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Nacrt dela na podrocju redkih bolezni za obdobje 2021 do 2030
Robert Medved, sekretar

Ministrstvo za zdravje

Ministrstvo za zdravje (v nadaljnjem besedilu ministrstvo) je Ze sorazmerno zgodaj
pristopilo k urejanju podro&ja redkih bolezni. Ze leta 2011 je bil pripravljen in leta 2012 sprejet prvi
Nacrt dela na podrocju redkih bolezni. Ob poteku veljavnosti prvega nacrta dela je ministrstvo
imenovalo delovno skupino, ki je pripravila Nacrt dela na podro¢ju redkih bolezni za obdobje 2021
do 2030, ki bo predstavljen v predavanju.

Na osnovi Nacrta dela na podrocju redkih bolezni za obdobje 2021 do 2030 in Akcijskega
nacrta za leti 2022 in 2023 je ministrstvo v letu 2022 uspelo zagotoviti tudi sredstva za financiranje
podroc¢ja redkih bolezni v Aneksu 1 k Splosnemu dogovoru za leto 2022 (v nadaljnjem besedilu
Aneks 1) v skupni vrednosti preko 4 mio EUR, in sicer 1.643.481,00 EUR letno za financiranje $tirih
specializiranih multidisclipinarnih timov za obravnavo redkih bolezni, slovenskega vozlis¢a za
evropske referencne mreze, centra za nediagnosticirane redke bolezni in registra redkih nemalignih
bolezni ter 1.926.868,24 EUR letno za uvedbo programa presejanja novorojencev za spinalno misi¢no
atrofijo, tezke prirojene okvare imunosti, cisti¢no fibrozo in kongenitalno adrenalno hiperplazijo.
Zgoraj omenjena financiranja so zagotovljena od 1. 9. 2022 dalje. Dodatno je bilo zagotovljenih Se
764.000,00 EUR letno za program celostne obravnave otrok in mladostnikov s cisti¢no fibrozo od 1.
1. 2023 dalje.

Podrodje redkih bolezni je trenutno eno izmed najhitreje razvijajo¢ih se medicinskih
podrocij, ki z razvojem medicinske genetike omogoca, da strokovnjaki odkrivajo nove bolezni
prakti¢no na dnevni ravni. Z Naértom dela na podrocju redkih bolezni za obdobje 2021 do 2030 Zeli
Ministrstvo za zdravje $e naprej zagotavljati bolnikom z redkimi boleznimi ustrezno in sodobno

oskrbo.



Evropske referenéne mreze v Sloveniji

Luca Lovrecié¢

Klinicni institut za genomsko medicino, UKC Ljubljana
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Ljubljana, Slovenija
e-mail: luca.lovrecic@kclj.si

Podrocje redkih bolezni (RB) je bilo prepoznano kot eden pomembnejsih izzivov na nivoju
EU, ki si je skupaj z nacionalnimi vladami zastavila cilj, da izboljSa prepoznavanje in zdravljenje RB
s krepitvijo sodelovanja na evropski ravni, z usklajevanjem in podpiranjem nacionalnih naértov za
RB ter z direktivo o pravicah pacientov pri ¢ezmejnem zdravstvenem varstvu. Tako je Evropska
komisija z delegiranim sklepom komisije doloc¢ila merila in pogoje, ki jih morajo izpolnjevati
evropske referencne mreZe in izvajalci zdravstvenega varstva, ki se Zelijo pridruziti mreZi ter z
izvedbenim sklepom dolocila merila za ustanavljanje, vrednotenje evropskih referenénih mrez in
njihovih ¢lanov ter laZjo izmenjavo informacij in strokovnega znanja.

Ustanovljenih je bilo 24 evropskih referenénih mrez (ERM), razdeljenih po tematskih
podrodjih. Te virtualne mreze povezujejo izvajalce zdravstvenih storitev po celi Evropi s ciljem
zdravljenja kompleksnih in redkih boleznih, ki zahtevajo visoko specializirano obravnavo ter
koncentracijo znanja in virov. Pricakuje se, da bodo ERM pomembno okrepile svoje zmogljivosti in
tako pomagale tiso¢em evropskih bolnikov, ki trpijo za redkimi ali kompleksnimi boleznimi. Glavni
cilji ERM so izboljsanje ozavesc¢enosti o RB in njihovih kompleksnih klini¢nih znakih in simptomih
tako v lai¢ni kot v strokovni javnosti, izboljSanje moznosti za zgodnjo in natan¢no diagnozo in ¢im
bolj u¢inkovito zdravljenje, ¢e je na voljo. V vsem tem je veliko deleznikov, ki pokrivajo vsa podrocja
- prepoznavanje, diagnostiko, zdravljenje, podporno terapijo, sodelovanje z zdruZzenji bolnikov,
psiholosko in socialno podporo. Praviloma lahko le terciarne zdravstvene institucije na nivoju
drzave pokrivajo vsa ali vec¢ino tematskih podrocij.

Zaradi specifike posameznih drzav ¢lanic je predvideno, da so specializirani centri v drzavi
prepoznani in imenovani na nivoju ustreznih teles, v Sloveniji s strani Ministrstva za zdravje. Nato
lahko kandidirajo za pridruzevanje v posamezno referen¢no mrezo na nivoju Evrope.

V majhnih drzavah predstavljajo redke bolezni Se vedji izziv. Mnoge se pojavljajo s
prevalencami 1/50.000, celo 1/1.000.000, kar pomeni, da se v povprecju zdravnik v svoji strokovno
delovni karieri praviloma ne srea z bolnikom ali pa obravnava samo enega. V 80 % so RB
genetskega izvora. Obravnava RB je zaradi njihove redkosti, genetske narave, prizadetosti vec¢
organskih sistemov in kroni¢nega poteka bolezni specificna. Njihova redkost zahteva
multidisciplinarni pristop, specialisticno obravnavo z visoko usposobljenimi strokovnjaki,
specialno diagnostiko, prav tako je kompleksno zdravljenje. Zaradi kroni¢ne narave teh bolezni je
potrebna psiholosko in socialna podpora, zaradi genetske narave so pogosto prizadete in v
obravnavi cele druzine. Ker je redkih bolezni preko 6000 je nemogoce biti kompetenten za vse. Se
ved, nemogoce je, da bi pri¢akovali, da ima Slovenija vrhunske strokovnjake za vsako izmed njih ali
za skupine posameznih boleznih na vseh trenutno obstojec¢ih 24 tematskih podrocjih/skupinah, za
katere so ERM Ze ustanovljene. Nenazadnje pa znanje na podro¢ju RB eksponentno narasc¢a in

posledi¢no narasca tudi Stevila novo prepoznanih RB.
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Tudi Evropska komisija je predvidela, da ni mogoce, daimamo vse drzave ¢lanice vrhunske
referen¢ne centre za vsa podrocja redkih bolezni, ter tako predvidela razliéne oblike ¢lanstva:
polnopravno ¢lanstvo, pridruZzeno c¢lanstvo ter posebno obliko, takoimenovano koordinacijsko
sredisce/vozlis¢e za ve¢ razlicnih ERM mrez. Slednje bi tako strokovno povezovalo ustrezne
izvajalce zdravstvenega varstva in strokovne centre tako na nivoju EU kot tudi nacionalno.

Ministrstvo za zdravije je s sklepom Ze imenovalo Klini¢ni institut za genomsko medicino,
Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Slovenija, kot nacionalno vozlis¢e za evropske referen¢ne
mreZe, h katerim se Slovenija ni prikljucila kot polnopravna ali pridruzena ¢lanica. Na ta nacin je

Slovenija uspesno povezana v vseh 24 evropskih referen¢nih mrez.
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Slika 1: Clanstvo Sloveniji v evropskih referenénih mrezah
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Nacionalni register bolnikov z redkimi nemalignimi

boleznimi
Urh Groselj

KO za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni, Pediatricna klinika,
UKC Ljubljana;
Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

V EU so redke bolezni (RB) opredeljene kot tiste, ki prizadenejo 5/10.000 oseb. Ve¢ RB Ze
odkrivamo s programom presejanja novorojencev tudi v Sloveniji. Skupaj obstaja preko 8.000
razli¢nih RB, ki po nekaterih ocenah skupno prizadenejo 6-8 % prebivalstva. RB so praviloma tudi
kroni¢ne, pogosto tudi napredujoce in degenerativne. V 80 % primerov so RB genetskega izvora; v
okrog 70 % prizadenejo pediatri¢no populacijo; pogosto so neozdravljive in neredko tudi Zivljenje
ogrozujoce. RB s tem pogosto moc¢no zaznamujejo kakovost Zivljenja bolnikov in njihovih bliznjih.
RB imajo veliko skupnih znacilnosti in drugih posebnosti, ki v praksi predstavljajo resne izzive za
zdravstvene delavce in zdravstveni sistem pri zagotavljanju uspesnega zdravljenja te skupine
pacientov. Ceprav za ve¢ino RB ne poznamo zdravila, pri nekaterih lahko prepre¢ujemo zaplete ali
z razli¢nimi medicinskimi posegi izboljsujemo kakovost Zivljenja bolnikov. Glede na to, da v Evropi
RB prizadanejo skupaj kar 30 milijonov ljudi (in priblizno 400 milijonov po vsem svetu), je nujno
potreben sistemati¢ni javno-zdravstveni pristop k temu problemu. V Sloveniji je po nekaterih grobih
ocenah priblizno 150.000 bolnikov z RB, kar pomeni, da je to podrocje zelo pomembno za slovenski
zdravstveni sistem. Redkost teh bolezni pogosto po eni strani povzroca teZave pri njihovem
prepoznavanju in zgodnjem diagnosticiranju, po drugi strani pa kroni¢nost teh bolezni pogosto
zahteva kompleksno in dolgotrajno zdravljenje in celostno obravnavo. Natan¢ni epidemioloski
podatki so pomembni, da lahko bolje prikazejo dejanske potrebe pri obravnavi teh pacientov, tudi
v luci obstojecih kapacitet ali njihovega prihodnjega nac¢rtovanja.

Registri RB v tem smislu predstavljajo enega temeljnih instrumentov za zbiranje
epidemioloskih podatkov, spremljanje RB ter omogocajo podlago za epidemioloske ali klini¢ne
raziskave in lahko na ta na¢in mo¢no prispevajo k izboljsanju na¢rtovanja zdravstvenega varstva in
zdravljenja bolnikov z RB. Zato so informacijske in komunikacijske tehnologije (IKT) zelo
pomembne v celovitem ekosistemu RB, saj pomagajo pri zbiranju, shranjevanju, analizi in poro¢anju
ustreznih podatkov o RB. V tehnoloskem in podatkovnem smislu register RB predstavlja bazo
podatkov vkljuc¢enih posameznikov, ki vsebujejo jasno opredeljen nabor zdravstvenih in
demografskih podatkov, zbranih za javno-zdravstveni (epidemioloski) namen. Po drugi strani pa
bi bilo mogoce registracijo opredeliti kot proces neprekinjenega sistematicnega zbiranja podatkov o
pojavu in znacilnostih proucevanih zdravstvenih pojavov, da se zagotovi celovita ocena njihovega
obsega in vpliva na prebivalstvo in je tako mogoce zahtevane ukrepe uc¢inkoviteje nacrtovati. Poleg
tega lahko registri omogocajo nadzor razsirjenosti in pojavnosti RB, opazovanje drugih pomembnih
parametrov in omogocajo utemeljeno vrednotenje razli¢nih vidikov zdravstvene oskrbe, izidov
zdravljenja ter naravnega poteka bolezni te skupine bolnikov. Kakovostni registri RB zagotavljajo
koristno in veljavno platformo v vseh fazah dokazovanja utemeljene zdravstvene politike in lahko

pomembno prispevajo k napredku pri obvladovanju RB na splo$no. Iz teh razlogov je razvoj
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registrov RB prepoznan kot ena od prednostnih nalog EU na podrocju spremljanja in nadzora RB,
kar dokazujejo posebna priporocila in ukrepi za podporo razvoju taksnih registrov v razli¢nih
zdravstvenih resolucijah in strateskih dokumentih EU.

Nacionalni register redkih nemalignih bolezni (RRNB) je bil vklju¢en v predlagano
spremembo Zakona o zbirkah podatkov o zdravstvenem varstvu (ZZPPZ, Uradni list RS, st
Republika Slovenija, $t. 65/00, 47/15, 31/18). Ze v okviru CRP »Analiza in razvoj redkih bolezni v
Sloveniji« (2015-2017) so bila oblikovana izhodis¢a za razvoj registra RB v Sloveniji, o ¢emer smo
kasneje porocali v znanstveni in strokovni literaturi. Zatem je bila v letu 2020 formirana delovna
skupina za vzpostavitev RRNB v okviru Ministrstva za zdravje. Koncem leta 2023 bomo
predvidoma po nekaj letih priprav v prakso implementirali RRNB, v novembru 2023 Ze nacrtujemo
izvedbo prvih registracij pacientov. V letu 2024 nacrtujemo ustrezno kadrovsko, tehni¢no in
prostorsko ureditev RRNB, in SirSo implementacijo RRNB v Sloveniji, z aktivnim vklju¢evanjem

vseh klju¢nih deleznikov in strokovnjakov, ki se ukvarjajo s podro¢jem RB.

Viri:

1.Choguet, R., Maaroufi, M., de Carrara, A., Messiaen, C., Luigi, E., Landais, P. (2015). A methodology for a
minimum data set for rare diseases to support national centers of excellence for healthcare and research. | Am Med Inform
Assoc JAMIA, 22(1), 76-85.

2. European Union Committee of Experts on Rare Diseases - EUCERD (2013). Recommendations on Rare
Disease Patient Registration and Data Collection. European Commission, Brussels.

3. Eurordis (2013). Rare disease patient registries. Policy fact sheet. EURORDIS - Rare Diseases Europe,
European Commission, Brussels.

4. Stanimirovic D, Murko E, Battelino T, Groselj U. Development of a pilot rare disease registry: a focus group
study of initial steps towards the establishment of a rare disease ecosystem in Slovenia. Orphanet | Rare Dis. 14(1):172.

5. Stanimirovic D, Murko E, Battelino T, Groselj U. Charting Early Developmental Trajectory of a Pilot Rare
Disease Registry in Slovenia. Stud Health Technol Inform. 2020 Jun 26;272:213-216.

10



Odkrivanje novih genov za redke bolezni
Ales Maver

Klinicni institut za genomsko medicino, UKC Ljubljana

Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Ljubljana, Slovenija

Redke bolezni predstavljajo enega vodilnih zdravstvenih izzivov v danasnjem c¢asu. Preko
80% redkih bolezni se pojavi zaradi patoloskih sprememb v zapisu c¢loveskega genoma.
Opredelitev vzrocne spremembe v dednem zapisu je temelj za potrditev diagnoze, spremljanja
bolnikov, preventivnih ukrepov, pogosto pa Sele na podlagi ugotovljene spremembe pri
nediagnosticiranih bolnikih postavimo diagnozo, kar v posameznih primerih lahko neposredno
vpliva na obravnavo bolnikov in zdravljenje.

Poznavanje etiologije genetskih bolezni je osnovni pogoj, ki omogoca postavitev diagnoze,
ustrezno spremljanje in napovedovanje bolezni v druZini in pri potomcih. Nove tehnologije
sekvenciranja nove generacije so v zadnjem casu diagnostiko bistveno pospesile in jo naredile
dostopno v slovenskem zdravstvenem sistemu. Kljub temu pri preko 50% bolnikov v doslej
znanih genih ne ugotovimo molekularnega vzroka tezav in bolniki ostanejo nediagnosticirani.

Nove genomske metode, predvsem sekvenciranja nove generacije, smo v Sloveniji vpeljali
v zdravstveni sistem med prvimi drzavami v Evropi, kar je v zadnjem casu poleg bistveno
ucinkovitej$e diagnostike omogocilo tudi moznost hitrega odkrivanja novih vzrokov genetskih
bolezni. Na Klini¢nem institutu za genomsko medicino smo z vpeljavo izvirnih bioinformatskih
poti, povezovanjem z mednarodnimi centri in doslednim vklju¢evanjem v mednarodna omrezja
nediagnosticiranih bolnikov, uspeli v zadnjem desetletju prispevati pri odkritju preko 15 novih
povezav med geni in dednimi boleznimi ¢loveka. Omenjena odkritja vkljuc¢ujejo nove vzroke
epilepsije, nevrorazvojnih motenj, sindroma prezgodnje staranja, kardioloskih bolezni in drugih.
Nove povezave vkljucujejo tako identifikacijo genov, ki doslej Se niso bili povezani z dednimi
boleznimi, odkrivanje novih genetskih sindromov, kakor tudi ugotavljanje novih genetskih
bolezni oziroma sindromov, s katerimi so povezani Ze znani geni. Nase izkusnje kaZejo, da pri
vsakem 300-tem bolniku, pri katerem opravimo analizo eksomskega ali genomskega
sekvenciranja, ugotovimo najdbe, s katerimi dopolnimo trenutno poznavanje redkih genetskih
bolezni in njihovih vzrokov.

Poglobljena analiza podatkov eksomskega in genomskega sekvenciranja in dosledna raba
mednarodnih omreZij za nediagnosticirane bolnike sta v zadnjem desetletju omogo¢ili povsem
nove moznosti za odkrivanje novih vzrokov genetskih bolezni v slovenskem prostoru. Pri
Stevilnih bolnikih s tem skrajsamo vecletno iskanje diagnoze na dobo nekaj mesecev. Identifikacija
novih povezav med geni in redkimi boleznimi pri ¢loveku je tako postala nov izhod genetskega

testiranja tudi v rutinski diagnosti¢ni obravnavi.

11



Postopek pridobitve dovoljenj za promet z zdravili sirotami v
Evropski uniji

Ana Vidensek Podgorelec
Javna agencija Republike Slovenije za zdravila in medicinske pripomocke

1. Zakonodaja Evropske unije na podro¢ju zdravil sirot

Z namenom podpore razvoja novih zdravil za zdravljenje redkih bolezni (zdravil sirot) in
spodbuditve vedjega dostopa do tak$nih zdravljenj v Evropski uniji (v nadaljevanju EU), je
Evropska komisija leta 2000 sprejela Uredbo (ES) st. 141/2000 o zdravilih sirotah (v nadaljevanju
uredba). Uredba je uvedla spodbude in regulativnhe nagrade za razvijanje zdravil za bolnike z
redkimi boleznimi, saj je bilo zanimanje farmacevtske industrije za razvoj zdravil sirot zaradi trzne
nezanimivosti nezadostno (1).

1.1.  Definicija zdravila sirote

V skladu z uredbo so zdravila sirote definirana kot zdravila, ki so namenjena za
diagnosticiranje, preprecevanje ali zdravljenje zelo resnih, to je zivljenjsko ogrozajocih ali kroni¢no
izérpavajocih zelo redkih bolezni, ki prizadenejo do najve¢ 5 na 10 000 oseb in za katere ni druge
zadovoljive metode zdravljenja. Obenem zanje ni verjetno, da bi bil promet z njimi brez spodbud
dovolj donosen za upravi¢enje potrebne nalozbe v raziskave in njihov razvoj (2).

1.2.  Dolocitev oznake za zdravilo sirota

Za zdravila sirote pred dovoljenjem za promet, torej e v fazi razvoja, poteka pridobitev
dolo¢itve oznake za zdravilo siroto, kar pomeni, da so pravne ali fizi¢ne osebe, ki razvijajo ta
zdravila, upravi¢ene do znanstvenih in finan¢nih spodbud pri razvoju zdravila npr. brezpla¢no
strokovno svetovanje za ustrezno nacrtovanje predklini¢nih in klini¢nih Studij ter zniZzane
pristojbine za postopek pridobitve dovoljenja za promet. Doloc¢itev oznake za zdravilo siroto, ki
pomeni oceno ali zdravilo zadosti pogojem, ki so definirani za opredelitev zdravila sirote, poteka v
okviru znanstvenega Odbora za zdravila sirote, ki je strokovni organ pri Evropski agenciji za
zdravila (3).

Odbor za zdravila sirote je v obdobju od leta 2000-2022 obravnaval 4.198 vlog za dolo¢itev
oznake zdravila sirote, od katerih jih je za oznako zdravila sirote predlagal 2.748. Od prvotnih 4.198
zdravil pa jih je le priblizno 231 v nadaljevanju postopka pridobitve dovoljenja za promet pridobilo
status zdravila sirote in izpolnilo tudi vse druge pogoje (dokaz kakovosti, u¢inkovitosti in varnosti)
za pridobitev dovoljenja za promet oziroma za prihod na trzisce (4).

1.3.  Pridobitev dovoljenja za promet z zdravilom sirota

Odbor za zdravila v humani medicini pri Evropski agenciji za zdravila pripravi znanstveno
oceno kakovosti, varnosti in ucinkovitosti zdravila sirote po centraliziranem postopku, ki je za
zdravila sirote obvezen. V odboru sodelujejo najvidnejsi strokovnjaki medicinske, farmacevtske in
drugih strok iz vseh drzav ¢lanic EU, tudi iz Slovenije. Izdelano stalis¢e odbora se odrazi v mnenju
Evropske agencije za zdravila, ki je podlaga za nadaljnji postopek izdaje dovoljenja za promet z
zdravilom pri Evropski komisiji. V primeru ugotovljenega pozitivhega razmerja med koristmi in

tveganji pri uporabi zdravila je izdano dovoljenje veljavno v vseh drzavah ¢lanicah EU, torej tudi v
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Sloveniji. Evropska komisija javno objavlja podatke o vseh izdanih dovoljenjih za promet. Zdravila
sirote ob pridobitvi dovoljenja za promet pridobijo deset let trzne zascite (5).

2. Predlagane spremembe evropske zakonodaje na podrocju zdravil sirot

Ocena obstojece farmacevtske zakonodaje na podrocju zdravil za redke bolezni je pokazala,
da je uredba pospesila razvoj in dostopnost zdravil za bolnike z redkimi boleznimi. S sistemom
spodbud in nagrad je priSlo do preusmeritve zasebnih ter javnih investicij v prej zapostavljena
podrodja razvoja. Stevilo zdravil za bolnike z redkimi boleznimi se je povecalo. Vendar pa je ocena
tudi pokazala, da obstaja prostor za izboljSave, saj uredba ni zadostno spodbudila razvoja na
podrodjih, kjer je potreba po zdravilih najvedja. Zdravila so se razvijala na terapevtskih podrodjih,
ki so bolj dobickonosna in za katera se Stevilo obstoje¢ih zdravljenj povecuje (6).

Evropska komisija je 26. aprila 2023 objavila predlog reforme farmacevtske zakonodaje EU,
ki se nanasa tudi na podrocje zdravil sirot. Glavni cilji sprememb na podrocju zdravil za redke
bolezni so usmerjeni k uravnoteZenju spodbud in nagrad s ciljem preusmeritve razvoja zdravil na
podrodja velikih nepokritih medicinskih potreb, saj za 95 % redkih bolezni $e vedno ni odobrenih

zdravil, ter omogociti enakovreden dostop bolnikov do teh zdravil po vsej EU (7).

Viri:

1.European Commission. Study to support the evaluation of the EU Orphan Regulation, 2019.
Orphan Regulation study_final report_anonymised (europa.eu).

2.Regulation (EC) No 141/2000 of the European Parliament and of the Council of 16 December 1999 on orphan
medicinal products (O] L 18, 22.1.2000). https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX:02000R0141-
20190726.

3.European Medicines Agency. Orphan designation: Overview. httpsy/www.ema.europa.eu/en/human-
regulatory/overview/orphan-designation-overview.

4.European  Medicines Agency. Orphan Medicinal Product Designation, Overview 2000-2022.
https/fwww.ema.europa.eu/en/documents/other/orphan-medicines-figures-2000-2022_en.pdf.

5.Regulation (EC) No 726/2004 of the European Parliament and of the Council of 31 March 2004 laying down
Community procedures for the authorisation and supervision of medicinal products for human and veterinary use and
establishing a European Medicines Agency (O] L 136, 30.4.2004).

https:/feur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX:02004R0726-20190128.

6.European Commission. Joint evaluation of Regulation (EC) No 1901/2006 of the European Parliament and of
the Council of 12 December 2006 on medicinal products for paediatric use and Regulation (EC) No 141/2000 of the
European Parliament and of the Council of 16 December 1999 on orphan medicinal products, 2020.
https://health.ec.europa.eu/system/files/2020-08/orphan-regulation_eval_swd_2020-163_part-1_0.pdf.

7.European Commission. Reform  of  the  EU  pharmaceutical  legislation, 2023.
https://health.ec.europa.eu/medicinal-products/pharmaceutical-strategy-europe/reform-eu-pharmaceutical-

legislation_en.
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Razvoj zdravila za redko bolezen (CTNNB1 sindrom)

Damjan Osredkar
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Center za razvojno nevroznanost, Medicinska fakulteta Ljubljana, Univerza v Ljubljani

O sindromu CTNNB1

Sindrom CTNNBI je nevrolosko razvojna motnja, ki jo povzrocajo razli¢ne de novo tockovne
mutacije, ki vodijo do izgube funkcije v enem izmed alelov gena CTNNBI. Izguba funkcije v genu
CTNNBI je bila prvi¢ opisana leta 2012 pri posameznikih s hudo motnjo v dusevnem razvojul in
od takrat je postal izraz sindrom CTNNB1 generi¢ni izraz za vse motnje, povezane s
haploinsuficienco gena CTNNBI.

Trenutno je motnja diagnosticirana pri priblizno 400 bolnikih v svetu, vendar je to Stevilo
zelo verjetno moc¢no podcenjeno. Na primer, pri priblizno eni tretjini bolnikov s cerebralno paralizo,
je mogoce najti gensko motnjo, ki pojasnjuje nastanek motenj gibanja, mutacija CTNNB1 gena pa je
med najpogostejsimi genskimi etiologijami.2 V nasprotju s cerebralno paralizo pa je sindrom
CTNNBI1 napredujoca bolezen, povezana s pomembno obolevnostjo in umrljivostjo, ki prizadene
bolnike skozi celotno Zivljenjsko obdobje. Ker gre za izrazito redko bolezen, incidenca je ocenjena
na 1/50.000 rojenih otrok, stevilni vidiki spektra bolezni $e niso jasni.

Bolezen je avtosomno dominantna, zato za patoloski fenotip zadostuje mutacija na enem
alelu. Gen CTNNBI1 se nahaja na kromosomu 3 in ga sestavlja 16 eksonov, kjer eksoni 2-15 (2346 bp)
kodirajo zapis za -katenin. Mutacije, povezane s sindromom CTNNBI, je mogoce razvrstiti v vec¢
vrst (nesmiselne, druga¢nosmiselne, premik bralnega okvirja in mutacije spajanja) in se lahko
pojavijo v celotnem kodirajo¢em obmocju CTNNBI.

Gen CTNNB1 kodira protein p-katenin, ki spada v druzino armadilllo strukturnih proteinov
in ima pomembno vlogo tako pri embrionalnem razvoju kot pri homeostazi pri odraslih. p-katenin
ima dve bistveni vlogi: deluje kot transkripcijski kofaktor na signalizacijski poti Wnt in kot sidro pri
znotrajceli¢nih stikih ter celi¢ni adheziji3,4. Pri transkripcijski regulaciji se p-katenin premakne v
jedro, kjer sodeluje z druzino transkripcijskih faktorjev TCF-LEF, ki uravnavajo izraZanje razli¢nih
razvojnih genov, kot sta MYC in CCND14,5. Mnogi od teh genov veljajo za onkogene in prekomerno
izrazanje P-katenina je znan dejavnik, ki prispeva k razvoju raka, zato so ravni citosolnega -
katenina strogo nadzorovane preko sprotne razgradnje v degradacijskem kompleksu. Druga
pomembna vloga -katenina je strukturna, saj z a-kateninom in znotrajceli¢cno domeno E-kadherina
sestavlja membranske komplekse, ki sluZzijo kot celi¢na sidra. Kadherini, vezani na membrano, so
druzina beljakovin, ki posredujejo sinapti¢no povezljivost prek medceli¢nih adhezijskih procesoveé.
Domene za interakcije z znotrajceli¢nimi kadherinskimi domenami obsegajo celotno osrednje
obmodje ponovitev armadillo p-katenina, kar omogoca procese, kot so celi¢na adhezija, migracija
celic, izras¢anje nevritov in sinapti¢no preoblikovanje?.

Sindrom CTNNBI1 se kaze v mnozici razli¢no resnih razvojnih motenj, pa tudi s hipotonijo,
spasti¢nostjo, kognitivnimi motnjami, tezavami z govorom, vidom, mikrocefalijo8. Najpogostejse

tezave povezane s sindromom predstavlja slika 1.
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Slika 1. Najpogostejse tezave povezane s sindromom CTNNB1.9

Bolnik z redko boleznijo, sindromom CTNNB1

Ko smo na Klini¢nem oddelku za otrosko, mladostnisko inrazvojno nevrologijo (KOOMRN)
Pediatri¢ne klinike v Ljubljani pri eno leto starem dec¢ku Urbanu potrdili okvaro v genu CTNNBI,
sta njegova strasa stopila v stik z nami in dejala, da bi rada de¢ku omogocila, da bi prejel gensko
terapijo. Kljub temu, da ta takrat ne le, da ta ni obstajala, bilo ni niti predklini¢nih $tudij, v katerih
bi taksno terapijo preskusali, sta bila odlo¢ena, da bosta naredila vse, da bi do takega zdravljenja
prisel. S starSema smo najprej poskusali najti partnerje v Sloveniji in tujini, ki bi jih tak razvoj
zanimal. V Sloveniji smo nasli klju¢nega partnerje v raziskovalni skupini prof. dr. Romana Jerale na
Kemijskem institutu, v tujini pa v raziskovalni skupini izr. prof. dr. Leszka Lisowskega iz Instituta
za medicinske raziskave otrok, CMRI (ang. Children's Medical Research Institute), v Avstraliji.
Starsa sta ustanovila fundacijo CTNNBI (https:/ /ctnnbl-foundation.org/), znotraj katere sta zacela
zbirati sredstva prve korake predklini¢nih raziskav. Skupina prof. Lisowskega je pricela z razvojem
genske nadomestne terapije na Urbanovih celicah, medtem, ko je skupina prof. Jerale pricela z
iskanjem alternativnih poti zdravljenja preko povecanja proizvodnje B-katenina preko zdravega
alela in zmanj$anjem razgradnje te beljakovine, pri ¢emer uporabljajo ve¢ tehnologij, med drugim
tudi protismiselne nukleotide in siRNA. V okviru KOOMRN smo izpeljali veliko studijo, h kateri
smo povabili vse znane bolnike s CTNNB1 sindromom v svetu, da bi bolje razumeli povezavo med
genskimi spremembami in klini¢no sliko bolezni (https:/ /clinicaltrials.gov/; NCT04812119), tako
pa bi bolje razumeli katere teZave so pri teh bolnikih v ospredju in na katere dele osrednjega Zivcevja
morajo potencialna nova zdravila sploh ciljati. Isto¢asno smo pridobili raziskovalni projekt pri Javni

agenciji za raziskovalno dejavnost Republike Slovenije (ARRS; ]J7-4537), s ¢imer smo zmanjsali

15


https://ctnnb1-foundation.org/
https://clinicaltrials.gov/

finanéno breme starSev pri razvoju zdravila v katerem sodelujemo zdravniki, raziskovalci in
zdruZenje bolnikov - sodelovanje je klju¢en pogoj za uspeh pri razvoju novih zdravljen;j.

Ker so prvi rezultati zelo vzpodbudni, smo priceli prva kandidatna zdravila Ze preverjati v
predklini¢nih $tudijah, da bi ugotovili, katere razli¢ice zdravil so najbolj varne in ucinkovite, kako
se zdravilo porazporedi po telesu, kako se pri zdravljenih misih bolezen omili in kaksna je
toksikoloska karakterizacija zdravil glede na razlicne doze (Jackson Laboratory;
https:/ /www jax.org/ in Charles River Laboratories; https://www.criver.com). Zdi se, da izbrani
vektorji na miSjem modelu povecajo izrazanje [-katenina v dolocenih strukturah osrednjega
zivcevja.

Ti rezultati so vzpodbudni in zato se lahko aktivnos dogovarjamo za naslednjo fazo,
izdelavo zdravila po najvisjih kakovostnih standardih (certifikat Good manufacturing practice,
GMP), kar zagotavlja prehod v klini¢no studijo I/Il. V procesu bomo del zdravila poravbili za
toksikoloske $tudije, ki so nujno potrebne za odobritev s strani regulatorjev in prvo zdravljenje
¢loveka. Istocasno se z Evropsko agencijo za zdravila (EMA; https://www.ema.europa.eu/) ze
pogovarjamo, kako bi lahko najbolj u¢inkovito in varno razli¢ico zdravila pripeljali do tega, da bi jo
lahko uporabili na bolnikih (glej sliko 2).

N o “/7(}*:-%]

Zdrav gen CTNNB1 rAAV Mozganski organoidi Migji model Zdravljenje bolnika
in razli¢ni promotorji

Slika 2. Shematski prikaz korakov v razvoju genskega nadomestnega zdravljenja za sindrom
CTNNBI1. Kodirajoce zaporedje za CTNNBI1 spojimo z razli¢énimi promotorji, ki omogocajo
izrazanje gena v dolocenih tipih celic in v telesu bolnika spodbujajo nastajanje -katenina. Genski
material zapakiramo v spremenjen virus (rekombinantni z adenovirusom povezani virus), ki se sam
ne more razmnoZzevati, lahko pa uspesno v bolnikove celice vnese zdrav gen CTNNBI1. Razlic¢ice
genskih zdravil preizkusimo na bolnikovih celicah in tkivih, ki jih pridobimo iz celic pacienta in so
podobna moZzganom (moZganski organoidi), kasneje pa omejeno Stevilo najboljsih razli¢ic Se na
miSjem modelu. Najboljse kandidatno zdravilo, ¢e uspemo dokazati njegovo varnost in

ucinkovitost, nato lahko uporabimo z zdravljenje bolnika.

Kako do zdravila za redko bolezen

Vsaka pot do zdravila za dolo¢eno redko bolezen je edinstvena, praviloma pa so vse poti
kompleksne, dolgotrajne in drage. Hkrati na zacetku poti nimamo nobenega zagotovila, da bo
zdravilo na koncu dejansko uspesno - to lahko pokaze Sele dejansko zdravljenje bolnikov. Zavedati
se moramo, da ima vsaka genska bolezen svoje specificne lastnosti in da mora biti pristop k

zdravljenju prilagojen karakteristikam bolezni. Nekatere uspesne strategije, ki so se izkazale pri
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dolocenih boleznih, lahko uporabimo tudi pri drugih, a brez natan¢nega razumevanja bioloske
osnove vsake bolezni posebej je nemogoce zaceti razvijati zdravilo.

Preden pa se sploh lotimo iskanja zdravila za redko bolezen, moramo zagotoviti nekaj
klju¢nih korakov:

Natancno je potrebno razumeti bolezen na nivoju bolnika: kaj bolezen dolo¢a, kateri klini¢ni
znaki so najpogostejsi, kateri najbolj omejujejo Zivljenje bolnika, kako so genske spremembe na
doti¢nem genu povezane s klini¢no sliko bolezni

Natan¢no je potrebno razumeti bolezen na molekularnem nivoju: kaksen je molekularni
mehanizem bolezni, kateri celi¢ni elementi so okvarjeni, katere celicne poti so okrnjene, katere
celice/tkiva/organi so najbolj prizadeti

Izbira prave tehnologije: s pomocjo katere tehnologije bomo najlazje vplivali na bolezenski
proces in ga preobrnili v korist bolnika, katera zdravila uspesno dostopajo do prizadetih
celic/tkiv/organov, ali lahko z uporabo doloc¢ene tehnologije resimo osnovno tezavo, ne da bi
skodili bolniku na drugem nivoju

Razviti je potrebno relevantne celi¢ne in Zivalske modele: pri misjih modelih je potrebno z
opazovalno studijo naravne zgodovine bolezni opredeliti in ugotoviti, kako relaventen je model pri
doti¢ni bolezni, preden se na teh modelih zdravilo testira

Testiranje kandidatnih zdravil za ucinkovitost in varnost: na celicah, tkivih, Zivalskih
modelih testiramo, katera zdravila so bolj/ manj varna, kako se zdravilo porazporedi po telesu, ali
je zdravilni u¢inek trajen/zacasen

Produkcija izbranega kandidatnega zdravila za klini¢no testiranje in nadzor kakovosti:
naloga nadzora kakovosti je zagotoviti, da je vsaka genska terapija, ki se uporabi pri bolniku, varna,
ucinkovita in ustreza vnaprej dolo¢enim zahtevam

Pridobiti soglasja vseh javnih agencij, ki skrbijo za varnost bolnikov: pridobitev mnenja
Komisije za medicinsko etiko Republike Slovenije, Javne agencije Republike Slovenije za zdravila in
medicinske pripomocke (JAZMP), Evropske agencije za zdravila (EMA), itd.

Prva aplikacija bolniku: tej sledi zelo natan¢no spremljanje stanja bolnika, ugotavljanje
uspesnosti zdravljenja in beleZenje vseh potencialnih strankih u¢inkov zdravila

Zakljucek

Podrocdje redkih bolezni dozivlja neverjeten razmah in kljub temu, da so zgodbe o uspesnem
zdravljenju genskih bolezni Se redke, postajajo vse pogostejse. Tudi pri bolnikih, za katerih bolezni
zdravila Se ne obstajajo, je mogoce s simptomatskim zdravljenjem in multidisciplinarno obravnavo
»kupovati ¢as«, v katerem bo morda vzro¢no zdravilo za doti¢no gensko bolezen razvito. V Sloveniji
so na razpolago Stevilne moznosti za takojsne simptomatsko zdravljenje, ki so bolnikom relativno
lahko dostopne, pomembno pa je dobro sodelovanje z lece¢imi zdravniki, ki temelji na
obojestranskem zaupanju. Hkrati pa imamo tudi v Sloveniji moZnosti, da razvijamo najnaprednejse
pristope k zdravljenju, s ¢cimer se postavljamo ob bok najrazvitejsim drzavam na svetu. Tako bomo

lahko pomagali ne le slovenskim bolnikom z redkimi boleznimi, temve¢ tudi tistim po svetu.
Financiranje

Sodelovanje med zdravniki, raziskovalci in organizacijo pacientov za CTNNB1 je podprto
preko projekta ARRS J7-4537.
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Uvod:

Hipertroficna kardiomiopatija (HKM) je najpogostejSsa podedovana bolezen srca, katere
prevalenca v populaciji je ocenjena na 1:200 [1]. Bolezen se odrazi z zadebelitvijo stene levega
prekata srca, ki je ne moremo pojasniti z drugimi vzroki in se razvije kot posledica genetskih in
okolijskih dejavnikov [2]. Penetranca bolezni ni popolna in se fenotipsko izraza zelo razli¢no [3].
Vzrocne razlicice se pogosto nahajajo v sarkomernih genih in sicer se jih 40-45% nahaja v MYBPC3,
15-25% v MYH?7, 1-7% v TNNI3 in TNNT2, ter 1-2% v TPM1, ACTC, MYL2 in MYL3. Razli¢ice v
ostalih genih, izraZenih v sréni misici, predstavljajo manj kot 1% genetske etiologije bolezni [4].
Genetski vzrok pri ve¢ kot polovici preiskovancev ostane nepojasnjen [3]. Molekularna patologija
HKM je povezana tudi s populacijskim izvorom posameznika in se svetovnih populacijah razlikuje
[5]. Namen raziskave je bilo opredeliti nabor in frekvenco vzro¢nih genetskih razli¢ic pri
preiskovancih z napotno diagnozo HKM v slovenski populaciji ter oceniti deleZ izplena genetskega
testiranja.

Metode:

Na Klini¢nem institutu za genomsko medicino (KIGM) smo v letih od januarja 2010 do
avgusta 2023 genetsko testirali 204 preiskovancev (126 moskih in 78 Zensk) z napotno diagnozo
HKM. Med preiskovanci je bilo 195 (95,6%) drzavljanov Republike Slovenije (RS) in 9 (4,4%)
drzavljanov Srbije, Crne Gore oz. Bolgarije. Raziskavo je odobrila Komisija RS za medicinsko etiko
(0120-71/2022/3) in je bila narejena v skladu s Helsinsko deklamacijo. Raziskava je temeljila na
obdelavi rezultatov genetskih testiranj preiskovancev, pridobljenih med rutinsko obravnavo.

Rezultati:

Pri 69 (33,8%) preiskovancih smo ugotovili prisotnost vzro¢ne razli¢ice. Pri 135 (66,2%)
preiskovancih genetskega vzroka bolezni nismo uspeli opredeliti; pri slednjih smo pri 58 (43,0%)
ugotovili prisotnost ene ali vec razli¢ic nejasnega pomena. Ugotovili smo 39 vzro¢nih razlicic v 11
genih. V MYBPC3 smo jih ugotovili 21, v MYH7 devet, v MYL2 dve in po eno v genih FHOD3,
TPM1, ALPK3, GLA, PRKAG2, TNNT2, TNNI3 in PLN. Vzroc¢no razli¢ico v MYBPC3 smo ugotovili
pri 41 (59,4%) preiskovancih, v MYH? pri devetih (13,0%), v FHOD3 pri osmih (11,6%), v MYL2,
TPM1 in ALPKS3 pri dveh (2,9%) ter v GLA, PRKAG2, TNNT2, TNNI3 in PLN pri enem (1,4%).
Sedem vzro¢nih razli¢ic smo ugotovili pri dveh ali ve¢ preiskovancih in sicer smo
MYBPC3:c.913_914del ugotovili pri 18 preiskovancih, FHOD3:c.1646+2T>C pri osmih in
MYBPC3:c.26-2A>G, MYBPC3:c.1806del, MYBPC3:c.772+1G>A, TPM1:c.649G>A,
ALPK3:c.432_435dup pri dveh. Pri eni preiskovanki smo ugotovili prisotnost dveh vzro¢nih razlicic
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in sicer c.26-2A>G in ¢.913_914del v MYBPC3. Pri Sestih preiskovancih smo poleg vzro¢ne razlicice
ugotovili Se prisotnost razli¢ice nejasnega pomena.

Diskusija:

V kohorti preiskovancev s sumom na genetsko etiologijo HKM smo genetski vzrok ugotovili
pri tretjini preiskovancev. DeleZ izplena genetskega testiranja je skladen s podatki iz literature [3].
Vecino genetske etiologije HKM v slovenski populaciji smo pojasnili z razli¢icami v genih MYBPC3
(59,4%) in MYH7 (13,0%), kar je skladno s podatki iz literature. Tretji najpogostejsi vzrok
predstavlja razli¢ica v FHOD3, s katero smo pojasnili ve¢ kot 10% slovenske genetske etiologije
HKM, Kkar je znatno ve¢ od dosedanjih porocanj (0,5-2%). Razlog za odstopanje lahko predstavlja
dejstvo, da so FHOD3 s HKM povezali pred nedavnim in je bil v testni panel genov dodan Sele leta
2022, zato ga predhodne studije, temeljece na panelih, niso vkljucevale [4]. Z dvema razli¢icama,
c.913_914del v MYBPC3 in c.1646+2T>C v FHOD3, smo pojasnili ve¢ kot tretjino (38,7 %) slovenske
genetske etiologije HKM. MYBPC3:c.913_914del prestavlja pogosto, za HKM vzro¢no, razli¢ico na
obmocdju severne Italije [6], medtem ko razli¢ica FHOD3:c.1646+2T>C predhodno $e ni bila opisana
v literaturi. Analiza haplotipa in rodovnikov preiskovancev je pokazala, da razli¢ica izvira iz
skupnega prednika, ki je Zivel na Balkanskem polotoku.

Zakljucek:

Zaklju¢ujemo, da smo na KIGM genetski vzrok HKM opredelili pri tretjini preiskovancev. V
primerjavi z ostalim populacijami, v slovenski visji delez genetske etiologije HKM pojasnimo s
spremembami v FHOD3. Poznavanje genetskega ozadja HKM v lokalni populaciji nam omogoca

vigji izplen genetskega testiranja.
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Diagnostika redkih bolezni preko univerzalnega nacionalnega
programa presejanja na celokupni holesterol pri predsolskih

otrocih
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Kovaé?3, Tadej Battelino'3, Urh Grogelj'?
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Slovenija
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Druzinska hiperholesterolemija je najpogostejsa genetska motnja presnove lipidov, za katero
so znacilne poviSane vrednosti holesterola Ze pri majhnih otrocih. Vodi do prezgodnjega razvoja
sréno-zilnih bolezni. V Sloveniji imamo vzpostavljen nacionalni program presejanja na holesterol
pri predsolskih otrocih. Otroci s povisanimi vrednostmi holesterola so nato napoteni na Pediatri¢no
kliniko UKC Ljubljana na genetsko diagnostiko. Od 1. 2018 naprej so na diagnosti¢ni genetski panel
uvrsceni tudi geni, ki so povezani z redkimi dislipidemijami, saj hiperholesterolemija lahko nastane
tudi kot posledica redkih genetskih variant v drugih genih, povezanih z metabolizmom holesterola.

Preko univerzalnega nacionalnega programa presejanja na celokupni holesterol smo
diagnosticirali 3 otroke, ki so imeli homozigotno varianto v genu LIPA, ki zapisuje za lizosomsko
lislo lipazo (LAL). Lizosomska kisla lipaza je encim, ki razgrajuje holesteril estre (CE) in trigliceride
(TG) v masc¢obne kisline in prosti holesterol. Genetska varianta v genu LIPA vodi do pomanjkanja
encima LAL (LAL-D), kar privede do nalaganja CE in TG v lizosomih. Glede na genetsko varianto
in posledi¢no na rezidualno aktivnost lizosomske kisle lipaze, se LAL-D manifestira kot zelo resna
in letalna Wolmanova bolezen ali pa kot motnja shranjevanja holesteril estrov (CESD), ki je blazja
oblika z milej$im fenotipom. Pri CESD so prisotni razli¢ni simptomi, ki se obi¢ajno zac¢nejo v
otrostvu, lahko pa se razvijajo tudi kasneje v odrasli dobi. Vsi trije preiskovanci iz nase populacije
so imeli pomembno zviSanje transaminaz, zmanj$ano aktivnost lizosomske kisle lipaze ter povecana
jetra. Ker smo jih odkrili dovolj zgodaj, smo jih lahko zaceli zdraviti pred razvojem dodatnih

zapletov, povezanih s CESD.
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Odkrivanje vzrokov za prirojeno eritrocitozo pri slovenskih
bolnikih
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Domzale, Slovenija.

Uvod in namen:

Eritrocitoza je bolezensko stanje, pri katerem pride do povecanega Stevila eritrocitov, kar
sovpada s poviSanimi vrednostmi hemoglobina in/ali hematokrita v krvni sliki. Najpogostejsi
vzroki za eritrocitozo so pridobljeni, medtem ko je prirojena eritrocitoza redka oblika z znanimi
vzroki v devetih razli¢nih genih (EPOR, VHL, EGLN1, EPASI, EPO, HBB, HBA1, HBA2 in BPGM),
ki povzrocajo osem razli¢nih tipov prirojene eritrocitoze (ECYT 1-8) [1]. Molekularno-genetska
diagnostika prirojene eritrocitoze v Sloveniji do sedaj $e ni bila uveljavljena, zato je veliko bolnikov
s sumom ha prirojeno eritrocitozo ostalo brez potrjenega genetskega vzroka in v nekaterih primerih
so bili tudi neustrezno zdravljeni. Namen raziskave je bil poiskati genetski vzrok, povezan z
razvojem eritrocitoze, pri slovenskih bolnikih, pri katerih obstaja sum na prirojeno eritrocitozo. Prav
tako smo Zeleli ovrednotiti vpliv odkrite nove genetske razli¢ice na razvoj eritrocitoze.

Metode:

Z novo vzpostavljenim nacionalnim diagnosti¢nim algoritmom [2] je bilo opredeljenih 28
bolnikov s simptomi prirojene eritrocitoze, ki so bili vklju¢eni v raziskavo, vklju¢no s tremi
druzinami z dvema zdravima druzinskimi ¢lanoma. Za molekularno-genetsko diagnostiko smo
uporabili taréno sekvenciranje naslednje generacije (NGS), v katerega smo vkljucili 39 izbranih
genov vkljuc¢enih v molekularno pot eritropoeze in metabolizma Zeleza. Identificirane razli¢ice so
bile potrjene s sekvenciranjem po Sangerju. Izbrana nova genetska razli¢ica je bila nadalje
funkcionalno opredeljena z lokalizacijo razli¢ice na 3D strukturi proteina, analizo izrazanja proteina
s kvantitativnim prenosom western in analizo aktivnosti proteina z uporabo luciferaznega
porocevalskega testa.

Rezultati:

S tarénim NGS 28-ih bolnikov smo odkrili eno znano patogeno razli¢ico v genu EPASI,
c.1609G>A (p.(Gly537Arg)), in $tiri razli¢ice neznanega pomena (ang. variant of unknown
significance, VUS) v genih EGLN1, JAK2, EPAS1 in SH2B3 (Tabela 1) [3].

22



Tabela 1: Patogene razli¢ice in razli¢ice neznanega pomena pri slovenskih bolnikih z
eritrocitozo[3].

Tabela 1: Patogene razli€ice in razliice neznanega pomena pri slovenskih bolnikih z eritrocitozo [3].

Gen Sprememba Sprememba Stevilka Rs Frekvenca In silico orodja  Klasifikacija
nukleotida aminokisline alela s patogenimi
(RefSeq) predikcijami

EPAS1 1609G>A p-(Gly537Arg) rs137853036  NA 18/22 Patogena
(NM_001430.5)

JAK2 c.1767C>A p.(Asn589Lys)  rs1362123436  0.000004044 12/22 VUsS
(NM_004972.3)

EGLN1 c.1072C>T p.(Pro358Ser) NA NA 17/25 VUsS
(NM_022051.2)

EPAS1  c.2120A>C p.(Lys707Thr) rs950180639  NA 12/21 VUS
(NM_001430.5)

SH2B3 c901G>A p-(Glu301Lys) 1s374278232 0.00003896 15/21 VUS

(NM_005475.3)

V eni druzini smo ugotovili tudi dve razlic¢ici z nizko frekvenco v populaciji (< 5 %), v genih
EGLNT1 in JAK2 [4]. Poleg tega smo opazili visoko pojavnost prenasalcev patogenih razli¢ic v genu
HFE [3]. Razli¢ica ¢.1072C>T (p.(Pro358Ser)) v genu EGLNT1 je ko-segregirala z boleznijo pri vec¢
druzinskih ¢lanih (Slika 1A), imela je visoko napoved patogenosti ter ni bila opisana v literaturi in
klini¢ni zbirki podatkov, zato je bila izbrana za dodatne funkcionalne analize. Lokalizacija na 3D
strukturi proteina je pokazala, da se razli¢ica nahaja v aktivnhem centru proteina in lahko vpliva na
njegovo aktivnost (Slika 1B). Rezultati kvantitativhega prenosa western so pokazali statisti¢no
pomembno (P <0,0001) zmanj$ano izrazanje proteina EGLN1 z razli¢ico ¢.1072C>T (p.(Pro358Ser)),
v primerjavi z nativhim proteinom. Oba rezultata nakazujeta na zmanjsano aktivnost EGLN1. Z
luciferaznim porocevalskim testom nismo potrdili vpliva razlic¢ice c.1072C>T (p.(Pro358Ser)) na

zmanjsano aktivnost EGLN1.

Al

Slika 1: Razli¢ica ¢.1072C>T (p.(Pro358Ser)) v genu EGLNT1, identificirana pri eni druZzini. A.)

Druzinsko drevo z odseki sekvenciranja po Sangerju na mestu razli¢ice. B.) Lokalizacija
aminokisline Pro358 v aktivnem centru hidroksilaze EGLN1.
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Zaklju¢ki: S tarénim NGS smo uspesno potrdili genetski vzrok za eritrocitozo pri enem
bolniku, prvem slovenskem bolniku s prirojeno eritrocitozo (ECYT4). Poleg tega smo identificirali
stiri VUS v genih EGLN1, JAK2, EPAS1 in SH2B3, pri tem smo VUS v genu EGLNT1 izbrali za
nadaljnjo funkcionalno opredelitev. Rezultati funkcionalnih analiz so pokazali lokacijo razlicice v
aktivhem mestu proteina EGLN1 in vpliv na izrazanje proteina, ne pa tudi na aktivnost. Za
opredelitev vpliva razli¢ice na delovanje proteina in nadaljnjo uravnavanje izraZanja s hipoksijo

induciblnih tarénih genov so potrebne dodatne analize.
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Dedna alfa-triptazemija
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Univerzitetna klinika za pljucne bolezni in alergijo Golnik

Dedna a-triptazemija (HaT, angl. hereditary alpha tryptasemia) je genetska lastnost, ki je
posledica preseznih kopij gena TPSABI, ki kodira a-triptazo, kar vodi do poviSane koncentracije
bazalne triptaze v serumu. Dedovanje je avtosomno dominantno, s popolno penetranco, tako da
imajo skoraj vse osebe s HaT povisano koncentracijo bazalne triptaze (obi¢ajno nad 8 ng/mL). HaT
je prisotna v 4-7 % splosne populacije, in tako predstavlja najpogostejsi vzrok za povisano
koncentracijo bazalne triptaze v serumu, saj je HaT prisoten pri ~90 % posameznikov iz splosne
populacije s povisano bazalno triptazo. Simptomi HaT so raznoliki in dokaj nespecifi¢ni, veliko oseb
s HaT je tudi brez kakrsnihkoli simptomov. Najpogostejsi simptomi pri HaTl so kroni¢na
srbecica/rdecica, gastrointestinalne tezave, ohranjena primarna denticija, sistemska reakcija
(anafilaksija) po pikih kozekrilcev in mastocitoza. Stevilne raziskave so potrdile, da je HaT
pomemben dejavnik tveganja predvsem za sistemsko reakcijo po pikih koZekrilcev in mastocitozo.

Genetika cloveskega triptaznega lokusa je kompleksna. Lokus je sestavljen iz Stirih
paralognih genov (TPSG1: y-triptaza, TPSB2: $2-3-triptaza, TPSAB1: a/p1-triptaza in TPSD1: &-
triptaza), ki se nahajajo v nestabilni subtelomerni regiji (p13.3) kromosoma 16 (Slika 1). Ceprav vsi
ti geni kodirajo triptaze, samo gena TPSB2 in TPSABI kodirata $tiri glavne izomerne oblike (B1 (j3),
B2, B3 in a), ki predstavljajo glavno, biolosko pomembno triptazo, ki jo obi¢ajno merimo kot triptazo
v serumu. Gen TPSB2 kodira samo [-triptazo, medtem ko TPSAB1 nosi zapis bodisi za izoobliko a
ali B. Ker so posamezne izooblike izjemno podobne (ve¢ kot 97 % podobnost), je razlikovanje med

razli¢nimi izooblikami izjemno tezavna.
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Slika 1: Grafi¢ni prikaz triptaznega lokusa na kromosomu 16p13.3.

Najpogostejsi genotipi TPSAB1 so a/a, a/p in 3/, medtem ko sta na TPSB2 prisotni dve
dodatni kopiji p- triptaze. Posamezniki z genotipom 2a:2p (a,3/ a,p) imajo dve kopiji a-triptaze na
nasprotnih alelih (po ena kopija podedovana od vsakega starsa), kar ne predstavlja povecanega
Stevila kopij TPSABL. Priblizno 5 % oseb pa podeduje dodatne kopije zaporedij, ki kodirajo a-
triptazo na istem alelu (duplikacija (aa), triplikacija (aaa)), kar privede do povisane bazalne triptaze
v serumu in HaT. Zaradi zapletene genetske strukture, prisotnosti zaporedij z visokim delezem GC,
in velike podobnosti med zaporedji, ki kodirajo izoobliki a-triptaze in p-triptaze, ter prisotnosti vec¢

paralogov na enem lokusu, je natan¢na dolocitev Stevila kopij posamezne izooblike na triptaznem
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lokusu tehni¢no zahtevna. Zaradi te strukturne kompleksnosti in podobnosti zaporedij je
sekvenciranje nove generacije (angl. next-generation sequencing, NGS) omenjenega lokusa teZavno,
podobno kot tudi razlikovanje med razli¢nimi izooblikami triptaz na proteinski ravni. Kot resitev
za zahtevno genotipizacijo triptaznega lokusa so Lyons in sodelavci razvili metodo, ki s pomoc¢jo
digitalnega kapljicnega PCR (ddPCR, angl. Digital Droplet PCR), omogoc¢a natan¢no dolocitev
Stevila kopij gena TPSAB1. Z omenjeno metodo tudi v Laboratoriju za klinicno imunologijo in
molekularno genetiko Klinike Golnik s pomoc¢jo ddPCR QX200 (Bio-Rad) direktno kvantificiramo
Stevilo kopij a-triptaze in p-triptaze s pomocjo specifi¢nih oligonukleotidov in sond za a- in p-
triptazo. Omenjene sonde ne hibridizirajo na y- oziroma &-triptazo- genov TPSG1 oziroma TPSD1.

DNA predhodno tretiramo z restrikcijsko endonukleazo, kot referen¢ni gen pa uporabljamo
AP3B1 oz. AGO1. Ceprav ima tudi omenjena metoda $e vedno pomanjkljivosti in je v dolo¢enih
primerih za natan¢no dolocitev genotipa, potrebna tudi genotipizacija triptaznega lokusa pri

starsih, se je le-ta izkazala kot uporabna.
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Genetska  diagnostika motenj avtisticnega spektra z
retrospektivno analizo diagnosticnega izplena z vkljuceno

dizmorfolosko oceno preiskovancev

Gaber Bergant, Luca Lovreci¢, Ales Maver, Borut Peterlin

UKC Ljubljana, Klinicni institut za genomsko medicino, Slajmerjeva 4, Ljubljana, Slovenija

Ozadje: Motnja avtisticnega spektra (MAS) je kompleksna, ve¢plastna skupina bolezni,

katere imajo med drugim lahko tudi genetski vzrok. V opravljeni studiji smo pri bolnikih z MAS
retrospektivno analizirali diagnosti¢ni izplen razlicnih metodologij genetskega testiranja, pri cemer
smo v analizo vkljucili tudi rezultate dizmorfoloske ocene preiskovancev z namenom ugotoviti
pomen pridruzenih znakov na diagnosti¢ni uspeh posameznih metod.
Metode: Studija je zajela 631 preiskovancev, pri katerih so bili izvedeni razli¢ni genetski testi - tar¢na
analiza gena FMR1 (FraX), komparativha genomska hibridizacija (aCGH) in sekvenciranje
naslednje generacije (NGS). Glede na prisotnost kongenitalnih nepravilnosti notranjih organov in
dizmorfolosko oceno smo jih razvrstili v tri kategorije: esencialna, zmerna in kompleksna MAS.
Zbrane podatke smo uporabili za analizo korelacije med kompleksnostjo MAS in diagnosti¢nim
donosom.

Rezultati: Za 431 preiskovancev smo zbrali minimalne zahtevane podatke ter jih vkljucili v
nadaljno analizo. Med preiskovanci je bil skupni diagnosti¢ni izplen 8,8 %. Razclenitev
preiskovancev glede na kompleksnost klini¢ne slike je razkrila 396 primerov esencialne, 18 zmerne
in 17 kompleksne oblike MAS, diagnosti¢ni izplen pa je v istem zaporedju znasal 7,3%, 27,8% in
23,5%. Diagnosti¢ni izplen posameznih molekularnih metod je znasal 3,4% (FraX), 7,1% (aCGH) in
6,6% (NGS).

Zakljucek: Retrospektivna analiza je pokazala, da bi uporaba dismorfoloskega rezultata
lahko lo¢ila bolnike na podlagi verjetnosti genetskega vzroka za MAS. Uvedba dizmorfoloske ocene
v diagnosti¢ni proces bi se lahko izkazala za klju¢no pri izboljSanju u¢inkovitosti poti genetskega
testiranja za bolnike z MAS, kar bi lahko vodilo v bolj ciljno usmerjene in u¢inkovitejse diagnosti¢ne
strategije. Poleg tega smo tudi potrdili, da je diagnosti¢ni izplen na nasem institutu primerljiv z
rezultati drugih centrov v kontekstu diagnostike bolnikov z MAS. Dodatne raziskave bi lahko

vodile v optimizacijo diagnosti¢nih poti glede na kompleksnost klini¢ne prezentacije MAS.

Klju¢ne besede: Motnja avtisticnega spektra, genetska diagnostika, sekvenciranje naslednje

generacije, komparativna genomska hibridizacija, diagnosti¢ni izplen.
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Urejenost sladkorne bolezni tipa 1 in DNA metilacija

Barbara Cugalj Kern 12, Jernej Kovac 12, Robert Sket 1, Barbara Jenko Bizjan 12, Tine Tesovnik
1, Klemen Dov¢ 12, Tadej Battelino 12, in Natasa Bratina 12

1 Univerzitetni klinicni center Ljubljana, Ljubljana, Slovenija

2 Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Ljubljana, Slovenija

Uravnavanje sladkorne bolezni tipa 1 (SB1) je pomembno, da prepre¢cimo mikro- in
makrovaskularne zaplete, kot so diabeti¢na retinopatija, kroni¢na ledvi¢na odpoved, nevropatija,
sréno-zilna obolenja in poslabsanja sluha. Vedno ve¢ je dokazov, da dolgotrajna hiperglikemija
preko metilacijskih vzorcev DNA vpliva na razvoj Zilnih zapletov.

Namen nase raziskave je ugotoviti vpliv urejenosti sladkorne bolezni tipa 1 na metilacijo
DNA v krvnih vzorcih pri preiskovancih s sladkorno boleznijo tipa 1 brez klini¢nih znakov poznih
zapletov, zato smo izvedli primerjalno analizo med preiskovanci s SB1, ki imajo optimalno in
suboptimalno uravnavanje SB1.

V raziskavo smo vkljucili 20 preiskovancev s SB1, starih med 13 in 21 let in trajanjem SB1
vsaj 5 let. DNA preiskovancev smo izolirali iz celotne krvi in jo zdruZili glede na povpre¢ne
vrednosti glikiranega hemoglobina (HbAlc). Preiskovanci so bili razdeljeni v dve skupini:
HbA1c&lt;7% (10 preiskovancev) in HbAlc&gt;8% (10 preiskovancev). DNA metilacijo smo dolo¢ili
s platformo PromethION (Oxford Nanopore Sequencing), ki omogoca sekvenciranje nativne DNA
v realnem ¢asu. Analizo podatkov smo izvedli v programu R. Pri tem smo uporabili sledec¢e metode:
DSS za statistiéno analizo, annotar za anotacijo genov in clusterProfiler za dolocitev obogatitev
signalih poti.

Med preiskovanima skupinama smo dolo¢ili 8385 razli¢no metiliranih CpG pozicij. Od tega
je bilo 4575 hipometiliranih in 3810 hipermetiliranih glede na skupino HbAlc&gt;8%. Te pozicije se
nahajajo v 1802 genih, ki so bili obogateni v 48 signalih poteh.

Nasi rezultati nakazujejo, da razli¢no uravnavanje SB1 vpliva na metilacijski profil DNA v
krvnih vzorcih preiskovancev s SB1 brez klini¢nih znakov poznih zapletov. Vecina od statisti¢no
znadilnih signalih poti je Ze bilo povezanih s patologijo vaskularnih zapletov. Spremembe v
metilacijske profilu DNA bi lahko prispevale k zgodnji dolocitvi tveganja za razvoj mikro- in

makrovaskularnih zapletov pri SB1.
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Dopolnitev eksomskega in genomskega sekvenciranje s
sekvenciranjem RNA v diagnostiki monogenskih bolezni: prikaz

uporabe analize RNA na klini¢nih primerih
Barbara Golob* Tanja Visnjar*, Ale§ Maver, Gaber Bergant, Gorazd Rudolf, Ivana Babi¢

Bozovié, Karin Writzl, Borut Peterlin
* enakovredno prispevali k nastanku tega prispevka in si delita prvo avtorstvo.
Klinicni institut za genomsko medicino, Slajmerjeva 4, SI-1000 Ljubljana

Uvod

Pomanjkanje funkcionalnih dokazov vpliva posameznih genetskih razli¢ic na klini¢no sliko,
mnogokrat pus¢a posameznike s sumom na monogenske bolezni brez dokon¢ne diagnoze. Pogosto
se genetske razlicice, ki vplivajo na alternativno spajanje eksonov izven konservativnega mesta GT-
AG, klasificirajo kot razli¢ice nejasnega pomena (VUS) ali pa razli¢ice zaradi tehni¢nih ali drugih
omejitev ni mozno zaznati ter opredeliti na nivoju DNA. Vpeljava analize RNA v klini¢no
diagnostiko monogenskih bolezni lahko znatno doprinese k izboljSani obravnavi pacientov, ki so
nosilci razli¢ic nejasnega pomena (VUS) ali pa kljub jasni klini¢ni sliki ostajajo brez genetskega
vzroka. Na treh klini¢nih primerih predstavljamo doprinos razsiritve metod eksomskega (WES) in
genomskega (WGS) sekvenciranja z implementacijo analize RNA.

Rezultati

Prvi primer

V genetsko ambulanto je bil napoten enoletni dec¢ek s povisanimi vrednostmi encima kreatin
kinaze s sumom na Duchennovo misi¢no distrofijo. Opravljeno klini¢no eksomsko sekvenciranje
(CES) ni pokazalo genetskega vzroka klini¢ne slike, medtem ko je histoloski pregled biopsije miSice
pokazal nepravilnosti skladne z Duchennovo misi¢no distrofijo. Zaradi negativnega rezultata CES,
se je raziskava razsirila na WES, MLPA in WGS. Nobena od genetskih preiskav na DNA izolirani iz
periferne krvi ni pokazala patogenih razlic¢ic v genu DMD. Sledilo je sekvenciranje celokupne RNA
(RNAseq) biopsije misice, ki je pokazalo odsotnost eksonov od eksona 52 naprej, profil branj pa
govori v prid intragenske inverzije v genu DMD. Odsotnost razli¢ice v genomskih in drugih
sekvenc¢nih podatkih periferne krvi najverjetneje govori v prid mozaicizma pri preiskovancu, kar je
znan pojav DMD genopatij. Z opravljeno analizo RNAseq smo potrdili diagnozo DMD.

Drugi primer

V genetsko ambulanto je bil napoten 13-letni decek s fokalno epilepsijo, zmerno
intelektualno manjzmoznostjo, z izrazito vedenjsko simptomatiko, motnjami avtisticnega spektra
in ve¢ kot desetimi Café-au-lait (CAL) madeZi na kozi. V druzinski anamnezi je njegov oce z vsaj 12
CAL madezZi na kozi in dioptrijo (+6 desno in +2 levo) ter dedek po ocetovi strani z ve¢ CAL
madeZzev na kozi in dvema koznima spremembama, ki bi glede na opis lahko bila nevrofibroma.
Leta 2012 je bil pri decku klini¢no postavljen sum na nevrofibromatozo tipa 1. Istega leta so v Angliji
s tar¢no analizo gena NF1 ugotovili razli¢ico (NM_001042492.3):c.2326-5T>C, ki je bila poro¢ana kot
razlic¢ica nejasnega pomena (VUS). Analiza segregacije je pokazala, da je razli¢ica prisotna tako pri

ocetu kot pri dedku po ocetovi strani, vendar je razli¢ica po reinterpretaciji ostala klasificirana kot
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VUS. Analizi RNA na osnovi PCR in RNAseq sta pokazali da ima razli¢ica
(NM_001042492.3):c.2326-5T>C v genu NF1 vpliv na alternativno izrezovanje prileznega eksona 20.
Razli¢ica je bila po analizi RNA opredeljena kot verjetno patogena razli¢ica, kar je omogocilo

potrditev klini¢no postavljene diagnoze NF1 pri nosilcih razlicice.

‘__-f—--——h-___kontrola - _

—

ekson 20 NF1

Slikal. Shema analize spajanja eksonov na nivoju mRNA gena NF1 je pokazala vpliv razlicice
(NM_001042492.3):c.2326-5T>C na alternativno izrezovanje prileznega eksona 20. Zgornji trije
primeri (rde¢a, modra in zelena) predstavljajo izrazanje mRNA gena NF1 v triplikatu pri kontroli,
spodnjih 6 pa pri pacientih (rjava, vijoli¢na in oranzna so triplikat pri probandu in roza, siva ter
temno zelena so triplikat pri njegovem ocetu). Pri pacientih opazimo za polovico zmanj$ano

prisotnost eksona 20 (rdece obkroZzeni eksoni 20) v primerjavi s kontrolnimi vzorci.

Tretji primer

V genetsko ambulantno je bila napotena dvoletna deklica z epilepsijo, razvojnim
zaostankom, motnjami mi$i¢nega tonusa in dizmorfnimi znaki. Analiza aCGHje pokazala normalen
zenski kariotip in analiza WES je pokazala prisotnost ve¢ razli¢ic nejasnega pomena in prenasalstvo
za (verjetno) patogeni razlicici v RARS1 in MBOAT?. Razsiritev preiskave na WES TRIO je pokazal
sestavljeno heterozigotno stanje dveh razli¢ic v genu RARS1; maternalne verjetno patogene razli¢ice
s prezgodnjo vstavitvijo stop kodona (NM_002887.3):c.445G>T in paternalne intronske razlic¢ice z
neenotnimi  teoreticnimi  napovedovalci vpliva na alternativno spajanje  eksonov
(NM_002887.3):c.370-26A>G v genu RARSI. Analiza segregacije razli¢ic pri bratu deklice je
pokazala, da je prenasalec maternalne razlicice. Klini¢ne diagnoze RARS] genopatije tako ni bilo
mogoce niti potrditi, niti ovre¢i. Tar¢na analiza mRNA je razkrila, da maternalna razli¢ica vodi do
prezgodnje vstavitve stop kodona, medtem ko razli¢ica c.370-26A>G na oc¢etovem alelu ne povzroci
pomembne razlike v izrazanju posameznih eksonov gena RARS]1 v primerjavi s kontrolo. Na

podlagi tega rezultata je diagnoza RARS1-genopatije pri deklici opuscena.
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Zakljucek

Pri redkih boleznih z veliko genetsko heterogenostjo, kot je npr. razvojni zaostanek je
trenutno ocenjen diagnosticen izplen analiz DNA sekvenciranja na 25-30%, medtem ko se pri
boleznih, ki so vezane na patogene razli¢ice enega gena ali manjsega Stevila genov, diagnosti¢en
izplen giblje med 40% in 60% (PMID:35217565). Z namenom povecanja diagnosti¢nega izplena pri
redkih monogenskih bolezni se v klinicno diagnostiko vpeljujejo raziskave na RNA nivoju
(PMID:34906502), kar se je izkazalo za primerno dopolnitev genetskih preiskav tudi na Kliniécnem
indtitutu za genomsko medicino. Funkcionalna opredelitev genetskih razli¢ic na RNA nivoju in
analiza celotnega transkriptoma omogocata neposreden vpogled v izraZanja genov, kar je kljucen
podatek za pravilno klasifikacijo patogenosti razli¢ic z moznim vplivom na alternativno spajanje
eksonov, ki so predhodno klasificirane kot razli¢ice nejasnega pomena in v primerih potrjevanja

jasne klini¢ne diagnoze, ko analizi WES in WGS ne ponudita odgovora.
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Reklasifikacija razli¢ic nejasnega klini¢nega pomena z analizo

mRNA iz krvi

V. getrajéié Dragos !, G. Klancar1, V. Stegel 1, P. Skerl 1, A. Blatnik 2, K. Strojnik 2, M Krajc 2,
S. Novakovi¢ 1

1 Oddelek za molekularno diagnostiko, Onkoloski institut Ljubljana, 1000 Ljubljana, Slovenia

2 Oddelek za onkolosko klinicno genetiko, Onkoloski institut Ljubljana, 1000 Ljubljana, Slovenia

Uvod

Genetske razli¢ice lahko povzrocijo nepravilno prepoznavo spojitvenih mest med procesom
izrezovanja intronov in spajanja eksonov, ki ga izvrsi izrezovalno-povezovalni kompleks med
formiranjem zrele mRNA. Posledica tega je spremenjena mRNA molekula, kar je lahko vzrok za
nastanek genetskih sindromov. Eden od nacinov, da odkrijemo razlicice, ki povzrocijo napa¢no
prepoznavo spojitvenih mest je, da dolo¢imo neposreden vpliv razli¢ice na molekuli mRNA nosilca
razli¢ice. Vecina razli¢ic, ki imajo moZen vpliv na izrezovanje intronov in spajanje eksonov so brez
analize mRNA Klasificirane kot razli¢ice nejasnega klini¢nega pomena (VUS).

Materiali in metode

V studijo smo vkljucili 2808 zaporednih pacientov, ki so ustrezali kriterijem za genetsko
testiranje za prisotnost okvar v genih povezanih z dednimi oblikami raka. Pri vseh pacientih smo z
bioinformatskimi orodji, ki ocenjujejo vpliv na izrezovanje intronov in spajanje eksonov, ocenili
katere razli¢ice imajo moZen patogen vpliv na zrelo mRNA. Nosilce vseh novih razli¢ic smo povabili
na dodaten odvzem krvi v epruveto s stabilizatorjem RNA. Z novim pristopom analize mRNA
(cDNA), smo uspesno izvedli oceno vpliva razli¢ic na izrezovanje intronov in spajanje eksonov za
32 razli¢ic. Vse razli¢ice smo na podlagi novih podatkov ponovno klasificirali.

Rezultati in diskusija

Na podlagi analize mRNA smo lahko dodelili dodaten ACMG/AMP dokaz v prid
benignosti ali patogenosti za 25 razlicic (78 %). V nasi raziskavi smo uspesno reklasificirali 65,6 %
vseh VUS-ov, 34,4 % razlicic pa je ostalo klasificiranih v razred 3. V razred 2 (verjetno benigna
razlicica) smo reklasificirali 46,9 % VUS-ov, medtem ko smo v razred 4 (verjetno patogena razli¢ica)
reklasificirali 18,8 % vseh VUS-ov. Med leti 2018 in 2020 smo med 2808 preiskovanci odkrili 57 oseb
(2 %), ki so nosile VUS s potencialnim vplivom na izrezovanje intronov in spajanje eksonov. Z
drugimi besedami, potencialno korist od funkcijske opredelitve razli¢ice nejasnega klini¢nega
pomena ima lahko 1 na 49 preiskovancev. Od analize mRNA je imelo korist 39 preiskovancev (1,4
%), pri katerih smo VUS uspesno reklasificirali. Vzro¢no razli¢ico smo z analizo mRNA opredelili v
0,2 % pacientih/druzinah, pri katerih smo sprozili tudi kaskadno testiranje druzinskih ¢lanov.
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Patogene razli¢ice v genih, povezanih z dednimi oblikami

ginekoloskih rakov v slovenski populaciji

Urska Kotnik, Ales Maver, Bortu Peterlin, Luca Lovrecic¢
Klinicni Institut za Genomsko Medicino, Univerzitetni klinicni Center Ljubljana

Uvod: Dedne oblike ginekoloskih rakov razumemo kot rakava obolenja dojk, jajénikov,
maternice in nekatere druge redke oblike ginekoloskih rakov, katerih razvoj je povezan s
prisotnostjo patogene razli¢ice, prisotne v enem od genov, povezanih z rakom. Dedne oblike
ginekoloskih rakov vklju¢ujejo dedni rak dojk in jaj¢nikov (povezan z genoma BRCA1 in BRCA2),
sindrom Lynch (povezan z MMR geni), ter nekatere druge sindrome (Li-Fraumeni, Peutz-Jeghers,
Cowden) in nekatere druge gene (ATM, BRIP1, CHEK2, RAD51C, RAD51D) (Angeli et al., 2020).
Dedne oblike ginekoloskih rakov predstavljajo velik delez vseh ginekoloskih rakov in posamezniki,
pri katerih je patogena razlic¢ica prisotna, imajo do 72 % moznosti, da tekom Zivljenja obolijo za
rakom (Kuchenbaecker et al., 2017). Za dedne oblike ginekoloskih rakov je znacilna nepopolna
penetranca, zato so patogene razlicice prisotne tudi pri posameznikih iz splosne populacije, brez
anamneze raka, ki se svojega povecanega tveganja ne zavedajo. Breme patogenih razli¢ic v splosni
populaciji ni poznano (Hu et al., 2021).

Metode: Z ACMG smernicami (Richards et al., 2015) smo klasificirali vse redke funkcionalne
in znane patogene razli¢ice v 17-ih, z dednimi oblikami ginekoloskih rakov povezanih genov, v
populaciji 7091 slovenskih posameznikov, ki na genetsko testiranje na Klini¢ni institut za genomsko
medicino niso bili napoteni zaradi raka. Ta populacije predstavlja priblizek slovenske splosne
populacije (0,35 %). Kot kontrolno populacijo smo uporabili populacijo podatkovne zbirke gnomAD
(Karczewski et al., 2020).

Rezultati: Analiza je pokazala, da je 2,14 % nase preucevane populacije brez raka nosilcev

patogene razli¢ice v enem izmed preucevanih genov (Preglednica 1) (Kotnik et al., 2023).

Preglednica 1: Prevalenca patogenih razlicic v slovenski populaciji

Stevilo nosilcev |Prevalenca Stevilo nosilcev |Prevalenca
razlicic v nosilcev razli¢ic v razli¢ic v nosilcev razlicic v
slovenski slovenski slovenski slovenski

Genes | populaciji populaciji (%) Genes | populaciji populaciji (%)

ATM |36 0,51 MSH6 |5 0,07

BARD1 |4 0,06 PALB2 |9 0,13

BRCA1 |28 0,40 PMS2 10 0,14

BRCA2 |18 0,25 PTEN NA NA

BRIP1 |3 0,04 RAD51C |9 0,13

CDH1 |3 0,04 RAD51D | NA NA

CHEK2 |22 0,31 STK11 |NA NA

MLH1 |3 0,04 TP53 NA NA

MSH?2 |2 0,03 Vsota 152 2,14
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V raziskava verjetno patogenih in patogenih razli¢ic genih PTEN, RAD51D, STK11 in TP53
ni pokazala. Primerjava prevalence slovenske populacije s kontrolno populacijo je pokazala, da je
slovenska populacija statisticno znacilno obogatena s patogenimi razli¢icami v genih ATM, BRCA1
in CDH1 (p<0.005). Slovenska populacije je prav tako statisti¢no znacilno osiromasena s patogenimi
razli¢icami v genu CHEK2, kar je posledica nizke prevalence razli¢ice ¢.1100del ¢ slovenski
populaciji.

Zakljucki:

Zaklju¢ujemo, da je prevalenca patogenih razli¢ic v genih, povezanih z dednimi oblikami
ginekoloskih rakov v slovenski populaciji posameznikov, ki na genetsko testiranje niso bili napoteni
zaradi anamneze raka, 2,14 %. Predstavljamo prvo oceno bremena patogenih razlic¢ic v genih,
povezanih z dednimi oblikami ginekoloskih rakov v slovenski populaciji, ki je bila na genetsko
testiranje napotena zaradi drugih diagnoz in v osebni in druZinski anamnezi ni navedla
obremenjenosti z rakom. Rezultat je hkrati tudi ena prvih ocen bremena na nacionalni ravni, v
svetovnem merilu, ki bo omogocal primerjavo slovenske populacije z drugimi svetovnimi

populacijami.
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Wilms tumor (WT), znan tudi kot pediatri¢ni nefroblastom, je s pojavnostjo 1 na 10.000 otrok
redka bolezen in najpogostejse maligno obolenje ledvic pri otrocih. Zaradi razvoja naprednih
postopkov zdravljenja WT je stopnja umrljivosti v drzavah razvitega sveta precej nizka in znasa pod
5%, vendar pa je zdravljenje zahtevno in povzroca resne zdravstvene posledice, kar zmanjsa
kakovost Zivljenja bolnikov.

V nasi raziskavi smo z metodo sekvenciranja naslednje generacije (NGS) proucevali celoten
profil izrazanja mikroRNA (miRNA) v ledviénem tkivu WT z namenom prepoznavanja
potencialnih bioloskih oznacevalcev za zgodnje odkrivanje bolezni. miRNA so majhne nekodirajoce
molekule RNA, ki imajo poglavitno regulatorno vlogo uravnavanja stabilnosti sporocevalske RNA
(mRNA) in njihovega prepisovanja v proteine, sodelujejo pa tudi pri uravnavanju drugih celi¢nih
procesov. Z analizo pridobljenih podatkov NGS smo identificirali znacilno povi$ano in znizano
izrazane miRNA v zamrznjenih tkivnih vzorcih (FFT) nefroblastoma in zdravega ledvi¢nega tkiva.
Rezultate izrazanja miRNA v FFT smo nato potrjevali z neodvisno skupino vzorcev z
nefroblastomom in zdravim ledvi¢nim tkivom fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin
(FFPE). Primerjalna analiza znac¢ilno izrazenih miRNA v tkivu WT pri vzorcih FFT in vzorcih FFPE
je razkrila zmanj$ano izrazanje 27 miRNA in povecano izrazanje 14 miRNA.

Potencialen vpliv razli¢no izraZzenih miRNA v tkivu WT smo nato proucevali z obogatitveno
analizo celi¢nih poti, ki je razkrila celi¢ne poti in potencialne regulirane gene, ki so povezani s
pojavom malignih obolenj. Regulacijski vpliv miRNA na izraZanje in stabilnost predpostavljenih
reguliranih genov smo potrjevali s sekvenciranjem in analizo izrazanja celotnega profila mRNA v
zdravem in WT ledvi¢nem tkivu, kjer pa so se pokazale globalne spremembe v transkriptomu WT.
Rezultati nase primerjalne raziskave so razkrili potencialne bioloske oznacevalce miRNA za
sledenje razvoja WT in potencialne tarce za njegovo zdravljenje. Izsledki so tudi osnova za nadaljnje
raziskave bioloskih oznacevalcev miRNA v urinu bolnikov z WT, s katerimi bomo poskus$ali
opredeliti njihov potencial za zgodnje in neinvazivno odkrivanje WT pri posameznikih s
patoloskimi genetskimi spremembami v genih, povezanih s povecanim tveganjem za razvoj WT.
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41 univerzalnih miRNAs pri WT:
27 miRNAs z zniZanim izraZonjem
14 miRNAs s povifanim izraZanjem

Primerjalna analiza izraianja miRNA in mRNA
pri nefroblastomu - Wilms Tumor (WT)
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ujemajocih vzorcev zdravega ledvicnega tkiva.
Neodvisna analiza glede na histoloski stadij
tumorja.
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Cerebelarna ataksija z nevropatijo in vestibularno arefleksijo (angl. Cerebellar ataxia with
neuropathy and vestibular areflexia syndrome, CANVAS) je novo prepoznana, progresivna,
nevrodegenerativna motnja, za katero se formalni diagnosti¢ni kriteriji e postavljajo. Pred kratkim
je bilo ugotovljeno, da CANVAS povzrocajo bialelne patogene ekspanzije s specifiéno sekvenco
DNA v genu RFC1. Mesto, na katerem se nahaja ekspanzija je genetsko heterogeno, znotraj katerega
pri zdravih osebah najdemo tudi ekspanzije z nepatogeno sekvenco, zato predstavlja potrjevanje
CANVASA diagnosticen izziv.

Za specificno dokazovanje bialelnih patogenih ekspanzij v RFC1 smo zasnovali novo
dvostopenjsko metodo verizne reakcije s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) z
dokazovanjem fragmentov na kapilarni elektroforezi (ang. fragment capillary electrophoresis). Prva
stopnja ali presejalni PCR je zasnovan za specificno dokazovanje kratkih alelov, s ¢emer lahko
izklju¢imo tipi¢en CANVAS. Druga stopnja ali potrjevalni PCR za potrjevanje patogene bialelne
ekspanzije temelji na detekciji treh najpogostejsih sekvenc ekspanzij, kar smo optimizirali na DNA
pacientov z diagnozo CANVAS, Zze predhodno potrjeno s Southern blotom. Specifi¢nost pristopa
je bila ovrednotena s testiranjem bolnikov z ataksijo z znanimi genetskimi diagnozami, ki niso
povezane s CANVAS, kjer nismo zaznali prisotnosti patogenih bialelnih ekspanzij. Nazadnje smo z
uporabo opisanega dvostopenjskega pristopa, testirali paciente, ki so bili napoteni ob klini¢cnem
sumu na CANVAS. Genetsko potrditev sindroma CANVAS smo ugotovili pri bolnikih z vsaj tremi
znacilnimi klini¢nimi znaki.

Novi dvostopenjski PCR z fragmentno kapilarno analizo predstavlja alternativno metodo za
detekcijo CANVAS, ki zagotavlja informacije o prisotnosti bialelnih patogenih ekspanzij v genu

RFEC1 ter predstavlja novo orodje v laboratorijski diagnostiki ataksij.
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