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Uvodnik

Drugacéna konferenca Pomurske akademije

Osmi letnik Pomurskih obzorij nam v petnajsti Stevilki predstavlja pet
zanimivih ¢lankov, ki so bili predstavljeni tudi na letni konferenci
Pomurske akademije. Zaradi znanih razlogov je konferenca potekala
drugace, na daljavo, kar pa nikakor ni okrnilo njenega pomena. Manjkalo
je neposredno druzenje med udeleZenci, ki je ena pomembnejSih
znacilnosti in vrednot nasih konferenc, prav ni¢ pa zaradi tega nista trpela
strokovnost in akademski nivo predavanj ter posledi¢no raven prispevkov,
ki jih nekaj predstavljamo tudi v pri¢ujoéi publikaciji.

V tej stevilki objavljamo kar tri ¢lanke s podro¢ja medicine ter po enega s
podro&ja tehnike in fizike. Clanek pom. akad. dr. Alenke Erjavec Skerget
je smiselno in tudi napovedano nadaljevanje njenega ¢lanka iz devete
Stevilke Pomurskih obzorij, Kjer je predstavila kromosom X, tokrat pa se je
posvetila kromosomu Y. Dotaknila se je njegove strukture, funkcije in
medicinsko-diagnosti¢nega pomena. Tudi sicer je ¢lanek pomembna
dopolnitev ze omenjenega predhodnika, saj tokrat med drugim oba
kromosoma med seboj tudi morfolosko in fizioloSko primerja. Prispevek je
zelo aktualen, saj predstavlja tudi nedavna odkritja, povezana z
dovzetnostjo moskih za nekatere bolezni.

Tudi naslednji ¢lanek je prispevala pom. akad. dr. Alenka Erjavec Skerget,
v njem pa opisuje vpliv genetike pri naglusnosti. Ugotavlja, da je
naglusnost pri ve¢ kot polovici bolnikov genetsko pogojena, zato je
terapija, povezana z gensko obravnavo, toliko bolj smiselna in tudi
ekonomsko upravicena, svojo uspesnost pa dokazujejo tudi v evropskem
prostoru.

Pom. akad. dr. Cvetka Grasi¢ Kuhar v ¢lanku Povezanost nastanka raka z
okuzbami — s poudarkom na HPV virusih ob splosno znanih dejavnikih, ki
predstavljajo tveganje za raka, predstavi Se okuzbe. Pri teh je kar polovica
oblik raka povezana z visokoriziénimi podtipi virusov HPV, kar pa lahko
ucinkovito in varno prepre¢ujemo s cepljenjem.

V c¢lanku Ambulante farmacevta svetovalca na primarnem nivoju
zdravstvenega varstva v Pomurju pom. akad. dr. Matej Stuhec predstavi,
kako se lahko klini¢ne farmacevte vkljuci v proces zdravljenja bolnikov na
vseh nivojih in katere pozitivne u¢inke to zagotavlja.

Zadnji ¢lanek v tej Stevilki Pomurskih obzorij je povezan z astronomijo; v
njem pom. akad. dr. Simon Ulen s sodelavci predstavi dolo¢anje lastnosti
zvezd s spektroskopijo. Ob strokovni vrednosti ima ¢lanek tudi velik
motivacijski potencial, saj so pri raziskavi sodelovali tudi dijaki, kar je
nedvomno pomemben doprinos pri popularizaciji znanosti med mladimi.

Aktualni in zanimivi ¢lanki naj bodo zanimivo branje in motivacija za
aktivno sodelovanje s Pomursko akademijo in posredno tudi za krepitev
raziskovalne dejavnosti tako v lokalnem okolju kakor tudi Sir3e.

pom. akad. dr. Mitja Slavinec,

odgovorni urednik

Pomurska obzorja 8 | 2021 | 15



Medicina

Alenka Erjavec Skerget*

KROMOSOM Y V CLOVESKEM GENOMU:

struktura, funkcija in medicinsko-diagnosticni
pomen

UvoD

V obdobju celi¢nega cikla, imenovanem metafaza, je v zdravi normalni ¢loveski celici (z izjemo spolnih celic) je
jedru vsake somatske cloveske celice genomska DNA v normalnem stanju prisotnih 23 parov kromosomov. En
kondenzirana v strukture, imenovane kromosomi. V par predstavljata spolna kromosoma (kromosoma X in

Y), ki se razlikujeta med spoloma. Za Zenski spol je
znadilna prisotnost dveh kromosomov X, za moski spol
je znacilna prisotnost enega X in enega Y kromosoma.

Kot kromosom za dolocitev spola pri ¢loveku je do leta
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1890 veljal kromosom X, po letu 1905 pa je vlogo
oznacevalca spola pri ¢loveku prevzel kromosom Y.

Po trenutnih podatkih je velikost kromosoma Y 58
milijonov baznih parov, kar predstavlja cca 2 %

celotnega genoma pri moskem osebku. Kromosom Y

vsebuje do danes znanih 63-73 genov (odvisno od
genomskega oznacevanja in mapiranja), povezujejo pa ga
z okoli 200 drugimi geni, ki sodelujejo pri izrazanju

skupaj z njim.

Tabela 1: Stevilo odkritih genov na kromosomu Y, zbranih v razli¢nih genetskih bazah podatkov (Vir:

https://en.wikipedia.org/wiki/Y chromosome)

Estimated by Protein-coding genes Non-coding RNA genes Pseudogenes Release date
CCDS 63 - - 2016-09-08
HGNC 45 55 381 2017-05-12
Ensembl 63 109 392 2017-03-29
UniProt 47 - - 2018-02-28
NCBI 73 122 400 2017-05-19

Glede na vsebnost genov je kromosom Y najrevnejSi
¢loveski kromosom. Znane so tri skupine genov, ki jih
vsebuje: geni, povezani s spolno diferenciacijo, geni,
povezani z reprodukcijo, in skupina t. i. drugih genov, Ki
imajo vpliv na vnetni odziv pri imunsko pogojenih
stanjih.

Glavni in najbolj znan gen za dologitev spola je t. i. SRY
gen (sex-determining region Y), ki najpogosteje, v
normalnem stanju, lezi na kromosomu Y in je tisti, ki
vpliva na spolno determinacijo. Na doloditev spola poleg
njega vplivajo Se drugi geni, ki leZijo ali na kromosomu
X (DAX1, FOXLR) ali na drugih avtosomih; da je SRY
odlocujo¢i gen za dolocitev spola, potrjujejo znani
primeri fenotipov, ko se pri prisotnem SRY genu, ne
glede na njegovo lego, pri humanem osebku vedno izrazi
moski fenotip (genitalije).

Vloga produkta SRY gena je namre¢ sodelovanje pri
prepisovanju transkripcijskega faktorja TDF, ki sodeluje
v kaskadi aktivacije drugih transkripcijskih faktorjev
(SOX3, 9) v procesu diferenciacije spola. Po aktivaciji se
sprozi diferenciacija Sertolijevih in Leydigovih celic, da
zacnejo iz prekurzorskih celic s pomoc¢jo AMH
(Antimullerjevega hormona) izlocati testosteron, zaradi
Cesar se nato tvorijo moske spolne celice.

SRY je sestavljen brezintronski gen, ki vsebuje veliko t.

i. HMG (high mobility group) proteinov, zato se lahko v

procesu translacije uspeSno prestavlja na druge
kromosome in je tam aktiven. Posledica uspeSne
prestavitve so primeri oseb s kariotipom XX, prisotno

SRY regijo in moSkim fenotipom.

Fenotipske znacilnosti, povezane s kromosomom Y,
imajo nekaj skupnih in splodno znanih dejstev. Sicer je,
glede na velikost obeh spolnih kromosomov, na
kromosom X vezanih ve¢ okvar in genetskih bolezni, ker
je kromosom X vecji in posledi¢no vsebuje ve¢ genov.
Posebnost pri vseh moskih osebkih je Se ta, da se vse
okvare na kromosomih X in Y izrazijo na fenotipu
moskega v primerjavi z Zenskimi osebki, ki jim poseben
proces inaktivacije enega kromosoma X omogoca

dodatno zas¢ito.

Med najbolj znane bolezni, ki so direktno povezane s
kromosomom Y, spadajo:

e mikrodelecije kromosoma Y, ki se izrazajo kot
zmanjSana fertilnost in/ali reducirano Stevilo
spermijev brez druge fenotipske simptomatike;

e Klinefelter sindrom: XXY, za katerega je
znacilna okvarjena postnatalna testikularna
funkcija in kompletna neplodnost;

e  Swyerjev sindrom, kjer gre za XY genotipske
osebe s prisotnimi zenskimi spolnimi organi

vendar brez funkcionalnih gonad; nastane kot
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posledica mutacij v SRY genu, zaradi Cesar je
ohromljen proces moske spolne diferenciacije;

e sindrom dvojnega Y, ki se pojavlja v 1/1000
rojenih fantkov, predstavlja znacilen kariotip
47, XYY in se fenotipsko izraza kot odrasli
moski osebek visje postave (do 15 cm); pri
otrocih porocajo o zakasnelem motoricnem
razvoju in kasnenju na podroju govora in z
ve¢ ucnimi, vedenjskimi in custvenimi
tezavami (agresija);

e De LaChapelleov sindrom: predstavlja kariotip
XX s prisotno SRY regijo; gre za fenotipsko
moSkega s prisotnimi manjSimi testisi, sterilni
osebek, opisani primeri pa se povezujejo z
nizjim IQ in manjSo telesno velikostjo v

primerjavi z XY moskimi osebki.

Poleg vloge pri spolni diferenciaciji so do sedaj opisane
tudi nekatere druge fenotipske lastnosti, povezane s
kromosomom Y in vklju€ujejo tri podrocja. Na zivalskih
modelih je bil opazen in doslej dobro dokumentiran
pojav hipertenzije v povezavi z okvarjenim genom SRY,
produkt SRY gena namre¢ vpliva na izrazanje specifi¢nih
encimov ACE in ACE2, ki imajo klju¢no vlogo pri
regulaciji krvnega pritiska. Genetske asociacijske Studije
pri ¢loveku, ki so bile do sedaj opravljene na tem
podrodju, sicer zaenkrat Se ne nudijo dovolj zanesljivega
vpogleda in dokaza na podrocju cloveskih modelov.
Koronarna arterijska bolezen (CAD) ter bolezni
imunskega sistema sta ostali dve podro¢ji, kjer potekajo
intenzivne raziskave, a zaenkrat Se vse na Zzivalskih

modelih.

Uporabnost kromosoma Y v humani genetiki je
posebnega pomena Se pri doloCevanju sorodnosti, Se
posebej ocetovstva pri moskih potomcih. V primeru
dedovanja kromosoma Y, za katerega je znacilen
patriarhalni prenos, gre namre¢ za t. i. sledenje po
patrilinearni liniji. To pomeni, da je vsak Y podedovan od
ofeta in se zato mora ujemati med sorodnikoma (v
primerjavi z dedovanjem po materini strani, kjer se
pregleduje mitohodrijski genom v okviru t. i. sledenja po

matriarhalni liniji).
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Zgodovina in prihodnost kromosoma Y

Pred 300 milijoni let je kromosom Y vseboval 1438
genov. Glede na Stevilo prisotnih genov na njem danes
(63-73) so izraCunali, da je s frekvenco izgube 4.6
gena/milijon let kromosom Y najhitreje izginjajoci
kromosom v ¢loveskem genomu, kar je posledica visoke
mutacijske stopnje, neucinkovite selekcije in genetskega
zdrsa. Potekajo tudi raziskave glede preverjanja dejstva,
da naj bi bil kromosom Y vseh ziveéih moskih povezan z
enim prednikom, ki je zivel pred 100 000 leti, a
zanesljivost pridobljenih rezultatov e ni zagotovljena.

Prihodnost kromosoma Y glede na druge zivalske vrste v
evoluciji nakazuje, da bo tudi ¢loveski kromosom Y
dosegel terminalno stopnjo degeneracije, kar se je ze
zgodilo pri nekaterih druzinah v vrstah glodalcev
(Murridae, Cricetidae). Kromosom Y je namre¢ kot
samostojna komponenta izginil iz njihovega genoma,
njegovi najpomembnejsi geni pa so se prerazporedili na
ostale kromosome. Kot zanimivost, danes se to nakazuje
pri ljudeh: mo3ki kadilci imajo vegje $tevilo krvnih celic
brez kromosoma Y v primerjavi z nekadilci. V kaksni
povezavi je to odkrito dejstvo in kaj prinaSa v
prihodnosti, se bo ele izkazalo.

Posebna pozornost pa je namenjena tudi leta 2003
opisanemu procesu t. i. lastne genske Kkonverzije na
kromosomu Y, kjer je omogocena rekombinacija
kromosoma Y s samim seboj preko palindromskih
sekvenc. Preko opisanega odkritega mehanizma bi lahko
vplivali na moznost upocasnitve degradacije, ¢e se bo to
odkrilo kot za$€itna varianta in tako eden od nacinov

geneske terapije.

MATERIALI IN METODOLOGIJA DELA

V Laboratoriju za medicinsko genetiko UKC Maribor
opravljamo preiskovanje kromosoma Y na razli¢nih
nivojih vpogleda v njegovo strukturo; kot napotek za
izvedbo preiskave v glavnem sluzi napotna diagnoza
preiskovanca. S klasi¢no  citogenetsko  analizo
preiskujemo kromosom na nivoju loéljivosti do 8 Mbp
velikih sprememb; molekularno-citogenetska analiza na
osnovi FISH tehnike omogoca natancnejsi, a vnaprej

definiran in lokaliziran vpogled v strukturo kromosoma.
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Molekularno-genetska analiza v okviru odkrivanja
mikrodelecij preko alelno specifiénih markerjev ali z
uporabo mikrosatelitnih oznacevalcev s kromosoma Y
omogoca odkrivanje minimalnih strukturnih in/ali

Stevilénih sprememb kromosoma Y.

REZULTATI

Kariotipizacija kot rezultat klasi¢ne citogenetske analize
(slika 1) je rezultat dela pri preiskovancih z napotno
diagnozo glede diferenciacije spola ali pri preiskovancih,

ki imajo tezave v procesu reprodukcije.

Slika 1: Rezultat citogenetske analize pri preiskovancu;

kariogram 47, XYY

V primeru citogenetsko ugotovljene spremembe na
kromosomu Y se uporabi natan¢nej$a, a ciljno usmerjena
hibridizacijska tehnika z uporabo specificnih sond kot
markerjev. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) kot
najpogostejsa molekularno-citogenetska tehnika
omogoca potrjevanje ali odkrivanje ve¢jih ali manjsih
sprememb na ciljnem kromosomu Y, odvisno od velikosti

uporabljene sonde (slika 2).

Molekularno-genetsko analizo opravljamo za namene
odkrivanja manjSih mikrodelecij, ki so lahko vzrok
reprodukcijskim tezavam moskih osebkov. Z analizo
dolocamo delecije na dolgem kraku kromosoma Y, v
obmocjih AZFa, AZFb, AZFc in AZFd pri diagnostiki
moske neplodnosti. Pri tempreverjamo
prisotnost/odsotnost alelno specificnih oznacevalcev:
SRY, sY84, sY86, sY127, sY134, sY254, sY255 (slika

3).

Analiza na osnovi mikrosatelitnih oznacevalcev s
kromosoma Y omogoca odkrivanje minimalnih
strukturnih, a z izborom oznacevalca ciljno usmerjenih
strukturnih sprememb na kromosomu Y. Hkrati pa je z
omenjeno metodo mogoCe odkrivanje  Stevilénih

sprememb kromosoma Y.

Slika 2: Rezultat analize s FISH pri preiskovancu;
kariogram 47,XYY A: metafazni kromosomi; B:

interfazno jedro

Slika 3: Rezultat agarozne gelske elektroforeze
molekularno-genetske analize za detekcijo

mikrodelecijskih  sprememb na kromosomu Y pri
preiskovancih 1 (kontrolni preiskovanec), 2 (kontrolna

preiskovanka), 3 (testni vzorec)

Temelji na QFPCR  tehnologiji  (kvantitativna
fluorescenc¢na verizna reakcija s polimerazo), s katero
zaznavamo  prisotnost  ali  Stevilénost  izbranih
oznacevalcev AMEL, sY 14, sY70; SRY ter PRT XY.
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Slika 4: Elektroforetogram kot rezultat kapilarne
elektroforeze po analizi mikrosatelitnih in PRT markerjev

na kromosomu Y pri preiskovancu 47, XXY

RAZPRAVA Z ZAKLJUCKOM

Kromosom Y je v normalni moski c¢loveski celici
prisoten v eni kopiji in je dedovan vedno od oceta na
moske potomce. To pomeni, da geni na kromosomu Y ne
morejo biti podvrZeni genski rekombinaciji oz. t. i.
meSanju genov, ki poteka v vsaki generaciji omogoca
morebitno odpravljanje 3kodljivih genskih mutacij.
Zaradi neobstoja prednosti rekombinacije tako Y
kromosomski geni scasoma degenerirajo in se postopoma
izgubljajo iz genoma. NovejSe raziskave sicer
nakazujejo, da je kromosom Y razvil nekaj mehanizmov
za "zaviranje" degeneracije, s Cimer se je stopnja izgube

genov upocasnila.

V ¢&loveskem genomu kromosom Y predstavlja t. i.
»gensko puscavo, ki naj bi postopoma izginevala iz
Cloveskega genoma. Danes dokazano prepoznana vloga
kromosoma Y pri ¢loveku je omejena na dolocanje spola
v zgodnjem embrionalnem razvoju ter na proces
spermatogeneze v poznejSem obdobju mo3kega osebka.
V novejSem casu tovrstno omejitev vpogledov izpodbija
identifikacija t. i. multiplih, povsod prisotnih in izraZenih
Y-kromosomskih genov ter odkrivanje do sedaj neznanih
in nepricakovanih povezav med kromosomom Y,
imunskimi  lastnostmi  ter drugimi  kompleksnimi
poligenskimi komponentami. Dosedanje $tudije namre¢
dokazujejo, da komponente iz kromosoma Y preko
genetsko pogojene dovzetnosti za doloGeno bolezen
vplivajo na imunske in vnetne odzive pri moskih,
obolelih na imunskem sistemu ali pri sréno-zilnih
obolenjih. Filogenetske Studije namre¢ dokazujejo, da

imajo nosilci skupne evropske linije kromosoma Y
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(haplogrupa I) povecano tveganje za nastanek koronarne
arterijske bolezni. Vzrok tovrstnega dogajanja je namreé
povecana regulacija vnetnih procesov ter inhibicija t. i.
prilagoditvene imunitete v omenjenem haplotipu skupine
Y, kar je posledica slabSe odzivnosti na okuzbe z virusi
imunske pomanjkljivosti. Gre za t. i. UTY gene
(Ubiquitously Transcribed Tetratricopeptide Repeat
Containing, Y-Linked), ki se kazejo kot povezovalna
struktura med kromosomom Y in obcutljivostjo na
bolezen. Kot kazejo novejSe objave, se bodo prihodnje
raziskave usmerjale na dolocanje specificnih genov, ki
neposredno vplivajo na vnetne in prilagoditvene imunske
procese v aterosklerozi. Do sedaj je Ze bilo identificiranih
12 genskih parov, ki so kandidatni geni za prihodnje
Studije in so v povezavi z haplogrupo | ter imunskimi
procesi (UTY / UTX, PRKY / PRKX in KDM5D /
KDM5C).

Podatki iz povezovalnih Studij so pokazali, da imajo
lahko pri dolo¢anju moskega zdravja in dovzetnosti za
bolezni pomembno vlogo genske spremembe na
kromosomu Y. To je v nasprotju s prvotnimi
pesimisti¢nimi pogledi na kromosom Y kot nesmiselni in
odvecni del DNK. Eden najmoc¢nejSih dokazov je
povezava med haplogrupo 1 in povedanim CAD
tveganjem pri vnetnih in imunskih procesih. V danski
Studiji, opravljeni na 62 razliénih moskih osebkih, je bilo
ugotovljeno, da se tudi na kromosomu Y dogajajo
obsezne strukturne preureditve, ki omogocajo t. i.
"ojacanje gena" (PLoS, 2017). To pomeni pridobitev vec
kopij genov, ki spodbujajo normalno spermatogenezo in s
tem ublaZitev izgube genov. Na kromosomu Y so odkrili
posebne palindromske strukture kot varovalo pred
nadaljnjo degradacijo kromosoma. Na teh strukturah je
bila opaZzena visoka stopnja pretvorbe genov, ki v
procesu kopiranja in lepljenja omogoca popravljanje
poSkodovanih genov z uporabo nepoSkodovane
varnostne kopije, zapisane v palindromski obliki.

Pri drugih zivalskih vrstah, ki so nosilci kromosoma Y
(Y-kromosomi obstajajo pri sesalcih in samo nekaterih
drugih vrstah), je t. i. oja¢anje kromosoma Y Ze znano in
dokazano prisotno. Pri njih imajo ojacani geni klju¢no
vlogo pri proizvodnji sperme in (vsaj pri glodalcih)
uravhavanju razmerja med spoloma. Na Zivalskih

modelih je bilo dokumentirano, da je to povecanje $tevila
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genskih kopij pri miSih posledica naravne selekcije.
Odgovor na vpraSanje o tem, ali bo kromosom Y
dejansko izginil, je v znanstvenih krogih e vedno deljen.
Zagovorniki kromosoma Y iS¢ejo dokaze o obstoju
obrambnih mehanizmov in razlagi njegove vloge,
medtem ko evolucionisti dolgoro¢no predvidevajo
izginotje kromosoma Y. Svoje domneve potrjujejo tudi z
dokazi na japonski podvrsti podgan, ki so v celoti
izgubile kromosom Y; opaza se, da spremembe na
kromosomu Y povzrocajo tezave s plodnostjo, popolno
izginotje kromosoma Y pa je potem lahko osnova za
nastanek povsem novih vrst.
Namre¢, tudi ¢e kromosom Y v cloveskem genomu
izgine, to ne pomeni nujno, da ¢loveska vrsta moskih ne
bo ve¢ potrebovala. Pri zivalskih vrstah, ki so v celoti
izgubile svoje kromosome Y, sta oba spola med osebki Se
vedno potrebna za proces razmnozevanja.

Prisotnost gena SRY je kot glavno stikalo za razvoj
moskega osebka potrebna, tudi ¢e je le-ta prisoten na
drugem kromosomu, kar pomeni, da fenotipsko moski
osebki prezivijo brez kromosomay, a so sterilni. Kar pa
je zanimivo pri ljudeh, je, da je kromosom Y potreben za
normalno reprodukcijo ¢loveka, a mnogi geni, ki jih nosi,
niso potrebni v primerih umetne oploditve. To bi lahko
pomenilo, da bi lahko genski inzeniring nadomestil
gensko funkcijo kromosoma Y.
Ceprav je to zanimivo in aktualno razpravljalno podrodje
genetskih raziskav, so skrbi glede popolnega izginotja
kromosoma Y pri ¢loveku zaenkrat $e neutemeljene. V
vsakem primeru bo v naslednjih 4,6 milijona let veliko
ve¢ dogajanj. Razprave o tem tako z bioloSkega,
medicinskega, filozofskega in eticnega vidika pa so
vsekakor utemeljene in pri¢akovane. Z upanjem, da
sistem, kot ga poznamo pri "kmetijskih Zivali", kjer je
nekaj "sre¢nih" moskih osebkov izbranih ocetov vecine
potomcev, ni na obzorju. V vsakem primeru se bo po
naslednjih 4,6 milijona let razvoja ¢loveka izkazalo, kako

se bo proces razpletel.

Medicinska diagnostika in preucevanja kromosoma Y
danes je osnovano na osnovnih  citogenetskih,
molekularno-citogenetskih in  molekularno-genetskih
metodah, v posebnih primerih pa je upravieno
omogoceno ze tudi preiskovanje genov s kromosoma Y z

metodami sekvenciranja nove generacije, ki omogocajo

odkrivanje genskih sprememb na nivoju enega

nukleotida.

ZAHVALA

Avtorica prispevka se zahvaljujem celotnemu kolektivu
Laboratorija za medicinsko genetiko UKC Maribor, ki je
kakorkoli pripomogel k uspeSnemu delu, katerega

rezultat je objava pricujoCega prispevka.
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uvoD

Ocenjujejo, da so genetski vzroki okvare sluha prisotni
pri 60% preiskovancev z nagludnostjo. Odkritje
genetskega vzroka lahko pripomore pri nadaljnji
diagnostiki pacienta in njegovih druzinskih ¢lanov ter s
tem povezano nadaljnjo specialisticno obravnavo
preiskovanca in njegove druZzine.

Opisanih in dobro poznanih je ze ve¢ kot 200 znanih
genov oz. variacij v genih, ki so dokazano v povezavi z
okvaro sluha. Med najpogostejSe mutacije sodijo tiste, ki
se nahajajo v genih GJB2 in GJB6. V diagnosti¢ni
rutinski postopek Laboratorija za medicinsko genetiko
UKC Maribor smo zeleli vpeljati diagnosti¢no pot pri
laboratorijskem delu za namene odkrivanja genetskih

vzrokov nagludnosti.

Laboratorijska pot naj bi bila taka, da bi zagotavljala
optimalno senzitivnost, specificnost ter ekonomsko
upraviéenost pri obravnavi pacientov z naglusnostjo.
Namen internega projektnega dela, ki je v te namene
potekal v letih med 2017 in 2019, je bil vzpostavitev
laboratorijskega protokola pri diagnostiki preiskovancev
z diagnozo nagludnosti.

Zeleli smo oceniti in ovrednotiti uporabo naslednjih
metod v diagnosti¢ni laboratorij:

e alelno specifiéni PCR (as PCR) za odkrivanje
najpogostejse mutacije: delecije 35delG v genu
GJB2,

e hkratna hibridizacija z ligacijo in verizno
reakcijo s polimerazo (MLPA) z naborom
genetskih sond, ki so v povezavi z naglusnostjo
(MLPA nabor sond P163, MRC Holland),

e genetska identifikacija dolocenih izbranih,

ciljanih genskih sprememb na osnovi RFLP
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(restriction fragment lenght polymorphism)
tehnologije ( z restrikcijskimi encimi),

e sekvenciranje po Sangerju v genu GJB2 za
odkrivanje sekvencne genetske spremembe v
eksonu ,

e sekvenciranje nove generacije (NGS) z

naborom genov v povezavi z gluhostjo.

METODOLOGIJA Z REZULTATI DELA

Vpeljava in validacija novih tehnologij

Uspesno smo vpeljali tehniko na osnovi verizne reakcije
s polimerazo (t. i.PCR (polimerase chain reaction), ki
smo jo uporabili za odkrivanje najpogostejSe genetske
mutacije pri naglusnosti, 35delG mutacije.

Uporabljali  smo  specificno  izbrane  zacetne
oligonukleotide (tabela 1), s katerimi smo pod
specificnimi  laboratorijskimi  pogoji izvedli PCR

reakcije.

Tabela 1: Karakteristike uporabljenih  zadetnih
oligonukleotidov za namen detekcije mutacije 35delG v
genu GJB2

Na doloceni skupini preiskovancev smo z namenom
validacije metode opravili testiranje z as-PCR tehniko.
Najdeno mutacijo smo potrdili s katero od drugih
vpeljanih  tehnologij.  Specificnost in senzitivnost
vpeljane PCR tehnike za odkrivanje mutacije 35delG v
genu GJB2 je po nasih izku$njah 100% (slika 1).

MLPA  (multiplex  ligation  dependent  probe
amplification; hkratno pomnoZevanje od ligacije
odvisnih sond) je tehnologija, ki omogoca hkratno
testiranje ve¢ genetskih mutacij oz. variacij, v primeru
testiranja naglusnosti jih je to 51 (slika 2). Uporabili smo
komplet sond proizvajalca MRC Holland z naborom
P163. Testiranje smo opravili na dolocenem Stevilu

vzorcev in dosegli smo 100% specifinost in
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senzitivnost. Vse odkrite variacije smo potrdili z drugimi
tehnikami, RFLP  (restriction  fragment lenght

polimorphism) tehniko ali s Sanger sekvenciranjem.

Slika 1: Rezultat po agarozni gelski elektroforezi in
verizni reakciji s polimerazo (PCR) z uporabo zacetnih
oligonukleotidov, specifi¢nih za normalno variacijo (6G
Mix) in mutacijsko variacijo (5G Mix) za detekcijo
mutacije 35delG v genu GJB2

Slika 2: Rezultat po MLPA tehnologiji (hkratni
hibridizaciji od ligacije odvisnih sond) z uporabo MLPA
Kit P163 (MRC Holland) za detekcijo mutacij v genih
GJB2 in GJB6; primer A: popolni primanjkljaj 35delG
regije: homozigotno stanje; primer B: delni primanjkljaj

35delG regije (50%): heterozigotno stanje

Sekvenciranje s Sangerjevo tehniko smo uporabljali za
potrjevanje najdenih variacij s predhodnimi tehnikami.
Metoda omogoca zaznavanje genetskih napak na nivoju
velikosti enega nukleotida in na ta na¢in tako Se dodatno

povecamo locljivost v zaporedju genoma v obmodju gena
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GJB2, eksona 2 (slika 3). Za namene validacije smo jo
opravili na vzorcih, kjer smo ali predhodno vedeli
rezultat ali je bilo z veliko verjetnostjo za pricakovati, da
bomo odkrili genetsko spremembo. Potrdili smo vse
predhodno najdene variante. Po uspesni identifikaciji in
vpeljavi metode se sedaj Sanger tehnologija uporablja za
preverjanje genoma v zadnji fazi laboratorijskega dela pri
preiskovancih, pri katerih s predhodnimi tehnikami ne

odkrijemo genetskega vzroka.

Slika 3: Rezultat metodologije sekvenciranja po
Sangerju na primeru preiskovanca z najdeno spremembo
v genu GJB2 ¢.109G>A (p.V371)

RFLP tehnologijo smo uporabili kot potrditveno metodo
pri dveh preiskovancih, ki sta bila prepoznana kot
sestavljena heterozigota.

Za genetsko analiziranje z metodo sekvenciranja nove
generacije (NGS) smo izbrali 10 preiskovancev z
nesindromsko obliko nagluSnosti z namenom, da
pregledamo ostala genetska obmocja (tabela 2), kjer so
do sedaj ze dokazali povezavo z naglusnostjo. Zaradi
ekonomicnosti smo tovrstno analizo opravili pri
preiskovancih, pri katerih smo po klini¢nih podatkih
ocenili, da obstaja velika verjetnost za genetski vzrok
naglusnosti, ki pa ga po dosedanji metodologiji nismo
odkrili.

Tabela 2: Nabor genov za testiranje genetsko pogojene
naglusnosti z metodo NGS (Oto-GeneSGKit (Systemas
Genomicos)

GJB3 WFS1 HGF CDH23 GJB6 CLDN14 KCNE1 MITF
KCNQ4 GRXCR1 |SLC26A5 |USH1C COCH TMPRSS3 [OTOG OTOGL
BSND g/IAR\/ELD SLC26A4 |LRTOMT |ESRRB MYH9 TSPEAR PNPT1
GPSM2 ADGRV1 GRHL2 MYO7A CRYM TRIOBP CABP2 STRC
USH2A DIAPH1 TJP2 RDX MYO15A |SMPX ciB2 OTOA
OTOF POU4F3  |TMC1 TECTA USH1G POU3F4 |KCNJ10 |ESPN
DFNB59 SERPINB6 | DFNB31 MYO1A ACTG1 TIMMSA FOXI1

TMIE COL11A2 |TPRN MSRB3 LOXHD1 PRPS1 PDZD7

ILDR1 LHFPL5 |GATA3 PTPRQ GIPC3 MIR96 DSPP

CLRN1 MYO6 MYO3A SLC17A8 6CEACAM1 EYA4 DIABLO

CCDC50 DFNAS PCDHI15 |[GJB2 MYH14 KCNQ1 CIsD2

RAZPRAVA Z ZAKLJUCKOM

Na podlagi projektnega dela smo v rutinsko delo
Laboratorija za medicinsko genetiko UKC Maribor
uspesno vpeljali diagnosti¢no laboratorijsko pot pri
obravnavi preiskovanca z naglusnostjo. Zaradi narave
dela, ekonomske uéinkovitosti in organizacijskega vidika
v smislu ucinkovite genetske diagnostike v laboratoriju;
smo se odlodili za vpeljavo stopenjskega procesnega dela

z razli¢nimi tehnikami.

Predvideli in uporabili smo stopenjsko genetsko
diagnostiko, kjer se lahko ze z najenostavnejSo in najbolj
robustno molekularno-genetsko tehniko (as-PCR) pojasni
genetski vzrok pri dolo¢enem delezu preiskovancev z
nesindromsko obliko nagludnosti, ki so homozigoti za
35delG mutacijo. Delez preiskovancev z odkrito tovrstno
genetsko spremembo med razli¢nimi populacijami se v
svetu giblje 10-40 % .

Z MLPA tehnologijo, ki smo jo uporabili v nadaljevanju
odkrivanja genetskih vzrokov naglusnosti, se delez
odkritih sprememb nekoliko poveca, poleg tega se na ta
nacin najdejo predvsem t. i. sestavljeni heterozigotni
nosilci. Gre za odkrivanje dodatnih drugih mutacij v
genih GJB2 in GJB6, ki v eni kopiji sicer nimajo
fenotipskega ucinka, v kombinaciji z drugo genetsko
spremembo pa vplivajo na fenotip in tako povzrocijo
nagludnost. Pri nosilcih dveh genetskih sprememb v
preiskovanem genu se pri sestavljenih heterozigotih tako

pojasni in potrdi genetski vzrok naglusnosti.

Pri preiskovancih, ki po predhodnem testiranju ostajajo
nepojasnjeni, v zadnji stopnji testiranja po priporocilih
evropskih smernic izvajamo 8e sekvenciranje po
Sangerju. Metodologija je zadnja v kaskadi stopenjske
diagnosti¢ne poti in omogoc¢a najnatanénejsi vpogled v
genom na nivoju enega nukleotida. Delez novo odkritih
zahtev po evropskih priporocilih za izdajo popolnega

genetskega izvida pri nagludnosti.
Tehnologijo NGS sekvenciranja nove generacije s ciljno

usmerjenim izborom tar¢nih lokusov za naglusnost smo

izvedli in preverili na doloCeni izbrani skupini
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preiskovancev. V  okviru vpeljave diagnosti¢ne
laboratorijske poti smo opravili vpeljavo in ocenitev
smotrnosti testiranja v prihodnje rutinsko diagnosti¢no
delo laboratorija. Po nacelih dobre laboratorijske prakse
sedaj opravljamo genetsko diagnostiko po
laboratorijskem algoritmu: &e genetskega vzroka v
predhodnih preiskavah do NGS ne odkrijemo, izdamo
genetski izvid s priporo¢ilom za obisk Ambulante za
genetsko svetovanje UKC MB. Preiskovancem se pojasni
potek in vrsta dosedanjih opravljenih preiskav, klini¢ni
genetik pa opravi kliniéni genetski pregled (pregled
pridruzenih  fenotipskih ~ znakov  poleg izolirane
naglusnosti).

Po pregledu in posvetu klinicni genetik skupaj s
preiskovancem odlo¢i, ali se preiskovanca napoti e na

testiranje z NGS, predvsem zaradi cenovnega vidika.

Uvedena diagnosti¢na laboratorijska pot za naglusnost je
v skladu z evropskimi genetskimi in laboratorijskimi
smernicami EMQN. Kompletno laboratorijsko delo se
odslej opravlja v UKC Maribor in je ustrezno
verificirano, validirano ter urejeno tako, da je tudi
ekonomsko upraviceno.

Kot uspesno vpeljan laboratorijski postopek smo pri
rutinskem delu Laboratorija izdali standardni operativni
postopek SOP MGL 219, ki omogoca izvedbo
laboratorijskega dela in prenos znanja do vseh zaposlenih
Vv LMG o0z. za delo pooblas¢enih oseb na podrocju
laboratorijske genetske medicine.

V okviru preverjanja in sodelovanja v evropski mrezi
kvalitete EMQN smo navedeno stopenjsko diagnostiko
uspesno testirali in tudi uporabili ter pridobili certifikat.
Na tak na¢in smo efektivno znizali Cas, stroSke in druge
ekonomske Kkarakteristike, ki jih mora poleg
laboratorijskih parametrov imeti ucinkovit genetski
diagnosti¢ni test. Leta 2018 smo z opisano metodologijo
sodelovali v procesu preverjanja kvalitete naSega dela v
evropski shemi za preverjanje kakovosti EMQN in
pridobili certifikat o uspeSnem verificiranem izvajanju
tovrstne diagnostike v Laboratoriju za medicinsko
genetiko UKC Maribor. Uspes$nost in verodostojnost
genetskih rezultatov in informacij iz naSega Laboratorija

sedaj dokazujemo tudi v evropskem prostoru.
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ZAHVALA

Avtorica prispevka se zahvaljujem kolektivu Laboratorija
za medicinsko genetiko UKC Maribor, ki je kakorkoli
pripomogel k uspednemu delu, katerega rezultat je objava

pri¢ujocega prispevka.
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Izvle¢ek

Med nevarnostnimi dejavniki za nastanek raka so dedni dejavniki, vi§ja starost, Zivljenjski stil, poklicna
izpostavljenost in okuzbe; z rakom so tako povezane nekatere bakterijske, parazitske in virusne okuzbe. Mehanizem
virusno pogojenega raka je kroni¢na perzistentna okuzba zaradi integracije virusne DNK v gostiteljsko DNK, ki
prispeva k iniciaciji in progresiji raka. Okuzbe z visokorizi¢nimi podtipi HPV pripomorejo k polovici vseh virusno
povzroc¢enih rakov. Najvecji delez okuzb pripada raku materni¢nega vratu, v zahodnem svetu pa hitro narasca delez s
HPV povezanega raka orofarinksa. Cepljenje proti visokoriziénim podtipom HPV je udinkovito in varno pri
prevenciji nastanka okuzbe in preinvazivnih oblik raka materni¢nega vratu. Pricakuje se, da bo cepljenje bistveno

zmanjSalo incidenco rakov, povzro¢enih s HPV okuzbo.

Kljuéne besede: rak, virusi, humani papiloma virus

uUvoD
Nevarnostni dejavniki za rak

K nastanku raka prispevajo Stevilni dejavniki, med njimi
dedni dejavniki (5-10 %), vi§ja starost, zivljenjski stil,
poklicna izpostavljenost in okuzbe. Ve¢ kot polovico
vzrokov lahko pripiSemo nezdravemu Zivljenjskemu stilu
(¢ezmerni telesni tezi zaradi nepravilne prehrane in/ali
premajhne telesne aktivnosti — 30 %), vplivu
karcinogenov (tobaka (16 %), alkohola (3 %) in UV
zarkov) ter reproduktivnim dejavnikom in nacinu
spolnega zivljenja (7 %). Poklicna izpostavljenost
predstavlja okrog 4 % vzrokov za nastanek raka (3 %
sevanje, 1 % nevarne kemicne substance). Okuzbe v
Evropi predstavljajo 9 %, v svetu pa celo 15 % vzrokov
raka (1, 2). Nekatere z okuzbami povezane oblike raka bi
lahko uspesdno preprecili z ustreznim Zivljenjskim stilom
ali cepljenjem pred izpostavitvijo okuzbi, druge pa ze
uspesno zdravimo s protimikrobnimi zdravili.

Z okuzbami povezane oblike raka

Obstajajo moc¢ne epidemioloske povezave med
dolo¢enimi okuzbami in rakom. Zelo pomembna je
interakcija med mikrobiomom (zdruzbo
mikroorganizmov, ki naseljujejo  doloCene dele
Cloveskega telesa) in gostiteljem (Elovekom) (3). Z
dolgotrajnim sobivanjem lahko mikrobi prispevajo k
nastanku raka tako, da povzro€ajo neposredno okvaro
DNK, onesposobijo celi¢ne kontrolne tocke ali neugodno
ucinkujejo na celi¢ne popravljalne mehanizme.

Onkoloski institut Ljubljana, Sektor internisti¢ne
onkologije, Zaloska 2, 1000 Ljubljana

OkuZzbe z bakterijami dolgo Casa niso povezovali z
nastankom raka (3), sedaj pa je znanih Ze ve¢ povezav
med okuzbo z dolo¢enimi bakterijami in nastankom raka
(tabela 1). Bakterijski toksini ali drugi efektorski proteini
lahko povzrocijo okvaro DNK in tako interferirajo z
esencialnimi signalnimi potmi v celicah gostitelja, npr.
celicno proliferacijo, apoptozo in diferenciacijo.
Komponente bakterijske celi¢ne stene pa lahko vplivajo
na izogibanje imunskemu odgovoru, kot npr. pri
Helicobacter pylori.

Tabela 1: Prikaz malignomov, ki so povezani z
bakterijsko okuzbo

Bakterija Povezanost s tipom raka

Helicobacter pylori Karcinom Zelodca izven kardije

Nizko maligni B-celi¢ni MALT
limfom Zelodca

Salmonella typhi Karcinom Zolénika

Salmonella Karcinom kolona (ascendentni
enteritidis in transverzalni kolon)
Chlamydia Karcinom materni¢nega vratu in
trachomatis jajénikov

V krajih s pogostejSimi okuzbami z zajedalci so odkrili
tudi povezavo med tovrstno okuzbo in rakom zol¢evodov
ter rakom secnega mehurja (tabela 2). Poznana je tudi
povezava med aflatoksini (ki jih izloca plesen
Aspergillus flavus) in rakom jeter.
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Tabela 2. Prikaz malignomov, ki so povezani z okuzbo z
zajedalci

limfomi

Zajedalec Povezanost s tipom raka

Opisthorchis
viverrini

Holangiokarcinom

Kaposi sarcoma | Kaposi  sarkom,  primarni
herpes virus efuzijski  limfom, nekatere
oblike Castlemanove bolezni

Clonorchis sinensis | Holangiokarcinom

Schistosoma
heamatobium

Karcinom se¢nega mehurja

Najbolj evidentna pa je povezava med virusi kot
povzrocitelji raka (tabela 3) (4). Virusi se niso sposobni
razmnozevati sami, ampak le v zivi celici organizma, ki
ga okuzijo. Tako okuzene celice producirajo nove viruse
(produktivna okuzba) in spodbudijo imunski odziv
gostitelja. Virusi pa lahko svoj genom vgradijo v
gostiteljevo DNK, kar povzro¢i kroni¢no perzistentno
okuzbo in lahko vodi v nastanek raka. Za veé¢ino virusov,
ki povzroCajo raka, je ena temeljnih znacilnosti prav
vzpostavitev kroni¢ne perzistentne okuzbe (abortivna
okuzba — nezaznana s strani imunskega sistema), ki
dolgorocno zavira prirojeni celi¢ni obrambni mehanizem
in  aktivacijo  pridobljenega imunskega  odziva.
Perzistentna virusna okuzba prispeva k iniciaciji in
progresiji raka, ni pa nujno, da virus zaznamo v vsaki
tumorski celici. Gre za fenomen 'hit-and-run’ (‘udari in
zbezi’). Ce ta teorija drZi, verjetno virusi povzroéijo
veliko vedji delez raka. Eden od virusov, ki ustreza temu
principu, je BK poliomavirus. Vsi ljudje se z njim
okuzijo ze v prvih letih zivljenja in virus ostane pri vecini
imunokompetentnih oseb v speCem stanju. Pri
imunosuprimiranih, Se posebej pri  bolnikih s
transplantirano ledvico, lahko BK virus povzroca
nefropatijo in raka mehurja (5). Pri nekaterih oblikah
raka, kot je rak materni¢nega vratu, je HPV obvezen ¢len
kot povzrocitelj karcinogeneze in trajne proliferacije. Pri
drugih oblikah pa je virus odgovoren za povzrolitev le
dolocenega deleza oblik raka.

Tabela 3. Prikaz malignomov, ki so povezani z virusno
okuzbo

HIV 1 (humani virus | Kaposi sarkom, neHodginov
imunske limfom, Hodkinov limfom,
pomanjkljivosti 1) karcinom materni¢nega vratu,
anusa, konjunktive

HPV (humani | Vecina karcinomov
papilloma virusi) materni¢nega vratu in penisa,
nekateri  anogenitalni  raki
(karcinom vulve, vagine, anusa)
in karcinomi orofarinksa

Human T-cell | T-celi¢na limfom in levkemija
lymphotropic ~ virus | pri odraslih

type 1

Merkel cell | Karcinom Merklovih celic
polyomavirus

Virus Povezanost s tipom raka

Epstein—Barr virus Vecina karcinomov
nazofarinksa, ve¢ina Burkitovih
limfomov, nekateri

neHodginovi limfomi povezani
z imunosupresijo, Hodkinovi
limfomi, ekstranodalni limfom
celic naravnih ubijalk/T -celic
(nazalni tip)

Hepatitis B virus Nekateri hepatocelularni
karcinomi
Hepatitis C virus Nekateri hepatocelularni

karcinomi in  neHodginovi
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Cloveski papilomavirusi (humani papiloma virusi —
HPV)

Okuzba s HPV virusi spada med spolno prenosljive
bolezni in prispeva k 50 % vseh oblik raka zaradi okuzbe
(6). Poznamo ve¢ kot 200 genotipov HPV virusov (7).
Okuzba s HPV nastane s tesnim koznim ali sluzni¢énim
stikom, ne s slino ali spermo. Nastane pri vaginalnem,
analnem and oralnem spolnem odnosu, lahko pa tudi
preko ustnic in ust (npr. 'francosko poljubljanje‘) in med
porodom z matere na plod. Vstop virusa je olajsan, Ce je
koza ali sluznica poskodovana. Pogosteje zbolijo osebe z
imunsko pomanjkljivostjo (npr. po presaditvi organov,
osebe, okuzene s HIV ...). Nizko rizi¢ni sevi (v 90 %
HPV-6 in -11) povzro€ajo nenevarne okuzbe koze (npr.
bradavice v genitalnem in analnem predelu),
visokoriziéni podtipi (v 75 % HPV-16 in-18) pa nevarne
predrakave in rakave spremembe na materni¢nem vratu,
V noZnici, na penisu, v anusu, orofarinksu (7). Medtem
ko lahko raka materni¢nega vratu povzrocajo razliéni
visokorizi¢ni podtipi HPV (16, 18, 31, 33, 45, 52 in 58),
je za raka orofarinksa znacilno, da ga povzroca le okuzba
s podtipom HPV 16. Pri karcinomu materni¢nega vratu je
okuzba v HPV predpogoj za nastanek raka, medtem ko
S0 za raka orofarinksa znani $e drugi rizi¢ni faktorji, ki
prispevajo k nastanku te oblike raka: kajenje in alkohol.

S HPV povezane genitalne okuzbe

Okuzbe spolovil in zadnjika s HPV so najpogostejse
virusne spolno prenosljive okuzbe. Mladostniki se prvi¢
okuzijo ze kmalu po pricetku spolnega zivljenja. Okuzba
s HPV je najpogostejSa v starosti 20-24 let, nato
pogostost okuzbe z leti upada. Vecina spolno aktivnih
ima vsaj enkrat v zivljenju okuzbo s HPV. Vecina okuzb
je prehodnih in same izzvenijo po Sestih do dvanajstih
mesecih. Okoli 10 odstotkov okuzb je dolgotrajnih in
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prav te so nevarne za nastanek najbolj resnih bolezni, ki
so povezane s HPV. Tveganje za okuzbo se visa z
vecanjem Stevila spolnih partnerjev, vendar imajo lahko
tudi osebe s samo enim spolnim partnerjem okuzbo s
HPV (6, 7).

Okuzba s HPV poteka tako, da virus skozi razpoko v
kozi ali sluznici pride do bazalne plasti ketinocitov, Ki jih
okuzi. Pride do razmnozevanja okuzenih celic, kar
imenujemo produktivna faza okuzbe, saj nastanejo novi
virusi, ki lahko ponovno okuzijo zdrave celice epitelija.
Vecina okuzb poteka na ta nacin. Dejstvo je, da je
okuzba tiha, nezaznavna. Vecina odraslih je okuzenih
(HPV je najpogostejSa spolno prenosljiva bolezen).
Vecina okuzenih se znebi okuzbe v 6-12 mesecih. V 10
% okuzba postane kroni¢na, virusna DNK se integrira v
genom gostiteljske celice keratinocita. Prepisovanje
virusnih genov povzroci kopicenje dolocenih virusnih
beljakovin, ki povzrocijo, da celice postanejo nesmrtne in
po 5 do 15 letih se lahko razvije rak.

Tveganje za okuzbo s HPV je odvisno od spolnih navad
posameznika in njegovega partnerja. Tabela prikazuje
tveganje za okuzbo s HPV glede na spol.

Zenske Moski

Mlade  Zenske  (vrh | Mladi moski (vrh
okuzenosti od 20. do 24. | okuZenosti od 25. do 29.
leta) leta)

Zgodnji prvi spolni odnos | Zgodnji prvi spolni odnos

Celotno 3tevilo partnerjev | Stevilo partnerjev/partnerk
v zivljenju

Stevilo predhodnih | Istospolno usmerjeni
partnerjevih

partnerjev/partneric

Uporaba oralne | Partnerica s CIN: vecja
kontracepcije verjetnost okuzbe

Kajenje Cirkumcizija: manjsa
verjetnost okuzbe

CIN: cervikalna in situ neoplazija

HPV pozitiven rak orofarinksa

Incidenca s HPV povezanim rakom orofarinksa narasca.
V ZDA je glede na porocila Centra za kontrolo bolezni
ve¢ primerov S HPV povezanega raka orofarinksa kot
raka materni¢nega vratu. 70 % vseh novih primerov raka
orofarinksa v ZDA je povezanih s HPV; 82 % je moskih,
18 % Zensk. Podobni trendi so v severni Evropi.
Zbolevajo predvsem moski od 40 do 60 let, z zgodnjim
prvim spolnim odnosom, vedjim S$tevilom oralnih in
vaginalnih  spolnih  partnerjev, ponavadi visjega
socioekonomskega statusa in manj pogosto kadilci ali
pivci alkohola (8). V Franciji prispeva je v letih 2011-12
bila med raki orofarinksa bil delez HPV pozitivnih rakov

37% (9). V Sloveniji smo v letih 2007-08 belezili Se
vedno nizek (20%) delez HPV pozitivnih karcinomov
orofarinksa (10).

Preprecevanje HPV okuzb

Pomembna je varna spolnost. Kondom ne nudi popolne
za§Cite pred okuzbo. Pomembno je tudi nekajenje, saj je
pri kadilkah vecje tveganje za kroni¢no okuzbo.

Primarna preventiva je cepljenje proti HPV, ki je zelo
ucinkovito za preprecevanje okuzbe, ¢e je izvedeno pred
okuzbo, torej pred prvim spolnim odnosom in v ¢asu, ko
starosti) (11). Profilakti¢no cepljenje se v svetu izvaja od
leta 2006, potem ko so velike randomizirane raziskave
faze III pokazale visoko ucinkovitost in varnost.
Metaanaliza 65 raziskav, kjer so analizirali zdruzene
individualne podatke preko 60.000 deklic in Zena,
cepljenjih s tremi odmerki cepiva, ki so jih spremljali do
8 let po cepljenju, je pokazala statisticno znacilno 80 %
znizanje prevalence okuzbe s HPV 16 in 18, 70 %
znizanje diagnoze anogenitalnih bradavic in znacilno
znizanje predrakavih sprememb (CIN 2). Po 5-9 let po
cepljenju so imele deklice v starosti 15-19 let za 51%, v
starosti 20-24 let pa za 31% zniZanje predrakavih
sprememb CIN 2. Pri kohortah, kjer je bila precepljenost
>50%, so ugotavljali tudi zniZanje pojavnosti
anogenitalnih bradavic pri moskih, starih do 29 let. Ce je
precepljena ve¢ kot polovica populacije, se breme s HPV
okuzbo povezanih rakov znadilno zmanjsa. Gre za t. i.
¢redni ucinek vakcinacije na necepljeno populacijo — na
necepljene heteroseksualne moske. Cez desetletja
pric¢akujemo tudi znizanje invazivnega raka materni¢nega
vratu.

Cilj Svetovne zdravstvene organizacije je, da bi z
uspesnim izvajanjem nacionalnih strategij cepljenja proti
HPV (precepljenost 90% deklic po vsem svetu) lahko v
tem stoletju izkoreninili rak materni¢nega vratu (znizali
na incidenco 4/100.000/leto (12, 13). V to bo treba
vloziti veliko napora, saj rak materni¢nega vratu v
nekaterih delih sveta (podsaharska Afrika in Indija)
predstavlja 25 % vseh oblik raka pri Zenskah.

V Sloveniji se je cepljenje pricelo v Sol. 1. 2009/10. Cepi
se deklice v 6. razredu OS. Sprva se je uporabljalo 4-
valentno cepivo (3¢iti proti podtipom HPV-6, 11, 16, 18),
od 2016/17 pa 9-valentno cepivo (za 7 visokoriziénih
podtipov: 16, 18, 31, 33, 45, 52 in 58, in 2 nizko rizi¢na
podtipa). Potrebna sta 2 odmerka, za zamudnice po 15.
letu pa 3 odmerki. Ce se dekle za cepljenje odloéi po 15.
letu starosti, za cepljenje ne potrebuje privolitve starSev.
Precepljenost se v Sloveniji zviSuje: v letu 2018/19 je
bila 59,3%. Najvi§ja je bila v koroski regiji (86,9%
precepljenost) in najnizja v ljubljanski (48,5%), vendar
se tudi tu hitro zviSuje, saj je bila leta 2013/15 le 30%.
Cepivo ne $¢iti pred vsemi podtipi HPV virusa (11). Tudi
pri cepljenih Zenskah so Se vedno potrebni redni
ginekoloski pregledi in odvzemi brisov maternichega
vratu (presejalni pregledi) v skladu s priporo¢ili. Cepijo
se lahko tudi fantje. Zaskrbljujoce je, da se je v zacetku
vakcinacija vkljucevala le Zenske. Postalo je namrec
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jasno, da HPV ne povzroca le raka materni¢nega vratu,
ampak tudi analne rake in raka orofarinksa pri obeh
spolih.

Umrljivost za rakom maternicnega vratu v razvitem svetu
je upadla zaradi presejalnega testiranja (zgodnjega
odkrivanja predrakavih in rakavih sprememb). V
Sloveniji se izvaja v okviru programa ZORA. Uspesnost
ZORE lahko ponazorimo z rezultati. ZORA letno odkrije
2000 predrakavih sprememb. Zadnja leta zboli okrog 120
zensk (leta 2017 pa 85) (14). Umre 40-50 Zensk letno. Te
smrti bi lahko preprecili. Kljub temu gre za bistveno
incidencami v Evropi. To je rezultat ve¢ dejavnikov:
ozavescenosti zensk, dobre organizacije ter kakovostnega
dela presejalcev in ginekologov. Z dobro precepljenostjo
populacije lahko stanje $e izboljsamo. Zal pa zaenkrat ni
metode za zgodnje odkrivanje raka orofarinksa, zato
pri¢akujemo porast deleza teh oblik raka.

Zakljucek

Poleg drugih nevarnostnih dejavnikov prispevajo k
nastanku raka tudi okuzbe. Najve¢ oblik raka je
povezanih s kroniénimi perzistentnimi  virusnimi
okuzbami. Okuzbe z visokorizicnimi podtipi HPV
pripomorejo Kk polovici vseh virusno povzrogenim
oblikam raka. Najve¢ji delez okuzb pripada raku
materni¢nega vratu, v zahodnem svetu pa hitro narasca
delez s HPV povezanega raka orofarinksa. Visoka
precepljenost Zzensk (in moskih) bi lahko izkoreninila to
obliko raka.
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Farmacija

Matej Stuhec 1.2:3*

AMBULANTE FARMACEVTA SVETOVALCA NA
PRIMARNEM NIVOJU ZDRAVSTVENEGA VARSTVA

V POMURJU

1. Klini¢na farmacija, farmacevt svetovalec in
zgodovina ambulant farmacevta svetovalca
v Pomurju
Klini¢na farmacija (KF) je mlada smer farmacevtskih
znanosti, ki je osredotoCena na bolnika kot koncnega
uporabnika farmacevtskih storitev. V Sloveniji kliniéno
farmacijo definira Zakon o lekarniski dejavnosti (ZLD-
1), ki je vstopil v veljavo 27. 1. 2017.

ZLD-1 v 4. ¢lenu navaja, da je KF specialisticna
farmacevtska dejavnost, ki zajema aktivnosti in storitve
farmacevta oziroma farmacevtke, ki vodijo k celoviti
osebni obravnavi pacienta, racionalni in optimalni
uporabi zdravil ter so komplementarne aktivnostim
drugih zdravstvenih delavcev. Vkljucuje sodelovanje
specialista klinicne farmacije v zdravstvenem timu pri
obravhavi posameznega pacienta ali pri pripravi
sistemskih reSitev in razvojno-raziskovalnih projektov na
podrocju zdravijenja z zdravili, vkljucno s sodelovanjem
pri klinicnih preskusanjih zdravil. (1) Ambulantno delo v
zdravstvenih domovih izvaja farmacevt svetovalec, ki je
KF s pridobljeno kompetenco. V ZLD-1 je v 4. ¢lenu
definiran tudi farmacevt svetovalec, pri ¢emer ZLD-1
navaja, da je farmacevt svetovalec oziroma farmacevtska
svetovalka (v nadaljnjem besedilu: farmacevt svetovalec)
magister farmacije z licenco in opravljeno specializacijo
iz klinicne ali lekarniske farmacije, usposobljen za
izvajanje farmakoterapijskega pregleda in je zaposlen v
lekarniSki dejavnosti ter zagotavlja potrebne informacije
o zdravilih in farmacevtski obravnavi pacienta. Produkt
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dela  farmacevta svetovalca je izvid (t. .
farmakoterapijski pregled), ki je po ZLD-1 v 4. ¢lenu
definiran: ~ farmakoterapijski  pregled je storitev
optimizacije in racionalizacije zdravljenja z zdravili
posameznega pacienta s ciljem izboljsati oziroma
vzdrzevati pacientovo z zdravjem povezano kakovost
zivljenja, ki jo na podlagi informacij o predpisanih
oziroma uporabljenih zdravilih ter vseh relevantnih
klinicnih  informacijah o pacientovem zdravstvenem
stanju, in informacijah, ki jih poda pacient oziroma
skrbnik, opravi farmacevt svetovalec. V Pomurju je bil v
letu 2012 uveden t. i. pilotni projekt Zavoda za
zdravstveno zavarovanje Slovenije (ZZZS) »Farmacevt
svetovalec, ki je bil del razvojne naloge »kakovostnega
predpisovanja zdravil« in ga je ZZZS zalel izvajati
decembra 2012 v zdravstvenih domovih v Pomurju (ZD
Murska Sobota, ZD Ljutomer, ZD Gornja Radgona, ZD
Lendava/Lendva), nato pa se je v letu 2015 razsiril Se na
OE ZZZS Ljubljana. Po uspe$nih rezultatih pilotnega
projekta je bila zdravstvena storitev v letu 2016
predlagana kot predlog za financiranje za Splosni
dogovor med partnerji in sprejeta kot placana storitev s
strani ZZZS (program »farmacevtskega svetovanja«), kar
pomeni, da ima trenutno vsak bolnik, ki ima izbranega
osebnega zdravnika v Sloveniji, moznost pregleda pri
farmacevtu svetovalcu v zdravstvenem domu. Storitev
poteka z napotitvijo osebnega zdravnika s posebnim
delovnim nalogom za obravnavo pri farmacevtu
svetovalcu. Program farmacevtskega svetovanja je
zastavljen tako, da zdravniki zdravstvenega doma in
zasebni zdravniki s koncesijo z delovnim nalogom
napotijo bolnike s polifarmakoterapijo (prejemanje 5 ali
ve¢ zdravil) ali bolnike z ostalimi tezavami, povezanimi
z zdravili (odlo¢itev zdravnika), v ambulanto farmacevta
svetovalca. S pomoéjo farmakoterapijskega pregleda
farmacevt pregleda bolnikovo terapijo zdravljenja z
zdravili in zdravniku poda svoje mnenje glede
optimizacije bolnikove terapije (farmakoterapijski izvid).
Zdravnik se nato odloc¢i, ali bo predloge farmacevta
svetovalca upoSteval ali ne. Glede na standardni
operativni postopek (SOP) farmakoterapijskega pregleda
farmacevt svetovalec za pregled potrebuje fizi¢no
prisotnost bolnika, saj lahko le tako najbolj objektivno

oceni adherenco, prioritete bolnika v zdravljenju z
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zdravili, identificira neZelene ucinke in ostale znacilnosti
zdravljenja z zdravili. (2, 3, 4) Ambulanta farmacevta
svetovalca poteka izkljuéno v zdravstvenem domu, pri
C¢emer nekateri farmacevti svetovalci pokrivajo tudi
dolo¢ene domove za starejSe obCane. Delo farmacevta
svetovalca lahko opravlja specialist klini¢ne ali
lekarniSke farmacije, ki pridobi kompetenco za
farmakoterapijski pregled na Lekarniski Zbornici
Slovenije (LZS). V avgustu 2020 je bilo v Sloveniji 44
farmacevtov svetovalcev S kompetenco
farmakoterapijskega pregleda, pri ¢emer je iz
dokumentacije razvidno, da njihovo Stevilo raste iz leta v
leto. (5)

Stevilne raziskave v svetu kaZejo, da so intervencije
klini¢nih farmacevtov klini¢no in stroskovno upravicene,
saj bistveno zmanjSajo napake v zdravljenju z zdravili,
neracionalno polifarmakoterapijo, Stevilo potencialno
neprimernih zdravil za starostnike (PIM), pomembnih
interakcij med zdravili in tako pomembno vplivajo na
prisotnost kliniénega farmacevta kot polnopravnega
¢lana tima v bolni$niénem okolju in ambulantah. Za
navedeno obstajajo  kvalitetni podatki iz dobro
zasnovanih klini¢nih raziskav in metaanaliz. (6, 7, 8, 9,
10, 11)

O pomembnosti klinicnega farmacevta kot del
zdravstvenega tima v vseh procesih zdravljenja z zdravili
smo pisali Ze v nasem prejSnjem ¢lanku, kjer smo se
osredotoCili na intervencije v bolnisnicnem in tudi
ambulantnem okolju ter stanju na tem podrodju v
Sloveniji. V prispevku smo omenili neenakovreden
dostop do storitev klini¢ne farmacije v Sloveniji in
apelirali na vodstva bolniSnic, da implementirajo storitve
klini¢ne farmacije v vseh bolniSnicah, da bodo imeli
bolniki enakovredni dostop do storitev klinicne farmacije

v vseh bolniSnicah in tudi obmo¢nih enotah ZZZS. (12)

2. Rezultati dela ambulant farmacevta
svetovalca v Pomurju

Pomurje je regija, ki ima visok delez bolnikov s
polifarmakoterapijo, kar predstavlja veliko tveganje za
zaplete v zdravljenju z zdravili, slabSe klini¢ne izide in
povecane straske, zato so potrebne preudarne strategije
predpisovanja zdravil. Eden izmed najbolj ucinkovitih
ukrepov za zmanjSanje neracionalne polifarmakoterapije

je neposreda vkljucitev klini¢nega farmacevta, za kar je
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veliko dokazov predvsem na primarnem nivoju. (12, 13)
Na podro¢ju Pomurja je bilo iz ambulant farmacevta
svetovalca objavljenih ve¢ raziskav. (13, 14, 15, 16) M.
Stuhec in soavtorji so z objavljeno raziskavo, izvedeno v
ZD Ljutomer, raziskali, ali je =z vkljuGevanjem
farmacevta svetovalca neposredno v proces zdravljenja z
zdravili mogoce izboljsati kakovost predpisovanja
zdravil pri starostnikih s polifarmakoterapijo v ZD
Ljutomer. Farmacevt svetovalec je v obdobju 2012-2014
opravil 625 razli¢nih intervencij, od tega so jih zdravniki
sprejeli 48,6 %. Vkljuceni so bili tisti bolniki, ki so
prejemali 10 ali ve¢ zdravil hkrati. Rezultati raziskave so
pokazali, da se je z upoStevanjem intervencij farmacevta
Stevilo predpisanih zdravil zmanjSalo za 11,2 %,
povezava je bila statistiéno znailna (p<0,01). Stevilo
kontraindiciranih kombinacij zdravil (t. i X interakcij) se
je z upoStevanjem farmacevta zmanjSalo za 42 %, Kkar je
bilo statisticno znacilno (p<0,041), in Stevilo klini¢no
pomembnih X interakcij se je zmanjsalo za 50 % (iz 6 na
3). Vse upostevane intervencije farmacevta svetovalca so
privedle do zmanj3anja celokupnih stroSkov zdravljenja
za 143.488,9 €, kar je vsaj S-krat veC kot strosek te
farmacevtske storitve placnika, in potrjujejo smiselnost
navedenih intervencij. Raziskovalca sta dokazala tudi
pozitiven wvpliv na boljSe sledenje smernicam za
zdravljenje srénega popuscanja, Vv kolikor so bile
intervencije  farmacevta sprejete, kar dokazuje
pomembnost intervencij tudi za boljSe sledenje
smernicam, kar lahko vodi k boljsim klini¢nim izidom.
(13, 14) Rezultati raziskave kazejo, da uvedba
farmakoterapijskega pregleda v obliki ambulant
farmacevta svetovalca v Pomurju pomembno vpliva na
izboljsanje kvalitete zdravljenja z zdravili pri bolnikih s
polifarmakoterapijo ter vodi do zmanj3anja celokupnih
stroSkov zdravljenja z zdravili in je tako ekonomsko
smiselna. Rezultati raziskave potrjujejo smiselnost
uvedbe tovrstne storitve v zdravstveni sistem v Sloveniji
in potrjujejo pomembnost farmacevta svetovalca kot

partnerja zdravniku v zdravljenju z zdravili.

M. Stuhec in K. Gorenc sta izvedla drugo raziskavo v ZD
Ljutomer, v katero sta vkljucila samo bolnike, starejSe od
65 let, ki so imeli vsaj eno duSevno motnjo, prejemali
hkrati vsaj 10 zdravil in vsaj en antipsihotik. (15)

Raziskovalca sta izvedla retrospektivno raziskavo serije

primerov s ciljem proucitve vpliva farmacevta svetovalca
na kakovost predpisovanja zdravil pri bolnikih z
duevnimi motnjami. V raziskavi sta raziskala pozitivno
povezavo med upoStevanjem intervencij farmacevta
svetovalca in boljSim sledenjem smernicam zdravljenja
(p<0,05). Prav tako sta raziskovalca raziskala, da se je po
intervenciji klininega farmacevta statisticno znacilno
zmanj$alo Stevilo zdravil (iz 15.4 na 12.0 na bolnika;
p<0,05) (15). Rezultati omenjene raziskave kazejo
pozitiven doprinos intervencij farmacevta svetovalca v
zdravljenje z antipsihotiki in dobro sodelovanje z
osebnim zdravnikom na tem podrocju. Vsekakor je na
tem mestu potrebno izpostaviti Stevilne omejitve
raziskave, ki so povezane predvsem z majhnim vzorcem
bolnikov, zasnovo raziskave in kratkotrajnostjo
raziskave. Obe navedeni raziskavi opisujeta pomemben
doprinos k zmanjSanju Stevila zdravil na bolnika v
Pomurju ter boljSemu sledenju smernicam zdravljenja, a
pomembna omejitev je kratkoro¢nost spremljanja
zdravljenja in odsotnost merjenja klini¢nih izidov (npr.

umrljivost, hospitalizacije, klini¢no izboljsanje).

V namen dolgoro¢nega spremljanja so raziskovalci
zasnovali raziskavo, kjer so vrednotili dolgoro¢ni vpliv
intervencij farmacevta svetovalca, pri ¢emer so se
predvsem vpra3ali, koliko intervencij se ohrani tudi po 6
mesecih od zamenjave terapije. V  preseéno,
retrospektivno, opazovalno in neitervencijsko raziskavo
so raziskovalci vkljucili starostnike iz Pomurja, ki so bili
obravnavani s strani farmacevta svetovalca v ZD
Lendava/Lendva, ZD Ljutomer in ZD Murska Sobota v
obdobju med januarjem 2012 in decembrom 2014. V
raziskavo so vkljucili 243 bolnikov, zdravljenih za sréno-
zilnimi boleznimi (hipertenzija, sréno popuscanje,
atrijska fibrilacija), s starostjo 65 let ali ve¢, ki so
prejemali 10 ali ve¢ ucinkovin hkrati. Raziskali so
prisotnost potencialno nevarnih X interakcij, zaradi
katerih je nujna kliniéna obravnava, in z uporabo
PRISCUS liste prisotnost potencialno neprimernih
zdravil v terapiji starostnikov. Osredotocili so se na
odstopanja v farmakoterapiji bolnikov od priporoc¢enih
smernic ter podali primere intervencij, ugotovljenih
neskladij zdravljenja hipertenzije, srénega popuscanja in
atrijske fibrilacije. Z binarno logisti¢no regresijo so

oblikovali statisticna modela in opredelili vpliv
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neodvisnih spremenljivk (starost, spol, $tevilo zdravil,
upostevanje intervencij) na odvisni spremenljivki v
modelu (vpliv Stevila zdravil, vpliv na skladnost
zdravljenja bolnikov s smernicami za bolnike z
hipertenzijo). =V  raziskavo so  vkljucili 243
farmakoterapijskih izvidov, ki so skupaj vkljucevali 3173
zdravil. 9,1 % vseh predpisanih zdravil so predstavljala
PIM. Od skupno 980 zabeleZenih intervencij, od katerih
je bilo sprejetih 479 s strani zdravnika (48,9 %), je
farmacevt svetovalec predlagal 320 intervencij na
podro¢ju zdravljenja sréno-zilnih bolezni, od tega jih je
zdravnik sprejel 140 (43,8 %). Skupno je farmacevt
svetovalec v 48,2 % vseh intervencij predlagal ukinitev
zdravila, v 21,5 % spremembo rezima zdravljenja, v 17,7
% zamenjavo zdravila ter v 12,7 % uvedbo novega
zdravila. UpoStevanje intervencij farmacevta svetovalca
je vplivalo na zmanjSanje Stevila zdravil za 7,3 %,
zmanjSanje potencialnih X interakcij za 47,8 %,
zmanjsanje Stevila neprimernih zdravil za starostnike za
26,6 % ter povecanje skladnosti zdravljenja bolnikov s
smernicami. Delo farmacevta svetovalca in njegove
intervencije so bile finanno upraviene. Rezultati te
raziskave dokazujejo upravicenost vpeljave tovrstne
storitve v zdravstveni sistem in vecje sledenje smernicam
zdravljenja v dobrobit bolnikom in zmanjSanja
celokupnih strokov; storitev tako predstavlja eno izmed
najpomembnejsih orodij optimizacije farmakoterapije pri
bolnikih s sréno-zilnimi obolenji. (16) Uspesno
implementirani sistem klini¢ne farmacije na primarnem
nivoju kaze, da bo temu moral slediti Se sekundarni nivo
in vzpostaviti ustrezno povezavo s sistemom »brezsirne
skrbi«, ki je prav tako vkljuéena v ZLD-1 in ki ga bodo
bolnidnice morale izvajati v letu 2023. (1)

Kljub zelo vzpodbudnim rezultatom dela v ambulantah
farmacevta svetovalca v Pomurju na Zalost realizacija
ambulant v Pomurju ni pozitivna. Tako podatki o
realizaciji storitev za ZD Murska Sobota v letu 2019
znaajo le 1,89 % planirane realizacije, za ZD Gornja
Radgona 26,85 %, za ZD Lendava/Lendva 13,6 %,
¢emur sledi najviSja realizacija ZD Ljutomer 63,02 %.
(17) Navedeni podatki so skrb vzbujajoci, saj pomenijo,
da v doloCenih okoljih v Pomurju zdravniki na
primarnem nivoju bolnikov ne napotujejo k farmacevtu

svetovalcu in obcani tako ne pridejo do navedenih
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storitev. Za izboljSanje realizacije bo potrebna vecja
osvesCenost vodstev ZD-jev in aktivnost osebnih
zdravnikov, farmacevtov ter vodstev ZD-jev za veéjo
napotitev bolnikov v ambulanto farmacevta svetovalca.
Glede na visoko pojavnost polifarmakoterapije (5 ali ve¢
zdravil hkrati) v Pomurju, ki praktiéno vedno izstopa v
Sloveniji, navedena nizka realizacija predstavlja
neustrezen ukrep v zmanjanju polifarmakoterapije v
Pomurju (bolniki imajo storitev na voljo, a je zelo slabo
izkoris¢ena). Eden izmed ukrepov za boljSo osvescenost
bolnikov je zloZzenka ZZZS »Kdo je farmacevt
svetovalec?«, ki jo je za boljSe poznavanje tega programa
in farmacevta svetovalca, ki deluje v zdravstvenem
domu, izdal ZZZS. (18)

3. Zakljuéek

Pomurje kot slovenska regija predstavlja eno izmed
najvedjih sredis¢ polifarmakoterapije, zato so potrebni
udinkoviti in hitri ukrepi za zmanj$anje le-te v realni
kliniéni praksi. Ambulante farmacevta svetovalca
predstavljajo eno izmed najmocnej§ih orodij Vv
zmanjS$anju iracionalne polifarmakoterapije. Ambulante v
Pomurju predstavljajo novejSo zdravstveno storitev, ki se
je razvila v Pomurju in potem prenesla na celotno
Slovenijo. Umescenost ambulant v zdravstveni sistem je
posledica dobrega dela farmacevtov, zdravnikov in
podpore ZZZS. Rezultati objavljenih raziskav kazejo
neprecenljiv vpliv intervencij farmacevta svetovalca na
zmanj3anje Stevila zdravil, pomembnih interakcij, Stevila
PIM ter boljSe sledenje smernicam zdravljenja, pri ¢emer
so intervencije pozitivne tako kratko- kot dolgoroéno.
Navedeni rezultati kazejo, da bi farmacevti svetovalci
lahko prevzeli doloCene naloge zdravnikov in tako
zmanj$ali tezave v primarnem zdravstvu, kot je to primer
v Zdruzenem Kraljestvu. Realizacija programa v
Sloveniji pa zal ne sledi namenu in rezultatom, saj
ambulante niso dobro izkoris¢ene. To pomeni, da vecina
potrebnih bolnikov v Pomurju nima ustreznega dostopa
do ambulant farmacevta svetovalca, kar predstavlja nujen
izziv za vse deleznike, ki lahko realizacijo izbolj$ajo,
tako da povecajo fizi¢no napotitev bolnikov v ambulante

in informiranost bolnikov o navedeni storitvi v Pomurju.
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Matej Stuhec

AMBULANTE FARMACEVTA SVETOVALCA NA PRIMARNEM NIVOJU ZDRAVSTVENEGA VARSTVA V
POMURIJU

18. ZZZS. Zlozenka Kdo je farmacevt 4b9b6118a9¢1b0c12582¢9002bad2¢e/SFIL
svetovalec_julij 2018.pdf Dosegljiv E/Z10%C5%BEenka Kdo%20je%20farm
30.9.2020 na: acevt%?20svetovalec julij%202018.pdf

https://www.zzzs.si/zzzs/internet/zzzs.nsf/
56b7e¢3¢634e2a638¢125762d0046923¢/66
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Fizika

Simon Ulen'2, Ines Gabor?, Veronika Postrak?,
Rok Vogrincic3

DOLOCANJE LASTNOSTI ZVEZD S
SPEKTROSKOPIJO

Uvod

Spektroskopija je metoda, ki se uporablja za preucevanje
dolocéenih objektov s pomogjo njihove izsevane svetlobe;
obenem je tudi veda, ki prouduje interakcije med
materijo in elektromagnetnim valovanjem. Vsaka snov,
kemijski element ali spojina seva (ali absorbira) svetlobo
to¢no dolocenih valovnih dolzin. Spektroskopija nam
omogoc¢a, da preko izsevane oziroma absorbirane
svetlobe pridobimo dodatne informacije, ki jih s
fotometriénimi opazovanji ne moremo pridobiti (na
primer kemijska sestava, radialna hitrost in temperatura
zvezde). [1]

Spekter svetlobe predstavlja gostoto svetlobnega toka v
odvisnosti od valovne dolZine. Ta spekter je zvezen pri
trdnih in kapljevinskih svetilih, pri plinskih pa je Crtast.
(2]

Vrste spektrov

Loc¢imo zvezni in Crtasti spekter. Pri zveznem spektru se
barve prelivajo ena v drugo, podobno kot barve pri
pojavu mavrice. Dobimo ga, kadar belo oziroma vidno
svetlobo posljemo skozi uklonsko mrezico (zaradi uklona
in interference svetlobe) ali skozi opti¢no prizmo (zaradi
loma svetlobe). Crtasti spekter je niz &t s to&no
dolocenimi, za atom znacilnimi valovnimi dolzinami, ki
so posledica prehodov atomov v vzbujeno stanje. Na
podlagi tega lo¢imo emisijski in absorpcijski spekter.
Emisijski spekter: pri prehodu iz vzbujenega stanja z
energijo W2 v vzbujeno stanje z energijo W1 izseva
atom svetlobo s frekvenco v, za katero velja:
W2-W1=hv = hc/A,

kjer je Planckova konstanta h = 6,63 x 1073%s.
Frekvenca svetlobe je sorazmerna z izsevano energijo.
Absorpcijski spekter: dobimo ga, ¢e atome posameznega
elementa posvetimo z belo svetlobo — atomi absorbirajo
iz vpadne svetlobe tisto, z dolo¢eno valovno dolzino, kot

jo samo sevajo.
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Emisija in absorpcija kazeta, da poteka izmenjava med
svetlobo in atomi v paketih, v katerih je energija
sorazmerna s frekvenco svetlobe. Pakete svetlobe
imenujemo fotoni. Energija fotonov je W = hv. Zvezde,
ki so plinasta nebesna telesa, torej oddajajo Crtasti
spekter. Zvezde se med seboj razlikujejo po spektrih, saj
so ti posledica absorpcije svetlobe v plinih, povrsinske
temperature in drugih dejavnikov v zvezdni atmosferi.
Tako imajo zvezde razlicno "barvo", tip ter kemijsko

sestavo. [2] [3]

Spektralne ¢rte

Spektralne ¢rte nastanejo zaradi prehodov zunanjih
elektronov v atomih na nizji ali vi§ji energijski nivo.
Razlika v energiji med dvema energijskima nivojema
ustreza energiji fotona, ki je odvisna od frekvence
izsevane ali absorbirane svetlobe med prehodom
elektrona z enega na drugi nivo. Valovne dolZine
spektralnih ¢rt so znaCilne za kemijski element ali
molekulo, ki seva ali absorbira.

Absorpcija svetlobe je odvisna tudi od frekvence
svetlobe. Vsaka snov ima absorpcijski spekter, ki je zanjo
znadilen. Crte absorpcijskega spektra pa dobimo samo s
plini posameznih atomov. Absorpcijski spekter dobimo
le, ¢e gre svetloba iz vira, preden dospe do nas, skozi
absorpcijski material. [4]

Intenziteta spektralnih &rt nam pove, kje v zvezdni
atmosferi so Crte nastale. Pri vecini zvezd so zgornje
plasti atmosfere hladnej$e kot niZje plasti. Sibke érte
nastajajo globoko v zvezdni atmosferi, njihova sredisca
postanejo ozka in globoka; moéne C&rte pa nastajajo
visoko v zvezdni atmosferi. Sibke &rte predstavljajo
Sibko absorpcijo, to pomeni, da ima zvezdna atmosfera
majhno neprosojnost in da lahko vidimo globoko v njo.
Nasprotno pa predstavljajo moc¢ne ¢rte:  zvezdna
atmosfera ima visoko absorpcijo in veliko neprosojnost.
(2] [4]

Spektralni razredi

Intenziteta ¢rt v spektru je v osnovi odvisna od stopnje
ionizacije elementov in prisotnosti razlicnih ionov in
atomov v zvezdni atmosferi. Na osnovi tega zvezde
klasificiramo v razli¢ne razrede. Prvi je tako klasifikacijo
opravil Secchi in zvezde razdelil v pet skupin.

ModernejS$o klasifikacijo pa je opravil Henry Draper.
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Zvezde so tako razdeljene v sedem osnovnih razredov in
Stiri  podrazrede, znotraj katerih jih delimo Se po
intenzitetah posameznih ¢rt od 0 do 9. Zaporedje
spektralnih tipov dopolnijo Se izsevnostni razredi od | do
V. [2]

Eksperimentalni del

Preden smo se lotili merjenja spektrov, smo morali
poiskati primerne zvezde za raziskovanje. Pri izbiri zvezd
smo upostevali, da so dovolj svetle, torej da imajo ¢im
manj$o navidezno magnitudo. Navidezna magnituda
zvezde nam namre¢ pove, kako svetla je zvezda (manjsa
magnituda pomeni svetlejSo zvezdo). Izbrali smo Sest
zvezd z dokaj razli€nimi spektralnimi tipi za lazje
primerjanje (Aldebaran, Mirfak, Sirij, Rigel, Betelgeza,
Mirah).

Opravljanje meritev
Meritve so bile opravljene 12. 12. 2019 v Borejcih.

Surove slike spektrov zeljenih zvezd smo dobili z

digitalnim fotoaparatom Canon EOS 350D v primarnem

goris¢u  20-centimetrskega reflektorskega teleskopa
STIGMA (f/6.0), z uporabo uklonske mrezice Star
Analyser 100. [5] [6]

Slika 1: Osnovna in obrezana slika spektra Betelgeze

Z uporabo teleskopa, uklonske mrezice in fotoaparata
smo posneli spektre, ki so prikazani na zgornji sliki. Na

sliki lahko opazimo ni¢ti, prvi, drugi in del tretjega reda
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spektrov. Za nadaljnje raziskovanje je bil najprimernejsi
drugi red, saj je dovolj mo¢no in razloéno viden, obenem
pa je spekter dovolj Siroko razporejen. Prvo sliko smo
obdelali tako, da smo dobili le cisti spekter zvezde

(spodnja slika).

Obdelava spektrov

Za obdelavo zgoraj dobljenih slik spektrov smo uporabili
program MaxIm DL: funkciji Line Profile Window in
Vertical Line. Za lazje opazovanje celotnega spektra smo
spekter pretvorili v ¢rno-belo, saj nam je to omogocalo
jasnejSe in bolj pregledno opazovanje spektralnih crt.
Vertical Line smo premikali po spektru v razmaku enega
piksla in si za pet sredinskih slikovnih to¢k (pikslov)
zabelezili jakost po dolzini celotnega spektra (v pikslih).
Vseh pet vrednosti smo seSteli, nato pa od tega odsSteli
petkratno vrednost ozadja, da smo dobili le Cisti signal
spektra. S pomocjo programa »continuum_fit.py«,
napisanega v jeziku Python, smo zgladili kontinuum
spektra (del spektra, kjer ni prisotnih absorpcijskih ali
emisijskih ¢rt). Ko smo dobili prilagojene spektre, smo

se lotili pretvarjanja enot s pomocjo dveh vodikovih €rt.

Slika 2: Graf jakosti svetlobe v pikslih od modre proti
rdeci

S534PX.en i 656,28 nm

AT o) GO 486,10nm

656,28nm — 486,10nm = 170,18nm

534px — 281px = 316px

170,18nm/316px=0,54 [ 1px = 0,54nm

Glede na to pretvorbo smo dobili nastavek za racunanje
pretvorbe za vse ostale grafe:

656,28 — x = 0,54(534* - px)

*vrednost piksla pri posami¢nem grafu za Ha érto

Diskusija

Valovne dolzine absorpcijskih ¢rt smo od¢itali in jih
primerjali z Ze znanimi valovnimi dolzinami, ki smo jih
nasli v bazi podatkov NIST. Na ta nacin smo ugotovili,
kateremu elementu pripada doloc¢ena spektralna crta. V
tabelah je razvidna od¢itana vrednost na dobljenih grafih,
ki je primerjana z najblizjo najdeno vrednostjo iz baze
podatkov. [7]

*Opomba: zaradi gostote nekaterih spektralnih ¢rt ne
moremo to¢no dolociti valovne dolzine, zato je v¢asih v
tabeli podana vrednost od — do. Prav zaradi tega se na
mestih s podobnimi valovnimi dolzinami lahko pojavlja
ve¢ elementov. Potrebno se je zavedati, da smo za oceno
pretvorbe piksla v valovno dolzino uporabili
predpostavko, da je spekter linearen, hkrati pa smo
zanemarili premik absorpcijskih ¢rt zaradi radialne
hitrosti zvezde. Zvezde z nenicelno radialno hitrostjo
imajo spekter premaknjen zaradi Dopplerjevega pojava.
V ¢lanku je podana samo analiza Betelgeze, vse prej
omenjene izbrane zvezde so bile analizirane na enak
nacin, razbrani elementi pa so nas pripeljali do potrditve

na zacetku zadanih hipotez.

Betelgeza

Slika 3: Graf spektra Betelgeze

Valovna dolzina - | Element | Valovna

graf [nm] dolZina -
teorija [nm]

387,90 TiO 387,50

419,22 TiO 418,0

463,50-464,04 TiO 463,50 -
464,04

485,64 HR 486,13

513,00-513,76 Na 514,80

576,36 Ca 585,70

656,28 Ha 656,28

612,54 Ca 612,20
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Betelgeza spada v spektralni razred M. V tem razredu v
zvezdni atmosferi prevladuje titanov oksid, pojavljajo se
nevtralne kovine, atmosfera pa premore veliko natrija. Z
naSim umerjenim spektrom smo potrdili prisotnost
spektralnih ¢rt vseh teh elementov in kovinske spojine.
Preko ustvarjenih spektrov zvezd smo zaznali spektralne
¢rte elementov, ki variirajo od razreda do razreda.
Elementarna sestava zvezd se skozi njihovo zivljenje
spreminja, zato se zvezde, ki jih opazujemo na no¢nem
nebu, razlikujejo po elementarni sestavi.

Iz nastalih spektrov izbranih zvezd se da razbrati
spektralne Crte helija, vodika in mnogih kovin. Ugotovili
smo, da helij in vodik prevladujeta v sestavi bolj vro¢ih
zvezd, s padanjem temperature zvezde pa se pojavlja
vedno vec kovinskih spektralnih ¢rt.

Pri nastajanju grafa smo opazili mnogo odmikov od
kontinuuma, a za vsak odmik nismo nasli primerne
valovne dolzine, ki bi nakazovala na prisotnost
dolocenega elementa. Niti en odklon od krivulje se ni
popolnoma ujemal s teoreti¢no vrednostjo valovne
dolzine, vsi imajo manjsi odklon, kar nakazuje na premik
spektralne Crte zaradi neniCelne radialne hitrosti zvezde.
Odmiki, katerim nismo pripisali nobene elementarne
vrednosti, so nastali kot posledica Suma na posnetku ali
pa so bili zaradi preslabe lo¢ljivosti premalo izraziti.
Zaradi raz8iritev in premikov spektralnih ¢rt ne bo mozno
natanéno dolocCiti vseh sestavnih elementov izbrane
zvezde.

Balmerjevo serijo vodika smo zaznali v vseh zvezdah, saj
smo preko spektralne ¢rte Har izraCunali in umerili skalo
valovnih dolzin. A vseeno, nikoli nismo zaznali vseh

spektralnih ¢rt Balmerjeve serije vodika.
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Zakljucek

1z Se tako navadne in Sibke svetlobe, ki jo na Sirnem nebu
oddajajo zvezde, smo ustvarili 6 spektrov zvezd ter preko
spektralnih ért ogromno izvedeli o njihovi elementarni
sestavi ter posledi¢no o njihovi masi in Zivljenjski dobi.
Raziskavo bi lahko nadgradili z meritvami radialnih
hitrosti, saj so izmerjeni spektri zaradi le-teh malo
zamaknjeni. Za to bi morali posneti kalibracijsko lucko.
Tipiéno so to ThAr (Torij Argon) lucke, ki so v
laboratorijskem sistemu (ob teleskopu). S pomocjo
njihovih ¢rt bi potem kalibrirali spektre zvezd. Iz
premika ¢rt bi potem izracunali radialno hitrost zvezde,
to pa bi nam povedal Dopplerjev premik: v/c = A1/10.
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