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Uvodni nagovor ¢astnega pokrovitelja mednarodnega posveta

UVODNI NAGOVOR

predsednika Republike Slovenije dr. Danila Turka,

Castnega pokrovitelja mednarodnega posveta BioloSka znanost in druzba,
Povezanost procesov (Ljubljana, 6.—7. oktober 2011)

Ekosfera je skupna zibelka Zivljenja, ki se poganja s spletom biotskih procesov, v kate-
rem smo vse vrste povezane in se razvijamo z evolucijo. Je najvi§ja hierarhi¢na stopnja
organiziranosti zivih sistemov, ki se sama razvija in vzdrzuje, zato ne rabi upravljavca.
Njen splet biotskih procesov, od katerega smo popolnoma odvisni, temelji na rastlinskih
celicah, ki sprejemajo svetlobno energijo zunajzemeljskega sevanja in jo shranjujejo v
organskih proizvodih fotosinteze. Proizvodi fotosinteze na primer omogocajo bogato bio-
diverziteto gozdnih ekosistemov, ki v spletu procesov uravnava nastajanje in sestavo prsti
in zraka, vpliva na lokalno in globalno klimo, zadrzuje in €isti vodo, preprecuje Sirjenje
puscav, proizvaja hrano in zdravilne u¢inkovine ter podpira druge procese.

V zadnjih desetletjih ¢loveska vrsta s prevladujocimi produkcijskimi odnosi vedno bolj
uniéuje ekosfero. Se posebej zaskrbljujoée je obsezno kréenje tropskih gozdov. S tem se
uni¢uje globalno najbogatejsa biodiverziteta, katere del so tudi ogrozene vrste nasih naj-
blizjih sorodnikov, primatov. V Kongu, denimo, zaradi pridobivanja rudnin, pomembnih
za zahodno elektronsko industrijo, neodgovorno unicujejo ogromne povrsine tropskega
gozda. Smo na meji, ko nas nadaljevanje neustreznega ravnanja lahko $e bolj prizadene ali za zmeraj odstrani iz te zibelke
zivljenja. Zaradi pomena in globalnega stanja gozdov je Generalna skupsc¢ina Organizacije zdruzenih narodov leto 2011
razglasila za mednarodno leto gozdov, z geslom »Gozdovi za ljudi«. S tem Zeli krepiti zavedanje javnosti 0 pomenu goz-
dov za ¢lovestvo in o nujnosti njihove trajnostne rabe.

Ker so ekosistemi prek spleta biotskih procesov povezani v ekosferi, je pri skrbi za njihovo trajnostno rabo pomembno
povezovanje in usklajevanje vseh drzav. Z razglasitvami za§¢itenih obmocij naravnih mesanih gozdov Zelijo evropske
drzave prispevati k ohranjanju biodiverzitete. Vendar ve¢je Stevilo vrst na premajhnih povrSinah rezervatov dolgoro¢no ne
more imeti dovolj virov za prezivetje. Zato bo klju¢no povezovanje v omrezja zavarovanih obmocij na lokalni in globalni
ravni. Slovenija je s 35,5 odstotka ozemlja vkljucena v evropsko omrezje naravovarstvenih obmocij Natura 2000 z red-
kimi ali ogrozenimi rastlinskimi in zivalskimi vrstami. 70 odstotkov tega ozemlja pokrivajo gozdni ekosistemi. Slovenija
sodeluje tudi v Unescovem medvladnem raziskovalnem programu MAB (Man and the Biosphere) — Clovek in biosfera,
katerega namen je vkljuevanje znanja ekologije in druzboslovja v aktivnosti za spodbujanje udejanjanja trajnostnega
razvoja.

Premalo se zavedamo, da ohranjanje gozdov zagotavlja tudi najustreznejSo rabo prsti kot nelocljivega podsistema ekosis-
temov. Biodiverziteta prsti odlo¢ilno vpliva na njeno rodovitnost. Ko si je ¢lovek na izsekanih obmog;jih zacel zagotavljati
vire hrane, je z obdelovanjem zacel spreminjati prst. Ob prehodu na monokulturno industrijsko pridelavo kulturnih rastlin
je opuscal organsko gnojenje in uvajal intenzivno mineralno gnojenje ter uporabo biocidov. To je privedlo do izginjanja
humusa, unicevanja biodiverzitete ter slabSanja rodovitnosti, izsusevanja in pregrevanja prsti. Vse to v nekaterih obmo-
¢jih sveta ze vodi v spreminjanje agrarnih povrsin v pusc¢avo. Intenzivna monokulturna pridelava, ki jo narekuje logika
trga, je povezana tudi z ogromno porabo fosilnih goriv. To dodatno prispeva k onesnazevanju. Onesnazila prek spleta
procesov vplivajo na celotno ekosfero in slej ko prej pristanejo tudi na nasem krozniku, v atmosferi ali pitni vodi.

Prst pokriva manj kot polovico kopnega. Ce upostevamo $e Sirjenje pus¢av, skalne predele in druga za ¢lovekovo pridela-
vo hrane manj primerna obmocja, ugotovimo, da je Steviléno ¢lovestvo odvisno od izjemno omejene povrsine talnega dela
ekosistemov, ki si ga delimo z drugimi vrstami. Zato je skrajni ¢as, da ustavimo tudi uni¢evanje talnih delov ekosistemov
in s sonaravno rabo prsti zagotovimo naso prehransko varnost. V zivi naravi so vsi njeni deli soodvisni, zato ne moremo
ohranjati samo enega dela, drugega pa unicevati. Rodovitno prst lahko ohranjamo z ohranjanjem zivljenja tako v talnih
kot povrsinskih delih ekosistemov.
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Iz preteklosti, ko so ljudje bolj ¢utili svojo odvisnost od ekosistemov, se je nabralo veliko znanja o sonaravni rabi gozdov
in prsti, ki je ob zadovoljevanju socialnih funkcij ohranjala gozdne in antropogene ekosisteme ter podpirala ekosocialni
koncept razvoja nasega kmetijstva in zeleno ekonomijo. Gozdarska stroka na naSem ozemlju je na temelju sistemskega
raziskovanja biotskih procesov in prenosa znanja v prakso opravila pionirsko delo z uveljavitvijo prebiralne secnje.
Zakonodaja je s prepovedjo golosekov in pase v gozdu tudi pripomogla k temu, da je Slovenija Ze v preteklosti dosegala
vecino zelenih ciljev OZN v zvezi s trajnostno rabo gozdov. V mednarodnem letu gozdov tako lahko to znanje delimo z
drugimi ter ve¢ poudarka posvetimo ohranjanju biodiverzitete talnih delov ekosistemov in uspes$nejsi rabi lesa.

Dejstvo, da velik del najkakovostnej$e hlodovine poceni izvazamo kot surovino, namesto da bi jo predelovali v izdelke
z visoko dodano vrednostjo, kaze na zanemarjanje razvojnih potencialov na tem podro¢ju. Les je eden od produktov
rastlinske fotosinteze. Drevesa v tej brezpla¢ni proizvodnji za razliko od industrijske proizvodnje porabljajo ogljikov dio-
kakovosten in zdrav material z izjemno dobrimi lastnostmi za uporabo v gradbeni$tvu, pohiStveni in papirni industriji. Za
proizvodnjo lesnih izdelkov porabimo manj energije kot za izdelke iz plastike ali kovin. Poleg tega lesni izdelki Se naprej

.....

Opuscanje razvojnih oddelkov in posledi¢no propadanje lesnopredelovalne dejavnosti ter blagovnih znamk pomeni izgu-
bo potenciala znanja in izkuSenj ter zanemarjanje danosti in priloznosti za nova delovna mesta na obmocjih z viri. Znanje
se odraza tako v dodani vrednosti kakovostnih izdelkov kot v praviéni delitvi prihodkov ter Sirokem sodelovanju in uskla-
jevanju sektorjev. V soodvisnih druzbenih razmerjih en sektor brez drugega ali na ra¢un drugega dolgoro¢no ne more
delovati ustrezno. Ravno pri prizadevanjih za trajnostni razvoj se najbolj vidi, da bo za naSo ohranitev v zibelki zivljenja
potrebno pri nacrtovanju ¢lovekovih dejavnosti tudi odgovorno vklju¢evanje znanja o dinamicnih zivih in druzbenih sis-
temih ter usklajevanje vseh aktivnosti clovestva.

V obravnavi vseh vpraSanj biosfere se krepi potreba po uveljavljanju znanja in znanosti. Znanje je javno dobro, ki vpliva
na druzbeni razvoj in kakovost Zivljenja ter s tem povezano prihodnost posameznikov. Pomaga nam v mnozici informacij
prepoznati kljucne probleme ¢lovestva ter poskuse prikritega omejevanja svobode in pravic. Socialne posledice nizanja
kakovosti javnega Solskega sistema in prepusc¢anja parcialnim interesom se kazejo z zamikom. Kakovost Zivljenja vseh
soodvisnih delov kompleksne ¢loveske druzbe je odvisna od tega, koliko bomo prepoznali pomen znanja in ga uspeli
skupaj s temeljnimi vrednotami ¢lovestva prenesti na mlajSe generacije. Produkcijski sistem pa mora mlaj$im genera-
cijam omogociti priloznosti za prestop v aktivno ustvarjalno obdobje, da bodo lahko odgovorno sodelovale v skupnem
trajnostnem razvoju.

Kompleksni problemi sodobne druzbe kazejo na ve€anje pomena kakovostnega javnega Solskega sistema, ki temelji na
dobro izobraZenih uciteljicah in u¢iteljih. Razvoj na tem podroc¢ju zato mora poleg dostopa do znanja zagotavljati ustrezna
sredstva za stalno strokovno izobrazevanje uciteljic in uciteljev ter stik z razvojem znanosti. V¢erajs$nji svetovni dan uci-
teljev naj se nadaljuje v prizadevanjih za krepitev pomena znanja in poslanstva uciteljskega poklica, k ¢emur pripomorejo
tudi izobrazevanja na mednarodnih posvetih.
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Minka Vicar, vodja mednarodnega posveta BioloSka znanost in druzba

Zbornik vsebuje prispevke petega mednarodnega posveta Bioloska znanost in druzba,
Povezanost procesov, ki je potekal 6.—7. 10. 2011 v Ljubljani. Posvet je v okviru projekta
Raznoliki pristopi k posodabljanju naravoslovnih predmetov v izobrazevanju — biologi-
Jja organizirala predmetna skupina za biologijo Zavoda RS za Solstvo v sodelovanju z
Ministrstvom za $Solstvo in $port, Oddelkom za biologijo Biotehniske fakultete Univerze
v Ljubljani, Centrom odli¢nosti za integrirane pristope v kemiji in biologiji proteinov,
Slovenskim fiziolo§kim dru§tvom in Drustvom biologov Slovenije.

Vsi predavatelji in predavateljice so vabljeni predavatelji. Prispevki so strokovno pregle-

dani ter opremljeni s povzetki v slovens¢ini in anglescini. Tuji prispevki so prevedeni.
Predavateljice in predavatelji so predstavljeni s kratkimi opisi podrocij svojega dela.

Zbornik je namenjen profesoricam in profesorjem biologije, naravoslovja in druzboslov-
ja ter drugim kot pomo¢ pri vpeljevanju sistemskega pristopa pri pouku.

Na spletni strani posveta (http://www.zrss.si/bzid/procesi) so poleg zbornika objavljeni
tudi posnetki predavanj in okroglih miz ter informacije o spremljevalnih dogodkih.

S petim mednarodnim posvetom BioloSka znanost in druzba nadaljujemo izobraZevanje za uvajanje posodobitev u¢nih
nacrtov za biologijo, pri Cemer je poudarek na sistemskem pristopu pri obravnavi delovanja zivih sistemov v luci evolu-
cije kot osrednjega koncepta biologije.

Ker je ustaljene miselne vzorce tezko spreminjati, bo pri postopnem prehajanju s tehnicisti¢nega na sistemski koncept
obravnave delovanja zivih sistemov in s tem povezano razmisljanje potrebno Se veliko izobrazevanja, razprav z mati¢no
stroko in izmenjave izkusenj. Glede na hiter razvoj in uporabo bioloskih spoznanj postaja vsebinsko posodabljanje bio-
loskega izobraZevanja nuja, ravno tako ¢im prej$nja uveljavitev sodobnega koncepta bioloskega izobrazevanja v celotni
vertikali izobrazevanja.

Poleg strokovne podpore uciteljicam in uciteljem bo za izvedbo u€nega nacrta in zagotovitev integritete predmeta treba
zagotoviti ali vsaj povrniti ustreznejSi dostop do bioloSkega izobrazevanja v osnovni $oli, ki z leto$njim letom uradno
zacenja z izvajanjem posodobljenega ucnega nacrta za biologijo.

Letosnji posvet je potekal v mednarodnem letu gozdov 2011. Obelezili smo ga s predstavitvijo dobre prakse ohranjanja
nasih gozdnih ekosistemov, ki kaze, da s pomocjo znanja o zivih sistemih lahko trajnostno izkoris¢amo njihove dobrine
in procese ter ohranjamo njihovo integriteto, soodvisne biotske procese, obnavljanje in razvoj. Razvoj tehnologij lahko
prispeva k izboljsanju delovnih procesov in izdelkov, manjsi porabi energije in surovin, zmanjSevanju onesnazevanja
ekosfere ter k manj agresivnim posegom v zZive sisteme, ne more pa na nobeni ravni organizacije biosfere nadomestiti v
evoluciji razvijajoce se biodiverzitete ekosistemov ali spleta kompleksnih biotskih procesov. Zato ne moremo dopuscati
nadaljevanja nerazumnega unicevanja produktov evolucije in s tem ogrozati evolucije ¢loveske vrste. Resitve za zivljenje
prihodnjih generacij bodo zato morale vkljucevati tudi splo$na znanja o kompleksnih zivih sistemih, njihovi evoluciji in
soodvisni povezanosti v spletu procesov ekosfere.

Doseganje ustreznejsih resitev za razvoj ¢lovestva je povezano tudi z razumevanjem poloZaja ¢loveka v biosferi in zna-
njem o delovanju dinami¢nih druzbenih sistemov. Zato program posvetov Bioloska znanost in druzba vkljucuje komple-
ksno obravnavo spletov procesov in njihovo soodvisnost tako v biosferi kot v druzbi. Brez celostnega razumevanja Zive
narave in ¢loveske druzbe prihodnje generacije ne bodo mogle sodelovati v razvoju, ki bo uposteval pravice ¢loveka in
ohranjal njegove Zivljenjske pogoje. Pri vklju¢evanju druzbenih vidikov v program posveta ves ¢as sodeluje tudi predme-
tna skupina za sociologijo na Zavodu RS za Solstvo.



Uvod

Zbornik sledi tematskim sklopom posveta, ki zajemajo evolucijski razvoj in delovanje spleta biotskih procesov, njihovo
povezanost in u¢inke na visjih, kompleksnejsih ravneh organizacije Zivih sistemov, od celic, organizmov, ekosistemov do
ekosfere kot najvisje integracijske ravni zivih sistemov.

Znanje nam omogoca, da lahko odgovorno nacrtujemo svoje dejavnosti in predvidimo mozne posledice svojega ravnanja,
zato je poudarjen pomen zagotavljanja dostopa do splosnega znanja o realnem svetu, ki je nujno za razvijanje kriticnega
misljenja, prepoznavanje kljucnih problemov clovestva in sistemsko resevanje kompleksnih problemov prihodnjega ra-
zvoja ¢lovestva.

Spremljevalni dogodek letosnjega posveta je bila predstavitev slovenskega prevoda knjige Zivljenje v skrajnostih: zna-
nost preZivetja, avtorice Frances Aschroft, ki je tudi predavala na posvetu. Zahvaljujemo se zalozbi Zavoda RS za Solstvo,
ki je poleg izida zbornika omogocila izid tega prevoda.

Materialne stroske posveta sta poleg organizatorja in zgoraj nastetih sodelujo¢ih ustanov z donacijami podprla Mercator,
d. d., in Krka, d. d. Vsem se zahvaljujemo za pomoc.

Predavateljicam in predavateljem se zahvaljujemo za brezpla¢ne prispevke, predavanja, sodelovanje v razpravah na okro-
glih mizah na posvetu in pomo¢ pri uvajanju sistemskega pristopa. Za brezplacno delo pri pripravi in izvedbi posveta
se zahvaljujemo ozji delovni skupini ter ¢lanicam in ¢lanom organizacijskega odbora kot tudi pokrovitelju, Slovenski
akademiji znanosti in umetnosti, za podporo.

Se posebej se zahvaljujemo ¢astnemu pokrovitelju posveta, predsedniku Republike Slovenije, dr. Danilu Tiirku, za njegov
prispevek k viSanju zavesti o pomenu znanja za trajnostno rabo biosfere ob ohranjanju njenega globalnega spleta proce-
sov, ki nam zagotavlja pogoje za nadaljnji razvoj.
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Iskra Zivljenja
The Spark of Life

Iskra zivljenja
(od ionskih kanalov do prirojenega diabetesa)
The Spark of Life

(from ion channels to neonatal diabetes)

Prof. dr. Frances Ashcroft
Univerza v Oxfordu, VB
University of Oxford UK

Kaj imajo skupnega, ra-
sni quarter horse z ime-
nom Impressive,
teksaskih koz, ki se zgru-
dijo, ko jih prestrasimo,
in otroci, ki se rodijo z
diabetesom ali cisti¢no
fibrozo? Zakaj je hobo-
tnica skoraj ubila Jamesa
Bonda? In ali je imela
Mary Shelley prav, ko je
v svojem slavnem roma-
nu Frankenstein zapisala,
da je elektrika »iskra zivljenja«?

éreda

Vsem nam je poznano, da elektri¢ne stroje poganja elek-
trika, slabse je splosno sprejeto, da elektrika poganja tudi
nas. Nasa sposobnost, da beremo in razumemo to stran v
knjigi, vidimo in sli§imo, razmi§ljamo in govorimo, pre-
mikamo roke in noge, temelji na elektri¢nih dogodkih v
zivénih celicah nagih moZzganov in misic v udih. Se manj
je poznano, da se elektri¢na aktivnost za¢ne in uravnava
z ionskimi kanali. Ti malo poznani proteini so bistveni za
vse plati nasega zivljenja — od zavesti do obrambe pred in-
fekcijami, od spolne privlacnosti do utripanja nasega srca.
Glede na njihovo vseprisotnost in funkcionalni pomen ne
preseneca, da Stevilne zdravilne ucinkovine uravnavajo
aktivnost ravno teh molekularnih strojev. Motnje v delo-
vanju ionskih kanalov se tako pogosto kazejo kot bolezni
pri ljudeh in zivalih.

V predavanju bo Frances Ashcroft predstavila izbor izje-
mnih osebnosti, katerih delo je nakazalo povezave med
molekulo in razumom. Pojasnila bo, kako se elektric-
no aktivirajo nase zivéne in misi¢ne celice, in pokazala,
kako lahko genetske napake (mutacije) beljakovin ionskih
kanalov privedejo do bolezni. Njeno delo je privedlo do
prepoznavanja posebnega tipa ionskega kanala, ki je vple-
ten v uravnavanje izloanja hormona inzulina iz trebusne
slinavke kot odgovor na spremenjeno raven krvnega slad-
korja. To znanje je vodilo do nove terapije za bolnike, ki
se rodijo z diabetesom. Ti bolniki injekcije inzulina za-
menjajo za oralne tablete, kar pa je znacilno spremenilo

tako njihovo klini¢no stanje kot tudi kakovost njihovega
Zivljenja.

What do a thoroughbred American quarter horse known
as Impressive, a herd of Texan goats that fall over when
startled, and children born with diabetes or cystic fibrosis
have in common? Why did an octopus nearly kill James
Bond? Was Mary Shelley right when, in her famous novel
Frankenstein, she inferred that electricity is the »Spark of
Life«?

We are all familiar with the fact that machines are powered
by electricity, but it’s perhaps not so widely appreciated
that the same is true for ourselves. Your ability to read and
understand this page, to see and hear, to think and speak,
and to move your arms and legs is due to the electrical
events taking place in the nerve cells in your brain and
the muscle cells in your limbs. And that electrical activ-
ity is initiated and regulated by your ion channels. These
little-known proteins are essential for every aspect of our
lives, from consciousness to fighting infection, from sexu-
al attraction to the beating of our hearts. Not surprisingly,
given their ubiquity and functional importance, a multi-
tude of medicinal drugs work by regulating the activity of
these minute molecular machines, and impaired ion chan-
nel function is responsible for many human and animal
diseases.

In this lecture, Frances Ashcroft introduces a cast of ex-
traordinary personalities whose work has charted the links
between molecule and mind. She explains how the electri-
cal activity of your nerve and muscle cells is generated
and shows how genetic defects (mutations) in ion channel
proteins produce disease. She also describes how her own
work has identified a special type of ion channel that is
involved in regulating insulin secretion from the pancreas
in response to changes in blood sugar levels. This knowl-
edge has led to a new therapy for patients born with dia-
betes who have been able to switch from insulin injections
to oral tablets, with significant improvement in both their
clinical condition and quality of life.
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Frances Mary ASHCROFT, FRS (¢lanica Kraljeve akademije)

Naslov/Present Address: University Laboratory of Physiology, Parks Road, Oxford, OX1 3PT, England
Zaposlitve/Present Positions: Royal Society GlaxoSmithKline Research Professor, Oxford
Professorial Fellow, Trinity College, Oxford
Director, OXION (Wellcome Trust Integrative Physiology Initiative in Ion Channels and
Diseases of Electrically Excitable Cells)
Honorary Visiting Professor, Peninsula Medical School, Exeter
International Visiting Professor, Kobe University, Japan

Honorary Fellow, Girton College, Cambridge

Akademska pot/Academic Career

Diplome/Degrees

1996  Sc.D Cambridge University

1979  Ph.D Cambridge University

1978 M.A Cambridge University

1974 B.A Cambridge University (1st class Honours, Zoology)
2007  Honorary Doctorate, Leicester University

2003  Honorary Doctorate, The Open University

Nagrade/Awards
2010  Feldberg Foundation Prize
Honorary Member, British Biophysical Society
2009 Mendel Lecture, Brno Slovakia
2008  Rodney Porter Lecture, Oxford University
Kroc Lecture, Uppsala University, Sweden
2007  Albert Renold Prize, European Association for the Study of Diabetes
Walter B Cannon Award, American Physiological Society
Gordon Cumming Lecturer, Medical Research Society (UK)
Women of Outstanding Achievement in SET, UKRC (Portrait)
2006  Linacre Lecture, St John’s College, Cambridge
2004  Charter Medal, Institute of Biology
Kovist Lecture, University of Calgary, Canada
Shirley Bryant Memorial Lecture, University of Cincinnati
2003  Royal College of Surgeons in Ireland,
Charitable Infirmary Charitable Trust Medal and Lecture
Annual Review Prize Lecturer, Physiological Society
Wiersma Visiting Professor of Neuroscience, CalTech, USA
2001  Elected Member of the Academia Europea
2000  Elected Member, European Molecular Biology Organization
1999  Elected Fellow of the Royal Society of London (8000th Fellow)
1999  Elected Fellow of the Academy of Medical Sciences
University of Calgary, Canada
1974  Frank Smart Prize, Cambridge University (for top first in Zoology)

Raziskovalne aktivnosti

Njene raziskave se osredoto¢ajo na homeostazo glukoze. Zanima jo, kako dvig koncentracije krvnega sladkorja sprozi spro-
S¢anje hormona inzulina in celic beta trebusne slinavke, kako se ta proces pokvari pri diabetesu tipa 2 in prirojenem diabetesu
in, ne nazadnje, kako delujejo uc¢inkovine, ki jih uporabljamo za zdravljenje obeh oblik diabetesa. Veliko njenega dela zadeva
od ATP-odvisen kalijev kanal (KATP), za katerega je skupaj s kolegi ugotovila, da je pomemben pri normalnem izlo¢anju
inzulina kot tudi pri bolezni. S funkcijo KATP-kanala je povezana njegova struktura, celi¢na presnova, pa tudi mutacije/
polimorfizmi, ki lahko vodijo v bolezen. Omenjeni ionski kanal preu¢uje na mnogih ravneh od atomske strukture, biofizikal-

nih lastnosti do Stevilnih vlog tega kanala v razli¢nih tkivih, celotnem organizmu in pri bolezenskih stanjih. Tako proucuje



Iskra Zivljenja
The Spark of Life

KATP-kanale v hipotalamicnih ziv¢énih celicah in njihovo vlogo pri uravnavanju apetita (in debelosti). Kon¢no, preucuje tudi

funkcijo gena FTO, ki predisponira obicajno debelost.

Research Activities

Her research focuses on glucose homeostasis. Specifically, she is interested in how a rise in the blood sugar concentration
stimulates release of the hormone insulin from the beta-cells of the pancreas, what goes wrong with this process in type 2
diabetes and neonatal diabetes, and how drugs used to treat these conditions exert their beneficial effects. Much of her work
concerns the ATP-sensitive potassium (KATP) channel, which — as she and her colleagues point out — plays a key role in
insulin secretion in both health and disease. She is interested in how the function of the KATP channel relates to its structure,
how cell metabolism regulates channel activity, and how mutations/polymorphisms in KATP channel genes cause human
disease. The channel is studied at many levels ranging from its atomic structure, biophysical properties to its many roles in
different tissues, the whole organism and human disease. She also studies KATP channels in hypothalamic neurones and their
role in appetite regulation (and obesity). Finally, she and her colleagues study the function of the FTO gene that predisposes

to common obesity.
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»Avtonomija protocelic«:
povezovanje procesov s samoustvarjanjem meja

»Protocell autonomy«: linking processes through self-made boundaries

Kepa Ruiz-Mirazo
Oddelek za logiko in filozofijo znanosti, Enota za biofizikalno raziskovanje (C SIC-UPV/EHU)
Euskal Herriko Unibertsitatea, Baskija, Spanija
Department of Logic and Philosophy of Science, Biophysics Research Unit (CSIC-UPV/EHU)
University of the Basque Country, Spain
kepa.ruiz-mirazo@ehu.es

Avtonomija ne pomeni
neodvisnosti.  Namesto
tega se nanasa na sposob-
nost sistema, da doloci
svoja pravila delovanja,
vklju¢no s pravili interak-
cije s svojim okoljem. To
velja za bioloske sisteme,
ki so s preoblikovanjem
razpolozljivih  zunanjih
materialnih in energetskih

virov sposobni zgraditi

B
W
D, B A, A
\W% A(“fk:..-‘_é/\l X
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svoje meje (lipidne membrane) in druge funkcionalne se-
stavine (beljakovine, sladkorje, nukleinske kisline itd.). To
uspejo s ¢asovnim in prostorskim povezovanjem in uskla-
jevanjem kompleksnih mrez reakcijskih procesov, ki po-
tekajo v nehomogenih, neuravnovesenih termodinami¢nih
pogojih. Tako bioloski sistemi, ki so nujno odprti sistemi,
predstavljajo dinami¢no organizacijo procesov, ki so jasno
lo¢eni od inertnega okolja, in sofasno zbirajo produkte
svojih dejavnosti.

V tem prispevku trdim, da se je avtonomija v svojem te-
meljnem in ozkem smislu morala razviti precej zgodaj,
skozi zaporedje prehodov, ki so vodili od zapletenih fi-
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Slika 1
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Slika 2

zikalno-kemijskih sistemov k, biolosko gledano, najeno-
stavnejSim sistemom. Poleg ustreznih eksperimentalnih
dokazov, ki so jih Ze zbrali v razli¢nih laboratorijih, pred-
stavljam $e teoreti¢ni model, ki prikazuje, kako pride do
prehoda od fizikalno-kemijskih k Zivim sistemom: s po-
mocjo sklopljenja mrez avtokataliticnih kemicnih reakcij
s procesi samozdruzevanja lipidov, ki tvorijo membrane
sistema. To zaznamuje pomemben prehod, pri katerem se
«mehurcéki» (vezikli, zaprti dvosloji) preoblikujejo v «pro-
tocelice», ki pridobijo nadzor nad proizvodnjo svojih la-
stnih meja, kar je klju¢ni korak za avtonomijo in regulacijo
na ravni sistema. Idejo prikazujemo tako za protocelice,
ki so zgrajene iz razli¢nih tipov lipidnih molekul (neka-
tere od njih se sintetizirajo interno; slika 1), kot za bolj
kompleksne sisteme, v katerih poleg lipidov nastopajo Se
oligopeptidi (slika 2), kar obogati, in razsiri nabor dina-
micnih in regulacijskih vedenj Zivega sistema.

V skladu s tem lipidnih meja ne prikazujemo kot ovire (na
primer kot molekularne strukture, ki sluzijo za lo€itev od
okolice), ampak kot povezovalce procesov: kot organske
vmesnike, v katerih se nahajajo razlicni mehanizmi za
nadzor energetskega pretoka, kar dejansko omogoca stal-
no konstruktivno dinamiko bioloskih sistemov. Zato pou-
darjamo pomen komplementarnega razmerja med mejami
celice in notranjim omrezjem reakcij, pri cemer sledimo
avtopoieti¢ni teoriji, a obenem podajamo interpretacijo
na fizikalni osnovi. Poudarjamo, da je avtonomija nujen,
vendar ne zadosten teoreticni konstrukt, da bi upostevali
vse Zivljenjske pojave, ki jih iz evolucijsko-zgodovinsko-
-kolektivne dimenzije ne smemo spregledati.
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Autonomy does not mean independence. It refers, rather,
to the capacity of a system to define its own rules of op-
eration as such a system, including the rules of interaction
with its environment. This applies to biological systems
which are able to build their boundaries (lipid membranes)
and other functional components (proteins, sugars, nucleic
acids, etc.) through the transformation of externally avail-
able material and energetic resources. They manage to do
so by putting together and coordinating (both spatially
and temporally) a complex network of reaction processes
that take place in non-homogeneous, far-from-equilibrium
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thermodynamic conditions. Thus, biological systems, be-
ing necessarily open systems, constitute a dynamic organi-
sation of processes that becomes clearly distinct from the
inert environment that nurtures them and, at the same time,
collects the products of their ongoing activity.

In this article, I will argue that autonomy;, in its most basic
and minimal sense, had to be developed quite early in the
sequence of transitions that led from complex physical-
chemical systems to the simplest biological ones. Apart
from relevant experimental evidence provided in present
days by several labs, a theoretical model will be introduced
to show how this could be achieved: namely, through the
coupling of autocatalytic chemical reaction networks
with processes of lipid self-assembly forming the mem-
brane of the system. This marks an important transition, in
which »vesicles« (closed bilayers) transform into »proto-
cells«, for they gain control on the production of their own
boundaries, a crucial step for autonomous individuation
and system-level regulation. The idea will be illustrated
both for protocells made with various types of lipidic mol-
ecules, some of which are internally synthesized (Fig. 1),
and for more complex cases in which lipids are combined
with oligopeptides (Fig. 2), bringing about a richer space
of dynamic and regulatory behaviours.

Accordingly, lipid boundaries will not be portrayed as bar-
riers, as molecular structures that serve for separation or
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disconnection with the surrounding milieu but, rather, as
linkers of processes: i.e., as the organic interfaces in which
diverse mechanisms to control energy-matter flows are an-
chored, making actually possible the continuous construc-
tive dynamics of biological systems. The complementary
relationship between boundaries and internal network of
reactions will be, therefore, highlighted, following the
steps of the autopoietic theory, but giving a more physi-
cally grounded and updated interpretation of the idea.
Furthermore, autonomy will be claimed as a necessary
but not sufficient theoretical construct to account for liv-
ing phenomena, whose evolutionary-historical-collective
dimensions also need to be taken specifically into account.
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Izvleéek: Okolja kjer se fizikalno-kemijski parametri priblizajo vrednostim
blizu zgornjim mejam zivljenja, imenujemo ekstremna. V primeru izjemno
slanih okolij je omejujo¢ dejavnik visoka koncentracija NaCl in drugih soli,
ki ga pogosto spremljajo Se drugi tipi stresa, kot so visoke temperature,
visoko UV-sevanje, nizke koncentracije kisika in nihanje hranil. Danes
vemo, da lahko mikrobno Zivljenje obstaja v celotnem razponu slanosti, ki
jih najdemo v naravnih okoljih, od sladkovodnih voda do vod, nasi¢enih z
natrijevim kloridom. Izjemno slana okolja naseljujejo obsezne mikrobne
zdruzbe bakterij, arhej, alg, prazivali in gliv. V tem prispevku se bomo osre-
dotocili na najbolj uspesne evkariontske mikroorganizme v izjemno slanih
vodah solarnih solin — glive, in sicer na prevladujoco vrsto, ¢rno kvasovko
Hortaea werneckii. Ta v slanem oKkolju izjemno uspe$no nadomesti izgu-
bo turgorja in prepredi toksi¢nost natrijevih ionov, kar ji omogoca rast

celo v raztopinah, skoraj nasi¢enih z NaCl. Negativni vpliv hiperozmo-
larnega okolja prepreci s povecanim prispevkom energije, potrebne za dva energetsko potratna procesa: izlo-
Canje ionov, ki vdirajo v celico, nazaj v okolje in za sintezo kompatibilnih topljencev. Integriteto in delovanje
celic pod stresom vzdrzuje s spremembami v sestavi membran in celi¢ne stene. Razumevanje odgovorov na
povisano slanost pri érni kvasovki H. werneckii in drugih glivah je razsirilo naSe znanje o odpornosti mikrobov/
gliv na stres in spodbudilo uporabo trenutno ne dovolj izkoris¢enega biotehnoloskega potenciala gliv, ki Zivijo
v skrajnostnih okoljih.

Abstract: Environments where physicochemical parameters have values close to the bottom or top limits
known for life can be considered as extreme environments. In the case of hypersaline environments, the limi-
ting factor is high concentration of NaCl and other salts, which are frequently accompanied by other types of
stress, such as high temperature, high UV radiation, low oxygen concentration, or fluctuating nutrients. We
now know that microbial life can exist over the whole range of salt concentrations that are found in natural
habitats, from freshwater environments to waters saturated with sodium chloride. Hypersaline environments
support substantial microbial communities of selected halotolerant and halophilic organisms, including bacte-
ria, archaea, algae, protozoa and fungi. In this article we will focus on the most successful eukaryotic microbes
— fungi in hypersaline water of solar salterns, represented by the dominant species, the black yeast Hortaea
werneckii. It has an outstanding ability to overcome the turgor loss and sodium toxicity that are typical
for hypersaline environments which facilitates its growth even in solutions that are almost saturated with
NaCl. The negative impact of a hyperosmolar environment is counteracted by an increase in the energy supply
that is needed to drive the energy demanding export of ions and synthesis of compatible solutes. Changes of
membrane lipid composition and cell-wall structure maintain the integrity and functioning of the stressed cells.
Understanding salt responses of H. werneckii and other fungi will extend our knowledge of microbial/fungal
stress tolerance and promote the use of the currently unexploited biotechnological potential of fungi that live
in hypersaline environments.
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Uvod

Izraz metabolizem uporabljamo za opisovanje vsote vseh
kemijskih reakcij v Zivem organizmu. Ker kemijske re-
akcije ali potrebujejo ali pa spros¢ajo energijo, lahko
metabolizem opiSemo kot nabor reakcij, ki so med seboj
energetsko uravnotezene. Zato pri metabolizmu v osnovi
lo¢imo dva tipa kemijskih reakcij: 1) reakcije, pri katerih
se energija sprosca, in 2) reakcije, pri katerih se energi-
ja porablja. Encimsko uravnavane kemijske reakcije, pri
katerih se v Zivih celicah energija spro$¢a, imenujemo ka-
tabolne. Pri teh v osnovi poteka razgradnja kompleksnih
snovi v enostavnejse. Zato so katabolne reakcije predvem
hidroliti¢ne in eksergone. Kot primer lahko navedemo raz-
gradnjo sladkorja do ogljikovega dioksida in vode.

Encimsko nadzorovane reakcije, pri katerih se energija
porablja, pa so vpletene v anabolizem. Glavna znacilnost
anabolnih reakcij je, da se iz preprostih molekul sinteti-
zirajo kompleksne snovi. Pri endergonih anabolnih oz.
biosintetskih reakcijah so pogosti procesi dehidracije.
Primera takih reakcij sta sinteza proteinov iz aminokislin
in polisaharidov iz preprostih sladkorjev. Pri teh reakcijah
nastaja material za izgradnjo celice. Katabolne reakcije
torej priskrbijo energijo in gradnike za anabolne reakcije.
To medsebojno soodvisnost katabolnih in anabolnih reak-
cij omogoca ATP, ki shranjuje energijo, pridobljeno prek
katabolizma, in jo po potrebi sprosc¢a za poganjanje ana-
bolnih reakcij in za opravljanje celicnega dela. Anabolne
reakcije so torej povezane z ragradnjo ATP, katabolne pa
s sintezo ATP. Treba je Se poudariti, da je le del energije,
sproscene pri katabolizmu, v resnici na razpolago za de-
lovanje celice, precejSen delez te energije celica izgubi v
obliki toplotne energije, ki se sprosti v okolje.

Kemijska sestava zive celice se neprestano spreminja —
dolocene molekule se razgradijo, druge spet se sintetizira-
jo. Uravnotezen tok molekul in energije pa ohranja celico
pri Zivljenju in ji omogoca tudi prilagoditev na (spreme-
njene) zunanje dejavnike. Ker celica potrebuje tok ener-
gije za vzdrzevanje zivljenja in prilagoditve, neprestano
potrebuje zunanje vire energije. Mikrobni primarni pro-
ducenti pridobivajo energijo v obliki svetlobe, vsi drugi
mikroorganizmi pa jo pridobijo v kemijski obliki, bodi-
si organski ali anorganski. Energija v kemijski obliki je
najbolj izkori§¢ena v aerobnih razmerah, zato so prirasti
biomase v takem okolju najvecji. Vsa druga okolja zah-
tevajo posebne prilagoditve in komplementarni metaboli-
zem razli¢nih mikrobnih skupin (Tortora et al. 2010). Drug
velik omejujo¢ dejavnik na energetskem nivoju pa pred-
stavljajo ekstremna okolja, kjer prevladujoci fizikalno-
-kemijski parametri preprecujejo rast vecini organizmov.
Sele zadnji dve desetletji raziskovanja ekstremofilnih mi-
kroorganizmov sta razkrili, da ti naseljujejo tudi najbolj
skrajna okolja po svetu, za katera je doslej veljalo, da so
sterilna. Ekstremofilni mikroorganizmi so bili najdeni v
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vrocih vrelcih, v polarnem ledu, v litosferi in globokem
morju, v izjemno slanih okoljih itd. (Gunde - Cimerman et
al. 2005). Glavni razlog za skoraj izkljuéni monopol mi-
kroorganizmov na teh podrocjih so posebne prilagoditve
posamezne mikrobne celice in tudi zelo velike energetske
zahteve. Ceprav so ekstremna okolja energetsko in meta-
bolno tako zahtevna, pa ponujajo evolucijsko prilagojenim
mikroorganizmom bistveno zmanj$ano tekmovalnost tako
za hraniva kot tudi tudi za prostor.

I1zzivi zivljenja v izjemno slanih okoljih

Okolja, kjer se vrednosti fizikalno-kemijskih parametrov
priblizajo zgornjim mejam zivljenja, imenujemo ekstre-
mna (Amils et al. 2007). Ceprav mikrobno Zivljenje ob-
staja v Stevilnih zgoraj omenjenih ekstremnih okoljih,
se bomo v tem prispevku omejili na zivljenje v izjemno
slanem okolju. Mikrobe najdemo pri celotnem razponu
koncentracij, od sladkovodnih do hiperslanih jezer, solin,
kristalizacijskih bazenov solin in v drugih okoljih, ki so
nasi¢ena z NaCl (Oren 2002). V primeru hiperslanih oko-
lij je poglavitni omejujoc¢i dejavnik visoka koncentracija
soli, ki jo pogosto spremljajo Se druge oblike stresa, kot so
visoke temperature, visoko UV-sevanje, nizke koncentra-
cije kisika in obc¢asno velike koli¢ine hranil (Brock 1979,
Oren 2002). Hiperslana okolja, ki nastanejo z izhlapeva-
njem morske vode, imenujemo talasohalina. Po sestavi
soli so podobna morski vodi. Prevladujoca iona sta natrij
in klorid, pH je blizu nevtralnemu ali rahlo alkalen (Oren
2002). Tipicen predstavnik takih okolij so solarne soline,
kjer z izhlapevanjem morske vode pridobivajo morsko sol.
Kalcit (CaCO,), sadra (CaSO,-2H,0), halit (NaCl), silvit
(KC1) in tudi karnalit (KC1-MgClL,-6H,0) se med izhlape-
vanjem obarjajo zaporedoma, zato se kon¢na sestava hi-
perslanih slanic razlikuje od sestave morske vode.

Glivna diverziteta v talasohalinih okoljih je bila najbolj
preucena v slovenskih Secoveljskih solinah, (Gunde -
Cimerman et al. 2000), na sredozemski obali Spanije in
Francije, na obali Rdecega morja (Eilat soline, Izrael), in
atlantske obale v Namibiji, Dominikanski Republiki in na
Portugalskem (Butinar et al. 2005a, Butinar et al. 2005b)
ter v kalifornijskem zalivu (La Paz soline) (Hernandez-
Saavedra et al. 1995).

Atalasohaline vode imajo drugacno sestavo (Grant 2004).
Pomanjkanje Ca?" vodi do nastanka t. i. afriSkih alkalnih
jezer, ki imajo pH-vrednosti nad 11 (Grant and Tindall
1986, Jones et al. 1998). Za Mrtvo morje je znacilno
obarjanje Mg?* mineralov (Grant and Tindall 1986, Javor
1989). Zaradi nizke vodne aktivnosti, a (manj kot 0,669)
in zelo omejene kolicine organske snovi je Mrtvo morje
eno najbolj ekstremnih in negostoljubnih okolij na pla-
netu (Gunde - Cimerman et al. 2005). Glivna diverziteta
atalasohalinih okoljih je postala predmet preucevanja Sele
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nedavno (Gunde - Cimerman et al. 2005, Butinar et al.
2005a, Butinar et al. 2005b).

Poleg glavnih hiperslanih habitatov, opisanih zgoraj, se
uvr§c¢ajo med slana okolja $e morski led, hiperslana tla, sla-
na mocvirja, puscavske rastline, freske, z nafto prepojene
slanice in slane, kemijske odpadne vode (Lahav et al. 2002,
Mikucki et al. 2009), ki so bile preucene le do neke mere
(pregled v Oren 2002). Dostopnost vode, ki jo po navadi
opisujemo kot vodno aktivnost (a ), je glavni omejitveni
dejavnik v hiperslanih okoljih. a_ ¢iste vode je 1,0, z nara-
$¢ajoco koncentracijio topljenca pa se znizuje vse do 0,75
v raztopini, nasiceni s soljo ali celo manj v npr. suhi hrani.

Vsa nasteta hiperslana okolja naseljujejo zelo raznoliki mi-
kroorganizmi, iz vseh treh domen zivljenja: arheje, bakte-
rije in evkarionti. Po definiciji halofili potrebujejo sol za
prezivetje, halotolerantni organizmi pa povisano slanost
prenasajo. Vsem sta skupni sposobnost preprecevanja iz-
gube vode iz celice in strategija za preprecitev toksicno-
sti intracelularnih natrijevih ionov. BioloSke membrane
so propustne za vodo, celice pa ne morejo vzdrzevati a
citoplazme na vijem nivoju kot je a_ slanice, ki jih obkro-
za, ker bi to vodilo do hitre izgube vode v okolje (Brown
1990). Zato mora vsak mikroorganizem, ki zivi pri visokih
koncentracijah soli, vzdrzevati hiperosmotsko citoplazmo
in vzpostaviti ustrezen turgorski nadtlak. V vseh raziskanih
primerih mikroorganizmov se Na* izlo¢a iz citoplazme, ker
so ioni Na* $kodljivi za delovanje celice. Zato imajo halo-
filni mikroorganizmi izjemno ucinkovite sisteme za tran-
sport ionov, ki temeljijo predvsem na Na*/H"- antiporterjih,
ki izlo¢ajo Na* iz notranjosti celic (Oren 1999, 2002).

V mikrobnem svetu obstajata dve osnovni strategiji za
vzpostavitev visokega osmotskega tlaka v citoplazmi in za
soCasno vzdrzevaje nizke koncentracije Na*-ionov: 1) ce-
lice lahko vzdrzujejo v celici visoke koncentracije soli (po
navadi KCl), tako da so osmotsko izenaCene z zunanjimi
koncentracijami. V tem primeru morajo biti vsi znotrajcelic-
ni sistemi prilagojeni visokim koncentracijam soli. 2) Celice
vzdrzujejo nizke koncentracije soli v citoplazmi in uravna-
vajo osmotski tlak z uporabo majhnih organskih molekul,
t. 1. kompatibilnih topljencev. Ti ne interferirajo s celicnimi
funkcijami, zato niso potrebne nikakrsne prilagoditve notra-
njih celiénih sistemov (Oren 1999). Z uporabo te strategije
se mnogo organizmov lahko prilagodi na §irok razpon sla-
nosti (Ventosa et al. 1998). Vse do sedaj preuc¢evane halofil-
ne oz. halotolerantne glive uporabljajo druga¢no strategijo.

Zakaj je potrebno preuc¢evanje halofilnih
in halotolerantnih mikroorganizmov?
Halotolerantne in halofilne mikroorganizme najdemo v

mnogih filogenetskih skupinah v vseh treh domenah Zi-
vljenja: arheje, bakterije in evkarionti. Zato so razlicne

raziskovalne skupine izbrale razlicne modelne organizme
za preucevanje halotolerance. Primerjalne $tudije omogo-
¢ajo prepoznavanje vsem skupne halofilne strategije kot
tudi pomembne razlike, ki obstajajo med posameznimi
vrstami in filogenetskimi skupinami (Amils et al. 2007).

Primer okolja, kjer se nahaja velika diverziteta mikroor-
ganizmov, je voda v evaporacijskih bazenih solarnih so-
lin. Studije gliv v hiperslanih vodah po svetu so pokazale,
da se pojavljajo v teh okoljih globalno v velikem $tevi-
lu (Gunde - Cimerman et al. 2000). Prevladujoca glivna
skupina so t. i. ¢rne kvasovke (Gunde - Cimerman et al.
2004). Te temne glive imajo melanizirane celi¢ne stene in
S0 izjemno sposobne prenasati stresne pogoje. Mnoge med
njimi so poliekstremotolerantne (Gostincar et al., v tisku).
V hiperslanih vodah solin v zmernem podnebnem pasu je
vrsta ¢rne kvasovke Hortaca werneckii najuspesnejsa med
¢rnimi kvasovkami in drugimi glivami. H. werneckii je
bila najdena v celotnem slanostnem razponu, ¢eprav lahko
uspesno raste in vitro tudi brez soli. Ekolosko najuspesnej-
$a je pri slanostih od 3,0 M do 4,5 M NacCl. V tem obmocju
lahko predstavlja do 90 % vseh glivnih izolatov (Butinar
et al. 2005b).

Biotehnoloske aplikacije ekstremofilov so eden glav-
nih razlogov za njihovo preucevanje (Amils et al. 2007,
Antranikian 2005). Hiperslana okolja so bogat vir mikro-
organizmov, ki sintetizirajo industrijsko pomembne enci-
me (CAREX, 2011). Halofile so Zze do zdaj uporabljali pri
razli¢nih tradicionalnih fermentacijskih procesih, kot so
proizvodnja sojine in ribje omake. Uspesno jih izkorisca-
jo tudi v modernejsih industrijskih procesih, npr. pri pro-
izvodnji B-karotena in ektoina idr. (Lentzen and Schwarz
2006, Oren 2010). Med aplikacijami, ki so trenutno Se v
fazi razvoja, je treba omeniti proizvodnjo biorodopsina
za opti¢ne Citalnike, biosurfaktante in eksopolisaharide za
izboljsanje prispevka pri ¢rpanju nafte, pigmente za obar-
vanje zivil in kompatibilne topljence kot zas¢ito pred stre-
snimi dejavniki (DasSarma in DasSarma 2002, Margesin
in Schinner 2001a, b).

V agronomiji pomanjkanje vode po navadi pospremi nara-
$Cajoca slanost, ki je eden glavnih razlogov za slabo rast
poljs¢in po svetu, zlasti v nerazvitih drzavah (Bruinsma
2009, Cominelli and Tonelli 2010). Namakanje poljedel-
skih povrSin je klju¢no za uspesno prehranjevanje svetov-
nega prebivalstva. Ko voda po namakanju izhlapi, osta-
nejo v zemlji prisotni ioni, ki se tam kopicijo. S€asoma
koncentracija soli naraste in zacne preprecevati rast rastlin
(Saysel in Barlas 2001). Priblizno 30 % namakalne zemlje
je ze pod vplivom salinizacije, ta Stevilka pa letno naraste
za 1-2 % (FAO 2002, Lakhdar et al. 2009, T6th et al. 2008).
Poljs¢ine s povecano odpornostjo na slanost bi zmanjsale
potrebo po namakanju, kot tudi povecale donos na ze za-
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uspeli vzgojiti res halotolerantnih rastlin (Ashraf in Akram
2009), zato potrebujemo nove genske vire za izboljSavo
odpornosti na sol in suSo pri rastlinah (Ashraf in Akram
2009, Munns 2002, Somvanshi 2009). Halotolerantne in
halofilne glive predstavljajo do zdaj v glavnem spregledan
vir genov, ¢eprav imajo nekaj pomembnih prednosti: 1)
razvile so specializirane mehanizme odpornosti na sol, ki
jih ne najdemo pri donorjih obcutljivih, na sol ; 2) bolj
so sorodne rastlinam, kot so to prokarionti, 3) mikroorga-
nizmi so bolj primerni modelni organizmi za preucevanje
halotolerance, kot so vi§je rastline.

Crna kvasovka Hortaea werneckii —
modelni organizem za preucevanje
ekstremne halotolerance

Prezivetje H. werneckii v okoljih s spreminjajoco a_ je nje-
na najbolj znacilna lastnost. Raste lahko v slanici, nasi¢eni
s soljo (5,1 M), kot tudi brez soli (Gunde - Cimerman et
al. 2000, Kogej et al. 2007). Pri najvisji slanosti raste v
obliki meristematskih skupkov, ki navznoter proizvajajo
konidije (Sterflinger 1998), pri nizjih slanostih pa lahko
raste v obliki hif ali kvasnih celic (Plemenitas et al. 2008).
H. werneckii je mo¢no melanizirana in ima debele celi¢ne
stene (Sterflinger et al. 1999, Zalar et al. 1999). Uporablja
strategijo kompatibilnih topljencev in vzdrzuje minimalno
znotrajceli¢no koncentracijo ionov, zato notranjost celice
ni prilagojena na visoke koncentracije soli. Evolucijsko so
se pri tej glivi razvile §tevilne prilagoditve, ki preprecujejo
izgubo vode in znotrajceli¢no akumulacijo soli, predvsem
pa poskrbijo za visoke energetske zahteve, povezane z ra-
stjo in prezivetjem v hiperslanih okoljih.

Eden od glavnih mehanizmov je kopicenje glicerola kot
kompatibilnega topljenca. Koncentracija glicerola pri H.
werneckii je sorazmerna koncentraciji soli do 1,5 M NaCl,
medtem ko pri visjih slanostih glicerol naraste le malo
(Kogej et al. 2007, Petrovi¢ et al. 2002). Poleg glicerola
celice v eksponentni fazi rasti kopicijo $e eritritol, arabitol
in manitol (pri optimalnih slanostih) ter samo glicerol in
eritritol pri maksimalnih slanostih. Ceprav je sinteza glice-
rola energetsko poceni, glicerol zaradi majhne molekulske
mase, v primerjavi z drugimi nenabitimi, polarnimi mo-
lekulami, zlahka prehaja lipidni dvosloj. Za vzdrzevanje
intracelularne koncentracije glicerola morajo celice urav-
noteziti pasivni izhod iz citoplazme z de-novo sintezo oz.
aktivnim vnosom. Prepuscanje glicerola je povezano s
sestavo membran. Pri povisani slanosti v okolju H. wer-
neckii poveca koncentracijo masc¢obnih kislin in njihovo
nenasicenost (Turk et al. 2004) in ohranja precej nizko
razmerje med steroli in fosfolipidi (Turk et al. 2007, Turk
et al. 2004). Te spremembe omogocajo H. werneckii vzdr-
zevanje visoke fluidnosti membran prek Sirokega razpona
slanosti, kar je pomembno za normalno delovanje celic
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(Hazel in Williams 1990). Konflikt, ki nastane pri visokih
slanostih zaradi potrebe po visoki koncentraciji glicerola
znotraj celice in soCasnem vzdrzevanju fluidne membra-
ne, ki omogoca uhajanje glicerola, je verjetno presezen na
nivoju celi¢ne stene. H. werneckii sintetizira 1,8-dihidro-
ksinaftalen-melanin (Kogej et al. 2004), ki se nahaja v ce-
liéni steni in omejuje izgube glicerola (Kogej et al. 2007).
Ultrastrukturne Studije H. werneckii so pokazale, da se pri
optimalni slanosti melaninske granule povezejo v kontinui-
ran melaninski sloj na zunanji strani celi¢ne stene in s tem
verjetno zmanjsajo pore v celicni steni. Poleg tega mela-
nin §¢iti celice Se pred drugimi oblikami stresa, vklju¢no s
temperaturo, UV-sevanjem in drugimi skodljivimi snovmi.

Pomen energetskega metabolizma

Za strategijo kompatibilnih topljencev je potreben visok
vnos energije za vzdrZzevanje ustrezne notranje koncentra-
cije topljencev in za vzdrZevanje ionske homeostaze (Oren
1999). Ta potreba je jasno razvidna pri H. werneckii. Med
rastjo pri poviSanih slanostih mora H. werneckii vzdrzevati
visoko produkcijo ATP, ki poganja razli¢ne transmembran-
ske transporterje, kot so H'/glicerol simporterji, Na*/H"-
antiporterji in P-tip ATP-az (Gorjan in Plemenita§ 2006,
Vaupoti¢ in Plemenita$ 2007a). Celice morajo vzdrzevati
tudi ustrezen znotrajceli¢ni pH in membranski potencial
kot tudi sintetizirati kompatibilne topljence kot protiutez
izgubi turgorja (Kogej et al. 2007, Petrovi¢ et al. 2002).
Zato povecan katabolizem predstavlja eno od temeljnih
prilagoditev.

Pri pregledu genov, ki se bolj izrazito izrazajo pri rasti ce-
lice pri povisani slanosti, smo ugotovili, da so zlasti mo¢no
zastopani geni, povezani s prispevkom energije. V ta nabor
spadajo geni, ki kodirajo komponente verige za transport
elektronov in proizvodnjo ATP, kot tudi tisti, ki kodirajo
prenos citosolnega NADH v mitohondrijsko respiratorno
verigo. Energetski metabolizem Se dodatno vzpodbujajo
bolj izrazeni geni, ki kodirajo glikoliticne encime, ciklus
trikarboksilnih kislin in pentoza fosfatno pot in modulacijo
shranjevanja energije. Poleg tega je bila opaZena poveca-
na sinteza ATP v mitohondrijih, kar je naprej povezano s
povecano sintezo proteinov in spremljevalnih komponent,
kot so translacijski regulatorni faktorji, kontrola kakovosti
proteinov in encimi za sintezo aminokislin ter njihov tran-
sport (Vaupoti¢ in Plemenitas 2007a).

Naslednji korak: genomika,
transkriptomika in Se naprej ...

Genomske raziskave ekstremofilnih gliv zaostajajo za
raziskavami medicinsko in ekonomsko pomembnih gliv.
Ker pa napredek tehnologije hitro zmanjSuje ceno sekven-
ciranja celokupne DNA, genomski projekti postajajo ve-
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dno bolj dostopni (Pareek et al. 2011, Zhang et al. 2011).
Rezultata slovenskih raziskav bosta kmalu dostopna ge-
nom in transkriptom H. werneckii in Se nekaterih drugih
halofilnih gliv. Po nasih informacijah bodo to prvi sekven-
cirani genomi ekstremno halotolerantnih oz. halofilnih gliv
v svetovnem merilu. Prepricani smo, da bodo razvozlani
genomi temeljito spremenili nase razumevanje evkariont-
skih prilagoditev na hiperslana okolja in omogo¢ili nadalj-
ne Studije H. werneckii. To bo pospesilo nase razumevanje
halotolerance pri evkariontih in odprlo nove moznosti za
potencialno industrijsko uporabo gliv iz hiperslanih okolij.

Zahvale

Za pomo¢ pri pisanju prispevka se zahvaljujem dr. Cenetu
Gostincarju in dr. Metki Lenassi.
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Povzetek: S prehodom v novo tisoéletje se je zacelo novo obdobje v zna-
nostih o zivljenju. Uspelo nam je prebrati prve genome. S tem smo dobili
moznost, da lahko razvozlamo fizioloske in patoloske procese v zivecih or-
ganizmih. Kompleksnost Zivljenjskih procesov se skriva v organiziranosti.
Cas je, da poskusimo to kompleksnost razumeti z uporabo novih orodij in
pristopov. Proteini so nosilci in izvajalci velike vecine molekularnih proce-
sov. Analiza njihovih funkcij, strukture in interakcijskih mrez je klju¢na za
razumevanje fiziologije in bolezenskih stanj in je s tem podlaga za industrij-
sko izrabo pridobljenih znanj.

Abstract: With the turn of the millennium a new era begun for biological
sciences. Whole genomes became available providing the possibility to de-
cipher physiological and pathological processes in living organisms. The
complexity of life lies in the organization and now the time has come to
grasp it with the novel tools and approaches. Proteins are carriers and pla-

yers in vast majority of these processes. Analysis of their function, structure and interaction networks is crucial

for understanding of physiology and diseased states and provides background for industrial applications of the

gained knowledge.

S prelomom tiso¢letja se je v bioloskih raziskavah zari-
salo povsem novo obdobje, imenovano postgenomsko
obdobje. Leta 1996 smo dobili genom (tj. seznam genov)
kvasovke (kruh, pivo) Saccharomyces cervisiae, s 6 tiso¢
geni (Goffeau in sod. 1996, Science 274: 546, 563-7), leta
1997 bakterija Esherichia coli s 4 tiso¢ geni (Blattner in
sod. 1997, Science 277: 1453—1474), leta 2001 c¢loveka
s 25 tiso¢ geni (Lander in sod. 2001, Nature 409: 860—
921) in nato $e misi s priblizno enakim Stevilom genov
(Waterstone in sod. 2002, Nature 420: 520-562). Clovek
je precej vec kot 8-krat bolj kompleksno bitje od bakterij in
vec kot 4-krat bolj od kvasovke. Loc¢imo pa se tudi od misi.
Zanimivo je tudi, da sta si samca ¢loveka in Simpanza ge-
netsko bolj podobna kot samec in samica iste vrste (2005,
Nature 437, 69-87). Danes, 10 let po razkritju ¢loveskega
genoma, je branje genomov Ze precej rutinsko opravilo.
Priblizno 5 genomov na dan je deponiranih na strezniku na
Evropskem bioinformacijskem institutu (http://www.ebi.
ac.uk/genomes/). Kompleksnost organizmov se skriva v
organizaciji in regulaciji procesov. Vendar je seznam vseh
genov posameznega organizma prvi¢ v zgodovini znanosti
omogocil sistemati¢ne pristope k Studijam njihove mole-
kularne sestave in njihovega molekularnega ustroja.

Dostopnost celotnega seznama genov in razvoj novih teh-
nologij sta povsem spremenila koncept delovanja biolo-

Skih molekularnih znanosti. Poleg tega, da sta podprla na
hipotezah slonece raziskave, sta v poprej neslutenem obse-
gu na Siroko odprla raziskave, ki slonijo na novih odkritjih.
Proteinske zbirke posameznih organizmov v celoti ali nji-
hovih delov so s tem postale vidne, prepoznavne in dosto-
pne. Fronta znanosti se je premaknila: od branja seznama
genov k raziskavam o delovanju molekul v fizioloskih in
patoloskih procesih na nivoju celic in organizmov. Skupaj
z novonastalimi tehnologijami postgenomsko obdobje za-
risujejo proteom (proteinska skupnost), metabolom (pre-
snova snovi) in cela vrsta drugih -omov in ved (-omik).

Proteini so rezultat prepisa genske informacije v po-
lipeptidno verigo. Nastajajo v ribosomih. Ti so veliki
RNA-proteinski kompleksi, ki najdejo vsakemu kodonu
ustrezno aminokislino in jo pripnejo na nastajajoco po-
lipeptidno verigo. Ob pomoci drugih proteinov, v¢asih
pa tudi sama, ta privzame svojo nativno strukturo. Sele
s tem postane polipeptidna veriga protein (beljakovina).
Med nastajanjem proteina lahko pride do rekombinacije
ribonukleinske osnove za aminikislinsko zaporedje s tako
imenovanimi »splice« variantami, po sami sintezi pa se
proteinske molekule lahko naknadno kemijsko spreme-
nijo. Te spremembe so lahko del sinteze proteina, lahko
pa so vklju¢ene v komunikacijo med proteini — v prenos
signalov pri posameznih procesih.
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Ker so proteini izvajalci preteznega dela fizioloskih funk-
cij vsakega organizma, smo se v Centru odli¢nosti za inte-
grirane pristope v kemiji in biologiji proteinov (CIPKeBiP
»http//www.cipkebip.org/«) osredotocili na raziskave pro-
teinov: identifikacija nosilcev posameznih fizioloskih in
patoloskih procesov, karakterizacija njihovih lastnosti in
strukture ter uporaba pridobljenega znanja v komercialne
namene. Pri tem nas $e posebej zanimajo biotehnoloski
pristopi pri sintezi zdravilnih uc¢inkovin. Poslanstvo nase-
ga Centra je s kreativnimi pristopi v raziskavah presegati
obicajni nivo strokovnosti in reprodukcije znanja. Samo
kreativnost namre¢ omogoca izvirnost novih spoznanj
in prenos le-teh v industrijo. Najve¢ denarja namenjamo
nakupu opreme (82 % ali 7,4 miliona evrov). Z novo in
sodobno opremo lovimo zamudo pri vpeljevanju nekaterih
bistvenih novih tehnologij proteinske kemije in biologije
in vzpostavljamo pogoje za dolgoro¢no mednarodno kom-
petitivnost na tem podro¢ju. V Centru zdruZujemo razi-
skovalce iz petih akademskih in petih industrijskih skupin.
Povezujemo torej akademsko in tehnoloSko ekspertizo,
tehnologije in znanje v raziskavah proteinov (beljakovin)
na biomedicinskem in okoljskem podro¢ju. Raziskave so
organizirane v okviru §tirih programskih sklopov:

— Proteinska banka: Je infrastrukturna enota, namenje-
na za podporo drugim programskim sklopom. Skrbi za
proizvodnjo proteinov, njihovo shranjevanje in karakte-
rizacijo.

— Mehanizmi in molekulske povezave v imunskem od-
zivu. Preu¢ujemo bolezni, ki jih povzrocajo mikroor-
ganizmi, razlike med posameznimi sevi in mehanizme
nastajanja imunskega odziva. Pridobljena spoznanja
lahko vodijo do identifikacije antigenih determinant in
razvoja novih cepiv.

— Znotraj- in zunajcelicna komunikacija. Preucujemo
signalizacijo prek znotrajceli¢nih organel, procese zli-
vanja plazemske membrane, metabolizem celice, po-
Skodbe organel in odziv na zdravila. Razumevanje teh
procesov je pomembno za zdravljenje bolezni, kot sta
rak in diabetes.

— Prilagoditveni mehanizmi ekstremofilov na okolje.
Osrednji preucevani organizem je kvasovka H. wer-
neckii iz Secoveljskih solin. Identificirani in okarak-
terizirani molekulski nosilci prilagoditvenih mehaniz-
mov na visoko koncentracijo soli lahko oplemenitijo
mikroorganizme za njihovo uporabo pri odstranjevanju
polutantov in omogocajo proizvodnjo hrane na slanih

.....
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Slika zvitja proteina, katepsina L (modro) z atomi (rumene in
zelene kroglice) stranskih skupin aminokislinskih preostankov,
cisteina in histidina, v aktivnem mestu.

With the turn of the millennium a new era, termed post-
-genomic, begun for biological sciences. In 1996 the
composition of yeast genome (Saccharomyces cervisiae)
with 6 thousand gens encoding proteins became available
(Gofteau et al. 1996, Science 274: 546, 563—7). In 1997
the bacterial genome (Esherichia coli) containing 4 tho-
usand genes was published (Blattner et al. 1997, Science
277: 1453-1474), and 2001 the human genome with ini-
tial mapping containing 25 000 genes appeared (Lander
in sod. 2001, Nature 409: 860-921). The size of the mo-
use genome is approximately of equal size as the human
(Waterstone et al. 2002, Nature 420: 520-562). However,
it is obvious that humans are more than 8 times more com-
plex organisms than bacteria and more than 4 times more
complex than yeast. We are different from mice, too. It is
also interesting that the males of chimpanzee and human
are genetically closer related than male and female of the
same species (2005, Nature 437, 69-87).

Today, 10 years after the human genome was revealed, re-
ading of genomes is a rather routine job. Approximately
5 genomes per day are released on the www server of
European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/
genomes/). As we know now, the complexity of living or-
ganisms is in organization and regulation of physiological
processes. In spite of that, the availability of genomes is
a great achievement which has for the first time in the hi-
story of science enabled systematic approaches in studies
of molecular composition and organization of living orga-
nisms. The availability of complete lists of genes and de-
velopment of new technologies have radically altered the
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concept of biological science. In addition to the »hypothe-
sis« driven research, the discovery driven research has ri-
sen at an unprecedented scale. Lists of proteins of specific
organisms or their parts have become visible, recognizable
and available. The scientific frontiers have shifted from the
reading of lists of genes towards studies of function of mo-
lecules in physiological and pathological processes — from
the level of organelles, to cells and the whole organisms.
Together with the newly established technologies the post-
-genomic era is marked by the proteom (lists of proteins on
an assigned location — either organelle, cell, fluids, tissue
or whole organism) the metabolom (substance flow and
exchange), and a series of others -oms and related -omics.

Proteins are a result of translation of genetic information
into a polypeptide chain. The synthesis takes place in ribo-
somes which are large RNA protein complexes. To each
codon they find a corresponding amino acid residue and
attach it to the polypeptide chain in synthesis. With the
help of other proteins and sometimes alone, the polypepti-
de chain adopts its native structure. Only then a polypepti-
de chain is turned into protein. Before the protein synthe-
sis, during the mRNA transcription, in higher organisms a
protein sequence can vary due to the spliced in fragments.
After the synthesis the polypeptide chain can be chemi-
cally modified. These changes can be a part of the protein
synthesis or they may be included in the inter-protein com-
munication — in signal transduction.

Proteins are carriers of a substantial part of physiological
functions in every living organism. Therefore they are in
the focus of research of our Centre of excellence for in-
tegrated approaches in chemistry and biology of proteins
(CIPKeBiP »http//www.cipkebip.org/«). The research in-
cludes identification of protein carriers of physiological
and pathological processes, characterization of their pro-
perties and structure. Exploitation of the gained knowled-
ge for commercial purposes is part of the Centre too. In
particular, we share interests in biotechnological appro-
aches to synthesis of drugs. The mission of Centre is to
approach to research creatively and exceed the average le-
vel of science and knowledge reproduction. Namely, only
creativity can enable originality and novel knowledge with
its industrial applications as a possible consequence. Most
of the resources of the Centre (82 % or 7.4 million Euros)
are devoted to the purchases of novel equipment. With this
new, contemporary equipment we are catching up with the
developments of several essential new technologies in pro-
tein chemistry and biology. With this we aim to achieve
and maintain international competitiveness. In the Centre

five academic institutions and five companies are joined.
We are integrating academic and industrial expertize, te-
chnology and knowledge in the areas of biomedical and
environmental science. Research is organized in four wor-
king packages:

— Protein bank: an infrastructural unit for production of
proteins to assist other work packages. It takes care for
protein production, storage and characterization.

— Mechanisms and molecular interactions in immune
response: We study diseases caused by microorgani-
sms, the differences between the pathogenic strains and
mechanisms of immune response. The gained knowled-
ge may lead to identification of antigenic determinants
and development of new vaccines.

— Intra- and inter-cellular communication: In this
scope we study signalization between intracellular or-
ganelles, processes of plasma membrane fusion, cell
metabolism, organelle injuries and response to drugs.
Understanding of these processes is important for treat-
ment of diseases such as cancer and diabetes.

— Adaption mechanisms of extremofiles to enviro-
nment: The main organism investigated is yeast H.
werneckii from Secovlje saline area. We aim to identify
and characterize molecular carriers of the accommoda-
tion mechanisms to high salt concentration. These pro-
teins can be applied in other microorganisms to impro-
ve their use in pollutant removal and enable production
of food in salted ground.

Figure of cathepsin L fold shown in blue, with the atoms of the
reactive site cysteine and histidine residues shown as yellow and
green balls, respectively.
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Povzetek: V okviru embrionalne endokrine diferenciacije smo ze predhodno
porocali, da izguba funkcije Arx- in/ali Pax4-transkripcijskih faktorjev vodi do
premika v usodi endokrinih prekurzorskih celic v trebusni slinavki misi. S tem
smo pokazali na vlogo Arx pri zagotovitvi glukagonskih a-celi¢nih linij in Pax4
pri zagotovitvi inzulinskih B-celi¢nih linij. Tukaj pa smo ektopicno izrazili tran-
skripcijski faktor Pax4 pri glukagonskih a-celicah. Ta vsiljena ekspresija izzove
pretvorbo a-celic v B-celice. Posledi¢ni primanjkljaj glukagona povzroc¢i kom-
penzatorno in stalno neogenezo glukagon+ celic, kar zahteva reekspresijo pro-
endokrinega gena Ngn3. Kljub novotvorbi glukagonskih a-celic te ne zmorejo
popraviti hipoglukagonemije, saj zaradi ektopicnega izrazanja Pax4 postopoma

pridobijo fenotip B-celic. Pomembno pa je, da z opisanim ciklom regeneracije in pretvorbe lahko in vivo vzpo-
stavimo funkcionalno -celi¢no maso in odstranimo kemic¢no izzvano sladkorno bolezen.

Kljuéne besede: endokrina trebusna slinavka; transkripcijski faktorji Pax4, Arx, glukagon, inzulin, pretvorbe
tipov endokrinih celic.

Abstract: In the context of embryonic endocrine differentiation, we have previously reported that Arx and/
or Pax4 loss-of-function(s) lead to a shift in the fate of endocrine precursor cells in the mouse pancreas, thus
demonstrating the roles of 4rx and Pax4 in the allocation to the glucagon-expressing o- or insulin-producing
B-cell lineages, respectively. Here, we ectopically express the transcription factor Pax4 in glucagon-secreting
cells. Such forced expression provokes a conversion of a-cells into B-cells. The resulting glucagon deficiency
provokes a compensatory and continuous glucagon+ cell neogenesis requiring the re-expression of the proen-
docrine gene Ngn3. However, the newly formed a-cells fail to correct the hypoglucagonemia since they subse-
quently acquire a B-cell phenotype upon Pax4 ectopic expression. Importantly, this cycle of regeneration/con-
version is capable of restoring a functional B-cell mass and of reversing chemically-induced diabetes in vivo.
Keywords: Endocrine pancreas; transcription factors Pax4, Arx; glucagon; insulin; Endocrine cell type con-
version.

Uvod celice, ki izloCajo prebavne encime in ione; duktalne ce-

« . . . Lo lice, ki oblikujejo mrezo vodil, skozi katere prebavni en-
Trebusna slinavka ali pankreas izloca encime in hormone ’ Jel ’ p

in ima s tem pomembno vlogo pri vzdrzevanju homeo-  Cimi vstopajo v €revo; in endokrine celice, ki proizvajajo

staze. Pankreas sestavljajo trije glavni tipi celic: acinarne  razliéne hormone. Slednje celice so organizirane v celi¢-
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ne skupke, t. i. Langerhansove otocke, ki jih sestavlja pet
celi¢nih podtipov: a, B, 9, €, in PP-celice, ki izlo¢ajo (v
enakem vrstnem redu): glukagon, inzulin, somatostatin,
grelin in pankreasni polipeptid (PP). Funkcije hormonov
so razli¢ne. Inzulin povzro¢i zmanjSanje glikemije, kadar
je v krvi preve¢ glukoze, medtem ko ima glukagon, kar se
ti€e glikemije, ravno obratno nalogo in preprecuje nevarno
hipoglikemijo (za pregled, glej vir 1). NaSa raziskovalna
skupina se ukvarja z diabetesom tipa I, avtoimunsko bole-
znijo, s katero se spopada vec¢ kot 24 milijonov ljudi Sirom
sveta. Za bolezen je znacilna selektivna izguba B-celic, ki
producirajo inzulin. Ta izguba povzroci hiperglikemijo, ki
ima lahko hude posledice brez vbrizgavanja eksogenega
inzulina. Pomembno je poudariti, da je kljub obstoje¢im
terapijam pricakovana zivljenjska doba pacientov z diabe-
tesom tipa I nizja kot pri zdravih ljudeh. Zato se trenutne
raziskave osredodocajo na iskanje alternativ konvencio-
nalnim pristopom. Eden najbolj obetavnih pristopov vklju-
¢uje in vitro diferenciacijo zarodnih/progenitorskih celic
v B-celice, ki posnema embrionalni razvoj. Toda kljub vi-
dnim napredkom ta metoda zaenkrat ni uspesna, najverje-
tneje zaradi nepopolnega razumevanja mehanizmov, ki so
vpleteni v in vivo tvorbo B-celic.

Razumevanje, kako B-celice nastajajo med razvojem, a
tudi v odraslosti, je prvi pogoj pri oblikovanju regenerativ-
nih in celi¢nih terapij za diabetes tipa I in tipa II; pri obeh
boleznih se namre¢ pojavi izguba (0z. nezadostno $tevilo)
B-celic. Stevilne raziskave so pokazale, da v razvoju sode-
lovanje ve¢ transkripcijskih faktorjev uspesno dolo¢i uso-
do progenitorske celice najprej v celice trebusne slinavke,
v endokrine celice in konéno celice otockov. Tako je tran-
skripcijski faktor Pdx1 potreben za determinacijo epitelija
trebusne slinavke in nato Neurogenin3 (Ngn3) usmeritev v
linijo celic z notranjih izlo¢anjem (1). Po delovanju Ngn3
kompleksna mreza transkripcijskih faktorjev skrbi za raz-
licne usode celic, vkljucno s transkripcijskima faktorjema
Arx in Pax4 (2, 3). Pri misi brez Arx je prislo do povisa-
nega izrazanja - in d-celic na racun a-celic. Skupno Ste-
vilo endokrinih celic je pri tem ostalo nespremenjeno (2).
Nasprostno, v primeru odsotnosti Pax4 je bil opazen obra-
ten fenotip (3), kar kaze na vzajemno regularotno poveza-
vo med Arx in Pax4 (4). Dodatna opazanja so potrdila te
sklepe. Najprej, da Arx in Pax4 vodita endokrine prekur-
zorske celice do razvoja bodisi a- (Arx) ali B- oz. d-celic
(Pax4). Kasnejsa analiza dvojnih mutant pri misih je od-
krila Se drugo vlogo Pax4 pri doloCanju B-celi¢ne linije
iz B-/d-prekurzorskih celic (4). Nedavno zbrani dokazi so
tudi pokazali, da vsiljena ekspresija Arx v zgodnjih celicah
trebusne slinavke vodi endokrine mati¢ne celice do a- ali,
presenetljivo, PP-celi¢ne usode (5). Pomembna ugotovitev
teh $tudij je, da je Arx ni le nujen, ampak tudi zadosten za
nastanek o- in PP-celi¢nih linij.
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Pretvorbe endokrinih celic

Posebej nas je zanimalo odkritje, da vsiljena ekspresi-
ja Arx v odraslih B-celicah (in vivo) povzro€i pretvorbo
teh celic v celice, ki izkazujejo a- ali PP-celi¢ne fenotipe
(5). To odkritje je bilo temeljnega pomena za terapije z
B-celicami, saj je nakazovalo, da je nasprotno mogoce do-
seci pretvorbo drugih endokrinih celic v -celice. Da bi to
hipotezo preizkusili, smo naredili mis, ki pogojno in ekto-
picno izraza Pax4 v svojih glukagon+ celicah (6). Odkrili
smo opazno hiperplazijo celic, ki izrazajo inzulin, in na-
stali otocki celic so vsebovali Sest- do sedemkrat ve¢ inzu-
linsko-pozitivnih celic kot obicajni otocki. Funkcionalni
in fizioloski testi so pokazali, da te celice izkazujejo vse
znacilnosti normalnih B-celic. Da bi bolje razumeli meha-
nizme, ki vodijo v hiperplazijo teh celic, smo izvedli do-
datne analize. Te so pokazale na stalno prisotnost celic, ki
izrazajo glukagon na neobicajnih mestih v otocku blizu so-
sednjih pankreati¢nih duktov. Celi¢nim linijam smo sledili
z markerskim genom in pokazali, da so se zaradi napacne
ekspresije Pax4 a-celice pretvorile v B-celicam podobne
celice. Zaradi stalne prisotnosti a-celic smo zakljucili, da
se te celice stalno regenerirajo in so prehodno prisotne
vse do pretvorbe v B-celice. Zanimivo je, da so pred tem
razli¢ne skupine ze opisale ve¢ transgenih modelov misi
z a-celicno hiperplazijo in vse ti modeli so kazali spre-
menjene glukagonske signalne poti. Pri vseh so opazili
jasno hiperplazijo glukagon+ celic, kar kaze na aktivacijo
mehanizmov, ki skusajo kompenzirati glukagonsko neu-
¢inkovitost s tvorbo novih a-celic. Da bi preverili, ali iz-
guba a-celic zaradi pretvorbe v B-celice lahko razlozi nji-
hovo regeneracijo, smo tri tedne mi§im dodajali glukagon.
Opazili smo jasno znizanje v §tevila B-celic (in ustrezno
spremembo velikosti otockov) glede na kontrolne misi.
Pomanjkanje glukagona zaradi ektopicne ekspresije Pax4
v a-celicah in naknadna pretvorba a- v B-celice je poveza-
na z regeneracijo a-celic. Tak od glukagona odvisen cikel
regeneracije in pretvorbe najverjetneje povzroci hiperpla-
zijo B-celic, ki smo jo opazili v nasih testnih zivalih.

Regenerirane a-celice izvirajo iz celic z
reekspresijo Ngn3

Pokazali smo na vecje Stevilo celic z reekspresijo proendo-
krinega gena Ngn3 v stenah duktov. Po navadi do ekspre-
sije Ngn3 pride samo v ¢asu embrionalnega razvoja; zanj
so ugotovili, da je nujen za nastanek endokrine linije. Tudi
skupina H. Heimberga je porocala o reaktivaciji tega gena
v celicah duktov pri miSih s podvezanimi dukti v trebu-
$ni slinavki (7) in naknadno pretvorbo v endokrine celice.
V sodelovanju z omenjeno skupino smo nato negenetsko
sledili usodo duktalnih celic v trebusni slinavki misi. Ta
poskus nam je omogo¢il, da smo posredno pokazali na
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pretvorbo duktalnih celic v endokrine celice, v procesu, ki
je vkljuceval reekspresijo gena Ngn3.

Novotvorjene, B-celicam podobne, celice
so funkcionalne

Da bi potrdili funkcionalnost regeneriranih B-celic misi,
ki so nastale z ektopi¢no ekspresijo Pax4 v a-celicah,
smo kemicno sprozili hiperglikemijo tako, da smo upora-
bili streptozotocin. Ta strup povzroc€i selektivno unicenje
B-celic. Kontrolne misi, ki so bile podvrzene temu treti-
ranju, so prav tako kot Pax4 misi (starejSe od 4 tednov)
hitro poginile za posledicami hiperglikemije. Presenetljivo
pa so mlajse transgene misi po izjemnem zvisanju glukoze
v krvi prezivele in raven sladkorja se je zniZala na normal-
no raven. Nadaljnje analize so pokazale, da je regeneracija
B-celic pri teh misih potem, ko so bile Ze unicene s strep-
tozotocinom, potekla izkljuéno skozi pretvorbo iz a-celic.

Sklep

Nasi rezultati nakazujejo, da vsiljena ekspresija Pax4 v
a-celicah povzroci njihovo pretvorbo v -celicam podobne
celice (Slika 1). Posledi¢no pomanjkanje glukagona pov-
zro¢i nadaljnjo regeneracijo a-celic, ki se nato postopoma
pretvorijo v B-celicam podobne celice. Pokazali smo tudi,
da ta cikel potrebuje reekspresijo gena Ngn3 ter da so no-
vonastale B-celice sposobne nadomestiti endogene f-celice
pri misih, ki so bile izpostavljene kemicno povzrocenemu
diabetesu, in tako preobrniti posledice diabetesa.

Ti rezultati kazejo, da modulacije Pax4 ali enega od nje-
govih tarénih molekul morda predstavljajo novo smer
raziskav za uspe$no zdravljenje diabetesa tipa I, obenem
pa prispevajo k vzpostavitvi protokolov za diferenciacijo
B-celic in vitro ali in vivo.
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Slika 1: Vsiljena ekspresija Pax4 v celicah, kjer prihaja do ek-
spresije glukagona, le-te pretvori v funkcionalne B-celicam po-
dobne celice (A-B). Nase analize kazejo, da pomanjkanje gluka-
gona, ki nastane zaradi izgube celic, ki ga producirajo, povzroci
aktivacijo neznanih kompenzacijskih fizioloskih mehanizmov, ki
povzrodijo pretvorbo (mediacija z Ngn3) duktalnih celic v gluka-
gon+t celice (B-C). Zaradi vsiljene ekspresije Pax4 se slednje ne-
prestano pretvarjajo v f-celicam podobne celice (D-F). Ta ciklus
neogeneze/rediferenciacije vodi do povecanih otockov, ki jih ve-
¢inoma sestavljajo p-celicam podobne celice (F). Te izkazujejo
veéino znacilnosti pravih B-celic in lahko in vivo preobrnejo s
streptozotocinom zbujen diabetes.

Introduction

The pancreas plays a key role in maintaining homeostasis
by the secretion of enzymes and hormones. This organ is
composed of three main cell types: acinar cells (secreting
digestive enzymes and ions), duct cells (forming a network
of canals driving digestive enzymes into the intestine)
and endocrine cells (producing different hormones). The
latter are organized into clusters of cells called islets of
Langerhans consisting of 5 cell subtypes: a, B, 0, €, and PP,
respectively secreting the following hormones: glucagon,
insulin, somatostatin, ghrelin and pancreatic polypeptide
(PP). Among these hormones, insulin induces a decrease
in the glycaemia in case of excess blood glucose, whereas
glucagon has the opposite role by promoting an increase
in blood glucose levels to prevent a hypoglycemia (for
review, see 1). Our group focuses on type I diabetes, an
auto-immune disease affecting more than 24 million peo-
ple worldwide and which is characterized by the selective
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loss of insulin-secreting B-cells. This results in a hyper-
glycemia, which can be very serious without daily admin-
istration of exogenous insulin. It is important to note that
despite current therapies, the life expectancy of patients
with type 1 diabetes is reduced in comparison to healthy
people. Therefore, current research focuses on finding al-
ternatives to conventional approaches. One of the most
promising ones consists in the in vitro differentiation of
stem/progenitor cells into B-cells by mimicking embryonic
development. However, despite significant progresses, this
method remains unsuccessful, most probably due to an in-
complete understanding of the mechanisms underlying the
genesis of B-cells in vivo.

Understanding how B-cells are generated during develop-
ment, but also throughout adulthood, is a prerequisite to
the design of regenerative and cellular therapies for type
1 and type 2 diabetes, both diseases being ultimately char-
acterized by loss and/or insufficient numbers of B-cells. In
this context, a number of studies have demonstrated that,
during the course of development, the cooperation of sev-
eral transcription factors successively specifies progenitor
cells towards the pancreatic-, endocrine- and ultimately
islet-cell fates. Hence, Pdx1 is required for pancreatic
epithelium determination and subsequently Neurogenin3
(Ngn3) for endocrine lineage specification (1). Next to
Ngn3 induction, a complex network of transcription fac-
tors progressively and differentially promotes the particu-
lar endocrine fates, including Arx and Pax4 (2, 3). In mice
lacking Arx, the B- and 6-cell fates were found favored at
the expense of a-cell genesis, while the total endocrine cell
content remained normal (2). Conversely, in the absence of
Pax4, the opposite phenotype was observed (3), indicating
an inhibitory, cross-regulatory circuit between Arx and
Pax4 (4). Additional findings supported these conclusions
and suggested that, firstly, Arx and Pax4 instruct endocrine
precursor cells towards either an a-cell or a B-/5-cell fate,
respectively. Next, through the analysis of double-mutant
mice, a secondary function of Pax4 in specifying the B-cell
lineage in B-/8-precursor-cells was uncovered (4). Recent
evidence have demonstrated that the forced expression of
Arx in early pancreatic cells drives endocrine progenitors
towards either an a- or, surprisingly, a PP-cell fate (5). It
was therefore concluded that Arx is not only necessary, but
also sufficient to instruct the a- and PP-cell lineages.

Endocrine cell conversions

Of particular interest was the finding that the forced ex-
pression of Arx triggered into adult B-cells (in vivo) in-
duced their conversion into cells exhibiting a- or PP-cell
phenotypes (5). This discovery was of fundamental impor-
tance in the context of B-cell-based therapy as it implied
that the opposite conversion might be achieved, that is,
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to generate B-cells from other endocrine cells. To test this
hypothesis, we generated mice conditionally and ectopi-
cally expressing the Pax4 gene in glucagon” cells (6). A
noticeable hyperplasia of insulin-expressing cells was thus
detected, the resulting islets containing approximately six
to seven times more insulin-producing cells than normal
islets. An analysis combining functional and physiologi-
cal tests showed that these cells exhibited all the charac-
teristics of normal B-cells. Subsequently, to better under-
stand the mechanisms leading to the hyperplasia of the
insulin-expressing cell population, further analyses were
undertaken. These outlined a continuous detection of cells
expressing the glucagon hormone abnormally located at
a pole of the islet located adjacent to neighboring ducts.
Combining lineage tracing with marker gene assessment,
we showed a a-cells were literally converted into B-like
cells upon Pax4 misexpression. Due to the continuous de-
tection of a-cells, we concluded that these cells are con-
tinually regenerated, their detection corresponding to a
transition state prior to the acquisition of a B-cell identity.
Interestingly, several transgenic mouse models character-
ized by a-cell hyperplasia had been previously described,
all of those models displaying altered glucagon signaling
pathways. In all these, a clear glucagon+ cell hyperplasia
had been noted, suggesting the activation of mechanisms
attempting to compensate the glucagon inefficiency by
generating additional a-cells. To check whether the a-cells
loss caused by their transformation in B-cells could explain
their regeneration, we provided our mice with glucagon
for three weeks. A significant decrease in the number of
B-cells (and the resulting islets size) was observed com-
pared to untreated mice. Thus, the glucagon deficiency
induced by the ectopic expression of Pax4 in a-cells and
their following conversion into B-cells was found associ-
ated to a-cell regeneration. Such glucagon-dependent cy-
cle of regeneration/conversion seems to cause the B-cells
hyperplasia we observed in our animals.

Regenerated a-cells derive from cell
reexpressing Ngn3

Interestingly, our analysis outlined a number of cells re-ex-
pressing the proendocrine gene Ngn3 in the ductal lining.
Ngn3 is normally expressed solely during embryonic de-
velopment and was found required for the allocation to the
endocrine lineage. Interestingly, the group of H. Heimberg
had also noted the reactivation of this gene in duct-lining
cells of mice that underwent pancreatic duct ligation [7]
and their conversion into endocrine cells. In collaboration
with this group, we then followed the fate of duct cells in
the pancreas of our mice using non-genetic lineage trac-
ing. This experiment indirectly allowed us to demonstrate
a conversion of duct lining cells into endocrine cells by a
process requiring the re-expression of Ngn3.
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Neo-generated B-like cells are functional

Lastly, to verify the functionality of regenerated B-cells
in mice ectopically expressing Pax4 in a-cells, we chemi-
cally induced hyperglycemia using streptozotocin, a toxin
causing the selective destruction of B-cells. Control mice
undergoing this treatment, together with Pax4 mice older
than 4 weeks, quickly die from the consequences of hy-
perglycemia. Surprisingly, our younger transgenic mice,
after a massive increase in blood glucose level, gradually
saw their glycacemia come back to normal. Further analy-
sis showed that after -cell destruction by streptozotocin,
their regeneration occurs exclusively through the conver-
sion of a-cells.

To summarize, our results indicate that forced expression
of Pax4 in a-cells induces their conversion into B-like cells
(Figure 1). The resulting glucagon deficiency promotes a
continuous a-cell regeneration, such cells being subse-
quently converted into B-like cells. We also show that this
cycle requires the re-expression of the Ngn3 gene and that
the newly generated B-cells are able to replace endogenous
B-cells of mice that underwent chemically-induced diabe-
tes, thus reversing the consequences of diabetes.

These results suggest that the modulation of Pax4, or one
of his molecular targets, may represent a new path of re-
search for the treatment of type I diabetes, but also contrib-
ute to the establishment of B-cells differentiation protocols
in vitro and/or in vivo.
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Figure 1: The misexpression of Pax4 in glucagon-expressing
cells converts these into functional B-like cells (A-B). Our analy-
ses suggest that the resulting glucagon shortage caused by the
loss of glucagon-producing cells activates unknown compensa-
tory physiological mechanisms triggering the Ngn3-mediated
conversion of duct-lining cells into glucagon® cells (B-C). How-
ever, these are continuously converted into B-like cells upon
Pax4 misexpression (D-F). This cycle of neogenesis/redifferen-
tiation leads to oversized islets mainly composed of B-like cells
(F). These exhibit most features of true B-cells and can reverse
streptozotocin-induced diabetes in vivo.
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Kaj je zivljenje? In kaj je
smrt? Obstajata dva naci-
na obstoja: Ziv in neziv.
Drugi zakon termodina-
mike napoveduje konéni
razpad vsega, kar v veso-
lju obstaja. Dolgozivost
je kvantitativno merilo
vsega obstoja. Vesolje se
neprestano razvija, krat-
kotrajne oblike sc¢asoma
zamenjajo  dolgotrajne
oblike. Evolucijo vesolja
si lahko predstavljamo kot kljubovanje neredu. Stiri te-
meljne interakcije preprecujejo neposredni razpad nezive-
ga sveta; neredu se Zivi svet upira s smiselnim vedenjem.
Izraz smiselno vedenje uporabljam, ¢e je cilj takega vede-
nja prezivetje entitete. Biolosko evolucijo si lahko predsta-
vljamo tudi kot samopoznavanje Narave: kot um iz snovi
(Delbriick, Teilhard de Chardin). Um ni samo epifenomen
zivljenja. Je peta temeljna interakcija, ki preprecuje disipa-

cijo zivega sveta in je poglavitni instrument za prezivetje
zivih entitet. Preziveti pomeni kljubovati vsaki spremem-
bi, ne le razkroju. Besed »misli«, »znanje« in »obcutek«
se ne sme jemati kot metafore. So dobri termini. Celice
mojega telesa vedo, kako podvojevati DNA. To znanje se
v osnovi ne razlikuje od tega, da znam brati in pisati, a
je veliko bolj pomembno za moje prezivetje kot moja pi-
smenost. Zelo pomembno znanje bioloskih entitet je, da
vedo, kako se razmnozevati. V nezivi naravi so vsi procesi
usmerjeni od manj verjetnega do bolj verjetnega stanja;
gre za gibanje proti ravnovesju. Zivljenje pa je gibanje
proti manj verjetnemu stanju. To je reka, ki teCe navzgor.
Kamen, ki se kotali z gore, je primer fizikalnega proce-
sa; alpinist, ki se vzpenja na goro, pa je primer bioloskega
procesa. Slednji ne potrebuje samo energije, ampak tudi
namen (voljo) in um. Zakoni fizike pri plezanju navzgor
niso prekrSeni. Namesto tega jih vodijo ciljno usmerjeni
programi Zivljenja tako, da malo verjetni, tako reko¢ ne-
mogoc¢i dogodki postanejo kar najbolj verjetni.

Ziva entiteta lahko izgine iz dveh razlogov: lahko umre ali
pa se spremeni. V obeh primerih prejSnja entiteta preneha
obstajati. Evolucija vkljucuje izginotje entitete prednika.

34

Obstajati pomeni obstajati dolgo. Bioloske vrste vedo,
kako obstajati dolgo. To je ¢udeZno znanje, saj so Zive en-
titete le malo verjetne stvari. V resnici »kar ne moremo
dojeti izjemne zapletenosti niti najenostavnejsih organiz-
mov« (Prigogine). Vendar ni kompleksnost sama po sebi
¢udezna, temve¢ bolj dejstvo, da je bioloska kompleksnost
visoko organizirana. Kompleksnost pomeni razpolozlji-
vost velikega prostora stanj nekega sistema, medtem ko
se izraz »organiziran« nanasa na to, da je le malo stanj
skladnih z vitalnostjo, kar pomeni, da Zivi sistemi niso v
ravnovesju in imajo nizko stopnjo entropije. Ne trdimo, da
organizmi krSijo drugi zakon termodinamike. Nasprotno,
trdimo, da so ziva bitja odprti sistemi, ki nenehno izme-
njavajo snov in energijo s svojim okoljem. Organizmi v
okolje oddajajo entropijo in s tem svoja notranja stanja
vzdrzujejo dale¢ od ravnovesja. To je pravilen opis sta-
nja, vendar $e ni ustrezno pojasnilo bioloske organizacije.
Energija je potrebna, vendar sama ne zadostuje za obstoj
Zivljenja. Potrebuje znanje. Zive entitete preZivijo zaradi
svojega pametnega vedenja. V najSirSem pomenu besede
lahko govorimo o vedenju molekul, celic, organizmov, po-
pulacij in ekosistemov.

Zakaj se organizmi razmnozujejo?

Eden od razlogov je ociten: mnozenje poveca Stevilo or-
ganizmov in zagotavlja Sirjenje vrste. To je pomemben
dejavnik za prezivetje vrste. Vendar ne pojasni umrljivo-
sti posameznih organizmov. Bistvo je, da organizmi, ki so
sistemi z nizko entropijo, ne morejo vzdrzati entropijskega
pritiska v nedogled. Homeostatski mehanizmi porabljajo
energijo; idealno bi za vzdrzevanje homeostaze potrebova-
li neskonéno veliko energije. Organizmi neizogibno umre-
jo tudi v najbolj ugodnem okolju, v odsotnosti konkuren-
ce, z obilico energije in snovi. Propadajo zaradi entropije.

Zakaj lahko razmnozevanje, ki je o€itno bolj zapleten po-
jav kot preprost obstoj posameznega organizma, prepre-
¢i povecevanje entropije? Dejstvo je, da je reprodukcija
sklopljena s selekcijo. Naravni izbor je nadzor kakovosti.
Ohrani samo tiste entitete, ki prezivijo, in te so v glav-
nem in primarno stare in ustaljene stvari. S tem se izka-
ze perfekcija homeostatskih mehanizmov. Novosti imajo
moznost uveljavitve samo, ¢e izboljSajo homeostazo ali je
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vsaj bistveno ne poslabsajo. Tako je torej rezultat naravne
selekcije pretezno konservativen. Brez tega konservativiz-
ma bi bil mogo¢ le nered.

Torej je bistvo reprodukcije obnovitev in zamenjava stare-
ga, izrabljenega telesa z novim. Ker so organizmi nesposobi
obdrzati lastne fizikalne strukture v nedogled, hranijo po-
datke, ki so potrebni za njihovo regeneracijo. VzdrZzevanje
podatkov, ne pa telesa, je najbolj znacilna lastnost zivlje-
nja, kar lo¢i Zivo od abiotskega obstoja. Namesto brez-
upnih prizadevanj za ohranitev zapletenih materialnih
struktur se obdrzi le informacija o njih. Razmnozevanje
zivih sistemov na temelju podatkov je vsebina Zivljenja.
Vsaka posamezna entiteta je sorazmerno kratkoziva, vr-
ste in razvojne linije pa so potencialno nesmrtne. Nekatere
od njih ostanejo nespremenjene vec sto milijonov let, zato
se predkambrijski organizmi izpred treh miljard let najbrz
niso bistveno razlikovali od sodobnih bakterij.

Sinteza na temelju predloge

Idealno mora biti reprodukcija tocna, sicer cilj vzdrzeva-
nja ni doseZen. Sinteza na temelju predloge je prvi in glav-
ni izum narave, iz katerega se je zacelo tudi samo zivlje-
nje. V teoriji je jasno, da mora biti to¢nost podvojevanja
DNA taks$na, da vecina potomcev prejme informacijo brez
napak. Pravilnost podvojitve DNA je izjemno visoka. Na
primer, delez spontanih mutacij v rasto¢ih celicah bakterij
Esherichia coli je priblizno 0,003 spremembe na genom
v posamezni replikaciji (to je priblizno 6 x 10~ '° mutaci-
je na bazni par). Pri enoceli¢nih organizmih je doseZena
natancnost replikacije in popravljalnih mehanizmov DNA
zadostna, da pomnozevanje zanesljivo preseze stopnjo
mutacij. S tem velika vecina potomcev ni imela mutacij in
je bila tako zagotovljena potencialna nesmrtnost vrste. Pri
vecéceli¢nih organizmih pa je Stevilo mutacij na genom v
posamezni generaciji zelo visoko. Pri ljudeh je na primer
Stevilo mutacij na posamezno zigoto 60 ali celo ve¢. Tezko
si je predstavljati, kako lahko taksna disipacijska aktivnost
mutageneze sploh omogoca Zivljenje.

Spolno razmnozevanje

Morda nekateri mislijo, da mora imeti biolosko bitje za
dolgoro¢ni obstoj homeogenomsko razmnozevanje, kar
pomeni, da so genomi prednikov in potomcev identicni.
To lahko opazimo pri enoceli¢nih organizmih. Ampak
replikacija z visoko natan¢nostjo veliko stane. Pri vi§jih
organizmih je zaradi njihovih velikih genomov in zaple-
tenega razvoja nemogoce dosledno podvojevanje genoma,
zato njihov dolgoroc¢ni obstoj potrebuje Se drugacne resi-
tve. Morajo biti sposobni razmnozevati se kljub temu, da
se njihovi genomi ne morejo to¢no podvojevati. Ena od
resitev je degeneriranost povezave med strukturo in pome-

nom. Pomembno pri vi§jih organizmih je, da v evoluciji
ohranijo pomen (funkcijo), ne pa fizikalne strukture. To
omogoca kljubovanje razvoja mutacijskim in okoljskim
spremembam ter omogoca izogibanje usmerjeni selekciji.

Kljub temu je treba priznati, da so vsa ta koristna prizade-
vanja nezadostna: vi$ji organizmi se niso sposobni razmno-
zevati prek vecih generacij, saj bi zaradi nakopicenja muta-
cij hitro prislo do degradacije organizmov. Zadnja protien-
tropi¢na prelomnica v evoluciji je spolno razmnoZevanje, t
j. kreacija bioloske vrste namesto posameznih organizmov,
ki bi bili samozadostni za razmnozevanje. Posamezni spol-
ni organizmi so se »odrekli« zmoZznosti samoreprodukcije
in so tako postali edinstven, a kratkoZziv sestavni del visje
enote — bioloske vrste. Ta prehod — kot veliko drugih, ki so
nastali med evolucijo —je prehod v sodelovanje. Posamezni
organizmi so izgubili svojo sposobnost za avtonomno raz-
mnozevanje in evolucijo. Razvijajo se v okviru bioloske
vrste. V bistvu robustni genomi se ustvarijo med spolnim
razmnozevanjem, med seboj niso enaki, zato se tudi orga-
nizmi ene in iste bioloske vrste med seboj genetsko razli-
kujejo (»alogenomske« razvojne linije).

Prehod na spolno razmnozevanje ni le sprememba v na-
¢inu razmnozevanja, ampak tudi dodana kvaliteta. Spolne
populacije so koherentni sistemi. Strogo receno reproduk-
cije posameznega organizma ni ve¢. Njegov obstoj je min-
ljiv. Pojavi se le enkrat v zgodovini biosfere in nikoli vec.
Tvorba populacije postane prava reproduktivna enota.

Spolni in nespolni posamezniki imajo razlicen bioloski
status. Nespolni posameznik je samozadosten, samoza-
vesten igralec na odru zivljenja, medtem ko je spolni, Se
posebej obligatorni spolni posameznik, ubogljiv obc¢an
veCorganizemskega kraljestva — bioloske vrste. Njegovo
vedenje mora biti usmerjeno v prezivetje skupine, ne le v
njegovo lastno prezivetje.

Kljucna znacilnost spolnega razmnozevanja je, da se ge-
nom posameznika tvori z nakljué¢nim izborom iz neneh-
no spreminjajoCega se genskega bazena, namesto da bi
se predniski genom neposredno repliciral. To je kljuéni
dejavnik, ki spolne organizme postavlja na najvisjo raven
evolucijske lestvice. Glavna prednost spolnega razmnoze-
vanja je precej o¢itna. Ceprav veliki genomi ne morejo biti
to¢no reproducirani, vedno obstaja moznost, da novona-
stali genom nima napak, Ceprav sta jih imela oba geno-
ma, iz katerih je nastal. In Se ve¢, degeneriranost povezave
med strukturo in funkcijo vkljucuje, da imajo lahko funk-
cionalno robustni genomi raznolika zaporedja. Intrinzi¢na
lastnost spolnega razmnozevanja je tvorba velikega Ste-
vila genomov in posledi¢no posamicnih organizmov.
Porajajoca lastnost vrste, ki iz tega izhaja, je genotipska
plasticnost — sposobnost reverzibilnega spreminjanja se-
stave genskega bazena populacije v razli¢nih okoljih. To
pa je mocan dejavnik vrstne stabilnosti.
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Druga plat medalje je visoka verjetnost nastanka geno-
mov (in posameznikov) z nizko moznostjo prezivetja.
To dejstvo je bilo na zalost v klasi¢nem darvinizmu (in
tudi neodarvinizmu) napac¢no interpretirano, t j. v smislu
Malthusove ideje o brezmejni eksponentni rasti populaci-
je, ki vodi v tekmovanje za vire: v tekmo vsakega proti
vsakomur. Sama ideja naravne selekcije je temeljila na
podmeni, da imajo organizmi ve¢ potomcev, kot jih lahko
kadar koli prezivi. Zato morajo organizmi med seboj tek-
movati za omejene vire, kar naj bi bilo pomembna gonilna
sila evolucije in kar naj bi vodilo do neprestanega izbolj-
Sevanja bioloskih entitet. Poudarjeno je bilo, da je boj naj-
neizprosnejsi zlasti med organizmi iste vrste, saj imajo ti
organizmi enake potrebe. Ta napacna interpretacija je po-
rodila najmalignejSe oblike socialnega darvinizma in kot
posledico antievolucijski odnos $tevilnih intelektualnih in
duhovnih voditeljev.

Ko se torej zavemo, da je minimalna samoreproduktivna
entiteta tvorba populacije (in ne posamezni organizmi),
lahko problem osvetlimo z drugega zornega kota. Zakaj
je Stevilo potomcev vecje, kot jih lahko prenese okolje?
Morda recete: »Zaradi evolucije« in lamarkanske »notra-
nje sle po perfekciji«. Sam pa sem prepric¢an, da zaradi
nemotene reprodukcije, torej prezivetja razvojne linije.
Prevelika rodnost obstaja iz dveh razlogov: 1: kot nadome-
stilo za nizko stopnjo to¢nosti replikacije genoma in 2: kot
nadomestilo za nakljucno umiranje organizmov. V obeh
primerih se diferencialno preZivetje posameznih organiz-
mov stezka predstavi kot tekmovanje. V resnici organizmi
prezivijo ali umrejo samo zaradi sebi lastnih znacilnosti in
v veliki meri neodvisno od prisotnosti drugih posamezni-
kov. »Notranja selekcija« izboljSanja posameznega orga-
nizma, do katere vodi mehanizem nakljuénega izbora pri
izoblikovanju genoma (ang. »picking over«), se zacne Ze
mnogo pred izpostavljenostjo posameznika preizkusnjam
okolja ali sreGevanjem drugih ¢lanov populacije.

Ker je tvorba populacij tista entiteta, ki se izoblikuje v pro-
cesu selekcije, se kon¢ni prispevki posameznega organiz-
ma »sodijo« po njihovem prispevku k prezivetju populaci-
je, ne pa po lastnem prezivetju ali plodnosti. Raznolikost
in genotipska plasti¢nost populacije sta zelo pomembna
dejavnika stabilnosti populacije. Celo neplodni posame-
zniki so lahko koristni za prezivetje populacije.

Splosna naravnanost v progresivni evoluciji je zmanjSeva-
nje plodnosti. Pri veéini vrst se je skozi proces skupinske
selekcije razvila stopnja razmnozevanja, ki skusa zagoto-
viti, da populacije ostanejo pod pragom ¢ezmernega izko-
riS¢anja okolja (razpolozljivih virov; Wynne-Edwards).
Pravzaprav je smesno, da se je relativna plodnost Stela
kot klju¢ni dejavnik v populacijski genetiki, kot odsev
evolucijskega uspeha alela ali posameznega organizma.
Prav ta koncept fitnesa je povzrocil, da je izvor spolnosti
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ostal enigmaticen in skrivnosten. Spolno razmnoZevanje
namre¢ pomeni, da polovica posameznikov v populaciji
nima potomcev. V populacijski genetiki bi to pomenilo
dvojno izgubo v fitnesu. V resnici pa je zanesljivost in
ne stopnja razmnozevanja tista, ki je zares pomembna.
Idealno bi morala imeti ena samica natanko dva potomca
(ne ve¢ ne manj). Geometrijska Malthusijevska rast popu-
lacije, izrazena v Stevilki, je razumljiva le na zacetku, tj. v
relativno kratkem obdobju zacetnega vzpostavljanja vrste
(pri tvorbi robustnosti in povecevanju teritorija). Nacelo
»vec je bolje« izvira iz kapitalisticne psihologije, za ka-
tero je dobro znano, da je privedla do ekonomske krize.
Naravna selekcija je pametnejsa od ¢loveskih voditeljev.
Bioloska vrsta ve, kako nadzirati lastno Stevil¢nost in dol-
goro¢no obstati. Medtem ko je tekmovanje med aseksu-
alnimi linijami in razli¢nimi vrstami morda resnicen boj,
pa je boj med posameznimi organizmi dema (prostorsko
bolj ali manj lo¢enega dela populacije) podoben boju med,
denimo, hepatociti in zivénimi celicami. Ne zavracam tek-
movanja, le poudarjam, da moramo ponovno premisliti
njegovo biolosko vlogo. Vsebuje instrumente, sredstva in
nacine ustvarjanja, prilagajanja in vzdrzevanja organiza-
cije vrste, kar pa je sodelovanje. Odstranite antagonizem
in nasli boste tisto dobro, kar se skriva v posamezni vrsti.
Poudarek na hudem boju samo ustvarja probleme v teoriji,
ki v stvarnosti ne obstajajo.

Neko¢, pred leti, sem svojo Studentsko kolegico vprasal o
pomenu spolnega razmnoZevanja. Kot romanti¢na oseba
je hitro odvrnila, da gre za »moznost ljubezni«. Takrat sva
se oba smejala, a zdaj kot moder in star clovek ta odgovor
jemljem kar resno. Izraz »ljubezen« kar dobro opisuje in
oznacuje znotrajvrstne odnose, ne le med spolnimi par-
tnerji ali star$i in otroki, pa¢ pa tudi znotrajvrstne odnose
na splosno. Spolno razmnozevanje je pravo sodelovanje
ne le na ravni genskih skladov, marve¢ tudi na ravni od-
nosov med posamezniki. Oc€itna sovraznost in tekmova-
nje ne smeta prekriti v temelju kooperativnega znacaja
znotrajvrstnih vezi, ki jih ne bi pri¢akovali pri nespolnih
organizmih, ki so samozadostni igralci na odru Zzivljenja.
Smiselno vedenje sem zgoraj oznacil kot peto pomembno
interakcijo. Za posebne primere znotrajvrstnih vezi jo lah-
ko poimenujemo »ljubezen«.

O altruizmu

Evolucijski izvor altruisticnega vedenja je neresljiv, ¢e
predvidevamo, da naravna selekcija deluje na ravni posa-
meznega organizma. Altruisticno vedenje posameznika,
ki na raCun zmanj$anja lastnega fitnesa zvisa fitnes drugih
posameznikov, je videti preprosto nemogoce. Ne glede na
to najdemo altruizem tako reko¢ povsod. Dodaten pro-
blem, ki ustvarja zmedo, je dejstvo, da spolni organizmi ne
morejo reproducirati samega sebe. Kot odgovor na to neu-
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jemanje sta George Williams in pozneje Richard Dawkins
kot enoto selekcije predlagala gen. Geni so se zdeli idealni
nesmrtni replikatorji. Koncept izbire rodu in vzajemnega
altruizma je pomagal razloziti samo moznost selekcije za
altruizem. Zal je ta precej umetni konstrukt, s tem imam v
mislih model »sebi¢nega gena«, med evolucijskimi biolo-
gi pozel globalni uspeh in za desetletja pokopal holisti¢no
razumevanje zivljenja in evolucije.

Ideja o genu kot replikatorju je vseeno zavajajoca. Gen
ni samostojna entiteta. Sam se ne replicira. Je bodisi pod-
laga bodisi replika. Celica gene izdeluje ravno tako kot
tudi druge sestavine celice: RNK, polipeptide, organele.
Le samoreproducirajoce, samostojne entitete lahko pred-
stavljajo enote, ki so podvrzene selekciji. Govorim v prid
skupinski selekciji kot edini pomensko pomembni ravni
selekcije pri spolnih posameznikih. Navajam izjavo enega
najuglednejsih nasprotnikov skupinske selekcije (klin se
s klinom izbija): »Ena znacilnost je skupna mnogim pre-
hodom: entitete, ki so bile sposobne neodvisne replikacije
pred prehodom, so pozneje tega sposobne le kot deli veéje
enote.« (J. Maynard Smith) Sam dodajam, da glede na vi-
soko raven, kjer deluje selekcija, kakr$na koli selekcija na
nizji ravni proizvaja samo zrtve (parazitska DNA, mali-
gne celice). Tako imenovani ultrasebicni geni so dejansko
paraziti s §kodljivim neto uc¢inkom na gostitelja. Skupaj
z drugimi paraziti in Skodljivimi mutacijami predstavlja-
jo uni¢ujoco moc¢ narave. Aktivna evolucija pa je nenehen
boj proti temu. Najproduktivnej$e orodje je sodelovanje.
Bioloska vrsta pomeni sodelovanje posameznih organi-
Zmov.

Nismo vec¢ prilagojeni na razmisljanje znotraj holisticne
paradigme. NaSim analitiénim mozganom ustreza poslu-
Sati, da so aleli pod vplivom selekcije, kar pa je zmotno
miSljenje. Gotovo spreminjanje celote vkljuéuje spremi-
njanje njenih sestavnih delov. Druge moznosti za spremi-
njanje celote ni. Pa vendar, ali je to smiselno znanje? Naj
pojasnim s primerom. Evolucija je ustvarjalni proces, ki
je podoben drugim ustvarjalnim procesom. Formalno lah-
ko trdimo, da pesnik izbira crke in besede, da zapise verz.
Vendar pa je ta sicer pravilna trditev prazna. V resnici pe-
snik izbire nekaj, ¢esar ¢rke in besede ne vsebujejo. Prav
tako naravna selekcija izbira nekaj, Cesar geni in drugi se-
stavni deli enote, ki je podvrzena selekciji, ne vsebujejo.
Rezultat bioloske selekcije — bioloske entitete — so empi-
ricne dobrine, ki jim naravna selekcija zagotovi sposob-
nost dolgoro¢nega obstoja. Teh entitet z redukcionistiéno
logiko ne moremo deducirati. Njihovo evolucijo lahko
razumemo samo retrospektivno. Dober gen in dober posa-
meznik nista sebi¢na, ampak se ustrezno zlivata v genski
bazen vrste in populacije ter ohranjata njeno vitalnost.

Nasprotniki skupinske selekcije ta proces zavracajo, ker
naj bi bil prepocasen: »selekcija na nizji ravni lahko prehiti

selekcijo na visji ravni«. Kot prvo, skupinska selekcija je
lahko dovolj hitra: tvorba populacije (enote reprodukcije)
je enako dolgoziva kot posamezen organizem; in kot dru-
go (in najbolj pomembno), selekcija na nizji ravni je sama
po sebi destruktivna plat celotnega procesa. Ce popula-
cija ni sprejemljiva na visji ravni selekcije, preprosto ne
more obstati. Najverjetnje se najvecji delez speciacijskih
dogodkov konc¢a neuspesno. Ponovno je treba poudariti,
da tekmovanje med nastajajo¢imi podpopulacijami igra
le majhno vlogo pri njihovem izumiranju: izginejo zaradi
notranjih nepopolnosti, na primer zaradi prevladujocega
sebi¢nega vedenja entitet, ki jih tvorijo.

Ko populacijo enkrat prepoznamo kot samoreproducira-
joco enoto, nam izvor in vzdrzevanje altruizma nista vec
uganka. Ne sprasujemo se vec, zakaj celice v naSem telesu
(npr. kozne celice, ki Zivijo le nekaj dni) ne tekmujejo za
neomejeno proliferacijo. Dobro namre¢ vemo, kaj sledi,
¢e celice neomejeno proliferirajo. Definirajmo altruisticno
vedenje kot vedenje posameznih delov za prezivetje ce-
lote. Ker posamezni organizmi niso vsebinske entitete, se
morajo vesti altruisti¢no ali pa bodo skupaj s celoto iz-
ginili. Ta izjava je videti celo neintuitivna. Obicajno ra-
zumevanje altruizma kot neprizadeta pomoc¢ drugim nas
ovira pri pogledu na altruizem kot bioloski in evolucijski
pojav. Preobleke altruizma so lahko videti nepri¢akovane.
Dovolj je reci, da je prezivetje posameznika najpomemb-
nejsi prispevek k prezivetju populacije — tako se sebi¢no in
nesebi¢no vedenje lahko prekrivata.

Spolni organizem je izgubil lastno suverenost kot bioloska
entiteta. Svoje gene je umestil v skupni genski bazen in s
tem pokazal 100 % altruizem na najosnovnejsi genetski
ravni. To je celo ve¢ kot najpomembnejSe komunisti¢no
pravilo: »Vsak naj prispeva po svojih sposobnostih in za
vsakega je na voljo sorazmeren delez glede na njegove
potrebe.« Organizem je pri tem popolnoma neprizadet. Je
zaCasna sestavina vrste in enkraten dogodek v zgodovini
biosfere in se nikoli ne ponovi.

Odnosi med osebki so pogosto interpretirani kot sebicni.
Vendar je pravo sebi¢no vedenje posameznega organizma
napaka, podobna je vedenju rakaste celice. Obicajno ve-
denje posameznih delov vedno deluje s ciljem preZivetja
celote. Torej altruizem, kot smo ga opredelili zgoraj, ni
ni¢ posebnega. Je samo poseben vidik vsakega vedenja, v
okviru katerega je pomo¢ drugim le dolocen tip altruizma.
Klasi¢ni darvinizem je razglasil boj za obstanek, v okviru
katerega je bil poudarjen boj za omejene vire med posa-
meznimi organizmi. Vendar pomanjkanje virov ni glavni
vzrok za smrt organizma. Univerzalni sovraznik zivljenja,
ki je navzoc vedno in povsod, je entropija. In edina sila, ki
pomaga kljubovati entropiji, je smiselno vedenje. Zgoraj
sem opredelil vedenje kot »smiselno«, ¢e ima to vedenje
za cilj prezivetje te entitete. Znaten del celote, na primer
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dem, se vede smiselno, ampak vedenje njenih sestavnih
delov (posameznih organizmov), ki ima za cilj preZivetje
celote, je altruisticno. Torej lahko re¢emo, da smiselno
vedenje je (in mora biti) sebi¢no. Zivi svet je hierarhi¢o
organiziran: skupina (dem) — posamezniki — organi —
celice — organeli — geni. Ceprav je samo dem pomeb-
na entiteta, so lahko tudi druge (atributivne) komponente
relativno avtonomne glede reprodukcije in lastnega vzdr-
zevanja. Torej mora biti tudi njihovo vedenje usmerjeno
k njihovemu lastnemu prezivetju. Vedenje teh relativno
avtonomnih enot je dvojno. V dolo¢enem pogledu je lahko
videti sebi¢no in kompetitivno, a je v celoti altruisti¢no.
Skrb za lastno prezivetje je nujno za prezivetje skupine. To
pomeni, da je sebi¢nost vedenje, ki ima za cilj prezivetje
entitete, vendar ne nujno »na racun drugih entitet«.

Najbolj pogosta oblika altruisticnega vedenja je samo-
mor. Notranjo selekcijo med spermatogenezo in oogenezo
lahko razumemo kot neke vrste altruizem. Velika vecina
generativnih celic in njihovih predhodnikov je podvrzenih
programirani celi¢i smrti. Vsaj delno ima ta mnozicni sa-
momor za cilj izbor genetsko robustnih zarodnih celic. Na
primer, pokazali so, da se nivo mutacij med spermatoge-
nezo v testisih misi zniza: na poti od spermatogonijev tipa
A do tipa B se frekvenca mutacij zmanjsa za petkrat. To
zmanjSanje sovpada z valom apoptoze celic tipa A (to po-
meni, da ve¢ina mo¢no mutiranih celic naredi samomor).

Naslednji primer, ki ga ne moremo razloziti s pogledom, ki
se osredotoCa na posameznika, je fenoptoza, programirana
smrt organizmov. V svoji najbolj izraziti obliki se pojavlja
pri lososih: po drstenju pride do smrti odraslih osebkov.
Verjetno je, da je tudi staranje po¢asnejsa oblika fenopto-
ze. Omejena zivljenska doba posameznika je lahko izraz
istega pojava. DolgoZivost posameznikov mora biti opti-
malna za prezivetje vrste. Tudi pojav frustracije se lahko
razume kot vrsta fenoptoze. Z vidika posameznika frustra-
cija kot vrsta fenoptoze ni logicna, saj je zagotovo nea-
daptivna (zlasti ker vkljucuje unicenje lastnega imunskega
sistema). Po drugi strani je lahko tudi primer altruisticnega
samomora.

Druge oblike altruizma so lahko videti bolj privlacne: od
starSevstva, prijateljstva, vzajemne pomo¢i in drugih pri-
merov pomocCi pa vse do patriotizma. Vsi ti primeri so
dobro znani. Rad bi se samo uprl mnenju, da altruisti¢ni
posameznik v konfliktu s sebi¢nim vedno izgubi. To sta
predlagala Price in Maynard Smith z modelom goloba in
sokola. Poudarjam, da ta trditev ni utemeljena na podlagi
prakti¢nih opazovanj. Avtorja sta to le predvidevala. Zakaj
bi predpostavljali, da je altruist vedno porazenec in egoist
vedno zmagovalec? Mislim, da si §ibek posameznik pre-
prosto ne more privosc€iti altruisticnega (v sploSnem smi-
slu) vedenja. Dovolite mi citat Theodorja Sologuba:

Na polju je popolna tema.
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Nekdo klice na pomoc.

- Kaj lahko storim?

Sem prestrasen in neznaten.
Utrujen sem na smrt.

- Kako lahko pomagam?

Kdo bi se lahko odzval na ta poziv v temacnosti no¢i?
Kdo bo zapustil toplo varno zavetisce in si upal pomagati?
Porazenec? Nikakor ne! Heroj ali svetnik. Potomcev mor-
da ne bodo zapustili, a zagotovo niso porazenci. Menihi po
definiciji nimajo otrok, vendar se v populaciji ljudi stalno
pojavljajo in obstajajo Ze mnoga stoletja; podobna je sta-
bilna tvorba, na primer hepatocitov ali Zivénih celic ali pa
¢ebel delavk, Ceprav te entitete nikoli ne presezejo meje
ene generacije. Altruisti se prek generacij stabilno ohranja-
jo, Ceprav nimajo lastnih potomcev.

Primerno vedenje posameznika mora biti koristno tako
zanj kot za vrsto. Altruisti¢ni oziroma sebi¢ni fenotip po-
sameznika doloc¢ajo Stevilni geni, populacijo pa sestavlja
Siroka paleta posameznikov, od »¢istih altruistov« do »¢i-
stih egoistov«. Ta razdelitev je »vrstna lastnost«. Zaradi
nakljuénega meSanja znotraj genskega bazena se prenese v
naslednje generacije, Cetudi skrajni altruisti nimajo lastnih
potomcev in skrajni egoisti premalo skrbijo za svoje po-
tomce.Med evolucijo se oblika te razporeditve optimizira
za prezivetje vrste. Seveda pa je vrstno specifi¢na in mora
zato biti usklajena s splosno strategijo za preZivetje vrste.
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What is life? And what is death? There are two ways of
existence: animate and inanimate. Second Law of ther-
modynamics predicts the final dissipation of everything
in the Universe. Longevity it is a quantitative measure of
any existence. The Universe is evolving entity: epheme-
ral forms of being are replaced by the long-lasting ones.



Spolno razmnozevanje kot sodelovanje
Sexual reproduction as cooperation

Evolution of the Universe may be portrayed as resistan-
ce to chaos. The four fundamental interactions prevent
immediate dissipation of the inanimate world; the living
world resists chaos by means of sensible behavior. I name
a behavior sensible if it is aimed at survival of the beha-
ving entity. Biological evolution might also be portrayed
as self-knowledge of Nature: mind from matter (Delbriick;
Teilhard de Chardin). The mind is not just epiphenomenon
of life. It is the fifth fundamental interaction preventing the
living world from dissipation, a major instrument for sur-
vival of the living entities. To survive means to resist any
change, not only decay. The words »mind«, »knowledgex,
»sense« should not be taken as metaphors. They are good
terms. The cells of my body know how to replicate DNA.
This knowledge does not differ principally from my kno-
wledge of how to read and write, being of course much
more important for my survival than my literacy. The total
knowledge a biological entity enjoys is the knowledge of
how to reproduce itself. In inanimate nature, all the proces-
ses are directed from a less probable state to a more pro-
bable state: movement to equilibrium. Life is a mov