36

Pristopi za prepoznavo genetskih
in epigenetskih biooznacevalcev v
personalizirani medicini kroni¢nih bolezni

Approaches for the 1dentification of genetic
and epigenetic biomarkers in personalized
medicine of chronic diseases

Vesna Gorenjak'?
Univerza v Mariboru, Medicinska fakulteta
2Sandoz Development Center, Lek d.d.

Avtor za korespondenco:
Dr. Vesna Gorenjak, mag. farm.

Univerza v Mariboru, Medicinska fakulteta, Taborska Ulica 8, 2000 Maribor, Slovenija

e-posta: vesna.gorenjak@sandoz.com

POVZETEK

Personalizirana medicina temelji na uporabi genetskih in
epigenetskih znacilnosti posameznika za izboljsano prepre-
cevanje, diagnostiko in zdravljenje bolezni, pri cemer bi-
ooznacevalci odrazajo povezave med molekularnimi me-
hanizmi in klini¢nimi znaki.

Namen prispevka je predstaviti razvoj in uporabo metod
za odkrivanje genetskih in epigenetskih biooznacevalcev
v sodobni personalizirani medicini ter ovrednotiti njthovo

uporabnost v raziskovalnem in klinicnem okolju.

Opisani so pristopi kandidatnih genov in polimorfizmov,
asociacijske studije celotnega genoma (GWAS), asocia-
cijske studije celotnega epigenoma (EWAS), sekvencira-
nje celotnega genoma (WGS) ter celogenomsko bisulfitno
sekvenciranje (WGBS).

LABORATORIJSKA MEDICINA 2026, §t.8: strani od 36 do 43

Razvoj metod odraza prehod od hipotezno usmerjenih raz-
iskav k celostnim, netar¢nim analizam. Studije kandida-
tnih genov so omejene s pristranskostjo in slabo ponovlji-
vostjo, medtem ko GWAS omogocajo odkrivanje stevilnih
genetskih razlicic z majhnim u¢inkom. EWAS dopolnju-
jejo ta vpogled z analizo epigenetskih sprememb, poveza-
nih z okoljskimi dejavniki. WGS in WGBS zagotavljata
najcelovitejsi vpogled v genomsko in epigenomsko varia-
bilnost, vendar ju omejujejo visoki stroski, kompleksnost
analize in zahtevna interpretacija podatkov.

Zakljucimo lahko, da kljub napredku ostaja prenos bio-
oznacevalcev v klini¢no prakso omejen. Klasi¢ni diagno-
sticni pristopi za zdaj ostajajo temelj klinicne obravnave,
medtem ko se genomika postopoma uveljavlja. Nadaljnji
razvoj bo odvisen od ucinkovite interpretacije velikih po-
datkovnih nizov in njihove integracije z naprednimi ana-
liticnimi pristopi, vkljucno z umetno inteligenco.

Kljucne besede: poligenske vecfaktorske genetske bolez-
ni, kompleksne genetske bolezni, GWAS, WGS, EWAS,

genetska epidemiologija



ABSTRACT

Personalized medicine relies on the integration of individ-
ual genetic and epigenetic characteristics to improve dis-
ease prevention, diagnosis, and treatment, with biomark-
ers acting as a key bridge between molecular mechanisms
and clinical practice.

The aim of this paper is to systematically present the de-
velopment and application of methods for identifying ge-
netic and epigenetic biomarkers in modern personalized
medicine and to evaluate their utility in both research
and clinical settings.

The review covers key approaches for the identification of
genetic and epigenetic biomarkers, including candidate
gene and polymorphism studies, genome-wide associa-
tion studies (GWAS), epigenome-wide association studies
(EWAS), whole-genome sequencing (WGS), and whole-ge-
nome bisulfite sequencing (WGBS).

Advances in genomic technologies have driven a transi-
tion from targeted, hypothesis-driven strategies to com-
prehensive, data-driven approaches. While candidate gene
studies are constrained by selection bias and limited repro-
ducibility, GWAS have enabled the systematic identifica-
tion of numerous variants with modest individual effects.
EWAS extend this framework by revealing epigenetic al-
terations influenced by environmental factors. WGS and
WGBS provide the most extensive characterization of ge-
nomic and epigenomic variation, offering high-resolution
insights, albeit at the cost of increased complexity, resource
demands, and challenges in data interpretation.

Despite substantial methodological progress, the clinical
implementation of identified biomarkers remains limited.
For now, conventional diagnostic approaches continue to
underpin clinical decision-making, while genomic tools
are gradually being incorporated. Future advances will de-
pend on improved strategies for data integration and inter-
pretation, particularly through the application of artificial
intelligence and other advanced computational methods.

Keywords: polygenic multifactorial genetic diseases,
complex genetic diseases, GWAS, WGS, EWAS, genetic
epidemiology
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uvoD

Personalizirana medicina je pristop, pri katerem se prepre-
¢evanje, diagnosticiranje in zdravljenje bolezni prilagodijo
posamezniku ali skupini posameznikov na podlagi njiho-
vega genetskega in molekularnega profila ter drugih oseb-
nih znacilnosti. Njen namen je omogociti izbiro najustre-
znejSega pristopa za ucinkovitejso zdravstveno oskrbo. Za
razvoj personalizirane medicine je kljucnega pomena pri-
dobivanje spoznanj o molekularnih in genetskih mehaniz-
mih, ki so osnova za nastanek bolezni. Danes je vkljucena
v §tevilne moderne koncepte obravnave bolnikov, veliko
pa se od nje e pricakuje predvsem na podrocju zgodnje-
ga odkrivanja bolezni s pomocjo napredne diagnostike (1).

Cleprav se je personalizirana medicina kot znanstveni izraz
prvic pojavila v studijah, objavljenih leta 1991, se je njen
koncept razvil ze davno pred tem. Znanstveniki so se ze
od nekdaj zavedali, da dolo¢ena zdravljenja niso primerna
za vse bolnike in so lahko v nekaterih primerih celo $ko-
dljiva. Eden najpreprostejsih primerov so transfuzije krvi.
Sistem krvnih skupin ABO je bil odkritleta 1900 in to zna-
nje je pomagalo prepreciti zaplete pri transfuziji s prepro-
stim testom krvne skupine, ki je vsakega posameznika ka-
tegoriziral v razlicne skupine na podlagi genotipov ABO.
Ta enostaven primer dobro prikazuje poslanstvo danasnje
personalizirane medicine, ki Zeli bolnike razvrstiti v raz-
licne podskupine na podlagi njihovih genetskih predis-
pozicij, da se omogocijo zgodnje napovedovanje tveganja
za bolezni, natan¢no diagnozo in prognozo ter uporabo
najucinkovitejsih in najmanj skodljivih nacinov zdravlje-
nja za vsakega posameznika (2, 3).

Za uporabo personalizirane medicine v praksi potrebuje-
mo specificne diagnosticne biooznacevalce, ki omogoca-
jo identifikacijo posameznikov z boleznijo in klasifikaci-
jo podtipa bolezni. Genetski biooznacevalec je opredeljen
kot znacilnost DNK ali RNK, ki je indikator normalnih
bioloskih procesov, patogenih procesov ali odziva na tera-
pevtske posege. Odraza izrazanje, funkcijo ali regulacijo
gena. Znacilnosti DNK, ki jih uporabljamo kot genetske
biooznacevalce, zaobjemajo t. 1. polimorfizme posameznih
nukleotidov (angl. single nucleotide polymorphism, SNP),
modifikacijo DNK (npr. metilacijo), insercije, delecije, va-
riacije Stevila kopij idr. Pri RNK pa se osredotocamo na
zaporedje RNK, ravni izrazanja RNK, ravni mikro RNK
idr. (4). V tem c¢lanku izraz genetska razlic¢ica uporabljamo
kot splosen izraz za spremembe v zaporedju DNK (npr. za-
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menjave nukleotidov, insercije ali delecije), medtem ko poli-
morfizem oznacuje genetsko razlicico, ki se v populaciji po-
javlja z relativno visoko frekvenco. Poseben primer je SNP,
pri katerem se na dolocenem mestu v genomu med posa-
mezniki razlikuje en sam nukleotid.

Analiza vezanosti (angl. linkage analysis) je bila ena prvih
in klju¢nih metod v genetiki, ki je v obdobju pred visokoz-
mogljivo genotipizacijo omogocala prepoznavanje kromo-
somskih regij, povezanih z dednimi boleznimi. S spremlja-
njem dedovanja markerjev v vec¢generacijskih druzinah
je raziskovalcem omogocila prepoznavanje regij, poveza-
nih z boleznijjo, kar je nato usmerjalo izbor kandidatnih
genov in preucevanje posameznih polimorfizmov. Med
najpomembnejsimi dosezki tega pristopa je odkritje ge-
nov BRCAI in BRCAZ, ki sta med prvimi omogocila ge-
netsko testiranje za zgodnje prepoznavanje podvrzenosti
doloc¢enim tipom raka, razvoj tarcnih terapij, kot so zavi-
ralct PARP, ter ucinkovite preventivne strategije, vkljuc-
no s preventivnimi kirurskimi posegi pri osebah z viso-
kim tveganjem ().

Pravi preboj personalizirane medicine je bil omogocen s
Projektom cloveski genom (angl. Human Genome Project),
ki se je zacel leta 1990 pod vodstvom ameriskega Nacio-
nalnega centra za raziskave cloveskega genoma. Sekven-
ciranje treh milijard baznih parov, ki sestavljajo eno ko-
pijo cloveskega genoma, je bilo izvedeno v sodelovanju z
20 skupinami iz ZDA, Zdruzenega kraljestva, Japonske,
Francije, Nemcije in Kitajske ter je bilo zakljuceno aprila
2003. Projekt je zagotovil nastanck obseznih katalogov ge-
nomskih informacij o bioloski strukturi in funkciji. Omo-
gocil je raziskovanje osnovne fiziologije genoma ter pos-
tavil nov mejnik v medicinskih raziskavah (6).

SNP-ji, ki predstavljajo genetske razlicice v nukleotidnem
zaporedju DNK, so postali sredis¢e zanimanja znanstve-
nikov. Kombinacije teh malih variacij v ¢loveskem geno-
mu namre¢ lahko oblikujejo posameznikovo nagnjenost
k nekaterim boleznim, odzivnost na doloc¢ena zdravlje-
nja, dovzetnost na strupe iz okolja itd. Vzpostavitev pov-
sem nove dobe v medicini je zahtevala ogromne napore v
razvoju tehnologij, metodologij, ustvarjanju podatkovnih
baz in velikih populacijskih kohort za pridobivanje infor-
macij, ki bi pojasnile osnovo genetske regulacije komple-
ksnih bolezni, kot so sré¢no-zilna obolenja ali rak (7).
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Genetska epidemiologija se je pojavila kot novo znanstve-
no podrodje, ki raziskuje vpliv genetskih dejavnikov na clo-
veske lastnosti, predvsem na zdravje in bolezni, ter njthovo
interakeijo z okoljskimi dejavniki. Njeno osrednje podrocje
je preucevanje vzrokov in porazdelitve dednih ter komple-
ksnih bolezni v populacijah. Obsezne asociacijske studije
celotnega genoma (angl. Genome-Wide Association Studi-
es, GWAS), ki genotipizirajo tisoce SNP-jev pri tisocih po-
sameznikih, so identificirale SNP-je, od katerih vsak delo-
ma prispeva k razumevanju nastanka kompleksnih bolezni.
Vendar vse to ni zadostovalo za popolno razumevanje ge-
netske regulacije kroni¢nih bolezni. Manjkajoco poveza-
vo med vplivi okolja, genetiko in boleznimi, ki je GWAS
niso mogle zagotoviti, je dopolnilo razumevanje epigenet-
skih sprememb na DNK. Studija metilacijskih sprememb
na genomu (metilom) je postala najpogosteje uporabljeno
epigenomsko orodje za proucevanje vpliva okolja na regu-
lacijo genov. Visoko zmogljive tehnologije v kombinaciji z
racunalnistvom in informatiko so omogocile specializira-
na orodja, ki se uporabljajo za analizo bioloskih podatkov
in podatkov iz genomike, transkriptomike, proteomike in
drugih sorodnih podrocij (8). Tako imenovane omike za-
jemajo celostno preucevanje bioloskih molekul, kot so geni
(genomika), RNK (transkriptomika), proteini (proteomika)
in metaboliti (metabolomika), ter njihovih interakcij (inte-
raktom) oziroma povezav (integratom), kar omogoca sis-
temsko razumevanje bioloskih procesov. Zaradi sposob-
nosti hkratnega preucevanja velike koli¢ine parametrov so
omike postale temelj sodobnih pristopov pri odkrivanju
novih biooznacevalcev, personalizirani medicini in razu-
mevanju kompleksnih bolezni (9).

V nadaljevanju bodo predstavljeni pristopi, ki so upora-
bljeni za odkrivanje novih genetskih in epigenetskih bio-
oznacevalcev, ter z njimi povezani nacini uporabe v dia-
gnosti¢ne namene.

ASOCIACIISKE STUDIJE

Asociacijske studije so namenjene iskanju in oceni povezave
fenotip-genotip oz. bolezni s posameznim polimorfizmom.
Kot fenotip se v raziskavo vkljuci bioloska/klini¢na znacil-
nost, na osnovi katere lahko ocenjujemo bolezen, npr. povi-
san holesterol za oceno ateroskleroze ali povisan krvni tlak
za oceno hipertenzije. Bolezni, kjer bi posamezen polimor-



fizem imel neposreden vpliv na razvoj patologije, so red-
ke in jih poznamo kot monogenske bolezni. Primer taksne
bolezni sta anemija srpastih celic ali cisticna fibroza. Ane-
mija srpastih celic nastane zaradi tockovne mutacije GAG
—> GTG v genu za B-globin, HBB. Ta sprememba povzro-
¢i pojav valina namesto glutamina v 3-verigi hemoglobina,
kar vodi do nastanka strukturno spremenjenega hemoglo-
bina (HbS) in posledi¢no do spremenjene oblike eritrocitov.
Pri cisticni fibrozi pa prihaja do mutacije v genu CFTR, ki
kodira membranski protein, odgovoren za transport klori-
dnih ionov skozi celicno membrano. Novejsa spoznanja ka-
zejo, da je tudi pri monogenskih boleznih fenotip pogosto
rezultat interakcije primarne mutacije ter drugih genetskih
in okoljskih dejavnikov, kar lahko pomembno vpliva na po-
tek bolezni, zato je tudi genetska osnova teh bolezni kom-
pleksnejsa, kot se je sprva domnevalo (10, 11).

Asociacijske studije raka, kardiovaskularnih bolezni in dru-
gih stanj pogosto identificirajo polimorfizme, ki imajo posa-
mezno majhen vpliv, v kombinacijah pa lahko znatno pri-
spevajo k nagnjenosti posameznika za razvoj bolezni ter
tudi njeni zgodnji diagnostiki in usmerjanju zdravljenja (12).
Klasi¢ne vrste asociacyskih studij vkljucujejo studije kandi-
datnih polimorfizmov, kandidatnih genov, natanc¢ne pres-
likave in $tudije celotnega genoma oziroma epigenoma. Z
napredkom umetne inteligence se tudi na tem podrocju
zacenja nova doba, ki bo s kombinacijo klasicnih metod in
strojnega ucenja omogocila zanesljivejso analizo komple-
ksnih podatkovnih nizov in s tem naredila korak naprej k
prepoznavanju klini¢no uporabnih biooznacevalcev (13).

Studije kandidatnih genov in
kandidatnih polimorfizmov

Studije kandidatnih genov so pristop v genetskih raziska-
vah, prikaterem se na podlagi obstojecega bioloskega zna-
nja izberejo geni, za katere se domneva, da bi lahko vpli-
vali na razvoj dolocenega fenotipa (bolezni ali lastnosti).
V teh studijah se analizirajo genetske razlicice znotraj iz-
branih genov; najpogosteje so to SNP-ji. Po genotipizaciji
kandidatnih genov v vzorcih DNK se pridobljeni podatki
preverijo glede kakovosti, nato pa se izvede analiza aso-
clacije, pri cemer je cilj ugotoviti, ali gen prispeva k va-
riabilnosti opazovanega fenotipa (14). Pri studijah kandi-
datnih polimorfizmov se namesto celotnega gena izbere
posamezen polimorfizem (npr. SNP), za katerega se do-
mneva, da bi lahko vplival na razvoj dolo¢enega fenotipa.
Taksne studije temeljijo na primerjavi pojavnosti izbra-
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nih SNP-jev v skupini bolnikov s proucevano boleznijo in
v skupini zdravih posameznikov (15).

Studije kandidatnih genov in kandidatnih polimorfizmov
so bile v zgodnjih fazah genetske epidemiologije osrednji
pristop za preucevanje genetske osnove bolezni v casu, ko
sekvenciranje celotnega genoma $e ni bilo dostopno in so
se raziskovalci omejili na posamezne gene ali omejeno
Stevilo SNP-jev. Ceeprav so bile te raziskave pomembne
za razvoj zgodnjih genetskih modelov, so imele Stevilne
omejitve, med drugim pristranskost pri izbiri kandida-
tnih genov, nezadostno statisticno moc ter slabo pono-
vljivost rezultatov. Razlog za to je dejstvo, da je dejanski
vpliv posameznega SNP-ja na bolezen obicajno zelo maj-
hen, kar zahteva raziskave na velikem $tevilu bolnikov.
Zato so bile skupine, vkljucene v zacetne $tudije, pogosto
premajhne, ter so tako dale lazno pozitivne rezultate (16,
17). Danes imajo $tudije kandidatnega polimorfizma vlo-
go predvsem tam, kjer je bioloska vloga doloc¢enega gena
ze dobro pojasnjena in podprta z eksperimentalnimi ali
klini¢nimi dokazi. Kot dopolnilo GWAS ali multiomikam
za izbran SNP omogocajo oceno funkcionalne vloge, ven-
dar kot samostojen pristop niso ve¢ prvaizbira v preuceva-
nju kompleksnih bolezni, saj ne zajamejo celotne genom-
ske slike in pogosto spregledajo pomembne SNP-je zunaj
vnaprej izbranih regij ter vpliv gen-gen interakcije na ge-
netsko nagnjenje k bolezni.

Asociacijske studije celothega genoma

GWAS so v zadnjih petnajstih letih postale eno kljucnih
orodij za preucevanje bolezni, saj omogoc¢ajo neodvisno
ocenjevanje polimorfizmov znotraj celotnega genoma brez
predhodnih hipotez, kot je to potrebno v primeru study
kandidatnega polimorfizma. Za razliko od studije kandi-
datnega polimorfizma, kjer se preucuje posamezne, vnaprej
dolocene SNP, je pri GWAS vkljucenih veliko $tevilo poli-
morfizmov (do 2 milijona SNP), ki se nahajajo znotraj ce-
lotnega genoma, kar omogoca vzpostavljanje novih hipo-
tez o genetski regulaciji bolezni. Genotipizirajo se SNP-ji,
ki so vnaprej izbrani na podlagi njthove pogostosti v popu-
laciji ter sposobnosti, da preko ocene vezavnega neravno-
tezja (angl. linkage disequilibrium) predstavljajo tudi dru-
ge bliznje variante. To omogoca ucinkovito zajetje vecine
pogoste genetske variabilnosti v genomu. Glede na izbiro
metode je lahko vkljucenih od vec¢ sto tiso¢ vse do 2 mili-
jona polimorfizmov.
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V GWAS se posameznikom najprej z uporabo visokozmo-
gljivih genotipizacijskih platform, kot so SNP mikromreze
(angl. SNP arrays), doloci genotip polimorfizmov. Nato se
z naprednimi bioinformati¢nimi pristopi primerja pogo-
stost milijonov genetskih polimorfizmov skupine zdravih
posameznikov s pogostostjo istith polimorfizmov v skupi-
ni s preucevano znacilnostjo (npr. povisan holesterol) pri
bolnikih (npr. z aterosklerozo). Pri tem se i$cejo genetske
razlicice, ki se med skupinama pojavljajo s statisticno zna-
¢ilno razliko. Na osnovi teh razlik lahko ocenimo, katere
razlicice so povezane s povecanim ali zmanjSanim tvega-
njem za doloceno stanje (npr. za povisan holesterol oziro-
ma za aterosklerozo) (18).

Zanesljivost rezultatov GWAS je mocno odvisna od veli-
kosti skupin. Sodobne studije pogosto vkljucujejo vec sto
tiso¢ do vec¢ kot milijon udelezencev, saj Sele tako doseze-
mo dovolj statisticne moci za pravilno oceno majhnih ucin-
kov posameznih genetskih razlicic, ki prispevajo k bioloski/
klini¢ni znacilnosti oziroma nastanku preucevane bolezni
(18). Zaradi potrebne velike kolicine kakovostnih podat-
kovnih zbirk se GWAS pogosto odvijajo v sklopu medna-
rodnih raziskovalnih konzorcijev s sporazumi o izmenja-
vi podatkov, ki omogocajo zdruzevanje rezultatov vecjega
stevila kohort in s tem ustvarijo robustne, ponovljive znan-
stvene ugotovitve.

Rezultatt GWAS imajo $irok spekter aplikacij, saj s soca-
sno analizo in oceno ogromnega Stevila genetskih razlicic
priistem bolniku omogocajo globlji vpogled v bioloske me-
hanizme kompleksnih bolezni, odkrivanje genov in biolo-
skih poti, ki prispevajo k razvoju doloc¢enega fenotipa, ter
s tem podpirajo razvoj novih terapevtskih tarc. Prav tako
se GWAS uporabljajo za preucevanje dednosti preiskova-
nih fenotipov, za merjenje genetskih povezav med razlic-
nimi fenotipi ter za izdelavo poligenskih ocen tveganja. V
klini¢nem in raziskovalnem kontekstu tako GWAS poma-
gajo pri razvoju personalizirane medicine, zgodnjem od-
krivanju ogrozenih posameznikov in prepoznavanju bio-
loskih poti, ki so pomembne za razvoj zdravil (18).

Poligenska ocena tveganja (angl. polygenic risk score, PRS)
temelji na spoznanju, da k skupni genetski nagnjenosti k
bolezni prispevajo Stevilni polimorfizmi, vsak z relativ-
no majhnim uc¢inkom. Z zdruzevanjem vseh znanih ale-
lov tveganja v statisticno utezen sestevek poligenske ocene
tveganja se omogoca kvantitativna ocena posameznikove
genetske predispozicije za dolo¢eno bolezen (19). Ceeprav
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stevilne raziskave potrjujejo povezavo med PRS in klinic-
no znacilnostjo oziroma posredno z bolezenskim stanjem,
American Heart Association (AHA) poudarja, da za rutin-
sko klini¢no uporabo $e vedno ni na voljo standardizaci-
je in validacije v razlicnih populacijah ter jasnih smernic
o interpretaciji rezultatov. Kljub tem omejitvam se PRS
vse pogosteje vkljucuje v klini¢no obravnavo kot dopolnilo
tradicionalnim dejavnikom tveganja, zlasti pri sr¢no-zil-
nih boleznih, med drugim pri koronarni arterijski bolez-
ni, hiperholesterolemiji in atrijski fibrilaciji (20).

Uporabnost metode podpira tudi nedavna prospektivna
studija raka prostate, objavljena v New England Journal
of Medicine, ki je pokazala, da moski z najvisjimi ocena-
mi poligenskega tveganja izkazujejo znatno vecjo verje-
tnost za razvoj raka, pri ¢emer bi Stevilni primeri ostali
neodkriti ob uporabi obi¢ajnih presejalnih metod. Rezul-
tati kazejo, da lahko PRS pomembno dopolnjuje obstojece
pristope presejanja in usmerja personalizirane preventiv-
ne strategije, zlasti pri posameznikih z visokim genetskim
tveganjem (21).

Asociacijske studije celothega
epigenoma

Epigenetski mehanizmi, kot so DNK metilacija (CpG), his-
tonske modifikacije, remodeliranje kromatina ter epigenet-
ska regulacija z nekodirajo¢imi RNK (npr. mikro RNK),
omogocajo natancno uravnavanje ckspresije genov brez
sprememb nukleotidnega zaporedja v DNK. Najbolj pre-
ucevani epigenetski biooznacevalec je DNK metilacija, pri
kateri se na molekulo DNK, natan¢neje na citozin v CpG
dinukleotidu, doda metilna skupina (-CH,). Ta kemicna
modifikacija ne spremeni zaporedja DNK, vendar vpliva
naizrazanje genov, kar lahko pomembno vpliva na razvoj
avtoimunskih bolezni, metabolnih motenj, Alzheimerje-
ve bolezni in raka (22).

Asociacijske studije celotnega epigenoma (angl. epigenom-
-wide association studies, EWAS) omogocajo sistematicno
preucevanje epigenetskih sprememb na ravni celotnega ge-
noma. EWAS potekajo tako, da se izolirani DNK izme-
r1 stopnja metilacije na genomskem nivoju. Klasicna me-
toda za doloc¢anje metilacije je bisulfitno sekvenciranje, v
novejsih raziskavah pa se uporabljajo razli¢ni metilacij-
ski ¢ipi (npr. Illumina Infinium MethylationEPIC Bead-
Chip). Po pridobitvi podatkov sledi statisticna obdelava,
pri kateri se med posameznimi skupinami prepoznajo



CpG mesta ali regije DNK, ki so razlicno metilirane (npr.
med bolniki in kontrolno skupino). Te epigenetske spre-
membe se nato povezejo z geni in bioloskimi potmi, kar
omogoca nov vpogled v nastanek bioloske/klinicne znacil-
nosti oziroma bolezni ter posredno odkrivanje biooznace-
valcev, povezanih z boleznijo ali izpostavljenostjo dejav-
nikom, ki lahko prispevajo k razvoju posamezne bolezni.
Taksni dejavniki vkljucujejo npr. kajenje, prehrano, one-
snazenost okolja ali stres, ki lahko preko sprememb v me-
tilacyji DNK vplivajo na izrazanje genov in s tem na tve-
ganje za razvoj bolezni (22).

EWAS ima danes klju¢no vlogo pri odkrivanju epigenet-
skih biooznacevalcev, ki bi lahko bili uporabni pri napove-
dovanju tveganja, zgodnji diagnostiki, doloc¢anju terapev-
tskih tarc¢ in napovedi odziva na zdravljenje. Metilacijske
ocene tveganja lahko natan¢neje napovedujejo tveganje
za sladkorno bolezen tip 2 kot tradicionalni kazalniki.
Lahko sluzijo tudi kot biooznacevalci za zgodnje odkri-
vanje kolorektalnega raka in avtizma. S pomocjo EWAS
so bile odkrite tudi epigenetske tarce zdravljenja, kot so
metilacije na ILORA in KCNH?Z pri astmi ali ABCGI pri
metaboli¢nih boleznih. Razvoj in uporaba inhibitorjev
DNK metiltransferaze in inhibitorjev histonske deaceti-
laze ter naprednih programabilnih epigenetskih terapij,
ki z uporabo sistemov, kot je CRISPR/dCas9, omogocajo
specificno spreminjanje epigenetskih oznak na izbranih
genih brez spreminjanja zaporedja DNK, dodatno potr-
jujejo, da epigenetski biooznacevalci in EWAS predstavlja-
jo osrednji steber nastajajoce personalizirane epigenom-

ske medicine (23, 24).

SEKVENCIRANIJE
CELOTNEGA GENOMA
IN EPIGENOMA

Sekvenciranje celotnega genoma

Naslednica GWAS na podrocju vsegenomskih analiz je
sekvenciranje celotnega genoma (angl. whole genome sequ-
encing, WGS), ki jo je omogocila tehnologija sekvenciranja
nove generacije (NGS). WGS je pristop, ki omogoca ne-
tarcno in celovito analizo celotnega cloveskega genoma v
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eni sami preiskavi. Za razliko od GWAS, ki se osredotoca
na vnaprej doloc¢ene polimorfizme v genomu (do 2 milijo-
nov), WGS omogoca popolno analizo celotnega DNK za-
pisa. S tem se zajame Sirok nabor genetskih razlicic — od
polimorfizmov posameznih nukleotidov, manjsih inser-
cij in delecij, do strukturnih preureditev, ponovitev in va-
riacij Stevila kopij. S tem predstavlja najbolj kompleksen
in informacijsko bogat pristop k preucevanju genoma, saj
omogoca enakomerno pokritost kodirajoc¢ih in nekodira-
jocih regijj ter zaznavanje pomembnih genetskih razlicic,
ki jih taré¢ne metode pogosto spregledajo. Zaradi svoje ne-
tar¢ne narave WGS proizvede veliko kolicino podatkov, ki
zahtevajo napredne bioinformati¢ne pristope za interpre-
tacijo rezultatov (25).

V medicini se WGS vse bolj uveljavlja kot prvovrstni dia-
gnosticni test, zlasti na podrocju neonatalnega presejanja
novorojencev in odkrivanju redkih bolezni. Uporaba WGS
v neonatalnem okolju omogoca hitrejso genetsko diagno-
stiko pri kriti¢no bolnih novorojencih ter zgodnejse odkri-
vanje redkih dednih bolezni, kar lahko pomembno vpli-
va na klini¢no obravnavo in izbiro ustreznega zdravljenja.
Tak pristop ima potencial za izboljsanje izidov zdravljenja
z omogocanjem pravocasnih in ciljno usmerjenih terapev-
tskih odlocitev. Velike klini¢ne $tudije so pokazale, da lah-
ko WGS doseze visoke napovedne vrednosti, ki presegajo
zmogljivosti vecine tradicionalnih genetskih testov. S tem
ni pomemben le za postavitev diagnoze, temve¢ tudi za
odkrivanje povsem novih bolezenskih genov (26).

WGS vse bolj vpliva tudi na razvoj personalizirane medi-
cine. Celovita genomska analiza omogoca identifikacijo
farmakogenetskih razlicic, ki lahko usmerjajo izbiro in od-
merjanje zdravil, ter razkriva mutacije, ki so pomembne
za tarcne terapevtske pristope pri rakavih in drugih kom-
pleksnih obolenjih. V klini¢ni praksi se WGS uporablja
tudi pri urgentnih stanjih, zlasti v neonatalni intenzivni
medicini, kjer hitre izvedbe WGS omogocajo pravocasno
in usmerjeno obravnavo kriticno bolnih novorojenckov.
WGS omogoca tudi zanesljivo odkrivanje patogenih ger-
minalnih mutacij v genih, kot sta BRCAI in BRCAZ, kar
je klju¢no pri oceni tveganja za raka dojke in jajcnikov ter
pri odlocitvah o izbiri tar¢nih terapij. Zaradi teh aplikacij
se WGS uveljavlja kot ena klju¢nih genomskih tehnologij
sodobne medicine, ki povezuje diagnostiko, raziskovalno
genomiko in omogoca razmah personaliziranih pristopov

k zdravljenju (25, 26).
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Celogenomsko bisulfitno
sekvenciranje

Celogenomsko bisulfitno sekvenciranje (angl. whole-geno-
me bisulfite sequencing, WGBS) predstavlja celovit pristop
za analizo metilacije DNK na ravni celotnega genoma, saj
omogoca doloc¢anje metilacijskega statusa posameznih CpG
mest z visoko locljivostjo. Metoda temelji na bisulfitni pre-
tvorbt DNK| pri kateri se nemetilirani citozini pretvori-
jo v uracil, medtem ko metilirani ostanejo nespremenjeni,
kar omogoca njithovo razlikovanje s sekvenciranjem. V pri-
merjavi z metodami, ki temeljijo na mikromrezah (EWAS),
WGBS ne zahteva vnaprej izbranith mest in omogoca odkri-
vanje novih ter redkih epigenetskih sprememb po celotnem
genomu, vendar pa je povezan z vecjimi stroski in zahtev-
nejso bioinformati¢no analizo. S tem omogoca odkrivanje
novih, prej nezaznanih metilacijskih sprememb, vkljucno
z redkimi in tkivno specificnimi vzorci, ter zagotavlja vis-
jo lo¢ljivost na ravni posameznega nukleotida. Tak pristop
prispeva k natancnej$emu razumevanju epigenetske regu-
lacije in odpira nove moznosti za identifikacijo biooznace-

valcev, ki jth metode EWAS lahko spregledajo (27).

ZAKLJUCEK

Opisani pristopi so omogocili prepoznavo in ocenjevanje
novih biooznacevalcev, kar je spodbudilo obsezno razisko-
valno dejavnost in nastanek velikega stevila objav o njiho-
vi potencialni klini¢ni uporabi. Kljub izrazitemu porastu
znanstvene literature pa ostaja stevilo biooznacevalcev,
ki so dejansko vkljuceni v klini¢no prakso za odkrivanje,
zdravljenje ali spremljanje pogostih kroni¢nih bolezni, $e
vedno omejeno. Za kronic¢ne bolezni je namrec¢ znacilno,
da predstavljajo preplet stevilnih genetskih razlicic in okolj-
skih dejavnikov tveganja. Hkrati je tudi znano, da vsak po-
samezni dejavnik le malo prispeva k nastanku teh stanj,
prava kombinacije velikega stevila biooznacevalcev pa pri-
nasa uporabne vrednosti, ki do zdaj niso bile dosegljive.

Napredek na podro¢jih molekularne biologije, genetike in
informatike je pospesil prepoznavo novih biooznaceval-
cev ter omogocil raziskovanje genomskih in epigenomskih
oznacevalcev kot dopolnilo tradicionalnim klini¢nim ka-
zalnikom. Kljub tem dosezkom se na podrocju poligenskih
in vecfaktorskih kronicnih boleznih $e vedno nahajamo
v prehodnem obdobju, v katerem klasi¢ni diagnosti¢ni in
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terapevtski pristopi ostajajo zlati standard v klini¢ni pra-
ksi, medtem ko se genetski testi, genske terapije in perso-
nalizirana zdravila postopoma uveljavljajo.

V zadnjih dveh desetletjih je bila zbrana velika koli¢ina po-
datkov, ki predstavlja priloznost in hkrati izziv. Treba jih
je smiselno povezati in interpretirati z namenom poglob-
jenega razumevanja cloveske biologije in patogeneze bo-
lezni. Pri tem lahko upraviceno racunamo na pomoc¢ ume-
tne inteligence. Taks$en integrativen pristop bo pomembno
prispeval k izboljsanju obstojecih strategij preprecevanja,
napovedovanja in zdravljenja pogostih kronic¢nih bolezni
ter jih nadgradil z orodji personalizirane medicine.
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