Predlog projekta

Ta trenutek bi naj bilo svetovno okoli 200 milijonov bolnikov s sladkorno
boleznijo tipa 2 (SB2), pri kateri ima vecina (80-90% bolnikov) metabolni
sindrom (hiperglikemija, trebusna debelost, aterogena dislipidemija in
hipertenzija). Glavno vlogo pri razvoju bolezni imata zmanjSana odzivnost
tarcnih celic na inzulin in okvarjeno izloCanje inzulina. Vecina teh bolnikov v
konc¢ni fazi potrebuje inzulinsko terapijo. Za razliko od SB2 so bolniki s
sladkorno boleznijo tip 1 (SB1) doZivljenjsko odvisni od inzulina dovajanega z
inzulinsko ¢rpalko.

Genetsko kodirani nanodelci (Stanley & Friedman, 2015), razcepljene protein
kinaze (Camacho-Soto, 2014), CC proteini (Shakhewat & Ghosh, 2011) ter
kontrolirana agregacija eksocitozi namenjenih proteinov (Rivera & Clackson,
2000) razviti pri zadnjih raziskavah na podroc¢ju sintezne biologije omogocajo
hitro spreminjanje aktivnosti in vivo signalizacijskega procesa. V pravilno
organizirano mreZo bi razcepljeni proteini razviti v sklopu razli¢nih Studij lahko
predstavljali podlago za razvoj nadzorovane sintezne negativne povratne zanke.
V CloveSkem organizmu ima vrsta negativnih povratnih zvez klju¢no vlogo pri
vzdrZevanju homeostaze notranjega okolja, njena porusitev pa se izrazi v
patolosSkem stanju. Moj predlog je zasnova sintezno zasnovane hitro odzivne
negativne povratne zanke, sposobne zaznave spremembe, odlo¢anja kaj storiti
glede na dane pogoje, ki vladajo v organizmu in izvedbe za dan trenutek
primernega odziva. Predlagam gradnjo na ideji: in vivo hitro odzivni inzulinski
¢rpalki prikazani na Sliki 1.

Glavni problem svetlobe je velika absorpcija v tkivih in zato slabo prodiranje v
globlja tkiva. Ultrazvok ima dobro prodornost v globoka tkiva, vendar njegova
slabost moZen pojav kavitacij, prekinitev integritete celicne membrane in tako
potencialna nevarnost za propad tkiva. Do danes nisem zasledil podatka o
negativnih vplivih elektromagnetnega polja na ¢loveski organizem, zato sem za
senzor v nasSi negativni povratni zanki izbral na elektromagnetno indukcijo
obcutljiv TRPV1-GFP-feritin sestavljen receptor. Predpostavljam, da bi nenehna
izpostavljenost telesa elektromagnetnim valovom v nasi okolici lahko
zadostovala za zadostno produkcijo inzulina v in vivo inzulinski ¢rpalki. Med
obdobji stradanja med obroki bi bilo nastalemu inzulinu prepreceno sproscanje
v ekstracelular z agregacijo v ER, saj bi inzulin pripel v rekombinantni protein
FKBP(36Phe->Met)-furinska cepitvena-inzulin in na ta nacin bi bil preprecen
pojav za sladkornega bolnika smrtno nevaren akutni zaplet s hipoglikemijo.
Zraven inzulina bi lahko razmislili tudi o dodatni vkljucitvi GLP1, ki v zadnjem
Casu izkazuje pozitivne terapevtske ucinke. Z obrokom bi moral pacient zauZiti
doloceno koli¢ino liganda AP21998, ki bi sprozil deagregacijo inzulina in njegovo
eksocitozo v kri. Na ta nacin bi zniZali z zauZitjem obroka povisan nivo glukoze.
Tudi na tej tocki je moZnost pojava hipoglikemije zaradi prevelike koliCine
izlo¢enega inzulina, kar bi sicer lahko do dolo¢ene mere uravnavali s
prilagajanjem kolic¢ine zauzitega AP21998 glede na glikemic¢ni indeks obroka.
Kot povratni signal negativne povratne zveze bi za prekinitev sproZilnega signala
z ZauZitjem rapamicina aktivirali razcepljen TEV-FKBP/FKB proteinski sistem, ta
pa bi sprozil aktivacijo razcepljene PKA-CC sistema. PKA bi kot eksportna kinaza
fosforilirala NFAT in prekinila zacCetni signal za sintezo inzulina.



Glavna prednost sistema sintezno bioloSke inzulinske ¢rpalke v obliki podkoZno
names$cenega depoja celic glede na terapijo po trenutni medicinski doktrini bi
bilo predvsem, da pri SB2 bolnikih ne bi bilo ve¢ potrebe po vsakodnevni
aplikaciji inzulina v podkoZje, SB1 pa vec¢ ne bi potrebovali inzulinske ¢rpalke in
potencialno zmanjsali moZnost infekcij na mestu prekinjenega koZnega pokrova.
V obeh skupinah bi zaradi dovajanja inzulina po potrebi glede na plazemski nivo
glukoze upocasnili razvoj kroni¢nih zapletov sladkorne bolezni, ki trenutno v
svetu predstavljajo glavni vzrok smrti sladkornih bolnikov.

Kot kriti¢ne tocke, na katerih bi pri razvoju mojega predloga znale nastati teZave,
bi izpostavil Stiri stvari. Prvic, sklopitev NFAT z ekspresijo gena s proinzulinom
povezanim z agregacijsko domeno, predvsem kaksna bi bila u¢inkovitost
prepisovanja in procesiranja ali bi bila sploh zadovoljiva, saj Ze avtorji v svoji
objavi navajajo zgolj 50% ucinkovitost. Drugi¢, v nobenem ¢lanku nisem zasledil
konjugacije razcepljene-PKA s CC in hkrati Se vezavo razcepljene-luciferaze, tako
da obstaja nevarnost, da sistem v taksni zamisli ne bi deloval. Tretji¢, pri izvedbi
bi znal biti problem kopicenje velike koli¢ine za pogon signalne poti dizajniranih
proteinov v celicah, kar bi lahko aktiviralo apoptozo. To tezavo bi lahko odpravili
s priklopitvijo razcepljenega proteinskega sistema rekrutiranja ubikvitin ligaze
na nacin kot v objavi poro¢a Wandless, 2014. Cetrti¢, delovanje ¢rpalke bi bilo
odvisno od p. o. aplikacije snovi kot je rapamicin, ki deluje kot imunosupresant,
ima pa tudi antiproliferativni ucinek. Sicer se uporablja za preprecevanje
zavrnitve transplantiranih organov, vendar imunosupresija pomeni povecano
tveganje za razvoj oportunisti¢nih okuzb ter razvoj raka pri bolniku. Tudi sama
p. o. aplikacija ima v tem primeru slabost, saj bi bilo potrebno upoStevati procese
absorpcije in distribucije liganda, kar bi zahtevalo veliko dela za primerno
casovno uskladitev procesov.

Glede na vse sem preprican, da je zasnova moje ideje dale¢ od optimalne za
implementacijo v ¢loveski organizem. Menim, da bi bilo z njo mogoce nakazati
princip za razvoj neinvazivnih, pametnih, visoko uc¢inkovitih in za bolnika malo
obremenjujocih oblik terapije nenalezljivih kroni¢nih bolezni (s ponovnim
vzpostavljanjem porusenih negativnih povratnih zank z uporabo hitro odzivnih
razcepljenih proteinov) po principu z razcepljenimi proteini ustvarjene
negativne povratne zanka v dani signalni kaskadi. Z dodatkom ustreznih CC-
razcepljen protein sistemov bi lahko konstruirali sistem sposoben integracije
signalov in odlocanja na molekularni/supramolekularni ravni.

Dokaz uspesnosti in u€inkovitosti hitrega odzivanja in vivo inzulinske ¢rpalke na
celi¢ni liniji bi zagotovo na podrocju sintezne biologije odprla podrocje ciljanega
proZenja hitrega in kratkotrajnega odziva, ¢esar modifikacije na nivoju vplivanja
na ekspresijo genov niso bile zmoZne. Podala bi idejo novega pristopa reSevanja
vzdrzevanja porusene homeostaze z uporabo sintezno zasnovane hitro odzivne
negativne povratne povratne zanke, sposobne zaznave spremembe, odloCanja
kaj storiti glede na dane pogoje, ki vladajo v organizmu in izvedbe za dan
trenutek primernega odziva.
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Slika 1 - Shema ideje



Tehnicna izvedba

Grobo opisano bi za pot do kon¢nega rezultata bilo potrebno narediti:
1. Dizajn fuzijskih proteinov ter dizajn oligonukleotidnih zacetnikov
— potrebni konstrukti:
— 5’- GFPa-TRPV1-2A-GFP-feritin-3’;
— 5’-signalna-agregacijska-furinska cepitvena-proinzulin-3’; tukaj
bi lahko poskusili tudi z GLP1 ali amilinom
— 5’-FRB-linker-N-TEV(1-118)-3’; 5’-FKBP-linker-C-TEV(119-219)-
3’; linker=(GGGGS)2
— 5’-PKA(1-192)-25AK loop-CC domena-C-Fluc-3’; 5’-N-Fluc-CC
domena - 25AK loop - PKA(193-351)-3’
2. PCR-ligacija, da bi pridobili potrebne rekombinante gene
3. Restrikcija s PCR pomnoZenih genov in ligacija v plazmidni vektor;
predlagal bi uporabo inducibilnega sistema npr.: Tet3G, katerega
aktivnost bi lahko umetno nadzorovali z dodajanjem liganda kot je
doksiciklin
4. Pridobitev zadostne koli¢ine plazmida za transfekcijo (pomnoZevanje
ligiranega plazmida v kompetentnih celicah)
5. Transfekcija v HEK celice, za zacetek bi mogoce poskusili z
lipofektaminom, sicer pa bi izvedli retovirusno transfekcijo

— v tej stopnji bi bilo potrebno razmisliti o potrebnih kontrolah; za
pokazati princip bi najbrz bilo dovolj transficirati troje celic: geni
prvih dveh konstruktov v ene, drugih dveh v druge in potem Se
celice z vsemi konstrukti

6. Selekcija transfeciranih celic
7. lzvedba eksperimentov na celi¢nih linijah:

— lIzraZanje posamezne komponente: prisotnost posameznega
proteina bi lahko prikazali z WB; lokalizacijo membranskega
senzorja si bi lahko ogledali s fluorescen¢no mikroskopijo, koli€ino
nastale PKA pa ocenili z merjenjem luciferazne aktivnosti,
lokalizacijo inzuliskih agregatov pa prikazali z imunohistokemijo

— Izlocanje inzulina glede na koli¢ino sproZitvenega signala bi lahko
kolic¢insko pomerili s komercialno dostopnim ELISA kitom in
izvedli WB (western blot); procesiranje inzulina bi lahko okvirno
ocenili iz razmerja koncentracij C-peptid : inzulin; pravilno
konformacijo samega proteina po sekreciji pa bi lahko pomerili s
CD (circular dichroism)

— Optimizacija stimulacije eksocitoze inzulina z dodajanjem
AP21998: celice stimulirane razli¢ne ¢asovne intervale z razli¢nimi
kolicinami liganda in potem bi z ELISA dolocali koli¢ino izloCenega
inzulina

— Optimizacija aktivacije PKA-CC sistema za prekinitev sinteze
inzulina: dodajal bi pri dani koli¢ini AP21998 razli¢ne koliCine
eritromicina v razli¢nih ¢asovnih intervalih in poiskali tocko, v
kateri bi popolnoma inhibirali izlo¢anje inzulina

— Optimizacija sistema eksocitoze in prekinitve sinteze inzulina za
vzdrZevanje normalnega nivoja glukoze v supernatantu



Osebna predstavitev

Trenutno sem Student tretjega letnika medicine na Medicinski fakulteti Univerze
v Ljubljani. Ko se uzrem nazaj, sem hvaleZen svojim srednjeSolskim uciteljem
kemije, biologije in fizike na II. gimnaziji Maribor, ki so me navdusili nad
naravoslovjem, mi pomagali vzpostaviti stik z mentorji ter mi omogocili spoznati
¢ar raziskovalnega dela. Najprej sem z Rokom Tkavcem prouceval z
molekularnimi metodami kroZenje dusSika v petoli. Ko je odSel v tujino, sem
vstopil v stik z AljoSo KoSakom in sva sodelovala dokler nisem odSel v Ljubljano.
V 4. letniku srednje Sole sem z raziskavo supreparamagnetnih maghemitnih
nanodelcev zmagal na drZzavnem srecanju mladih raziskovalcev na podrocju
kemija in kemijska tehnologija. Istega leta sem se kot ¢lan slovenske ekipe
udelezil 45. Mednarodne kemijske olimpijade v Moskvi. Sedaj v Ljubljani pa
delam z Ivo na inflamasomu.

Ravno Zelja po povezovanju znanj z razli¢nih podrocij in navduSenost tako nad
kemijo, biologijo in fiziko je botrovala, da se nisem mogel odlociti za eno in sem
za Studij izbral medicino. Takrat sem bil prepri¢an, da bom tukaj dobil najsirse
znanje in bom nekoc v svoji profesionalni karieri predstavljal most med
potrebami bolnika ter razvojem stvari v laboratoriju. Nekoc¢ bi Zelel ravno taksSne
stvari kot se in se bodo razvijale, bomo razvijali v sklopu KI implementirati v
zdravljenje bolnika bodisi kot pomocnik pri razvoju, bodisi kot sodelavec pri
Klini¢nem poskusu.

Raziskovanje ima zame poseben car, kjer je mozno preizkusiti svoje ideje, kar je
v medicini veliko tezZje, tako da sem preprican, da dokler bom v Ljubljani, bom
zagotovo del svojega ¢asa posvetil raziskavam. Nasploh mi veliko pomeni imeti
Sirsi pregled nad dolo¢enim podroc¢jem in pri tem biti kar se da natancen in
izCrpen, da bi na koncu stvar izpadla perfektno. Prav zato da bo zagotovo
narejeno popolno, pogosto raje naredim stvar sam, kot da bi jo prepustil v
dokoncanje soSolcu. Morda je prav obseznost projekta iGEM in sodelovanje
najbolj motiviranih, natanc¢nih in inovativnih Studentov mesto, kjer spoznam, da
vsega preprosto ne zmore$ sam. Ampak lahko zanesljivi kolegi z dodatkom
njihovih idej ustvarijo popolnejSo stvar, kot bi jo sicer uspel skonstruirati sam.

Glede na izku$nje povezovanja zastavljenih visokih standardov pri svojih
Studijskih obveznostih na medicini (povprecna ocena 9.89) in raziskovalnega
dela, lahko rec¢em, da bi lahko zacel z gojenjem celic (za pripravljanje
konstruktov in kloniranje, ki ne terja vsakodnevne, po uri dolocCene skrbi, bi
lahko kot je bilo sprva napisano Ze od 1.5.) drugo polovico junija, ko bom pod
streho pospravil Se svoj zadnji izpit. Potem bi se lahko 100% posvetil delu v
laboratoriju in razvoju skupnega projekta. Glede nadaljnjega sodelovanja pa le
to, da ne glede na kakrsnikoli izid bom zagotovo tudi v prihodnje sodeloval pri
raziskovanju na KI z Ivo. Seveda sem zraven inflamasoma pripravljen tudi
pomagati pri dokonc¢anju post-iGEM projekta.



