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Debelost je klasi¢na ve¢vzrocno pogojena bolezen. Poleg vpliva okolja ima pomembno
vlogo pri njenem nastanku tudi dednost. Debelost je le redko monogensko pogojena, opre-
deljenih pa je bilo tudi Ze ve¢ 100 genov in mest v genomu, ki vsak v majhnem deleZu
sodelujejo pri razvoju mnogo pogostejSe poligenske debelosti. Debelost pri otrocih in mla-
dostnikih predstavlja kratko- in dolgoro¢no ogroZenost za zaplete. Obi¢ajni nacini zdrav-
ljenja so Zal le delno ucinkoviti. PoveCevanje pogostosti debelosti povecuje potrebo po
izdelavi novih strategij zdravljenja. BiotehnoloSke metode predstavljajo pomembno orod-
je za razvoj teh strategij. V ¢lanku so predstavljene biotehnoloSke metode, ki so trenut-
no Ze uporabljene za pripravo uc¢inkovin in metod za zdravljenje debelosti. Razpravljamo
o njihovi u€inkovitosti in varnosti ter o moznostih za dodatni razvoj. Predstavljamo tudi
novejSe biotehnoloske metode, ki trenutno $e niso v uporabi za zdravljenje debelosti, a ima-
jo ta potencial. Razpravljamo tudi o dodatnih moZnostih uporabe biotehnoloskih metod
za opredelitev tarénih genov in mehanizmov, ki vodijo v debelost.

ABSTRACT
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Obesity is a complex multifactorial disease. Both genetics and environmental factors play
a major role in the development of obesity. It is rarely monogenic and several 100 of ge-
nes and loci, each having a minor effect, have been associated with the polygenic form.
Obesity in children and adolescents presents a short and long-term risk for obesity-re-
lated diseases. Classical methods of treatment are unfortunately only partially effecti-
ve. The ever increasing prevalence of obesity cases calls for novel treatment strategies.
Biotechnology offers several important tools for the development of these strategies. Bio-
technological methods already used for the preparation of drug therapies and other met-
hods for treating obesity are presented in the article. We discuss their efficacy and safety,
and possibilities for further improvement. Novel biotechnological approaches that have
not yet been used in the treatment of obesity but show potential are also discussed. Furt-
hermore, we also explore the possibility of using biotechnological methods to determi-
ne the main target genes and mechanisms of obesity.
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uvobD

Debelost je pomemben javnozdravstveni
problem zaradi presnovnih in nepresnov-
nih zapletov, s katerimi je povezana. Osno-
va zdravljenja je sprememba Zivljenjskega
sloga, kamor sodijo zdrava prehrana, red-
na in primerno intenzivna telesna dejavnost
ter omejen ¢as, ko nismo telesno dejavni. Do
sedaj razvita zdravila niso zelo ucinkovita
in imajo veinoma pomembne neZelene
ucinke (1). U¢inkovitejsi so bariatri¢ni po-
segi, a so relativno invazivni, izrednega po-
mena pa je tudi doZivljenjsko pooperativno
sledenje, zato so ti posegi primerni le za
manjSi deleZ populacije debelih (2). ZaZele-
ni so novi pristopi k zdravljenju debelosti,
ki bi bili u€inkoviti in varni. S tega vidika
v Clanku predstavljamo novejSe bioteh-
noloSke metode, s katerimi bi lahko izbolj-
§ali u€inkovitost in varnost Ze uveljavljenih
zdravil in metod ter razvili nova.

METODA REKOMBINANTNE
DEOKSIRIBONUKLEINSKE KISLINE
ZA 1ZDELAVO UCINKOVIN ZA
ZNIZANJE TELESNE MASE ALI
PRESNOVNO UGODNO SPREMEMBO
TELESNE SESTAVE

V biotehnologiji se pogosto uporablja meto-
da rekombinantne DNA, s katero se izboljSa
ucinkovitost produkta in raven proizvodnje
rekombinantnih beljakovin. S plazmidom
vnesemo DNA, ki kodira izbrano (¢loveS§ko)
beljakovino, v bakterijsko gostiteljsko ce-
lico. V celici se sintetizira beljakovina, ki si-
cer v naravnem sevu ne obstaja (3). NaSte-
tih je nekaj primerov uporabe te metode za
izdelavo uc€inkovin, ki vplivajo na telesno
maso in sestavo telesa.

Leptin, leptinski receptor in
postreceptorske signalne poti
Odkritje hormona leptina je eno prvih in
najvecjih odkritij, ki so vplivala na razume-
vanje genetskih nagnjenosti za uravnava-
nje telesne mase. Leptin je beljakovina, ki
se tvori izklju¢no v mascobnem tkivu. Se-

stavljen je iz 146 aminokislin, kodira ga gen
LEP Preko receptorja za leptin, ki ga kodi-
ra gen LEPR, leptin posredno sproZi tvor-
bo anoreksigenega nevropeptida proopio-
melanokortina (angl. proopiomelanocortin,
POMC) in zavira proizvodnjo oreksigene
aguti podobne beljakovine (angl. agouti-re-
lated protein, AgRP). Leptin naj bi deloval
kot lipostat, saj se z veanjem koli¢ine mas-
¢ob v maScobnih celicah spros¢a v kri in
povzroca obcutek sitosti. Posledica pomanj-
kanja leptina ali mutacija v genu za leptin-
ski receptor je zgodnja in izrazita debelost
s pridruZenimi zdravstvenimi zapleti. Zdrav-
ljenje z rekombinantnim leptinom je ucin-
kovito pri zdravljenju redkih oblik debelo-
sti, ki so posledica pomanjkanja leptina (4).
Nasprotno pa je zdravljenje z rekombinant-
nim leptinom neucinkovito pri poligensko
dedovani oz. najpogostejsi obliki debelosti,
kjer je pridobljena odpornost na leptin eden
glavnih mehanizmov, ki vodijo v poveceva-
nje telesne mase oz. neucinkovitost zdrav-
ljenja z leptinom (5).

Odpornost na leptin so obsli z razvojem
zdravila, ki brez aktivacije receptorja za
leptin deluje na njegove efektorje. Ciliarni
nevrotrofi¢ni dejavnik (angl. recombinant
neurotrophic factor, CNTF), ki ga kodira
gen CNTF, je polipeptidni hormon in rast-
ni dejavnik Zivénih celic ter v Zivénem si-
stemu spodbuja tvorbo Ziv¢nih prenaSalcev.
Pri Zivalskih modelih se CNTF dokazano
izogne ucinkom odpornosti na leptin. Re-
kombinantna razli€ica ciliarnega nefrotic-
nega dejavnika (angl. recombinant human
variant ciliary neurotrophic factor, rhvCNTEF)
z zaSCitenim imenom Axokine®, ima Se iz-
boljSano ucinkovitost in farmakoloSke last-
nosti. VeZe se na receptor za CNTF in akti-
vira podobne znotrajceli¢ne signalne poti
kot leptin ter vpliva na spremembe apeti-
ta in telesno maso (38). Kljub dokaj veliki
ucinkovitosti pa ni priSel na trZisce, saj so
preiskovanci razvili protitelesa proti CNTF.
Ta niso le zmanjSala u¢inkovitosti zdravlje-
nja, temvec bi lahko Skodljivo vplivala tudi
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na nevrozas¢itno delovanje endogenega
CNTF (7). Podjetje Xencor za razvoj zdrav-
ljenja z monoklonskimi protitelesi do se-
daj Se ni bilo uspesno pri razvoju analogov
z manjSo imunogenostjo. Te i¢ejo z analizo
spremenjenih epitopov alelov poglavitnega
histokompatibilnostnega kompleksa II (8).

Rekombinantni ¢loveski rastni
hormon

Rastni hormon je peptidni hormon, ki spod-
buja rast, delitev in obnavljanje celic. Po-
leg tega ima pomembne fizioloSke ucinke
na telesno sestavo. ZmanjSuje deleZ mascob-
nega tkiva in povecuje deleZ nemasc¢obnega
tkiva (miSice). Tako pri odraslih kot pri otro-
cih s Cezmerno telesno maso je zmanjSano
endogeno in spodbujeno izlo€anje rastne-
ga hormona (9). Osebe s pomanjkanjem rast-
nega hormona pa so nagnjene k debelosti,
posebej visceralni (10).

Rekombinantni ¢lovesSki rastni hormon
(angl. recombinant human growth hormone,
rhGH) se uporablja za zdravljenje bolezni,
ki so posledica pomanjkanja rastnega hor-
mona ali zmanjSane obcutljivosti nanj.
Poudarjamo, da rhGH ni indiciran za zdrav-
ljenje debelosti. Sicer pa rhGH zniZuje de-
leZ maScobnega tkiva in povecuje miSi¢no
maso brez znatne izgube skupne telesne
mase (11). Zaradi teh ucinkov je indiciran
za zdravljenje redkega sindroma Prader-
Willi, pri katerem sta poleg zmanjSanega
izlo€anja rastnega hormona prisotni hipo-
talamicna okvara, in debelost. Pri zdravlje-
nju sindroma Prader-Willi z rthGH je glavni
pricakovani ucinek ugodna sprememba te-
lesne sestave (12).

Zdravljenje z rhGH, predvsem v od-
merkih, vi§jih od fiziolo3kih, je povezano
s poviSanjem ravni inzulina ter razvojem
motene tolerance za glukozo in sladkorne
bolezni (13). Nedavno je bilo objavljeno po-
rocilo o poveCanem tveganju za mozgan-
sko-Zilni dogodek tudi pri osebah, ki so bile
zdravljene s fizioloSkimi odmerki rhGH
zaradi nizke rasti (14). Navedeni neZeleni

ucinki zdravila zelo omejujejo moZno upo-
rabo rhGH za zdravljenje ¢ezmerne telesne
mase oz. za izboljSanje telesne sestave.

Kombinacijsko zdravljenje

Ucinkovitost zdravljenja z zdravili lahko po-
ve€amo z ustrezno kombinacijo zdravil.
V primeru debelosti je to kombinirana upo-
raba amilinskega analoga pramlintina, ki
poveca signalizacijo z leptinom, in rekom-
binantnega ¢loveSkega leptina metrelepti-
na. Kombinirana uporaba teh dveh zdravil
je prestala klini¢ne raziskave druge faze,
vendar pa so nadaljnje raziskave trenutno
ustavljene zaradi varnostnih razlogov (1).
Metreleptin je v bakterijah Escherichia coli
proizveden rekombinanten ¢loveski leptin-
ski analog, ki se veZe na leptinski receptor
in ga aktivira. Od naravno prisotnega ¢lo-
veSkega leptina se razlikuje v dodatnem me-
tioninskem ostanku na aminskem koncu.
Uporaba je zelo omejena, saj obstaja nevar-
nost razvoja protiteles, ki bi hkrati delova-
la tudi na endogeni leptin, prav tako pa se
poveca tveganje za razvoj limfomov (15).
Ceprav zniZuje raven krvnega sladkorja in
izbolj$a stanje odpornosti na inzulin, pa pri
zniZevanju telesne mase ni ucinkovit (16).

BIOTEHNOLOSKE METODE
ZDRAVLJENJA NA RAVNI
GENOMA

Le do 5% primerov debelosti (predvsem
izrazite) je pogojenih z mutacijami v enem
samem genu (t.i. monogenska debelost).
Nekaj pomembnejsih je povzetih v tabeli 1.
Pogosteje je debelost posledica skupnega
ucinka variabilnosti v vec genih, ki jih je po-
trebno upoStevati, t. i. oligo- ali poligenska
debelost. Do sedaj je bilo opredeljenih Ze ve¢
100 genov in lokusov, ki prispevajo k tej ob-
liki debelosti. Opredelili so jih s pomocjo
asociacijskih raziskav na celotnem genomu
(angl. genome-wide association studies, GWAS)
in v zadnjem casu s sekvencioniranjem ce-
lotnega genoma (17, 18).
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Tabela 1. Geni, povezani z debelostjo (77).

Gen Anglesko ime gena Slovensko ime gena Lokacija Funkcija
beljakovine
ADRB2  B,-adrenoceptor, gen za povriinski - 5g31-g32 poraba
surface gene adrenergicni receptor energije
ADRB3  j,-adrenoceptor, gen za 3;-adrenergi¢ni 8p12-p11.2
surface gene receptor
uce1 uncoupling protein 1 gen za odklopno beljakovino1- 4q28-g31
(mitochondrial, proton termogenin (mitohondrijski,
carrier) gene protonski prenasalec)
ucpP2 uncoupling protein 2 gen za odklopno beljakovino2 ~ 11g13.3
(mitochondrial, proton (mitohondrijski, protonski
carrier) gene prenasalec)
ucpP3 uncoupling protein 3 gen za odklopno beljakovino3  11q13
(mitochondrial, proton (mitohondrijski, protonski
carrier) gene prenasalec)
CLOCK  clock circadian regulator gene  gen za cirkadiani ritem 4q12
INS insulin gene gen za inzulin 11p15.5 vnos energije
LEP leptin gene gen za leptin (¢loveski homolog  7q31.3
debelostnega gena v misih)
MC4R  melanocortin 4 receptor gene  gen za melanokortinski receptor 4 18q22
NPY neuropeptide Y gene gen za nevropeptid Y 7p15.3
POMC  proopiomelanocortin gene gen za proopiomelanokortin 2p23.3
AGRP agouti-related peptide gene gen za aguti podobno beljakovino 16922
CARTPT cocaine and amphetamine gen za prepropeptid kokain 5q13.2
regulated transcript in amfetamin uravnavanega
prepropeptide gene transkripta
FTO fat mass and obesity gen za beljakovino, povezano 16q12.2
associated gene z masgobnim tkivom in debelostjo
LEPR leptin receptor gene gen za leptinski receptor 1p31
PPARY2 peroxisome proliferator- gen za y-receptor, aktiviran 3p25 razvoj
activated receptor y gene s peroksisom proliferatorjem mascobnega
tki
CEBPA  CCAAT?®/enhancer binding gen za beljakovino za vezavo 19q13.1 va
protein alpha gene ojacevalca CCAAT?
IL6 interleukin 6 gene gen za interlevkin 6 7p21-p15
FABP4  fatty acid binding protein 4, gen za vezavo mascobnih 8g21.13
adipocyte gene kislin
PNPLA3 patatin-like phospholipase gen za beljakovino z domeno 22g13.31
domain containing gene patatinu podobne fosfolipaze 3
PLIN5  perilipin 5 gene gen za beljakovino, povezano 19p13.3

z mascobnimi kapljicami 5

2Zaporedje nukleotidov.
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Gensko zdravljenje

Vsaj pri monogenski obliki debelosti bi
z vnosom normalnega gena v tkivo, ki gen
izraZa, vsaj teoreti€no lahko spremenili
okvarjeni mehanizem, ki vodi v debelost.
Uporabimo lahko ve¢ metod. Najpogoste-
je je uporabljena metoda vnosa gena z vi-
rusnim vektorjem. Ker je ve€ genov, pove-
zanih z debelostjo, izraZenih v osrednjem
Ziv€énem sistemu, bi bil zaZelen tar¢ni vnos
v dolo€en del moZganov. Zato bi bila upo-
rabna specifi¢na vrsta virusnega vektorja —
adeno-povezani virusni vektor. V labo-
ratorijskih modelih so tako s povecanjem
izraZanja gena levkemije-zaviralnega dejav-
nika (angl. leukemia-inhibitory factor, LIF)
z vnosom preko rekombinantnega adeno-
-povezanega virusnega vektorja zmanj3ali
telesno maso, vnos hrane in stopnjo mas-
Zobnega tkiva pri misih (18). Zal so ti Se
vseeno povezani z manj$o stopnjo imunske-
ga odziva. Pomanjkljivosti uporabe virusnih
vektorjev so predvsem dolgotrajnost po-
stopkov priprave, moZnost vnosa le majh-
nih molekul DNA, pa tudi nevarnost neZele-
nih sprememb genoma. V ta namen i$cejo
Se druge, sprejemljivejSe sisteme genskega
zdravljenja (19). Primer je cepljenje s cepi-
vom, ki bi vsebovalo zaporedno specifi¢ne
nukleaze na regije genov, povezanih z de-
belostjo (npr. gen FTO) (20).

Spreminjanje genskega

zapisa z zaporedno

specificnimi nukleazami

V primerjavi s klasi¢nimi metodami gen-
skega zdravljenja, ki temeljijo na uporabi
adeno- ali retrovirusnih vektorjev, sodobna
literatura pripisuje ve¢ moZnosti za spre-
membe genoma za namene zdravljenja me-
todi zaporedno specifi¢nih nukleaz. Velika
prednost metode je, da uporaba ni tako ome-
jena na dolocene celi¢ne tipe. V primerjavi
z RNAI (angl. ribonucleic acid interference),
ki je potranskripcijski mehanizem razgrad-
nje informacijskih ribonukleinskih kislin
(angl. messenger ribonucleic acid, mRNA)

ali zaviranja translacije, s ¢imer se prepreci
0z. zavre izraZanje specificnega gena, je me-
toda fleksibilnejSa, omogoca pa tudi stabil-
no in dolgotrajno spremembo gena brez
potrebe po stalnih transfekcijah. Princip de-
lovanja je podoben za vse metode, ki spa-
dajo v to skupino. Sprva DNA razcepimo na
specifiénem mestu z uporabo preoblikova-
ne endonukleaze. Do sprememb v genski za-
snovi (tukaj so vkljucene tako delecije kot
insercije in zamenjave genov) pride zaradi
prisotnosti popravljalnih mehanizmov pre-
ko nehomolognega zdruZevanja koncev ali
homologne rekombinacije (21).
NajstarejSa metoda v omenjeni skupi-
ni vklju€uje uporabo nukleaz cinkovih pr-
stov (angl. zinc finger nucleases, ZFN). Gaj
in sodelavci Ze preizku$ajo to metodo ne-
posrednega utiSanja genov, povezanih z de-
belostjo, ki bi omogocala tudi uporabo pri
ljudeh (22). V primerjavi z novejSimi meto-
dami je zahtevnej$a tudi priprava, poleg
tega pa ne obstajajo cinkovi prsti za vse
moZne triplete nukleotidov. NovejSa, poten-
cialno uporabnejSa metoda na tem podrocju
je poznana kot nukleaze za transkripcij-
skemu aktivatorju podobne efektorje (angl.
transcription activator-like effector nucleases,
TALEN) (21). To so umetno proizvedeni re-
strikcijski encimi, pridobljeni z zdruZeva-
njem vezavnih mest transkripcijskemu
aktivatorju podobnega efektorja (angl. trans-
cription activator-like effectors, TALE) s ce-
pitveno domeno. TALE so izolirani iz sevov
bakterij Xanthomonas. Tem se biotehnolosko
odstrani aktivatorska domena na karbok-
silnem koncu, na njeno mesto pa se doda
nukleaza FokI. Prednost te metode pred ZFN
je, da prepozna po en nukleotid in tako omo-
goca prepoznavanje kateregakoli zaporedja
DNA. Poleg tega je vezavna domena sestav-
ljena iz tandemsko ponovljenih motivoyv,
dolgih med 11 in 24 baznih parov, zato omo-
gota vedjo specifitnost. Se vedno pa si z me-
todo ZFN deli pomanjkljivost, da zahteva
izdelavo specifi¢nih beljakovin za vsako cilj-
no zaporedje DNA. To teZavo odpravimo
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z uvedbo usmerjevalnih RNA pri metodi
CRISPR/Cas9 (21).

Metoda CRISPR/Cas9 je med omenjeni-
mi najnove;j$a, Ceprav se za spreminjanje za-
poredij v genomu ali izraZanja genov v ¢lo-
ves$kih celi¢nih kulturah, pa tudi in vivo pri
razli¢nih vrstah Zivali, uporablja Ze od leta
2012. Nakopic€ene redno razmaknjene krat-
ke palindromne ponovitve (angl. clustered
regularly interspaced short palindromic re-
peats, CRISPR) so lokusi DNA, ki vsebuje-
jo kratke ponovitve baznih zaporedij. Prisot-
ne so predvsem v arhejah, in sicer pri 90 %
vseh sekvenciranih genomov. Prvi del se-
stavlja RNA samostojnega nukleotida, ki se
veZe na komplementarno, ciljno zaporedje
DNA. Drugi del sestavlja z nakopic¢enimi
redno razmaknjenimi kratkimi palindrom-
nimi ponovitvami povezana beljakovina
(angl. clustered regularly interspaced short
palindromic repeats associated protein, Cas)
9 nukleaza za razrez. Z vnosom plazmida
z domeno Cas ter specifi¢no ustvarjenimi
CRISPR se lahko genom organizma preureja
na Zelenem mestu. Nekateri poskusi genske
terapije z metodo TALEN in CRISPR/Cas9
na ¢loveskih celicah so obetavni. Na spod-
bujenih mati¢nih celicah bolnika z dedno
obliko miS$i¢ne distrofije so Li in sodelavci
leta 2015 uspeli popraviti mutacijo v genu
za distrofin in pokazali funkcionalnost po-
pravljenega gena. Pomanjkljivost metode
je sicer nezanesljiva specifi¢nost, pa tudi
potreba po prisotnosti zaporedja proto-
presledkovnega sosednjega motiva (angl.
protospacer adjacent motif, PAM). Prednost
te najnovejSe metode je, da omogoca raz-
rez vec ciljnih molekul hkrati. Obetaven nov
moZni nacin zdravljenja je tudi uporaba raz-
licice encima CRISPR povezane beljako-
vine 9, ki ima inaktivirano nukleazno ak-
tivnost (angl. CRISPR associated protein 9
endonuclease dead, dCas9) in je lahko v po-
vezavi z aktivatorjem ali represorjem. Taka
beljakovina ohrani DNA-vezavno aktiv-
nost in lahko povzroci ve¢je ali manjSe izra-
Zanje ciljnega gena brez povzrocanja spre-

memb v sami DNA (21). Slednja lastnost je
za gensko zdravljenje sprejemljivejSa tudi
z eti¢nega vidika, saj ne gre za spreminja-
nje dednega materiala.

Metode bi bile uporabne predvsem
v primeru natancno identificiranih genov,
npr. navedeni v tabeli 2, ki Ze sami znatno
prispevajo k razvoju debelosti. Z uporabo
primernih vektorjev za vnos to predstavlja
zelo ugodno reSitev za teZavo ciljanja speci-
ficnih zaporedij v celicah osrednjega Zivéevja
in periferije. Potrebna je izdelava ustreznih
knjiZnic ciljnih zaporedij. Uporaba metode
CRISPR/Cas9 bi bila Se posebej koristna za
zdravljenje poligenske oblike debelosti,
predvsem zaradi moZnosti spreminjanja
patogenih mutacij ali nepravilnega profila
izraZanja vec genov hkrati. Preden lahko me-
toda pride v uporabo v medicinske name-
ne, bi bilo potrebno zagotoviti njeno popol-
no varnost in zanesljivost. Predvsem bi
morali poskrbeti, da so metode res specificne
glede na ciljno zaporedje in da ne povzro-
¢ajo imunogenosti ali rakotvornosti. Poleg
tega se iSCejo tudi alternativni vektorji za
prenos v bolnika, ki bi nadomestili viruse.

Posredne metode spreminjanja
izraZzanja genov z interferencnimi
ribonukleinskimi kislinami

V zadnjem desetletju je bilo veliko raziskav
usmerjenih v razvoj tehnologij z uporabo
interferenc¢nih molekul RNA. Male interfe-
rencne ribonukleinske kisline (angl. small
interfering ribonucleic acid, siRNA) se namrec
lahko veZejo na mRNA in vplivajo na izra-
Zanje genov. UtiSanje genov lahko deluje
preko dveh mehanizmov: utiSanje genov po
prepisu (angl. post-transcriptional gene silen-
cing, PTGS) ali utiSanje genov med prepi-
som. PTGS lahko nadalje delimo Se na ne-
posredno zaporedno specifi¢no razcepljanje
in zaviranje prevajanja zaporedja ter razkroj
RNA. Gene lahko ciljamo z eksogenim vno-
som siRNA, ki pa nato izkoristi endogeni
mehanizem PTGS. Zaradi velikosti in nega-
tivne nabitosti pa s teZavo prehajajo skozi
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celicne membrane (19). Kljub temu so s to
metodo izvedli Ze veliko uspe$nih razi-
skav zdravljenja debelosti pri laboratorijskih
Zivalih. Z uporabo interferencnih RNA so
pri kuncih uspeli utiSati gen Apobecl, po-
vezan z absorpcijo maScobe v Erevesju, in
tako zmanjSali vnos energije ter moZnost
razvoja debelosti (22). Metode RNAi trenutno
Se niso povsem varne za klini¢no uporabo.
TeZave so se pojavile pri kopicenju prena-
Salnih dejavnikov in delovanju na neciljne
gene ter nezaZelenem aktiviranju celicnega
imunskega sistema (19).

UPORABA BIOTEHNOLOSKIH
METOD ZA OPREDELITEV
TARCNIH GENOV IN MEHANIZMOV
PRI ZDRAVLJENJU DEBELOSTI

Asociacijske raziskave na celotnem
genomu

Raziskave GWAS omogocajo hkratno ana-
lizo ve€ 1.000 polimorfizmov, ki se nato upo-
rabijo za proucevanje interakcij med ge-
netskimi in okoljskimi dejavniki. Njihova
najvecja uporabnost je v tem, da lahko iden-
tificirajo gene z relativno majhnim vplivom,
kar je s klasi¢no genetiko kartiranja v dru-
Zinah prakti¢no nemogoce. Pri debelosti so
pomembni predvsem geni, povezani s pre-
snovnim sindromom, maSc¢obnim tkivom in
obsegom pasu. Z upoStevanjem okoljskih
vplivov in variabilnosti genov skozi gene-
racije so posameznikom omogocene ved-
no natancnejSe ocene tveganja. Z GWAS so
leta 2007 identificirali tudi gen FTO, prvi
polimorfizem posameznega nukleotida
z robustno povezavo z debelostjo (23).

Uporaba razlicic v stevilu kopij
pri iskanju ciljnih genov

Kot pri nekaterih drugih tipih kompleksnih
bolezni (zlasti psihiatri¢nih, avtoimunskih
in nevrodegenerativnih), imajo tudi pri
etiologiji debelosti pomembno vlogo raz-
li¢ice v Stevilu kopij genov (RSK). Gre za ob-
liko genomske variabilnosti, vezane na do

nekaj megabaz dolga zaporedja DNA, ki so
v genomu prisotna v raznovrstnem Stevi-
lu kopij. Frekvenca mutacij je mnogo vecja
kot pri polimorfizmu posameznih nukleo-
tidov. S kartiranjem visoke locljivosti pre-
kinitvenih tock je moZno oceniti velikost,
vpliv na gene in regulatorne elemente ter
mo?Zne posledice RSK (24). S pregledom po-
datkovnih baz je bilo opredeljenih ve& RSK,
ki vplivajo na debelost. Med novejSa odkrit-
ja sodi zmanjSana prisotnost RSK v genu
AMY]1, ki kodira amilazo v slini, katere po-
manjkanje posredno prispeva k razvoju
debelosti (25). Z uporabo RSK je moZno pro-
ucevati natancnejSe vzroke ne le monoge-
nih, temvec tudi sindromskih in poligenskih
oblik debelosti. To bo v prihodnosti omo-
gocilo iskanje nacinov poseganja v gene oz.
presnovne poti, ki do te bolezni privedejo.
Patolo3ke spremembe bi bilo mogoce od-
praviti z uvedbo genskega zdravljenja (20).

Uporaba aptamerov pri iskanju
biooznacevalcev ter razvoju
zdravljenja

Aptameri RNA so majhne molekule oligo-
-RNA, ki se lahko veZejo na specifi¢no ciljno
molekulo. Pridobiti jih je mogoce z izbo-
rom iz ve¢jih naborov naklju¢nih zaporedij
preko in vitro selekcijskega postopka, ime-
novanega sistematska evolucija ligandov
skozi poskusno obogatitev (angl. systematic
evolution of ligands by exponential enrichment,
SELEX). Aptameri, pridobljeni z metodo
SELEX, omogocajo alternativni nacin odkri-
vanja biooznacevalcev za specificno prepoz-
navo celi¢ne povrsine. Zaradi boljSe spe-
cifi€nosti od protiteles bi bili primerni za
uporabo v obstojecih metodah diagnostike,
kot so encimska imunoadsorpcijska preiska-
va (angl. enzyme-linked immunosorbent as-
say, ELISA) ali prenos western (26). Na ta
nacin je bilo odkritih Ze ve¢ aptamerov, ki
specifi¢no prepoznavajo odrasle masc¢obne
celice, in med katere spadajo MA-33 in 91
(specifi¢na za odrasle bele maScobne celi-
ce) ter adipo-1 in adipo-8 (27, 28).
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Sistemska medicina: razvoj
presnovnih modelov

Pri novejsih pristopih k odkrivanju novih
nacinov zdravljenja debelosti je lahko ué&in-
kovita tudi uporaba presnovnih modelov na
ravni genoma (angl. genome-scale metabolic
models, GEM) posameznikov in posledi¢na
prilagoditev zdravljenja. GEM vsebujejo
podatke o encimskih reakcijah, specifi¢nih
za posamezno vrsto celic, tkivo ali organi-
zem, in omogocajo analizo specifi¢nih reak-
cij in presnovnih poti ter njihovo vlogo
v celicni fiziologiji. Z GEM je mogoce pri-
dobiti informacije, povezane (29):

+ S presnovo,

 z obdelavo podatkov o genih in okolju,
+ s celi¢nimi postopki,

+ s CloveSkimi boleznimi in

+ z razvojem ucinkovin.

Za boljSe razumevanje debelosti in njene po-
vezave s presnovnim sindromom ter pove-
zanimi boleznimi so se raziskovalci osre-
dotocili na glukozno-inzulinski sistem
nadzora ter vzpostavili maksimalne in mi-
nimalne modele presnove. Maksimalni
modeli presnove uporabljajo velike ko-
li¢ine parametrov za vzpostavljanje znanja
0 presnovnem uravnavanju, minimalni pa
opisujejo glavne komponente sistemskega

delovanja (29). Tovrstna uspeSna povezava
bioinformatike, biotehnologije in medicine
bi znatno prispevala k iskanju novih
biooznacevalcev ter k razvoju na podrocju
farmakogenomike in novih tar¢ zdravil.

ZAKLJUCEK

Cezmeren vnos in nezadostna poraba ener-
gije sta osnovna mehanizma, ki vodita v po-
vecanje telesne mase oz. debelost. U¢in-
kovitost in varnost zdravljenja debelosti
(predvsem izrazite) trenutno Se nista na
zaZeleni ravni. S tega vidika predstavlja za-
pleteno genetsko ozadje debelosti in zaple-
tene interakcije med genetsko zasnovo ter
okoljem veliko oviro. Biotehnolo3ke meto-
de Ze uporabljamo za opredelitev vzrokov
debelosti in pri izdelavi zdravilnih ucinko-
vin ter strategij zdravljenja. Z razvojem teh
metod bomo v prihodnosti lahko razvili Se
boljSa orodja tako za opredelitev vzrokov,
ki vodijo v debelost, kot za na¢rtovanje ucin-
kovitega in varnega zdravljenja. V ¢lanku
smo opredelili ve¢ biotehnolo3kih reSitev,
ki pa Zal v kratkem Se ne bodo na voljo.
Preden bodo ti nacini zdravljenja uspe$no
vkljuceni v zdravljenje debelosti, jih je po-
trebno Se optimizirati in obseZno preizku-
siti v vseh fazah klini¢nih raziskav.
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