


Pot do zdravja

Nas$ cilj so zdravi in sre¢ni ljudje. Smo veledrogerija za prodajo zdravil z najSirSo ponudbo izdelkov za humano
in veterinarsko medicino v Sloveniji. Odlikujejo nas hitrost, varnost in zanesljivost. Svoje delo opravijamo
sréno in predano. Prav zaradi fega nam zaupajo Stevilne lekarne in bolniSnice ter druge zdravstvene in
veterinarske ustanove.

Zavedamo se, da nam prihodnost ponuja nesteto izzivov. Premagamo jih lahko z nenehnim izpopolnjevanjem.
S kakovostnimi storitfvamiin s Siroko izbiro zdravil ter drugih izdelkov bomo zaupanje svojih kupcev opravicevali
tudi v prihodnje!

www.kemofarmacija.si
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UVODNIK

V zadnjih nekaj mesecih se zopet soocamo s stalnim pomanjkanjem sred-
stev za vzdrznost javnega zdravstva. Kje dobiti dodatna financna sredstva
za ohranitev vsaj takega nivoja, kot ga trenutno imamo? In seveda bo zopet
najlaZje usmeriti prst v zdravila in farmacevtsko industrijo. A tudi na podrocju
zdravil bistvenih rezerv vec ni. In vendar je resitev, ki pa je odgovorni na Mi-
nistrstvu za finance (!) noéejo sprevideti. Se ve&, posredno so odgovorni za
slabse zdravje slovenskega prebivalstva. Resitev se skriva v trosarini na to-
bacne izdelke in alkohol. Skupaj se letno nabere za okoli 550 milijonov evrov
trosarinskih sredstev, ki pa poniknejo v splodnem proracunu. Ce bi vsaj eno
tretjino teh sredstev nacrtno namenili za dodatno financiranje zdravstva, bi
pokrili ve¢ino manjkajocega denarja. A sprevrZzenost je Se vedja: medtem
ko si Ministrstvo za zdravje z obseZnimi akcijami prizadeva za zmanjsevanje
kajenja in pitia alkoholnih pijac, pa Ministrstvo za finance ne dovoli zvisanja
troSarin, ker se bo posledi¢no manj denarja zaradi zmanjSanja Stevila kadil-
cev steklo v drzavni proracun! Nacin prerazporeditve dela trosarin v speci-
ficni proracun za zdravstvo je pod vodstvom dr. Jozsefa Bodrogija uspel na
MadZzarskem, nekaj podobnega so naredili tudi v Romuniji, torej v dveh
drzavah EU, Kier je bruto druzbeni proizvod manjsi kot v Sloveniji. Mogoce
se pa lahko tudi farmacevti aktivneje vkljucimo v predlagane aktivnosti?

V tokratni stevilki Farmacevtskega vestnika si boste lahko prebrali prispevek
0 uporabi zdravilnih rastlin pri zdravljenju Zivali. Skupina raziskovalcev pod
vodstvom prof. dr. MatjaZa Jerasa je ugotavijala vpliv kroni¢ne urtikarije na
kakovost Zivljenja bolnikov, spoznali bomo alternativne poti zdravijenja raka
z zaviralci poli-ADR polimeraze kakor tudi moznost vnosa genskih zdravilnih
ucinkovin s pomocjo virusnih vektorjev. Kolegica Urska Lucev bo predstavila
sodobna zdravila za zdravijenje multiple skleroze, spoznali bomo tudi zavi-
ralce in stabilizatorje interakcij med proteini. Posebej pa velja omeniti se
povzetek raziskovalnega dela, ki ga je o uporabi mezenhimskih maticnih cel-
icah pripravila v obliki preglednega znanstvenega Clanka dr. Janja Zupan s
sodelavci. Clanek temelji na raziskovalnem delu, ki ga je Janja Zupan oprav-
ila v Easu podoktorskega raziskovanja na Univerzi v Aberdeenu in izsledke
raziskav objavila skupaj s sodelavci v prestizni znanstveni reviji Nature Com-
munications. V nadaljevanju si boste lahko ogledali utrinke s tradicionalnega
simpozija SFD v PortoroZu in podelitve letosnjih nagrad.

Veriamem, da vam bo nudlil Farmacevtski vestnik v vrocih poletnih dnevih
prijetno strokovno branje, saj imamo v casu pocitnic vec ¢asa. Izkoristimo
ga tudi za dopolnitev nasega strokovnega znanja.

Lepe dopustniske dni Zelim.
Prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.
Odgovorni urednik
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UPORABA ZDRAVILNIH
RASTLIN PRI ZDRAVLJENJU
ZIVALI

V pradavnini je imel Elovek sprva malo izbire farmakoloSke
terapije, kadar je zbolel in Se pogosteje, kadar se je po-
Skodoval (1). Pri posnemaniju narave je lahko v omejenem
okviru opazoval, kako so si v primeru bolezni ali poSkodbe
pomagale divje zivali, Se ve€ pa je spoznaval kasneje, ko

POVZETEK

Uporaba zdravilnih rastlin je za preprecevanje in
zdravljenje bolezni razSiriena vse od pradavnine pa
do danes. Clovek se je z opazovanjem divjih Zivali
ucil uporabe zdravilnih rastlin zase in za zivali v uje-
tniStvu. Zdravilne rastline so igrale tudi pomembno
vlogo pri razvoju sinteznih zdravil in tako so bile os-
nova za hitrejSi razvoj moderne medicine. Danes
pri zdravljenju zivali lahko uporabliamo razli¢ne zdra-
vilne rastline. Ceprav na splo$no velia mnenje, da
je vecina zdravilnih rastlin varnih, ¢e jih uporabliamo
v skladu z navodili, so raziskave varnosti in moznosti
interakcij potrebne tudi pri zivalih.

KLJUCNE BESEDE:
bolezni, ucinkovitost, varnost, zdravilne rastline, Zi-
vali

ABSTRACT

The use of medicinal plants for the prevention and
treatment of diseases is increasingly extended. By
the observation of wild animals, the prehistoric hu-
man learned about the use of medicinal herbs for
himself and for animals in captivity. In the past, me-
dicinal herbs were very important for the develop-
ment of synthetic drugs and were also the starting
point for quicker development of modern medicine.
Today, different medicinal plants can be used for
animal treatment. Althought many people believe
that medicinal plants are safe for use, more research
about safety and possible interactions with others
substances are necessary.

KEY WORDS:
animals, diseases, efficiency, medicinal plants, sa-
fety

je postal rejec domacih Zivali. Zivali so bile na pagnikih pre-
pusCene same sebi. Po nagonu so izbirale tiste rastline, ki
so jim bile najbolj koristne. Ta spoznanja je prvinski ¢lovek,
sprva eksperimentalno, kasneje pa izkustveno, prenasal
nase in tudi na Zivali v ujetnistvu.

Skozi vso zgodovino Clovestva, pri vseh zivinorejskih kul-
turah, je bila uporaba zdravilnih rastlin za prepreCevanje in
zdravljenje bolezni zZivali precej razvita. Dokazi o izkustvenih
koristnih zdravilnih u¢inkih so vidni v redni uporabi zdravilnih
rastlin. Prav tako dokazuje ucinkovitost zdravilnih rastlin
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kasnejsSi razvoj modernih sinteznih zdravil, prav z izolacijo
kemijskih spojin iz zdravilnih rastlin (2). Kemijske spojine,
izolirane iz zdravilnih rastlin, so tako sluzile kot za&etni ma-
terial za sintezo mnogih pomembnih zdravilnih ucinkovin,
ki jih uporabljamo danes (3, 4). Mnogo modernih zdravilnih
ucinkovin pa so sintetizirali ravno na podlagi rezultatov
Studij mehanizma delovanja kemijskih spojin, izoliranih iz
zdravilnih rastlin (5, 6).

Ljudje so rastline v preteklosti povezovali z magi¢nimi silami,
postopoma pa so se naucili odkrivati tudi njihove farma-
koloSke lastnosti (7). Izsledki raziskav sodobnih paleobo-
tanikov, ki proucujejo fosilne ostanke rastlin, potrjujgjo iz-
roCila ljudske medicine, ki so se prenasala iz roda v rod.
Tudi ostanki semen, ohranjeni v starih grobiscih, dokazuijejo,
kar so o zdravilnih rastlinah svojega Casa zapisali anti¢ni
ter srednjeveski zdravniki, zdravilci in zeliSCariji (8).

Zivali nagonsko vedo, kdaj v njihovi hrani primanjkuje ne-
katerih vitaminov in mikro- ter makroelementov, zato se
selijo drugam, da bi jih nadomestile. Zlasti izbrano jedo
dolo&ene rastline oz. njihove dele, kadar so bolne. Labodi
s poskodovanimi vratovi na primer pogosto is¢ejo vrbove
liste in vejice, v katerih so snovi (derivati salicilne kisline), ki
blazijo bolecCine. Jazbeci, ki jih napadejo usi, si izkopljejo
luknje pod bezgom (Sambucus nigra), ki ima v koreninah
kompleksne insekticidne proteinske snovi (9). Z raziskova-
njem tega podrocja se ukvarja zoofarmakognozija. Pasme
psov (npr. sibirski haski), ki so manj genetsko modificirane
oz. »blizje volku« (10), torej po svoji naravi blizje diviemu Zi-
vljenju, se v naravnem okolju zelo dobro znajdejo pri izbiri
ustreznih zdravilnih rastlin. Zlasti je to izrazito, kadar imajo
prebavne motnje in kadar opravljajo »spomladansko ¢is-
Cenje«. Takrat zvedijo izbrane trave. Zanimivo je, kako pes
sredi travnika i§&e prav posebne vrste trav. Ce smo pozorni,
vidimo, da neposredno po uzivanju nekaterih ostrolistnih
trav pes bljuva, po nekaterih drugih travah pa ne — verjetno,
da v tem drugem primeru trave prebavi oz. da preidejo
Crevesni sistem, verjetno za namene izkoriS¢anja vitaminov,
grencin in viaknin (11). Mnogokrat gre v tem primeru za
CisCenje Crevesja, ki je o¢itno opazno nekaj ur po zauzitju
trav, kot mehkejSe blato in pred tem »kruljenje« v prebavilih
psa.

Podobno je pri drugih Zivalih, kadar zaCutijo pomanjkanje
bistvene sestavine v hrani. Te zivali bodo prehodile velike
razdalje, da bi nasle slano jezero ali rastline, ki vsebujejo
snovi, ki jih pogreSajo (12). Ugotovili so, da ovce najprej
jedo koristne vrste trave, v katerih so esencialne snovi.
Sele ko te lokacije iz&rpajo, se kasneje podajo na druge

pasnike, kjer si potesijo lakoto s travo, v kateri ni vseh po-
trebnih sestavin. Najbolj nenavaden primer je pogin zivine
zaradi skrivnostne epidemije, do katere je prislo na pasnikin
v Juzni Ameriki. Pogina se je resila Creda zivali, ki je jedla
lubje in listje drevesa, v katerega deblo je bil zabit bakren
zebelj. Kasneje so ugotovili, da je epidemijo povzrodilo po-
manjkanje bakra (12).

Ceprav na splosno velia, da so zdravilne rastline varne, &e
jih uporabliamo v skladu z navodili, jih je nekaj strupenih in
bi se jih morali zavestno izogibati, saj so zlahka dosegljive
za uporabo (4). Njihova toksi¢nost v€asih raste sorazmerno
z zauzito koli¢ino, kar predstavlja stalni problem pri dolo-
Canju pravilnega odmerjanja ob uporabi za zivali, glede na
variacije njihove telesne mase (13). Izogibati bi se tudi
morali uporabi zdravilnih rastlin in pripravkov, ki jih vsebu-
jejo, ki imajo moc¢no izrazene nezelene ucinke pri zlorabi
(4). V tem primeru je visoka moznost zlorabe teh pripravkov
Zlasti pri osebah, ki bi jih namesto za zival uporabili zase,
npr. kot prepovedano drogo. Le malo je raziskav na po-
dro&ju potencialnih nezelenih ucinkov, ki so povezani s po-
vecano uporabo zdravilnih rastlin oziroma s prevelikim od-
merjanjem zdravilnih rastlin (4). Skrb vzbujajoce je dejstvo,
da ni nadzora nad kakovostjo pripravkov iz zdravilnih rastlin,
ki niso registrirani in se uporabljajo neuradno. Vendar to ni
samo tezava pri zdravilnih rastlinah za zivali, podobno je
pri izdelkih za ljudi. Nenadzorovana prodaja, zlasti pa ne-
popolna navodila za uporabo pripravkov iz zdravilnih rastlin
pri zivalih pove¢ajo moznost pojavljanja nezelenih udinkov.
Prav tako je skrb vzbujajoce tudi dejstvo, da vse poten-
cialne interakcije med zdravilnimi rastlinami oziroma med
zdravilnimi rastlinami in sinteznimi u¢inkovinami ter mozni
nezeleni ucinki niso dovolj raziskani v ob&utljivih populacijah
liudi, Se manj pri zivalih (4).

PREGLED NAJPOGOSTEJSIH
ZDRAVILNIH RASTLIN ZA
ZDRAVLJENJE ZIVALI

Obratno kakor pri fazah preizkusanja zdravila za humano
uporabo, kjer pripravek najprej preizkusimo na laboratorij-
skih zivalih, kasneje pa na ljudeh, so izkusnje pri zdravljenju
zivali z zdravilnimi rastlinami revnejSe kakor pa pri zdraviienju
ljudi z istimi pripravki, zato v vecini primerov na zacetku
zgolj privzamemo, da bo zdravilna rastlina pri Zivali najver-
jetneje podobno uginkovala kakor pri Sloveku. Studij, ki bi
to nedvoumno potrdile, je malo, za nekatere rastline pa jih
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ni (14). V ¢lanku navedeni nameni uporabe vecinoma te-
meljijo na tradicionalnih izkuSnjah uporabe pri ljudeh, zato
niso popolni, e manj na Zivalih dokazani oz. znanstveno
potrijeni. Opisi uporabe so namenjeni zgolj za lai€no upo-
rabo. Odmerjanja niso standardizirana, to pri domaci upo-
rabi ni mogoce.

Pri zdravljenju Zivali najveCkrat posezemo po naslednjin
zdravilnih rastlinah (8, 15-28):

Aloe vera, Aloe barbadensis (A. vera)

Uporabni del je sredica mesnatega lista — parenhim, kiima
videz gela. Liste rastlin, starih dve do tri leta, naberemo in
previdno izrezemo sredico lista. Pri tem pazimo, da ne iz-
cedimo soka iz zleznih kanalov na robu lista, ki vsebuje
drazeCe antranoide. Pripravki so namenijeni zlasti negi koze.
Aloa vera zdravi in celi kozna vnetja, praske in kozne po-
Skodbe, ozi razpoke na blazinicah tack in spodbudi rege-
neracijo ran. Gel izboljSuje tudi kozni imunski odziv, blazi
kozna vnetja ter ucinkuje kot antibiotik oz. razkuzilo. 1zboljSa
strukturo dlake in kozuha.

Skrlatni ameriski slamnik, Echinacea purpurea

Za zdravilno uporabo so primerne korenine, pa tudi zeleni
del rastline. Uporabljamo ga v obliki izvleCka (tinkture) ali
poparka (zdravilnega Caja). Je razkuzilo oz. antiseptik za
rane. Preprecuje vnetje in okuzbe odprtih ran in pospesi
njihovo celienje Dobro se obnese pri zdravljenju abscesov
in vnetih povrsinskih ran, ki se slabo celijo. Pri peroralnem
vnosu krepi splosno odpornost in ucinkuje kot antiseptik
in protivnetno sredstvo za secila.

Navadna arnika, Arnica montana

Za zdravilno uporabo so primerna posuSena socvetja.
Uporabljamo jo v obliki mazila ali gela, ki vsebuje tinkturo,
v obliki oljnega izvleCka ali v obliki razredCene tinkture.
Blazi boleCine, pospesi celienje poSkodb okoncin, pred-
vsem zvinov in izpahov sklepov. Odpravlja modrice. Pre-
precuje razvoj vnetja in edema. Vsebovani laktoni zavirajo
izliv krvi pod kozo in s tem prepreCujejo vnetje okoliskega
tkiva. Zivalim jo dajemo tudi zoper &revesne krée in nejes-
¢nost. Notranja uporaba arnike je kontraindicirana, saj je
zaradi seskviterpenskih laktonov lahko smrtno nevarna.

Baldrijan (zdravilna Spajka), Valeriana officinalis

Za zdraviino uporabo so primerni posusena korenika in
pripravki iz nje, zlasti tinkture, ki jih lahko pripravimo tudi z
raztaplianjem suhega izvleCka v razredéenem etanolu. Bal-
drijan udinkuje na centralni ziveni sistem blazilno, pomirje-
valno, sprosc¢a. Umirja tudi misi¢ne krce.

Bazilika, Ocimum basilicum

Uporabni deli so listi in cvetovi, ki vsebujejo eteri¢no olje
in Creslovine. Najpogosteje baziliko uporabliamo v obliki
poparka, prevretka in mazila. Bazilika blazZi kr¢e, zlasti v
zelodcu in Crevesju ter deluje zoper slab zadah Zivali.
Ureja prebavo in spodbuja tek ter deluje zoper vetrove,
napenjanje in zaprtje. Zaradi adstringentnih lastnosti ucin-
kuje tudi pri zunanji uporabi (celi rane in vreznine). Za
slednji namen uporabljamo alkoholne izvlecke svezih cve-
tov.

Brusnica, VVaccinium vitis-idaea

Zdravilni deli rastline so plodovi, pa tudi listi. Najpogosteje
jo uporabliamo v obliki zdravilnega aja. Arbutin je odgo-
voren za ucinkovanje zoper vnetje ledvinega meha in za
zdravljenje kroni¢nega katarja mehurja in se¢nice. Plodovi
odpravijajo nejes¢nost in ucinkujejo zoper drisko. Pospe-
Sujejo tudi izloCanje seca (preprecujejo zadrzevanje bakterij
v seCnem mehurju).

Navadna buca, Cucurbita pepo

Za zdravilno uporabo so primerna zrela posuSena bucna
semena vrtne bude ali vzgojenih sort. Semena vsebujejo
trigliceride, fitosterole, beljakovine, flavolignane in slad-
korje. Tako iz semen pridobivajo tudi olje, ki ga prav tako
uporabljamo v zdravstvene namene, npr. za rane (zlasti
opekline), saj deluje emolientno. Pripravke uporabliamo v
obliki kapsul in tablet s suhim izvleCkom bu¢nih semen
ali njihovega olja. Bu¢no seme, zauzito kot hrana, v Cre-
vesu deluje proti Crevesnim zajedalcem (gliste in drugi
paraziti). BuCe zaradi protivhetnega delovanja upora-
bliamo tudi za zdravljenje bolezni ledvic, mehurja in se-
Cevoda.

Pravi cimetovec, Cinnamomum verum

Za zdravilno uporabo je primerna posusena skorja mladih
poganjkov cimetovca, ki pozenejo iz prirezane rastline.
Najpogosteje jo uporabliamo v obliki zdravilnega Caja. Ucin-
kuje zoper slab zadah (pri ljudeh, manj relevantno pri ziva-
lih), napihnjenost in vetrove (notranja uporaba). Zunanje

¢aj uporabljamo za ¢is¢enje ran.

Limonska trava, Cymbopogon citratus

Za zdravilno uporabo so primerni mladi listi. Uporabljamo
jih sveze ali posuSene, v obliki zdravilnega Caja ali eteri-
¢nega olja. Etericno olie deluje antisepti¢no in deodorira,
odganja bolhe ter deluje protibakterijsko. Spros¢a zelodec
in Crevesje, pomaga proti napenjanju in deluje kot pomir-
jevalo.
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Citronka, Aloysia triphylla

Uporabni deli rastline so listi, iz katerih pridobivamo etericno
olje, ki ga uporabljamo kot pomirjevalo. Liste uporabliamo
tudi v obliki poparka. Citronka tudi umirja krce, deluje zoper
prebavne motnje, napenjanje in drisko. UniCuje bakterije in
je ucinkovita pri zatiranju bolh in mréesa (kot repelent).

éajna mirta, Melaleuca alternifolia

Uporabni deli ¢ajne mirte so listi, iz katerih pripravljamo
zdravilni Caj, Se pogosteje pa jih destiliramo za pridobivanje
eteriCnega olja, ki ga uporabljamo pri koznih boleznih kot
protiglivicno in protibakterijsko sredstvo.

Cesen, Allium sativum

Uporabni del Cesna je Cebula s Cebulicami (stroki). Upora-
bliamo sveze Cebulice ali posuSene v prahu ter izvliecke in
tinkture. Cesen ima antiseptiéni uginek in deluje protivnetno.
Odpravlja Crevesne zajedavce in unicuje kuzne klice. U&in-
kuje kot razkuzilo v prebavilih in dihalih. Velja za naravno
sredstvo za odganjanje bolh in usesnih prsic.

Evkalipt, Eucalyptus globulus

Uporabni deli evkalipta so listi. Uporabljamo aromati¢ne
liste starejsih vej ali eteric¢no olje listov. Iz listov pripravljamo
prasek, ¢aj in tinkturo, iz olja pa sirup, balzam in mazilo.
Ucinkuije proti zuzelkam, odganja bolhe, je repelent. UCin-
kuje zoper glivicne, bakterijske in virusne okuzbe koze ter
zoper zamasSene dihalne poti. Blazi kr¢e, pomiri kaselj.

Navadni gabez, Symphytum officinale

Za zdravilno uporabo so primerni svezi ali posuseni listi in
korenine in njinovi pripravki. U¢inkovine gabeza so alantoin,
holin in ¢reslovine. Na voljo so pripravki v obliki mazil, krem
ali gelov. Zunanje jih uporabliamo pri udarninah, nategu,
zmeckaninah in zvinih. Spodbuja celjenje kosti, omili kozna
vnetja in neguje kozo. Notranje jih uporabliamo pri driski in
zelodcénih razjedah, vendar moramo opozoriti na mozno
toksi¢no delovanje zaradi pirolizidinskih alkaloidov.

Glog, Crataegus sp.

Uporabni deli so cvetovi, listi in plodovi. Prisotne ucinkovine
so flavonoidi, oligomerni procianidini, C-glikozidi, triterpeni
in biogeni amini. Glogove pripravke uporabliamo v obliki
poparka in tinkture, in sicer za krepitev srca, pri tezavah s
srénim ritmom, pri omotici in kot pomirjevalo.

Hmelj, Humulus lupulus
Za zdravilno uporabo so primerna zenska socvetja. Zunanje
uporabliamo pripravke iz hmelja pri ranah, ki se tezko celijo,

notranje pa pri zdravljenju tezav z zivci (pomirjevalni in
uspavalni ucinek). Pripravke uporabljamo tudi pri spodbu-
janju delovanja prebavil, grencine namre¢ unicujejo bakterije
in umirjajo krc¢e. Uporabljamo jih tudi pri vnetju ¢revesne
sluznice in pri boleznih mehurja in ledvic.

Pravi ingver, Zingiber officinale

Za zdravilno uporabo je primerna olupliena in posusena
korenika. Uporabljamo pripravijena zdravila (kapsule) ali
ingverjev prah. Pomiri zelodCne tezave (zivCen, obcutljiv
zelodec; pogosto napenjanje) in prepreCuje slab zadah.
Pomaga pri vnetju Crevesa in lajsa misicne krée. Spodbuja
imunski sistem. Zaradi ostrega okusa ga je pri zivalih tezje
aplicirati.

Islandski lisaj, Cetraria Islandica

Za zdravilno uporabo je primerna cela rastlina. Najpogo-
steje islandski liSaj uporabliamo v obliki Caja. Blazi kaselj in
mehca sluz pri vseh pliu¢nih boleznih. UCinkuje zoper ne-
jeS¢nost, pri Crevesnih boleznih. Uporabliamo ga tudi za
posipanje ran.

Navadni komaréek, Foeniculum vulgare

Za zdravilno uporabo so primerni posuseni plodovi za ¢aj
ali parno kopel. Uporabljamo tudi eteri¢no olje. Blazi krée
in spodbuja k izloCanju vetrov. Pomaga pri zaprtju. Plodove
dodamo k hrani, kadar zival noCe jesti. Odpravlja tudi prSice
in usi.

Prava kamilica, Matricaria chamomilla

Za zdravilno uporabo so primerni svezi ali posuseni cvetni
koski kamilice. Uporabljamo jih v obliki ¢aja, sredstva za
izpiranje in grgranje, kopeli in parne kopeli. Blazi in celi
srbecico zaradi bolh. Blazi razdrazene oci in odpravija vne-
tje. LajSa zelod&ne tezave, blazi krée, pomirja Zelodec,
ublaZi &revesne krée in odvaja pline. Cisti rane in tvore.

Navadna kumina, Carum carvi

Za zdravilno uporabo so primerni plodovi in iz njih prid-
oblieno eteri¢no olje. Uporabliamo razred&eno eteri¢no olie
ali prevretke plodov. Blazi krée in spodbuja k izloCanju ve-
trov; zoper napihnjenost. Pomaga tudi pri zadahu.

Kurkuma, Curcuma longa

Za zdravilno uporabo so primerne poparjene posusene
korenike. Uporabliamo pripravijena zdravila (drazeje, kap-
sule), razred&eno tinkturo ali Caje. Blazi vnetje in spodbuja
celienje misic in poskodb sklepov. Zunanja uporaba je za
zdravljenje ran.
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Navadni lan, Linum usitatissimum

Za zdravilno uporabo so primerna posusena zrela semena.
Uporabljamo cela, zdroblijena semena, moko ali druge pri-
pravke. Odpravija zaprtje, zoper trebusne krée in vnetje
zelodca ali Erevesja.

Navadni lapuh, Tussilago farfara

Uporabljamo cvetje in liste in jih uporabimo v obliki ¢aja.
Pospesi izkasljevanje, zoper plju¢ne bolezni. Mozno toksi-
¢no delovanje zaradi pirolizidinskih alkaloidov.

Lucnik, Verbascum sp.

Zdravilni deli rastline so cvetovi, listi in korenine. Najpogo-
steje uporabliamo cvetove in liste v obliki prevretka. Upo-
rabljamo ga za ¢iS¢enje zamasenih bronhijev, odpravija ka-
Selj. Pospesi celienje ran.

Poljska materina dusica, Thymus serpyllum

Zdravilni deli rastline so rastline v cvetju brez korenin. Upo-
rabliamo jo v obliki Caja ali alkoholnega izvleCka. Blazi in
celi kozo. UCinkuje proti glivicnim okuzbam koze. Uporaba
pri prehladu, proti kaslju in ¢revesnim boleznim, pri zelod-
&nih kréih.

Poprova meta, Mentha piperita

Zdravilni deli rastline so listi in cvetoCi poganiki, pa tudi
eteri¢no olje. Uporabljamo jo v obliki olja poprave mete,
Caja, tinkture, raztopine, mazila, vodne kopeli. Blazi kaselj
luje pri prebavnih tezavah, preprecuje napihnjenost in ve-
trove.

Vrtni ognji¢, Calendula officinalis

Uporabni deli so posuseni cvetovi. Uporabliamo pripra-
vljena zdravila (mazila), razredCeno tinkturo in prevretke;
kot sredstvo za grgranje, obkladke in za CiSCenje ran. Blazi
bolecine in pospesi celienje ran, Cirov in vnetih oteklin.
Blazi in celi srbecico zaradi bolh. Odpravlja vnetje oci in
blazi razdrazene oci zivali.

Dobra misel (origano), Origanum vulgare

Zdravilni deli origana so svezi listi in vrSicki poganjkov. Upo-
rabliamo jih sveze ali v obliki ¢aja. Deluje protiparazitno in
pomaga pri slabem zadahu.

Navadni oves, Avena sativa

Uporabni deli so zrna in ovsenica (slama). Oves uporabliamo
v obliki ¢aja ali kot zmleto zrno. Prepre€uje zapeko, Cisti
Crevesje, ucinkuje proti kaslju ter pomirjujoCe deluje na Zivce.

Pelin, Artemisia sp.

Uporabni deli so listi in cvetne glavice. Iz posuSene rastline
pripravimo Caje, prasek, izvlecke, tinkture in zdravilno vino.
Ublazi teZzave zelodca in Crevesja.

Navadni petersilj, Petroselinum crispum

Zdravilna je petersilieva korenina in plodovi. Plodovi niso
samo dobri proti glistam pri psih, zdrobljeni so tudi uspesni
pri svinjski rdecici. Pomaga proti napihnjenosti in vetrovom.
Deluje kot diuretik. Deluje tudi proti zadahu.

Navadni regrat, 7Taraxacum officinale

Uporabni deli so korenina in listi. Pripravimo jih v obliki po-
parka, izvleCka za pitje in kapsul. Spodbuja zol¢nik in ce-
lotno prebavo.

Navadni rman, Achillea millefolium

Uporabni deli so cvetni koski, nelesnati deli rastline in se-
mena. Uporabliamo jih v obliki tekoCega izvleCka, poparka
in kopeli. Pomaga ustavljati krvavitve, saj ozi pore. Pomirja
tezave zelodca in Crevesja, ucinkuje zoper napenjanje in
krée. Deluje tudi protivnetno.

Navadni rozmarin, Rosmarinus officinalis

Uporabni deli so cvetovi in listi, ki jih uporabliamo v obliki
poparka ter za pridobivanje etericnega olja. Ucinkuje pro-
tivnetno, antisepti¢no in proti alergijam. Spodbuja celienje
ran. Blazi otekanje, pordelost in bolecine. Odganja bolhe.

Prava sivka, Lavandula angustifolia

Uporabni deli so cvetovi in jih uporabliamo v obliki poparka
in eteriCnega olja. Proti bolham. UniCuje mikrobe in blazi
srbenje ter vnetje. UCinkuje zoper glivicne okuzbe koze.

Toga smetlika, Euphrasia stricta

Uporabni deli so nadzemni deli in jo uporabljamo za pri-
pravo prevretkov, tinktur, Cajev in losjonov za ocCi. Pri oCes-
nem katarju, vnetju oci, vneti veznici.

Sentjanzevka, Hypericum perforatum
Uporabna je cela cvetoca rastlina za pripravo Cajev, tinktur
in tekoCih izvleCkov. Ima antidepresivno ucinkovanje

Trpotec, FPlantago sp.

Uporabni deli so listi in semena. Uporabliamo jih za ¢aje,
pripravljene kot poparke, za tekoce izvleCke in kapsule.
TrpotCeva semena so vir viaknin in nimajo okusa. Pomagajo
pri prebavnih tezavah. Listi imajo protimikrobno in protiv-
netno delovanje.
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Zelena, Apium graveolens
Uporabni deli listi in korenina. Uporabljiamo jo lahko tako
surovo kot kuhano. Odvaja vodo iz telesa zivali.

Navadna zlata rozga, Solidago virgaurea

Uporabni deli so nadzemni deli (poganjki, najboljSa so ste-
bla z nerazcvetenimi socvetji). 1z posusene zeli pripravljamo
Caje oziroma poparke, prevretke, tinkture in sirupe. Odvaja
vodo iz telesa. Pomaga pri celienju ran.

Navadni zajbelj, Salvia officinalis

Uporabni deli so listi. Uporabliamo jih v obliki ¢aja, poparka,
kapsul. Imajo antisepti¢no delovanje. PrepreCujejo vnetje
uses.

VECJA ODSTOPANJA V
UCINKOVITOSTI IN
NEZELENIH UCINKIH

Omenjene rastline tako pri Zivalih kakor pri ljudeh upora-
bliamo za podobne bolezenske simptome, vendar po iz-
kuSnjah niso enako ucinkovite pri vseh vrstah zivali. Tukaj
ponovno navajamo pse, macke in druge mesojede zivali,
ki imajo stalno moc¢no zelodeno kislino, torej pH v povprecju
bistveno nizji, kakor ga imajo druge zivali (sploh rastlinojede)
in s tem se lahko inaktivirajo mnoge zdravilne ucinkovine,
ki jih apliciramo per os (29).

Pri uporabi zdravilnih rastlin opazimo, da se delovanje neke
zdravilne rastline razlikuje celo od zivali do zivali iste vrste,
kar nakazuje na dejstvo, da so nujne nadaljnje raziskave o
varnosti in ucinkovitosti zdravilnih rastlin. Taksen primer je
vsem dobro znana macja meta, ki pri Cloveku deluje zoper
prehlad, zoper krée in napenjanje ter splosno pomirjajoce.
Nekatere macke vonj mete mo¢no vznemiri, druge pa se
nanjo sploh ne odzivajo.

Splosno znano je, da ne moremo spoznanj ucinkovanja
zdravilnih udinkovin prenesti neposredno z Zivali na Clo-
veka ali obratno. Zivalim lahko dologene zeli koristijo, ista
rastlina pa je za ¢loveka brez pomena ali celo strupena
(80).

NajpomembnejSe podrocje je toksicnost, ki obsega
mnogo razli¢nih ravni. Obstajajo velike razlike v odziv-
nosti zivali in Se vecje razlike v jakosti nezelenih ucinkov
ze pri farmacevtskih pripravkih za zivali z dovoljenjem

za promet z zdravilom, znotraj ene same vrste zivali.
Najvec tovrstnih variacij v u€inkovanju je pri posameznih
pasmah psov. Se vegje razlike v udinkovanju in neZelenih
ucinkih pa so med razli¢nimi vrstami Zivali. Zato je nujno
vsako zdravilno snov ali u¢inkovino posebej preizkusati
v dolgih postopkih, kar nakazuje na potrebo dodatnih
raziskav (31, 32).

SKLEP

Vsaka navedena zdravilna rastlina vsebuje ve¢ ucinkovin,
ki imajo vpliv na telo Zivali. Terapevtski ucinek daje rastlini
glavna ucinkovina kot tudi ucinkovine, ki so prisotne v
manjSi meri in nimajo mo¢no izrazenega ucinka. Za celoten,
koncni ucinek zdravilne rastline je nujna interakcija vseh
komponent.

Pri uporabi zdravilnih rastlin lahko opazimo, da se delova-
nje posamezne rastline razlikuje od zivali do zivali, kar na-
kazuje na dejstvo, da so potrebne nadaljnje raziskave var-
nosti in u¢inkovitosti zdravilnih rastlin. Razlike v ucinkih in
nezelenih ucinkih so tako znotraj ene vrste (med pasmami)
kot tudi od vrste do vrste. V slednjem gre za tako velike
razlike, da so za nekatere vrste zaradi vrstno specifi¢nih
metabolnih razlik nekatere zdravilne rastline toksi¢ne. Po-
sebej obcultljivi so na primer prezvekovalci (govedo, koze,
ovce, kamele ...). Pri teh vrstah je pomemben nacin apli-
kacije, kjer se je treba izogibati peroralni aplikaciji antibio-
tikov, ki pomorijo 0z. neugodno selekcionirajo esencialno
zelod¢no floro. Z antibiotiki v zvezi, je iz podrocja sinteticnih
zdravil poznano, da npr. kunci tezko prenasajo penicilin,
nekatere druge vrste antibiotikov pa bolje. Prebavna flora
je pri teh vrstah zivali prezivetvenega pomena, v primeru
disbioze (napacna populacija crevesne flore ali spremenjen
kemizem), pa lahko povzro¢i smrt v nekaj urah zaradi na-
pihnjenosti in s tem posledi¢ne zadusitve ali rupture ze-
lodcev.

NajpogostejSi nezeleni ucinki, ki jih uporaba rastlin (zlasti
tak3nih z mod&nimi farmakoloskimi ucinki) pri zivalih lahko
povzroci, so: alergije, poskodbe jeter in splav brejih samic.
Primer simptoma zastrupitve pri zivali je zastrupitev z bo-
rovim oljem. Zastrupitev pri Zivali povzro¢i resne poskodbe
Crevesa in zelodca, povzroCi oslablienost misic ter lahko
vodi v smrt.
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POVZETEK

Ceprav kroni¢na urtikarija, ki jo pogosto spremija
angioedem, vecinoma ne ogroza bolnikovega Zi-
vljenja, pa lahko izrazito poslabsa njegovo kakovost.
Da bi proucili vplive razli¢nih dejavnikov na kakovost
zivlienja bolnikov, smo pripravili anketne vprasalnike
in jih razdelili preiskovancem s KU na Dermatove-
neroloski kliniki UKC Ljubljana in na Kliniki Golnik.
Popolnoma izpolnjene anonimne ankete nam je
vrnilo 38 bolnikov (88 %) od 43 povablienih. Med
njimi je bilo pri¢akovano ve¢ zensk, in sicer 33 ali
87 %. lIzsledki naSe raziskave kazejo, da bolezen
izrazito poslabSa kakovost Zivljenja bolnikov. An-
gioedem je bil pogosteje prisoten pri tistih, ki so
imeli KU ze veC kot 5 let. Oboleli iz te skupine so
imeli tudi statisticno znadilno ve¢ tezav z videzom
in samozavestjo. Bolniki s hujSo obliko bolezni so
pogosteje porocali o motnjah spanca in tezavah v
druzabnih stikih. Nasa raziskava je izpostavila tudi
modcan vpliv stresa na pojav, trajanje in izrazitost
KU.
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ABSTRACT

Although chronic urticaria, which is often accom-
panied by angioedema, is not a life-threatening
condition, it can importantly deteriorate patients'
quality of life. In order to explore the importance of
different factors impacting the quality of life, ques-
tionnaires were prepared and distributed to CU pa-
tients at the Dermatovenerological Clinic, University
Medical Centre Ljubljana and at the Golnik Clinic.
We received completely filled in anonymous ques-
tionnaires from 38 participants (88%) out of 43
handed out to CU patients. As expected, the ma-
jority of them, i.e. 33 (87%), were females. The re-
sults of our study show a profound impact of the
disease on the impairment of patients' quality of
life. Angioedema was more common in those suf-
fering from CU for more than 5 years. In this group
of patients, the disease had also significantly more
negative impacts on their self-perception and self-
confidence. Those affected by more severe forms
of CU reported problems with sleeping and their
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social life. We also found a distinctive influence of
stress on the onset, duration and seriousness of
CU.

KEY WORDS:
chronic urticaria, quality of life, questionnaire

UvoD

Urtikarija je pogosta bolezenska motnja, ki se tekom zi-
vljenja lahko pojavi pri 15 do 25 % posameznikov, delimo
pa jo na akutno, kronic¢no (KU) in fizikalno (slednja je pod-
vrsta KU), odvisno od trajanja simptomov in sprozilnih de-
javnikov (1). Urtikarija je najpogosteje akutna, priblizno v
tretjini primerov pa preide v KU. Pri priblizno 40 % prizadetih
oseb bolezen spremlja tudi angioedem.

1.1 KRONICNA URTIKARIJA

KU oznaduje skupino koznih bolezni, pri katerih se, pretezno
vsakodnevno, vec kot 6 tednov zapored, pojavljajo znaciine
kozne spremembe, ki popolnoma izzvenijo po 1 do 24 urah,
lahko pa jih spremlja tudi angioedem (1, 2, 3, 4). Imenujemo
jih koprivke ali urtike. To so ponavijgjoCi se, srbedi, roznati
ali rdeCi kozni izpuscaji razliénih oblik in velikosti, z oteklino
oz. edemom v zgorniji polovici dermisa (slika 1A) (1).

Klju¢no vilogo v patologiji KU imajo mastociti, ki se ob
aktivaciji degranulirajo in izloCijo topne vnetne in vazoa-

ktivne dejavnike, med katerimi je najpomembnejsi histamin
(1). KU delimo v dve skupini, in sicer na izzvano oz. fizi-
kalno in spontano. Pri fizikalni urtikariji degranulacijo ma-
stocitov izzove fizikalni drazljaj, pri spontani pa se urtike
pojavljajo spontano, navadno iz neznanega vzroka (7, 8).
Kroni¢ne spontane urtikarije dodatno delimo na avtoi-
munske in idiopatske. Za prve je znacilna razmeroma po-
gosta prisotnost protiscitnicnih protiteles (v priblizno
27 % primerov) in drugih avtoimunskih stanj, kot sta
vitiligo in revmatoidni artritis (1). Nasprotno pa pri bolnikih
z idiopatsko obliko bolezni ne spremljajo avtoimunski pro-
cesi, pac pa do sedaj Se nepojasnjena vztrajajoCa aktiva-
cija mastocitov (1).

Med bolniki s KU je obi¢ajno vec¢ zensk, ki na splosno po-
gosteje zbolevajo za avtoimunskimi boleznimi. Te pa so
lahko prav tako eden od vzrokov za pojav KU (9). KU pri-
zadene priblizno 0,5 do 1 % celotne, pretezno odrasle po-
pulacije, pri ¢emer je lahko posamezna podvrsta bolezni
znacilnejSa za dolo¢eno starostno skupino, npr. simpto-
matski dermografizem za najstnike in mlajSe odrasle (7,
10). Poleg tega pa ima lahko posamezen bolnik vec razli-
¢nih podtipov KU.

1.2 DIAGNOZA IN ZDRAVLJENJE
KRONICNE URTIKARIJE TER NJENA
POVEZANOST Z DRUGIMI
BOLEZNIMI

KU potrdimo na podlagi temeljite anamneze in zdravni-
Skega pregleda, nadaljnja testiranja (npr. kozni test z avto-
lognim serumom (ASST) in test aktivacije bazofilcev) pa so

Slika 1: A — koprivke ali urtike (5; foto: James Heilman, MD); B — dermografizem (6).
Figure 1: A — hives (5; photo: James Heilman, MD); B — dermographism (6).
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KRONICNA URTIKARIJA IN NJEN VPLIV NA KAKOVOST ZIVLJENJA BOLNIKOV

odvisna od podvrste bolezni. Blazenje in zdravljenje KU

sta v dobrsni meri enaka, ne glede na njene pojavne oblike,

izvajamo pa ju:

e 7 izogibanjem sprozilnim dejavnikom oz. z odstranjeva-
njem le-teh, kadar je to mogoce;

e 7 izogibanjem dejavnikom, ki bolezen poslabsajo;

e s simptomatskim zdravljenjem, ki zmanjSa sproScanje
topnih vnetnih mediatorjev iz mastocitov in posledi¢no
tudi njihove ucinke.

Dejavniki, ki lahko sproZzijo KU, so nekatere zdravilne ucin-

kovine, npr. acetilsaliciina kislina, ibuprofen in naproksen

(nesteroidne protivnetne ucinkovine), nekateri opiatni anal-

getiki, antidepresivi, antihipertenzivi (inhibitorji ACE) in anti-

biotiki. Pogosto kot vzrok za pojav bolezni omenjajo tudi

cepiva in nekatere bakterijske (npr. Helicobacter pylori), vi-

rusne (HBV in HCV), glivine ter parazitske okuzbe, Ceprav

Se ni povsem jasno, ali gre res za vzro¢no povezavo ali pa

ti dejavniki, tako kot stres, vplivajo predvsem na poslabsanje

bolezni (1). Povzrocitelji izzvanih oz. fizikalnih oblik KU pa
so lahko: razli¢ne vrste pritiska na kozo (slika 1B), praskanje,
mraz, vrocina, sonce, vibracije, voda in kontaktni alergeni.

Sodobno simptomatsko zdravljenje KU temelji na uporabi

priporoCenih odmerkov antihistaminikov v prvem koraku,

njihovih povecanin odmerkov v drugem koraku ter v tretiem
koraku na uvajanju bioloSkega zdravila omalizumab, anta-
gonista levkotriena montelukast ali imunosupresiva ciklo-
sporina. Med sodobne antihistaminike brez nezelenih se-
dativnih uCinkov sodijo npr. cetirizin, desloratidin,
feksofenadin, levocetirizin, loratidin, rupatidin in bilastin.
Njihovi priporoceni odmerki so ucinkoviti pri 45 do 60 %
bolnikov, pri ostalih pa jih moramo v naslednjem koraku
povecati za 2- do 4-krat, kar je uspesno pri priblizno polo-
vici obolelih (2, 11). Pri bolnikih, ki so kljub povecanim od-
merkom Se vedno neodzivni, zdravljenje v tretjiem koraku
nadaljuiemo s ciklosporinom, montelukastom ali omalizu-
mabom. Slednji je humanizirano misje monoklonsko proti-
telo, ki je v EU registrirano za zdravljenje na antihistaminike
odpornih oblik spontane KU (2, 8). Omalizumab se veze
na prosta protitelesa IgE, ne reagira pa s tistimi, ki so ve-
zana na povrsini celic (12, 13). V raziskavi, ki so jo izvedli
Son in sod., so z omalizumabom zdravili 16 bolnikov, med
katerimi se jih je 14 odzvalo pozitivno, njihovo stanje pa so
nato spremlijali e 9 do 24 mesecev. Stirje med njimi so
ostali asimptomatski ve¢ kot devet mesecev po zadnjem
prejetem odmerku zdravila, sedem jih je uspeSno nadalje-
valo z zdravljenjem, pri treh pa so se kljub prejemanju zdra-
vila ponovno pojavili bolezenski simptomi (14). Kortikoste-
roide uporabljamo le krajsi ¢as in le v primerih, ko pride do
hujSih zagonov bolezni. Nedavne raziskave so pokazale

izboljSanje bolezenskega stanja pri fizikalni in spontani KU
tudi po jemanju vitamina D, ki je vpleten v diferenciacijo,
proliferacijo in funkcijske lastnosti mastocitov. Njegovo po-
manjkanje povezujejo s poveCanim obsegom vnetja, po-
sledi¢no degranulacijo mastocitov in vecjo nagnjenostjo k
spontani KU (15, 16).

KU lahko spremljajo razli€ne bolezni, vendar povezav med
njimi in mehanizmov Se niso popolnoma pojasnili. Pri bol-
nikih s KU se tako pogosto pojavljajo bolezni Scitnice, rev-
matoidni artritis, Sjérgenov sindrom, sladkorna bolezen
tipa |, sistemski lupus eritematozus, celiakija in nekatere
psiholoSke motnje, npr. razliéne fobije in socialna anksioz-
nost (17). Prav tako imajo bolniki lahko prisotna avtoproti-
telesa proti tiroksidni peroksidazi, ki bi bila lahko vpletena
v patoloski mehanizem (18).

Ceprav KU ni Zivljienjsko ogroZajoa bolezen (razen v zelo
redkih primerih), pa lahko predstavlja za obolele veliko fizi-
¢no in psihi¢no breme (19). Namen nase raziskave je bil,
da s pomocijo ankete kar se da celovito prou¢imo vplive te
bolezni na kakovost zZivljenja bolnikov.

METODE

Razli¢ne vidike in dejavnike, povezane s KU, smo podrob-
neje proucili na osnovi odgovorov na vprasanja, ki smo jih
po predhodni seznanitvi in pridobitvi pristankov v obliki an-
kete razdelili bolnikom s to boleznijo na Dermatoveneroloski
kliniki Univerzitetnega klinicnega centra Ljubljana in na
Kliniki Golnik.

2.1 ANKETNI VPRASALNIK

Anketne vprasalnike smo izroCili skupno 43 bolnikom s
KU, ki so prisli na kontrolni pregled, v celoti izpolnjene an-
kete pa nam je vrnilo 38 bolnikov (88 %). Anketni vprasalnik
je vseboval 14 vprasanj, smiselno urejenih v dva med seboj
povezana dela.

2.1.1 SPLOSNI PODATKI O ANKETIRANCIH IN
OCENE AKTIVNOSTI BOLEZNI

Prvi del anketnega vpraSalnika smo sestavili tako, da smo
lahko iz odgovorov zajeli podatke o osnovnih dejavnikih:
spolu, starosti in trajanju bolezni, dotedanjem zdravijenju z
zdravili, morebitnem doZivetju hudega stresa v ¢asu pojava
bolezni, izrazitosti simptomov v dolocenem Casu dneva, so-
pojavijanju drugih bolezni in trenutni aktivnosti bolezni (20).
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Preglednica 1: Prirejena ocenjevalna lestvica UAS7, s pomocjo katere smo ugotavijali trenutno aktivnost bolezni anketiranih bolnikov.
Table 1: The adapted UAS7 scoring tool used for the assessment of current disease activity of interviewed pateints.

Brez 0 Brez 0
Malo (< 20) 1 Blag, nemotec 1
Srednje veliko (20 do 50) 2 Zmeren, mote¢, vendar ne moti dnevnih

aktivnosti ali spanja

Veliko(> 50, velika podrocja, ki se zlivajo/angioedem) |3

Mocan, moti dnevne aktivnosti in spanec S

Anketiranci so trenutno aktivnost bolezni ocenili skladno z
ocenjevalno lestvico UASY (Urticaria Activity Score 7), ki smo
jo zaradi logisti¢nih razlogov priredili tako, da so bolniki Stevilo
urtik in srbez ocenili le enkrat v obdobju 24 ur in ne vsak dan
tekom enega tedna, kot je to obi¢ajno (preglednica ).

2.1.2 VPLIV BOLEZNI NA KAKOVOST ZIVLJENJA
Drugi del ankete se je nanaSal na vpliv bolezni na kakovost
Ziviienja. Priredili smo ga po vzoru vpraSalnika CU-Q,oL
(Chronic Urticaria Quality of Life Questionnaire), ki so ga

oblikovali Baiardini in sodelavci (19). Navedene trditve smo
uteZili z lestvico ocen od 1 do 5 (1 — nikoli, 2 — redko, 3 —
zmerno, 4 —zelo pogosto, 5 — vedno), glede na individualno
presojo bolnika. Trditve smo zasnovali tako, da smo lahko
proucevali vpliv bolezni na tista podrocja (npr. spanec, splo-
Sno dobro podutje, videz in samopodoba), ki pomembno
vplivajo na kakovost zivljenja, vrednotili pa smo tudi omeijitve,
ki jih imajo bolniki pri aktivnostih v prostem &asu, izbiri koz-
meticnih izdelkov ter oblacil in prehrane (preglednica 2) (20).
Trditve v vpraSalniku, ki so glede na podane samoocene

Preglednica 2: Anketna vprasanja, prirejena glede na vprasalnik CU-Q2oL (Chronic Urticaria Quality of Life Questionnaire), ki so nam sluZila

za vredotenje vpliva bolezni na kakovost Zivljenja bolnikov.

Table 2: A list of questions adapted from the CU-Q2oL (Chronic Urticaria Quality of Life Questionnaire) and used to assess the infuence of

disease on patients' quality of life.

1. Zaradi bolezni je kvaliteta mojega spanca slabsa.

2. Ker se ne uspem naspati, sem ¢ez dan utrujen/-a.

mestu/v Soli.

3. Zaradi bolezni imam tezave s koncentracijo 0z. sem manj zbran/-a pri vsakodnevnih aktivnostih in na delovnem

. Zaradi izpuSCajev mi je neprijetno v druzbi.

. Iziemno motedi so izpuScCaji po obrazu.

. Zaradi bolezni moram paziti, kaj jem.

. Stres poslab$a moje simptome.

4
5
6. Zaradi bolezni ostajam doma, saj se ne zelim kazati v javnosti.
7
8

9. Glede svoje bolezni sem zaskrbljen/-a, zivCen/-a.

10. Stranski u€inki zdravljenja so moteci.

11. Zaradi bolezni se ne morem ukvarjati s Sportom, toliko kot bi si zelel/-a.

12. Bolezen moti dejavnosti v mojem prostem ¢asu.

13. Bolezen slabsa moje druzbene odnose.

14. Zaradi bolezni imam tezave pri izbiri oblacil.

15. Zaradi bolezni imam tezave pri uporabi kozmeti¢nih izdelkov.

16. Otekanje odi

17. Otekanje ustnic
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KRONICNA URTIKARIJA IN NJEN VPLIV NA KAKOVOST ZIVLJENJA BOLNIKOV

bolnikov kazale mocan vpliv na kakovost zivljenja, smo
opredelili glede na mejno, arbitrarno doloceno sredino raz-
pona moznih ocen (= 2,5).

2.2 STATISTICNA ANALIZA

Za primerjalno statisticno analizo dela rezultatov smo uporabili
neparametricni Mann-Whitneyev test, pri ¢emer smo kot
statisti¢no znacilno razli¢ne upostevali vrednosti pri p < 0,05.
Omenjeni test smo izbrali, ker smo medsebojno primerjali
majhne, razli¢no velike skupine neodvisnih podatkov v obliki
ordinalnih vrednosti (anketne ocene), ki se niso v vseh primerin

Preglednica 3: Porazdelitev anketiranih bolnikov glede na starost in
Spol.

Table 3: Distribution of participating patients according to their age
and gender.

0do 19 3 1 4 (10,50 %)
20do29 |6 2 8 (21,05 %)
30do39 |8 0 8 (21,05 %)
40do49 |7 1 8 (21,05 %)
50do59 |2 0 2 (5,30 %)

> 60 7 1 8 (21,05 %)

porazdelievale normalno (test normalnosti D'Agostino & Pear-
son). StatistiCne analize smo izvedli z raCunalniskim progra-
mom GraphPad Prism® v. 6.05 (GraphPad Software, ZDA).

REZULTATI IN DISKUSIJA

3.1 STAROST IN SPOL

Med 38 preiskovanci, ki smo jih obravnavali v nasi raziskavi,
S0 pri¢akovano prevladovale Zzenske (87 %), kar je skladno
s podatki iz literature. Tako so npr. v raziskavi, ki so jo izvedli
s podobnim Stevilom bolnikov s KU, dobili primerljive rezul-
tate glede razporeditve obeh spolov (9). Starostne skupine
bolnikov, ki smo jih obravnavali, prikazuje preglednica 3.

3.2 TRAJANJE BOLEZNI

Enajst bolnikov (29 %) je navedlo, da njihova bolezen traja
5 let ali veC, kar precej odstopa od primerljivih podatkov v
literaturi, po katerih naj bi tako dolgo trajala le pri 10 do 15
% bolnikov (9, 10, 21). Pri tem moramo upostevati dejstvo,

MNaéini zdravljenja

Kortikostoraidi - B!

annhissaminikl, omalizarab . i

Anithistarmnib, sortibostersdi, omah it . 1

At ilsst e, kot esteraidi - 2

o 1 i L B o101 l&a 16 8 i I M4

Slika 2: Razlicni naCini zdravljenja preiskovanih bolnikov.
Figure 2: Different types of treatment used in participating patients.

da so bili vsi bolniki s tezjim potekom KU, zaradi ¢esar so
jih napotili na ambulantno zdravljenje na terciarni nivo.

3.3 ZDRAVLJENJE

29 preiskovanceyv (76 %) se je pred sodelovanjem v anketi
ze zdravilo, med njimi vecina (26 ali 90 %) z antihistaminiki.
Razlicne kombinacije zdravil, ki so jih prejemali, prikazuje
slika 2. Ugotovili smo, da priblizno tretjina bolnikov (31 %)
z zdravljenjem ni bila zadovoljna, kar je verjetno posledica
nezadostnega obvladovanja simptomov, to pa seveda
lahko poveca subjektivne obCutke glede aktivnosti bolezni
in zmanjSuje kakovost zivljenja.

3.4 STRESNI DOGODKI IN POJAV BOLEZNI

Petnajst bolnikov (40 %) je navedlo, da so v asu pojava
KU doziveli izrazito stresen dogodek. To pomeni, da bi
lahko bila iziemna oblika stresa, npr. smrt bliznjega, porod,
huda financna stiska ali osebni neuspeh, eden od po-
membnih sprozilnih dejavnikov bolezni.

3.5 FIZIKALNI DEJAVNIKI, KI
POSLABSAJO SIMPTOME BOLEZNI

Slika 3 prikazuje deleze fizikalnih dejavnikov, za katere so
bolniki v anketi navedli, da poslabsujejo simptome njihove
bolezni. V teh primerih (vecina bolnikov) so imeli preisko-
vanci fizikalno KU, zato omenjeni dejavniki so¢asno pred-
stavljajo tudi vzroke za njihovo bolezen.

3.6 AKTIVNOST BOLEZNI

Bolniki so aktivnost bolezni ocenjevali na osnovi prirejenega
toCkovalnika UAS7. Ker celotedensko spremljanje stanja
njihove bolezni ni bilo mogoce, so ocenili njeno povprecno
aktivnost znotraj obdobja sedmih dni. Najvecji mozni se-
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Fizikalni dejavniki, ki poslabsajo simptome KU

Sestevkiocen (UAS7)

Witrocije

Tesna calacila
Pizkeicmyeratusa
sontma svetloha

Faltnaaktivnant

Jedtey s poen

Vracaprks
Visnke temperatuns
Prizich na woda

Prageanie knde

o ¥l 4 4 | 1o 12 la 18 1a Lt 2 a4 o 2 4 [ B o 2

Staviln ndgovonae Stavilp hilnikay

Slika 3: Fizikalni dejavniki, ki po navajanju bolnikov poslabSajo
simptome KU.

Figure 3: Physical factors,that aggravate CU according to patients'
opinions.

Slika 4: Ocene aktivnosti bolezni, ki so jih sodelujoCi bolniki podali
na osnovi prirejenega tockovalnika UAS?.

Figure 4: The scores on disease activity, reported by participating
patients, according to the adapted UAS7 scoring list.

3.7 KAKOVOST ZIVLJENJA

Podatki, zbrani v preglednici 4 kazejo, da ima KU najvedii
vpliv na kakovost spanca, samopodobo ter predvsem na

Stevek ocen, to je 6, je navedlo 8 bolnikov (21 %), ena od
anketiranih bolnic, ki se je zdravila z omalizumabom, pa je
porocala o popolni odsotnosti urtik in srbeza (slika 4).

Preglednica 4: Podrocja vplivov KU na kakovost Zivljenja, ocenjena glede na individualno obcutje bolnikov. Trditve ki so jim bolniki dodelili
najvedji vpliv na kakovost Zivljenja, so podcrtane, njihove mediane vrednosti ocen pa prikazane v odebelienem tisku (vrednosti =2,5).
Navedeno je tudi Stevilo podanih ocen za vsako vprasanje (n).

Table 4: Areas related to quality of life influenced by CU that were scored according to individual perception of patients. Statements
considered to be the most important regarding their influence on the quality of life are underlined, while their median scores are presented in
bold (values =2.5). Numbers of assigned scores for each statement are also shown (n).

Spanec Zaradi bolezni je kvaliteta mojega spanca slabsa. 2,5
Ker se ne uspem naspati, sem ¢ez dan utrujen/-a. 2,0
Samopodoba in videz | Zaradi izpuS€ajev mi je neprijetno v druzbi. 3,0
Iziemno motedi so izpuscaji po obrazu. 1,5
Zaradi bolezni ostajam doma, saj se ne zelim kazati v javnosti. 1,0
Bolezen slabSa moje druzabne odnose. 1,5
Splosno dobro pocutje | Zaradi bolezni imam tezave s koncentracijo, sem manj zbran/-a pri 3,0
vsakodnevnih aktivnostih in na delovnem mestu/v Soli.
Stres poslabSa moje simptome. 4,0
Glede svoje bolezni sem zaskrblien/-a, zivéen/-a. 3,5
Omejitve Zaradi bolezni moram paziti, kaj jem. 2,0
Stranski ucinki zdravljenja so motedi. 1,0
Zaradi bolezni se ne morem ukvarjati s Sportom, toliko, kot bi si Zelel/-a. 2,0
Bolezen moti dejavnosti v mojem prostem casu. 2,0
Zaradi bolezni imam tezave pri izbiri obladil. 1,0
Zaradi bolezni imam tezave pri uporabi kozmeti¢nih izdelkov. 1,0
Prisotnost angioedema | Otekanje oCi 1,0
Otekanje ustnic 1,0

Legenda: KZ — kakovost Zivljenja
Legend: KZ — quality of life
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KRONICNA URTIKARIJA IN NJEN VPLIV NA KAKOVOST ZIVLJENJA BOLNIKOV

splosno dobro pocutje in dojemanje zdravja posameznika.
Socialna samopodoba je bila sicer pri vseh anketiranih bol-
nikih poslabsana, vendar ne v takem obsegu, da bi negati-
vno vplivala na njihove druzabne odnose. Bolniki so navajali
predvsem sram zaradi vidnih simptomov bolezni. O¢itno
zelo pomemben dejavnik, ki poslab$a kakovost zZivijenja, je
stres, saj po navedbah anketiranih bolnikov ojaca simptome
bolezni. Seveda pa lahko povzroca stres tudi sama KU, saj
so bolniki zaskrbljeni glede svojega zdravstvenega stanja.
Med KU pridruzenimi dusevnimi stiskami namre¢ bolniki
najpogosteje navajajo prav anksioznost (22).

Glede na podane izjave bolnikov je imela bolezen manjsi
vpliv na njihove dejavnosti v prostem ¢asu, izbiro hrane, koz-
meticnih izdelkov in oblacil. Prav tako se je izkazalo, da ne-
zeleni ucinki zdravlienja ne predstavijajo posebnih obreme-
nitev zanje. Izrazeno nezadovoljstvo z zdravljenjem, ki smo
ga razbrali iz odgovorov, torej najverjetneje ni posledica
spremljajocih nezelenih ucinkov zdravil, temve¢ nezadostnega
obvladovanja simptomov s trenutnim nacinom zdravljenja.

3.7.1 TRAJANJE BOLEZNI

Anketirane bolnike s KU smo glede na trajanje bolezni raz-
delili v dve skupini, in sicer na tiste, ki so bili bolni = 5 let (11
bolnikov), in tiste, pri katerih je bila bolezen prisotna < 5 let
(27 bolnikov). Ocene tistih anketnih trditev, v katerih sta se

skupini statisti€no znacilno razlikovali, prikazuje preglednica
5. Skupina bolnikov z daljSim trajanjem bolezni je poroCala
o vedji prisotnosti angioedema, zato predvidevamo, da sta
pri njih previadovali obliki kroni¢ne avtoimunske urtikarije in
spontane KU, pri katerih je ta prisoten v vecji meri, poleg
tega pa je njun potek obi¢ajno dolgotrajnejsi zaradi Se ne-
znanih vzrokov in slabe odzivnosti na zdravljenje.

3.7.2 VPLIV AKTIVNOSTI BOLEZNI IN NJENEGA
TRAJANJA NA KAKOVOST ZIVLJENJA
BOLNIKOV

Anketirane bolnike smo razdelili v dve skupini tudi glede

na podane ocene o aktivnosti njihove bolezni (tockovalnik

UASY7). V prvo smo uvrstili tiste s seStevkom ocen = 5 (14

bolnikov), v drugo pa tiste s seStevkom < 5 (24 bolnikov).

Za dosezene vrednosti seStevkov ocen = 5 so morali bolniki

navesti najvisjo mozno oceno glede Stevila urtik (ocena 3)

ali stopnje srbeza (ocena 3). Ceprav smo pri¢akovali, da

se bosta skupini med seboj bistveno razlikovali v povpre-
¢nih vrednostih sestevkov ocen vplivov posameznih de-
javnikov na kakovost zivljenja, so bolniki z aktivnejSo KU

dosegli statisticno znacilno vece vrednosti pri zgolj Stirih v

anketi navedenih trditvah (preglednica 6).

V skupini z vecjo aktivnostjo KU je imela bolezen opazno

pomembnejsi vpliv na kakovost spanca, pri ¢emer sta bila

Preglednica 5: Statisticno znacilno razlicno ocenjene trditve v primerjanih skupinah bolnikov s trajanjem bolezni =5 let in < 5 let;

neparametricni Mann-Whitneyev U test.

Table 5: Stastically diferently scored statements in compared groups of patients, being affected by CU for =5 years and those for < 5 years;

nonparametric Mann-Whitney U test.

Trditve v vprasalniku KU =5 let (n = 11) KU < 5 let (n = 27) Mann-Whitney
Iziemno moteci izpuScaji po | M = 3,00 M =1,00 U=77,00
obrazu 1. kvartil: 2,00 1. kvartil: 1,00 P=0,012
3. kvartil: 5,00 3. kvartil: 3,00
2 rangov: 286,00 2 rangov: 455,00
X =3,36 + 0,47* X =2,00 + 0,28*
Otekanje vek M = 3,00 M = 1,00 U = 82,00
1. kvartil: 1,00 1. kvartil: 1,00 P=0,015
3. kvartil: 4,00 3. kvartil: 2,00
2 rangov: 281,00 2 rangov: 460,00
X=2,28 +0,47* x=1,48 +0,18"
Otekanje ustnic M=3,0 M=1,0 U =78,00
1. kvartil: 1,00 1. kvartil: 1,00 P =0.007
3. kvartil: 4,00 3. kvartil: 2,00
2 rangov: 285,00 2 rangov: 456,00
X=2,54+0,43" x=1,37+0,14*

Legenda: M — mediana ocen; X — povpre¢na vrednost ocen; * — standardna napaka (SN)
Legend: M — median value of scores; X — mean value of scores;* — standard error of mean (SEM)
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Preglednica 6: Statisticno znacilno razlicno ocenjene trditve v primerjalnih skupinah bolnikov z razlicnima stopnjama aktivnosti KU (vsoti ocen

<5 in =5); neparametricni Mann-Whitneyev U test.

Table 6: Stastically diferently scored statements in compared groups of patients with less (sum of scores < 5) and more (sum of scores =5)

active disease; nonparametric Mann-Whitney U test.

Trditve v vprasalniku Z ocen =5 (n=14) Z ocen <5 (n = 24) Mann-Whitney
Zaradi bolezni je kvaliteta | M = 3,00 M = 2,00 U =82,00
mojega spanca slabsa. 1. kvartil: 2,75 1. kvartil: 1,00 P = 0,006

3. kvartil: 4,00 3. kvartil: 3,00

2 rangov: 359,00 > rangov: 382,00

X =3,21 +0,28* X =2,08=+0,27*
Ker se ne uspem naspati, |M = 3,0 M=1,0 U = 89,00
sem ¢ez dan utrujen/-a. 1. kvartil: 2,75 1. kvartil: 1,0 P =0,011

3. kvartil: 3,25 3. kvartil: 2,75

2 rangov: 352,00 > rangov: 389,00

X =2,93 + 0,29* X =1,92 + 0,25*
Iziemno moteci so M=3,5 M=1,0 U =95,50
izpuscaji po obrazu. 1. kvartil: 1,00 1. kvartil: 1,00 P =0,019

3. kvartil: 5,00 3. kvartil: 3,00

2 rangov: 345,50 2 rangov: 395,50

X = 3,21 +0,43" X=1,92 +£0,28*
Zaradi bolezni ostajam M =1,50 M = 1,00 U =110,00
doma, saj se ne zelim 1. kvartil: 1,00 1. kvartil: 1,00 P =0,031
kazati v javnosti. 3. kvartil: 3,25 3. kvartil: 1,00

2 rangov: 331,00 > rangov: 410,00

X =229 +0,41* x=1,92+0,16*

Legenda: M — mediana ocen, X — povprecna vrednost ocen, * — standardna napaka (SN)
Legend: M — median value of scores, X — mean value of scores,” — standard error of mean (SEM)

deleza bolnikov, ki so navedli ve€jo pojavnost simptomov
zvecer in ponodi, v obeh primerjanih skupinah skoraj enaka
(43 % v skupini z vec€jo aktivnostjo in 42 % v skupini z
manjSo aktivnostjo bolezni). Vecja aktivnost bolezni ima
torej, predvsem zaradi hujSega srbeza ponoci, mocnejsi
vpliv na kakovost spanca. Poleg tega domnevamo, da so
bili tovrstni bolniki zaradi Stevilnih urtik dodatno bolj obre-
menjeni tudi s svojim videzom, Se posebej Ce so bile le-te
prisotne na obrazu. Prav tako je imelo stanje bolezni v prvi
skupini mo&nejSi vpliv na samopodobo posameznega bol-
nika kot v drugi, saj so bili nekateri preiskovanci s tem celo
tako obremenijeni, da so se izogibali socialnim stikom (prva
skupina: 6 bolnikov ali 43 %; druga skupina: 2 bolnika ali
8 %). Pri bolnikih z aktivnejSo KU bi torej morali nujno raz-
migsliti o prehodu na naslednjo stopnjo zdravljenja, saj je
bila skoraj polovica med njimi (6 bolnikov ali 43 %) neza-
dovoljna z dotedanjo terapijo, medtem ko je bilo v drugi
skupini takih bolnikov bistveno manj (5 ali 21 %).

Ocena aktivnosti KU je torej uporabna predvsem za sprem-
lianje uspesnosti zdraviienja. Ker sta se primerjani skupini
bolnikov med sebgj statisticno znadilno razlikovali v manjsem
obsegu, kot smo pri¢akovali, lahko sklepamo, da ima KU
pomemben vpliv na kakovost Ziviienja tudi pri tistih, ki so se
glede na podane ocene uvrstili v skupino z manjSo aktivnostjo
bolezni.

SKLEP

Kroni¢na urtikarija lahko predstavija veliko breme za bolnike,
saj izrazito vpliva na kakovost njihovih ziviien;j, Se zlasti na:
samopodobo zaradi vidnih simptomov bolezni, kakovost
spanca in zbranost. Pomemben dejavnik, ki poslabsa simp-
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KRONICNA URTIKARIJA IN NJEN VPLIV NA KAKOVOST ZIVLJENJA BOLNIKOV

tome bolezni, je stres, ki ga vzdrzuje in Se poglablja zaskr-
blienost bolnikov zaradi njihovega zdravstvenega stanja ozi-
roma pocutja. Za zanesljivejSe zakljucke bi morali anketirati
vedje Stevilo bolnikov, kar pa je ¢asovno zelo zahtevna na-
loga. Poleg tega bi bilo treba vsakemu bolniku z dodatnimi
diagnosti¢nimi testi dolociti toen podtip bolezni (spontana,
fizikalna ali avtoimunska KU), saj bi le tako lahko izvedli na-
tancnejSe primerjave. Na ta nacin bi lahko nato ugotavijali,
ali in kako posamezen podtip KU vpliva na trajanje in aktiv-
nost bolezni, katere starostne skupine bolnikov so najpo-
gosteje obremenjene s posamezno obliko KU in kaksne so
razlike v njihovih vplivih na kakovost zivljenja obolelih.
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REAKCIJA, KI JO KATALIZIRA
POLI (ADENOZIN DIFOSFAT-
RIBOZA) POLIMERAZA

Poli (adenozin difosfat-riboza) polimeraza ali PARP je
skupno ime za druzino proteinov, v katero spada 18 enci-
mov. Vsem je skupno to, da katalizirajo reakcijo ADP-ri-
bozilacije, to je dodajanje ADP-riboznih enot na taréne
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POVZETEK

Olaparib, zaviralec poli (ADP-riboza) polimeraze
(PARP) je prvo protitumorsko zdravilo, ki deluje po
principu t. i. celi¢ne sintezne smrtnosti, odobreno
za uporabo v Kliniki, in sicer za zdravljenje raka
jajcnikov za bolnice z mutacijo gena BRCA. Ola-
parib povzroci smrt celic z mutacijo genov BRCA1
ali BRCA2, ki sta pomembna pri popravijanju po-
Skodb DNA s homologno rekombinacijo. Leta 2016
so odobrili Se en zaviralec PARP - rukaparib, v ra-
zliénih fazah klinicnih raziskav pa jih je Se ve¢. Mu-
tacije BRCA so znacilne tudi za druge vrste raka,
poleg tega pa obstaja e mnogo mutacij ali epige-
netskih sprememb, ki imajo za celico podobne po-
sledice — za vse te bi zaviralci PARP lahko bili upo-
rabni. So torej obetavni za Siroko skupino
onkoloskih bolnikov, vendar pa je za nadrtovanje
zdravljenja potrebno tako natanéno poznavanje
mehanizmov delovanja zaviralcev, skupaj z moznimi
nacini razvoja odpornosti, kot tudi poznavanije ge-
netskega ozadja bolnika. V prispevku predstavljamo
kratek pregled novih spoznanj o tej skupini zdravil
in njihovi uporabi.

KLJUCNE BESEDE:
homologna rekombinacija, olaparib, rak, sintezna
smrtnost, zaviralci PARP

ABSTRACT

Poly ADP-ribose polymerase (PARP) inhibitor ola-
parib is the first clinically approved drug for cancer
therapy designed to exploit synthetic lethality. It in-
duces death of cells with mutated BRCA1 or
BRCA2, proteins important in DNA damage repair
by homologous recombination, and is approved for
the treatment of advanced ovarian cancer for pa-
tients carrying this mutation. In 2016, another PARP
inhibitor (rucaparib) was approved, and several oth-
ers are in clinical trials. BRCA mutations can also
be found in other tumour types. Moreover, there
are other mutations or epigenetic modifications that
induce similar changes in the cell. For all those,
PARP inhibitors are potentially useful, which makes
them promising drugs for a broad group of onco-
logical patients. However, thorough understanding
of underlying mechanisms of inhibitors’ activity and
potential drug resistance as well as patients’ genetic
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background, are essential for proper therapy design.
We present a brief overview of recent advances in
the use of PARP inhibitors.

KEY WORDS:
cancer, homologous recombination, olaparib, PARP
inhibitors, synthetic lethality

proteine, najveCkrat na glutamat, redkeje aspartat ali lizin
(1). TarCni proteini so lahko histoni, topoizomeraze, DNA-
helikaze in nekateri drugi proteini, vezani na molekulo
DNA, lahko pa tudi sam PARP (2, 3). Encim lahko doda le
eno ADP-ribozno enoto, lahko pa tudi do petsto enot, ki
tvorijo dolge razvejene verige. Pri reakciji kot substrat
vstopa NAD*, ADP-riboza ostane vezana na protein, ni-
kotinamid pa izstopa iz reakcije. Reakcija je reverzibilna;
odcepitev ADP-ribozne enote katalizira poli (ADP-riboza)
glikohidrolaza PARG (4). Taka posttranslacijska modifikacija
spremeni katalizno aktivnost tarénih proteinov ter njihove
interakcije z drugimi proteini, s Cimer proteini PARP urav-
navajo Stevilne celicne procese. Predvsem je pomembna
vloga pri popravljanju napak na DNA, kjer PARP deluje
kot signal za aktivacijo popravljalnih mehanizmov DNA,
lahko pa tudi aktivira poti celicne smrti ali uravnava tran-
skripcijo doloCenih genov.

PROTEINI PARP
PRI POPRAVLJANJU
POSKODB DNA

Pri popravljalnih mehanizmih DNA sta iz druzine proteinov
PARP najpomembnejSa PARP1 in PARP2; PARP1 opravi
okrog 80 do 85 % ADP-ribozilacij v celici, PARP2 med 10
in 15 %, le preostali majhen delez pa drugi proteini iz dru-
Zine (5). Za zagotavljanje stabilnosti genoma sta iz te dru-
zine pomembni tudi tankirazi 1 in 2, ki skrbita za vzdrzeva-
nje telomerov in regulacijo mitoze. Drugi sorodni proteini
pa imajo vloge, ki niso neposredno povezane z metaboliz-
mom DNA (6).

Proteina PARP1 in PARP2 sta si po strukturi in viogi skoraj
identi¢na, vendar specificnih nalog enega ali drugega ne
poznamo, zato pogosto uporabliamo kar izraz PARP ali
PARP1/2. Zgrajena sta iz Sestih domen, med njimi so ka-
talizna in avtomodifikacijska domena, domena za vezavo
na DNA ter domena, ki jo cepijo kaspaze (7). Domene so
med seboj povezane s fleksibilnimi zaporedii. Kadar pro-
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tein ni aktiven, je tridimenzionalna organizacija domen
podobna »kroglicam na vrvici«, po vezavi na DNA pa se
domene natanéno uredijo. Najbolje raziskana je vioga pri
popravljanju enojnih prelomov DNA, torej prelomov ene
verige dvojne vijaCnice. Za njihovo popravljanje je v celici
odgovoren mehanizem z imenom »popravljanje z izrezo-
vanjem baze« ali BER (base excision repair). Pri tem pro-
cesu glikozilaze ali endonukleaze odstranijo okvarjeno/na-
pacno bazo, zaradi Cesar nastane vrzel na eni verigi
(enojni prelom). Tu se veze PARP, ki nato privabi protein
XRCCH1, ta pa za tem veze DNA-polimerazo 3 in DNA-li-
gazo lll, ki vrzel zapolnita (5). PARP je odgovoren tudi za
preoblikovanje kromatina v bliznji okolici poskodbe, s &i-
mer omogoci dostop klju¢nim popravljanim encimom (8).
Encim poli ADP-ribozilira tudi sam sebe, kar je pomembno
za vezavo drugih proteinov, ker pa fosfatne skupine poli
ADP-riboz nosijo negativen naboj, se poli ADP-riboziliran
PARP posledi¢no sprosti z DNA, ko je njegova »nalogac
opravljena.

Ce pride v celici do dvojnega preloma vijaénice DNA, ima
celica na voljo dva osnovna mehanizma, da tako napako
odpravi. V veCjem delu celi¢nega cikla poteka le nehomo-
logno zlepljanje, pri katerem se prosta topa konca DNA
enostavno povezeta s fosfoestrsko vezjo. S tem se dvojni
prelom sicer odpravi, a se hkrati izgubi nekaj baznih parov.
Povsem pravilno lahko celica popravi dvojni prelom s ho-
mologno rekombinacijo, za kar pa potrebuje homologno
regijo na DNA. Ta je na voljo le v fazah celi¢nega cikla S in
G2, ko je DNA v celici podvojena. PARP sicer sodeluje pri
nehomolognem zlepljanju, vendar nima klju¢ne vioge, med-
tem ko homologna rekombinacija poteka ucinkoviteje, Ce
PARP ni aktiven (8).

Zaradi pomembne vloge pri mehanizmih popravijanja DNA
je PARP postal pomembna tar€a za nacrtovanje protitu-
morskih zdravil. Vsi do sedaj znani zaviralci PARP delujejo
na proteina PARP1 in PARP2, ne pa na ostale proteine iz
druzine.

MEHANIZEM DELOVANJA

ZAVIRALCEV PARP ZA

ZDRAVLJENJE RAKA -
PRINCIP CELICNE SINTEZNE
SMRTNOSTI

Za celico je klju¢no, da ostane DNA neposkodovana in se
neokrnjena dedna informacija prenese na héerinske celice.
Zato so mehanizmi popravljanja poskodb DNA kompleksni,
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se med seboj dopolnjujejo, prekrivajo in nadomescajo. Ra-
ziskovanje teh mehanizmov v onkologiji je smiselno, ker
napake v popravljainih mehanizmih vodijo do kopicenja
mutacij in s tem prispevajo k razvoju raka. Po drugi strani
pa so tudi za tumorske celice dolocene poskodbe smrtne,
zato so celice glede na ucinkovitost popravljanja razli¢no
obcutljive na kemoterapijo.

V povsem zdravi celici zaviralci PARP nimajo posebnega
ucCinka, saj se PARP aktivira le, ko je DNA poskodovana.
Veliko zanimanje za zaviralce PARP pa sta sproZzili vzporedni
objavi Farmerja in Bryanta leta 2005 (9, 10), ki sta pokazali,
da so rakave celice s homozigotno mutacijo genov BRCA1
ali BRCA2 (breast cancer type 1, 2) iziemno obcutljive na
zaviralce PARP. PARP namre¢ skrbi za odpravo napak na
enojni verigi; te so pogoste, saj lahko nastanejo spontano
zaradi obiCajnega celicnega metabolizma, lahko pa so tudi
sprozene z alkilirajo&imi sredstvi ali ionizirajo&im sevanjem.
Za tumorske celice je znacilno, da se delijo hitreje in pogo-

steje od zdravih celic, zato je Casa za popravilo poskodbe
manj. Ce taka celica enojnega preloma ne odpravi, repli-
kacijske vilice v fazi celicnega cikla S naletijo nanj, kar vodi
do nastanka dvojnega preloma in porusitve replikacijskega
aparata. Tako napako bi zdrava celica odpravila s homo-
logno rekombinacijo — Ce ta poteka nemoteno, celica lahko
prezivi kljub neaktivnosti PARP. Vendar sta za proces ho-
mologne rekombinacije klju¢na proteina BRCA1 ali BRCA2,
prvi deluje kot ogrodje za vezavo ostalih encimov homolo-
gne rekombinacije, drugi pa skrbi za pravino delovanje
Rad51, ki je odgovoren za iskanje homologne regije. Ob
mutaciji BRCA1/2 homologna rekombinacija ne poteka,
celici pa so odvzete vse moznosti, da bi poskodbo odpra-
vila, kar vodi v celi¢no smrt ali senescenco. Homozigotna
mutacija BRCA1/2 (BRCA™) je povedini prisotna le v tu-
morskih celicah. Je tudi vzrok, da je celica postala tumor-
ska, saj okvare popravljalnih mehanizmov DNA vodijo v
kopiCenje mutacij in s tem zelo povecajo verjetnost trans-

Zdrave celice +

BRCA tumorske BRCA- tumorske

Zdrave celice zaviralec PARP celice celice + zaviralec PARP
enojni prelom/poskodba baze | enojni prelom/poSkodba baze | enojni prelom/poskodba baze | enojni prelom/poikodba baze
PARP pare PARP PARP
—
]
S
]
g SSBR.I’F!ER ' poskodbe SSBR}’.BERr pogkodbe
= odpravi vedino ostanejo odpravi vedino ostanejo
poskodb poskodb

zaustavitev replikacijskih
vilic — dvojni prelom

redki dvgjni prelomi

[£]

o BRCA BRCA

&

[
popravilo dvojnega popravilo dvojnega
preloma s HR preloma s HR

dvojnih prelomov malo,
odpravljenis HR —
CELICA PREZIVI

dvojnih prelomov veliko, a
odpravljeni s HR —
CELICA PREZIVI

redki dvajni prelomi zaustavitev replikacijskih

vilic — dvojni prelom

—!

dvojni prelom se ne
odpravi

—)

dvojni prelom se ne
odpravi

dvojnih prelomov veliko, ni
moZnosti popravila —
CELICA ODMRE

genom nf:stabi!en. a
CELICA PREZIVI

Slika 1: Mehanizem delovanja zaviralcev PARP po principu celicne sintezne smrtnosti (11). Zelen okvirek prikazuje delujo¢ protein, rdec pa
nedelujocega; SSBR — popravijanje enojnih prelomov (single strand break repair), BER — popravijanje z izrezovanjem baze (base excision

repair), HR — homologna rekombinacija.

Figure 1: Mechanism of PARP inhibitor exploiting synthetic lethality. Green box indicates active protein, red box inactive protein; SSBR —
single strand break repair, BER — base excision repair, HR — homologous recombination.
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formacije. Inhibicija PARP bo torej citotoksi¢na le za tu-
morske celice in ne za ostale celice v telesu. Tak princip,
Kier je okvara enega samega gena ali proteina prakti¢no
neskodljiva, postane pa smrtna v kombinaciji z okvaro dru-
gega proteina, imenujemo princip celi¢ne sintezne smrtno-
sti (slika 1).

ODOBRITEV OLAPARIBA
ZA UPORABO V KLINIKI

Najbolje prou¢en zaviralec PARP je olaparib, poznan tudi
kot AZD2281. Leta 2014 so ga kot prvega odobrili za
uporabo, dve leti za tem pa se je na seznam uvrstil Se ru-
kaparib.

Prvo uspesno klini¢no raziskavo, na kateri je temeljila od-
obritev uporabe olapariba, so objavili leta 2009 (12), kjer
je bil odziv pri 60 pacientih z rakom jaj¢nikov, dojke in
prostate sicer omejen na 22 bolnikov z mutacijo BRCA,
a pri teh zelo dober. Kar 63 % pacientov je dozivelo sta-
bilizacijo bolezni za najmanj stiri mesece. V vedji raziskavi,
kjer je bilo vkljuGenih 298 BRCA™- pacientov, od tega 193
z rakom na jaj¢nikih, vse pa so predhodno ze zdravili s
citostatiki na osnovi platine, se je pri ve¢ kot 30 % pa-
cientov z rakom jaj¢nikov bolezen stabilizirala za vsaj
osem mesecev. Na podlagi te in nekaterih primerljivih ra-
ziskav je v Zdruzenih drzavah Amerike agencija FDA od-
obrila uporabo olapariba (400 mg, dvakrat dnevno) kot
monoterapijo za paciente z zarodno mutacijo gena BRCA
in napredovalim rakom jajénikov, ki so predhodno prejeli
najman;j tri vrste kemoterapije (13).

Naslednja pomembna klini¢na raziskava je pokazala na
ucinkovitost olapariba za vzdrzevalno terapijo po koncu
zdravljenja raka jaj¢nikov s platino (14). Pri bolnicah z
mutacijo gena BRCA, ki so po kemoterapiji prejemale
olaparib, je bil ¢as, ko bolezen ni napredovala, dvakrat
daljSi kot pri placebu, kar je omogocilo zamik novega
cikla kemoterapije s platino. Evropska agencija za zdravila
je tako v zacetku leta 2015 izdala dovoljenje za promet
za zdravilo olaparib, in sicer za zdravljenje bolnic z muta-
cijo gena BRCA, pri katerih je priSlo do ponovitve slabo
diferenciranega seroznega epitelijskega raka jajcnikov,
karcinoma jajcevodov ali primarno peritonealnega karci-
noma, obcutljivega na platino, in se popolnoma ali delno
odzivajo na kemoterapijo s preparati platine (15). Za enako
indikacijo je zdravilo v kon¢nem delu postopka tudi za
ameriski trg.

206

MOZNOSTI RAZSIRITVE
UPORABE OLAPARIBA

Trenutno je uporaba olapariba dovoliena le za zdravljenje
raka jajcnikov. A popravljani mehanizmi DNA igrajo osred-
njo vlogo pri mnogih vrstah raka. Ideja, da bi lahko zavi-
ralce PARP uporabljali pri SirSi skupini bolnikov poleg ze
omenjenih, izhaja iz dveh dejstev. Mutacije gena BRCA
se pojavljajo tudi pri drugih vrstah raka — pri raku dojke,
prostate, melanomu ter raku trebusne slinavke (16). Poleg
tega pa BRCA1 in 2 nista edina proteina, potrebna za ne-
moten potek homologne rekombinacije. Ugotovili so na-
mred, da so se v nekaterih klinicnih raziskavah na zaviralce
PARP odzvali tudi pacienti z normalnim genom BRCA
(17), zaradi Cesar so raziskovalci posumili, da imajo ti pa-
cienti morda kako drugo mutacijo, Kjer so posledice pod-
obne. To bi bilo pomembno, saj se mutacija gena BRCA
pojavi le pri 5 do 10 % raka dojke in 15 % raka jaj¢nikov.
Predklini¢ne raziskave kazejo, da so poleg celic z mutacijo
gena BRCA na zaviralce PARP obcutljive tudi celice z epi-
genetskim utiSanjem genov BRCA, EMsy, PTEN in Rad51
ter mutacijami genov ATM in ATR, CHEK1 in CHEK2 ter
gena Fanconijeve anemije (18). ObSirno sekvenciranje tu-
morskega genoma je pokazalo, da so take mutacije po-
goste pri napredovalih rakih prostate, trebusne slinavke
in dojke. Za presejalno testiranje bi bilo torej potrebno
pregledati mnoge gene, ki so povezani s homologno re-
kombinacijo. Ker pa je moznosti ogromno, vsaka izmed
moznih mutacij pa se pojavi le redko, bi bilo tako testiranje
financno nevzdrzno. Zato so potrebne alternativne resitve.
Namesto detekcije posameznih mutacij lahko na posko-
dovan mehanizem homologne rekombinacije sklepamo
tudi, Ce je v celici opaziti obseznejSe delecije, translokacije,
nesorazmerje telomernih alelov ali izgube heterozigotnosti.
Skupno takim poskodbam pravimo genomska brazgotina.
Klini¢na raziskava za oceno, ali je taka znacilnost primeren
biomarker za obcutljivost celic raka jajénikov na zaviralce
PARP, e poteka. Se ena vrsta raka, kjer so opazili ge-
nomsko brazgotino, je trojno negativni rak dojke (19), kjer
pa se zaviralci PARP Zal niso izkazali kot ucinkoviti. Tezava
pri uporabi genomske brazgotine je v tem, da nam sicer
pove, ali je bilo v nekem obdobju delovanje homologne
rekombinacije okrnjeno. Ne pove pa, ali se je morda zgo-
dila povratna mutacija, ki je mehanizem ponovno vzpo-
stavila. Tako bo za uc¢inkovitejSi izbor kandidatov za zdra-
vljenje z zaviralci PARP verjetno potrebno nacrtovanje
funkcijskega testa, ki bo pokazal ucinkovitost delovanja
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mehanizma homologne rekombinacije v danem trenutku.
To bi lahko bil in vitro test z lizatom tumorskih celic ali
transfekcija tumorskih celic z reporterskim sistemom v
primarni kulturi.

DRUGI ZAVIRALCI PARP

Trenutno so v razli¢nih fazah klini¢nih raziskav poleg ola-
pariba Se Stiri drugi zaviralci PARP, to so veliparib, niraparib,
talazoparib in rukaparib, in sicer kot monoterapevtiki ter v
kombinacijah z drugimi zdravili. Vsi se vezejo na vezavno
mesto za kofaktor B-NAD* na katalizni domeni PARP1/2
(20). Ceprav je princip sintezne smrtnosti splo$no sprejet
mehanizem delovanja zaviralcev PARP, pa je pomembno
toCneje razumeti, kako je delovanje PARP dejansko zavrto.
Zaviralci delujejo tako, da ujamejo PARP, ko je ta vezan na
molekulo DNA in tak kompleks stabilizirajo, podobno kot
je znadilno tudi za zaviralce topoizomeraz (21). Zaradi tega
so celice, ki ne izrazajo proteina PARP, na zaviralce od-
porne, zaviralci pa so bolj citotoksi¢ni kot sama odsotnost
PARP. Prav po ucinkovitosti stabilizacije kompleksa PARP-
DNA se zaviralci med seboj razlikujejo, sorazmerna s to
lastnostjo pa je tudi njihova citotoksi¢nost. Talazoparib je
pri tem najucinkovitejsi, veliparib pa najmanj, kar je pove-
zano z njuno kemijsko strukturo (slika 2) — veliparib je na-
mre¢ najmanjSi, talazoparib pa najbolj rigiden. Velikost in
dva kiralna centra sta klju€na za mo¢ vezave in manj ne-
specifiénih in alosteriénih uginkov (6). Ceprav je talazoparib
citotoksi¢en pri 200-krat manjsi koncentraciji kot olaparib,
se to ne odraza pri njegovi terapevtski ucinkovitosti. Po-
znavanje sposobnosti ujetja PARP na DNA torej ni dovolj,
potrebno bo upostevati tudi ucinke na nepredvidene tarce.
Antolin in Mestres sta na primer v svoji nedavni raziskavi

proucila delovanje zaviralcev PARP na 16 celi¢nih kinaz,
katerih ligand je zaviralcem PARP strukturno soroden (22).
Ugotovila sta, da rukaparib lahko zavira delovanje kar de-
vetih proucevanih kinaz, veliparib dveh, olaparib pa nobene.
Seveda ne gre zanemariti niti dejstva, da ima PARP poleg
vloge pri popravijanju DNA Se manj poznane ali vseeno
pomembne vioge pri transkripciji, apoptozi in imunskem
odzivu, ves Cas pa raziskovalci odkrivajo Se nove podrob-
nosti o njegovem delovanju.

Vse omenjene inhibitorje ze proucujejo v klini¢nih razi-
skavah. ProuCevanije vecC razli¢nih inhibitorjev je pomem-
bno, ker bi lahko bili u€inkoviti pri razli¢nih podskupinah
bolnikov, pa tudi zato, da bi pri morebitnem razvoju rezi-
stence lahko to presli z zamenjavo zaviralca. Niraparib je
v tretji fazi klini¢ne raziskave, kjer so paciente z napredo-
valim rakom jaj¢nikov, obcutljivim na citostatike na osnovi
platine, razdelili na tiste z genomsko mutacijo gena BRCA,
paciente z zaznavno genomsko brazgotino ter paciente
brez omenijenih lastnosti, podaljSal prezivetje brez napre-
dovanja bolezni v prvih dveh skupinah (23). Zelo podobno
pa velja tudi za rukaparib (24). Na podlagi izkazane ucin-
kovitosti rukapariba pri BRCA”- pacientih v ve¢ $tudijah
(25), je FDA leta 2016 odobrila uporabo rukapariba za
tiste bolnice z rakom jaj¢nikov, ki so jih ze zdravili z naj-
manj dvema vrstama zdravljenja. Veliparib lahko prehaja
krvno-mozgansko pregrado, s imer se ponuja moznost
za uporabo pri zdravljenju mozganskih zasevkov. Preli-
minarni rezultati so v takem primeru pokazali ob&utno
podaljSanje srednjega Casa prezivetja (26) v primerjavi z
napovedanim prezivetjiem na podlagi objavljene literature.
Talazoparib je najnovejSi in po podatkih predklinicnih ra-
ziskav najmocnejSi izmed inhibitorjev, trenutno pa potekajo
klinicne raziskave za uporabo pri zdravljenju raka dojke.
V raziskavi, kjer je bilo vklju€enih 13 zgodnjih rakov dojke,
je talazoparib v dveh mesecih pred operacijo in zaCetkom
kemoterapije, zmanjSal volumen tumorija pri vseh pacient-
kah (27).
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Niraparib

Talazoparib

0\ 2 — : F
N o O
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Rukaparib
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Slika 2: Zaviralci PARR, ki so trenutno v razli¢nih fazah klini¢nih raziskav. Od leve proti desni si sledljo po padajoci citotoksi¢nosti.
Figure 2: PARP inhibitors currently in different phases of clinical trials, in the order from most (left) to least (right) cytotoxic.
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ZAVIRALCI PARP
V KOMBINACIJI Z DRUGIMI
ZDRAVILI

V predklini¢nih raziskavah so zaviralci PARP moc&no okrepili
delovanije razli¢nih citotoksi¢nih spajin in radiacije. Olaparib
so zato testirali v razlicnih kombinacijah, npr. s topoteka-
nom, cisplatinom, pegiliranim liposomskim doksorubici-
nom, karboplatinom in paklitakselom. Vse so bile toksi¢ne
in niso dovoljevale uporabe olapariba v odmerku, ki bi bil
ucinkovit (6). Kot ucinkovita pa se kaze kombinacija s te-
mozolamidom. To je metilirajoCe sredstvo, ki ga upora-
bliamo za zdravljenje glioblastoma pri pacientih, ki imajo
nedelujoco O-6-gvanin-metiltransferazo (MGMT). Kombi-
nacija deluje tako, da temozolamid povzroci poskodbo na
DNA, olaparib pa prepreci odpravo poskodbe. Povecanje
ucinkovitosti temozolamida so pokazali tudi za rukaparib
pri melanomu (28). Predlagali so tudi kombinacijo olapariba
z imunsko terapijo, predvsem zato, ker imajo celice z okvar-
jenimi popravljalnimi mehanizmi DNA zaradi mnozice mu-
tacij spremenjene povrSine in so torej bolj imunogene (29).
Kljub temu imunski sistem teh celic ne odstrani, saj je za
tumorje znano, da spodbujajo izrazanje razlicnin molekul,
ki zavirajo imunski odziv v mikrookolju tumorja. Taka mole-
kula je npr. CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated pro-
tein 4), ta zavira delovanje limfocitov T (30). V raziskavi na
zivalskin modelih je tako kombinacija velipariba in protitelesa
proti CTLA4, s katerim njegovo delovanje izni¢imo in spod-
budimo odziv limfocitov, pri vedini preiskovanih zivali po-
vsem odstranila tumorje.

RAZVOJ ODPORNOSTI PROTI
ZAVIRALCEM PARP

Zal celice napredovalih tumorjev s asom razvijejo odpor-
nost tudi proti zaviralcem PARP. Do sedaj poznamo tri me-
hanizme (18). Zgodi se lahko reverzibilna mutacija gena
BRCA, s katero celica ponovno pridobi zmoznost odpra-
vljanja poskodb s homologno rekombinacijo. Lahko pride
tudi do poviSanega izrazanja glikoproteina P in s tem po-
veCanega izCrpavanja spojine iz celice. Tretji nacin je izguba
izrazanja proteina 53BP1. To je protein, Cigar vezavo na
tope konce DNA pri dvojnem prelomu v fazi S regulira
BRCA1. Ce BRCA1 ni, ostane 53BP1 ves &as vezan in
onemogoca procesiranje koncev DNA, ki je nujno za na-
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dalinji potek homologne rekombinacije. Ce pa ni ne enega
ne drugega, lahko homologna rekombinacija spet potece
(31).

SKLEP

Ne glede na to, da so zaviralci PARP Ze v uporabi, ostaja
glede njihove uporabe Se kup odprtih vprasanj. Nanasajo
se predvsem na to, katerim pacientom poleg tistin z mu-
tacijo gena BRCA bi tako zdravilo lahko pomagalo. Poleg
tega je pomembno ugotoviti, kako manj raziskane, a vendar
pomembne funkcije PARP vplivajo na potek zdravijenja,
saj te seveda lahko prispevajo k razvoju nezelenih ucinkov
in omejujejo najvecji mozni odmerek. Pomembno je tudi
prouciti mozne mehanizme rezistence in nacrtovati, kako
bi jih lahko preprecili ali obsli. Tako bodo zaviralci PAPR
uporabni za ¢im ve& pacientov v skladu s sodobno teznjo,
da se zdravljenje onkoloSkega pacienta ¢im bolj persona-
lizira.
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uvoD

Glavnina aktivnosti na podrocju razvoja genskega zdra-
vljenja obsega iskanje novih poti za uvajanje genov v so-
matske (ali zarodne) celice z naslednijimi cilji: (i) popraviti
motnjo v delovanju celice z uvedbo nadomestnega funk-
cionalnega gena, (i) dodati novo popravijalno funkcijo celici
z uvedbo novega gena, (iii) cilianje gostitelievega genoma
in popravilo zaporedja, ki povzro¢a bolezen, ter (iv) pose-
ganje v mehanizme izrazanja proteina, ki povzroca bolezen
(1). V zadnjem desetletju je gensko zdravljenje postalo eno
najbolj obetavnih in najhitreje razvijajocih se podrodij me-
dicine. Ima velik potencial pri zdravljenju dednih genskih
bolezni, nalezljivih bolezni ter pri zdravljenju raka (2).

Na podroCju genskega zdravljenja z virusnimi vektorji so
dosegli velik napredek, Ceprav je bilo v preteklosti opaziti
tudi nekaj hujSih nezelenih ucinkov, ki so zahtevali nadaljnje

POVZETEK

Gensko zdravlenje je v zadnjem desetletju postalo
eno najbolj obetavnih in najhitreje razvijajocih se po-
drocij medicine. Po svetu izvajajo mnogo raziskav v
povezavi z genskim zdravljenjem z virusnimi vektorji,
najpogosteje z adenovirusnimi, adenoasociacijskimi,
retrovirusnimi ali lentivirusnimi vektorji. Na trgu so tre-
nutno odobrena stiri zdravijenja z virusnimi vektorii:
dve zdravlienji genetskih bolezni (alipogentiparvovek
in avtologne celice CD34+, transducirane z retrovi-
rusnim vektorjemn, ki vsebuje gen za Clovesko adenozin
deaminazo) in dve zdravljenji z onkoliticnimi virusi (ta-
limogenlaherparepvek in adenovirus z vstavljenim tu-
mor supresorskim genom p53). Poleg tega je Se precej
genskih zdravljenj s pozitivnimi rezultati v zadnjih fazah
klini¢nih raziskav, s pridoblienim statusom prebojnega
zdravila 0z. zdravila sirote v EU in ZDA.

KLJUCNE BESEDE:
alipogentiparvovek, gensko zdravljenje, onkoliticni
virus, virusni vektorji, voretigenneparvovek

ABSTRACT

During the last few decades, gene therapy has be-
come one of the most promising branches of medi-
cine. There are many active clinical studies worldwide
focusing on gene transfer by viral vectors. Mostly
viruses such as adenovirus, adeno-associated virus,
retrovirus or lentivirus are used. Currently, there are
four approved gene therapies available on the market:
two for the treatment of genetic diseases (alipogene
tiparvovec and autologous CD34+ cells transduced
with retroviral vector containing human adenosine
deaminase gen) and two treatments with oncolytic
viruses (talimogene laherparepvec and adenovirus
containing tumor-supressor gene p53). Moreover,
many gene therapies with promising results are in final
phases of clinical trials with breakthrough therapy
and/or orphan product designations obtained in the
EU and USA.

KEY WORDS:
alipogene tiparvovec, gene therapy, oncolytic virus,
viral vectors, voretigene neparvovec

raziskovanje v smeri vecje ucinkovitosti, izboljSanja bioloske
varnosti in premagovanja tehnicnih omejitev. Trenutno naj-
pogosteje uporablieni virusni vektorji so adenovirusni (AV),
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adenoasociacijski (AAV), retrovirusni in lentivirusni (LV) vek-
torji. Razvili so tudi druge vektorje, npr. vektorje na osnovi
virusa vakcinije, oSpic, herpesa in bakulovirusa (2, 3).

VIRUSNI VEKTORJI IN
NJIHOVA UPORABA

Nezascitene nukleinske kisline (RNA ali DNA) v bioloskem
okolju niso stabilne dolgo ¢asa. Poleg tega same po sebi
niso zmozne prehajati preko membrane v citoplazmo ali
jedro, zato najvedii izziv pri genskem zdravljenju predstavlja
dostava terapevtskega gena v celico. Med najucinkovitejSe
dostavne sisteme v genskem zdravljenju spadajo virusni
vektorji. Med evolucijo so virusi pridobili mnogo mehaniz-
mov za vstop v celice, dolgotrajno shranjevanje svojega
genetskega materiala znotraj celic in spreminjanje oz. za-
viranje zasc¢itnih mehanizmov gostiteljskega organizma. Za
vedino virusov obstajajo rekombinantne razli¢ice, ki bi lahko
bile uporabne kot dostavni sistemi v genskem zdravljenju,
dejansko pa razvijajo le omejeno Stevilo virusnih vektorjev

©).
2.1 ADENOVIRUSI

2.1.1 Znadilnosti vektorjev

AV so bili med prvimi natanéno raziskanimi virusi. Za upo-
rabo v genskem zdravljenju so jih predlagali ze pred 20 leti
(4). So virusi brez ovojnice, genom pa sestavlja priblizno
35 kb dolga dvoverizna DNA. AV so za uporabo v genskem
zdravljenju oslabili; prva generacija vektorjev vsebuje dele-
cijo gena E1, ki kodira dva virusna proteina E1A in E1B,
pomembna za razmnozevanje virusa. Druga generacija
vsebuije delecijo vec€ine zgodnijih genov, poznamo pa tudi
seve z delecijo vseh genov (»gutless« vektorji), ki za svoje
delovanje potrebujejo Se pomozni AV prve generacije (5).
Delecija virusnih genov poleg vecje varnosti zagotavlja tudi
veC prostora za vnos eksogene DNA. Tako so vektorji prve
generacije zmozni privzeti do 5 kb tuje DNA, vektoriji druge
generacije do 14 kb in »gutless« vektorji do 36 kb. Genom
AV se ne integrira v genom gostiteljske celice, zaradi Cesar
veljgjo AV za precej varne za uporabo, vendar pa virusni
zivljenjski cikel ne omogoca izrazanja transgena daljSi ¢as.
Slabost sistema je mo¢no imunogena virusna kapsida, ki
tudi pri oslablienih virusih sproza imunski odziv. Uporaba
AV je zato mogoca le, kjer je mozna lokalna aplikacija in je
imunski odziv zazelen (2).
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2.1.2 Uporaba

AV danes uporabliamo le za prehodno izrazanje transgena,
kar zadostuje za zdravljenje tumorjev s tumorskim cepivom
ali za popravljanje genoma, na primer z dostavo donorske
DNA in razli¢nih nukleaz (nukleaza cinkovih prstov (ZFN),
efektorska nukleaza podobna transkripcijskim aktivatorjem
(TALENS) in RNA-usmerjena nukleaza (RGN)) (3). V cepivih
SO prisotni virusni vektorji, ki se ne morejo razmnozevati.
Antigen se izrazi na povrSini virusnega plasca ali pa se
izrazi kot produkt transgena, vkljuCenega v rekombinantni
AV (6). Slabost tega sistema je mozna prevlada imunskega
odgovora proti virusnim epitopom, ki lahko tako zamaski-
rajo imunski odziv proti tarénemu antigenu (7). To je naj-
verjetneje tudi vzrok za neuspesSno preizkuSanje cepiva
proti HIV na ljudeh, medtem ko je na primatih kazalo pozi-
tivne ucinke (8).

AV vektorji so uporabni tudi pri zdravljenju raka. Zdravljenje
je mozno z vnosom funkcionalnega tumor supresorskega
gena p53, ki spodbuja celicno apoptozo. V Klinicnih Studijah
so po osmih tednih soCasnega zdravljenja z obsevanjem
in injiciranji rekombinantnih AV pri 64 % pacientov v pozni
fazi razvoja tumorja dosegli popolno regresijo in pri 32 %
pacientov delno regresijo skvamoznoceli¢nega karcinoma
vratu in glave. Kitajski drzavni urad za hrano in zdravila
(SFDA) je leta 2003 ta pristop priznal kot prvo komercialno
dostopno gensko zdravljenje (9).

2.2 RETROVIRUSI IN LENTIVIRUSI

2.2.1 Znacilnosti vektorjev

Retrovirusi so RNA-virusi. RNA se med pomnozevanjem
virusa prepiSe nazaj v dvoverizno DNA, ki se integrira v
genom gostiteljske celice. Pred razvojem sistema CRISPR-
Cas so retrovirusi predstavijali edini uCinkovit nacin za spre-
minjanje pacientovega genoma (2). Prve klini¢ne raziskave
za gensko zdravljenje z retrovirusi so se pricele v zaCetku
90. let prejSnjega stoletja in so bile namenjene zdravljenju
monogenskih bolezni (10). Z retrovirusi gensko zdravljenje
najveckrat izvajamo ex vivo: krvne ali krvotvorne (mati¢ne)
celice izoliramo iz pacienta, jih gensko spremenimo in nato
injiciramo nazaj v telo (11, 12, 13, 14). y-retrovirus in LV
sta podskupini retrovirusov, ki ju najveckrat uporabljamo v
genskem zdravljenju. Nezelena lastnost y-retrovirusov je,
da imajo preferencno mesto integracije v gostiteliev genom.
To pomeni, da je vecja verjetnost integracije DNA v aktivho
prepisovan genski lokus, kar lahko spremeni izrazanje on-
kogena in tumor supresorskin genov. Nezelene ucinke
genskega zdravljenja, povzroCene z insercijsko mutage-
nezo, imenujemo genotoksi¢nost. S tega vidika so LV pri-
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mernejSi dostavni sistem, saj nimajo preferen¢nega mesta
integracije v genom blizu prepisovalnega mesta (15). Poleg
tega imajo LV za gensko zdravljenje spremenjene dolge
koncne ponovitve (LTR) v regijah genoma U3 in U5, kar
zmanjSa genotoksic¢nost virusa. V postopku razvoja vektorja
S0 regijo U3 zamenjali s citomegalovirusnim promotorjem,
v regijo U5 pa so vstavili poliadenilacijsko mesto govejega
gena za rastni hormon. Te spremembe po transdukciji pov-
zroCijo samoinaktivacijo virusa (virusu je onemogoc¢eno ra-
zmnozevanje v gostiteljski celici, omejena pa je tudi moz-
nost rekombinacije z virusi diviega tipa) (16).

2.2.2 Uporaba

Retroviruse in LV za prenos genov ex vivo uporabliamo na
treh podrocjih: zdravljenje levkemije, limfomov in tumorjey,
zdravljenje infektivnih bolezni ter zdravljenje primarne imun-
ske pomanikljivosti. Slednja je posledica redkih genetskih
napak, od katerih jih do sedaj poznamo najmanj 176, ki
vplivajo na delovanje imunskega sistema (17). Gensko
zdravljenje razvijajo le za nekatere od njih: za beta talasemijo
(zdravlienje z LV vektorjem, kiima vstavljen gen za Cloveski
beta-globin, je v letu 2015 pridobilo status prebojnega
zdravila v ZDA), hudo kombinirano imunsko pomanikljivost
s pomanjkanjem adenozin-deaminaze (ADA-SCID), na kro-
mosom X vezano hudo kombinirano imunsko pomaniklji-
vost, sindrom Wiskott-Aldrich, kroni¢no granulomatozno
bolezen, metakromatsko levkodistrofijo in adrenolevkodi-

strofijo (zdravljenje z LV vektorjem, ki kodira ¢loveSko
ABCD1 cDNA, je trenutno v fazi lI/lll v klini¢nih raziskavah
in ima status zdravila sirote v EU in ZDA) (11, 12, 18, 19,
20, 21, 22). Maja 2016 so v EU odobrili prvo ex vivo gensko
zdravlienje za zdravlienje ADA-SCID pri otrocih. Gre za izo-
lirane celice CD34+, transducirane z modificiranim y-re-
trovirusom, ki v celice vnese funkcionalni gen za adeno-
zin-deaminazo. Pri skoraj vseh tretiranih otrocih kasnejse
intervencije zaradi bolezni niso bile ve¢ potrebne (12).

Pristopi za zdravljenje raka temeljijo na spreminjanju celic
T z genskim inzenirstvom. V klini¢nih raziskavah se poja-
vljata dva ex vivo pristopa (slika 1). V prvem pristopu ge-
netsko spremenjene celice T izrazajo T-celiCne receptorje
(TCR) z izpopolnjenimi lastnostmi, ki vodijo v povisano afi-
niteto do antigenov oziroma novo specificnost teh celic. V
drugem pristopu genetsko spremenjene celice T izrazajo
himerne T-celi¢ne receptorje (CAR), ki so specifi¢ni za tu-
morske antigene. Ti receptorji so sestavljeni iz citoplazem-
skega dela T-celi¢nega receptorja (CD3(), transmembran-
ske regije koreceptorja CD8 in ekstracelularnega
enoveriznega fragmenta variabilnih regij protiteles (scFv),
ki prepoznajo specificni antigen na povrsini rakavih celic.
Po vezavi antigena na receptor se aktivira signalna pot, ki
sprozi spros¢anje citotoksi¢nih snovi, ki pobijejo rakave
celice (23). Trenutno sta najbolj obetavni dve klini¢ni razi-
skavi v fazi ll/lll s celicami T, ki izrazajo CAR: v prvem pri-
meru so celice T spremenili z y-retrovirusom in v drugem

Slika 1: Shematski prikaz celi¢nih receptorjev TCR in CAR T; prirejeno po (23).
Figure 1: Schematic representation of TCR and CAR T-cell receptors; adapted form (23).




primeru z LV (13, 14). Prva metoda je v EU in ZDA pridobila
status prebojnega zdravila, medtem ko je druga pridobila
status prebojnega zdravila v ZDA (24, 25). Ceprav obe
obliki zdravljenja pri vecjem delezu pacientov vodita v po-
polno remisijo limfoma, ostaja problem toksi¢nost spre-
menjenih celic T in pojav nezelenih ucinkov zdravljenja, kot
sta nevroloSka toksi¢nost in sindrom spro$¢anja citokinov.
V in vivo raziskavah LV razvijajo za aplikacije pri zdravljenju
mokre (neovaskularne) oblike starostne degeneracije ru-
mene pege, Stargardtove bolezni in Usherjevega sindroma
tipa 1B (14). Kon¢ana je tudi faza I/Il klinicne raziskave
zdravljenja Parkinsonove bolezni in vivo z LV. Zdravilo se je
izkazalo kot varno, brez hujSih nezelenih ucinkov, pacienti
z napredovalo Parkinsonovo boleznijo pa so kazali izbolj-
Sane motori¢ne sposobnosti (26).

2.3 ADENOASOCIACIJSKI VIRUSI

2.3.1 Znacilnosti vektorjev

AAV so majhni virusi brez ovojnice, z enoverizno DNA. V
naravi lahko AAV okuzijo Cloveka in ostanejo neaktivni v
jedrih celic. Dosedaniji rekombinantni virusni vektorji na
podlagi AAV niso zmozni integracije v gostiteljski genom in
torej nimajo genotoksi¢nega ucinka (27). Njihova slabost
je nezmoznost pomnozevanja, kar v delecih se celicah te-
kom delitev vodi v zmanjSanje ravni ekspresije transgena.
Zato so najboljSa izbira pri transfekciji pocasi delecih se
celic, npr. miocitov in kardiomiocitov (5). Plas¢ AAV je manj
imunogen kot plas¢ adenovirusov, zato pri njihovi uporabi
ni opaziti moc¢nejsSega sistemskega imunskega odziva. Za-
radi enostavnosti nacrtovanja, produkcije ter varnosti so
postali AAV eni najbolj obetavnih sistemov za zacasno iz-
razanje genov v genskem zdravljenju (2).

2.3.2 Uporaba

Pri prenosu gena ex vivo so AAV vektorji precej neucinkoviti,
vendar pa obetavni rezultati na razli¢nih podrocjih zdra-
vlienja dokazujejo, da so dovolj varni in uc¢inkoviti za dostavo
gena v in vivo razmerah. V preteklih dveh desetletjin so
opravili ve¢ Klini¢nih raziskav genskega zdravljenja bolezni
centralnega zivénega sistema, retinopatij, dednih bolezni
jeter in metabolnih bolezni (28, 29, 30). Poleg tega lahko s
pomocjo AAV v krvni obtok uvajamo sekretorne proteine
(eritropoietin, rastni hormon in IL-10) in faktorje strjevanja
krvi (faktor VIII in faktor IX) (31). Injiciranje heterolognega
AAV vektorja v misi¢no tkivo pa uporabljamo za zdravljenje
Beckerjeve in Duchennove misi¢ne distrofije (32, 33). Ome-
njeni misicni distrofiji sta posledica mutacije na genu DMD,
kar povzro¢i pomanijkanje distrofina v telesu. Zaradi ome-
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jene kapacitete AAV vektorja vanj ni mozno vstaviti celot-
nega gena za distrofin. To omejitev so premagali z vecjo
delecijo zaporedja v centralni domeni distrofina, po kateri
protein Se vedno ohrani aktivnost (33). V klini¢nih raziskavah
za zdravljenje Beckerjeve distrofije uporabljajo tudi posto-
pek, kjer v telo namesto gena za distrofin vnesejo gen za
folistatin, s Cimer so pri pacientih dosegli ponovno pove-
¢anje misicne mase (32). Ceprav so se AAV v genskem
zdravljenju pojavili dokaj pozno in so jih leta 2011 uporabili
le v 10 % Klini¢nih raziskav, temelji prvo komercialno zdravilo
za gensko zdravljenje genetske napake prav na AAV (2).
Alipogentiparvovek predstavlja AAV z vstavljienim genom
za lipoprotein-lipazo. V EU so izdali dovoljenje za promet
pripravka leta 2012 (34).

Pripravek alipogentiparvovek je namenjen odraslim pacien-
tom, ki imajo dedno pomanjkanje encima lipoprotein-lipaza
(LPLD) in zato kljub dieti z omejenim vnosom mas&ob v
telo trpijo za hudimi napadi pankreatitisa (34). Bolezen se
pojavi kot posledica mutacije gena, ki kodira LPL, ali z
mutacijami na drugih genih, ki kodirajo proteine ali encime,
ki neposredno vplivajo na aktivnost LPL (35). Strategije v
zdravljenju LPLD pred uvedbo alipogentiparvoveka so ciljale
predvsem na zmanjsanje ravni trigliceridov in s tem zmanj-
Sanje tveganja za pojav pankreatitisa. Ze uveljavljena zdra-
vila za zmanijSanje trigliceridov niso ucCinkovita pri pacientih
z LPLD, poleg tega zaradi kratkega razpolovnega Casa
LPL (15 min) ni uspesno niti nadomestno encimsko zdra-
vlienje z intravensko aplikacijo encima. Glede na pomanj-
kanje ucinkovitega zdravljenja LPLD je gensko zdravljenje
predstavijalo nov pristop pri obvladovanju te bolezni. Za
uspesSno zdravljenje z alipogentiparvovekom zadostuje ze
enkratno intramuskularno injiciranje pripravka v nogo pa-
cienta (34). Zaradi rekordno visoke cene (1 milijon dolarjev
za zdravljenje enega bolnika) in posledi¢no izredno zah-
tevnih pogojev odobritve financiranja, pa je bilo od izdanega
dovoljenja leta 2012, kljub nadvse uspeSnim rezultatom,
izvedeno le eno zdravljenje z omenjenim genskim zdra-
vlienjem (36).

Sedaj investitorji gojijo velike upe za gensko zdravljenje z
voretigenneparvovekom, s katerim se je nedavno zakljucila
ll. faza klini¢nih raziskav. S pozitivnimi rezultati klinic¢nih ra-
ziskav bi lahko postalo drugo odobreno gensko zdravijenje
v ZDA. Uporabljamo ga za zdravljenje Leberjeve kongeni-
talne amavroze tipa 2, ki je posledica mutacije v genu
RPEB5. Mutacija povzro¢i dedno avtosomno bolezen, ki
se pojavi v prvem letu Zivlienja in povzroci hudo slabovid-
nost ali slepoto. Voretigenneparvovek omogoca vnos na-
domestnega neposkodovanega gena RPEGS v oko pa-
cienta. Rezultati po lll. fazi klini¢nih raziskav nakazujejo, da
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je zdravljenje uspesSno in brez resnih nezelenih ucinkov.
Voretigenneparvovek je nedavno v EU in ZDA pridobil sta-
tus zdravila sirote, poleg tega pa ima v ZDA priznan Se
status prebojnega zdravila (37).

2.4 HERPES VIRUS

2.4.1 Znacilnosti vektorjev

Virus herpesa simpleksa (HSV) vsebuje dolgo linearno dvo-
verizno DNA. Ikozaedrno obliko kapside obdaja Se ovojnica
iz lipidnega dvosloja. Med okuzbo se lipidni dvosloj ovojnice
Zlije z lipidnim dvoslojem gostiteljeve celice in tako virusu
omogoci vstop v celico. Najvecja prednost HSV vektorjev
v genskem zdravljenju je visoka kapaciteta virusa, ki dovo-
ljuje vstavljanje daljSih zaporedij eksogene DNA. Poleg tega
kompleksnost virusnega genoma omogoca dizajniranje
veC razli€nih tipov oslabljenih vektorjev z onkolitiéno aktiv-
nostjo. HSV vektoriji so tudi sposobni ohranjati doZivijenjsko
latentno fazo v senzoriCnih ganglijin, iz katerih se nato
dolgo Casa izrazajo transgeni (38).

2.4.2 Uporaba

Iz HSV virusa izhajajo trije razli¢ni HSV vektoriji: replikacijsko
kompetentni (onkoliticni) vektoriji, replikacijsko okvarjeni re-
kombinantni vektorji in amplikon, ki za svoje delovanje po-
trebuje pomozni virus. Ti vektorji so najveckrat namenjeni
zdravljenju raka in razli¢nih bolezni zivénega sistema, npr.
kroni¢ne bolecine (39). Kot najucinkovitejsi se je zaenkrat
izkazal talimogenlaherparepvek, ki je leta 2015 postal prvi
odobreni onkoliticni virus v EU in ZDA. Talimogenlaherpa-
repvek je pripravek iz onkoliticnega HSV vektorja z vsta-
vljenim genom za granulocitno-makrofagne kolonije stimu-
lirajoci faktor (GM-CSF), ki v telesu sprozi sistemski
protitumorski imunski odziv. Uporabliamo ga za lokalno
zdravljenje koznega in podkoznega melanoma. Pripravek
injiciramo neposredno v rakasto tvorbo na dva tedna, naj-
manj pol leta. Klinicno ucinkovitost so potrdili pri 26,4 %
pacientov z melanomom v lIl. ali IV. stadiju, pri 16,3 % pa-
cientov pa je ta odziv trajal ve¢ kot pol leta (40).

SKLEP

Napredek v poznavanju genetskega ozadja bolezni vodi v
hiter razvoj orodij za spreminjanje genoma. V letu 2012,
zgolj 9 let po dokon&anem projektu Cloveski genom, so v
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Evropi odobrili prvo gensko zdravljenje za humano upo-
rabo. Razvoj sicer Se vedno upocasnjujejo nekateri dejav-
niki, eden izmed glavnih je cena koncénih zdravil. StroSki
zdravljenja enega samega bolnika z alipogentiparvovekom
znasajo rekordnih milijon dolarjev. Eden izmed razlogov,
zakaj je gensko zdravljenje tako drago, je ta, da je cena
ekstremno dragega razvoja in pridobitve dovoljenja za pro-
met porazdeliena med majhno Stevilo potencialnih pacien-
tov. Kljub temu lahko kmalu v prihodnosti na trgu pri¢aku-
jemo nove vrste genskih zdravljenj, saj so nekatera
zdravljenja v zadnjih fazah kliniCnih raziskav s pozitivnimi
rezultati in brez resnih nezelenih ucinkov Ze pridobila status
prebojnega zdravila oz. zdravila sirote.
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MULTIPLA SKLEROZA

Multipla skleroza je kroni¢na vnetna avtoimunska bolezen
centralnega zivénega sistema (1), (2), (3). Zanjo je znadilno
propadanje ovojnic Zivénih vlaken (aksonov) zaradi demie-

POVZETEK

Multipla skleroza je kroniCna vnetna avtoimunska
bolezen centralnega zivénega sistema. Aksoni za-
radi demielinizacije propadejo in prihaja do odmi-
ranja nevronov. Prizadeta so razlicna mesta cen-
tralnega zivénega sistema in ob razlicnih ¢asih.
Bolezen ves ¢as spremljajo zagoni (prehodna po-
slabSanja) in izboljSanja funkcij, pri ¢emer je izguba
funkcije odvisna od mesta, ki je prizadeto. Bolezen
vodi v trajno invalidnost bolnika. Farmakolosko zdra-
vlienje multiple skleroze obsega blazenje vnetne
reakcije med zagoni, prepreCevanje napredovanja
bolezni in simptomatsko zdravljenje. V prispevku
predstavijamo pregled razli¢nih oblik multiple skle-
roze in nacinov zdravlienja, ki so na voljo, ter obe-
tavne terapevtske pristope v razvoju.

KLJUCNE BESEDE:
multipla skleroza, nezeleni ucinki, zdravljenje

POVZETEK

Multiple sclerosis is a chronic inflamsnmatory autoim-
mune disease affecting central nervous system. Ax-
ons of nerve cells are damaged due to demyelina-
tion, which leads to neuronal death. Neurons are
affected in different places in the central nervous
system and at different times. Patients experience
sequential relapses and improvements of the central
nervous system functions, with the loss of function
depending on the affected place. Multiple sclerosis
can lead to permanent disability. Pharmacological
treatment comprises the management of multiple
sclerosis relapses, slowing down disease progres-
sion and symptomatic treatment. The article repre-
sents an overview of different forms of multiple scle-
rosis and available treatments, as well as discusses
new promising experimental treatments.

KLJUCNE BESEDE:
multiple sclerosis, side effects, therapy

linizacije, poSkodbe in izgube mielina (1). Demielinizacija je
lahko reverzibilna in jo enacimo z aktivnostjo vnetja ter za-
goni bolezni, medtem ko je nevrodegeneracija, ki jo sprem-
lia, nepovratna in s Casom povzroca napredovanije invalid-
nosti (2). Prizadeta so razli¢na mesta centralnega zivénega
sistema in ob razli¢nih ¢asih. Bolniki ves Cas dozivljajo za-
gone (prehodna poslabSanja) in izboljSanja funkcij central-
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nega zivénega sistema, pri Cemer je izguba funkcije odvisna
od mesta, ki je prizadeto. Remisija bolezni je povezana z
zmanjSanjem vnetnega edema in delno z remielinizacijo.
Bolezen se pogosteje pojavija pri zenskah, obi¢ajno med
20. in 50. letom starosti (1). Zdravljenje multiple skleroze je
tradicionalno osredotoceno na preprecevanije Skode, ki jo
povzroCi vnetje na mielinskih ovojnicah. Vsa zdravila, ki so
trenutno na voljo za spreminjanje bolezni, so imunomodu-
latorji. Omejitve tega pristopa so spodbudile raziskave
novih potencialnih terapevtskih strategij. Eden izmed obe-
tavnih pristopov je spodbujanje endogenega remieliniza-
cijskega sistema (3).

1.1 ETIOLOGIJA

Podrobne etiologije bolezni zaenkrat Se ne poznamo. Gre
za vnetni proces proti lastnim molekulam v beli materiji
mozganov in hrbtenjace. Verjetno so v razvoj bolezni vple-
teni genetski, okoljski in infekcijski dejavniki ter avtoimuni
mehanizmi. Zaenkrat Se niso dokazali povezave med mul-
tiplo sklerozo in kakrsno koli okuzbo. Ceprav se bolezen
pogosteje pojavija znotraj druzine, prav tako ni znaciinega
vzorca dedovanja (1).

1.2 PATOFIZIOLOGIJA

Antigen, ki posnema strukturo mielina, aktivira imunski si-
stem. Imunski sistem poskoduje oligodendrocite, ki so od-
govorni za produkcijo mieling, ter slece mielinsko ovojnico
aksonov. K demielinizaciji in izgubi aksonov prispevajo imu-
noloski mehanizmi, kot so citotoksiéni limfociti T, aktivirana
mikroglia (fagociti in antigen predstavitvene celice v cen-
tralnem zivénem sistemu), invazivni makrofagi, naravne ce-
lice ubijalke in avtoprotitelesa, ki jih proizvajajo limfociti B
(4). Demielinizacija se kaze kot prekinjeno prevajanje signala
po aksonu z enim ali ve¢ simptomi: zameglien vid, okorelost
miSic, miSi¢na Sibkost, tremor, utrujenost, vrtoglavica in
okvara kognitivnih funkcij. Delovanje prizadetih podrocij se
lahko povrne s ponovno tvorbo mielina (remielinizacija).
Ce je poleg mielina okvarjen tudi akson, lahko pride do
trajne okvare funkcije tega podrocja v centralnem zivénem
sistemu, saj je sposobnost obnavljanja zivénih celic zelo
omejena (3, 5).

Haines in sodelavci so postavili hipotezo, da lahko do po-
Skodbe aksona pride ne samo zaradi demielinizacije, am-
pak tudi neodvisno. Predstavili so biokemijske, Klinicne in
nevropatoloSke dokaze ter dokaze slikovne diagnostike,
ki podpirajo hipotezo, da je nevrodegeneracija ali direktna
posledica demielinizacije ali pa od nje neodvisen socasni
dogodek (6).
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1.3 KLINICNA SLIKA

Bolezen se najpogosteje pojavi med 20. in 45. letom, dia-
gnoze v puberteti in po 60. letu so redke. Kilinicno glede
na razli¢ne vzorce bolezen delimo na recidivno-remitentno
multiplo sklerozo, primarno progresivno multiplo sklerozo
in sekundarno progresivno multiplo sklerozo .

1.3.1 Recidivno-remitentna multipla skleroza

Je najpogostejsa oblika (pojavnost je 80 do 90 %). Pojavijo
se akutni vnetni napadi, zagoni, ki so povezani z delno in-
validnostjo, vmes pa se pojavljajo obdobja brez simptomov
(1, 4, 7). Pogosto se razvije v sekundarno progresivno
multiplo sklerozo, kjer je prisotna hujSa nezmoznost gibanja,
obdobja brez simptomov pa so skrajSana ali pa jih sploh
ni (3, 7).

1.3.2 Primarna progresivna multipla skleroza
Bolezen se navadno zacne pozneje kot recidivno-remi-
tentna oblika in enako pogosto prizadene moske in zenske
(1, 2, 3). Je nevnetna oziroma najmanj vnetna patoloska
oblika multiple skleroze. Pojavi se redkeje (pri 10 do 20 %
bolnikov). Znacilno je postopno klinicno poslabsanje od
zacCetka bolezni (4, 7).

1.3.3 Sekundarna progresivna multipla skleroza
V 80 % nezdravlienih primerov recidivno-remitentna multipla
skleroza v nekaj letih preide v sekundarno progresivno.
Stanje bolnikov se pocasi slabsa tudi med zagoni bolezni,
toCna toc¢ka, kdaj ena oblika bolezni preide v drugo, pa ni
klinicno ali slikovno jasno dologena, prehod je obi¢ajno
postopen (1, 7, 8).

1.4 SIMPTOMI IN ZNAK]

NajpogostejSi simptomi multiple skleroze oziroma tezave,

zaradi katerih bolnik obis¢e zdravnika, so:

- Senzori¢ne motnje (parestezije, Lhermittov znak — obc¢u-
tek potovanja elektrike navzdol po hrbtu in v noge ob
nagibu glave naprej);

- Motori¢ne motnje in motnje ravnotezja (okornost, utruje-
nost, huda pareza);

- Motnje vida — vnetje vidnega zivca;

- Simptomi prizadetosti mozganskih zivcev (dvojni vid, pe-
riferna pareza obraznega zivca, nevralgija trigeminusa,
vrtoglavica, omoti¢nost);

- Utrudljivost;

- Redki simptomi v zgodnjem poteku bolezni (simptomi
prizadetosti malih mozganov, npr. motnje gibanja, tezave
pri uriniranju, kognitivne motnje in bolecCine) (1, 9).

farm vestn 2017; 68

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI




SODOBNA ZDRAVILA ZA ZDRAVLJENJE MULTIPLE SKLEROZE IN TRENDI V PRIHODNOSTI

Pri nekaterih bolnikih nastopita samo en ali dva napada z
majhnim rezidualnim nevroloSkim primanikljajem in so lahko
vrsto let brez simptomov. Poznamo pa tudi ekstremne pri-
mere, pri katerih se nevroloski primanjkljaj seSteva in se
kot zadnja faza bolezni pojavijo tetrapareza, ataksija, sle-
pota, inkontinenca in demenca. Smrt je posledica pona-
vljgjoCih se okuzb urinarnega trakta, uremije in bronhop-
nevmonije (1).

1.5 ZAGON BOLEZNI

Zagon imenujemo nevroloSke simptome in znake, ki so
znadilni za akutne vnetne ali demielinizacijske bolezni cen-
tralnega zivénega sistema. Trajati morajo vsaj 24 ur, med
posameznimi mora miniti vsaj 30 dni in potekajo brez pri-
sotnosti poviSane telesne temperature. Zagon lahko vodi
v trajen nevrolo$ki izpad, simptomi se izboljSajo le v zgodnii
fazi bolezni. Za prepreCevanje frekvence zagonov lahko
koristijo ¢im prejSnja uvedba imunomodulatornih zdravil,
ukrepi proti psihosocialnemu stresu in preprecevanje vi-
rusnih okuzb (6).

ZDRAVLJENJE MULTIPLE
SKLEROZE

Farmakolosko zdravljenje obsega blazenje vnetne reakcije
med zagoni, prepreCevanje napredovanja bolezni in simp-
tomatsko zdravlienje (10). Ceprav je razvoj delujocin terapij
v porastu, zdravila za multiplo sklerozo Se niso odkrili in
bolniki, ki zbolijo za to boleznijo, e vedno trpijo zaradi
kroni¢ne napredujoCe invalidnosti (11, 12). Trenutno zdra-
vljenje z imunomodulatornimi zdravili je u€inkovito za bol-
nike z recidivno-remitentno obliko, pri primarni progresivni
pa ne delujejo (3).

2.1 ZDRAVLJENJE ZAGONA

Zagone zdravimo z infuzijami kortikosteroidov (0,5 do 1 g
metilprednizolona dnevno, 3 do 5 dni). S tem blazimo
vnetno reakcijo in skrajSamo trajanje zagona (10, 12).

2.2 SIMPTOMATSKO ZDRAVLJENJE

BlaZimo ali odpravijamo simptome, kot so spasti¢nost,
boleCine, moteno delovanje seCnega mehurja, tezave pri
gibanju, depresija in drugi simptomi (9, 12). S tem bolnikom
izboljSamo kakovost zivlienja. To je edina oblika zdravljenja,
ki ga imamo na voljo pri bolnikih s primarno progresivno
boleznijo. Novi uCinkovini za zdravljenje simptomov in za-

pletov pri multipli sklerozi sta fampridin, selektivni antagonist
kalcijevih kanalov, ki pri odzivnih bolnikih izboljSa motori¢ne
sposobnosti, in zmes kanabinoidov nabiksimols, ki jo upo-
rabljamo za zmanjSanje spasti¢nosti in lajSanje nevropatske
bolecine (13).

2.3 IMUNOMODULATORNA ZDRAVILA

Imunomodulatorna zdravila upoc¢asnijo napredovanje bo-
lezni. Zdravila prvega izbora so interferoni beta in glatiramer
acetat, s katerimi dosezemo zmanjSanije frekvence zagonov
bolezni za priblizno 30 %, zmanj$a se intenzivnost zagonov,
Stevilo vidnih lezij na MRI se zmanjSa za polovico in upo-
¢asni se napredovanije invalidnosti (3, 10, 12). V letu 2015
sta bili v Sloveniji odobreni dve peroralni uCinkovini prvega
izbora, teriflunomid in dimetil fumarat. Teriflunomid selekti-
vno in reverzibilno zavira dihidroorotat-dehidrogenazo, klju-
¢ni mitohondrijski encim v de novo sintezi pirimidina, kar
vodi k zmanjSanju Sirjenja aktiviranih limfocitov T in B, ne
pride pa do celicne smrti (preglednica 1) (14). Dimetil fu-
marat spodbuja izloGanje protivnetnin mediatorjev in
zmanijsa oksidativne poskodbe ter posledi¢no demielini-
zacijo zivénih vlaken, kar vodi v vecje ohranjanje aksonov
in izboljSane motori¢ne funkcije (preglednica 1) (15).

Ko zdravila prvega izbora niso ucinkovita ali gre za zelo
aktivno multiplo sklerozo, uporabimo zdravila drugega iz-
bora: natalizumab, fingolimod in novejsi alemtuzumab (pre-
glednica 1) (12).

Imunomodulatorna zdravila drugega izbora so ucinkovita
za zdravljenje zelo aktivne recidivno-remitentne oblike pri
odraslih bolnikih, kjer je kljub zdravljenju z zdravili prvega
izbora potek bolezni zelo aktiven, ali za bolnike s hitro na-
predujoco in zelo aktivno boleznijo. So ucinkovitejSa od
zdravil prvega izbora, imajo pa ve¢ nezelenih ucinkov. Naj-
pogostejSi resni nezeleni ucinek so okuzbe, pri fingolimodu
pa tudi vpliv na sréno-zilni sistem (preglednica 1) (16, 17).
Zdravljenje z imunomodulatornimi zdravili danes za¢nemo
prej kot pred nekaj leti, saj je iz raziskav razvidno, da so ta
zdravila udinkovitejSa, &e jih bolnik zane uporabljati v
zgodniji fazi multiple skleroze. Koncept stopnjevanja zdra-
vljenja vkljuCuje prehod na ucinkovitejSe ucinkovine, kot
sta fingolimod in natalizumab (9).

2.4 PRIHODNOST ZDRAVLJENJA

Trenutno uporabljana zdravila delujejo tako, da zmanjSajo
aktivnost imunskega sistema ali pa zavrejo vstop celic
imunskega sisterma v centralni ziveéni sistem. Tako se zmanj-
Sata frekvenca zagonov in jakost napadov, poskodbe mie-
linskih ovojnic pa ostanejo nepopravljiene. Kroni¢na de-

21 8 farm vestn 2017; 68




Preglednica 1: Nacin aplikacije, nacin delovanja in nezeleni ucinki zdravil za zdravijenje multiple skleroze.
Table 1: Route of administration, mode of action and side effects of agents for multiple sclerosis treatment.

UCINKOVINA

NACIN DELOVANJA

NEZELENI UCINKI (pogostost)

Interferon beta-1b

Interferon beta-1a

Veze se na specificne receptorje na povrsini celic
imunskega sistema in spremeni ekspresijo Stevilnih
genov. Sinteza vnetnih citokinov je zavrta,
proizvodnja protivnetnih (IL-4, IL-10) pa se poveca,
kar izzove humoralni (Th2) imunski odziv (18), 19).

Nezeleni ucinki na mestu injiciranja (85 %), gripi
podobni simptomi (34 %), glavobol (32 %),
nespecnost (31 %), mialgija (26 %), slabost,
parestezija (16 %), miastenija, poviSani jetrni encimi,
limfopenija (11 %), depresija (8 %) (18)

Glatiramer acetat

Deluje imunomodulatorno na celice prirojenega in
pridoblienega imunskega odziva. Sodeluje pri
modulaciji antigen predstavitvenih celic, kot so
monociti, dendriti€ne celice, CD4+ T(h) celice,
CD8+ T celice. Najnovejse raziskave omenjajo tudi,
da vpliva na funkcijo celic B (20).

Reakcije na mestu injiciranja (80 %), distrofija

Fingolimod Je modulator receptorja za sfingozin-1-fosfat Nazofaringitis, limfopenija (10 %), levkopenija,
(S1P1) na limfocitin. Zavira prehod limfocitov iz zmanjSanije Stevila limfocitov (6 %), prehodni sréni
limfaticnih tkiv v periferno cirkulacijo in centralni dogodki (bradikardija), edem makule ter dvig
ziveni sistem (22). vrednosti jetrnih encimov (23)

Natalizumab Humanizirano monoklonsko protitelo, ki inhibira Utrujenost (27 %), nazofaringitis (17 %), gripa (13

migracijo limfocitov preko hematoencefalne bariere
tako, da zavre adhezivno molekulo a4-integrin (24).

%), glavobol (5 %), reakcija na mestu injiciranja (4
%) (25)

Dimetilfumarat

Spodbuja izloanje protivnetnih mediatorjev in
zmanj$a oksidativne poskodbe ter posledi¢no
demielinizacijo Zivénih viaken, kar vodi v vecje
ohranjanje aksonov in izboljSane motori¢ne funkcije
(15, 26).

Rdecica (32 %), driska (19 %), slabost (13 %),
bolecine v trebuhu, proteinurija (12 %), srbecica (8
%), bruhanje (7 %) (26)

Teriflunomid Selektivno in reverzibilno zavira dihidroorotat- Nazofaringitis (26 %), glavobol (19 %), driska (18
dehidrogenazo in s tem inhibira sintezo pirimidina. | %), utrujenost (15 %), poviSani jetrni encimi, slabost
To ima citostati¢ni u¢inek na proliferacijo aktiviranih | (14 %), izpadanje in tanjSanje las (13 %), gripa,
limfocitov T in B (14, 27). boleCine v krizu (12 %), okuzbe urinarnega trakta
(10 %), boleCine v rokah in nogah (9 %) (27)
Alemtuzumalb Humanizirano monoklonsko protitelo proti CD52, Reakcije na mestu injiciranja (90 %), okuzbe (70 %),
membranskemu proteinu na zrelih limfocitih in tezave s S&itnico (30 %), trombocitopenija (1 %),
monocitih (28). glomerulonefritis (0,3 %) (28)
Peginterferon Je pegilirana ot?lv|ka !FN beta 1a. Pove.cana”velllkost Reakaija na mestu injiciranja (56 %), gripi podobni
beta-1a molekule zmanjsa hitrost glomerulne filtracije in . : o
o y " , ; . simptomi (47 %), poviSana telesna temperatura (44
podaljSa razpolovni ¢as. Izboljsana je stabilnost in
. .v %), glavobol (41 %) (29)
topnost molekule. Imunogenost je zmanjSana (29).
Mitoksantron Inhibira proliferacijo celic T in B, poveca sintezo Slabost in bruhanje (18 do 85 %), izpadanje las (33
protiteles in deaktivira makrofage (30). do 61 %), amenoreja (8 do 53 %), okuzbe
urinarnega trakta (6 do 32 %), okuzbe zgornjih
dihalnih poti (4 do 53 %), levkopenija (10 do 19 %)
(31)
Daklizumab Humanizirano monoklonsko protitelo IgG1 proti Okuzbe (nazofaringitis, okuzbe zgornijih dihal in

podenoti IL-2 receptorja CD25 alfa. Blokira receptor
IL-2 in zavre avtokrino IL-2 signalno zanko, s ¢imer
direktno zatre ekspanzijo celic T in tako zmanjsa
aktivnost bolezni. Pride do ekspanzije naravnih celic
ubijalk CD56 in do blokade CD25 na celicah T (32).

urinarnega trakta) (65 %), koZzne nepravilnosti
(ekcem, kontaktni, seboroi¢ni dermatitis, alopecija)
(20 %), povisani jetrni testi (4 %) (32)
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mielinizacija vodi do degeneracije aksonov in lahko celo
do izgube nevronov, kar je tesno povezano s klini¢no inva-
lidnostjo in potrebo po zdravijenju, ki omogoc&a prezivetje
nevronov. Da bi to dosegli, bi morali odkriti nacine zdra-
vlienja, ki omogocajo popravijanje mielina in Scitijo nevrone

(11).

2.4.1 Ponesimod

Ponesimod je selektivni modulator receptorja S1P1 (sfin-
gozin-1-fosfat). Limfocitom preprecuje, da zapustijo timus
in druge limfne organe. Trenutno je v 3. fazi klinicnih preiz-
kuSanj. Apliciramo ga per os, ima krajsi as eliminacije kot
fingolimod in manj nezelenih ucinkov, zlasti na srce (33).
Najpogostejsi nezeleni ucinki so utrujenost, bradikardija,
dispneja, vrtoglavica in glavobol (17).

2.4.2 Remielinizacija

Remielinizacija je nov pristop k zdravljenju. Sicer poteka
endogeno, pri bolnikin z multiplo sklerozo pa v&asih ne
deluje (3, 11). Nova mielinska ovojnica je tanjSa in krajSa
od neposkodovane, vendar e zmeraj deluje. Remielini-
zacija naj bi imela tudi nevroprotektivne lastnosti — pre-
preCevala naj bi sekundarno skodo na aksonih, ki nastane
pri multipli sklerozi (3). Ena izmed hipotez za nedelovanje
endogene remielinizacije je, da je Stevilo odraslih oligo-
dendrocitnih prekurzorskih celic, ki se odzovejo na po-
Skodbo in so sposobne proliferacije in diferenciacije v zrele
oligodendrocite, ki mielinarizirajo aksone, osiromaseno
oziroma da oligodendrocitne prekurzorske celice pri bol-
nikih z multiplo sklerozo niso sposobne dozoreti v mielin
producirajoge oligodendrocite. Ce v kateri koli stopniji v
tem procesu pride do poskodbe, se remielinizacija ne
zgodi (3, 11). Motnje v krvno-mozganski barieri, bazalni
lamini, redukcija astroglioze (zmanjSanje nenormalno po-
vec€anega Stevila astrocitov zaradi uni¢enja okoliskih ne-
vronov zaradi travme, okuzbe, ishemije, avtoimunega od-
govora), pa tudi z boleznijo nepovezani dejavniki, kot so
starost, spol, vrsta prehrane in genetsko ozadije, vplivajo
na ucinkovitost remielinizacije. Predlagani mehanizem re-
mielinizacije (povecana sposobnosti remielinizacije endo-
genih oligodendrocitnih prekurzorskih celic) je modulacija
intrinzi€nih signalnih poti z oligodendrociti, da bi ustavili
zaviranje remielinizacije in spreminjanje zunajcelicnega
okolja v lezijah multiple skleroze. Ce endogene oligoden-
drocitne prekurzorske celice zaznajo poSkodbe in vstopijo
v lezije, se tam ne morejo diferencirati, tudi povecanje nji-
hove proliferacije/migracije ne bo bistveno spremenilo ka-
pacitete za remielinizacijo aksonov. Po zaviranju vnetja je
tako bistveno spodbujanje prezivetja in diferenciacije en-
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dogenih odraslih oligodendrocitnih prekurzorskih celic, kar
stimulira remielinizacijo v spremenjenem mikrookolju v le-
zijah multiple skleroze skupaj s podaljSanim prezivetiem
aksonov, da bodo le-ti lahko ucinkovito remielinizirani (pre-
glednica 2) (11).

2.4.3 T celice pomagalke 17 (Th 17)

Th 17 &Citijo pred gliviénimi in bakterijskimi okuzbami. Stu-
dije so pokazale tudi pomembno viogo Th17 pri patogenezi
avtoimunskih demielinizacijskin bolezni pri miih in ljudeh.
Th17 so pretezno odgovorne za prisotno vnetje, ki je zna-
Cilno za obe progresivni obliki multiple skleroze. Th17 iz-
delujejo citokine IL-17, ki so odgovorni za regulacijo pro-
teinov tesnih stikov v krvno-mozganski barieri, povecajo
njeno prepustnost in spodbujajo gibanje topnih vnetnih
molekul in drugih imunskih celic v centralnem zivénem si-
stemu. Predpostavljajo, da IL-17 prav tako sodelujejo v
procesu remielinizacije, zmanjSajo prezivetje in spodbujajo
apoptozo oligodendrocitov (37). Mehanizem delovanja
ostaja neznan (4).

Th17 izlo€ajo tudi citokine IL-23, GM-CSF, IL-21, ki so jih
zaznali v limfocitih, infiltriranih v lezijah bele materije pri
multipli sklerozi. GM-CSF so citokini, ki igrajo kljucno viogo
pri patogenosti celic Th17 v eksperimentalnem avtoimun-
skem encefalomigelitis. Misi, ki nimajo GM-CSF, so imune
na eksperimentalni avtoimunski encefalomielitis. Produkcija
GM-CSF je bistvena za sposobnost Th17 za indukcijo ek-
sperimentalnega avtoimunskega encefalomielitisa, pri ¢e-
mer sodelujejo tudi periferni makrofagi, vnetni monociti in
celice T. IL-21, Cigar administracija pred indukcijo eksperi-
mentalnega avtoimunskega encefalomielitisa spodbudi
vnetni influks v centralni Zivéni sistem in vpliva na resnost
bolezni, imajo pomembno vlogo pri nastajanju in Sirjenju
Th17. Th17 izloCajo tudi citokine IL-22, katerih vioga pri
multipli sklerozi Se ni povsem znana. Visoke ravni IL-22 in
celic, ki izdelujejo IL-22, so zaznali v serumu, cerebrospi-
nalni tekocini in periferni krvi bolnikov z multiplo sklerozo.
IL-22 naj bi spodbuijali motnje v krvno-mozganski barieri in
vitro in in vivo. Potencialna patogena vioga celic Th17 pri
multipli sklerozi in drugih avtoimunskih boleznih bi lahko
bila povezana z njihovo povedano sposobnostjo prezivetja,
samoobnavljanja, ustvarjanja ucinkovitih potomcev in vsto-
panja v spominski bazen kot ucinkovitejSe od celic Th1,
pa tudi z njihovim upiranjem aktivaciji inducirane celi¢ne
smrti. Ob prisotnosti IL-12 celice Th17 proizvajajo tudi IFN-
y. Celice, ki izlo€ajo oba, IL-17 in IFN-y, imenujemo celice
Th1/17, ki lahko skupaj z neklasi¢nimi celicami Th1prispe-
vajo k patogenezi bolezni skozi lastnosti, ki so skupne Th1
in Th17. Poleg tega pa so celice, ki proizvajajo IFN-y obo-
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Preglednica 2: Potencialne remielinizacijske in nevroprotektivne terapije pri multipli sklerozi.
Table 2: Potential remyelinating and neuroprotective therapies in multiple sclerosis.

Ucinkovina

Predviden mehanizem delovanja

Rezultati raziskav

Amilorid (taréno delovanje na ASIC-1)

Tar¢no delovanje amilorida na ASIC 1
prispeva k znotrajcelicnemu kopicenju
Na*in Ca?* v lezijah (34).

Klinicne raziskave kazejo na
nevroprotektivne ucinke pri mozganski
atrofiji pri bolnikih s PPMS (34).

Opicinumab (anti-LINGO-1 monoklonsko
protitelo)

Poveca diferenciacijo in mielinacijo OPC
(35).

Pri bolnikih s prvo epizodo opticnega
nevritisa se je pokazalo izboljSanje
prevajanja Zivénega impulza po
prizadetem opticnem Zivcu. Faza 2
klinicnega preizkusanja je zakljuc¢ena (35).

dozorevanje oligodendrocitov in sintezo
mielina (11).

in poveca mielinizacijo in vitro in in vivo,
brez da bi vplival na prezivetje ali
proliferacijo oligodendrocitov. Faza | pri
bolnikih z multiplo sklerozo zaklju¢ena
(11).

Kvetiapin fumarat

Spodbuja proliferacijo in dozorevanje
oligodendrocitov, poveca nevtrotroficne
faktorje in zavira aktivirano mikroglio,
astrocite in limfocite T (11).

Remielinizacijske in nevroprotektivhe
lastnosti na eksperimentalni avtoimunski
encefalomielitis (11).

rHIigM22

Veze se na povrSino oligodendrocita in
spodbuja popravijanje mielina (11).

Predklinicne raziskave so pokazale, da bi
lahko &¢itil oligodendrocite in spodbuijal
popravijanje mielina. Faza | klinicnega
preizkuSanja je pokazala ugoden varnosti
profil (11).

gatene z mielin-oligodendrocit-glikoprotein specificnimi ce-

SKLEP

licami T. Selektivno cilianje na posamezne citokine Th17,
kot sta IL-17 in GM-CSF, z monoklonskimi protitelesi, ni
pokazalo ucinka, Ceprav so dokazali, da so celice Th17
vpletene v patogenezo. To kaze, da se patogenost Th17

Benztropin Antagonist muskarinskih receptorjev V eksperimentalnih modelih MS so ‘?
M1/M3 (11). dokazali, da spodbuija diferenciacijo OPC %
in poveca remielinizacijo. (11) 5
Gvanabenz Agonist adrenergicnih receptoriev a2 (11). | Predklini¢ne raziskave na
eksperimentalnem avtoimunskem
encefalomielitisu so pokazale, da Sciti
oligodendrocite, poveca njihovo
prezivetie in SCiti pred izgubo mielina (11).
Lakvinimod Je kinolonski derivat, ki zmanjsa Klinicne raziskave kazejo na
aktivacijo mikroglie in astrocitov. Pove€a | nevroprotekcijo pri mozganski atrofiji (11). :
nevroprotekcijo in ohranjanje mielina (11).
Olesoksim ZmanjSa oksidativni stres, spodbuja Pospesuje dozorevanje oligodendrocitov

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI

Multipla skleroza zaenkrat ostaja neozdravljiva bolezen,
Ceprav je na voljo ze veliko zdravil, ki lajSajo simptome in
zmanjSajo Stevilo zagonov. Potrebujemo pa nove pristope,

opira tudi na druge dejavnike. Za omejevanje vnetja bi bilo
zato verjetno ucinkovitejSe inhibiranje celotnega programa
diferenciacije Th17 (4).
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Preglednica 3: Terapevtski pristopi s cilianjem na celice Th17.
Table 3: Therapeutic approaches targeting Th17 cells.

Ucinkovina

Funkcionalna vioga

Faza raziskav in dognanja

Sekukinumab

Nevtralizira IL-17A (36)

V 63 % zmanjSa nove lezije na MRI v
primerjavi s placebom. ZmanjSanije letnih
zagonov ni statisticno znacilno. V uporabi
za zdravlienje zmerne do hude psoriaze s
plaki (36).

Iksekizumab

Nevtralizira IL-17 (36)

Trenutno v fazi preizkus$anja pri psoriazi
(36).

Ustekinumab

Nevtralizira podenoto p40, znacilno za
IL-12 in IL-23. Ker blokira IL-12 in IL-23,
zavre oba odgovora, kar lahko pojasni
nizko ucinkovitost pri multipli sklerozi, ¢e
upostevamo, da motnje odgovora celic
Th1 dolo&ajo povecano dovzetnost
namesto zascite pred eksperimentalnim
avtoimunskim encefalomielitisom (36).

Ni dokazane ucinkovitosti pri zmanjSanju
vnetja pri multipli sklerozi (36).

Tildrakizumab
Guselkumab
AMG 139BI 655066LY3074828

Nevtralizirajo p19 podenoto IL-23. (36)

Trenutno v fazi preizkusanja za zdraviienje
avtoimunskih bolezni. Pricakujemo
spodbudne rezultate pri zdravijenju
multiple skleroze (36).

Digoksin
Ursolna kislina

Interferirata s transkripcijskim faktorjem
RORVyt (idealna taréa za manipulacijo
odgovora celic Th17). Digoksin zmanjSa
diferenciacijo celic Th1 pri miih in
zmanijSa resnost eksperimentalnega
avtoimunskega encefalomielitisa, ursolna
kislina ima podoben uginek (36).

Predkliniéna preizkusanja (36)

ki bodo popravili Skodo na aksonih, Se zlasti pri progresivni
obliki bolezni, pri kateri je trenutno zdravljenje prakti¢no
neucinkovito. Obetamo si nove nacine zdravljenja, ki bi
bolnikom z multiplo sklerozo preprecili klasi¢en potek bo-
lezni, ki trenutno vodi v invalidnost. Eksperimentalni modeli
(in vitro in in vivo) so pokazali, da lahko z ohranjanjem mie-
lina in remielinizacijo aksonov pove&amo preZivetje nevro-

nov. Remielinacija lahko obnovi nevronsko funkcijo in pre-
preci morebitno izgubo nevronov ter prepreci invalidnost.
Raziskave podenote Th17, citokinov in transkripcijskih fak-
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INTERAKCIJE MED PROTEINI

Proteini se za uspesno opravijanje svojih funkcij pogosto po-
vezujejo z drugimi proteini in pri tem tvorijo Siroke visokoor-
ganizirane proteinske mreze. Te interakcije med proteini ozna-
C¢ujemo tudi z izrazom interakcije protein-protein (PPI,
protein-protein interactions) in opisujejo nekovalentne pove-
zave med dvema ali vec proteini (1). PPI predstavijajo obsezen
del vseh makromolekulskih interakcij, ki sestavljajo celotni
celiéni interaktom (1). Po zadnjih ocenah je teh interakcij pri
Cloveku okrog 300.000, identificirali pa so ze ve¢ kot 500
proteinov, ki vstopajo v PPI pri razli¢nih organizmih (2).
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POVZETEK

Nekateri proteini za uspesno opravijanje svojih funkcij
vstopajo v interakcije z drugimi proteini in pri tem
tvorijo Siroke visokoorganizirane proteinske mreze.
Te interakcije med proteini imenujemo tudi interakcije
protein-protein (PPI) in so prisotne na vseh nivojih
organizacije celic. VecCje poznavanje vioge teh inte-
rakcij in potreba po novih, varnejsih in ucinkovitejsin
zdravilih sta v zadnjem desetletju proteine, ki sode-
lujejo v PPI, uvrstila v nabor proteinskih tar¢ skupaj s
klasicnimi tar¢ami iz skupin encimov, receptorjev,
ionskih kanalov in z ligandi aktiviranih transkripcijskih
dejavnikov. V prispevku najprej obravnavamo nacr-
tovanje in karakterizacijo spojin, ki lahko modulirajo
te interakcije. Nato predstavljamo kratek pregled ne-
katerih zaviralcev PPI, ki so v Klini¢ni uporabi ali v kli-
ni¢nih raziskavah, skupino stabilizatorjev PPI ter upo-
rabo peptidov in njihovih derivatov pri modulaciji PPI.

KLJUCNE BESEDE:
interakcije protein-protein, zaviralci in stabilizatorji
PPI, nacrtovanje ucinkovin

ABSTRACT

In order to perform their functions, some proteins
interact with other proteins forming widely organized
protein networks important in various regulatory bi-
ological processes. Such interactions among two
or several protein partners are called protein-protein
interactions (PPI) and are present on all levels of
cellular organization. The ongoing pressure to sup-
ply novel, safer and more effective therapies to the
patient has added proteins involved in PPl to the
collection of established pharmaceutically relevant
protein targets such as enzymes, receptors, ionic
channels and ligand-activated transcription factors.
In this review, several features of designing com-
pounds that can modulate protein-protein interac-
tions are presented along with a short overview of
several inhibitors of PPI either already in the clinical
practice or currently in clinical trials. We also discuss
an emerging group of molecules that stabilize the
PPl as well as survey the utilization of peptides and
their analogues in this field.

KEY WORDS:
protein-protein interactions, inhibitors and stabilizers
of PPI, drug design
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PPI delimo na homooligomerne, Kjer interagirata dve iden-
ticni proteinski molekuli 0z. podenoti, in heterooligomerne
interakcije, kjer sta proteina razli¢na. Oligomeri v homooli-
gomernih interakcijah so lahko organizirani na izologni ali
heterologni nacin. 1zologna povezava vsebuje enaki povrsini
na obeh monomerih, medtem ko sta povrsini pri heterologni
povezavi razlicni (3).

Druga pogosta delitev PPI je delitev na obligatorne in neo-
bligatorne PPI. V nasprotju z neobligatornimi protomeri,
obligatorni PPl in vivo ne obstajajo kot samostojni stabilni
monomeri oz. kompleksi. PPI delimo tudi na permanentne,
kjer so PPI stabilne, in tranzitivne PPI, ki se pojavijo le ob
izpolnjevanju dolocenih pogojey, kot so: pH, koncentracija,
prisotnost spojin (npr. GTP, fosfatni ioni itd.). Identificirali
so tudi ve€ PPI, ki se jih tudi ne da enostavno uvrstiti v no-
beno izmed nastetih kategorij, saj izkazujejo vmesne last-
nosti omenjenih skupin (3).

Za PPl velja, da so glavne medmolekulske sile, ki jih stabi-
lizirajo, predvsem hidrofobne in deloma tudi elektrostatske
interakcije (4). Jakost PPl variira od Sibkih, ki imajo afinitetne
konstante vezave v mikromolarnem obmocju, do moc¢nih,
kjer je jakost vezave lahko tudi v pikomolarnem podrocju,
in je le-ta odvisna tudi od prisotnosti posttranslacijskin mo-
difikacij na proteinih (npr. fosforilacije in metilacije), kofak-
torjev in koncentracije drugih potencialnih vezavnih part-
nerjev in ligandov (4).

Raziskave so pokazale, da so Stevilne PPI klju¢ne pri de-
lovanju mnogih bioloskih procesov, kot so: celi¢ni meta-
bolizem, transport, prenos signalov znotraj in med celicami
ter programirana celicna smrt — apoptoza (4, 5). Njihovo
poznavanje je torej nujno za pogloblieno razumevanje si-
gnalnih in regulatornih biokemijskih poti v celici ter za vpo-
gled v medceli¢no komunikacijo (6).

PPl imajo zaradi svoje regulatorne in signalne funkcije tudi
pomembno viogo pri Stevilnih patoloskih stanjih, kot so
npr. rakave bolezni, vnetni procesi, avtoimunske ter druge
bolezni, in so v zadnjih letih zaradi veCjega poznavanja
molekularnega in fizioloSkega ozadja postale privlacne
tarée razvoja novih uginkovin (6). Z vkljuditvijo slednjih smo
tako pridobili pommembno novo skupino proteinskih targ, ki
dopolnjuje klasi¢ne skupine, kot so encimi, receptoriji, ionski
kanali in z ligandi aktivirani transkripcijski dejavniki (7). Vec
zdravilnih u€inkovin, ki delujejo preko tega mehanizma, so
ze uvedli v zdravijenje razli¢nih bolezni. Nekatere modulirajo
PPI tako, da preprecijo tvorbo PPI, druge pa za terapevtski
ucinek stabilizirajo nastali proteinski kompleks. Vec¢ kot de-
set takSnih modulatorjev PPI je Ze v Klini¢ni uporabi, Se
ve¢ molekul pa je v razli¢nih stopnjah klinicnih raziskav (7).
Sintezna ucinkovina tirofiban prepreci agregacijo trombo-
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citov preko zaviranja PP! in je tudi prva zdravilna ucinkovina,
ki so jo razvili iz racunalnisko nacrtovane spojine vodnice
(8). Ve¢ modulatorjev PPI je iz skupine naravnih spojin, ki
so pomemben vir modulatorjev PPI (9). Tako so molekule
iz skupine taksanov (npr. paklitaksel in docetaksel) ucin-
kovite protirakave ucinkovine, naravno spojino ciklosporin
A pa uporabljamo kot imunusupresivno ucinkovino.

V prispevku bomo predstavili nekatere pristope pri nacrtovanju
modulatorjev PP, predvsem zaviralcev PPI. Obravnavali bomo
tudi primere molekul, ki so vstopile v klinicna preizkuSanje za
zdraviienje razlicnih patoloskih stanj. Nadalie se bomo posvetili
drugi pomembni skupini molekul — stabilizatorjem PP, ki prav
tako s predstavniki, uvedenimi v zdravijenje, Sirijo paradigmo
modulacije PPI kot uspeSnega pristopa pri zdraviienju bole-
zenskih stanj. Dotaknili se bomo tudi vioge sintezno modifici-
ranih peptidov in njihovih derivatov pri prvih korakih razume-
vanja modulacije PPI. Bralca, ki bi o podrogju zelel dobil se
SirSo sliko, Zelimo napotiti tudi na ve¢ obseznejSih pregledov
tega podrocja v angleSkem jeziku (5-7, 10-15).

NACRTOVANJE IN
OVREDNOTENJE MODULATORJEV
INTERAKCIJ MED PROTEINI

Do prvih pomembnih korakov pri razvoju na podro¢ju mo-
dulatoriev PPI je priSlo v asovnem razdobju 1995-2005.
Takrat so ugotovili, da je mogoce PPI ucCinkovito zavirati z
majhnimi organskimi molekulami (7). Strukturno gledano so
modulatorji PPl navadno vediji in bolj hidrofobni od klasi¢nih
zdravilnih u€inkovin, zato velja, da je razvoj modulatorjev PPI
zahtevnejSi od cilianja klasi¢nih farmacevtsko relevantnih tarc.
Navkljub tem omejitvam modulatorji PPl v primerjavi z malim
molekulami pogosto ponujajo moznost selektivne vezave,
saj so povrsSine med proteini bolj raznolike (6, 7). Pomembna
prednost pa je tudi manjSa dovzetnost teh povrSin za mutacije
in posledi¢ne odpornosti proti razvitim ucinkovinam (6).
Slika 1 prikazuje stopnje pri nacrtovanju in ovrednotenju
predvsem zaviralcev PPI (5, 6, 13). Tako kot pri nadrtovanju
molekul, ki interagirajo s klasi¢nimi farmacevtskimi tar¢ami,
tudi tu ve€inoma uporabljamo kombinacijo eksperimental-
nih in racunskih tehnik.

2.1. INTERAKCIJSKA MESTA »HOT
SPOTS« ZA NACRTOVANJE
MODULATORJEV PP

Proteini se povezujejo med seboj z obseznimi ploskimi povr-
Sinami in dolgimi kanali z veliko povrSino, navadno med 1500
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Identifikacija

Interakeija — f o |ijucnih interakcijskin| —| LO0UMkaciia o} | Validacijain
protein-protein mest - "hot spots" spojine vodnice optimizacija vodnice
Identifikacija Alaninsko resetanje Fragmentno refetanje FP metoda
farcéencga profeina In silico preucevanje HTS Metodi FRET in TR-FRET
fastnosti PPI Virtualno resetanje Metodi SPR in MST
HSQC NMR "Aipha Screen”

Slika 1: Faze nacrtovanja zaviralcev interakcij med proteini in nekatere metode, ki jih uporabliamo v posameznih korakih.
Figure 1: Steps in the design of the inhibitors of protein-protein interactions and overview of some commonly used methods.

in 3000 A2 brez izrazenih ali definiranih aktivnin mest (slika  vsebujejo topologko dobro definirana mesta, kjer je skon-
2), ki imajo pri klasicnih tar€ah, ki obiCajno vezejo nizkomo-  centrirana vecina vezavne energije med dvema proteinoma.
lekulske ligande, bistveno manjSo povrsino (med 300in 500  Angleski izraz za ta klju¢na interakcijska podrogja je »hot
A?) (7, 11). Ugotovili so, da ploske interakciiske povrsine PPl spots«, kar lahko prevedemo tudi kot »vrode todke« (slika 2)

Slika 2: Strukturni in shematski prikaz interakcije med proteinsko tarco (trombin) in ligandom — organsko molekulo argatroban (PDB:1DWC)
ter PPl med interlevkinom 2 (IL-2) in njegovim receptorjem IL-2Ra (PDB:1292).

Figure 2: Structural and shematic represnetation of an interaction between a target protein (thrombin) and a small molecule (argatroban)
(pdb:1DWC) and a protein—protein interaction between interlevkin 2 (IL-2) and its receptor IL-2Ra (PDB:1292).




(4, 5, 10). Poenostavljeno si jih lahko predstaviiamo kot ne-
kaksna »aktivna mesta« celotnega podrocja PP in predsta-
vljajo okoli 20 do 30 % interakcijske povrsine, kar znasa med
250 in 900 A2 (7). Teorija podrodij »hot spots« je pomembna
pri naCrtovanju modulatorjev, predvsem zaviralcev PP, saj je
ciljianje na te dele interakcijske povrsine, kjer se nahajajo klju-
¢ni aminokislinski preostanki, ucinkovit nacin, da preprecimo
tvorbo PPI. Tako nacrtovanje spajin, ki bi te interakcije mo-
dulirale, strukturno omejimo le na te dele interakcije med
proteinoma (11, 12).

Podrocja »hot spots« lahko odkrijiemo s pomodjo alaninskega
reSetanja, kjer posamezne aminokislinske ostanke sistema-
ticno zamenjamo z alaninom in ovrednotimo razliko v vezavni
energiji po vsaki zamenjavi (4). Vse bolj se uveljavijajo tudi in
silico metode, s katerimi racunalnisko izvedemo preiskovanje
interakcijskih povrsin med proteini in identificiramo klju¢na
interakcijska podrodja, hitreje in cenejSe kot z in vitro ekspe-
rimentalnimi tehnikami. Za razumevanje medmolekulske pre-
poznave in energetike PPl uporabljamo tudi metode mole-
kulskih simulacij, kot so molekulska dinamika, metadinamika
in druge racunske metode proucevanja PPI (6, 16).

2.2. IDENTIFIKACIJA SPOJIN VODNIC -
FRAGMENTNO RESETANJE IN
RESETANJE HTS

Najpogostejsi eksperimentalnimi orodii, ki ju uporabliamo
pri reSetanju in identifikaciji organskih molekul kot spojin
vodnic modulatorjev PPI, sta fragmentno reSetanje in re-
Setanje visokih zmogljivosti (HTS). NMR spektroskopijo,
predvsem tehniko "H-""N HSQC, pogosto uporabliamo pri
fragmentnem nacrtovanju za potrditev in opredelitev vezave
fragmentov na tar¢ni protein, ki sodeluje v PPI. Tudi tu
imajo pomembno viogo pri izboru spojin raSunalniske me-
tode, ki omogocajo virtualno reSetanje knjiznic molekul,
tako z uporabo znanih ligandov kot z uporabo tarénega
proteina (5, 6).

Pri fragmentnem reSetanju poskusamo identificirati manjSe
fragmente; navadno molekule z molekulsko maso, manjso
od 200 Da, ki se vezejo na izbrano tarco in imajo moznost
nadaljnje optimizacije. Lahko identificiramo tudi vec frag-
mentoy, ki interagirajo na razlicninh mestih PPl in jih nato
povezemo v kon¢no molekulo (slika 3) (16). Na sliki 3 pred-
stavljamo tudi primer fragmentnega nacrtovanja zaviralca
PPI med antiapoptoti¢nim proteinom Mcl-1 in BH3 domeno
proapoptoti¢ega proteina, ki bi bil uporaben v protirakavi
terapiji. Tu so najprej identificirali vezavo dveh razlicnih frag-
mentov v podrodje »hot spot« proteina Mcl-1 in ju nato
zdruzili v spojino vodnico (17). Druga metoda identifikacije
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spojin vodnic modulatorjev PPI je reSetanje visokih zmo-
gliivosti (HTS, high-throughput screening), kjer eksperi-
mentalno reSetamo knjiznice vecjih molekul. |zbrane za-
detke nato sintezno optimiziramo do Zelenih lastnosti (6).

2.3. OVREDNOTENJE MODULACIJE PPI
Pri identifikaciji vezave molekule na tarcni protein moramo
ovrednotiti tudi nivo modulacije (npr. zaviranja) PPI. Metodli,
ki ju najpogosteje uporabliamo, sta fluorescencna polari-
zacija (FP) in metoda prenosa energije z resonanco fluo-
rescence (FRET) oz. njena ¢asovno odvisna razliica, me-
toda TR-FRET (13).

Pri fluorescencni polarizaciji (FP) eno izmed molekul PPI
oznacimo s fluoroforjem in nato s pomocjo linearno pola-
rizirane svetlobe njegove elektrone vzbudimo na visji ener-
gijski nivo. Oznacene molekule nato emitirajo absorbirano
energijo pri vi§ji valovni dolzini z manjSo energijo. Do tega
pojava pride zaradi gibanja in trkov molekul v raztopini
med ekscitacijo in emisijo ter prehodov na nizje rotacijske
in vibracijske energijske nivoje znotraj ekscitiranega elek-
tronskega nivoja. Vecje molekule kot tudi kompleksi (npr.
kompleks proteini-protein2 na sliki 4) rotirajo poCasneje
kot manjSe entitete (npr. kompleks proteini-zaviralec), zato
se lahko fluorescencno oznacene molekule locijo po veli-
kosti. Tako ovrednotimo nivo vezave zaviralca na tar¢ni
protein, oznacen s fluoroforjem (13).

Pri metodi FRET oznacimo oba proteina z razlicnima fluo-
forjema in izkoristimo pojav Foérsterjevega prenosa reso-
nancne energije (slika 4). Ko dovedemo energijo Ak, spra-
vimo donorski kromofor 1 v vzbujeno elektronsko stanje.
LLe-ta preko mehanizma sklopitve dipol-dipol prenese ener-
gijo Ay, na akceptorski fluorofor 2, ki je ravno take inten-
zitete, da povzroCi elektronski prehod le-tega na elektron-
sko vzbujeno stanje. Akceptorski fluorofor 2 nato seva
energijo AE_,, preko mehanizma fluorescence, ki jo de-
tektiramo. Pomembno je izpostaviti, da je ucinkovitost po-
java FRET obratno sorazmerna z razdaljo med obema fluo-
roforoma, kar pomeni, da metoda omogoc¢a tudi dolocanje
razdalje med fluoroforoma. To je osnovni princip ovredno-
tenja PPI, saj se v prisotnosti zaviralca razdalja med fluo-
roforoma poveca in zato ne opazimo ve¢ pojava FRET,
ampak le izsevano fluorescenco donorskega fluorofora z
energijo AE_. V praksi uporabliamo modificirano metodo
TR-FRET (time-resolved FRET), Kjer kot donorske fluorofore
obi¢ajno uporabimo komplekse lantanidnih (Ln3+) ionov.
Slednji po ekscitaciji spros¢ajo energijo pocasneje in zato
lazje lo¢imo zeleno fluorescenco zaradi pojava FRET od
ostalih izsevanih fluorescenc (ozadja) in tako izboljSamo
obcutljivost in selektivnost metode (13).

farm vestn 2017, 68

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI




ZAVIRALCI IN STABILIZATORJI INTERAKCIJ MED PROTEINI

Slika 3: (Zgoraj) Shematski prikaz metode fragmentnega resetanja (17), (Spodaj) Primer nacrtovanja zaviralca PPl proteina Mcl-1 z metodo

fragmentnega nacrtovanja (18).

Figure 3: (Above) Overview of the fragment screening method (baseds on ref. 17), (Bellow) Example of the fragment-based design of the

lead PPl inhibitor compound of the Mcl-1 protein (based on ref. 18).

Poleg omenjenih dveh metod se za evalvacijo vezave li-
gandov PPI uporabljajo tudi Stevilne druge metode, kot
s0: encimskoimunski test (ELISA), povrsinska plazmonska
resonanca (SPR), mikrotermoforeza (MST), izotermalna ka-
lorimetrija (ITC), metoda AlphaScreen, mikroskopija na
atomsko silo (AFM) itd. (6, 10, 13).

ZAVIRALCI INTERAKCIJ MED
PROTEINI

Uveljavliena razdelitev zaviralcev PPl uposteva kompleks-
nost interakcijske povrSine partnerskega proteina, ki se
veze na tarCni protein. Zaviralce PPI delimo v tri skupine:
skupino, kjer interakcijsko podrocje predstavija linearni
peptid, nadalje skupino, kjer interakcijsko podrocje pred-

stavlja element sekundarne strukture, ter tretjo skupino,
kjer interakcijsko podroCje predstavija veC elementov, ki
tvorijo terciarno strukturo (npr. vijaCnica alfa in del linearnega
peptida) (7).

V prvi skupini na sliki 5 je eden izmed prvih zaviralcev PP,
ki so prisli v klinicno uporabo, tirofiban (7, 8). Deluje tako,
da prepreci interakcijo fibrinogena z integrinskim receptor-
jem lib/llla in deluje kot antiagregatorna ucinkovina. Nacr-
tovan je bil kot mimetik linearnega tripeptida proteina fibri-
nogena RGD oz. Arg-Gly-Asp (8).

Veliko molekul, ki delujejo kot inhibitorji PPI, ima protirakavo
delovanie, saj PPI regulirajo Stevilne signalne in regulatorne
poti v celici, kar lahko izkoristimo tudi v terapevtske na-
mene. Primer je molekula LCL-161, ki je trenutno v drugi
fazi klinicnih preizku$anj za zdravljenje multiplega mieloma
(19). Mehanizem delovanja te molekule je zaviranje PPI
med inhibicijskim apopototi¢nim proteinom (IAP) in razli-
¢nimi proteoliticnimi kaspazami. Tudi bromodomene, »epi-




Slika 4: Shematski prikaz metode fluorescentne polarizacije (FP) in metode prenosa energije z resonanco fluorescence (FRET).
Figure 4: Schematic representation of the fluorescent polarization (FP) method and Forster resonance energy transfer (FRET) method.

genetski bralci«, ki se vezejo na acetilirane lizine histonov
in tako aktivirajo razli€ne gene, so pomembne protirakave
tarCe. Molekula |-BET762, ki inhibira PPl med bromodo-
meno in acetiliranimi lizini na N-terminalih koncih histonov,
je v Kliniénih raziskavah za zdravljenje rakavih bolezni (20).
Razvoj inhibitorjev PPI je usmerjen tudi v odkrivanje novih
protivirusnih udinkovin. Primer ene izmed teh je molekula
v klini¢ni uporabi BI-224436, ki inhibira PPl med HIV inte-
grazo in linearnim peptidom kofaktorja LEDGF/p75 (lens
epithelial derived growth factor), ki je pomemben za ucin-
kovitejSo integracijo virusne DNA v gostiteliev genom, saj
zascCiti HIV integrazo pred proteolizno razgradnjo in stimulira
njeno kataliti¢no aktivnost (21, 22).

Pri skupini molekul na sliki 5, kjer interakcijsko podrocje
predstavlja element sekundarne strukture, je molekula ABT-
263 (navitoklaks) v klini¢nih raziskavah kot potencialna pro-
tirakava ucinkovina. ABT-263 deluje kot zaviralec PPl med
antiapoptoticnimi proteini iz druzine Bcel (npr. Bcl-2, Bel-xL
in Bel-w) in proapoptoti¢nimi proteini (npr. Bax ali Bid). An-
tiapoptoticni proteini Bcl so moc¢no izrazeni v rakavih celicah
in zaviranje povzroCi apoptozo rakavih celic. Kljucni struk-
turni element PPl med obema skupinama, ki je sluzil za
nacrtovanje, je vijacnica alfa (t. i. domena BH3) na proa-
poptoti¢nih proteinih (23).

Pomembna tarca je tudi E3 ubikvitin-protein ligaza, znana
tudi kot »murine double minute 2« (MDM2), ki je regulator
celinega tumor-supresorskega proteina p53, ki sprozi
apoptozo. MDM2 je kljuCen pri razgradniji proteina p53,
saj kompleks MDM2/p53 sprozi razgradnjo p53 preko
ubikvitinske poti in s tem poskrbi za majhno koncentracijo
p53 v normalnih celicah. MDM2 je bolj izraZzena v rakavih
celicah, saj se tako rakava celica izogne prehodu v apop-
tozo. Molekula v kliniénih vrednotenjin RG7388 (idasa-
nutlin) zavre PPl med transkripcijskim faktorjem p53 in
MDMZ2 in izkazuje obetavno protirakavo delovanje. Kljucni

strukturni element interakcije med MDM2 in p53, ki so
ga uporabili za nacrtovanje, je bila vijacnica alfa na pro-
teinu p53 (24).

Primerov molekul, ki oponasajo kompleksnejso terciarno
strukturo proteina, katerega vezavo zavirajo, je manj in
so veCinoma v zacetnih fazah raziskav. Molekula SP4206
(slika 5) deluje tako, da prepreci PPl med interlevkinom 2
(IL-2) z njegovim receptorjem IL-2Ra. Poleg vezave v del
proteinskega kanala IL-2, ki tvori interakcije z vijacnico
alfa molekule IL-2Ra, molekula pokrije Se nekatere so-
sednje interakcije med IL-2Ra in IL-2 (25). Vrednotijo tudi
nove protivirusne spojine za zdravljenje okuzb s humanimi
papiloma (HPV) virusi, ki preprecijo PPl med helikazo E-2
in transkripcijskim faktorjem E-2 virusa HPV (7) .

STABILIZACIJA INTERAKCIJ
MED PROTEINI

Molekule, ki stabilizirajo PPI, omogocajo trajnejSo stabili-
zacijo homooligomernega ali heterooligomernega kom-
pleksa med proteinskim partnerji. Mehanizem stabilizacije
lahko poteka preko direktne vezave molekule med oba
proteinska partnerja in tako povecane stabilnosti PPI ali
pa preko alostericnega mehanizma vezave molekule le z
enim proteinskim partneriem, ki prav tako vodi do pove-
Cane stabilizacije celotnega kompleksa (13, 14).

Primeri direktnih stabilizatorjev PPl so imunosupresivne
zdravilne ucinkovine naravnega izvora: rapamicin, ciklo-
sporin A, FK508, in spojine iz skupine taksanov (npr. pakli-
taksel in docetaksel), ki so ze uvedene v terapijo raka (slika
6). Vec stabilizatorjev PPI, predvsem naravnega izvora,
uporabliamo tudi kot kemijska orodja za proucevanije re-
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Interakeijski del PPI: Linearni peptid
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Slika 5: Primeri izbranih zaviralcev PPI, razdeljeni glede na kompleksnost interkacijske povrsine proteina, katerega vezavo zavirajo. Naveden

Jje tudi taréni protein vsakega predstavijenega zaviralca.

Figure 5: Examples of selected inhibitors of protein-protein interactions classified based on the complexity of the surface of the binding PP/

partner. Target protein of each discussed inhibitor is also provided.

gulacijskih in signalnih poti tako v Cloveskih kot rastlinskih  skavah ugotovili, da delujejo kot stabilizatorji PPI. Zato je
celicah, npr. brefeldin A, forskolin, fusikokin A, avksin, ja-  tak pristop k modulaciji PPI Se v zgodnejsih fazah razvoja
smonat in inozitol tetrafosfat. Za mnoge navedene ucin-  inima Se precejSen neizkoriS&en terapevtski potencial (13,

kovine so Sele po uvedbi v terapijo pri natan¢nejsih razi-  14).
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Slika 6: Primeri stabilizatorjev PPI v Klinicni praksi. Navedeni so tudi pripadajoci proteini, ki sodelujejo v posamezni stabilizaciji PPI (13,14).
Figure 6: Examples of molecules that stabilize protein-protein interactions used in clinical practice. Corresponding proteins involded in each

PPI stabilization are also outlined (13,14).

Mehanizem delovanja treh omenjenih imunosupresivnih
ucinkovin ima veliko podobnosti. Ciklosporin A se veze na
protein ciklofilin A, ki je peptidil-prolil izomeraza. Ta kom-
pleks protein-ligand v nadaljevanju tvori stabilni makromo-
lekularni kompleks z regulatornim in kataliticnim delom fos-
fataze kalcinevrin, ki je odgovorna za stimulacijo imunskega
odziva. Zaradi specificne geometrije s ciklosporinom A sta-
bilizirane PPl med kalcinevrinom in ciklofilinom A je steri¢no
blokirano encimsko aktivno mesto kalcinevrina in s tem
stimulacija imunskega odziva. Podoben mehanizem delo-
vanja ima FK5086, le da se ta najprej veze na receptor za
FK506, imenovan FKBP12 oz. tudi FK506 Binding Protein,
Ki je prav tako kot ciklofilin A peptidil-prolil izomeraza, nato
pa ta tvori analogen kompleks protein-protein-ligand s kal-
cinevrinom, kar onemogoci njegovo encimsko aktivnost.
Rapamicin se prav tako najprej veze na FKBP12, nato pa
tvori stabilno PPI s protein kinazo mTORC1 (mammalian
TOR complex 1), ki tudi prepreci encimsko aktivnost
mTORCH1, klju¢no za imunski odziv (13, 14).

Ucinovini paklitaksel in docetaksel uporabljamo pri zdra-
vljenju vec€ rakavih bolezni in sta glavni predstavnici druge

skupine t. i alosteri¢nih stabilizatorjev PPI. Glavni mehani-
zem delovanja je alosteri¢na stabilizacija PPl med a- in 3-
podenotama tubulina, ki sestavijata citoskelet (mikrotubule)
in s tem zaviranje njegove normalne depolimerizacije in
razgradnje. Stabilizacija te PPI je posledica vezave ome-
njenih ucinkovin na B-podenoto tubulina. Zato kromosomi
niso pravilno pritrieni na delitveno vreteno in tak sistem ne
more preiti pomembne kontrolne regulatorne tocke v pro-
cesu mitoze celice, kar sprozi proces apoptoze (13).

UPORABA PEPTIDOV
IN DERIVATOV KOT
MODULATORJEV PPI

Male organske molekule in spojine naravnega izvora niso
edini vir modulatorjev PPI. Zaradi velike in ploske interak-
cijske povrSine PPI ter tezav pri identifikaciji interakcijskih
zepov, predvsem v zacetnih stopnjah razvoja, imajo po-
membno vlogo tudi konformacijsko omejeni in cikli¢ni pep-
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tidi, peptidomemitiki ter tudi protitelesa. Sami nativni krajSi
peptidi pa ne morejo delovati kot ucinkoviti zaviralci PPI
zaradi termodinamsko neugodne izgube entropije pri vezavi
na tar¢o (10).

Tako nacrtovane peptidne in peptidomimeticne molekule
so fleksibilnejSe in omogocajo preiskovanje in identifikacijo
Klju¢nih interakcijskih podrocji ter so skupaj z alaninskim
reSetanjem pomembna stopnja razvoja modulatorjev PP,
predvsem zaviralcev. Njihove slabosti so zlasti slaba biolo-
Ska uporabnost in potencialna imunogenost. Te lastnosti
lahko z razli¢nimi pristopi izboljSamo, vseeno pa so te mo-
lekule vecinoma le vmesna stopnja razvoja modulatorjev
PPI (10).

Konformacijsko omejeni peptidi, ki oponasajo sekundarno
strukturo enega izmed proteinov, so pomembni pri Studiju
PPI. Ilzmed mnogih pristopov bi izpostavili skupino t. i.
»spetin peptidov« (»stapled peptides«). Gre za kratke, ve-
¢inoma a-helikalne peptide, ki so kljuéni interakcijski del
enega izmed proteinov. Z uvedbo »sponke« krajSe, na-
vadno olefinske verige, ki poveze dva aminokislinska pre-
ostanka peptida, lahko omejimo konformacijsko mobilnost
in izboljSamo vezavo taksnih peptidov na tar¢ni protein (6,
10). Pogosto identifikacija ugodnega spetega peptida po-
maga pri naslednjem koraku, ko poskusamo razviti pepti-
domimeticno molekulo z manj peptidnimi elementi in tako
dobiti molekule z boljSo biolosko uporabnostjo (6). Slika 7
prikazuje strukturo tako razvitega spetega peptida SAH-
p583-8, 1j. klju€nega dela tumorskega supresorja p53, in
njegovo interakcijo s proteinom MDM2, ki je pomemben
pri rakavih boleznih (13).

Kot zaviralce PPI uporabliamo tudi protitelesa. Njihove
prednosti so visoka specificnost vezave in stabilnost v ¢lo-
veSkem serumu. Zahtevnost njinove izdelave in omejena
bioloska uporabnost pa omejujejo njihovo terapevtsko upo-
rabnost (5). Primer uporabe protitelesa kot zaviralca PPl je
molekula daklizumab, ki jo uporabliamo v Kkliniéni praksi za
zdravljenje nevrodegenerativne avtoimunske bolezni mul-
tiple skleroze. Deluje tako, da zavira PPl med interlevkinom
2 (IL-2) in njegovim receptorjem (26).

SKLEP

Interakcije med proteini (PPI) so klju¢ni del celi¢ne organi-
zacije in signalizacije. Z vecjim razumevanjem njihovih po-
vezav predstavljajo nov nabor tar¢ pri razvoju ucinkovin za
Sirok spekter bolezenskih stanj. Zadnje desetletje razvoja
modulatorjev PPl je prineslo ve¢ novih ucinkovin, uvedenih
v terapijo, ter Se ve¢ molekul, ki so sedaj v fazah klini¢nih
raziskav. SoCasno poteka tudi razvoj novih eksperimental-
nih tehnik, ki omogocajo identifikacijo in karakterizacijo
PPI. Poleg zaviralcev PPI poteka tudi intenziven razvoj sta-
bilizatorjev PPI ter spojin, ki delujejo preko alostericnin me-
hanizmov. Modulatorji PPI obsegajo sirok kemijski prostor,
ki ga, poleg malih organskih molekul, sestavijajo tudi spojine
naravnega izvora, veliko viogo pri razumevanju in nacrto-
vanju novih molekul imajo tudi konformacijsko omejeni

SQATFRgFNLWRLLS

Slika 7: Struktura nacrtovanega spetega peptida (SAH-p53-8), mimetika tumorskega supresorja p53, in njegova vezava na protein MDM2

(PDB:3V/3B).

Figure 7: Structure of the designed stapled peptide (SAH-p53-8), mimetic of the tumor suppressor p53, and its binding conformation to

MDM?2 protein (PDB:3V3B).




peptidi in peptidomimetiki. Vse vec€je poznavanije interak-
toma bo v prihodnosti e povecalo nabor tar¢ iz teh kom-
pleksnih mrez pri identifikaciji terapevtikov nove genera-
cije.
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POVZETEK

Mezenhimske mati¢ne celice (MSC) so redka in he-
terogena populacija multipotentnih predhodnikoy,
prisotnih v Stevilnih tkivih tudi pri odraslem ¢loveku.
Pomembne so zaradi svojih imunosupresivnih last-
nosti in sposobnosti regeneracije tkiv, kot so kost,
hrustanec in skeletne miSice. Zato predstavijajo velik
potencial za zdravlienje bolezni in poskodb misi¢no-
skeletnega tkiva. Na tem podrocju so najbolj razi-
skane MSC iz kostnega tkiva, skeletnin misic in
sklepne ovojnice. Kljub napredku pri njihovem odkri-
vanju in klini¢ni uporabi pa Se vedno slabo poznamo
spremembe v MSC in/ali njihovem mikrookolju, ki bi
lahko bile vzrok miSicno-skeletnim boleznim, kot so
osteoporoza, osteoartroza in sarkopenija. Posledicno
je potencial MSC v diagnostiki teh patoloskih stanj
Se neizkoris€en. Najvecje ovire pri napredku na tem
podrodju so preohlapna definiciia MSC, njihova tkivha
heterogenost ter pomanjkanje specificnih oznaCe-
valcev. V prispevku podajamo pregled trenutnega
poznavanja vioge MSC v miSicno-skeletnem sistemu,
njihove uporabe v regenerativni medicini ter njihovega
potenciala za diagnostiko bolezni tega pomembnega
telesnega sistema.

KLJUCNE BESEDE:

diagnostika, imunosupresija, mezenhimske maticne
celice (MSC), misi¢no-skeletni sistem, regeneracija
tkiv.

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) present a rare and
heterogeneous population of multipotent progeni-
tors ubiquitously present in different tissues including
those of adults. Due to their immunosuppressive
capabilities and potential to regenerate various con-
nective tissues such as bone, cartilage and skeletal
muscles, they possess a massive potential for the
treatment of various diseases and injuries of mus-
culoskeletal tissues. Within the musculoskeletal sys-
tem, most well recognized are those from bone tis-
sue, skeletal muscles and joint membrane. Despite
the vast progress in their identification and clinical
use, changes within MSCs and/or their microenvi-
ronment that could potentially initiate musculoskele-
tal diseases, such as osteoporosis, osteoarthritis
and sarcopenia, are still poorly understood. Due to
this fact, the potential of MSCs in diagnosing these

farm vestn 2017; 68



conditions is still largely unexploited. The major bar-
riers preventing the progress in this field are loose
definition of MSCs, their tissue heterogeneity and
lack of specific markers. Here we provide an
overview of current knowledge on the role of MSCs
in musculoskeletal system, their use in regenerative
medicine and their potential in diagnosing disorders
of this important body system.

KEY WORDS:

diagnostics, immunosupression, mesenchymal
stem cells (MSCs), musculoskeletal system, tissue
regeneration

MEZENHIMSKE MATICNE
CELICE V MISICNO-
SKELETNEM SISTEMU

Celice, ki sestavljgjo nasa tkiva in organe, odmirajo vsak
dan, zato jih mora organizem nadomestiti. Proces regene-
racije tkiv pri odraslih osebah je v fizioloSkih in patoloskih
pogojih neposreden rezultat aktivnosti t. i. mati¢nih celic.
Mati¢ne celice so Siroka skupina neusmerjenih in nediferen-
ciranih celic z iziemno sposobnostjo diferenciacije oz. pret-
vorbe v razli¢ne specializirane tkivne celice, tako v prenatal-
nem kot tudi v postnatalnem obdobju. Glede na izvor jih
delimo na dve veliki skupini: embrionalne, ki se nahajajo v
blastocisti razvijajoCega se zarodka, ter postnatalne (somat-
ske), ki se nahajajo v Stevilnih tkivih odraslih organizmov. V
prenatalnem obdobju nastanejo vsa nasa tkiva in organi iz
maticnih celic v procesu razvoja organov (ontogeneze) iz
treh zarodnih plasti (slika 1). Mezenhimske mati¢ne/stro-
malne/progenitorske celice (MSC, mesenchymal stem/stro-
mal/progenitor cells) izvirajo iz mezodermalne zarodne plasti,
iz katere se med embrionalnim razvojem razvijejo kostno
tkivo, hrustanec, miSice, mas¢oba in druga vezivna tkiva. Ti
mezenhimski predhodniki pa se ohranijo tudi po rojstvu, in
sicer v Stevilnih tkivih, v katerih se nahajajo v posebnih ana-
tomskih strukturah, t. i. niSah, v mirujoCem, nediferenciranem
stanju s pocasnim mehanizsmom samoobnavljanja. V ske-
letno-misiénem sistemu so najbolj raziskane MSC iz kost-
nega tkiva, sinovijske (sklepne) ovojnice in misic. Ceprav
imajo dolocene skupne znacilnosti (preglednica 1), pa se
vedno bolj uveljavlja koncept tkivno specificnih MSC, ki se
med seboj razlikujejo po doloCenih lastnostih in molekulskih
oznacevalcih (1). Po eni od teorij naj bi bile MSC pravzaprav
periciti, torej celice, ki se nahajajo na zunanji strani ziinih
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sten in jih zato lahko najdemo v skoraj vseh ozilienih tkivih
(2). Prisotnost maticnih celic v kosteh in skeletnih misicah je
tudi razlog, da imajo ta tkiva neverjetno sposobnost rege-
neracije. Ob ustreznih stimulatornih signalih, bodisi iz fizio-
loSkega (fizi€na aktivnost) ali patoloskega mikrookolja (zlomi,
poskodbe misic), se namre¢ aktivirajo, pomnozijo in usmerijo
v doloCeno celi¢no linijo, npr. v kostne (osteoblaste) ali misi-
¢ne celice (miocite) ter migrirajo na mesto posSkodovanega
tkiva in ga regenerirajo. V skeletnih misicah so najpomemb-
nejSe satelitne celice, ki so kljuéne v procesu misicne rege-
neracije. Hrustanec je slab vir mati¢nih celic, zato ima tudi
veliko slabso regeneracijsko sposobnost. Kadar lezije hru-
stanca ne dosegajo pod njim lezeCe subhondralne kosti, je
obnova tkiva omejena zgolj na povecano presnovno aktiv-
nost zrelih hondrocitov v okolici poSkodbe, zato je obi¢ajno
nepopolna. Kadar pa poskodbe hrustanca segajo do kosti
(osteohondralne lezije), se na mestu poskodbe razraste ve-
zivno-hrustan¢no tkivo, za tvorbo katerega so odgovorne
kostne MSC.

Ceprav so MSC odkrili Ze v drugi polovici prejsnjega stoletja
kot celice, ki so sposobne samoobnove in obnove nekaterih
drugih vrst celic (3, 4), pa je njihova definicija Se vedno
precej ohlapna, saj e vedno iS¢emo njihove specifi¢ne mo-
lekulske oznacevalce. Odkrili so Stevilne oznacevalce zrelih
celic, zal pa ne poznamo oznacevalca, s katerim bi ned-
voumno identificirali neusmerjene multipotentne celice, med
katere sodijo MSC (5). To je do doloc¢ene mere razumljivo,
saj se MSC zaradi svoje multipotentnosti lahko usmerjajo v
razlicne celicne linije. Leta 2006 je Mednarodna zveza za
celi¢no terapijo (International Society for Celluar Therapy)
sprejela minimalne kriterije za definicijio MSC (preglednica
1). Razvoj modernih tehnologij (Cre/loxP, sekvenciranje na-
slednje generacije, CRISPR-Cas itd.) pa nam omogoca na-
daljnje raziskave za njihovo boljSe prepoznavanje, s tem pa
tudi za njihovo uporabo v regenerativni medicini in celo v
diagnostiki bolezni razlicnih organskih sistemov.

1.1 PREPOZNAVANJE MSC IN
NJIHOVIH REGENERACIJSKIH
SPOSOBNOSTI IN VITRO

MSC lahko izoliramo iz prakti¢no katerega koli organa odra-
slega Cloveka. Pri tem pa moramo biti pozorni in pri vsaki
izolaciji dokazati, da gre dejansko za MSC, kajti podobne
lastnosti imajo tudi nekatere koncne celi¢ne linije in predvsem
fibroblasti, ki sestavijajo vezivno tkivo Stevilnih organov. Izvorne
lastnosti MSC, kot so sposobnost pritrditve na plasti¢no po-
vrsino gojiinih posod, pretvorbe v celice kosti (osteoblaste),
hrustanca (hondrocite) in mascobnega tkiva (adipocite) ter
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Slika 1: Hierarhija med maticnimi celicami in njihova vloga v procesu razvoja organov (ontogeneze).
Figure 1: Hierarchy between different stem cell types and their role in organ formation (ontogeny).

sposobnost tvorbe kolonij (CFU-F, colony forming unit fibro-
blast), so e vedno poglavitna merila, s katerimi jih preverjamo
in dokazujemo in vitro. Po izolaciji iz tkiva se MSC med go-
jenjem in vitro v nekaj dneh pritrdijo na plasticno povrsino
(slika 2), zato je njihova izolacija dokaj enostavna. Zavedati
pa se moramo, da pri izolaciji primarnih MSC skoraj vedno
dobimo heterogeno kulturo, sestavijeno iz celic razli¢nih raz-
vojnih stopenj MSC in njihovih zrelih oblik, ki se vse nahajajo
v izvornem tkivu. V primeru njihove izolacije iz kostnega tkiva
so poleg MSC prisotni Se osteoblasti, adipociti in njihove ra-
Zli¢ne razvojne stopnje ter hematopoetske maticne celice. 1z
skeletne misSice pa lahko poleg tkivno specifiCnih satelitnih
celic soasno izoliramo tudi druge vrste misicnih maticnih

celic ter seveda same misSiCne celice (miocite) na razli¢nih
razvojnih stopnjah. Zrele, diferencirane celice se tezko delijo
in zato med gojenjem hitro odmrejo. Lahko pa se zgodi, da
se v teh razmerah tudi zrele celice pretvorijo nazaj v bolj pla-
sticne predhodnike. Velik vpliv na to, katere vrste celic bomo
izolirali in nato gajili in vitro, ima celi¢ni gojitveni medij. Uporaba
medijev z dodatkom dolo&enih rastnih dejavnikov prispeva
k selektivni rasti in prezivetju MSC in jih ohranja v multipo-
tentnem stanju. Sortiranje izoliranih celic na osnovi pozitivnih
ali negativnin oznacevalcev MSC pa nam omogoca delo z
bolj homogeno in definirano populacijo. Pogosto na ta nacin
izberemo mezenhimsko linijo, ki je negativna za CD45, CD31,
CD34 in CD235a in omogoc¢a gojenje homogenih celic brez
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Preglednica 1: Celicni oznacevalci in posebne lastnosti na osnovi katerih prepoznavamo MSC in vitro (6, 7).
Table 1: Cell markers and special features of MSCs as a basis for their in vitro identification (6, 7).

1. Sposobnost pritrditve na plastiko in vitro

2. Celiéni Negativni oznacevalci

oznacevalci | MSC MSC

Pozitivni oznacevalci

Pozitivni oznacevalci
(samo za MSC iz misSic)

CD45 (pan levkocitna linija)

CD73 (5’ ektonukleotidaza)

Pax (,paired box“ protein) 7, 3

CD34 (zgodnji hematopoetski
predhodniki)

CD9O0 (timusni celi¢ni antigen 1,
Thy-1)

Myf5, MyoD

CD14 ali CD11b
(monociti/makrofagi)

CD105 (endoglin)

CD56 (neuralna celi¢na
adhezijska molekula)

CD79a ali CD19 (B celi¢na linija)

HLA-DR (z interferonom y
stimulirane celice)

desmin

sindekan-3,-4

s histoloskim barvanjem) in vitro

3. Sposobnost pretvorbe v osteoblaste, hondrocite in adipocite, za miSicne MSC pa v miocite (dokazano

prisotnosti levkocitov, eritrocitov in endotelijskih celic. Ker
MSC, gojene in vitro, izkazujejo fibroblastom podobno mor-
fologijo (sliki 2a in b), jih je tezko prepoznati samo po videzu,
zato moramo njihovo istovetnost potrditi z imunofenotipiza-
cijo, torgj z analizo ze prej omenjenih oznacevalcev CD (cluster
of differentiation) s preto¢no citometrijo. Kot smo omenili, zal
ni specificnega oznacevalca MSC, zato moramo za njihovo
prepoznavanje uporabljati kombinacijo dveh ali ve¢ razli¢nih
pozitivnih in negativnin oznacevalcev (preglednica 1). Za glav-
nega oznacevalca satelitnih celic iz misic velja transkripcijski
dejavnik Pax7, dokazali pa so Se Stevilne druge oznacevalce
teh celic, odvisno od tega, ali se celice nahajajo v aktivnem
ali mirujoCem stanju. Poleg satelitnih celic so v skeletnin mi-
Sicah prisotne tudi druge mati¢ne celice, ki izrazajo podobne
oznacevalce kot MSC iz kostnega tkiva. Multipotentnost
MSC oz. sposobnost njihove pretvorbe v osteoblaste, adi-
pocite in hondrocite in vitro preverjamo bodisi z merjenjem
izrazanja specificnih genov ali z uporabo specifi¢nih barvan;
znacilnih sestavin zunajcelicnega matriksa (slike 2c-f). Po
uspesni adipogenezi iz MSC nastale adipocite dokazemo s
pomodjo barvila Oil red O, ki se veze na lipidne kapljice,
vidne tudi pod mikroskopom (slika 2c). Po uspesni osteoge-
nezi se iz MSC razvijejo osteoblasti, ki zacnejo izloCati kalcijev
fosfat, na katerega se veze barvilo Alizarin red S (slika 2d).
Med hondrogenezo nastali hondrociti, ki se nahajajo znotraj
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hondrogene pelete, tvorijo glikozaminoglikane, na katere se
veze barvilo toluidin modro (slika 2e). Najpomembnejsa last-

indirektne imunofluorescence za razlicne oznaCevalce, npr.
desmin (slika 2f). Sposobnost tvorbe kolonij v celiéni kulturi
in vitro odraza proliferacijsko sposobnost MSC in jo prav
tako doloGamo. Sveze izolirane celice naselimo v gajiine po-
sode v zelo majhni gostoti in po dologenem ¢asu prestejemo
nastale kolonije. MSC imajo iziemno sposobnost podvajanja,
saj posamezna MSC, ki preide pet ciklov celi¢ne delitve tvori
kolonije iz 32 (2% celic. Ker za vse opisane teste multipo-
tentnosti MSC in vitro potrebujemo doloceno Stevilo celic, je
njihova velika sposobnost pomnozevanja nedvomno pred-
nost za delo z njimi, obenem pa omogoca tudi moznost av-
tologne (lastne) in alogenske (sorodnega ali nesorodnega
darovalca) presaditve MSC za vrednotenije njinovih ucinkov
in vivo.

1.2 PREPOZNAVANJE MSC IN
NJIHOVIH REGENERACIJSKIH
SPOSOBNOSTI IN VIVO

Zivalski modeli predstavijajo nepogresljiv pristop ne le pri
odkrivanju in vrednotenju tkivnih regeneracijskin sposob-
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Slika 2: MSC, izolirane iz kosti (a) in skeletne misice (b), po pritrditvi na plastiko in vitro. Adipogena (c), osteogena (d), hondrogena (e) in

miogena (f) pretvorba MSC kot dokaz njihove multipotentnosti in vitro.

Figure 2: MSCs isolated from bone (a) and skeletal muscle (b) following their in vitro adherence to plastic surface. In vitro adipogenic (c),
osteogenic (d), hondrogenic (e) and miogenic (f) differentiation of MSCs as a proof of their multipotency.

nosti MSC, ampak tudi za odkrivanje vzrokov misi¢no-
skeletnih bolezni. Ceprav je v preteklem desetletju postalo
jasno, da je regeneracijska sposobnost tkiv v odraslih or-
ganizmih posledica prisotnosti MSC v njih, pa predstavija
najvecjo tezavo mobilizacija teh celic iz ni§, v katerih se
nahajajo. V tem poglavju predstavliamo najnovejSe znan-
stvene pristope za odkrivanje in ocenjevanje regeneracij-
skega potenciala MSC z uporabo zivalskih modelov.

1.2.1 Dvojno nukleozidno oznacevanje MSC v
zivalskih modelih

V tem primeru izkoris€amo lastnosti MSC, da se v tkivih
nahajajo v mirujoCem stanju z doloCeno, pocasno fre-
kvenco samoobnavljanja, kar pomeni, da so podvrzene
manjSemu Stevilu celi¢nih ciklov. In vivo jih detektiramo
tako, da poizkusni zivali za dolo¢eno Casovno obdobje
apliciramo razlicne nukleozidne analoge, npr. kloro- ali jo-
dodeoksiuridin (CldU, IdU itd.), najveckrat kar v pitni vodi
(8). Po zauzitju jin vse telesne celice vgradijo v lastno DNA,
nato pa jih izgubljajo tekom celi¢nih delitev. Nasprotno pa
jih MSC zaradi redkejsih delitev ohranijo v svojem genomu.
Na poizkusni zZivali nato izvedemo doloCen stimulus za
aktivacijo MSC, npr. povzrogimo poskodbo hrustanca,

kosti ali miSice, in jim zaCnemo aplicirati Se drug nukleozidni
analog, npr. IdU, Ce je bil prvi CldU. MSC bodo IdU zaradi
prehoda v intenziven proces aktivacije in pomnozevanja
vgradile v svojo DNA, po kon€anem poizkusu, ko evtana-
ziramo zival, pa jih bomo opazili kot dvojno pozitivne celice
(slika 3a). Ker pa se nukleozidni analogi zadrzijo v celici le
omejen Cas (tekom 5 do 7 ciklov celi¢ne delitve), niso pri-
merni za opazovanije in sledenije tistih populacij MSC, ki se
delijo hitreje.

1.2.2 Transgeni zivalski modeli za identifikacijo
MSC in situ

Iziemen napredek pri odkrivanju in prepoznavanju MSC je
omogocil razvoj transgenih zivalskih modelov. Z njihovo
uporabo lahko elegantno prostorsko, ¢asovno in kineticno
analiziramo MSC, pri ¢emer spremljamo, kje se te celice
nahajajo, kdaj se pomaknejo iz nis in kam migrirajo (9). Pri
transgenih zivalskih modelih ustvarjamo trajne genetske
spremembe v MSC in situ. Najbolj poznan nacin vzposta-
vitve transgenih zivalskin modelov temelji na tehnologiji
Cre/loxP, Kkjer Zeleno genetsko spremembo ustvarimo s
pomocjo encima Cre- rekombinaze. To ima za posledico
izrazanje reporterskega barvila, najpogosteje fluorescent-




nega, npr. zeleni fluorescencni protein (GFP), Tomato itd.,
znotraj specificne celicne populacije (slika 3b). Misje modele
Cre/loxP ustvarimo s krizanjem dveh misk, pri Cemer ge-
netsko ozadje prve zivali spremenimo tako, da preko akti-
vacije specificnega promotorja povzroci izrazanje gena za
Cre-rekombinazo samo v doloCeni subpopulaciji MSC.
Druga zival vsebuje transgen, ki je pod nadzorom v vsaki
celici prisotnega promotorja Rosa26. V transgenu je tudi
reporterski gen (v nadaljevanju reporter), pred katerim je
stop kodon, obdan z mesti loxP, ki jih cepi Cre-rekombi-
naza. Rezultat krizanja teh dveh vrst misk je torej transgeni
model, ki vsebuje oba genetska elementa. To pomeni, da
Cre-rekombinaza izreze stop kodon, zato se reporter izrazi
samo v specificni podvrsti MSC, ki jo na ta nacin zaznamo.
Ko se v doloceni celici aktivira reporter, ga bodo vsebovale
tudi vse njene potomke, zato jim bomo lahko sledili tako
¢asovno kot tudi prostorsko (slika 3c).

1.2.3 Zivalski modeli za oceno regeneracijskih
sposobnosti MSC

Regeneracijske sposobnosti MSC lahko proucujemo na
razlicnih Zivalskin modelih bolezni in poSkodb misi¢no-ske-
letnega sistema in vivo, ki bolj ali manj uspesno posnemajo
stanje pri Cloveku. Najve¢ pozornosti namenjamo boleznim
in posSkodbam sklepnega hrustanca zaradi njegove neza-
dostne intrinziCne regeneracijske sposobnosti. Osteoar-
troza (OA), ki predstavlja zadniji stadij okvare sklepa, je na-
mreC ogromen terapevtski in tudi druzbeni izziv. Zdravil z
vplivom na strukturo hrustanca ne poznamo, trenutno zdra-
vlienje temelji na simptomatskih (ne)medikamentoznih ukre-
pih, nadaljevalno pa na operativni artroplastiki celotnega
sklepa. Na razpolago imamo Zivalske modele tako za pri-
marne kot tudi za sekundarne oblike OA. Tako kot pri
ljudeh je tudi pri zivalih primarna OA posledica degenera-
tivnih sprememb v sklepu, ki nastanejo spontano, najpo-
gosteje s starostjo, ali z genetsko modifikacijo. Sekundarna
OA pa je povezana z dolo¢enim vzrokom ali dejavnikom
tveganja, pri Cemer je najpogostejSa posttravmatska OA.
Zivalske modele za slednjo najpogosteje ustvarimo z inva-
zivnimi posegi, kjer posSkodbo sklepa povzro¢imo kemijsko
(intraartikularne injekcije steroidov, kolagenaze itd.) ali fizi-
kalno (kirurSka poSkodba hrustanca, disekcija ligamentov,
meniskusa itd.). Za prouCevanje regeneracijske sposobnosti
misic in ucinkovitosti regenerativnih terapij pa misico naj-
pogosteje poskodujemo z uporabo miotoksinov (kardio-
toksin, noteksin), kemijsko z aplikacijo barijevega klorida
ali pa z zaporednim zamrzovanjem in odmrzovanjem misi-
¢nega tkiva s teko¢im dusikom (10). V ta namen upora-
bliamo tako male (misi, podgane, zajci, morski prasicki)

239

kot tudi veCje (ovce, koze, psi, koniji) Zivali. MiSi najpogosteje
uporabliamo zaradi moznosti spreminjanja njihovega gen-
skega materiala, hrustanec konja pa je najbolj podoben
Cloveskemu (11). Najpogosteje proucujemo kolenske
sklepe. Regeneracijske sposobnosti MSC lahko proucu-
jemo bodisi s sledenjem endogeni populaciji MSC (trans-
geni zivalski modeli ali dvojno nukleozidno oznacevanje)
ali s transplantacijo sveze izoliranih ali predhodno ustrezno
in vitro manipuliranih, avtolognih ali alogenskih MSC. Ce-
prav lahko z Zivalskimi modeli le do dolocene mere posne-
mamo dogajanja pri ljudeh, pa imajo veliko prednost v pri-
merjavi s Klinicnimi raziskavami dokazovanja ucCinkovitosti
MSC pri regeneraciji tkiv zaradi moznosti izvedbe rando-
miziranih poizkusov. Kontrolna skupina zivali namre¢ lahko
predstavlja placebo kirurski poseg (sham surgery), veliko-
krat pa za kontrolo uporabimo kar nasprotni, netretirani
sklep oz. misico.

1.3 SUBPOPULACIJE MSC V MISICNO-
SKELETNEM SISTEMU

Z uporabo transgenih Zivalskin modelov so odkrili razli¢ne
subpopulacije MSC v razli¢nih tkivih miSi¢no-skeletnega
sistema, najve¢ v kostnem mozgu, sinovijski ovojnici in
skeletnih misicah, dokazali pa so tudi njihovo vlogo pri re-
generaciji razli¢nih sklepnih in miSi¢nih struktur. V pregled-
nici 2 so zbrane subpopulacije mati¢nih celic v kostnem
tkivu in skeletnin miSicah, ki imajo dokazano pomembne
vloge v misicno-skeletnem sistemu. Med seboj se razliku-
jgjo v izrazanju nabora molekulskih oznacevalcev in spos-
obnosti pretvorbe v razlicne konéno diferencirane celice in
vitro ali in vivo. Translacija teh rezultatov v klini¢no prakso
pa je zaradi pomanjkanja specificnin oznacevalcev za te
subpopulacije pri ¢loveku velikokrat otezena (12). Pri delu
s Cloveskimi MSC najveCkrat uporabliamo naslednje mo-
lekulske oznaCevalce: CD105, CD90, CD44, CD73, CD29,
CD13, CD34, CD146, CD106, CD54 in CD166.

MSC PRI ZDRAVLJENJU
MISICNO-SKELETNIH
BOLEZNI

2.1 PROTIVNETNO/IMUNOSUPRESIVNO
DELOVANJE MSC

Eden od osnovnih pogojev za uspesno in kakovostno re-
generacijo tkivnih poskodb je odsotnost vnetja. Zato je
sposobnost MSC, da delujejo izrazito protivnetno z zavi-
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Genetski elementi

Zivalski

maodel 1

Promotor specificen za
subpopulacijo MSC

Cre-
rekombinaza

Reporter
(GFP, Tomato itd.)

Rekombinacija s Cre rekombinazo

Transgeni
Zivalski
maodel

Specificna aktivacija re
d ificni s

Reporter
(GFP, Tomato itd.)

Slika 3: Razlicni modeli za prepoznavanje MSC ter oceno njihovih regeneracijskih sposobnosti in vivo. Shematski prikaz dvojnega
nukleozidnega oznacevanja MSC pri poskusni Zivali (a). Prikaz uporabe genetskih strategij za sledenje MSC v transgenih Zivalskih modelih, ki
jih dobimo s krizanjem dveh, genetsko razlicnih vrst Zivali (b). Histologija kolenskega sklepa v misjem transgenega Zivalskem modelu (c), kjer
so s fluorescentnim proteinom GFP (zeleno) oznacene celice, ki izraZajo specifiéni oznacevalec MSC, s fluorescentnim oznacevalcem Tomato
(rdecCe) pa vse ostale celice, celicna jedra so obarvana z barvilom DAPI (modro).

Figure 3: In vivo models of MSCs identification and assessment of their regenerative potential. Schematic representation of double
nucleoside labelling in an experimental animal (a). Genetic strategies used for lineage tracing of MSCs in a transgenic animal model, created
by cross-breeding of two genetically different strains (b). Histology of transgenic mouse model knee joint (c), showing GFP-labelled cells
expressing a specific MSCs marker (green), with the rest of the cells being labelled with Tomato (red), and nuclei with DAPI (blue).

ranjem imunskih odzivov prirojene in pridobliene imunosti,
enako pomembna kot njihove regeneracijske sposobnosti.
Protivnetno imunomodulatorno delovanje MSC je predmet
intenzivnih raziskav ter Stevilnih klini¢nih Studij, predvsem
eksperimentalno zdravljenje akutne bolezni presadka zoper
gostitelja po alogenski presaditvi krvotvornih mati¢nih celic
ter Chronove in drugih kroni¢nih vnetnih bolezni. Ceprav

Se ne poznamo vseh mehanizmov njihovega zaviralnega
delovanja na provnetne efektorske celice imunskega si-
stema, pa se je v zadnjih letih na tem podrocju nabralo kar
precej z znanstvenimi dokazi podprtih spoznanj. Danes
vemo, da lahko MSC delujejo imunomodulatorno bodisi
preko neposrednih medceli¢nih interakcij ali pa posredno
parakrino, z izloCanjem razlicnih topnih imunosupresivnih




Preglednica 2: Subpopulacie MSC z dokazano viogo v misic¢no-skeletnem sistemu.
Table 2: Subpopulations of MSCs with proven role in musculoskeletal system.

Legenda: MSK: misicno-skeletni; KM: kostni mozeg; mSSC: misje skeletne maticne celice; BMP: kostni morfogenezni protein; Gdfb: rastni in
diferenciacijski dejavnik 5, Pax7 ali »paired box« protein 7; Myf5: miogeni dejavnik 5; NG2: nevralni/glialni antigen 2; ALP: alkalna fosfataza,

Subpopulacija | Anatomska lokacija in | Fenotip Vloga v MSK Objavljeno v
delez v MSK sistemu sistemu
Leptinski 0.3% celic v KM CD51/PDGFRB/PDGFRa/ | glavni vir osteoblastov | Zhou Cell Stem
receptor CD105/Prx-1/Cxcl12+ in adipocitov v KM Cell 2014 (13)
Sca-1+/- odraslega organizma
Nestin 4% CD45- celic v KM CD45/CD31- v kostni remodelaciji, | Mendez-Ferrer
pretvorba v Nature 2010 (14)
0.2% PDGFRo/CD51/CD105+ | OSteoblastein Pinho JEM 2013
CD45/CD235a/CD31-celic el (15)
v KM odraslega organizma ‘?
¢
mSSC 0.5% v epifiznih ploS¢ah CD51/CD200+ CD105- tvorba kosti, hrustanca | Chan/Seo/Chen/ §
in veziva tudi izven Lo Cell 2015 ?
skeletnega sistema (16)
Gremlini 0.0025% celic v epifiznih | CD105+, Sca-1/PDGFRa- | rast kosti, kostna Worthley Cell
(antagonist ploScah remodelacija in celienje | 2015 (17)
BMP) zlomov (tvorba _
osteoblastov, <
hondrocitov in 9
retikularnih celic KM, 2
ne pa tudi adipocitov) E
Linija Gdf5 sinovijska ovojnica CD45/CD31/CD16/CD11b- | regeneracija hrustanca | Roelofs/Zupan 2
PDGFRa/Sca1/gp38/CD20 | po poskodbi, Nature Comm <zE
0/CD73/CDY0+ sposobnost 2017 (18) .
morfogeneze vseh &
elementov sklepa (E
Satelitne med bazalno membrano in | Pax7+/CD56+/Myf5+ glavni vir celic za Yin Physiol Rev T
celice sarkolemo v skeletnih regeneracijo skeletnih {2013 (19)
miSicah misic
PDGFRa+ intersticij skeletnih misic CD45/CD31-/SM/C- akumulacija mascobe | Uezumi Nature
misSi¢ne 2.6/NG2-PDGFRa+/PDGF | v miSicah (sposobnost | Cell Biol 2010
matic¢ne RB+ adipogeneze, ne pa (20)
celice tudi miogeneze)
NG2 skeletne misice NG2/Nestin/PDGFRB/ regeneracija misic v Birbrair Stem
CD146+PDGFRa- fizioloskih in patoloskih | Cells Dev 2013
pogojih 21)
Periciti na steni mikrovaskulature | CD45/CD133/CD31/CD34- | regeneracija misicnih | Dellavalle Nature
NG2/ALP+ skeletne miSice CD44/CD146/CD13/ vlaken pri misi¢ni Cell Biol 2007
CD49b/PDGFRB+ distrofiji (22)

PDGFRa/[3: receptor za trombocitni rastni dejavnik a/p.

241 farm vestn 2017; 68




MEZENHIMSKE MATICNE CELICE: UPORABA IN POTENCIAL ZA ZDRAVLJENJE TER DIAGNOSTIKO MISICNO-SKELETNIH BOLEZNIH

dejavnikov (23, 24). Njihovo zaviralno delovanje na celice
prirojene imunosti, makrofage, dendriti¢ne celice (DC), na-
ravne celice ubijalke (NK), naravne T-celice ubijalke (NKT)
in mastocite, poteka preko razli¢énih molekulskih mehaniz-
mov. Tako MSC zavirajo polarizacijo makrofagov v njihov
vnetni podtip M1, in sicer z izloCanjem interlevkina 6 (IL-6),
granulocitne in makrofagne kolonije vzpodbujajocega de-
javnika (GM-CSF) ter prostaglandina E2 (PGE2), pri cemer
posledicno prevlada protivnetni podtip M2 (proizvodnja in
izloGanje IL-10) (25). PGE2, ki ga izloCajo MSC, prispeva
tudi k inhibiciji degranulacije makrofagov in s tem k pre-
precevanju spros¢anja histamina, prav tako pa zavira tudi
aktivacijo, diferenciacijo in efektorske funkcije DC (v kom-
binaciji z IL-6 favorizira nastanek regulatornih/tolerogenih
DC, ki izloGajo izrazito protivnetni transformirajodi rastni
dejavnik B (TGF-B)) in celic NK (25). Med topnimi imunosu-
presivnimi dejavniki, ki jih proizvajajo in izlogajo MSC, sta
tudi TGF-B in encim indolaminska-2,3-dioksigenaza (IDO),
ki pretvarja triptofan, eno od klju¢nih aminokislin za ustrezno
delovanje celic T, v kinurenin. Tako TGF-B kot tudi IDO
mocCno zavirata efektorske funkcije celic NK (25). Celice
NKT, tako kot DC, povezuijejo prirojeno in pridoblieno imu-
nost. Pomembne so pri odstranjevanju z virusi okuzenih in
tumorskih celic. MSC spremenijo njihove fenotipske zna-
¢ilnosti in zavirajo njihovo proliferacijo, proizvodnjo vnetnih
citokinov in citotoksi¢no delovanje. To dosezejo bodisi z
neposrednimi medceli¢nimi interakcijami ali pa preko izlo-
¢anja TGF-B in PGE2 (24). Tar¢e imunosupresivnih ucinkov
MSC so tudi efektorske celice pridobliene imunosti, limfociti
Bin T. Tako MSC zavirajo aktivacijo, proliferacijo in izrazanje
kemokinskih receptorjev limfocitov B ter prepreCujejo niji-
hovo pretvorbo v plazmatke, ki proizvajajo protitelesa. To
dosezejo tako z neposrednimi medcelicnimi interakcijami
(vezava inhibitornih receptorjev PD-1 na limfocitih B z nji-
hovimi ligandi PDL-1 na MSC) kot z izlo¢anjem topnih de-
javnikov (galektin-9) (24, 25). Limfocite T delimo na celice
CD4+ in CD8+ glede na molekulske oznacevalce, ki jin iz-
razajo na svojin povrsinah. Med limfociti T CD4+ obstajajo
razlicni podtipi (Th1, Th2, Th17, Treg itd.), ki se med seboj
razlikujejo glede na vrste citokinov, ki jih proizvajajo, in se-
veda glede na efektorske funkcije, ki jih opravljajo, medtem
ko vecino celic CD8+ predstavijajo citotoksicni limfociti T.
Celice T pomagalke tipa 1 (Th1) proizvajajo vnetne citokine
(IL-2, IFN-y), celice T pomagalke tipa 2 (Th2) protivnetne
(IL-4, IL-13), celice T pomagalke tipa 17 (Th17) vnetni IL-
17, naravni regulatorni limfociti Treg pa protivnetni IL-10
(25). Vsi limfociti T s svojimi klonsko porazdelienimi T-celi-
¢nimi receptorji (TCR) specificno prepoznavajo antigene v
obliki peptidov, vezanih na molekule poglavithega kom-

pleksa tkivne skladnosti razredov | (limfociti T CD8+) in |l
(limfociti T CD4+), ki jih pri ljudeh oznaCujemo s kratico
HLA (human leukocyte antigens). MSC preprecujejo proli-
feracijo limfocitov T neodvisno od omejitev na nivoju mole-
kul HLA, in sicer s proizvodnjo in izlo¢anjem PGE2, IDO,
hepatocitnega rastnega dejavnika (HGF), TGF-3, dusiko-
vega oksida (NO), galektina 1 ter z neposrednimi medceli-
¢nimi interakcijami preko vezave PD-1 na PD1-L (24, 25).
Poleg tega MSC spodbujajo tudi nastajanje induciranih re-
gulatornih limfocitov T (npr. Tr1), ki z izlo€anjem IL-10 in
TGF-B zavirajo aktivacijo celic T. Ko so proucevali vplive
MSC na celienje koznih ran so dokazali, da le-te s svojim
parakrinim delovanjem pospesujejo celienje, angiogenezo
in remodeliranje zunajceliCnega matriksa ter tako omogo-
¢ajo popolno regeneracijo funkcionalnega tkiva brez na-
stanka brazgotin (26, 27).

2.2 MSC V REGENERATIVNI MEDICINI
Regenerativna medicina omogoc¢a obnovo strukture in funk-
cije poSkodovanih tkiv in organov. Gre za razmeroma nove
nacine zdravlienja z uporabo zunanjih celicnih virov, ki so
obi¢ajno mati¢ne ali druge progenitorske celice (28). Za
zdravljenje misi¢no-skeletnih bolezni veCinoma uporabliamo
avtologne (bolniku lastne) celice, nekaj novejsih raziskav pa
ze proucCuje tudi moznost uporabe alogenskih (darovanih)
celic (29, 30). Mehanizem delovanja MSC pri regeneraciji
tkiv je povezan z izrazanjem Stevilnih citokinov, kemokinov
in rastnih dejavnikov, ki izboljSujejo angiogenezo, zavirajo
vnetje in inhibirajo apoptozo ter spodbudijo endogene po-
pravijalne mehanizme. Samo usmerjeno diferenciacijo MSC
pa lahko dosezemo z ustrezno mikrookoljsko, mehansko
in bioloSko stimulacijo celic. Vse nastete lastnosti MSC mo-
¢no podpirajo njihovo uporabo pri Stevilnih patoloskih sta-
njin, za katere sta znacilna vnetje in degeneracija tkiva. Kli-
ni¢na uporaba MSC v miSicno-skeletnem sistemu se vsako
leto povecCuje. Podatke o aktualnih klini¢nih raziskavah na
tem podrocju smo zbrali v preglednici 3.

Po neobjavljenih podatkih je Stevilo bolnikov z boleznimi
misicno-skeletnega sistema, zdravljenih z MSC, Se mnogo
vedje. Kliniino MSC uporabliamo predvsem za zdravljenje
tkiv, ki se sama po sebi slabo obnavijajo (sklepni hrustanec),
in tistih, ki imajo zaradi doloCenega kroni¢nega stanja pri-
zadeto sposobnost celienja (npr. kroni¢ne rupture tetiv in
miSic, psevdoartroze kosti). V klini€ni praksi MSC apliciramo
bodisi z neposrednim injiciranjem njihove suspenzije v sklep
ali tetivo ali pa kirursko, kjer jih dodamo neposredno na
mesto okvare, obi¢ajno na biokompatibilnem celi¢nem no-
silcu (54). Glavnina klini¢nih raziskav zaenkrat poteka samo
v obliki predstavitev zdravljenih serij bolnikov, brez kontrolnih
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Preglednica 3: Klinicna uporaba MSC za regeneracijo misi¢no-skeletnega (MSK) sistema.
Table 3: Clinical application of MSCs for musculoskeletal (MSK) system regeneration.

Patologija v MSK sistemu | Objavljene raziskave

Osteoartroza in hondralne
lezije velikih sklepov

Séanchez M BioMed Res Int 2016 (31)

Pers YM Stem Cells Transl Med 2016 (33)
Freitag J BMJ Open 2015 (35)

Davatchi F Int J Rheum Dis 2015 (37)
Vega A Transplantation 2015 (39)
Vangsness CT J Bone Joint Surg 2015 (41)
Akgun | Arch Ortop Trauma Surg 2015 (43)

Wong K Arthroscopy 2013 (32)
Orozco Transplantation J 2013 (34)
Jo CH Stem cells 2014 (36)

Davatchi F Int J Rheum Dis 2011 (38)
Centeno CJ Pain Physician 2008 (40)
Centeno CJ J Pain Res 2015 (42)
Koh YG Arthroscopy 2016 (44)

Tendinopatije (Ahilova tetiva,
lateralni epikondilitis,
rotatorna manseta)

Lee SY Stem cells 2015 (45)
Centeno CJ J Pain Res 2015 (42)

Osteonekroza (okvara kosti
zaradi motnje prekrvavitve
po poskodbi, uzivanju
dolo¢enih zdravil ali zaradi
spontanega nastanka)
kolEne glavice in femoralnih
kondilov kolen

Zhao D Bone 2012 (50)

Chen C Mol Med Rep 2016 (46)

Daltro Cerqueira C Stem Cell Res Ther 2012 (47)
Aoyama T Tissue Eng Part B Rev 2014 (48)
Rastogi S Musculoskelet Surg 2013 (49)

Celienje psevdoartroze kosti
po zlomu

Weel H BMC Musculoskelet Disord 2015 (51)
Kim SJ Cell Transplant 2017 (52)

skupin. Ne glede na to pa v enem od zadnjih preglednih
prispevkov o vplivu MSC na regeneracijo hialinega hru-
stanca Reissis s sod. poro¢ajo o njihovem predominantno
pozitivnem delovanju z zelo malo nezelenimi ucinki (53).
Poudarjajo tudi, da je Kklini¢no raziskovanje vplivov MSC
na obnovo hrustanca Se zelo v zadetni fazi, zato ni jasno,
kateri vir MSC, koliksna koncentracija MSC, kateri nadin
njihove vsaditve, morebitna uporaba nosilcev ali rastnih
dejavnikov ter kakSen program rehabilitacije so najboljSi
oz. najucinkovitejSi. Pri kirurSkem zdravljenju simptomat-
skih, zamejenih hrustancnih lezij, ki se slabo celijo in lahko
napredujejo v generalizirano OA, se pojavlja vprasanje, ali
je dodaten vnos koncentriranih avtolognih MSC, izoliranih
iz druge lokacije, sploh potreben oz. ali ni dovolj zgolj kom-
binacija biokompatibilnega nosilca in fizioloSkin koncentracij
MSC iz lokalnega okolja lezije (najveckrat iz subhondralne
kosti). V nedavnih sistematskih preglednih prispevkih Kon
in sod. ter Deng in sod. ugotavljajo veliko heterogenost
uporablienih celi¢nih pripravkov, biomaterialov in klini¢nih
protokolov (55, 56). Oboji so mnenja, da sta oba omenjena
pristopa glede vira MSC varna in uspesna, pri ¢emer o te-
rapevtskin prednostih enega 0z. drugega zaradi omejenega
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Stevila preliminarnih rezultatov e ne morejo govoriti. Opazili
pa so, da se je v zadnjih letih povecal trend dostave pred-
hodno in vitro namnozenih avtolognih MSC, pridobljenih iz
druge lokacije, v hrustancne lezije. Najpogostejsi vir MSC
za obnovo skeletno-misi¢nega sistema Se vedno predsta-
vlja kostni mozeg, Ceprav se v zadnjem ¢asu pojavlja vedno
veC raziskav, v katerin uporabljajo tudi MSC, pridobliene iz
mascobnega tkiva/lipoaspirata. MSC je namreC v kostnem
mozgu zelo malo, le 0.01% do 0.001 % vseh enojedrnih
celic. Za pridobivanje terapevtsko primernega Stevila celic
moramo zato MSC ve¢ tednov namnoZzevati v laboratoriju,
to pa je povezano z velikimi stroki in zakonskimi omejit-
vami. Da bi se temu postopku izognili, so razvili nove, t. i.
enostopenjske postopke, ki jih izvedemo v sami operacijski
dvorani v okviru operativnega posega. Na Ortopedski Kliniki
UKC Ljubljana v sodelovanju s podjetiem Educell ze od
leta 2014 uporabljamo filtrirane MSC iz kostnega mozga.
Doslej smo na ta nacin zdravili 42 bolnikov z omejenimi
hondralnimi ali osteohondralnimi lezijami (27 kolen, 13 glez-
njev in 2 kolka). MSC pridobimo s punkcijo medeni¢ne
kosti, iz katere odvzamemo 20 do 30 mL aspirata kostnega
mozga z dodatkom antikoagulanta. Aspirat nato znotraj
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MEZENHIMSKE MATICNE CELICE: UPORABA IN POTENCIAL ZA ZDRAVLJENJE TER DIAGNOSTIKO MISICNO-SKELETNIH BOLEZNIH

operacijske dvorane s pomocjo posebne celicne kolone
obdelamo tako, da odstranimo glavnino eritrocitov in
zmanjSamo deleze drugih vecjedrnih celic, ki niso po-
membne za regeneracijo. Na koncu dobimo 3 do 5 mL
celinega pripravka, v katerem je koncentracija MSC 1.5-
krat poveCana, in ga na mesto lezije prenesemo skupaj z
ustreznim celi€nim nosilcem (kolagensko-hidroksiapatitna
membrana, kolagenski gel, fibrinsko lepilo). Seriji na ta
nacin zdravljenih bolnikov redno sledimo. Doslej je bilo
zdravljenje praviloma uspesno. ZabeleZili smo le Stiri pro-
pade vsadka, ki pa jih nismo mogli povezati z uporabo
MSC, temvec so bili posledica drugih vzrokov.

POTENCIAL MSC ZA
DIAGNOSTIKO MISIENO-
SKELETNIH BOLEZNI

MSC so zaradi svojih regeneracijskin sposobnosti najpo-
gostejSa tar¢a raziskav na podrocju regenerativne medi-
cine. S spoznavanjem njihovih lastnosti, ki so povezane
tako s fiziolosko vlogo (remodelacija kosti, misi¢na rege-
neracija itd.) kot tudi s patoloskimi staniji (zlomi, degenera-
tivne bolezni itd.) se nakazuje tudi njihova potencialna upo-
raba v diagnostiki miSi¢no-skeletnih bolezni. Same MSC s
patolosko spremenjenimi lastnostmi oz. njihovi produkti,
Zlasti ¢e bi jih lahko zaznali oz. dolocili v periferni krvi, pred-
stavljajo potencialne diagnosti¢ne oznacevalce za zgodnje
neinvazivno odkrivanje degenerativnih sprememb. Vse tri
najpogostejSe degenerativne bolezni misi¢no-skeletnega
sistema, osteoporoza (OP), OA in sarkopenija, Se vedno
najpogosteje odkrivamo v poznih fazah, ko je mozno le Se
njihovo simptomatsko zdravljenje. Vioga MSC v patogenezi
teh bolezni je v glavnem Se neznana, obstajajo pa dokazi,
da se pri OP zmanjSa Stevilo MSC in/ali njihova sposobnost
osteogene pretvorbe. Zdi se, da postanejo MSC rezistentne
na aktivacijske signale, ki nastanejo pri poskodbah tkiv ali
pa da pride do sprememb v njihovem mikrookolju. Ker
predstavljgjo MSC redke celi¢ne populacije in ker zaradi
svoje multipotentnosti izrazajo Stevilne gene ter molekulske
oznacevalce, ki so prisotni tudi na drugih, zrelih oz. dife-
renciranih linijah (5), je pomanjkanje raziskav o njihovi dia-
gnosti¢ni uporabnosti povezano predvsem s pomanjka-
njem obd&utljivih metod za njihovo specificno detekcijo.
Najnovejse tehnologije, kot je npr. sekvenciranje naslednje
generacije (NGS, next generation sequencing), omogocajo
doloc¢anje transkriptoma na nivoju posamezne celice in so
ze pomagale odkriti specificne subpopulacije mati¢nih celic

pri raku Crevesja, ki napovedujejo relaps bolezni (58). Pri
zgodniji diagnostiki bolezni miSi¢no-skeletnega sistema
stremimo k temu, da bi MSC pridobili neinvazivno, nato
pa ugotovili, Ce je njihova sposobnost osteogene, hondro-
gene in miogene diferenciacije povezana s pojavom teh
bolezni, ter poiskali naCine, kako jih ponovno spodbuditi k
regeneraciji tkiv (kosti, hrustanca in miSic). Dokazali so Ze,
daimajo MSC, izolirane iz tkiv starejsih bolnikov, zmanjSano
sposobnost pomnozevanja in osteogene pretvorbe in vitro
(59), poleg tega pa so pri manj gibljivi in slabotnejsi starejSi
populaciji dokazali zmanjSanje Stevila cirkulirajocih osteo-
genih predhodnikov v krvi (60). V nadaljevanju bomo pred-
stavili, kaj je ze znanega o vlogi MSC pri patogenezi neka-
terin miSi¢no-skeletninh bolezni. Njihova uporaba pri
diagnostiki teh bolezni in predvsem nacini, kako spodbuditi
endogene MSC za uspeSno regeneracijo misicno-skeletnih
tkiv, pa torej ostajajo velik zalogaj za nadaljnje raziskave.

3.1 OSTEOPOROZA

Primarna OP je progresivna sistemska misi¢no-skeletna
bolezen, ki jo kljub napredku na podrocju njene diagnostike
in zdravljenja Se vedno najveckrat odkrivamo Sele ob prvem
zlomu, ki pa je zaradi zapletov velikokrat usoden za posa-
meznika. Osteoblasti, ki so odgovorni za izgradnjo kost-
nega tkiva, izvirajo iz MSC. Te celice so zato lahko tudi
vzrok za zmanjSano nastajanje in/ali dozorevanje osteo-
blastov ter posledi¢no zmanjSanje obsega izgradnje kost-
nega tkiva, pri Cemer naj bi pormembno viogo igralo spre-
menjeno mikrookolje v kostnem mozgu. Prisotnost razlinih
dejavnikov, predvsem vnetnih citokinov, adipokinov, signal-
nih molekul Wnt, TGF/BMP itd., naj bi ustvarila mikrookolje,
ki je ugodnejSe za usmerjanje MSC v proces adipogeneze
kot osteogeneze, kar poznamo kot hipotezo o debelosti
kosti pri OP (5, 61). Poleg sprememb v njihovem mikookolju
pa obstajajo dokazi, da pride do sprememb tudi znotraj
samih MSC. Primerjava transkriptomov ¢loveskih MSC,
izoliranih iz bolnikov z OP in kontrolne skupine brez OP, je
pokazala, da pride pri OP do intrinzicne okvare MSC, ki je
povezana s slabSim samoobnavljanjem in osteogeno pret-
vorbo (62). Prav tako so pri bolnikin z OP po artroplastiki
opazili bolj pogosto (tudi do 50 %) omajanje proteze, kar
naj bi bila posledica zmanjSane osteoblastne usmeritve
MSC ter s tem povezane nezmoznosti osteointegracije
proteze (63). Vedno vec¢ je tudi rezultatov raziskav o se-
rumskih mikroRNA (miRNA), znacilnih za pomenopavzne
bolnice z OP (64). Nekatere med njimi dokazano vplivajo
na delovanje MSC. Tako miR-382-3p stimulirajo osteoge-
nezo, med tem ko jo miR-550a-5p inhibirajo, obe vrsti
miRNA pa zmanjSata tudi adipogenezo (65).
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3.2 SARKOPENIJA

Sarkopenija, ki predstavlja zmanjSanje miSicne mase in
funkcije, si z OP deli Stevilne podobnosti, npr. demografsko
sliko bolnikov, visoko prevalenco in velik socialno-ekonom-
ski vpliv. Sarkopeni¢ni bolniki naj bi bili bolj nagnjeni k na-
stanku OP, velja pa tudi obratno (66). Za razliko od OP pa
Klini¢ni kriteriji za diagnostiko sarkopenije niso jasno defi-
nirani, tako da stopnja prevalence variira med 10 % vseh
posameznikov nad 65 let in 30 % pri moskih, starih ve¢
kot 80 let. Sarkopenija je vec¢faktorski sindrom, ki je posle-
dica hormonskih motenj, vnetja in zmanjSane regenerativne
sposobnosti misic zaradi okrnjene aktivacije satelitnih celic.
Do izgube skeletne miSicne mase in zmanjSane moci misic
pride zaradi atrofije miSicnih vliaken tipa 2, heterogene ve-
likosti misicnih vlaken, kopicenja intramuskularnega veziv-
nega tkiva in mascobe ter zmanjSane oksidativne kapaci-
tete misic. Dokazali so tudi Stevilne, s starostjo povezane
spremembe okolja v niSah satelitnih celic, npr. z IL-6 po-
sredovano zvedano signaliziranje Jak/Stat, ki zmanjSajo
njihovo regeneracijsko sposobnost (67). Raziskave na po-
drocju zdravljenja te bolezni so bile do sedaj, bolj kot na
celi¢no terapijo, usmerjene v promocijo hipertrofije misicnih
vlaken ter aktivacijo endogenih satelitnih celic s pomocjo
farmakoloskih (jak inhibitorii itd.) in nefarmakoloskih ukrepov
(68, 69).

3.3 MISICNA DISTROFIJA

Duchennova miSi¢na distrofija (DMD) je na kromosom X
vezana progresivna in degenerativna bolezen misic, ki je
posledica spontane mutacije v genu za distrofin, njen re-
zultat pa je nefunkcionalni protein, ki veze citoskelet misicnin
vlaken z zunajcelicnim matriksom. Ker je distroficna misica
konstantno poSkodovana, je regenerativni proces ves ¢as
aktiven, zato rekrutira satelitne celice v vecjih koli€inah.
Kljub temu je regeneracija distroficne misSice nepopolna,
posledica pa je progresivna zamenjava misi¢nega tkiva z
mascobnim in fibroznim (70). Poleg tega, da je distrofin iz-
celicah, kjer igra poglavitno vlogo v regulaciji njihove polar-
nosti in asimetriCne delitve. Pri astimetriCni delitvi iz ene sa-
telitne celice nastane ena progenitorna celica ter ena sate-
litna celica. V odsotnosti distrofina pride zato do
zmanjSanega Stevila asimetri¢nih in vecjega Stevila abnor-
malnih delitev, kar vodi v zmanj$ano koli¢ino miogenih pred-
hodnikov (71, 72). Terapije, ki temeljijo na uporabi mati¢nih
celic, veljajo za najbolj obetavne metode zdravijenja misicnih
distrofij. Pri tem lahko uporabimo dve strategiji. Prva je av-
tologna presaditev mati¢nih celic, Kjer izoliramo celice bol-
nika z DMD, jih gensko spremenimo in vitro tako, da pono-

245

vno izrazajo distrofin, ter jih nato vsadimo nazaj v bolnika.
Druga pa je alogenska transplantacija mati¢nih celic posa-
meznika s funkcionalnim genom za distrofin. Ceprav so re-
zultati zdravljenja DMD spodbudni, pa so te metode ome-
jene, saj je potrebno veliko Stevilo injekcij, lahko se pojavi
imunski odziv na injicirane satelitne celice ter smrt vecine
injiciranih celic v prvin 72 urah po aplikaciji. Vse vec raziskav
zato poteka na ostalih populacijah celic, ki imajo sposobnost
tvoriti misi¢na viakna, npr. pericitih, mesoangioblastih, celice
PW1+ itd. Te celice so sicer StevilcnejSe in laZje dostopne,
vendar pa imajo v primerjavi s satelitnimi omejeno sposob-
nost miogene diferenciacije (73).

SKLEP

Mezenhimske matic¢ne celice so redka in zaradi svoje he-
terogenosti Se dokaj neraziskana celicna populacija. Imajo
iziemno sposobnost regeneracije in imunosupresije, naj-
demo pa jih v Stevilnih tkivih odraslih ljudi. To pomeni, da
ima vsak odrasel Clovek svoje endogeno »orodje« za ob-
novo tkiv, ki pa je Se v veliki meri neizkoris¢eno. Ravno za-
radi omenijenih lastnosti imajo MSC velik potencial za zdra-
vlienje  degenerativnin  boleznih  in  poSkodb
misic¢no-skeletnega sistema, kjer intraoperativno procesi-
rane MSC iz kostnega mozga in mascobnega tkiva ze ka-
7€jo prve pozitivne ucinke pri zdravljenju osteo-hondralnih
lezij in OA sklepov ter kroni¢nih tendinopatij. Nove tehno-
logije, ki bodo omogocale njihovo boljSo identifikacijo, bodo
odprle nove moznosti za njihovo uporabo v regenerativni
medicini. Znanja o spremembah, ki so jim MSC podvrzene
pri dolo¢enih patoloskih stanjih, pa bodo odprla moznosti
za njihovo uporabo pri diagnostiki degenerativnih bolezni,
kot sta OP in OA, predvsem v smislu njunega zgodnejSega
odkrivanja in novih nacinov zdravljenja teh bolezni.
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DRUSTVENE VESTI

ACTIVITIES
FROM THE SOCIETY

42. SKUPSCINA SFD

Jelka Dolinar

42. skupscina SFD je potekala 13. maja 2017 v kongres-
nem centru Bernardin v Portorozu.

Delegati so potrdili poroCilo o delu in poslovanju SFD ter
porocilo nadzornega odbora.

Matjaz Tus, kandidat za predsednika SFD, je predstavil
svOjo vizijo delovanja drustva v naslednjem dveletnem ob-
dobju. Se naprej si bo prizadeval za povezovanje &lanov z
razlicnih podrocij dela in uveljavitev tistih standardov dela
v farmaciji, predvsem na podrod&ju lekarnistva, ki ohranjajo
strokovno neodvisnost poklica. V okviru moznosti bo so-
deloval pri prenovi zdravstvene zakonodaje in se trudil, da
bi se interesi fizicnih oseb, &lanov SFD, v &im vedji meri
uveljavili tudi v zakonodaiji.

V Casu, ko postaja strokovno izpopolnjevanje zakonsko
zavezujoCe in je ponudba izobrazevalnih programov na
trgu vse vecja, mora SFD na tem podrocju ohraniti konku-
rencnost in svojim ¢lanom omogociti raznolike, visoko stro-
kovne in obenem ekonomsko zdrzne oblike strokovnih iz-
popolnjevanj, po potrebi tudi ustrezno spremeniti obstojeCi

model in ponuditi moznost pridobivanja znanj in informacij
tudi s pomocjo sodobnih informacijskih tehnologij.
Kandidat za predsednika je tudi ocenil, da so nacin izvajanja
poslanstva in usmeritve SFD, kot so bile zastavljene v pre-
teklosti, Se vedno ustrezne in primerne za ta ¢as in da
Drustvo deluje dobro, zato v naslednjem mandatu ne na-
Crtuje vecjih odmikov od zacrtane poti. Poleg tega je SFD
organizirano tako, da se lahko dovolj hitro odzove na spre-
membe v okolju in spremenjene pogoje za njegovo delo-
vanje, ¢e bi to bilo potrebno. Ob tem je delegate tudi ob-
vestil, da se bo z letom 2019 upokojila magistra Jelka
Dolinar, zato bo mesto generalne sekretarke SFD odprto
Za novo zaposlitev.

42. skupscina SFD je potrdila Matjaza TuSa za predsednika
drustva in izvolila organe SFD za mandatno obdobje
2017-2019.

Delegati so potrdili finan¢ni plan za leto 2017 in Clanarino
za leto 2018:

Farmacevti — zaposleni 35 €
Tehniki 25 €

Seniorji 20 €

Studenti 15 €

249 farm vestn 2017; 68

>

=
[99)]
W
>
L
Z
=
{9))]
)
o
a




>

l_
n
L
>
LU
Z
c
N
2
as
@]

Predsednik SFD

Matjaz Tus

IZVRSNI ODBOR

Podruznice

Celjska podruznica

Nataga Cater

Dolenjska podruznica

Petra Matekovi¢

Gorenjska podruznica

Alja Dolinar

Ljubljanska podruznica

Vladka Cegek Bizjak

Mariborska podruznica

Helena Pavsar

Pomurska podruznica

Nina Sterbenc

Posavska podruznica

Irena GroboljSek Kaveic

Primorska podruznica

Samo Mahovi¢

Zasavska podruznica

Anja KljuCevsek

Sekcije

Homeopatska sekcija

Alenka Andjeli¢ Dolzan

Sekcija bolnisni¢nih farmacevtov

Franci Tratar

Sekcija farmacevtskih tehnologov

Zrinka Abramovic

Sekcija farmacevtskih tehnikov

Karmen Grom

Sekcija farmacevtskih znanosti

Irena Mlinari¢ Ras¢an

Alenka Premus MarusSic

Sekcija farmacevtov javnih lekarn

Miroslava Abazovi¢

Sekcija seniorjev

Marija Vrtacnik

j
j
j
Sekcija klini¢nih farmacevtov
j
j
j

Sekcija Studentov

Stefan Luki¢

Sekcija za farmacevtsko kemijo

Marko Anderluh

Regulatorna sekcija

UrSa Pavloveic

Sekcija za zgodovino farmacije

Darja Franki¢

Nadzorni odbor

Gasper Marc
AleS Obreza
Marina Urbanc

Disciplinsko sodisce

Slavko Pecar
Vesna Bizjak
Karlina Turk

Odbor za podeljevanje drustvenih priznanj

Simona Cencelj

Tajda Gala Miharija
Sabina Grm

Tatjana Kogovsek Vidmar
Marinka Kregar

Julijana Kristl

Darja Potocénik Benci¢

lzdajateljski svet

Cvetka Bacar Bole
Mateja Cvirn Novak
Mirjana Gasperlin
Janez llas

Maja Petre

Nina Pisk

Smilja MiloSev TuSevljak

Farmacevtski vestnik:
Odgovorni urednik
Glavna urednica

Borut Stukelj
Nina Kogevar Glavac
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PODELITEV DRUSTVENIH PRIZNANJ V LETU 2017

Slovesna podelitev drudtvenih priznanj je potekala v Tarti-  znanja sta podelila predsednik SFD mag. Matjaz Tu$ in
nijevem gledali$cu v Piranu 11. maja 2017 ob zanimivem  predsednica Odbora za podeljevanje drustvenih pri-
glasbenem programu, ki ga je izvajala Ditka ob spremljavi ~ znanj prof. dr. Julijana Kristl.

Gorazda Cepina. Prireditev je povezoval Luka Rudl. Pri-

Minarikovo odli¢je je prejel mag. Vojmir Urlep, mag. farm.

Minafikova priznanja so prejeli:
mag. Mateja Cvirn Novak, mag. farm., spec.
Vladka Cesek Bizjak, mag. farm.
Polonca Drofenik, mag. farm., spec.
Romana Rakovec, mag. farm.
izr. prof. dr. Tomaz Vovk, mag. farm.
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UTEMELJITEV ZA PODELITEV MINARIKOVEGA ODLICJA

Mag. Vojmir Urlep, mag. farm. - predlog Ljubljanske
podruznice, ki so ga podprle Sekcija farmacevtskih zna-
nosti, Sekcija za farmacevtsko kemijo in Sekcija farma-
cevtskih tehnologov

Vojmir Urlep spada med redke farmacevte, ki so v svoji ka-
rieri delovali na vseh glavnih podrocjih v farmaciji, v lekar-
nistvu, farmacevtski industriji, veletrgovinah in na univerzi.
ZaCel je ze v Casu sluzenja vojaskega roka, ko je pol leta
vodil lekarno Medicinsko rekrutnega centra v Podgorici,
Kier se je izkazal kot strokovno zelo dosleden in nepopustljiv.
Takoj po diplomi leta 1981 se je zaposlil najprej v Salusu,
po dveh letih je svojo poklicno pot nadaljeval v Leku, Kjer je
do leta 2000 deloval v zunaniji trgovini, izvozu, marketingu
kot direktor razli¢nih Lekovih enot in predstavnistev v tujini,
veC let je bil ¢lan uprave Leka, dve leti tudi njen predsednik.
Leta 2000 je prevzel funkcijo predsednika uprave Kemo-
farmacije, ki jo je vodil 7 let. Iz veletrgovine je ponovno
odSel v Lek. Imenovan je bil na mesto predsednika uprave
Leka in Novartisa v Sloveniji, ki jo opravlja Se danes. Poleg
rednega dela ze 25 let aktivno deluje kot gostujoCi preda-

vatelj pri izvajanju predmeta Trzenje v farmacevtski industriji
na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani.

Bil je eden klju¢nih pri odlocitvi Leka, da se poda na naj-
zahtevnejSi genericni trg ZDA s kon¢nimi izdelki, in je ves
Cas aktivno sodeloval pri izvedbi tega prelomnega projekta.
Po nastopu funkcije predsednika uprave druzbe Lek leta
2007 je zaclrtal strategijo, s katero se je Lek uveljavil kot
eden najuspesnejSih delov globalne korporacije Novartis.
Strategija je temeljila na iziemnem znanju, ki ga imajo Stevilni
Lekovi strokovnjaki in strokovnjaki slovenske akademske
in raziskovalne sfere s ciliem, da v Slovenijo pripeliejo kom-
pleksne projekte, temelieCe na najsodobnejsih in najzah-
tevnejsih tehnologijah.

Vojmir Urlep si je skupaj s sodelavci prizadeval in tudi uspel
Slovenijo umestiti na zemljevid drzav, v katerih potekajo raz-
vojne in proizvodne aktivnosti na podrocju, ne samo gene-
ricnih, temvec tudi novih t. i. inovativnih zdravil in uginkovin.

Lek je prav v ¢asu pod vodstvom mag. Urlepa okrepil so-
delovanje z znanstveno-raziskovalnimi ustanovami, tudi na
podrodju izobrazevanja in uveljavijanja stroke ter usposa-
blianja mladih strokovnjakov. Tako je Lek pred dvema letoma
podprl 9 mladih doktorjev naravoslovnih znanosti pri prido-
bitvi moznosti za vstop v program »Raziskovalci na zacetku
kariere«. V letoSnjem letu bo na Fakulteti za farmacijo tudi
doktorirala prva skupina mladih strokovnjakov, ki svoje ra-
ziskave izvajajo pod skupnim mentorstvom strokovnjakov
iz Leka in Fakultete za farmacijo. Sodelovanje poteka tudi
na znanstveno raziskovalnem podrocju, pri razvoju kon&nih
zdravil s klasi¢nimi in podobnimi bioloSkimi uCinkovinami.

S timom sodelavceyv je zasnoval koncept Regijskega Bio-
Campa, ki je v Sestih letih dozorel v trajno povezovanje
gospodarske in akademske sfere in odpira vrata novemu
znanju in inovativnemu razmisljanju za prihodnost. Perspe-
ktivnim Studentom naravoslovnih ved omogoc¢a vpogled v
delovanje farmacevtske industrije in sre¢anje z izkusenimi
strokovnjaki in menedzerji. Obenem potrjuje osredotode-
nost Sandoza v Sloveniji na vlaganje v razvoj ter dolgoro¢no
podporo mladim talentiranim Studentom in raziskovalcem.

Vojmir Urlep se zaveda, da danes ne mores vsega specia-
listicnega znanja posedovati znotraj hise. Pomembno je
povezovanje z zunanjimi strokovnjaki, ki jih moras znati




prepoznati. Tu se sreCamo s t. i. podro¢jem open innova-
tion, kar pomeni, da v Leku ustvarjajo meSane raziskovalne
skupine, sestavljene iz njihovih strokovnjakov in strokov-
njakov iz fakultet in intitutov naravoslovnih ved, ki skupaj
razvijajo nove izdelke in tehnologije.

V Casu od leta 2007, ko Lek vodi Vojmir Urlep, je druzba
podvajila Stevilo razvojnih projektov in postala vodilni San-
dozov razvojni center za tehnolosko zahtevne projekte (kot
so sterilni izdelki in prsila za nos).

Lek je v zadnjih petih letih ustvaril ve¢ kot 1.300 novih de-
lovnih mest. Danes je v Leku zaposlenih vec kot 3.500 so-
delavcev. Visokosolsko izobrazbo ima ve¢ kot 47 odstotkov
vseh zaposlenih, od tega je ve¢ kot 410 magistrov in dok-
torjev znanosti.

V Leku je zaposlenih 488 farmacevtov, od tega je veC kot
80 magistrov in doktorjev znanosti.

Rezultate njegovega dela so prepoznala tudi strokovna in
poslovna zdruzenja. Zdruzenje manager mu je podelilo pri-
znanje Manager leta 2012. Prejel je nagrado GZS za iziemne
gospodarske dosezke 2013 med velikimi podijetji, leta 2016
pa mu je Univerza v Ljubljani podelila plaketo Pro universitate
labacensi za uspesen prenos izkusenj in znanj ter izmenjavo
strokovnjakov iz poslovnega konkurencnega sveta farma-
cevtske industrije v akademsko okolje.

Vojmir Urlep je ze v Gasu Studija delil svoje bogato znanje
s kolegi in bil aktiven ¢lan Drustva Studentov farmacije. S
Slovenskim farmacevtskim druStvom sodeluje pri organi-
zaciji strokovnih in znanstvenih simpozijev, veckrat pa tudi
kot vabljeni predavatel).

Vojmir Urlep je skozi celotno delovno kariero nenehno do-
kazoval, da je mozno strokovno znanje slovenskih stro-
kovnjakov, med katerimi igrajo zelo pomembno viogo tudi
farmacevti, na temelju sodelovanja in medsebojnega spo-
Stovanja in na osnovi jasne vizije in strategije, uveljaviti v
svetovnem merilu, tudi v Se tako zahtevnem okolju. Ni se
ustraSil nobenega izziva in je pogosto s sodelavci oral
ledino na podrogjih, ki so bila nova tudi v svetu, ne samo
pri nas. Tudi zato je druzba Lek danes prepoznana in ce-
njena kot ena najuspesnejsih v skupini Novartis, kar pred-
stavlja iziemno priloznost za nove projekte in viaganja. Pri
tem se je nenehno usposabljal in pridobival nova znanja
na razlicnih podrocjih svojega delovanja, vseskozi pa je
uspesno povezoval strokovna znanja farmacevta z znanji
na podrocju vodenija in potrdil, da so moznosti osebnost-
nega razvoja farmacevtov iziemno Siroke.

Slovensko farmacevtsko drustvo podeljuje Minarikovo
odli¢je za leto 2017 mag. Vojmirju Urlepu za njegov vizio-
narski in strateski opus ter s tem izjemen prispevek za
razvoj slovenske farmacije.
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Mag. Mateja Cvirn Novak, mag. farm., spec. — predlog
Celjske podruznice

Mateja Cvirn Novak se je po diplomi leta 1998 zaposilila v
lekarni Apoteka pri Teatru v Celju, leto kasneje pa v Celjskih
lekarnah, kjer deluje Se danes kot lekarniska farmacevtka.

Ze nazadetku kariere si je prizadevala svetovati bolnikom
ne le o zdravilih, ampak tudi o zdravem Zivljenjskem slogu.
S predavanjem o debelosti in prekomerni telesni masi je
sodelovala na simpoziju Slovenskega farmacevtskega dru-
Stva 0 samozdravljenju leta 2001 na Brdu pri Kranju ter na
simpoziju ob redni letni skupscini leta 2010 v Portorozu.
Svoje znanje je nadgrajevala tudi z raziskovalnim delom o
individualnem svetovanju pri zmanjSanju telesne mase. Re-
zultate je predstavila tudi na mednarodnem kongresu FIP
v Lizboni leta 2010 s plakatom in predavanjem, kasneje
pa tudi Stevilnim kolegom v regiji. Na to temo je pripravila
protokol obravnave bolnikov s ¢ezmerno telesno maso in
brosuro za lai¢no javnost »Dnevnik prehrane in telesne de-
javnostic.

V letih 2008 in 2011 je vodila obSirno raziskavo na 98 bol-
nikih s kroni¢nimi boleznimi in opisala prve primere pregleda
uporabe zdravil in pristope farmacevta za izboljSanje var-
nosti zdravljenja z zdravili.

Leta 2007 je zakljuCila specializacijo iz lekarniSke farmacije,
leta 2012 tudi magistrski Studij farmacije.

Mateja Cvirn Novak pogosto predava in piSe Clanke za
strokovna drustva in zdruzenja. Dvakrat je sodelovala na
simpoziju Slovenskega farmacevtskega drustva ob letni
skupScini. V okviru LekarniSke zbornice je predavala far-
macevtskim tehnikom o komunikaciji z bolniki pri svetovanju
boljSega zivljenjskega sloga. Problematiko intimne nege
koze in sluznic je predstavila zdravnikom ginekologom na
simpoziju Slovenskega zdravniSkega drustva.

Za priro¢nik za bolnike Samozdravljenje, ki ga je leta 2011
izdalo Slovensko farmacevtsko drustvo, je pripravila dva
prispevka.

Od 2007 sodeluje pri promociji Celjskih lekarn v projektu
ToCka zdravja, ki je namenjen bolnikom. Na spletni strani
Celiskih lekarn v rubriki Vprasajte farmacevta odgovarja
na razli¢na vprasanja v zvezi z zdraviem in uporabo zdra-
vil.

Magistra Mateja Cvirn Novak je prepoznavna in cenjena v
Javnem zavodu Celjske lekarne, v Celjski regiji, v lekarniski
stroki in SirSe v slovenskem prostoru in je veliko prispevala
za boljSe javno zdravje v svojem okolju, zato ji SFD podeljuje
Minafikovo priznanje.
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Vladka Cesek Bizjak, mag. farm. - predlog Ljubljanske
podruznice

Predanost poklicu, strokovnost, moralna integriteta, ko-
munikativnost in podjetniSka zilica so vrline, ki odlikujejo
Vladko Cesek Bizjak, vodjo Lekarne pri igenski knjiznici,
mentorico za prakti¢no usposabljanje Studentov farmacije
in od leta 2011 predsednico Ljubljanske podruznice SFD
ter ¢lanico 10 SFD.

Vladka Cesek Bizjak je ves &as svoje strokovne poti pre-
dana poslanstvu magistrov farmacije ter redno skrbi za
promocijo stroke in uveljavitev njenega ugleda tako v stro-
kovni kot tudi v lai¢ni javnosti.

Stroko in nova dognanja zeli priblizati vsem, s katerimi pri-
haja v stik: bolnikom s strokovnimi nasveti, predanostjo in
prijazno besedo; sodelavkam z vzgledom in vztrajnim spod-
bujanjem; in SirSi strokovni javnosti z organizacijo in vode-
njem strokovnih sre¢anj Ljublijanske podruznice SFD, v
okviru katerih Zze od leta 2011 skrbi, da smo redno sezna-
njeni z novostmi pri obravnavi bolnikov z zdravili. Pri tem
skrbno pazi, da so strokovna predavanja tematsko urav-
notezena in izvedena na visoki strokovni ravni.

Njeno iziemno predanost poklicu je prepoznala tudi Sirsa
laiCna javnost, ki jo je za njeno delo poleg Stevilnih pohval
in zahval nagradila tudi z nominacijo za “Naj farmacevta
leta” pri Nedeljskem dnevniku v letu 2002 in v letu 2013

z nazivom “Najbolj cenjena lekarna v Sloveniji” po izboru
reviie Moje zdravje, ki ga je pod njenim vodstvom po
ocenah obiskovalcev prejela Lekarna pri Sisenski knjiz-
nici. Njene vrline so prepoznali in nagradili tudi znotraj
Javnega zavoda Lekarna Ljubljana in Vladko s prizna-
njem “Zvezda LL za timsko delo” v letu 2010 in “Zvezda
LL za iziemne poslovne dosezke in zadovoljstvo strank”
v letu 2013.

Ker se zaveda pomena, ki ga imajo osebni stiki v nefor-
malnih okoljih za boljSe medsebojno sodelovanje, zelo
uspesno skrbi tudi za organizacijo in izvedbo druzabnih in
kulturnih sreCanj Ljubljanske podruznice in SirSe. Kljub
omejitvam, ki otezujejo financiranje druzabnih sre¢anj, je
z vodilom »zdrav duh v zdravem telesu« ze Stiri leta zapored
uspeSno izpeljala tudi Sportne igre SFD. Zaradi
iziemne osebne motivacije in strokovne usposobljenosti je
Vladka od leta 2014 Clanica organizacijskega odbora za
pripravo simpozija in skupscine v Portorozu.

Njeno vodilo pri delu je vodenje z zgledom. Prijetna klima,
ki jo ustvarja v svojem delovnem okolju in drustvu temelji
na spostovanju, zaupanju, prijaznosti, odprtosti, skrom-
nosti, doslednem spostovanju in izvajanju visokih moralnih
in eti¢nih meril, trdem delu in dobrih medcloveskin odnosih.
Za njen trud na podrocju organizacije izobrazevanj, pri-
spevek k ugledu lekarniSke farmacije in za zavzeto delo v
Slovenskem farmacevtskem drustvu, ji zvr$ni odbor Slo-
venskega farmacevtskega drustva podeljuje Minarikovo

priznanje.
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Polonca Drofenik, mag. farm., spec. - predlog Sekcije
klinicnih farmacevtov

Polonca Drofenik je zakljucila univerzitetni Studij farmacije
na Univerzi v Ljubljani na Fakulteti za farmacijo leta 1989
in se zaposlila v UKC Maribor, Kjer je zaposlena Se danes.
Leta 2001 je zakljucila specializacijo iz klinicne farmacije z
naslovom Vpliv uvedbe liste rezervnih antibiotikov na njihovo
predpisovanje.

Svoje znanje izpopolnjuje in prenasa v delovno prakso v
bolniSnicni lekarni in s pedagoskim delom kot vabliena
predavateljica, somentorica in mentorica farmacevtskim
tehnikom, Studentom farmacevtskega Studijskega pro-
grama in specializantom klini€ne farmacije na Univerzi v
Ljubljiani Fakulteti za farmacijo ter kot habilitirana predava-
teljica na Fakulteti za zdravstvene vede na Univerzi v Mari-
boru. Na znanstveno-raziskovalnem delu se je posebej iz-
kazala na podro¢ju protimikrobnega zdravljenja. Leta 1999
je zaCela aktivno sodelovati pri uvedbi rezervne liste proti-
mikrobnih zdravil in individualnem predpisovanju le-teh v
UKC Maribor. Raziskovalne rezultate izsledkov specialisti-
¢ne naloge je implementirala v klinicno prakso tako, da je
uvedla terapevtsko spremljanje koncentracij zdravil (TDM
servis) v Univerzitetnem klinicnem centru Maribor. Z razi-
skavo, postavitvijo protokola, uvedbo v vsakodnevno
prakso je zagotovila storitev za vse bolnike, ki prejemajo
vankomicin, gentamicin, amikacin ter po narocilu metildi-
goksin.

Znanje in izkusnje so bile osnova, da od leta 2002 sodeluje
v Evropskem projetku o nadzoru porabe protimikrobnih
ucinkovin. V okviru mariborske bolniSnice sodeluje v razli-
¢nih strokovnih komisijah in odborih: Komisiji za zdravila,
Komisiji za kliniéno prehrano, Komisiji za izobrazevanje za-
poslenih. Aktivno je sodelovala tudi v mednarodnem pro-
jektu Nutrition day 2014 in 2015.

Je tudi cenjena predavateljica in avtorica Stevilnih ¢lankov.
O vsem tem priCa njena bibliografija, ki obsega 46 objay,
med njimi izvirne in kratke znanstvene ¢lanke, prispevke in
povzetke na konferencah, strokovne ¢lanke in drugo. Kot
vabliena predavateljica je svoje znanje ze vecCkrat pred-
stavila na izobrazevanjih zaposlenih v UKC Maribor, pred-
vsem na temo protimikrobnega zdravljenja, simpozijih Sek-
cije Kklini¢nih farmacevtov pri SFD, na rednih strokovnih
izpopolnjevanijih Lekarniske zbornice Slovenije, na zdrav-
niskih simpozijih. Sodelovala je tudi na konferencah v tujini.

Polonca Drofenik je Se posebej prepoznavna na podrodju
razvoja klinicne farmacije v Sloveniji, kjer je znala ustrezno
povezati teorijo in prakso. Leta 2007 je zacCela pilotni projekt
vkljuCevanja klinicnega farmacevta v delo na oddelku za
nefrologijo mariborske bolniSnice, ki je prerastel v trajno
sodelovanje in vkljucitev v dnevno prakso.

Magistra Polonca Drofenik je vnesla Stevilne pozitivne spre-
membe na svojem delovnem podrodju in prispevala k uve-
liavitvi nove dejavnosti klini€nega farmacevta v bolnisni¢nem
okolju. Zato ji izvrsni odbor Slovenskega farmacevtskega
drustva podeljuje Minarikovo priznanje.




Romana Rakovec, mag. farm. — predlog Gorenjske po-
druznice

Romana Rakovec je sluzbeno pot zacela na delovnem mestu
farmacevta receptarja v javni in zasebni lekarni. Ob zaposlitvi
v Javnem zavodu Gorenjske lekarne je vzporedno delala v
Bolnisnici za porodnistvo in ginekologijo Kranj ter krajsi ¢as
sodelovala tudi s Kliniko Golnik. Povezovanje raznolikih stro-
kovnih izkuSenj je kasneje uporabila pri delu v Farmakoinfor-
mativni sluzbi Gorenjskih lekarn, Kjer jo je vodila ideja, da je
znanje farmacevtov o zdravilih treba priblizati bolnikom in
nesebi¢no nuditi pomoc tudi drugim zdravstvenim sodelav-
cem. Od leta 2004 vodi Javni zavod Gorenjske lekarne.

Romana Rakovec je zelo aktivna Clanica Slovenskega far-
macevtskega drustva, Gorenjske podruznice SFD in tudi
Lekarniske zbornice Slovenije. Celih dvanajst let, od ja-
nuarja 2005 do decembra 20186, je bila predsednica Sekciie
javnih zavodov LZS, od leta 2008 pa je ¢lanica Upravnega
odbora LekarniSke zbornice Slovenije. Je namestnica ar-
bitra Lekarniske zbornice Slovenije za sprejem SploSnega
dogovora za leto 2017 in ¢lanica delovne skupine za pre-
novo statuta LekarniSke zbornice Slovenije.

Njena sposobnost za dialog med farmacevtskimi delezniki
je prepoznana tudi izven lekarniSke stroke. Tako jo je Mini-
strstvo za zdravje Republike Slovenije dvakrat imenovalo v
delovno skupino za pripravo novega Zakona o lekarniski
dejavnosti ter v razli¢ne druge delovne skupine, ki so pri-

pravijale predloge za financiranje lekarniske dejavnosti,
standarde in normative.

Kot direktorica Javnega zavoda Gorenjske lekarne si na
lokalnem nivoju zelo prizadeva za krepitev strokovne inte-
gritete farmacevtov in za uvajanje kognitivnih storitev, kot
SO osebna kartica zdravil, evidentiranje farmacevtskih in-
tervencij, uvajanje klinicne farmacije na podrocju oskrbe
socialno-varstvenin zavodov, pregled uporabe in porabe
zdravil. S strpno in argumentirano komunikacijo je Romani
Rakovec uspel poslovni dogovor z Osnovnim zdravstvom
Gorenjske, ki vkljuCuje vse zdravstvene domove na Go-
renjskem, za izvajanje farmakoterapijskih pregledov s strani
farmacevtov svetovalcev. To pomeni, da bodo klini¢ni far-
macevti izvajali farmakoterapijske preglede na nivoju insti-
tucionalnega sodelovanja, kar predstavija prelomnico v
razvoju lekarniske dejavnosti na primarni ravni.

Z veliko posluha za tehni¢ne novosti, kot so lekarniski
roboti in virtualne lekarniSke police, omogoca, da farmacevti
¢im veC svojega Gasa namenijo svetovanju bolnikom. Obe-
nem skrbi za Sirjenje lekarniske mreze tudi na demografsko
ogrozenih obmocijih in odpiranje novih delovnih mest za
farmacevte.

Magistra Romana Rakovec je osebnost, ki je SirSi lekarniski
stroki znana po preudarnosti, strokovnosti, obenem pa
tudi dostopnosti in sposobnosti za povezovanje. Za njen
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Izr. prof. dr. Tomaz Vovk, mag. farm. — predlog Lju-
blianske podruznice

Tomaz Vovk je svojo 20-letno poklicno pot posvetil razisko-
valnemu in pedagoskemu delu za podrocje biofarmacije in
farmakokinetike na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani.
Njegovo znanstveno raziskovalno delo vkljucuje 30 objav
v revijah s faktorjem vpliva, Stevilne objavljene znanstvene
ali strokovne prispevke ter vabliena predavanja na domacih
in tujih konferencah.

Tomaz Vovk je ze kmalu po zaposlitvi sprejel sodelovanje
pri organizaciji podiplomskih strokovnih izobrazevanj. S
prof. Obrezo sta od leta 2008 do 2010 organizirala tri po-
diplomska izobrazevanja na Fakulteti za farmacijo. Bil je
¢lan organizacijskin odborov mednarodnih znanstvenih kon-
ferenc, ki sta jih organizirala Slovensko farmacevtsko dru-
Stvo in Fakulteta za farmacijo: Centralnoevropski simpozij
iz farmacevtske tehnologije in biotehnolgije (CESPT), leta
2008 in 2014, ter konference 4BBBB leta 2011.

S Slovenskim farmacevtskim drustvom neprekinjeno so-
deluje Ze vec kot 10 let v razli¢nih viogah, kot predavatelj,
pri pripravi in predstavitvi Klinicnih primerov na razli¢nih
simpozijih, kot recenzent, ¢lan uredniskega odbora in go-
stujoCi urednik Farmacevtskega vestnika. Z veliko posluha
za strpno in konstruktivno komunikacijo povezuije razlicne
profile strokovnjakov: lekarniske in nelekarniSke farmacevte,

zdravnike, informatike in druge strokovnjake pri nastajanju
strokovnih vsebin.

Tomaz Vovk je bil med prvimi, ki so SirSi strokovni javnosti
predstavili modele prepoznavanja kliniéno pomembnih in-
terakcij zdravil z uporabo racunalnisko podprte informatike,
in sicer na simpoziju ob redni letni skupscini SFD 2005 ter
v okviru u¢nih delavnic, ki jih je SFD organiziralo s podporo
Leka (leta 2005 in 2007). Predstavitev izkuSenj iz lekarniSke
prakse je znal povezati z znanstveno podprto farmacijo.
Zato ni ¢udno, da ga je Sekcija farmacevtov javnih lekarn
povabila, da prevzame vodenije letnih simpozijev, ki jih or-
ganizira ob Dnevih slovenskih lekarn. Organizacijo teh sim-
pozijev je vodil v letih od 2010 do 2013, od leta 2014 pa je
predsednik strokovno-organizacijskega odbora vsakoletne
najvecje strokovne prireditve SFD, simpozija ob redni letni
skupsdini v Portorozu.

Poleg operativnega dela pri organizaciji vseh simpozijev, ki
jin je vodil, je nudil predvsem strokovno podporo. Sodeloval
je tudi kot recenzent treh knijizic, ki jih je SFD izdalo ob Dnevih
slovenskih lekarn ter strokovnega prirocnika Samozdraviienje.

Za njegov prispevek na podrocju znanstvene farmacije, za
trud, ki ga vlaga v razvoj lekarniske farmacije in za zavzeto
delo v Slovenskem farmacevtskem drustvu, podeljuje iz-
vr$ni odbor SFD izr. prof. dr. Tomazu Vovku Minarikovo
priznanje za leto 2017.




ZAHVALA PREJEMNIKA MINARIKOVEGA ODLICJA

Spostovani predsednik SFD mag. Matjaz Tus, spostovana
predsednica Odbora za podeljevanje drustvenih priznanj prof.
dr. Julijana Kristl, spostovane kolegice in kolegi

Lepo je zakljuciti pomembno Zivljenjsko obdobje s prestiznim pri-
znanjem, kot je Minarikovo odlije. Se posebej, ker je to priznanje
stroke, Kateri pripadam in sem ji bil zvest celotno delovno ob-
dobje.

Ko se ozrem nazaj na prehojeno pot, se mi seveda poraja vpra-
sanje ali bi, ¢e bi mi bilo dano, spet krenil po njej in ali bi kaj storil
drugace. Odgovor na prvo vprasanje je da, na drugo morda, a
ne nujno. Bilo je veliko izzivov, lepih in manj lepih trenutkov, a
nikoli dolgcas. Ponosen sem, da je nasa farmaceviska industrija
dokazala, da se lahko brez strahu in sramu postavimo ob bok
najboljsim in uspevamo tudi v neusmilienem boju na globalnem
trgu. Da smo to dosegli, smo morali preseci omejitve, ki izhajajo
iz naSe majhnosti, a ne toliko tiste geografske kot tiste, ki je v
nasih glavah in nas vedno znova deli na nase in vase, na rdece in
bele, leve in desne. Dokazali smo, da pot k uspehu vodi preko
sodelovanja, medsebojnega razumevanja in podpore, preko de-
litve radosti in veselja ob skupnih in uspehih vsakega posameznika
brez tako vsesploSno prisotne in tako slovenske lastnosti, ki ji
pravimo zavist.

Predvsem pa nasi uspehi temeljjo na znanju, dobrini, ki je Se
vedno premalo cenjena in spostovana. Veckrat sem javno pove-

dal, da ne podcenjujem pridnih rok, po katerih naj bi prislovicno
sloveli, a pridne roke Ze dolgo ne zadoSc¢ajo vet za uspesno uve-
ljavijanje v strokovnem in poslovnem svetu. Znanje je tudi temelj
nase stroke in, Ce kdo, se mi tega Se kako zavedamo. V polpretekii
zgodovini smo imeli parolo delu Cast in oblast, Ce delo zamenjamo
z znanjem bi reSili marsikateri problem slovenske druzbe.

V posebno Cast in zadovoljstvo mi je bilo vsa ta leta sodelovati s
Stevilnimi tukaj prisotnimi. Skupaj smo si prizadevali za ugled
stroke in njenega poslanstva in sledili vsak svojim in skupnim sa-
njam. Z izrednim veseljem sem tudi prenasal del svojih znanj in iz-
kuSenj na prihajajoce generacije farmacevtov, ki me vedno znova
presenetiio s svojo podjetnostjo in obviadovanjem sodobnih tren-
dov, a Zal tudi opomnijo, da proces Zivljienjskega Zlahtnjenja neu-
smilfeno tecCe.

Ob koncu se zahvaljujem predlagateljem, odboru za podeljevanje
drustvenih priznanj in izvrsnemu odboru SFD za podelieno pri-
znanje.

Naj se poslovim s citatom iz pesmi meni se kako ljubega pevca
in avtorja . BalaSevic¢a: Upam, da se bomo Se videvali, v nekem
drugem mestu, na neki drugi predstavi, v nekem drugem cir-
kusu.

Hvala in prijeten vecer vam Zelim.
Vojmir Urlep

Udelezenci prireditve so z zanimanjem spremijali podelitev drustvenih priznanj in spremijevalni kulturni program.
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PREJEMNIKI POHVAL, KI SO JIH PODELILE PODRUZNICE IN SEKCIJE ZA LETO 2017

Primorska podruznica:

Ana Banovi¢, mag. farm., spec.
Marija Brenc¢i¢, mag. farm., spec.
Andrej Fister, mag. farm.

Dolenjska podruznica
Mirjana Dragos, mag. farm.
Petra Matekovi€, mag. farm.

Gorenjska podruznica
asist. Maja Jost, mag. farm., spec.
Barbara Koder, mag. farm., spec.

Celjska podruznica
Jelka Dolinar, mag. farm.
Natalija Gerbic

Sekcija farmacevtov javnih lekarn
Helena PavSar, mag. farm., spec.
Darja Poto¢nik Benci¢, mag. farm., spec.

Sekcija bolnisni¢énih farmacevtov
Vesna Bizjak, mag. farm., spec.

Polonca Drofenik, mag. farm., spec.
NataSa Faganeli, mag. farm., spec.

Brigita Mavsar Najdenov, mag. farm., spec.
Tajda Miharija Gala, mag. farm., spec.
Simona Mitrovi¢, mag. farm., spec.
Demetrij Petrica, mag. farm., spec.
Martina Ravnikar, mag. farm., spec.

mag. Franci Tratar, mag. farm., spec.

70 let Kemofarmacije

tradicija, znanje, izkusSnje

Podelitev drustvenih priznanj je sovpadla s praznovanjem 70-letnice Kemofarmacije
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V SPOMIN
VELISLAVI
ZALOKAR

V neprijaznem zimskem dnevu 2. februarja 2017 smo se
poslovili od spostovane kolegice, magistre farmacije in me-
dicinske biokemicarke Velislave Zalokar.

Leta odrasCanja so ji, rojeni Ljubljancanki (3. 7. 1927), tekla
v ljubedi druzini, a vojni ¢as jih je grenko oplazil. Magistrin
oCe je izgubil dva brata; h&i Velislava je bila med Sestim ra-
zredom gimnazije zaprta v policijskih zaporih na PreSernovi
cesti (26. 2.1944 do 30. 3. 1944), ker je z vrstniki sodelo-
vala pri akcijah OF v mestu.

Po sedmem razredu gimnazije na Poljanah je z mislijo na
nacrtovani Studij farmacije poleti 1945 prostovoljino obi-
skovala trimesecni te€aj za lekarniske pomocnice. Priredilo
ga je Ministrstvo za narodno zdravje, da bi omililo pomanj-
kanje strokovnega osebja v lekarnah takoj po vojni. Vsaka
udelezenka je z izpitom na koncu pridobila spriCevalo s
pripisom, da je »usposobliena za apotekarsko pomozno
sluzbo in ima prednost pri vpisu v apotekarsko srednjo
Solo«; ustanovili so jo v prihodnjem letu. Absolventkam te-
¢aja je Ministrstvo takoj doloGilo delovna mesta po Sloveniji,
za Velislavo v dveh lekarnah na vzhodnem robu ozje do-
movine. Trdno odlo¢ena, da bo Studirala farmacijo, zato
pa najprej maturirala, je to moznost odklonila. V zadnjih
mesecih leta 1945 je brez dovoljenja Ministrstva pogumno
priCela obiskovati pouk v 8. razredu poljanske gimnazije,
dovoljenje za vpis pa doCakala kasneje.

Napovedi, da bo s Solskim letom 1946/1947 ustanovljen
na ljubljianski univerzi odsek za farmacijo, so bile negotove,
zato je Velislava Kariz (dekliski priimek) po maturi jeseni
1946 zacCela Studirati na farmacevtski fakulteti v Beogradu.
Medtem je dvoletni Studij v Sloveniji res stekel, zato se je
po prvem semestru vrnila v Ljubljano ter tu koncala drugi,
tretji in Cetrti semester. V zaCetku petega semestra (Solsko

leto 1948/1949) je Studij spet nadaljevala v Beogradu in
tam diplomirala 18. marca 1953.

Zadniji del predpisanega staza (po Centralni lekarni in Hi-
gienskem zavodu) je opravljala v biokemi¢nem laboratoriju
interne klinike Kilini¢nih bolnic; tam so ji ponudili sluzbo.
ZaCela je 1. oktobra 1954 in se tako pridruzila tedaj Se
redkim farmacevtom, ki so se odlocili za delo na kakSnem
drugem podro&ju, ne v lekarni. Leta 1974 se je njihov la-
boratorij vkljucil v Centralni laboratorij, ustanovljen 1970
kot samostojna enota nastajajocega Klinicnega centra (KC).
Magistra Kariz, od leta 1955 poro¢ena Zalokar, je specia-
listicni izpit iz medicinske biokemije opravila 19. februarja
1971. Vse bolj se je posvecCala ozjemu strokovnemu po-
drocju, proteinom, lipidom in lipoproteinom in leta 1975
tudi uradno postala vodja laboratorija za proteinsko dia-
gnostiko v Centralnem klinicno kemi¢nem laboratoriju KC.
Nadaljevala je v dejavnosti, v kateri je pri nas zaoral temeljne
in globoke brazde kemik dr. Pavel Dolar (1915-1995), in
jo do upokojitve razvijala. Leta 1982 je bila odlikovana z
redom dela s srebrnim vencem.

Po sprejemu v sluzbo se je kolegica Zalokar vélanila v ta-
kratno farmacevtsko drustvo. Drugega oktobra 1961 jo
najdemo med ustanovnimi Clani sekcije medicinskih bio-
kemikov pri tem drustvu. V njej je od 15. oktobra 1963 do
16. decembra 1964 opravljala tajniske naloge. Leta 1981
je bila med prejemniki priznanj »za 20-letno uspesno so-
delovanje« v sekciji. Kot ena od ustanovnih ¢lanov sekcije
je 2011 od Slovenskega zdruzenja za klinicno kemijo
(SZKK) prejela spominsko plaketo.

Zadnji delovni dan kolegice Zalokar kot vodje proteinskega
laboratorija na Institutu za kliniéno kemijo in klinicno bio-
kemijo v KC je bil 28. junij 1989. Po upokoijitvi je v odboru
seniorske sekcije Slovenskega farmacevtskega drustva
sedem let vidno sooblikovala program za izobrazevanje in
sprostitev za upokojene Clane. Vse Zzivlienje jo je radostil
stik z naravo, rada je smucala in planinarila, uzivala na
koncertih klasi¢ne glasbe in folklornih prireditvah. »Svoj
poklic je opravljala s ponosom in se zavzeto trudila za nje-
govo prepoznavanje in priznanje v zdravstvu« (iz obrazlo-
zitve k prejetemu Priznanju SZKK v letu 2004).

Magistro Velislavo smo izgubili 27. januarja letos. Sodelavci
in prijatelji smo ji hvalezni za bogate skupne trenutke.

Marta Kramberger
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POPRAVEK

V rubriki »Novi doktorji znanosti«, objavljeni v 1. Stevilki Farmacevtskega vestnika 2017 (stran 50), je priSlo do napake v
opisu doktorskega dela Daniele Milosheske, mag. farm. Prispevek ponovno objavijamo.

Daniela Milosheska, mag. farm.

KLINICNA FARMAKOKINETIKA LAMOTRIGINA, OKSKARBAZEPINA
IN TOPIRAMATA PRI BOLNIKIH Z EPILEPSIJO

Mentor: izr. prof. dr. Iztok Grabnar
Somentor: izr. prof. dr. Tomaz Vovk

Zdravlienje epilepsije je v vecini primerov simptomatsko s
protiepilepti¢nimi zdravili. Zaradi narave bolezni je klinicno
spremljanje ucinkovitosti in varnosti zdravljenja tezavno. V
pomoc¢ pri nac¢rtovanju odmerjanja so lahko meritve kon-
centracije zdravilne u¢inkovine v krvi bolnika.

Kandidatkino delo lahko razdelimo v dva sklopa. V prvem
je predstavljen razvoj analiznih metod za terapevtsko
spremljanje koncentracije protiepilepticnih zdravil, v drugem
sklopu pa so podani rezultati dveh Klinicnih far-
makokineti¢nih Studij na bolnikih z epilepsijo.

Kandidatka je razvila in validirala dve kromatografski analizni
metodi, ki omogocCata socasno dolocanje 12 protiepilep-
tiénih zdravilnih ucinkovin in njihovinh metabolitov v krvni
plazmi. Poleg tega je razvila tudi metodo, ki omogoca

dolo¢anje okskarbazepina in karbamazepina ter njunih
metabolitov v posusenih krvnih kapljicah. Zaradi zelo ma-
jhnega volumna odvzete krvi je ta metoda zelo uporabna
za spremljanje terapije pri dojenckih in otrocih. V Klini¢ni
raziskavi farmakokinetike lamotrigina je ugotovila, da na
hitrost izlo€anja lamotrigina iz telesa vplivajo genetski de-
javniki, telesna masa bolnika, ledvi¢na funkcija, kajenje in
soCasna uporaba zdravil, ki inducirgjo ali inhibirajo pres-
novo. Z raziskavo farmakokinetike okskarbazepina pri otro-
cih je razvila model, ki omogoca zdravljenje prilagojeno
posameznemu otroku. Rezultati raziskav doktorskega dela
so vidni in so mednarodno primerljivi, kar je razvidno iz
doktorandkine bibliografije, ki obsega tri objavljene in pet
v objavo poslanih prispevkov v revije s faktorjem vpliva.
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taltz

(Iksekizumal)

AVILO TALTZ je indicirano za zdravljenje zmerne do hude
ze s plaki pri odraslih, ki so primerni za sistemsko zdravljenje.
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OBDOBJE UVAJANJA OBDOBJE VZDRZEVANJA
(Taltz 80 mg vsaka 2 tedna) (Taltz 80 mg vsake 4 tedne)
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'V Za to zdravilo se izvaja dodatno spremljanje varnosti. Tako bodo hitreje na voljo nove informacije o njegovi varnosti.

Taltz 80 mg raztopina za injiciranje v napolnjenem injekcijskem peresniku En napolnjen injekcijski peresnik vsebuje 80 mg iksekizumaba v 1 ml. Terapevtske indikacije: Zdravilo Taltz je indicirano
za zdravljenje zmerne do hude psoriaze s plaki pri odraslih, ki so primerni za sistemsko zdravljenje. Odmerjanje in nacin uporabe: Odmeranje: Priporoceni odmerek je 160 mg s subkutano injekcijo
(dve injekciji po 80 mg) v tednu 0, ki mu sledi 80 mg (ena injekcija) v tednih 2, 4, 6, 8, 10 in 12, nato pa vzdrzevalno odmerjanje 80 mg (ena injekcija) vsake 4 tedne.Pri bolnikih, ki se po 16 do 20 tednih
niso odzvali na zdravljenje, je treba razmisliti o prekinitvi zdravljenja. Pri nekaterih bolnikih z zacetnim delnim odzivom se stanje ob nadaljevanju zdravljenja prek 20 tednov lahko izbolj$a. Pediatricna
populacia: Varnost in ucinkovitost zdravila Taltz pri otrocih in mladostnikih, starih od 6 do 18 let, $e nista bili dokazani. Podatki niso na voljo. Nacin uporabe: Subkutana uporaba. Raztopine/injekcijske
brizge ne smete stresati. Kontraindikacije: Resna preobcutljivost na zdravilno ucinkovino ali katero koli pomozno snov.Klinicno pomembne aktivne okuzbe (npr. aktivna tuberkuloza). Posebna opozorila
in previdnostni ukrepi: Okuzbe: Zdravljenje z zdravilom Taltz je povezano s povecano stopnjo okuzb, kot so okuzbe zgornjih dihalnih poti, oralna kandidaza, konjunktivitis in glivicne okuzbe koze. Zdravilo
Taltz je treba pri bolnikih s kliniéno pomembnimi kroni¢nimi okuzbami uporabljati previdno. Zdravila Taltz se ne sme dajati bolnikom z aktivno tuberkulozo (TB). Pri bolnikih z latentno tuberkulozo je
treba pred zaCetkom zdravljenja z zdravilom Taltz razmisliti o zdravljenju proti tuberkulozi. Preobcutljivost: Porocali so o resnih preobéutljivostnih reakcijah, vkljuéno z nekaj primeri angioedema, urtikarije
in, redko, resnih zapoznelih (1014 dni po injiciranju) preobcutljivostnih reakcij, ki so vkljucevale Siroko razsirjeno urtikarijo, dispnejo in visoke titre protiteles. Vnetna crevesna bolezen: Previdnost je
potrebna pri predpisovanju zdravila Taltz bolnikom z vnetno ¢revesno boleznijo, vkljuéno s Crohnovo boleznijo in ulceroznim kolitisom, bolnike pa je treba skrbno spremljati. Ceplienja: Zdravila Taltz se
ne sme uporabljati skupaj z Zivimi cepivi. Medsebojno delovanje z drugimi zdravili in druge oblike interakcij: Varnost zdravila Taltz v kombinaciji z drugimi imunomodulatorji ali fototerapijo ni bila
ovrednotena. Opravili niso nobenih formalnih Studij medsebojnega delovanja zdravil /n vivo. Ob uvedbi zdravlienja z iksekizumabom je treba pri bolnikih, ki prejemajo zdravila, ki se presnavljajo prek
CYP450, razmisliti o terapevtskem spremljanju zdravljenja. Plodnost, nose¢nost in dojenje: Zenske v rodni dobi morajo med zdravljenjem in vsaj 10 tednov po njem uporabljati ucinkovito kontracep-
cijsko metodo. Na voljo so le omejeni podatki o uporabi iksekizumaba pri nosecnicah. Iz previdnostnih ukrepov se je med nose¢nostjo bolje izogibati uporabi zdravila Taltz. Ni znano, ali se iksekizumab
izlo¢a v materino mleko pri cloveku in ali se sistemsko absorbira po zauzitju. Nezeleni ucinki: Nezeleni ucinki zdravila, o katerih so najpogosteje porocali, so bili reakcije na mestu injiciranja in okuzbe
zgornjih dihalnih poti (najpogosteje nazofaringitis). Zelo pogosti: okuzbe zgornjih dihalnih poti, reakcije na mestu injiciranja. Pogosti: glivicne okuzbe koze, orofaringealna bolecina, navzea. Obcasni:
influenca, rinitis, oralna kandidaza, konjunktivitis, celulitis, nevtropenija, trombocitopenija, urtikarija. Rok uporabnosti 2 leti. Posebna navodila za shranjevanije: Shranjujte v hladilniku (2 °C-8 °C). Ne
zamrzujte. Shranjujte v originalni zunanji ovojnini, da bo zdravilo zas¢iteno pred svetlobo. Zdravilo Taltz lahko hranite zunaj hladilnika najvec 5 dni, pri temperaturi, ki ne presega 30 °C. Imetnik dovoljenja
za promet z zdravilom: Eli Lilly Nederland BV, Papendorpseweg 83, 3528 BJ Utrecht, Nizozemska. Nacin predpisovanja: Rp/Spec: Predpisovanje in izdaja zdravila je le na recept zdravnika specialista
ustreznega podrocja medicine ali od njega pooblas¢enega zdravnika. Datum zadnje revizije besedila: 12.10.2016

SITLZ00009(1), 26.10.2016, Samo za strokovno javnost

Pricujoce gradivo je namenjeno samo za strokovno javnost. Pred predpisovanjem zdravila Taltz preberite celotni Povzetek glavnih znacilnosti zdravila Taltz.

Referenca:

1. Povzetek glavnih znacilnosti zdravila Taltz, datum zadnje revizije besedila 12.10.2016.

2. Gordon KB, Blauvelt A, Papp KA, et al. Phase 3 trials of ixekizumab in moderate-to-severe plaque psoriasis. N Engl J Med. doi: 10.1056/NEJMoal512711.
*Rezultati, pridobljeni na osnovi post hoc analize.

Rezultati, pridobljeni od bolnikov, zdravljenih s 160 mg zdravila Taltz v tednu 0, potem z 80 mg vsaka 2 tedna do 12. tedna in nato z 80 mg vsake 4 tedne do 60. tedna.

Eli Lilly farmacevtska druzba, d.o0.0., Dunajska cesta 167, 1000 Ljubljana, telefon 01 / 580 00 10, faks 01 / 569 17 05
SITLZ00024, 21.11.2016  Samo za strokovno javnost. y
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