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Inducirane pluripotentne maticne celice in mozZnosti njihove
uporabe pri zdravljenju dednih bolezni koze

Induced pluripotent stem cells and their potential for the development of therapeutic
approaches for hereditary skin disorders
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lzvlecek

Leta 1962 je Gurdon odkril, da je specializacija celic reverzibilna; jedro v jaj¢ni celici Zabe je nadomestil z jedrom iz Cre-
vesne celice. Iz spremenjene jajcne celice se je razvil paglavec. Leta 2006 je Yamanaka odkril, kako je mogoce z uporabo
le nekaj genov reprogramirati odrasle misje celice v stanje, ki je podobno embrionalnim celicam. Tako pridobljene celice
so poimenovali inducirane pluripotentne maticne celice, ki se lahko razvijejo v vse vrste celic v telesu, zato so obetavno
orodje za razli¢ne pristope zdravljenja, ki temeljijo na celi¢ni terapiji. Gurdon in Yamanaka sta za odkritje, da je mogoce
dozorele celice reprogramirati v pluripotentno stanje, leta 2012 prejela Nobelovo nagrado za fiziologijo. V tem prispevku
bomo prikazali kratek pregled dognanj na tem podrocju, pri cemer bomo poudarili podrocje skupine redkih dednih bolez-
ni krhkosti koze.

Abstract

In 1962, Gurdon discovered that cell specialization is reversible; he replaced the nucleus in a frog egg cell with a nucleus
from an intestinal cell, and the altered egg cell developed into a tadpole. In 2006, Yamanaka discovered how by using just
a few genes, adult mouse cells could be reprogrammed into a state similar to embryonic cells. The cells obtained in this
way were called induced pluripotent stem cells, which can develop into all types of cells in the body, thus being a prom-
ising tool for various treatment approaches based on cell therapies. Gurdon and Yamanaka won the 2012 Nobel Prize in
Physiology for discovering mature cells’ potential to be reprogrammed into a pluripotent state. In this paper, we will briefly
review findings in this field, emphasizing the group of rare hereditary diseases of skin fragility.
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1 Uvod

Diferencirane somatske celice je mozno dediferen-
cirati v stanje, podobno pluripotentnosti oziroma toti-
potentnosti s prenosom jedrne vsebine somatskih celic
v oocite (1) ali z zlitjem somatskih z embrionalnimi
mati¢nimi celicami (angl. embryonal stem cells, ES-ce-
lice) (2,3). Takahashi in Yamanaka (4) sta leta 2006 us-
pes$no inducirala stanje pluripotentnosti v misjih odra-
slih fibroblastih, gojenih v kulturi, pri pogojih rasti za
ES-celice z izrazanjem le 4 rastnih faktorjev, in sicer:
Oct3/4, Sox2, c-Myc in Klf4. Nastale celice so imenovali
inducirane pluripotentne mati¢ne celice oz. iPS-celice

(angl. induced pluripotent stem cells). iPS-celice so ka-
zale morfologijo in rastne lastnosti ES-celic, izrazale pa
so tudi tipi¢ne oznacevalce za ES-celice (Slika 1). Pod-
kozna presaditev iPS-celic je v miskah sprozila nastanek
tumorjev, ki so vsebovali celice razli¢nih tkiv iz vseh treh
zarodnih plasti (t.i. test teratoma). Po injiciranju misjih
iPS-celic v misje blastociste so celice prispevale k razvo-
ju misjih zarodkov brez stranskih u¢inkov. Takahashi in
sodelavci (5) so nato leta 2007 reprogramirali tudi hu-
mane dermalne fibroblaste. Nastale humane iPS-celice
so bile prav tako podobne ES-celicam: izrazale so rastne

Slika 1: Morfologija in izrazanje nekaterih rastnih faktorjev pri iPS-celicah.

»

(A) Vzpostavljanje iPS-celi¢ne linije s pomodjo fibroblastov kot t.i. “hranilnega sloja” (angl. feeder layer). Na sliki so vidni manjsi
otocki reprogramiranih celic, 10-kratna povecava. (B) Tipicen izgled iPS-celic, ki spominja na embrionalne celice. Celice so
zelo majhne v primerjavi z odraslimi oz. diferencirane somatske celice, z velikimi jedri in tesno zbite, 40-kratna povecava. (C)
Izgled vecljega otocka iPS-celic pri4-kratni povecavi. Celice rastejo tesno skupaj in so majhne. Zato se posamezne celice tezko
med seboj locijo. (D) iPS-celice mocno izraZajo nekaj rastnih faktorjev, ki se izraZajo v jedru in so znacilni za embrionalne in

pluripotentne maticne celice, med katerimi sta tudi Nanog (D) in Oct (E).
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faktorje ES ter se v laboratorijskih pogojih lahko razvile
v celice vseh 3 zarodnih plasti.

Tehnologija pridobivanja iPS-celic omogoc¢a nasta-
nek celic, ki imajo nekatere lastnosti ES-celic, kot je plu-
ripotentnost in, vsaj teoreti¢no, neomejena proliferaci-
ja. Hkrati ni eti¢nih pomislekov glede njihove uporabe
za pridobivanje odraslih celic in tkiv. Tako se je zacelo
obdobje razvoja iPS-celi¢nih linijj iz razli¢cnih humanih
somatskih tkiv/celic ne le v smislu razvoja novih model-
nih sistemov za preucevanje bolezni, za mnozi¢no testi-
ranje aktivnih ucinkov in za nova zdravila, temve¢ tudi
kot osnova za razvoj pristopov za celi¢ne terapije (Slika
2). Pri slednjem je izjemnega pomena imunski odgovor
in moznost zavrnitve presadka, ko gre za presaditev alo-
geno pridobljenih celic iz iPS-celi¢nih linij. Pri tem so
najpomembnejsi antigeni ABO, HLA razreda I (HLA-A,
-B in -C) in II (HLA-DR, -DP in -DQ), manjsi antigeni
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histokompatibilnosti in dejavniki, kot je KIR oziroma
imunoglobulinom podobni receptorji celic ubijalk (angl.
natural killer cells, NK). Slednji so druzina visoko poli-
morfnih receptorjev, ki uravnavajo delovanje ¢loveskih
NK-celic. Ljudje nosimo podtipa HLA (par), katerih iz-
razanje je odvisno od etnic¢ne pripadnosti in geografske-
ga porekla posameznika. Da bi preprecili zavrnitev pre-
sadka, je potrebna sistemska imunosupresija z zdravili,
kar vkljucuje resna dodatna tveganja za zdravje bolni-
kov. Zato je za uvajanje tovrstnih iPS-celi¢nih terapij po-
membna selekcija darovalcev tkiv za pripravo iPS-celic,
ki so homozigotni za HLA haplotipe. S tem omogocijo
ujemanje oznacevalcev HLA bolnikov, ki so heterozigoti
za te haplotipe. Pred leti so izracunali, da bi npr. v ZDA
100 haplotipsko homozigotnih iPS-celi¢nih linij omogo-
¢alo visoko stopnjo ujemanja tkiv za potrebe alogenih
celi¢nih terapij pri 78 % evropskih Americ¢anov, 63 %
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Slika 2: Priprava avtolognih iPS-celic in moZna uporaba za avtologno celi¢no terapijo in iskanje novih zdravil.
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azijskih Ameri¢anov in 45 % Afroamericanov (6).

Pred 10 leti so predlagali ustanovitev mednarodne
mreze iPS-celi¢nih bank, skladno z GMP pogoji dela, v
katerih bodo hranili celi¢ne linije, homozigotne za obi-
¢ajne haplotipe HLA (7). Na svetovni ravni bi s tem dobili
t.i. »haploknjiznico« linij iPS-celic, ki bi omogocala naj-
vecjo mozno pokritost svetovnega prebivalstva za celi¢ne
terapije. Global Alliance for iPSC Therapies (GaiT, http://
www.gait.global) je neprofitna svetovna organizacija, v
kateri sodelujejo tako razli¢ne zdravstvene in raziskoval-
ne ustanove kot tudi podjetja. Njen namen je omogociti
razvoj in dostop do klini¢nih in haplotipiziranih iPS-celic
za razvoj celi¢nih terapij. Leta 2020 je mreza GAiT imela
ze 500 ¢lanov iz 17 drzav. Na ravni EU je pravkar zacela
delovati tudi akcija COST HAPLO-iPS, katere ¢lani smo
(https://www.cost.eu/actions/CA21151/ - Generation of
human induced pluripotent stem cells from HAPLO-se-
lected cord blood samples). Namen je ustanovitev celi¢ne
banke darovalcev najbolj pogostih HLA haplotipov, s ka-
terimi bi lahko pokrivali potrebe ¢im vecjega dela evrop-
ske populacije za celi¢ne terapije. Nato bi pripravili kli-
ni¢nim aplikacijam namenjene povsem okarakterizirane
celice iPS iz homozigotnih donorjev HLA. Mreza bi obe-
nem skrbela za standardizacijo postopkov pridobivanja
osnovnega materiala (tkiv), postopkov priprave, karakte-
rizacije ter hranjenja iPS- celic in za potrebno infrastruk-
turo. Med cilji je tudi poenotenje obstojec¢ega znanja na
ravni EU oziroma izenacenje na isto raven. Kratkoro¢ni
cilj je, da se v naslednjih 2 letih pripravi pregled moznih
produktov, ki bi jih lahko razvili do predklini¢ne ravni. V
mozne ciljne skupine so bili opredeljeni predvsem bolni-
ki z rakom (T-celice, NK-celice in makrofage, ki so pri-
dobljene iz iPS-celic iz banke celic HAPLO-iPS) ter tudi
mozne aplikacije v regenerativni medicini, pri presaditvi
organov in pri avtoimunskih boleznih. Uredili bodo tudi
register tako pripravljenih iPS-celic in njihovih deriva-
tov. Sicer v evropskem okolju Ze obstaja register iPS-celic
(https://hpscreg.eu/), ki so jih pridobili iz razli¢nih tkiv
oziroma diferenciranih celic, pri ¢emer so upostevali
dolocene standarde priprave in karakterizacije. Zal za-
enkrat te celice niso namenjene terapevtskim namenom,
vendar bi se v prihodnosti lahko nasel klini¢ni namen
tudi za nekatere od njih. Pri uporabi alogenih iPS-celic in
njihovih derivatov se je v zadnjih letih pojavila kot moz-
nost genetske manipulacije genov HLA in znizanje ali
popolno uti$anje izrazanja proteinov HLA, ki s tem ne bi
aktivirali imunskega odziva v prejemniku - pri bolniku.
Doslej so to s pristopi RNA interference in CrisprCas9
genskega preurejanja eksperimentalno dosegli tako pri
razli¢nih tipih primarnih celic kot tudi pri iPS-celicah in
embrionalnih celicah (8-10).
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Po drugi plati je avtologne iPS celice teoreti¢no moz-
no pripraviti iz celic vsakega bolnika. Avtologni vir za-
gotavlja, da bi terapije bile naravnane na vsakega bolnika
posebej in brez potrebe po imunosupresiji. Kljub temu
so se pojavili tudi primeri, ko so avtologni presadki
izzvali imunski odgovor zaradi epigenetskih sprememb,
somatskih mutacij ali zaradi genetske nestabilnosti iPS-
-celic na splosno (11-13). Slaba plat avtolognih terapij so
predvsem visoki stroski ter cas, ki je potreben za njiho-
vo pripravo. Doslej so pri ¢cloveku opravili le 3 studije,
ki so zajemale presaditev avtolognih somatskih celic,
pridobljenih iz iPS-celic: pri zdravljenju degenerativnih
procesov oc¢esne makule (s pridobljenimi celicami iPS
mrezni¢nega pigmentnega epitela), zdravljenju Parkin-
sonove bolezni (z iPS pridobljenimi dopaminergi¢nimi
nevroni) in zdravljenju trombocitopenije (z iPS pridob-
ljenimi trombociti). V slednji 1 leto po presaditvi niso
ugotovili stranskih uc¢inkov (japonski register klini¢nih
$tudij jRCTa050190117), medtem ko v drugih dveh pri-
merih niso zasledili stranskih u¢inkov tudi 4 leta po pre-
saditvi (14-16). Veliko ve¢ klini¢nih poskusov poteka/je
potekalo z iPS celicami iz alogenih virov, okoli 15 (17).

2 Koza

Terapije z iPS-celicami so zaradi dostopnosti koze ze-
lo obetavne na podrocju genodermatoz tako za odvzem
materiala bolnikov kot tudi za presaditev oziroma aplici-
ranje moznih terapij. Koza je najvecji organ c¢loveskega
telesa, ki prekriva okoli 2 m* povrsine in pri povprecni
telesni masi zajema 6-8 kg. Njena glavna naloga je zas-
¢ita pred zunanjimi vplivi, kot so patogeni, UV sevanje,
mehanske poskodbe in kemijski vplivi. iPS-celice imajo
velik potencial tako za razvoj celi¢nih in tkivnih modelov
bolezni kot tudi kot izvor keratinocitov in drugih koznih
celic. To je $e posebej pomembno, ker je celi¢ni material
bolnikov omejen.

Sirok obseg uporabnosti celi¢nih terapij v dermatolo-
giji je posledica zgradbe koze ter funkcije celic in protei-
nov, ki pri tem sodelujejo. Koza je sestavljena iz 3 plasti.
Spodnjo plast imenujemo hipodermis oz. podkozje, sledi
ji dermis oz. usnjica, zgornjo plast, ki je neposredno iz-
postavljena zunanjemu okolju in njegovim vplivom, ime-
nujemo epidermis oz. povrhnjica (Slika 3).

Hipodermis je najgloblja plast koze, sestavljena iz ve-
zivnega in mascobnega tkiva. Njegova glavna naloga je
toplotna izolacija telesa in shranjevanje energije ter varo-
vanje organov, kosti in misic pred poskodbami.

Dermis je vezivno tkivo, ki je prepleteno s $tevilnimi
zivci in zilami ter koznimi priveski. Nudi strukturno in
prehransko podporo kozi, saj jo oskrbuje s kisikom in
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Slika 3: Histologija koze.

Debelina epidermisa, dermisa in hipodermisa se razlikuje
glede na dele telesa, na katerem se nahaja; npr. na podplatih
in dlaneh je zadebeljena, medtem ko je na obrazu tanka.

hranilnimi snovmi ter odvaja odpadne snovi. Razdeljen
je na papilarni (zgornji) in retikularni (spodnji) dermis.
Glavna sestavina dermisa je zunajceli¢ni matriks, ki vse-
buje pretezno kolagenska in elastinska vlakna. V ¢love-
skem telesu je 28 razli¢nih tipov kolagenov. Kolagenska
vlakna imajo izredno kompleksno strukturo. V osnovi gre
za dozorevanje osnovne molekule proteina kolagena, ki
tvori superheliks na strukturo iz treh a-verig. Vsaka ve-
riga vsebuje 1.400 aminokislin, vsak zavoj pa vsebuje le
3 aminokisline. Nastajanje superheliksa omogoca pono-
vitev 3 aminokislin: Gly-X-Pro ali Gly-X-Hyp, od katerih
je hydroksi prolin (Hyp) zelo pomembna aminokislina, ki
nastane s hidroksilacijo prolina. Za to je potreben vitamin
C, ki deluje kot reducent za encim prolin hidroksilazo.
Pomankanje vitamina C povzroca skorbut, ki povzro-
¢i krvavenje dlesni, izpadanje zob, degeneracijo kosti in
slabo celjenje ran. Verige kolagena v superheliksu so zelo
tesno ovite druga okoli druge, kar omogoc¢a majhna ami-
nokislina glicin. Tako nastane t.i. tropokolagen, ki se nato
povezuje z drugimi molekulami tropokolagena. Za nasta-
nek posameznega kolagenskega vlakna oziroma fibrile jih
je potrebnih do 1.000 (Slika 4, A in B). Kolagen zajema
skoraj ¢etrtino vseh proteinov v telesu. Kolagene najdemo
v vseh cloveskih tkivih, Se posebej v kitah in kozi. Odgo-
voren je za zagotavljanje oblike in opore koze. Kolagena
tipa I in III sta v najvecji meri prisotna v dermisu odraslih.
Papilarni dermis vsebuje predvsem kolagen tipa III, ki je
razporejen v tanka, slabo organizirana vlakna, medtem ko
retikularni dermis vsebuje predvsem kolagen tipa I, ki je
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razporejen v velika, debela in dobro organizirana vlakna.
Dermis vsebuje stiri glavne vrste celic: fibroblaste, dermal-
ne dendriti¢ne celice, makrofage in mastocite. Fibroblasti
so metabolno zelo aktivne celice, ki skrbijo za vzdrzevanje
in preoblikovanje vezivnega tkiva tako, da sintetizirajo ko-
lagen in komponente zunajcelicnega matriksa. Dermalne
dendriticne celice in makrofagi igrajo pomembno vlo-
go pri prirojeni in pridobljeni imunosti, mastociti pa pri
sprozitvi imunskega in vnetnega odziva. Vse 3 vrste celic
izvirajo iz kostnega mozga. Poleg njih najdemo v dermisu
tudi krvne in limfne Zile, Zivéne koncice, ¢utilna telesca in
lasne korenine ter Zleze lojnice in znojnice (18).
Epidermis je zgornja, ve¢slojna plast celic koze, ki jo
vecinoma sestavljajo celice keratinociti, ki so izredno bo-
gati s strukturnim proteinom keratinom. Keratini so kom-
pleksni polimerni proteini, ki se tkivno in celi¢no speci-
ficno izrazajo v razli¢nih tkivih. Epidermalnih keratinov
je ve¢ kot 40. Keratine po aminokislinskem zaporedju in
strukturi uvrs¢amo v veliko druzino proteinov, ki tvorijo
intermediarne filamente (IF) celicnega citoskeleta. Ti so
razdeljeni v 2 od 6 skupin proteinov IF, v tip I, t.i. kisli
keratini, in v tip II, t.i. bazi¢ni keratini. Za razliko od osta-
lih proteinov IF so keratini obvezni heterodimeri doloce-
nega keratina tipa I z dolo¢enim keratinom tipa II. He-
terodimeri se nato zdruzujejo v kompleksnem zaporedju
in gradijo posamezne keratinske filamente, debeline okoli
10 nm, ki lahko vsebujejo tudi do 40.000 dimernih pode-
not. Keratinski citoskelet je precej razvejan in spominja na
mrezo (Slika 4, C in D). Keratini zagotavljajo ne le mehan-
sko odpornost, temve¢ so vkljuceni tudi v $tevilne funkci-
je celic in tkiv, kot so rast celic, proliferacija, celjenje ran
itd. (19). Priblizno 800 mutacij, ki prizadenejo keratinske
gene, je doslej Ze bilo povezanih z razli¢nimi keratinopati-
jami oziroma redkimi dednimi bolezni krhkosti celic (20).
V to skupino se uvrscajo tudi tevilne dedne bolezni krh-
kosti koze, patoloske spremembe nohtov in las, distrofija
rozenice pa tudi mozne patologije, kot so kroni¢no vnetje
Creves, razli¢ne bolezni jeter, ciroza jeter, pankreatitis itd.
(21). V razli¢nih slojih epidermisa se izrazajo razli¢ni ke-
ratini in epidermalni proteini (keratini 5, 14, 1, 10, 9, 2e,
filagrin, involukrin, lorikrin, transglutaminaze). Keratino-
citi v najnizji plasti epidermisa, v bazalnem sloju, se delijo
in razvijajo oziroma diferencirajo s procesom terminalne
diferenciacije. Pri tem se premikajo navzgor do najvisjega
oziroma mrtvega in poroZenelega sloja ploscatih ostan-
kov keratinocitov, ki je v neposrednem stiku z zunanjim
svetom in se nenehno lus¢i in nadomesca. Med procesom
terminalne diferenciacije keratinociti spreminjajo obliko
in izrazanje strukturnih proteinov ter na koncu odmrejo.
Za obnovo epidermisa so potrebni priblizno 4 tedni. Pri
tem igrajo pomembno vlogo razli¢ice proteina p63, ¢lana
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Slika 4: Najbolj pogosti strukturni proteini koZe.

(A) Struktura posameznih kolagenskih vlaken po negativnem
sencenju na transmisijskem elektronskem mikroskopu (TEM),
60.000-kratna povecava. Vidne so tipicne in ponavljajoce se
temnejSe proge (glej puscico), ki nastanejo zaradi tesnega
pakiranja posameznih kolagenskih fibril. (B) Kolagenska
vlakna v tkivu, histoloski preparat (puscica), 16-kratna
povecava. (C) Izgled keratinskega intermediarnega citoskeleta
keratinocitov na TEM pri negativnem sencenju (Stevilne vidne
svetle proge, ki se povezujejo druga na drugo, glej asterisk),
pri 30.000-kratni povecavi. (D) Pod UV svetlobo (keratin 14
je oznacen s fluorokromom), kjer kaze izredno mrezasto
strukturo (100-kratna povecava).

druzine transkripcijskih dejavnikov p53 (22). V epider-
misu najdemo tudi Merklove in Langerhansove celice ter
melanocite. Slednji so specializirane dendriti¢ne celice, ki
proizvajajo melaninske pigmentne granule. Merklove celi-
ce so mehanoreceptorji, medtem ko so Langerhansove ce-
lice epidermalne dendriti¢ne celice, ki so del adaptivnega
imunskega odziva (23) . Epidermis (bazalni sloj) in der-
mis sta fizicno povezana preko bazalne membrane, ki je
kompleks stevilnih strukturnih proteinov, kot so kolagen
7, kolagen 17, integrina a6 in 4 ter laminin.

3 Dedna bulozna epidermoliza in razvoj
celicnih terapij

Enako kot pri keratinih tudi mutacije v proteinih ba-
zalne membrane povzrocajo razlicne bolezni krhkosti
koze, med katerimi se dale¢ najbolj preucuje dedna bu-
lozna epidermoliza (BE). BE je skupina redkih genetsko
heterogenih koznih bolezni, za katere je znacilna krh-
kost koze, mehurji in poskodbe na sluznicah. Mutacije
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najdemo na kar 21 razli¢nih genih, ki kodirajo zunajce-
line in znotrajceli¢ne proteine, ki se izrazajo v epider-
misu, dermalno-epidermalnem stiku (DEJ) in dermisu
(24). BE razdelimo v razli¢ne podtipe glede na raven na-
stajanja mehurjev oziroma bullae, v BE simpleks (vezana
je predvsem na mutacije v keratinih 5 in 14), junkcijsko
BE ( povezana je z mutacijami laminina (proteina zunaj-
celi¢nega matriksa (ECM)) ali strukturnih komponent
hemidesmosomov (HD), tj. integrinskih podenot (a6
ali B4) ali kolagena XVII (180-kDa bulozni pemfigoidni
antigen, BP180), distroficno BE (vezana je na mutacije
v kolagenu VII) in Kindlerjev sindrom (povzrocajo ga
mutacije kindlina 1, ki je del celi¢nih struktur, imeno-
vanih fokalne adhezije (FA)) (25). Standardna terapija
za BE je uporaba ustreznih sodobnih oblog za rane ali
v redkih primerih presaditev koze v predelih razjed, re-
dno spremljanje in preprecevanje moznih zapletov ter
pogoste kontrole za zgodnje odkrivanje koznega raka.
Bolniki z BE imajo skrajsano zivljenjsko dobo in zmanj-
$ano kakovost Zivljenja, resnost je odvisna od klini¢nih
in genetskih podtipov. Kljub velikemu napredku na po-
dro¢ju zdravljenja BE uspesne terapije $e ni na voljo. Teh-
nologija iPS-celic je zanimiv vir moznih celi¢nih terapij
tovrstnih genodermatoz, saj je iPS-celice mozno pripra-
viti iz fibroblastov ali keratinocitov pacientov, izoliranih
iz biopsije koze (26-29). iPS-celice, pridobljene iz celic
bolnikov, je nato treba $e gensko popraviti, diferencira-
ti v zeleno vrsto celic in presaditi istemu darovalcu kot
avtotransplantat.

Posledica ponavljajo¢ih se mehurjev - bullae, ki vklju-
¢ujejo kozo, sluznice in prebavila in se pogosto celijo z
brazgotinami, je visoka smrtnost v mladosti, predvsem
zaradi agresivnega metastatskega plo$catoceli¢nega kar-
cinoma. Zaradi teh zapletov, ki imajo znaten druzbeno-
ekonomski vpliv, se velik del raziskav usmerja predvsem
v recesivno distroficno bulozno epidermolizo (RDBE).
Vzrok za RDBE so mutacije v genu COL7A1 oz. belja-
kovini tipa VII kolagena (C7), ki jo obi¢ajno proizvajajo
keratinociti in v manjsi meri fibroblasti. Igra pomembno
vlogo v fibrilnem sidrnem kompleksu (angl. anchoring
fibrils) v bazalni membrani.

Razvoj orodij za urejanje genov (angl. gene editing)
in njihova uporaba pri bolniku avtolognih iPS-celicah
sta pokazala obetavne rezultate. Gensko urejanje je omo-
gocilo natanc¢nejso korekcijo mutacij pri bolnikih z EB.
Izvedljivost so dokazali z uporabo inZeniranih nukleaz,
kot so meganukleaze, cinkovi prsti (ZFN), TALEN in
nazadnje s tehnologijo CRISPR/Cas9, ki je izboljsala hit-
rost in ucinkovitost pri popravilu mutacij v keratinocitih
in fibroblastih za RDBE (30-34). V teh pristopih gre za
popravilo genetskega zapisa, ki temelji na dvojnoverizni
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prekinitvi DNK, kar je lahko hkrati tudi tvegano. Nedav-
no so razvili tudi pristope urejanja posameznih nuklein-
skih baz (angl. base editing), ki omogocajo spremembo
Cv T (CBE)ali AvG (AGE), saj je velika ve¢ina mutacij
vezana na posamezne spremembe nukleotidov v DNK.
Urejanje baz zaenkrat kaze izjemno stopnjo uspe$nosti
in odsotnost moznih nezelenih zapletov, ki nastanejo pri
dvojnoveriznih prekinitvah genskega urejanja (35-37).
Uporabo tega pristopa za RDEB so testirali na primarnih
fibroblastih in iPS-celicah (38). Veliko naporov se usmer-
ja tudi v protokole diferenciacije iPS-celic v keratinocite
in fibroblaste, ki bi bili nato primerni za zdravljenje BE
(39-41). Keratinociti, ki so jih zaenkrat pridobili iz iPS-
-celic, imajo podobne morfoloske in bioloske lastnosti
kot primarne celice ter tvorijo epidermalne plahte celic,
ki izrazajo kolagen 7 (33,42). Gensko popravljeni kerati-
nociti, pridobljeni z diferenciacijo JBE in RDBE iPS-ce-
lic, lahko tvorijo tudi 3D ekvivalente koze (26,40,43-45).
V zadnjem casu so iPS-celice pripravili tudi iz T-celic
bolnikov z RDEB (46), iz bolnikov z bulozno epidermo-
lizo simpleks (28) ter iz zdrave osebe z najve¢jim mo-
znim S$tevilom ponovitev za gen filagrin, kar je idealna
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kontrolna celi¢na linija za $tudije kozne pregrade (47).
4 Zakljucek

Metodologija uporabe iPS-celic je kot osnova za ru-
tinsko zdravljenje redkih bolezni zaradi genomske ne-
stabilnosti samih iPS-celic in mozZnega spontanega ra-
zvoja teratomov Se vedno vprasljiva (48,49). V povezavi
s pristopi genetskega urejanja se odpirajo moznosti za
nastanek dodatnih nezazelenih sprememb. Keratino-
citi, pridobljeni iz iPS-celic, npr. hitro dosezejo stanje
senescence, kar pomeni, da bi bilo treba selekcionirati
celice, ki so po genetskem statusu ustrezne za nadaljnje
namnozevanje in zdravljenje. Vse nastete ovire predsta-
vljajo velik izziv za naslednjo stopnjo razvoja pristopov
celi¢ne terapije, ki temeljijo na iPS-celicah. Vsekakor pa
te tezave niso neresljive. Je le vprasanje casa, kdaj bodo
tovrstne terapije postale rutinske.

Izjava o navzkriZju interesov
Avtorji nimamo navzkrizja interesov.
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