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POVZETEK

Personalizirana medicina temelji na prilagajanju
zdravljenja genotipu in fenotipu posameznika z na-
menom povecanja ucinkovitosti terapije in zmanj-
Sanja tveganja za nezelene ucCinke. Pomembno
vlogo pri njenem uveljavljanju imajo ustrezni pred-
klinicni modeli in vitro, ki omogocajo sistematicno
proucevanje interindividualnih razlik v odzivu na
zdravilne ucinkovine. Med pogosto uporabljenimi
modeli so limfoblastoidne celi¢ne linije, pridobliene
s transdukcijo Cloveskih limfocitov B z virusom Ep-
stein-Barr. Limfoblastoidne celi¢ne linije ohranjajo
genetske znacilnosti darovalca in predstavijajo upo-
raben model in vitro v genomskih, farmakogenom-
skih ter farmakoloskih raziskavah. V ¢lanku so pred-
stavljeni postopki priprave limfoblastoidnih celi¢nih
linij, molekularni mehanizmi njihove imortalizacije
ter njihova uporaba v predklini¢nih Studijah in per-
sonalizirani medicini. Obravnavane so tudi prednosti
in omejitve uporabe limfoblastoidnih celi¢nih linij v
predkliniénih Studijah, zlasti vpliv transdukcije z vi-
rusom Epstein-Barr na celi¢no fiziologijo, odzivnost
na zdravila ter interpretacijo eksperimentalnih re-
zultatov. Limfoblastoidne celi¢ne linije predstavljajo
pomemben podporni model in vitro, predvsem v
zgodnijih fazah predklini¢nih Studij in kot dopolnilo
naprednejSim celicnim sistemom v sodobni biome-
dicini.

KLJUCNE BESEDE:
celiéni modeli in vitro, limfoblastoidne celi¢ne linije,
predklini¢ne Studije, personalizirana medicina

ABSTRACT

Personalised medicine involves tailoring treatment
to an individual’s genotype and phenotype, to in-
crease therapeutic efficacy and reduce the risk of
adverse effects. Its successful implementation de-
pends on appropriate in vitro preclinical models that
allow systematic investigation of interindividual dif-
ferences in drug response. Among commonly used
models are lymphoblastoid cell lines, generated by
transforming of human B lymphocytes with Ep-
stein—-Barr virus. Lymphoblastoid cell lines retain the
genetic characteristics of the donor and serve as a
useful in vitro model in genomic, pharmacogenomic,
and pharmacological research. This article presents
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methods for establishing of lymphoblastoid cell lines,
the molecular mechanisms underlying their immor-
talisation, and their use in preclinical research and
personalised medicine. The advantages and limita-
tions of this model are also discussed, particularly
the impact of Epstein—Barr virus transformation on
cellular physiology and drug responsiveness. Lym-
phoblastoid cell lines are an important supportive
in vitro model, especially in early research stages
and as a complement to more advanced cellular
systems.

KEY WORDS:
in vitro cell models, lymphoblastoid cell lines, per-
sonalized medicine, preclinical studies

uvoD

Personalizirana medicina je sodoben pristop, ki z uporabo
genetskih, molekularnih in klinicnih podatkov omogoca iz-
biro najucinkovitejSega in za posameznika najvarnejSega
zdravljenja. Sekvenciranje Cloveskega genoma je omogo-
Cilo vpogled v genetsko variabilnost med posamezniki v
doloCeni populaciji in pospesilo razvoj personaliziranega
zdravljenja (1). Sodobni terapevtski pristopi vse pogosteje
temeljijo na prilagajanju zdravljenja molekularnim in ge-
nomskim znacilnostim bolnika ter upoStevajo njegove okolj-
ske, vedenjske in demografske dejavnike (2, 3).

Z uporabo sekvenciranja genoma in uporabe naprednejsih
metod drugih “omik” pridobimo obsezne podatke. Za in-
terpretacijo in obdelavo pridoblienih podatkov se upora-
bljajo napredna racunalniSka orodja, ki temeljijo na strojnem
in globokem ucenju in ki s pomocjo algoritmov nevronskih
mrez analizirajo podatke o funkcijskem vplivu, pogostosti
in Kliniéni pomembnosti posameznih sprememb. Taksni
bioinformatic¢ni pristopi omogocajo pridobitev klju¢nih in-
formacij iz velike koli¢ine podatkov, pomembnih za razu-
mevanije bolezni in podporo pri izbiri najustreznejSega zdra-
vlienja za posameznega bolnika. Za SirSo uporabo
personalizirane medicine v klinicnem okolju je klju¢no in-
terdisciplinarno sodelovanje. Razvoj novih algoritmov in
orodij umetne inteligence olajSa interpretacijo kompleksnih
podatkov, pri ¢emer je pomembno hkrati nasloviti eti¢na
vprasanja in zagotoviti ustrezno varovanje osebnih poda-
tkov bolnikov (1, 4, 5).

V predklini¢nih Studijah se vrednoti ucinkovitost in varnost
zdravilnih ucinkovin na celi¢nih modelih in vitro ter na zi-
valskih modelih in vivo (6). Na podrocju personalizirane
medicine so pomembni celicni modeli, ki omogocajo
proucevanije interindividualnih razlik v odzivu na zdravilno
ucinkovino, kar lahko prispeva k hitrejSemu uveljavljanju
personaliziranega zdravljenja v klinicnem okolju (7). Med
najboljSe celicne modele sodijo inducirane pluripotentne
mati¢ne celice (angl. induced pluripotent stem cells;
iPSCs), ki jih pridobivamo iz razli¢nih tkiv z reprogrami-
ranjem somatskih celic (8, 9). Kljub prednostim uporabe
celicnih modelov iPSC je uspesnost transdukcije primar-
nih somatskih celic v iPSC nizka, postopek priprave pa
dolgotrajen in ekonomsko zahteven, zato so v predklini-
¢nih Studijah nepogresljivi enostavnejsi in ekonomsko
ucinkovitejSi celicni modeli, med katere sodijo tudi LCL
(8, 10-12). Poleg imortaliziranih celi¢nih linij se v sodobnih
raziskavah in razvoju zdravil uporabljajo tudi primarne
celice, naprednejsi tridimenzionalni (3D) modeli ter kom-
pleksni organi na Cipu (13-16).

PRIPRAVA
LIMFOBLASTOIDNIH
CELICNIH LINIJ

Celice LCL predstavljajo pomemben model in vitro v pred-
klinicnem preskusanju zdravilnih uc¢inkovin. Nastanejo z
okuzbo C&loveskih limfocitov B z virusom Epstein-Barr
(EBV), kar sproZzi njihovo nesmrtnost in omogodi prolifera-
cijo v celi¢ni kulturi. Kljub transdukciji LCL ohranijo genet-
ske znacilnosti izvornega darovalca. Relativno enostavno

KLJUCNI POUDARKI

¢ | imfoblastoidne celi¢ne linije (LCL) so pridobliene s
transformacijo limfocitov B z virusom Epstein-Barr.

e | CL ohranjajo genetske znacilnosti darovalca in so
primeren model za analizo mehanizmov bolezni,
identifikacijo biomarkerjev in proucevanje individualnih
razlik v odzivu na zdravila.

e So cenovno dostopen, stabilen in neomejen vir celic,
uporaben v farmakogenomiki, genomiki in raziskavah
personalizirane medicine.

e Obsezne biobanke LCL (npr. HapMap, CEPH)
omogocajo povezovanje genotipa s celicnim
fenotipom ter napovedovanje odziva na zdravine
ucinkovine
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vzdrzevanje LCL omogoca Siroko uporabo pri raziskavah
odzivnosti LCL na zdravilne ucinkovine ter vrednotenju
genetske variabilnosti v Cloveski populaciji (slika 1).

2.1 BIOLOGIJA VIRUSA EPSTEIN-BARR

EBV je 150-200 nm velik DNA-virus iz druzine herpesvirusov
(Herpesviridae), poddruzine gamaherpesvirusov (Gamma-
herpesvirinae) in rodu limfokriptovirusov. EBV je humani her-
pesvirus tipa 4 in je eden izmed osmih znanih &loveskih
herpesvirusov, patogenih za ¢loveka. OkuZi predvsem lim-
focite B in epitelijske celice ter vzpostavi doZivljenjsko la-
tentno okuzbo (17, 18). Vecina Cloveske populacije se z
EBV okuzi ze v otrostvu, pri Semer okuzba ostane v latentni
obliki, zato vec€ina posameznikov ne razviie simptomov in
okuzbe ne zazna (18). Pri mladostnikih in odraslin lahko
okuzba z EBV povzroci infekcijsko mononukleozo. Onkolo-
Ske raziskave so pokazale, da so z okuzbo z EBV povezana

nekatera rakava obolenja kot so Burkittov limfom, Hodgki-
nova bolezen, karcinom nosnega zrela in rak zelodca (19).
Okuzba z EBV se prenasa s slino, virus nato vstopi v telo
skozi zrelo in v predelu mandljev pride v stik z limfociti B. V
vecini primerov se takoj po vstopu virusa v gostiteljske ce-
lice okuzeni limfociti B aktivirajo. Limfociti B se nato dife-
rencirajo v spominske limfocite B v katerih se EBV ohranja
kot latentna okuzba. V primeru reaktivacije virusa, se mi-
rujoCi okuzeni spominski limfociti B diferencirajo v plaz-
matke. V teh celicah se virus razmnozi in v liticnem ciklu
sprosti virusne delce, ki okuzijo epitelijske celice. V okuzenih
epitelijskih celicah se liticni cikel ponovi in sprostijo se
virusni delci, ki ponovno okuzijo limfocite B. Opisana rea-
ktivacija virusa v gostiteliskem organizmu lahko povzroCi
nastanek rakavih obolenj (20).

Nesmrtne celi¢ne linije lahko nastanejo s spontano trans-
formacijo celic v tumorjih (21) ali pa jih vzpostavimo in vitro
z uporabo specificnih laboratorijskin postopkov. LCL vzpo-

Priprava limfoblastoidnih celi¢nih linij (LCL)
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Slika 1: Shematski prikaz priprave limfoblastoidnih celicnih linij iz vzorca periferne krvi ter njihove uporabe v personalizirani medicini (PBMC —

mononuklearne celice periferne krvi, EBV — virus Epstein Barr). Povzeto
(https://BioRender.com/e7deuwv).

po (17, 18). Ustvarjeno s programom BioRender

Figure 1: Schematic presentation of lymphoblastoid cell lines generation from peripheral blood samples and their application in personalized
medicine (LCLs - lymphoblastoid cell lines, PBMCs — peripheral blood mononuclear cells, EBV — Epstein—-Barr virus). Adapted from (17, 18).

Created in BioRender (https://BioRender.com/e7deuvv).
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Proces transformacije limfoblastoidnih celi¢nih linij (LCL)

Nastanek skupkov v celi¢ni kulturi
14 dni po okuzbiz EBV

Znacilna morfologija LCL 21 dni po
okuzbi z EBV

Slika 2: Morfoloske znacilnosti celicne kulture v procesu priprave limfoblastoidne celicne linijje (limfoblastoidne celicne linjje - LCL, virus
Epstein Barr - EBV). Slike so zajete z invertnim mikroskopom Zeiss pri povecavi objektiva 10x. Slike so last avtorjev in so bile pridobljene v

okviru raziskave COVID-19 (Stevilka odlocbe 0120-496/2022/6).

Figure 2: Morphological characteristics of cell cultures during the establishment of lymphoblastoid cell lines (lymphoblastoid cell lines - LCLs,
Epstein—Barr virus - EBV). Images were acquired using a Zeiss inverted microscope with 10x objective magnification. The images are the
property of the authors and were obtained within the framework of the COVID-19 study (Nr. 0120-496/2022/6).

stavimo tako, da iz vzorca periferne krvi izoliramo mono-
nuklearne celice periferne krvi (angl. peripheral blood mo-
nonuclear cells; PBMC), ki jih v pogojih in vitro okuzimo z
EBV (12, 13). Za uspesno transdukcijo je pomembno, da
iz PBMC odstranimo limfocite T, ki bi lahko prepoznali in
unicili z EBV tranducirane limfocite B, zato gojiS¢u dodamo
ciklosporin A ali drug ustrezen imunosupresiv.

2.2 PROCES TRANSFORMACIJE
LIMFOBLASTOIDNIH CELICNIH LINIJ

Pomembno je, da primarne limfocite B izpostavimo dovolj
visokim koncentracijam EBV. Za pripravo kuznih delcev
EBV se lahko uporabijo celi¢ne linije Burkittovega limfoma,
Akata in PSHR1 ali celi¢na linija opicjega izvora B95-8 (14).
Celi¢ne linije za pripravo kuznih delcev gojimo pod stresnimi
pogoji, kot so stradanje ali nizje temperature, s Cimer spro-
zimo aktivacijo virusa, vstop v liticni cikel in sproS¢anje vi-
rusnih delcev. Te nato prefiltriramo in uporabimo za trans-
dukcijo limfocitov B (12, 13).

Ze v prvih 24 urah po izpostavitvi virusu se za¢ne postopek
imortalizacije. Z EBV okuzeni limfociti B so podvrzeni hitrim
in obseznim spremembam v genski transkripciji, ki jim sle-
dijo spremembe v celicnem metabolizmu, morfologiji in
celicnem ciklu (17). V celicni kulturi opazimo morfoloSke
spremembe celic, ki se v zadnji fazi transdukcije zdruzujejo

v skupke, znadilne za LCL. Prvi majhni celi¢ni skupki po-
stanejo vidni v obdobju 14 dni po okuzbi z EBV, njihova
velikost in prepoznavnost pa s ¢asom naraS¢ata. Trans-
dukcija limfocitov B z EBV obi¢ajno poteka v obdobju 3
do 6 tednov (3, 18, 22). Ce se z EBV okuzeni limfociti B
do osmega tedna ne povezejo v znadilne celi¢ne skupke,
se proces transdukcije Steje za neuspeSen (21). Slika 2
prikazuje znacilne celi¢ne skupke, ki nastanejo v procesu
transdukcije LCL iz vzorcev periferne krvi darovalcev z do-
kumentirano anamnezo covida-19.

Transdukcija primarnih limfocitov B v LCL z EBV sprozi
kompleksno aktivacijo celi¢nih signalnih poti, ki omogo&ajo
neomejeno proliferacijo, izogibanje apoptozi in imunskemu
odzivu. Transdukcija limfocitov B v LCL je selektiven proces,
za katerega je potreben receptor CD21, ki se izraza na po-
vrsini mirujocih limfocitov B. Glikoprotein gp350 na povrSini
virusne ovojnice se veze na receptor CD21 limfocitov B in
omogoci vstop virusa v celico (8, 11, 12). Nekaj dni po
okuzbi se v gostiteljski celici izrazijo geni za virusne jedrne
antigene (angl. EBV nuclear antigen; EBNA) in virusne mem-
branske proteine latentne okuzbe (angl. latent membrane
protein; LMP). Proteini EBNA in LMP omogocajo prezivetie,
proliferacijo in vzdrzevanje latence. Tranformacija limfocitov
B v LCL temelji na usklajenem delovanju latentnih proteinov
EBV. EBNAZ2 in EBNA-LP sprozita transkripcijski program
latence Il z aktivacijo proliferacijskih poti, vklju¢no z regu-
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lacijo MYC, ter spodbuijata izrazanje kljucnih onkoproteinov
LMP1 in LMP2A. Klju¢ni transdukcijski dejavnik je LMP1,
ki s konstitutivno aktivacijo jedrnega dejavnika kB (NF-
kB), c-Jdun N-koncne kinaze (JNK) in MAP-kinaze, spod-
buja prezivetje celic in odpornost proti apoptozi. LMP2A
posnema signalizacijo B-celicnega receptorja in ohranja
latentno okuzbo. V transduciranih celicah LCL se s tem
poveca Stevilo celi¢nih delitev in zmanjSa indukcija apop-
toze (16, 17). Modulacija omenjenih signalnih poti vodi v
stabilen proliferativni fenotip, znacilen za LCL ter ob hkrat-
nem ucinkovitem izmikanju imunskemu odzivu predstavija
temelj za imortalizacijo LCL in patogenezo okuzbe z EBV
(17,18, 23-26).

UPORABA LCL KOT MODELA
IN VITRO

Za proucevanje molekularnin mehanizmov patofiziologije
in delovanja ucinkovin v predklinicnih fazah razvoja razi-
skovalci pogosto uporabljajo LCL. LCL predstavijajo rele-
vanten model za prouCevanje onkogenega potenciala
EBV (27), saj je transdukcija limfocitov B v pogojih in vitro
podobna procesu onkogeneze in vivo (17). Ker LCL ohra-
njajo stabilen genetski zapis posameznika, so primeren
model za genomske, transkriptomske in farmakogenomske
raziskave. To je privedlo do vzpostavitve ve¢ obseznih bio-
bank, ki vkljucujejo celicne linije dobro okarakteriziranih
kohort ter omogocajo primerjavo podatkov o genotipu in
fenotipu med populacijami (27).

Ena najpomembnejsih biobank LCL je HapMap (angl. Cell
Repository of the Coriell Institute for Medical Research
HapMap), ki je nastala v okviru mednarodnega projekta
HapMap z namenom popisa najpogostejsih genetskih ra-
zliCic v Cloveskem genomu. Biobanka Centra za prouce-
vanje genetskih polimorfizmov pri Cloveku (fr. Fondation
Jean Dausset — Centre d’Etude du Polymorphisme Hu-
main, CEPH) vkljuCuje priblizno 2.200 LCL. Nacionalna
korejska biobanka (angl. National Biobank of Korea) hrani
LCL azijske populacije, izraelska biobanka NLGIP (angl.
National Laboratory for the Genetics of Israeli Populations)
pa vsebuje vec kot 2.000 LCL posameznikov iz razli¢nih
etni¢nih skupin srednjega Vzhoda (3, 10, 12, 22).
Obsezne biobanke LCL omogoc&ajo raziskave populacij-
ske genetike, prispevajo k razumevanju mehanizmov na-
stanka in razvoja bolezni, omogocCajo prouCevanje me-
dosebnih razlik v odzivu na zdravilne ucinkovine ter

podpirajo razvoj novih diagnosti¢nih postopkov v okviru
personalizirane medicine (3, 21, 27-29). Njihova prednost
v farmakogenomskih raziskavah je predvsem dostop do
celic kontroliranega porekla z razli€nimi genotipi, vredno-
tenje celi¢nih odzivov na zdravilno ucinkovino ter pove-
zovanje eksperimentalnih rezultatov z obstojeCimi genet-
skimi podatkovnimi bazami razli¢nih populacijskih kohort,
kot je HapMap (1, 3, 21).

LCL so iziemno pomembno orodie in vitro saj predstavljajo
prakti€no neomejen vir celic in omogocajo vpogled v ge-
netske dejavnike, ki vplivajo na ucinkovitost in varnost
zdravil. Kot model so jih uporabili pri identifikaciji gena
CHL1 kot oznacevalca za odziv posameznikov na parok-
setin (80). Uporabili so ga tudi za prou¢evanje obcutljivosti
na 6-merkaptopurin in vioge encima tiopurin S-metiltrans-
feraze (31). LCL omogocajo identifikacijo genetskih razliCic
posameznika, povezanih s farmakoloSkimi fenotipi (32). V
translacijskih raziskavah LCL uporabljajo tudi za validacijo
klini€nih ugotovitev ter prouCevanje kombinacij zdravil, zlasti
na podrocju onkologije, kjer omogocajo analizo moleku-
larnih mehanizmov sinergistichega delovanja zdravilnih
ucinkovin in dodatno razsirjajo uporabnost tega modela v
farmakogenetskih raziskavah (10, 31).

Raziskovalci uporabljajo LCL kot eksperimentalni model v
predklini¢nih Studijah za povezovanje genotipa, transkrip-
cijskega profila in celiCnega odziva na zdravilne ucinkovine.
Tak pristop uporabljgjo v onkologiji za analizo regulacije
ekspresije genov druzine SLC (angl. solute carrier). Ugotovili
S0, da razliice genov SLC pomembno vplivajo na ob&ut-
liivost celic na paklitaksel. S pomodgjo LCL so vrednaotili
citotoksi¢nost protitumornih ucinkovin, kot so karboplatin,
gemcitabin, citarabin, arabinozid, tamoksifen in 5-fluoro-
uracil, ter proucevali odziv celic z mutacijami genov BRCAT
in BRCA2 na radioterapijo, kar je prispevalo k boljSemu
razumevanju interindividualnih razlik v odzivu na zdravljenje
(10, 27, 32-35).

Uporabnost modela LCL potrjuje tudi Studija, ki je prou-
Cevala genetsko pogojene razlike med posamezniki v od-
zivu na 29 protitumornih zdravilnih ucinkovin v LCL 520
darovalcev (36). Ugotovili so, da lahko z uporabo LCL
identificiramo genetske bioloske oznacevalce obcutljivosti
in odpornosti na protitumorne ucinkovine. V Studiji so
identificirali povezavo med obd&utljivostjo na temozolomid,
DNA-alkilirajoco protitumorno ucinkovino, in genetsko ra-
zli¢ico v genu MGMT, ki zapisuje metilgvanin metiltrans-
ferazo (MGMT). Ta povezava odraza dobro uveljavljeno
vlogo encima MGMT pri popravljanju alkilacijskin poskodb
DNA, ki jih povzro¢a temozolomid, in je skladna s klini¢nimi
opazanji (37).
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Uporabnost LCL sega tudi na podrocje raziskav sréno-zilnih
bolezni, kjer so pri preucevanju statinov pokazali, da razlike
med posamezniki v odzivu niso povezane z aktivnostjo
encima HMG-CoA reduktaze, temveC predvsem s poli-
morfizmi v genu za receptor za lipoproteine nizke gostote
(27, 38). LCL predstavljgjo dragocen model tudi pri razi-
skavah nevroloskih in nevrodegenerativnih bolezni, kjer
omogocajo proucevanje epigenetskih sprememb, kot je
hipermetilacija DNA, znacilna za razvoj Alzheimerjeve bo-
lezni in razli¢nih oblik demence (39). Pri nevropsihiatri¢nih
motnjah, zaznamovanih s heterogenostjo, otezenim dia-
gnosticiranjem ter zapletenimi interakcijami med genetskimi
lokusi in vplivi okolja, LCL omogoc¢ajo neposredno analizo
celi¢nih mehanizmov bolezni in sluzijo kot izhodni material
za reprogramiranje v iPSC (40-41). Z reprogramiranjem
LCL viPSC so proucevali tudi vpliv genetskih polimorfizmov
v genih FUS in ANXA11 na mehanizme bolezni amiotrofi¢ne
lateralne skleroze (ALS), ki prizadene mozgane in hrbte-
njaco (42).

Pri redkih boleznih LCL omogocajo vpogled v molekularne
mehanizme patogeneze in analizo genetskih polimorfizmoy,
znacilnih za posamezno bolezen, kot so polimorfizmi v ge-

nih TREMZ2 in DAP12 pri bolezni Nasu—-Hakola (43), v genu
MeCP2 pri Rettovem sindromu (44) ter v genu LAMP-2 pri
Danonovi bolezni (45).

LCL so omogocili neposredno proucevanje vioge EBV pri
multipli sklerozi. Nedavne raziskave spontano nastalin LCL
bolnikov z aktivno multiplo sklerozo so identificirale znacilne
spremembe v izrazanju virusnih in gostiteljskin genov ter
povecano vnetno aktivnost (22, 46, 47). Zaviralci EBNAT
so selektivno zavrli proliferacijo EBV-pozitivnih LCL bolnikov
z multiplo sklerozo, kar bi lahko prispevalo k razvoju novih
tarénih terapevtskih pristopov (4).

Celice LCL izkazujejo potencial tudi v toksikoloskih Stu-
dijah (48, 49). Predstavljajo zanesljiv testni sistem in vitro
za vrednotenje imunomodulatornih lastnosti spojin ter
omogocajo vpogled v interindividualno variabilnost odziva
na dolo¢eno spojino (50, 51). LCL imajo pomembno
vlogo tudi pri ocenjevanju genotoksi¢nosti spojin, pri Ce-
mer je celi¢na linija TK6 uveljavljena kot zanesljiv model
za proucevanje poskodb DNA, mutagenosti in celi¢nih
odzivov na genotoksi¢ne zdravilne ucinkovine in vitro.
LCL TKB in MCL-5 so uporabili tudi v integriranem pri-
stopu in vitro, ki omogoca zanesljivejSe razlikovanje med

OMEJITVE

razlike med izvornim tkivom in celi€no linijo

spremenjena metilacija genov

spremembe v regulaciji transkripcijskih dejavnikov

razlike v mtDNA

PREDNOSTI

velike koli¢ine bioloskega materiala
dostopnost v biobankah
enostavna priprava in vzdrZzevanje
genomska stabilnost
moznost transformacije v iPSC

Slika 3: Shematski prikaz prednosti in omejitev uporabe limfoblastoidnih celicnih linij v predkiinicnih Studijah (limfoblastoidne celicne linije —
LCL, inducirane pluripotentne maticne celice — iPSC, mitohondrijska DNA — mtDNA). Povzeto po (562-56).

Figure 3: Schematic presentation of the advantages and limitations of lymphoblastoid cell lines utilization in preclinical studies
(lymphoblastoid cell lines — LCLs, induced pluripotent stem cells — iPSC, mitochondrial DNA — mtDNA). Adapted by (52-56).
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genotoksi¢nimi in negenotoksicnimi karcinogeni ter ne-
karcinogeni (48).

PREDNOSTI IN OMEJITVE
LIMFOBLASTOIDNIH
CELICNIH LINIJ

Tako kot vsi celicni modeli imajo tudi LCL svoje prednosti
in pomanijkljivosti (slika 3). Prednosti LCL so relativno eno-
stavna vzpostavitev iz periferne krvi darovalcev ali iz krio-
prezerviranih PBMC ter visoka uspeSnost transdukcije.
LCL rastejo v suspenziji in so preproste za vzdrzevanije.
Predstavljajo neomejen vir celic, DNA, RNA in proteinov
darovalcev ter so primerne za dolgorocno shranjevanje v
obseznih biobankah, kar omogoc¢a nadaljnje raziskave (52).
Poleg prednosti ima uporaba LCL v predklini¢nih Studijah
tudi dolocene omeijitve. Postopek transdukcije privede do
sprememb v celicnem ciklu, regulaciji transkripcijskih de-
javnikov, sprememb metilacije doloCenih genov in mito-
hondrijske DNA (52-54). LCL niso primeren celi¢ni model
za proucevanie fizioloSkega delovanja limfocitov B, saj ne
zajamejo vseh podskupin limfocitov B (54). Prav tako LCL
niso primeren celi¢ni model za proucevanije presnove zdra-
vilnih u€inkovin zaradi odsotnosti ali nizkega izrazanja en-
cimov druzine CYP450. Med pomembne omejitve sodijo
tudi variabilnost v hitrosti rasti celic, Stevilo kopij EBV v
celici ter bazalne ravni ATP; ti dejavniki lahko vplivajo na
odziv na zdravilne ucinkovine in dodatno otezijo interpre-
tacijo rezultatov. Nedavne raziskave so pokazale, da mo-
ramo biti pozorni pri interpretaciji rezultatov analiz mito-
hondrijske DNA, izolirane iz LCL (55). Primerjalne raziskave
metilaciie DNA med vzorci krvi in LCL so ugotovile, da
LCL niso primerni za proucevanje metilacije genov (56).
Izkazalo se je tudi, da se transkripcijski dejavniki in nekatere
regulatorne poti med LCL in polno krvjo razlikujejo, zato je
pri interpretaciji podatkov, pridoblienih na celi¢nih linijah
LCL, potrebna previdnost (52).

SKLEP

LCL so uveljavlien in metodoloSko dostopen model in vitro,
ki pormembno prispeva k razumevanju genetsko pogojenih
razlik v odzivu na zdravilne ucinkovine ter podpira temeljna

nacela personalizirane medicine. Njihove klju¢ne prednosti
S0 relativno preprosta vzpostavitev iz periferne krvi, visoka
uspesnost transdukcije, enostavno vzdrzevanije ter ohra-
njanje genetskih znacilnosti darovalca. V povezavi z ob-
seznimi biobankami LCL omogocajo sistemati¢ne farmako-
genomske, genomske in transkriptomske raziskave ter
povezovanje genotipa s celi¢nim fenotipom in odzivom na
zdravilne ucinkovine.

Kljub Siroki uporabnosti imajo LCL pomembne omejitve, po-
vezane predvsem z vplivom transdukcije z EBV na celi¢ni ci-
kel, regulacijo transkripcije, epigenetske vzorce in presnovne
poti. Zaradi odsotnosti ali nizkega izrazanja encimov druzine
CYP450 LCL niso primeren model za prou¢evanje presnove
zdravilnih u¢inkovin, dodatno pa interpretacijo rezultatov ote-
Zujejo variabilnost rasti, Stevilo kopij EBV in spremembe v
mitohondrijski DNA. Zato je uporaba LCL najprimernejSa kot
del komplementarnega nabora celi¢nih modelov.

V prihodnosti bo vioga LCL v personalizirani medicini pred-
vsem Vv integraciji farmakogenomskih podatkov z drugimi
pristopi “-omik”, razvoju napovednih modelov na osnovi
umetne inteligence ter pri identificiranju in funkcijski validaciji
bioloskih oznagevalcev ucinkovitosti in toksi¢nosti zdravilnin
ucinkovin. Kot povezava med temeljnimi raziskavami in kli-
ni¢no prakso bodo LCL tudi v prihodnje pomemben pod-
porni model in vitro pri razvoju varnejsih in ucinkovitejsih
terapevtskih pristopov, prilagojenih posamezniku.
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