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Poslanstvo Katedre za Kklinicno biokemijo je skrb za izobrazevanje in razvoj na podrocju klini€no-biokemijske laboratorijske
diagnostike v zdravstvu. Katedra, ki je bila ustanovljena leta 1986, pokriva Sirok spekter laboratorijske medicine. Zato
smo Clani Katedre mocno vpeti v strokovne organizacije in smo aktivni na razlicnih znanstvenih podrocjin. Na raziskovalnem
podroCju je naSe delo usmerjeno v razvoj celovite klinicno-biokemijske diagnostike s poudarkom na molekularni in
celi¢ni diagnostiki. Znanstvena vpetost nam omogoca kakovostno pedagosko delo ter delovanje v interdisciplinarnih ra-
ziskovalnih skupinah. Smo nosilci in skrbniki prvostopenjskega in magistrskega Studijskega programa laboratorijske
medicine ter znanstvene smeri Klinicna biokemija in laboratorijska medicina na doktorskem Studiju Biomedicine, sode-
luiemo pa tudi pri izvedbi Studijskih programov Farmacija in Kozmetologija. Klinicno biokemijo so kot samostojni predmet
(Analizna farmacevtska biokemija) uvedli v Studij farmacije leta 1977, visokoSolski Studijski program laboratorijske
medicine pa so ustanovili leta 1995. Z uvedbo bolonjskega sistema se je leta 2008 le-ta preoblikoval v prvostopenjski
univerzitetni Studijski program S1 LBM, ki ga je ze naslednje leto nadgradila magistrska stopnja in tako povezala z dok-
torskim programom Podiplomski Studij iz klinicne biokemije. Slednji poteka na Fakulteti za farmacijo od leta 1987, 1999
pa se je preoblikoval v znanstveno smer na doktorskem $Studiju Biomedicine.

Pomemben del Katedre predstavlja Laboratorij za molekularno diagnostiko, ki izvaja storitve za potrebe terciarnega
zdravstva in predstavija primer uspesne translacije raziskav v klinicno prakso. Ve¢ o Katedri najdete na povezavi:
http://www.ffa.uni-lj.si/fakulteta/organiziranost/katedre/katedra-za-klinicno-biokemijo.
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POVZETEK

Personalizirani pristopi v obravnavi Stevilnih kro-
ni¢nih bolezni, kot so rak, osteoporoza, avtoi-
munske in sklepne bolezni, v zadnjem desetletju
nezadrzno prodirajo iz raziskovalne sfere v klinicno
prakso. Cilj teh pristopov je, da na osnovi genet-
skih in drugih dejavnikov individualiziramo zdra-
vljenje v smislu doseganja optimalnih ucinkovitosti
in varnosti. Klju¢no vlogo v tem procesu imajo
poleg zdravnikov in farmacevtov tudi strokovnjaki
laboratorijske medicine, saj zagotavljajo informa-
cije, na osnovi katerih oblikujemo optimalno zdra-
vljenje za dolo¢enega bolnika. Na Katedri za Kli-
nicno biokemijo in laboratorijsko medicino
razvijamo razlicna podrocja personalizirane (0z.
precizne) medicine, kot so farmakogenomika, nu-
trigenomika, in celiéno zdravljenje, in sicer v kon-
tekstu razlicnih bolezni, kot so akutna limfoblastna
levkemija, kroniCna limfaticna levkemija, osteo-
poroza in degenerativne bolezni sklepov ter av-
toimunske bolezni. Nadaljnja translacija omenjenih
pristopov v klinicno prakso je odvisna od stopnje
izobrazenosti zdravstvenih delavcev na tem po-
drodju. Zato je pomemben cilj Katedre in Fakultete
za farmacijo uvajanje teh vsebin tudi v Studijske
programe.

KLJUCNE BESEDE:

avtoimunske bolezni, degenerativne bolezni skle-
pov, levkemija, osteoporoza, personalizirana me-
dicina

ABSTRACT

Recently, personalised approaches in the treat-
ment of several chronic diseases such as cancer,
osteoporosis, autoimmune and joint diseases
are being translated from the research to the
clinical practice. The goal of the personalised
medicine is individualisation of therapy to achieve
its optimal efficiency and safety. Laboratory
medicine professionals play a key role in this
process, since they provide the information
needed to optimize the therapy. Researchers at
the Chair of Clinical Biochemistry and Laboratory
Medicine have been developing several fields of
personalised (or precision) medicine, such as
pharmacogenomics, nutrigenomics and cell ther-
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apy, in the context of various diseases, such as
acute lymphoblastic leukaemia, chronic lympho-
cytic leukaemia, osteoporosis, degenerative joint
disease and autoimmune diseases. Further
translation of these approaches into clinical prac-
tice depends on the level of education of health
professionals in this field. Thus, the incorporation
of these topics into study programs is of the ut-
most importance.

KEY WORDS:

autoimmune diseases, degenerative joint dis-
eases, leukaemia, osteoporosis, personalized
medicine

uvoD

SledeC najnovejSim trendom v znanosti na Katedri za
klinicno biokemijo in laboratorijsko medicino s Fakultete
za farmacijo Univerze v Ljubljani (UL FFA) v zadnjih
dveh desetletjih intenzivno razvijamo razli¢ne persona-
lizirane diagnosticne in terapevtske pristope, kot so
farmakogenomika, nutrigenomika in celiC¢na zdravljenja,
ki spadajo na podrocje t. i. precizne medicine.

Precizna medicina je nov pristop v medicini in farmaciji,
ki pri zdravljenju in prepreCevanju bolezni upoSteva ge-
netsko ozadje posameznika, pa tudi njegov Zzivljenjski
slog in okoljske dejavnike, ki jim je izpostavljen. Ta pri-
stop omogoc&a zdravstvenim delavcem oblikovanje op-
timalnih terapevtskih in preventivnih strategij za posa-
mezne skupine bolnikov z diagnozo doloCene bolezni
(npr. rak, avtoimunske bolezni). Gre za nadgradnjo tre-
nutno najbolj razsirjenega pristopa v medicini, kjer tera-
pevtske strategije prilagodijo »povpreCnemu« bolniku in
zanemarijo interindividualne razlike med bolniki. Ceprav
je izraz precizna medicina relativno nov, pa omenjeni
princip v medicini ze dolgo uporabliamo. Na primer, pri
transfuziji krvi ne apliciramo krvi naklju¢no izbranega
donorja, ampak izberemo tistega s skladno krvno sku-
pino, saj bi v nasprotnem primeru bolniku lahko Skodo-
vali. Ceprav posamezne podobne primere lahko naj-
demo v razlicnih vejah medicine, je rutinska uporaba
tovrstnih pristopov v zdravstvu relativno omejena. Ra-
ziskovalci, ki se s tem podrocjem ukvarjamo, pa upamo,
da bo v prihajajocih letih uporaba preciznih oz. perso-

naliziranih pristopov v medicini postala bolj razsirjena
(1).

V strokovni literaturi pogosto pride do prekrivanja izrazov
precizna in personalizirana medicina. Izraz personalizi-
rana medicina je starejsi in ima zelo podoben pomen
kot precizna medicina. Izraz precizna medicina je uvedel
US National Research Council, ker bi izraz personalizi-
rana medicina lahko napacno razumeli v smislu razvoja
zdravil in drugih terapevtskih pristopov za vsakega po-
sameznika posebej, v resnici pa gre za identifikacijo pri-
stopov, ki bodo najbolj ucinkoviti in varni za dolo¢eno
skupino bolnikov z doloCenimi gentskimi in okoljskimi
dejavniki tveganja (2).

Personalizirane pristope razvijajo v sklopu vec¢ razli¢nih
znanstvenih podrodcij, kot so farmakogenomika, nutri-
genomika, vakcinogenomika, toksigenomika, celi¢na
zdravljenja idr.

Farmakogenomika je ena izmed najbolj razvitih vej prec-
izne medicine, ki prouCuje, kako genetski ustroj posa-
meznika vpliva na njegov odziv na zdravila. To relativnho
novo podrocje zdruzuje farmakologijo in genomiko z na-
menom razvoja ucinkovitih in varnih zdravil, katerih od-
merki so prilagojeni posameznikovi genetski zasnovi (1).
Nutrigenomika posku$a identificirati optimalen nacin pre-
hrane, ki ustreza posameznikovi genetski sestavi, vak-
cinogenomika posku$a identificirati genetske oznace-
valce ucinkovitosti in varnosti cepiv, toksigenomika pa
prouCuje genetske vzroke za variabilnost v obcutljivosti
posameznikov na razlicne ksenobiotike in toksine. Celi-
¢na zdravljenja predstavljajo najsodobnejsi personalizirani
pristop v zdravljenju raka, sklepnih in drugih bolezni.

V naslednjih poglavjih bomo predstavili raziskovalne
dosezke Katedre s podrocja precizne medicine. To je
raziskovalno podrocje, ki ga Katedra razvija ze ve¢ kot
15 let, in sicer v sklopu zdravljenja in preventive razli-
¢nih patoloskih stanj, kot so osteoporoza, sklepne bo-
lezni, rak in levkemije, avtoimunske bolezni in atero-
skleroza.

TRANSLACIJSKE RAZISKAVE
V ONKOLOGIJI

V okviru translacijskih raziskav v onkologiji smo na UL
FFA soustvarjali razvoj znanosti in s sodobnimi pristopi
prenasali spoznanja v klini¢no prakso in v procese pred-
klini¢nih raziskav zdravil. NajvidnejSe rezultate razisko-
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valna skupina prof. dr. Irene Mlinaric-Ras€an dosega
na podrocjih patologij limfocitov B, in sicer smo s far-
makogenetskimi pristopi proucevali toksi¢nost 6-mer-
kaptopurina, ki predstavlja temelj vzdrzevalnega zdra-
vljenja akutne limfoblastne levkemije. Nadalje smo s
proucevanjem molekularnih mehanizmov celi¢ne smrti
doprinesli k identifikaciji novih tar¢nih molekul, ki omo-
gocajo razvoj novih ciljanih zdravljenj pri kroni¢ni limfo-
citni levkemiji.

2.1 PERSONALIZIRANO ZDRAVLJENJE
AKUTNE LIMFOBLASTNE LEVKEMIJE

Med najuspesnejSe primere uvajanja farmakogenetskih
oznacevalcev v klini€no prakso z namenom prilagajanja
odmerjanja zdravil posamezniku sodi zdravljenje akutne
limfoblastne levkemije. Na UL FFA smo v sodelovanju s
Pediatricno kliniko Univerzitetnega klinicnega centra Lju-
bliana nosilci razvoja farmakogenetike v Sloveniji. Prvi

Fol-MG
FOLATNI CIKEL " y METIONINSKI CIKEL
e METABOLIZEM ‘?
- MA - 6-MP V
"!f“_","'} o d
MeMP
’\—/
_-Me-812 ! dimetiiglicins  glicin,
BHMT GNMT) [ TPMT | <—— PAGSIN2.
= ia—g; benln GJEIPJ %
oks-B12. S SAHH| . =
T TITP . TIMP _ &
N l ;
¢ 2
SAM us =
N PACSIN2 o
/ . VARNOST -
L
TPMT - G
G ' UEINKOVITOST -
/7 ITPA
6-MP _ 7

Slika 1: Personalizirani pristop k zdravijenju s tiopurini. Poleg gena TPMT na varnost in ucinkovitost tiopurinskih zdravil vplivajo Se drugi geni
in intermediati metioninskega in folatnega cikla, ki smo jih identificirali v nasih raziskavah. Fol-MG: folat monoglukuronid, DHF: dihidrofolat,
DHFR: dihidrofolat reduktaza, THF: tetrahidrofolat, TYMS: timidilat sintaza, MTHFR: 5,10-metilen-tetrahidrofolat reduktaza, MTR: metionin
sintaza, MTRR: reduktaza metionin sintaze, BHMT: betain homocistein metiltransferaza, MAT: S-adenozilmetionin sintaza, SAM: S-
adenozilmetionin, GNMT: glicin N-metil transferaza, SAH. S-adenozil-homocistein, SAHH. S-adenozil-homocistein hidrolaza, TPMT:
tiopurin-S-metil transferaza, 6-MP: 6-merkaptopurin, MeMP: metil-merkaptopurin, PACSINZ: substrat protein kinaze C in kazein kinaze v
nevronih 2, ITPA: inozin trifosfataza, TIMP: 6-tioinozin-5-monofosfat, TITP: tioinozin trifosfat, TGN tiogvanin nukleotidi.

Figure 1: Personalised approach in thiopurine therapy. In addition to the TPMT gene, other genes and intermediates of the methionine and
folate cycles, identified in our research, also influence the safety and efficiency of the thiopurine therapy. Fol-MG: folate monoglucuronide,
DHF: dihydrofolate, DHFR: dihydrofolate reductase, THF: tetrahydrofolate, TYMS: thymidylate synthase, MTHFR: 5,10-methylene-
tetrahydrofolate reductase, MTR: methionine synthase, MTRR: methionine synthase reductase, BHMT: betaine-homocysteine
methyltransferase, MAT: S-adenosylmethionine synthetase, SAM: S-adenosylmethionine, GNMT: glycine N-methyltransferase, SAH: S-
adenosyl homocysteine, SAHH: S-adenosyl homocysteine hydrolase, TPMT: thiopurine S-methyltransferase, 6-MP: 6-mercaptopurine,
MeMP: methyl- mercaptopurine, PACSINZ: protein pinase C and casein kinase substrate in neurons 2, ITFA: inosine triphosphatase, TIMP:
6-thioinosine-5-monophosphate, TITP: thioinosine triphosphate, TGN: thioguanine nucleotides.
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slovenski raziskovalni projekt smo na podrocju farma-
kogenetike pridobili leta 2002. Na osnovi farmakoge-
netskih spoznanj (3) smo razlozili vzrok za interindivi-
dualno raznolikost v odzivu na zdravljenje s
6-merkaptopurinom in pojavnost toksi¢nosti. V ta namen
smo proucili genetske variabilnosti v encimu tiopurin S-
metiltransferaza (TPMT), ki ima poglavitno viogo pri dea-
ktivaciji tiopurinov in v veliki meri vpliva na razlike v odzivu
posameznikov na zdravljenje (4). Sledili so Stevilni pro-
jekti, ki so Sirili meje znanja in prinasali nova spoznanja.
V sodelovanju z Estonskim genomskim centrom in Uni-
verzo v Tartuju smo v metaanalizi vsegenomskih poda-
tkov potrdili pomembno povezanost med genetskimi
polimorfizmi v TPMT in aktivnostjo tega encima (5). Med
pomembnejSe dosezke sodi tudi identifikacija novih bio-
loSkih oznacevalcev, kot so genetske razliCice v genih
MTHFR (4, 6), PACSIN (7), ITPA (8) ter vsebnost meta-
bolita S-adenozil-metionina (9) (slika 1). Kot najveciji
uspeh dela na podrocju zdravljenja otroSke akutne limf-
oblastne levkemije vidimo uspesSen prenos nasih spo-
znanj v Klini¢no prakso. Z obravnavo in z genotipizacijo
pacientov z zivljenje ogrozajo¢imi nezelenimi ucinki tio-
purinov smo zmanjsali nezelene ucinke zdravljenja in iz-
boljgali kakovost Zivljenja pacientov. Se veg, spoznanja
teh raziskav vklju¢ujemo tudi v Laboratorij za moleku-
larno diagnostiko, ki deluje v okviru Katedre.

2.2 RAZISKAVE KRONICNE
LIMFOCITNE LEVKEMIJE

Drugi segment raziskav raziskovalne skupine prof. Mlina-
ri¢-Ras¢an posega v podrocje razumevanja malignih pret-
vorb limfocitov B s poudarkom na patologiji kroni¢ne lim-
focitne levkemije, najpogostejSe in trenutno neozdravijive
krvne novotvorbe pri odraslih. Vecina sodobnih zdravil za
njeno zdravljenje sicer povzroCi apoptozo celic, vendar pa
predstavlja odpornost proti zdravilom resen problem in po-
ziva k iskanju inovativnih in ucinkovitih farmakoloskih pri-
stopov za zdravljenje kroni¢ne limfocitne levkemije. Ugotovili
smo, da imajo serinske proteaze (10, 11) in prostaglandinski
receptor EP4 (12—14) odlocilno vlogo v regulaciji procesov
celi¢ne proliferacije in celicne smrti v limfocitih B. S farma-
koloSkim pristopom smo ugotovili, da EP4 inducira od ka-
spaz odvisno programirano celi¢no smrt v maligno spre-
menjenih celicah B, najizraziteje v celicah Burkittovega
limfoma (15, 16). S tem smo nakazali na potencial uporabe
agonistov receptorja EP4 v optimizaciji zdravljenja maligno
spremenijenih celic B, kar je tudi predmet trenutnih raziskav
(17).

V procesih nadaljinjega odkrivanja novih zdravil smo kot
obetavno farmakolosko tar¢o identificirali ubikvitin-protea-
somski sistem (UPS) (15). Proteasom in za imunske celice
specifi¢en imunoproteasom sta multikataliticna kompleksa,
ki preko razgradnje proteinov regulirata Stevilne znotrajceli-
¢ne procese. Kot iziemen dosezek raziskovalne skupine
Stejemo raziskave na podrocju zaviralcev imunoproteasoma.
V sodelovanju s sodelavci Katedre za farmacevtsko kemijo
UL FFA smo uspeli razviti in bioloSko ovrednotiti nove re-
verzibilne zaviralce imunoproteasoma z nepeptidno osnovno
strukturo, ki selektivno zavirajo kimotripsinu podobno po-
denoto (35i) CloveSkega imunoproteasoma, medtem ko je
delovanje na konstitutivni proteasom zanemarljivo (18).

K znanstveni pomembnosti raziskav, ki smo jih vodili na
UL FFA na podrocju translacijskih raziskav v onkologiji je
doprineslo plodno interdisciplinarno sodelovanije nase sku-
pine z raziskovalci s Pediatricne in Hematoloske klinike
Univerzitetnega kliniCnega centra Ljubljana, Estonskega
genomskega centra Univerze v Tartuju, Sacklerjeve Medi-
cinske fakultete Univerze v Tel-Avivu ter Univerz v Trstu,
Bernu in Linképingu na Svedskem.

RAZISKAVE NA PODROCJU
KRONICNIH BOLEZNI

Na UL FFA Ze veC desetletij razviiamo podrocje diagnostike
in optimizacije zdravljenja kostnih bolezni v sklopu razisko-
valne skupine prof. Janje Marc, ki se osredotoCa na iskanje
mehanizmov bolezni in tako na iskanje novih genetskih
oznacevalcev osteoporoze kot tudi farmakogenetskih ka-
zalcev zdravljenja le-te.

3.1 VSEGENOMSKE RAZISKAVE IN
FUNKCIJSKA GENETIKA ZA
PERSONALIZIRANO
LABORATORIJSKO DIAGNOSTIKO
IN ZDRAVLJENJE KOSTNIH IN
DRUGIH KRONICNIH BOLEZNIH

Eden izmed najpogostejSih nacinov za odkrivanje genet-
skih lokusov, ki so vpleteni v nastanek kroni¢nih bolezni,
S0 vsegenomske asociacijske raziskave (GWAS, genome
wide association studies). Osteoporoza in osteoartroza
sta primera tak3nih vecfaktorskih in poligenskih kronicnih
bolezni kostnega tkiva (19). Za tovrstne raziskave je po-

farm vestn 2020; 71



trebna analiza zelo velikega Stevila (nekaj deset tisoc) bol-
nikov in vzorcey, zato je nujno zdruzevanje nacionalnih
raziskovalnih skupin v vecje mednarodne konzorcije. Ra-
ziskovalna skupina prof. Janje Marc je del konzorcija GE-
FOS/GENOMOS Ze od leta 2008 (20-23). V asociacijskih
Studijah v celotnem genomu smo odkrili ve¢ kot 150 ge-
netskih lokusov, ki so povezani z mineralno kostno go-
stoto (21, 24-29), in dokazali, da je za izgubo kostnega
tkiva pri starejsih ljudeh odgovorno tudi povecanie kolicine
mascobnega tkiva v kostnem mozgu. V vsegenomski
metaanalizi smo odkrili, da je 49 novih genskih lokusov,
povezanih s porazdelitvijo mascevja, pomembnih tudi za
kostno biologijo (22). Odkriti genski lokusi predstavljajo
nov pristop k razlagi mehanizmov, ki so vpleteni v etiolo-
gijo kostnih bolezni, ter pomembno izhodis¢e za zgodnjo
diagnostiko osteoporoze in njeno personalizirano zdra-
vljenje. Potencialno vliogo teh genskih lokusov je potrebno
predhodno funkcijsko ovrednotiti. Slednje predstavija iz-
jemno zahtevno delo na celi¢nih, tkivnih in zivalskih mo-
delih (Slika 2). Skupina postaja mednarodno prepoznavna
na tem podrodju. V funkcijski raziskavi smo pokazali vple-
tenost adrenergi¢nega receptorja a2A (a2A-AR) v ne-
vroendokrino uravnavanje kostne prenove na nivoju &lo-
veSkega kostnega tkiva z uporabo imunohistokemije in
ocene izrazanja gena ob prisotnosti in odsotnosti genet-
skih polimorfizmov a2A-AR (30). V zadnji funkcijski razi-

skavi smo z uporabo metod utiSanja genov in poviSanega
izrazanja gena (loss and gain of function) na primarnih
celicah skupaj z analizo ¢loveskih kostnih vzorcev razlozili
razlike v kakovosti kosti (kostni gostoti) med moskimi in
zenskami na molekulskem nivoju (31).

3.2 FARMAKOGENETIKA KOSTNIH
BOLEZNI

Osteoporoza je najpogostejSa kostna bolezen, ki prizadene
vsako tretjo zensko in vsakega petega moskega po 55.
letu starosti. Za zdravljenje osteoporoze imamo danes na
voljo vec¢ zdravil, pri Eemer se ucinkovitost zdravljenja med
posamezniki, ki prejemajo enako zdravilo, razlikuje. Eden
od moznih razlogov za to so razlike v zapisu posamezni-
kovega genoma, ki jih proucuje farmakogenomika. Far-
makogenomski pristop bi pri osteoporozi pomenil veliko
prednost za zgodnejSe ugotavijanje, ali bo zdravijenje uspe-
8no ali ne, saj danes ucinkovitost zdravljenja preverjamo
Sele po enem letu ali veg, prav tako se tudi pomembnejsi
nezeleni uCinki razvijejo Sele po vecletnem zdravljenju. Far-
makogenomskih raziskav na podrocju osteoporoze zaen-
krat ni veliko. VeCinoma gre za ocenjevanje vpliva posa-
meznih farmakogenetskih polimorfizmov/oznacevalcev na
mineralno kostno gostoto in raziskave navadno ne vklju-
Cujejo povezanosti genetskih variabilnosti s koncentracijo

Odkrivanje novih S
Replikacijske studije
genetskih taré P e t
/Asociacijske §tudijes 6oinformatiéne \
analize

celotnem genomu,
eksomu,
metilomu,

Vpliv genetske
- raznolikosti na izrazanje
genov

metabolomu

Taréno sekvenciranje

Analizaizrazanjagenov

\ IS

Funkcijska
karakterizacija tar¢

Identifikacija novih
tarc za zdravljenje
kostnih bolezni

Zivalski modeli

Raziskave na celi¢nih
wodelih

Slika 2: Predstavitev glavnih raziskovalnih korakov pri iskanju novih tar¢, primernih za razvoj zdravil za zdravljenje kostnih bolezni. V/
vsegenomskih, eksomskih, metilomskih in metabolomskih asociacijskih raziskavah odkriiemo potencialne taréne lokuse, ki so povezani s
pojavom kostnih bolezni. V replikacijskih raziskavah te tarcne lokuse potrdimo in jih ovrednotimo z racunalniskimi analizami. Najbolj
pomembne tarée okarakteriziramo na sesalskih celicnih kulturah ali Zivalskih modelih. Rezultat je odkritie novih tarc, ki bi bile lahko vpletene v

metabolizem kosti (povzeto po (19)).

Figure 2: Representation of main steps in search of new drug targets for bone disease therapy. First, genetic loci associated with the
development of bone diseases are identified through genome-, exome-, methylome- and metabolome-wide association studies. These loci
must be confirmed in replication studies and further evaluated by bioinformatic analysis. Finally, the most significant targets are investigated
using mammalian cell lines and animal models, resulting in the identification of potential drug targets involved in the bone metabolism.
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zdravilne ucinkovine ali njenih metabolitov, kar bi omogocilo
proucevanje funkcionalnosti farmakogenetskih kazalcev.
Enega od pomembnih prispevkov na tem podrocju pred-
stavlja nasa raziskava farmakogenomike raloksifena, ki je
bila zasnovana vecstopenjsko. V njej smo najprej na celi¢nin
modelih potrdili, da so raloksifen in njegovi metaboliti sub-
strati za prenaSalec OATP1B1, ter nato na vzorcih bolnikov
dokazali, da funkcionalni polimorfizem v genu za OATP1B1
vpliva na serumske koncentracije raloksifena in njegovih
metabolitov ter tudi na uspeSnost zdravlienja (32). Vkljuceni
smo v mednarodni projekt, v katerem Zelimo raziskati far-
makogenomiko osteoanabolne ucinkovine teriparatida. Tu
se nismo osredotodili na posamezne gene, ampak smo z
vsegenomskim pristopom identificirali genetske polimorf-

izme, ki vplivajo na uspeSnost zdravljenja, v teku pa so
tudi funkcijske raziskave (33).

NAPREDNO CELICNO
ZDRAVLJENJE DEGENERATIVNIH
BOLEZNI SKLEPOV

Popolnoma novo podrocje, ki smo ga na Katedri zaceli
razvijati Sele pred nekaj leti, je zdravljenje degenerativnih
sklepnih bolezni z mati¢nimi celicami. Degenerativne bo-
lezni sklepov, med katerimi je najpogostejSa osteoartroza,
okrnijo posameznikovo gibanje in predstavljajo veliko

Slika 3: Slika prikazuje hialini hrustanec, ki ga tvori kolagen tipa Il (zelena barva), s hrustancnimi celicami (njihova jedra so oznacena modro) v
kolenskem sklepu. Pri degenerativnih boleznih sklepov pride do obrabe hrustanca. Cilj regenerativne medicine pri degenerativnih boleznih
sklepov je obnova oz. nastanek hialinega hrustanca, ki sklepom omogoca normalno funkcijo.

Figure 3: Figure shows hyaline cartilage formed by type Il collagen (green) with cartilage cells (their nuclei are highlighted in blue) in the knee
Jjoint. In degenerative joint disease, cartilage wear occurs. The goal of regenerative medicine in degenerative joint disease is to restore or re-

form the hyaline cartilage which allows the joints to function normally.
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breme zdravstvenih sistemov v sodobni druzbi. Po naj-
novejSem porocilu UK Arthritis za leto 2019 je priblizno
8,75 milijonov ljudi starih 45 let in vec, kar je 33 % vseh
prebivalcev Zdruzenega kraljestva, potrebovalo zdravlje-
nje za osteoartrozo, tretjina teh pa se jih mora bodisi
zgodaj upokajiti, opustiti delo ali zmanjSati Stevilo delovnih
ur.

Osteoartroza je posledica kombinacije razgradnje sklepa
in poskusa popravila Skode z endogenim regenerativnim
procesom, ki pa naj bi bil pri tej bolezni oslablien. Pri mladih
zdravih posameznikih regenerativni proces po poskodbi
tkiv uspesno izvedejo mezenhimske mati¢ne/stromalne
celice, ki sicer gradijo nasa tkiva med embrionalnim raz-
vojem. V odraslem organizmu jih najdemo kot redke po-
pulacije v ve¢ tkivih (kostni mozeg, mascobno tkivo, miSice,
sinoviji itd.). Sposobne so regenerirati poskodovana tkiva,
npr. zlomliene kosti ali raztrgane misice (34, 35). Vecina
dokazov o njihovi regenerativni sposobnosti izhaja iz bazi-
¢nih raziskav, objavijenih v uglednih znanstvenih revijah,
kjer z uporabo sofisticiranih transgenih zivalskih modelov
sledijo mati¢nim/stromalnim celicam, bodisi od embrional-
nega razvoja do odrasle Zivlienjske dobe ali pa v fizioloskih
in patoloskih pogojih (36-38). Njihovi izsledki dokazujejo,
da ima vsak odrasel organizem v svojih tkivih endogeni
komplet mati¢nih/stromalnih celic za popravilo tkiv. Izziv
trenutnih raziskav na podrocju regenerativne medicine je,
kako endogene mati¢ne/stromalne celice spodbuditi k po-
novnemu opravljanju nalog, ki so jih vrsile med embrional-
nim razvojem (slika 3).

V sedaniji praksi naprednega zdravljenja se izraz mati¢ne
celice nanasa na razli¢ne oblike celi¢nih koncentratov, ve-
¢inoma pridobljenih iz kostnega mozga ali mascobnega
tkiva bolnikov samih, ki pa vsebujejo majhne oz. nedolo-
¢ene koli¢ine mati¢nih/stromalnih celic z neznanimi last-
nostmi (34, 35). Poleg tega so ugotovili, da se mati¢ne/stro-
malne celice iz kostnega mozga bolnikov z osteoartrozo
razlikujejo od zdravih po Stevilu, topografskih in diferencia-
cijskih lastnostih (39, 40). V nasi raziskovalni skupini smo
ugotovili, da obstajajo razlike tudi med mati¢nimi/stromal-
nimi celicami iz kostnega tkiva in skeletnih miSic pri istih
bolnikih z osteoartrozo (41). To nakazuje, da bi lahko pri-
sotnost degenerativnih bolezni sklepov negativno vplivala
na lastnosti mati¢nih/stromalnih celic, zato avtologna celi-
¢na zdravljenja morda niso najbolj primerna za njihovo
obravnavo.

Trenutno je edini nacin za obnovo degeneriranega sklepa
njegova kirurSka zamenjava z umetno protezo. Kljub
temu, da je to edino ucinkovito zdravljenje osteoartroze,
pa bi bilo zazeleno bolezen zdraviti v zgodnji fazi in zau-

staviti njeno napredovanje. Na tem podrocju veliko obe-
tajo prav napredna celi¢na zdravljenja in regenerativna
medicina, katerih kon¢ni cilji so obnova celic, tkiv ali or-
ganov ter vzpostavitev njihovih normalnih funkcij. Pri
osteoartrozi in degeneraciji sinovijskih sklepov bi bilo na
ta na¢in mozno regenerirati zlasti hrustanec in subhon-
dralno kost.

Ceprav matiénih/stromalnih celic e vedno ne poznamo
dovolj dobro, pa trenutno velja, da so to heterogene in
tkivno specifi¢ne populacije z razlicnimi sposobnostmi
regeneracije tkiv (42). V sinoviji smo pri misih odkrili po-
pulacijo, ki ima sposobnost regeneracije poskodovanega
hrustanca ter celo sposobnost tvorbe sklepu podobne
strukture (43). To razburljivo odkritje je odprlo povsem
nova vprasanja: Ali lahko to populacijo mati¢nih/stromal-
nih celic identificiramo tudi pri ¢loveku? Kako bi lahko
izkoristili njihove sposobnosti v regenerativni medicini?
Ali se ta populacija mati¢nih/stromalnih celic pri dege-
nerativnih boleznih sklepov spremeni in nato prispeva k
njihovemu napredovanju? Upamo, da nam bodo odgo-
vore na ta vpraSanja ponudile nadaljnje raziskave, ki jih
trenutno izvajamo na Katedri.

AVTOIMUNSKE BOLEZNI

Avtoimunske bolezni prizadenejo 5 do 8 % populacije,
torej okoli 150.000 Slovencev. Kot kroni¢ne bolezni pred-
stavljajo veliko breme za bolnika, njegovo okolico in drzavo.
VeC kot sto poznanih avtoimunskih bolezni se med seboj
pomembno razlikuje v kliniénem izrazanju, na katerega
vplivajo imunski, okoljski, hormonski in genetski dejavniki.
Pri sumu na avtoimunske bolezni je klju¢na zgodnja pre-
poznava, Ki je zaradi izrazite heterogenosti v razvoju in po-
teku vedine teh bolezni velikokrat tezka in zamudna, vklju-
Cuje pa Klinicni pregled, slikovno in laboratorijsko
diagnostiko (44).

V dolgoletnem sodelovanju Katedre in Klinichega oddelka
za revmatologijo Univerzitetnega kliniCnega centra Ljubljana
ter drugih domacih in tujih institucij smo naredili pomembne
korake k ucinkovitejsi in kakovostni diagnostiki avtoimun-
skih bolezni v Sloveniji. Ponosni smo, da smo skupaj razvili
metodo doloCanja avtoprotiteles proti b2-glikoproteinu |,
ki so eden od diagnosti¢nih kriterijev v obravnavi antifos-
folipidnega sindroma (45), in da smo sodelovali pri razvoju
in zamenjavi radioaktivne metode dolo¢anja protiteles proti
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DNA z varnejSo fluorescen¢no metodo, ki smo jo tudi pa-
tentirali (46). V primeru revmatoidnega artritisa smo ugo-
tavljali ojadano citrulinizacijo strukturnih proteinov. Ce so
spremembe obsezne, take proteine imunski sistem pre-
pozna kot tuje. Nastanejo vezis¢a, proti katerim v zorenju
limfocitov ne pride do izloCitve (47). Dokazali smo, da lahko
spremembe nastanejo tudi na protitelesih. Delna oksidacija
hipervariabilne regije naravnih ali protimikrobnih protiteles
tako povzroGi spremembo specificnosti vezave protiteles,
s Cimer pridobijo avtoimunske in vnetne znacilnosti (48,
49).

Za raziskave poSkodb, ki jih povzrocijo avtoimunske reak-
cije, smo uporabili razli¢ne pristope — od analiz medmole-
kulskih interakcij z metodami molekularne biologije, mikro-
skopije na atomsko silo in plazmonske resonance (50), do
raziskav interakcij na umetnih ali celi¢nih membranah (51).
Se zahtevnej$e so bile raziskave z uporabo tkiv bolnikov,
kot je to v primeru celiakije, kjer ni na voljo Zivalskih modelov
bolezni (52, 53). Iz multicentri€nih raziskav pa vseskozi pri-
dobivamo informacije, ki jin vklju¢imo v eksperimente za
razumevanje patogeneze (54), testiranja novih metod ali
oblikovanje ucinkovitejSih algoritmov za laboratorijsko dia-
gnostiko avtoimunskih bolezni (55-57).

Cilj personalizirane medicine v obravnavi bolnika z avtoi-
munsko boleznijo je izbrati pravo zdravilo ali shemo zdra-
vlienja za specificne znacilnosti bolnika v posameznem
stadiju bolezni (zagon ali umiritev bolezni). Zaradi Stevilnih
na bolnika vezanih dejavnikov lahko prihaja pri uporabi
sicer neprecenljivih bioloskih zdravil do nezelenih imunskih
reakcij, kar neposredno vpliva na farmakodinamiko/farma-
kokinetiko bioloSkega zdravila, varnost in ucinkovitost zdra-
vlienja (58). Zato se tudi na podrocju avtoimunskih bolezni
krepi spremljanje koncentracije bioloskih zdravil v krvi in
razvoj metod doloCanja nevtralizirajoCih protiteles, ki jih
lahko tvori imunski sistem zdravljenega bolnika. S skupnimi
mocmi je tako Laboratorij za imunologijo revmatizma Uni-
verzitetnega kliniCnega centra Ljubliana razvil in uvedel me-
todo za dolo¢anje omenjenih protiteles (anti-adalimumab,
anti-infliksimab) (59).

Poznavanje mehanizmov nastanka avtoimunskih bolezni
je Se vedno relativno slabo, zaradi dviga razSirjenosti teh
bolezni pa je zanimanje za podrocje veliko. To je pokazal
tudi 7. Mednarodni kongres avtoimunosti v Ljubljani leta
2010, kjer smo kot soorganizatorji zdruZili 1800 strokov-
njakov. Prihodnost personalizirane obravnave v diagnostiki
bolnikov z avtoimunskimi boleznimi se kaze v dobri oceni
tveganja skozi druzinsko anamnezo, pregledu oznaceval-
cev vnetja in imunskega odziva ter oceni genetskega tve-
ganja. Raziskave pa potekajo tudi v smeri ocene statusa

eksposoma posameznika, ki bo vkljuceval vplive Stevilnih
okoljskih dejavnikov na organizem. Vedno bolj je aktualna
tudi analiza glikoma, rezultat katere daje vpogled v vrsto,
obseg in spremembo glikozilacije proteinov, kar dokazano
lahko vpliva na razvoj Stevilnih avtoimunskih bolezni.

SKLEP

Katedra za klinicno biokemijo UL FFA Ze ve¢ desetletij tako
raziskovalno kot pedagosko razvija Stevilna diagnosticna
podro¢ja in tehnologije, kot so molekularna biologija, celi-
¢na biologija, translacijske preiskave, tkivno in celi¢no in-
zenirstvo. V tem obdobju smo prispevali k razvoju sloven-
ske stroke, prav tako pa v zadnjem obdobju aktivno
razvilamo diagnosti¢ne pristope, usmerjene k posamez-
niku. V zadnjem desetletju se naglo uveljavlja personalizi-
rana oz. precizna medicina, kjer diagnostika predstavija
glavno orodje, ki zdravstvene delavce (zdravnike in farma-
cevite) zalaga z informacijami, ki so osnova za implemen-
tacijo personaliziranih zdravljen;. Prihodnost personalizirane
medicine v Klini¢ni praksi je v tej fazi razvoja odvisna pred-
vsem od pripravijenosti zdravstvenih delavcev (farmacevtoy,
zdravnikov in strokovnjakov laboratorijske medicine) za
njeno implementacijo v klinicno prakso, kar pa je nepo-
sredno povezano z izobrazenostjo omenjenih deleznikov
na tem podroCju. V tem izobrazevalnem procesu bodo
pomembni vliogo odigrali tako Fakulteta za farmacijo z
vklju€evanjem omenjenih vsebin v Studijske programe far-
macije in laboratorijske medicine kot tudi Zbornica labora-
torijske medicine Slovenije (ZLMS) in Slovensko zdruzenje
za Kklini¢no kemijo in laboratorijsko medicino (SZKKLM) z
organizacijo izobrazevanj za strokovnjake iz prakse. Pri-
hodnji projekti na podroc¢ju personalizirane medicine bodo
(in deloma ze so) usmerjeni v izobrazevanje in seznanjanje
zdravstvenih delavcev s temi pristopi.

ZAHVALE

Avtorji se zahvaljujgjo vsem ¢lanom Katedre za klinicno
biokemijo UL FFA, ki so sodelovali pri nastajanju v ¢lanku
opisanih rezultatov, pa niso sodelovali pri pisanju tega
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Vidu Mlakarju, asist. dr. Simoni Jurkovi¢ Mlakar, dr. Jerneju
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