bioloskih lijekova (npr. peptida, proteina, citokina, faktora rasta, plazmidne DNK,

nukleinskih kiselina, peptitijela i neglikoziliranih fragmenata antitijela).

Kao i kod razvoja stanicnih linija, postignut je znacajan napredak u genetiCkom inZenjerstvu
mikrobnih sojeva za industrijsku primjenu. Konstruirani mikrobi su sposobni proizvesti
velike koli¢ine djelatnih tvari lijekova, u koncentracijama viSim od onih koje se mogu postic¢i
sa stanicnom kulturom. Osim toga, vremenski okviri razvoja i troSkovi procesa temeljenih
na mikrobnoj fermentaciji mogu biti mnogo kra¢i od onih za kulturu stanica sisavaca.

(Challener, 2018.)

3.2.1. Bakterijske ekspresijske platforme

Za razliku od stanica sisavaca, bakterijski mikroorganizmi nemaju sposobnost izvodenja
ve¢ine PTM-a, ukljucujuéi glikozilaciju, koja je neophodna za proizvodnju aktivnih
biofarmaceutika (Brown i sur., 2017). Osim toga, ispravno smatanje proteina, nastajanje
disulfidnih veza, kao i pravilno izlu¢ivanje nisu prisutni kod velikog broja bakterijskih vrsta
S$to dovodi do stvaranja inkluzijskih tjeleSaca. KoriStenjem odgovarajuce signalne sekvence,
zeljeni produkt moze se usmyjeriti u periplazmu gdje redukcijska okolina omogucuje
oksidaciju proteina za nastajanje disulfidnih veza, ¢ime se omogucuje zeljeno preklapanje
proteina Medutim, ovaj pristup je ostvariv samo kod gram-negativnih bakterija (Miller 1
Salama, 2018.). Znacajno je da Bacillus subtilis posjeduje efikasne puteve izlucivanja zbog
nedostatka vanjske stanicne membrane. U sustini, bakterije imaju male i nekompleksne
genome koji broje manje od 10 milijuna parova baza, koji su vrlo dobro okarakterizirani jo$
od 1997. Brza dioba stanica za manje od 1 sata i rast u jednostavnim hranjivim podlogama

prednosti su bakterijskih sustava. Osim toga, ove karakteristike omogucuju relativno
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jednostavan ,,scale-up* bioprocesa. Medutim, bakterijski endotoksini moraju se pazljivo
ukloniti tijekom prociS¢avanja kako ne bi kasnije izazvali imunogene reakcije kod pacijenta,
a gore spomenuti nedostatak sekrecije ¢ini daljnje prociS¢avanje jo§ zahtjevnijim. Unato¢
tome, visoka razina ekspresije, manje slozen 1 jeftiniji bioproces, kao i dobro
okarakterizirane genske karakteristike uz posjedovanje opseznih molekularnih alata su
prednosti proizvodnje u bakterijama (Sahdev i sur., 2008.). E. coli, kao najcesce koristeni
mikroorganizam, pokazao se vrlo robusnim i ekonomi¢nim za proizvodnju bioloskih

lijekova.

3.2.2. Kvasceve ekspresijske platforme

Najvazniji predstavnici platformi za ekspresiju terapijskih proteina u kvascima su Pichia
pastoris 1 Saccharomyces cerevisiae.. Stanice kvasca sposobne su ispravno smatati proteine
1 imaju sposobnost provodenja tipi¢nih eukariotskih PTM-a ukljucujuéi N- i, u odredenoj
mjeri, O- glikozilaciju, fosforilaciju, sulfaciju i ubikvitinaciju (Irani i sur., 2015; Ptacek i
sur., 2005). Na temelju nedostatka glikozilacije slicne onoj kod ljudi, sojevi kvasca
uglavnom se koriste za komercijalnu proizvodnju manjih terapijskih proteina, hormona 1i
cjepiva. Heterologno izlu€ivanje proteina moze se posti¢i upotrebom odgovarajuceg
signalnog peptida. Za razliku od N-glikozilacije u stanicama sisavaca, kvasac vrsi

hipermanozilaciju i nema sposobnost stvaranja sijaliniziranih N-glikana (Tang i sur., 2016.).

Kao i bakterijski ekspresijski sustavi, sojevi kvasca imaju mali i dobro karakteriziran genom
od oko 12 milijuna parova baza, koji se moze modificirati molekularnim i sinteti¢kim
alatima koriste¢i inducibilne promotore (JakoCitinas 1 sur., 2018;). Generalno,
rekombinantna proizvodnja u stanicama kvasca je brza i isplativa, dok su otpornost na
ljudske viruse 1 odsutnost endotoksina povoljni za daljnju obradu i pro¢is¢avanje. Brzina
udvostrucenja populacije od nekoliko sati, jednostavni sastavi medija 1 visoki prinosi

rekombinantnih proteina glavni su razlozi zaSto su upravo kvasci povoljne platforme.
3.3. Biljne ekspresijske platforme

Od 1990-ih, mnogi istrazivaci tezili su proizvodnji rekombinantnih proteina u biljkama.
Obic¢no je prednost bila dana biljkama koje su ve¢ koriStene u druge istrazivacke svrhe jer

su odredene tehnike genetickog inZenjerstva bile lako dostupne. To je dovelo do razvoja
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iznimno raznolikog niza proizvodnih sustava, ukljucujuéi cijele biljke, razlicite tkivne 1
stanicne sustave (dlakavi korijen i kulture stani¢ne suspenzije) i brojne ekspresijske pristupe

(stabilno transformirane transgene i transplastomske biljke, inducibilna ekspresija).

Biljke bi se mogle koristiti kao ekspresijski sustavi za proizvodnju antigena, za dizajn brzih
dijagnostickih testova te za proizvodnju cjepiva. Biljne platforme imaju nisku cijenu (0,1%
do 10%) u odnosu na druge ekspresijske sustave poput bakterija ili stanica sisavaca (Yao i
sur., 2015). Osim toga, imaju veci prinos proteina, manji rizik od kontaminacije, nize
troskove skladiStenja, sposobnost sinteze slozenih proteina s manjim razlikama u

glikozilaciji, kao i visoku kvalitetu proizvoda, sigurnost i skalabilnost (Yao i sur., 2015)

Iako su PTM glavni razlog za zabrinutost u slucaju biljnih ekspresijskih sustava, cjepiva
biljnog porijekla mogu proizvesti zadovoljavaju¢e imunoloske odgovor. GlikoinZenjerstvo
omogucuje modifikaciju glikozilacije proteina kako bi se poboljSala imunogenost. Nadalje,
polisaharidi dobiveni iz biljaka mogu takoder posluziti kao pomoc¢na sredstva i nosaci, Sto
je jedan od dodatnih razloga zasto su biljni ekspresijski sustavi pozeljni kao platforme za

proizvodnju antigena (Pineo i sur., 2013).
3.4. Ekspresijske platforme bazirane na stanicama insekata

Insekt-bakulovirusni sustavi nude visoke razine ekspresije slicne onima u bakterijskim
sustavima, pri ¢emu daju proteine s posttranslacijskim modifikacijama, kao i pravilnim
sklapanjem proteina, sli¢cno onima dobivenim s kulturama stanica sisavaca. Poput biljaka,
oni su takoder nepatogeni za sisavce. Osim toga, stanice mogu prihvatiti velike ili viSestruke
gene, a stanice su prikladne za rast u suspenzijskim uvjetima.

Nadalje, stanice insekata prikladne su za proizvodnju virusa i virusnih vektora koji se koriste

u proizvodnji virusnih cjepiva i genskih terapija (Lubelski i sur., 2014).

4. Alati genetiCkog inZenjerstva

Kako bi se rijeSio problem ostvarivanja zeljene kvalitete proizvoda, vazno je odabrati
prikladan tip ekspresijskog sustava koji je sposoban izvesti potrebne modifikacije proteina

bez ugrozavanja prinosa proizvoda ili drugih ekonomskih ¢imbenika. Kako bi se nadisla

ograni¢enja vezana za primjenu stani¢nih linija u proizvodnji biofarmaceutika odnosno kako
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bi se specificno oblikovali tako da odgovaraju na zahtjeve odredenih biofarmaceutika,

dostupan je sve veci broj alata genetickog inZenjerstva.
4.1. Alati proteinskog inZenjerstva

Proteinsko inzenjerstvo ukljucuje sintezu novih proteina, ili izmjenu postojece proteinske
sekvence/strukture kako bi se postigle Zeljene funkcije. Novi algoritmi dizajna proteina,
napredak u strukturnoj bioinformatici, poljima molekularne biologije i dostupnost detaljnih
3D modela strukture proteina omogucuju koriStenje racunalnih pristupa za proteinsko

inZenjerstvo.

Tijekom posljednja dva desetlje¢a napredak u masenoj spektrometriji (MS) omogucio je
brzo i detaljno profiliranje proteoma. Medutim, selektivna analiza specifi¢nih subproteoma
ostaje znatno zahtjevnija. PTM-e su Cesto prisutne pri niskoj stehiometriji proteina (Tsai 1
sur., 2015) pa stoga uklanjanje nemodificiranih proteina predstavlja izazov. Takoder,
proteinski kompleksi i specificne stanice moraju biti izolirani prije analize kako bi se
sacuvale prostorne informacije Komplicirani protokoli izolacije izraduju se radi dinamicke
prirode PTM-a, mogu¢nosti da proteinski kompleksi budu privremeni i nemoguénosti
izolacije odredenih stanicnih odjeljaka, ukljucuju¢i glavne organele kao S$to je
endoplazmatski retikulum (Chen i sur., 2010). Nedavno su se pojavili modelirani proteini
kao vazan alat za rjeSavanje ovih izazova u selektivnoj proteomici. Proteini imaju najmanje
tri prednosti kao alati za selektivnu proteomiku, ukljuc¢ujuci njihove sposobnosti da: vrlo
precizno prepoznaju specificne funkcionalne skupine; budu genetski uvjetovani prema
odredenom tipu stanica, dijela stanice ili proteinskih kompleksa te ¢injenica da su evoluirali

tako da imaju vrlo kratko vrijeme djelovanja u stanicama.

4.2. Alati metabolickog inZenjerstva

Vazni izvori bioloski aktivnih tvari su prirodni proizvodi te su neki od najkoriStenijih
antitumorskih, antibakterijskih i antifungalnih lijekova prirodnog porijekla. Medutim,
vecina tih prirodnih spojeva evoluirala je radi drugih razloga, a ne za lijeCenje ljudskih
bolesti. Stoga, iako ti prirodni proizvodi djeluju kao ljudski terapeutici, njihova
farmakokineticka 1 farmakodinamicka svojstva Cesto nisu optimalna. Takoder, mnoge od

ovih tvari su proizvedene u malim koli¢inama u originalnom radnom organizmu, ¢ine¢i ih

17



skupim za izoliranje. Sljedeci logi¢an korak u sintezi biofarmaceutika je uporaba enzima za
kombinatornu (kombiniranu?) sintezu unutar stanica ekspresijskog sustava. To bi omogucéilo
proizvodnju farmaceutika uz manje troskove ,,upstream‘ procesa i smanjilo potrebu za

procis¢avanjem enzima koji su potrebni za in vitro sintezu.

Proizvodnja novog ili postoje¢eg lijeka u heterolognom radnom organizmu generalno
ukljucuje uvodenje i povezivanje nekoliko gena u biosintetske kaskade. No, metaboli¢ko
inZenjerstvo je mnogo vise od samog unosenja nekoliko gena u stanicu — cesto ukljucuje
pazljivo balansiranje gena u novo-konstruiranom metabolickom putu tako da nijedan gen ne
bude prekomjerno izrazen ali niti nedovoljno izrazen. To se postize smanjenjem
koncentracije prekursora za rast i biosintezu proizvoda ili manipulacijom koncentracije
produkta sinteze. Metaboli¢ko inZenjerstvo takoder ukljucuje preusmjeravanje resursa iz
srediSnjih metabolickih puteva do biosintetskog puta za molekulu od interesa. Stoga,
kontrola nad viSe gena istovremeno i metabolicka ravnoteza izmedu heterolognog
metaboli¢kog puta i prirodnog metabolizma radnog organizma su klju¢ni problemi u

proizvodnji farmaceutika metaboli¢kim inzenjerstvom.

Tijekom proteklog desetljeca, metaboli¢ko inZenjerstvo igra vaznu ulogu u otkrivanju
prirodnih lijekova. Na primjer, saznanje da su sekundarni biosintetski putevi u modelnim
organizmima usko povezani na genskoj razini uvelike pojednostavljuje kloniranje i analize
sekvenca biosintetskih i1 regulatornih gena povezanih sa zeljenim proizvodom. Naposljetku,
ulaganje znacajnih resursa u metaboli¢ko inZenjerstvo ultimativno rezultira jeftinijim
lijekovima, posebno za lijeenje bolesti u zemljama u razvoju gdje je visoki troSak

farmaceutika glavna prepreka radi kojih se isti ne koriste (Garcia-Granados i sur., 2019).

4.3. Primjena RNA u bioinZenjerstvu

Tretiranje stanica nekodirajuéom RNA (ncRNA), ,short hairpin® RNA (shRNA),
mikroRNA ili malom interferirajuéom RNA (siRNA) takoder su nacini za kontrolu razine
transkriptoma bez utjecaja na sam genom (Inwood i sur., 2018.). Ove RNA molekule mogu
ili savrSeno vezati ciljanu RNA (mRNA) Sto rezultira izravnim cijepanjem mRNA ili s
nepotpunom komplementarno$c¢u Sto dovodi do smanjene translacije i degradacije mRNA

Dakle, oba mehanizma inhibiraju translacije ciljanog proteina. Budu¢i da metode
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inzenjerstva putem mikroRNA 1ili interferiraju¢e RNA (RNA1) utjece na stanje stanice nakon
transkripcije, ucinak je privremen samo dok su RNA molekule prisutne u stanicama. Bitno
je spomenuti i da neke ncRNA imaju viSestruka ciljana mjesta, Sto bi moglo biti korisno
kada se viSe enzima treba mijenjati istovremeno, ali s druge strane moze rezultirati

nezeljenim nuspojavama (Lam i sur., 2015.).

MicroRNA-inducirani kompleks za utiSavanje (microRISC) sastoji se od vodica i argonaut
proteina (AGO) Specificnost microRISC-a je posljedica njegove interakcije s
komplementarnim sekvencama na ciljanoj mRNA, nazvane elementi odgovora miRNA
(MRE). Stupanj komplementarnosti MRE-a odreduje ho¢e li do¢i do AGO2-ovisnog
cjepanja ciljane mRNA ili microRISC posredovana translacijska inhibicija i raspad ciljane
mRNA. Potpuno komplementarna interakcija microRNA-MRE inducira aktivnost
endonukleaze AGO2 i na taj nacin inducira cijepanje mRNA. Medutim, ova interakcija
destabilizira vezu izmedu AGO 1 3’ kraja miRNA radi ¢ega dolazi do njene degradacije

(Ameres i sur., 2010).

U zivotinjskim stanicama vecina interakcija microRNA-MRE nije u potpunosti
komplementarna ve¢ ve¢ina MRE sadrzi barem srediSnje nepodudarnosti sa svojom
vode¢om miRNA, sprjecavajuci aktivnost AGO2 endonukleaze. 1z tog razloga, AGO2
djeluje kao posrednik interferencije RNA. U mnogim slu¢ajevima, funkcionalna microRNA-
MRE interakcija dogada se preko 5' regije (nukleotidi 2-8) (Ellwanger i sur., 2015), no

dodatna komplementarnost na 3’ kraju pomaze u stabilnosti 1 specifi¢nosti interakcije.

4.4. Endonukleaze u geneticCkom inZenjerstvu

Postoje Cetiri skupine nukleaza za uredivanje genoma na temelju njihove strukture:
meganukleaze (MN), nukleaze s proteinskim strukturnim motivima ,,cinkovih prstiju®
(ZFN), efektorske nukleaze slicne aktivatoru transkripcije (TALEN) i nukleaze ukljucene u
CRISPR/Cas sustav. (Gaj i sur., 2013.)
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4.4.1. Meganukleaze (MN)

Meganukleaze (MN), su restrikcijske endonukleaze koje karakterizira veliko mjesto
prepoznavanja (14-40 bp) 1 niska citotoksi¢nost za stanice sisavaca $to ih ¢ini privlacnim
alatima za uredivanje genoma. Postoje¢e inZenjerske tehnike ukljuc¢uju nastajanje fuzijskih
proteina iz postoje¢ih meganukleaznih domena i metode inZenjerstva meganukleazne
specificnosti promjenom proteinskih ostataka u domeni koja veze DNA. Jedna od najcesce
koriStenih pocetnih kalupa za dizajn novih umjetnih MN-a je I-Crel, ¢lan obitelji
LAGLIDADG, kao najve¢a od pet poznatih obitelji MN-a. Medutim, broj MN-a koje se
prirodno pojavljuju jos uvijek je ogranicen i nedovoljan za rjeSavanje svih potencijalno
zanimljivih lokusa (Boissel i sur., 2014). Takoder, zahtjevan proces naknadnog inZenjerstva

i niska u¢inkovitost uredivanja takoder ogranic¢avaju primjenu MN-a (Silva i sur., 2011)

4.4.2. Nukleaze s proteinskim strukturnim motivima ''cinkovi prsti'

(ZFN)

ZFN je heterodimer u kojem svaka podjedinica sadrzi domenu cinkovog prsta i domenu
endonukleaze Fokl. Fokl domene moraju se dimerizirati radi aktivnosti, ¢ime se povecava
specificnost enzima, $to osigurava da se moraju dogoditi dva neposredna dogadaja vezanja

DNA kako bi se postigao dvolanc¢ani lom (Urnov i sur., 2010).

Rezultiraju¢i dogadaj cijepanja je to Sto omogucuje rad vecini tehnologija za uredivanje
genoma. Nakon §to se napravi lom, stanica ga nastoji popraviti. Najjednostavnija metoda je
“nehomologno spajanje krajeva” (NHEJ), u kojoj stanica u osnovi popravlja dva kraja
slomljene DNK i ponovno ih spaja, Cesto stvaraju¢i pomak okvira Citanja. Alternativna
metoda je popravak usmjeren na homologiju. Ovdje stanica pokuSava popraviti prekid
koriste¢i drugu kopiju nukleotidnog slijeda kao rezervnu kopiju - drugi (neprekinuti)
kromosom. Uvodenjem specifi¢nog slijeda inzenjeri mogu usmjeriti sustav da umjesto druge

kopije ubaci zeljeni slijed (Urnov i sur., 2010).

20



4.4.3. Efektorske nukleaze sli¢ne aktivatoru transkripcije (TALEN)

TALEN nukleaze su konstruirane spajanjem domene koja veze DNA, izvedene iz efektora
sliénih aktivatoru transkripcije (TALE) i kataliticke domene Fokl endonukleaza TALE,
izvorno identificirane iz bakterije Xanthomonas, kodirale su DNA-vezujuée domene od
kojih se svaka sastoji od monomera koji se vezu za 1 nt u nukleotidnom slijedu. Svaki
monomer sastoji se od evolucijski sacuvanih tandem ponavljanja od 34 aminokiselinska
ostatka. Ostaci smjeSteni na pozicijama 12 i 13 vrlo su varijabilni i odgovorni za
prepoznavanje specificnog nukleotida. Bududi da je specificnost vezanja DNA-TALE lakse
konstruirati od proteina cinkovih prstiju, TALE imaju $iru primjenu nego ZFN (Joung i

Sander, 2013).

4.4.4. CRISPR/Cas sustav

CRISPR-Cas sustav je u biti sustav nukleaza navodenih s RNA. Za razliku od gore
spomenutih nukleaza koje prepoznaju ciljani slijed kroz interakciju protein-DNA, CRISPR-
Cas nukleaze prepoznaju ciljane sekvence kroz sparivanje baza RNA i DNA. Uz ciljanu
specificnu CRISPR RNA (crRNA), sekvenca ,,protospacera“ (PAM) neophodna je da sustav
CRISPR-Cas prepozna ciljane sekvence. U azuriranom sustavu klasifikacije, CRISPR-Cas
sustavi podijeljeni su u dvije klase i pet tipova (Makarova i sur., 2015). Sustav klase 1
definiran je prisutnos$¢u viSekomponentnog kompleksa crRNA-efektora, dok je sustav klase
2 definiran prisutnos$¢u jednokomponentnog crRNA-efektora. Na primjer, najéesce koriSteni
Streptococcus pyogenes CRISPR-Cas9 (SpCas9) sustav je nukleaza klase 2. Sustav SpCas9
zahtijeva jednostavnu PAM sekvencu (NGG) kao i ciljano specificnu crRNA 1 trans-
aktivirajuéu CRISPR RNA (tracrRNA), koja se sparuje s RNA vodi¢em (sgRNA) za
uredivanje genoma. Nedavno su proteinskim inZenjerstvom razvijene varijante SpCas9 koje

mogu prepoznati Siroki PAM slijed, ukljucuju¢i NG, GAA i GAT (Masaki i sur., 2018).

Promjenom vodecih sekvenci crRNA ili sgRNA, vrlo je lako ciljati na novu genomsku
sekvencu, ¢ine¢i CRISPR-Cas sustav mo¢nim alatom za uredivanje genoma (Hsu i sur.,
2014). Zbog jednostavnosti i visoke u¢inkovitosti sustava CRISPR-Cas9, inzenjerstvo Cas9

prosirilo se na daljnje primjene. Na primjer, Cas9 nikaza, generirana inaktivacijom jedne od

21



katalitickih domena, presijeca jedan lanac dvolanc¢ane DNA i uvodi dvostruki lom kada se

kombinira sa uparenim vode¢im RNA.

5. Primjena alata genetiCkog inZenjerstva u proizvodnji

biofarmaceutika

5.1. Primjena CRISPR endonukleaza

Ranije spomenute endonukleaze predstavljaju najveci napredak u manipulaciji bioloskim
sustavima koje je moguce ,,programirati*, omogucujuci inZenjerstvo organizama u vecoj
mjeri te viSe razlicitih pristupa u odnosu na bilo koju drugu metodu. Klju¢na prednost ove
tehnologije je sposobnost preciznog ciljanja 1 rezanja regija genoma specificiranjem
proizvoljnog slijeda u vodecoj RNA (gRNA) za endonukleazu Streptococcus pyogenes Cas9
(SpCas9) (Cong i sur., 2013).

Prosirenje SpCas9 metodama proteinskog inZenjerstva i ekstenzivne analize genoma dovele
su do ¢itavog niza primjena CRISPR nukleaza. Na primjer, deadCas9, ili dCas9, je varijanta
bez aktivnosti endonukleaze koja moze programriati inhibiciju i aktivaciju transkripcije, ali
i druge epigeneticke funkcije (Dominguez i sur., 2016). S ovom funkcijom mogu se izgraditi
transkripcijski sklopovi u S. cerevisiae koji su daleko slozeniji od svega Sto je prije bilo
moguce u stanicama kvasaca. Analiza genoma otkrila je homologne nukleaze SpCas9 i nove
klase endonukleaza. Jedna od njih je Cpfl koja moze imati nizu aktivnost od Cas9 izvan
zeljene sekvence, a ujedno i1 vecu ucinkovitost uredivanja u odredenim organizmima. Kao i
dCas9, dCpfl se moze koristiti u sintetickim transkripcijskim faktorima. Za razliku od Cas9,
nukleaze Cpfl stvaraju ljepljivi kraj, koji se moze koristiti za in vitro formaciju DNA (Lei i

sur., 2017).

Buduc¢i da je Cpfl ortogonalan na Cas9, moguce je istovremeno uredivanje u istom radnom
organizmu ili dizajn fuzijske gRNA koja je kompatibilna s obje nukleaze (Kweon i sur.,
2017). Druge znacajne endonukleaze vodene RNA su C2cl, koja je poput Cpfl, ali koristi
dvostruko ciljanje gRNA za smanjeno cijepanje izvan ciljane sekvence i RNA Cas13 (C2c2),
koja moze cijepati mRNA (Abudayyeh i sur., 2016). Raznolikost, fleksibilnost, u¢inkovitost

i lakoc¢a s kojom se mogu primijeniti sustavi izvedeni iz CRISPR-a uistinu su revolucionirali
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inzenjerstvo ekspresijskih sustava. Nedavni primjeri ukljucuju ucinkovitu integraciju
genoma 1 metode metabolickog inzenjerstva (Cress i sur., 2017). Ove metode omogucuju
identifikaciju vaznih gena, prepisivanje DNA radnog organizma bez markera i
preusmjeravanje ciklusa ugljika, $to je vrlo znacajno za optimizaciju ca. Buduca istrazivanja
u ovom polju ¢e potencijalno raditi na primijeni ove metode na drugim ekspresijskih

sustavima.

5.2. Poboljsavanje svojstava modelnih mikroorganizama kao

ekspresijskih sustava

Na temelju velikog broja objavljenih radova zadnjih desetljeca, sa sigurnoséu se moze reci
da inZenjerske moguénosti u modelnim organizmima E. coli 1 S. cerevisiae nadmasuju iste
u svim ostalim organizmima. Moguce je brzo napraviti stotine preciznih genomskih
modifikacija u E. coli, dok je sintetski genom S. cerevisiae nadohvat ruke (Richardson i sur.,
2017). Nadalje, ovi modelni organizmi konstruirani su da bi sintetizirali cijeli niz malih
molekula, prirodnih proizvoda 1 bioloskih tvari. Da bi se proizvele te molekule, heterologni
geni 1 putevi moraju biti reorganizirani, a prirodni metabolizam ponovno uspostavljen. To
zahtijeva odabir odgovarajuc¢ih heterolognih gena, podeSavanje ekspresije s dobro
okarakteriziranim dijelovima i poboljSanje proizvodnje inZenjerskim metodama na razini
genoma. Napredak u uvodenju sintetickih ciklusa takoder bi mogao omoguciti dinamicku

kontrolu biosinteze.

Odabir potrebnih heterolognih gena mogu¢ je koriStenjem;-javno dostupnih baza podataka
dobivenih dugogodis$njim sekvencioniranjem genoma. Transformacija heterolognih gena u
radni organizam kao $to je S. cerevisiae omogucila je heterolognu sintezu mnogih lijekova
poput penicilina i opioida (Awan 1 sur., 2017). Odabir gena uvelike je ovisio o rezultatima
,Basic Local Alignment Search Tool“-a (BLAST-a) i iskustvu dizajnera, medutim dodatni
alati brzo napreduju- Nadalje, algoritmi koji mogu automatizirati otkrivanje biosintetskih
genskih klastera neophodni su za pojednostavljenje tijeka rada i otkrivanje novih
specijaliziranih metabolita. U tu svrhu dizajnirani su algoritmi kao $to su antiSMASH 1
SMUREF za identifikaciju gena za reorganizaciju pomocu sintetske biologije (van der Lee i

Hedema, 2016).
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Nakon odabira, ekspresija heterolognih gena mora biti optimizirana kako bi se izbjegla
toksi¢nost i minimizirala potro$nja energije. To zahtijeva precizno pracenje vrste genske
ekspresije kao i snage ekspresije gena- Odredivanje optimalne snage ekspresije gena za vise
gena je kompleksan problem s velikim kombinatornim prostorom dizajna. Nedavni napredak
u pretrazivanju ovih prostora ukljucuje zaslone visoke propusnosti (Latimer i Dueber, 2017)
1 racionalno reducirane banke gena koriStenjem statistickih metoda. Kako kombinatorno
inzenjerstvo genskih puteva postaje sve uobicajenije, metode za razvoj dizajna nastavit ¢e

napredovati, omogucujuci daljnje uc¢enje optimalnog dizajna metabolickih puteva.

Modelni organizmi zahtijevaju mnoge modifikacije u cijelom genomu kako bi se povecala
produktivnost. To je zato Sto metabolicka mreza radnog organizma ima relativno nizak
,protok® u kljuénim koracima, a mnoge potrebne modifikacije ostaju nepredvidive. Na
primjer, metabolicku mrezu S. cerevisiae teSko je preusmjeriti od proizvodnje biomase i
etanola kako bi se proizveo poviSeni titar farnezena, Sto zahtijeva znacajnu reorganizaciju
(1,2% genoma) i mnoge neocekivane modifikacije Kako bi se to rijesilo, razvijeno je
nekoliko strategija genomskog inZenjerstva. Jedan pristup je MAGE, koji uvodi mutacije
tijekom replikacije genoma. Sli¢ni pristupi su takoder demonstrirani u kvascu, koriste¢i
CRISPR-potpomognutu integraciju d kvasca. Druga mogucéa metoda je “Trackable
Multiplex Recombineering® (TRMR), temeljena na knockdown-u i ekspresijskoj knjiznici
gotovo svih gena E. coli koji se mogu pregledati za poboljSanje svojstava (Latimer i Dueber,
2017). Navedene metode imaju prednosti u odnosu na druge jer dopustaju brojne

modifikacije radnog organizma, optimizaciju procesa te se mogu lako replicirati.

Sintetski genski sklopovi kodiraju ekspresiju gena, te se stoga mogu konstruirati za kontrolu
stani¢nih procesa tijekom fermentacije. Dizajn istih, najvise je uznapredovao u modelnim
organizmima. Nadalje, transkripcijske kaskade temeljene na CRISPR-u koriStene su za
izgradnju sklopova u S. cerevisiae (Gander i sur., 2017). S predvidljivim dizajnom, sintetski
stani¢na kontrola mogla bi regulirati metabolizam radnog organizma tijekom fermentacije 1
poboljsati distribuciju metabolickog toka. U tu svrhu pokazalo se da ciljano uniStavanje ptk
povecava titar glukuronske kiseline u E. coli. Budu¢i rad usredotocen na razvoj ekspresijskih
sklopova bez induktora za specificne farmaceutske proizvode mogao bi uciniti fermentacije
na industrijskoj skali dinamicki ovisnim o uvjetima kulture, time povecavaju¢i njihovu

produktivnost.
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5.3. PoboljSavanje svojstava CHO stani¢nih linija

Rekombinantni radni organizmi koji se naj¢esc¢e koriste za proizvodnju proteina je stani¢na
linija jajnika kineskog hréka (CHO). CHO stanice su u pocetku odabrane zbog kombinacije
produktivnosti, brzine rasta i moguénosti posttranslacijskih modifikacija. Trenutni razvoj
CHO stani¢ne linije usmjeren je na identifikaciju visokoproduktivnih varijanti i osiguravanje

klonskog podrijetla, bez modifikacije organizma.

Primjena novih inzenjerskih metoda na CHO stanice moze povecati produktivnost, smanjiti
osjetljivost i poboljsati profile posttranslacijskih modifikacija. Vazno je da je inZenjerstvo
CRISPR-Cas9 primijenjivo na CHO, ukljuc¢uju¢i CRISPR transkripcijsku interferenciju za
poboljsanje izbora dihidrofolat reduktaze/metotreksata koja moZze povecati broj kopija za
gen od interesa. Sustavna analiza CHO stanica moze identificirati adaptivhe mutacije 1
predvidjeti ciljeve modifikacija za efikasnu prilagodbu na medij koji ne sadrzi serum.
Znacajno je da su primjene profiliranja ribosoma na CHO identificirale klju¢ne gene rasta i
nepotrebno transkribirane gene (Kallehauge i sur., 2017). Nadalje, nedavno su objavljeni
metabolicki modeli na razini genoma nekoliko sojeva CHO (Hefzi i sur., 2016). Ovi modeli
su utvrdili da inhibitori histon deacetilaze neucinkovito koriste metaboli¢ke resurse za
povecanu proizvodnju proteina i ukazuju da je inZenjerstvo sekretornog puta ucinkovitije te
da poboljsava proizvodnju proteina u CHO stanicama. Dodatno, primjena metabolickog
inZenjerstva za prenamjenu metabolizma ugljika takoder moze poboljsati proizvodnju.
Nadalje, uspostavljena metoda metabolickog inZenjerstva analize 13C-metabolickog toka
(MFA) identificirala je aktivniji oksidativni metabolizam kao zajedni¢ku karakteristiku

medu visokim proizvodac¢ima (Templeton i sur., 2017).

Posttranslacijske modifikacije klju¢ne su za terapijsku funkciju proteina i imunoloski
odgovor bolesnika. Kontrola nad profilima glikozilacije CHO mogla bi ubrzati razvoj
odredenih stani¢nih linija 1 omoguéiti proizvodnju dodatnih proteina koji zahtijevaju
razli¢ite modifikacije. U tu svrhu, novo-razvijeni modeli glikozilacije mogu pomo¢i u
predvidanju najbolje CHO stani¢ne linije za zeljenu glikozilaciju, kao 1 potrebne
modifikacije. Nadalje, ekspresija heterologne sialiltransferaze rezultirala je ne-nativnhom o-
2,6 sijalinizacijom u CHO, pokazuju¢i da se modifikacije mogu razlikovati. Drugi novi

pristup je koriStenje projektirane E. coli za ekspresiju specificnih imunostimuliraju¢ih
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glikokonjugata CHO koji, nakon ekspresije, uzrokuju da CHO proizvodi prilagodene

imunogene.

Metode inzenjerstva organizama u razvoju, koje bi mogle biti korisne kada se primjenjuju
na CHO uklju¢uyju modelom vodeno inZenjerstvo (Multilex Automated Genome
Engineering) (MAGE), identifikaciju transkripcijskih ,,hot spotova® i transkrimptomijom
vodeno otkrivanje promotora (Wei i sur, 2016). Ovi bi se pristupi mogli koristiti za
konfiguraciju genskih sustava u CHO kako bi se dodatno poboljsala metabolicka mreza i
inducirala sinteza proteina. Takoder bi moglo biti moguce izgraditi sinteticke sklopove u
CHO stanicama koji kontroliraju translaciju u razli¢itim tockama u stani¢noj kulturi,
smanjujuéi nepotrebnu sintezu proteina i potencijalno povecavajuéi produktivnost. Uz
kontinuirani razvoj naprednih inZenjerskih alata, posttranslacijske modifikacije terapijskih
proteina proizvedenih u CHO stanicama, odobrenje regulatornih tijela i znacajna kapitalna

ulaganja vjerojatno ¢e osigurati dominaciju primjene CHO stanica u narednom vremenu.

S5.4. Razvoj novih potencijalnih mikrobnih ekspresijskih

sustava

Radni organizmi osim E. coli i S. cerevisiae privlacni su zbog povoljnog metabolizma i/ili
fiziologije. Na primjer, organizam moze prirodno imati visok protok kroz metabolicki put
koji je jako razgranat, pruzajuci pristup cijeloj klasi molekula. Mnogi od ovih potencijalnih
ekspresijskih sustava pocinju se nadmetati s modelnim organizmima, zahvaljujuéi razvoju

genske fleksibilnosti 1 bioinZenjerskih alata za cijeli genom.

Jedan od potencijalnih ekspresijskih sustava je brzo-rastuca bakterija Vibrio natriegens koja
raste dvostruko brze od E. coli, osiguravajuéi brze molekularno kloniranje i biosintezu
bioloskih molekula. Za ovaj organizam su poznati brojni geneticki alati i metode; ukljucujuéi
transformaciju, inducibilne promotore, kazete otpornosti i vektorske sustave alelne izmjene.
Osim toga, razvijena je metoda multipleksnog uredivanja genoma (Dalia i sur., 2017).
Nadalje, analiza metabolickog toka V. natriegens otkrila je brzi unos glukoze i nizak protok
kroz put pentoza fosfata kao klju¢ne razlike od E. coli, iako je metabolizam generalno slican.

Buduca istrazivanja koja ¢e iskoristiti prednost brzog rasta za farmaceutsku proizvodnju u
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industrijskom kontekstu mogla bi uspostaviti bakteriju V. natriegens kao jednu od glavnih

ekspresijskih platformi.

Drugi potencijalni radni organizam je kvasac Yarrowia lipolytica, koji je zanimljiv jer se
prirodno prilagodio stvaranju velikih skupina klju¢nih metabolita kao $to je citosolni acetil-
CoA. Kao rezultat toga, Y. lipolytica je konstruirana za proizvodnju mnogih spojeva,
ukljucujuéi molekule koje pripadaju farmaceutskoj klasi terpenoida. Razvijeni su i alati za
ekspresiju gena, prekid puta nehomolognog spajanja krajeva (NHEJ) za ucinkovitiju
integraciju genoma i CRISPR metode (Schwartz i sur., 2017). Stoga je Y. lipolytica postala
alternativni radni organizam za napredne strategije genetickog inZenjerstva metabolickih

puteva.

Druge potencijalne ekspresijske platforme mogu biti dobivene ,pripitomljavanjem*
organizama. Ti su potencijalni sustavi usko povezani s organizmima koji proizvode prirodne
proizvode sa sliénom biosintezom, poput neribosomalnih peptida te mozda ve¢ proizvode
lijek. Stoga je metabolicka mreza ovih potencijalnih ekspresijskih sustava spremna za
zeljenu biosintezu. Neki primjeri ovih sustava uklju¢uju morsku bakteriju Myxococcus
xanthus, bakteriju B. subtilis 1 filamentozne gljive poput Penicillium chrysogenum i
Aspergillus fumigatus. Ovi potencijalni ekspresijski organizmi takoder mogu zahtijevati
uredenje puteva za aktivaciju klastera gena. Jedno rjesSenje je izmjena promotora pomocu
homologne rekombinacije, koja omogucuje aktivaciju heterolognog genskog klastera u

potencijalnom radnom organizmu (Montiel i sur., 2016).

Postoje 1 potencijalni platformski organizmi za rekombinantnu terapijsku proizvodnju. To
ukljucuje ljudske stani¢ne linije, stanice insekata i ranije spomenute kvasce Pichia pastoris
i Hansenula polymorpha (Matthews 1 sur., 2017;). Mnogi od ovih organizama su se kroz
povijest koristili u industriji kao alternativa CHO stanicama, a neke tvrtke isklju¢ivo koriste
ove ne-CHO domacine. Stoga bi strategije integriranog inZenjerstva za te organizme mogle
mogle znatno utjecati na ucestalost koriStenja radnih organizama koji nisu CHO stanice. Da
bi se mnogi napredni pristupi prilagodili tim organizmima, potrebne su opSirne zbirke
promotora i terminatora. U tu svrhu nedavno su objavljene zbirke sintetickih bioloskih

dijelova za upotrebu u P. pastoris (Vogl i sur., 2016).
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Uz nastavak razvoja inZenjerskih alata, optimizacija metabolizma i fiziologije potencijalnih
platformskih organizama postat ¢e jednostavnija. Na primjer, s novim CRISPR alatima za
inzenjerstvo genoma (Pohl i sur., 2016), moze se dogoditi da ¢e se Penicillium chrysogenum
prosiriti izvan penicilinske platforme, proizvodeci razli¢ite B-laktame ili neribosomske
peptide. Budu¢i rad usmjeren na razvoj potencijalnih ekspresijskih sustava sigurno ¢e biti
fokusiran na istrazivanje novih potencijalnih radnih organizama i mogao bi drasti¢no

promijeniti koji organizmi se preferiraju u proizvodnji biofarmaceutika.

5.5. Poboljsavanje svojstava biljnih ekspresijskih sustva

Biljke sadrze [B-heksozaminidaze, koje stvaraju N-glikanske strukture s terminalnim
manozama i time se znacajno razlikuju od ljudskih stani¢nih kultura. Medutim, to nije nuzno
nedostatak, ve¢ se ta karakteristika moze koristiti za proizvodnju biofarmaceutika s
ucinkovitom internalizacijom lijeka pomo¢u manoznih receptora, na primjer u bolesnika s
Gaucherovom boles¢u (Strasser i sur., 2014). Jedan odobreni lijek za Gaucherovu bolest,
thGC, proizvodi se u kulturi stanica korijena mrkve s uglavnom paucimanoznim N-
glikanima. Neke biljke stvaraju moguce imunogene ostatke Secera B-1,2-ksilozu i a-1,3-
fukozu te se mogu projektirati tako da nemaju dva ostatka Secera putem KO (,,knockout®) /
KD (,,knockdown‘) metoda. Takoder, nekoliko varijacija mAb s konstruiranim N-glikanima

proizvedeno je uz pomoc¢ siRNA, CRISPR/Cas9 (Mercx i sur., 2017) i RNAi tehnologija.

Ipak, nakon uklanjanja svih Golgi-rezidentnih glikoziltransferaza, jednokratno ili postupno
uvodenje ljudskih glikoziltransferaza omogucuje proizvodnju biofarmaceutika s vrlo
homogenim profilima glikozilacije u usporedbi s platformama sisavaca (Strasser i sur.,
2014). Takvi biofarmaceutici s definiranim ostacima Secera iznimno su vrijedni za
istrazivanje utjecaja N-glikana na funkcije proteina. Osim toga, navedeni pristup podrzava
razumijevanje uloge glikoziltransferaza, dopustajuci odabir ciljeva za pojacanu ekspresiju
(OE) ili ,.knockdown* (KO) pri konstruiranju stani¢nih platformi s homogenim i odabranim

N-glikanskim profilima.
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5.6. Poboljsavanje svojstava insekata kao ekspresijskih sustava

Pokazalo se da pojacana ekspresija ljudskih glikoziltransferaza MGAT2, B4GALT i
ST6GAL1 smanjuje ostatke oligomanoze i paucimanoze tipi¢ne za insekte i uvodi
kompleksne vrste N-glikana na rekombinantne proteine proizvedene u stani¢nim linijama
insekata (Kato i sur., 2017). Kao 1 za prethodno opisane ekspresijske sustave, CRISPR alati
se takoder koriste za stani¢ne linije insekata kako bi se dizajnirali N-glikani sli¢niji ljudskim.
Jedan primjer je poremecaj -N-acetilglukozaminidaze (GalNAc) / gena spojenih reznjeva
(FDL) za proizvodnju eritropoetina sa smanjenim oligomanoznim i paucimanoznim
strukturama u Sf9 stanicama (Mabashi-Asazuma 1 Jarvis, 2017). Kao i u ekspresijskim
sustavima u kvascima, biofarmaceutici iz konstruiranih stani¢nih linija kukaca s
humaniziranom glikozilacijom jo§ se ne nalaze na trziStu. Moze se nagadati da uvedena
ljudska glikozilacija, koja se vrlo razlikuje od endogene glikozilacije insekata, negativno

utjece na rast stanica insekata i stoga rezultira neisplativom proizvodnjom zbog niskih titara.
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6. Zakljucci

Protokoli za odredivanje optimalnog radnog organizma i metode koje ¢e se koristiti
pri uredivanju istog, trebat ¢e sve viSe oslanjati na prediktivne modele koji
istovremeno usporeduju metabolizam 1 fiziologiju velikog broja razli¢itih radnih
organizama kao i metoda geneti¢kog inZenjerstva.

Suvremene metode i alati genetickog, metabolickog i proteinskog inzenjerstva
omogucuju brze i preciznije dizajniranje radnih organizama sa optimiziranim
karakteristikama za proizvodnju biofarmaceutika od interesa.

lIako je N-glikozilacija glavna karakteristika koju radni organizmi za proizvodnju
biofarmaceutika moraju zadovoljiti, potreban je takoder napredak u optimizaciji
ostalih posttranslacijskih modifikacija kojima se pridaje manje paznje, kao $to su
karboksilacija, metilacija, fosforilacija i sulfacija, kako bi se omogucila proizvodnja
Sto ucinkovitijih biofarmaceutika.

Geneticki uredene kulture stanica kvasca sustizu ljudsku N-glikozilaciju te se
ocekuje da ¢e ekspresija terapijskih proteina u stanicama kvasaca postati uobicajena
u budu¢im bioprocesima.

Unato¢ velikom potencijalu, metode genetickog inzenjerstva koje se koriste za
optimizaciju preopterecuju stanice kvasca i time oduzimaju njihovu glavnu prednost
- brz rast i nakupljanje biomase.

Manje poznati radni organizmi kao Vibrio natriegens, Yarrowia lypotica, Pichia
pastoris pokazuju velik potencijal radi povoljne fiziologije ili metabolizma no
potrebna su daljnja istrazivanja i razvoj bioinzenjerskih alata kako bi se utvrdilo

mogu li biti upotrebljavani za industrijsku proizvodnju biofarmaceutika.
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Izjava o izvornosti

Ja Marko Ivesa izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u
njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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