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Na Katedri za farmacevtsko biologijo organiziramo in izvajamo pedagoski proces na vseh Studijskih programih Fakultete
za farmacijo. Raziskovalno in pedagosko delujemo na podrocjih farmakognoziie, fitokemije, celi€¢ne in molekularne
biologije, biokemije, farmacevtske biotehnologije in sorodnih ved. Odkrivamo, razvijamo in vrednotimo zdravila naravnega
izvora (tj. rastlinske in glivne sekundarne metabolite ter biotehnoloske ucinkovine) in raziskujermo molekularne mehanizme
bolezenskih procesov.

Na podrocju farmakognozije razviiamo analizne metode za preverjanje istovetnosti in vrednotenje kakovosti rastlinskih
drog. Iz gliv in rastlin izoliramo bioloSko aktivne snovi in analiziramo njihovo delovanje. Ukvarjamo se z izrazanjem
(gliko)proteinskih ucinkovin, pridoblienih s tehnikami genskega inzenirstva, in vrednotenjem njihovih fizikalno-kemijskih in
bioloskih lastnosti. S pomocjo bioloskinh kombinatorinih knjiznic odkrivamo nove biolosko aktivne peptide (zaviralce te-
rapevisko pomembnih encimoy, ligande za afinitetno kromatografijo in peptide, ki posnemajo strukturo alergenov za
imunoterapijo). Na podrocju celi€ne in molekularne biologije raziskujemo mehanizme nastanka in napredovanja raka,
protitumorskega imunskega odziva in nevrodegenerativnih ter nevroloSkih bolezni s ciliem opredeliti nova terapevtska
prijemalis¢a in diagnosti¢ne oznacevalce.
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POVZETEK

Farmacevtska biologija posega na Stevilna podrocja
farmacevtskih znanosti. Osredoto¢a se na razvoj,
vrednotenije in proizvodnjo bioloskih zdravil. Zdruzuje
bazi¢ne raziskave, kot so analiza patofizioloSkih pro-
cesov na celicnem ali molekularnem nivoju, kar pri-
vede do odkritja in validacije novih terapevtskih tarc,
ter aplikativno znanost, tj. razvoj inovativnih tera-
pevtskih pristopov, odkrivanje novih bioloskih ucin-
kovin in oznacevalcev bolezni za izboljSano diagno-
stiko. Prispevek predstavlja kratek pregled podrocij
farmakognozije, celicne in molekularne biologije (z
vidika farmacevtske biologije), rekombinantnih bio-
terapevtikov, sinteznih peptidnih ucinkovin in gen-
skega zdravljenja, pri cemer izpostavljiamo izbrane
raziskovalne dosezke Katedre za farmacevtsko bio-
logijo iz zadnjega desetletja.

KLJUCNE BESEDE:
bioloSka zdravila, farmacevtska biologija, inovativno
zdravljenje

ABSTRACT

Pharmaceutical biology covers a broad field of phar-
maceutical sciences, focusing on development, as-
sessment, and production of biological drugs. It
combines fundamental research, such as decipher-
ing cellular or molecular pathways perturbed in dis-
ease and consequent new drug target identifica-
tion/validation, with applied science, i.e.,
development of innovative therapeutic approaches
for untapped diseases, discovery of new biological
drugs and identification of disease markers for im-
proved diagnosis. Here, we briefly review the fields
of pharmacognosy, cell and molecular biology (with
relevance to pharmaceutical biology), recombinant
biotherapeutics, synthetic peptide drugs and gene
therapy, and highlight some of our research ac-
complishments in the last decade.

KEY WORDS:
biological drugs, innovative therapies, pharmaceu-
tical biology
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uvoD

Farmacevtska biologija je veja farmacevtskih znanosti, ki
se ukvarja z razvojem, vrednotenjem in proizvodnjo biolo-
Skih zdravil, tj. zdravil, katerih ucinkovine izoliramo iz ali
pridobimo s pomocjo bioloskih sistemov, kot so zive celice
ali organizmi. V prispevku predstavniki Katedre za farma-
cevtsko biologijo Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani
(UL FFA) podajamo svoj pogled na razvoj tega Sirokega
podrocja in dodajamo lasten kamencek v mozaik znan-
stvenih dosezkov farmacevtske biologije

Katedra za farmakognozijo na Odseku za farmacijo Od-
delka za kemijo Fakultete za naravoslovje in tehnologijo je
bila ustanovljena v zgodnjih sedemdesetih letih prejSnjega
stoletja, vendar se je Sele sredi devetdesetih let, takrat ze

v okviru samostojne Fakultete za farmacijo, preimenovala
v Katedro za farmacevtsko biologijo. Ze od zadetka so
njena pedagoska podrocja obsegala osnove biologije, ce-
liéno biologijo, botaniko, fitokemijo in fitoterapijo ter bio-
tehnologijo. Sodobna farmacevtska biologija (slika 1) zdru-
zuje farmakognozijo, ki proucuje ucinkovine iz zdravilnih
rastlin in gliv ter naravna zdravila rastlinskega izvora, celi¢no
in molekularno biologijo in farmacevtsko biotehnologijo.
Slednjo nadalje delimo na klasi¢no (tudi fermentorsko), ki
se ukvarja z izkoriS§¢anjem gensko nespremenjenih organ-
izmov, celic in mikroorganizmov za pridobivanje ucinkovin
(npr. antibiotikov), in moderno, ki sloni na uporabi gensko
spremenijenih celic ali organizmov za razvoj in pridobivanje
rekombinantnih (gliko)proteinskih, genskih in naprednih ce-
li€nih zdravil. Celi¢na in molekularna biologija ter biokemija

predstavljajo bazi¢no znanje, iz katerega izhaja aplikativno
podrocje farmacevtska biotehnologija. Moderna farma-
cevtska biologija je izrazito interdisciplinarno aplikativho
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Slika 1: Shematska predstavitev procesa odkrivanja ucinkovin in novih terapevtskih pristopov. A. Iskanje naravnih spojin z Zeleno biolosko
aktivnostjo. Obi¢ajno moramo strukture zadetkov presejalnih testov optimizirati, da doseZemo ustrezne farmakokineticne in farmakodinamske
lastnosti. B. Pristop razvoja novih zdravil, ki sloni na strategiji t. i. »reverzne farmakologije«: vpogled v patofizioloSke procese na molekularnem
nivoju razkrije potencialne nove terapevtske pristope in terapevtske tarce, na osnovi katerih izvajamo strukturno podprto nacrtovanje
ucinkovin. Z zeleno barvo so oznacena podrocja v domeni farmacevtske biologije.

Figure 1: Schematic depiction of processes leading to new drugs and new therapeutic approaches. A. Screening for natural compounds
with specific biological activities. The primary screening ‘hits’ typically undergo structural optimization in order to achieve appropriate
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties. B. The so-called ‘reverse pharmacology’ approach to drug development: insight into
pathophysiological processes at molecular level unravels potential new therapeutic approaches/targets, allowing target-based drug
discovery. Areas that fall within the scope of pharmaceutical biology are labelled in green colour.
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znanstveno podrodje, ki zahteva sodelovanje strokovnjakov
razlicnih profilov. Tudi na Katedri za farmacevtsko biologijo
se tega zavedamo, zato se povezujemo s Stevilnimi razi-
skovalci doma in v tujini.

KLASICNA FARMACEVTSKA
BIOLOGIJA:
FARMAKOGNOZIJA

Prve zdravilne ucinkovine so ljudje izolirali iz rastlinskih,
glivnih ali zivalskih virov. V 19. stoletju so raziskovalci zaceli
spoznavati tudi strukture nekaterih enostavnih rastlinskih
primarnih in sekundarnih metabolitov, kasneje, z razvojem
sodobnejsih analiznih in spektroskopskih metod, pa tudi
zelo zapletene strukture ucinkovin iz narave, kot so alkaloidi,
steroidi, polifenoli, terpenoidi in ostale aktivne spojine. Obe-
nem so spoznavali tudi njihovo farmakoloSko delovanje in
odkrivali povezave med strukturo in uginkovanjem. Se
vedno ima priblizno 60 % vseh zdravilnih ucinkovin, ki jih
uvrséamo med nizkomolekularne sintezne spojine, farma-
koforne osnove v rastlinskih naravnih ucinkovinah.

Velik del raziskav naravnih ucinkovin na Katedri je usmerjen
v analitiko, nove pristope k izolaciji in farmakoloSko delo-
vanje polifenolov iz lesa bele jelke (Abies alba L.). Tako
smo uspeli uvesti industrijsko tehnoloski nacin izolacije po-
lifenolov, nekatere od njih smo tudi strukturno in analizno
ovrednotili in s farmakoloSkimi raziskavami na celicah, Zi-
valskih tkivih, modelnih zivalih in v klini¢nih raziskavah ugo-
tovili, da izkazujejo polifenoli iz lesa bele jelke protivnetno
(1), sréno-zilno protektivno (2) in antioksidativno delovanje.
V interventni klini¢ni raziskavi na zdravih prostovoljcih smo
ugotovili, da polifenoli bele jelke zavirajo encimsko delovanje
alfa glukozidaze in alfa amilaze, kar zmanjSuje metabolizem
in vnos ogliikovih hidratov iz hrane, vpliva na manjSanje
glikemiCnega indeksa in je primerna osnova za razvoj pre-
hranskega dopolnila oziroma naravnega rastlinskega zdra-
vila za uravnavanje glukoze v krvi (3, 4). Na omenjenem
podrocju sta bila podeljena tudi dva slovenska patenta. V
okviru etnofarmakognosti¢nih raziskav smo proucevali upo-
rabo zdravilnih rastlin v ljudski medicini na Krasu in Gor-
jancih (5). Drug pomemben doprinos k raziskavam s po-
drogja farmakognozije so naravne protimikrobne snovi iz
endofitnih gliv (6) ter protidiabetine ucinkovine (fomentariol)
iz glive bukove kresilke (Fomes fomentarius L., (7)). S sod-
obnim plinskim kromatografom z masnim detektorjem (GC-
MS) in s pomocjo tekoCinskega kromatografa visoke loc-
liivosti (HPLC) analiziramo hlapne rastlinske snovi,

predvsem zmesi etericnih olj, prav tako pa vr§imo analitiko
rastlinskih izvleCkov za nadaljnje farmakoloSke raziskave
in teste.

SODOBNA FARMACEVTSKA
BIOLOGIJA

Sodobna farmacevtska biologija zdruzuje najnovejSe pri-
stope in metode razvoja bioloSkih zdravil. Nelocljiv del far-
macevtske biologije predstavljajo molekularnobioloski pri-
stopi v analizi funkcije genskih produktov, s ¢imer dobimo
vpogled v mehanizme bolezni na molekularnem nivoju, ki
so nam v pomoc¢ pri odkrivanju in validaciji novih terapevt-
skih tar¢ in samih bioloskih ucinkovin ter inovativnih tera-
pevtskih pristopov.

3.1 OD TARCE DO UCINKOVINE

Osrednja dogma molekularne biologije opisuje prenos bio-
loske informacije iz genov, kjer je shranjena v obliki nu-
kleotidnega zaporedija, prek informacijske RNA v aminoki-
slinsko zaporedije proteinov. Slednje predstavlja kot glavne
vrsilce celi¢nih funkcij, molekule RNA pa zgolj kot vmesni
¢len med v DNA kodiranim zapisom in strukturo proteinov.
Danes nekodirajo¢im molekulam RNA (ncRNA) pripisujemo
pomembnejso viogo. Njihovo izrazanje je spremenjeno pri
veC vrstah bolezni in imajo pomembno vlogo pri uravna-
vanju razli¢nih celi¢nih procesov, zato NncRNA vse pogosteje
prepoznavamo kot terapevtske tarce. Mednje sodijo tudi
mikroRNA (miRNA), ki posttranskripcijsko uravnavajo izra-
zanje Stevilnih genov (8), in majhne nukleolarne RNA
(snoRNA), ki usmerjajo posttranskripcijske modifikacije dru-
gih vrst RNA (9). Na Katedri v sodelovanju z Institutom
Jozef Stefan intenzivno raziskujemo zlasti snoRNA, saj so
med drugim vpletene v nevroloSke razvojne motnje, kot je
Prader-Willijev sindrom (10). Male interferenéne RNA
(siRNA) so sorodne miRNA in predstavljajo pomembno
orodje za proucevanije funkcije in delovanja proteinov v ce-
li€nih procesih.

Vrsitelji celi¢nih procesov so praviloma proteini, zato pred-
stavljajo najpomembnejSo skupino potencialnih terapevt-
skih tar¢. Mednje Stejemo tudi proteaze oz. peptidaze, en-
cime, ki katalizirajo razgradnjo proteinov v krajSe peptide
0z. popolno razgradnjo do aminokislinskih gradnikov (11).
Pri ¢loveku poznamo prek 550 genov za proteolitiCne en-
cime, kar predstavija priblizno 2 % vseh genov, ki kodirajo
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Slika 2: Zaviralec katepsina B v tumorskih celicah MCF-10A neoT prepreci zunaj- in znotrajcelicno razgradnjo s fluoroforom oznacenega
substrata (DQ-kolagen V), dodanega v umetni zunajcelicni matriks (Matrigel) (desno). Na levi sliki zelena puscica oznacuje zunajcelicno, bela
pa znotrajcelicno razgradnjo DQ-kolagena v odsotnosti zaviralca. Z razgradnjo zunajcelicnega matriksa si tumorske celice utirajo pot v
okolisko tkivo. Obakrat sta levo zgoraj prikazani Se presevni sliki istega obmocja. Prirejeno po (25).

Figure 2: Cathepsin B inhibitor prevents intra- and extracellular degradation of fluorophore-labelled substrate (DQ-collagen V) spiked into
extracellular matrix (ECM; Matrigel) in MCF-10A neoT tumour cells (right). On the left micrograph (in absence of inhibitor), green and white
arrows denote extra- and intracellular DQ-collagen hydrolysis, respectively. By degrading ECM, tumour cells migrate to adjacent tissues.
Inserts in both micrographs show corresponding bright-field images. Adapted from (25).

proteine (12). Pomembno raziskovalno podrocCje Katedre
S0 ze vrsto let cisteinski katepsini, peptidaze, ki so jim pri-
marno pripisovali viogo razgradnje proteinov v lizosomih,
v zadnjem €asu pa je prepoznana tudi njihova pomembna
vloga v fizioloskih in patoloskih procesih (13, 14). S pristopi
molekularne in celicne biologije smo identificirali in ovred-
notili cisteinske katepsine kot potencialne terapevtske tarce
pri razli¢nih bolezenskih stanjin. Z uporabo biokemijskih in
biotehnoloSkih metod smo s pomodjo celi¢nih kultur in pri-
marnih tkiv dokazali njihovo klju¢no vlogo v patoloskih pro-
cesih, ki se odvijajo pri nastanku in napredovanju raka ter
nevrodegenerativnih boleznih. Eden od najpomembnejsin
tumorskih promotorijev je katepsin B, ki v tumorskem okolju
izkazuje povecano endopeptidazno aktivnost, odgovorno
za razgradnjo zunajcelicnega matriksa (slika 2) (15). Po-
membno viogo pri patogenezi raka ima tudi katepsin X
(16), ki s(m)o mu sprva pripisovali le viogo pri uravnavanju
protitumorskega imunskega odziva (13, 17, 18). Kasneje
smo s proucevanjem molekularninh mehanizmov na celi¢nih
kulturah ter in vivo z uporabo Zzivalskin modelov dokazali

pomembno viogo te peptidaze tudi v procesin nevrode-
generacije (19, 20). Pokazali smo tudi, da dolo&ene ci-
steinske peptidaze kazejo velik potencial kot diagnosticni
in/ali prognosti¢ni dejavniki pri Stevilnih boleznih, zlasti pri
razlicnih oblikah raka (15).

Delovanije peptidaz je strogo nadzorovano z mehanizmi, ki
vklju€ujejo regulacijo njihovega izraZzanja na nivoju prepi-
sovanja in prevajanja, specificno prileganje substratov v
kataliticno mesto, sintezo peptidaz v obliki neaktivnih
proencimov, prostorsko locitev peptidaz od tarénih sub-
stratov do sprostitve ob ustreznem signalu, aktivacijo z ra-
zli¢nimi kofaktorji in reverzibilno ali ireverzibilno inaktivacijo
delovanja peptidaz z zaviralci, ki preprecijo dostop sub-
stratom v kataliticno mesto (15). Zaviralci peptidaz tako
predstavijajo velik razvojni potencial kot ucinkovine za zdra-
vljenje bolezni, ki jih spremlja prekomerno protealiticno de-
lovanje peptidaz (slika 2). V klini¢ni rabi in razli¢nih fazah
testiranj so Ze Stevilni zaviralci proteoliznih encimov, kot so
npr. zaviralci proteaz virusa HIV, zaviralci angiotenzin kon-
vertaze (ACE) za znizevanje poveCanega krvnega tlaka in
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zaviralci serinskih proteaz za zdravljenje tromboze (21). Z
omejevanjem sicer prekomerne proteoliticne aktivnosti en-
cimov v patoloskih procesih lahko torej uravnavamo na-
predovanje bolezeni, zato predstavijajo nizkomolekularni
sintezni zaviralci peptidaz zanimiv terapevtski pristop (15,
22). Eden izmed pristopov zaviranja prekomerne proteoli-
tiCne aktivnosti je tudi nevtralizacija proteoliznih encimoyv,
ki jo dosezemo z uporabo monoklonskih protiteles (23,
24).

3.2 REKOMBINANTNI PROTEINI KOT
UCINKOVINE

Ceprav so proteinske uginkovine del materiae medicae ze
skoraj 100 let (vse od zadetkov zdravljenja sladkorne bo-
lezni z inzulinom, izoliranim iz trebuSne slinavke goveda ali
prasicev), je Sele razmah genskega inzenirstva v 80. letih
omogocil pridobivanje Cloveskih terapevtskin proteinov v
vecCjem obsegu. Proteinske ucinkovine so mnogo vecje od
konvencionalnih sinteznih, imajo neprimerno bolj zapleteno
strukturo in so heterogene (obravnavamo jih kot zmes so-
rodnih snovi in ne kot eno samo kemijsko entiteto) (26).
So kemijsko, fizikalno in encimsko nestabilne, zato proiz-
vodni proces (izrazanje v celiCni kulturi ali transgenem or-
ganizmu, izolacija in CisCenje ter formulacija) in shranjevanje
zdravila odlocilno vplivata na njihovo kakovost in posledicno
ucinkovitost in varnost. Posttranslacijske modifikacije (tj.
encimsko katalizirane spremembe v zgradbi proteinov, do
katerih pride po biosintezi na ribosomih, kot je npr. glikozi-
lacija) imajo lahko pomemben vpliv na farmakodinamski in
farmakokineticni profil proteinske ucCinkovine. Strukturna
kompleksnost proteinov, odgovorna za visoko specificnost
delovanja in sposobnost vstopanja v interakcije s tar¢ami,
ki nizkomolekularnim ucinkovinam niso dostopne, onemo-
goca razvoj genericnih biotehnoloskih zdravil (27).
Tehnologija rekombinantne DNA je omogocila poveCanje
proizvodnih kapacitet bioloSkih zdravil in uvajanje struktur-
nih sprememb v proteinske ucinkovine (proteinsko inzenir-
stvo) s ciliem prikrojevanja lastnosti, kot so podaljSevanje
bioloskega razpolovnega Casa, doseganije ciliane dostave
in ustvarjanje novih funkcionalnosti terapevtskega proteina.
V primerjavi z bioloSkimi zdravili, pridobljenimi z izolacijo iz
tkiv, so rekombinantne ucinkovine tudi varnejSe, saj je ne-
varnost iatrogenega prenosa patogenov bistveno manjsa.
Ocenjujejo, da je danes na globalnem trgu prisotnih vec
kot 170 razli¢nih rekombinantnih ucinkovin (28); med naj-
pomembnejse skupine sodijo monoklonska protitelesa,
hormoni, citokini in hematopoetski rastni dejavniki ter ne-
kateri encimi.

Pri prejemniku utegnejo proteinske ucinkovine izzvati odziv
imunskega sistema (29), kar lahko privede do postopnega
zmanijSanja ucinkovitosti zdravljenja ali (v redkih primerih)
celo ogrozi bolnikovo Zivijenje. Z namenom vrednotenja
postopkov izolacije in ¢iS¢enja, ki lahko mocno pripomorejo
k manjSi imunogenosti in posledi¢no vedji varnosti pro-
duktov, smo na Katedri v sodelovanju z Biofarmacevtiko
Lek razvili platformo, ki zdruzuje analitiko necistot v po-
stopku izolacije in Cis€enja monoklonskega protitelesa ter
celicne teste za vrednotenje imunogenosti necistot (30).
Razvijamo tudi alternativne nacine afinitetnega &iSCenja
monoklonskih protiteles na osnovi peptidnih ligandov (31,
32).

V sodelovanju z Institutom Jozef Stefan smo razvili in pa-
tentirali posebno platformo za povrsinsko izrazanje pepti-
dov in proteinov, ki omogoca njihovo dostavo do sluznic
in v prebavni trakt s pomocjo mlec¢nokislinske bakterije
(83, 34). Prehranski mikroorganizmi, kot so mlec¢nokislinske
bakterije, so v zadnjih dvajsetih letih predmet Stevilnih ra-
ziskav, usmerjenih v razvoj dostavnih sistemov za razlicne
bioloske molekule. Platformo smo validirali za dostavo ve-
zavnega proteina, ki veze TNFa, pri miSjem modelu kolitisa
(35) in za dostavo cepiva (virusnega antigena hepatitisa A
(86)). Kot dostavni sistem proucujemo tudi nitaste bakte-
rijske viruse (bakteriofage) in posamezne kapsidne proteine
bakteriofaga (glejte 3.3), saj so varni in primerni za peroralno
aplikacijo in aplikacijo na sluznice. Pripravili in ovrednotili
smo bakteriofag, ki je na svoji povrsini izrazal ve¢ kopij
peptidnega mimetika (t. i. mimotopa) glavnega alergena
macke (37), ter mimotope glavnega alergena Cebeliega
strupa kot fuzijski protein s kapsidnim proteinom p3 (38).

3.3 PEPTIDNE UCINKOVINE

V zadnjem desetletju dozivlja razvoj peptidnih ucinkovin
modcan razcvet. Ob obujenem znanstvenem zanimaniju in
zanimanju farmacevtske industrije dobivajo peptidi po-
membno mesto, ki dopolnjuje prostor med majhnimi spo-
jinami in proteinskimi ucinkovinami. Od leta 2000 dalje so
na svetovni ravni odobrili kar 28 novih peptidnih udinkovin
(39). Pregled trenutnega trzis¢a in razvojnih trendov pokaze,
da je globalno registriranih ve¢ kot 50 peptidnih ucinkovin,
dodatnih 170 je v razlicnih fazah Klinicnega vrednotenja
(40).

Pri tradicionalnem pristopu odkrivanja peptidnih uc€inkovin
uporabliamo naravne hormone in signalne molekule kot
spojine vodnice. S poseganjem v strukturo naravnih pep-
tidov lahko razvijamo sintezne analoge s ciliem izboljSanja
bioloSkega razpolovnega Casa, ucinkovitosti, selektivnosti
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in drugih lastnosti. Posebno uspeSen primer predstavija
razvoj peptidnih analogov glukagonu podobnega peptida
1 (GLP-1), Kjer so z razli¢nimi strategijami poveCanja sta-
bilnosti in podaljSevanjem razpolovnega Casa razvili peptidni
ucinkovini liraglutid in semaglutid, ki ju uporabliamo pri
zdravljenju diabetesa tipa 2. Stevilne uginkovine, med dru-
gim zaviralec ACE kaptopril, antitrombotik eptifibatid, ago-
nista receptorja za GLP-1 eksenatid in liksizenatid ter anal-
geti¢ni peptid zikonotid, so produkti optimizacije peptidov
iz Zivalskih strupov, ki vecinoma delujejo na ionske kanalcke
in druge membranske receptorje. Zanimiv naravni vir struk-
turno zapletenih spojin vodnic in u¢inkovin so glivni in pro-
kariontski neribosomski peptidi (41) ter lantipeptidi iz gram-

pozitivnih bakterij s protimikrobnim delovanjem in insekti-
cidni mikroproteini ciklotidi iz rastlin (40).

Pri doloCenih tarénih molekulah razvoj peptidnih ucinkovin
iz endogenih ligandov ni mogo¢ ali smiseln (nestabilen ali
promiskuiteten ligand) ali pa endogenega liganda ne po-
znamo. Odkrivanje peptidnih ligandov de novo ter njihovo
optimizacijo omogocajo presejanja bioloskih ali kemijskih
knjiznic peptidov (40, 42). Med bioloskimi imajo najpomemb-
nejSo viogo bakteriofagne peptidne knjiznice. Neposredna
povezava genotipa (kodirano peptidno zaporedie) in fenotipa
(afiniteta na povrsini virusne ovojnice izrazenega peptida do
taréne molekule) omogocajo enostavno in hitro identifikacijo
ligandov (slika 3). Vse od odkritja (43) je metoda napredovala

Slika 3: Shematska ponazoritev procesa presejanja bakteriofagne predstavitvene knjiznice. Rekombinantna fagna DNA, ki nosi gen za fuzijski
protein (poli)peptid-strukturni protein kapside, je obdana s proteinskim plas¢em; na ta nacin sta genotip in fenotip fizicno povezana.
Gostiteljski sev bakterije transformiramo s knjiznico DNA — vsak nastali klon nosi gensko informacijo za doloceno razli¢ico peptida. \/

bakterijah se bakteriofagni proteini in DNA namnoZijo in sestavijo v nove virusne delce, ki tvorijo »knjiznico«. Proces presejanja bakteriofagne
predstavitvene knjiznice zajema njeno inkubacijo z imobiliziranimi tarcnimi molekulami: klone, ki se prek povrsinsko izraZenih (poli)peptidov ne
veZejo na tarco, odstranimo s spiranjem, vezane pa zberemo v procesu elucije, posamezne klone osamimo in namnozimo ter razberemo
primarno strukturo predstavljenega peptida z dolocanjem nukleotidnega zaporedja fagne DNA. Povzeto po (42). Avtorica slike je Stella IvSek.
Figure 3: Schematic depiction of phage display library screening process. Recombinant phage DNA harbouring the fusion gene for
(poly)peptide-capsid structural protein is encapsulated with a protein coat, thus providing a physical genotype-phenotype link. Host bacterial
strain is transformed with a DNA library (wherein each clone harbours genetic information for a specific peptide variant). In bacteria, phage
proteins and DNA are amplified and assembled into progeny virions that constitute a ‘library’. The process of phage library screening is
based on incubating library virions with immobilized target molecules. Unbound clones are removed by stringent washing, while those
interacting with the target via surface-displayed (poly)peptides are eluted. Individual clones are amplified and the primary structures of
displayed peptides are deduced by phage DNA sequening. Reproduced from (42). Design by Stella Ivsek.
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in postala nepogresljiva tudi na podro¢ju razvoja monoklon-
skih protiteles (44), oba glavna pionirja (George P. Smith in
sir Gregory P. Winter) pa sta leta 2018 prejela Nobelovo na-
grado za kemijo. Na Katedri smo metodo sprva uporabili za
identifikacijo peptidnih zaviralcev encimoyv, vpletenih v me-
tabolizem mascob in ogljikovih hidratov (45-47), ter zaviral-
cev katepsinov (48). Identificirali in ovrednotili smo peptidne
ligande z delovanjem na apetit in vnos hrane (49, 50). V
zadnjem ¢asu smo se usmerili na podrocje imunoterapije
alergij (51), kjer razvijamo kratke peptidne mimetike epitopov
alergenov in vrednotimo njihov imunoterapevtski potencial
(87, 38). Metodo predstavitve na bakteriofagu smo tudi do-
datno razvijali in optimirali (52, 53).

NovejSe sintezne metode omogocajo hitro in ekonomsko
upravi¢eno sintezo tudi relativno dolgih peptidov (30-40
aminokislinskih ostankov) in hkrati njihovo optimizacijo (54).
Pri daljsih in strukturno kompleksnejsih peptidih pa je smi-
selna uporaba tehnologije rekombinantne DNA. Prednosti
peptidnih ucinkovin so vsekakor njihovi visoka jakost in
specifi€nost ter vecja varnost v primerjavi z vecjimi proteini.
Napredki v dostavnih sistemih in kemijskih pristopih opti-
mizacije farmakokineti¢nih lastnosti bodo Se nadalje utrdili
njihovo mesto na Stevilnih terapevtskih podrogjih.

3.4 GENSKO ZDRAVLJENJE

Gensko zdravljenje je terapevtski pristop, pri katerem v
bolnikove celice vnesemo genski material s ciliem nado-
mestiti okvarjen gen, ga spremeniti (popravit) ali utiSati
njegovo izrazanje oz. doseCi izrazanje tujega terapevtskega
gena (55). Kot dostavne sisteme za terapevtske gene upo-
rabljamo zlasti rekombinantne replikacijsko onesposobliene
virusne vektorje (56). Prva klini¢na vrednotenja tehnologije
so potekala Zze pred 30 leti. Kljub ucinkoviti transdukciji
dolgozivih (tj. matic¢nih) celic so le redko dosegli pri¢akovan
terapevtski izid, saj se je prejemnikov imunski sistem odzval
na virusne proteine ali na proteinski produkt terapevtskega
gena, kar je vodilo do uniCenja celic, ki so sprejele tujo
gensko informacijo. Dokumentirali so tudi primere neoplazij
zaradi insercijske mutageneze vec let po aplikaciji genskih
zdravil. Zadnje desetletje velja za nekaksno renesanso gen-
skega zdravljenja. IzboljSani virusni vektoriji (npr. episomalni
in tak3ni, ki omogocajo vnos genske informacije tudi v ne-
deleCe se celice) ter novi terapevtski rezimi (soCasna apli-
kacija imunosupresivnih zdravil) so omogocili razvoj ucin-
kovitejsih in varnejsih genskih zdravil (55).

Gensko zdravljenje omogoca ucinkovito spopadanje z re-
cesivnimi monogenskimi boleznimi, saj je z vnosom ustrez-
nega gena diviega tipa mogoce nadomestiti funkcijo okvar-

jenega gena. Primeri takSnih bolezni so pomanijkanje lipo-
protein lipaze, huda kombinirana imunska pomanijkljivost
zaradi pomanjkanja adenozin deaminaze (ADA-SCID), di-
strofija mreznice zaradi bialelne mutacije v genu za retinoid
izomerohidrolazo RPE6G5, spinalna misi¢na atrofija (za te
bolezni ze poznamo genska zdravila), hemaofiliji A in B, ta-
lasemija beta in anemija srpastih celic (55, 56). Sodobna
genska zdravila omogocajo tudi spopadanje s pridobljenimi
poligenskimi boleznimi, kot so rakava obolenja (levkemije
in limfomi). Strategije zdravljenja pri tem temeljijo na t. i.
onkoalitiénih virusih (taksnih, ki se lahko pomnoZzujejo le v
rakavih celicah in izzovejo njihovo lizo, medtem ko je repli-
kacija v zdravih celicah onemogocena); vnosu samomoril-
skih genov (genov za encime, ki lokalno aktivirajo pred-
zdravila do citotoksi¢nih ucinkovin) v tumorsko tkivo; ali
usmerjanju citotoksicnih limfocitov T k antigenom, pove-
zanim s tumorii (transdukcija bolnikovih lastnih limfocitov T
s himernimi T-celi¢nimi receptoriji, CAR) (55, 56). Trenutno
je najve¢ pri¢akovanj povezanih s prenosom tehnologij za
urejanje genoma v klini¢no prakso (56). Z uporabo sistema
CRISPR/Cas9 je npr. mogoce z veliko natan¢nostjo izzvati
najrazlicnejSe spremembe genoma, vklju€no z inaktivacijo
genov z dominantnimi mutacijami, vstavljanjem genov na
to¢no dolocena mesta v genomu ali zamenjavo nukleotid-
nih zaporedij s ciljiem popraviianja napak. Siréa definicija
genskega zdravljenja zajema tudi spreminjanje genskih
transkriptov. Primer tovrstnih genskih uc¢inkovin so sintezni
protismiselni oligonukleotidi, s katerimi je mogoce vplivati
na posttranskripcijske spremembe genov, kot je alternati-
vNo povezovanje eksonov, in tako spodbuditi nastanek ze-
lenih proteinskih izooblik (57).

Nadaljnja uveljavitev genskega zdravljenja je odvisna od
Stevilnih dejavnikov. PrecejSnje teZzave so trenutno pove-
zane z intelektualno lastnino dostavnih sistemov in me-
hanizmov delovanj, z zagotavljanjem dovolj velikih skupin
bolnikov za klini¢ne raziskave, proizvodnih kapacitet virus-
nih vektorjev za sistemsko aplikacijo, ki so lahko eden od
razlogov za zelo visoke stroske genskega zdravljenja, ter
izobrazevanjem strokovnjakov, ki so usposoblieni za nje-
govo izvajanje.

SKLEP

Klasi¢na in sodobna farmacevtska biologija z inovativnimi,
v terapijo usmerjenimi pristopi, ki jih uporabljamo in razvi-
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jamo na Katedri za farmacevtsko biologijo UL FFA, ponujata
realno upanje, da bo ze v bliznji prihodnosti mogoce zdraviti
za zdaj Se neozdravljive bolezni in izboljSati kakovost Zi-
vljenja bolnikov z najhujsimi rakavimi, kroniénimi vnetnimi,
metabolnimi in degenerativnimi boleznimi. Zaviralci imun-
skih stikal, kot so protitelesa ipilimumab, pembrolizumab
in nivolumab, ucinkovito preprecijo rakavim celicam izmi-
kanje imunskemu sistemu in so tako pomembno spremenili
nacin zdravljenja nekaterih rakavih obolenj (58); podobno
velja za (personalizirana) cepiva proti raku (59). Gensko
zdravljenje, zlasti v kombinaciji s celicnim zdravljenjem (npr.
vnos terapevtskega gena v dolgozive avtologne maticne
celice ali odpravljanje mutacije s tehnologijami urejanja ge-
noma ex vivo), bo v prinodnje gotovo pustilo mocan pecat
na podro¢ju spopadanja s kongenitalnimi genetskimi bo-
leznimi in rakom. Izjemen je tudi terapevtski potencial in-
duciranih pluripotentnih mati¢nih celic (iPSC), tj. celic, ki
jih z biopsijo razli¢nih tkiv odvzamemo bolniku, jih s trans-
dukcijo s pescico genov za izbrane transkripcijske dejavnike
dediferenciramo in vitro ter jih konéno diferenciramo v naj-
razlicnejSe celicne vrste, s katerimi bi neko¢ lahko obnavijali
tkiva in organe (60). UspeSna implementacija klasi¢nih,
uporaba sodobnih in vrednotenje novih terapevtskih bio-
loskih molekul in pristopov bo tudi v prihodnje naloga in
cilj Katedre za farmacevtsko biologijo UL FFA.

ZAHVALA

Avtoriji izrekamo zahvalo vsem aktualnim in nekdanjim Cla-
nom pedagoskega in znanstveno-raziskovalnega kolektiva
Katedre za farmacevtsko biologijo UL FFA za njihov pri-
spevek k razvoju in promociji slovenske farmacevtske bio-
logije.
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