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Put prema biobanci kultiviranih koznih
fibroblasta bolesnika s nasljednim
metabolickim poremedajima u Hrvatskoj

Marija Zekusi¢', Ksenija Fumi¢', Karmen Bili¢', Ana Skarici¢', Danijela Petkovi¢ Ramadza?,
Tamara Zigman?, Vladimir Sarnavka?, Mario Cuk??, lvo Bari¢?3, Dunja Rogi¢!

Rijetke bolesti etioloski su heterogena skupina najcesce nasliednih, kroni¢nih i degenerativnih bolesti s pojavnos¢u manjom od 5
na 10 000 osoba. Poznato je vise od 7000 rijetkih bolesti od kojih vise od 600 ima osobitosti nasliednih metabolickih poreme-
caja. Zbog velike klinicke heterogenosti i zahtjevnih dijagnostickih testova put do konacne dijagnoze je cCesto dug te ukljucuje i
obradu u inozemnim laboratorijima. Unatoc¢ tome, dio bolesnika ostaje bez konacne dijagnoze. U situacijama kad je bolesnik
vitalno ugroZen uz mogucnost letalnog ishoda i pri sumnji na nasliednu metabolicku bolest, biopsija koZe je dio standardnog
postupka. Posljednjih godina sve je vise dostupnih mogucnosti lijecenja za Sirok spektar nasljednih metabolickih bolesti. Osnovni
preduvjet za njihovu djelotvornost je pravodobna dijagnoza. Kultivirani kozni fibroblasti pohranjeni u biobanke vrijedan su bioloski
materijal. Osim za postavljanje dijagnoze, mogu se primijeniti i za provjeru djelotvornosti novih pristupa lije¢enju kao sto su male
molekule pratitelji. Sve navedeno upucuje na znacenje organiziranja biobanke fibroblasta prema medunarodno prihvacenim

standardima.

Kljuc¢ne rijeci: fibroblasti; metabolizam, prirodene grijeske; Hrvatska

UvoD lative (zastita prava pacijenata i informirani pristanak). Zato
se i kod nas pojavila potreba za uskladivanjem svih SOP-a i

Biobanke su organizirane zbirke pohranjenih bioloskih uzo-
preporuka povezanih s EBB-om (2-5).

raka kao Sto su ljudski DNA, stani¢ne kulture, tkiva i drugi
bioloski materijal. Primarno su osmisliene u dijagnosticke
svrhe, no u posljednje su vrijeme prepoznate kao vrijedan
materijal za znanstvena istrazivanja i razvoj novih terapija.
Preduvjet za uporabu i razmjenu pohranjenih uzoraka bio-
banke je standardiziranje svih laboratorijskih postupaka.
EuroBioBank (EBB) europska je mreza bioloskih banaka
osnovana 2001. godine (www.eurobiobank.org). Posebna
se pozornost posvecuje kontroli kakvoce primjenom stan-

dardih operativih postupaka (SOP) medunarocioj nor- 1Sk s sborsonit st o bt g
mi za medicinske laboratorije HRN EN ISO 15189:2012. ’Klinika za pedijatriju, Klinicki bolnicki centar Zagreb, Kispatic¢eva 12,
Uspostava mreZe EBB-a je osobito znacajna za istraZivanja Zagreb §

o S . . . * Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Salata 3, Zagreb

rijetkih bolesti te je zbog toga od velikog interesa ostvariva-

nje bolje medusobne suradnje svih drzava ¢lanica Europske

Biobanke tkiva i stanica

Biobanka je javna ili privatna neprofitna organizacija koja
prikuplja, obraduje, skladisti i raspodijeljuje bioloski materijal
u skladu s domacim i medunarodnim propisima. Za biolos-
ke uzorke koji se pohranjuju potrebno je jasno odrediti svr-
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unije (1). Trenutno stanje u europskim biobankama poka- Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku; Klini¢kog bolni¢kog centra
zuje znatnu neuskladenost tehnic¢kih zahtjeva (uvjeti skladi- i Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu; Kispati¢eva 12, Zagreb
Stenja, prikupljanja i raspodjele uzoraka) kao i pravne regu- Primijeno/Received: 15. 11. 2016, Prihvaceno/Accepted: 10.4. 2017.

26



PaepiaTR CroaT. 2017,61:26-32

hu pohrane koja moze biti za dijagnosticke (npr. dijagno-
stika specificne bolesti), terapijske (npr. banka krvi iz pupko-
vine) i istrazivacke svrhe (npr. povezana s istrazivanjem
odredene populacije). Kod organiziranja biobanke nuzno je
unaprijed definirati: nacin i svrhu dobivanja bioloskog uzor-
ka, biljezenje demografskih podataka ispitanika, anamne-
sticke i ostale relevantne klinicke podatke. Ako osoba ¢iji se
uzorak pohranjuje u biobanku ima postavljenu dijagnozu, u
bazu se upisuje sifra Medunarodne klasifikacije bolesti (engl.
International Classification of Diseases-10, ICD-10) te medi-
cinski centar gdje je postavljena dijagnoza. U nedostatku
postavljene dijagnoze u dokumentaciju se upisuje sumnja
na odredenu bolest (radna dijagnoza). Prije pohrane uzora-
ka pristiglih iz suradnih ustanova, osoblje biobanke treba
provjeriti kakvocu uzorka, to¢nost podataka na uzorku i po-
pratnoj dokumentaciji. Ako se pohranjeni uzorak, osim u
dijagnosticke svrhe, namjerava upotrijebiti i za istrazivacki
rad, ta svrha mora biti razumljivo obrazlozena u obrascu in-
formiranog pristanka. Biobanka koja je organizirana isklju-
¢ivo za istrazivacke svrhe mora uz ostale standardizirane
uvjete osiguravati privatnost i povjerljivost ispitanika (6-10).
U Hrvatskoj postoje razli¢ite biobanke s obzirom na nacin
organizacije i vrstu uzoraka koje pohranjuju (11).

Standardi nuzni za uzgoj ljudskih stanica

Biobanka kultiviranih fibroblasta jedna je od najcesce rablje-
nih za dijagnosticke i/ili istraZivacke svrhe. Sva dosadasnja
istrazivanja na kulturama stanica pokazala su da je vecina
bioloskih uzoraka potencijalno infektivna. Stoga su izradene
smijernice za zastitu laboratorijskih djelatnika pri svakodnev-
nom radu s bioloskim uzorcima. Ove se smjernice temelje
na misljenju da siguran rad ovisi o stru¢nom znanju i isku-
stvu, SOP-u i dosadasnjoj laboratorijskoj praksi. Na osnovi
smjernica u laboratorije je uvedena dobra laboratorijska
praksa (engl. Good Laboratory Practice, GLP) koja osigurava
pouzdanost rezultata.

Mijere sterilnog rada i zastite osoblja

Uporaba razli¢itih vrsta zastitne opreme pokazala se kljuc-
nom za siguran rad i zastitu djelatnika od infekcije. Propi-
sana je upotreba zastitnih ogrtaca, rukavica, maske za lice i
druge zastitne opreme te je definirana razina biosigurnosti
za razli¢ite medicinsko-dijagnosticke laboratorije (www.euro-
biobank.org). Laboratorij biosigurnosne razine 2 (BSL-2) bio-
sigurnosna je razina za stani¢ne kulture. Djelatnicima koji
rade u laboratoriju razine BSL-2 preporucuje se prije pocet-
ka rada sa stani¢nim kulturama cijepljenje protiv hepatitisa
B. Na sigurnosnoj razini BSL-2 ulazak u laboratorij treba biti
strogo kontroliran i ogranic¢en na odredeni broj ljudi koji su
prosli odgovarajucu edukaciju.
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Laboratorijska oprema i uvjeti smjestaja i okolisa

U laboratoriju u kojem se nalazi biobanka trebalo bi imati:
laboratorijske ledenice (-80 °C), odgovarajuce spremnike s
tekucim dusikom za skladistenje uzoraka uz mogucénost
kontinuirane nadopune tekuceg dusika, inkubatore s izvo-
rom CO,, mikrobioloske kabinete klase I, invertne mikro-
skope, centrifuge s hladenjem i odgovarajudi laboratorijski
informaticki sustav. Laboratorijski prostori u kojima se nala-
ze biobanke trebaju biti uredeni po najvisim tehnickim stan-
dardima (kontinuirana opskrba elektricnom energijom, kli-
matizacija, mjere higijenske opreznosti). Spremnici s pohra-
njenim bioloskim uzorcima u teku¢em dusiku trebaju biti
smjesteni u zasebnoj prostoriji u kojoj je omogucena perio-
di¢na izmjena zraka. Pristup u prostoriju sa spremnicima s
teku¢im dusikom smije imati samo ovlasteno osoblje. Stan-
dardi povezani s laboratorijskom opremom (GLP i HRN EN
ISO 15189:2012.) podrazumijevaju periodi¢no provjeravanje
i validiranje opreme i redovitu edukaciju osoblja, osobito u
radu s tekuc¢im dusikom. Tekud¢i dusik je bezbojna tekucina
bez mirisa i nije zapaljiv. U teku¢em obliku (pri temperaturi
-196°C) prikladan je za dugotrajnu pohranu bioloskih uzora-
ka, ali treba biti oprezan, jer kontakt tekuc¢eg dusika s kozom
moZe uzrokovati smrzotine. Posebnu pozornost trebalo bi
usmijeriti na kontrolu kakvoce uzorka. To se prvenstveno od-
nosi na testiranje stani¢nih kultura fibroblasta prije njihove
pohrane u tekudi dusik, tocnije na njihovu potencijalnu kon-
taminaciju mikoplazmama, virusima i bakterijama. Iskljucivo
uzorci ispitani i uskladisteni na ovaj nacin su prikladni za
slanje u druge laboratorijske centre. Evidencija i identifika-
cija svakog pohranjenog bioloskog uzorka u spremniku tre-
ba biti strogo kontrolirana.

Sustav kontrole kakvoce

Primjenu HRN EN ISO 15189:2012. standarda za medicinske
laboratorije i dokumentirano pracenje sustava kontrole
kakvoce trebalo bi kontinuirano provoditi laboratorijsko
osoblje. Kvalitativni standardi se primjenjuju na sav potrosni
materijal koji se rabi u radu sa sterilnim kulturama, opremu
(inkubator s izvorom CO,, mikroskopi, mikrobioloski kabi-
neti, centrifuge i drugo), osoblje (stru¢na edukacija i ospo-
sobljavanje djelatnika) te laboratorijske procese (izolacija
primarnih i sekundarnih kultura fibroblasta te dugotrajno
zaledivanje). Dostizanje, nadzor i pracenje ovih vaznih stan-
darda slozen je i financijski zahtjevan proces.

Opis postupka
Uzimanje uzorka koZe standardnom metodom

Stani¢na kultura koznih fibroblasta optimalan je bioloski
materijal za provodenje dijagnostickih testova potvrde pri
klinickoj sumnji na nasljedne metabolicke bolesti. Ovisno o
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SLIKA 1. Prikaz uspostave kulture fibroblasta od usitnjavanja koze, prebacivanja bioptata u kultivacijske bocice do uzgoja fibroblasta u inkubatoru

s izvorom CO,.

klinickoj slici, lije¢nik odlucuje o potrebi biopsije koze. Koza
kao organ je lako dostupna i uzimanje bioptata metodom
,punch” je relativno neinvazivno u odnosu na druge tkivne
biopsije (12). Prije planirane biopsije koze lije¢nik bi trebao
upoznati ispitanika i/ili skrbnika sa svrhom uzimanja bio-
loskog materijala i osobnom dobrobiti.

Uzimanje uzorka koze post mortem

Biopsija koZe post mortem indicirana je u slu¢ajevima nepo-
znatog uzroka bolesnikove smrti i/ili ako je postojala oprav-
dana sumnja na nasljedni metabolicki poremecaj (13,14). Po-
sebnu pozornost treba posvetiti sterilnosti biopsije koze. Po-
Zeljno je napraviti biopsiju s razlicitih mjesta u roku od dva
sata nakon smrti, a uzorke biopsije ostaviti u sterilne epruvete
s hranjivim medijem, eventualno u sterilnu fiziolosku otopi-
nu. Prihvatljivo je uzeti dvije biopsije velic¢ine 2x2 mm pune
debljine koZe. U slucajevima uzimanja biopsije koZe sa zakas-
njenjem, povecava se mogucnost kontaminacije uzorka.

Postupak dopreme uzorka

Nakon biopsije u sterilnim uvjetima epruvetu s bioptatom
treba obiljeZiti (ime i prezime, datum uzimanja biopsije) i
s uputnicom u sto kra¢em roku dostaviti u laboratorij. Ako
bioptat nije moguce odmah dalje obraditi, moZe se Cuvati u
hladnjaku na 2-8 °C do 48 sati. Primarna kultura fibroblasta
uspostavlja se metodom koZnog eksplantata (15-17). Svaki
zahtjev za upostavljanje stani¢ne kulture fibroblasta treba
prije toga najaviti djelatnicima Odjela za laboratorijsku dija-
gnostiku nasljednih metabolickih bolesti. Prije pocetka
biopsije potrebno je od laboratorija zatraZiti epruvetu sa
sterilnim hranjivim medijem za dostavu bioptata. Hranjivi
medij priprema se u mikrobioloskom kabinetu za sterilan
rad: na Dulbeccov medij (engl. Dulbecco’s Modified Eagle’s
medium, DMEM) (Sigma) dodaje se 20% fetusnog govedeg
seruma (engl. Fetal Bovin Serum, FBS), 1% L glutamina (Euro-
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Clone) i 1% antibiotika (Sigma); filtrira se kroz filtar od 0,22
um u sterilnoj boci i pravilno obiljezi. Tako prireden hranjivi
medij se Cuva na 2-8 °C do mjesec dana i rabi kao prijenosni
medij za bioptate i kao hranjivi medij za rast stanica.

U skladu s tim preporukama u Klinickom zavodu za labora-
torijsku dijagnostiku (KZLD) pohranjuju se kultivirani kozni
fibroblasti pacijenata s dijagnozom i/ili sumnjom na na-
sliedne metabolicke bolesti. Stani¢ne kulture koznih fibro-
blasta su u najve¢em broju uspostavljene i pohranjene od
bolesnika kojima je primarna biopsija napravijena u Kli-
nickom bolni¢kom centru Zagreb, no jedan dio primarnih
bioptata koZe poslan je i iz drugih bolnickih centara.

Uspostava stani¢ne kulture fibroblasta

Bioptat koZe prebacuje se iz epruvete u Petrijevu zdjelicu i
usitnjava na manje komadice skalpelom i skarama. Nakon
usitnjavanja biopsije na komadice velicine 2x2 mm potreb-
no ih je prenijeti u 25 cm? sterilne kultivacijske bocice za
adherentne kulture bez medija i ostaviti 5 do 10 minuta.
Nakon toga dodaje se 3-5 mL medija za uzgoj stanica i boci-
ca se ¢vrsto zatvori. Radi vece sigurnosti od kontaminacije
preporucuje se upotrebljavati kultivacijske bocice koje ima-
ju ¢ep s filterom. Kultivacijsku bocicu s bioptatom potrebno
je preko nodi staviti u inkubator na 37 °Ci 5% CO,. Medij se
mijenja nakon 24 sata, a nakon toga je potrebno ga mijenja-
titri puta na tjedan (slika 1).

Nakon tri do pet dana moguce je vidjeti pojedinac¢ne fi-
broblaste kako rastu na dnu kultivacijske bocice iz bioptata.
Primarna kultura fibroblasta dostize konfluenciju oko 80%
za 10-ak dana. Tada je potrebno stanice tripsinizirati (Trypsin
0,25% /EDTA 0,02%) (slika 2). Tripsinizacija je postupak kojim
se za 3-5 minuta u inkubatoru kidaju medustani¢ne veze i
dobiva suspenzija stanica. Na stanice je potrebno dodati
istu koli¢inu medija za rast fibroblasta, kako bi se neutralizi-
ralo djelovanje tripsina, te stanice centrifugirati na 350 x g 5
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SLIKA 2. Uspostavljanje primarne kulture fibroblasta, od pojedinacnih fibroblasta koji izlaze iz bioptata do 50% , odnosno 90% konfluentne kulture

fibroblasta

minuta. Supernatant se pomno ukloni i na pelet se stavi
novi medij za rast fibroblasta. Stanice se dobro resuspendi-
raju i zasijavaju u nove kultivacijske bocice veli¢ine 25 ili 75
cm?, ovisno o potrebi. Preporucena koli¢ina medija u kulti-
vacijskim bocicama od 25 cm? iznosi 3-5 mL, a u bocicama
od 75 cm?iznosi 12-15 mL. Ovisno o broju dobivenih fi-
broblasta, stanice se rasporeduju u druge subkulture. Na
nove kultivacijske bocice treba napisati ime i prezime paci-
jenta, datum i broj nove pasaze te datum promjene medija.
Stanice se dnevno provjeravaju na invertnom mikroskopu s
faznim kontrastom.

Dugotrajna pohrana fibroblasta

Pohrana fibroblasta provodi se u epruvetama od 2 mL nami-
jenjenim iskljucivo za duboko zaledivanje. Epruvete se prije
toga oznace (ime i prezime pacijenta, vrsta stanica, broj pa-
saze, datum zaledivanja, broj stanica) i za vrijeme postupka
drZe se na hladnoj podlozi. Nakon tripsinizacije i cetrifugira-
nja, odnosno posto je uklonjen supernatant, na talog stani-
ca se stavi 1,8 mL svjeZe pripremlienog medija za zaledi-
vanje (hranjivi medij 90%, dimetilsulfoksid 10%) i pomno
resuspendira da se dobiju pojedinacne stanice. Broj stanica
koje su zaledivane iznosi oko 1x10° po ampuli. Nakon toga
se epruvete najprije stave u ledenicu na -86 °C (Thermo
Scientific), a nakon 24 sata se spremaju na dugotrajno skla-
distenje u tekudi dusik na -196 °C. Prijeko je potrebno voditi
evidenciju o mjestu skladistenja uzoraka u akreditacijskim
zapisima, kako bi se u svakom trenutku znalo to¢no mjesto
i koli¢ina pojedinih uzoraka u spremniku tekuceg dusika.

Dosadasniji rezultati i harmonizacija procesa

U Odjelu za laboratorijsku dijagnostiku nasljednih metabolic-
kih bolesti uspostavljen je postupak uzgoja stani¢ne kulture
koznih fibroblasta izdvojenih od pacijenata s rijetkim nasljed-
nim metabolickim bolestima. Prema EBB-u i normi ISO 15

189:2012. izradeni su standardni operativni postupci, radne
upute i obrasci. U akreditacijskoj dokumentaciji opisani su
postupci vezani za izolaciju humanih koznih fibroblasta, po-
hranu, raspodjelu ili slanje bioloskih uzoraka u referentne
centre za rijetke bolesti u EU te nacin pracenja i evaluacije
uzoraka u registru biobanke. U Odjelu za laboratorijsku dija-
gnostiku nasljednih metabolickih bolesti napisana je opca
radna uputa vezana za organizaciju rada. Takoder su napisane
radne upute i pripadajuc¢i obrasci vezani za laboratorijsku
opremu, reagense i potrosni materijal, kao i za uvjete smjesta-
ja i okolisa. U radnim je uputama opisan rad s teku¢im dusi-
kom i prva pomoc kod ozlijedivanja s tekuc¢im dusikom.

Nasa baza podataka u velikoj je mjeri uskladena s EBB-om.
BiljeZe se sljededi podatci: ime i prezime pacijenta i datum
rodenja, medicinski centar koji je poslao uzorak, datum po-
hrane uzorka, ,pasaza” fibroblasta (broj dijeljenja stani¢nih
kultura), dijagnoza i sifra ICD-10 te odgovorni laboratorijski
djelatnik (tablicat). U razdoblju od 1995. godine pohranjeno
je vise od 1000 epruveta s fibroblastima (za jednog pacijen-
ta skladisti se minimalno tri epruvete).

Najveci udio ¢ine uzorci bolesnika s potvrdenom dijagno-
zom bolesti iz skupine lizosomskih bolesti nakupljanja (mu-
kopolisaharidoze n=49, sfingolipidoze n=53, oligosaharido-
ze n=6, mukolipidoze n=4). Pohranjeni su i fibroblasti bole-
snika s dijagnozama poremecaja mitohondrijskog stvaranja
energije (n=43), peroksisomskim poremecajima (n=9), po-
remecajima glikozilacije proteina (n=6), aminoacidopatija-
ma (n=17), organskim acidurijama (n=27) i ostalim nasljed-
nim metaboli¢kim bolestima (n=21). Osim fibroblasta bole-
snika s potvrdenim dijagnozama, pohranjeni su i fibroblasti
bolesnika koji su nakon opsezne dijagnosticke obrade osta-
li bez konacne dijagnoze (n=46).

Upravljanje kontrolom kakvoce sastavni je dio rada u medi-
cinsko-dijagnostickim laboratorijima. U tu se svrhu izraduju
SOP-i za prikupljanje, obradu, raspodjelu, pohranu uzoraka i
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TABLICA 1. Primjer iz evidencije biobanke fibroblasta u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku

Ime i prezime . . . Dijagnoza Sifra

R.br. / datum rodenija Bolnica/ Odjel Datum pohrane Pasaza ICD-10 1CD-10

1 B. M. KBC Zagreb, Zavod za metabolizam 04.01.2016. fibroblasti p=0 |diopatska neuropatija G60.9
(26.06.2008.)

2 Bl KBC Zagreb, Zavod za metabolizam 19.1.2016. fibroblasti p=1 Mijesani razvojni poremecaj  F83
(23.01.2011)

3 B. 1. KBC Zagreb, Zavod za metabolizam 19.01.2016. fibroblasti p=1 MijeSani razvojni poremecaj  F83
(23.01.2011)

4 B. I KBC Zagreb, Zavod za metabolizam 19.01.2016. fibroblasti p=1 MijeSani razvojni poremecdaj  F83.0
(23.01.2011.)

5 Z.M. M. KBC Zagreb, Zavod za metabolizam 04.01.2016. fibroblasti p=5 Mukopolisaharidoza tip Il E76.1
(16.12.2014)

6 Z.M. M. KBC Zagreb, Zavod za metabolizam 04.01.2016. fibroblasti p=5 Mukopolisaharidoza tip I E76.1
(16.12.2014)

7 B. M. KBC Zagreb, Zavod za metabolizam 04.01.2016. fibroblasti p=0 |diopatska neuropatija G60.9
(26.06.2008.)

8 Z.M. M. KBC Zagreb, Zavod za metabolizam 04.01.2016. fibroblasti p=5 Mukopolisaharidoza tip Il E76.1
(16.12.2014)

9 K.novorodence 7. KBC Zagreb, 05.01.2017. fibroblasti p=1 Sijalidoza i stanje nastalo P96.9
(18.08.2016.) Djecja 7 u perinatalnom razdoblju

10 K.novorodence 2. KBC Zagreb, 05.01.2017. fibroblasti p=1 Sijalidoza i stanje nastalo P96.9
(18.08.2016.) Djec¢ja 7 u perinatalnom razdoblju

podataka u skladu s nuznim standardima i normom HRN EN
ISO 15189:2012. Harmonizacija tih postupaka na europskoj
razini jedan je od ciljeva EBB-a. To ¢e omoguciti optimalno
iskoridtenje potencijala pohranjenih stani¢nih linija fibrobla-
sta pacijenata s nasljednim metabolickim poremecajima.
/bog toga su dosad primjenjivani laboratorijski protokoli
zamijenjeni s dokumentima uskladenim s EBB-om i HRN EN
ISO-om 15189:2012. U nasoj bazi podataka, koju smo u veli-
koj mjeri uskladili s EBB-om, potrebno je osim upisa dijagno-
ze i Sifre ICD-10 upisati i $ifru OMIM (engl. Online Mendelian
Inheritance in Man, OMIM). Drugi vazan ¢imbenik za opti-
malnu upotrebu biobanke fibroblasta je formiranje odgova-
rajuc¢eg obrasca za informirani pristanak, koji bi omogudio i
naknadne analize. Naime, u standardnoj obavijesti pacijen-
tu o dijagnostickom, odnosno terapijskom postupku, infor-
mirani se pristanak odnosi samo na planirane dijagnosticke
pretrage, tako da se pohranjeni uzorci ne mogu upotrijebiti
za dodatna istrazivanja. Uputno je dati informaciju o mogu-
¢oj upotrebi viska bioloskog uzorka za istrazivanje u po-
drugju rijetkih metabolickih bolesti, i to bi trebao biti sastav-
ni dio informiranog pristanka (7). U homogenatu koznih fi-
broblasta mogu se mijeriti aktivnosti enzima, metabolita i
biomarkera nuznih za postavljanje dijagnoze i prac¢enje te-
rapije. Takav uzorak moze se iskoristiti i za izolaciju DNA-a.

Kultivirani kozni fibroblasti imaju vaznu ulogu u dijagnostici
nasljednih metaboli¢kih bolesti. U nekim slucajevima to je i
prijeko potreban uzorak za mjerenje enzimske aktivnosti
(npr. sumnja na sijalidozu ili poremecaj beta-oksidacije
masnih kiselina) (13).

30

Novi terapijski pristupi i tehnologije

U posljednje vrijeme novi terapijski pristupi uklju¢uju i tera-
piju malim molekulama pratiteljima (eng. chaperone the-
rapy). Takav pristup lije¢enju posebice je znacajan za lizo-
somske bolesti nakupljanja kao $to su Gaucherova bolest
(18), Fabryjeva bolest (19), Krabbeova leukodistrofija (20) i
dr. U¢inkovitost terapije malim molekulama pratiteljima ovi-
sna je o vrsti mutacije gena koji kodira sintezu odredenog
enzima. Za ispitivanje uc¢inka malih molekula pratitelja nuz-
na je stani¢na kultura fibroblasta. Stanice se opterecuju do-
datkom razli¢itih koncentracija malih molekula pratitelja,
nakon ¢ega se mjeri eventualni porast aktivnosti zahvace-
nog enzima. Osim toga, iz pohranjenih fibroblasta pacije-
nata moguce je postaviti dijagnozu metodom sekvencira-
nja nove generacije (21-23). Nove tehnologije otvaraju niz
mogucnosti za buduca istrazivanja u podrucju nasljednih
metaboli¢kih bolesti radi boljeg razumijevanja etiologije
bolesti, povezanosti genotipa i fenotipa i razvoja novih tera-
pija. Biobanke fibroblasta ¢e zasigurno imati veliku ulogu u
tim nastojanjima. Priejko je potrebna kontinuirana suradnja
klinickog i laboratorijskog osoblja da bi se uspjesno organi-
zirala biobanka kultiviranih koznih fibroblasta bolesnika s
nasljednim metabolickim poremecajima.
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SUMMARY

A path towards a cultured skin fibroblast biobank
of patients with inherited errors of metabolism in Croatia

Marija Zekusi¢, Ksenija Fumi¢, Karmen Bili¢, Ana Skarici¢, Danijela Petkovi¢ Ramadza,
Tamara Zigman, Vladimir Sarnavka, Mario Cuk, Ivo Bari¢, Dunja Rogi¢

Rare diseases are an etiologically heterogeneous group of hereditary, chronic and degenerative disorders with the incidence lower
than 5 per 10,000 individuals. More than 7,000 rare diseases have been identified so far, and more than 600 of them have the
characteristics of hereditary metabolic disorders. Due to the high clinical heterogeneity and demanding diagnostic tests, the path to
final diagnosis is often long and may also involve tests performed in laboratories abroad. Despite this, a number of patients remain
without final diagnosis. In life-threatening situations for the patient and in case of suspected hereditary metabolic disease, skin
biopsy is part of the routinely performed standard procedure. Recent years have seen an increasing availability of treatment options
fora broad range of hereditary metabolic diseases. The basic precondition for therapy efficacy is timely diagnosis. Cultured skin fibro-
blasts that are stored in biobanks are a valuable biological material. Except for making diagnosis, they may be used to verify the
efficacy of novel approaches to treatment, e.g.,, small chaperon molecules. All of the above indicates the significance of establishing

afibroblast biobank according to the internationally accepted standards.
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