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Sintezna patobiologija: raziskave
mehanizmov nevrodegeneracije

Matjaz Stenovec, Robert Zorec

Sintezna biologija je veda, ki omogoca na-
¢rtovanje in izdelavo novih bioloskih enti-
tet (encimov, metabolnih poti, celic ...) ter
preoblikovanje obstojecih bioloskih sistemov
za koristne namene. Temelji na napredku
molekulske, celi¢ne in sistemske biologi-
je ter obeta, da bo v prihodnosti preobli-
kovala biologijo na nacin, kot je sintezna
kemija preoblikovala kemijo. Deloma se je
ze uveljavila v kozmeti¢ni, farmacevtski in
prehranski industriji, kjer jo uporabljajo za
proizvodnjo vonjav - kot so vanilin (aroma
vanilje), valencen (aroma pomarance) in no-

otkaton (aroma grenivke) - iz sladkorjev v
glivah kvasovkah (slika 1), ¢eprav je njen
uporabni potencial $ir§i in ni omejen zgolj
na proizvodnjo snovi v celicah, ki jih te ne
sintetizirajo v naravi.

Da bi poenostavili dolgotrajne in drage po-
stopke razvoja novih zdravil, bi sintezno bi-
ologijo lahko uporabili tudi za proizvodnjo
inzenirsko spremenjenih celic ¢loveskega
izvora, ki bi posnemale delovanje celic v bo-
lezensko spremenjenih organih. Na ta nacin
bi pridobili alternativni modelni celi¢ni sis-

Slika 1: Vonjave, ki jib proizvajajo kvasovke de novo iz sladkorjev ali z biolosko transformacijo iz prekurzorjev.

Prirejeno po: Carlguist in sod., 2015, Yeast.
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tem, ki bo primeren za raziskovanje pato-
fizioloskih procesov v bolezensko spreme-
njenih celicah, in delno nadomestili testi-
ranje zdravil na Zivalskih modelih bolezni.
Z uporabo celic ¢loveskega izvora, vkljuéno
tistih, ki izvirajo iz bolnikov, pri katerih je
okvara genetsko definirana, bi lahko izbolj-
$ali usmerjenost predklini¢nih raziskav ter
zagotovili bolj§e razumevanje bolezenskih
celi¢nih procesov pri ¢loveku. Cilj prispev-
ka, je vprasati se, ali lahko sintezno biolo-
gijo uporabimo za raziskovanje mehanizmov
nevrodegeneracije in za dolo¢anje novih
terapevtskih tar¢, primernih za zdravljenje
nevrodegenerativnih bolezni pri ¢loveku —
sintezna patobiologija.

V preteklem stoletju je medicina opravila iz-
jemen napredek, ki je omogo¢il zdravljenje
$tevilnih somatskih bolezni. Z antibiotiki
lahko danes pozdravimo veéino bakterijskih
bolezni, napredek v imunologiji in kirurgi-
ji je omogocil presaditve razli¢nih organov.
V izrazitem nasprotju s temi dosezki pa je
danas$nja uéinkovitost zdravljenja nevrode-
generativnih bolezni, dednih ali sporadic-
nih boleznih, ki vodijo do napredujoce in
nepovratne odpovedi Zivénega sistema zara-
di izgube strukture in funkcije mozganskih
celic ter njihovega propada. Razumevanje
kompleksnega niza dogodkov, ki pripeljejo
do nevrodegeneracije, je kljuénega pomena,
saj pomenijo nevrodegenerativne bolezni,
kot sta Alzheimerjeva in Parkinsonova bole-
zen, veliko druzbeno in gospodarsko breme
za druzbo, ki se vsaj v Sloveniji zelo hitro
stara. Starost je glavni dejavnik tveganja za
pojav demenc in kognitivni upad. Po oceni
Alzheimerjevega zdruzenja (https://www.
alz.org/) bo zaradi staranja prebivalstva v
razvitem delu sveta za obema boleznima
obolelo 7,1 milijona ljudi do leta 2025, na
svetovni ravni pa kar 81 milijonov do leta
2040. Kljub stevilnim raziskavam nevrode-
generacije je mehanizem propada mozgan-
skih celic se vedno neznanka. To je deloma
posledica necelovitega razumevanja patobi-
oloskih celi¢nih procesov, ki vodijo do na-

stanka nevrodegenerativnih bolezni, in tudi
posledica eksperimentalne nedostopnosti
¢loveskih mozganskih celic za izvajanje te-
meljnih raziskav.

Danasnje razumevanje nevrodegenerativnih
bolezni temelji na predpostavki, po kateri
so nevroni kljuéne celice v zdravju in bo-
lezni ter sinapse in Zivéni prenasalci kljuéni
elementi, ki uravnavajo delovanje Zivénih
omrezjih. Nevrocentri¢na dogma, ki znan-
stveno nikoli ni bila potrjena, je umescena
v samo jedro eksperimentalne in klini¢ne
nevrologije, ¢eprav je predpostavka o domi-
nantni vlogi nevronov in Zivénih omrezij v
neskladju s splosno logiko narave bolezni.
Vsako bolezen lahko opredelimo kot od-
poved homeostaze (ravnovesnega stabil-
nega stanja), pri kateri zunanji ali notranji
dejavniki (fizikalni, kemijski ali genetski)
ovirajo delovanje Zivega tkiva in motijo nje-
govo zmoznost za zagotavljanje homeostaze.
Bolezen torej lahko razumemo kot homeo-
statsko odpoved, katere globina opredeljuje
njeno zdruzljivost z Zivljenjem. Po tej raz-
lagi lahko vzroke za nastanek nevrodegene-
rativnih bolezni i§¢emo tudi v odpovedi ho-
meostatskega sistema v osrednjem Zivénem
sistemu, ki ga zagotavljajo celice nevroglije
(Zivénega opornega tkiva): mikro- in ma-
kroglije (oligodendrociti in astrociti), dolgo-
letni »izob&enci« v nevrobiologiji.

Stevilne raziskave minulih desetletij so po-
stopoma razkrile kljuéno vlogo astrocitov
(morfolosko in funkcijsko heterogene popu-
lacije nevroglije) v prometu in recikliranju
zivénih prenasalcev, metabolizmu ionov in
hranil, uravnavanju krvnega pretoka v moz-
ganih, spro§¢anju prenasalcev in rastnih de-
javnikov ter zaséiti celic pred oksidativnim
stresom. Nova spoznanja o astrocitih, ki
omogocajo preZivetje in pravilno delovanje
nevronov, so pripeljala do zamisli, po kateri
lahko disfunkcija astrocitov vodi do razvoja
nevroloskih in nevrodegenerativnih bole-
zni, kot so epilepsija, amiotrofi¢na lateralna
skleroza, Alzheimerjeva bolezen, lizosomske
bolezni in Rettov sindrom.
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Ali lahko s pomo¢jo sintezne biologije razi-
skujemo tudi molekulske mehanizme nevro-
degeneracije in prepoznamo nove terapev-
tske tarée, primerne za zdravljenje nevrode-
generativnih bolezni pri ¢loveku - sintezna
patobiologija? V kolikor Zelimo dokazati,
da sta razvoj in napredovanje nevrodegene-
rativnih bolezni pri ¢loveku posledica spre-
menjenega delovanja astrocitov, se je treba
sooCiti z dvema kljuénima izzivoma. Najprej
je treba pridobiti zadostno koli¢ino celic (iz
obolelih in zdravih ¢lanov druzin z zgodo-
vino nevrodegenerativne bolezni) na nacin,
s katerim povzro¢imo minimalno $kodo in
nevielnosti darovalcem. V nadaljevanju je
treba zagotoviti robusten testni sistem, s
katerim izmerimo disfunkcijo astrocitov, ki
je lahko posledica izrazanja mutiranega ge-
na in vodi v oslabljeno homeostatsko zmo-
gljivost astrocitov in wvivo. Resitev prvega
problema so nedavno priskrbeli Caiazzo in
sodelavci (2015), ki so s tehnologije nepo-
srednega celi¢nega reprogramiranja identi-
ficirali tri transkripcijske dejavnike, jedrni
dejavnik I/A (NFIA), jedrni dejavnik I/B
(NFIB) in dejavnik SOX9 (od skupno 14
testiranih), zadostne za pretvorbo zarodnih
in postnatalnih celic vezivnega tkiva (fibro-
blastov) misi v inducibilne astrocite (iAstro-
cite). Za podobno tehnologijo oziroma »za
odkritje, da zrele celice lahko reprogrami-
ramo v pluripotentne celice«, sta leta 2012

prejela Nobelovo nagrado za fiziologijo ali
medicino John B. Gurdon in Sinja Jamana-
ka (https://www.nobelprize.org/nobel_pri-
zes/medicine/laureates/2012/). Caiazzo in
sodelavci so proizvedli inducibilne astrocite,
tako da so fibroblaste misi v kulturi okuzili
z lentivirusnimi vektorji, v katere so vklju-
¢ili transkripcijske dejavnike NFIA, NFIB,
in SOX9 (slika 2).

Dvanajst dni po okuzbi so z imunocitoke-
mi¢nim oznalevanjem potrdili izrazanje
tipi¢nih astrocitnih markerjev v celicah.
Pridobljeni inducibilni astrociti so izrazali
podobne gene kot nativni astrociti in kaza-
li podobne funkcijske lastnosti ter se razli-
kovali od izvornih, primarnih fibroblastov.
Podoben pristop bi lahko uporabili tudi za
proizvodnjo ¢loveskih inducibilnih astroci-
tov, ki bi jih pridobili s pretvorbo fibrobla-
stov koze darovalcev iz druzin z zgodovino
nevrodegenerativnih bolezni, kot so avtoso-
mna dominantna Huntingtonova bolezen,
familiarna amiotrofi¢na lateralna skleroza
in familiarna Alzheimerjeva bolezen. Clo-
veske inducibilne astrocite bi lahko nadalje
vzdrzevali v celi¢ni kulturi brez patolosko
spremenjenega mozganskega tkiva in upo-
rabili kot alternativni modelni celi¢ni sis-
tem, primeren za raziskave in identifikacijo
za astrocite specifi¢nih celi¢nih procesov,
povezanih z razvojem nevrodegenerativnih
bolezni. Pomembna prednost predlaganega

Slika 2: Protokol gojenja celic, med katerem z izrazanjem transkripcijskih dejavnikov NFIA, NFIB in SOX9
reprogramirajo fibroblaste misi v inducibilne astrocite (idstrocite). Dodatek lentivirusnih vektorjev (+LV), dodatek
doksiciklina (+dox), dnevi in vitro (DIV). Prirejeno po: Caiazzo in sod., 2015, Stem Cell Reports.
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pristopa je tudi ta, da prepreuje zmotno
razlago disfunkcije astrocitov kot sekundar-
ne posledice (adaptivni ali kompenzacijski
o0dziv) zaradi primarne okvare nevronov.

Da bi preverili, ali je patologija familiarne
oblike Alzheimerjeve bolezni lahko pove-
zana z motenim delovanjem astroglije, smo
v na$em laboratoriju raziskali znotrajceli¢ni
transport mesickov. Transport je povezan s
sposobnostjo teh celic, da kemi¢no komu-
nicirajo s sosednjimi celicami, tako da iz
mesickov izlo¢ajo prenasalce glije, s kateri-
mi lahko vplivajo na sinapti¢ni prenos med
nevroni. Iz moZganske skorje novorojenih
zdravih misi in migjega modela Alzheimer-
jeve bolezni (tako imenovana trojno tran-
sgena mi§; 3xIg-AD) smo izolirali astrocite
v predsimptomatski fazi bolezni, v kateri
so predhodno opazili morfolosko atrofijo
(zmanj$ano velikost teles celic in zmanjsa-
no §tevilo izrastkov) astrocitov (Olabarria in
sod., 2010), ki je lahko posledica spremenje-

nega transporta mesickov. Atrofi¢ni fenotip

astrocitov nakazuje na zmanj$ano pokritost
sinaps in nezmoznost za zagotavljanje ustre-
zne podpore sinapsam, ki lahko vodi do
motenj v sinapti¢nem prenosu, neravnovesja
v homeostazi Zivénih prenasalcev in konéno
do propada nevronov. Alzheimerjeva bole-
zen je napredujoca, nepovratna in usodna
bolezen, ki izrazito prizadene spoznavne
zmogljivosti ¢loveka. Kljuéni histopatolo-
§ki znaki bolezni so fokalni zunajceli¢ni
depoziti B-amiloida (AP) v mozganovini,
imenovani amiloidni plaki ali senilne lehe,
in kopicenje nevrofibrilarnih pentelj iz hi-
perfosforiliranega proteina Tau v nevronih.
Alzheimerjeva bolezen je vedinoma spora-
di¢na in se pojavi v pozni starosti (po 65.
letu), v malo$tevilnih primerih pa nastopi
zgodaj in je gensko podedovana (tako ime-
novana familiarna Alzheimerjeva bolezen).
V 40 odstotkih znanih primerov familiarne
bolezni so nasli mutirana gena za preseni-
lin 1 in 2. Presenilini so proteini, vsajeni
v membrane endoplazemskega retikuluma
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in Golgijevega aparata, in tvorijo kataliti¢-
no podenoto y-sekretaze, ki cepi amiloidni
prekurzorski protein v amiloid . Mutacije
presenilinov spremenijo procesiranje ami-
loidnega prekurzorskega proteina na eni in
kalcijevo signalizacijo celic na drugi strani,
saj so presenilini tudi pasivni kalcijevi ka-
nali v membranah endoplazemskega retiku-
luma. Astrociti iz migjega modela bolezni so
izrazali mutirani presenilin 1 (PS1pg146V),
medtem ko so kontrolni (zdravi) astrociti
izrazali presenilin 1 divjega tipa. Da bi do-
kazali avtonomno (za astrocite specifi¢no)
disfunkcijo, smo astrocite vzdrzevali v obo-
gateni celi¢ni kulturi in preprecili njihovo
izpostavitev patolosko spremenjenemu moz-
ganskemu tkivu, ki je posledica dolgotrajne-
ga kopicenja amiloida B, vnetnega odziva ali
spremenjene prepustnosti krvno mozganske
pregrade.

S kvantitativno konfokalno mikroskopijo
smo raziskali transport mesickov (slika 3),
ki skladiscijo sekrecijske peptide, in mobil-
nost zakisanih endosomov (endolizosomov),
ki skladis¢ijo hidroliti¢ne encime ter prena-
salec glije ATP (slika 4A), ter ugotovili, da
je bila mobilnost mesi¢kov splo§no zmanjsa-

na v astrocitih iz modela Alzheimerjev bo-
lezni (sliki 4B, C).

Spremenjeni transport sekrecijskih mesickov
na eni (sliki 4B, C) in zakisanih endolizo-
somov na drugi strani je nakazal na nerav-
novesje v znotrajceli¢ni dinamiki mesic¢kov,
ki lahko na kratki rok spremeni signalno
pokrajino celice, na dolgi rok pa tudi njeno
obliko ter pravilno porazdelitev proteinov,
vkljuéno z amiloidnim prekurzorskim pro-
teinom in amiloidom P. Astrociti lahko pri-
vzamejo in razgradijo amiloid B; zmanj$ana
mobilnost endolizosomov, klju¢nih organe-
lov razgradnje, v katere se dostavi amiloid
B po privzemu v celice, lahko nezadostno
podpira ucinkovito odstranjevanje odpadnih
snovi iz mozganovine in dolgoro¢no prispe-
va k razvoju patogeneze amiloidnih plakov.
Spremenjeni znotrajceli¢ni transport astroci-
tnih mesickov je lahko povezan z razvojem
Alzheimerjeve bolezni in potencialna tera-
pevtska tarca za zdravljenje bolezni.
Opisani eksperimentalni pristop je neizve-
dljiv pri ¢loveku, pri katerem je pridobivanje
inducibilnih astrocitov po pretvorbi iz fibr-
oblastov koze obolelih (in zdravih) posame-
znikov edina eti¢no sprejemljiva alternativa

Slika 4: Mobilnost sekrecijskih mesickov (ANP.emd) in endolizosomov (LyTr) je zmanjsana v astrocitih iz misjega

modela Alzheimerjeve bolezni (3x1g-AD).

(A) Konfokalna mikrografija prikazuje posamezne sekrecijske mesicke (ANP.emd, manjsi zeleni delci) in zakisane

endolizosome (LyTR, vedji rdeci delci). Merilo = 10 um. (B) Prikaz rekonstruiranih poti sekrecijskih mesickov v

15-sekundnem obdobju v kontrolnem (wt) astrocitu in v 3xTg-AD astrocitu kaZe, da so mesicki v astrocitu iz modela

Alzheimerjeve bolezni potovali manj usmerjeno in prepotovali krajse poti. Prirejeno po: Stenovec in Zorec, 2015,

Neural Regeneration Research.
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za eksperimentalno ugotavljanje potencialne
disfunkcije astrocitov v nevrodegeneraciji.
Pridobljene ¢loveske inducibilne astrocite
bi lahko nadalje uporabili za razvoj novih
diagnosti¢nih testov, s katerimi bi napo-
vedali klini¢no manifestacijo bolezni Ze v
zgodnjem, to je predsimptomatskem stadiju
bolezni. Sintezna patobiologija, pri kateri
pretvorimo postnatalne ali odrasle fibro-
blaste ¢loveka v inducibilne astrocite, se zdi
obetavna strategija za identifikacijo novih
molekulskih mehanizmov in terapevtskih
tar¢, primernih za zdravljenje nevrodegene-
rativnih bolezni pri ¢loveku.

Literatura:

Caiazzo, M., Giannelli, S., Valente, P., Lignani, G.,
Carissimo, A., Sessa, A., Colasante, G., Bartolomeo, R.,
Massimino, L., Ferroni, S., Settembre, C., Benfenati.
F., Broccoli, V., 2015: Direct conversion of fibroblasts
into functional astrocytes by defined transcription factors.
Stem Cell Reports, 4: 25-36.

Carlquist, M., Gibson, B., Karagul Yuceer, Y.,
Paraskevopoulou, A., Sandell, M., Angelov, 4. I,
Gotcheva, V., Angelov, A. D., Etschmann, M., de
Billerbeck, G. M., Liden, G., 2015: Process engineering
Jfor bioflavour production with metabolically active yeasts
- a mini-review. Yeast, 32: 123-143.

Olabarria, M., Noristani, H. N., Verkhratsky, A.,
Rodriguez, J. J., 2010: Concomitant astroglial atrophy
and astrogliosis in a triple transgenic animal model of
Alzheimer’s disease. Glia, 58: 831-838.

Stenovec, M., Zorec, R., 2015: Synthetic cell pathobiology
to study neurodegeneration: defining new therapeutic
targets in astroglia. Neural Regeneration Research, 11:
234-235.

Razvojne motnje ter kronicna obolenja Zivievja v povezavi z uZitnimi in zdravilnimi rastlinami + Medicina in botanika

Razvojne motnje ter kroni¢na obolenja
ZivCevja v povezavi z uzitnimi in
zdravilnimi rastlinami

Luka Kristanc

Skodljive posledice strupenih snovi so po-
gosto odvisne ne le od lastnosti strupa in
vrste organizma, temve¢ tudi od razvojnega
obdobja, v katerem je organizem v Casu iz-
postavljenosti.

Strupene snovi lahko najve¢ $kode povzro-
¢ijo, Ce jih v telo vnesemo v kriti¢nih ra-
zvojnih obdobjih, kot so nose¢nost, Se zlasti
obdobje organogeneze (pri ¢loveku nekje
od 14. do 60. dne nosecnosti), ¢as dojenja
ter celotno obdobje otro§tva in mladosti do
konca pubertete.

Snovi, ki delujejo kvarno na razvijajoci se
plod oziroma zarodek, imenujemo terato-
geni. Rastlinske teratogene snovi lahko po-
$kodujejo dednino (to so mutageni), zavirajo

delitev celic (to so citostatiki), motijo razvoj
Ziv€evja (na primer zaviralci folatov, tirosta-
tiki in tiaminaze) ali sprozijo tvorbo reak-
tivnih kisikovih snovi in celi¢no smrt (mno-
gi akutno strupeni alkaloidi). Vse nastete
skupine snovi imajo lahko zelo mote¢ vpliv
tudi $e dolgo po rojstvu. Mnoge med njimi
ucinkujejo zelo prikrito, podobno kot hor-
monski motilci. Tak$ni so na primer lah-
ko ucinki rastlinskih tiaminaz v zgodnjem
otro$tvu ali kanabinoidov pri mladostnikih.
V ¢lanku bo veliko govora zlasti o skodlji-
vih vplivih rastlinskih pripravkov na razvoj
zivEevja, ob koncu pa se bomo na kratko
pomudili $e pri dveh kroni¢nih obolenjih
ziv€evja, ki ju danes sre¢amo zgolj Se v
najrevnej$ih predelih sveta in sta posledici
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