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NAGOVOR UREDNISTVA

Drage bralke, dragi bralcil

V rokah drzite prvo izdajo Vorteksa, skupne revije Biotehnoloskega Studentskega drustva in Drustva studentov
mikrobiologije Slovenije.

Namen revije je preprost: Studentkam in Studentom biotehnologije in mikrobiologije smo Zeleli ponuditi
priloznost, da se preizkusijo v pisanju ¢lankov. Prav tako smo zeleli predstaviti, cesa vsega smo na nasih Studi-
jskih programih zmozni in s ¢im vse se ukvarjamo. Prepricani smo, da smo dobro izpolnili svoje cilje ter v revijo
uvrstili kakovostne in zanimive prispevke.

Med biotehnologi in mikrobiologi je ideja o studentski reviji krozila ze dlje ¢asa, konkretno pobudo pa smo
prejeli s kolegija Studija biotehnologije kot enega izmed nacinov, s katerim bi lahko pocastili spomin na prof. dr.
Polono Jamnik, ki nas je prezgodaj tragi¢no zapustila. Globoko se zahvaljujemo njenemu ocetu Tonetu Jamniku,
ki se je v najtezjih trenutkih odlocil, da bo z delom zapuscine podprl delovanje Biotehnoloskega Studentskega
drustva. Verjamemo, da bi bila profesorica ponosna na odli¢ne ¢lanke Studentov programa, ki ga je dolgo casa
tako sré¢no vodila.

Zahvaljujemo se tudi mentorjema in sourednikoma pri pripravi revije, prof. dr. Tanji Kunej in doc. dr. Iztoku
Dogsi, ki sta nam s svojimi izkusnjami in z nasveti moc¢no olajsala urednisko delo, prof. dr. Branki Javornik, ki je
ubesedila svoje spomine na prof. dr. Polono Jamnik, prof. dr. Natasi Stajner, Maticu Hrabatju in Nevenki Vali¢
za nasvete, komunikacijo in za logisti¢cno podporo, Neju Bizjaku, ki je prvi predlagal izdajo revije kot skupni pro-
jekt obeh drustev, asist. Katji Jamnik in asist. Blazu Jugu, ki sta bila pripravljena predstaviti svoji karierni poti, izr.
prof. dr. Cenetu Gostincarju za zanimiv intervju ter Razvojnemu skladu Biotehniske fakultete, ki je prepoznal
vrednost nasega povezovanja pri pripravi revije in je financ¢no podprl njeno izdajo.

Posebno zahvalo izrekamo recenzentom clankov, ki so si nesebi¢no vzeli ¢as in prispevali k razvoju talenta
naslednjih generacij mikrobiologov in biotehnologov, med katerimi so se mnogi prvic srecali s pisanjem
strokovnega clanka. Zavedamo se, da je recenzija ¢lankov zahtevno in odgovorno delo, zato cenimo vaso prosto-
voljno pomoc, brez katere nastanek revije ne bi bil mogoc.

Prva izdaja Vorteksa je dosezek ve¢mesecnega dela zagrete ekipe, ki smo jo sestavljali mikrobiologi in bioteh-

nologi. Veseli smo, da gre za skupen dosezek Studentov dveh Studijskih programov, ki sta si na Biotehniski
fakulteti najbolj sorodna. Upamo in smo prepricani, da bo nadaljnjih izdaj in drugih skupnih projektov se veliko.

Zelimo vam prijetno branje. Sapere ande.

Studentski del uredniskega odbora revije:
Luka Skabar, Martin Steblovnik, Iza Wallner, Eva Rems, Tina Skocaj
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V SPOMIN
prof. dr. Poloni Jamnik

BIOGRAFIJA
prof. dr. Polona Jamnik (1973-2025)

Marca 2025 se je po hudi bolezni, veliko prezgodaj,
poslovila prof. dr. Polona Jamnik, redna profesorica
za podrocije biotehnologije na Biotehniski fakulteti
Univerze v Ljubljani. Svojo poklicno in akademsko
pot je posvetila znanstvenoraziskovalnemu in
pedagoskemu delu, za seboj pa je pustila prepoznaven
pecat v strokovnih krogih pa tudi med kolegi in
studenti.

Leta 1997 je koncala dodiplomski $tudij zivilske
tehnologije na Biotehniski fakulteti z diplomo s
podrodja fiziologije kvasovk pod mentorstvom prof.
dr. Petra Rasportja, za katero je prejela studentsko
Presernovo nagrado, istega leta pa tudi Jesenkovo
nagrado za najboljso studentko v generaciji. Pod istim
mentorstvom je dodiplomske raziskave nadgradila

in leta 2002 doktorirala s podro¢ja biotehnologije.

Ze med doktorskim $tudijem je zacela razvijati

nove znanstvene poti, ki so jo spremljale skozi
celotno raziskovalno kariero: metodolosko je uvedla
proteomske tehnike in v kvasni celici kot modelnem
evkariontskem organizmu preucevala delovanje
bioaktivnih snovi v procesih oksidativnega stresa

in biosinteze sekundarnih metabolitov, osvojeno
metodologijo pa je uspesno prenesla tudi na podrocji

farmacije in zivilske biotehnologije. Sodelovala je pri
ve¢ kot 20 nacionalnih raziskovalnih projektih in bila
koordinatorica mednarodnega projekta ERA-NET
Biotransport. Vzpostavila je dejavno sodelovanje

s Stevilnimi raziskovalnimi ustanovami doma in

v tujini ter z biotehnoloskimi podjetji. V okviru

te znanstvenoraziskovalne dejavnosti je objavila

54 izvirnih znanstvenih clankov, osem preglednih
znanstvenih clankov, vrsto strokovnih prispevkov in
obsezno zbirko studijskega gradiva za Studente.

Dr. Jamnik je bila globoko predana pedagoskemu
delu. Svojo akademsko pot je zacela kot asistentka

na Katedri za biotehnologijo Oddelka za zivilsko
tehnologijo, nato pa je bila prek zaporednih habilitacij
leta 2018 izvoljena v naziv redna profesorica. Na
studiju biotehnologije ter zivilstva in prehrane je

bila nosilka ali sonosilka petih predmetov na 1. in 2.
stopnji ter nosilka izbranih predmetov na doktorskem
studiju bioznanosti. Sodelovala je pri zasnovi novih
predmetov ali jo vodila, oblikovala je prepotrebna
studijska gradiva ter organizirala seminarsko in
raziskovalno delo za studente biotehnologije in
zivilstva. Bila je mentorica ali somentorica pri 79
diplomskih, 48 magistrskih in 5 doktorskih delih.
Svoje znanje je nesebi¢no prenasala na mlade in veliko
studentom odprla nove poti v poklicni karieri. Njena
predanost studentom je bila leta 2012 in leta 2015
nagrajena z naslovom najboljse pedagoginje studija.

Poleg pedagoskega in raziskovalnega dela je bila
prof. dr. Polona Jamnik izjemno dejavna tudi na
organizacijskem podrocju fakultete in univerze.
Dvanajst let je vodila Studijsko komisijo za 1. in

2. stopnjo studija biotehnologije, dve leti je bila
namestnica vodje Kolegija studija biotehnologija, v
letih 2022-2024 pa njegova vodja. Med letoma 2008
in 2020 je bila clanica Komisije Senata Biotehniske
fakultete za studije 1. in 2. stopnje, od leta 2021 pa
predsednica Komisije Senata Univerze v Ljubljani za
dodiplomski studjj.

Za svoje raziskovalno, pedagosko in strokovno delo j
leta 2019 prejela priznanje Biotehniske fakultete, leta
2025 pa zlato plaketo Univerze v Ljubljani.

prof. dr. Branka Javornik

SPOMINI SODELAVCEV

prof. dr. Marina Pintar,
dekanja Biotehniske fakultete Univerze v 1jubljani

Prof. dr. Polona Jamnik je svoje zivljenje posvetila
znanosti, izobrazevanju in povezovanju ljudi. Njena
predanost, energija in vizija bodo ostale trajen navdih
za prihodnje generacije ter temelj za nadaljnji razvoj.

prof. dr. Sonja Smole - MoZina,
predstojnica Katedre 3a biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost
g, Oddelek za Fivilstvo, Biotehniska faknlteta

Kaj pa v srcih sodelavcey, prijateljev, Studentov?
Vemo, da tam ni prostora za statistike, Stevilke zelo
hitro zbledijo ... Tam, v srcih, se najgloblje zapisejo
druge stvari — predvsem spomin na skupen trud in
delo, Se posebej pa zadovoljstvo ob skupaj dosezenih
uspehih: spomnim se skupnega veselja ob lepih
alginatnih kroglicah z imobiliziranimi kvasovkami,

ko smo postavljali prve biotehnoloske laboratorijske
vaje za Studente, pa poznejSega razvoja katedre in rasti
raziskovalne skupine, novih laboratorijev in opreme,
nove s$tudijske predmete in smeri, novo znanje za

vse ... pa ne le delo in $tudij, v spomin se Se bolj
zapise skupno veselje, praznovanja pa skupna
potepanja — s kolegi z oddelka, z biotehnologi ali 0zjo
druzbo, v kolesarski opravi ali hribovskih cevljih ...

prof. dr. Nataga Stajner,
vodja Kolegija Studija biotehnologija, 2025—

Polona ni bila le izjemna znanstvenica in predavateljica,
ampak tudi oseba z veliko mero topline in humorja.
Znala si je vzeti Cas, se osredotociti na socloveka.
Pogovor z njo je bil preprost in prijeten; dajala je
obcutek povezanosti in prijateljstva. In tisti njen
nasmeh, ko ti prikima in rece: »... pocakaj trenutek,
samo tole dokoncame, nato pa z iskrico v oceh
nadaljuje pogovor, kot da ima ves Cas tega sveta.
Vedno prisotna, vedno dostopna, vedno pripravljena
prisluhniti.

prof. dr. Branka Javornik,
vodja Kolegija Studija biotehnologije 2006—2016

S Polono sva se bolje spoznali po letu 2008, ko je bila
imenovana za predsednico $tudijske komisije. To je
bilo za biotehnologijo zelo naporno obdobje — $lo je
za nov $tudij, ki si je mukoma utiral pot med studiji

na Biotehniski fakulteti. Polona je kljub svoji mladosti
s svojo neomajno predanostjo studiju, z natancnim
poznavanjem Studijskih pravil ter doslednostjo

in vztrajnostjo pri uveljavljanju dobrih studijskih
kazalnikov ogromno prispevala k prepoznavnosti
kakovosti §tudija biotehnologije. Clani kolegija smo
cenili njeno profesionalnost, med zahtevnimi Studenti
biotehnologije pa je uzivala veliko zaupanje, saj je
vedno znala poiskati dobre resitve za nastale probleme.
In na tej poti so se spletle kolegialne in prijateljske

vezi ...



SPOMINI STUDENTOV

Matic Hrabar,

Zalni govor Studentov

Ob predstavitvi izbirnih predmetov na magistrskem
studiju Biotehnologije nam je predstavnica Studentov
Mateja Jenko za predmet Molekulski mehanizmi
staranja napisala: »Super predmet, zanimiv, in postavila
ga je prof. dr. Polona Jamnik, zato ne bom izgubljala
besed ...« To je bila Polona. Njenih predmetov si nisi
izbral, ker te je tematika tako mocno zanimala — izbral
si jih, ker jih je ucila ona. Predavala je z zanosom,

ki je vsak koncept, molekulo in tehnologijo naredil
zanimiv in razumljiv, pri svojih ikoni¢nih vajah pa

se je postavila v vlogo sprasevalca in nas spodbujala

h kritichemu razmisljanju, medtem ko smo se mi
sprasevali, kaj sploh pocnemo.

To je bil le eden izmed spominov, ki smo jih zbrali
med aktualnimi in nekdanjimi studenti Biotehnologije.
Ni bilo treba dolgo obiskovati tega $tudija, da si
spoznal, da je Polona Jamnik profesorica z veliko
zacetnico, saj je preprosto poosebljala to besedo. Bila
je izjemna predavateljica, ki je s sposobnostjo, da je
zapletene teme pojasnila na privlacen in razumljiv
nacin, poskrbela, da je pti vseh $e dodatno povecala
zanimanje za doti¢no snov. Vedno si je vzela ¢as za nas
in nam po potrebi tudi v svojem prostem casu razlozila
kompleksnejse tematike. Njena predavanja niso bila
samo suhoparne razlage teorij, ampak zgodbe, ki so
zivele skozi njen glas, skozi njeno iskrico v oceh, s
katero je navdusevala in spodbujala.

Z njenimi intelektom, retoriko, s prodornim, z iskrivim
pogledom, integriteto in predvsem s sr¢nim odnosom
je iz nas, Studentov, zvabila najboljse. Zaznamovale

so jo iskrena prijaznost, skrb za druge in toplina, s
katerimi je pustila neizbrisen pecat v srcih vseh, ki so
jo poznali.

Od prvega dne nasega prvega studijskega leta nas je
dobesedno vzela pod svoje okrilje. Od prvega dne nas
je poznala po imenih. Vsakic, ko smo se videli, nas je
z velikim nasmehom na obrazu pozdravila. Prisluhnila
je nasim zgodbam, ne glede na to, kako tezke so bile
ali kako izgubljeni smo bili v tistem trenutku. Vedno
je znala najti pravo besedo in nas potolaziti, dati nov
zagon in novo upanje. Prav tako pa je z veseljem
poklepetala z nami in se z nami poveselila ob Se tako
majhnih zmagah. Na biotehnologiji je bila nasa druga
mama.

Poleg dela v predavalnici je bila prof. dr. Polona
Jamnik tudi mentorica stevilnim $tudentom v okviru
svoje raziskovalne skupine. Verjela je v nas, ko si

sami nismo niti upali sanjati o raziskovalni karieri. Ze
studentom na dodiplomski stopnji je dala priloznost
eksperimentalnega dela na katedri, s ¢imer so lahko
preizkusili nauceno teorijo v praksi. Imela je redko
sposobnost prepoznati tisto nekaj, tisto zeljo po vec, in
kar zasvetile so se ji oci, ko je videla, da nas predavanja
zanimajo, kako radi delamo v laboratoriju. Skupaj z
nami je neucakano cakala rezultate, bila navdusena
nad novimi odkritji in nas bodrila, ko poskusi niso

$li najbolj po nacrtu. S svojo mirnostjo in z jasnim
pogledom v prihodnost nas je vedno znala pravilno
usmeriti.

Prof. dr. Polona Jamnik — takrat kot bruca, ki je pred
enim mesecem prisel na fakulteto, ste me sprejeli med
Kolegij studija Biotehnologije kot enakovrednega
clana, ¢eprav so med nami »svetlobna« leta razlike.
Tudi ko so mojim predlogom nasprotovali vsi drugi

profesorji, ste mi namenili svoj topli pogled, ki je
povedal vse. Kristalno jasno se spomnim najinega
zadnjega srecanja na seji Kolegija. Ker se je blizal
konec studijskega leta, ste me povabili na sestanek,
da bi se lahko bolj poglobljeno pogovorila o razlicnih
studijskih problematikah, za katere vam je bilo res
iskreno mar — vendar ste vztrajali, da najprej v miru
koncam vse kolokvije in izpite. Do najinega sestanka
nikoli ni prislo.

Ceprav nase generacije in mlajsih generacij Studentov
Polona ni nikoli ucila, nam je glede na vsa ta
pricevanja, ki so nam jih posredovali starejsi kolegi,
lahko res zal, da se nas nikoli ne bodo dotaknili njeni
topli zarki, s katerimi je zarela. Se bolj pa nam je Zzal,
da ona sama ne bo imela ve¢ moznosti predavati

in raziskovati, saj je bilo popolnoma ocitno, da je

to njeno dano poslanstvo na tem svetu, ki ga je
izpolnjevala z vsem srcem. Za to si je zasluzila vec. Vec
priznanja, ve¢ spostovanja in predvsem vec casa, ki ga
kljub vsemu znanstvenemu napredku, ki ga vsak dan
soustvarjamo, ne znamo prevrteti nazaj.

Veliko prezgodaj nas je zapustila, a njena neizmerljiva
dediscina ostaja; v vsem znanju, ki ga je predala; v
navdihu, ki ga je vzgala; v ljudeh in zivljenjskih poteh,
ki jih je oblikovala.

Upamo, da se bo na drugi strani mavrice nasla, kot
se je nekoc¢ nasla z nami. Prof. dr. Polona Jamnik, za
vedno ste se vtisnili v srca neStetih.

Mateja Jenko,
predstavnica studentov 2019-2023

Prof. dr. Polona Jamnik nas je od prvega studijskega
dne poznala po imenu in nas z navdusenjem
spremljala na nasi poti. Studentje se je spominjamo
kot predavateljico, ki je z iskricami v oc¢eh predajala
Se tako zahtevno snov, ter kot osebo, ki je bila vedno
pripravljena pomagati, prisluhniti in podati nasvet pri
laboratorijskem delu in drugih Zivljenjskih izzivih. Prav
tako se je nekateri spomnimo kot profesorice, ki je na
sejah studijske komisije in Kolegija vedno zagovarjala
stalisca, ki bi izboljsala polozaj studentov.

Sama si bom Polono zapomnila kot potrpezljivo

in sréno osebo, ki me je navdusila za znanost. Dala
mi je zgled, da so marljivost, srénost, vedozeljnost

in pripravljenost za sodelovanje temeljne vrline v
znanosti. Pustila je trajen pecat na Stevilnih Studentih,
ki delamo po njenih nacelih, njeno vedozeljnost
prenasamo na mlajse generacije in na svoj nacin
prispevamo k razvoju znanosti.



Optimizacija

TERAPEVTSKIH PROTITELES

s strojnim ucenjem

Nika Novak*
1 Univerza v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Studij biotehnologije, Jamnikarjeva 101, 1000 Ljubljana

Klju€ne besede: protitelesa, strojno uéenje, imunologija,
umetna inteligenca, antigen

1ZVLECEK

Terapevtska protitelesa predstavljajo enega izmed kljucnih stebrov sodobne medicine. Z imunskimi in biokemi¢nimi
mehanizmi vplivajo na potek bolezni ter se uporabljajo v diagnostiki in tudi pri zdravljenju razli¢nih bolezni. Pomembna
so predvsem na podrocju razvoja zdravil za zdravljenje avtoimunskih bolezni, malignih tumorjev, nalezljivih bolezni in
nevrologkih motenj. Ceprav je iskanje ustreznih kandidatov za terapevtska protitelesa danes Ze dobro uveljavljen pro-
ces, njihova optimizacija Se vedno ostaja dolgotrajna in stroskovno zahtevna. Glavni izziv predstavlja so¢asna obravnava
ve€ parametrov, kot so: imunogenost, topnost, afiniteta in stabilnost, kar zaradi svoje zahtevnosti upocasnjuje razvoj
zdravil. Nedavni napredki v racunalniStvu, strojnem ucenju in v razvoju modelov, kot je AlphaFold, so omogocili bist-
veno boljSe mozZznosti za optimizacijo proteinov ter pospesili proces njihovega nacrtovanja in razvoja. Strojno ucenje
omogoca analizo in napovedovanja najperspektivnejSih mutacij brez obseznega eksperimentalnega preverjanja. Cilj
tega ¢lanka je osvetliti vlogo strojnega ucenja pri ve¢parametrski optimizaciji terapevtskih protiteles.

Uvod Kaj so terapevtska protitelesa?

Terapevtska protitelesa so inZenirsko zasnovani proteini, Protitelesa oz. imunoglobulini so efektorske molekule hu-
ki se specificno vezejo na tar¢ne molekule v organizmu in  moralnega dela pridobljenega imunskega sistema, ki jih
se uporabljajo pri zdravljenju Stevilnih bolezni, vkljuéno proizvajajo limfociti B v nasem telesu ter prepoznavajo in
z rakom ter avtoimunskimi in vnetnimi obolenji. Leta prispevajo k odstranjevanju tujih antigenov. Glavne funk-
1986 je United States Food and Drug Administration (US cije protiteles vkljuujejo: opsonizacijo, aktivacijo sistema
FDA) odobrila prvo terapevtsko monoklonsko protitelo komplementa, nevtralizacijo in s protitelesi posredovano
Muromonab-CD3 za klini¢no uporabo pri ljudeh [1]. Ta celi¢no citotoksi¢nost [2].

odobritev je pomembno spodbudila raziskave in razvoj Funkcionalno protitelo je sestavljeno iz stirih polipeptid-
terapevtskih protiteles ter omogocila hiter napredek na nih verig, dveh enakih lahkih in dveh enakih tezkih. Lahka
podrocju bioloskih zdravil. in tezka veriga sta med seboj povezani s kovalentnimi di-
V zadnjih letih je podoben razvoj dozZivelo tudi podrocje sulfidnimi vezmi, k stabilnosti pa prispevajo tudi nekova-
umetne inteligence in strojnega ucenja, ki je pomembno lentne interakcije, kot so: hidrofobne interakcije, ionske
pospesilo raziskave na podrocju biologije in proizvodnje interakcije, solni mosticki in vodikove vezi. Lahka veriga
zdravil. Podrocje terapevtskih protiteles postaja vse bolj je sestavljena iz dveh domen imunoglobulina — variabilne
konkurencno, zato je iskanje ucinkovitih novih metod za (VL) in konstantne (CL), tezka pa iz ene variabilne (VH) in
optimizacijo in proizvodnjo kandidatov za protitelesa kl- treh konstantnih domen (CH1, CH2 in CH3) [3]. Funkcion-
ju€nega pomena. Kljub hitremu napredku tradicionalnih alno so protitelesa razdeljena na dva antigen-vezavna dela
eksperimentalnih pristopov se strojno ucenje vse bolj (Fab) in konstantno (Fc) regijo [2].

uveljavlja kot orodje za hitrejSo in ucinkovitejSo opti-

mizacijo protiteles.
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Slika 1: Zgradba protitelesa. Protitelo je sestavljeno iz dveh funkcion-
alnih regij: Fab, ki predstavlja antigen-vezavni del, in Fc, ki tvori kon-
stantno regijo. Z modro barvo sta obarvani dve tezki verigi, od katerih
je vsaka sestavljena iz ene variabilne domene (VH) in treh konstantnih
domen (CH1, CH2 in CH3). Z zeleno barvo sta prikazani dve lahki verigi,
ki ju sestavljata ena variabilna (VL) in ena konstantna domena (CL). Z
roznatimi ¢rtami so oznacene hipervariabilne regije, ki dolo¢ajo speci-
ficnost vezave protitelesa na antigen. Ustvarjeno na https://BioRender.

com.

VL in VH vsebujeta po tri hipervariabilna aminokislins-
ka zaporedja, ki oblikujejo vezavno mesto (paratop) za
vezavo na vezis€e antigenske molekule (epitop). Hiper-
variabilne regije VL in VH zato imenujemo tudi regije, ki
dolocajo komplementarnost (angl. complementary-de-
termining region, CDR). Antigen se na protitelo veze prek
nekovalentne vezi, pri ¢emer sodelujejo van der Waalsove
sile, elektrostaticne sile in druge Sibke sile, vezavho mes-
to antigena pa oblikuje okvirno 5-—10 aminokislin v vsaki
hipervariabilni regiji [4]. Zaradi razlik v sestavi in struktu-
ri tezkih verig protitelesa razvrS¢amo v razli¢ne razrede:
IgM, 1gG, IgE, IgA in IgD.

Z biotehnoloskega vidika je najpomembnejsi razred pro-
titeles IgG [2].

Protitelesa opravljajo vlogo specificnega prepoznavanja
antigenov, hkrati pa konstantni del njihove tezke verige
opravlja efektorsko funkcijo nevtralizacije in odstranje-
vanje tujka [4]. Napredek v znanosti nam je omogocil, da
lahko njihov naravni potencial izkoristimo v Stevilnih tera-
pevtskih in diagnosti¢nih aplikacijah. Terapevtska protitel-
esa so bioloska zdravila na osnovi protiteles, ki zaradi svo-
je visoke specifichosti omogocajo usmerjeno zdravljenje
Stevilnih bolezni [3].

Razvoj in optimizacija terapevtskih protiteles s
tradicionalnimi pristopi

Zacetki zdravljenja s protitelesi segajo v konec 19. stoletja,
ko sta Emil von Behring in Shibasaburo Kitasato dokazala,
da je mogoce pasivno zascitno imunost prenesti s seru-
mom. Kunce sta imunizirala z neletalnimi odmerki toksi-
nov tetanusa in davice, iz njihove krvi pridobila serum ter
ga prenesla na neimunizirane misi. Te sta nato izpostavila
povzrociteljem bolezni in ugotovila, da preneseni serum
zagotavlja zascito pred okuzbo [5]. Ta ugotovitev je spod-
budila Sirse raziskovanje pasivne imunizacije in terapevts-
kega potenciala protiteles.

Pomemben preboj je sledil leta 1975, ko sta Georges
Kohler in César Milstein razvila tehnologijo hibridomov. Z
zdruZitvijo limfocitov B iz vranic imuniziranih misi in trajne
celi¢ne linije mielomskih (tumorskih) celic sta ustvarila hi-
bridome — celi¢ne linije, ki zdruzujejo sposobnost neome-
jenega razmnoZevanja mielomskih celic in sposobnost
limfocitov B za tvorbo specifi¢nih protiteles. S selekcijo v
selekcijskem mediju HAT ter z nadaljnjim presejanjem in
s kloniranjem sta naredila izbor klonov, ki so izlocali pro-
titelesa z Zeleno antigensko specificnostjo. S tem je bilo
prvi¢ mogoce proizvajati monoklonska protitelesa z enot-
no strukturo, s specifi¢nostjo in z afiniteto v neomejenih
koli¢inah [6].

To odkritje je sprva vzbudilo veliko navdusenje, saj so
pricakovali, da bodo tako pridobljena monoklonska pro-
titelesa predstavljala idealne kandidate za terapije. Kmalu
pa so ugotovili, da ¢lovesko telo protitelesa, pridobljena
iz misi, prepozna kot tujek, kar sproZi nastanek humanih
protimisjih protiteles in hitro odstranitev misjih protite-
les iz organizma. Poleg tega ta zgodnja protitelesa niso
ustrezno reagirala z vsemi komponentami ¢loveskega im-
unskega sistema, zaradi Cesar je bila njihova terapevtska
ucinkovitost omejena [7].

S tehnologijo hibridomov je bilo nato proizvedeno prvo
terapevtsko misje monoklonsko protitelo, Muromon-
ab-CD3, ki je bilo za kliniéno uporabo odobreno leta 1986
in se je uporabljalo za preprecevanje zavrnitve presajenih
ledvic [1]. Pozneje se je izkazalo, da je Muromonab-CD3
zaradi svoje miSje sestave zelo imunogen, saj lahko
¢loveski imunski sistem protitelo prepozna kot tujo bel-
jakovino in proti njemu sproZi imunski odziv. To je spod-
budilo razvoj novih generacij terapevtskih protiteles, pri
katerih so raziskovalci s postopnim povecevanjem deleza
¢loveskih zaporedij zmanjsevali njihovo imunogenost [2].
Neuberger in sodelavci so leta 1985 z uporabo rekombi-
nantne tehnologije DNA razvili miSjo celi¢no linijo, ki je
stabilno proizvajala himerna protitelesa razreda IgE. Ta pr-
otitelesa so vsebovala misje variabilne regije protiteles in
¢loveske konstantne regije.

Delno ¢loveska struktura je tem himernim protitelesom
omogocila ucinkovitejSo interakcijo s ¢loveskimi efektor-
skimi celicami in sistemom komplementa. Razvoj himernih




protiteles je postavil temelje za rekombinantno inZenirst-
vo protiteles [8].

Leto pozneje so Jones in sodelavci prvi prikazali moZnost
zamenjave CDR (angl. CDR grafting), pri kateri so regije
CDR misSjega protitelesa, odgovorne za vezavo antigena,
prenesli v ¢lovesko protitelesno ogrodje. S tem pristo-
pom so ohranili antigensko specificnost misjega protite-
lesa, hkrati pa bistveno zmanjsali njegovo imunogenost.
Ta pristop je predstavljal enega prvih dokazov, da je CDR
grafting lahko osnova za razvoj humaniziranih protiteles

[9].
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Slika 2: Prikaz himernega in humaniziranega protitelesa. Rdece so
obarvana misja zaporedja, zeleno pa cloveska. Svetli deli prikazujejo
lahko verigo, temni pa tezko. Prirejeno po [7].

Pomemben napredek je predstavljal tudi razvoj novih
metod selekcije, med katerimi je ena najuspesnejsih
metoda fagni prikaz (angl. phage display). Uporabnost
te metode je bila prvic jasno prikazana leta 1990, ko so
McCafferty in sodelavci dokazali, da je mogoce varia-
bilne regije protiteles genetsko povezati s povrSinskim
proteinom filamentnega bakteriofaga in jih prikazati na
njegovi povrsini. Ta metoda je bistveno poenostavila se-
lekcijo protitelesnih razli¢ic, saj posamezen fag izraza eno
razliico protitelesa in hkrati nosi njen genetski zapis, kar
omogoca neposredno selekcijo na podlagi vezave antige-
na [10]. Znanstveniki lahko s sodobnimi laboratorijskimi
metodami iz obseZnih knjiznic ¢loveskih protiteles hitro
izberejo tista, ki se specificno vezejo na razlicne tarce,
tehnologijo prikaza na kvasovkah (angl. yeast display). V
primerjavi s fagnim prikazom omogoca evkariontski sis-
tem kvasovk boljse zvijanje kompleksnih proteinov in izva-
janje dolocenih posttranslacijskih modifikacij, kar je lahko
pomembno pri pridobivanju funkcionalnih protiteles [11].
Kmalu zatem je bil razvit tudi pristop za pridobivanje
popolnoma c¢loveskih protiteles z uporabo transgenih
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misi, ki namesto misjih proizvajajo ¢loveSka protitelesa
[12].

Ena izmed razvitih metod za pridobivanje ¢loveskih pro-
titeles je bila tudi transformacija limfocitov B z virusom
Epstein-Barr (EBV). Leta 2004 so Traggiai in sodelavci z
uporabo izboljSane metode transformacije z EBV imortal-
izirali spominske limfocite B bolnika po preboleli okuzbi z
virusom SARS-CoV ter izolirali ve¢ monoklonskih protite-
les, tudi takih z visoko nevtralizacijsko aktivnostjo. Imor-
talizacija z EBV povzroci, da limfociti B dolgotrajno prolif-
erirajo, pri tem pa ohranijo sposobnost tvorbe protiteles
[13].

Ceprav so tradicionalne metode odkrivanja in optimizacije
terapevtskih protiteles zelo uspesne in so omogocile raz-
voj Stevilnih novih zdravil, so pogosto Se vedno ¢asovno
zahtevne ter zahtevajo velike koli¢ine finan¢nih in labora-
torijskih virov. Napredek na podroc¢ju racunalniske strojne
opreme in razvoj modelov strojnega uc¢enja sta omogocila
uvedbo novih pristopov za nacrtovanje protiteles, pri kat-
erih ocenjujejo, da se je ¢as razvoja kandidatov zmanjsal
za priblizno 60 %, stroski razvoja pa za priblizno 50 % [14].
Pred vstopom v klini¢ne Studije morajo terapevtski kandi-
dati na osnovi protiteles prestati vec stopenj razvoja, ki vkl-
jucujejo: odkrivanje in presejanje protiteles na podlagi nji-
hove sposobnosti vezave na antigen, izbor kandidatov na
podlagi njihove bioloske funkcije in optimizacijo izbranih
kandidatov [15]. Kljub novim pristopom, ki omogocajo
pridobivanje popolnoma humaniziranih protiteles, Stevil-
na terapevtska protitelesa Se vedno izvirajo iz ne€loveskih
virov, kot so misji ali himerni sistemi. Eden glavnih izzivov
pri optimizaciji takSnih protiteles je zmanjSanje njihove
imunogenosti, saj lahko prisotnost necloveskih zaporedij
sprozi imunski odziv gostitelja [16].

Kljuéni korak optimizacije zato predstavlja zmanjSanje
imunogenosti, s ¢imer se prepreci ali omeji nastanek pr-
otiteles proti zdravilu. Imunski odziv proti zdravilu lahko
pomembno zmanjsa ucinkovitost terapije in potencialno
Skoduje bolniku. V ta namen se uporabljata strategiji hu-
manizacije in deimunizacije protiteles. Ta pristopa temel-
jita na povecanju deleza ¢loveskih zaporedij v protitelesu
ter odstranjevanju ali zmanjSevanju potencialno imuno-
genih epitopov [17].

Druga pomembna lastnost, ki jo je pri terapevtskih pro-
titelesih treba optimizirati, je afiniteta vezave antigena.
Afiniteta protitelesa do antigena predstavlja jakost ne-
kovalentnih interakcij med epitopom antigena in para-
topom protitelesa [4]. Tradicionalne metode optimizaci-
je afinitete pogosto temeljijo na tehnikah naklju¢ne
mutageneze, usmerjene mutageneze in zamenjave verig
(angl. chain shuffling). Te in vitro metode poskusajo vnesti
bolj ali manj nadzorovane mutacije v zaporedja protiteles,
nato pa nastale knjiznice variant presejejo (angl. screen-
ing) in izberejo tiste z izboljSanimi lastnostmi. Zaradi na-
klju€ne narave mutacij se lahko v protitelesa vnesejo tudi

nezelene lastnosti, ki vplivajo na njihovo afiniteto vezave
ali druge pomembne lastnosti protitelesa, kot so stabil-
nost, topnost ali specificnost. Poleg tega so te metode po-
gosto zelo ¢asovno zahtevne. V zadnjih letih pomemben
napredek predstavljajo tudi in silico metode, ki temeljijo
na racunalnisko podprtem nacrtovanju in opazno pospesi-
jo proces optimizacije [18].

Pomemben parameter pri optimizaciji terapevtskih pro-
titeles predstavlja tudi specificnost vezave. Ce protitelo
ni dovolj specificno, se lahko veze na podobne, neciljne
epitope, kar imenujemo navzkrizna reaktivnost (angl.
cross-reactivity). Posledice tega so lahko manjsa ucinko-
vitost zdravila in nezeleni ucinki zaradi vezave na neciljne
tarce [15].

Pomemben cilj optimizacije terapevtskih protiteles je tudi
izboljsanje farmakokineti¢nih lastnosti, ki omogocajo po-
daljSanje razpolovnega casa protitelesa, nizje odmerke,
daljSe intervale med aplikacijami, moZnost subkutanega
dajanja in zmanjSanje stroSkov zdravljenja [15].

Na koncu optimizacija zajema tudi SirSe farmacevtske last-
nosti, kot so termostabilnost, topnost, kemijska stabilnost
in zmanjSanje heterogenosti, ki skupaj dolocajo primer-
nost protitelesa za klini¢ni razvoj [14].

Razvoj in optimizacija terapevtskih protiteles s stro-
jnim u€enjem

Strojno ucenje v zadnjih letih postaja pomembno orodje
pri razvoju in optimizaciji protiteles. Tradicionalni pristo-
pi temeljijo predvsem na eksperimentalnem testiranju
velikega Stevila razlic¢ic protiteles, kar je zelo zamudno
in drago. Z uporabo metod strojnega ucenja je mogoce
analizirati zelo obsezne zbirke proteinskih zaporedij in na
podlagi rezultatov predvideti, katere razlicice imajo boljse
lastnosti. Tak pristop pomembno pospesi postopek opti-
mizacije, saj omogoca in silico napovedovanje lastnosti,
kot so topnost, stabilnost, viskoznost, farmakokinetika in
posttranslacijske modifikacije.

Tradicionalno strojno ucenje se osredinja na razvoj napov-
ednih modeloy, ki se ucijo povezave med vhodnimi podat-
ki in izhodnimi rezultati. Podatki so obi¢ajno predstavljeni
kot mnoZica znacilnosti (angl. features), ki se vnesejo v
napovedni model, ta pa na podlagi vnesenega poda na-
povedne rezultate. Uspesnost algoritmov je neposredno
povezana z obsegom, s kakovostjo in kompleksnostjo po-
datkovnih nizov, na katerih se ucijo. Vec€ kot je kakovostnih
in raznolikih u¢nih primerov, natancneje lahko algoritem
napoveduje podobne primere v prihodnosti [19].

V letu 2020 je prislo do pomembnega preboja na po-
dro¢ju napovedovanja proteinskih struktur z razvojem
sistema umetne inteligence AlphaFold2, ki ga je pred-
stavila ekipa podjetja DeepMind (Google DeepMind).
Razvili so prvi racunalniski pristop, ki je v vecini primer-
ov sposoben napovedati tridimenzionalne proteinske
strukture z natancnostjo, primerljivo z eksperimentalno

dolocenimi strukturami, in to kljub odsotnosti podobnih
strukturnih predlog. Njegov pristop temelji na globokem
ucenju in zdruZuje evolucijske informacije iz veckratnih
poravnav zaporedij (angl. multiple-sequence alignments,
MSA) ter fizikalne in geometrijske omejitve proteinskih
struktur [20]. Na osnovi AlphaFold2 je bil pozneje raz-
vit AlphaFold-Multimer, ki je prilagojen napovedovanju
struktur proteinskih kompleksov. Omogoca modeliranje
medproteinskih interakcij in se pogosto uporablja za na-
povedovanje struktur vec¢ proteinskih enot v kompleksu.
Kljub pomembnemu napredku ima Se vedno omejitve pri
zanesljivem napovedovanju specificnih interakcij, zlasti
pri kompleksih protitelo — antigen [21].

Pozneje je bil razvit Se model RoseTTAFold, ki je — podob-
no kot AlphaFold2 — namenjen napovedovanju tridimen-
zionalne strukture proteinov na podlagi aminokislinskega
zaporedja. Model RoseTTAFold kot vhodni podatek upo-
rablja zaporedje aminokislin in temelji na t. i. three-track
arhitekturi nevronske mreze. Ta hkrati obravnava tri med
seboj povezane predstavitve proteina: 1D-aminokislinsko
zaporedje, 2D-odnose med aminokislinskimi ostanki in
3D-prostorsko strukturo. Informacije med temi nivoji se
neprestano izmenjujejo, kar omogoca integrirano ucen-
je strukturnih znacilnosti proteina [22]. Leta 2023 je bila
predstavljena nadgrajena razli¢ica RoseTTAFold zimenom
RoseTTAFold2, ki vkljucuje izboljSane mehanizme ucenja
in ucinkovitejSe modeliranje strukturnih znacilnosti ter v
Stevilnih primerih dosega primerljivo natanc¢nost pri na-
povedovanju proteinskih struktur kot AlphaFold2 [23].

Razvoj programov, ki temeljijo na strojnem ucenju, za
optimizacijo terapevtskih protiteles in nacrtovanje veza-
vnih proteinov de novo

Razvoj Alphafold2 in RoseTTAFold2 je omogocil nove pris-
tope k napovedovanju in modeliranju proteinskih struk-
tur, kljub temu pa je modeliranje variabilnih regij Se vedno
zelo zahtevno.

Struktura protiteles je v veliki meri ohranjena, izjemo pa
predstavljajo regije CDR, ki vsebujejo Sest variabilnih zank.
Najvedji izziv predstavlja tretja zanka tezke verige (CDR
H3), saj nima dobro ohranjenih struktur ter je zelo razno-
lika in fleksibilna. DeepH3 je globoka rezidualna nevrons-
ka mreza, razvita okoli leta 2020, ki na podlagi zaporedij
tezke in lahke verige protiteles napoveduje razdalje in
orientacije med aminokislinskimi ostanki v zanki CDR H3.
Te napovedi nato pretvori v geometrijske potenciale, ki
omogocajo natancnejSe ocenjevanje in razlikovanje med
mogocimi strukturami zanke CDR H3. Model se osredinja
samo na napovedovanje strukture CDR H3 in ne modeli-
ra celotne strukture protitelesa [24]. Nadaljnji napredek v
primerjavi z DeepH3 predstavlja poznejsi model DeepAb,
ki je sestavljen iz dveh zaporednih stopenj. Prva stopnja
temelji na nevronski mrezi, ki iz zaporedij tezke in lahke
verige napoveduje strukture variabilne regije protitelesa,




pri ¢emer kot vhodni podatek potrebuje le aminokislinski
zaporedji obeh verig. Druga stopnja temelji na protokolu
programskega orodja Rosetta, ki na podlagi napovedi nev-
ronske mreze izdela tridimenzionalno strukturo variabilne
regije protitelesa [25].

Metode DeepAb so zaradi dvostopenjske napovedi raz-
meroma pocasne (pribliZzno 10 minut na zaporedje), ne
omogocajo zanesljive ocene kakovosti napovedi in ne
vklju€ujejo podatkov iz podobnih Ze znanih struktur. Leta
2022 je bil razvit hiter in natan¢en model za napovedo-
vanje struktur protiteles IgFold. IgFold temelji na nauéenih
predstavitvah (angl. embeddings) iz predhodno natre-
niranega jezikovnega modela AntiBERTY, ki jih uporablja za
neposredno napovedovanje tridimenzionalnih atomskih
koordinat. Strukture, ki jih model generira, so opremljene
tudi z oceno natancnosti na ravni posameznih aminokis-
linskih ostankov. IgFold dosega primerljivo natancnost z
drugimi specializiranimi modeli za napovedovanje struk-
tur protiteles in se pri dolo¢enih nalogah modeliranja
protiteles pribliza najsodobnejSim pristopom, vklju¢no z
AlphaFold-Multimer [26].

Tudi zbirka modelov globokega uéenja ImmuneBuilder, ki
vklju€uje ABodyBuilder2, NanoBodyBuilder2 in TCRBuild-
er2, je namenjena hitremu in natanénemu napovedovan-
ju struktur proteinov imunskega sistema. Podobno kot
IgFold tudi modeli iz ImmuneBuilder na podlagi aminokis-
linskega zaporedja napovedujejo tridimenzionalno struk-
turo proteina, vendar je ImmuneBuilder zasnovan kot ce-
lovit paket specializiranih orodij za razli¢ne tipe imunskih
receptorjev. V primerjavi z IgFold model ABodyBuilder2
generira fizikalno bolj realisti¢ne strukture z manjsim Ste-
vilom steri¢nih trkov (angl. clashes) in nepravilnih cis-pep-
tidnih vezi [27].

Pri razvoju in optimizaciji protiteles ima pomembno vlo-
go tudi napovedovanje interakcij med proteini in njihovi-
mi taréami, saj sta afiniteta in specificnost vezave kljucni
lastnosti terapevtskih protiteles. Med vodilnimi splosnimi
modeli za nacrtovanje vezavnih proteinov sta AlphaPro-
teo [28] in BindCraft [29]. V nasprotju s prej opisanimi
metodami, ki napovedujejo tridimenzionalno strukturo
protitelesa iz njegovega aminokislinskega zaporedja, Alp-
haProteo in BindCraft uporabljata informacije o tarénem
proteinu za nacrtovanje novih zaporedij vezavnih protei-
nov, ki naj bi se nanj vezali z visoko afiniteto.

BindCraft je avtomatizirana platforma za de novo nacr-
tovanje vezavnih proteinov, ki uporablja model Alpha-
Fold2-Multimer za socasno optimizacijo zaporedja,
strukture in vezave na tarcni protein. Nastali kandidati se
dodatno optimizirajo z modelom MPNNsol in modelom
globokega ucenja za napovedovanje topnosti proteinov
ter ovrednotijo z modelom AlphaFold2 monomer [29].
Tudi AlphaProteo temelji na generativnem modelu
umetne inteligence, ki je bil nau¢en na podlagi struk-
turnih in zaporednih podatkov iz zbirke Protein Data Bank
(PDB) ter nabora napovedi modela AlphaFold. Kot vhodni

podatek prejme strukturo tarénega proteina, generativni
model pa na tej osnovi izdela tridimenzionalno strukturo
in aminokislinsko zaporedje kandidata za vezavni protein,
namenjen temu ciljinemu proteinu. Ker model ustvari
veliko kandidatov, se ti dodatno ovrednotijo s filtrirnim
modelom, ki napoveduje verjetnost eksperimentalnega
uspeha in izbere najobetavnejSe kandidate za nadaljnje
eksperimentalno preverjanje [28].

Uporaba strojnega ucenja pri optimizaciji afinitete pro-
titeles

Afiniteta vezave je povezana s prosto energijo vezave
(AG), ki opisuje termodinami¢no ugodnost interakci-
je med proteinoma. Razviti so bili razli¢ni racunalniski
modeli, ki napovedujejo, kako posamezna mutacija vpli-
va na vezavno energijo med dvema proteinoma. Ti mod-
eli primerjajo mutirane razli¢ice z divjim tipom proteina
in ocenijo spremembo vezavne proste energije (AAG), s
¢imer omogocajo identifikacijo mutacij, ki lahko izboljsajo
afiniteto vezave. Taksni pristopi so posebej pomembni pri
optimizaciji protiteles, pri ¢emer je cilj izboljSati vezavno
afiniteto protitelesa na antigen. Primer takSnega mode-
la je GeoPPl, ki je sestavljen iz dveh glavnih komponent:
modula za predstavitev geometrijskih znacilnosti in mod-
ela gradientnega ojacevanja dreves. Obe komponenti sku-
paj omogocata napoved vpliva mutacij na vezavno afinite-
to med proteini [30].

Model GGL-PPI proteinske komplekse predstavi kot grafe
na atomski ravni in uporablja vecnivojske geometrijske
podgrafe, ki zajemajo lokalno strukturno ter kemijsko
okolje mest vezave in mutacij. Na podlagi teh znacilk se
nato ucijo modeli strojnega ucenja, ki se uporabljajo za
napovedovanje vrednosti AAG [31].

Novejsi model USP-ddG napoveduje spremembo vezavne
proste energije s pomocjo treh komponent. Najprej up-
orabi ProteinMPNN, ki ocenjuje verjetnost posameznih
aminokislinskih ostankov na podlagi tridimenzionalne
strukture proteina. To informacijo model uporabi pri
napovedovanju vpliva mutacij. Druga komponenta se
osredinja na napovedovanje sprememb AAG z uporabo
energijskih znacilk modela FoldX, kar modelu omogoca
upostevanje energijskih in termodinamskih lastnosti pro-
teinov. Zadnja komponenta pa uporablja izboljSano razlici-
co modela CATH-ddG, ki pri napovedi uposteva proteinsko
zaporedje in tridimenzionalno strukturo. [32]

Uporaba strojnega ucenja pri optimizaciji termostabil-
nosti protiteles

Poleg afinitete in specificnosti vezave pomemben vid-
ik optimizacije terapevtskih protiteles predstavljajo tudi
njihove fizikalno-kemijske lastnosti, med katere sodi tudi
termostabilnost, ki pomembno vpliva na stabilnost pro-
titeles med shranjevanjem ter na zahtevnost proizvodnih
in bioprocesnih postopkov. AbMelt je primer modela, ki
zdruZuje vectemperaturne molekularno-dinami¢ne (MD)
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simulacije in strojno u¢enje za napoved eksperimentalnih
meritev termostabilnosti protiteles. Kot vhodni podatek
prejme variabilni del protitelesa in izvede tri MD-simulaci-
je pri razli¢nih temperaturah (300, 350 in 400 K). Na pod-
lagi dobljenih trajektorij izraCuna strukturne in dinami¢ne
deskriptorje, ki jih nato model strojnega ucenja uporabi
za napoved klju¢nih termostabilnostnih parametrov, kot
so temperatura agregacije (Tagg), zacetek taljenja (Tm,on) in
temperatura taljenja (T ) [33].

Uporaba strojnega ucenja pri optimizaciji imunogenosti
protiteles

ZmanjSevanje imunogenosti je eden najpomembnejsih
ciljev pri optimizaciji terapevtskih protiteles, saj preprecu-
je, da bi jih imunski sistem prepoznal kot tuje in proti njim
sprozil imunski odziv. Tak odziv lahko vodi do nastanka pr-
otiteles proti zdravilu (angl. anti-drug antibodies — ADA),
kar zmanjsa ucinkovitost zdravila in lahko povzroci hude
stranske ucinke. Vecina napovednih modelov analizira
aminokislinske motive v zaporedju protiteles, da prepoz-
na regije, ki bi lahko sproZile imunski odziv [14]. Eden na-
jpomembnejsih jezikovnih modelov za protitelesa je An-
tiBERTy. Na njegovi osnovi je bil razvit napovedni model
AblmmPred, ki temelji na strojnem ucenju in je namen-
jen napovedovanju imunogenosti terapevtskih protiteles
[34].

Zakljucek

Terapevtska protitelesa predstavljajo eno najpomemb-
nejSih skupin sodobnih bioloskih zdravil, vendar je njihov
razvoj zaradi potrebe po hkratni optimizaciji ve¢ lastnosti
Se vedno velik izziv. Napredek na podrocju strojnega ucen-
ja je moc¢no pripomogel k pospesitvi razvoja terapevtskih
protiteles, saj raziskovalcem omogoca ucinkovito in hitro
obdelavo velikih koli¢in podatkov ter zmanjSuje potrebo
po obseznem eksperimentalnem testiranju. Modeli lah-
ko v kratkem casu predlagajo koristne mutacije, ocenijo
specifi¢cnost, imunogenost in afiniteto protiteles ter na-
povedujejo njihove tridimenzionalne strukture. S tem
omogocajo zozanje nabora potencialnih kandidatov, ki se
nato eksperimentalno validirajo. Kljub velikemu napred-
ku pa tradicionalne eksperimentalne metode, kot so hi-
bridomska tehnologija, fagni prikaz in drugi pristopi, Se
vedno ostajajo pomemben temelj razvoja terapevtskih
protiteles. Eden klju¢nih izzivov sodobnih modelov stro-
jnega ucenja predstavlja veCparametrska optimizacija, saj
pri Stevilnih modelih izboljSanje ene lastnosti protitelesa
pogosto vodi v poslabSanje druge. Prihodnji razvoj zato
zahteva modele, sposobne ucinkovitega usklajevanja op-
timizacije vec lastnosti hkrati in zanesljivih napovedi.
Podrocje uporabe strojnega ucenja pri optimizaciji pro-
titeles je Se vedno razmeroma novo in se zelo hitro razvija.
V prihodnosti lahko pri¢akujemo razvoj Se naprednejsih
metod, ki bodo dodatno izboljSale natan¢nost napovedo-
vanja in zmanjsale ¢as njihovega razvoja.
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Uporaba metod globokega ucenja na podrocju biotehnologije in mikrobiologije v zadnjih letih izrazito narasca, zlasti
pri avtomatizaciji analize mikrobioloskih vzorcev. Tradicionalne metode klasifikacije bakterijskih kolonij temeljijo na
vizualni interpretaciji izkusenih mikrobiologov, kar je ¢asovno potratno, drago in lahko tudi subjektivno. Alternativo
predstavlja uporaba metod racunalniskega vida in globokega ucenja, med katerimi za samodejno detekcijo, Stetje in
za klasifikacijo bakterijskih kolonij prevladujejo konvolucijske nevronske mreZe ter objektno-detekcijska modela Faster
R-CNN in YOLO. Sodobni modeli dosegajo visoko klasifikacijsko tocnost in robustno detekcijo kolonij v raznolikih ek-
sperimentalnih pogojih, glavne omejitve pa predstavljajo variabilnost pogojev fotografiranja, pomanjkanje standard-
iziranih u¢nih mnozic in otezeno posplosevanje med laboratorijskimi okolji. Na tekmovanju RIS 2026, na katerem je bila
naloga klasifikacija osmih vrst mikrobnih kolonij, je nas model na osnovi 1D-CNN arhitekture s hiperspektralnimi slikami
dosegel 94,6-odstotno klasifikacijsko tocnost, pri cemer je glavno omejitev predstavljala majhnost uéne mnoizice, ki je

zahtevala mocno bogatenje podatkov.

Uvod

Dolocanje bakterijskih vrst je eden temeljnih postopkov
mikrobioloske diagnostike v klinicnem okolju ter pri na-
dzoru kakovosti v prehrambni in farmacevtski industriji.
Postopek Se danes v veliki meri temelji na vizualnem pre-
mikrobiologa in precej ¢asa, hkrati pa rezultat ni vedno
enoznacen. Racunalniski vid in nevronske mreze omog-
ocajo mogoco alternativo, saj lahko z njimi pripravimo
model, ki je zmoZen samostojne klasifikacije kolonij in v
dolocenih primerih tudi odprave cloveske napake [1],
s Cimer lahko pospesimo rutinske analize. V tem ¢lanku
najprej predstavimo teoreticne osnove strojnega ucenja
in nevronskih mrez ter pregled njihove uporabe v (mikro)
biologiji, nato pa te koncepte ponazorimo na prakticnem
primeru razvoja modela za klasifikacijo osmih vrst bakteri-
jskih kolonij v okviru tekmovanja RIS 2026.

Kaj je strojno ucenje?

Strojno ucenje se od klasi¢nega programiranja razlikuje po
tem, kako nastanejo pravila delovanja. Pri klasi¢cnem pro-
gramiranju jih ¢lovek napiSe sam, pri strojnem ucenju pa
jih model izlusci iz primerov podatkov, ki mu jih predstavi-
mo. Nadzorovano ucenje predstavlja obliko u¢enja mode-
la, pri cemer modelu prikazemo oznaceno u¢no mnoZico,
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on pa se na podlagi njih nauci povezave med vhodnimi
informacijami in pravilnim odgovorom [2]. Oznacdena u¢na
mnoZica predstavlja skupino podatkov s pravilnimi odgov-
ori, ki modelu omogocijo ucenje.

Strojno ucenje je splosno uporabno orodje, ki se ne upo-
rablja le v mikrobiologiji, ampak tudi v medicinski diagnos-
tiki, analizi bioloskih slik, odkrivanju zdravil, rekonstrukciji
mozZganskega vezja in na veliko drugih podrocjih [3-5].

Nevronske mreze in njihovo delovanje

Nevronske mreZe so racunalniski modeli, sestavljeniiz med
seboj povezanih plasti umetnih nevronov, ki obdelujejo in-
formacije, se ucijo in sprejemajo odlocitve [5]. Osnovna
enota mreZe je nevron, ki prejme vhodne vrednosti, utezi
zmnotzi z vrednostmi in izrauna izhod. Utezi mu povedo,
kako pomemben je posamezen vhod. Nevronska mreza je
sestavljena iz veC zaporednih plasti (slika 1). Vhodna plast
sprejme vhodne vrednosti, vsakemu nevronu pa je prip-
isana ena vrednost, kot je vrednost piksla v sliki ali beseda
v stavku. Skrite plasti se nahajajo med vhodno in izhodno
plastjo, njihova naloga pa je obdelava in transformacija
vhodnih podatkov ter ugotavljanje njihovega medsebo-
jnega odnosa. Izhodna plast ustvari kon¢ni odgovor, kot je
na primer razlikovanje med bolnimi in zdravimi pacienti,

na podlagi profila njihovega mikrobioma [5].

Aktivacijske funkcije, ki so del nevronov, so matematicne
funkcije, ki odlo¢ajo o aktivaciji posameznega nevrona in
s tem izracunajo, kak$na vrednost se bo prenesla. Prim-
er aktivacijske funkcije predstavlja ReLU (angl. Rectified
Linear Unit), ki prenasa pozitivne vhodne vrednosti, nega-
tivnim vrednostim pa pripise niclo [5].

Analogija aktivacijske funkcije: V mikrobioloskem lab-
oratoriju uspesne kolonije subkultiviramo, medtem ko

neuspesne kolonije in kontaminacije ne prenesemo
naprej. Rezultat njihove nadaljnje kultivacije je prazna
plosca.
INPUT

HIDDEN OuUTPUT

Slika 1: Primer tipi¢ne zgradbe nevronske mreze. Vhodna plast prejme
informacije, ki jih skrite plasti obdelajo in nato izlocijo skozi izhodno

plast. Povzeto po [5].

Nevronska mreZa se udi, tako da po vsakem primeru iz-
racuna oziroma izve, kako mocno se je zmotila glede na
pravilno vrednost. Pri tem algoritem uporabi vzvratno
razSirjanje napake, ki z gradientnim spustom popravl-
ja utezi. Ta postopek se ponovi tolikokrat, kolikor je po-
trebno, da se uteZi ustalijo pri vrednostih, ki dajo dobre
napovedi [6]. Funkcija izgube je merilo, s katerim mreZa
izvede oceno napake, na podlagi katere pozneje spremeni
utezi. Pri uenju mreze se lahko uravnava tudi hitrost ucen-
ja, ki doloca, kako velike korake mreza dela pri popravljan-
ju utezi. Prevelik korak lahko povzroci preskok optimalne
reSitve, premajhni koraki pa upocasnjujejo ucenje. Hitrost
ucenja se uravnava z razporejevalnikom ucenja, tako da
na zacCetku to poteka hitreje, proti koncu pa pocasneje [7].
Med ucenjem se mreza uci tako, da gre veckrat cez ce-
lotno mnoZico uc¢nih podatkov. En pregled skozi celotno
u¢no mnozico podatkov imenujemo epoha. Pri ucenju gre
model obicajno skozi vec deset epoh, da utezi konvergira-
jo proti pravi resitvi. Dva problema, s katerima se mrezZa
lahko soo¢a med ucenjem, sta pomanjkljivo in prekomer-
no prilagajanje. Do pomanjkljivega prilagajanja pride, ko

se model uci na prevec raznolikih preprostih podatkih in ni
zmozZen prepoznati vzorcev. Temu se lahko izognemo z up-
orabo kompleksnejsSega modela, ve¢ epoh in z dodajanjem
novih vhodnih signalov. Do prekomernega prilagajanja pa
pride, ko se mreZa na pamet nauci podatke v uéni mnofZici
in ni zmoZna pravilno prepoznati novih neznanih podatk-
ov. Prekomernega prilagajanja se izognemo z zmanjsan-
jem kompleksnosti modela, regularizacijo in z zbiranjem
vec ucénih podatkov [8].

Analogija prilagajanj: Predstavljajmo si dva Studenta, ki
se pripravljata na izpit. Prvi se je ucil iz enega samega
prelahkega ucbenika in ni usvojil dovolj snovi, da bi ra-
zumel teZja vprasanja. To je podobno pomanjkljivemu
prilagajanju, pri katerem model ni »videl« dovolj kom-
pleksnih primerov, da bi prepoznal vzorce. Drugi se je na

pamet naucil izklju¢no vprasanja iz starih izpitov, ne da bi
razumel snov v ozadju. Ta bo na znana vprasanja odgov-
oril odli¢cno, pri novih, drugace zastavljenih vprasanjih
pa se bo zmotil. To je podobno prekomernemu prilaga-
janju, pri katerem se model »na pamet« nauci ucnih
podatkov, namesto da bi se naucil splosnih zakonitosti.
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Priprava in vrednotenje podatkov

Pri uenju nasega modela je zelo pomembno, kako ob-
likujemo podatke, ki jih modelu podamo. Uéna mnozica
podatkov mora biti dovolj velika in kakovostno oznacena.
Slaba kakovost uc¢ne zbirke podatkov lahko vodi v slabse
posploSevanje, ne glede na arhitekturno zasnovo mreze
[5]. Ce delamo s premajhno koli¢ino podatkov v uéni
zbirki, je te treba obogatiti. To pomeni, da umetno pov-
ecamo koli¢ino ucnih podatkov, tako da obstojece spre-
menimo s tem, da jih obracamo, obrezujemo, spreminja-
mo osvetlitev ali drugace, s poudarkom na ohranjanju
bistvenega pomena [9]. Ko imamo pripravljeno celotno
ucno zbirko podatkov, te lo¢imo na ucne, validacijske in
na testne podatke. U¢ni del je uporabljen za ucenje utefi,
validacijski del med ucenjem preverja, kako model deluje
na podatkih, ki jih ni videl, testni del pa je uporabljen za
kon¢no oceno uspesnosti modela. Za zanesljivejSo oceno
uspesnosti in boljSo izrabo podatkov se pri tem upora-
bi precno preverjanje. Najpogostejsa oblika je k-kratno
precno preverjanje (angl. k-fold cross-validation). Pri tem
se podatke razdeli na k enako velikih delov (foldov), model
pa na teh podatkih u¢imo k-krat. Pri vsakem krogu je vedji
del podatkov uporabljen kot u¢na mnofZica, en del pa sluzi
kot testni del [10]. Ce uporabimo 5-kratno, to pomeni,
da podatke razdelimo na 5 enakih delov in model u¢imo
petkrat. Pri tem stirje deli sluZijo kot u¢na mnozica, peti
pa kot testni del. Med ucenjem se deli v vsakem krogu
zamenjajo, tako da na koncu dobimo pet ocen uspesnosti.
To omogocdi zanesljivejSo oceno, saj model preverimo na
celotni mnozici podatkov. Poleg tega lahko delitev izbol-
jsamo s stratifikacijo, ki omogoci, da vsak del vsebuje enak
dele? iz vsakega razreda podatkov [10].



Analogija stratifikacije: Pri anketi javhega mnenja bi
poskrbeli, da vsak vzoréni okoliS vsebuje enak delez
mestnega in podeZelskega prebivalstva kot celotna

drzava. Ce bi po naklju¢ju en vzorec zajel samo mestno
prebivalstvo, bi bili rezultati te ankete zavajajoci, ceprav
bi bila metodologija sicer pravilna.

Od polno povezanih nevronskih mrez do konvolucijskih
nevronskih mreZ

Polno povezana nevronska mreZa je osnovna oblika nev-
ronske mreze, pri Cemer je vsak nevron ene plasti povezan
z vsemi nevroni naslednje plasti. Problem pri takih mrezah
je, da vezemo en nevron na en podatek (piksel slike, val-
ovna dolZina spektra in podobno), kar hitro pripelje do
prevelikega Stevila uteZi ter posledicno negativno vpliva
na hitrost ucenja in prilagajanja. Poleg tega taka mreza
ni sposobna upostevati dejstva, da so sosednji podat-
ki med seboj povezani. Tukaj pridemo do konvolucije, ki
z uporabo filtra omogoci, da vsak nevron gleda le delez
slike namesto celotne slike naenkrat. Filter drsi ¢ez sliko
in vsaki¢ zajame le majhen lokalni del, kar imenujemo
lokalna povezanost. Na vsakem poloZaju filter izracuna
eno vrednost, ki predstavlja informacijo, kako se lokalni
vzorec pod filtrom ujema s tistim, kar filter »is¢e« (pre-
hod iz svetle v temno, navpicen rob in podobno). Ko fil-
ter opravi pregled celotne slike oziroma podatka, dobimo
sliko znacilk, ki pove, kje se te vrednosti pojavijo na izvirni
sliki ali podatku [11].

Analogija konvolucij: Ko gledamo preparat skozi objek-
tiv mikroskopa, kot filter uporabimo eno izmed povecav

in se sistematicno premikamo skozi celoten preparat.
Pri tem iS¢emo dolocene lastnosti, kot so specificen rob,
specifi¢na barva in podobno.

Seveda pa konvolucija ni omejena na dvodimenzionalne
slike, ampak jo lahko uporabimo tudi na enodimenzion-
alnih signalih. Pri tem filter namesto dveh osi drsi vzdolz
ene, na primer vzdolZ valovnih dolZin spektra pri hipers-
pektralnih podatkih [12].

Kaj so klasifikacija, detekcija in segmentacija primerkov?
Na podrocju racunalniSskega vida se za obdelavo in raz-
vricanje slik uporabljajo trije razlicni nacini: klasifikaci-
ja, detekcija in segmentacija primerkov (slika 2). Ti trije
nacini se razlikujejo v tem, kako podrobno opiSejo dano
sliko. Najbolj »povrsni« so klasifikacijski modeli, ki nam po
pregledu slike povedo le, kaj na sliki je. Vrnejo nam eno ali

vec oznak, ki se modelu zdijo najustreznejse [4, 13].
KLASIFIKACIJA DETEKCUA SEGMENTACIJA

Kaj in kje natan¢no je na
sliki?

Slika 2: Grafi¢na ponazoritev razlik med klasifikacijo, detekcijo in seg-

Kaj je na sliki? Kaj in kje je na sliki?

mentacijo primerkov (rdece — bakterijska kolonija; modro — petrijevka)

Naslednjo stopnjo informativnosti nam dajo detekcijski
modeli, ki povedo, kateri objekti so na sliki in na kater-
ih pozicijah se nahajajo. Eden izmed nacinov vizualizacije
delovanja modelov je izris ocrtanih okvirov (angl. bound-
ing box), ki oznacuje poloZaj in velikost objekta ter ga
hkrati razvrsti v razred, ob tem pa doda $e stopnjo zaupan-
ja (slika 3). Taksni modeli lahko torej zaznajo vec¢ enakih
ali razlicnih objektov na isti sliki, a oblika vseeno ostane
groba (pravokotnik) [4].

Najvisjo informativnost pa nam nudijo modeli za seg-
mentacijo primerkov, ki pogledajo vsak piksel slike in mu
dolocijo pripadnost dolo¢enemu objektu ali ozadju. Tako
dobimo najbolj natancen obris objekta. Seveda pa visja
informativnost pomeni tudi ve¢jo delovno zahtevnost in
daljsi ¢as obdelave [13].

Slika 3: Primer slike bakterijskih kolonij pred detekcijo objektov (levo)
in po njej (desno). Stevilke ob razredu objektov opisujejo prepri¢anost
pravilne napovedi oz. stopnjo zaupanja (od 0 do 1).

Modeli za detekcijo objektov

Med najbolj uveljavljenimi arhitekturami za detekcijo je
t. i. Faster R-CNN (angl. Faster Region-based Convolu-
tional Neural Network, prevedeno hitrejSa konvolucijska
nevronska mreZa na osnovi regij). Arhitektura uporablja
dvostopenjski pristop; v prvem koraku posebna mreza
predlaga potencialna obmocja objektov, v drugem kora-
ku pa model obmocja klasificira in natan¢no doloc¢i meje
[14]. Zaradi takSne zasnove Faster R-CNN navadno dosega
visoko toc¢nost, je pa po drugi strani racunsko zahtevnejsi
in pocasnejsi od novejsih enostopenjskih modelov.
Alternativo predstavlja skupina modelov YOLO (angl. You
Only Look Once, prevedeno »pogledas samo enkrat«),
ki detekcijo in klasifikacijo objektov izvede samo v enem
koraku, brez predlaganja potencialnih obmocij. Taksna ar-
hitektura omogoca bistveno hitrejSo obdelavo slik in lazjo
uporabo za namene detekcije v realnem ¢asu. Slabost ar-
hitekture pa je njena nekoliko manjsa to¢nost pri detekciji
zelo majhnih ali gosto razporejenih objektov [1, 15].

V zadnjih letih pa so se tudi modeli YOLO moc¢no izboljsali
—razlika v natan¢nosti med eno- in dvostopenjskimi mod-
eli postaja vse manjsa [1]. Izbira ustrezne arhitekture je
zato odvisna predvsem od namena uporabe.

Podatkovne mnoizice

Kot Ze omenjeno, je uspesnost modelov globokega ucen-
ja v veliki meri odvisna od kakovosti in velikosti u¢nih po-
datkov. Model se namrec¢ detekcije ne uci iz u¢benikov ali
kaksnih drugih virov, ampak izkljuéno na podlagi vhodnih
podatkov oz. slik. Velike, raznolike in natanéno oznacene
podatkovne mnozZice so zato kljuénega pomena za razvoj
zanesljivih in robustnih modelov [1, 4].

Ena izmed najpomembnejsih javno dostopnih mnoZic za
razvoj modelov detekcije bakterijskih kolonij je mnoZica
AGAR (angl. Annotated Germs for Automated Recogni-
tion, prevedeno »oznaceni mikrobi za avtomatizirano de-
tekcijo«). V. mnoZico je vklju¢enih vec¢ kot 18 tisoc€ slik z
vec kot 330 tiso¢ oznacenimi kolonijami stirih predstavnic

.....

[4].

Izzivi in omejitve v mikrobiologiji

Kljub hitremu napredku umetne inteligence in nevronskih
mreZ ostaja njihova uporaba v mikrobiologiji povezana s
Stevilnimi izzivi. Eden izmed najvecjih je velika variabilnost
pogojev fotografiranja. Razlike med kamerami, osvetlitvi-
jo in loc€ljivostjo slik ter vrstami gojis¢, starostjo kolonij,
Stevnostjo plos¢ in potencialnih okuzb ali kokultur lahko
pomembno vplivajo na videz kolonij ter posledi¢no zman-
jSajo napovedno to¢nost modela [1, 16].

Pomemben izziv predstavljata tudi posploSevanje mod-
elov in prenos v druge laboratorije. Model, ki dosega od-
licne rezultate pri analizi slik iz enega laboratorija, lahko
pri analizi drugih slik napoveduje bistveno slabse zaradi
razlik v pripravi vzorcev ali zajemu slik. Izdelava lastne
uéne mnoZice pa je izjemno ¢asovno zahtevna, saj ne
zahteva samo veliko ro¢nega dela v laboratoriju z gojen-
jem kolonij, ampak tudi za racunalnikom pri oznacevanju
slik [16]. Zato raziskovalci namenjajo vse vec pozornosti
vzpostavitvi bolj raznolikih podatkovnih mnozic in us-
treznim metodam bogatenja [1].

Se zadnji vegji izziv pred vpeljavo sistemov za samodejno
dolocanje kolonij v rutinsko diagnostiko pa predstavlja
vzpostavitev sistema za ustrezno validacijo in skladnost z
regulativnimi zahtevami. Modeli morajo izkazati primer-
ljive rezultate z ocenami izkuSenih mikrobiologov in Sele
takrat bo lahko postala umetna inteligenca pomembna
podpora pri vsakodnevnem delu mikrobioloskih labora-
torijev.

Prakti¢ni primer klasifikacije mikrobnih kolonij

V tem delu ¢lanka se bomo iz sploSne teorije o nevronskih
mrezah in njihovi uporabni vrednosti v biologiji premaknili
na prakticen primer uporabe racunalniskega vida za de-
tekcijo in doloditev vrste bakterijskih kolonij, na katerem
smo delali v okviru tekmovanja RIS. Tekmovanje v razvoju
novih analitskih metod v medicini je vsakoletni dogodek,
ki ga organizirata Drustvo matematikov, fizikov in astrono-
mov Slovenije (DMFA) ter programska skupina Medicin-
ska fizika UL FMF. Osrednja tema letoSnjega tekmovanja
je bila segmentacija in klasifikacija bakterijskih kolonij s
pomocjo rac¢unalniskega vida.

Cilj obeh krogov tekmovanja je bil enak, tj. vsaki sliki do-
deliti pravilno oznako vrste bakterije. V prvem krogu smo
za lociranje posameznih kolonij na RGB-sliki uporabili YO-
LO-seg, tj. model za segmentacijo primerkov, ki za vsako
zaznano kolonijo predlaga toc¢en okvir, razred in stopnjo
zaupanja. Te posamezne detekcije smo nato zdruZili v
eno samo klasifikacijsko odlocitev za celotno sliko. V dru-
gem krogu smo prejeli hiperspektralne slike, pri katerih

je locitev kolonije od agarja Ze izvedel organizator tek-
movanja; nasa naloga je bila zato izklju¢no klasifikacija,
brez potrebe po lastni detekciji ali segmentaciji.

Kako se sploh lotiti oznacevanja kolonij?

V prvem krogu tekmovanja je bila nasa naloga, da smo
iz barvnih slik petrijevk pripravili model, ki je bil zmoZen
lo¢evanja med osmimi bakterijskimi vrstami, kontam-
inacijami in praznimi petrijevkami. Odlocili smo se, da
bomo delali v programskem jeziku Python. Ker je (dobro)
delovanje modela zelo pogojeno z vhodnimi podatki,
smo se kot ekipa odlocili, da bomo ro¢no oznacili vsako
posamezno kolonijo, kot je prikazano na sliki 3. Pri tem
smo se odlocili za poligonsko oznacevanje COCO, saj nam
to omogoca natancen zajem oblike kolonije in pozneje
sluzi kot eden izmed pomembnih faktorjev pri segment-
aciji. Oznake, ki so definirale obliko vsake kolonije na sliki,
smo pretvorili iz univerzalnega zapisa COCO (poligoni v
absolutnih pikslih) v zapis YOLO, ki ga uporablja nas model
s koordinatami, normaliziranimi med 0 in 1.

Bogatenje podatkov

Preden smo lahko zaceli bogatiti podatke, smo se spo-
prijeli z neenakomerno razporeditvijo po vrstah in z zelo
majhnim vzorcem razredov bakterijskih kolonij. Celoten
vzorec je bil sestavljen iz 85 slik petrijevk, pri ¢emer so
imele dolo¢ene vrste samo Sstiri slike, ena pa celo 21. Za
model to ni nepomembna podrobnost. Kot smo omenili v
teoreticnem delu, se pri premajhnem in neuravnotezen-
em u¢nem vzorcu model namesto splosnih vzorcev hitre-
je prilagodi Sumu in naklju¢nim posebnostim konkretnih
primerov, kar poslabsa posploSevanje na testnih slikah, ki
jih model med u¢enjem ni videl. Ta problem smo resevali
z bogatenjem. V nasem primeru smo slike rotirali, dodajali
ter odvzemali svetlost in kontrast, dodajali Sum in zam-
eglili slike, dokler iz 85 slik petrijevk nismo dobili vec kot
3.000 slik kolonij, ki so bile zdaj izenacene po razredih.

Ucenje modela in dolocevanje kolonij

Po pripravljenih vhodnih podatkih smo se lahko lotili u¢en-
ja modela na Arnesovem superracunalniku, do katerega
smo imeli dostop med tekmovanjem. Kot model smo upo-
rabili model YOLOv8x-seg podjetja Ultralytics, razvitega za
hitro detekcijo objektov na slikah. Pripona -seg oznacuje
segmentacijsko razli¢ico modela, ki namesto da bi samo
oznacil pravokotni okvir okrog detektiranega objekta, za
vsak detektiran objekt napove natancno obliko. To je bilo
za na$ problem klju€no, saj so bakterijske kolonije nepravil-
nih, okroglih oblik razli¢nih velikosti in bi pravokotni okvir
poleg kolonije nujno zajel tudi del okoliskega agarja, kar bi
model motilo pri u¢enju znacilk posamezne vrste. Ucenje
je potekalo 100 epoh pri velikosti slike 640 x 640 pikslov
in pri velikosti paketa 8. Podatki so bili razdeljeni 70 % za
ucenje, 15 % za validacijo in 15 % za testiranje; enako je
bilo v drugem krogu. Podatki za testiranje so uporabljeni
izklju¢no za testiranje kon¢ne uspes$nosti, medtem ko so
podatki za validacijo igrali klju¢no vlogo pri sprotnem pri-
lagajanju modela.



Napoved vrste bakterijskih kolonij je temeljila na detekciji
kolonij, za katere je imela nevronska mreza dolo¢eno sto-
pnjo zaupanja (angl. confidence), kot je prikazano na sliki
3. Nato smo za vsak razred sesteli vrednosti zaupanja vseh
detekcij in izbrali razred z najvisjo vsoto, kar je bila potem
na$a napoved. Ce ni bilo detektiranih kolonij, je to pome-
nilo, da je petrijevka prazna.

Rezultati prvega kroga

Na novih podatkih se je nas model izkazal z 38,0 % klasifik-
acijsko to¢nostjo, kar je skoraj 3,5-krat vec, kot e bi se od-
local naklju¢no, vendar veliko manj kot izkusen strokovn-
jak za to podrocje. Menimo, da je bila ena izmed glavnih
omejitev, kot Ze prej opisano, majhnost in nereprezenta-
tivnost vzorca ter omejena koli¢ina podatkov, ki jih lahko
nevronska mreza izIusci iz slike. Tak primer je bles¢ kolonij
pod svetlobo, ki ga je ¢lovek zmozZzen »odmislitic, medtem
ko ga nevronska mreZa obravnava kot enakovredno infor-
macijo.

Kaj je hiperspektralno slikanje?

Hiperspektralno slikanje je neinvazivna tehnika, ki za vsak
slikovni element (piksel) zajame zvezen spekter odbite
svetlobe v velikem Stevilu ozkih spektralnih pasov, s ¢im-
er zdruzuje prostorsko in spektralno informacijo [17]. V
nasem primeru je bil razpon valovnih dolzZin od 450 do 950
nm, zajet v 184 spektralnih kanalih s povprecnim korakom
priblizno 2,7 nm, kar nam omogoca, da lahko analiziramo
razlike v opti¢nih lastnostih materialov, ki se nahajajo tudi
zunaj nasega vidnega polja. Metoda nudi visoko loc€ljivost,
zaradi Cesar se uveljavlja na podrocjih bioloskih ali okol-
jskih znanosti [17].

Predobdelava hiperspektralnih podatkov

Za ucenje modelov smo pridobili 659 segmentiranih slik
bakterij osmih razli¢nih vrst. Podobno kot v prvem delu
tekmovanja smo tudi zdaj namenili ociten del ¢asa pre-
dobdelavi slik. V prvem koraku smo ohranili samo piksle
z vrednostjo vecjo od —0,5, saj smo tako locili kolonijo od
agarja, preostale vrednosti pa omejili na razpon [0-1,5],
saj prava reflektanca ne more biti negativna, obenem pa
zgornji rob prepreci obstoj osamelcev, ki bi lahko popaci-
li nadaljnjo normalizacijo. Ker je oblika kolonije elipsasta,
je signal kolonije proti njenemu robu sestavljen iz ve¢jega
dela podlage. Da bi izolirali signhal kolonije brez Suma ozad-
ja, smo se posluZzili rezanja roba kolonij, ki smo ga izvedli z
zavrzenjem pikslov, katerih vsota vrednosti signala ¢ez vse
valovne dolZine (integral spektra) pade pod 10. percentil
vseh vsot. Temu je sledila normalizacija SNV (angl. Stand-
ard normal variate), katere ucinek je bil, da smo presli iz
absolutnih reflektanc piksla na relativna razmerja med val-
ovnimi dolZinami, zaradi ¢esar postanejo oblike spektrov
pomembnejSe kot sama vrednost signala. Za tem smo iz-
racunali priblizek prvega odvoda spektra vzdolz valovnih
dolZin z metodo centralnih diferenc, ki je v CNN poleg nor-
maliziranega spektra sluzil kot drugi vhodni kanal. Odvod
poudari lokalne spremembe med sosednjimi valovnimi
dolZinami, zaradi Cesar je model poleg absolutne oblike

spektra prejel Se informacijo o hitrosti njegovega sprem-
injanja, kar je prispevalo k bolj informativnemu vhodu
za laZje razlikovanje med razredi (slika 4). Podatke smo
bogatili z izpadom naklju¢nih spektralnih kanalov, doda-
janjem spektralnega Suma in z blago sinusno popacitvijo
spektra. Klju¢ni korak pa je bilo vzoréenje 1.500 nakljuc¢nih
pikslov iz vsake kolonije, saj je tako vsaka slika namesto
enega samega povprecnega spektra prispevala do 1.500
locenih ucnih primerov, ki si delijo isto oznako, kar je u¢no
mnoZico iz nekaj sto slik razsirilo na vec sto tiso¢ pikselskih
spektrov. Poleg tega smo med uéenjem vsakemu paketu
podatkov ob vsakem koraku dodali Sibek Gaussov Sum,
kar je delovalo kot dodatna oblika bogatenja podatkov.

spektralni kanal: 624 nm 1. odvod: 624 nm
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Slika 4: Spektralni kanal hiperkocke bakterijske kolonije pri dveh
izbranih valovnih dolZinah (624 nm in 902 nm). Na levi je prikazana
surova reflektanca, pri ¢emer temno vijoli¢ni vogali predstavljajo
maskirano okolico kolonije. Na desni pa je prikazana pripadajoca
vrednost prvega odvoda pri isti valovni dolZini, pri ¢emer modra barva
nakazuje negativen naklon spektra, rdeca pa pozitivnega.

Arhitektura modela

Pot do koncne arhitekture ni bila neposredna. Najprej smo
preizkusili naklju¢ni gozd na povprecnem spektru koloni-
je in nato ResNet34 s prilagojenim vhodom, a nobeden
izmed pristopov ni bil dovolj natancen. Iz teh neuspehov
se je porodila ideja: namesto cele kolonije naenkrat posk-
usimo klasificirati posamezne piksle. Na podlagi prejsnjih
pristopov smo se odlocili za vzoréenje 1.500 nakljucnih
pikslov bakterijske kolonije, e jih je imela manj, pa smo
vzorcili isti piksel veckrat, dokler nismo nabrali 1.500
vzorcev. Model za vsak piksel prejme dva kanala, enega
za spekter SNV, drugega za njegov prvi odvod. Namesto
dvodimenzionalne konvolucije, ki smo jo uporabili pri ana-
lizi slik, tukaj uporabimo enodimenzionalno konvolucijo,
pri kateri filter drsi vzdolZ valovnih dolZin spektra enega
piksla. Stevilo filtrov se skozi zaporedne konvolucijske
plasti veca (64 - 128 - 256 - 512), kar ustrezno poveca

tudi globino aktivacijskega volumna po vsaki plasti, zaradi
Cesar lahko vsaka naslednja plast zazna Se kompleksnejse
vzorce v spektru. Po vsaki plasti sledi zdruZevalna plast z
maksimizacijo, ki zmanjsa dolZino zaporedja z izborom na-
jmocnejsih signalov, to pa poskrbi, da se nevronska mreza
osredinja le na najizrazitejSe znacilke. Poleg tega upora-
bimo Se paketno normalizacijo, ki stabilizira u¢enje z nor-
malizacijo vrednosti med plastmiin ReLU. Vmes je dodana
tudi funkcija izpustne plasti, ki med ucenjem naklju¢no
izklopi del nevronov, kar prepreci, da bi priSlo do pre-
komernega prilagajanja, in ga sili, da se nauci splosnejsih
vzorcev. Izhod modela za en piksel smo dolocili s funkcijo
softmax, pri ¢emer izhod modela ni ena sama bakterijs-
ka vrsta, ampak verjetnostna porazdelitev ¢ez vseh osem
razredov. Verjetnost povprec¢imo ¢ez 1.500 pikslov in dobi-
mo eno samo skupno porazdelitev za celotno kolonijo, na
kateri izberemo razred z najvisjo povprec¢no vrednostjo.

Analogija glasovanja: Iz ene same slike kolonije smo pri-
dobili 1.500 neodvisnih »glasov« za koncno odlocitev.
To je podobno, kot bi namesto enega samega zdravnika

o diagnozi odlocalo 1.500 zdravnikov, kon¢na diagnoza
pa bi bila njihova povprec¢na ocena.

Ucenje modela

Model smo ucili 40 epoh, podatki pa so bili razdeljeni s
5-kratno shemo StratifiedKFold, ki podatke razdeli na pet
delov, pri ¢emer vsak del vsebuje sorazmerno enak delez
vsakega razreda (»stratified«), kar je pomembno, ker je
bilo v vsakem delu okoli 50 % vzorcev iste vrste. Brez strati-
fikacije bi lahko imeli posamezni deli zelo neuravnotezeno
zastopanost razredov, kar bi popacilo oceno uspesnosti
modela. Za ucéenje smo uporabili optimizator utezi Ad-
amW. Uporabili smo Se CosineAnnealinglLR, ki je razpore-
jevalnik hitrosti u¢enja in nadzoruje, kako hitro se sprem-
injajo spremembe uteZi skozi ucenje. Na zacetku ucenja je
tako hitrost uéenja visja, kar omogoci hitro grobo iskanje
dobrih uteZi, sCasoma pa se hitrost u¢enja zmanjsa, kar v
poznejsih korakih omogoci bolj fino uglasevanje optimal-
nih utezi.

Rezultat drugega kroga

Na koncu je bil nas nauceni model zmoZen klasificirati
bakterijske kolonije, ki jih prej Se ni videl, s 94,6-odstotno
klasifikacijsko to€nostjo. V primerjavi s prvim krogom je to
ociten preskok v kakovosti nasega modela, ki je neposred-
no povezan z drugacnimi vhodnimi podatki. Informacije,
ki so jih zajele hiperspektralne kamere, so razkrile razlike,
ki jih z golim ocesom ali navadno RGB-sliko ne bi opazili. V
primerjavi z rocnim doloc¢anjem se metoda izkaZe za hitre-
jS0, saj smo lahko po izdelavi modela klasificirali na dese-
tine slik bakterijskih kolonij skoraj v trenutku. Ne glede na
hitrost in primerljivo klasifikacijsko to¢nost nasega mod-
ela pa je veliko teZje oceniti zanesljivost modela v robnih
ali neobicajnih primerih, saj je nas sistem ¢rna Skatlica,
katerega odlocitve niso neposredno razloZljive in je lahko
podvrzen neznanim motnjam, ki bi jih izkusen mikrobiolog
pri roénem pregledu mogoce opazil in ustrezno uposteval.
Vsekakor integracije sistemov globokega ucenja v stand-
ardne (mikro)bioloSke prakse kaZejo obetavne rezultate in
moznosti vkljucitve v Ze vzpostavljene sisteme, v katerih
bi ¢lovek prevzel vlogo validiranja rezultatov nevronskih
mrez, kar bi mocno pospesilo pridobivanje rezultatov in
mu drasti¢no olajsalo delo.

Zakljucek

Strojno ucenje se je izkazalo za ucinkovit pristop pri
reSevanju izzivov segmentacije in klasifikacije mikrobnih
kolonij s pomoc¢jo RGB in hiperspektralnih slik. Pristop z
uporabo nevronskih mrez se izkaze za zanimivega zaradi
hitrosti delovanja, visoke klasifikacijske to¢nosti in nein-
vazivnosti metode, vendar odpira nova vprasanja o vali-
daciji takSnih sistemov. Pridobivanje zadostne koli¢ine
reprezentativnih podatkov za udenje ostaja eden izmed
glavnih izzivov na tem podrocju, prav tako tudi sama
standardizacija zajema podatkov. Nasa pot skozi oba kroga
tekmovanja je hkrati pokazala, kako mo¢no lahko narava
vhodnih podatkov vpliva na uspeSnost modela. Z RGB-
slikami in arhitekturo YOLO smo dosegli 38-odstotno kla-
sifikacijsko to¢nost, medtem ko nam je prehod na hipers-
pektralne podatke in prilagojeno 1D-arhitekturo omogocil
skok na 94,6-odstotno klasifikacijsko to¢nost.
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1ZVLECEK

Narascajoca odpornost bakterij proti antibiotikom in zmanjSana ucinkovitost protimikrobnega zdravljenja okuzb, pov-
ezanih z biofilmi, predstavljata vse vedji izziv, kar spodbuja razvoj novih terapevtskih pristopov. Obetavno alternativo
predstavlja uporaba plenilskih oziroma »vampirskih« bakterij rodu Bdellovibrio, ki napadajo predvsem Gram-negativne
bakterije. Po prepoznavi in pritrditvi na bakterijski plen prodrejo skozi njegovo celicno ovojnico, se naselijo v peri-
plazemskem prostoru, tam rastejo in se razmnozujejo, nato pa se z lizo gostiteljske bakterije sprostijo kot nove plenilske
celice. Ta edinstveni Zivljenjski cikel bi lahko izkoristili kot strategijo, pri kateri bi bakterije rodu Bdellovibrio sluZile kot
»ziv antibiotik« za zdravljenje lokalnih in sistemskih okuzb. Bakterije rodu Bdellovibrio lahko prispevajo k omejevanju
Sirjenja odpornosti proti antibiotikom, izboljSanju prodiranja antibiotikov v biofilme in njihovi razgradnji. Poleg izko-
ris¢anja naravnih plenilskih lastnosti bi omenjene bakterije lahko dodatno izboljsali s sodobnimi inZenirskimi pristopi,
pri katerih bi jih prilagodili za bolj usmerjeno, ucinkovito ali kombinirano protimikrobno delovanje. Kljub stevilnim
moznostim uporabe bakterij rodu Bdellovibrio na razli¢nih podrocjih medicine ostaja uporaba pri ljudeh v zgodnji fazi
razvoja ter zahteva nadaljnje raziskave varnosti, ucinkovitosti in klinicne izvedljivosti.

Uvod

Razvoj novih antibiotikov ne sledi hitrosti naras¢anja od-
pornosti bakterij, kar predstavlja pomemben izziv javne-
ga zdravstva po vsem svetu. Veckratno odporne bakterije
glede na raziskave povzrocajo 27 % daljso hospitalizacijo,
33 % visje stroske in kar 62 % viSjo smrtnost v bolnisnicah
[1]. Vsako leto v drZzavah EU/EGP umre vec kot 35.000 ljudi
zaradi bolezni, povzrocenih z odpornimi bakterijami [2],
svetovno breme pa je Se vecje, in sicer vsaj 700.000 smrti.
Studije ocenjujejo, da bi bilo brez sprejetja ukrepov do leta
2050 po svetu letno ogrozenih 10 milijonov Zivljenj, skup-
na ekonomska skoda pa bi dosegla okoli 87 bilijonov evrov
[3]. Raziskovalci zato iS¢ejo nove pristope za obvladovanje
bakterijskih okuzb. Med obetavnimi moznostmi so plenil-
ske bakterije, ki za svoje preZivetje ali razmnozevanije izko-
riscajo druge bakterije, pri cemer odpornost proti antibio-
tikom sama po sebi ne zagotavlja zascite pred plenjenjem
[4-7].

Plenilske bakterije so pomemben dejavnik pri oblikovanju
bakterijskih zdruzb v kopenskih in vodnih ekosistemih; raz-
vile so razlicne strategije prepoznavanja, napada in izko-
riscanja plena. Medtem ko nekatere uporabljajo strategijo
volc¢jega krdela oziroma skupinskega plenjenja, so druge
popolnoma odvisne od samostojnega lova [8]. Glede na
nacin interakcije s plenom lahko razlikujemo endobiotsko
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plenjenje, pri katerem plenilec vstopi v celico plenain se v
njej razmnoZzuje, epibiotsko plenjenje, pri katerem ostane
na njeni povrsini, in transbiotsko plenjenje, pri katerem
plenilske bakterije izlocajo liticne dejavnike in izkoriscajo
sprosceno celicno vsebino [4].

Ena najbolje raziskanih plenilskih bakterij je Bdellovibrio
bacteriovorus, ki jo zaradi napada na bakterijski plen in iz-
koris¢anja njegovih hranil za lastno rast pogosto opisujejo
tudi kot »vampirsko bakterijo« [8]. Odkrita je bila pred veé
kot 60 leti, v zadnjem c¢asu pa se povecuje zanimanje za
njeno potencialno biomedicinsko uporabo. Zaradi Siroke-
ga nabora po Gramu-negativnih bakterij, ki jih lahko pleni,
jo raziskujejo kot mogoc »Zivi antibiotik« proti povzrocitel-
jem okuzb, vklju¢no z veckratno odpornimi sevi, pa tudi
za odstranjevanje biofilmov [5] in druge biotehnoloske
aplikacije [9]. Poleg medicine so preucevali tudi njeno
uporabo pri bioloskem zatiranju bakterijskih patogenov v
kmetijstvu in ribogojstvu ter pri sproscanju znotrajceli¢nih
produktov v biotehnoloskih procesih [9].

Namen tega clanka je predstaviti plenilsko bakterijo B.
bacteriovorus kot obetavno alternativo za omejevanje
okuzb, ki jih povzrocajo po Gramu-negativne bakterije, ter
osvetliti izbrane novejse raziskave, ki kazejo na narasca-
joCe zanimanje za njen (terapevtski) potencial.

Zivljenjski cikel

B. bacteriovorus je po Gramu-negativna, monotriha in
obligatno aerobna bakterija velikosti priblizno 0,3-0,5 x
0,5-1,4 um. Sposobna je endobiotskega plenjenja drugih
po Gramu-negativnih bakterij, od katerih je odvisno tudi
njeno razmnoZevanje [4]. Njen Zivljenjski cikel sestavljata
dve jasno loceni fazi: napadalna faza, v kateri Zivi kot pros-
toziveca in nerazmnozujoca se celica, ter od plena odvisna
reproduktivna faza [10].

V napadalni fazi je celica asimetri¢na, z bickom na enem
celicnem polu in s pili na drugem. Bicek ji omogoca hitro
gibanje in olajsa iskanje plena, pili pa imajo klju¢no vlogo
priplenjenju [10]. Doseze lahko hitrost nad 160 um/s, in ko
s kemotakso naleti na primeren plen, se pritrdi na njegovo
zunanjo membrano in prodre v periplazemski prostor, ne
da bi pri tem posSkodovala citoplazemsko membrano ple-
na. Po vstopu povzroci preoblikovanje plasti peptidoglika-
na in s tem celico plena spremeni v zaobljeno strukturo,
imenovano bdeloplast. TakSno preoblikovanje prepreci
prezgodnjo lizo plena ter plenilski bakteriji zagotovi zascit-
en prostor za rast in razmnoZevanje [4].

S tem se zacne reproduktivna faza, v kateri B. bacterio-
vorus v periplazmi plena raste v obliki podolgovatega
filamenta in razgrajuje njegove celicne komponente, ki
jih uporablja kot vir hranil za svojo rast [5, 10]. Ko izrabi
razpoloZljiva hranila, za¢ne delitev: pri plenjenju manjsih
celic tvori dve héerinski celici, pri plenjenju vecjih celic pa
tri ali ve¢ potomcev [10]. Stevilo nastalih potomcev je od-
visno od velikosti plena in s tem od koli¢ine hranil, ki so
plenilski bakteriji na voljo med rastjo [8]. Ob koncu repro-
duktivne faze se z delovanjem liti€nih encimov razgradi
celiéna stena plena, bdeloplast lizira, novonastale plenil-
ske celice pa se sprostijo v okolje. Te ponovno preidejo v
gibljivo napadalno fazo in za¢nejo iskati nov plen, s ¢imer
se zivljenjski cikel ponovi [4].

Plenjenje B. bacteriovorus zahteva usklajeno delovanje
molekularnih mehanizmov, ki omogocajo prepoznavo ple-
na, vstop vanj in njegovo konéno lizo. Signalne poti pri tem
usklajujejo vezavo na plen, delovanje liti¢nih encimov in
preoblikovanje plena ter tako omogocajo nadzorovan pre-
hod iz napadalne v reproduktivno fazo [4].

B. bacteriovorus kot »Zivi antibiotik«

Zaradi vse pogostejSe odpornosti povzrociteljev okuzb na
antibiotike se povecuje potreba po alternativnih pristopih.
Ena izmed mozZnosti je uporaba bakterije B. bacteriovorus
kot »Zivega antibiotika«. Zaradi njene sposobnosti plen-
jenja po Gramu-negativnih bakterij, kot so: Escherichia
coli, Vibrio vulnificus, Pseudomonas aeruginosa in Yersinia
pestis, bi lahko predstavljala alternativo ali dopolnilo pri
zdravljenju okuzb, pri katerih je ucinkovitost antibiotikov
zmanjsana. UspesSnost njene uporabe je odvisna tudi od
vrste in mesta okuZbe, saj mora plenilec priti v stik s pov-
zroCiteljem, ohraniti svojo aktivnost in delovati ob pris-
otnosti oz. sinergisticno z imunskim sistemom gostitelja.
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Terapevtski potencial B. bacteriovorus je zato preucevan
v razlicnih modelih sistemskih, respiratornih in lokalnih
okuzb [11-13].

Sistemske okuzbe predstavljajo poseben izziv, saj se lah-
ko povzroditelj z mesta vstopa razsiri v notranje organe
in povzroCi smrt gostitelja. Za uspesno uporabo »Zivega
antibiotika« zato ni dovolj, da plenilska bakterija patogen
unic¢uje v pogojih in vitro, ampak mora njegovo Sirjenje
omejiti tudi v Zivem organizmu. Tak terapevtski pristop je
bil opisan pri sistemski okuzbi z bakterijo Yersinia pestis
C092, pri kateri je uporaba B. bacteriovorus HD100 pov-
eCala prezivetje miSi SKH-1 in zmanjsala Sirjenje povz-
rocitelja z mesta okuzbe. Pri veclini prezivelih Zivali v vranici
ni bilo mogoce zaznati zZivih celic Y. pestis, kar nakazuje na
to, da lahko plenilska bakterija prispeva ne le k lokalnemu
zmanjsanju koli¢ine patogena, ampak tudi k omejevanju
njegovega Sirjenja po organizmu [11].

Terapevtski odziv se je med razli¢nimi linijami misi razlik-
oval, saj pri misih Balb/c v predhodnem poskusu zascitne-
ga odziva niso zanesljivo potrdili. To nakazuje, da izid zdra-
vljenja ni odvisen samo od sposobnosti B. bacteriovorus za
plenjenje, ampak tudi od genetskega ozadja in imunskega
odziva gostitelja. Zas¢itni mehanizem Se ni pojasnjen, zato
ni znano, kolikSen delez ucinka je posledica neposrednega
plenjenja Y. pestis in kolikSen sodelovanja imunskega sis-
tema. Poleg tega je bila plenilska bakterija prvi¢ vnesena
ze pred okuzbo, zato rezultati ne dokazujejo ucinkovitosti
zdravljenja Ze razvite sistemske okuzbe. B. bacteriovorus
tako predstavlja obetaven pristop za omejevanje sistem-
skega Sirjenja patogena, pri njegovi terapevtski uporabi
pa bo treba v prihodnje doloditi ustrezen cas aplikacije ter
bolje razumeti interakcije med plenilsko bakterijo, povz-
rociteljem okuzbe in imunskim sistemom gostitelja [11].
Respiratorne okuzbe, zlasti plju¢nice, ki jih povzrocajo
proti antibiotikom odporne po Gramu-negativne bak-
terije, predstavljajo pomemben terapevtski izziv, saj je
ucinkovitost obstojec¢ih antibiotikov pogosto omejena.
Ceprav B. bacteriovorus ucinkovito pleni po Gramu-nega-
tivne bakterije, je njegova uporaba pri zdravljenju plju¢nih
okuzb omejena, saj ga po vnosu v pljuca lahko fagocitirajo
plju¢ni makrofagi. S tem namenom je bil razvit inhalacijski
nosilec v obliki velikih poroznih mikrosfer iz kopolimera
mlecne in glikolne kisline (PLGA), ki zaradi velikega ge-
ometrijskega premera zmanjSujejo privzem na strani mak-
rofagov, zaradi majhnega aerodinami¢nega premera in vi-
soke poroznosti pa omogocajo odlaganje globoko v pljucih
in postopno sprosc¢anje B. bacteriovorus. Tak pristop je v
misjem modelu pljuénice pokazal zmanjSano bakterijsko
breme seva divjega tipa in proti meropenemu odpornega
seva P. aeruginosa v primerjavi s prosto raztopino B. bac-
teriovorus, hkrati pa zmanjsal vnetni odziv, omejil poSkod-
be plju¢nega tkiva in izboljSal dihalno funkcijo, nasi¢enost
krvi s kisikom in telesno zmogljivost Zivali. Ustrezno zasno-
vani nosilci torej lahko pomembno izboljsajo terapevtski
potencial B. bacteriovorus pri zdravljenju okuzb dihal, ki



jih povzrocajo po Gramu-negativne bakterije [12].
Okuzbe opeklinskih ran so pogosto povezane z dolgo-
trajnim zdravljenjem in predstavljajo ugodno okolje za
razrast bakterij, zato se kot mogoca alternativa obsto-
jeCemu zdravljenju kaze tudi uporaba plenilskih bakterij.
Na misjem modelu opeklinske rane, okuzene z bakterijo P.
aeruginosa, je lokalna aplikacija B. bacteriovorus vplivala
na zmanjsanje bakterijskega bremena skozi celotno obd-
obje spremljanja in preprecila ponovno povecanje Stevila
bakterij v poznejsih fazah zdravljenja, ki so ga opazili v
kontrolni skupini in skupini, zdravljeni z meropenemom.
HistoloSke analize so pokazale zgodnejSo migracijo fibro-
blastov, izrazitejSo epitelizacijo in krajSe trajanje vnetne
faze. Povecano izrazanje genov za transformirajoci rastni
dejavnik beta 1, vaskularni endotelijski rastni dejavnik in
kolagen tipa | je bilo skladno z okrepljeno angiogenezo,
tvorbo kolagena in obnovo poskodovanega tkiva. Poleg
protibakterijskega ucinka je uporaba B. bacteriovorus pri
okuzenih opeklinskih ranah ugodno vplivala tudi na pro-
cese celjenja poSkodovanega tkiva [13].

B. bacteriovorus so zaznali tudi v ¢revesni mikrobioti zdra-
vih ljudi [14], novejsa raziskava pa je iz ¢loveskih fekalnih
vzorcev izolirala Zive in plenilsko aktivne seve te vrste [15].
To kaze, da je B. bacteriovorus lahko naravno prisoten v
¢loveskem prebavnem traktu, vendar samo po sebi Se ne
dokazuje varnosti njegove terapevtske uporabe. Predklin-
ine raziskave so pokazale, da seva 109J in HD100 nista
bila citotoksi¢na za pet preucevanih ¢loveskih celi¢nih lin-
ij, v Stirih od petih pa nista povzrocila izrazitega povecanja
proinflamatornih citokinov [16]. Tudi po intranazalnem
ali intravenskem vnosu pri misih niso opazili zmanjsanja
prezivetja ali patoloskih sprememb tkiv, vnetni odziv pa
je bil prehoden [17]. Po intravenskem vnosu se je kolici-
na B. bacteriovorus v misSih postopoma zmanjsevala, po
20 dneh pa plenilskih bakterij niso ve¢ zaznali [17]. Kljub
spodbudnim predklini¢nim rezultatom bo treba pred klin-
icno uporabo natanéneje raziskati varnost, ¢as zadrzevan-
ja in odstranjevanja B. bacteriovorus iz organizma ter
njegove interakcije z imunskim sistemom in mikrobioto
gostitelja.

B. bacteriovorus predstavlja velik terapevtski potencial
za zdravljenje razliénih vrst bakterijskih okuzb. Poleg ne-
posredne terapevtske uporabe se vse ve¢ pozornosti na-
menja tudi drugim potencialnim nadinom uporabe tega
plenilskega mikroorganizma, ki bi lahko dodatno prispe-
vali k ucinkovitejSemu obvladovanju bakterijskih povz-
rociteljev [11-13].
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Omejevanje Sirjenja odpornosti proti antibiotikom
Ker B. bacteriovorus pleni razlicne po Gramu-negativne
bakterije, med njimi tudi seve, odporne proti antibiotikom,
bi njegova uporaba v okviru alternativnih protimikrobnih
strategij lahko zmanjsala potrebo po klasi¢nih antibiotikih
in s tem selekcijski pritisk, ki spodbuja razvoj ter ohranjan-
je odpornosti. Samo unicenje odporne bakterije pa Se ne
odpravi nevarnosti, ki jo predstavlja njen genski material.
Ob lizi celice se namrec lahko v okolje sprosti DNA, v kateri
so lahko geni za odpornost. Ti so lahko vkljuéeni v bakteri-
jski kromosom ali pa se nahajajo na plazmidih, ki se lah-
ko med bakterijami prenasajo s horizontalnim prenosom
genov. Po lizi celice lahko spros¢ena DNA v okolju vztraja
tudi po smrti izvorne bakterije, nekatere naravno kompe-
tentne bakterije pa jo lahko sprejmejo s transformacijo
in s tem pridobijo odpornost. Pri pristopih, katerih cilj je
poleg zdravljenja okuzbe tudi omejevanje nadaljnjega Sir-
jenja odpornosti, je zato smiselno uni¢enje odpornih bak-
terij zdruziti z razgradnjo sproscenega genskega materiala
[11-13, 18].

Rao in sodelavci so v ta namen pripravili ve¢namenski
konstrukt Ce-PEA@Bdello. Povrsino B. bacteriovorus so
funkcionalizirali s polidopaminom in z razvejanim poli-
etileniminom, na katerega so nato vezali cerijeve(IV) ione
[18].

Povrsinska obdelava ni bistveno zmanjsala viabilnosti in
gibljivosti celic B. bacteriovorus, posamezne komponente
pa so konstruktu zagotovile dodatne funkcionalne lastnos-
ti. Polidopamin ne predstavlja le osnove za vezavo drugih
molekul, ampak deluje tudi kot fototermicni material, ki
ob obsevanju z bliznjo infrardeco svetlobo pretvarja svet-
lobno energijo v toploto, kar okrepi unicevanje bakterij in
poskodovanje biofilmske strukture. Fototermicni ucinek
lahko unici tudi same plenilske bakterije, s ¢imer bi se po
zdravljenju lahko zmanjsalo tveganje njihovega nadaljnje-
ga zadrZevanja v tkivu [18].

Cerijevi(lV) kompleksi konstruktu zagotavljajo aktivnost,
podobno delovanju deoksiribonukleaz, saj kot umetne
nukleaze hidrolitiéno cepijo fosfodiesterske vezi v DNA.
Konstrukt tako poleg zunajcelicne DNA v biofilmskem
matriksu razgrajuje tudi DNA, ki se sprosti po unicen-
ju odpornih bakterij. Raziskovalci so pokazali, da je Ce-
PEA@Bdello razgradil plazmidno in genomsko DNA pro-
ti kanamicinu odporne bakterije P. aeruginosa. Po Stirih
urah ni bilo ve¢ mogoce zaznati niti pomnozka tarénega
zaporedja gena za odpornost proti kanamicinu, medtem
ko konstrukt brez cerijevih ionov takSne razgradnje ni pov-
zrocil [18].

Ucinek so preverili tudi na miSjem modelu opeklinske
rane, okuzene s proti kanamicinu odporno bakterijo P.
aeruginosa. Zdravljenje s Ce-PEA@Bdello in z bliznjo in-
frardeco svetlobo je zmanjsalo Stevilo Zivih bakterij v rani.
Vizluzku gaze, ki je Stiri ure prekrivala rano, po zdravljen-
ju s Ce-PEA@Bdello prav tako niso ve€ zaznali pomnozka
gena za odpornost proti kanamicinu, medtem ko je bil ta v
kontrolnih skupinah Se vedno zaznaven. Konstrukt je tako
zdruzil unicevanje odpornega povzrocitelja in razgradn-
jo njegovega genskega materiala, kar bi lahko zmanjsa-
lo moZnost nadaljnjega Sirjenja odpornosti. Raziskovalci
sicer niso neposredno merili prenosa gena v prejemne
bakterije, zato rezultati dokazujejo predvsem razgradnjo
DNA in potencial za omejevanje horizontalnega prenosa,
ne pa Se neposredno dokazanega preprecevanja Sirjenja
odpornosti [18].

Pri morebitni terapevtski uporabi Zivega bakterijskega ple-
nilca je poleg njegove ucinkovitosti pomembno upostevati
tudi moznost prevzema genskega materiala plena. Dolgo-
trajno gojenje B. bacteriovorus na bakterijskem plenu in
poskusi zaporednega plenjenja niso pokazali zaznavnega
vklju¢evanja kromosomske DNA plena v genom plenilca
[19]. Ker raziskava ni bila usmerjena posebej v gene za
odpornost, moznosti redkih dogodkov horizontalnega
prenosa v drugih pogojih ni mogoce povsem izkljuditi.

Vpliv B. bacteriovorus na biofilme in kombinirano
protimikrobno zdravljenje

Biofilmi so prostorsko organizirane skupnosti bakterij,
obdane z zunajceli¢cnim matriksom, ki ga sestavljajo pred-
vsem polisaharidi, proteini, lipidi in zunajcelicna DNA.
Matriks bakterije sciti pred neugodnimi vplivi okolja, hkra-
ti pa upocasnjuje prehajanje antibiotikov v globlje plasti
biofilma. To je eden izmed razlogov, da so bakterije v bio-
filmu pogosto manj obcutljive za antibioti¢no zdravljenje
kot planktonske bakterije, tudi kadar nimajo pridobljenih
genetskih mehanizmov odpornosti [20].

Bakterija B. bacteriovorus predstavlja obetavno moznost
pri premagovanju teh ovir, saj je v napadalni fazi zelo gi-
bljiva, kar ji omogoca prodiranje skozi gosto strukturo bi-
ofilma. Pri tem izloc¢a hidroliticne encime, ki poskodujejo
zunajceli¢ni matriks in olajsajo dostop do bakterijskih cel-
ic v njegovih globljih plasteh. S plenjenjem lizira po Gra-
mu-negativne bakterije, tudi kadar so vkljuéene v biofilm
[20].

Ceprav po Gramu-pozitivnih bakterij navadno ne pleni,
lahko vpliva tudi na njihove biofilme. Tang in sodelavci so
pokazali, da je sama B. bacteriovorus zmanjsala povrsino
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biofilmov po Gramu-negativnih bakterij za priblizno 70-80
%, biofilmov po Gramu-pozitivnih bakterij pa za priblizno
20-40 % [20]. Podobno so Im in sodelavci pokazali, da sev
HD100 brez neposrednega plenjenja razgrajuje matriks bi-
ofilma S. aureus, iz katerega pridobiva hranila ter poveca
tvorbo in izloc¢anje proteoliti¢nih encimov [21].
Protibiofilmsko delovanje B. bacteriovorus pa ni omejeno
le na razgradnjo Ze oblikovanih biofilmov, ampak lahko
vpliva tudi na njihov nastanek. Monnappa in sodelavci
so pokazali, da so zunajceli¢ni produkti B. bacteriovorus,
predvsem izlo¢ene proteaze, zmanjsali nastanek biofilma
S. aureus za najmanj 75 % in v podobnem obsegu razgradili
Ze oblikovane biofilme [22].

Te lastnosti je mogoce izkoristiti tudi pri kombiniranem
protimikrobnem zdravljenju. Tang in sodelavci so ampici-
lin enkapsulirali v liposome in jih pritrdili na povrsino B.
bacteriovorus. Nastali konstrukt, imenovan ALP@Bdello, je
z aktivnim gibanjem prodiral v biofilm in s seboj prenasal
antibiotik, ki bi sicer v njegove globlje plasti prehajal pred-
vsem s pocasno difuzijo. Med gibanjem skozi biofilm in
ob stiku s plenom je prihajalo do stevilnih trkov, za katere
avtorji predvidevajo, da so spodbujali razpad liposomov in
sproscanje ampicilina [20].

Tak pristop je zdruzil neposredno protibakterijsko delovan-
je B. bacteriovorus in ampicilina. Pri biofilmih po Gra-
mu-negativnih bakterij Escherichia coli in P. aeruginosa so
bakterije B. bacteriovorus neposredno plenile in lizirale
bakterijske celice. Pri biofilmih po Gramu-pozitivnih bak-
terij S. aureus in Streptococcus mutans pa so bakterije B.
bacteriovorus predvsem poskodovale matriks in omogocile
boljSe prodiranje ampicilina, ki je nato deloval protibak-
terijsko. ALP@Bdello je v modelih in vitro povrsino vseh
stirih preucevanih biofilmov zmanjsal za priblizno 90-95 %
ter bil ucinkovitejsi od liposomov z ampicilinom, same ple-
nilske bakterije in njune nepritrjene kombinacije. To kaZze,
da je bila za u¢inek pomembna aktivna dostava antibiotika
z bakterijo, ne le so€asna prisotnost obeh komponent [20].
Konstrukt so preizkusili tudi na biofilmih S. mutans na
zobnih povrsinah in v misjih modelih okuZenih ran, kjer
je pokazal ucinkovito protibakterijsko in protibiofilmsko
delovanje ter spodbudno biokompatibilnost. Pri navadnih
ranah je skoraj popolnoma odstranil E. coli, pri diabeti¢nih
ranah, okuZenih s S. aureus in E. coli, pa je bilo zdravljen-
je povezano s hitrejSim celjenjem [20]. Ti rezultati kazejo
na potencial B. bacteriovorus in njenih zunajceli¢nih pro-
duktov za zaviranje nastanka in razgradnjo biofilmov ter
za uporabo v kombiniranih protimikrobnih terapijah. Kl-
jub obetavnim predklini¢nim rezultatom varnost in ucink-
ovitost taksnih pristopov pri ljudeh Se nista bili raziskani
[20-22].



Zakljucek

Obravnavane raziskave nakazujejo, da ima Bdellovibrio bacteriovorus zaradi naravne
sposobnosti plenjenja po Gramu-negativnih bakterij pomemben potencial za razvoj
novih pristopov za njihovo omejevanje le-teh. V razliénih predklinicnih modelih je B.
bacteriovorus zmanjSala bakterijsko breme, pospesila celjenje okuzenih ran in v mode-
lu sistemske okuzbe povecala preZivetje Zivali. Dodatne moZnosti odpirajo ve¢namen-
ski konstrukti na osnovi B. bacteriovorus, s katerimi je mogoce naravno plenilsko ak-
tivnost bakterij dopolniti z drugimi funkcijami, kot sta razgradnja spro$¢enih genov za
odpornost in izboljSana dostava antibiotikov v biofilme.

Kljub obetavnim rezultatom pa ostajajo tudi pomembne omejitve, saj se uspesnost
plenjenja razlikuje med razlicnimi bakterijskimi vrstami in celo med posameznimi sevi
iste vrste. Poleg tega lahko bakterijski plen z razlicnimi strukturnimi in s fizioloskimi
prilagoditvami zmanjsa obcutljivost za plenjenje, zato bi bilo za razvoj zanesljivih tera-
pevtskih pristopov potrebno boljSe razumevanje interakcij med plenilcem in plenom.
Pred morebitno uporabo pri ljudeh bi bilo treba zagotoviti zadostno obstojnost in ak-
tivnost plenilske bakterije v organizmu, optimizirati naine njene dostave na mesto
okuzbe in podrobneje raziskati dolgorocne ucinke na mikrobioto in imunski sistem
[5]. Nadaljnje predklini¢ne raziskave in nadzorovane klini¢ne raziskave so klju¢ne za
presojo varnosti, ucinkovitosti in izvedljivosti uporabe B. bacteriovorus pri zdravljenju
bakterijskih okuzb [4].
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BAKTERIJSKI DUHOVI:

od strasnih patogenov do pomoc¢nikov v medicini

Kljucne besede: bakterijski duhci, biomedicina, imunski
odziv, cepiva, tar¢na dostava zdravil, sinergisticna
kemoimunoterapija



Kemijske metode

Ceprav metoda genskega inZenirstva ostaja zlati stand-
ard, pa kemijske metode omogocajo pripravo duhcev iz
mikroorganizmov, pri katerih z genom E posredovana liza
ni mogoca, kot so na primer Gram-pozitivne bakterije in
kvasovke. Temeljijo na kratki izpostavitvi bakterijskih cel-
ic nizkim koncentracijam ucinkovin, ki zmotijo integrite-
to celicne membrane, vendar ne porusijo njene celotne
strukture. Gre za spojine, kot so: natrijev dodecil sul-
fat (SDS), natrijev hidroksid (NaOH) in vodikov peroksid
(H202), ki selektivno raztopijo membranske lipide ali pa
osSibijo peptidoglikanske povezave. Najbolj uveljavljena
kemijska metoda se imenuje »sponge-like protocol«, pri
kateri se sproscene citoplazemske vsebine na koncu zne-
bimo s centrifugiranjem [2].

V razliénih ¢lankih pa so pozornost namenili tudi pred
kratkim razviti metodi, s katero so uspesno pripravili du-
hce iz bakterije Salmonella enterica serovar Typhimurium,
ob tem pa nobena celica ni ostala viabilna. Metoda temel-
ji na izpostavitvi celic neionskemu surfaktantu Tween 80
za 24 ur pri 37 °C. Nato za eno uro dodamo mlec¢no kislino,
ki vrednost pH zniza na 3,6 [3]. Tween 80 delno raztopi hi-
drofobne komponente na zunanji membrani, zaradi ¢esar
pride do tvorbe Sibkih mest. Zakisanje z mle¢no kislino na
teh mestih povzroci nastanek lukenj, skozi katere se spros-
ti citoplazemska vsebina [2]. Metoda je preprosta, ceno-
vno ugodna in zagotavlja vecjo varnost produkta, rezultati
pa so ponovljivi [3].

Karakterizacija koncnega produkta

Uspesen nastanek BGs preverimo z uporabo elektronske
mikroskopije, metodami barvanja, biokemijskimi in mol-
ekularnimi testi ter z gojitvenimi metodami. Nastali duhci
morajo biti votli in imeti ohranjene povrsSinske antigene,
zaradi zagotavljanja bioloske varnosti pa nobena celica ne
sme ostati Ziva [2].

S presevno elektronsko mikroskopijo (TEM) opazujemo
intaktne celice s perforacijami na dolo¢enih mestih, ki se
morfolosko razlikujejo od samo mehansko naluknjanih
celic. Z vrsticno elektronsko mikroskopijo (SEM) preveri-
mo, ali so ovojnice ostale gladke in neporusene. Z nega-
tivnim barvanjem potrdimo, da so duhci zares votli, med-
tem ko z uporabo barvil, ki se vezejo na nukleinske kisline,
preverimo, da zadnje zares niso vec€ prisotne v notranjosti
duhcev. S spektrofotometri¢nimi metodami kvantificira-
mo sproscéene nukleinske kisline in proteine. Ohranjenost
antigenskih struktur preverimo s poliakrilamidno gelsko
elektroforezo z natrijevim dodecil sulfatom (SDS-PAGE) in
s prenosom western, z gojitvenimi metodami pa dokonc¢no
potrdimo odsotnost Zivih celic [2].
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Bakterijski duhci in imunski sistem

Zaradi natan¢no nadzorovanega nastanka transmembran-
skih kanalov, skozi katere se sprosti citoplazemska vsebina,
pa povrsina BGs po drugi strani ostane nespremenjena.
Posledi¢no so na njej ohranjene strukture, ki spodbujajo
imunski odziv. To so za patogena znacilni molekulski vzorci
(angl. pathogen-associated molecular patterns; PAMPs),
ki jih imunski sistem dojame kot telesu tuje in potencial-
no nevarne, zato sproZi ustrezen odgovor. Pri Gram-nega-
tivnih bakterijah med PAMPs uvr§¢amo strukture, kot so:
flagelin v bicku, lipopolisaharid (LPS) v zunanji membrani,
lipoprotein (LPP) in peptidoglikan (PGN) v celi¢ni steni.
Prepoznajo jih celice prirojene imunosti s svojimi recep-
torji za zaznavanje vzorcev (angl. pattern recognition re-
ceptors; PRR) [1].

Odziv vodi do dozorevanja antigen predstavitvenih celic
(APCs), kot so: dendriticne celice, makrofagi in limfociti
B. Sprostijo se vnetni citokini in dodatne imunske celice,
zaradi Cesar je odziv Se mocnejsi [2].

LPS je odgovoren za postopno aktivacijo toliénega recep-
torja 4 (TLR4) na APCs. Ob tem pride do aktivacije dveh
glavnih signalnih poti. HitrejSa se imenuje od MyD88 od-
visna pot, pocasnejSa pa od MyD88 neodvisna pot. Prva
vodi do nastanka vnetnih citokinov, kot so interlevkini 1
in 6 (IL-1, IL-6) in dejavnik tumorske nekroze alfa (TNF-a),
medtem ko pri drugi nastanejo interferoni tipa 1. Ti cito-
kini spodbujajo in uravnavajo vnetje, privabljajo imunske
celice in povzrocajo proces programirane celicne smrti
oziroma apoptoze. Tudi PGN in LPP povzrocata nastanek
vnetnih citokinov [1].

Bakterijski bicek je zgrajen iz proteina flagelin. Ta z aktivaci-
jo razli¢nih receptorjev — tako kot LPS — povzroca nastanek
vnetnih citokinov, poleg tega pa spodbuja tudi nastanek
inflamasoma in proces drugacne oblike programirane
celiéne smrti, ki jo spremlja vnetje, tj. piroptoza [1].

APCs in nekatere epitelijske celice pa so sposobne BGs tudi
vnesti v svojo notranjost oziroma internalizirati. Tam pride
do razgradnje in obdelave antigenov, ki jih nosijo BGs.
Nato jih celice predstavijo na svoji povrsini prek poglavit-
nih kompleksov tkivne skladnosti tipa | in tipa Il (MHC-I,
MHC-I1). To spodbudi zorenje razli¢nih tipov limfocitov T:
celic pomagalk (CD4+) in citotoksi¢nih celic (CD8+) [1].

lipopolisaharid
a (LPS)

lipoprotein
(LPP)

peptidoglikan
(PGN)

bicek

lipopolisaharid i :
poprotein
b ('-PS)\‘ (LPP)
o3 /

eooe.

~C D

bicek

peptidoglikan
(PGN)

citoplazemska @
vsebina

Slika 1: Nastanek bakterijskih duhcev. Intaktna bakterijska celica a) in
pripravljen bakterijski duhec b), ki ima ohranjene za patogena znacilne
molekulske vzorce. Opazna je tudi izlo¢ena citoplazemska vsebina. Ust-

varjeno na BioRender.com.

Bakterijski duhci v biomedicini

BGs imajo velik potencial v biomedicini zaradi svoje bi-
oloske varnosti, imunogenosti in praznega prostora v
notranjosti, ki ga je mogoce poljubno napolniti z izbranimi
ucinkovinami. Iz njih lahko izdelamo ucinkovita cepiva, ad-
juvanse in dostavljavce zdravilnih ucinkovin [2].

Cepiva in adjuvansi

Cepiva iz BGs imajo $tevilne prednosti pred drugimi. Ziva
oslabljena cepiva namrec Se vedno predstavljajo tveganje
za ponovno vzpostavitev virulence, na primer s povrat-
no mutacijo. Predstavljajo tudi nevarnost za povzroditev
bolezni pri imunsko oslabljenih posameznikih. Kemijsko
ali toplotno inaktivirana cepiva pa pogosto niso dovolj
imunogena. Toplota ali formaldehid, ki ju uporabljamo za
inaktivacijo, namrec poskodujeta antigene na povrsini cel-
ic. Zato moramo inaktiviranim cepivom dodajati razlicne
adjuvanse. To so snovi, ki pomagajo izzvati mo¢nejsi imun-
ski odziv. Tem tezavam pa se cepiva iz BGs izognejo. Kljub
pripravi BGs z genskim inZenirstvom pravzaprav ne gre za
gensko spremenjene organizme, saj celice niso vec Zive.
Posledi¢no ni nevarnosti za horizontalni genetski prenos
in taka cepiva veljajo za biolosko varna. Zaradi ohranjenih
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PAMPs na svoji povrsini tudi ugodno spodbujajo delovanje
imunskega sistema in zato sama po sebi delujejo kot nar-
avni adjuvansi [2].

S posebnimi postopki pa lahko pripravimo tudi take BGs, ki
na svoji povrsini predstavljajo tuje proteinske antigene. Te
lahko poljubno usmerimo na dolo¢eno mesto na BGs. To
lahko dosezemo z genskim inZzenirstvom, pri ¢emer tarcni
antigen izrazimo kot fuzijski protein skupaj z nekim znacil-
nim membranskim proteinom. Nespecifi¢cno vezavo mol-
ekul antigena na notranjo membrano BGs pa dosezemo
med koinkubacijo [1].

Kot Ze povedano, so nekatere celice sposobne internal-
izacije BGs. To lahko v biomedicini izkoristimo za izdelavo
cepiv DNA [1]. V en BG lahko vnesemo do 6.000 kopij plaz-
midne DNA [2]. Na njej je zapis za poljuben antigen. BGs
Scitijo to DNA pred razgradnjo med potovanjem po telesu
in hkrati spodbujajo imunski odziv. APCs jih nato internal-
izirajo in na podlagi DNA izdelajo antigenski protein, nato
pa ta tarcni antigen predstavijo na svoji povrsini. S tem
omogocijo, da telo proti njemu razvije ustrezen imunski
odziv [1].

Sistemi za tarc¢no dostavo zdravil

BGs so pravzaprav ovojnice s praznim prostorom v notran-
josti. Tega je mogoce napolniti s poljubnimi uéinkovinami,
kot so na primer kemoterapevtiki. BGs izboljSajo stabil-
nost kemoterapevtikov in povecajo njihov vnos v taréne
celice [2]. En tak primer so duhci E. coli Nissle 1917, ki
specifi¢no ciljajo naravna tumorska mikrookolja v ¢reves-
ju. Posledi¢no lahko v BGs vnesemo tudi niZje odmerke
kemoterapevtikov, kot bi jih sicer morali odmeriti pacien-
tom pri navadni kemoterapiji [1].

Sinergisticna kemoimunoterapija z bakterijskimi
duhci

Izjemno zanimiv pa je tudi vidik izrabe dvojne vloge BGs,
ki niso samo pasivni dostavljavci ucinkovin. Poleg tega,
da na taréno mesto prinesejo zdravilno ucinkovino, kot je
kemoterapevtik, ob tem zaradi ohranjenih PAMPs deluje-
jo tudi kot naravni adjuvansi, ki spodbujajo imunski odziv.
Zato so zelo primerni za uporabo v sinergisticni kemoimu-
noterapiji, kar so tudi natancno pokazali v ¢lanku, objavl-
jenem leta 2024. Govori o poskusu z misSmi, ki so ga izvedli
raziskovalci na Kitajskem [4].

Cilj tega poskusa je bil izboljsati zdravljenje pljucnih
metastaz raka dojke pri misih, in sicer z uporabo kemoter-
apevtika paclitaksela, zapakiranega v liposom (LP). Tega so
enkapsulirali v BGs E. coli, te pa so nato Se dodatno ob-
dali z membranami rakavih celic (angl. cancer cell mem-
branes; CCMs). Nato so opazovali protirakavi ucinek tega
pripravka, ki so mu dodelili oznako LP@BG@CCM. Sprem-
ljali so tudi odziv imunskega sistema misi [4].



Kaj so CCMs?

Ker navadna kemoterapija ni dovolj specifi¢na, pride do
poskodb tudi sicer zdravega tkiva. Raziskovalci so zato raz-
vili strategijo, ki temelji na uporabi s celicno membrano
pokritih nanodelcev (angl. cell membrane-coated nano-
particles; CNPs). Ti delci so obdani s plastjo naravno pri-
dobljenih celicnih membran, na katerih so ohranjene pov-
rSinske biomolekule izvornih celic [5].

Izhodis¢ne celice najveckrat pridobimo iz Ze vzpostavl-
jenih celi¢nih linij. Nato z mehansko razgradnjo izoliramo
celicne membrane in z ekstruzijo povzro¢imo, da se or-
ganizirajo okrog izbranih nanodelcev [5].

En tak primer so CCMs. Posnemajo povrsinske lastnosti
rakavih celic, katerih znacilnost je visoka afiniteta za med-
sebojno adhezijo, kar sicer spodbuja razvoj tumorja in
nastanek metastaz. Ravno zaradi te sposobnosti homoti-
pi¢ne vezave so delci, obdani s CCMs, primerni za tar¢no
dostavo kemoterapevtikov [5]. Ker pa so na CCMs prisotne
tudi naravne molekule rakavih celic, ki zavirajo imunski
odziv, so taksni delci pogosto slabo imunogeni [4]. Zato za
boljSo imunostimulacijo v notranjost CCMs dodamo tudi
adjuvanse [5]. V poskusu iz ¢lanka so kitajski raziskovalci
povezali ravno to dvoje.

lzvedba poskusa

Kemoterapevtik paclitaksel so najprej s preprostim postop-
kom enkapsulacije zapakirali v liposome. BGs so pripravili
z metodo genskega inZenirstva, nato pa so zaradi dodatne
varnosti Se z gentamicinom unicili morebitne preostale
Zive celice. CCMs so pripravili iz rakavih celic celi¢ne linije
4T1. Liposome s paclitakselom so v BGs vnesli z elektropo-
racijo, nastale skupke pa so v CCMs vnesli z ekstruzijo [4].
Uspesen nastanek pripravka LP@BG@CCM so preverili z
opazovanjem morfologije s TEM in z merjenjem poten-
ciala zeta. Zadnjega doloca najbolj zunanja ovojnica. Ker
je bil zelo podoben potencialu zeta samih CCMs, so lahko
potrdili uspesnost enkapsulacije. S SDS-PAGE in prenos-
om western so preverijali, ali sta se med pripravo na CCMs
ohranila znacilna membranska proteina CD44 in CD47 [4].
Misim so injicirali celice 4T1 in opazovali razvoj tumorjev
pljunega tkiva. Nato so izbrali bolne misi in jih naklju¢no
razvrstili v skupine. Nato so jim injicirali razlicne pripravke:
fiziolosko raztopino s fosfatnim pufrom (PBS), samo LP,
samo BGs, LP v BGs (LP@BG) in LP v BGs v CCM (LP@BG@
CCM). Po 23 dneh so misi Zzrtvovali in jim odvzeli pljuca ter
vranice za nadaljnje preiskave. Nastete pripravke so prav
tako zmesali s celicami 4T1 v 96-vdolbinskih plos¢ah z na-
menom opazovanja zaviralnega ucinka na rakave celice in
vitro. [4].
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Pomembne ugotovitve poskusa

Protirakavi ucinek in vitro je bil najvecji pri mesanici raka-
vih celicin LP@BG@CCM. Koli¢ina 8 umol/L paclitaksela v
notranjosti pripravka je skoraj popolnoma zavrla rast celic
4T1. Zaradi svoje sposobnosti homotipi¢ne vezave je bil
pripravek LP@BG@CCM najdovzetnejsi za vnos v celice
4T1 in je posledi¢no tudi najbolj u¢inkoval nanje [4].
Pljuca prej bolnih misi, ki so jim injicirali LP@BG@CCM, so
bila po videzu, volumnu in po tezi izjemno podobna zdra-
vim. Prav tako so tu dokazali izrazito povecanje apoptoze
rakavih celic. Z encimskoimunskim testom (ELISA) so v teh
pljucih zaznali tudi povisane ravni vnetnih citokinov, kar so
pripisali imunostimulacijskemu vplivu PAMPs s povrsine
BGs [4].

V vranicah misi, ki so prejele LP@BG@CCM, so s pretocno
citometrijo zaznali najvisje kolicine razli¢nih podtipov lim-
focitov T — CD4+ in CD8a+. To so pripisali sinergisticnemu
ucinku komponent v pripravku pa tudi velikemu Stevilu
propadlih rakavih celic, ki na svoj nacin prav tako spodbu-
jajo imunski odziv. Koncni pripravek je torej v misih spod-
budil najvecji imunski odziv v primerjavi z drugimi [4].
Glavni organi, kot so jetra, srce in ledvice, so ostali nespre-
menjeni tudi ob veckratnem vnosu pripravka LP@BG@
CCM, kar podpira sklep, da je to zdravilo varno [4].
Clanek so raziskovalci sklenili z mislijo, da sta navadna
kemoterapija in bakterijska imunoterapija sicer lahko
ucinkoviti v smislu protirakavega ucinka, vendar ob pov-
iSanih odmerkih tudi zelo toksi¢ni. Po drugi strani pa imajo
prenizki odmerki pogosto premajhen protirakavi ucinek.
Z razvojem pripravka LP@BG@CCM jim je uspelo zdruZiti
prednosti kemoterapije in tudi bakterijske imunoterapije
v sinergisti¢en sistem. Z uvedbo komponente CCM pa so
zagotovili tar¢no delovanje tega pripravka, zato menijo, da
ima LP@BG@CCM velik potencial za zdravljenje pljucnih
metastaz raka dojke [4].
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Slika 2: Sinergisticna kemoimunoterapija z bakterijskimi duhci. Ustvarjeno na BioRender.com.

Zakljucek

Spoznali smo, da imajo BGs velik potencial za zanimive nacine uporabe v biomedici-
ni. Ker ne gre vec za Zive bakterijske celice, so to biolosko varni pripravki. Lahko jih
napolnimo z razli¢nimi izbranimi uc¢inkovinami, zaradi ¢esar imajo zelo Sirok spekter
uporabnosti. Zaradi ohranjenih PAMPs ucinkovito spodbujajo imunski odziv, kar lahko
izkoristimo pri cepivih in tumorski imunoterapiji. BGs torej hkrati igrajo dve pomembni
vlogi; dostavo ucinkovin in imunostimulacijo. Raziskovalcem na Kitajskem je leta 2024
uspelo zdruziti dobre lastnosti BGs s kemoterapijo in to uporabiti pri tarcnem zdravl-
jenju plju¢nih metastaz raka dojke pri misih. Nadaljnje raziskave bodo pomembne za
prenos teh ugotovitev v klinicno prakso, prav tako pa bodo mogoce ponudile nove
moznosti uporabe BGs Se na drugih podrodjih.
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Eden najvedjih izzivov sodobne medicine je zdravljenje avtoimunskih bolezni, ki izrazito negativno vplivajo na kakovost
Zivljenja in pri¢akovano Zivljenjsko dobo obolelih, zanje pa vecinoma Se ne poznamo metod zdravljenja. Regulatorne
celice T ali celice Treg so vrsta limfocitov T oz. celic T, katerih naloga je zaviranje drugih vrst imunskih celic, ki kot
antigene prepoznavajo telesu lastne molekule in s tem preprecujejo nastanek avtoimunskih obolenj. Diferenciacijo
predniskih limfocitov v celice Treg pogojuje selektivna ekspresija transkripcijskega faktorja FOXP3, nastali limfociti pa
uravnavajo imunski odziv na razli¢ne nacine. Kot klju€ni regulatorji avtoimunosti imata njihovo razumevanje in uporaba
ogromen terapevtski potencial. V ¢lanku predstavljam pot do odkritja celic Treg, nacin, na katerega uravnavajo imunski
sistem, in njihovo potencialno uporabo pri zdravljenju nekaterih najbolj problemati¢nih sodobnih bolezni.

Uvod

Zacetki poznavanja regulatornih celic T (celic Treg) izvi-
rajo iz raziskovanja vpliva odstranitve prizeljca na razvoj
novorojenih misi. Ze leta 1969 sta Nishizuka in Sakakura
porocala o razvoju avtoimunske bolezni, ki je zavrla raz-
voj jajénikov pri samicah, na katerih so pri starosti treh
dni izvedli timektomijo, s tem pa nakazala na obstoj me-
hanizma, ki izhaja iz prizeljca in zavira imunski odziv na
telesu lastne antigene [1]. Leta 1995 je Shimon Sakaguchi
s skupino identificiral posebno podskupino limfocitov T
CDA4+, ki izrazajo a-verigo receptorja za interleukin-2 (IL-
2), imenovano tudi CD25. Odstranitev te skupine limfoci-
tov CD4+CD25+ je pri miSih povzrocila huda avtoimunska
obolenja, ponoven vnos teh celic pa je zavrl avtoimunski
odziv [2]. SCasoma se je za to skupino celic uveljavilo po-
imenovanje regulatorne celice T, ostajala pa je dilema,
kako jih nedvoumno identificirati, saj se izrazanje CD25
poveca pri vseh aktiviranih celicah T. Tako (Se) ni bilo mog-
oce z gotovostjo trditi, da gre za v celoti razlicno podskupi-
no celic in ne le za stanje njihove aktivacije [3].
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Fenotip scurfy in FOXP3

Leta 1949 se je v misji koloniji laboratorija za genetiko
sesalcev na Nacionalnem laboratoriju v Oak Ridgeu v ZDA
spontano pojavila mutacija, ki so jo poimenovali scurfy (sf)
oz. model luskaste misi. Misi iz te linije so imele luskasto,
nagubano koZo, pordele oci, povecano vranico in bezgavke
ter so predcasno poginile (po priblizno treh tednih). Linijo
so sprva preucevali za namene raziskovanja na spolne kro-
mosome vezanega dedovanja, saj je bila mutacija vezana
na X-kromosom [4]. Sele po izvedbi prvih imunologkih
Studij linije so ugotovili, da je vzrok dramati¢ne patologije
linije sf avtoimunska reakcija — napad imunskih celic misi
na lastna tkiva [5].

Dejstvo, da je bil fenotip vezan na X-kromosom, je ome-
jilo Stevilo kandidatov za gene, katerih okvara bi lahko
povzrocila fenotip sf. Ekipa pod vodstvom Mary Brunkow
je Stevilo kandidatov uspela skréiti na 20, prav dvajseti
analizirani gen, ki so ga poimenovali ‘forkhead box P3’
(FOXP3), pa je bil tisti, na katerem je 2 bp velika insercija
povzrocila izgubo funkcije proteina in fenotip sf [6]. Hkrati
je ista raziskovalna ekipa identificirala ortologni ¢loveski
gen FOXP3 in pokazala, da mutacije v tem genu pri ¢loveku
povzroca sindrom IPEX (Immune dysregulation, Polyendo-
crinopathy, Enteropathy, X-linked). Gre za resno bolezen-
sko stanje, ki se zacne kazati Ze v otrostvu, najpogoste-
je prek avtoimunskih obolenj ¢revesja in endokrinih Zlez
ter koznih vnetij, povzro¢a pa lahko tudi avtoimunske
citopenije (zmanjsanja Stevila krvnih celic), bolezni jeter
in ledvic ter alergije [7]. Mutacije v misjem in ¢loveskem
genomu povzrocajo avtoimunsko obolenje [8].

Leta 2003 so tri razlicne raziskovalne skupine objavile
Clanke, ki so protein FOXP3 identificirali kot specifi¢ni
marker pa tudi transkripcijski faktor regulatornih celic T v
misih. Ugotovili so, da sta raven ekspresije proteina FOXP3
in koli¢ina FOXP3 mRNA v celicah Treg visoka, hkrati pa sta
in vitro transdukcija retroviralnega ekspresijskega vektorja
s FOXP3 v CD4+CD25- celice T ali in vivo ekspresija trans-
gena v celicah T povzrocili pojav fenotipa Treg [9-11].
Podobno vlogo gena FOXP3 pri ¢loveskih celicah Treg so
potrdili Yagi in sodelavci leto pozneje, ko so z retroviral-
nim prenosom gena FOXP3 pri CD4+CD25- celicah dosegli
spremembo fenotipa v podobnega Treg [12].

Za svoja odkritja na podrocju periferne imunske tolerance
pri raziskovanju celic Treg so Mary Brunkow, Fred Rams-
dell in Shimon Sakaguchi leta 2025 prejeli Nobelovo na-
grado za fiziologijo ali medicino [13].

Diferenciacija regulatornih celic T

Celice Treg v osnovi delimo na dve podskupini. Prva so
timusne regulatorne celice T (imenujemo jih tTreg ali tudi
naravne celice oz. celice nTreg). Njihova diferenciacija se
zgodi v priZeljcu in je odvisna od jakosti interakcije peptida
lastnega izvora (angl. self-peptide) na kompleksu MHC I
(angl. major histocompatibility complex Il) antigen-pred-
stavitvene celice (APC) in T-celicnega receptorja (TCR)
nediferencirane CD4+ celice T [3]. Proces poteka v dveh
fazah. V korteksu priZeljca poteceta zaznava in sprozZitev
apoptoze celic z mocno interakcijo s korteksnimi epitel-
nimi celicami prizeljca (cTEC), ki na MHC Il nosijo pep-
tide lastnega izvora in v tem primeru delujejo kot APC.
Preostale celice potujejo v medulo prizeljca, v kateri kot
APC delujejo medularne epitelne celice prizeljca (mTEC)
s peptidi lastnega izvora na MHC Il. V tem primeru moc-
na interakcija sprozi diferenciacijo v celico Treg, Sibka pa
v konvencionalno CD4+ celico T. V obeh korakih kot APC
lahko delujejo tudi specializirane dendriti¢éne celice (DC),
za uspesno diferenciacijo v celico Treg pa mora spremljati
tudi signalizacija z IL-2 [14,15].

Druga podskupina so periferne regulatorne celice T (pTreg
ali tudi inducirane celice oz. celice iTreg), ki se razvijejo
v tkivih zunaj priZeljca oz. perifernih limfaticnih organih
po emigraciji konvencionalnih CD4+ celic T iz priZeljca ob
tolerogenih pogojih, torej takih, v katerih imunski sistem
favorizira imunsko toleranco, ne pa sprozitve vnetnega
odziva [3]. Klju¢ni vpliv na diferenciacijo imata citokina

IL-2 in TGF-B (transformirajoCi rastni faktor beta, angl.
transforming growth factor beta); oba delujeta posred-
no in povecujeta ekspresijo FOXP3, vendar prek razli¢nih
signalnih poti [14]. Tudi pri nastanku celic pTreg je nujna
povisana jakost interakcije med kompleksom MHC Il na
APC (v tem primeru je to DC) in receptorjem TCR na naivni
CD4+ celici T, a tokrat so v MHC Il predstavljeni telesu tuji
antigeni. Najpogosteje so to alergeni, antigeni iz hrane in
antigeni, povezani s komenzalno mikrobioto v telesu [14,
15].

Mehanizmi delovanja regulatornih celic T

Celice Treg zavirajo vnetne reakcije na veliko razli¢nih naci-
nov, ki so razli¢no dobro raziskani in opisani, ni pa poznan
univerzalni mehanizem, ki bi bil odgovoren za vsako izmed
njihovih supresorskih funkcij [3]. Kljub temu pa sta za nji-
hovo supresorsko aktivnost klju¢nega pomena stimulacija
T celi¢nih receptorjev [16] in stimulacija z IL-2 [17].

V preglednem C¢lanku iz leta 2008 Vignali in sodelav-
ci poudarjajo Stiri osnovne nacine delovanja celic Treg,
in sicer: i) proizvodnjo inhibitornih citokinov, ki zavirajo
delovanje efektorskih celic T v tkivu; ii) proizvodnjo pro-
teinov granzima A in granzima B, ki povzrocita citolizo
efektorskih celic T; iii) ustvarjanje motenj v metabolizmu,
ki vodijo do apoptoze efektorskih celic T; iv) targetiran-
je dendriti¢nih celic z mehanizmi, ki vplivajo na njihovo
zorenje in delovanje [18]. Pomembno je poudariti, da je
vzpostavljanje lokalne imunske supresije kompleksnejse
in efektorske celice T niso edina tarca celic Treg, ampak
delujejo tudi na druge imunske celice, kot so celice B in
naravne celice ubijalke (celice NK) [19].

V novejsSem preglednem ¢lanku iz leta 2025 Wardell in
sodelavci delovanje celic Treg razdelijo na tri faze. V prvi
fazi so tarc¢a njihovega delovanja antigen-predstavitvene
celice (APC), npr. dendriti¢ne celice. Celice Treg se z last-
nim TCR veZejo na kompleks MHCII na APC, hkrati pa se
njihovi membranski proteini, na primer CTLA4, prefer-
encno veZejo na kostimulatorne proteine CD80 in CD86 na
APC. S tem celica Treg blokira vezavna mesta za aktivacijo
efektorskih celic T in njihov kostimulatorni receptor CD28.
Poleg tega ob sprostitvi z APC celica Treg odstrani kompl-
eks MHC-antigen in kostimulatorne proteine, kar dodatno
zmanjs$a zmoznost aktivacije efektorskih celic T. Ta faza se
odvija zlasti v sekundarnih limfati¢nih organih, na primer
v bezgavkah [20, 21].




V drugi fazi poteka ustvarjanje supresivnega mikrookolja.
Celice Treg v tej fazi delujejo po mehanizmih, navedenih v
tockah i), ii) in iii) dva odstavka prej. Njihova glavna tarca
so efektorske celice T v tkivu. Glavna protivnetna citoki-
na, ki ju proizvajajo, sta IL-10, ki ga celice Treg spros¢ajo v
okolje, in TGF-B, ki ga z razliénimi mehanizmi, na primer z
delovanjem integrina av8, pretvarjajo iz latentne oblike
v aktivno. Hkrati ta citokina tudi inhibirata APC in promo-
virata ekspresijo FOXP3 [20]. Glavna metabolna spremem-
ba, s katero celice Treg zavirajo aktivnost efektorskih celic
T, je posledica povecane ekspresije CD25 (oz. a-podenote
receptorja za IL-2). Ta se s podenotama B in y poveZe v
trimerni receptor, ki ima vec kot 100-krat vecjo afiniteto
vezave IL-2 kot dimerni receptor samo iz podenot B in Yy,
ki je prisoten na efektorskih celicah T. Tako celice Treg de-
lujejo kot »ponori« IL-2, ki je nujno potreben za preZivetje
efektorskih celic T [20, 22]. Celice prav tako izrazajo ekto-
nukleotidazi CD39 in CD73, ki pretvarjata zunajceli¢ni ATP
v adenozin, ki ima imunosupresivni u¢inek [20].

Tretja faza je povezana z ustvarjanjem dolgotrajne imun-
ske tolerance, tako da celice Treg spodbujajo nalezljivo
toleranco (angl. infectious tolerance). Gre za pojav, pri ka-
terem celice Treg inducirajo ekspanzijo drugih celic Treg
ali povzrocijo diferenciacijo efektorskih celic T v celice
Treg. Tako se dolgoroc¢no spremeni razmerje efektorskih in
regulatornih celic T v tkivu, kar povzrodi visjo dolgoro¢no
odpornost tkiva na avtoimunske reakcije [20].

Celice Treg sproscajo tudi mediatorske molekule, ki v
telesu pripomorejo k obnovi tkiv. Ob zaznavi poskodbe
plju¢nega tkiva s prepoznavo znacilnih citokinov za¢nejo
proizvajati amfiregulin (AREG), ki stimulira regeneracijo
tega tkiva [23]. Prav tako z mediatorjem CCN3 (angl. Cellu-
lar Communication Network Factor 3) spodbujajo diferen-
ciacijo oligodendrocitov in ponovno mielinizacijo Zivénega
tkiva [24].

Biomedicinske aplikacije regulatornih celic T
Avtoimunske bolezni

Celice Treg so zaradi svojega delovanja kot zaviralci avtoi-
munskih reakcij zanimiv kandidat za zdravljenje ali lajSanje
avtoimunskih obolenj. Pojavnost avtoimunskih obolenj se
povecuje — v svetovnem merilu gre za tretjo najpogoste-
jSo kategorijo obolenj za rakom in srénimi obolenji [25].
Pri ve¢ avtoimunskih boleznih so celice Treg okvarjene
ali je njihovo Stevilo zmanjsano, kar povzroc¢i zmanjsanja
imunske tolerance in imunskega odziva proti organizmu
lastnim celicam [19].
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Revmatoidni artritis

Revmatoidni artritis (RA) je kroni¢na bolezen, pri kateri
imunski sistem napade sinovialno ovojnico sklepov in
lahko pripelje do trajnih deformacij sklepov. Pri bolezni
je znacilna izguba ravnovesja med Stevilom efektorskih
in regulatornih celic T [26]. Pri razvoju novih terapevtskih
pristopov zato znanstveniki iS¢ejo nacine, kako ponovno
vzpostaviti to ravnovesje, zlasti s presaditvijo ex vivo go-
jenih celic Treg ali z u€inkovinami, kot so analogi IL-2, ki
stimulirajo njihovo rast in diferenciacijo v organizmu [19,
26]. Prav tako so nizko Stevilo CD4+CD25+ celic T zaznali
pri pacientih s sladkorno boleznijo tipa 1 (T1D), pri kat-
eri imunski sistem napade celice B trebusne slinavke, ki
proizvajajo inzulin [27]. Zvisano delovanje celic Treg ali
njihovo vecje Stevilo se je izkazalo za faktor, ki lahko zavre
ali odloZi pojav T1D in vzdrZuje normalno raven glukoze v
krvi [19]. Pri multipli sklerozi (MS) CD4+ celice T in celice B
napadejo osrednji Zivéni sistem, pride do demielinizacije,
poskodb aksonov in vnetja. V miSjem modelu MS lahko
terapija z antigen-specifi¢nimi celicami Treg prepreci po-
jav bolezni [28].

Rak

Ce je pri avtoimunskih obolenjih teZava prenizka aktivnost
celic Treg, ki ne zavrejo imunske prepoznave telesu lastnih
celic, je pri raku slika nasprotna — (pre)mocno delovanje
celic Treg lahko pripelje do tega, da imunski sistem ne pre-
pozna nastajajocih tumorjev in jih ne unici [19].

Glede na tip tumorjev (trdni ali hematoloski) se delovanje
celic Treg razlikuje, prognoza pa je pri razli¢nih tipih raka
ob njihovem povecanem stevilu ali aktivnosti razli¢na [19].
Pri trdnih tumorijih celice Treg delujejo predvsem prek ci-
tokinov, zlasti IL-10 in TGF-B, in povzrocijo supresijo proti-
tumorske imunosti, pri hematoloskih rakih pa neposredno
zavirajo celice B in celice NK ali spreminjajo diferenciacijo
mieloidnih celic. To bi lahko vplivalo na mikrookolje v ko-
stnem mozgu in promoviralo preZivetje levkemi¢nih mat-
icnih celic [19].

Presaditev organov

Kot zaviralci imunskega odziva so celice Treg zanimiv kan-
didat za terapijo, ki bi po presaditvi organov ustvarila imu-
nosupresivno okolje in zmanjsala potrebo po imunosupre-
sivih, ki lahko povzrocajo neZelene stranske ucinke [19].
Pri presaditvah ledvic, jeter in srca sta aktivnost in Stevilo
celic Treg povezana z niZjo stopnjo zavrnitve in boljsim
prezivetjem presadka [29-31]. Terapija s celicami Treg s
himernim antigenskim receptorjem (CAR-Treg) Se posebej

v kombinaciji z rapamicinom dolgoro¢no zmanjsa potrebo
po jemanju imunosupresivov in poveca uspesnost presa-
ditve srca [32].

Celice Treg predstavljajo tudi obetavno terapijo za bolezen
presadka proti gostitelju (angl. graft versus host disease,
GvHD). Gre za zaplet, ki se pojavi po alogenski presaditvi
maticnih celic ali kostnega mozga, na primer pri zdravljen-
ju agresivnih krvnih rakov, pri katerem imunske celice pre-
sadka (oz. donorja) napadejo tkiva prejemnika. Idejo, da
bi z uporabo donorjevih celic Treg lahko zavrli delovanje
donorjevih imunskih celic pri GvHD, podpirajo tudi rezul-
tati zgodnjih klini¢nih preizkusov [33].

Druge bolezni

Zakljucek

Regulatorne celice T so CD4+CD25+ limfociti T, za njihovo
diferenciacijo pa je kljuen transkripcijski faktor FOXP3.
Njihova vloga v organizmu je preprecevanje avtoimunskih
reakcij. Lo¢imo timusne in periferne celice Treg, ki se raz-
likujejo glede na nastanek in vlogo v telesu. Po prepoznavi
antigena celice Treg zavirajo delovanje drugih imunskih
celic, zlasti efektorskih celic T in antigen-predstavitvenih
celic, ustvarjajo imunosupresivno okolje in proizvajajo
mediatorje obnove tkiv. Modulacija njihovega delovan-
ja predstavlja obetavno terapevtsko sredstvo ne le za
avtoimunske bolezni, ampak tudi za rakasta obolenja,
preprecCevanje zavrnitve presadkov in ve¢ drugih skupin
bolezni.

Celice Treg igrajo vlogo tudi pri razliénih drugih obolen-
jih — motnjah metabolizma, sréno-zilnih obolenjih in nev-
rodegenerativnih boleznih. Obstajajo povezave med Ste-
vilom in/ali aktivnostjo celic Treg in sladkorno boleznijo
tipa 2 (T2D), debelostjo in z njo povezanimi metabolnimi
motnjami, aterosklerozo, s srénim infarktom, z amiotrof-
no lateralno sklerozo (ALS) ter z Alzheimerjevo in s Parkin-
sonovo boleznijo [19].
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INTERVJU

z izr. prof. dr. Cenetom Gostincarjem

Dr. Cene Gostincar je raziskovalec in izredni profesor
na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete
Univerze v Ljubljani. Njegovo raziskovalno delo sega
na podrocja molekularne biologije, genomike in
bioinformatike, osredinja pa se predvsem na glive

iz ekstremnih okolij in njihove prilagoditve. Poleg
raziskovalnega in pedagoskega dela sodeluje tudi v
javnih razpravah o znanstvenih in SirSih druzbenih
vprasanjih.

Vintervjuju smo se dotaknili njegove raziskovalne
poti in dela z glivami iz ekstremnih okolij, nato

pa zasli tudi precej dlje od laboratorija. Govorili
smo o moznostih Zivljenja zunaj Zemlje, odprti
znanosti, eti¢nih vprasanjih genskega inZenirstva

in o tveganijih, ki jih prinasa razvoj sodobne
biotehnologije. Pogovor je zajel tudi vlogo znanosti
v druZbi, znanstveno fantastiko ter prikaz znanosti v
filmih in serijah.
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Raziskovalno se ukvarjate predvsem z glivami

iz ekstremnih okolij. Kako ste se usmerili v to
raziskovalno podrocje? Ali so vas glive in ekstremna
okolja zanimali Ze od zacetka raziskovalne poti ali
se je to zanimanje razvilo pozneje?

»To se je pojavilo zelo zgodaj in pravzaprav precej
po naklju¢ju. Mislim, da ima danes veliko mladih
precej dobre predstave o tem, kaj si Zelijo v karieri.
Jaz nisem bil tak in mislim, da smo bili tudi sicer

v moji generaciji glede tega mogoce nekoliko bolj
izgubljeni.

Ko je prisel ¢as za diplomsko delo — takrat smo

imeli Se Stiriletni Studij, ki smo ga koncali z nekoliko
obseZnejSim diplomskim delom —, smo $li z nekaj
kolegicami in kolegi na fakulteti do vec profesoric in
profesorjev ter jih povprasali, ali je pri njih mogoce
opravljati diplomsko delo in katere teme so na
voljo. Zbrali smo nekaj informacij, nato pa se je vsak
odlocil za eno izmed moZnosti.

Jaz sem se takrat odlocil za diplomsko delo pri svoji
poznejsi mentorici, profesorici Gunde - Cimerman,
in tako so glive ekstremnih okolij postale tudi

moje izbrano podrocje. Pozneje sem v isti skupini
dobil tudi mesto mladega raziskovalca. Ta mesta

so se takrat podeljevala precej drugace kot danes,
vendar je bil rezultat podoben — redna zaposlitev do
doktorata.

Po doktoratu sem bolj ali manj nadaljeval v isti
raziskovalni skupini, pa ¢eprav na razlicnih pogodbah
in pri razli¢cnih delodajalcih. Zacetek je bil torej zelo
nakljucen, potem pa sem vztrajal, ker je tematika
zelo fina in zanimiva.«

Tudi razmere v vesolju so za zemeljske

organizme izrazito ekstremne. Kaj vemo o vplivu
mikrogravitacije in omejene dostopnosti kisika na
rast in delovanje gliv?

»Tukaj moramo pravzaprav lociti dve stvari. Eno je
medplanetarni prostor, v katerem je gravitacije zelo
malo, v izpostavljenih predelih pa vlada vakuum.

Ne gre torej samo za pomanjkanje kisika, ampak za
pomanjkanje tlaka, zaradi ¢esar se organizmi izsusijo
in obicajno tudi zamrznejo. Vecina vesolja je zelo
mrzla.

Drugace je, Ce je organizem v notranjosti meteorita
ali vesoljske kapsule, ki jo izstrelimo v vesolje, ker

je v njej atmosfera, in tako naprej. Tudi razmere

na planetih in njihovih lunah so izjemno raznolike.
To poznamo Ze iz nasega Osoncja, v katerem

imamo planete z izjemno razlicnimi povprec¢nimi
temperaturami, zelo razli¢ne pa so lahko tudi
njihove lune. Raznolika je tudi kemijska sestava. Zato
tezko govorimo o vesolju kot enem samem sklopu
razmer, saj gre za veliko raznolikost.

Kar se tice potovanja po vesolju, glive in drugi
zemeljski organizmi v vakuumu medplanetarnega
prostora zaradi nizkih temperatur in izgube vode ne
morejo imeti aktivhega metabolizma. Velik problem
so tudi visoki odmerki sevanja. Na Zemlji smo pred
tem sevanjem precej zasciteni, takoj ko gremo zunaj
te zascite, pa ga je zelo veliko.

Izkazalo pa se je, da lahko nekateri mikroorganizmi,
med katerimi so zelo uspesne tudi glive, predvsem
v izsuSenem in zamrznjenem stanju prezivijo
ogromne odmerke sevanja, Se posebej, ¢e bi bile
skrite v meteoritih. V tem smislu lahko govorimo

0 moznosti, da bi glive uspele potovati celo med
lunami in planeti, ¢e bi jih meteoriti izstrelili s
planeta, na katerem sicer Zivijo. Tako bi lahko precej
dolgo potovale po vesolju.

To je tako imenovana hipoteza o panspermiji, torej
o Sirjenju Zivljenja med planeti ali njihovimi lunami.
Danes domnevamo, da je bil Mars za razvoj Zivljenja
prijazen prej kot Zemlja. Zato se sprasujemo, ali je
mogoce nase Zivljenje dejansko nastalo na Marsu in
nato prek meteoritov priletelo na Zemljo. V tistem
zgodnjem obdobiju je bilo izmenjave materiala med
Marsom in Zemljo verjetno kar veliko, zato je to
zanimiva moznost.

Razmere na planetih in njihovih lunah so seveda
drugaéne od medplanetarnega prostora. Prav
mikroorganizmi iz ekstremnih okolij, s katerimi se
ukvarjamo, pa so dober model tudi za Zivljenje

v taksnih razmerah. Nekatera zemeljska okolja,
na primer antarkti¢ne puscave, lahko sluZijo kot
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priblizek razmeram na Marsu.

Glive imajo glede Zivljenja na Marsu sicer tezavo, da
za svojo rast veCinoma potrebujejo kisik, v nasprotju
s Stevilnimi bakterijami. Seveda obstajajo tudi

glive, ki rastejo brez kisika, vendar so v manjsini.
Lahko pa Stevilne glive rastejo pri razmeroma nizkih
koncentracijah kisika. Ni nujno, da ga je tako veliko,
kot ga imamo v nasi atmosferi.

Kar se ti¢e gojenja gliv za hrano, glive niso primarni
producenti. Zato ne bi mogli Ziveti samo od njih, saj
potrebujemo tudi vir, sposoben fotosinteze ali vsaj

kemosinteze.

So pa glive dober vir do €loveka prijaznih hranil. Ce
bi v vesolju gojili rastlinsko biomaso, je ta za ¢loveka
zelo slabo prebavljiva. Skrob v Zitnih zrnih $e lahko
prebavimo, lignocelulozne biomase pa neposredno
ne. To lighocelulozno biomaso lahko z glivami zelo
ucinkovito in hitro, v razmeroma majhnih volumnih
ter nadzorovanih sistemih, tudi brez prisotnosti
svetlobe, pretvorimo v nekaj, kar je za ¢loveka veliko
laZje prebavljivo in ima boljSo hranilno vrednost.
Hitin v glivah sicer ni idealen, lahko pa glive tvorijo
veliko proteinov in sluZijo kot nadomestek mesa ter
podobno.«

Ce nezemeljsko Zivljenje obstaja, ali bi po vaiem
mnenju temeljilo na podobnih molekularnih in
biokemijskih principih kot Zivljenje na Zemlji ali bi
bilo lahko zasnovano povsem drugace?

»Ali Zivljenje obstaja Se kje drugje v vesolju, je
seveda Cisto ugibanje, saj nimamo statisticnega
vzorca, na podlagi katerega bi lahko sklepali.
Zanimivo pri naSem planetu je, da se je Zivljenje po
zadnjih dognanijih pojavilo izjemno hitro po tem,

ko je planet sploh postal prijazen za Zivljenje, ko se
je dovolj ohladil, pojavila se je tekoca voda in tako
naprej. Kmalu zatem smo Ze imeli Zivljenje. Se vedno
sicer govorimo o desetinah ali stotinah milijonov let,
kar je za ¢loveka nepredstavljivo, vendar v geoloski
zgodovini Zemlje to ni dolgo obdobje. Ce lahko iz
tega kar koli sklepamo, je, da mogoce nastanek
zivljenja ni tako malo verjetna stvar, kot si v¢asih
predstavljamo.



Glede na razseznosti vesolja si tezko predstavljamo
Ze eno samo galaksijo, kaj Sele celotno mnozZico
galaksij, ki obstaja, koliko zvezd in eksoplanetov je
tam zunaj. Mislim, da je dejansko neverjetno, da se
Zivljenje ne bi pojavilo Se kje drugje.

Ali ga bomo kdaj nasli, je zaradi velikih razdalj v
vesolju veliko vprasanje. Zelo zanimivo se mi zdi, kaj
bomo mogoce nasli na Marsu v prihodnjih letih in
desetletjih. S tem se bomo mogoce tudi naudili kaj o
nasem planetu. Spektakularno bi bilo, ¢e bi tam nasli
vsaj ostanke prvotnega Zivljenja. Drugo vprasanje
je, ali bi bilo to Zivljenje identiéno nasemu in bi

prav tako temeljilo na RNA, DNA ter na proteinih.
Ce bi bilo popolnoma identiéno, bi se verjetno

lahko vprasali, ali se je Zivljenje pred milijardami let
dejansko izmenjalo med planetoma.

Kar se ti¢e drugih oblik Zivljenja, pa mislim, da

so stvari tudi po zaslugi znanstvene fantastike

kar dobro raziskane. S tem se veliko ukvarjajo
astrobiologi. Zivljenje, kot ga poznamo, temelji na
biokemiji, ki ima dolocene prednosti. Ogljik s svojimi
Stirimi vezmi in kiralnostjo ter voda kot univerzalno
topilo imata lastnosti, ki jih ne najdemo kar povsod
drugje v periodnem sistemu elementov. Kemijskih
elementov je omejeno Stevilo.

Med drugimi topili, ki bi lahko sluZila namesto
vode, se na primer omenja teko¢i metan na

luni Titan. V takSnem primeru bi morale biti Ze
celicne membrane sestavljene povsem drugace. V
preteklosti se je veliko pisalo tudi o moznosti, da
bi Zivljenje namesto na ogljiku temeljilo na siliciju.
Ta lahko do neke mere tvori spojine, podobne
ogljikovim, vendar ima tudi veliko omejitev.

Ogljikov dioksid, ki ga izdihujemo, je na primer plin,
silicijev dioksid pa je trdna snov, zato je veliko manj
prakti¢en za izmenjavo v ekosistemu.

Ogljik in voda sta zato verjetno dobra osnova za
Zivljenje, vsaj tako, kot ga obicajno razumemao.
Veliko vec prilagodljivosti pa je po mojem mnenju
v podrobnostih. Elementov v periodnem sistemu
je omejeno Stevilo, Stevilo mogocih aminokislin pa
je bistveno vecje od dvajsetih, ki sestavljajo nase
proteine.
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Ce Zivljenje obstaja e kje drugje v vesolju, ima

torej na voljo veliko kombinacij. Ce bi tak§no
Zivljenje kdaj nasli, bi bilo izijemno zanimivo videti,
ali obstaja resnicen fizikalni ali biokemijski razlog,
zakaj smo sestavljeni to¢no tako, kot smo, ali pa
smo v biokemijskem smislu v dobrsni meri tudi splet
nakljucij.«

Znanstvena skupnost se postopoma usmerja

proti modelu odprte znanosti, saj postaja vse

vec ¢lankov in drugih znanstvenih virov prosto
dostopnih. Kako kot raziskovalec, ki objavlja

svoja dela v revijah, gledate na platforme (kot je
Sci-Hub), ki so priljubljene tudi med studenti in
omogocajo dostop do sicer placljivih znanstvenih
vsebin brez dovoljenja imetnikov avtorskih pravic?

»Najprej moramo priznati, da je Sci-Hub s pravnega
vidika neposredna krsitev avtorskih pravic in da je v
tem smislu problematicen.

Osebno pa mislim, da Sci-Hub in podobne spletne
strani predstavljajo predvsem simptom veliko
vecjega problema. Ta problem je, da se je sistem
objavljanja znanstvene literature razvil v izjemno
dobic¢konosno dejavnost, v kateri velike zalozbe
sluZijo ogromno denarja. To jim omogoca sistem, ki
je na neki nacin precej grotesken.

Raziskovalci, predvsem v javnih ustanovah,

smo placani z davkoplaéevalskim denarjem.
Pridobivamo tudi projektna sredstva, ki so pogosto
prav tako davkoplacevalski denar. Rezultate
raziskav Zelimo nato objaviti, da rezultate delimo z
drugimi raziskovalci, v to pa nas silijo tudi sistemi
vrednotenja znanstvene kakovosti in odli¢nosti.
Rokopis €lanka posljemo zalozniku, ta pa ga poslje
v recenzijo drugim raziskovalcem, ki to delo
navadno opravijo brezpla¢no. Tudi veliko urednikov
svoje delo opravlja brezpla¢no. Revija nato ¢lanek
pripravi v obliki .PDF-ja. V zadnjih letih ga ni treba
niti natisniti, ampak ga samo objavijo na internetu.
Nato zaracunajo naro¢nino na revijo ali pa stroske
objave ¢lanka. To pomeni, da univerza, ki je najprej
zagotovila denar za place raziskovalcev in raziskave,
placuje Se za to, da imajo raziskovalci dostop do
rezultatov teh istih raziskav. Zasluzek najveckrat
poberejo zasebne zalozZbe.

V zadnjih letih se pospeseno uveljavlja nacelo
odprtega objavljanja oziroma objavljanja z odprtim
dostopom, pri katerem so objave takoj brezplacno
dostopne vsem na spletu. Ta sistem se mi zdi po
eni strani veliko boljsi, ker ne diskriminira med
raziskovalci iz bogatejsih in manj bogatih drzav, ki
si drage naroc¢nine tezje privoscijo. A tudi ta sistem
ni zmanjsal ali odpravil dobickonosnosti zaloZniskih
podjetij, ampak je stroSke samo prenesel na tistega,
ki objavlja. Ce Zelimo objaviti ¢&lanek, moramo reviji
za to placati nekaj tiso€ evrov, potem pa je ¢lanek
prosto dostopen vsem.

Priljubljenost platform, kot je Sci-Hub, tako
opozarja na problem znanstvenega zaloZnistva.
Seveda krsi tudi avtorske pravice, ampak pri tem
smo raziskovalci Se najmanj oskodovani, saj od
znanstvenih objav v financnem smislu pravzaprav
nimamo nicesar.«

Gensko inZenirstvo je v zadnjem desetletju dozZivelo
velik razmah, predvsem zaradi razvoja metode
CRISPR-Cas. Leta 2018 je kitajski raziskovalec s to
metodo gensko uredil ¢loveska zarodka dvojcic.
Kaksno je vase mnenje o moratoriju, ki je uveden
za genetsko spreminjanje dednih ¢loveskih celic?

»Mislim, da je ta moratorij, vsaj v tem trenutku,

zelo upravicen, in sicer iz vec razlogov. Nanasa se

na spreminjanje dednega materiala. Samo gensko
zdravljenje posameznika, pri katerem spreminjamo
somatske celice, ni vkljuéeno v ta moratorij in je tudi
prav, da ni. Gensko zdravljenje v zadnjih letih precej
napreduje in z njim lahko zdravimo veliko bolezni,

ki prej niso bile ozdravljive, seveda pod strogim
nadzorom.

Pri spreminjanju dednine pa gre za nekaj, kar
potencialno vpliva na vse prihodnje generacije. Tukaj
vidim tri pomisleke. Prvi je, da ¢eprav je CRISPR-Cas
res fenomenalno orodje, ni stoodstotno zanesljivo.
Vemo, da imajo lahko tudi najboljsi sistemi netarcéne
ucinke v genomu. Spremenimo lahko nekaj, ¢esar
nismo Zeleli spremeniti, kar lahko vodi do nezZelenih
ucinkov. To je torej varnostni vidik.
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Drugo je vprasanje soglasja. Pri zdravstvenih posegih
nacelno velja, da mora imeti pacient moznost
zavrnitve posega. Pri spreminjanju dednine tega
pogoja ne moremo izpolniti, saj ne moremo dobiti
dovoljenja prihodnjih generacij za to, kar po¢nemo.
To je do neke mere Cisto filozofsko vprasanje, o
katerem bi verjetno lahko veliko vec povedali etiki.
Tretja stvar, ki se mi zdi s tega vidika vprasljiva, pa
je: CRISPR-Cas je danes res Siroko dostopen, razvoj
genskega zdravljenja in genskih zdravil pa je Se
vedno izjemno drag. Stroski genskega zdravljenja se
merijo v milijonih evrov. To seveda ne pomaga pri
neenakosti, ki je imamo v druzbi Ze tako prevec. Ali
imamo vsi enak dostop do genskega zdravljenja? In
kje bomo potegnili mejo med tem, kaj je zdravljenje
in kaj nekaksen estetski poseg v prihodnje
generacije? Ali pa, ¢e bi na primer znali izboljsati
intelekt naslednje generacije, ali bi to smeli poceti
in ali bi si lahko to vsi privoscili? Ali bomo koncali
pri tem, da si bodo bogati lahko privos¢ili svojim
otrokom zagotoviti Se ve¢ prednosti, tokrat tudi
genetskih, poleg vseh drugih, ki jim jih omogocajo
Ze danes? To bi lahko vodilo v Se veliko veéje
razslojevanje €lovestva, kot smo mu prica zdaj.«

Katero knjigo, film ali serijo bi priporocili vsakemu
Studentu zaradi znanstvene, znanstvenofantasticne
ali druzbenokriticne vsebine?

»Kar se tice knjig, je Se vedno ena mojih najljubsih
znanstvenofantasti¢nih knjig, Ceprav je zdaj Ze kar
v letih, knjiga Stik pisatelja Carla Sagana, ki je bil
raziskovalec in odlicen komunikator znanosti, in to
v €asu, ko poljudnoznanstveno komuniciranje Se ni
bilo tako razvito, kot je danes. Knjiga je sicer povsem
znanstvenofantasti¢na, je Cista fikcija, vendar
mislim, da je dobro napisana in tudi znanstveno
sorazmerno dobro utemeljena. Kar dobro
znanstveno utemeljena je tudi serija Chernobyl.
Med drugimi knjigami in serijami, ki mogoce niso
tako izrazito znanstveno orientirane, je na primer
The Expanse. Gre za serijo znanstvenofantasti¢nih
knjig, po katerih so posneli tudi televizijsko serijo.
Te sicer niso povsem dokoncali, kar je po mojem
mnenju Skoda. So pa tako knjige, zlasti prvih nekaj
knjig, pa tudi sama serija, Cisto prava znanstvena
fantastika, ki temelji na fiziki, kot jo poznamo, in

je dobro utemeljena, podobno kot Projekt Zadnje



upanje. Hkrati obravnava tudi kar nekaj zelo
zanimivih druzbenopoliticnih vprasanj. V tem smislu
je vecplastna, obenem pa Se vedno dovolj lahkotna
za branje in ne gre za posebej tezko oziroma
‘zatezeno’ literaturo.«

Kako pomembno se vam zdi, da znanstveniki in
Studentje kriticno spremljajo tudi SirSe druzbeno
dogajanje, ki se pojavlja v Sloveniji in svetu? Kaj bi
svetovali mladim pri oblikovanju lastnega mnenja o
svetu okrog njih?

»Mislim, da je zelo pomembno, da smo vsi vkljuceni
v druzbeno dogajanje, da ga spremljamo in po
moznosti v njem tudi aktivno sodelujemo. Ne zato,
ker bi bili raziskovalci ali univerzitetno izobrazeni,
ampak zato, ker imamo ob vseh problemih, ki jih
imamo v svetu, hkrati tudi sreco, da zivimo na delu
sveta in v ¢asu, ko imamo precej svobode ter lahko
vplivamo na to, kaj se v nasi druzbi dogaja. In tak
demokrati¢ni sistem zares dobro deluje samo takrat,
ko so posamezniki informirani in druzbeno aktivni.
Kako se informirati? V danasnjih casih je to
razmeroma tezko, saj je dezinformacij res veliko.
Mislim, da je prav, da spremljamo resne medije

in ne samo druzbenih omrezij. Kaj so resni

mediji? Medijske hiSe, ki so Se vedno bolj ali manj
kredibilne.

Ob zgodbah, ki jih preberemo, se moramo vprasati,
ali so kredibilne oziroma ali imajo znake, ki kazejo
na to, da so izmisljene, pretirane, in podobno.

Tudi kot dobri raziskovalci moramo vedno dvomiti,
tudi o rezultatih drugih in znanstvenih rezultatih

na splosno. Znanstveni dvom je del znanstvene
metode.

Hkrati pa moramo biti pripravljeni spremeniti svoje
mnenje, kadar jasni dokazi pokazejo, da je bilo
nase prvotno mnenje mogoce pomanjkljivo ali celo
napacno. Lahko smo trdno prepric¢ani, da imamo
prav, ampak moramo hkrati ostati odprti za dokaze,
da se motimo.

Mislim, da je danes posebej pomembno tudi, da
se ne zapiramo v svoje mnenjske mehurcke. To je
zelo preprosto in udobno; verjetno to vsi vsaj po
malem poénemo, ker je prijazneje brati mnenja, s

katerimi se strinjamo, in precej bolj neprijetno brati
ali poslusati mnenja, s katerimi se ne strinjamo.
Kljub temu je prav, da prisluhnemo tudi ‘drugi
strani’. Ni nujno, da se z njo strinjamo ali da zaradi
tega spremenimo svoje mnenje, pomembno pa je,
da jo vsaj poslusamo. Ko se prenehamo poslusati,
tudi druzba ne deluje ve¢ dobro. Takrat dobimo
pojave, kakrsnim smo prica tudi danes, ko smo vsi
na nasprotnih bregovih.«

Mikroorganizmi so zelo uporabno orodje v
biotehnologiji in medicini, hkrati pa lahko
predstavljajo tudi veliko groznjo za ljudi. Kako
realna se vam zdi nevarnost, da bi bile sodobne
biotehnoloske metode zlorabljene za namerno
ustvarjanje nevarnejSih patogenov ali sinteticnih
virusov? Ali menite, da bi to lahko v prihodnosti
predstavljalo resen problem za ¢lovestvo? Vas to
podrodje tudi osebno zanima?

»Mislim, da je to podrocje zelo zanimivo in tudi
precej skrb vzbujajoce iz vec razlogov. Prvi je, da
tehnologija napreduje in znamo vse ve¢. Ze pred
leti so pokazali, da je mogoce nevaren virus sestaviti
iz povsem komercialno sintetizirane DNA. Virusi so
majhni, zato sinteza virusnega genoma ni tako zelo
zahtevna.

Drugi razlog je razvoj umetne inteligence. Vanjo
sicer poskusajo vkljuciti veliko varovalk, vendar
nobena ni popolna. Z umetno inteligenco bo
verjetno s¢asoma oziroma je do neke mere Ze
danes mogoce napovedovati ali konstruirati gene
za proteine, ki bi lahko delovali kot toksini. V
prihodnosti bo verjetno mogoce konstruirati tudi
nove ali spremenjene viruse.

Dodatna tezava je, da postaja sinteza DNA in RNA
vse dostopnejsa. Za zdaj je Se vedno razmeroma
draga in centralizirana na ponudnike, ki jim plaéamo
za sintezo doloc¢enih delov DNA. Dokler je ta
dejavnost centralizirana, lahko ponudniki izvajajo
varnostne preglede narocil, preden sintetizirane
dele posljejo naro¢niku. Ce bo nekega dne

sinteze DNA sposobna aparatura, ki bo v vsakem
laboratoriju, tak nadzor ne bo ve¢ mogoc. Za zdaj Se
nismo tam. Tudi v povezavi s CRISPR-Cas se veliko
govori o demokratizaciji molekularne biologije, na
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to temo pa obstajajo tudi Stevilni umetniski projekti
in podobno. VEasih se to predstavlja, kot da se lahko
Ze vsak v svoji garazi ukvarja z biotehnologijo. Tako
preprosto vendarle Se ni. Je pa biotehnologija veliko
dostopnejsa in cenejsa (in zmogljivejsa), kot je bila
pred tridesetimi leti, in verjetno bomo $§li Se naprej v
tej smeri.

Konec koncev nas ne skrbijo le zasebniki z
laboratorijem v svoji garazi, ampak tudi drzavni
akterji, teroristi¢éne skupine in drugi, ki imajo
dostop do veliko vec infrastrukture in veliko visjih
finanénih sredstev. Danes se na primer znova veliko
pogovarjamo o jedrskem oroZju. To je res strasljivo,
a njegov razvoj je razmeroma preprosto spremljati,
tudi s sateliti. Ce nekdo pod zemljo detonira
poskusno jedrsko eksplozijo, je to sorazmerno
preprosto zaznati. Sintezo novega virusa v skritem
laboratoriju pa je bistveno tezje izslediti. Zato je
tudi mednarodni nadzor nad takSnim orozjem veliko
tezji.«

Torej se vam zdi, da so bioloSka oroZja pravzaprav
nevarnejSa od jedrskega orozja?

»Tezko je primerjati. Ce bi zaradi ve¢jega jedrskega
spopada prislo do jedrske zime, bi to gotovo povsem
predrugacilo planet. Ce bi imeli biolodko oroZje, bi
bilo verjetno bolj specificno in bi na primer delovalo
samo na ljudi. To bi seveda prav tako pomenilo
bistvene spremembe na planetu, ampak ne v Cisto v
podobnem obsegu.

Hkrati je pa izpust bioloSkega oroZja, ko se enkrat
zgodi, dejansko nemogoce nadzorovati. Po eni
strani, ¢e govorimo o vojskovanju med drzavami,
to verjetno zmanjsuje privla¢nost takSnega orozja.
Orozje, ki ga ni mogoce nadzorovati, za vojsko

ni tako zelo zanimivo. Drugo vprasanje pa je, kaj

bi se zgodilo, ¢e bi takSno oroZje prislo v roke
teroristicnim organizacijam, ki jim je vseeno, kaj se
bo zgodilo, in Zelijo predvsem povzroditi radikalne
spremembe.«

pripravila Matej Novak in Tina Skocaj
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vnaprej izbranimi lastnostmi. Tak§no poseganje v naravno
genetsko pestrost bi lahko pripeljalo do nastanka nove
umetne populacije, kar bi povzrocilo Se vecje razslojevan-
je druzbe. Nazoren primer eti¢nih in pravnih pomislekov
je primer znanstvenika Heja Jiankuija, ki je zaradi genske-
ga spreminjanja ¢loveskih zarodkov, iz katerih sta se rodila
otroka, prestal triletno zaporno kazen. S svojim posegom
ni krsil le zakonodaje in veljavnih eti¢nih smernic, ampak
je otroke izpostavil tudi tveganju nepredvidenih in poten-
cialno Skodljivih posledic spreminjanja genoma zarodkov.

Metode

Izvedli smo integrativni pregled znanstvene in strokovne
literature o potencialu, tehni¢nih moznostih ter o eti¢nih
in druzbenih vidikih genskega spreminjanja ¢loveskih
zarodkov v povezavi s postopki IVF. Literatura je bila prido-
bljena predvsem z iskanjem v podatkovni zbirki PubMed
in splethem akademskem iskalniku Google Scholar. Do-
datni viri so bili opredeljeni s pregledom seznamov litera-
ture klju¢nih ¢lankov.

Iskanje je zajemalo ¢lanke, ki so bili objavljeni med let-
oma 1997 in 2026. Uporabili smo razlicne kombinacije
kljuénih besed, kot so »human embryo gene editing,
»CRISPR-Cas9«, »prenatal gene editing«, »IVF«, »design-
er babies«, »gene-edited babies«, »clinical application« in
»ethics«, povezane z Boolovima operatorjema AND in OR.
V osrednji pregled so bili vkljueni recenzirani izvirni in
pregledni znanstveni ¢lanki, ki so obravnavali gensko
spreminjanje ¢loveskih zarodkov, zarodne linije ali fetusa
ter tehni¢ne, klini¢ne, eticne, pravne ali druzbene vidike
taksnih posegov oziroma njihove uporabe. Zaradi Sirine
raziskovalnega vprasanja so bili poleg izvirnih raziskav
vklju€eni tudi pregledni ¢lanki, eti¢ne analize, strokovni
komentarji, smernice, konsenzna priporocila, knjige in ref-
erencna poglavja.

Princip genskega spreminjanja

Sposobnost preprostega tarcnega spreminjanja genoma s
pomocjo tehnologije CRISPR-Cas9 je korenito spremenila
biotehnologijo. Gre za tehnologijo, ki temelji na imunskem
sistemu bakterij. Te v svojem genomu vsebujejo zapise
virusne DNK, ki jim omogocajo prepoznavanje ponovnih
okuzb. Ob novem napadu se ti zapisi prepiSejo v vodilno
RNK, ki skupaj z encimom Cas9 prepoznajo in hidrolizira-
jo virusno DNK. Raziskovalci so vodilni RNK-verigi zdruZi-
li v eno samo enoverizno RNK-molekulo (single guide
RNA, sgRNK), ki Cas9 usmeri na toc¢no dolo¢eno mesto v
genomu. Endonukleaza Cas9 tam povzroci dvojni prelom
DNK, ki ga celica nato popravi s homologno rekombinaci-
jo ali z nehomolognim spajanjem koncev. Popravilo lah-
ko poteka natan¢no, ¢e je prisotna matri¢na DNK. Ce ta

proces ni uspesen, pa to obicajno vodi do izklopa genov
zaradi premika bralnega okvira. [3]

Preprostost priprave tar¢no specificnih vodilnih RNK je
zamisel o spreminjanju genoma cloveske zarodne lin-
ije priblizala realnosti. Ze dve leti po prvem opisu teh-
nologije kot molekularnem orodju so metodo uporabili
na Cloveskih zarodkih z namenom, da bi ocenili kliniéno
izvedljivost popravljanja genov [4].

Z vnosom sistema CRISPR-Cas9 v zigoto so orali ledino v
postavitvi metod, ki so omogocile nastanek prve generaci-
je misi z Zzeleno mutacijo [5]. Z uporabo podobnega pris-
topa so leta 2014 na zigotah misi z nesmiselno mutacijo
v eksonu 23 gena Dmd, ki povzro¢a Duchennovo misi¢no
distrofijo (DMD), s pomocjo injiciranja endonukleaze
Cas9, sgRNK in matrice za homologno rekombinacijo po-
pravili primarno gensko okvaro in preprecili razvoj znacil-
nih znakov bolezni pri miSih [6]. Te Studije so pokazale
potencial popravljanja genskih mutacij v celicah zarodne
linije ali zgodnjih zarodkih kot reSitev za dedne bolezni.
Niu in sodelavci so istega leta izvedli metodo CRISPR-Cas9
na opici Macaca fascicularis in s tem dokazali, da je mogo-
¢e ciljno spreminjati genom tudi pri nec¢loveskih primatih
[7].

Kang in sodelavci so v raziskavi leta 2016 Zeleli doka-
zati, da je mogoce naravno prisoten koristni alel vnesti
v Cloveske zarodke. Kot ciljni gen so izbrali gen CCR5, ki
kodira za glavni koreceptor, ki ga virus HIV-1 (human im-
munodeficiency virus) uporablja za okuzbo ¢loveskih celic.
Zaradi eti¢nih pomislekov so metodo testirali na triponuk-
learnih (3PN) ¢loveskih zarodkih, ki ne prezivijo dlje kot tri
dni in se in vivo niso sposobni razvijati. V sklopu raziskave
so preverjali, ali lahko alel CCR5A32 (alel CCR5, ki vsebuje
32 baznih parov dolgo delecijo) uspesno vnesejo v zgod-
nje ¢loveske zarodke 3PN. Omenjeni alel je namrec nara-
vno prisoten v nekaterih populacijah, homozigoti in het-
erozigoti s takim zapisom pa kazejo povecano odpornost
proti okuzbi z virusom HIV. Za vnos alela so oblikovali dva
enoverizna oligonukleotida na podlagi kodirajoce in ne-
kodirajoce verige gena CCR5. Endonukleazo Cas9, mRNK,
vodilno RNK in oligonukleotid so v zigote vnesli s pomocjo
pronuklearne ali citoplazemske mikroinjekcije, pri cemer
se je zadnja izkazala za ucinkovitejSo. Pri tem je prislo do
homologne rekombinacije (HDR), ker je popravljanje z ne-
homolognim zdruzevanjem koncev (NHEJ) obi¢ajno ucink-
ovitejsSe, pa so poskus ponovili s so¢asnim vnosom obeh
vodilnih RNK-verig, kar se je izkazalo kot ucinkovitejSe [8].
Dve leti po omenjeni raziskavi so porocali o rojstvu prvih
dojenckov z geni, ki so jih spremenili s tehnologijo CRIS-
PR-Cas9, ki jo bomo natanéneje opisali v nadaljevanju.
Kljub ve¢ raziskavam prinasa tovrstna tehnologija veliko




izzivov. Aktivnost kontrolnih tock celicnega cikla med
zgodnjimi zarodnimi delitvami je manjsa kot pri somat-
skih celicah, zato se ¢loveski zarodki na poskodbe DNK
pri uporabi tehnologije CRISPR-Cas9 ne odzovejo enako
kot celi¢ni modeli. Ker se za urejanje genoma uporablja
mikroinjiciranje komponent v oplojene zigote, lahko do
nastanka prelomov in popravljanja pride Se pred aktivaci-
jo zarodnega genoma, ko razvoj Se uravnavajo dejavniki
matere. Do teZav pa lahko pride tudi zaradi kondenzacije
kromatina, ki onemogoc¢i dostop endonukleaze Cas9 do
tarénega zaporedja [4].

Uporaba pri preprecevanju in zdravljenju dednih
bolezni

Potencialne tarce zdravljenja

S tehnologijami za gensko modifikacijo bi potencialno lah-
ko prenatalno obvladovali Stevilne dedne monogenske
bolezni [9]. Med taksne bolezni pristevamo tudi spinalno
misSi¢no atrofijo, za katero sta znacilni oslabelost misic
in njihova atrofija [10], ter cisticno fibrozo, pri kateri so
prizadeta pljuca in drugi telesni organi [11, 12]. S takSnim
zdravljenjem bi bilo mogoce bistveno izboljsati kakovost
Zivljenja posameznikov, saj te dedne bolezni mo¢no vpliv-
ajo nanje.

Na tak nacin bi lahko obvladovali tudi redke dedne
bolezni. Vec¢ kot 80 % vseh redkih bolezni je namrec posl-
edica monogenskih mutacij, vec¢ina teh bolezenskih stanj
pa je prirojena, neonatalna ali pediatricna [13]. Patoloski
znaki se kot posledica proteinskih deficitov kazejo Ze pri
razvijajotem se plodu ali novorojenc¢ku. Pomanjkanje kl-
jucnih proteinov prizadene razvoj in dozorevanje razli¢nih
organskih sistemov [14]. Na razvoj zarodka v maternici in
zgodnji razvoj dojencka mocno vplivajo prirojene motnje
metabolizma, ki povzrocajo hude nevroloske okvare [13].
Prav zaradi nastanka razvojnih nevroloskih bolezni med
razvojem zarodka pa je poznejSe zdravljenje zelo zahtevno
[15]. Na razvoj zarodkov lahko vplivajo tudi deficiti surfak-
tantov, ki pozneje omejujejo funkcijo pljuc ter vplivajo na
motnje koagulacije krvi in hemoglobinopatije [14].
TakSne dedne bolezni lahko posledi¢no povzrocajo hude
zaplete v razvoju. Deficiti surfaktantov se lahko kaZejo
kot plju¢na hipoplazija, ki je vodilni vzrok za smrtnost do-
jenckov v neonatalnem obdobju [16]. Tudi prej omenjene
hemoglobinopatije povzrocajo simptome, ki so lahko blaz-
ji in se kaZejo v obliki anemij, ali pa so hujsi, kar lahko v
nekaterih primerih vodi celo do smrti. Bolezen alfa tala-
semija major je najhujsa oblika anemije, pri kateri zara-
di odsotnosti izrazanja fetalnega hemoglobina povzroca
hudo anemi¢nost zarodka, kar vodi v sréno popuscanje in
ob prepoznem ali nezadostnem zdravljenju zarodka v ma-
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ternici tudi v smrt [17]. Motnje koagulacije krvi lahko prav
tako sprozijo resne zaplete. Ena taksnih bolezni je hemo-
filija, pri kateri lahko pride do zapletov ob krvavitvah, ki
jih je teZje ustaviti. V takih primerih je klju¢no, da se Ze ob
porodu jasno opredeli pot, ki bo zmanjsala moznost, da
pride do krvavitev, med katerimi so najbolj problemati¢ne
znotrajlobanjske [18]. Med redke dedne bolezni uvri¢amo
tudi veliko heterogeno skupino primarnih imunodeficitov
[19]. Veliko Stevilo teh se zacne izrazati na razlicne nacine
prav v neonatalnem obdobju [20]. Primarni imunodefi-
citi namrec¢ nastanejo zaradi genetskih anomalij, ki spre-
menijo delovanje imunskega sistema. Zaradi spremenjene
funkcije so prizadeti razli¢ni organski sistemi, hkrati pa
zaradi velike heterogenosti te skupine bolezni prihaja tudi
do Sirokega spektra potencialnih zapletov [21].

Potencialno obvladovanje

Stevilne monogenske dedne bolezni bi bilo mogoce zdra-
viti s popravljanjem mutacij, ki te bolezni povzrocajo. Pra-
vocasno in zgodnje zdravljenje teh bolezni bi tako poten-
cialno preprecilo trajne poskodbe organov in zaustavilo
patologijo celic, hkrati pa bi velika koncentracija mati¢nih
celic in majhnost zarodka omogocali ucinkovitejso izved-
bo terapije [22].

Za preverjanje ali zarodek vsebuje specificno mutacijo,
ki povzroca bolezensko stanje, je na voljo genetska diag-
nostika. Klju¢no je namre¢, da se med postopkom IVF v
maternico vnese zdrav zarodek. S tem namenom se med
postopkom IVF Se pred vnosom zarodka v maternico izvaja
predimplantacijska genetska diagnostika (PGD). Poglavitni
cilj takSne diagnostike je opredeliti zdrave zarodke in tiste
s poskodovanim alelom oz. mutacijo. Ce je v njihovem
dednem zapisu prisoten tak alel oz. mutacija, bi modifik-
acije genoma tako bolezensko stanje preprecile [23].
Popravljanje mutacij v zarodkovih pluripotentnih mati¢nih
celicah bi lahko vodilo v nastanek zdravih héerinskih celic,
ki bi spodbujale normalen razvoj zarodka. To bi lahko pozi-
tivno prispevalo k zdravljenju sindromov, ki prizadenejo
SirsSi spekter organskih sistemov. Zaradi takSnih sindromov
je razvoj ploda med embriogenezo nenormalen. Posle-
di¢no lahko taksne mutacije v zarodkovem genomu vodijo
v splav, kompleksne prirojene nepravilnosti in bolezensko
prizadetost organov ter v zaostanek v razvoju [14].
Zdravljenje prezivelih oseb namre¢ pogosto temelji pred-
vsem na blazenju prisotnih bolezenskih simptomov ali
zdravljenju z nadomescanjem encimov (ali specificnih
produktov genov). Obicajno pa gre pri takih nacinih zdra-
vljenja le za kratkotrajen ucinek, zato jih je treba sproti
ponavljati [24].

Rojstvo otrok z umetno spremenjenim genom, ki je
pretreslo svet

Konec novembra 2018 je kitajski znanstvenik He Jiankui
svet pretresel z informacijo o rojstvu dveh otrok, katerih
zarodka sta bila genetsko modificirana s tehnologijo CRIS-
PR-Cas9. He naj bi dvoj¢icama Nani in Lulu na tak nacin
omogocil odpornost na virus HIV, s katerim je Ze bil okuzen
njun oc€e. Virus HIV je virus humane imunske pomanjkljiv-
ostiin se prenasa prek telesnih tekocin, do prenosa okuzbe
pa lahko pride tudi med zanositvijo in samo nosec¢nostjo.
Virus prek specifi¢nih receptorjev, med katerimi je tudi
kemokinski receptor 5, ki ga kodira gen CCR5, vstopa v
celice imunskega sistema in jih tako oslabi. Imunski sistem
bolnikov je tako mocno oslabljen, da postane dovzetne-
jSi za razne bolezni, ki so za take posameznike obic¢ajno
tudi smrtno nevarne. Za bolezen za zdaj Se ne poznamo
ucinkovitega nacina zdravljenja, ki bi omogocal popolno
ozdravitev. Pri posameznikih s to boleznijo se zato le lajsa
simptome in izvaja razne preventivne ukrepe, ki napredo-
vanje bolezni zavrejo [25].

Da bi He dvojéicama omogocil odpornost na okuzbo z vi-
rusom HIV, je Zelel izvesti delecijo daljse regije gena CCR5.
Spreminjanje dednega materiala zarodkov so opravili med
postopkom IVF. Sprva so znanstveniki oetovo spermo
sprali, s ¢imer se je moznost za prenos okuzbe z oceta na
potomce dokazano izjemno zmanjsala [26]. Nato so s tako
pripravljeno spermo oplodil jajéeca. V nastalem zarodku
je s pomocjo metode CRISPR-Cas9 zelel izvesti deleci-
jo 32 baznih parov dolge regije gena CCR5, ki kodira za
kemokinski receptor 5 [27], kar bi vodilo v to, da HIV ne bi
okuzil levkocitov rojenega otroka [28]. Podobna mutacija
naj bi bila sicer naravno prisotna pri okoli 10 % populacije.
Ve se namre¢, da virus HIV ni zmoZen okuZiti homozigot-
ov s to mutacijo, pri heterozigotih pa bolezen napreduje
pocasneje [29].

Rezultati poznejSih raziskav so pokazali, da modifikacija
gena ni uspela, kot so predvidevali. Pri eni izmed dvojéic
se je modificirala le ena kopija gena, druga pa je ostala
nespremenjena. Poleg tega so pri obeh deklicah zasledi-
li mozaicizem, za katerega je znacilen pojav genetsko ra-
zli€nih celic v istem organizmu [30].

Ceprav je He Jiankui s svojim posegom preprecil okuzbo
deklic z virusom HIV in za zdaj nih¢e ne poroca o Skodljivih
nenacrtovanih ucinkih, ki bi bili posledica nenatanc¢nega
ali netarénega delovanja tehnologije CRISPR-Cas9, je bilo
dejanje oznaceno za neeti¢no, dr. He pa sta bili na sodiScu
izreCeni denarna in triletna zaporna kazen [31]. Poleg tega
je revija The CRISPR Journal umaknila objavo njegovega
dotedanjega dela na podrocju genskih modifikacij zarod-
kov in reproduktivnega zdravja. Dejanje je bilo izjemno
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tvegano, saj metoda CRISPR ocitno ni dovolj zanesljiva in
natancna, poleg tega pa samo poznavanje gena CCR5 ni
dovolj dobro, da bi raziskovalci lahko zagotovili odsotnost
kakrsnih koli stranskih uéinkov spreminjanja tega lokusa.
Prav tako modifikacija zarodkov pomeni tudi modifikacijo
zarodne linije in prenos spremenjenega gena na potomce,
pri ¢emer ne poznamo posledic takSnega dogodka ne le
na eno osebo, ampak tudi na celotno populacijo.

Pozneje so celo ugotovili, da spreminjanje doti¢nega gena
lahko pomeni spremembo (izboljSanje) moZganskih spos-
obnosti [32], kar neposredno potrjuje moznost obsto-
ja stranskih ucinkov spreminjanja izbranih genov zaradi
slabega poznavanja njihovih funkcij.

He naj bi med raziskavo sicer gensko modificiral zarodke
vec parov, ki so se odlocili za postopek IVF. Vsem parom je
bilo skupno, da je bil oce ze okuzen z virusom HIV. Parom
je omogodil izbiro med uporabo nemodificiranih in modif-
iciranih zarodkov; za modificirane se je tako odlocil en, ze
prej omenjeni par [33]. Prav tako He ni objavil porocila o
svojem delu, zelo verjetno pa je, da so regulatorni organi
preprecili objavo. Poleg tega ne obstajajo podatki o tre-
nutnem zdravstvenem stanju dvojcic oz. kako je genetsko
spreminjanje vplivalo na njun razvoj, zdravje in na kakov-
ost Zivljenja.

Etika genskega spreminjanja humanih zarodkov
Spreminjanje genoma zarodkov ob trenutnih znanstvenih
pomislekih o varnosti in uspesnosti metode postavlja tudi
resna eticna, moralna in pravna vprasanja.

Z razvojem te metode se najprej postavlja vprasanje, kdaj,
¢e sploh, bo dovolj varno narediti prve uradne kliniéne
Studije. Mnenja pri tem so deljena; nekateri bi se izogni-
li vsakrSnim potencialnim tveganjem, medtem ko drugi
menijo, da koristi pretehtajo tveganja. Pri uporabi teh-
nologije CRISPR-Cas9 na zarodkih je mogocih vel nega-
tivnih stranskih ucinkov, kot so delecije DNK ali celotnih
kromosomov, mutacije in moziacizem, ki lahko povzrocijo
razvojne motnje in so dedni. VsakrSne genske spremem-
be zarodkov se izrazijo tudi v zarodni liniji, kar ne vpliva
le na prvotno spremenjen zarodek in iz njega razvitega
otroka, ampak tudi na njegove potomce. Zato obstaja
moznost, da bi se te spremembe, katerih vpliva ne pozna-
mo, razsirile v populaciji in povzrocile dodatne bolezni in
slabsanje javnega zdravja. Hkrati je veliko znanstvenikov
prepricanih, da bi lahko s to metodo uspesno preprecili
nekatere resne in drugace neozdravljive bolezni — cisti¢no
fibrozo, Duchennovo misi¢no distrofijo in Tay-Sachsovo
bolezen, zato bi prednosti odtehtale tveganja. Mnenja,
katere so te resne bolezni, pa so med njimi deljena [34].



Ce lahko vplivamo na gene, ki povzroéajo bolezni, pa lah-
ko vplivamo tudi na gene za vse druge lastnosti, kot so
na primer: viSina, barva oci, inteligenca, Sportne sposob-
nosti [35], kar bi v nadaljevanju pripeljalo do ustvarjanja
tako imenovanih »designer babies« [36]. S tem se nam
zastavljajo Stevilna vprasanja, kot sta: kje sploh je meja
med preprecevanjem bolezni in izboljSevanjem lastnos-
ti ter kaj je Se eti¢no sprejemljivo [35]. Sparrow je izrazil
zaskrbljenost, da bi neprestane genetske izboljSave pripel-
jale do »zastarelih modelov ljudi«, ki niso ve¢ dovolj dobri
[37].

Spreminjanje genoma pa nima vpliva le na posameznika,
ampak v vecjem obsegu lahko tudi na celotno druzbo.
Starsi bi se za izboljSanje lastnosti bodocih otrok odloci-
li tudi pod vplivom druzbenih stereotipov. Z vprasanjem
vpliva stereotipov o spolu sta se ukvarjala Niklas A. Do-
bler in Claus-Christian Carbon v raziskavi z naslovom Does
creating the perfect child mean enforcing or dismantling
normative gender stereotypes? Evidence from an inter-
active virtual genetic engineering exhibit (Ali ustvarjanje
popolnega otroka vodi v okrepitev ali opustitev stereoti-
pov o spolu? Dokazi iz interaktivne virtualne razstave o
genetskem inZeniringu). Podatke za Studijo sta pridobila
v muzeju, v katerem so obiskovalci lahko ustvarili virtual-
nega »popolnega otroka«. Imeli so moZnost izbire spola
in doloc¢enih lastnosti, kot so na primer: barva odi in las,
inteligenca, Sportnost, vSse¢nost. Dokazala sta, da trenutni
stereotipi o spolu vplivajo na izbiro »popolnega otroka«
z mislijo in Zeljo za dobrobit otroka. Zaradi omejitev pri
zbiranju podatkov ta Studija ni dovolj natan¢na, da bi lah-
ko iz nje pridobili koristne in dovolj natan¢ne informacije,
kot ugotavljata tudi avtorja. Studija pa vseeno poda ugot-
ovitev, da bi se ob pojavu moZnosti spreminjanja genov
zarodkov pojavila tudi Zelja po spreminjanju lastnosti
otrok [38].

Zaradi omejene dostopnosti omenjene tehnologije ne-
varnost za druzbo predstavlja tudi povecanje neenakosti.
Znotraj ene druzbe in tudi med njimi bi se lahko povecali
razslojevanje, stigmatizacija in diskriminacija [39]. Z upo-
rabo tehnologije CRISPR-Cas9 pa bi se po drugi strani lah-
ko zmanjsala teZa in pritisk na prizadete druZine in bol-
nisnice [34].

Velik pomen pri eticChem vrednotenju uporabe gens-
kega spreminjanja zarodkov predstavlja tudi problem
neidentitete (non-identity problem), ki ga je prvi opisal
Derek Partif v knjigi Reasons and Persons (Razlogi in ljud-
je). Problem se osredinja na sam obstoj posameznikov, ne
pa na njihove pravice in dobro pocutje. S spreminjanjem
zarodkov ne skodimo ali koristimo nikomur niti ne reSimo
njegovega Zivljenja. S tem postopkom ustvarimo novo
osebnost, ki drugace sploh ne bi obstajala. Z izbiro zarod-
ka z neko gensko napako ne Skodimo bodocemu otroku,
saj ta otrok ne bi obstajal brez te genske napake. Ce pa bi
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ta zarodek predhodno spremenili, bi se rodila druga ose-
ba. Tako tudi He ni resil Zivljenja Lulu in Nane, ampak jima
ga je omogocil, ustvaril je drugi osebi [33].

Od uporabe te metode pa nas zadrzujejo tudi druzbena
pri¢akovanja, povezana z razmnoZevanjem, vrednote in
religija [39]. Ideja o izboljSanju javnega zdravja in izbi-
ri druzbeno Zelenih lastnosti s tehniko genskega sprem-
injanja zarodkov spominja na negativne zgodovinske
prakse, Se posebej tiste iz nacistitcne Nemcije. Zato je tre-
ba posebno pozornost nameniti preprecevanju zlorab te
moderne tehnologije, raziskave pa naj ne bodo usmerjene
le v razvoj tehnologije, ampak tudi v socialne, psiholoske
in v pravne vidike [34].

Zakljucek

Gensko spreminjanje cloveskih zarodkov s tehnologijo
CRISPR-Cas9 predstavlja pomemben znanstveni dosezek,
ki bi v prihodnosti lahko preprecil razvoj ali olajsal zdrav-
lienje Stevilnih hudih monogenskih bolezni Ze v najzgod-
nejsih fazah razvoja posameznikov. Raziskave na Zivalskih
modelih in ¢loveskih zarodkih so pokazale, da je ciljno
spreminjanje genoma tehnicno izvedljivo, vendar metoda
Se ni dovolj natancna in varna za rutinsko klini¢no upora-
bo. Med najvedja tveganja sodijo: spremembe genoma,
mozaicizem, vecje delecije DNK in nepredvidljive posle-
dice teh sprememb, ki bi se lahko prenesle na prihodnje
generacije.

Primer rojstva deklic Lulu in Nane je pokazal, da samo teh-
ni¢na izvedljivost posega ne pomeni tudi njegove znan-
stvene, medicinske in eti¢ne upravi¢enosti. Poseg je bil
opravljen kljub obstoju varnejSih moznosti za zmanjsanje
tveganja prenosa HIV, rezultati spreminjanja gena CCR5
pa niso bili povsem predvidljivi. Primer je zato opozoril na
potrebo po strogem nadzoru raziskav, preglednosti post-
opkov in mednarodno usklajenih pravilih za uporabo teh-
nologij spreminjanja zarodne linije.

Posebno pomembno je lo¢evanje med uporabo genskega
spreminjanja za preprecevanje bolezni in njegovo zlora-
bo za izboljSanje telesnih, kognitivnih ali drugih druzbeno
zazelenih lastnosti. Zadnja bi lahko povecala druzbene
neenakosti in diskriminacijo ter okrepila obstojece stereo-
tipe in norme. Nadaljnji razvoj genskega spreminjanja zato
ne sme biti usmerjen le v izboljSevanje ucinkovitosti te
tehnologije, ampak mora vkljucevati tudi eti¢éne, pravne,
socialne in psiholoske vidike.

Gensko spreminjanje zarodkov ima velik potencial
v prihodnosti medicine, a so pred uvedbo potrebni
zanesljivejSi dokazi o varnosti, dolgoro¢nih posledicah in
o medicinski upravi¢enosti posegov ter jasna dolocitev
bolezni in okolis¢in, pri katerih bi bila uporaba te
tehnologije sprejemljiva.
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Napredek genetike in biotehnologije je omogocil nove raziskave o podaljSevanju Zivljenjske dobe in upocasnjevanju
procesov staranja. Znanstveniki danes raziskujejo gene in tehnologije, ki bi lahko vplivale na dolgoZivost ter izboljSale
kakovost Zivljenja v starosti. Clanek obravnava biolodke procese staranja, klju¢ne gerontogene in najpomembnejse
bioloske poti dolgozivosti. Predstavljeni so sodobni genetski in epigenetski pristopi, vklju¢no s sistemom CRISPR-Cas,
z gensko terapijo in epigenetskim reprogramiranjem. Clanek prav tako analizira rezultate eksperimentalnih raziskav na
modelnih organizmih in ovrednoti moZnosti uporabe podobnih pristopov pri ljudeh. Pri uporabi genskih tehnologij pa
je treba omeniti tudi eti¢na vprasanja in nevarnosti takSnih metod.

Uvod

TeZnje po podaljSanju ¢loveske Zivljenjske dobe Ze od nek-
daj predstavljajo enega osrednjih izzivov v znanosti. Z raz-
vojem molekularne biologije, genetike in biotehnologije
pa se je razumevanje staranja preoblikovalo iz pasivnega
bioloskega dejstva v reguliran bioloski proces, na katerega
je mogoce do dolocene mere aktivno vplivati [1].

Ceprav se povprecna zivljenjska doba prebivalstva zara-
di napredka medicine in izboljSanja Zivljenjskih razmer
podaljSuje, se s staranjem povecuje tudi pojavnost kro-
ni¢nih bolezni, kot so Alzheimerjeva bolezen, Parkin-
sonova bolezen, sréno-zilne bolezni in rak. Zato sodobne
raziskave niso usmerjene zgolj v podaljSevanje Zivljenjske
dobe, temvec predvsem v podaljSanje obdobja zdravega
Zivljenja [2].

Genetske raziskave kazejo, da geni in njihovo izrazanje
pomembno vplivajo na hitrost bioloskega staranja. Prav
zato je bila tako pomembna identifikacija gerontogenov
— genov, ki vplivajo na hitrost staranja. Razumevanje
njihovega delovanja je postavilo temelje za razvoj teh-
nologij, kot je sistem CRISPR-Cas9, ki omogoca natancno
spreminjanje genoma. Raziskovalci se vse bolj posvecajo
tudi genski terapiji in epigenetskemu reprogramiranju, ki
sodijo med najhitreje razvijajoca se podrocja sodobne bi-
omedicine [3, 4].

Kljub izijemnemu napredku na modelnih organizmih pa
prenos genetskih modifikacij v humano medicino prinasa
Stevilne izzive, med njimi tudi eti¢na in druzbena vprasan-
ja, ki bodo pomembno vplivala na prihodnjo uporabo teh
metod.
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Kaj je staranje?

Staranje lahko opredelimo kot s ¢asom povezano po-
slabsanje fizioloSkih funkcij, potrebnih za prezivetje in
plodnost [5].

Staranje pa ni enoten proces. Ne gre zgolj za kopicen-
je poskodb v organizmu. Mnogi evolucijski biologi [6, 7]
menijo, da je staranje posledica zmanjsanega vpliva nar-
avne selekcije v odraslosti. Posledicno se slabSajo meha-
nizmi, ki vzdrZujejo prilagojenost organizma. Pomembno
vlogo igrajo genetski in evolucijski dejavniki, celicne spre-
membe ter okolje [8].

Na celi¢ni ravni se med staranjem kopicijo razlicne spre-
membe, kot so poskodbe DNK, krajSanje telomer, motnje
v popravljanju DNK in zmanjSana sposobnost obnavljan-
ja celic. Ena od pomembnih sprememb je celi¢na senes-
cenca, stanje, v katerem celice trajno prenehajo z delit-
vijo, vendar ostanejo presnovno aktivne. To prispeva k
slabsemu delovanju tkiv in posledi¢no delovanju organ-
skih sistemov. V misi¢no-skeletnem sistemu se na primer
pojavi izguba miSicne mase in kostne gostote [9].
Spremembe v DNK so del razloga, da se ljudje biolosko
staramo razliéno hitro, vendar imajo na hitrost staranja
velik vpliv tudi okoljski dejavniki, ki spreminjajo izrazanje
genov prek epigenetskih mehanizmov [10]. Novejse ana-
lize rodovnikov kaZejo, da genetika pojasni le priblizno 10
do 15 % razlik v Zivljenjski dobi, pri cemer postane vpliv
genov na staranje izrazitejsi predvsem po 60. letu starosti
[11, 12].

Ker imajo pri hitrosti bioloSkega staranja pomembno vlo-
go geni in njihovo izrazanje, se raziskave vse bolj osre-

dotocajo na prepoznavanje genov, ki vplivajo na dolgoziv-
ost. BoljSe razumevanje njihovega delovanja omogoca
razvoj genetskih in epigenetskih postopkov, s katerimi bi
bilo mogoce upocasniti biolosko staranje ter podaljsati
obdobje zdravega Zivljenja [13].

Geni, povezani z dolgozivostjo

Gene, ki vplivajo na dolgozZivost, imenujemo gerontogeni.
Ti geni z uravnavanjem kljuénih celi¢nih procesov nep-
osredno ali posredno vplivajo na hitrost staranja. Razisk-
ovanje gerontogenov je izjemno pomembno, saj vplivajo
na zZivljenjsko dobo posameznika in tudi na njegovo ob-
dobje zdravega zZivljenja [2]. Pri tem je klju¢no razliko-
vati med obema pojmoma. Medtem ko Zivljenjska doba
oznacuje celotno ¢asovno obdobje od rojstva do smrti,
obdobje zdravega Zivljenja pomeni ¢as brez prisotnosti
hujsih kroni¢nih bolezni in upada funkcionalnih zmogljiv-
osti [2, 14].

Genetika ima pomemben vpliv na staranje, vendar pa ne
obstaja en sam gen za dolgoZivost. Staranje je namrec pol-
igenski proces, ki ga usmerja cela mreza medsebojno pov-
ezanih genov in celi¢nih poti. Znanstveniki so to kompl-
eksno omrezje razdelili v stiri glavne bioloske poti [2, 15].
Prva pot vkljucuje vzdrievanje genomske stabilnosti in
ohranjanje telomer. S starostjo ucinkovitost delitve celic
ter delovanje encimov za popravljanje DNK upadata, kar
vodi do vse vec genetskih poskodb [2]. Geni, ki kodirajo
encime za popravilo DNK, zato neposredno prispevajo k
ohranjanju celi¢ne funkcije [1, 2]. Klju¢no vlogo pri tem
ima gen TERT, ki kodira encim telomerazo. Ta ob vsaki del-
itvi prispeva k vzdrZzevanju dolZine telomer in s tem omeju-
je telomerno disfunkcijo ter prezgodnjo celi¢cno senescen-
co. Ceprav je z zvisanjem aktivnosti telomeraze mogoce
podaljsati Zivljenjsko dobo celic, znanstveniki opozarjajo,
da lahko njeno nenadzorovano delovanje povzroci razvoj
tumorjev [2].

Druga pomembna pot vklju€uje uravnavanje celi¢ne rasti
in zaznavanja hranil preko signalne poti tarce rapamicina
pri sesalcih (mTOR). Beljakovinski kompleks mTOR (na-
tanc¢neje kompleks mTORC1) zaznava hranila v celici ter ob
zadostni koli¢ini hrane spodbuja celi¢no rast in nastajanje
beljakovin [2]. Zaviranje mTORC1, na primer z rapamici-
nom, lahko posnema nekatere molekularne ucinke en-
ergijskega oziroma hranilnega pomanjkanja ter spodbuja
procese, povezane z vzdrzevanjem celicne homeostaze,
vkljuéno z avtofagijo. Avtofagija je proces, v katerem celi-
ca razgradi in reciklira svoje poskodovane beljakovine ter
dele celic. S tem usmerjenim odstranjevanjem poskodo-
vanih celi¢nih struktur se upocasni staranje tkiv in zman-
jSa nastanek starostnih bolezni [2, 15].

Tretjo pot predstavlja inzulinska signalna pot oziroma
pot inzulinu podobnega rastnega faktorja 1 (IGF-1), ki je
prav tako tesno povezana z zaznavanjem hranil. Visoke
ravni IGF-1 celici sporocajo, da je hrane dovolj in spodbu-
jajo njeno rast, hkrati pa zavirajo njene popravljalne me-
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hanizme. ZmanjsSanje aktivnosti te poti posnema ucinke
kalori¢ne restrikcije, kar upocasni presnovo in poveca
obrambo celice pred oksidativnim stresom [2]. Pomem-
ben regulator te poti je beljakovina Klotho, ki jo kodira gen
KLOTHO. Klotho je pomemben regulator signalizacije in-
zulina/IGF-1, ki lahko vpliva na procese, povezane z odzi-
vom na stres in dolgoZivostjo. Z zmanjSanjem aktivnosti
inzulinsko/IGF-1 signalne poti se zmanjsa fosforilacija
FOXO03, kar omogoca njegovo kopicenje v jedru in akti-
vacijo genov, povezanih s celi¢no zascito [16, 17, 18].
Cetrto pot predstavlja epigenetsko preoblikovanje, v ka-
terem ima osrednjo vlogo druzina beljakovin, imenovanih
sirtuini. Gre za skupino od NAD+ odvisnih encimov, ki
jih pri ¢loveku kodira sedem genov (SIRT1-7). Ti encimi
uravnavajo izrazanje genov, njihovo delovanje pa je nep-
osredno odvisno od ravni molekule NAD+, katere kolic¢ina
s staranjem naravno pada. Ko so sirtuini aktivni, sprem-
injajo pakiranje DNK in s tem nadzorujejo, kateri geni so
vklopljeni in kateri izklopljeni. S tem omogocajo popravilo
poskodb genetskega zapisa, ohranjajo stabilnost celi¢ne-
ga jedra ter zavirajo vnetne procese. Poleg tega sirtuini
spodbujajo nastajanje novih mitohondrijev in izboljSuje-
jo porabo energije v celici. Zmanjsana aktivnost sirtuinov
zaradi pomanjkanja NAD+ zato pospesSuje nezazelene epi-
genetske spremembe, ki vodijo v celi¢no oslabitev in raz-
voj bolezni, povezanih s starostjo [2, 19].

Vse opisane celicne poti ponujajo pomemben vpogled v
mehanizme staranja, vendar so asociacijske Studije ce-
lotnega genoma (GWAS) pokazale, da pri posameznikih,
ki docakajo sto ali vec€ let, dosledno izstopata predvsem
varovalna alela dveh genov. Gre za genetski razlicici, ki
pomembno prispevata k odpornosti organizma proti
okvaram in k ohranjanju zdravja v visoki starosti [19].

Prvi gen je gen APOE, ki kodira apolipoprotein E. Ta je
pomemben za prenos holesterola ter usmerjanje trans-
porta lipidov in obnovo poskodb v moZganih. APOE se v
populaciji pojavlja v treh glavnih alelnih razli¢icah, in sicer
€2, €3 in €4, pri cemer je alel €3 najbolj pogost. Alel €4
znatno povecuje tveganje za razvoj Alzheimerjeve bolezni
in sréno-Zilnih obolenj. Nasprotno pa je pri posameznikih
z izjemno dolgo Zivljenjsko dobo veliko pogostejsi alel €2.
Ta pomaga vzdrZevati niZje ravni Skodljivega LDL-holester-
ola ter s tem deluje kot pomemben genetski zas¢itni meh-
anizem pred glavnimi vzroki smrti v starosti [14].

Drugi klju¢ni gen je gen FOX03, ki kodira beljakovino Fork-
head box 03. Ta je osrednji dejavnik v inzulinski poti in poti
signaliziranja IGF-1. Studije GWAS so pri posameznikih
z izjemno dolgo Zivljenjsko dobo po vsem svetu potrdile
specificne polimorfizme posameznih nukleotidov v genu
FOX03, ki povecujejo njegovo aktivnost [19]. Ko se pot
IGF-1 umiri, nefosforilirani FOXO3 vstopi v celi¢no jedro,
kjer deluje kot kljucni regulator celi¢ne zascite. V jedru
sprozi odziv na oksidativni stres, spodbuja razgradnjo in
recikliranje poskodovanih celi¢nih sestavin ter ohranja
celiéno homeostazo tudi v visoki starosti [16, 19].



Identifikacija teh dveh genetskih variant pojasnjuje
pomemben del naravne zascite pred staranjem. Spoznan-
je, kateri geni so v procesu staranja klju¢ni, pa odpira tudi

Preglednica 1: Geni, povezani s staranjem

moznosti za njihovo spreminjanje s sodobnimi metodami
genskega inZenirstva.

GEN GLAVNA FUNKCIJA POVEZAVA S STARANJEM

TERT Kodira encim Omejuje telomerno disfunkcijo ter
telomerazo, ki ohranja | prezgodnjo celi¢no senescenco.
dolZino telomer ob
celi¢ni delitvi.

Geni v poti Kodirajo komponente | Zaviranje te poti (npr. z rapamicinom)

mTORC1 beljakovinskega posnema pomanjkanje hranil in sproZi
kompleksa mTORC1, avtofagijo, kar upocasni staranje
ki zaznava hranila ter tkiv in zmanjsa nastanek starostnih
spodbuja celi¢no rast in | bolezni.
sintezo beljakovin.

KLOTHO Kodira beljakovino Zmanjsuje aktivnost poti inzulina/
Klotho, ki uravnava IGF-1, kar zmanjsa fosforilacijo FOXO3
signalno pot inzulina/ | in aktivira gene, povezane s celi¢no
IGF-1. zascito.

SIRT1-7 Kodirajo sirtuine (od Omogocajo popravilo DNK, ohranjajo
NAD+ odvisne encime), | stabilnost jedra, zavirajo vnetne
ki uravnavajo izrazanje | procese ter spodbujajo nastanek
genov. mitohondrijev.

APOE Kodira apolipoprotein | Alel €2 zniZuje raven Skodljivega LDL-
E za prenos holesterola | holesterola ter deluje kot genetski
in usmerja transport zascitni mehanizem pred glavnimi
lipidov ter obnovo vzroki smrti v starosti.
poskodb v moZganih.

FOX03 Kodira beljakovino Povecana aktivnost gena omogoca
FOXO03, transkripcijski | vstop nefosforiliranega FOXO3 v jedro,
dejavnik, ki uravnava kjer ta aktivira zas¢itne mehanizme za
celi¢no zascito, odziv ohranjanje homeostaze.
na stres in avtofagijo.

Metode genske modifikacije

Genska modifikacija je proces spreminjanja genskega ma-
teriala, ki ga lahko umetno izvajamo z metodami genske-
ga inZenirstva. Omogocfa nam upocasnjevanje procesov
staranja ter bolezni, ki so z njim povezane [20].

Ena izmed najpomembnejsih metod z velikim potencia-
lom za upocasnjevanje celiCnega staranja (senescence) je
uporaba gru¢ enakomerno prekinjenih kratkih palindrom-
nih ponovitev in z njimi povezanega proteina Cas9 (CRIS-
PR-Cas9). To je eno najnaprednejsSih in najnatancnejsih
orodij za urejanje genoma [21, 22]. Sestavljen je iz vodilne
RNK in proteina Cas9. Prva omogoci prepoznavo tarcne
DNK, drugi pa povzroci dvoverizni prelom [3]. To omog-
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oca natancno ciljanje treh razli¢nih skupin genov: tistih,
ki sodelujejo pri razvoju starostnih bolezni, uravnavanju
celicne senescence in vzdrzevanju telomer [23].
CRISPR-Cas9 se preucuje kot potencialno orodje za po-
pravljanje mutacij pri nevrodegenerativnih boleznih, kot
sta Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen [22]. Potencial
metode so dokazali tudi z uravnavanjem genov KLOTHO in
FOXO, ki sodelujeta pri presnovnih procesih in uravnavan-
ju celicne senescence. Raziskave so prav tako pokazale, da
je mogoce z uravnavanjem gena TERT vplivati na delovan-
je telomeraz in s tem na ohranjanje dolzine telomer [23,
24].

Ceprav je CRISPR-Cas9 zelo ucinkovita metoda genske
modifikacije, pa vzbuja tudi nekaj pomislekov. Ena od na-
jvecjih skrbi so nepredvidljivi netaréni ucinki, ki povzroca-
jo Skodljive spremembe v genomu [22, 23].

Za zmanjSanje teh tveganj sta bili razviti novejsi teh-
nologiji CRISPR, imenovani bazno urejanje in urejanje s
prajmerji (angl. Prime editing). Ti dve metodi omogocata
neposredne in natan¢ne to¢kovne mutacije DNK brez dvo-
veriznega preloma [25]. Bazno urejanje omogoca pretvor-
bo posameznih baznih parov, medtem ko prime editing
omogoca tudi insercijo in delecijo [26].

Bazno urejanje so uporabili za odkrivanje razli¢ice genov,
povezanih s telomernimi motnjami. Znanstveniki so z ba-
znim urejanjem prav tako uspesno pretvorili gen APOE4,
najpogostejsi genetski dejavnik Alzheimerjeve bolezni, in
s tem potrdili potencial metode za zdravljenje genetskih
vzrokov starostnih bolezni [25, 27].

Kljub svoji natancnosti pa se pri obeh metodah sre¢ujemo
s problemom varnega in ucinkovitega vnosa sistemov za
urejanje genoma v celico [26].

Poleg metod genskega inZenirstva, kot je CRISPR-Cas9,
za zdravljenje in preprecevanje bolezni uporabljamo tudi
gensko terapijo. Njena posebnost je, da omogoca vnos
genov tudi v odrasle in starajoCe se organizme. Z vnosom
genov je mogoce vplivati na regulatorne gene in signalne
poti ter s tem upocasniti procese staranja in podaljsati ob-
dobje zdravega Zivljenja [28, 29].

V boju s staranjem so najpogostejSe terapije za podal-
jSevanje telomer. Terapija z genom TERT je na misih kot
modelnih organizmih izkazala potencial za zdravljenje
mnogih nevrodegenerativnih bolezni, povezanih s starost-
jo, med katerimi je tudi Alzheimerjeva bolezen [29]. Tudi
dostava faktorjev OSK, skupine transkripcijskih dejvan-
ikov, je v Zivalskih modelih pokazala pomembne ucinke
na procese staranja. Ker je veliko starostnih bolezni med
seboj povezanih, so najbolj ucinkovite kombinirane gen-
ske terapije, ki hkrati delujejo na vec bolezenskih procesov
[30]. Genske terapije Ze napredujejo v fazah klini¢nih pre-
izkusenj, njihovo uporabo pa omejujejo predvsem izven
tar¢ni ucinki in imunski odziv organizma. Prav tako pa gen-
ske terapije ne delujejo le na posamezne bolezni, ampak
osnovne bioloSke procese staranja, kar hkrati zmanjsuje
tveganje za razvoj s staranjam povezanih kroni¢nih bolezni
[28, 29].

Med najobetavnejSe pristope sodi tudi epigenetsko re-
programiranje, ki temelji na uravnavanju izrazanja genov z
uporabo sodobnih metod genskega inZenirstva [31].
Staranje spremljajo Stevilne epigenetske spremembe, ki
vplivajo na izrazanje genov, ne da bi pri tem spreminjale
zaporedje DNK. Te se z leti kopicijo in povzrocijo postopno
izgubo normalnega uravnavanja genov, kar vodi v moteno
delovanje celic in pojav znacdilnosti staranja. Ker so epige-
netske spremembe vsaj delno reverzibilne, predstavljajo
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oshovo epigenetskega reprogramiranja, enega najsodob-
nejsih pristopov k upocasnjevanju staranja [4, 31].

Med najobetavnejSimi strategijami je delno celi¢no re-
programiranje z Yamanakovimi dejavniki (OSKM ali OSK
faktorji), ki delno povrnejo mladostne lastnosti celice.
To omili celiéno staranje, hkrati pa ohrani specializirano
vlogo celic z manjsim tveganjem za tumorigenezo kot pri
popolnem reprogramiranju. [4, 32].

Kljub velikemu potencialu ostajajo opisani pristopi pred-
vsem v fazi eksperimentalnih raziskav. Njihovo ucink-
ovitost, varnost in omejitve raziskovalci zato Se naprej
preucujejo v stevilnih poskusih na Zivalskih modelih [31].

Poskusi na Zivalih

Raziskave genetskih sprememb, ki vplivajo na proces
staranja in dolgoZivost, se ve¢inoma izvajajo na modelnih
organizmih, saj so neposredni poskusi na ljudeh zaradi dol-
ge zivljenjske dobe ter eti¢nih omejitev izjemno zahtevni
in prakti¢no neizvedljivi. Med najpogosteje uporabljenimi
modelnimi organizmi so kvasovka (Saccharomyces cerevi-
siae), ¢rv (Caenorhabditis elegans), navadna vinska musi-
ca (Drosophila melanogaster) in laboratorijska mis (Mus
musculus). Ti organizmi imajo kratko Zivljenjsko dobo,
dobro preucen genom ter Stevilne evolucijsko ohranjene
mehanizme staranja, ki so primerljivi s ¢loveskimi [33].
Crvi (C. elegans) so sluzili kot klju¢ni modelni organizmi v
prvih obseZnejsih genomskih raziskavah, usmerjenih v od-
krivanje genov, ki vplivajo na dolgoZivost. Te raziskave so
temeljile na uporabi metode RNK-interference, ki omog-
oca selektivno zmanjsSanje izraZzanja posameznih genov
in s tem preucevanje njihovega vpliva na Zivljenjsko dobo
organizma [34].

Pri C. elegans je mogoce utiSati skoraj kateri koli gen s
hranjenjem z bakterijo Escherichia coli, ki sintetizira speci-
ficno dvoverizno RNK. Na podlagi tega mehanizma so z
uporabo bakterijske knjiznice laboratorija Ahringer z vec
kot 15.000 sevi v dveh kljuénih Studijah preucevali vpliv
utiSanja genov na dolgozivost [34].

Preucevanje mehanizmov staranja se je bistveno preoblik-
ovalo z odkritjem, da gen DAF-2 pri C. elegans neposredno
doloc¢a dolgoZivost odraslih osebkov. Gen DAF-2 in drugi
geni iz druZine DAF primarno uravnavajo prehode v stanje
dauer. To je oblika mirovanja, ki se sproZi ob neugodnih
okoljskih pogojih, kot so pomanjkanje hrane, povisana
temperatura ali visoka gostota populacije. V tem stanju
organizem z zmanjSanjem gibljivosti in prekinitvijo hran-
jenja prezivi neugodne razmere, ob izboljSanju okolja pa
nadaljuje normalen razvoj do odraslosti. Ko so odrasli mu-
tanti izpostavljeni povisani temperaturi, se pri njih names-
to vstopa v stanje dauer pojavi do dvakratno podaljSanje
Zivljenjske dobe. Ta pojav nakazuje, da mutirani DAF-2
aktivira specificne preZivetvene mehanizme, znacilne za
dauer, ne da bi organizem dejansko prevzel to razvojno



obliko. Omenjena ugotovitev predstavlja prvi empiricni
dokaz obstoja namenske genetske signalne poti, ki nep-
osredno nadzoruje dolgozivost [35].

Vinske musice (Drosophila melanogaster) so zaradi krat-
ke Zivljenjske dobe, velikega Stevila potomcev (priblizno
200 potomcev na samico), enostavnega laboratorijskega
gojenja in nizkih stroSkov vzdrZevanja eden izmed na-
jpomembnejSih modelnih organizmov za raziskovanje
procesov staranja in dolgozivosti. Velika prednost vinskih
music je, da imajo z ljudmi Stevilne skupne transkripcijske
faktorje ter mehanizme uravnavanja izrazanja genov. Zato
so primeren modelni organizem za raziskovanje procesov,
ki so pomembni tudi pri ¢loveku [36].

Na rezultate raziskav dolgozivosti pri vinskih musicah po-
leg genetskih sprememb vplivajo tudi Stevilni drugi de-
javniki, kot so prehrana, temperatura in okoljski pogoji.
Pomembno vlogo imata tudi spol in reproduktivni status
Zivali. Raziskave so pokazale, da se samice na prehransko
restrikcijo odzovejo z ve¢jim podaljSanjem Zivljenjske dobe
kot samci, neparjene samice pa Zivijo dlje od parjenih. Pri
nacrtovanju poskusov je zato nujno zagotoviti primerljivo
genetsko ozadje vseh preucevanih linij [36].

Znanstveniki so ugotovili, da imajo vinske musice ve¢ in-
zulinu podobnih peptidov (llp1-1p7). Ce izklopijo gen za
llp2 (ta je najbolj podoben cloveskemu), ali pa unicijo
celice, ki te peptide proizvajajo, se Zivljenjska doba music
izrazito podaljSa. Podoben ucinek imajo tudi mutacije na
inzulinskem receptorju (InR) in njegovi pomozni beljako-
vini (chico). Vendar pa so ucinki odvisni od spola musice in
specificne genske kombinacije. Pri dolocenih kombinaci-
jah mutacij InR se je Zivljenjska doba samic podaljsala kar
za 85 % [36].

MozZnost uporabe pri ljudeh

Stevilne raziskave so usmerjene v upocasnitev biologkih
procesov staranja, saj je staranje eden najpomembne-
jSih dejavnikov tveganja za razvoj kroni¢nih bolezni. Med
najpogostejSe bolezni, povezane s staranjem, spadajo
sréno-zilne bolezni, sladkorna bolezen tipa 2, nevrode-
generativne bolezni (npr. Alzheimerjeva in Parkinsonova
bolezen), osteoporoza ter razlicne oblike raka [37].

Med najobetavnejSe pristope za zdravljenje starostnih
bolezni sodijo zdravila, ki delujejo na temeljne bioloske
procese staranja, kot so: celicna senescenca, motnje sig-
nalne poti mTOR, kroni¢no vnetje in poSkodbe DNK. V
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srediScu raziskav so senolitiki, metformin, rapamicin in
druge ucinkovine, ki so pri razli¢nih Zivalskih vrstah Ze po-
kazale sposobnost podaljSanja Zivljenjske dobe ter izbol-
jSanja zdravstvenega stanja. Kljub obetavnim rezultatom
pa za zdaj ni dovolj dokazov, da bi bilo mogoce te ugoto-
vitve neposredno prenesti tudi na ljudi, saj trenutno pri-
hajajo iz modelnih organizmov. Clovesko staranje je bist-
veno kompleksnejSe od staranja modelnih organizmoyv,
prav tako pa podaljSanje Zivljenjske dobe ne pomeni nu-
jno tudi podaljSanja zdravega Zivljenja [37].

Trenutno ni $e nobene odobrene genske terapije za po-
daljSevanje zZivljenjske dobe. Vecina podatkov izhaja iz
predklini¢nih raziskav, ki pa so v boju proti staranju bolj
usmerjene v raziskovanje metformina in rapamicina in ne
v genske terapije, zato njihova dolgoro¢na varnost zaenk-
rat Se ni znana [37].

Kaj pa etika?

Ko razmisljamo o etiki genske terapije, jo je najprej tre-
ba razdeliti na gensko terapijo somatskih celic in dedno
gensko terapijo. Etiénost posega se ocenjuje z razmerjem
med obsegom in verjetnostjo Skode ter pri¢akovanimi
koristmi. Pri somatski genski terapiji se to oceni s stand-
ardnim izracunom medicinskega tveganja in koristi, pri
dednih posegih pa eti¢nost tezje ocenimo, saj bo terapi-
ja vplivala na osebe, ki Se ne obstajajo in ne morejo dati
soglasja [38]. Ker v tem ¢lanku govorimo skoraj izkljuéno
o somatski genski terapiji, bo ta tudi v nadaljevanju v os-
predju.

Ker je genska terapija zelo drag poseg, je pomembno
vprasanje, ki ga moramo nasloviti, kako bo dostopna vsem
slojem prebivalstva. Drugace bi dolgoZivost postala real-
nost samo za pescico, s ¢Cimer bi se poglobila razlika v dost-
opnosti do zdravstva, ekonomskih priloznostih ter kval-
iteti Zivljenja nasploh [39]. Prav tako bi se lahko pojavilo
izklju€evanje, nespostovanje in zasmehovanje ljudi, ki se
za terapijo ne bi odlodili, ter vprasanje, kako bi take ljudi
obravnavalo javno zdravstvo oz. zdravstveno zavarovanje
[40]. Taksna vprasanja bi se lahko pojavljala tudi, ¢e bi se
terapija hitro razsirila, obstajali pa bi posamezniki, ki bi Se
vedno ziveli z boleznijo [41, 42]. Prav tako bi lahko dal-
jSe Zivljenje povzrocalo dodaten pritisk na pomanjkanje
delovnih mest in prebivalis¢, socialno varstvo ter na neka-
tere Zivljenjske potrebe. S tem bi lahko obremenili tudi
okolje, saj bi bili potrosniski cikli daljsi [43, 44].

Na globalni ravni terapija ne sme povecati Ze obstojece
razlike v zdravstvu med manj in bolj razvitimi drzavami.
Glede na to, da bo vpeljevanje terapije v drzave, ki imajo
Ze sedaj slabo razvito zdravstvo in pomanjkljivo infrastruk-
turo, zelo tezko, bi to lahko povecalo razlike med drza-
vami. Tako bi prebivalci bolj razvitih drzav Ziveli z manjSim
bremenom bolezni, povezanim s staranjem, v slabse raz-
vitih drZzavah pa bi jih Se vedno imeli, kar bi vplivalo na
njihov nadaljnji razvoj in kompetenco [39]. Poleg tega je
pomembno, kako bi razlicne druzbe sprejele terapijo, saj
bi druzba, ki ceni mladost, terapijo odprto sprejela, druz-
ba, ki staranje dojema kot naraven proces, pa bi terapijo
sprejela s skepticizmom ali pa celo z zavraanjem [39].

Zakljucek

Raziskave v zadnjih desetletjih so pokazale, da staranje ni
zgolj neizogiben bioloski proces, temvec skupek zaplet-
enih celiénih in molekularnih mehanizmov, na katere je
mogoce do dolocene mere vplivati. Odkritje genov, pov-
ezanih z dolgozivostjo, ter razvoj sodobnih metod genske-
ga inzenirstva sta omogocila nove pristope pri upocasnje-
vanju procesov staranja. Poskusi na modelnih organizmih
so ze pokazali, da je mogoce podaljSati obdobje zdravega
Zivljenja.

Kljub obetavnim rezultatom ostaja uporaba teh metod pri
ljudeh za zdaj omejena. Pred njihovo klini¢éno uporabo bo
treba dodatno ovrednotiti njihovo varnost, dolgoro¢ne

ucinke in odgovoriti na Stevilna eti¢na vprasanja.

Ceprav podalj$anje ¢loveske Zivljenjske dobe za zdaj osta-
ja predvsem cilj znanstvenih raziskav, se kaze, da bi lahko
genetske modifikacije v prihodnosti pomembno prispev-
ale k izboljSanju kakovosti Zivljenja v starosti.
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Kako

ADENOMIOZA

posnema raka

Kljucne besede: adenomioza, rak, prehod epitelija v
mezenhim, proliferacija, apoptoza, angiogeneza

Prehod epitelijskih celic v mezenhimske celice (pro-
ces EMT)

Prehod epitelija v mezenhim (EMT; angl. epithelial-to-mes-
enchymal transition), prikazan na sliki 1, je proces, pri ka-
terem epitelijske celice izgubijo svoje znacilne lastnosti in
prevzamejo mezenhimski fenotip. S tem pridobijo spos-
obnost migracije in invazije v okolisko tkivo [1]. V endo-
metriju epitelijske celice obdajajo Zleze in s tem tvorijo
zascCitno plast, ki ohranja strukturo tkiva [5]. Med seboj
so povezane s celi¢nimi stiki in so polarne, kar pomeni, da
imajo apikalno in bazalno stran, kar je kljuéno za ohran-
janje njihove normalne fizioloSke funkcije. Mezenhimske
celice so, nasprotno, gibljive in se prosto premikajo skozi
zunajceli¢ni matriks [1]. Enak proces sodeluje pri napre-
dovaniju Stevilnih tipov raka [6], prisoten pa je tudi v vrsti
fizioloskih okoliscin: pri gastrulaciji, nastajanju nevralnega
grebena in srénih zaklopk ter pri celjenju ran [7].

Pri adenomiozi lahko EMT razdelimo na tri med seboj
povezane mehanizme: spremembo izrazanja znacilnih
biooznacevalcev, izgubo apikalno-bazalne polarnosti
ter okrepljeno celi¢cno migracijo in invazijo. Pomemben
spremljevalni proces je tudi povecana razgradnja ek-
stracelularnega matriksa, ki lezijam olajsa pot.

Epitelijske celice Mezenhimske celice

Kadherin 1 Kadherin 2
Tesni stik

Bazalna Presledkovni

membrana  stik Integrin

Slika 1: Proces prehoda epitelijskih celic v mezenhimske celice. Povzeto
po [8].

Menjava izrazanja biooznacevalcev iz epitelijskih v
mezenhimske

V evtopicnem endometriju adenomioze so prisotne
zniZzane ravni izrazanja kadherina 1 (CDH1), znacilnega
biooznacevalca epitelijskih celic, ki vzdrzuje medceli¢ne
adhezije, s C¢imer preprecuje celiéno migracijo, ter pov-
iSano izrazanje kadherina 2 (CDH2) in vimentina (VIM),
biooznacevalca mezenhimskih celic. Kadherin 2 omogo-
¢a celicne interakcije, ki spodbujajo kolektivnho migraci-
jo, vimentin pa povecuje migracijo in invazijo s pomocjo
preoblikovanja citoskeleta in posledi¢no spremembo ob-
like celice. Poleg tega se povisa tudi izrazanje nekaterih
transkripcijskih faktorjev, ki zavirajo izrazanje kadherina
1 (SNAI1 (angl. snail family transcriptional repressor 1),
SNAI2 (angl. snail family transcriptional repressor 2) ter

TWIST1 (angl. twist family bHLH transcription factor 1)) in
PTK2 (angl. protein tyrosine kinase 2), za katero se dom-
neva, da uravnava EMT. PTK2 omogoca prenos celi¢nih
signalov iz integrinov in drugih povrsinskih receptorjev
ter pomaga pri uravnavanju celicne adhezije, migracije,
prezivetja in proliferacije [1]. V ektopicnem endometriju
adenomioze v primerjavi z evtopi¢nim in zdravim endo-
metrijem se povisano izraza Se mezenhimski oznacevalec
S100A4 (angl. S100 calcium binding protein A4) in znizano
epitelijski oznacevalec, KRT7 (angl. keratin 7) [9].

Izguba celicne apikalno-bazalne polarnosti

Znacilna lastnost epitelijskih celic je njihova apikalno-ba-
zalna polarnost, ki je tesno povezana z vzdrievanjem
celi¢nih adhezijskih povezav. Pri procesu EMT pride do
izgube polarnosti in s tem tudi razgradnje celi¢nih adhezij,
kar celicam omogoca migracijo. Med kljuénimi proteini, ki
sodelujejo pri vzpostavljanju in vzdrzevanju apikalno-ba-
zalne polarnosti pri sesalcih, je tudi SCRIB (angl. scribble
planar cell polarity protein). Pri adenomiozi je tako raven
izrazanja SCRIB znizana [10,11], poviSano izrazanje pa
je prisotno pri HECW1 (angl. HECT, C2 and WW domain
containing E3 ubiquitin protein ligase 1), ki pripomore pri
razgradnji SCRIB, ter pri CYP19A1 (angl. cytochrome P450
family 19 subfamily A member 1), encimu, ki je kljucen za
sintezo estrogena [10].

Povecana celi¢na migracija in invazivnost endometrija
Povecana migracijska in invazivna sposobnost endometri-
jskih celic omogoca prodiranje bazalnega endometrija v
miometrij, kar je ena klju¢nih znacilnosti adenomioze [12,
13]. K temu prispevajo spremembe v izrazanju genov,
povezanih s celi¢no adhezijo in z organizacijo citoskeleta,
kot sta povisano izrazanje TLN1 (angl. talin 1) in zniZzano
izrazanje MIR145 (angl. microRNA 145), ki povecata mi-
gracijo in invazivnost endometrijskih epitelijskih celic [14],
ter zvisano izrazanje prepisa DDT (angl. D-dopachrome
tautomerase), ki je povezan z regulacijo celicne migracije
[15].

K invazivnhemu fenotipu adenomioznega endometrija
prispeva povisano izrazanje ANXA2 (angl. annexin A2),
estrogensko odzivnega proteina, ki spodbuja epiteli-
jsko-mezenhimski prehod in katerega raven pozitivho
korelira z intenzivnostjo dismenoreje [16]. K povecani in-
vazivnosti prispeva tudi povecano izrazanje NOTCH1 (angl.
notch receptor 1), ki uravnava transkripcijo genov, pov-
ezanih z epitelijsko-mezenhimskim prehodom, izrazan-
je njegovega inhibitorja, NUMB (angl. NUMB endocytic
adaptor protein), pa je znizano [17]. V stromi ektopicne-
ga endometrija je zniZzano izrazanje CAV1 (angl. caveolin
1), kar vodi v sproséanje kemokina CCL5 (angl. C-C motif
chemokine ligand 5) in spodbuja invazivni potencial endo-
metrijskih stromalnih celic [18].




Povecana razgradnja ekstracelularnega matriksa

Prehod epitelija v mezenhim spremljata razgradnja in
preoblikovanje ekstracelularnega matriksa, ki endometri-
jskim celicam omogoc¢ata migracijo in invazijo v miometrij.
Pri tem imajo pomembno vlogo matriks metalopeptidaze
(MMP), encimi, odgovorni za razgradnjo komponent ek-
stracelularnega matriksa. Njihovo poviSano izrazanje
je znacilno za invazivne procese pri Stevilnih tipih raka,
fiziolosko pa sodelujejo tudi pri implantaciji blastociste
in invaziji trofoblasta [19]. Pri adenomiozi so bile ugotov-
liene povisane ravni proteinov MMP2 in MMP9 v endo-
metriju [19] ter Mmp14 na modelu bolezni pri misih [20].
K preoblikovanju ekstracelularnega matriksa prispeva tudi
povisano izrazanje proteina CNN1 (angl. cellular commu-
nication network factor 1) v ektopi¢cnem endometriju, ki
sodeluje pri uravnavanju celi¢ne adhezije, migracije, pro-
liferacije in angiogeneze [21].

Povecana proliferacija

Okrepljena proliferacija sodi med temeljne znacilnosti
adenomioze, saj omogoca rast in vzdrZevanje ektopic¢nih
endometrijskih lezij. V evtopi¢nem in ektopi¢nem endo-
metriju je bila v primerjavi z zdravim tkivom ugotovljena
izrazitejsSa proliferacija stromalnih celic, kar po izpostavitvi
estradiolu potrjuje povisano izrazanje proliferacijskih bi-
ooznacevalcev MKI67 (angl. marker of proliferation Ki-67)
in PCNA (angl. proliferating cell nuclear antigen). Ob do-
datku estradiola je ta rast lezij pospesil predvsem v sood-
visnosti s poviSanim izrazanjem TLN1 [22].

Proliferacijsko aktivnost soustvarjajo tudi spremembe
v signalni poti aktivina A. V ektopicnem endometriju je
povecano izrazanje INHBA (angl. inhibin subunit beta A),
ki kodira podenoto aktivina A, ter MSTN (angl.. myosta-
tin). Povisano je izrazanje FST (angl. follistatin), antag-
onista aktivina A in miostatina, ter receptorjev ACVR2A
(angl. activin receptor type 2A) in ACVR2B (angl. activin
receptor type 2B) [23]. Podobno v evtopi¢nem endometr-
iju proliferativni fenotip potrjuje povisano izrazanje IGF1
(angl. insulin like growth factor 1), enega kljucnih regula-
torjev celi¢ne rasti. Odkrili so tudi znacilno povezavo med
izrazanjem IGF1 in METTL3 (angl. methyltransferase 3,
N6-adenosine-methyltransferase complex catalytic sub-
unit). METTL3 je regulator m6A-metilacije RNA, ki ima
pomembno vlogo pri Stevilnih fizioloskih procesih, njego-
vo spremenjeno delovanje pa povezujejo tudi z invazivni-
mi boleznimi [15].

K proliferaciji endometrijskih epitelijskih celic prispeva
Se povecano izrazanje IncRNA LINC-ROR (angl. long inde-
pendently transcribed non-coding RNA, regulator of re-
programming), ki deluje prek signalne poti PI3K/AKT. Pre-
komerno izrazanje LINC-ROR se zasledi tudi pri razli¢nih
vrstah raka [24].

Povecana proliferacija je povezana tudi z aktivacijo sig-
nalne poti TLR4. Ta spodbuja izraZzanje ve¢ mediatorjey,
med drugim TGFB1 (angl. transforming growth factor beta
1), IL6 (angl. interleukin 6), VEGFA, EGF (angl. epidermal
growth factor) in MMP2, ki poleg proliferacije sodelujejo
tudi pri angiogenezi in invazivnosti adenomioznega endo-
metrija [25].

lzogibanje apoptozi

Apoptoza ali programirana celi¢na smrt vzdrZuje celi¢no
ravnovesje in preprecuje kopicenje posSkodovanih ali
odvecnih celic. Kadar je ta proces oslabljen, se podaljsa
prezivetje ektopi¢nih endometrijskih celic, kar omogoca
obstoj in vzdrZzevanje adenomioznih lezij. Zato oslabljena
apoptoza velja za enega izmed pomembnih mehanizmov
v patogenezi adenomioze [26].

V stromalnih celicah evtopi¢nega endometrija je bila
apoptoza v primerjavi z zdravim tkivom zniZzana tudi po
izpostavitvi vodikovemu peroksidu, snovi, ki sicer apop-
tozo spodbuja s poskodbo celi¢nih struktur. Tak odziv bi
lahko pomenil, da so celice pri adenomiozi do neke mere
odporne na tovrstne apoptotske spodbude [26]. K tej od-
pornosti prispeva BCL2 (angl. apoptosis regulator Bcl-2),
protein, ki zavira apoptotsko signalizacijo in pripomore
k prezivetju celic s pridobljeno rezistenco na apoptozo;
njegovo izrazanje je v evtopicnem endometriju povisano,
utiSanje gena pa apoptozo poveca in oslabi prezivetje ter
migracijsko sposobnost celic [27]. V ektopi¢nem tkivu je
bilo izraZzanje BCL2 v primerjavi z evtopi¢nim endometri-
jem znacilno znizano, pri ¢emer je pri zdravih vzorcih iz-
razenost nihala skozi cikel in dosegla vrh v pozni sekretorni
fazi, a v adenomioznem tkivu tak$nih cikli¢nih sprememb
niso zaznali, kar kaze na spremenjeno cikliéno uravnavan-
je izrazanja BCL2 [28].

Podobno vlogo ima os miR-17/PTEN; zniZano izrazanje
tumor-zavirajocega PTEN (angl. phosphatase and ten-
sin homolog) ob hkrati zviSanem MIR17 (microRNA 17) v
evtopi¢nem endometriju kaze, da bi miR-17 lahko zavirala
apoptozo tako, da se veze na 3’UTR (angl. untranslated re-
gion) PTEN in tako zniZa njegovo izrazanje, s ¢imer posred-
no podpira prezivetje celic in spremeni izrazanje regula-
torjev celicnega cikla [29]. NiZja apoptotska aktivnost
je povezana tudi z zniZzanim izrazanjem NDUFA13 (angl.
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A13), ki poleg
svoje vloge v angiogenezi sodeluje tudi pri uravnavanju
apoptoze; njegovo izrazanje je znizano v evtopi¢nem in
ektopi¢nem endometriju, kar bi lahko olajsalo infiltracijo
Zleznih struktur v miometrij [30]. K zmanjsSani apoptotski
aktivnosti lahko prispeva tudi poviSano izrazanje NTRK2
(angl. neurotrophic receptor tyrosine kinase 2), receptor-
ja nevrotrofi¢nih dejavnikov, ki sodeluje pri razvoju odpor-
nosti proti apoptozi [31].
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IZVLECEK

Transpozicijski elementi (TE) predstavljajo priblizno polovico ¢loveskega genoma in lahko pomembno vplivajo na celi¢ne
procese in vnetni odziv. Njihovo preucevanije s klasi¢cnimi laboratorijskimi metodami je otezeno zaradi velike raznolikos-
ti v Stevilu kopij v genomu, lokusih in v zaporedjih samih. V raziskavi smo analizirali diferencialno izraZzanje pri otrocih s
covid-19 povezanimi vnetnimi boleznimi v ¢asu aktivne bolezni in v remisiji (kontrola). Z orodjem TEtranscripts smo izv-
edli analizo diferencialnega izrazanja TE ob prileganju na 2 razlicna referenéna genoma — GRCh38 in T2T-CHM13. Zaznali
smo 681 (GRCh38) oziroma 738 (T2T-CHM13) statisticno znacilno diferencialno izrazenih TE. Ob upostevanju stroZjega
kriterija (|Iog2FC| > 2) so bili v ¢asu aktivne bolezni izrazito povisani le 3 (GRCh38) oziroma 2 (T2T-CHM13) elementa.
PoviSano izrazanje TE v ¢asu bolezni nakazuje na mozno povezanost z vnetnimi procesi. Sklepamo, da so rezultati pri
prvem popolnem ¢loveskem genomu, T2T-CHM13, natancnejsi, vzroke za razlike pa je potrebno Se natancneje proucditi.

Uvod

Transpozicijski elementi (TE) so bili odkriti pred 70 leti in
predstavljajo slabih 50 % ¢loveskega genoma, njihova vlo-
ga pa nam je v veliki meri Se vedno nepoznana. Vemo, da
so pomembni pri imunskem odzivu na stresne dejavnike
[1], vplivajo na dostopnost kromatina, izrazanje genov,
protivirusne aktivnosti, staranje, aktivirajo lahko poti
celicnega signaliziranja, sprozijo odzive preko RNK inter-
ference [2]. Dolocanje TE oteZuje raznoliko Stevilo kopij
posameznih TE v genomu ter variabilnost zaporedij in lok-
usov. Dolocanje je postalo bistveno lazje z razvojem bioin-
formacijskih orodij. Klju¢no prelomnico predstavlja refer-
encni genom od telomere do telomere T2T-CHM13 (angl.
Telomere-to-Telomere CHM13), ki kot prvi zajema celotno
sekvenco ¢loveskega genoma [3]. Druga najbolj natan¢na
sekvenca cloveskega genoma je genom GRCh38, cloveski
genom pripravljen v okviru Konzorcija za referen¢ni genom
38 (angl. Genome Reference Consortium Human Build 38)
[4]. V Elanku smo se osredotodili na izrazanje TE pri bol-
nikih s covid-19 povezanimi inflamatornimi boleznimi. Za-

nimalo nas je, ali se TE pri bolnikih z boleznimi povezanimi
s covid-19 v aktivnem casu bolezni izraZzajo pogosteje kot
v remisiji. Zanimalo nas je tudi, ali se zaznani izrazeni TE
med referen¢nima genomoma T2T-CHM13 in GRCh38 raz-
likujejo. Pricakovali smo povecano izrazanje TE v aktivnem
¢asu bolezni in razlike v izrazanju med obema referencn-
ima genomoma, pri cemer smo pri genomu T2T-CHM13
pricakovali kakovostnejse rezultate. V nadaljevanju bomo
prikazali analizo podatkov otrok in mladostnikov s cov-
id-19 povezanimi inflamatornimi boleznimi prileganih na
referenc¢na genoma T2T-CHM13 in GRCh38.

Pregled objav

Transpozicijski elementi

TE uvrS¢amo med insercijske mutagene. Glede na njihov
mehanizem transpozicije jih razdelimo na 2 osnovna razre-
da: razred | (retrotranspozoni) in razred Il (DNK-transpozo-
ni). Za TE razreda | je znacilno, da se morajo pred ponovno
vkljucitvijo najprej prepisati iz genomske DNK v RNK-in-
termediat, nato pa se s povratnim prepisovanjem v ob-




liki DNK vgradijo na novo mesto v genomu. TakSen nacin
premikanja imenujemo mehanizem »kopiraj in prilepi«.
Nasprotno pa se DNK-transpozoni premikajo po meh-
anizmu »izreZi in prilepi«, saj se neposredno izrezejo iz
prvotnega mesta na DNK ter vstavijo na drugo lokacijo v
genomu [2].

TE razreda | delimo na dve skupini: transpozoni z dolgimi
konénimi ponovitvami (LTR, angl. long terminal repeat)
ter ne-LTR retrotranspozoni. LTR-transpozoni predstavlja-
jo ostanke starodavnih integracij zaporedij v genom in vkl-
juCujejo tudi endogene retroviruse (ERV). K ne-LTR retro-
transpozonom pa priStevamo dolge razprSene elemente
(LINE, angl. long interspersed element), kratke razprsene
jedrne elemente (SINE, angl. short interspersed nucle-
ar element) ter elemente SVA. Med SINE uvrS¢amo ele-
mente Alu, ki so specifi¢ni za ¢loveka. SVA so elementi, ki
vsebujejo variabilno Stevilo tandemskih ponovitev (VNTR,
angl. variable number tandem repeat) in izkazujejo struk-
turno podobnost z elementi Alu [5].
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Slika 1: Delitev transpozicijskih elementov in njihov delez v genomu
(Povzeto po [5]). Retrotranspozone delimo na transpozone z dolgimi
kon¢nimi ponovitvami (LTR, angl. long terminal repeat), med katere
sodijo tudi endogeni retrovirusi (ERV). Med ne-LTR transpozone sodijo
dolgi razprseni elementi (LINE, angl. long interspersed element), kratki
razprseni jedrni elementi (SINE, angl. short interspersed nuclear ele-
ment) in elementi SVA. Pod SINE sodijo tudi elementi Alu. Najvecji del v
¢loveskem genomu predstavljajo LINE elementi (21 % celotnega geno-

ma), sledijo Alu elementi, LTR in ERV transpozoni ter DNK transpozoni.

Bioinformacijska analiza TE

Za preucevanje izrazanja TE se pogosto uporablja analiza
diferencialnega izrazanja (DEA — angl. differential expres-
sion analysis), ki kvantificira in primerja razlike v izrazan-
ju dveh ali vec razli¢nih stanj. Podatke pridobljene z DEA
opisemo z dvojiskim logaritmom faktorja spremembe
(log,FC, angl. log, fold change) in p-vrednostjo, ki ponaz-
arja statisticno znacilnost. Log,FC opisuje kolikokrat in v
katero smer se je izrazanje elementa spremenilo. Pozitiv-
na vrednost pomeni, da je izraZzanje v primerjavi s kontrol-
nim visje v testnem stanju. Pri negativni vrednosti velja
obratno [6].
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Prisotnost ve¢ enakih kopij posameznega TE v genomu
mocno oteZuje natancno doloditev njihovega mesta iz-
vora. Poleg tega je pri analizi klju¢na raven natancnosti
dolocevanja: nekatera bioinformacijska orodja namrec
opredeljujejo TE le do ravni druZine, medtem ko dru-
ga omogocajo identifikacijo do posameznega lokusa.
Dolocanje na ravni druZine zajame SirSe, globalne spre-
membe, medtem ko lokusno specifi¢na analiza ponuja na-
tancnejsi vpogled v TE na to¢no dolocenih lokusih, kar pa
je tehni¢no zahtevnejse [2].

Referen¢na genoma T2T-CHM13 in GRCh38

Vsi cCloveski referencni genomi do vkljuéno genoma
GRCh38 so bili sekvencirani s tehniko klon po klon, ki vkl-
juCuje bakterijske umetne kromosome (BAC, angl. bac-
terial artificial chromosome) dolge najvec¢ 150 kb. Kratke
odcitke so nato v pravo zaporedje razvrstili rocno glede na
genetski ali fiziéni naért genoma [7]. Genom GRCh38 je
sekvenciral konzorcij Genome Reference Consortium [3].
Na drugacen nacin je konzorcij T2T v projektu CHM13
ustvaril referen¢ni genom T2T-CHM13. Uporabil je kombi-
nacijo sekvenciranja HiFi (sekvenciranje visoke natan¢nos-
ti, angl. high fidelity) in tehnologijo ultra dolgih odc¢itkov
Oxford Nanopore. Sekvenciranje HiFi je razvilo podjetje
Pacific Biosciences oz. PacBio, z njim pa lahko iste mole-
kule odc¢itamo veckrat. Odcitki so lahko dolgi 10-20 kb, se-
kvencirani pa so z ve¢ kot 99,5 % natancnostjo. Tehnologi-
ja Oxford Nanopore omogoca sekvenciranje molekul, ki so
dolge tudi ve¢ milijonov baznih parov, natan¢nost odcit-
kov pa znasa 95 %. S kombinacijo obeh tehnik in drugih
naprednih tehnologij je mocan racunalniski algoritem
sestavil celoten ¢loveski genom brez vrzeli [7]. Za razliko
od GRCh38, ki je nastal iz DNK molekul ve¢ heterozigotnih
posameznikov, je bilo zaporedje genoma T2T-CHM13 se-
kvencirano iz homozigotne celi¢ne linije 1 posameznika,
kar dodatno pripomore k njegovi visoki natancnosti [4].
Razlike v zaporedjih obeh genomov izhajajo predvsem
iz manjkajocih predelov na genomu GRCh38. Gre za 200
megabaznih parov oz. 8 %, ki predstavljajo dele genoma
bogate s ponovitvami, zaradi ¢esar je njihovo sekvenciran-
je otezeno [4].

Materiali in metode

Analizirali smo podatke 26 bolnikov iz 52 vzorcev polne
venske krvi otrok in mladostnikov do 18. leta starosti s
covid-19 povezanimi inflamatornimi boleznimi. Vzorci so
bili pridobljeni na Pediatri¢ni kliniki Univerzitetnega klin-
icnega centra Ljubljana (PEK, UKC) in sekvencirani s se-
kveciranjem RNK. Vsak pacient je sam sebi sluzil kot kon-
trolni vzorec, saj smo vzorce odvzeli pred zdravljenjem, v
aktivnem casu bolezni in 6 mesecev po prvi predstavitvi
bolezni torej v remisiji. Sekvenciranje je bilo izvedeno s se-

kvenatorjem NovaSeq6000 (lllumina) s kartuso S2. Podat-
ke sekvenciranja RNK smo na referen¢na genoma GRCh38
in T2T-CHM13 poravnali z orodjem STAR [8]. Ta zaporedja
so predstavljala izhodiS¢ne datoteke za analizo v okviru
raziskave.

DEA smo izvedli z orodjem TEtranscripts [9], ki uporablja R
paket DeSeq2 [10]. Orodje analizo izvaja na ravni druzine
TE, upoSteva pa tudi parnost vzorcev bolnikov istega
bolnika v aktivni bolezni in remisiji. Zaradi veckratnega
testiranja smo p-vrednosti popravili po metodi Benja-
mini-Hochberg. Izrazanje TE je bilo opredeljeno kot statis-
ticno znacilno, kadar je njegova p-vrednost znasala manj
kot 0,05. Iz rezultatov analize smo izlocili zaporedja genov
in satelitov, saj smo se osredotocali zgolj na TE.

DEA in njene rezultate smo analizirali v programskem jezi-
kuR [11].

Rezultati

Analiza je na referenénem genomu GRCh38 pokazala 681,
na T2T-CHM13 pa 738 statisti¢no znacilno diferencialno iz-
razenih TE. Vsi elementi z |”log,FC” |21 so imeli pozitivne
predznake, kar pomeni, da so se v primerjavi z remisijo
mocneje izrazali v bolezenskem stanju. Stevilo statisti¢no
znacilno izraZzenih TE na posameznem genomu in obeh
genomih hkrati je prikazano v preglednici 1, rezultati so
prikazani pri razlicnih log,FC.

Preglednica 1: Stevilo statisticno znacilno izrazenih transpozicijskih
elementov na referen¢nih genomih GRCh38, ¢loveski genom priprav-
lienem v okviru Konzorcija za referen¢ni genom 38 (angl. Genome Ref-
erence Consortium Human Build 38), in referencnem genomu od tel-
omere do telomere, T2T-CHM13 (angl. Telomere-to-Telomere CHM13)
ter obeh genomih skupaj pri razlicnih log2FC (dvojiskih logaritmih fak-
torja spremembe, angl. log2 Fold Change).

GRCh38 T2T-CHM13 SKUPNO
log, FC>1 15 18 8
IogZFC 21,5 5 4 1
log,FC>2 3 2 2

Vrednosti “log ,FC">2 sta na obeh referen¢nih genomih
hkrati dosegla le 2 elementa: LTR108e_Mam:ERVL:LTR
in LTR61:ERV1:LTR. Element MamRTE1:RTE-BovB:LINE je
to mero izrazanja dosegel izklju¢no ob uporabi genoma
GRCh38, medtem ko ga na T2T-CHM13 nismo zaznali.
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Preglednica 2 navaja TE, ki so se v aktivnem ¢asu bolezni
statisticno znacilno izrazali ve¢ kot 2,83-krat bolj (“log-
,FC”21,5). Temu merilu na obeh genomih hkrati ustreza-
jo 3 elementi: Ze omenjeni najbolj izraZzeni skupni TE ter
UCON61:UCON61:Neznan. Poleg teh smo na GRCh38
dolodili Se 5, na T2T-CHM13 pa 3 dodatne TE.

Preglednica 2: Statisticno znacilno izraZeni transpozicijski elementi z
vrednostjo “log,FC”21,5 (log,FC — dvojiski logaritem faktorja spremem-
be, angl. log, Fold Change). Uporabljena referenéna genoma sta bila:
GRCh38, cloveski genom pripravljen v okviru Konzorcija za referencni
genom 38 (angl. Genome Reference Consortium Human Build 38), in
referenéni genom od telomere do telomere, T2T-CHM13 (angl. Tel-
omere-to-Telomere CHM13). Razredi oz. podrazredi odkritih transpo-
zicijskih elementov so bili: LTR transpozoni (dolga kon¢na ponovitey,
angl. Long Terminal Repeat), DNK transpozoni in LINE (dolgi razprseni
element, angl.Long Interspersed Element). Zraven enega elementa je
napisan vprasaj, saj o njem nimamo zadosti informacij, da bi ga z got-

ovostjo klasificirali v dani razred.

Razred/ DruZina Transkript Referenca Log,FC
Podrazred

Neznan UCON61 UCON61 Skupni TE 1,5
LTR ERV1 LTR61 Skupni TE 2
LTR ERVL LTR108eMam | Skupni TE 2
DNK hAT UCONS80 GRCh38 1,5
DNK? DNK UCON21 GRCh38 1,5
LTR ERV1 MER66-int GRCh38 1,5
LTR ERVK LTRS GRCh38 1,5
LINE RTE-BovB MamRTE1 GRCh38 2
DNK DNK UCON21 T2T-CHM13 1,5
DNK hAT-Blackjack UCONS8O0 T2T-CHM13 1,5
LTR ERV1 LTR27D T2T-CHM13 1,5

Grafi¢ni prikaz rezultatov po posameznem genomu je pri-
kazan na vulkanskih diagramih (Slika 2 in Slika 3), ki potr-
jujeta, da je imela vecina TE pozitiven predznak oziroma
visje izraZanje v vnetnem stanju. Imena TE sledijo stand-
ardnemu zapisu uporabljenega orodja — ime transkripta,
druZina ter razred oziroma podrazred so lo¢eni z dvopicji.
Pri nekaterih imenih se pojavi tudi vprasaj, ki ponazarja,
da o doloc¢enih TE ni dovolj podatkov, da bi jih z gotovostjo
klasificirali v dani razred oz. podrazred [12, 13].
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Slika 2: Vulkanski diagram popravljenih p-vrednosti v odvisnosti od vrednosti log,FC (dvojiSkega logaritma faktorja spremembe,
angl. log Fold Change) na referencnem genomu GRCh38 (¢loveski genom pripravljen v okviru Konzorcija za referen¢ni genom 38

(angl. Genome Reference Consortium Human Build 38) pri mejah |”log,FC”[>2 in |”log,FC”|21.
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Slika 3: Vulkanski diagram popravljenih p-vrednosti v odvisnosti od vrednosti log,FC (dvojiskega logaritma faktorja spremembe,
angl. log Fold Change) na referencnem genomu T2T-CHM13 (referencni genom od telomere do telomere, angl. Telomere-to-Tel-

omere CHM13) pri mejah |”log,FC”[22 in |”log,FC”|>1.
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Razprava

Bioloski pomen rezultatov

Obstoj razlik v izrazanju TE med aktivnim ¢asom bolezni
in remisijo nakazuje njihovo aktivno vlogo v mehanizmih
bolezni pri preiskovancih. Povecana kolic¢ina TE med ak-
tivnim ¢asom bolezni bi lahko bila posledica oslabljenega
nadzora izrazanja TE in zmanjSanih mehanizmov utiSan-
ja TE. Omenjeni odziv je znacilen za stresne okoliscine,
vkljuéno z okuzbo s covid-19. Tak celi¢ni odziv na stres je
preucevala Ze Barbara McClintock [1], pozneje pa so ga
potrdile tudi druge raziskave [1, 14, 15].

Stevilni TE, predvsem iz druZine ERV, vsebujejo promotor-
ska in ojacevalna zaporedja, ki lahko destabilizirajo reg-
ulacijo sosednjih genov [2]. Ker sekvence LTR uvrs¢amo
med ERYV, to pojasnjuje njihovo prisotnost v nasi analizi ter
odpira vprasanja o potencialnem aktivnem prispevku TE k
patogenezi vnetnih obolenj, povezanih s covid-19.
Detekcija dolocenih TE izkljuéno na referenénem
genomu T2T-CHM13 nakazuje njihovo pomembnost v
centromernih in drugih strukturno zahtevnejsih regijah
genoma, ki jih pred genomom T2T-CHM13 ni bilo mogoce
dolociti.

Primerjava referencnih genomov

Ker se genom GRCh38 od T2T-CHM13 razlikuje zgolj po
manjkajocih ponavljajocih se sekvencah, lahko razhajanja
v nasih rezultatih med obema genomoma pripiSemo prav
tem regijam. To domnevo potrjuje tudi Studija, v kateri so
preucevali ponovitve — natancneje elemente LINE, SINE
in Alu. Avtorji so ugotovili, da je njihova razporeditev na
obeh genomih primerljiva, do razlik pa prihaja le v regijah,
ki jih GRCh38 ne vsebuje [16].

Podobno ugotavljajo Hoyt in sodelavci, ki so TE primerjali
s koordinatami prenesenimi iz T2T-CHM13 na GRCh38, kar
pomeni, da so se ti TE nahajali na primerljivih lokusih v
obeh genomih. Razlikovali se je 2,6 % TE, pri cemer je bilo
82,3 % teh razlik posledica manjsih odstopanj v klasifikaci-
ji ali kratkih lokusov, ki so bili na GRCh38 manj zanesljivo
doloceni [17].

Klein in O’Neill porocata, da je centromerna regija izjemno
bogata s TE. Spremembe TE na teh obmocjih imajo lahko
mocan vpliv, saj je ustrezno delovanje centromere klju¢no
za pravilno dedovanje kromosomov med celi¢no delitvijo.
TE so torej bistveni za pravilno delovanje centromer, kar
dokazuje tudi njihov pojav v neocentromerah — novonas-
talih centromerah na drugem mestu na kromosomu, ki
zamenjajo prvotne [18].

Stevilo dolo¢enih TE se lahko do neke mere razlikuje tudi
zaradi veckratnega mapiranja. Referencni genom GRCh38
vsebuje Stevilne alternativne kontige, popravke ter neu-
vrs¢ene in nevtralizacijske sekvence, pridobljene iz ra-
zliénih populacij [19]. Ker TE zaznamo tudi na teh dodat-
nih sekvencah, s tem povecamo njihovo skupno Stevilo
oziroma Stevilo identificiranih lokusov. Nasprotno pa gen-
om T2T-CHM13 temelji na enotni homozigotni sekvenci
in ne vsebuje taksnih sekvencnih podvojitev. Za zagoto-
vitev boljSe primerljivosti rezultatov bi bilo kot referenco
smiselno uporabiti zgolj primarno zaporedje GRCh38, ki je
brez navedenih dodatnih sekvenc.

Ker ponavljajoce se regije na GRCh38 niso v celoti sestavl-
jene, v njih pogosto prihaja do prelomov, kar prav tako vp-
liva na natancnost detekcije TE [20]. Ob prelomu zapored-
ja ga orodje obravnava kot dve loceni enoti, ¢eprav sta
morda povezani.

Pomanjkljivosti in izboljSave

Analiza TE na ravni druZine sicer zadoS¢a za vpogled v
globalne trende, a spremembe v izrazanju TE na ravni
celotne druzine opazimo le takrat, ko so dovolj izrazite,
da jih ne nevtralizirajo nasprotno usmerjene spremembe
drugih elementov znotraj iste druzine. Ker je malo verjet-
no, da bi vsi TE posamezne druzine delovali po enakem
mehanizmu ali imeli enake posledice za celicne procese,
je za pridobitev natancnejsih rezultatov bistvena analiza
na ravni posameznega lokusa. TakSen pristop nam omogo-
¢a tudi identifikacijo sosednjih genov, kar prinasa dodatno
dimenzijo pri interpretaciji podatkov. Ceprav je natanéno
dolocanje izvora TE na ravni lokusa tehni¢no zahtevnejse,
so danes Ze na voljo bioinformacijska orodja, ki to omog-
ocajo [21].

Ze na videz majhne mutacije lahko povzrocijo spremembe
v obnasanju TE. Za uspesno zaznavanje manjsSih mutacij
so zraven sekvenciranja RNK potrebni drugi pristopi. To so
vecomski pristopi in sekvenciranje dolgih odcitkov [2].
Zahtevni za dolocanje so tudi himerni transkripti. To so
transkripti, ki zraven zaporedja TE vsebujejo Se druga
(vecinoma genska) zaporedja, kar lahko vodi do nastan-
ka povsem novih genskih izoform. Ti transkripti imajo po-
tencial, da vplivajo na celi¢ne procese ter celo spodbudijo
razvoj raka ali sprozijo imunski odziv. Orodje TEtranscripts
ne omogoca identifikacije himernih transkriptov, vendar
so v ta namen razviti drugi bioinformacijski pristopi. Eden
izmed nacinov njihovega odkrivanja temelji na iskanju se-
kvencnih odcitkov, ki se zacnejo v regiji gena in koncajo na
podrocju TE [2].




Obcasno se pri transkripciji DNK prepiseta obe verigi, kar
vodi do nastanka dvoverizne RNK (dsRNK). Ta lahko pov-
zroCi utiSanje genov preko mehanizma RNK-interference
ali pa sprozi imunski odziv — predvsem interferonskega —
saj jo celica prepozna kot potencialni znak virusne okuzbe.
Za njeno dolocanje in kvantifikacijo se uporablja specifi¢-
na metoda, znana kot dvoveriZno sekvenciranje RNK, pri
kateri se enoverizna RNK predhodno odstrani, preostala
dsRNK pa se sekvencira in bioinformacijsko analizira [2].
Pomembno vlogo pri regulaciji TE imajo tudi majhne RNK
(sRNK), kamor uvrs¢amo mikro RNK (miRNK), majhne
interferencne RNK (siRNK) in RNK, ki interagirajo s pro-
teini PIWI (piRNK). Te molekule nadzorujejo prepise TE
zlasti v zarodnih celicah ter ob izpostavljenosti stresnim
dejavnikom. Ker njihovo vrednotenje z orodjem TEtran-
scripts in sorodnimi programi ni izvedljivo, je za ta namen
potrebna uporaba prilagojene metode sekvenciranja RNK
[2].

Pri preucevanju izrazanja TE z metodo sekvenciranja RNK
le majhen delez odcitkov izvira neposredno iz samos-
tojnih transkriptov TE. Znatno pogosteje so ti rezultat
kotranskripcije z geni (kjer se TE prepise kot del gena), so
locirani znotraj intronov ali pa nastanejo v okviru splosne
transkripcije, pri kateri se socasno prepisejo obsezne-
j8i kosi genoma. Ce se Zelimo osredotoditi izklju¢no na
avtonomno izrazanje TE, je treba genske transkripte iz
podatkov sekvenciranja ustrezno odstraniti. To predstav-
lia precejsen izziv zaradi kratkih od¢itkov in ponavljajoce
se narave TE. Za uspesno ¢is¢enje podatkov je zato nuj-
na uporaba namensko razvitih orodij [2] ali prilagoditev
obstojecih; Chung in sodelavci so na primer modficirali
orodje TEtranscripts ter s tem uspesSno zmanjsali delez in-
tronskih prepisov v kon¢nih rezultatih [22].

Ceprav orodje TEtranscripts omogoca dolocitev ravni iz-
razanja TE, ne ponuja neposredne bioloske interpretacije
rezultatov. Za poglobitev ugotovitev in nadaljevanje ra-
ziskave bi bilo smiselno izvesti dopolnilne analize. Zgled
za to predstavlja Studija, ki so jo izvedli Macchietto in
sodelavci; ti so po primarni analizi s TEtranscripts proucili
prekrivanje lokacij TE z geni ter z uporabo paketa rGREAT v
programu R ovrednotili njihovo povezanost s specificnimi
bioloskimi funkcijami [14].

Natancnost rezultatov bi lahko izboljsali tudi s prilagodit-
vijo parametrov orodja STAR. Pri njegovi uporabi je nam-
re¢ mogoce dolociti najvecje dovoljeno Stevilo lokacij za
veckratno mapiranje odcitka, pri ¢emer privzeta vred-
nost parametra --outFilterMultimapMax znasa 10. Ce se
posamezen odcitek poravna na ve¢ kot 10 lokusov, ga
orodje avtomatsko zavrze [8]. Z zvisSanjem te meje bi za-
jeli tudi TE z viSjo stopnjo ponovljivosti, kar bi vplivalo na
koncne rezultate, pri ¢emer bi bil u¢inek izrazitejSi ob up-
orabi referen¢nega genoma GRCh38.
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Za doseganje vecje bioloske relevantnosti bi lahko analizo
dodatno zozZili — na primer z vkljuditvijo zgolj tistih bol-
nikov, ki imajo eno specificno vnetno obolenje, povezano
s covid-19. Vendar pa so za cilje nasSe raziskave, ki temelji
na vrednotenju delovanja orodja in splos$ni analizi TE, za-
doscali SirSe zastavljeni kriteriji. Za vzorec smo tako izbrali
omejeno skupino pacientov s skupnim vzrokom in podob-
nim potekom bolezni. Da je bila ta skupina kljub vsemu
dovolj homogeno sestavljena, potrjujejo tudi nasi rezulta-
ti, saj smo odkrili statistiéno znacilne razlike v izrazanju TE.
Ker klasi¢no sekvenciranje RNK poda zgolj povprecne
vrednosti izrazanja genov, z njim ne moremo zaznati
specificnih razlik v izraZzanju med posameznimi celi¢nimi
tipi znotraj tkiva. Posledi¢no se v raziskavah vse pogosteje
uveljavljajo tehnike sekvenciranja posameznih celic (angl.
single-cell sequencing) [23].

Zakljucek

Stresne okolis¢ine opazno vplivajo na izrazanje TE. Na
primeru otrok s covid-19 povezanimi vnetnimi boleznimi
smo potrdili, da so te spremembe v aktivnem ¢asu obo-
lenja statisticno znacilne. Ob uporabi referenénega geno-
ma T2T-CHM13 sta se 2 elementa izrazala vec kot 4-krat
mocneje, medtem ko so bili na GRCh38 taki elementi 3.
Referenca T2T-CHM13 je razkrila vecje Stevilo diferencial-
no izrazenih TE. Vsi TE, ki so dosegli vsaj 2-kratno spre-
membo izraZanja, so imeli poviSane ravni v aktivnem ¢asu
bolezni, kar nakazuje na oslabljeno utisanje izrazanja TE
med aktivno boleznijo. S tem smo potrdili, da se TE v aktiv-
nem ¢asu bolezni v primerjavi z remisijo izrazajo mocneje.
Primerjalna analiza referen¢nih genomov je potrdila, da
se rezultati med obema referenénima genomoma razliku-
jejo. Sklepamo, da razlike izvirajo predvsem iz doslej man-
jkajocih sekvenc na GRCh38 ter prisotnosti neuvrscenih
zaporedij, popravkov, alternativnih kontigov in nevtral-
izacijskih sekvenc na tem genomu. Za dokon¢no potrditev
teh ugotovitev bi bile potrebne dodatne raziskave.
Razlike vizrazanju TE smo dolocili z orodjem TEtranscripts,
ki je podalo vpogled v splosne transkripcijske trende pri
preiskovancih s covid-19 povezanimi boleznimi. V prihod-
nje bi natancnost rezultatov lahko izboljsali z zoZitvijo ra-
ziskovalnega vzorca na bolj homogeno skupino pacientov
ali z uporabo naprednejsih metodologij, kot sta sekven-
ciranje RNK posameznih celic in analiza sRNK. Pri nadaljnji
obdelavi obstojecih podatkov bi bilo klju¢no optimizirati
nastavitve parametrov orodja STAR ter uporabiti orodja,
ki TE doloc¢ajo na ravni lokusov.

Nasi izsledki tako potrjujejo obetaven napredek metod za
doloc¢anje TE in dokazujejo, da se v teh kompleksnih gen-
omskih regijah skriva Se veliko neizkoris¢enega potenciala
za razumevanje patogeneze vnetnih bolezni.
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Povprasevanje po kanabinoidih se je v zadnjih letih bistveno povecalo, predvsem zaradi vecje uporabe v medicini, far-
maciji, kozmetiki in v rekreativni uporabi. Kanabinoidi pomagajo zlasti pri lajSanju simptomov nevroloskih bolezni, kot
sta Parkinsonova in Huntingtonova bolezen, prav tako pomagajo pri paliativni oskrbi in motnjah razpoloZenja. Ta trend
je opazen predvsem v drzavah zahodnega sveta, v katerih sta legalizacija in regulacija kanabinoidnih proizvodov vse
pogostejsi. Posledica tega je vecje investiranje v raziskovanje trajnostnih metod pridobivanja kanabinoidnih proizvodov.
Tradicionalno kanabinoide pridobivamo iz rastline Cannabis sativa, vendar ima gojenje rastlin Stevilne omejitve, kot so:
dolgi rastni cikli, visoke zahteve po vodi in energiji, pridelek pa se lahko spreminja iz letine v letino. Gojenje zahteva
tudi veliko hranil in prostora glede na koli¢ino pridelka. Zaradi teh omejitev pridobivanje kanabinoidov Se ne poteka
na industrijski ravni in je sorazmerno drago. Potencialno resitev predstavlja metabolno inZenirstvo mikroorganizmoy,
specificno kvasovk, v katerih lahko s pomocjo biosinteze proizvajamo kanabinoide. Raziskovalci so v kvasovke vstavili
heterologne biosintetske poti in s tem konstruirali biosintezne kanabinoidne poti, kar omogoca proizvodnjo klju¢nih
spojin, kot so: kanabigerolna kislina (CBGA), tetrahidrokanabinolna kislina (THCA) in kanabidiolna kislina (CBDA). Kljub
velikim napredkom na podrocju biosinteze pa ostajajo veliki izzivi pri prehodu na industrijsko proizvodnjo. Trenutne
raziskave se osredinjajo predvsem na optimizacijo metabolnih poti, povecanje encimske aktivnosti in na izboljsanje
fermentacije v bioreaktorjih. S premostitvijo teh tezav bodo mikrobno sintetizirani kanabinoidi predstavljali trajnostno
in industrijsko izvedljivo reSitev za zadostitev globalni potrebi po kanabinoidih, s ¢imer se bo zanasanje na klasi¢ne

metode gojenja rastlin zmanjsalo.

Uvod

Kanabinoidi so naravno prisotne spojine, ki izhajajo iz
cvetov rastline Cannabis sativa. Produkti te rastline se
anekdoti¢no uporabljajo za medicinske namene Ze 5000
let, vendar pa so kanabinoidne receptorje in njihov pomen
odkrili Sele v devetdesetih letih prejSnjega stoletja. Glav-
na predstavnika kanabinoidov sta A9-tetrahidrokanabinol
(THC) in kanabidiol (CBD), ki sta bila karakterizirana v 60.
letih prejSnjega stoletja [1]. Omenjene spojine vplivajo
predvsem na endokanabionidni sistem, ki igra klju¢no
vlogo pri razvoju Zivénega sistema, pri odraslih pa mod-
ulira nevronsko aktivnost in delovanje nevronskega om-
rezja [2]. Kanabinoidi se veZejo na kanabinoidne recep-
torje CB1 in CB2 ter tako sproZijo Sirok razpon fizioloskih
odgovorov, kot so: sprememba percepcije, razpoloZenja
ter kognitivnih in gibalnih sposobnosti. Zaradi tega se
kanabinoidi potencialno uporabljajo za zdravljenje nev-
roloskih bolezni, kot so Parkinsonova bolezen, Alzheimer-
jeva bolezen in dusevne motnje [3]. Poleg farmacevtske
uporabe se kanabinoidi uporabljajo v kozmeticni in velnes
industriji [4]. Potreba po kanabinoidih in njihovih produk-
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tih naras¢a predvsem v zahodnih drzavah, v katerih se v
zadnjih letih javho mnenje bistveno spreminja. Zaradi
tega kanabis in njegovi derivati postajajo vedno manj tabu
tema [5]. To je vidno v porastu rekreativne uporabe in
predvsem v Stevilu medicinskih raziskay, ki se je v zadnjih
20 letih povecalo za 5-krat. Ravno zaradi tega se je po-
treba po kanabinoidih v zadnjih letih bistveno povecala,
kar pa je bistveno spodbudilo zakonito in tudi nezakonito
pridelovanje kanabisa [6, 7]. Industrijska rast rastlin pa je
na Zalost za okolje zelo skodljiva. Sadike konoplje za rast
porabijo bistveno vec¢ vode kot druge industrijske rastline
(npr. dvakrat vec vode na dan (23 L) kot pa vinska trta (13
L)). Poleg tega se vecina konoplje goji v notranjih rastlin-
jakih, kar Se dodatno poveca potrebo po energiji, zemlji,
pesticidih in po gnojilih ter prav tako povisa emisije [8].
Resitev za te teZave predstavlja biosinteza kanabinoidov v
mikroorganizmih, specifi¢cno v kvasovkah. S pomocjo me-
tabolnega inZenirstva lahko modificiramo metabolne poti
organizma, da pridobimo vecjo produkcijo Zelenega me-
tabolita ali z genskim inZenirstvom vstavimo nove biosin-

tetske poti. Znanstvenikom je uspelo v kvasovke vstaviti
gene, izpeljane iz rastlin, in jih optimizirati do te mere, da
lahko proizvajajo kanabinoide v kontroliranih ferment-
acijah, kar bi lahko predstavljalo potencialno alternativo
rastlinskim kanabinoidom. Kljub napredkom pa je za in-
dustrijsko pridelavo mikrobnih kanabinoidov potrebna
nadaljnja optimizacija sevov in bioprocesa, da bi doseg-
li komercialno uspesen produkt [9]. V tem ¢lanku bomo
povzeli napredke v biosintezi kanabinoidov v kvasovkah.
Se posebej se bomo osredinili na pomembnost metabo-
Inega inZenirstva, strategij optimizacije procesov in ome-
jitev pri prehodu na industrijsko skalo. Prav tako bomo
omenili nove strategije in njihovo potencialno uporabo.

Medicinska uporaba kanabinoidov

Medicinska uporaba kanabisa je definirana kot uporaba
rastline kanabisa ali njenih derivatov v medicinske na-
mene [10]. Da bi razumeli medicinsko uporabo kanabinoi-
dov, njene prednosti in tveganja, moramo najprej pozna-
ti delovanje in vlogo endokanabinoidnega sistema. To je
sistem medceli¢nega signaliziranja, ki v ¢loveSkem telesu
uravnava homeostatske funkcije in kognitivne procese,
med drugim Custva, spanec, tek in obcdutek bolecine. Je
tesno povezan s centralnim pa tudi perifernim Zivénim sis-
temom ter med odras¢anjem skrbi za njun razvoj. Sestav-
ljajo ga tri komponente: endogeni kanabinoidi (signalne
molekule, npr. anandamid — AEA in 2-arahidonoilglicerol —
2-AG), kanabinoidni receptorji (na nevronih in drugih cel-
icah, najbolj pomembna sta CB1 in CB2) in encimi, ki sin-
tetizirajo, prenasajo in degradirajo endokanabinoide [11].
Kanabinoidni receptorji CB1 in CB2 v Zivénem sistemu
predstavljajo glavne, najpodrobneje raziskane tarCe za
endo- in fitokanabinoide. Receptorji CB1 so prisotni v
centralnem in perifernem Zivénem sistemu. V prvem so
najbolj izrazeni v mozganskih regijah, ki so povezane s
spominom, z gibanjem, s tekom in Custvi. V perifernem
pa so mocno izrazeni v primarnih senzori¢nih nevronih in
gastrointestinalnem traktu. Receptorji CB2 pa so v veliki
meri prisotni v celicah imunskega sistema in tako sodelu-
jejo pri protivnetnem ucinku kanabinoidov [11].
Kanabinoide delimo na tri glavne vrste. Prva so en-
dokanabinoidi, ki so naravno prisotni v telesu in skrbijo za
pravilno delovanje endokanabinoidnega sistema. Druga
so fitokanabinoidi (npr. A9-tetrahidrokanabinol (THC) in
kanabidiol (CBD)), ki nastajajo v cvetovih in listih rastline
Cannabis sativa, povzrocajo drugacno delovanje recep-
torjev in so posledi¢no lahko psihoaktivni, od tu pa pri-
hajajo tudi njihove potencialne medicinske koristi. Zadnja
so sinteti¢ni kanabinoidi, ki so bili ustvarjeni v laboratori-
jih za potrebe ucinkovitejsih raziskav lokacij, izrazanja in
delovanja receptorjev (npr. CP55940, ki je omogocil ra-
ziskave lokacij receptorjev CB1) [12].

Glavni terapevtski potencial fitokanabinoidov temelji na
njihovem agonisticnem in alostericnem delovanju na re-
ceptorje CB1 in CB2. Najbolj raziskana in prepoznana fito-

67

kanabinoida sta A9-tetrahidrokanabinol (THC) in kanabid-
iol (CBD) [12].

THC velja za primarnega povzrocitelja psihoaktivnih ucink-
ov kanabisa. Nastane po dekarboksilaciji (ki jo najpogoste-
je povzroc¢imo ljudje sami tik pred zauZitjem, s segrevan-
jem) predhodnika tetrahidrokanabinolske kisline (THCA),
ki sama ni psihoaktivna. THC deluje kot agonist Stevilnih
receptorjev (ne le CB1 in CB2), zaradi Cesar lahko dosezZe
tako mocen psihoaktivni u¢inek. Uporablja se kot proti-
bolecinsko zdravilo za lajSanje slabosti, bruhanja in vnetja,
pogosto ob kemoterapiji [12]. Pri zadnjem se najpogosteje
uporablja pri rakih glave in vratu, pri ¢emer je ob zdra-
vljenju prisotnih ogromno neprijetnih stranskih ucinkov.
Med najhujSimi so kroni¢ne boleline, prisotne zaradi
metastaze na kosti ali Ziv€evje. Tradicionalni analgetiki in
opioidi so velikokrat nezmozni lajSati tovrstne bolecine ali
pa s seboj prinesejo Se vec stranskih ucinkov (zadnje vel-
ja predvsem za opioide, ki lahko povzrocajo hudo zasvo-
jenost) [10]. Vec raziskav kaZe, da ima lahko THC pri man-
jSih odmerkih (med 10 in 20 mg) vecji analgeticni ucinek
kot npr. kodein in drugi opiati [13]. Po drugi strani pa je na-
jve€ negativnih stranskih ucinkov in posledic prekomerne
uporabe kanabisa povezanih prav s THC. Tu govorimo
predvsem o vecdji verjetnosti za razvitje psihi¢nih motenj
v poznejSem Zivljenju, ¢e je uporaba v najstnistvu in mladi
odraslosti prekomerna [12]. Dolgoro¢na izpostavljenost in
uporaba pa lahko vodita celo v razvoj t. i. motnje uzivanja
konoplje (angl. cannabis use disorders oz. CUDs). To je
stanje odvisnosti, ki lahko vodi v vedenjske motnje (npr.
bipolarna motnja), spremembo kognitivnih procesov ter
v poslabsanje oz. izgubo kratko- in dolgorocnega spomi-
na. Omenjeni negativni ucinki se nanasajo predvsem na
strukturo in delovanje mozganov ter so bili opaZeni zlas-
ti pri mladostnikih, ki so prekomerno rekreativno uZzivali
kanabis [14].

Drugi glavni medicinski fitokanabinoid je kanabidiol oz.
CBD, ki prav tako kot THC nastane z dekarboksilacijo, in
sicer iz predhodnika kanabidiolne kisline (CBDA). CBD ne
povzroci psihoaktivnih ucinkov, ima pa veliko potencial-
nih protivnetnih in antioksidativnih ucinkov. Deluje lahko
kot agonist, antagonist ali alosteri¢ni modulator Stevilnih
membranskih receptorjev in signalnih proteinov, z veliko
mehanizmi, ki v veliki meri $e niso popolnoma raziskani.
To med drugim vkljuCuje receptorje za serotonin, ade-
nozinske receptorje in receptorje GABAA, NF-kB in druge
vnetne signalne poti itn. [15]. Poleg tega SCiti pred oksi-
dativnim stresom, inhibira produkcijo reaktivnih kisikovih
spojin in sproscanje vnetnih signalnih molekul [16]. Tre-
nutne raziskave kaZejo, da bi se lahko uporabljal kot zdra-
vilo ali vsaj za lajSanje simptomov diabetesa, sréno-zZilnih
bolezni, raka, artritisa, epilepsije, Alzheimerjeve in Par-
kinsonove bolezni itn. CBD ima potencial predvsem pri
l[ajSanju simptomov zadnje. Glavna mehanizma napredo-
vanja bolezni sta namrec oksidativni stres, ki nastane zara-
di deregulacije mitohondrijev v Zivénih celicah, in vnetje,



ki vodi v apoptozo dopaminergi¢nih celic. Ravno CBD lah-
ko s svojimi protivnetnimi in z antioksidativnimi lastnostmi
pomembno pomaga bolnikom, ki imajo tezave s hujSimi
manifestacijami te bolezni. Najpomembnejsi simptomi,
pri katerih ima CBD potencialno terapevtski ucinek, so:
diskinezija (nenormalni, nehoteni gibi oz. tresenje, znacil-
no za Parkinsonovo bolezen), tesnoba, bolecina in motnje
spanca [17].
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Slika 1: Poenostavljen prikaz delovanja kanabinoidov prek kanabinoid-
nih receptorjev CB1 in CB2. Kanabinoidi se veZejo na receptorje CB1 in
CB2 na celicni membrani ter s tem sproZzijo znotrajceli¢no signalizacijo.
Receptorji CB1 so znacilno mocno izrazeni v Zivénem sistemu, medtem
ko so receptorji CB2 pogosteje povezani s celicami imunskega sistema.
Aktivacija teh receptorjev vpliva na razli¢ne fizioloske procese, vkljucno z

uravnavanjem Zivnega prenosa in imunskega odziva. Prirejeno po [18].

Biosintetska pot kanabinoidov v kvasovkah

Metabolno inZenirstvo kvasovk se uveljavlja kot ena raz-
vitejSih mikrobnih platform za proizvodnjo fitokanabi-
noidov in njihovih kislih prekurzorjev, vkljuéno s THCA in
CBDA, iz katerih z dekarboksilacijo nastaneta THC oziroma
CBD. Kvasovke namrec¢ zdruzujejo hitro, nadzorljivo rast in
skalabilnost mikroorganizmov z evkariontsko sposobnost-
jo procesiranja proteinov, ki je potrebna za funkcionalno
izrazanje vec rastlinskih kanabinoidnih encimov; zadn-
je je v bakterijskih gostiteljih tezje ucinkovito vzpostaviti
[19, 20]. Saccharomyces cerevisiae trenutno predstavlja
glavno kvasno platformo: je genetsko dobro obvladljiva,
zanjo so na voljo obsezna orodja genomskega inzenirst-
va, na splosno velja za varno (GRAS), prenasa industrijske
fermentacijske pogoje in nativno vsebuje mevalonatno
(MVA) pot, ki zagotavlja izoprenoidne prekurzorje [21,
22]. Njene organele, predvsem endoplazemski retikulum
(ER), vakuolo in peroksisom, se lahko izkoristi za lokalizaci-
jo heterolognih encimov in metabolnih intermediatov [19,
21, 23]. Luo in sod. (2019) so prvic opisali rekonstrukcijo
de novo kanabinoidne sinteze v S. cerevisiae. Po obsei-
nem preusmerjanju metabolizma prekurzorjev so poka-
zali proizvodnjo glavnih kanabinoidov iz preprostega slad-
korja galaktoze [9]. V inZenirani poti je ogljik usmerjen v
dve biosintezni veji, ki se zdruZzita pri kanabigerolni kislini
(CBGA). V terpenoidni/izoprenoidni veji acetil-CoA vstopi
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v endogeno pot MVA, v kateri se med reakcijo pretvori v
izopentenil pirofosfat ter dimetilalil pirofosfat, ki ju nato
encim farnezil pirofosfat sintaza (ERG20) kondenzira v ge-
ranil pirofosfat (GPP) in konéno v farnezil pirofosfat (FPP),
ki pa za biosintezo kanabinoidov ni uporaben. Zato se up-
orablja inZeniran encim (ERG20%*), ki preferencno proizv-
aja GPP namesto FPP [9, 21, 24]. V vzporedni poliketidni
veji se lahko heksanojska kislina aktivira v heksanoil-CoA
z acil-aktivirajo¢im encimom rastline Cannabis sativa
(CsAAE1). Naprednejsi sevi pa heksanoil-CoA tvorijo en-
dogeno iz sladkorja prek inZeniranih poti, kot je reverzna
B-oksidacija. Heksanoil-CoA se nato podaljsa s tremi eno-
tami malonil-CoA s pomocjo tetraketid/olivetol sintaze
(CsTKS/CsOLS), nastali tetraketidni intermediat pa ciklizira
ciklaza olivetolne kisline (CsOAC), pri ¢emer nastane olive-
tolna kislina (OA) [9, 22]. OA se prenilira z GPP prek mem-
bransko povezane aromatske preniltransferaze (CsPT4)
ali alternativno prek topne aromatske preniltransferaze iz
bakterije Streptomyces sp. CL190 (NphB), pri ¢emer nas-
tane CBGA [9, 19]. CBGA se nato lahko oksidativno ciklizira
s THCA-sintazo (THCAS) ali CBDA-sintazo (CBDAS), pri
c¢emer nastaneta A°-tetrahidrokanabinolna kislina (THCA)
oziroma kanabidiolna kislina (CBDA). Biosintezni produkti
so tako primarno kisli kanabinoidi, medtem ko nevtral-
na THC in CBD nastaneta z neencimsko dekarboksilacijo
THCA in CBDA, obi¢ajno s segrevanjem med nadaljnjo ob-
delavo [19, 22].

Uporabljeni substrati so lahko razli¢ni: prva de novo pot
je kot glavni vir ogljika uporabljala galaktozo [9], pozne-
jSi sevi pa so bili preoblikovani za ekonomsko ugodnejso
uporabo glukoze, pogosto v kombinaciji z nadzorovanim
dodajanjem heksanojske kisline [18, 21, 23]. OA je mogo-
¢e dodajati tudi neposredno, kadar je optimizacija usmer-
jena posebej v prenilacijo [9, 19, 25]. NovejSe inZenirst-
vo si prizadeva odpraviti odvisnost od zunanje dodanega
heksanoata. Schafer in sod. (2025) so na primer vzpostavi-
li endogeno tvorbo heksanoil-CoA v kvasovki S. cerevisi-
ae z uporabo reverzne B-oksidacije. Tako so povecali
razpolozljivost CoA in malonil-CoA, pri ¢emer so dosegli
priblizno 180 mg/L OA iz gojis¢a z glukozo brez dodanega
heksanoata, kar predstavlja pomemben korak k popol-
noma iz sladkorja izpeljani biosintezi kanabinoidov [22].
Optimizacija biosinteze kanabinoidov zato zahteva uskla-
jeno uravnoteZenje obeh prekurzorskih vej in zmanjsanje
konkurencnih endogenih reakcij. Uspesne strategije vkl-
jucujejo povecanje pretoka skozi pot MVA in zadrZevanje
GPP z inZenirstvom ERG20, povecanje oskrbe z malonil-
CoA z inzenirstvom acetil-CoA karboksilaze, vec kopij
genov CsTKS in CsOAC ali konstrukcijo encimskih fuzij za
izboljsanje tvorbe OA, med drugim tudi delecijo ali zniZzan-
je izrazanja reakcij B-oksidacije in sinteze mascobnih kis-
lin, ki porabljajo heksanoat ali heksanoil-CoA ter povecan-
je koli¢in acetil-CoA, CoA, NADPH in drugih kofaktorjev
v celici, potrebnih za vzdrZevanje kanabinoidne sintezne
poti [21-23]. Zhang in sod. (2023) so na primer zdruZili

modulacijo metabolizma mascobnih kislin, razsiritev ER,
stabilizacijo CsPT4 s proteinsko fuzijo in preoblikovanje
galaktoznega regulacijskega sistema za izrazanje ob pris-
otnosti glukoze, s ¢imer so nazadnje dosegli 510,32 mg/L
CBGA iz glukoze in heksanoata [23]. To ponazarja obseg
izboljsav, ki jih je mogoce doseci s hkratnim inzenirstvom
poti, proteinov in organelov.

Dodaten mehanizem za izboljSanje predstavlja kompart-
mentalizacija. Ding in sod. (2024) so biosintezo prekur-
zorjev porazdelili med citoplazmo in peroksisomi ter to
zdruzili z inZenirstvom acetil-CoA in NADPH, kar je po
Sarzni kultivaciji z dovajanjem substrata in dekarboksilaciji
(z mikrovalovi) pripeljalo do 138 mg/L kanabigerola (CBG)
[21].

Bioprocesno inZenirstvo je tako nelocljivo od metabolne-
ga: nadzorovano $arzno dovajanje glukoze in heksanojske
kisline lahko prepreci probleme z omejenim ogljikom,
hkrati pa se izogne inhibitornim koncentracijam heksa-
noata. Nizka preostala koncentracija glukoze lahko ugod-
no vpliva na proizvodne faze, vrednost pH pa vpliva na
privzem mascéobnih kislin, rast kvasovk ter na aktivnost
kompartmentaliziranih THCAS in CBDAS [19, 21]. Za CBD
so Qiu in sod. (2022) pokazali, da znotrajceli¢ni trans-
port predstavlja Se eno pomembno ozko grlo. Prekomer-
no izrazanje vakuolarnega transporterja BPT1 je namrec
okrepilo prenos CBGA iz citoplazme v vakuolo, kjer je bila
lokalizirana CBDAS, in skupaj z inZenirstvom prekurzorske
poti ter fuzijskih proteinov povecalo proizvodnjo CBD na
slabih 7 mg/L [24].

Ceprav kvasovka S. cerevisiae ostaja najrazvitej$i kvasni
model, oljna kvasovka Yarrowia lipolytica predstavlja
obetavno alternativo. Njena citosolna ATP-citrat liaza
namre¢ podpira visok pretok acetil-CoA, naravno omog-
oca znaten pretok skozi mevalonatno pot, ima obsezno
membransko kapaciteto, povezano z lipidi, razmeroma do-
bro prenasa organske kisline in lahko uporablja raznolike
poceni substrate [25]. Hong in sod. (2025) so vzpostavili
biosintezo CBGA v kvasovki Y. lipolytica in izbolj3ali stopn-
jo prenilacije z izrazanjem dvojne preniltransferaze [25].
Na sploSno metabolno inZenirstvo ponuja pomembne
prednosti pred proizvodnjo kanabinoidov z gojenjem in
ekstrakcijo rastline Cannabis sativa. Fermentacija je ne-
odvisna od sezonskih in podnebnih nihanj, zahteva manj
kmetijskih zemljiS¢ ter omogoca nadzorovano in skalabil-
no proizvodnjo [21, 23, 25]. Metabolne poti je mogoce
usmeriti v selektivno proizvodnjo ciljnih spojin, dovajan-
je alternativnih substratov in encimska promiskuiteta pa
omogocata tudi dostop do redkih in nenaravnih kanabi-
noidnih analogov [9, 19, 24]. InZenirstvo genoma, protei-
nov, transportnih poti in organelov se lahko sistemati¢no
uporabljajo za odpravljanje posameznih biosinteznih oz-
kih grl [21, 23-25]. Glavne preostale omejitve vkljucujejo:
nezadostno aktivnost ali stabilnost heterolognih encimoy,
toksi¢nost substratov oziroma produktov, konkurenco z
endogenimi metabolnimi potmi ter neucinkovit trans-
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port intermediatov med celi¢nimi kompartmenti [19, 21,
23-25]. Kljub temu izboljsave v proizvodnji CBGA, THCA in
CBD kazejo, da metabolno inZenirstvo kvasovk napreduje
od zacetne rekonstrukcije celotne poti proti vse ucinko-
vitejSim in bolj prilagodljivim proizvodnim platformam [9,
19, 23, 24].
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Slika 2: Gensko in metabolno inZenirana biosintetska pot za sintezo
kanabinoidov v kvasovki S. cerevisiae. Geranil pirofosfat (GPP) nas-
tane prek mevalonata, in sicer s predhodnim vnosom genov EfmvaE
in Efmvas iz bakterije Enterococcus faecalis ter s povecanim izrazan-
jem nativnih genov mevalonatne poti (ERG12, ERG8, ERG19 in IDI1) in
mutiranega gena ERG20*. Heksanoil-CoA nastane prek heterologne
biosintezne poti z uporabo genov iz raznih bakterij (RebktB, CnpaaH1,
Cacrt, Tdter) ali pa iz dodane heksanojske kisline kot substrata za encim
AAE, ki ga kodira gen CsAAE1 iz konoplje. Z izrazanjem genov, ki kod-
irata CsTKS in CsOAC, iz heksanoil-CoA nastane olivetolna kislina (OA),
ki jo prenilira encim CsPT4. Tako nastala kanabigerolna kislina (CBGA)
je lahko s pomocjo kanabinoidnih sintaz THCAS in CBDAS pretvorjena
v A®-tetrahidrokanabinolno kislino (THCA) oziroma kanabidiolno Kkisli-
no (CBDA). Po segrevanju (AT) pa se THCA in CBDA dekarboksilirata v
A°-tetrahidrokanabinol (THC) oziroma kanabidiol (CBD).

Legenda: Ef — Enterococcus faecalis; Re — Ralstonia eutropha; Cn — Cu-



priavidus necator; Ca — Clostridium acetobutylicum; Td — Treponema
denticola; Cs — Cannabis sativa; MvaE — acetil-CoA tiolaza in hidroksim-
etilglutaril-CoA reduktaza; MvaS - hidroksimetilglutaril-CoA sintaza;
ERG12 —mevalonat kinaza; ERG8 - fosfomevalonat kinaza; ERG19 — me-
valonat pirofosfat dekarboksilaza; IDI1 - izopentenil difosfat:dimetilalil
difosfat izomeraza; ERG20* — inZenirana farnezil pirofosfat sintetaza,
ki preferencno producira geranil pirofosfat namesto farnezil pirofosfat;
BktB — betaketotiolaza; PaaH1 — 3-hidroksiacil-CoA dehidrogenaza; Crt
—kratkoveriZzen-enoil-CoA hidrataza; Ter — trans-2-enoil-CoA reduktaza;
AAE1 - heksanoil-CoA sintaza; TKS — 3,5,7-trioksododekanoil-CoA sin-
taza; OAC - ciklaza olivetolne kisline; PT4 — preniltransferaza 4; THCAS
- sintaza tetrahidrokanabinolne kisline; CBDAS — sintaza kanabidiolne

kisline. Prirejeno po [9].

Problemi pri prehodu v industrijo

Pri prehodu na industrijsko raven se kanabinoidi srecajo
z enakimi problemi kot veliko drugih biosintetskih snovi.
Osnovni problemi so majhen titer (kar je posledica ma-
jhnega metabolnega fluksa), dostopnost klju¢nih prekur-
zorjev in toksi¢nost produkta [25]. Poleg tega je Se vec
ozkih grl pri prehodu na industrijsko raven zaradi uporabe
kvasovk kot proizvodnih organizmov. Problem predstavl-
jajo predvsem dostopnost raztopljenega kisika, kontrola
pH, ohranjanje toplote med fermentacijo, zagotavljanje
kakovosti produkta in produktivnost pri fermentacijah v
vecjih bioreaktorjih [26].

Kljub velikim napredkom v biosintezi kanabinoidov v kvas-
ovkah proces Se ni optimiziran za komercialno uporabo.
Najvecji problem predstavlja sorazmerno majhen donos
v primerjavi z drugimi industrijskimi procesi. Razlogi za
majhen donos so trije: neoptimizirane metabolne poti,
nezadostna kataliticna aktivnost in toksi¢nost produkta.
Heterologno izrazanje genov za biosintetske poti sinteze
kanabinoidov predstavlja veliko metabolno breme za celi-
co, kar zelo upocasni rast celice in posledi¢no tudi metab-
olno aktivnost. Veliko genov za biosintetske poti izhaja iz
rastline Cannabis sativa, zaradi Cesar niso najucinkovite-
jSi, ko so izrazeni v kvasovkah [9]. Ker biosinteza kanabi-
noidov poteka v vec korakih, sta koordinacija in pravilno
izrazanje genov kljuénega pomena. Ze pri majhnih od-
stopanjih pride do neucinkovite produkcije prekurzorjev
in povecanega nastanka neZelenih stranskih produktov
[23]. Proces se lahko optimizira npr. s sosintezo razli¢nih
preniltransferaz (PTaz) iz bakterijskega rodu Streptomy-
ces. Te PTaze imajo komplementarno preniltransferazno
aktivnost, kar poveca kataliticno aktivnost endogenih en-
cimov. Dodatek teh PTaz je povecal produkcijo za 100 %.
Prav tako se lahko doda vec kopij dolocenih genov, kot so
na primer CsPT4, ki kodira klju¢no preniltransferazo v pro-
cesu nastanka CBGA. Z dodatkom vec kopij klju¢nih en-
cimov se lahko titer poveca za 300 % [25]. Koncentracija
prekurzorjev, kot so heksanoil-CoA in geranil pirofosfat, je
kljuéna za pravilno biosintezo kanabinoidov. Ti prekurzorji
se uporabljajo tudi v endogenih sinteti¢nih poteh kvasovk,
zaradi Cesar pride do kompeticije s heterolognimi potmi.
Ce je koncentracija premajhna, lahko nastane ozko grlo v

biosintezi in se donos zaradi tega bistveno zniZa. Razisk-
ovalci so to v veliki meri resili tako, da so v gojis¢e dodali
povisano koncentracijo prekurzorjev (npr. 1 M heksano-
jsko kislino) [9]. Prav tako se veliko raziskav osredinja na
usmeritev toka metabolitov iz endogenih poti v biosintezo
kanabinoidov s pomocjo blokiranja degradacije prekur-
zorjev, optimizacije encimov ter kompartmentalizacije
procesov v celici. Tako so dosegli titer 510 mg/L CBGA iz
enostavnega sladkorja glukoze in heksanoata. Za komer-
cialno smiselno industrijsko proizvodnjo bi bilo treba titer
povecati vsaj na 10 g/L [23, 27]

Preglednica 1: Povzetek pomembnejsih tehnik metabolnega inZenirstva
in njihovega vpliva na kon¢ni titer kanabinoidov v kvasovkah. Prikazan
titer pri posamezni tehniki predstavlja titer po uvedbi te tehnike in vseh
predhodnih tehnik skupaj. Prikazani titri so konéni produkt dolocene-
ga seva v posamezni studiji. Poleg omenjenih strategij so prisotne tudi

druge genetske in metabolne spremembe. Povzeto po [9, 23, 25].

Koncni titer
kanabinoidov

Tehnika metabolnega inZenirstva

izraZzanje endogene biosintetske poti 0,2 mg/L
dodajanje limitnega prekurzorja 1,3 mg/L
(1 M heksanojska kislina)

optimizacija konverzije heksanojske kisline 3,0 mg/L
sprememba metabolnega fluksa v sintezo 7,2 mg/L
olivetolne kisline

blokiranje degradacije heksanoata 20,1 mg/L
dodajanje kopij genov za klju¢ne encime 107,8 mg/L
zamenjava nativnih promotorjev FAS1p z RPS25Ap | 132,5 mg/L
povecanje endoplazemskega retikuluma z 194,5 mg/L
ekspresijo faktorja Ino2

optimizacija preniltransferazne aktivnosti 510,3 mg/L

Legenda:

® FAS1p — promotor za gen FAS1, ki za sintezo mascobnih kislin up-
orablja heksanoil-CoA

e RPS25Ap — promotor za gen FAS1 z manjso transkripcijsko ak-
tivnostjo

e Ino2 —transkripcijski faktor, ki pozitivno vpliva na sintezo fosfolip-
idov in mascobnih kislin

Drugi velik problem predstavlja citotoksi¢nost kanabi-
noidov za kvasne celice. Kanabinoidi so topni v lipidih
in se zato lahko vgradijo v celicne membrane ter motijo
celiéno signaliziranje, kar lahko vodi v zmanjsano rast in
akumulacijo nezaZelenih lipidov. Povecana koncentracija
prekurzorjev kanabinoidov (npr. heksanojske kisline) lah-
ko tudi moti pravilno delovanje celice. Heksanojska kislina
je Sibka organska kislina, ki lahko v svoji protonirani ob-
liki prosto prehaja prek celicne membrane, kar povzroci
spremembe v vrednosti pH, protonski gonilni sili in home-
ostazi. Raziskovalci so predlagali, da se eksogeno dohran-
jevanje s heksanojsko kislino nadomesti z endogeno pri-
dobljeno sintezo ali pa vstavitvijo vecjega Stevila genov za
konverzijo prekurzorjev, saj se tako ti hitreje porabijo in ne
povzrocajo problemov [25].

Povprasevanje po kanabinoidih

Povprasevanja po CBD- in THC-ekstraktih je veliko, pred-
vsem Vv raziskovalnih in medicinskih laboratorijih. Cena
visokokakovostnega CBD-izvlecka lahko presega 5.000
ameriskih dolarjev na kilogram. Pilotna podjetja na po-
drocju biosinteze kanabinoidov pa ocenjujejo, da bi cena
biosinteticnega CBD lahko znasala samo 1.000 ameriskih
dolarjev na kilogram, kar je petkrat cenejSe od rastlins-
kega. Prehod v industrijo se je Ze zacel, saj podjetja, kot
so: Willow Biosciences, Hyasynth Biologics in Demetrix,
Ze producirajo biosinteticne kanabinoide, sintetizirane
na industrijski skali. Kljub velikim napredkom in ogrom-
nim vlaganjem v ta podjetja pa biosintetsko producirani
kanabinoidi predstavljajo le majhen delez kanabinoidnega
trga [28].

Metabolno inZenirstvo nam prav tako daje moZnost sin-
teze analogov kanabinoidov in redkejSih kanabinoidov.
Cannabis sativa producira vec kot 120 kanabinoidov, ve-
liko od njih v zelo majhnih koncentracijah. Kanabinoidi,
kot so: kanabigerol, tetrahidrokanabivarin, kanabidivarin
in kanabikromen, so pokazali potencial v medicinski up-
orabi zaradi protivnetnih in nevroprotektivnih ucinkov. S
pomocjo tarcéne biosinteze lahko te Se neraziskane kanab-
inoide preucimo in jih potencialno uporabimo v medicin-
ske namene. V medicinske namene se raziskujejo tudi
analoge bolj znanih kanabinoidov, kot je THC. S sprem-
injanjem verige C3 lahko spremenimo afiniteto in selek-
tivnost vezave ter moc delovanja [9].

Zakljucek

Povecano povprasevanje po kanabinoidih in njihovi poten-
cialni uporabi v medicini, farmaciji in v drugih industrijah
spodbujajo razvoj alternativnih nacinov njihove proizvod-
nje. Tradicionalno pridobivanje iz rastline Cannabis sativa
je povezano z visoko porabo prostora, vode in energije ter
z nepredvidljivostjo kon¢nega produkta, zato biosinteza
kanabinoidov v mikroorganizmih predstavlja trajnostno
alternativo. S pomocjo metabolnega inZenirstva lahko v
kvasovkah sintetiziramo pomembne kanabinoide, kot sta
THC in CBD, ter njihove prekurzorje.

Kljub pomembnemu napredku mikrobna proizvodnja
kanabinoidov Se ni dovolj optimizirana za Siroko indus-
trijsko uporabo. Glavne omejitve predstavljajo nizki titri,
omejena dostopnost prekurzorjev, nizka aktivnost hetero-
lognih encimoyv, toksi¢nost produktov in tezave pri preno-
su procesa na industrijsko skalo. Nadaljnji razvoj bo zato
zahteval usklajeno optimizacijo metabolnih poti, kvasnih
celic in fermentacijskih pogojev.

Biosinteza v kvasovkah kljub trenutnim omejitvam pred-
stavlja pomemben korak proti bolj nadzorovani, ponovljivi
in trajnostni proizvodnji kanabinoidov. Z nadaljnjim raz-
vojem metabolnega inZenirstva in izboljSanjem donosov
bi lahko v prihodnosti postala komercialno konkurencna
alternativa pridobivanju kanabinoidov iz rastlin.
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Mladi raziskovalec

BLAZ JUG, mag. mikrobiol.

Do doktorata vodi ve¢ poti.
Ko ljudem povem, da raziskujem bakterijo Canzpylo-
bacter jejuni, me pogosto pricaka privzdignjena obrv.
Medtem ko salmonelo, listerijo in E. co/i pozna skoraj
vsak, ostaja bakterija C. jeuni precej manj poznana,
ceprav sodi med najpogostejse bakterijske povzrocitel-
je bolezni, ki se prenasajo s hrano. Prav vprasanje,
kako tej razmeroma obcutljivi bakteriji uspe preziveti
zunaj gostitelja in se ohraniti skozi zivilsko verigo, je v
srediScu mojega doktorskega dela.

V njem raziskujem vpliv izbranih naravnih ucinkovin
in drugih bakterijskih vrst na pritrjevanje, prezivetje in
na proteinski profil bakterije C. jejuni v biofilmu. To je
strukturirana skupnost bakterijskih celic, pritrjenih na
povitsino in obdanih z zascitnim matriksom, ki jim ola-
j$a prilagajanje neugodnim razmeram. Ugotovili smo,
da lahko izbrana mlec¢nokislinska bakterija zmanjsa
prezivetje in z virulenco povezane lastnosti bakterije

C. jguni, medtem ko ji lahko bakterija, povezana s kvar-
jenjem zivil, v dolocenih razmerah pomaga preziveti. V
mikrobiologiji zato le redko obstajajo preprosti odgov-
ori.

Moja raziskovalna pot se je zacela med pripravo magis-
trskega dela, ko sem sodeloval pri projektu Po krea-
tivni poti do znanja ter se pod mentorstvom danes Zzal
pokojne prof. dr. Polone Jamnik usmeril v proteomske
analize. Prav to specificno znanje mi je pozneje odprlo
vrata do projektne zaposlitve na Katedri za bioteh-
nologijo, mikrobiologijo in varnost zivil
Biotehniske fakultete. To je bil ¢as zacet-
ka pandemije, ko je bilo delo tezko najti.
Na katedri raziskujemo mikroorganizme,
pomembne za proizvodnjo in varnost
zivil, pri tem pa povezujemo klasi¢no
mikrobiologijo s sodobnimi molekularni-
mi in z analitskimi metodami.

Moja pot do doktorata ni bila klasi¢na
pot mladega raziskovalca. V doktorski
studij Bioznanosti s podrocja agrozivilske -
mikrobiologije sem se vkljucil kot izredni
student. Po prvem letu sem zacel razisk-
ovalno delo zdruzevati z delom peda-
goskega asistenta, ki danes predstavlja
polovico moje zaposlitve. Pri poucevanju
se srecujem z bruci, ki prvi¢ spoznavajo
mikrobiologijo zivil, in z ze bolj ves¢imi
magistrskimi Studenti. V teh letih se Ziv-
ljenje zunaj fakultete seveda ni ustavilo.
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Porocil sem se in postal oce. Doktorski Studij sem tako
usklajeval z raziskovalnim in s pedagoskim delom ter z
druzinskim zivljenjem.

Tipicen delovni dan zato pravzaprav ne obstaja. En
dan pripravljam bakterijske kulture in izvajam poskuse,
naslednji analiziram rezultate ali piSem clanek. Vmes
pripravljam in popravljam kolokvije, odgovarjam na
vprasanja magistrandov ter usklajujem delo s sodelav-
ci. Pogosto se tako v istem dnevu veckrat preselim iz
laboratorija za racunalnik in nazaj.

Posamezen eksperiment lahko traja tudi vec¢ dni, do
smiselne razlage rezultatov pa vcasih potrebujemo vec
mesecev. Velik del raziskovanja predstavljajo pono-
vitve, izboljsevanje metod in precej iskrenega ugotav-
ljanja, kaj vse bi lahko $lo narobe. Ce rezultat ni tak,
kot smo pric¢akovali, to ni nujno slabo. Vcasih prav
nepri¢akovan rezultat usmeri raziskavo v novo smer.
Pri delu mi je najbolj vSe¢ njegova raznolikost. Razisk-
ovanje se zacne v laboratoriju, vendar se nadaljuje v
pogovorih s sodelavci, pri analizi podatkov in tudi pri
delu s studenti.

Ce bi moral $tudentom predati eno sporodilo, bi bilo
to, da ni treba imeti celotne poti nacrtovane vnaprej.
Pomembneje je ostati radoveden, poiskati dobro okolje
in vztrajati tudi takrat, ko bakterije ne sodelujejo.

Moje delo vkljucuje precej razlicne prist
raziskav poteka z rastlinami, tudi z rasth

Mlada raziskovalka

KATJA JAMNIK, mag. biotehnol.

Svojo studijsko pot sem zacela na Elotehmskl fakulteti,
na kateri sem koncala dodlplomsklgn magistrski studij
biotehnologije. Pri $tudiju mi je bilo vSe¢ predvsem to,
da je biotehnologija zelo siroko po i‘o,{:je, ki povezuje
razli¢ne organizme in pristope — od rastlin in mikro-
organizmov do molekularnih metod. Skozi studij sem
ugotovila, da me najbolj zanimajo rastline in predvsem
procesi, ki potekajo na molekularni ravni.

Med magistrskim studijem so me posebej pritegnili
viroidi. Gre za zelo majhne rastlinske patogene, ki
lahko kljub svoji preprostosti povzrocijo kompleksne: %
bolezenske odzive in pomembno gospodarsko skodo. &

Prav njihova majhnost in zanimiv nacin delovanja sta

bila razloga, da sem se odlocila za magistrsko delo na
Katedri za genetiko, biotehnologijo, statistiko ifn laht-

njenje rastlin na Oddelku za agronomijo. Raziskova
sem interakcije med viroidom CE CVd in sus
mi celicami hmelja. Pri tem so n‘:le poleg ra
vprasanja pritegnile tudi rastlinske t

sem tako lahko zdruzila zanimanje

z rastlinskimi celicami. N

patogeni, pri
med drugim
embni po-
. genskih
kako virusne okuzbe vplivajo na izrazanje ras | | _ ‘mi je
mikroRNA (miRNA) in kaksna je vioga maliliRN? i delu i vied, saf se/rgzl na
ki izhajajo iz virusov in jih imenuje irusne male A '
interferencne RNA oziroma vsiRNA (§irus-derived
small interfering RNA). > P

doktorskim studijem kot mlada raziskovalka na
atedri. Moje trenutno raz1skovaln delo e usm

mi kulturami, velik del p2 predstavljajo mol
tehnike, kot so: qPCR, ptiprava knjiznic in g
ciranje malih RNA. Ker s sekvenc1ra.n]em pric
ogromne koli¢ine podatkoy, je pomemben del
ovanja tudi njihova analiza. Bioinformatika je b
ob zacetku doktorskega studija precej novo podrocje
saj je moje predhodno delo temeljilo predvsem na
laboratorijskih metodah. S¢asoma pa mi je tudi analiza
podatkov postala eden zanimivejsih delov raziskovan-
ja. Danes tako del casa prezivim v laboratoriju, del pa
za racunalnikom, kjer analiziram podatke, uporabljam ,
razli¢na bioinformatska orodja in pripravljam rezultate. podrocja in p

Se ve
Prav to,

Raziskovalno delo na nasi katedri sicer ni omejeno vied
le na moje podrocje. Velik del raziskav je usmerjen v



Biotehnolosko studentsko drustvo

Biotehnologija je edinstven Studij na Biotehniski fakulteti. Smo edini, ki nimamo »doma«, mati¢nega odd-
elka, na katerem bi se na enem mestu odvijala nasa predavanja in vaje ter bi dobili priloZznost za druzenje

in spoznavanje starejSih in mlajsih kolegov. Razpeti med Vecno potjo, Jamnikarjevo ulico in Rodico smo
Studentje biotehnologije od nekdaj iskali nacin, da bi se bolje spoznali in laZje izmenjali izkusnje. Ta priza-
devanja so se zlila v ustanovitev Biotehnolodkega $tudentskega drustva, na kratko BSD, ki v svojem delovan-
ju stremi k dvema osnovnima ciljema.

Prvi je ustvarjanje skupnosti v najsirSem pomenu besede. Verjamemo, da je za razvoj biotehnologije v
Sloveniji nujno, da se Studentje kot prihodnji strokovnjaki spoznajo med seboj in s trenutnimi vodilnimi
raziskovalci na svojem podrocju. Hkrati to pripomore k razvoju profesionalnih karier studentov, Se pomem-
bneje pa je, da z grajenjem medsebojnih poznanstev ustvarjamo okolje, v katerem Studentje radi prihajajo
na fakulteto. S tem namenom organiziramo razlicne druzabne dogodke, kot so pikniki in veceri druzabnih
iger. Njihova visoka obiskanost potrjuje, da si biotehnologi Zelimo medsebojnega druzenja. Lotili smo se
tudi izdelave biotehnoloskih puloverjev, majic in »tote bagov, ki jih pogosto opazimo na hodnikih.

Drugi cilj je ponuditi Studentom mozZnost dodatnega izobrazevanja na nacin, ki se razlikuje od navadnih
predavanj. Ker je biotehnologija izjemno Siroka in interdisciplinarna, je podrocij, ki jih pri rednih predme-
tih profesorji ne uspejo obdelati, veliko. Nas namen je studentom predstaviti tudi ta podrocja in jim tako
pomagati najti svojo »ekolosko niSo« znotraj biotehnologije, torej podrocje, ki jih Se posebej zanima.

To poslanstvo izpolnjujemo z organizacijo Dneva biotehnologije, vsakoletnega dogodka, ki se odvija v
prvih tednih Studijskega leta. Je najvecji dogodek, ki ga na Biotehniski fakulteti organizira kako Studentsko
drustvo, ter je namenjen Studentom biotehnologije in Studentom mikrobiologije, Zivilstva in prehrane ter
agronomije pa tudi drugim, ki jih zanima nase podrocje Studija. Nanj povabimo vodilne slovenske razisk-
ovalce iz raziskovalnih ustanov in podjetij, ki se predstavijo s 15-minutnimi predavanji. Spremlja jih bogat
spremljevalni program s pogostitvijo, z glasbo in veliko priloZnostmi za druZenje.

Smo zagnana ekipa, ki jo sestavljajo razlicne generacije Studentov. Najbolj smo ponosni, da se drustvu prikl-
jucujejo mlajSe clanice in mlajsi ¢lani s svezimi idejami o tem, kaksne projekte bi Se lahko izvedli.

Veseli bomo tudi tvojih — pridruzi se nam!
Martin Steblovnik, zastopnik drustva

biotehnolosko.studentskodrustvo@gmail.com
@biotehnoloskosd (Instagram)
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DSMBS

Drustvo Studentov mikrobiologije Slovenije

Drustvo $tudentov mikrobiologije Slovenije, krajse DSMBS, je $tudentsko drustvo, ki ze od leta 1999 povezuje $tu-
dente mikrobiologije na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani. Smo najaktivnejSe Studentsko oddel¢no drustvo

na Biotehniski fakulteti. DSMBS sestavljajo $tudenti €lani, ki uZivajo dolo¢ene ugodnosti na drustvenih dogodkih, ter
aktivni ¢lani, ki opravljajo upravne funkcije, skrbijo za delovanje drustva in organizacijo dogodkov. V drustvu je dobro-
dosel vsak Student mikrobiologije, ki Zeli sodelovati in se pridruziti cudoviti ekipi.

Cilj in namen DSMBS je popestriti obstudijsko Zivljenje ter prispevati k medgeneracijskemu povezovanju $tudentov
vseh letnikov obeh bolonjskih stopenj med seboj. Verjamemo, da je zadnje ena klju¢nih pozitivnih stvari, ki Studen-
tom olajsajo prvotni prehod na fakulteto in tudi celoten potek Studija. TakSno mentaliteto so na nas prenesli nasi
starejsi kolegi in verjamemo, da jo bomo tudi mi uspeli prenesti na prihodnje generacije. V okviru tega se gojita
mocen cut pripadnosti skupnosti in smisel za medsebojno pomog, ki je v akademskih krogih pogosto na Zalost prema-
lo prisotna.

Svoje cilje Ze dolgo uspesno izpolnjujemo na vec nacinov. Prvi je vzdrzevanje spletne baze zapiskov, ki je redno pos-
odobljena za vse predmete z najbolj relevantno snovjo. To omogoca vsem Studentom, da lazje dostopajo do uporab-
nih gradiv, ki so jih ustvarili starejsi, ali pa nalozZijo svoja gradiva.

Na zacetku vsakega Studijskega leta organiziramo tudi tradicionalno brucevanje. Popoldansko druzenje s hrano, pijaco
in z glasbo, ob katerih se lahko Studenti podruZijo med seboj, povabljeni pa so tudi profesorji. Izveden je tudi tradi-
cionalni krst brucev, ki obsega igre laboratorijske tematike (npr. hitrostno zlaganje nastavkov za pipete v Skatle) in na
koncu svecano zaprisego. Brucevanje prispeva h gojenju prej omenjene pripadnosti in k povezovanju.

Najvegji vsakoletni projekt DSMBS pa je Mikrobioloska druZina. Po koncu zimskega izpitnega obdobja organiziramo
enodnevni mini kongres, na katerega povabimo raziskovalce iz mikrobioloske stroke. Predavatelji so z Biotehniske
fakultete pa tudi iz drugih raziskovalnih ustanov, npr. Nacionalni institut za biologijo (NIB), Nacionalni laboratorij za
zdravje, okolje in hrano (NLZOH), pogosto pa se predstavljajo tudi podjetja, ki zaposlujejo mikrobiologe, npr. Novartis
in Jafral. Na Mikrobioloski druzini so dobrodosli vsi Studentje, profesorji in drugi, ki jih zanimajo svet mikrobiologije
in trenutne aktualne teme v stroki. V zadnjih letih smo dodali tudi dolocene zabavne elemente, npr. nagradni kviz in
srecelov. Dogodek je na splo$no zelo znan in ustaljen projekt, za katerega je DSMBS v $tudijskem letu 2025/26 prejel
tudi uradno pohvalo fakultete. V drustvu menimo, da je zelo pomembno biti na teko¢em z napredki in aktualnimi
temami v stroki, Se posebej za Studente — k temu Zelimo prispevati z organiziranjem Mikrobioloske druZine.

Vsako pomlad, preden se Studentje usedemo za knjige in racunalnike za potrebe poletnega izpitnega obdobija, pa
organiziramo Se spomladanski piknik. To je ponovna priloZznost, da se med seboj podruzimo in svetujemo drug dru-
gemu.

V imenu pripadnosti vsako leto naredimo tudi svoje puloverje, katerih mikrobioloski motiv naredi nekdo izmed nas,
izberemo pa ga z natecajem. Tako imamo nekaj, kar lahko oblece vsak izmed nas in kar nas Se dodatno povezuje.

Tesno sodelujemo tudi z nasimi starejSimi kolegi iz Slovenskega mikrobioloSkega drustva. Vsako leto pomagamo na
njihovi stojnici na Znanstivalu HiSe eksperimentov, kjer za obiskovalce pripravimo zanimive delavnice. To vkljucuje:
mikroskopiranje, demonstracije preprostejsih kemijskih reakcij, pipetiranje, razlage o agarskih plos¢ah in gojenju itn.

Vsak Student mikrobiologije je ve¢ kot dobrodosel, da se pridruzi aktivni ekipi in pomaga soustvarjati ustaljene pro-
jekte ali pa za¢ne popolnoma nove. Ne nazadnje aktivno sodelovanje v Studentskem drustvu in nekaj projektov, ki
sluzijo kot pokazatelj dela, lahko izgleda privla¢no na Zivljenjepisu. Vsakdo, ki ga zanimata svet mikrobiologije in dobra
druzba, pa je dobrodosel na nasih dogodkih. V DSMBS Zelimo $iriti ljubezen in voljo do mikrobiologije ter znanosti na
splosno. Pocasceni smo, da smo del takSne zgodbe in da lahko prispevamo k Studentski izkusnji ¢im vec ljudi.

Filip A. Pogacar, predsednik drustva
mikro.info@gmail.com
@bf_dsmbs (Instagram)
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