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Na vseh nivojih uporabe in upravijanja z znanjem pogosto slisimo oziroma
beremo o pomenu dobre, kakovostne stroke. To prav gotovo velja posebej
za farmacijo! In ko politicne odlocitve ne upostevajo mnenja stroke, na-
stajajo posledice, kijih potem resujemo Se leta, pri Cemer Skoda, ki je bila
narejena, nikoli ni popolnoma odstranjena. Politicni snovalci ne pocivajo
in poskusajo znova in znova, na tak ali drugacen nacin z namenom »kori-
stiti bolnikome, predvsem pa svojemu Zepu, vplivati na odlocitve strokovne
Jjavnosti, ki temeljjo na vecletnemu trdemu delu. Tako je skupina poslancev
v mesecu juniju vioZila v obravnavo Predlog zakona o spremembah Za-
kona o lekarniski dejavnosti (ZLD-1B), ki naj bi bil sprejet po skrajsanem
postopku. Strokovna javnost je kar nekaj let pripravijala Zakon o lekarniski
dejavnosti, za katerega menimo, da je sodoben in ga velja resnicno upo-
Stevati v vseh njegovih Clenih. Ker pa dolocenim lobijem obstojeci zakon,
ki preprecuje »kavbojsko« delovanje na podrocju oskrbe in trzenja z zdravili
ne odgovarja, poskusajo doseci spremembe. Kaj pomeni neurejen trg z
zdravili, lahko vidimo v nekaterih drzavah v blizini Slovenije. Trdim, da je Si-
stem trzenja, povezav in mrezenja v Sloveniji dober, transparenten in pred-
vsem marketinsko uravnovesen! Na poskus sprememb smo strokovni
delezniki na razlicnih nivojih in podrocjih hitro odreagirali in nanizali vrsto
strokovnih obrazloZitev, zakaj ne kaze spreminjati obstojecega zakona. Ali
bo politika zopet previadala nad stroko, pa bomo videli kmalu. Upam, da
tokrat ne!

Sicer pa je pred vami Stevilka Farmacevitskega vestnika, ki je iziemno bo-
gata z novostmi na podrocju zdravilnih ucinkovin in sodobnega diagno-
sticiranja razlicnih bolezenskih stanj. Tako so kolegi z Onkoloskega instituta
pripravili pregled zdravljenja nekaterih rakavih obolenj z delovanjem na
imunske kontrolne tocke v organizmu. Bolj in bolj so namre¢ znane pove-
zave med imunskih sistemom in rakavimi obolenji. Na podrocju zaviralcev
imunskih kontrolnih tock so lani podelili tudi Nobelovo nagrado za medi-
cino. Prebrali bomo lahko tudi novosti glede kemicnih motilcev endokri-
nega sistema in novih bioloskih oznacevalcev oksidativnega stresa.
Skupina raziskovalcev pod vodstvom prof. dr. Marije Sollner Dolenc nam
bo predstavila ucinkovine za zdravijenje Chagasove bolezni, kolegice s
Katedre za Klinicno biokemijo pa nas seznanjajo s farmakogenomiko tio-
purinov. Prav tako boste izvedeli, kakSno viogo lahko pricakujemo od este-
trola, naravnega selektivnega modulatorja estrogenskih receptorjev.

Skratka, v branje in izobrazevanje vam ponujamo veliko strokovnih novosti
in vam v imenu uredniSkega odbora Zelimo prijetne pocitnice, kjerkoli Ze
boste.

Prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.
Odgovorni urednik FV
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POVZETEK

V zadnijih letih je imunoterapija z razvojem zaviralcev
imunskih kontrolnih toCk postala eden izmed po-
membnih nacinov sistemskega zdravljenja razli¢nih
vrst raka. Kljub temu, da so zaviralci imunskih kon-
trolnih tock izkazali znaten klinicni ucinek pri bolnikin
z napredovalimi oblikami raka, delez bolnikov, ki se
odzovejo na terapijo ostaja majhen, prav tako le
doloCen delez bolnikov doseze dolgotrajen odgovor.
Da bi zaobsli ti dve kljucni omejitvi, poleg kombina-
cije razlicnih zaviralcev imunskih kontrolnih tock ve-
liko raziskav proucuje kombinacijo le-teh s klasi¢no
kemoterapijo, radioterapijo in tarnimi zdravili. Kot
pri Stevilnih drugih terapijah pa tudi pri imunoterapiji
vse bolj postaja pormemben individualiziran pristop.
V tem prispevku bomo predstavili izsledke raziskav
kombinacije zaviralcev imunskih kontrolnih tock z
radioterapijo, kemoterapijo in tarénim zdravljenjem.

KLJUCNE BESEDE:
kemoterapija, radioterapija, tar¢no zdravljenje, za-
viralci imunskih kontrolnih tock

ABSTRACT

Due to the development of immune checkpoint in-
hibitors in recent years, immunotherapy has be-
come one of the important therapeutic strategies
in the systemic treatment of various types of cancer.
Although immune checkpoint inhibitors have shown
significant clinical effects in patients with advanced
cancer, the number of patients who respond to
therapy remains low, and only a small proportion of
patients achieve a long-term response. To overcome
these two key limitations, in addition to immune
checkpoint inhibitors combination, many studies
focus on combination of immune checkpoint in-
hibitors with systemic chemotherapy, radiotherapy
and target therapy. Like in many other therapeutic
approaches, a personalized approach is becoming
increasingly important also in immunotherapy. In
this paper, the results of studies combining immune
checkpoint inhibitors with radiotherapy, chemother-
apy and targeted treatment will be presented.

KEY WORDS:
chemotherapy, immune checkpoint inhibitors, ra-
diotherapy, targeted therapy
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UvoD

V zadnjih letih je imunoterapija postala eden izmed po-
membnih nacinov sistemskega zdravljenja raka. Zaviralci
imunskih kontrolnih to¢k (CPI, immune checkpoint in-
hibitors) so se izkazali za ucinkovito obliko zdravljenja Ste-
vilnih vrst raka (1). To so prepoznali tudi na Karolinskem
inStitutu in Nobelovo nagrado za fiziologijo in medicino za
leto 2018 dodelil Jamesu P. Allisonu in Tasuku Honju. Alli-
son iz Centra MD Anderson v Teksasu je preko proucevanja
funkcij proteina CTLA-4, ki deluje kot zavora imunskega
odziva, odkril potencial odstranitve te zavore, njegov kolega
iz Japonske, Honjo, pa je prouceval drug protein na imun-
skih celicah, PD-1, ki ima enako funkcijo kot CTLA-4. Oba
sta neodvisno pokazala, da zaviralci CTLA-4 in PD-1 od-
pravijo inhibicijo imunskega odziva.

V procesu nastanka in napredovanja raka ima imunski sistem
klju¢no viogo: tumorsko celico mora prepoznati in odstraniti.
Celice, ki se jim uspe temu izogniti, se lahko zaradi velikega
prilagoditvenega potenciala vseskozi spreminjajo ter vplivajo
na delovanje imunskega sistema. Proces preureditve delo-
vanja imunskega sisterna med razvojem tumorjev imenujemo
imunsko preurejanje in ga v grobem delimo na tri faze: eli-
minacijo, ravnovesje in imunski pobeg (1).

V fazi eliminacije imunski odziv skrbi za uspeSno prepo-
znavanje tumorskih celic in njihovo odstranitev. Vnetni ci-
tokini, ki se sprostijo iz tumorskih celic, makrofagov in celic
strome, aktivirajo Stevilne celice prirojenega imunskega si-
stema, kot so naravne celice ubijalke (NK, natural killer
cells) in naravne celice ubijalke T (NKT, natural killer T cells).
NK, NKT in makrofagi v tumorju zacnejo proizvajati inter-
feron (IFN) gama in interlevkin 12, ki spodbujata dolo¢ene
celice imunskega sistema in ubijata tumorske celice (1). V
fazi ravnovesja imunski sistem Se vedno nadzira razras€anje
tumorja, vendar ne zmore ve¢ zmanjSevati tumorske mase.

Slika 1: Shematicen prikaz kostimulatornih (zelene) in koinhibitornih (oranzne) molekul, ki se izrazajo na limfocitih T, ter prikaz nekaterih molekul
na tumorskih oz. antigen predstavitvenih celicah, ki se na te molekule vezejo. CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4; PD-1,
programmed cell death protein-1; PD-L1/L2, programmed cell death-ligand 1/ligand 2; LAG-3, lymphocyte activation gene-3; BTLA, B and T
lymphocyte attenuator; PD-1H, programmed death-1 homolog; TIM-3, T-cell immunoglobulin; CEACAM1, carcinoembryonic antigen cell
adhesion molecule 1; TIGIT, T cell immunoglobulin and immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif domain; MHC, major histocompatibility
complex; TCR, T cell receptor.

Figure 1: Schematic presentation of costimulatory (green) and coinhibitory (orange) molecules expressed on T cells, and of some molecules
on tumor and antigen presenting cells that bind to costimulatory or coinhibitory molecules. CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte-associated
antigen 4; PD-1, programmed cell death protein-1; PD-L1/L2, programmed cell death-ligand 1/ligand 2; LAG-3, lymphocyte activation gene-
3; BTLA, B and T lymphocyte attenuator; PD-1H, programmed death-1 homolog; TIM-3, T-cell immunoglobulin; CEACAM1, carcinoembryonic
antigen cell adhesion molecule 1; TIGIT, T cell immunoglobulin and immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif domain; MHC, major his-
tocompatibility complex; TCR, T cell receptor.
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V fazi imunskega pobega pa imunski sistem ne zmore vec
nadzorovati razvoja tumorija, tumor lahko nemoteno raste
in metastazira v druge dele telesa.

DELOVANJE ZAVIRALCEV
IMUNSKIH KONTROLNIH
TOCK IN NJIHOVA UPORABA
PRI ZDRAVLJENJU RAKA

Kontrolne toCke imunskega sistema skrbijo za natan¢no
uravnavanje spodbujanja in zaviranja imunskega sistema.
Zaznava antigena Se ne zadostuje za aktivacijo limfocitov
T. Aktivacijo limfocitov T namre¢ uravnavajo Stevilne mole-
kule na njihovi povrsini, ki so kostimulatorne ali koinhibi-
torne. Prva taka opisana molekula je bil kostimulatorni re-
ceptor CD28 na povrsini naivnih limfocitov T, ki ob vezavi
ligandov CD80/86, prisotnin na povrsini antigen predsta-
vitvene celice (APC), vodi v aktivacijo limfocitov T. Aktivirani
limfociti T so CD4+ in CD8* ter regulatorni limfociti T (Treg),
ki poleg CD28 na svoji povrsini izrazajo tudi koinhibitorni
receptor CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-asociated anti-
gen 4), ki ima vecjo afiniteto do proteinov CD80/86 kot
CD28 in tako preprecuje preobsezno aktivacijo imunskega
sistema. Na efektorskih limfocitin T, CD4* (celice T poma-
galke) in CD8* (celice T ubijalke), vezava s CTLA-4 povzroCi
zaustavitev celitnega cikla, na Treg pa ojaca njihovo imu-
nosupresivno delovanje (2).

Kljub temu, da so Kklini€no raziskavo faze | z agonistom
CD28 (TGN1412) zaradi hudih nezelenih ucinkov predca-
sno prekinili, potekajo predklini¢ne in klinicne raziskave z
ucinkovinami, ki povecajo delovanje drugih kostimulatornih
molekul, kot so OX-40, ICOS , CD137 idr. (2-4).

Druga pot ojacanja imunskega odziva je zaviranje koinhi-
bitornih molekul, katerih Stevilo je pri mnogih vrstah raka
povecano. Preboj v imunoterapiji raka je pomenil ipilimu-
mab, humano monoklonsko protitelo, ki cilja CTLA-4. Sle-
dila so protitelesa proti PD-1 (programed cell death protein
7) in njegovemu ligandu PD-L1 (slika 1). Z inhibicijo teh
molekul se znova poveCa imunska aktivnost organizma
proti rakavim celicam (2).

Allison in sodelavci so prvi dokazali, da blokada CTLA-4 z
monoklonskimi protitelesi povzro¢i zmanjSanje misjih tu-
morjev (5). Izsledki klinine raziskave so pokazali, da ipili-
mumab poveca delez preZivelih bolnikov z metastatskim
melanomom za priblizno 10 %. Tako je ipilimumab postal
prva ucinkovina iz skupine CPI z dovolienjem za promet
za zdravljenje metastatskega melanoma. Kljub doprinosu
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k prezivetju pa je zdravljenje z ipilimumabom povezano z
mocnim izrazanjem nezelenih ucinkov. Kar 60 % bolnikov
prizadene eden izmed imunsko pogojenih nezelenih ucin-
kov, ki so najpogosteje gastrointestinalni, lahko pa se izra-
Zajo tudi na kozi, jetrih, pljucih in Se drugod.

Honjo s sodelavci je dokazal, da je izrazanje PD-1 pove-
¢ano na aktiviranih limfocitin T in B in makrofagih. Aktivirani
PD-1 zavira delovanje limfocitov T in s tem imunskega si-
stema, saj spodbuja apoptozo antigen specificnin celic T
in zavira apoptozo Treg (1). PD-1 ima dva liganda, PD-L1
in PD-L2. Njuno izrazanje je povecano na APC in tumorskih
celicah. To Se posebej velja za PD-L1, katerega izrazanje
je povecano na tumorskih celicah Stevilnih vrst raka. Izra-
zanje PD-L2 je bolj omejeno, predvsem na dendriticne ce-
lice (DC) in le nekatere vrste raka (6). Klinicne raziskave so
potrdile ucinkovitost terapije z zaviralci PD-1 za zdravljenje
melanoma, karcinoma ledvic in nedrobnoceli¢nega plju-
¢nega karcinoma (NSCLC). Nezeleni ucinki terapije so
blagi, sistemska toksi¢nost pa nizka, kar kaze na bolj spe-
cificno cilianje tumorskih celic z zaviralci PD-1 in PD-L1
kot zaviralci CTLA-4.

CPI, ki imajo v Sloveniji dovoljenje za promet z zdravilom,
in njihove odobrene indikacije so navedeni v preglednici 1.

ZAKAJ JE ZAVIRALCE
IMUNSKIH KONTROLNIH
TOCK SMISELNO
KOMBINIRATI Z DRUGIMI
OBLIKAMI ZDRAVLJENJA?

Odgovor je preprost: ker je potrebno dodatno spodbuditi
imunski sistem po odstranitvi zavor s CPI. S kombiniranjem
terapij lahko poveCamo imunogenost tumorja preko vecje
izpostavitve tumorskih (neo)antigenov, poveCane kemo-
takse, lazjega dostopa imunskih celic v sam tumor idr. (7,
8). Kljub temu, da so CPI izkazali znaten klini¢ni ucinek pri
bolnikin z napredovalimi oblikami raka, delez bolnikov, ki
se odzovejo na terapijo, ostaja majhen (9). Prav tako le
dolo¢en delez bolnikov doseze dolgotrajen odgovor. Ta
dva pojava lahko pripiSemo primarni in sekundarni rezi-
stenci, ki sta posledici zapletenih interakcij med imunskimi
celicami, celicami strome in tumorskimi celicami, ki skupaj
tvorijo tumorsko mikrookolje (TMO) (10).

Primarna rezistenca na CP| nastane zaradi odsotnosti
funkcionalnega imunskega sistema v tumorijih nizke imu-
nogenosti. Ti imajo po navadi nizko mutacijsko breme,
v nasprotju z njimi pa se tumoriji z visokim mutacijskim bre-
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Preglednica 1: CPI z dovoljenjem za promet z zdravilom s pripadajocimi indikacijami.
Table 1: CPI with obtained marketing authorization and indications.

Imunske kontrolne

Ime ucinkovine

totke Prisotnost in zdravila Indikacije
CTLA-4 Aktivirani CD4* T limfociti | ipilimumab mM
Aktivirani CD8* T limfociti | Yervoy®
Treg
PD-1 Aktivirani limfociti T pembrolizumab | MM

Tumor-infiltrirajoCi limfociti
Treg

Limfociti B

NK

Keytruda®

1. linija zdravljenja mMNSCLGC, z najmanj 50-od-
stotno izrazenostjo PD-L1, a odsotnostjo tumor-
skih mutacij EGRF/ALK

v kombinaciji s pemetreksedom in KT na osnovi
platine indicirano za prvo linijo zdravljenja meta-
statskega neploScatocelicnega NSCLC pri odra-
slih, z odsotnostjo tumorskih mutacij EGRF/ALK

2. linija zdravljenja napredovalega ali metastat-
skega NSCLC, z najmanj 1-odstotno izrazenostjo
PD-L1, po predhodni KT

ponovlieni ali neodzivni klasic¢ni Hodgkinov limfom,
kjer avtologna presaditev maticnih celic in zdra-
vljenje z brentuksimabom vedotinom (BV) nista
bila uspesna, oz. za zdravljenje odraslih bolnikoy,
ki za presaditev niso primerni, zdravljenje z BV pa
pri njih ni bilo uspesSno

pri odraslih, predhodno zdravljenih s KT, ki je
vklju€evala platino

lokalno napredovali ali metastatski urotelijski karci-
nom pri odraslih, predhodno zdravljenih s KT, ki je
vkljuCevala platino

lokalno napredovali ali metastatski urotelijski karci-
nom pri bolnikih, ki niso primerni za zdravljenje s
KT, ki vsebuije cispaltin, in imajo tumorje z najman;
10-odstotno izrazenostjo PD-L1

ponovljeni ali metastatski HNSCC, z najmanj 50-
odstotno izrazenostjo PD-L1, ko je bolezen na-
predovala med zdravljenjem ali po zdravljenju s
KT, ki je vkljuGevala platino

190
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nivolumab
Opdivo®

mM

adjuvantno zdravljenje odraslih z melanomom, ki
se je razsiril na bezgavke, ali z metastatsko bolez-
nijo po popolni kirurSki odstranitvi

ledvicni karcinom po predhodnem zdravljenju

2. linija zdravljenja metastatskega ali napredova-
lega NSCLC po predhodni KT

ponovlieni ali neodzivni klasic¢ni Hodgkinov limfom,
kjer avtologna presaditev mati¢nih celic in zdra-
vljenje z BV nista bila uspesna, in odraslih bolni-
kov, ki za presaditev niso primerni, zdravljenje z
BV pa pri njih ni bilo uspesno

ponovljeni ali metastatski HNSCC, pri katerih je
bolezen napredovala med zdravljenjem ali po
zdravlienju na osnovi platine lokalno napredovali,
neoperabilni ali metastatski urotelijski karcinom,
po neuspesnem predhodnem zdravljenju, ki je
vkljucevalo platino

PD-L1PD-L2

Tumorske celice
APC

Supresorske celice
mieloidnega izvora
(MDSC)

atezolizumab
Tecentrig®

2. linija zdravljenja metastatskega ali napredova-
lega NSCLC po predhodni KT.; bolniki, ki imajo
EGFR/ALK tumorske mutacije morajo pred
uvedbo atezolizumaba prejeti tudi taréno zdravlje-
nje

napredovali ali metastatski urotelijski karcinom, po
neuspesSnem predhodnem zdravlienju, ki je vklju-
Cevalo platino

napredovali ali metastatski urotelijski karcinom, z
veC kot 5-odstotno izrazenostjo PD-L1, ki ni pri-
meren za zdravljenje s cisplatinom

avelumab
Bavencio®

karcinom Merklovih celic

durvalumab
Imfinzi®

napredovali NSCLC z najmanj 1-odstotno izraze-
nostjo PD-L1, ki po KT na osnovi platine, ni na-
predoval

CTLA-4 in PD-1

kombinacija
ipilimumaba
in nivolumaba

mM

mM - metastatski melanom; mNSCLC — metastatski nedrobnocelicni karcinom pljuc; KT — kemoterapija, HNSCC plosc¢atocelicni karcinom

glave in vratu

191

farm vestn 2019; 70

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI




KOMBINACIJA ZAVIRALCEV IMUNSKIH KONTROLNIH TOCK Z RADIOTERAPIJO, KEMOTERAPIJO IN TARCNIM ZDRAVLJENJEM

menom (melanom in NSCLC) naCeloma dobro odzovejo
na terapijo s CPI. Poleg tega je primarna rezistenca pove-
zana z nizko infiltracijo imunskih celic v tumorju, zaradi
oslablienega privablianja tumor infiltrirajocih limfocitov T ali
zaradi fizikalne bariere, ki jo predstavlja TMO. DC so v tu-
morju nujno potrebne za zagotavljanje imunogenosti tu-
morja. Prav tako so za delovanje CPI v tumorju pomembni
tudi efektorski limfociti T. Primarna rezistenca na CPI je
pogojena tudi z visoko zastopanostjo inhibitornih imun-
skih celic, kot so Treg, TAM (tumor associated macrop-
hages) in supresorske celice mieloidnega izvora, ki nadvla-
dajo protitumorsko delovanje limfocitov T v tumorju (10).
Sekundarna rezistenca je pojav, ki nastane po tem, ko
se tumor prvotno odzove na terapijo s CPI. Najpogosteje
nastane sekundarna rezistenca zaradi nezadostne pred-
stavitve antigena na tumorskih celicah ob napredovanju
bolezni ali pa zaradi mutacij v mehanizmih procesiranja in
predstavitve tumorskega antigena CD8* T limfocitom. Do-
datno se lahko pojavi tudi zaradi mutacije same oz. zaradl
utiSanja/prenehanja izrazanja tumorskega antigena. Zaradi
mutacij lahko pride tudi do rezistence na imunske efek-
torske citokine, do prevlade protumorskih signalov
nad protitumorskimi in izrazanja dodatnih koinhibitornih
molekul PD-L1, LAG-3 in TIM-3, ki dodatno prispevajo
k inaktivaciji limfocitov T (10).

Da bi dosegli vecji delez odgovorov na zdravljenje s CPI in
presli primarno ter sekundarno rezistenco, je smiselno CPI
kombinirati s klasi¢nimi protitumorskimi terapijami in drugimi
oblikami imunoterapije. Tako intenzivno proucujgjo moznosti
kombiniranja CPI med seboj (CTLA-4 in PD-1/PD-L1), s
konvencionalnim zdravljenjem (kemoterapija, radioterapija),
s kostimulatornimi molekulami (OX-40) (4), z razli¢nimi tu-
morskimi vakcinami (DC vakcine), onkolitinimi virusi idr.

ZAVIRALCI IMUNSKIH
KONTROLNIH TOCK V
KOMBINACIJI Z
RADIOTERAPIJO,
KEMOTERAPIJO IN TARCNIM
ZDRAVLJENJEM

Tako radioterapija kot nekatere vrste kemoterapije lahko
povzrogijo imunogeno celiéno smrt. To je izraz za imu-
nogeno obliko apoptoze rakavih celic, pri kateri umirajoce
celice v okolico sprostijo molekule DAMP (damage asso-
ciated molecular pattern). Med najpomembnejSe molekule

DAMP uvr§€amo povrsinsko izpostavljen kalretikulin, mo-
lekule ATP in protein HMGB1 (high mobility group protein
B7) (11). DAMP privabijo in stimulirajo celice prirojenega
imunskega sistema, ki fagocitirajo ostanke celic in pred-
stavijo antigene tumor specificnim limfocitom T.

Kombinacija z radioterapijo

Radioterapija lahko preko razli¢nih mehanizmov:

e poveca imunogenost tumorja (povecano izrazanje tu-
morskih antigenov, procesiranje antigenov, ekspresija
molekul MHC in kostimulatornih signalov),

e preide imunosupresivno delovanje TMO (poveca izrazanje
imunostimulatornih citokinov),

e v tumor privabi APC in efektorske celice (8).

Ena izmed najbolje proucenih signalnih poti je z radiotera-

pijo inducirana signalna pot cGAS-STING, ki preko IFN

tipa | aktivira imunski odziv. V tej kaskadni reakciji cGAS
zazna prisotnost DNA v citosolu, kjer se ta normalno ne
nahaja. Ob vezavi DNA cGAS katalizira reakcijo biosinteze
2'3'-cGAMP, ta pa se nato veze na STING in povzroci nje-
govo oligomerizacijo ter translokacijo z endoplazemskega
retikuluma v okolico jedra. Tam forsforilira interferon regu-
lirajo&i faktor 3 (IRF3), ki se translocira v jedro in sprozi na-
stajanje IFN tipa | (12). Stevilne predkliniéne raziskave so
potrdile, da kombinacija radioterapije s CPI privede do
specificnega protitumorskega odziva. Vecina prikazov pri-
merov bolnikov in majhnih nerandomiziranih raziskav je
pokazala varnost in ucinkovitost kombinacije brez pove-
Cane sistemske toksi¢nosti. Pri napredovali in metastatski
bolezni kombinacija lahko poveca protitumorski imunski
odgovor, ki zdravi obstojeCe metastaze in prepre€uje na-
stanek novih (8). V primeru stadija Il NSCLC so pokazali,
da dodatek durvalumaba po radio-kemoterapiji podaljsa
prezivetje brez ponovitve bolezni v primerjavi s placebom
za priblizno 11 mesecev (13). Nekatere raziskave pa so
pokazale tudi negativne ucinke obsevanja: povecalo se je
Stevilo inhibitornih imunskih celic v TMO ali izrazanje imu-
nosupresivnih molekul, kot je transformirajoCi rastni faktor
beta (TGFB). Neskladje izidov raziskav se da razloziti z ra-
zli¢nimi rezimi obsevanja. To je na predklinichem modelu
dokazala Demaria s sodelavci, ki je pokazala sinergisticni
ucCinek kombinacije zaviralca CTLA-4 s frakcioniranim ob-
sevanjem z majhnim odmerkom, v nasprotju z enkratnim
obsevanjem z velikim odmerkom. Majhni odmerki povzro-
¢ijo lokalno izrazanje IFN in posledi¢no aktivirajo DC, med-
tem ko veliki odmerki sprozijo pot, ki razgrajuje DNA v ci-

tosolu in s tem prepreci aktivacijo imunskega sistema (10).

Pomembno se je zavedati, da je kombinacija CP!I in radio-

terapije lahko tudi dvorezen me¢, ko gre za uravnavanje
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tumorske imunosti; lahko deluje imunostimulatorno ali pa
imunosupresivno (14). Zato je na podlagi dostopnih poda-
tkov v Klini¢ni praksi potrebno dobro nacrtovati kombinirano
terapijo: (i) katere bolnike in s katero obliko bolezni je smi-
selno zdraviti s kombinirano terapijo, (i) kakSen je rezim
radioterapije, (iii) kateri CPIl izberemo in (iv) kaksno sosledje
je najprimernejSe za kombinirano terapijo. Za pridobitev
bolj jasnih odgovorov je potrebno oblikovati izpopolnjen
protokol randomizirane klini€ne raziskave kombinacije te-
rapije CPI z radioterapijo in brez nje, ki bo pokazala, ali
ima radioterapija klinicno pomembno korist kot komple-
mentarna terapija zdravljenju s CPI.

Kombinacija s kemoterapijo

Doloceni citostatiki lahko preko razli¢nih mehanizmov spod-
budijo delovanje imunskega sistema. Najbolje raziskan in
opisan mehanizem je indukcija imunogene celicne smrti
(15), ki jo sprozijo ciklofosfamid, antraciklini in oksali-
platin (15, 16). Cisplatin in karboplatin lahko zmanjsata
Stevilo PD-L.2 na DC in tumorskih celicah in tako povecata
aktivacijo limfocitov T. Docetaksel lahko privede do sele-
ktivnega zmanijSanja Stevila Treg (17).

Dve Kilini¢ni raziskavi sta potrdili koristne ucinke kombinacije
dakarbazina, standardne kemoterapije za metastatski me-
lanom, z ipilimumabom. Prva je dokazala, da vec bolnikov
odgovori na imunoterapijo v kombinaciji z dakarbazinom
(14,3 %) kot na monoterapijo z ipilimumabom (5,4 %) (18).
Druga Klini¢na raziskava pa je proucevala celokupno pre-
zivetje, ki je bilo v prid kombinirane terapije (11,2 meseca)
v primerjavi z dakarbazinom (9,1 mesec). Vendar pa je v
drugi raziskavi mo¢no poraslo Stevilo imunsko pogojenih
nezelenih ucinkov (18).

Oktobra 2018 je FDA odobrila pembrolizumab v kombi-
naciji s karboplatinon in paklitakselom (ali nab-paklitakse-
lom) kot prvo linijo zdravijenja plos¢atocelicnega NSCLC,
neodvisno od izrazanja PD-L1. Odobritev so podali na
podlagi klinicne raziskave faze Ill (KEYNOTE-407), ki je po-
kazala znacilen ucinek na celokupno prezivetje bolnikov.
V Klini¢nih raziskavah je tudi nivolumab (relativni celokupni
odziv (ORR) 23 %) v kombinaciji gemcitabin-cisplatin (33
%), pemetreksat-cisplatin (47 %), paklitaksel-karboplatin
(43 %) izkazal vecji ORR. Prav tako je vecji ORR v kombi-
naciji karboplatin-paklitaksel (36 %), karboplatin-pemetrek-
sat (68 %), karboplatin-nab-paklitaksel (46 %) izkazal ate-
zolizumab (ORR 26  %). V  kombinaciji
karboplatin-nab-paklitaksel so dosegli celo Stiri popolne
odgovore na zdravljienje. Zal pa je v vseh skupinah poraslo
tudi Stevilo resnih nezelenih ucinkov, vklju¢no s smrtnimi
primeri (17).
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Te ugotovitve kazejo na sinergijo med citotoksicno kemo-
terapijo in CPI (slika 2). Preliminarne klini¢ne raziskave na-
kazujejo prednosti kombinirane terapije v primerjavi z mo-
noterapijami. Kljub temu pa znanje o odmerkih, frekvenci
in najbolj ucinkovitem citostatiku ostaja pomanikljivo in prav
zato so potrebne nadaljnje raziskave.

Kombinacija s tarénim zdravljenjem

Klini¢ni podatki kazejo, da se pri bolnikih z melanomom, ki
S0 na terapiji z zaviralci BRAF, pojavi imunski pobeg v pri-
blizno 14 dneh po zadetku terapije. Tako so raziskovalci
prisli na idejo, da bi kombinacija s CPI lahko delovala si-
nergisticno (19).

Kliniéno raziskavo kombinacije vemurafeniba (zaviralec
BRAF) in ipilimumaba so zaradi hude hepatotoksi¢nosti
prekinili, raziskava dabrafeniba (zaviralec BRAF) v kom-
binaciji z ipilimumabom pa Se vedno poteka, vendar iz-
sledki e niso znani. Po anti-BRAF terapiji je na tumorskih
celicah Stevilo PD-L1 povec¢ano, zato je zaviralce BRAF
smiselno kombinirati z zaviralci PD-1/PD-L1. Predklini¢ne
raziskave so potrdile, da kombinirana terapija poveca pro-
titumorski ucinek na misjih melanomskih tumoriih.

Vendar pa zaviranje BRAF lahko vodi v aktivacijo signalne
kaskade MAPK v limfocitih T, kjer BRAF ni inhibiran, in po-
sledi¢no v imunosupresijo. Predklinicne raziskave zaviralcev
signalne poti MAPK/ERK na mi§jih tumorjih so pokazale
sinergisticni ucinek trametiniba (zaviralec MEK) v kombi-
naciji z zaviralci PD-1, PD-L1 ali CTLA-4. Kombinacija tra-
metiniba, dabrafeniba in ipilimumaba je pri bolnikih z me-
tastatskim melanomom v raziskavi faze I/Il povzrocila hudo
gastrointestinalno toksi¢nost (20). Nasprotno se je kombi-
nacija trametiniba in dabrafeniba v klini¢ni raziskavi izkazala
kot varna (21). To nakazuje na varnost kombinacije zavi-
ralcev MEK in BRAF z zaviralci PD-L1, vendar so raziskave
o Klini¢ni u¢inkovitosti Se v teku.

OBETI ZA PRIHODNOST

Imunoterapija raka obeta veliko, zato se veliko raziskovalcev
ukvarja z raziskovanjem novih CPI. V Klini¢nih preskuSanjih
ze testirajo zaviralce LAGS, PD-1H in BTLA, Stevilni drugi
pa so v predklinicnih raziskavah (2). Raziskave CPI so do-
prinesle znanje, da razline kontrolne tocke uravnavajo ra-
zlicne stopnje in razliCne celice imunskega sistema, zato
je smiselno kombinirati razlicne CPI. Kombiniranje zavi-
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Slika 2: Shematicen prikaz ucinkovitosti posameznih sistemskih terapij in pricakovana ucinkovitost kombinirane terapije. KT = kemoterapija,

RT = radioterapija, TZ = tar¢no zdravljenje.

Figure 2: Schematic presentation of monotherapy effectiveness and anticipated effectiveness of combined therapy. KT = chemotherapy, RT

= radiotherapy, TZ = targeted therapy.

ralcev CTLA-4 in PD-1 za zdravljenje melanoma je ze iz-
kazalo klinicno pomembnost. CTLA-4 naj bi bil pomemben
predvsem v zgodnji regulaciji aktivacije limfocitov T v be-
zgavkah, PD-1 pa pri uravnavanju aktivnosti efektorskin
limfocitov T. Kombinacije CPI bodo tako doprinesle k boljSi
regulaciji imunskega sistema na razli¢nih nivojih, k vedii
protitumorski ucinkovitosti in manjSim imunsko pogojenim
nezelenim ucinkom (2).

Iskanje novih naéinov in kombinacij zdravljenja, ki bi
s CPI delovali aditivno ali celo sinergisti¢no, brez soCasnega
povecanja sistemske toksicnosti, nam predstavlja velik
izziv. Kljub temu, da je vecCina imunoterapij usmerjena na
limfocite T in pridobljeni imunski sistem, se vedno vec ra-
ziskovalcev ukvarja s prou¢evanjem prirojenega imunskega
sistema (9).

NajnovejSe raziskave izpostavljajo pomembnost posamez-
nikove Crevesne mikrobiote za odgovor na CPIl. Bolnike
lahko namre¢ na podlagi njihove Crevesne mikrobiote raz-
delimo na tiste, ki odgovorijo na imunoterapijo z zaviralci

PD-1, in tiste, ki nanjo ne odgovorijo. Tisti, ki odgovorijo,
imajo vecje Stevilo bakterij iz rodov Bifidobacterium, Fae-
calibacterium in Akkermansia, medtem ko imajo tisti, ki ne
odgovorijo, povecano Stevilo Bacteroidales (22). Raziskave
na miSih so dokazale, da je pri prvih v tumorju prisotno
vedje $tevilo CD8* T limfocitov, pri drugih pa CD4* Treg. Se
ved, pilotne Studije so pokazale, da zdravlienje z antibiotiki
negativno vpliva na odgovor na imunoterapijo (23). Tako se
porajata vprasanii, ali je med imunoterapijo z zaviralci PD-1
smiselno uporabljati probiotike za namen dodajanja koristnih
bakterij in ali bo uporaba antibiotikov kontraindicirana.
Trenutno je najboljsi bioloski oznacevalec za napovedovanje
odgovora na imunoterapijo doloCevanje izrazanja PD-L1 v
tumorju. Visoko izrazanje sovpada z dobrim odgovorom
na terapijo, vendar pa v neskladju s tem nekateri bolniki z
nizkim izrazanjem PD-L1 prav tako dobro odgovorijo na
terapijo. Zato je veliko raziskav usmerjenih v iskanje novih
napovednih oznacevalcev, kot so mutacijsko breme tu-
morja, neoantigenski odtis idr.
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SKLEP

V zadnjih letih je imunoterapija dozivela razcvet z uvedbo
CPI. Zal se e vedno veliko bolnikov nezadostno odzove
na terapijo, prav tako le pri dolo¢enem delezu opazimo
dolgotrajen ucinek. Da bi izboljSali u¢inkovitost imunotera-
pije, raziskujejo kombinacije CPI s kemoterapijo, radiote-
rapijo in tarnimi zdravili, ki kazejo doprinos k odgovoru na
zdravljenje. Vendar pa tudi pri imunoterapiji vse bolj postaja
pomemben individualiziran pristop, ki temelji na napovednih
bioloskih oznacevalcih. Zato je v prihodnjih raziskavah
prednostna naloga vzpostavitev ustreznih bioloskih ozna-
Cevalcev, Se posebej za kombinirano terapijo.
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UvoD

Spaojine, ki delujejo na endokrini sistem, poznamo ze dolgo.
Ze v anti¢nih &asih so poznali zeli&&ne pripravke, ki so vpli-
vali na delovanje endokrinega sistema. Stoletja nazaj so
kmetje opazili tezave z reprodukcijo pri ovcah in kravah, ki
so se pasle na pasnikih, bogatih z deteljo, za katero so
kasneje ugotovili, da vsebuje spojine z estrogenim delova-
njem, kot je na primer kumestrol (1). Leta 1962 je Rachel
Carlson objavila knjigo Silent Spring, v kateri je opozorila
na Skodljive ucCinke pesticida dikloro-difenil-trikloroetana
(DDT) na okolje in ljudi. Sele kasneje se je izkazalo, da je
DDT motilec endokrinega sistema (2). Izraz kemicni pov-
zroCitelj endokrinih motenj ali kemi¢ni motilec endokrinega
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POVZETEK

Za Stevilne spojine tako naravnega kot sinteznega
izvora je znano, da matijo delovanje endokrinega
sistema in imajo posledic¢no skodljiv vpliv na zdravje
posameznika. Izpostavljenost motilcem endokri-
nega sistema je povezana s Stevilnimi boleznimi
sodobnega Casa, kot so debelost, sladkorna bo-
lezen, sréno-zilne bolezni, neplodnost pri Zenskah
in moskih ter rakave bolezni. Motilci endokrinega
sistema delujejo po razlicnih mehanizmih: (i) motijo
sintezo, metabolizem, transport ali izloCanje en-
dogenih hormonoy, (i) vezejo se na izbrane endo-
krine receptorje, na katerih so agonisti ali antago-
nisti, ali (iii) vezejo se na membranske receptorje
in povzrocijo negenomske ucinke. V tem pregled-
nem clanku bomo predstavili delovanje motilcev
endokrinega sistema, zlasti ucinkovin, v estrogen-
skem, androgenem, tiroidnem in glukokortikoid-
nem sistemu ter njihov vpliv na zdravje ¢loveka.

KLJUCNE BESEDE:
androgeni receptor, endokrini sistem, estrogenski
receptor, motilci endokrinega sistema, ucinkovine

ABSTRACT

Various compounds of both natural and synthetic
origin can interfere with endocrine system and
consequently adversely affect human health. Ex-
posure to endocrine disruptors is associated with
numerous common diseases, such as obesity, di-
abetes, cardiovascular diseases, infertility in
women and men, and cancer. Endocrine disrup-
tors can exert their effects through different mech-
anisms: (i) they interfere with synthesis,
metabolism, transport or elimination of endoge-
nous hormones; (i) they are agonists or antago-
nists of selected endocrine receptors, or (iii) bind
to membrane receptors and cause nongenomic
effects. In this review article, influences of en-
docrine disruptors, predominantly active sub-
stances, on estrogen, androgen, thyroid and glu-
cocorticoid systems will be presented together
with their impact on human health.

KEY WORDS:
androgen receptor, active substances, endocrine
system, endocrine disruptors, estrogen receptor
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Kriticna m—r Vplivna
lzvor 2 Mehanizmi P :
obdobja zdravje
Prehrana Plod Prekurzorji hormonov Reproduktivni sistem
Okolje Otroci Vpliv na sintezo, transport, Neplodnost
pesticidi (DDT, Puberteta metabolizem ter izlo€anje Endometrioza
TCDD, . Rak dojke
¢ ) Nosecnost hormonov Zgodnja puberteta
etrametrin, .. .. o
karbofuran Agonisti/antagonisti Imunski sistem
prokloraz,..) receptorjev Kardiovaskularni sistem
Plastika Vpliv na razgradnjo Debelost
bisfenol A . . .
di-n-butil ftalat re?eptorje\.l o Metabolni sindrom
butilbenzil ftalat Epigenetski mehanizmi
Ucinkovine
diklofenak
paracetamol
Kozmetika
triklosan

benzilparaben

Slika 1: Kljucne lastnosti kemic¢nih motilcev endokrinega sistema (16, 17). DDT, dikloro-difenil-trikloroetan; TCDD, tetraklorodibenzo-p-

dioksin.

Figure 1: Key characteristics of endocrine disruptors (16, 17). DDT, dichloro-diphenyl-trichloroethane; TCDD, tetrachlorodibenzo-p-dioxin.

sistema (EDC, endocrine disrupting chemical) je bil vse-
splosno sprejet trideset let kasneje, leta 1991, na konferenci
v Wingspreadu, kjer se je na pobudo Theo Colborn zbrala
skupina strokovnjakov, zaskrbljenih zaradi vplivov industrij-
skih onesnazil na reproduktivni razvoj pri zivalih (3). Sveto-
vna zdravstvena organizacija je leta 2002 podala definicijo
kemi¢nih motilcev endokrinega sistema, ki jih opredeljuje
kot od zunaj vnesene kemicne snovi oziroma meSanice
snovi, ki preko sprememb v delovanju hormonov povzro-
¢ajo nezelene ucinke na zdravje posameznega organizma
ali njegovega potomstva oziroma (sub)populacije (4).

V zadnjih dveh desetletjih je podrocje kemi¢nih motilcev
endokrinega sistema pritegnilo zanimanje Stevilnih znan-
stvenikov, ki so Zeleli razjasniti mehanizem delovanja teh
snovi in njihov vpliv na zdravje. Kemi¢ni motilci endokrinega
sistema vzbujajo zaskrblienost, saj so povezani z razvojem
Stevilnih bolezni sodobnega ¢asa, kot so rak, sréno-Zilne
bolezni, metabolni sindrom in debelost. Vplivajo lahko na
reproduktivno zdravje zensk in moskih. Izpostavljenost ke-
mi¢nim motilcem endokrinega sistema je povezana z vecjo
pojavnostjo raka dojk in testisov, prezgodnje pubertete,
endometrioze, z zmanjSano kakovostjo in koli¢ino semena
ter poslediéno z mosko neplodnostjo (slika 1).
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IZPOSTAVLJENOST
KEMICNIM MOTILCEM
ENDOKRINEGA SISTEMA

Ljudje smo hkrati izpostavljeni kompleksnim mesanicam
snovi, ki lahko vplivajo na delovanje endokrinega sistema
in posledi¢no na zdravje posameznika (5, 6). Kemi¢ni mo-
tilci endokrinega sistema so vsesplodno prisotni, najdemo
jih v zraku, v vodi, v zemlji in se jim je nemogocCe izogniti.
Najdemo jih v izdelkih za vsakdanjo rabo, kot so na primer
plastika (bisfenol A, dietil ftalat, dibutil ftalat, 4-nonifenol),
kozmeticni izdelki (triklosan, benzilparaben), zdravila (pa-
racetamol), pesticidi (DDT, metoksiklor) in celo elektronske
naprave (bromirani zaviralci gorenja) (7-10). V delovanje
endokrinega sistema se lahko vpletajo tudi spojine narav-
nega izvora, kot so urolitini in flavonoidi, ki jih zaradi njihove
estrogenske aktivnosti uvrs¢amo v skupino fitoestrogenov
(11,12).

V telo kemi¢ne motilce endokrinega sistema najpogosteje
vnasamo s hrano ali pijaco, kot na primer bisfenol A (BPA)
in ftalate, ki prehajajo iz vsebnikov za shranjevanje hrane/pi-
jaCe, ali pesticide, ki so prisotni v zauziti hrani. Na tak nacin
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naj bi dnevno zauzili od 25 do 50 ng BPA na kilogram te-  mleko ter posledi¢no njihov vpliv v najbolj kriticnih obdobjih
lesne mase in okoli 3 pyg di-2-etilheksil ftalata (DEHP) na  razvoja (15).

kilogram telesne mase (13, 14). DoloCena zivila, npr. soja,

7e sama po sebi vsebujejo spojine, ki lahko delujejo na

endokrini sistem (izoflavoni, kot sta daidzein in genistein). MEHANIZMI DELOVANJA
Peroralni vnos je najpogostejsSi vnos v telo tudi za ucinko- X

vine, ki niso namenjene terapevtskemu delovanju v endo- KEMICNIH MOTILCEV
krinem sistemu, kot je na primer diklofenak. Mozen pa je ENDOKRINEGA SISTEMA

tudi vnos kemicnih motilcev endokrinega sistema preko

koze (pesticidi, spojine v kozmeti¢nih izdelkih) in preko  Za kemi¢ne motilce endokrinega sistema je znadilno, da
dihal (bromirani zaviralci gorenja). Posebej sta problemati-  se lahko vpletajo v Stevilne procese v telesu (slika 2). Sprva
¢na prehod teh snovi preko placente in prenod v materino  so domnevali, da delujejo predvsem preko vezave na ustre-

SINTEZA ENDOGENIH HORMONOV

Holesterol-l- ________

~am Y Aromataza
Androstendion)/—— | Estron

METABOLIZEM
ENDOGENIH HORMONOV

17p-HSD 17p-HSD

Aromataza

5o~ reduktaza UGT encimi

Dihidrotestosteron Testosteron

Estradiol (E2) |

Citokromi

Sulfotransferaze
|; Hidroksilirani metaboli;

Epigenetske spremembe DNA
(metilacija DNA, modifikacija histonov,..)

Vezava na transportne proteineo

Vezava na
membranske

receptorje

Vpliv na proteasomsko
razgradnjo receptorjev

........ > Sinteza proteinov

Slika 2: Mehanizmi delovanja kemicnih motilcev endokrinega sistema (19, 23, 24).
Figure 2: Molecular mechanisms of endocrine disruptors (19, 23, 24).
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zne jedrne receptorje, kot so estrogenski (ER), androgeni
(AR), tiroidni (TR) in glukokortikoidni (GR) receptor, ter po-
sledi¢no vplivajo na prepisovanje tar¢nih genov (genomska
pot) (18). Danes vemo, da je njihovo delovanje mnogo bolj
kompleksno. Vezejo se tudi na receptorje v plazemski
membrani in preko signalnih prenaSalcev povzrocijo hitre
ucinke (negenomska pot). Aktivacija membranskega ER
povzroCi sproS¢anje kalcijevih ionov, spremenjeno izloCanje
prolaktina, proliferacijo celic ter celi¢ni imunski odziv. Inte-
rakcija s citosolnim receptorjem aktivira molekule, vkljuCene
v prenos signala, npr. ciklicni AMP, adenilat-ciklazo, kalci-
jeve ione, fosfatidilinozitol-3-kinazo, protein-kinazo B in G-
proteine (18). Preko epigenetskin mehanizmoy, kot so me-
tilacija DNA, modifikacije histonov ali majhne nekodirajoce
RNA, lahko kemi¢ni motilci endokrinega sistema povzrocajo
spremembe v izrazanju genov (19). Kemi¢ni motilci endo-
krinega sistema se lahko prav tako vpletajo v sintezo hor-
monov, vplivajo na njihov transport, metabolizem in izlo-
¢anje (15). Encimi, ki so njihove pogoste tarCe, so
aromataza, 5-a-reduktaza ter 3- in 11-hidroksisteroid-de-
hidrogenaza (20). Delujejo lahko v zelo nizkih koncentracijah
in pogosto imajo pleiotropne ucinke (21, 22).

SPOJINE Z DELOVANJEM
V ESTROGENSKEM SISTEMU

Estrogeni so zenski spolni hormoni, ki se v najvecji meri
sintetizirajo v jaj¢nikin. Med endogene estrogene sodijo
estron (E1), estradiol (E2), estriol (E3) in estetrol (E4). Estra-
diol je najpomembnejSi naravni estrogen z najvecjo jakostjo
delovanja, estetrol pa je naravni estrogen, ki nastaja le v
jetrin ploda. Estrogeni svoje ucinke izkazujejo preko vezave
na dve izoobliki jedrnega receptorja: ERa in ERB. 1zooblika
ERa je prisotna predvsem v mlecnih Zlezah, maternici, jaj¢-
nikih, kosteh, modih, prostati, jetrih in mas€obnem tkivu.
ERP pa se nahaja predvsem v prostati, mehurju, jaj¢nikih,
debelem Crevesju, mascobnem tkivu in celicah imunskega
sistema. Oba receptorja imata pomembno viogo pri razvoju
in delovanju jajCnikov ter za&cCiti sréno-zilnega sistema.
ERa ima pomembnejSo viogo pri razvoju in delovanju mle-
¢nih Zlez in maternice, pri uravnavanju presnove ter pri re-
modelaciji kosti. ERB ima moc¢nejsi ucinek na centralni Ziv-
¢ni sistem in imunski sistem ter nasprotuje proliferativnim
ucinkom ERa v tkivih dojke in maternice (25).

Kemicni motilci endokrinega sistema na razlicne nacine
motijo delovanje estrogenskega sistema. Vezava spojine
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na ER povzroCi prepisovanje tar¢nih genov, spojine pa se
lahko vezejo tudi na membranske ali citoplazemske re-
ceptorje in stimulirajo signalne proteine ter tako povzrocijo
hiter odziv (26). Spojine, ki delujejo na estrogenski sistem,
najdemo v pesticidih (DDT), kozmetiki (doloCeni parabeni,
npr. benzilparaben, propilparaben, butilparaben), plastiki
(bisfenali, di-n-butil ftalat, butilbenzil ftalat) in Stevilnih drugih
proizvodih za vsakdanjo rabo ter med zdravilnimi ucinko-
vinami (diklofenak) (preglednica 1).

Endogeni estrogeni imajo klju¢no vlogo pri spolni diferen-
ciaciji in razvoju mozganov, dojk, prostate ter drugih tkiv in
organov. Kemi¢ni motilci endokrinega sistema lahko preko
razlicnih mehanizmov motijo navedene procese. Najne-
varnejSa je izpostavitev v kritinih obdobjih razvoja, ki je
povezana tudi s povecanim tveganjem za bolezni kasneje
v zivlienju. Motilci endokrinega sistema, ki so povezani s
spremembami v diferenciaciji in z razvojem celic, so geni-
stein, medikarpin in resveratrol (estrogeno delovanje) ter
androstenol in retinojska kislina (antiestrogeno delovanje)
(26).

Endogeni estrogeni izkazujejo protivnetne in vazoprotekti-
vne ucinke z aktivacijo razli¢nih signalnih poti, npr. preko
dejavnika tumorske nekroze a (TNF-a), jedrnega faktorja
kapa B (NF-kB) in c-dun N-terminalne kinaze (JNK). Spo-
jine, ki delujejo na estrogenski sistem, lahko povecCajo
vnetno reakcijo ali jo zmanjSajo (26).

Med spojine naravnega izvora sodijo fitoestrogeni, ki jih
najdemo v Stevilnih rastlinah, npr. v soji (daidzein, genistein),
oreSckih, stroCnicah ter jagodicevju. Poglaviten mehanizem
delovanja fitoestrogenov je vezava na ER, vecjo afiniteto
izkazujejo do ERB, vplivajo pa lahko tudi na steroidogenezo
tako, da inhibirajo 7(3- in 33-hidroksisteroid-dehidrogenazo,
aromatazo in 5a-reduktazo (27). Fitoestrogenom pripisujejo
ugodne ucinke pri osteoporozi, sréno-zilnih boleznih, raku
dojk in menopavzalnih simptomih. Prisotni so v Stevilnih
prehranskih dopolnilih ter se globalno trzijo kot alternativa
za hormonsko nadomestno terapijo. A vendar je potrebna
pri njihovi uporabi previdnost, saj so to kljub vsemu motilci
endokrinega sistema in imajo lahko tudi Skodljive ucinke
na zdravje (28).

SPOJINE Z DELOVANJEM
V ANDROGENEM SISTEMU

Androgeni (testosteron in aktivnejSi presnovek dihidrote-
stosteron) so moski spolni hormoni, ki imajo androgene in
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anabolne ucinke. Med androgene ucinke sodijo razvoj mo-
Skih spolnih organov, razvoj sekundarnih spolnih znakov
in vpliv na spermatogenezo, med anabolne ucinke pa so-
dijo vpliv na organe, ki niso povezani z reprodukcijo, an-
drogeni npr. vplivajo na eritropoezo, vecajo misicno maso
ter kostno gostoto.

Nekatere spojine izkazujejo zaviralne ucinke v androgenem
sistemu bodisi kot antagonisti AR bodisi z inhibicijo sinteze
steroidov. Med antagoniste AR sodijo pesticidi (npr. DDT),
fungicidi (npr. vinklozolin), sestavine plastike (npr. bisfenali
A, AF, Fin S), zdravilne ucinkovine (ketoprofen, diklofenak)
in mnogi drugi (29). V raziskavah in vivo so potrdili antian-
drogeno delovanje dietilheksil ftalata in di-n-bultil ftalata, ki
zavirata 3B- in 17B-hidroksisteroid-dehidrogenazo 3 ter
17a-hidroksilazo (CYP17A1), encime, vkljucene v sintezo
spolnih hormonov, kar ima za posledico zmanjSano sintezo
testosterona v Leydigovih celicah (24, 30). DoloCeni orga-
notinski pesticidi, npr. trifeniltin, dibutiltin in tributiltin, zavirajo
5a-reduktazo, encim, odgovoren za metabolizem testo-
sterona do dihidrotestosterona (31). Glavni ucinek, ki ga
pripisujejo tem spojinam, je zmanjSana kakovost semenske
tekoCine ter posledi¢no manjSa plodnost, erektilna dis-
funkcija, manjsi libido ter pove¢ana pojavnost raka na te-
stisih (24). Posebej nevarna je izpostavljenost v obdobju
razvoja spolnih organov pri zarodku, saj so androgeni nujno
potrebni za normalen razvoj spolnih organov in lahko niji-
hovo pomanjkanje vodi do Stevilnih nepravilnosti, npr. do
hipospadije (32).

SPOJINE Z DELOVANJEM
V TIROIDNEM SISTEMU

Tiroidni sistem vpliva na Stevilne procese v telesu, kot so
celi¢na diferenciacija, energijski metabolizem, termoregu-
lacija, remodelacija kosti, sréna funkcija, razvoj mozganov
ter reprodukcija (33). Moatilci tiroidnega sistema lahko de-
lujejo na sintezo, skladiS&enje in sproscanje tiroidnih hor-
monov iz SCitnice, vezavo hormonov na transportne pro-
teine, privzem S¢itni¢nih hormonov v celice, metabolizem
Sc¢itnicnih hormonov ali pa so agonisti 0z. antagonisti na
TR (34).

Med spojine, ki se vpletajo v delovanje tiroidnega sistema,
sodijo poliklorirani bifenili, bromirani zaviralci gorenja, BPA,
ftalati ter polifluorirane povrsinsko aktivne snovi. Perklorati,
tiocianati, fluoroborati in nitrati lahko vplivajo na encime in
transporterje, klju¢ne pri sintezi tiroidnih hormonov. Tran-
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sport S¢itnicnih hormonov v plazmi poteka s tiroksin ve-
zavnim globulinom in transtiretinom. Poliklorirani bifenili in
njihovi hidroksilirani presnovki se vezejo na transportne
proteine s celo vecjo afiniteto kot tiroksin, kar vodi do spre-
menjenih koncentracij $¢itnicnih hormonov v plazmi. Spo-
jine, ki vplivajo na metabolizem $¢itni¢nih hormonov, so
obstojna organska onesnazila (vpliv na deiodinazno aktiv-
nost), polihalogenirani aromatski ogliikovodiki (vpliv na sul-
fatiranje) ter poliklorirani bifenili in bromirani zaviralci gorenja
(vpliv na glukuronidacijo) (33).

Motnje v ravnovesju S¢itnicnih hormonov lahko vodijo do
sprememb v rasti, dusevnih in presnovnih moten;j ter do
poskodb mozganov (35). Motilce tiroidnega sistema so
detektirali v amnijski tekocini in popkovnicni krvi. Lahko
prehajajo do ploda, kar lahko vodi do nezelenih ucinkov
predvsem pri razvoju Ziv&evja (34). Tiroidni hormoni so klju-
¢ni pri razvoju mozganov pri plodu in v zgodnjem otroStvu.
V mnogih epidemioloskih raziskavah so pokazali povezavo
med izpostavljenostjo motilcem tiroidnega sistema in mot-
njami v razvoju mozganov, pojavom avtizma in nizjim inte-
ligen¢nim kvocientom (36, 37).

SPOJINE Z DELOVANJEM
V GLUKOKORTIKOIDNEM
SISTEMU

Glukokortikoidi so steroidni hormoni, ki se sproscajo iz
skorje nadledvicne Zleze. Glavni predstavnik je kortizol.
Sproscanje glukokortikoidov je natan¢no nadzorovano
preko osi hipotalamus-hipofiza-nadledvi¢na zleza. Razpo-
lozZljivost glukokortikoidov v tkivih regulirata nivo kortiko-
steroide vezavnega globulina v serumu ter nivo lokalno iz-
razene 11-B-hidroksisteroid-dehidrogenaze (38).
Neravnovesje v serumskih koncentracijah glukokortikoidov
lahko vodi do Stevilnih bolezni, npr. do Cushingove ali Ad-
disonove bolezni.

Spojine, ki modulirajo delovanje glukokortikoidnega si-
stema, so povezane z razvojem debelosti, sladkorne bo-
lezni, osteoporoze in avtoimunskih bolezni. Eden izmed
bolj raziskaninh mehanizmov delovanja motilcev v gluko-
kortikoidnem sistemu je inhibicija encima 11-3-hidroksi-
steroid-dehidrogenaze (11BHSD), odgovorne za vzdrze-
vanje ravnotezja med aktivnimi (kortizol) in neaktivnimi
(kortizon) glukokortikoidi (39). Zaviranje 11BHSD2 vodi
do poveCane serumske koncentracije glukokortikoidov
ter do aterogeneze. Zaviranje 11BHSD v testisih vodi do
zmanjSane koncentracije testosterona. 11BHSD v pla-
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Preglednica 1: Izbrani kemicni motilci endokrinega sistema v estrogenskem, androgenem, tiroidnem in glukokortikoidnem sistemu.
Table 1: Selected EDCs in estrogen, androgen, thyroid and glucocorticoid hormone systems.

E.ndOk"m r:lajpomembnejﬂ endogeni Motilci endokrinega sistema Reference
sistem ligand
bisfenoli A, AF, F, S (7, 40, 41)
elagna kislina in urolitini A, B, D 42)
flavonoidi (genistein, daidzein, apigenin, naringenin,
. (43)
formononetin, kumestrol)
Estrogenski ucinkovine (paracetamol, acetilsalicilina kislina, 26)
HO fenofibrat, gemfibrozil, fluoksetin, ibuprofen)
estradiol pesticidi (tributilin, glifosat, atrazin, metoksiklor ...) | (26)
poliklorirani bifenili (PCB 104, 118, 126, 155) (26)
polibromiran difenil eter (BDE-47) (26)
ftalati (dietilheksil ftalat, dibutil ftalat, dietil ftalat) (44, 45)
ucinkovine (paracetamol, diklofenak, 4-
hidroksidiklofenak, ibuprofen, indometacin, (10, 46-49)
acetilsalicilna kislina)
Androgeni — - —
pesticidi (vinklozolin, prokloraz, procimidon) (45)
bisfenol A (50)
et zaviralci gorenja(2-etilheksil tetrabromobenzoat, 51)
bis(2-etilheksil)tetrabromoftalat
bisfenol A (52, 53)
polibromiran difenil eter (BDE-47) (54)
nonifenol etoksilat, 4-n-nonifenol (55)
o)
l .
HO\©\ = on kadmij (56)
Tiroidni o NNy ftalati (monoetil ftalat, mono(2-etilheksil) ftalat) (57)
trijoditironin poliklorirani bifenili: agonisti TRB (PCB153, 101,
52, 110, 180, 44), antagonisti TRB (PCB99, 118, | (58)
126,128, 138, 1563, 163, 180, 187, 194 in 199)
pesticidi (alaklor, klorpirifos, endosulfan, lindan, (59)
DDT)
pesticidi (bifentrin, A-cihalotrin, cipermetrin, (60)
resmetrin, DDT, DDT, metoksiklor, tolilfluanid)
ucinkovine (paracetamol, diklofenak, 4- (46)
Glukokortikoidni hidroksidiklofenak)
kadmij 61)
bisfenol A, bisfenol F, tetrabromobisfenol A (62)
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centi je nujna za normalen razvoj ploda, zato lahko zavi-
ranje tega encima vodi do razvojnih nepravilnosti pri
plodu (39). Selektivni zaviralci 11-B-hidroksisteroid-de-
hidrogenaze 1 pa so potencialno ucinkoviti v zdravljenju
debelosti, presnovnega sindroma ter Alzheimerjeve bo-
lezni (39).

KEMICNI MOTILCI
ENDOKRINEGA SISTEMA
V MEDICINI

8.1 ENDOKRINO DELOVANJE
ZDRAVILNIH UCINKOVIN

Pri Stevilnih zdravilnih ucinkovinah, ki niso namenjene te-
rapeviskemu delovanju v endokrinem sistemu, so v razi-
skavah dokazali njihovo endokrino delovanje. Isidori in so-
delavci so z uporabo testov in vitro na kvasovkah ter testa
proliferacije na celi¢ni liniji MCF-7 ugotovili estrogensko
aktivnost fibratov (bezafibrat, fenofibrat, gemfibrozil), furo-
semida in paracetamola (63). Antidepresiv fluoksetin je de-
loval estrogensko tako v uterotropnem testu in vivo, kot v
testu in vitro s poroCevalskim genom na celicni liniji MCF-
7 (64). Nesteroidni vnetni ucinkovini diklofenak in ibuprofen
ter antiaritmik amiodaron pa so vsi antagonisti ER (65).
Vrednost IC,, diklofenaka, doloCena s testom in vitro na
kvasovkah, je bila 9,45 uM, kar je v obmodju dejanskih
koncentracij, ki jih dosezemo po zauzitju 50 mg diklofenaka
(65). Metformin, Siroko predpisovana antidiabeti¢na ucin-
kovina je znacilno povecal izrazanje vitelogenina (bioloski
oznatevalec izpostavljenosti okoljskim estrogenom) pri
ribjih samcih (Pimephales promelas) (66). V nedavni razi-
skavi so z uporabo testov in vitro s poroCevalskim genom
potrdili endokrino aktivnost diklofenaka, njegovega meta-
bolita 4-hidroksidiklofenaka in paracetamola (46). Diklofe-
nak in 4-hidroksidiklofenak sta antagonista AR, TR in GR,
paracetamol pa je agonist GR (46). Ketoprofen je prav
tako antagonist AR, z vrednostjo IC,, 6,67 pM, doloCeno
s testom in vitro na kvasovkah (65). Analgetiki paracetamol,
acetilsalicina kislina in indometacin so v obmocdju tera-
pevtskih koncentracij povzroCili merljive spremembe v te-
stisih, kot so znacilno zmanjSano nastajanje testosterona
in inzulinu podobnega faktorja 3 (10). V raziskavi, izvedeni
leta 2017, pa so pokazali, da lahko ibuprofen zmanj$a na-
stajanje testosterona in inzulinu podobnega faktorja 3 v
fetalnih testisih. Izpostavljenost terapevtskim odmerkom
ibuprofena med osmim in desetim gestacijskim tednom

lahko vpliva na razvoj Sertolijevih, Leydigovih in zarodnih
celic in posledi¢no na funkcijo testisov (47).

8.2 ENDOKRINO DELOVANJE
NEKATERIH SESTAVIN
MEDICINSKIH PRIPOMOCKOV IN
DRUGEGA MEDICINSKEGA
MATERIALA

Polimerni materiali (plastika, zlasti polivinilklorid) so sestavni
del medicinskih pripomockov. BPA dodajamo kot aditiv pla-
stiki, ki je sestavni del katetrov ter hemodializatorjev. Ftalate
pogosto uporabliamo kot mehcalce plastike in so sestavine
cevk razlinih aparatov, infuzijskih vreck in rokavic za en-
kratno uporabo. Medicinske pripomocke, ki vsebujejo BPA,
so dokazali kot mozne vire izpostavijenosti BPA pri razlicnih
bolnikih. Primer so dializni bolniki, pri katerih lahko BPA pre-
haja iz dializatorja, ki vsebuije polikarbonatne kartuse, prisoten
pa je lahko tudi v vodi, namenjeni za dializo (67). Najvisjo si-
stemsko izpostavljenost dializnih bolnikov BPA so ocenili na
140 ng na kg telesne mase dnevno (67). Bolniki na intenzivni
enoti so prav tako izpostavljeni poviSanim koncentracijam
BPA in ftalatov, predvsem DEHP (68). Pooperativni pacienti
na hemofiltraciji so imeli od 100- do 1000-krat vi§je kon-
centracije DEHP kot sploSna populacija (68).

ZAKLJUCKI

Ucinki spojin na endokrini sistem so lahko Zeleni (terapevtski)
ali nezeleni (Skodljivi za ljudi, Zivali in okolje). Kemi¢ni motilci
endokrinega sistema imajo nezelene ucinke in kljub Stevilnim
dosedanijim raziskavam Se vedno predstavljgjo tako razi-
skovalni kot regulatorni izziv. Glede endokrinih motilcev je
Se veliko negotovosti, npr. prag ucinka, ucinki pri majhnih
odmerkih, razli¢ni mehanizmi delovanja ter hormeti¢ni odnos
(bifazni odnos, v obliki &rke U ali obrnjene &rke U) med od-
merkom in uc¢inkom. Poleg tega je njihove uCinke tezko
celovito ovrednotiti, saj smo ljudje vsakodnevno izpostavijeni
kompleksnim meSanicam spaojin, ki delujejo v endokrinem
sistemu. Posebej je nevarno, e smo motilcem endokrinega
sistema izpostavljeni v kriti¢nih obdobjih razvoja (razvijajodi
se plod, otrostvo in puberteta), saj imajo lahko v teh ob-
dobjih ze majhne spremembe v ravni hormonov hude po-
sledice v kasnejSih Zivljenjskih obdobijih.
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Oksidativni stres je stanje v celici ali tkivu, ki nastane zaradi
neravnovesja med prooksidanti in antioksidanti v korist
prvih (1). Vzrok temu je pove&ana tvorba reaktivnih kisikovih

oz. duSikovih spojin ali zmanjSano nastajanje NAD(P)H ins  stresu se poveca obseg spontanih oksidacij, ki lahko pri-
tem obnavljanje mreze antioksidantov (2). Pri oksidativnem  zadenejo razli¢ne celicne komponente, tj. DNA, proteine
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POVZETEK

Oksidativni stres je stanje, ki nastane zaradi nerav-
novesja med prooksidanti in antioksidanti v korist
prvih. Reaktivni radikali so prooksidanti, ki reagirajo
s celi¢nimi komponentami (jih oksidirajo) ter na njih
povzrocajo oksidativne poskodbe. Glavna tar¢a so
veckrat nenasi¢ene mascobne kisline v lipidih, iz
katerih v nizu radikalskih reakcij nastanejo spojine,
ki jih s skupnim izrazom imenujemo izoprostanoidi.
Razli¢ne serije izoprostanov izvirajo iz arahidonske
kisline fosfolipidnih molekul, serije nevroprostanov
pa iz dokozaheksaenojske kisline, ki je vecinoma v
fosfolipidih sive mozganovine. Izoprostani in nevro-
prostani so bioloski oznacevalci oksidativhega
stresa pri razli¢nih boleznih, kot so bolezni central-
nega zivénega sistema, rak, ishemija-reperfuzija,
genetske nepravilnosti, preeklampsija itd. Izopro-
stanoidi niso le produkti oksidacije lipidov, ampak
so tudi biolosko aktivne spojine.

KLJUCNE BESEDE:
bioloski oznacevalci, izoprostani, nevroprostani, ok-
sidativni stres

ABSTRACT

Oxidative stress is a state, when in favour of proox-
idants, prooxidants and antioxidants become im-
balanced. That happens when free radicals oxidize
and destroy cell components. The main critical com-
ponents being oxidized are lipids, from which iso-
prostanoids are released. Different series of iso-
prostanes are generated by free radical-induced
peroxidation of arachidonic acid and series of neu-
roprostanes from docosahexaenoic acid located
mainly in brain grey matter. Isoprostanes and neu-
roprostanes are considered biomarkers of oxidative
stress in various diseases, such as central nervous
system diseases, cancer, ishemia-reperfusion, ge-
netic disorders, pre-clampsy, etc. That being said,
isoprostanoids are not only produced by radical at-
tacks, they are also biologically active compounds.

KEY WORDS:
biomarkers, isoprostanes, neuroprostanes, oxidative
stress
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in lipide (2, 3). Pri slednjin so nestabilne zlasti veCkrat ne-
nasi¢ene mascobne kisline (PUFA, polyunsaturated fatty
acids). Najbolj dovzetne skupine za reakcije z radikali v
PUFA so metilenske skupine med dvojnimi vezmi (-
CH=CH-CH,-CH=CH-). Oksidacije lipidov vodijo v nasta-
nek Stevilnih produktov. Med temi so tudi spojine, imeno-
vane izoprostanoidi, ki so jih odkrili v devetdesetih letih
prejSnjega stoletja (3). Vse od takrat pa zaradi njihove spe-
cifiénosti in obcutljivosti veljajo kot dobro orodje za merjenje
oksidativnega stresa ter lipidne peroksidacije (4).
|zoprostanoidi so strukturno podobni prostaglandinom s
to razliko, da slednji nastajajo le pri encimsko kataliziranih
reakcijah s pomocjo ciklooksigenaz, izoprostanoidi pa v
nizu nenadzorovanih radikalskinh reakcij. Nekateri predstav-
niki so biolosko aktivne spojine (2, 5). Ena izmed skupin
izoprostanoidov, izoprostani (IsoP), nastajajo veCinoma z
neencimsko oksidacijo arahidonske kisline (w-5-mascobna
kislina) z radikali, delno pa z encimsko oksidacijo s ciklo-
oksigenazo pri vnetjih (3, 6, 7). Iz a-linolenske kisline (w-3-
mascobna kislina) se z lipidno peroksidacijo tvorijo fitopro-
stani (prisotni v rastlinah), iz eikozapentaenojske kisline
(w-3-mascobna kislina) F,-izoprostani ter iz dokozahek-
saenojske kisline (w-8mascobna kislina) F,-izoprostani ali
nevroprostani (NeuroP) (3) (slika 1).

BIOSINTEZA

Oksidacija PUFA, kot je arahidonska kislina (AA), vkljucuje
veC korakov nastanka razli¢nih produktov. Spojina vkljucuje
reaktivno metilensko (-CH,-) skupino med dvema dvojnima
vezema, na kateri poteCe oksidacija (5). Kot je prikazano
na sliki 2, se proces zacne z reakcijo sprozilnega radikala
z AA, pri Cemer pride do odtegnitve vodikovega atoma iz
-CH,- skupine med dvema dvojnima vezema (A). 1z na
ogliiku osredoto¢enega radikala (C-radikala) ob prisotnosti
kisika nastane najprej peroksilni radikal (B) in po premestitvi
dvojne vezi ter intramolekularni adiciji endoperoksidni C-
radikal (C). Sledi ciklizacija (adicija C-radikala na bliznjo
dvojno vez), pri kateri nastane ciklopentanski obro¢ (2, 5).
Pri nastajanju IsoP pride pri tvorbi ciklopentanskega obroca
do cis orientacije alkilnih verig, za kar je treba premagati
nizjo aktivacijsko energijo med dvojno 5-ekso-trig ciklizacijo
kot pri nastajanju trans orientiranih prostaglandinov, za na-
stanek katerih je nujna prisotnost encimov. Pri ciklizaciji
ponovno nastane C-radikal, s katerim reagira kisik. Nastali
peroksilni radikal odtegne vodikov atom sosednjemu lipidu

HO, QH
— — - S
CO-H ROS . CO,H
2 _— Nevroprostani
HO
Dokozaheksaenojska kislina (22:6, n-3; DHA) 4-F4-NeuroP
HO,
— — COH ROS | i — CO,H
> zoprostani /
HO 2
Arahidonska kislina (20:4 n-6; AA) OH 15-F,-IsoP
HO,
— CO,H g
_ROS _ Fitoprostani m\/\002H
HO :
a-Linolenska kislina (18:3 n-3; ALA) OH 16-F,-PhytoP

v rastlinah

Slika 1: VeCkrat nenasi¢ene mascobne kisline s primeri izoprostanoidov. ROS — reaktivne kisikove zvrsti.
Figure 1: Polyunsaturated fatty acids with examples of isoprostanoids. ROS — reactive oxygen species.
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ali antioksidantu ter nastane G,-IsoP (3). Hidroperoksidna
skupina se najprej reducira v H,-IsoP, nato pa lahko glede
na redukcijske pogoje (odvisno od koliCine glutationa in a-
tokoferola v celicah) nastanejo razlicne druzine IsoP. Tako
s popolno redukcijo endoperoksida nastaja F-tip IsoP (ci-
klopentanski obro¢ z dvema alkoholnima funkcionalnima
skupinama), pri delni redukciji pa nastajata D- in E-IsoP
(ciklopentanski obro¢ s hidroksi-ketonom). Zaradi njune
nestabilnosti v fizioloskih razmerah z lahkoto pride do od-
cepa vode na hidroksil-ketonskin skupinah ter nastanka
A- in J-tipa IsoP (5). Ta ciklopentenonska IsoP reagirata
kot elektrofila s tiolnimi skupinami proteinov ter s tem pri-
spevata k svoji citotoksi¢nosti 0z. nevrotoksi¢nosti in s
tem tudi k patogenezi oksidativne nevrodegeneracije (2,
8). S premestitvijo IsoP endoperoksidov lahko nastajajo y-
ketoaldehidi (npr. izoketali, izolevuglandini), ki so zelo rea-
ktivni in lahko poskoduijejo nevrone (8).

Serija IsoP metabolitov so tudi epoksi-izoprostani. G,-IsoP
intermediat se reducira v hidroksi-D,-IsoP, ki se zaradi ki-

slosti a-keto vodikovega atoma in hidroperoksidne skupine
pretvori v epoksi-D,-IsoP. Ta spontano dehidrira v epoksi-
J,-IsoP. Pokazali so, da epoksi-IsoP delujejo protivnetno.
Najdemo jih lahko pri ateroskleroti¢nih lezijah z zmerno
oksidiranimi lipoproteini z nizko gostoto (oLDL) (5). Poleg
zgoraj nastetih izoprostanov obstajata tudi B- in L-tip, ki
pri bazi¢nih pogojih nastaneta z izomerizacijo dvojnih vezi
tipov A- in J-IsoP (5).

Radikal lahko iz AA in ostalih PUFA odtegne vodikov atom
iz veC metilenskih skupin med dvema dvojnima vezema.
Pri AA lahko pride do odtegnitve vodika na mestih C-7, C-
10 ter C-13 (9). Tako nastane vecC serij IsoP, in sicer serije
5, 8, 12 ter 15, glede na mesto hidroperoksidne oz. hi-
droksilne skupine v verigi (2) (slika 3). Najpogostejsi seriji in
vivo sta 5 in 15 (4). Ce upodtevamo Se prostorsko usmer-
jenost skupin, je moznih 64 izomernih F,-IsoP (2). Meta-
boliti, ki tudi nastanejo iz AA, so izofurani — spojine s fu-
ranskim obroCem. PoviSana koncentracija kisika favorizira
njihov nastanek (9).
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Slika 2: Biosinteza izoprostanov serije 15 iz arahidonske kisline.

Figure 2: Isoprostane biosynthesis of 15-series from arachidonic acid.
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Slika 3: Glavni izomeri F,-IsoF, ki nastanejo iz arahidonske Kisline.
Figure 3: The main F,-IsoP isomers derived from arachidonic acid.
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Lipidna peroksidacija lahko poteCe na razlicnih PUFA,
ne samo na AA, ki je glavna w-6-PUFA v celi¢nih mem-
branah pri ¢loveku. 1z dokozaheksanojske kisline (DHA,
22:6 n-3), ki je v sivi mozganovini in retini, nastajajo ne-
vroprostani (NeuroP) ter nevrofurani (9). Izoblikuje se
lahko 8 serij NeuroP (serije 4, 7, 10, 11, 13, 14, 17 in
20), med katerimi sta najpogostejsi seriji 4 in 20. Potece
lahko tudi oksidacija eikozapentanojske kisline (EPA, 20:5
n-3). EPA in DHA vecinoma vnaSsamo v telo z morsko
hrano, npr. ribami in algami (5). |z adrenske ali samo cis-
7,10,13,16-dokozatetraenojske kisline (22:4 n-6), pri-
sotne v beli mozganovini (v mielinu) in retini, nastajajo
tako imenovani dihomo-izoprostani (9). 1z a-linolenske
kisline (18:3 n-3), ki je glavna w-3-PUFA v listih rastlin,
pa nastajajo fitoprostani (5). Ti so za Cloveka pomembni
predvsem zaradi njihovega vpliva na zdravje preko rast-
linske prehrane in vdihovanja cvetnega prahu (5, 9). V
raziskavah so poroc€ali o spreminjanju imunske odzivnosti,
protivnetnem delovanju ter varovanju nediferenciranih

zivénih celic in spodbujanju diferenciacije oligodendroci-
tov delno preko aktivacije prepisovalnega dejavnika
PPARYy (5, 10). Pod vplivom fitoprostanov so spodbudili
tudi apoptozo Jurkat T-celic (5).

BIOLOSKA AKTIVNOST

Izoprostani niso samo bioloski oznacevalci lipidne perok-
sidacije, ampak tudi mediatorji oksidativne poskodbe (3).
So vazokonstriktorji, spreminjajo aktivnost trombocitoy,
povzroCajo adhezijo monocitov in sprozajo proliferacijo en-
dotelnih in gladkih misi¢nih celic. Izoprostani imajo bioloSki
vpliv zaradi aktivacije ali inhibicije ve¢ prostanoidnih recep-
torjev (8, 11). BioloSka aktivnost nevroprostanov pa je slabo
proucena (11).
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IZOPROSTANI IN
NEVROPROSTANI KOT
BIOLOSKI OZNACEVALCI

Lipidna peroksidacija je znak oksidativnega stresa, ki je
pogosto bioloSko stanje pri razlicnih vrstah bolezni, kot so
nevroloSke, sréno-zilne bolezni, sladkorna bolezen ter led-
vicne okvare (5).

4.1 ANALIZA

Odkrili so kar nekaj bioloSkih oznacevalceyv lipidne peroksi-
dacije, vendar pa je njihova ucinkovitost slaba zaradi njihove
reaktivnosti, metabolizma ter nezanesljive metode kvantifi-
kacije (6). F,-IsoP so v bioloskih tekocinah ob praviini hrambi
relativno stabilni ter se pojavljajo povsod v telesu. Lahko jih
dolo¢amo v urinu, krvi, cerebrospinalni tekodini, kondenzatu
izdihanega zraka, amnijski tekocini in slini (8, 11).
Za merjenje F,-IsoP spojin uporabljamo tri tehnike:
e plinska kromatografija — masna spektrometrija (GC-MS),
e tekocinska kromatografija — masna spektrometrija (LC-
MS),
e encimska imunoadsorpcijska preiskava (ELISA) (11).
GC-MS s kemi¢no ionizacijo z zajetjem elektronov in za-
znavo negativnih ionov (ECNI) predstavlja zlati standard za
merjenje F,-IsoP zaradi zelo dobrih selektivnosti in obcut-
liivosti (5). Treba je poudariti, da sta masna spektrometrija
in ELISA Sibko skladni (3). Rezultati imunoloskih testov so
lahko napacni zaradi strukturnih podobnosti med F,-IsoP
in prostaglandini ter drugimi sorodnimi molekulami. Tudli
pri zbiranju in shranjevanju plazme je potrebna previdnost,
saj se lahko te molekule tvorijo z ex vivo oksidacijo arahi-
donske kisline v plazmi (11). V plazmi ali urinu merimo dvig
F,-IsoP, predvsem 5-F, -IsoP ter 15-F,-IsoP, kar kaze na
prisotnost oksidativne poskodbe celic (5). Pri ljudeh so z
LC-MS/MS v plazmi za 15(RS)-15-F,-IsoP doloCili kon-
centracije 40-170 pg/mL (4). Pri dolo€anju v urinu se mo-
ramo zavedati, da zaradi metabolizma v jetrih prihaja tudi
do presnove molekule F,-IsoP v razlicne metabolite (11).
Glavna urinska metabolita 15-F,-IsoP sta 2,3-dinor-5,6-
dihidro-15-F,-IsoP in 2,3-dinor-15-F,-IsoP (4, 11). Pri lju-
deh so z LC-MS/MS v urinu za 15(RS)-15-F,,-IsoP dolocili
koncentracije 30-303 ng/g kreatinina (4).

4.2 DIAGNOSTIKA

V eni izmed metaanaliz so s primerjavami meritev F,-izo-
prostanov kot oznaCevalcev oksidativnega stresa pokazali
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obsezna povecanja oksidativnega stresa pri boleznih ledvic,
npr. kroni¢ni odpovedi ledvic, obstruktivni spalni apneiji in
preeklampsiji, kot tudi boleznih respiratornega trakta, kot
je cisti¢na fibroza. Zanimivo je to, da so imela v raziskavi
stanja, za katera so mislili, da povzrocajo velik oksidativni
stres, tj. kajenje tobaka in sréno-zilne bolezni, le blago po-
viSanje tega bioloSkega oznacevalca. Majhna povecCanja
so odkrili tudi pri hipertenziji, metabolnem sindromu in
astmi (7).

F,-IsoP ali njihovi metaboliti niso najorimernejsi bioloski ozna-
Cevalci za vse bolezni, povezane z oksidativnim stresom,
vendar pa velja, da je povisanje 15-F,-IsoP v sréno-Zilnih
boleznih bolj zanesljivo kot pri nevroloSkih motnjah (5).

4.2.1 Ishemija-reperfuzija

Ishemija-reperfuzija je eden glavnih patoloskih pojavov pri
ortopedskih operacijah. Po prevezi uda in ponovni vzpo-
staviti krvnega pretoka pride do oksidativnih poskodb tkiva,
ki sprozijo lokalni ali sistemski vnetni odziv (3). Ishemija-re-
perfuzija se pojavija tudi po drugih kirurskin posegih, kot
sta operacija aortokoronarnih obvodov in transplantacija
organov. Stevilne raziskave so pokazale povi§anje vrednosti
F,-IsoP v Casu operacije aortokoronarnih obvodov ali ope-
racije sréno-pljucnega obvoda, kar kaze na povecan oksi-
dativni stres. Ta pa prispeva k pooperativnim zapletom
(npr. akutni okvari ledvic) (11). Odkrili so, da je priSlo do
poviSanja vrednosti F,-IsoP tudi pri bolnikih s kroni¢no is-
hemijo spodnjega uda, po ishemicni mozganski kapi in po
pretrganju anevrizme (11).

Da bi znizali oksidativni stres med operacijama aortnoko-
ronarnih obvodov in sréno-pliu¢nega obvoda, so izvedli
prve raziskave v smeri zdravljenja. Poskusili so z acetilsali-
cilno kislino ter paracetamolom. Pojavila se je tudi ideja,
da bi uporabili takSna anestezijska sredstva, ki imajo an-
tioksidativno aktivnost (11).

4.2.2 Centralni zivéni sistem

Mozgani so na oksidativne poskodbe najbolj obcutljivi za-
radi velike porabe kisika, nizkin koncentracij antioksidativnih
encimov (katalaze in glutation-peroksidaze), visjih koncen-
tracij Zeleza (modan katalizator za tvorbo reaktivnih kisikovih
zvrsti) in sposobnosti oksidacije razliénih substratov (npr.
membranske PUFA, ki predstavija velik delez lipidov v mo-
zganskem tkivu, predvsem DHA). Peroksidacija membran-
skih lipidov rusi nevronsko homeostazo (8, 9).

PoviSano tvorbo F,-IsoP so nasli v Stevilnin mozganskih
tkivih in telesnih tekocinah pri Stevilnih nevrodegenerativnih
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boleznih, kot so Alzheimerjeva, Parkinsonova, Huntingto-
nova bolezen ter Creutzfeldt Jakobova bolezen, multipla
skleroza in amiotrofiCna lateralna skleroza. Merjenje F,-
IsoP v plazmi in urinu ni specificno za dolo¢en organ, zato
je v tem primeru bolje uporabiti cerebrospinalno tekocino,
ki bolie odraza spremembe oksidativnega stresa v mo-
zganih (8, 11). Koncentracija F,-IsoP se v cerebrospinalni
tekocini poviSuje tudi s starostjo ter s poSkodbo mozganov
(11).

Pri oksidativnih poskodbah mozganskih tkiv se specificno
uporablia F,-NeuroP, ki se v primerjavi s F,-IsoP kaze kot
bolj primeren bioloSki oznaCevalec za nevrodegenerativne
in mozganske poskodbe (vkljucno z Rettovim sindromom
in ishemi¢no mozgansko kapjo) (5).

4.2.3 Tveganje za nastanek raka

Narejenih je bilo nekaj raziskav, ki povezujejo F,-IsoP in
tveganje za nastanek raka. Vigje vrednosti F,-IsoP so v ra-
ziskavah primerov s kontrolami povezali s tveganjem za
nastanek raka, in sicer raka dojke, hepatocelularnega kar-
cinoma, prostate, zelodca in kolorektalnega adenoma.
Vendar so se nekatere raziskave, ki so bile narejene na
primerih s kontrolami, razlikovale od tistih, narejenih pro-
spektivno (npr. raziskava o raku zelodca). Mozna razlaga
za takSno neskladje je najverjetneje to, da ni jasno, ali je
oksidativni stres vzrok ali posledica raka (11).

V obsezni prospektivni raziskavi so v urinu raziskovali dvig
koncentracije F,-IsoP in njegovega metabolita 2,3-dinor-
5,6-dihidro-15-F,,-IsoP kot bioloska oznaCevalca tveganja
za nastanek raka dojk. Odkrili so, da so vrednosti teh dveh
oznaCevalcev povezane tudi z indeksom telesne mase
(ITM). Vrednosti F,-isoP in 2,3-dinor-5,6-dihidro-15-F,,-
IsoP so bile povezane z zmanjSanim tveganjem za nastanek
raka dojke med zenskami z ITM < 25, z [TM = 25 pa sta
bila oznaCevalca povezana s povecanim tveganjem za na-
stanek te bolezni. Raziskava s tem kaze, da imajo zenske
z visokim ITM povecano tvorbo reaktivnih kisikovih zvrsti
in s tem poveCano tveganje za nastanek raka dojke (11,
12). Da je vloga oksidativnega stresa pri razvoju raka dojke
odvisna od debelosti, ne preseneca, saj je mascobno tkivo
vir reaktivnih intermediatov, ki nastajajo v procesu lipidne
peroksidacije in vplivajo na celo telo.

Nasprotno pri zenskah z normalnim ITM lahko osnovne
ravni reaktivnih kisikovih zvrsti v fizioloSkih razmerah sprozijo
aktivacijo p53, neposredno sodelujejo v apoptozi in pov-
zrocijo staranje. Poleg tega F,-IsoP povecuije z glukozo in-
ducirano sintezo TGF-31 tumorskega supresorja v zacetni
fazi. Dolo¢eni dejavniki (fizicna aktivnost, normalna nose-
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¢nost, preeklampsija), ki varujejo pred rakom dojk, tudi
poviSujejo vrednosti F,-IsoP. Iz tega lahko sklepamo na
kompleksno viogo F,-IsoP pri patofiziologiji raka (11, 12).

4.2.4. Preeklampsija

Preeklampsija je kompleksna nosecnostna bolezen ne-
znane etiologije, ki prizadene tako otroka kot mater. Oksi-
dativni stres pa morda prispeva k patogenezi tega sin-
droma. Pri razvoju ploda sta potrebna tako AA kot DHA,
ki se lahko oksidirata s pomocjo radikalov v F-IsoP in izo-
furane ter v F,-NeuroP (13).

Leta 1996 so pri preeklampsiji s proteinurijo odkrili v plazmi
poviSane vrednosti F,-IsoP. V novejSih raziskavah pa so
pokazali, da so pri nosecnicah s preeklampsijo v krvi povi-
Sane vrednosti F,-NeuroP in izofuranov, ne pa F,-IsoP v
primerjavi z noseCnicami brez preeklampsije. Vrednosti F,-
NeuroP v popkovni¢ni krvi so bile povisane tudi pri novo-
rojenckih Zensk s preeklampsijo. Ker vrednosti F,-NeuroP
iz materine krvi niso bistveno korelirale z vrednostmi F,-
NeuroP iz popkovni¢ne krvi v nosecnosti s preeklampsijo
in brez nje, so pokazali na izvor F,-IsoP, ki je neodvisen od
materine plazme. Pri normalni nosecnosti pa so ugotovili,
da je porodna teza novorojencev negativno povezana z
materinimi F,-IsoP, izofurani in F,-NeuroP. Obratna pove-
zava med materinim F,-IsoP, izofurani in F,-NeuroP in po-
rodno tezo bi lahko bila pomemben napovedovalec nizke
porodne teze in normalne nose¢nosti (9, 13).

4.2.5 Genetske nepravilnosti

Oksidativni stres je vklju¢en v patofiziologijo Stevilnih ¢lo-
veskih genetskih nepravilnosti. Virednosti F,-IsoP so povi-
Sane pri ljudeh z motnjami avtistiCnega spektra, Smith-
Lemli-Opitzovim sindromom, anemijo srpastih celic,
cisti¢no fibrozo in razliCnimi prirojenimi napakami metabol-
izma. Vrednosti F,-IsoP so poviSane v plodovnici nosecnic
s plodom z Downovim sindromom (11).

IsoP in oksidativni stres so dobro proucili pri osebah z
Rettovim sindromom. Gre za motnjo avtistichega spektra,
ki se v 95 % razvije zaradi mutacije v X vezanem genu za
MECP2 (3, 9). V zgodnijih fazah bolezni so odkrili poviSane
vrednosti F,-IsoP, F,-NeuroP in F,-dihomo-izoprostanov,
ki se nato znizajo (9). Do nedavnega so mislili, da se prev-
ladujoCa okvara centralnega zivénega sistema pojavi v sivi
mozganovini, vendar ravno povecana tvorba F,-dihomo-
izoprostanov nakazuje soobstoj zgodnje poSkodbe bele
mozganovine. Na podlagi slikanja mozganov z magnetno
resonanco so postavili hipotezo, da lahko poskodba bele
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mozganovine predstavija zgodniji dogodek pri Rettovem
sindromu, s tem pa bi F,-dihomo-izoprostani lahko pred-
stavljali zgodnje oznaCevalce te bolezni. Tudi F,-NeuroP je
pomemben bioloski oznacevalec sindroma. Plazemski F,-
NeuroP so povezani z resnostjo nevroloSkih simptomoy,
tipom mutacije in klini¢no sliko (3). Odkrili so, da olje mor-
skih rib lahko zmanjSa oksidativni stres pri bolnikih z Ret-
tovim sindromom, kar je vodilo v dodatne klini¢ne raziskave,
pri katerih je dodajanje EPA in DHA pri zgodnijih stopnjah
bolezni vodilo v delno klinicno remisijo te bolezni (9).

SKLEP

Izoprostani in nevroprostani so znanilci oksidativhega
stresa. Pojavijajo se pri razli¢nih boleznih, kot so ishemija-
reperfuzija, bolezni centralnega Zivéevja, preeklampsija, rak
itd. PoviSanje ravni izoprostanov kaze na pove¢ano tvorbo
reaktivnih kisikovih zvrsti, ki oksidirajo arahidonsko kislino
fosfolipidov v celicnih membranah. F,-IsoP nastaja po dveh
biokemicnih poteh, in sicer neencimsko z radikali in deloma
pod vplivom ciklooksigenaz pri vnetjih, na kar moramo biti
pozorni pri doloCanju. Izoprostani so sicer dobro specifini
oznacevalci lipidne peroksidacije, a zelo nespecificni pri
dolo€anju njenega izvora. Nevroprostani nastajajo z oksi-
dacijo dokozaheksaenojske kisline fosfolipidov, ki je v veliki
meri v sivi mozganovini. Ti bioloSki oznacevalci so veliko
bolj specificni za dologanje nevrodegenerativnih in mo-
zganskih poskodb, vendar pa so slabse raziskani kot izo-
prostani.
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UvoD

POVZETEK

Chagasova bolezen, ki jo povzro¢a protozojski pa-
razit Trypanosoma cruzi, predstavija veliko breme
javnega zdravja v Latinski Ameriki in potencialno
groznjo drzavam po vsem svetu. Okuzba, ki se na
Cloveka prenese najpogosteje preko okuzene ste-
nice, se v najhujsi, kroni¢ni obliki izrazi kot kardio-
miopatija z motnjami srénega ritma in pojavom
sréne odpovedi, nekateri okuzeni pa razvijejo pre-
bavne, nevroloske ali kombinirane spremembe, ki
prav tako zahtevajo ustrezno zdravljenje. Kljub dej-
stvu, da so bolezen prvi¢ odkrili ze pred ve€ kot sto
leti, sta danes za njeno zdravljenje na voljo le dve
registrirani zdravili — benznidazol in nifurtimoks, pri
¢emer velja benznidazol za zdravilo prve izbire. Ta
ucinkovina je nitroimidazolni antiparazitik, ki poleg
tega, da pri zdravljenju ne daje zadovoljivih rezulta-
tov, izkazuje tudi Stevilne nezelene ucinke. Zdravlje-
nje Chagasove bolezni torej predstavija velik tera-
pevtski izziv, ki so se ga z namenom odkritja
ucinkovitejsSih zdravil lotili tako z iskanjem novih taré
kot tudi z raznimi modifikacijami ze registriranih ucin-
kovin. Raziskave so trenutno osredotoCene na tri
ciline tar¢e — CYP51, kruzipain in DNA parazita, kar
poleg opisa Chagasove bolezni, njene razsirjenosti
in trenutnega nacina zdravljenja predstavljamo v
tem clanku.

KLJUCNE BESEDE:
Chagasova bolezen, tripanocidne ucinkovine, Try-
panosoma cruzi

ABSTRACT

Chagas disease, caused by the Trypanosoma cruzi
parasite, represents a major burden for public health
in Latin America and a potential threat to other coun-
tries around the world. The infection is transmitted
to a person via an infected triatomine bug and it is
in the worst, chronic form often manifested as car-
diomyopathy with hearth rhythm disorders and car-
diac failure, some infected people develop gastroin-
testinal, neurological or combined changes, which
also require appropriate treatment. Despite the fact
that disease was first discovered more than a cen-
tury ago, only two registered drugs — benznidazole
and nifurtimox — are available for its treatment today,

Trypanosoma cruzi je predstavnik skupine bickarjev, te pa
SirSe uvrs¢amo med prazivali, najmanjSe in najenostavnejse
enoceli¢ne evkariontske mikroorganizme. T. cruzi je eno-

where benznidazole is known as the first choice me-
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dication. As nitroimidazole antiparasitic agent, benz-
nidazole does not only give unsatisfactory results
but also has numerous side effects. Thus, the treat-
ment of Chagas disease is a major therapeutic chal-
lenge. With the aim of discovering more effective
medicines, scientists have started searching for new
targets as well as various modifications of the already
registered substances. The research is currently fo-
cused on three targets — CYP51, cruzipain and the
DNA of the parasite, which, in addition to the des-
cription of Chagas disease, its prevalence and cur-
rent treatment, is presented in this article.

KEY WORDS:
Chagas disease, trypanocidal substances, Trypa-
nosoma cruzi

celiCar mikroskopske velikosti in se je sposoben samo-
stojno prehranjevati in razmnozevati. Pri gibanju si pomaga
z bickom, ki je skoraj v celoti zrasel s celicno membrano
vzdolZ parazita, tako da tvori ondulirajo€o membrano (1-
3). T. cruzi je endemic¢ni parazit na podro&ju Srednje in Ju-
zne Amerike in povzroca Chagasovo bolezen, katere potek
je nepredvidljiv in se lahko konca tudi s smrtjo. Gre za en-
demicno bolezen, pred desetletji omejeno le na revnejSe
predele Latinske Amerike, danes pa se je predvsem zaradi
globalizacije in migracije njen epidemioloski profil prece;
spremenil. StatistiCni podatki sicer kazejo, da Stevilo oku-
zenih Se vedno previaduje v Braziliji in Argentini, vendar se
je bolezen Ze razsirila v Severno Ameriko, Avstralijo in Ev-
ropo, in Stevilo obolelih na teh podrocjih ni ve¢ zanemarljivo.
To so pretezno kroni¢ni bolniki, ki pa predstavijajo tveganje
za prenos okuzbe preko transfuzije in presaditve organov.
V neendemic¢nih drzavah predstavljajo najvecji delez oku-
Zenih predvsem migranti (4,5).

OPIS BOLEZNI

Chagasova bolezen se razvije po okuzbi s T. cruzi. Ta zno-
trajceliCni parazit se na Cloveka najpogosteje prenese preko
stenic iz poddruzine triatominskih zuzelk. Stenice se pre-
hranjujejo s krvjo sesalcev. Ce se med krvnim obrokom
okuzijo, lahko T. cruzi prenesejo na naslednjo zrtev. Za
okuzbo so dovzetni Stevilni sesalci, Clovek je le nakljucni
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gostitelj (5-7). Okuzba se v primeru Cloveka najveckrat pre-
nese z iztrebki in urinom okuzenih stenic. Te namre¢ med
hranjenjem na Cloveski kozi odloZijo izlocke, te pa nato
preko ranic na koZi, ust, veznic ali o&i vnesemo v telo.
Okuzba se lahko preko ugriza stenic, transfuzije okuzene
krvi in s presaditvijo okuzenih organov prenasa tudi v no-
secnosti na plod, z materinim mlekom in kontaminirano
hrano (5-8).

Inkubacijska doba bolezni je 7 do 15 dni, po tem Casu se
navadno razvijejo prvi vidni znaki okuzbe. V zgodnjem akut-
nem stadiju so praviloma zelo blagi in vkljuCujejo vrocino,
oteCene bezgavke, glavobol, abdominalne boleCine in bo-
leCine v misicah. V hujSih primerih lahko pride do povecanja
jeter in vranice, miokarditisa in meningoencefalitisa. Bolj
specificna znaka bolezni sta Sagom, sinonim za rdecino
na kozi na mestu ugriza z oteCenimi bezgavkami, in znak
Romana, ki se pokaze po 1-2 tednih po okuzbi kot oteklina
okoli oesa in vnetje oCesne veznice. Akutna faza traja 2
do 4 mesece. V tej fazi ostane vecina bolnikov asimpto-
matskih ali pa imajo izrazene le blage simptome bolezni
(6-9). Akutni fazi sledi latentna faza, za katero je znacilna
odsotnost Kliniénih simptomov in organskih poskodb. Ce-
prav so v tem obdobju okuzeni povsem brez tezav, osta-
nejo prenasalci bolezni. Pri nekaterih posameznikih lahko
latentna faza traja do konca zivijienja, v 20 do 30 % primerov
pa se po nekaj desetletjin latence bolezen razvije v kroni¢no
(7-9). Do 30 % kroni¢nih bolnikov razvije kardiomiopatije z
motnjami srénega ritma, motnjami prevajanja elektricnega
signala in druge sréne spremembe, vidne na EKG (7-10).
10 % jih razvije prebavne, nevroloSke ali meSane spre-
membe, ki prav tako zahtevajo ustrezno zdravljenje. Po-
seben primer so bolniki z oslabljenim imunskim sistemom,
pri katerih lahko pride do hudega poslabsanja bolezni. Po
oceni WHO, ki Chagasovo bolezen uvr§¢a med zaposta-
vljene tropske bolezni (NTD, neglected tropical diseases),
je na svetu do 8 milijonov okuzenih oseb. Od teh jih do 30
% trpi za posledicami kroni¢ne okuzbe. Okuzba s parazi-
tom po ocenah vsako leto zahteva okrog 10.000 smrtnih
zrtev. Ker se bolezen hitro Siri po vsem svetu, gre po mne-
nju mnogih za preteCo nevarnost in breme ne le revnih,
nerazvitih drzav, ampak tudi razvitega dela sveta (1,6,7,9).

2.1 RAZVOJUNI KROG ZAJEDAVCA

Za T. cruzi je znacilen zapleten Zivljenjski krog, ki vkljuCuje
dva gostitelja (stenice ter sesalce) in vec razli¢nih razvojnih
faz zajedavca (slika 1) (1,3,5). Stenica se med krvnim obro-
kom okuzi s tripomastigoti, prisotnimi v krvi sesalskega
gostitelja. Ti se naselijo v njen prebavni trakt, kjer se dife-
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Slika 1: Zivljenjski cikel zajedavca T. cruzi (prirejeno po 1).

1: Stenica, okuZena s T. cruzi, ob krvnem obroku preko blata izloCi metacikiicne tripomastigote. 2: Tripomastigoti na mestu ugriza (ranice,
mukozne membrane) kroZijo v Krvi in vstopajo v razlicne celice gostitelja. 3: Znotraj celic se preobrazijo v amastigote, ki se mnoZijo v celicah
in poskodovanih tkivih. 4: Intracelicni amastigoti se spremenijo v tripomastigote, izstopijo iz celic in se razsirijo po krvnem obtoku. 5: Stenice
se med krvnim obrokom okuZijo s tripomastigoti, prisotnimi v krvi sesalskega gostitelja. 6: Tripomastigoti se naselijo v prebavni trakt stenice in
preobrazijo v epimastigote. 7: Epimastigoti se v prebavilih stenice razmnoZzujejo s postopkom binarne cepitve. 8: Epimastigoti se v zadnjem

delu Crevesja stenice pretvorijo v infektivhe metaciklicne tripomastigote.

Figure 1: Trypanosoma cruzi lifecycle (adapted from 1).

1: T. cruzi infected triatomine bug excretes metacyclic trypomastigotes at the site of the bite. 2: Trypomastigotes circulate in the blood at the
bite site (wounds, mucous membranes) and enter different host cells. 3: Inside the cells, they are converted into amastigotes, which multiply
in cells and damaged tissues. 4: Intracellular amastigotes turn into trypomastigotes, exit the cells and spread through the bloodstream. 5:
The triatomine bug is infected with the trypomastigotes present in the blood of the mammalian host during a blood meal. 6: Trypomastigotes
settle into the digestive tract of the triatomine bug and transform into epimastigotes. 7: Epimastigotes are reproduced in the gastrointestinal
tract by binary cleavage. 8: Epimastigotes are transformed into the infective metacyclic trypomastigotes in the back of the intestine.

rencirajo v epimastigote. Epimastigoti so milimetrskih veli-
kosti, vretenaste oblike in sposobni razmnoZevanja s pro-
cesom binarne cepitve. Po 10 do 15 dneh se premaknejo
v zadnji del Crevesja stenice, kjer se pretvorijo v infektivhe
metacikliCne tripomastigote in izlocijo z blatom. Tripoma-
stigoti so stopnja parazita milimetrskih velikosti z bi¢kom,
ki pa se niso sposobni razmnozevati.

Da bi preziveli in tako nadaljevali svoj zivljenjski krog, mo-
rajo vstopiti v gostitelja. Vstop v sesalske celice je zapleten
proces, ki vkljuCuje zaCetno vezavo parazita na povrsinske
dele celice in nato aktivacijo molekule Tc-Tox, ki zajedavcu
omogoca prekinitev vakuolne membrane, izhod iz vakuole
in vstop v citoplazmo gostiteljske celice (1,4). V njej izgubijo

bicek in se preobrazijo v amastigote, ki v okuzenih celicah
rastejo in se mnozijo. Z razmnozevanjem amastigotov na-
stanejo psevdociste, znotraj katerih se po petih dneh ama-
stigoti diferencirajo nazaj v tripomastigote. Psevdociste
se razsirijo v razlicna tkiva, najve¢ jih najdemo v sréni
misici, skeletnih miSicah in v gladkih miSicah Crevesja. Po
poku psevdociste pa se tripomastigoti sprostijo v krvni
obtok in se razSirijo po celotnem telesu. SproSceni tripo-
mastigoti so dveh oblik. Bolj aktivna oblika je potrebna za
potek znotrajceli€nega razvojnega kroga v gostitelju, manj
aktivna oblika tripomastigotov pa okuzi stenice, ko picijo
prenasalca. Tako je razvojni krog zajedavca sklenjen
(1,4,9).
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TRIPANOCIDNE UCINKOVINE
ZA ZDRAVLJENJE
CHAGASOVE BOLEZNI

Znanstveniki Se vedno niso dokazali, katere stopnje v raz-
voju zajedavca so glavna tarCa tripanocidnih ucinkovin.
Posamezne razvojne stopnije se razlikujejo v sestavi mem-
brane, kar bi lahko bil eden izmed razlogov za razlicno
ucCinkovitost zdravil [10]. V veC raziskavah so dokazali, da
tripanosomi poleg lastno sintetiziranega ergosterola za svoj
obstoj obvezno potrebujejo tudi holesterol. Tega ne znajo
sintetizirati sami, zato jih pridobijo iz celic gostitelja s priv-
zemom in kopi¢enjem delcev LDL v lizosomom podobnih
organelih, imenovanih rezervosomi (11,12). Privzemanje
eksogenega holesterola v celicah epimastigotov naj bi te;
razvojni stopnji omogocilo prezivetje v obdobjih lipidnega
stradanja (12). Poznano raznolikost v membranski sestavi
razli¢nih razvojnih stopenj T. cruzi bi lahko v prihodnijih ra-
ziskavah bolje izkoristili za prouCevanje interakcij med pa-
razitom in tripanocidnimi u¢inkovinami. Tripanocidne ucin-
kovine so antiparazitiki, ki svojo ucinkovitost izkazujejo z
delovanjem na razli¢ne tarCe. Ker je T. cruzi parazit s kom-
pleksnim Zivlienjskim ciklom in se je zmozen uspesno izo-
gibati imunskemu sistemu gostitelja, je iskanje ucinkovitin
tar¢ dolgotrajno in zapleteno (13-15). Raziskave o novih
terapijah oz. uc¢inkovinah so se skoraj popolnoma ustavile
proti koncu dvajsetega stoletja, delno zaradi neizvajanja
vladnih zavezanosti o pomoci pri iskanju novih ucinkovitin
zdravil proti T. cruzi v vecdini latinskoameriskih drzav in delno
zaradi slabe finan¢ne spodbude v farmacevtski industriji
(18,14). Za zdravljenje bolezni sta tako ze dolgo na voljo le
dve zdravilni uCinkovini, nifurtimoks oz. N-(3-metil-1,1-diok-
sido-4-tiomorfolinil)-1-(5-nitro-2-furilymetanimin (NF) ter
benznidazol oz. N-benzil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-iljace-
tamid (BNZ) (slika 2). Tar¢a delovanja teh nitroheterocikli¢nih
spajin je predvsem DNA, ki jo te spojine poskoduijejo zaradi
tvorbe radikalov (13,14).
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Slika 2: Strukturni formuli tripanocidnih ucinkovin benznidazola (1) in
nifurtimoksa (2).

Figure 2: Structural formulas of antitrypanosomal drugs
benznidazole (1) and nifurtimox (2).
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Raziskave so pokazale, da je njuna aktivnost vecja v ¢asu
akutne faze bolezni, pri kroni€énem zdravlienju pa je njuna
uporabnost omejena. Oba sta najbolj u¢inkovita pri mladih
bolnikih v zgodnjih fazah okuzbe. Stopnja ozdravljenja se
pribliza 100 % pri kongenitalno okuzenih novorojenckih in
v akutnih primerih preseze 60 %. Kontraindicirana sta v
nosecnosti, pri napredovalem srénem popuscanju in bol-
nikih z jetrnimi ali ledvi¢nimi zapleti.

3.1 NIFURTIMOKS

Nifurtimoks uporabliamo za zdravljenje Chagasove bolezni
ze vse od leta 1965. WHO ga uvrS¢a na seznam osnovnih
ucinkovin, ki so potrebne za zdravljenje, tako kot benzni-
dazol, ki je pri zdravljenju Chagasove bolezni zdravilo prve
izbire. Osnovni predlagani mehanizem delovanja nifurti-
moksa temelji na njegovi pretvorbi s parazitovimi nitrore-
duktazami, pri Cemer nastajajo radikalske zvrsti, ki so ra-
zlicne, Ce nastajajo v aerobnih ali anaerobnih pogojin. V
odsotnosti kisika spontano nastaneta nitritni in imidazolni
radikal, v kisikovi prisotnosti pa se z oksidacijo tvorijo su-
peroksidni anion in druge reaktivne kisikove zvrsti (ROS).
Stopnja toksi¢nosti, ki jo povzroc¢ajo ti produkti, je odvisna
od sposobnosti celic za njihovo detoksifikacijo (13,14). Pri
sesalcih se lahko varno pretvorijo v manj reaktivne pro-
dukte, kar pomeni, da ima nifurtimoks zelo omejeno ne-
posredno toksi¢nost za CSloveske celice. T. cruzi pa ima
manjSe sposobnosti za odstranjevanje nastalih radikalov
in ROS, kar vodi do lipidne peroksidacije in poskodb celi-
¢nih membran, pa tudi do aktivacije znotrajcelicnih enci-
mov. Vsi ti procesi povzrodijo smrt zajedavca (1,13,16,17).
Za zdravljenje akutne in tudi kroni¢ne faze bolezni je dnevni
odmerek za odrasle 8 do 10 mg/kg telesne mase, za
otroke (do 16. leta) pa od 12,5 do 20 mg/kg telesne mase,
kar kaze na boljSo toleranco ucinkovine pri mlajsi populaciji.
Cas jemanja nifurtimoksa je od 90 do 120 dni (18,19). Za-
zelen je &im krajSi ¢as jemanja zdravila, da se pacienti izo-
gnejo nezelenim ucinkom, ki jih je precej. Od pogostih koz-
nih izpuSCajev do strupenosti za centralni zivéni sistem,
vklju¢no z zmedenostjo, motnjami ravnovesja, ataksijo in
nistagmusom, pozabljivostjo, nespecnostjo in razdrazlji-
vostjo. Razvijejo se lahko psihoze, epilepti¢ni napadi in tre-
senje. Poro¢ajo tudi o eozinofiliji, levkopeniji, impotenci,
Sibkosti misic in periferni nevropatiji. Se posebno moramo
biti pozorni na gastrointestinalne uCinke na zacetku zdra-
vlienja, ki se kaZejo s slabostjo, bruhanjem, lahko tudi z
anoreksijo, zato priporocajo, da se dnevni odmerek razdeli
in se celotnega zauzije v Stirih deljenih odmerkih. Nifurti-
moks je kontraindiciran pri osebah s hudimi boleznimi jeter
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ali ledvic in pri osebah z nevroloskimi in psihiatrinimi mot-
njami (18). Vrsta nezelenih ucinkov in dolg ¢as jemanja so
tudi vzrok, da je benznidazol, ki ga predstavljamo v na-
slednjem podpoglavju, zdravilo prve izbire pri zdravljenju
Chagasove bolezni (19).

3.2 BENZNIDAZOL

Benznidazol je nitroimidazolni antiparazitik, ki je na podlagi
dolgoletne uporabe in izkuSenj zdravilo prve izbire za zdra-
vljenje Chagasove bolezni (1,4-7). Njegov osnovni meha-
nizem delovanja prav tako kot pri nifurtimoksu temelji na
tvorbi radikalskih zvrsti 0z. nastajanju ROS in inhibiciji an-
tioksidativnih sistemov T. cruzi. Selektivna toksi¢nost te-
melji na slabSem odstranjevanju teh reaktivnih spojin pri
T. cruzi v primerjavi s Cloveskimi celicami (1,13,16,17).
Sode¢ po podatkih v literaturi naj bi benznidazol opisano
toksi¢no delovanje izkazoval na vse tri razvojne faze pa-
razita (1,20), najbolj toksicen pa je za obliko tripomastigo-
tov (ICy, = 12 uM) (20-22). Najvecja ucinkovitost benzni-
dazola se kaze med akutno fazo bolezni, kjer je stopnja
uspesnosti zdravljenja do 80 %, in v primeru prirojene
Chagasove bolezni, kjer je njegova ucinkovitost 90-od-
stotna (2,17)]. Nasprotno je ta odstotek pri dalj ¢asa ne-
zdravljenih in kroniéno obolelih manj kot 10 % (2). Ceprav
se v poznih stadijih bolezni ucinkovina ni obnesla, njeno
uporabo na podlagi klinicnih preizkuSanj vseeno priporo-
¢ajo, saj se je izkazalo, da kroni¢ni bolniki, izpostavljeni
benznidazolu, dosezejo znatno zmanjSanje pojavljanja
sprememb v EKG in manjSo pogostost poslabSanja nji-
hovega klinicnega stanja. Benznidazol se je prav tako iz-
kazal za ucinkovitega pri zdravljenju reaktiviranih okuzb,
ki se pojavijajo pri bolnikih z oslablienim imunskim siste-
mom, pri nosecnicah pa njegove uporabe zaradi poten-
cialne teratogenosti ne priporo¢amo (8-10,23). Benznida-
zol uporabljamo peroralno, v dveh ali treh odmerkih
dnevno in jemliemo 60 dni. Obi¢ajni dnevni odmerek za
odrasle je 5 do 7 mg/kg telesne mase, odmerek za otroke
pa znaSa 10 mg/kg telesne mase (2-6,24). Po nekaterih
podatkih pri kroni¢no obolelih zadostuje 30-dnevno zdra-
vljenje. SkrajSan rezim se uvaja tudi zaradi Stevilnih neze-
lenih ucinkov benznidazola (11,15,25). Najpogosteje se
pojavijo preobcutliivost v obliki izpus&ajev, vrocina, glavobol
(celo v 10 %), motnje prebave in spanja ter granulocito-
penija. Zaradi teh pojavov zdravljenje v 10 do 30 % pri-
merov prekinemo (4-6,24). Poleg toksi¢nih ucinkov upo-
rabo benznidazola omejuje tudi slaba bioloska uporabnost,
ki je posledica slabe vodotopnosti u¢inkovine. Z namenom
izboljSanja njenih farmakokineti¢nih lastnosti in s tem te-

rapevtske uporabnosti so razvili kar nekaj novih formulacij.
Najveckrat omenjeni sta mikroemulzija, ki se je izkazala
za stabilnejSo in ucinkovitejSo od nestabilnih suspenzije in
emulzije, ter raztopina benznidazola, pripravijena iz vode
in PEG 400, ki sta povecala vodotopnost ucinkovine za
20-krat ter pomembno povecala njeno biolosko uporab-
nost (26). Med najnovejSe in najbolj obetavne raziskave
formulacij pristevamo nove dostavne sisteme, ki omogo-
¢ajo izboljSanje prehoda preko membrane, topnosti in
ucinkovitosti. Sem Stejemo predvsem pripravo nanodelcev
z metodo precipitacije in uporabo ciklodekstrinov (26,27).

3.3 TRIPANOCIDNE UCINKOVINE ZA
ZDRAVLJENJE CHAGASOVE
BOLEZNI'V RAZVOJU

Zaradi omenjenih Stevilnih pomanjkljivosti benznidazola so
poskusali sintetizirati njegove analoge, ki bi ob vecji varnosti
izkazovali tudi vecjo ucinkovitost. Med novo sintetiziranimi
spojinami namesto nitroimidazolnega najvecCkrat zasledimo
prisotnost oksadiazolnega ali triazolnega fragmenta v mo-
lekuli (28,29). Dejstvo, da benznidazol v svoji strukturi vse-
buje nitroimidazolni fragment, je nakazalo tudi mozno sin-
tezo spojin s furoksanskim obroCem, za katerega je ze
desetletja znano, da ima razlicne bioloSke aktivnosti. Za
spojine z benzofuroksanskim jedrom namrec velja, da iz-
kazujejo tako protimikrobne kot tudi antiparazitske ucinke
(30,31). UCinek na novo sintetizirane molekule s takim je-
drom, 6-((metil)benzolc](2-karbamailhidrazon)-1-N-oksid-
1,2,5-oksadiazola) (BZFS), kot potencialne tripanocidne
ucinkovine, so preverili eksperimentalno. Testi in vitro so
pokazali, da ima spojina na epimastigote in tudi na ama-
stigote doloCenih sevov T. cruzi vecjo toksicnost kot benz-
nidazol (32). Po drugi strani pa so testiranja in vivo na
misih pokazala, da BZFS ni mutagen. Ti rezultati so pritegnili
pozornost raziskovalcev in spodbujajo nadaljnje prouce-
vanje omenjene spojine, prav tako pa tudi iskanje moznih
mehanizmov delovanja podobnih tripanocidnih ucinkovin
z benzofuroksanskim ogrodjem (33). Bolj to¢nega in po-
drobnega mehanizma njihovega delovanja na tripanosom-
ske celice Se niso dokonc¢no razjasnili, zato ostajajo osred-
nja tema Stevilnih novih raziskav (13-15,32,33).

Razsiritev parazita na neendemicna podrocja je v zadnjih
letih povzrocila zanimanje Stevilnih znanstvenikov za razi-
skovanije Zivlienjskega ciklusa T. cruzi in iskanje novih moz-
nosti za zdravljenje Chagasove bolezni (13,16). Kljub pri-
zadevanju je nabor na novo odkritih tar¢ in ucinkovin, ki
delujejo nanje in so terapevtsko sprejemljive, sorazmerno
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majhen (preglednica 1). Raziskave so trenutno osredoto-
¢ene na tri ciline tar¢e: CYP51, kruzipain in DNA parazita
(10,14,34).

CYP51 je encim, ki katalizira demetilacijo lanosterola in s
tem ustvari pomemben prekurzor za nastanek ergosterola.
Raziskave v zadnjih dveh desetletjih so pokazale, da T.
cruzi kot vecina gliv za prezivetje in proliferacijo celic v vseh
stopnjah svojega Zivlienjskega cikla zahteva specificne ste-
role, zlasti ergosterol (10-13). Ker ergosterol predstavija
osnovno sestavino membran gliv, se je porodila ideja o
mozni uporabi protiglivnih ucinkovin za zdravljenje Chaga-
sove bolezni (10,14,15). Ugotovili so, da ima vecina klinicno
uporablienih inhibitorjev sinteze ergosterola (npr. terbinafin,
ketokonazol, itrakonazol) le zaviralne ucinke pri obolelih s
Chagasovo boleznijo, ne morejo pa prepreciti napredovanja
bolezni (35). Raziskave kazejo, da naj bi skupina protiglivnih
triazolov, vkljuéno s posakonazolom in vorikonazolom, obe-
tala boljSe rezultate (14,35). Po teh spoznanijih je bilo na
novo odkritih kar nekaj obetajocih azolnih derivatov s po-
dobnimi lastnostmi. Ravukonazol v obliki predzdravila (E12-
24) in TAK-187 izkazujeta mocno tripanocidno aktivnost,

zdravilo pri bolnikih z napredovalo Chagasovo boleznijo,
izkazuje tripanocidno delovanje in vitro in in vivo (14,36).
Njegova glavna mehanizma delovanja sta motnja homeo-
staze kalcijevih ionov in zaviranje sinteze ergosterola. To
pojasnjuje sinergisti¢ne ucinke s posakonazolom, socasna
uporaba teh dveh ucinkovin naj bi namre¢ povecala ucin-
kovitost protiparazitnega zdravljenja (14,15). Vse bol;j je za-
nimiva tudi skupina ucinkovin, ki inhibira glavno cisteinsko
proteazo T. cruzi, imenovano kruzipain (33,37). Med temi
spojinami najpogosteje navajajo K777, za katerega pa v li-
teraturi sreCamo razlicne podatke o njegovi varnosti za
vstop v prvo fazo Kklini¢nih testiranj, kar ne govori v prid
njegovi mozni uporabi v terapiji (14,37,38,39).

Poleg nastetih uc¢inkovin so v razvoju tudi Stevilne druge, o
katerih pa je za zdaj malo podatkov o njihovi terapevtski
uporabnosti (14,37). Vedno bolj pogosto pri novejsih naci-
nih zdravljenja Chagasove bolezni omenjajo Se modifikacije
Ze obstojecih ucinkovin (benznidazola, nifurtimoksa) in nji-
hove kombinacije (35,37,40).

Zaradi tezav pri zdravljenju Chagasove bolezni je toliko bolj
pomembno, da se ljudje ne okuZijo s parazitom. Prepre-

N : o N . 4
poleg tega sta pokazala spodbudne rezultate v obeh, aku-  Cevanje okuzb je danes na sploSno osredotoceno na zZ
tni in kroni¢ni okuzbi v misjih gostiteljih. Zaenkrat sta obe  zmanjSanje Stevila insektov, ki predstavijajo vektor za Sirjenje é
ucCinkovini koncali prvo fazo Klini¢nih testiranj in sta dobri  parazita, ter zmanjSanje njihovega stika z ljudmi. To sicer >
kandidatki za uspesno zdravljenje Chagasove bolezni  dosegajo z uporabo razli¢nih oblik insekticidov, poskrbeti E
(10,14). Poleg klasi¢nih antimikoticnih ucinkovin, ki zavirajo  pa bi morali tudi za izboljSanje stanovanjskih in sanitarnih %D
sintezo ergosterola, se v njegovo nastajanje vpletajo tudi  pogojev Zivljenja ljudi, kar je naloga institucij, ki skrbijo za <ZE
nekatere druge ucinkovine. Presenetljivo je bilo odkritie,  varovanje javnega zdravja v posameznih drzavah, kjer se N
da amiodaron, ki ga sicer uporabliamo kot antiaritmiéno  parazit endemi¢no pojavija. %
L
—

Preglednica 1: Potencialne nove ucinkovine za zdravijenje Chagasove bolezni in njihove tarce (14,36-38). il-lr'?

Table 1: Potential new active ingredients for the treatment of Chagas disease and their targets (14,36-38). o

. TARCA/MEHANIZEM %

UCINKOVINA | UPORABA CILJ TERAPIJE DELOVANJA FAZA KLINICNEGA TESTIRANJA

Posakonazol | antimikotik vse faze bolezni CYP51 I

E12-24 ni Se v uporabi |vse faze bolezni CYP51 konc¢ana faza |, sledi faza Il

TAK-187 ni Se v uporabi | vse faze bolezni CYP51 koncCana faza |

: . . . . | homeostaza Ca* ze terapevisko uporabno zdravilo,
Amiodaron sréna aritmija | kroni¢na faza bolezni |, . o
in sinteza ergosterola vendar z drugo indikacijo
K777 ni Se v uporabi | Se neznani kruzipain v pripravi na fazo 1?
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CHAGASOVA BOLEZEN IN UCINKOVINE ZA NJENO ZDRAVLJENJE

ZAKLJUCEK

Ceprav je Chagasova bolezen izvorno endemiéna in je bila
pred desetletji omejena le na revnejSe predele Latinske
Amerike, se je danes predvsem zaradi globalizacije in mi-
gracije njen epidemioloski profil precej spremenil. Bolezen,
predvsem v kroni¢ni obliki, se je Ze razSirila na obmocja
Severne Amerike, Avstralije in v Evropo. Zaradi resnosti
izidov predvsem kroni¢ne oblike te bolezni in majhnega
Stevila ucinkovin za njeno zdravljenje je raziskovanje novih
tarC in seveda novih ucinkovin, ki bi nanje delovale, nujno.
Institucije, ki skrbijo za varovanje javnega zdravja v posa-
meznih drzavah in globalno, bi morale tej problematiki na-
meniti vsaj tolikSno pozornost kot vse vedji rezistenci bak-
terij na obstoje¢a zdravila in spodbujati raziskovalce k
odkrivanju bolj u¢inkovitih zdravil in nacinov zdravljenja te
bolezni.
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UvoD

Genetska raznolikost je ¢udovita lastnost, ki opredeljuje
vsakega posameznika, a hkrati dolo¢a tudi posameznikov
odgovor na zdravlienje. Z odkrivanjem genetskih razli¢ic,
ki vplivajo na ucinek zdravil preko spremenjenih farmako-
kineti¢nih ali farmakodinamskih procesov, se ukvarja far-
makogenomika. Odkritje vpliva genotipa na odgovor or-
ganizma na ksenobiotike sega ze v €as anticne Grcije, ko
je bilo znano, da zauzitje v mediteranskem svetu zelo raz-
Sirjenega boba (Vicia faba) pri nekaterin posameznikih iz-
zove zivlienje ogrozajoco hemoliticno anemijo in da se sta-
nje pojavlja v druzini (1). Okoli 1500 let kasneje je bilo
jasno, da je t. i. favizem posledica genetsko predisponira-
nega oslablienega delovanja encima glukoza 6-fosfat de-
hidrogenaze (G6PD) (2), ki predstavlja tveganje tudi pri
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POVZETEK

Tiopurini so predzdravila, ki jih uporabljamo pri zdra-
vlienju akutne limfoblastne levkemije, avtoimunskin
bolezni in pri preprecevanju zavrnitvenih reakcij po
transplantaciji organov. Eden najpomembnejsih en-
cimov v deaktivacijski poti njihovega metabolizma
je tiopurin S-metiltransferaza (TPMT). Odkritje po-
pulacijske raznolikosti v aktivnosti tega encima za-
radi prisotnih genetskih polimorfizmov v njegovem
genu je botrovalo vkljucitvi doloCanja le-teh v klinicno
prakso in Se danes predstavlja enega najboljsih far-
makogenomskih primerov. Pacienti z genetskimi
polimorfizmi ob standardnem zdravljenju s tiopurini
namreC bolj verjetno razvijejo nezelene ucinke, saj
v manjSem obsegu deaktivirajo te zdravilne ucinko-
vine. Smernice evropskih in ameriskih zdruzenj za
implementacijo farmakogenomike zato priporo¢ajo
dolo¢anije prisotnosti najpogostejsih genetskih po-
limorfiznov TPMT ali aktivnosti encima pred zacet-
kom zdravljenja. Hkrati svetujejo 30-70-odstotno
znizanje standardnega odmerka tiopurinov ob pri-
sotnem enem variantnem alelu ter zamenjavo tera-
pije ali 90-odstotno znizanje standardnega odmerka
tiopurinov v primeru dveh prisotnih variantnih alelov
TPMT.

KLJUCNE BESEDE:
farmakogenomika, genetski polimorfizmi, tiopurin
S-metiltransferaza, tiopurini, S-adenozilmetionin

ABSTRACT

Thiopurines represent an important therapeutic pillar
in the therapy of acute lymphoblastic leukaemia,
autoimmune disorders and in preventing transplant
rejections. Their major route of deactivation is di-
rected via thiopurine S-methyltransferase (TPMT).
With the discovery of trimodal population distribution
of its enzymatic activity, resulting from genetic poly-
morphisms present in its gene, the determination
of TPMT status became one of the most successful
implementations of pharmacogenomics into clinical
practice. In patients treated with standard dose of
thiopurines, decreased TPMT activity triggers severe
side effects, due to poorer deactivation of these
drugs. Guidelines from European and American
consortia for implementation of pharmacogenetics
advocate determination of most common genetic
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polymorphisms or activity of TPMT prior to initiating
thiopurine therapy. In patients heterozygous for
TPMT 30-70% of target dose is recommended and
substantially reduced doses or use of alternative
treatment is advised in homozygous patients with
deficient TPMT activity.

KEY WORDS:

genetic polymorphisms, pharmacogenomics, S-
adenosylmethionine, thiopurines, thiopurine S-met-
hyltransferase

zauZzitju npr. antimalarika primakina (3). Vzporedno s to
ugotovitvijo se je sredi prejSnjega stoletja prvi¢ pojavil tudi
izraz farmakogenetika, ki se je kot vecina genetskih preiskav
pospeseno zacela razvijati ob prelomu zadnjega tisoCletja
(4). Tedaj so tehnike odkrivanja genetskih razlicic za tar¢ne
gene na eni strani postale enostavne, na drugi strani pa je
bilo mo¢ hitro pridobiti ogromno koli¢ino podatkov z agno-
sticnimi vsegenomskimi metodami, ki so jih integrirale
mnoge Klini¢ne raziskave. Po odkritju povezave med poli-
morfiznom in odgovorom na zdravilo je bilo potrebno ta
polimorfizem validirati na ve¢ populacijah, ¢emur je sledila
implementacija v kliniéno prakso. Ceprav je po smernicah
ameriSke in evropske agencije za zdravila priporo&eno far-
makogenomsko testiranje za kar 7 % vseh ucinkovin na
trgu (4), je zaradi kompleksne narave prenosa v klini¢no
prakso prakticna uporaba farmakogenomskega pristopa
pred ali med terapijo prisotna pri relativno majhnem Stevilu
zdravilnih u€inkovin. Med njimi predstavlja farmakogeno-
mika tiopurinov najboljSi primer prenosa laboratorijskih in
klini¢nih raziskav v klinicno prakso.

TIOPURINSKE ZDRAVILNE
UCINKOVINE

Kljub hitremu napredku bioloskih zdravil je vioga tiopurinov
pri vzdrzevanju ravnovesja imunskega sistema izrednega po-
mena. Bolezni in stanja, pri katerih uporabliamo tiopurine,
so akutna limfoblastna levkemija, avtoimunske bolezni in pre-
precitve zavrnitve organa po transplantacijah. Tiopurini imajo
kompleksen metabolizem in ozko terapevtsko okno, zato
lahko zaradi genetskih in okoljskih razlik med posamezniki
enak odmerek pri enem pacientu doseze zeleni ucinek, med-
tem ko pri drugem izzove resno nezeleno reakcijo.
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2.1 METABOLIZEM

Tiopurini 6-merkaptopurin (6-MP), azatioprin (AZA) in 6-
tiogvanin (6-TG) so protitumorne in imunosupresivne zdra-
vilne ucinkovine, ki so kot predzdravila izpostavljeni zaple-
tenemu metabolizmu. Ta zajema aktivacijske in
deaktivacijske poti (slika 1). Pretvorba tiopurinov se zacne
v Crevesju in jetrih, kjer je AZA podvrzen delno encimski
odcepitvi metilnitrotioimidazola z glutation S-transferazo
(GST) in tvori 6-MP. Sledniji lahko vstopi v pot aktivacije,
usmerjene proti nastanku citotoksi¢nih 6-tiogvanozinskih
nukleotidov (6-TGN). Ta se za&ne s pripenjanjem ribozilne
in fosfatne skupine na purinski del s hipoksantin fosforibo-
ziltransferasazo (HPRT) ter nadaljuje z oksidacijsko reakcijo,
katalizirano z inozin monofosfat dehidrogenazo (IMPDH),
ki tudi najmocCneje pogojuje hitrost pretvorbe do 6-TGN. V
naslednjem koraku gvanozin monofosfat sintaza (GMPS)
katalizira pretvorbo nastalega 6-tioksantozin monofosfata
(6-TXMP) do 6-tiogvanozin monofosfata (6-TGMP). Sledi
fosforilacija s kinazami do 6-tiogvanozin trifosfata (6-TGTP)
(5), ki ji nasprotuje defosforilacija s hidrolazo nudix-15
(NUDT15) (6).

V deaktivacijski poti tiopurinov sodelujeta dva encima: tio-
purin S-metiltransferaza (TPMT) in ksantin oksidaza (XO)
(5). XO v jetrih pretvori med 3 % in 37 % absorbiranega 6-
MP v tiosecno kislino (7). Preostanek 6-MP gre bodisi v
aktivacijo ali pa ga metilira TPMT, pri Cemer nastane 6-
metilmerkaptopurin (6-MMP) (8). TPMT sodeluje tudi pri
metilaciji nekaterih drugih presnovkov 6-MP v razli¢nih fa-
zah aktivacijske poti (slika 1) (5). Med drugim je udelezen
pri nastanku 6-metiltioinozin monofosfata (6-MTIMP), ki
poleg 6-TGN izkazuje farmakoloSke ucinke (9).
Aktivacijska pot 6-TG je podobna metabolizmu 6-MP, a je
manj kompleksna, saj 6-TG za razliko od 6-MP ze ima
gvaninsko strukturo. Do citotoksicnih 6-TGN namre¢ po-
trebuje le enostopenjsko pretvorbo s HPRT (slika 1) (5).
Oksidacijska deaktivacija 6-TG s XO Se ni popolnoma raz-
jasnjena, njegovi metilirani presnovki, nastali s TPMT, pa
ne izkazujejo farmakoloskega delovanja (10).

2.2 MEHANIZEM DELOVANJA

Zaradi strukturne podobnosti z gvaninom je delovanje 6-
TGN v celicnih procesih antagonisticno purinskim nu-
kleotidom (slika 1). 6-TGN se vkljuci kot gradnik v nu-
kleinske kisline, a namesto da bi sodeloval pri sintezi,
onemogoci delovanje polimeraze DNA ter s tem ustavi
podvojevanje DNA, ¢emur sledi njena razgradnja (11).
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Slika 1: Shema presnove in delovanja tiopurinskih zdravilnih ucinkovin. 6-MP — 6-merkaptopurin, 6-MMP — 6-metilmerkaptopurin, 6-MTG —
6-metiltiogvanin, 6-MTIMP — 6-metiltioinozin monofosfat, 6-TG — 6-tiogvanin, 6-TGN — 6-tiogvanozinski nukleotidl, 6-TGMP — 6-tiogvanozin
monofosfat, 6-TGTP — 6-tiogvanozin trifosfat, 6-TIMP — 6-tioinozin monofosfat, 6-TITP — 6-tioinozin trifosfat, 6-TXMP — 6-tioksantozin
monofosfat, ABC — prenasalec z ATP-vezavno domeno, AZA — azatioprin, ENT, CNT — nukleozidni prenasalni proteini, GMPS — gvanozin
monofosfat sintaza, GST — glutation S-transferaza, HPRT — hipoksantin fosforiboziltransferaza, IMPDH — inozin monofosfat dehidrogenaza,
ITPA — inozin trifosfat pirofosfohidrolaza, NUDT15 — hidrolaza nudix-15, TPMT — tiopurin S-metiltransferaza, XO — ksantin oksidaza. Prirejeno

po (5).

Figure 1: Schematic presentation of thiopurine metabolism and their mode of action. 6-MP — 6-mercaptopurine, 6-MMP — 6-
methylmercaptopurine, 6-MTG — 6-methylthioguanine, 6-MTIMP — methylthioinosine monophosphate, 6-TG - 6-thioguanine, 6-TGN —
6-thioguanosine nucleotides, 6-TGMP — 6-thioguanosine monophosphate, 6-TGTP — 6-thioguanosine triphosphate, 6-TIMP — 6-thioinosine
monophosphate, 6-TITP — 6-thioinosine triphosphate, 6-TXMP — 6-thioxanthosine monophosphate, ABC — ATP-binding cassette
transporters, AZA — azathioprine, ENT, CNT — equilibrative and concentrative nucleoside transporters, GMPS — guanosine monophosphate
synthase, GST — glutathione S-transferase, HPRT — hypoxanthine phosphoribosyltransferase, IMPDH — inosine-5-monophosphate
dehydrogenase, ITPA — inosine triphosphate pyrophosphatase, NUDT15 — nudix hydrolase 15, TPMT — thiopurine S-methyltransferase, XO —

Xxanthine oxidase. Adopted from (5).

Poleg tega neposredno zavira polimerazo in ligazo DNA
kot tudi aktivnost RNaze H, kar vodi v zaustavitev prepisa
genov (12). Razgradnja nukleinskih kislin sprozi apoptozne
mehanizme in smrt celice. CitostatiCne in imunosupresivne
ucinke tiopurinov, natan¢neje 6-TGTP, dosezemo tudi
preko blokade od CD28 odvisne aktivacije Rac1, ki vodi
limfocite T proti apoptozi (13). Zaustavitev procesov v
celici povzro€i tudi 6-MTIMP. Z inhibicijo fosforibozil piro-
fosfat amidotransferaze namreC zavre nastajanje purinov
de novo ter s tem zniza nivo adenozin trifosfata (9). Do-
daten tar¢ni uCinek sprozi tudi metilnitrotioimidazol, raz-
gradni produkt AZA. Njegov imunosupresivni ucinek po-
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vezujejo z zaviranjem obrambnih mehanizmov oksidativ-
nega stresa, saj naj bi zmanjSeval koncentracijo glutationa
v celici (14).

2.3 UCVDIVNKOVITOVST ZDRAVLJENJA IN
NEZELENI UCINKI

Zdravljenje s tiopurini traja od enega do veC let predvsem
v vzdrzevalnih fazah omenjenih bolezenskih stanj z name-
nom podaljSanja remisije bolezni. U&inkovitost zdravljenja
s tiopurini je variabilna in odvisna od vrste bolezni ter
starosti pacientov. Zaradi sistemati¢nega pristopa pri sno-
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vanju protokolov zdravljenja je na podrocCju akutne limf-
oblastne levkemije ucinkovitost le-tega narasla s 40 %
sredi Sestdesetih let 20. stoletja (15) na ve¢ kot 80 %, v
pediatricni populaciji v zadnjih letih celo nad 90 % (16,
17). Na drugi strani pri vnetni Erevesni bolezni nekatere ra-
Ziskave porocCajo o le 35-odstotni stopniji uCinkovitosti zdra-
vlienja s tiopurini (18, 19). Tudi do 60 % bolnikov opusti
zdravljenje zaradi hudih nezelenih uc¢inkov ali neodzivnosti
na tiopurine (20, 21).

Pri bolnikih, zdravljenih s tiopurini, so med najpogostejsSimi
vzroki za prekinitev terapije preobcutljivostne reakcije, akutni
pankreatitis, gastrointestinalna netoleranca, mielotoksi-
¢nost, ki se odraza kot nevtropenija, hepatotoksic¢nost in

infekcije (22). Zaradi potencialnega mutagenega delovanja
tiopurinov se pri bolnikih, ki so uspesSno prestali zdravljenje,
kasneje lahko pojavijo sekundarne novotvorbe, kot so lim-
fom, nemelanomski kozni tumorii in kroni¢na mieloidna
levkemija (23-25).

V izogib neuspesnemu zdravljenju sta predvidevanje odziva
pacienta na omenjene zdravilne ucinkovine ter uvedba po-
samezniku prilagojenega pristopa zdravljenja izrednega
pomena. Tak pristop zajema ugotavijanje interakcij med
zdravilnimi ucinkovinami, ki jih pacient soCasno prejema,
upostevanje posameznikovih metabolnih dejavnikov, ki
lahko vplivajo na delovanje zdravilne ucinkovine, ter po-
znavanje posameznikovih genetskih znacilnosti.
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Slika 2: Farmakogenomika TPMT. Zgoraj: Shematski prikaz gena TPMT z eksoni, njegovimi najpoogostejsimi polimorfizmi in znacilnim
zaporedjem VNTR v promotorski regiji gena. Sredina: Graf razporeditve aktivhosti TPMT v kavkaski populaciji. Znizana aktivnost TPMT je
posledica prisotnih polimorfizmov (var) v genu TPMT. Spodaj levo: Pri zdravijenju s standardnim odmerkom tiopurinov prisotnost
polimorfizmov vpliva na kolicino proizvedenih toksi¢nih presnovkov 6-TGN. Spodaj desno: Zaradi povedanega tveganja za mielosupresijo
Zzahteva prisotnost polimorfizmov ustrezno prilagoditev odmerka glede na genotip. E — ekson, TPMT — tiopurin S-metiltransferaza, var —
variantni alel, VNTR — variabilno Stevilo tandemskih ponovitev, *1 — divji tip alela TPMT. Povzeto po (33).

Figure 2: Pharmacogenomics of TPMT. Above: Schematic presentation of TPMT gene, its exons, its most common genetic polymorphisms
and characteristic VNTR sequence. Middle: Trimodal distribution of TPMT activity in Caucasian population. Polymorphisms in TPMT gene
(var) are responsible for lower enzymatic activity. Below left: They importantly influence the levels of toxic thiopurine metabolites 6-TGN,
when standard dose of thiopurines is applied. Below right: Due to higher risk for myelosuppression the thiopurine dose adjustment is
required, if genetic polymorphisms are determined in patient’s TPMT gene. Adopted from (33).
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FARMAKOGENOMSKE
ZNACILNOSTI ODGOVORA NA
TIOPURINE

Na akuten pojav nezelenih ucinkov, na nezelene ucinke, ki
se pojavijo leta po konc¢ani terapiji, na ponovitev bolezni
ter na neodzivnost terapije s tiopurini poleg same narave
bolezni moc¢no vpliva dedna predispozicija. Genetske po-
limorfizme uvr§€amo med kljuéne dejavnike, ki lahko pov-
zroCijo nezadostno ucinkovitost ali povecajo tveganje za
pojav nezelenih ucinkov zdravila, ¢e so razliéni posamezniki
izpostavljeni enakemu odmerku (26). V klini¢nih in transla-
cijskih raziskavah so identificirali Stevilne polimorfizme v
genih TPMT, NUDT15, ITPA, MTHFR in PACSIN2, ki so
povezani bodisi s povecano toksic¢nostjo bodisi z neodziv-
nostjo na tiopurine (27-30). Kljub velikemu stevilu razli¢nih
polimorfizmov, ki v kliniénih raziskavah jasno prikazujejo
genetsko odvisne razlike med posamezniki pri odgovoru
na tiopurine, v Klini¢ni praksi zaenkrat najpogosteje upora-
bliamo le nekatere razliCice TPMT.

3.1 GENETSKE ZNACILNOSTI GENA
ZA TPMT

Kot citosolni encim TPMT katalizira reakcijo S-metilacije
aromatskih in heteroaromatskih sulfhidrilnih spaojin, pri ce-
mer metilno skupino pri prenosu prispeva kofaktor S-ade-
nozil metionin (SAM) (8, 31). Pri reakciji, ki predvidoma po-
teka po klasicnem mehanizmu S, 2 (32), nastaneta metilirani
substrat in S-adenozil homocistein (SAH) (8). Zapis za pro-
tein se nahaja na kromosomu 6 z lokusom 6p22.3. Gen,
dolg 34 kb, je sestavljen iz devetih eksonov, od katerih jih
osem kodira protein (slika 2, zgoraj). V humanem genomu
najdemo Stiri psevdogene TPMT, ki se nahajajo na kromo-
somih 3, 18 in na kromosomu X.

Variabilnost zaporedja DNA v TPMT je pestra (34). V ek-
sonski ali intronski regiji danes poznamo 44 razli¢nih poli-
morfizmov posameznega nukleotida (SNP) kot tudi delecije
manjsih fragmentov gena (34). Poleg najpogostejsih SNP
se posamezniki med seboj razlikujemo po zapisu v promo-
torski regiji TPMT. V mestu, bogatem z baznim parom G/C,
se nahaja variabilno Stevilo tandemskih ponovitev (VNTR),
ki so evolucijsko povezani z najpogostejSimi polimorfizmi
(85,36). Najpogostejsi in zaradi njihovega vpliva na aktivnost
encima tudi najpomembnejSi polimorfizmi so TPMT*3A,
TPMT*3C in TPMT*2 (37-39). Posamezniki z omenjenimi
polimorfizmiimajo v genu TPMT zamenjan posamezen nu-
kleotid (slika 2, zgoraj). Ta sprememba v genskem zapisu
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povzrodi spremenjeno aminokislinsko zaporedie v prepisa-
nem proteinu, kar vodi v napac¢no zvijanje in hitrejSo raz-
gradnjo TPMT (33). Posledi¢no se pri teh ljudeh izraza
TPMT z nizjo aktivnostjo, ki je v primeru dvojno variantnega
genotipa skoraj nezaznavna. V kavkaski populaciji ima okoli
89 % posameznikov normalno aktivnost encima, 11 % zni-
zano in okoli 0,3 % nezaznavno (40). Aktivnost obi¢ajno
odgovarja posameznikovemu genotipu (slika 2, sredina)
(40). Kljub temu je razporeditev aktivnosti pri posameznikih
z genotipom divjega tipa (TPMT*1) relativno Siroka, kar po-
meni, da se genotip najpogostejsin polimorfizmov s fenoti-
pom ne ujema popolnoma in da obstajajo genetski ali drugi
dejavniki, ki dodatno vplivajo na aktivnost TPMT (41).

3.2 SPREMLJANJE ZDRAVLJENJA IN
PRILAGODITEV ODMERKA GLEDE
NA FARMAKOGENETSKE
OZNACEVALCE

Da bi bilo zdravljenje ¢im varnejSe in ucinkovitejSe, med
zdravljenjem s tiopurini zdravniki obvezno rutinsko sprem-
liajo diferencialno krvno sliko za ugotavljanje Stevila levko-
citov ter jetrno funkcijo z analizo jetrnih encimov. Kjer je
storitev na voljo, pogosto preverjajo nivo metabolitov tio-
purinov v eritrocitih. Koncentracija 6-TGN v obmocju med
235 in 450 pmol x (8 x 108 eritrocitov (RBC)™) pri bolnikih
z vnetno Crevesno boleznijo napoveduje uspeSno zdra-
vljenje. Visje koncentracije so povezane z vecjim tveganjem
za pojav nezelenih ucinkov (21). Mo¢no poviSani metilirani
presnovki tiopurinov (> 5700 pmol x (8 x 108 RBC) ) v eri-
trocitin nakazujejo na vecje tveganje za jetrno toksi¢nost.
Visoko razmerje med 6-MMP in 6-TGN se je izkazalo za
koristno predvsem pri ugotavljanju vzrokov za neodzivnost
na tiopurine in preverjanju pacientove kompliance (21, 42).
Odgovor posameznika na zdravljenje s tiopurini v veliki
meri orisujeta prisotnost genetskih polimorfizmov in po-
sledi¢no znizana encimska aktivnost TPMT, ki z metilacijo
deaktivira tiopurine (26, 43). Homozigotni posamezniki z
zapisom za variantni encim TPMT so nezmozni metilacije
tiopurinoy, zato je celotna metabolna pot teh ucinkovin pri
njih usmerjana proti citotoksi¢nim 6-TGN (slika 2, spodaj
levo). Posledica take genetske predispozicije so visoke ko-
licine 6-TGN v organizmu pacienta, ¢e je le-ta zdravljen s
standardnim odmerkom; to pa predstavlja povecano tve-
ganje za nastanek zivljenje ogrozajoe mielosupresije (7,
44). Nekateri pacienti s heterozigotnim zapisom gena TPMT
in s tem srednje visoko aktivnostjo TPMT se lahko ugodno
odzovejo na zdravljenje s tiopurini brez resnejSih nezelenih
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ucinkov (45). Drugi heterozigoti zaradi vi§jih koncentracij
6-TGN razvijejo mielosupresijo, v kolikor odmerek tiopurinov
ni znizan (7, 44). Smernice vodilnih ameriskih in evropskih
iniciativ za vkljucitev farmakogenomike v klini¢no prakso —
Zdruzenje za implementacijo klinicne farmakogenetike
(CPIC, Clinical Pharmacogenetics Implementation Con-
sortium), Nizozemska delovna skupina za farmakogenetiko
(DPWG, Dutch Pharmacogenetics Working Group) in Ka-
nadska farmakogenomska mreza za varnost zdravil
(CPNDS, Canadian Pharmacogenomics Network for Drug
Safety) — zato pri zdravlienju s tiopurini priporo¢ajo prever-
janje prisotnosti genetskih polimorfizmov ali aktivnosti
TPMT. Na podlagi pacientovega genotipa ali fenotipa naj
nato heterozigoti s srednjo aktivnostjo TPMT ob zacetku
zdravljenja prejmejo 30-70 % standardnega odmerka AZA
ali 6-MP oziroma 30-50 % standardnega odmerka 6-TG,
homozigoti z nizko ali nezaznavno aktivnostjo TPMT pa le
10 % standardnega odmerka tiopurinov ali drugo obliko
zdravljenja (slika 2, spodaj desno) (46, 47). V nadaljevanju
zdravljenja odmerek tiopurinov prilagodimo glede na dife-
rencialno krvno sliko posameznika, ki odraza toksi¢nost
ali ucinkovitost zdravljenja (46,47).

Ker je povezava med genetskimi polimorfizmi v TPMT in izi-
dom zdravlienja moc¢no podprta s Stevilnimi raziskavami,
mnogi onkologi, gastroenterologi in dermatologi posezejo
po testiranju statusa TPMT pred pri¢etkom zdravljenja s tio-
purini. V drzavah, kot je Velika Britanija, je testiranje na poli-
morfizme TPMT pred zdravljenjem s tiopurini obvezno za
vse bolnike z ALL (48). Pri zdravljenju gastrointestinalnih av-
toimunskih bolezni z AZA ali 6-MP je ocenjen delez diagno-
sticiranja statusa TPMT pred zdravljenjem 67 % za Veliko
Britanijo in 43 % za celotno svetovno populacijo (48). V na-
sprotju z gastroenterologi kar 94 % dermatologov posega
po preverjanju genetskih razlicic TPMT (48). Povprecna stop-
nja genetskega testiranja pred zdravljenjem nemalignih bo-
lezni se tako giblie med 47-94 % (46). V Sloveniji testiranje
najpogostejSih genetskih razlicic TPMT izvaja Laboratorij za
molekularno diagnostiko, ki deluje v okviru Univerze v Lju-
bliani, Fakultete za farmacijo (49). Prav tako v tem laboratoriju
izvajajo meritve metabolitov tiopurinov v eritrocitih za namen
spremljanja zdravljenja bolnikov, ki prejemajo tiopurine.

SKLEP

Ceprav dandanes predpisovanje zdravil §e vedno pogosto
temelji na posameznikovih znacilnostih, kot so starost,

225

masa, ledvicna in jetrna funkcija, obstojeci diagnosticni
postopki in znanje marsikdaj slabega odgovora na zdravilo
ne morejo razloziti. Zato sta klju¢na iskanje in implementa-
cija novih genetskih in metabolnih znaciinosti. Majhen delez
prenosa farmakogenetike v Kklinicno prakso je bil v prete-
klosti posledica pomanjkanja dostopnosti podrobnih Klini-
¢nih podatkov in smernic. Zadnja leta so evropska in ame-
riSka zdruzenja za implementacijo farmakogenomike v
klinicno prakso (CPIC, CPNDS, DPWG) izdala obsirnejse
smernice za strukturiranje farmakogenomskih raziskav in
pridobivanje ustreznih informacij o polimorfizmih in njiho-
vemu vplivu na zdravljenje, ki bi bile zadostne za validacijo
in vpeljavo dolo¢anja teh polimorfizmov v klini¢no prakso.
Tako lahko v prihodnosti pri¢akujemo pospeseno izvajanje
kakovostno zastavljenih raziskav, ki bodo ob ustrezno raz-
vitih podpornih sistemih in izobrazevanju vseh vpletenih
omogocile z dokazi podprto farmakogenomsko testiranje
ter s tem natancnejSe in varnejSe predpisovanje zdravil.
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ESTETROL - ESTROGEN,
KI SE SINTETIZIRA LE PRI
PLODU

Estetrol (E4) so pri analizi metabolitov estrogenov v urinu
dojenckov z razvojnimi nepravilnostmi odkrili Diczfalusy in
sod. na institutu Karolinska I. 1965. Dojenckom med 6 in
13 tednov starosti so intramuskularno injicirali ™*C-E2 in
nato dolocali metabolite v urinu. Ugotovili so, da je poleg
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POVZETEK

Estetrol je naravni estrogen, ki se sintetizira le v
jetrih ploda, kjer potekata 15a- in/ali 16a-hidroksi-
lacija endogenega estriola in estradiola. Studije in
vitro so pokazale, da se estetrol veze samo na re-
ceptorje za estrogene (ER), z najvecjo afiniteto na
ERa. Estetrol ima veliko bioloSko uporabnost in
dolg eliminacijski Cas, zaradi Cesar ga je mogoce
aplicirati enkrat dnevno. Rezultati raziskav pri raku
dojk so pokazali, da estetrol nasprotuje ucinkom
estradiola, zavira rast tumorja in celo zmanjSa Stevilo
in obseg ze nastalih tumorjev, kar kaze na primer-
nost uporabe estetrola v hormonski nadomestni te-
rapiji pri bolnicah s trenutnim ali Ze prebolelim rakom
dojk. Stevilne Klini¢ne raziskave so potrdile varno
uporabo estetrola v humani medicini brez pomemb-
nih nezelenih ucinkov. Estetrol bi se lahko uporabljal
tudi v terapiji z menopavzo povezanih simptomoy,
tj. vazomotoriCnih simptomoyv, vulvovaginalne atrofije
in za preprecevanje nastanka osteoporoze, mozna
pa bi bila tudi njegova uporaba v kombiniranih pe-
roralnih kontraceptivih, saj ima manjsi vpliv na de-
lovanje jeter in jetrnih encimov v primerjavi z etinile-
stradiolom in s tem manjSe tveganje za razvoj
globoke venske tromboze.

KLJUCNE BESEDE:
Klju¢ne besede: estetrol, estrogeni, plod, kontra-
cepcija, rak dojk

ABSTRACT

Estetrol is a natural fetal estrogen, synthetised in
fetal liver that are capable of 15a- and/or 16a-hy-
droxylation of endogenous estriol and estradiol. In
vitro studies have shown that estetrol only binds to
estrogen receptors (ER) and has the highest affinity
for ERa. Estetrol also has high oral bioavalibility with
slower elimination and thus enables once-daily do-
sing regimen. Studies on breast cancer revealed
that estetrol counteracts the effects of estradiol,
prevents tumor growth, and decreases the number
and size of pre-existing tumors which enables its
use in hormone replacement therapy for women
who have or have had breast cancer. Several addi-
tional studies verified the safe use of estetrol in hu-
mans with no reports of significant negative side
effects. Estetrol has a potential for the treatment of
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menopausal symptoms including vasomotor symp-
toms, vulvovaginal atrophy and prevention of osteo-
porosis. It also has potential for use in combined
oral contraceptives with minimal or no effects on li-
ver and liver enzymes, as compared to ethinyle-
stradiol, suggesting a lower risk for development of
deep vein thrombosis.

KEY WORDS:
breast cancer, contraception, estetrol, estrogens,
fetus

estrona (E1), estradiola (E2) in estriola (E3) prisoten vsaj Se
en, do tedaj nepoznan metabolit, ki ima v strukturi Se eno
dodatno hidroksilno skupino (1). Kmalu zatem so Gurpide
in sod. preiskovali metabolizem E2 v urinu zdravih nose¢nic
s pomodjo intravenoznega vnosa *H-E2 in *C-E2. Potrdili
SO prisotnost metabolita, ki je mnogo bolj polaren kot E3
in ima enak infrardeci spekter, kot so ga objavili Diczfalusy
in sod. (2). Gurpide in sod. so tudi prvi poimenovali spojino
estetrol. Estetrol so nato uspesno izolirali iz 200 litrov zbra-
nega urina nosecnic in identificirali s pomodjo plinske kro-
matografije (3, 4). Na osnovi fizikalnih in kemijskih lastnosti
so zakljucili, da je spojina 15a-hidroksiestriol oz. estra-
1,3,5(10)-trien-3,15a-,16a-,17p-tetrol (slika 1). Estetrol se
sintetizira samo v jetrih ploda (v urinu nosecnic so ga de-
tektirali najoolj zgodaj v devetem tednu nosec¢nosti), kjer
potekata 15a- in/ali 16a-hidroksilacija E2 in E3 (slika 1) (5-

9). Plod dnevno proizvede okoli 3 mg E4, ki skozi placento
prehaja do matere (10). Med nosecnostjo tako koncentra-
cija E4 pri nosecnici stalno narasc¢a in kon¢no doseze kon-
centracijo 0,5 do 20 nM (11-13). Po porodu se v jetrih no-
vorojencka geni za encime 15a- in 16a-hidroksilacijo ne
izrazajo veC in tako nastanek E4 iz E2 ali E3 ni ve€ mogo&
(14). Zaradi prisotnosti in povezave E4 z nosecnostjo so
E4 proucevali kot potencialen biooznacevalec poteka no-
secnosti. Ugotovili so, da zaradi velike intra- in intervaria-
bilnosti v plazemskih koncentracijah pri noseCnicah E4 ni
primeren biooznagevalec (3, 11, 12, 15, 16). V 80. letih
prejSnjega stoletja so raziskave o E4 popolnoma opustili,
saj so eksperimentalni rezultati raziskav in vitro ter in vivo
pokazali, da ima E4 presibko estrogeno delovanje (po-
trebna tudi do 50-krat visja koncentracija E4 oz. zgolj 5-
odstotna vezava na receptorje za estrogene (9, 17)), iz Ce-
sar so sklepali, da ga posledi¢no ne bo mo¢ uporabljati v
kliniki. Zanimanje za E4 se je obudilo leta 2001 in privedlo
do Klini¢nih raziskav za potencialno uporabo E4.

FARMAKODINAMIKA
ESTETROLA

Podobno kot E2 se tudi E4 veze na jedrne receptorje za
estrogene (ER), in sicer ima vecjo afiniteto za vezavo na
ERa (Ki = 4,9 nM + 0,6 nM) kot na ERB (Ki = 19,0 nM +
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Slika 1: Estetrol (E4) se pri Cloveku sintetizira izkljucno v jetrih ploda, kjer potekata 15a- in/ali 16a-hidroksilacija estradiola (E2) in estriola (E3).
Na desni strani slike je navedena potencialna klinicna uporabnost E4 za nadomescanje estrogenih hormonov in za zdravljenje navedenih

patologij.

Figure 1: In humans, estetrol (E4) is produced only by fetal liver, with 15a- and/or 16a- hydroxylations of estradiol (E2) and estriol (E3). On
the right side, potential clinical applications of E4 for estrogen hormone replacement and treatment of the pathalogies are listed.
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1,0 nM), nima znacilno izrazene afinitete za vezavo na
druge steroidne receptorje (receptorji za glukokortikoide,
progesteron, testosteron) in na 124 preizkusenih tarénih
molekul za ucinkovine (9). Velika specificnost vezave E4
na ERa nakazuje, da bi tveganje za pojav nezelenih ucinkov
po sistemski aplikaciji E4 lahko bilo majhno. Poskusi na
celiéni liniji MCF7 (modelna celi¢na linija raka dojk z izraze-
nimi ER) so pokazali, da je za dosego ucinkov, podobnih
E2, potrebna 50-krat vecja koncentracija E4 (17). Pri Clo-
veku E4 ucinkuje estrogeno na vagino, uterus oz. endo-
metrij (18), mozgane (zmanjSa pojavnost vroc¢inskih valov
in zavira ovulacijo) (19, 20) ter povecCuje mineralno kostno
gostoto (21). Eden izmed napovednih dejavnikov za glo-
boko vensko trombozo je med drugim tudi porast plazem-
ske koncentracije vezavnega globulina za spolne hormone
(SHBG, sex hormone-binding globulin), ki ga inducira E2,
medtem ko so raziskave in vivo pokazale, da E4 ne inducira
sinteze SHBG v hepatocitih (22). Zaradi odsotnosti vpliva
E4 na SHBG ima E4 manjsi prokoagulacijski ucCinek kot
preostali estrogeni in zato dodaten potencial pri uporabi
za hormonsko terapijo. Stevilne nadaljnje raziskave in vitro
ter in vivo so pokazale, da ima E4 ob prisotnosti E2 antie-
strogeno delovanje (23, 24). V nadaljnjin obseznih raziska-
vah in vivo ter in vitro so Abot in sod. bolj natanéno opredelili
mehanizem delovanja E4 (25). Rezultati raziskave in vivo
na miSjem modelu, v kateri so uporabili velike odmerke E4
subkutano (100-krat visji odmerek kot E2) so pokazali, da

E4 v uterusu poveca izrazanje genov (niz genov za katere
je znano, da jih uravnava E2), proliferacijo epitela in prepredi
nastanek ateroma (25). Vsi navedeni ucinki so dokazano
posledica aktivacije jedrnih ERa (25). Ugotovili so tudi, da
E4 ne spodbudi aktivacije endotelijske NO-sintaze in ne
pospesi celienja endotelija. Navedena ucinka sta odvisna
od membransko posredovane signalizacije steroidnih hor-
monov (MISS, membrane-initiated steroid signalling), ki je
E4 ne aktivira (slika 2). Poskusi in vitro na celini liniji MCF7
S0 pokazali, da E4 nasprotuje membransko posredovanim
ucinkom E2 (25). Raziskava je potrdila ze Stevilne pred-
hodne napovedi o uvrstitvi E4 med endogene selektivhe
modulatorje ER in tako odprla pot klini¢nim raziskavam za
potencialno uporabo E4.

FARMAKOKINETIKA
ESTETROLA

Visser in sod. so v prvi raziskavi uporabe E4 pri ljudeh
ugotovili, da pride 15 do 60 minut po zauzitju E4 do mak-
simalnega porasta v plazemski koncentraciji, nato se kon-
centracija E4 v plazmi hitro zmanjSuje, temu pa sledi drugi
porast v plazemski koncentraciji E4. Tak ¢asovni potek
plazemskih koncentracij E4 po peroralni aplikaciji E4 bi
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Slika 2: Estrogeni (E; E2 ali E4) vstopajo v celico (1.), po vezavi na receptor pa lahko posredujejo ucinke z jedrno (2a.) ali membransko
posredovano signalizacijo (2b.; delovanje na receptorje s tirozin-kinazno aktivnostjo, metabotropne receptorje za glutamat, ionske kanale ali
delovanje s posredovanjem drugotnih prenasalcev). Estetrol posreduje ucinke z vezavo na jedrni ER, medtem ko E2 posreduje ucinke preko
obeh navedenih mehanizmov. E — estrogen,; ER — receptor za estrogene; ERE — na estrogene odzivni element; mGLUR — metabotropni

receptor za glutamat.

Figure 1: Estrogens (E; E2 or E4) enter into the cell (1.) and mediate their effects via direct nuclear- (2a.) or membrane-initiated estradiol
signaling (2b.; regulation of tyrosine kinase receptors, metabotropic glutamate receptors, membrane based ion channels or second-
messenger systems). Estetrol mediates its effects by binding mainly to nuclear ER while E2 elicits effects by both pathways. E — estrogen;
ER - estrogen receptor; ERE — estrogen response element; mGLUR — metabotropic glutamate receptor.
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lahko pripisali fenomenu enterohepati¢nega krozenja, ki
je sicer znacCilen za estrogene, vendar ne moremo izkljuciti,
da je drugi porast plazemskih koncentracij E4 posledica
njegove kumulacije in nato spros¢anja iz mascobnega
tkiva (14). Estetrol se za razliko od drugih steroidov ne
veze na SHBG, kar poveCa delez v plazmi prostega E4
(22). K povecanju v plazmi prostega E4 prispeva tudi veliko
manjSa vezava na albumin v primerjavi z E2 (60 %) (26).
Estetrol tudi v veliki koncentraciji (10 uM) ne vpliva na
aktivnost glavnih jetrnih encimov citokromov P-450
(CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4), ki so
v najvecji meri povezani z metabolizmom ksenobiotikov
(9, 22). Metabolizem E4 poteka z glukuronidacijo in/ali
sulfatacijo. Farmakokineti¢ni profil so natan¢no proucili
Gemzell-Danielsson in sod., ki so v raziskavo (klinicna ra-
ziskava NCT00163033) vkljucili 49 Zzensk po menopavzi
in potrdili aplikacije dnevnega peroralnega odmerka E4 v
razponu med 2 mg in 40 mg (27). Raziskave so razkrile,
da se metabolizem E4 med glodavci in ¢lovekom prece;
razlikuje, in sicer se pri glodavcih E4 z oksidoredukcijskimi
reakcijami hitro metabolizira (bioloski razpolovni ¢as 2 do
3 ure). Te reakcije I. faze metabolizma pa lahko privedejo
do nastanka aktivnin metabolitov, kateholov in kinonov
(28). Reakcijam I. faze pri Cloveku sledijo reakcije Il. faze
metabolizma, in sicer glukuronidacija na obro¢u D, pri Ce-
mer nastanejo neaktivni metaboliti, bioloski razpolovni ¢as
E4 pri Cloveku pa tako znaSa 28 ur. Za razliko od drugih
estrogenov se E4 ne izloGa samo skozi jetra, temveC tudi
skozi ledvice, kar razbremeni zolCnik in zmanjSa ze znane
nezelene ucinke uporabe klasi¢nih sinteznih estrogenov,
kot so zol¢ni kamni, vnetje zol¢nika in maligne bolezni
(29, 30). Farmakokineti¢ne lastnosti E4 pri Cloveku (poca-
sen metabolizem, dolg bioloski razpolovni ¢as in velika
bioloska uporabnost) tako omogocajo enkratni peroralni
odmerek E4 (9, 14, 31).

POTENCIALNA UPORABA
ESTETROLA V MEDICINI

Cilji prve dvojno slepe, randomizirane, s placebom kontro-
lirane Klinicne raziskave, katere rezultate so objavili leta
2008, so bili: ovrednotenje varnosti, sposobnosti spreje-
manja zdravljenja, farmakokinetike in vpliva E4 na gona-
dotropine. V raziskavo so vkljucili 32 zdravih Zensk v ob-
dobju po nastopu menopavze, ki so prejemale E4
peroralno, in sicer v enkratnem odmerku. Zenske so bile
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razdeliene v Stiri skupine glede na razli¢ne prejete odmerke
E4: i) 0,1 mg, i) 1 mg, ii) 10 mg in iv) 100 mg enkrat
dnevno (Sest Zensk na skupino), ki so jih primerijali s Stirimi
placebo skupinami (dve Zzenski na skupino). Ugotovili so,
da E4 v odvisnosti od odmerka zavira porast plazemske
koncentracije luteinizirajoCega hormona (LH), mnogo vedii
pa je njegov zaviralni uCinek na plazemske koncentracije
folikle stimulirajoCega hormona (FSH). Navedeni rezultati
dokazujejo delovanje E4 na osredniji zivéni sistem oz. na
hipofizo. V raziskavi je bila sposobnost sprejemanja zdra-
vlienja z E4 ustrezna, prav tako tudi v skupini, ki je prejemala
najvecji odmerek (100 mg), niso porocCali o kakrdnih koli
nezelenih ucinkih (14). Med raziskavo niso porocali o no-
benih varnostnih tezavah, povezanih z aplikacijo razli¢nih
odmerkov E4, in s tem zakljucili, da je uporaba E4 pri
ljudeh ustrezna in varna. Farmakokineti¢ni parametri, ki iz-
virajo iz te raziskave, so ze opisani v prejSnjem poglavju.
Na osnovi vseh pozitivnih predhodnih raziskav in vitro, in
vivo ter prvih Klini¢nih raziskav, so nadaljevali z vrsto razi-
skav, s katerimi so zeleli preveriti moznost klinicne uporabe
E4.

4.1 HORMONSKA NADOMESTNA
TERAPIJA

Ucinkovitost E4 pri lajSanju vrocinskih valov so proucevali
in vivo pri podganah, ki predstavljajo vzor¢ni model za ra-
ziskave vazomotori¢nih simptomov menopavze. Spremljali
so ucinkovitost zaviranja porasta temperature pri ovariek-
tomiziranih podganah po dodatku naloksona (antagonista
opioidnih receptorjev, ki povzroci poviSanje telesne tem-
perature). Ugotovili so, da je ucinek E4 v odmerku 3
mg/kg/dan primerljiv z 10-krat nizjim odmerkom etinile-
stradiola (EE), ki je sluZil kot pozitivna kontrola (19). Razi-
skava je tako potrdila u€inkovitost E4 pri lajSanju vrocinskih
valov, ki nastopijo v peri- in pomenopavzalnem obdobju.
Dodatne raziskave in vivo na ovariektomiziranih podganah
S0 pokazale, da ima E4 pri peroralnem zauzitju tudi poziti-
vne ucinke na vagino, uterus in endometrij, kar bi lahko
omogocalo terapijo urogenitalne in vulvovaginalne atrofije.
Zaradi uCinka E4 na proliferacijo endometrija pa bi bila pri
zenskah z maternico potrebna dodatna zaSc¢ita s progestini
zaradi morebitne endometrijske hiperplazije in potencial-
nega razvoja raka endometrija (18, 21). V predklini¢ni razi-
skavi so Péqueux in sod. pokazali, da E4 sicer stimulira
rast hormonsko odvisnega raka dojk, vendar v koncentra-
cijah, ki presegajo terapevtske koncentracije (> 10 nM),
potrebne za zdravlienje simptomov menopavze (32). Ucinke
E4 na vazomotori¢ne simptome, vagino in endometrij so
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nato preiskovali Gemzell-Danielsson in sod., ki so v razi-
skavo (klinicna raziskava NCT00163033) vkljugili 49 Zensk
v obdobju po nastopu menopavze. Zaradi potencialno ne-
gativnega ucinka E4 na hiperplazijo endometrija so najvecje
odmerke E4 (20 mg in 40 mg) prejele zenske, ki so jih
predhodno zdravili s histerektomijo, preostale preiskovanke
pa so prejemale 2 mg ali 10 mg E4. Primerjalna skupina je
prejemala 2 mg estradiolvalerata, endogenemu estrogenu
najbolj podobno obliko estrogena, ki je kot estrogenska
komponenta peroralnih kontraceptivov ze uveljavijen v kli-
nicni praksi. Rezultati raziskave so pokazali, da je E4 varen,
brez resnih nezelenih ucinkov, izkazuje estrogene ucinke
na vaginalne celice in tako potencialno omogoca terapijo
vulvovaginalne atrofije. PoveCanje debeline endometrija je
bilo proporcialno povecanju odmerka E4, zmanjSanje vro-
¢inskih valov pa je bilo mo& zaznati v skupinah, ki so pre-
jemale 2 mg E4, 10 mg E4 in 2 mg estradiolvalerata. Splo-
Sen zakljucek raziskave tako potrjuje varno uporabo E4 za
namene hormonske nadomestne terapije in izpostavija po-
trebo po nadaljnjin kliniénih raziskavah na vecjem Stevilu
preiskovank (33).

4.2 OSTEOPOROZA

Christiansen in sod. so z raziskavo in vivo pokazali, da
ima E4 veliko bioloSko uporabnost, inhibira porast kon-
centracije osteokalcina, ki je posledica znizanja koncen-
tracije estrogenov zaradi ovariektomije, poveca mineralno
kostno gostoto ter povecCa trdnost kosti, ki so oslabliene
zaradi znizanja koncentracije estrogenov kot posledice
ovariektomije. Pri tej raziskavi so bili uCinki E4 v odmerku
2,5 mg/kg/dan primerljivi z u€inki EE 0,1 mg/kg/dan (EE
je sluzil kot pozitivna kontrola) (21). Raziskave in vivo so
pokazale, da ima E4 v odmerku 3 mg/kg/dan ali 10
mg/kg/dan v obdobju osmih oz. Stirih tednov ugoden
varnostni profil, brez nezelenih ucinkov ali smrtnih izidov
(18-20, 28). Pri zenskah v obdobju po menopavzi so ugo-
tovili, da E4 v odvisnosti od odmerka zmanjsa koncen-
tracijo oznacevalca kostne resorpcije (C-telopeptid) in
oznacCevalca kostne izgradnje (osteokalcin). Mnogo bolj
izrazen inhibicijski ucinek kostne resorpcije tako predpo-
stavlja pove¢ano tvorbo kosti in moznost uporabe E4 pri
prepreéevanju nastanka osteoporoze (34). Podoben po-
zitiven ucinek na kosti (klini¢na raziskava NTR2102) pa
so kasneje pokazali tudi pri mladih adolescentnih Zenskah
(85). Vse navedeno je dodatno pripomoglo in odprlo pot
klinicnim raziskavam uporabe E4 pri preprecevanju na-
stanka osteoporoze pri zenskah v peri- in pomenopav-
zalnem obdobju.
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4.3 PERORALNA HORMONSKA
KONTRACEPCIJA

Holinka in sod. so in vivo primerjali u¢inek inhibicije ovu-
lacije z E4 in z EE (EE je Se vedno najbolj pogosta estro-
genska komponenta v kombiniranih kontraceptivih). Re-
zultati raziskave so pokazali, da je ucCinek E4
proporcionalen velikosti odmerka. Sicer je E4 18-krat
manj ucinkovit kot EE, vendar pri predlaganem rezimu
odmerjanja v enaki meri uspesno zavira ovulacijo in tako
predstavlja potencialno novo estrogensko komponento
v kombiniranih kontraceptivih (20). V odprti, paralelni, pi-
lotni raziskavi (klini€na raziskava NTR2102) so proucevali
ucinkovitost zaviranja osi hipofiza-jajcniki pri razli¢nih od-
merkih E4 v kombinaciji s progestinoma drospirenonom
ali levonorgestrelom v primerjavi z EE v kombinaciji z dro-
spirenonom. V raziskavo so vkljucili 109 zdravih zensk,
starih med 18 in 35 let, in jih razdelili v Sest skupin glede
na predpisan rezim odmerjanja: i) 5 mg E4 in 3 mg dro-
spirenon, ii) 10 mg E4 in 3 mg drospirenon, iii) 5 mg E4 in
150 pg levonorgestrel iv) 10 mg E4 in 150 g levonorge-
strel, v) 20 mg E4 in 150 pg levonorgestrel, vi) 20 ug EE
in 3 mg drospirenon. Zenske, vkljuSene v raziskavo, so
predpisane kombinacije prejemale v ¢asu treh menstrual-
nih ciklov. Klju¢na ugotovitev navedene raziskave je bila
dokazano ucinkovito zaviranje ovulacije z E4 v odmerku
10 mg/dan ali veC€ v kombinaciji s progestinom (36). Do-
datno so pri isti skupini preiskovank proucevali ucinek
navedenih kombinacij na delovanje ledvic, metabolizem
lipidov, kostne oznacevalce in endokrine parametre ter
ugotovili, da imajo kombinacije z E4 minimalne ucCinke na
preiskovane organe in parametre (35). V tretiem delu ra-
ziskave so proucili ucinek kombinacije E4 z drospireno-
nom na biooznacevalce hemostaze. Dokazali so, da ima
navedena kombinacija antikoagulantni ucinek in s tem
potencialno zmanj$a tveganje za trombozo, kar pa bi bilo
potrebno potrditi pri ve&jem Stevilu preiskovank (37). Na-
daljnje proucevanje uporabe in opredelitev natancnejsega
odmerka E4 v kombiniranih peroralnih kontraceptivih
predstavlja raziskava FIESTA (klinicha raziskava
NCT01221831), kjer so proucevali ucinkovitost nadzora
ovulacijskega cikla, vmesnih ali pik&astih krvavitev, spre-
jemljivost pri uporabnicah, zadovoljstvo, nadzor telesne
mase in vsesploSno dobro pocutje. V raziskavo je bilo
vklju€enih 389 zdravih zensk, ki so jih za obdobje Sestih
ciklov razdelili v Stiri skupine glede na predpisan rezim
odmerjanja: i) 15 mg E4 in 3 mg drospirenon, i) 15 mg
E4 in 150 ug levonorgestrel, iii) 20 mg E4 in 3 mg drospi-
renon, iv) 20 mg E4 in 150 pg levonorgestrel. Primerjalna
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skupina preiskovank je prejemala estradiolvalerat v kom-
binaciji z dienogestom (progestin, derivat nortestosterona
z moc¢nim gestagenskim ucinkom). Glede na vse pre-
iskovane parametre je bila najbolj ugodna in kliniéno upo-
rabna kombinacija 15 mg E4 in 3 mg drospirenona, ki so
jo nadalje proucevali v okviru klinicne raziskave lll. faze
(38, 39).

4.4 RAK DOJK

Raziskava in vivo delovanja E4 na modelu podgane s
hormonsko odzivnim rakom dojk (kemi¢na indukcija raka
s 7,12-dimetilbenzantracenom) je bila razdeljena na dva
dela. Pri preventivnem delu raziskave so proucevali uci-
nek E4 v odmerkih 0,5 do 3,0 mg/kg, v intervencijskem
delu pa ucinke 1 mg/kg, 3 mg/kg in 10 mg/kg odmerka
E4. Pri raziskavah sta bili kot referen¢ni spojini uporabljeni
tamoksifen (selektivni modulator receptorjev za estro-
gene, ki ga uporabljamo v terapiji na ER pozitivnih rakov
dojk; v odmerkih 0,5; 1,0; 1,5; 3,0 mg/kg), ter EE (tera-
pevtsko uporaben agonist ERa, ki ima primerljive uCinke
s tamoksifenom; 0,025; 0,125; 0,15; 0,5 mg/kg), med-
tem ko so kontrolno skupino sestavljale ovariektomizirane
podgane. Rezultati preventivne raziskave po osmih tednih
prejemanja E4 so pokazali, da E4 v odvisnosti od od-
merka zmanjSa Stevilo in velikost tumorjev z uginkovi-
tostjo, ki je primerljiva terapiji s tamoksifenom ali ova-
riektomijo. Pri intervencijski raziskavi na podganah, ki so
ze razvile tumor, pa je E4 po Stirih tednih uporabe zna-
¢ilno zmanjsal tako Stevilo kot tudi obseg tumorjev (23,
40). Potencialno terapevtsko uporabo E4 pri hormonsko
odvisnih rakih dojk so s pomodgjo modelov in vitro potrdili
tudi drugi raziskovalci (32, 41). Prva prospektivna, ran-
domizirana, dvojno slepa s placebom kontrolirana klini¢na
raziskava (klini¢na raziskava NCT00464516) je vkljuCevala
30 bolnic z rakom dojk s prisotnimi receptoriji za estro-
gene v obdobju pred menopavzo ali po njenem nastopu
.V tej raziskavi so bolnice 14 dni pred operativnim po-
segom prejemale 20 mg E4. Ugotovili so, da ima E4
proapoptoti¢éne ucinke na tumorsko tkivo, ne stimulira
proliferacije (nespremenjeno izrazanje oznacevalca Ki67),
zmanj$a se intratumorsko izrazanje ERa, poveca se iz-
razanje ERpB, poveca se tudi koncentracija SHBG, zaradi
Cesar je nato priSlo do zmanjSanja koncentracije E2,
zmanjSa se koncentracija sistemskega IGF-1 (insulin
growth factor 1) in FSH (42). Rezultati te raziskave so
tako potrdili rezultate predhodnih raziskav in vitro ter in
vivo, ki so predpostavljale protitumorno delovanje E4 na
celice raka dojk.

233

4.5 RAK PROSTATE

V okviru dvojno slepe, randomizirane s placebom kontro-
lirane klinicne raziskave (klinicna raziskava NCT02718378)
so proucevali potencialno uporabo E4 v terapiji raka pro-
state. VkljuCenih je bilo 45 zdravih preiskovancey, ki so jih
razdelili v tri skupine. V vsaki skupini so imeli preiskovance,
ki so prejemali placebo (5 oseb), ter skupino, ki je prejemala
E4 (10 oseb; odmerki: 20 mg, 40 mg in 60 mg). Rezultati
raziskave so pokazali, da je u¢inek zmanjSanja koncentra-
cije testosterona terapevisko nezadosten. Debruyne in
sod. so na osnovi pridobljenih klini¢nih in farmakodinami-
¢nih karakteristik predpostavili, da bi E4 v odmerku 40 mg
skupaj z analogi luteinzirajoCi hormon sproscajocimi hor-
moni (luteinizing hormone-releasing hormone), ki so tre-
nutno del endokrine terapije raka prostate, sicer lahko
predstavljal potencialno ugodno terapevitsko kombinacijo,
vendar so potrebne nadaljnje klinine raziskave (43).

4.6 NEONATALNA HIPOKSICNO-
ISHEMICNA ENCEFALOPATIJA

Estetrol ima med estrogeni najvecje Stevilo prostih OH-
skupin, kar kaze na potencialno moc¢an antioksidativni uci-
nek te spojine. Foidart in sod. so tako na ravni in vitro ter
in vivo preiskovali antioksidativni uCinek E4 ter v povezavi
s tem ucinkovitost in morebitno uporabo E4 pri neonatalni
hipoksi¢no-ishemicni encefalopatiji (HIE). Pokazali so, da
E4 znacilno zmanjSa aktivnost laktat dehidrogenaze (po-
sledica celi¢nih poskodb zaradi HIE; laktat dehidrogenaza
predstavlja napovedni dejavnik prisotnosti bolezni) ter v
osrednjem zivénem sistemu poveca proliferacijo celic. In
vivo je E4 zmanjSal izgubo zgodnje sivine ter spodbudil
nevrogenezo in angiogenezo (44). Z raziskavo so tako prvi
pokazali zascitno delovanje E4 v hipokampusu in korteksu
zivalskega modela HIE. V nasledniji raziskavi je ista razi-
skovalna skupina pokazala, da pri neonatalni HIE uporaba
E4 v kombinaciji z drugimi steroidi (E2, progesteron) nima
nobenih koristi v primerjavi z E4 (45). Z nadaljnjimi raziska-
vami in vitro ter in vivo so povezali antioksidativni ucinek
E4 z njegovo vezavo na ERa in ERB, nevrogenezo in pro-
mielinizacijo pa z vezavo E4 na ERB (46). Piel in sod. so za
morebitno zdravljenje HIE razvili nov dostavni sistem, in si-
cer E4, vgrajen v ciklodekstrin, ki sestavlja liposom. Rezul-
tati in vitro so pokazali, da pri tem ne prihaja do hemolize,
agregacije trombocitov in dostavni sistem ne vpliva na koa-
gulacijo, kar bi omogocilo predvideno intravensko uporabo
brez nezelenih in toksi¢nih ucinkov. Testi so pokazali, da
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formulacija tudi uspedno prehaja krvno-mozgansko pre-
grado in bi tako lahko dosegla tar¢no mesto oz. povecala
koncentracijo in s tem uCinek E4 v mozganih (47).

ZAKLJUCEK

Estetrol je naravni estrogen, strukturno podoben E2 in E3,
vendar s Stevilnimi razli¢nimi, potencialno kliniéno zelo
ugodnimi lastnostmi. V primerjavi z E2 ima E4 pri zauzitju
precej vecjo bioloSko uporabnost, njegov eliminacijski Cas
je mnogo daljsi, kar omogoca aplikacijo E4 enkrat dnevno.
Metabolizem E4 poteka z glukuronidacijo in/ali sulfatacijo,
medtem ko drugih metabolitov niso detektirali. Na modelih
raka dojk in vitro E4 nasprotuje ucinkom E2, na modelu
podgan pa zavira rast raka dojk, kar kaze na ugoden profil
v primerjavi z drugimi estrogeni in na potencialno primer-
nost uporabe E4 v hormonski nadomestni terapiji pri bol-
nicah s trenutnim ali Ze prebolelim rakom dojk. Rezultati
predklinicnih raziskav kazejo na varno uporabo E4 pri ljudeh
za terapijo vazomotori¢nih simptomov menopavze, vulvo-
vaginalne atrofije, za prepreCevanje osteoporoze ter za
uporabo v kombiniranih kontraceptivih. Estetrol ima mini-
malne ucinke na sintezo lipoproteinov, SHBG, hemostazo
in s tem majhno tveganje za vensko tromboembolijo. Na-
daljnje Klini¢ne raziskave so potrdile varno in terapevtsko
ucinkovito uporabo E4, letos pa se je zakljucila tudi ze Ill.
faza klini¢ne raziskave uporabe E4 in drospirenona v kom-
biniranih peroralnih kontraceptivih.
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OTVORITEV LI%KARNISKEGA
IN ALKEMISTICNEGA MUZEJA
V RADOVLJICI

Prof. dr. Franc Kozjek

V Radovljici na Linhartovem trgu $t. 28 je magister farmacije
Milan PleSec 7. junija 2019 odprl stalno zbirko starih pred-
metoy, lekarniSke opreme in alkemisticnih laboratorijev. Po-
imenoval jo je muzej in po mojem skromnem mnenju si ta

oL
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naziv tudi zasluzi. V njem je na 450 kvadratnih metrih razsta-
vne povrsine predstavijenih ve¢ kot 2000 eksponatov velike
kulturno-zgodovinske in etnoloSke vrednosti z vsega sveta.
Obiskovalec si lahko ogleda opremo starih lekarn iz 18. in
19. stoletja z vsem za lekarniSko delo potrebnim orodjem,
kot so stare lesene, kerami¢ne in steklene posode, stari mo-
znarji najrazlicnejsih velikosti in starosti, stare tehtnice z utezmi
ter farmacevtske in botaniéne knjige iz 15. in vse do 19. sto-
letia. Na ogled je tudi pravi alkemisti¢ni laboratorij z vso po-
trebno opremo.

Razstavljene predmete je nas vneti zbiratelj pridobil na razli-
¢nih koncih sveta. Tako se v njegovi zbirki lahko vidi, poleg
slovenskih, tudi lekarniSke predmete iz stare Perziie, Indije,
Kitajske, Japonske, Mehike, épanije, Francije, Avstrije, Nem-
Cije in celo iz starega Rima.

Posebno vrednost daje zbirki dokumentarno gradivo, ki obi-
skovalce seznani s Casom in krajem, kjer so predstavijene
predmete izdelovali in uporabljali. K temu je dodan tudi am-
bient, ki na svojstven nacin pri¢ara nekoliko skrivnostno vzdu-
Sje delovanja starih zdravilcev, alkemistov in vraCev.

Za predstavitev svoje veliCastne zbirke je mag. PleSec izbral
Radovijico, ki slovi po svojem kulturno-zgodovinskem ugledu.
S tem je obogatil ne samo svojo zbirko, temvec tudi kraju in
njegovim obiskovalcem omogodil vrhunsko kulturno zgodo-
vinsko dozivetje.

Muzej je odprt vsak dan od 10. do 20. ure.
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UMETNOSTNI ZBIRKI

DR. FRANCA KOZJEKA
NA POT

Aleksander Bassin, muzejski svetnik

Ob poznavanju zasebnih zbirk po Sloveniji lahko zapisem,
da je izbor prominentnih slikarskih del izbranih umetnikov,
slovenskih kot tudi iz kulturnin prostorov nase nekdanje
skupne drzave, ki jinh predstavija ta publikacija, ve¢ kot
hvalevredno dejanje. Ne samo zaradi tega, ker jo moj so-
Solec iz prvega razreda osnovne Sele Vadnica na Resljevi
cesti v Ljubljani skupaj z originalnimi umetninami prepusca
v vednost in posest svojim potomcem, ampak predvsem
zato, ker je pridobitev posamezne slike vestno pospremil
z zapisom, kako, kje in kdaj se je to zgodilo. Danes lahko
samo obcudujemo to njegovo vestnost in seveda skoraj
panegiri¢ni komentar, zakaj je izbral dolocenega umetnika,
pri Cemer mu je bilo izhodis¢no vodilo predvsem velika
razstava v Parizu leta 1971, s katero smo se predstavili
pod naslovom Umetnost na tleh Jugoslavije od prazgodo-
vine do danes. Dr. Kozjek je isto razstavo potem videl, ko
SO jo predstavili v istem obsegu po pariSki premieri Se v
Sarajevu. Sluzbene poti dr. Kozjeka kot predsednika Zveze
farmacevtskih druStev Jugoslavije je nas zbiralec znal v
prostem Casu izkoristiti in tako zadostiti svojemu zanimanju
in obcudovanju likovne umetnosti.
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Knjigo lahko narocite na naslovu:
franc.kozjek@telemach.net
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44. SKUPSCINA SFD IN SIMPOZIJ

Jelka Dolinar

Letosnji simpozij ob redni letni skupscini je tradicionalno po-
tekal v Kongresnem centru Bernardin v Portorozu v dneh od
9. do 11. maja 2019. Teme so bile usmerjene k boleznim, ki
so tesno povezane z vnosom ustreznih kolicin vitaminov in
mineralov: BOLEZNI SCITNICE, OSTEOPENIJA IN OSTEO-
POROZA, ANEMIJE ter PARODONTALNA BOLEZEN. Ca-
stno predavanje na simpoziju je organizacijski odbor poklonil
Jelki Dolinar, ki je z udelezenci delila spomine na 33 let dela
v Slovenskem farmacevtskem drustvu. Za organizacijo sim-
pozija je skrbel organizacijski odbor, ki ga tradicionalno se-
stavljajo predstavniki razli¢nih podrodij dela v farmaciji.

Volilna 44. skupScina SFD je potekala zadnji dan srecanja,
v soboto, 11. maja 2019, v kongresnem centru Bernardin

v Portorozu. Po porodilih o delu in poslovanju za leto 2018,
ki so jih delegati soglasno potrdili, je svojo vizijo vodenja
SFD v naslednjih dveh letih predstavil kandidat za pred-
sednika SFD, sicer predsednik zadnijih treh mandatov mag.
Matjaz Tus. Vnovicno kandidaturo je sprejel po tehtnem
premisleku predvsem zato, ker se zaveda pomena ohra-
njanja kontinuitete dela na Drustvu, ki bo v naslednjem
letu zahtevala veliko prilagajanja zaradi odhoda generalne
sekretarke v pokoj. Poleg tega postaja z uveljavitvijo licenc
in zbiranjem obveznih licencnih tock podpora, ki jo lekar-
niSkim farmacevtom nudijo strokovna izpopolnjevanja SFD,
Zlasti tista, ki so za Clane brezplacna, Se pomembnejsa.
Konkuren¢nost na trgu ponudbe razli¢nih strokovnih izpo-
polnjevanj in drugih strokovnih in znanstvenih dogodkov
bo Drustvo ohranilo le z dobrimi, neodvisnimi vsebinami
ter inovativnimi in sodobnimi nadini posredovanja novih
znanj. V primeru dogodkov, ki so pretezno namenjeni ma-
gistrom farmacije, ki delujejo v lekarniSki dejavnosti, pa je

Clani organizacijskega odbora simpozija ob redni letni skupscini SFD: Matjaz Tus (Lekarniska zbornica Slovenije), Marko Anderluh (Fakulteta
za farmacijo), Katja Razinger (Lek Sandoz), Jelka Dolinar (SFD), Tomaz Vovk (Fakulteta za farmacijo), Alenka Rutar Pari§ (Kemofarmacija),
Mojca Prah Klemencic (Krka), Gasper Marc (JAZMP). Na sliki manjkajo Viadka Cesek Bizjak (Lekarna Ljubljana), Janez Toni (Lekarna bolnice

Golnik) in Borut Strukelj (Fakulteta za farmacijo).




nujen pogoj tudi ta, da so ocenjeni s strani LZS in da ude-
lezencem prinaSajo licencne toCke. Poleg programov iz-
obrazevanj je mag. Tus izpostavil tudi zalozniSko dejavnost
SFD, ki predstavlja klju¢no dejavnost za promocijo stroke
in uveljavijanje poklica. Se naprej pa bo podpiral tudi tiste
oblike dejavnosti Drustva, ki Clane zdruzujejo v neformal-
nem okolju in krepijo medsebojne vezi.

Aktivnosti v letu 2019, ki jih nacrtujejo mati¢no drustvo,
sekcije in podruznice, so bile navedene v delegatskem
gradivu, na kratko jih je nastel tudi mag. Tus.

V zvezi s spremembo Pravilnika o delovanju podruznic in
sekcij je mag. TuS posebe;j izpostavil, da primarno strukturo
drustva predstavljajo podruznice in da povezovanje v sek-
cije predstavija povezovanie ali delitev Clanstva Sele na se-

ORGANI SFD, 1ZVOLJENI ZA MANDAT 2019-2021

1ZVRSNI ODBOR

Predsednik SFD Matjaz Tus
Podruznice
Celjska podruznica Rosita Aubreht

Dolenjska podruznica

Petra Matekovi¢

Gorenjska podruznica

Maja Valter

Ljubljanska podruznica

Sasa Zavirsek Mikoli¢

Mariborska podruznica

Helena Pavsar

Pomurska podruznica

Nina Sterbenc

Posavska podruznica

Irena Groboljsek Kavcic

Primorska podruznica

Samo Mahovi¢

Zasavska podruznica

Maja Stari¢

Sekcije

Homeopatska sekcija

Alenka Andjeli¢ Dolzan

Sekcija bolnisni¢nih farmacevtov

Franci Tratar

Sekcija farmacevtskih tehnologov

Zrinka Abramovi¢

Sekcija farmacevtskih tehnikov

Karmen Grom

Sekcija farmacevtskih znanosti

Irena Mlinari¢ Raséan

a kliniénih farmacevtov

Alenka Kovagi¢

Sekcija farmacevtov javnih lekarn

Miroslava Abazovi¢

Sekcija seniorjev

Marija Vrtacnik

j
j
j
j
Sekcij
j
j
j

Sekcija Studentov

Masa Pavli¢

Sekcija za farmacevtsko kemijo

Marko Anderluh

Regulatorna sekcija

Smilja MiloSev TuSevljak

Sekcija za zgodovino farmacije

Darja Frankic

Nadzorni odbor 3 ¢lani

Vladka Cesek Bizjak, Ale$ Obreza, Marina Urbanc

Disciplinsko sodi$¢e 7 Clanov

Vesna Bizjak, Janez Kerc, Slavko Pecar, Dionizij Petri¢,
Matej Stuhec, Karlina Turk, Ivan Zajc

Odbor za podeljevanje drustvenih priznanj
7 Clanov

Andreja Cufar, Lea Knez, Martina Klanj§¢ek, Marinka Kregar,
Julijana Kristl, Tajda Miharija Gala, Darja Poto¢nik Benci¢

lzdajateljski svet 7 Clanov

Mateja Cvirn Novak, Mirjana GaSperlin, Janez llas,
Alenka Karnigar, Sara Kenda, Nina Pisk, Janez Toni

Odgovorni urednik FV in Glavna urednica FV

Borut Stukelj, Nina Kogevar Glava¢
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kundarni ravni. Ocenjuje, da je takSna organiziranost dru-
Stva dobra, saj na eni strani omogoca povezanost in vklju-
Genost vseh magistrov in tehnikov, ki delujejo v razli¢nih
poklicnih okoljih nekega obmocdja, hkrati pa omogoca po-
vezovanije in udejanjanje interesov ¢lanov glede na skupne
toCke oz. determinante, kot so poklicno okolje, interesno
podrocje in status. Pri doloCitvi kriterijev oziroma pogojev
za Clanstvo v posamezni sekciji je treba izhajati iz namena
ustanovitve in povezovanja ¢lanov SFD v to sekcijo. Ob
tem je poudaril, da je pomembnejSe kot to, ali so kriteriji
oziroma pogoji za ¢lanstvo v neki sekciji man;j ali bolj strogi
oziroma omejujoci, to, da so Clani sekcije, ki izpolnjujejo
pogoje za Clanstvo v tej sekciji, enakopravni, kar med dru-

gim pomeni, da lahko kandidirajo in so izvolieni v organe
sekcije.

44. skupscina SFD je potrdila Matjaza TuSa za predsednika
druStva in izvolila organe SFD za mandatno obdobje 2019-
2021.

Delegati so potrdili finan¢ni plan za leto 2019 in lanarino
za leto 2020:

Farmacevti - zaposleni 35 €

Tehniki 25 €

Seniorji 20 €

Studenti 15 €

PODELITEV DRUSTVENIH PRIZNANJ V LETU 2019

lode o e

VitnarEovR priznnmn!

Halaban

*T?r Mad)sr M

prlin |
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Slovesna podelitev druStvenih priznanj je potekala v Tarti-
nijevermn gledaliS¢u v Piranu 9. maja 2019 z zanimivim glas-
benim programom, ki ga je izvajala Nina Strnad ob sprem-
ljavi Gregorja FtiCarja, povezovala pa Ana Pirkovi¢ Tavcar.
Priznanja sta podelila predsednik SFD mag. Matjaz Tu$ in
predsednica Odbora za podelievanje drustvenih priznanj
prof. dr. Julijana Kristl, ki je predstavila potek dela Odbora
in prejemnike drustvenih priznanj nagovorila z besedami:

»Danasnje besede so namenjene predvsem vam, dragi
slavlienci, prejemnik Minafikovega odlicja in prejemniki Mi-
narikovih priznanj, za vase dosezke, ki so jih prepoznali
kolegi, ki vas cenijo in so vas predlagali v izbor. Nagrade,
katerekoli, Nobelove, drzavne, Zoisove ali drustvene so
namenjene le iziemno uspesSnim posameznikom, tistim, ki
dosegajo najboljSe rezultate. Vi ste vsem nam svetel
zgled!«

Minarikovo odli¢je je prejel Joze Colari¢, univ. dipl. ekonom.

Minarikova priznanja so prejeli:
Milan Balaban, mag. farm.
Prof. dr. Lucija Peterlin MaSi¢, mag. farm.
Bojan Madjar, mag. farm., spec.

Prejemniki pohval, ki so jih podelile podruznice in sekcije v letu 2019

Celjska podruznica
Mihaela TrSinar, mag. farm., spec.
Alenka Krajnc, mag. farm.

Sekcija bolnisni¢énih farmacevtov
Mateja BabiC, mag. farm.

Jure Bracun, mag. farm., spec.
Polonca Drofenik, mag. farm., spec.
Danila Hribersek, mag. farm., spec.
Demetrij Petrica, mag. farm., spec.

Irina Tegelj, mag. farm., spec.

Tanja Tomsi¢, mag. farm., spec.

Janez Toni mag. farm.

Sekcija farmacevtov javnih lekarn
Martina Ajd Bezan, mag. farm.
MasSa Koritnik Zadravec, mag. farm., spec.

Sekcija kliniénih farmacevtov
Andreja Jerina, mag. farm.
Tomislav Laptos, mag. farm., spec. klin. farm.
Doc. dr. Matej Stuhec, mag. farm., spec. klin. farm.

Sekcija farmacevtskih tehnikov
Joze Vegi¢

Sekcija seniorjev
Mag. Tatjana Kogovsek, mag. farm., spec.
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UTEMELJITEV ZA PODELITEV MINARIKOVEGA ODLICJA

Joze Colari¢, univ. dipl. ekonomist

Gospod Joze Colari¢ je predsednik uprave in generalni di-
rektor Krke, tovarne zdravil, d. d., Novo mesto in ¢astni &lan
Slovenskega farmacevtskega drustva. Vse od zacCetkov ka-
riere do danes je zvest temelinim ekonomskim nacelom in
razvoju farmacije v najsirSem strokovnem in znanstvenem
pogledu. Uspesno vodenje najvedje slovenske tovarne zdravil
Krka temelji na njegovi strokovni avtoriteti, odli¢ni sposobnosti
presoje in obCutku za ljudi in okolie. Ima iziemno intuicijo,
poleg te pa ga odlikuje tudi izredna racionalnost. Njegov
osrednji razvojni interes je usmerjen v inovacije na podrocju
sodobnih zdravil, v napredne proizvodne tehnologije in ino-
vativne pristope k zdravljenju, kar omogoca korak z najboljSimi
na svetovnem trgu genericnih zdravil. Pri vodenju podijetja je
Joze Colari¢ z izostreno poslovno intuicijo in iziemnim poslu-
hom za industrijski razvoj zdravil prepoznal prihodnost in per-
spektivo generiCne farmacevtske industrije ter tako odlocilno
vplival na oblikovanje strateskih usmeritev v generi¢na zdravila
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z visoko dodano vrednostjo, ki temeljijo na lastnem znanju.
Pri delu vseskozi uposteva, da je inovativnost temelj za uspeh
na svetovnem trgu. Vertikalno integriran poslovni model, ki
ga je vpeljal skupaj z oZjimi sodelavci, Krki omogoca uspesno
prilagajanje trendom in doseganje zahtevnih poslovnih ciljev,
ker je usmerjen v stalno spodbujanje k spremembam ter uva-
janju novih razvojnih in trznih pristopov. Rezultati se kazejo v
dobrih poslovnih uspehih.

Poleg iziemnega ob&utka za prave izzive na izredno kon-
kurencnih farmacevtskih trgih ga odlikuje tudi sposobnost
povezovanja s Slovenskim farmacevtskim drustvom, Uni-
verzo v Ljubljani in Univerzo v Mariboru ter drugimi izobra-
zevalnimi zavodi, znanstveno-raziskovalnimi instituti doma
in v tujini. Torej ni nakljuCje, da razvoj in ugled slovenske
farmacije ze veC kot Sest desetletij potekata z roko v roki
med klju¢nimi snovalci idej in potreb farmacevtske stroke
in druzbe.

Gospod Colari¢ se zaveda, da so za uspeh kljucni ljudje. V
razvoju zdravil, ki temelji na Krkinem lastnem znanju in ino-
vacijah, sodeluje vec kot 600 strokovnjakov z ve¢ kot 30 na-
ravoslovnih in tehni¢nih podrocij. Med njimi je 438 farma-
cevtov z univerzitetno izobrazbo, od tega 36 doktorjev
znanosti. Mo&no podpira izobrazevanje zaposlenih na po-
drocju farmacevtske pa tudi drugih strok. Skladno z razvojno
politiko, ki jo vodi, Krka organizira strokovne konference in
simpozije, na katerih predavajo mednarodno priznani stro-
kovnjaki. Dobrodosla so tudi strokovna sreCanja v organizaciji
Slovenskega farmacevtskega drustva pa tudi podruznic in
sekcij. S svojim nac¢inom usmerjanja in vodenja zaposlenim
zagotavlja napredek in razvoj ter oblikuje vrhunske ekipe
strokovnjakov, ki skrbijo za nenehno vkljuevanije in realizacijo
novosti na vseh podrocjih delovanja in v vseh enotah na
trgih 77 drzav.

Z vsakoletnim razpisom Krkinih nagrad pritegnejo tudi moti-
virane dijake in Studente, da prijavijo svoje raziskovalne naloge,
med katerimi najboljSe tudi nagradijo. V 49 letih so podelili ze
skoraj 2800 Krkinih nagrad. Joze Colari¢ je bil prvi, ki je leta
2007 podprl idejo o magistrskem Studijskem programu in-
dustrijska farmacija na Fakulteti za farmacijo Univerze v Lju-
bljani.

Dejstva in podatki veliko povedo o uspehih gospoda Colarica,
ki vodi eno najvecjin farmacevtskih generi¢nih podietij v svetu
premislieno, odlo¢no, preudarno in odgovorno. Zaveda se,
da je Krka kot gospodarska druzba sestavni del druzbenega
okolja in Zivlienja, zato je pod njegovim vodstvom druzbena
odgovornost postala ena od temeljnih usmeritev podjetja. Z
vlaganji v druzbeno skupnost spodbuja neprofitne dejavnosti
na lokalni in drzavni ravni ter tako prispeva k napredku SirSe
druzbene skupnosti. Najve¢ sponzorskih in donatorskih sred-

stev namenja za zdravstvo, znanost, izobrazevanje, humani-
tarne dejavnosti, Sport in kulturo.

Gospoda Colari¢a pogosto sreamo v medijin. Javni nastopi
in predavanja so vezani predvsem na podrocje delovanja far-
macevtske industrije, njenih izzivov ter razvojnih in raziskovalnin
dosezkov druzbe, ki jo vodi. O teh vsebinah je govoril tudi na
letnem srecCanju Slovenskega farmacevtskega drustva 2016,
na Forumu odli¢nosti in mojstrstva na Oto¢cu, na Svetovnem
slovenskem kongresu zdravnikov in Stevilnih drugih srecanijin.
Zanimivi in javno odmevni so njegovi intervjuji, objavlieni v
dobro branih ¢asopisih in revijah, kjer razmislja in odkriva
spremembe na podro¢ju zdravil in farmacevtske stroke, govori
0 pomenu uveljavijanja in razvoja novih proizvodnih in analiznih
tehnologij v sodobnem globalnem gospodarstvu, novih trgih
in poslovnih izidih. Med Stevilnimi prispevki izpostavijamo le
tistega v sobotni prilogi Dela z naslovom Priporocamo manj
jamranja, ve¢ dela, optimizma in usmerjenosti v prihodnost.
Za svoje uspesSno delo je prejel ve€ kot dvajset odlikovan,
nagrad in priznanj, med njimi priznanje ¢astnega ¢lana Slo-
venskega farmacevtskega drustva za prispevek k razvoju
slovenske farmacije leta 2001, priznanje manager leta 2006
Zdruzenja Manager, priznanje Slovenec leta 2011 po izboru
Nedeliskega dnevnika ter priznanje najuglednejsi direktor v
Sloveniji po raziskavi agencije Kline Partner 2017.

Na predlog Dolenjske podruznice podeljuje izvrsni odbor Slo-
venskega farmacevtskega drustva Minafikovo odli¢je gospodu
Jozetu ColariCu, ¢astnemu in rednemu Clanu Slovenskega
farmacevtskega drustva, za njegovo modrost, podjetniski po-
gum in vizionarsko vodenje najvecje slovenske genericne far-
macevtske druzbe Krka ter posreden vpliv na razvoj celotne
farmacevtske stroke in druzbe v Republiki Sloveniji.

Rl L4 P
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MINARIKOVA PRIZNANJA — UTEMELJITVE

Milan Balaban, mag. farm.

Gospod Milan Balaban je svojo poklicno pot zacel leta
2009 kot razvojni tehnolog v Leku. V Lekarni Ljubljana se
je zaposlil leta 2011, najprej kot farmacevt receptar, zdaj
pa deluje v strokovni sluzbi. Sodelavci so ga ze kmalu pre-
poznali kot odli¢nega farmacevta, predavatelja, avtorja
strokovnih Clankov in mentorja ter mu podelili nagrado
zvezda Lekarne Ljubljane za mentorstvo in prenos znanja.
Magister Balaban izkazuje veliko predanost farmaciji v
okviru Lekarne Ljubljana in SirSe. Za katalog Lekarne Lju-
bljana pise strokovne prispevke za laiCno javnost, Zze nekaj
let zapored predava na Festivalu zdravja, poleg tega pa
aktivno sodeluje tudi s stanovskimi organizacijami. Predaval
je na simpoziju ob skupscini Slovenskega farmacevtskega
drustva leta 2013. V okviru LekarniSke zbornice Slovenije
deluje kot regijski mentor. Predaval je tudi na izobrazevanju
magistrov farmacije, ki se usposabljajo za Pregled uporabe
zdravil, leta 2017. S strokovnimi ¢lanki je sodeloval v Far-
macevtskem vestniku in LekarniStvu.

Svojo iziemnost dokazuje z delom v ljubljanskem hospicu,
kjer enkrat tedensko deluje v paliativnem zdravstvenem
timu, ves Gas pa je na voljo za svetovanje po telefonu.
Skrbi za zdravljenje bolnikov v zadnjih dneh ziviienja. To je
iziemno dejanje, ki ga lahko zmorejo samo najmocnejsi in
najveciji.

IzvrSni odbor Slovenskega farmacevtskega drustva mu na
predlog Ljubljanske podruznice podeljuje Minarikovo pri-
znanje v letu 2019 za prispevek k promociji in ugledu po-
klica farmacewvt, za zasluge pri prenosu novih kognitivnih
storitev v delovno okolje in druzbo ter za iziemno pozrtvo-
valnost pri delu v hospicu.




Bojan Madjar, mag. farm., spec.

Gospod Bojan Madjar si je prve delovne izkusnje prido-
bival v industriji, od leta 2004 pa je zvest Pomurskim le-
karnam.

Aktivno deluje v delovnem okolju in tudi zunaj njega. Siri
strokovni javnosti se je veCkrat predstavil kot vabljeni pre-
davatelj na razli¢nih strokovnih sre€anjih za farmacevte,
farmacevtske tehnike pa tudi medicinske sestre na de-
lavnicah in okroglih mizah. Znan je kot avtor Stevilnih stro-
kovnih in znanstvenih preglednih ¢lankov v Farmacevt-
skem vestniku, LekarniStvu in dveh prispevkov v
priro¢niku Samozdravljenje.

Bojan Madjar je kot Clan izvrSnega odbora Sekcije far-
macevtov javnih lekarn pri Slovenskem farmaceviskem
drustvu znatno prispeval k pripravi in izvedbi programov
sekcije. Od leta 2009 je nacionalni koordinator projekta
Farmacevtska skrb z naslovom Vprasajte o svojem zdra-
vilu pri LekarniSki zbornici Slovenije. V okviru zbornice
med drugim sodeluje tudi pri izobrazevanju za pridobitev
kompetence Pregled uporabe zdravil.

Znanje o pravilni in varni uporabi zdravil je mag. Madjar
delil tudi z romsko populacijo s predavaniji in pogovori v
avtenticnem okolju na obmocju Pomurja, Maribora, Do-
lenjske in Kocevja. Usposabljanje je potekalo v okviru Mi-
nistrstva za zdravje RS in v povezavi z romskimi organiza-
cijami.

Bojan Madjar s svojimi aktivhostmi na lokalni in nacionalni
ravni pusca neizbrisljive sledi, pomembne za razvoj far-

|

maceviske stroke, zato mu izvrSni odbor Slovenskega
farmacevtskega drustva na predlog Pomurske podruznice
podeljuje Minarikovo priznanje v letu 2019.
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Prof. dr. Lucija Peterlin Masi¢, mag. farm.

Redna profesorica za farmacevtsko kemijo in docentka za
toksikolosko kemijo dr. Lucija Peterlin Masi¢ je prepoznavna
po iziemni interdisciplinarni raziskovalni uspesnosti doma
in mednarodno. Med sodelavci in Studenti na Fakulteti za
farmacijo Univerze v Ljubljani je priljubliena in znana kot iz-
vrstna pedagoginja. Zelo je dejavna na podrodju interna-
cionalizacije farmacevtskega Studija, saj je bila mentorica
ne le slovenskim, pac¢ pa tudi Stevilnim Erasmusovim Stu-
dentom na izmenijavi.

Za prepoznavnost slovenske farmacije v svetu in kot pri-
spevek v svetovno zakladnico znanja so izredno pomembni
njeni znanstveni dosezki. Doslej je v soavtorstvu objavila
vec kot 80 znanstvenih ¢lankov v mednarodnih revijah, je
soavtorica dveh podelienih ameriSkih patentov, v zadnjih
desetih letih ima 1176 Cistih citatov in h-indeks 20. S ple-
narnim predavanjem je sodelovala na 7. mednarodnem
sreCanju medicinske kemije JMMC 20011 v Catanii in Ste-
vilnih drugih. Mednarodno je izredno dejavna, in sicer kot
slovenska koordinatorica pri treh projektih COST in slo-
vensko-finskem bilateralnem projektu kot raziskovalka v
evropskih raziskovalnih projektih, vodi pa tudi projekt Marie
Sklodowska-Curie INTEGRATE.

Prof. dr. Lucija Peterlin Masic je bila med ustanovitelji Sekcije
za farmacevtsko kemijo pri Slovenskem farmacevtskem dru-
Stvuin jo je veC let tudi vodila in razvijala. Svoje organizacijske
sposobnosti in obcutek za skupinsko delo je dokazala kot
generalna sekretarka dveh vecjin mednarodnih konferenc

5JMMC (5th Joint Meeting on Medicinal Chemistry) leta
2007 v Portorozu in 4. konference BBBB leta 2011 na
Bledu. Obe je organiziralo Slovensko farmacevtsko drustvo
v sodelovanju s Fakulteto za farmacijo Univerze v Ljubljani.
Na predlog Sekcije za farmacevtsko kemijo je izvrSni odbor
Slovenskega farmacevtskega drustva potrdil podelitev Mi-
nafikovega priznanja v letu 2019 prof. dr. Luciji Peterlin Masi¢
za znanstvene, strokovne in organizacijske prispevke na
podrocju farmacije in za njene vsestranske izzive, ki jih na-
menja razvoju farmacevtske kemije in toksikoloSke kemije.




Gospod Joze Colari¢, prejemnik Minarikovega odlicja v
letu 2019 se je zahvalil v svojem imenu in v imenu prejem-
nikov priznan;.

SPOSTOVANI ZBOR, DOBER VECER!

Danes se v Tartinijevem gledalis¢u pocutim, kot da sem
na podelitvi oskarjev. Pa saj Minarikovo odli¢je je slovenski
farmacevtski oskar! Sem peti Krkas, ki sem prejel to
odli¢je. Prejela sta ga tudi moja predhodnika, tako da
smo to visoko odli¢je prejeli vsi trije generalni direktorji,
kolikor jih je imela Krka v svoji 65-letni zgodovini.

Visak zacCetek se zacne z majhnimi koraki ter dobrsno
mero poguma in vztrajnosti. Tako se je zaCela tudi zgodba
Krke, ki so ji generacije inovativnih in ustvarjalnih Krkasev
v 65 letih omogodile, da je zrasla v eno najvecjih in naju-
spesnejsih genericnih farmacevtskih podjetij.

Ce se ozrem nazaj, lahko redem, da je Krka od nekdaj
vlagala v razvoj in raziskave, gradila tovarne doma in po
svetu, pozneje vzpostavijala vertikalno integrirano proiz-
vodnjo in ob tem nenehno Sirila marketinsko-prodajno
mrezo. Danes ucinkovito delujemo na Stevilnih trgih in
uspesno vstopamo na nove, z novimi naloZzbami pa svoj
poloZaj sSe krepimo in se tako po financ¢nih kot drugih ka-
zalnikih uvrs¢amo ne le v evropski, ampak v sam svetovni
vrh genericnih farmacevtskih druzb.

V letu 2018 smo ustvarili prodajo izdelkov in storitev, ki se
Je priblizala milijardi in 400 miljonom evrov, in Cisti dobicek
v visini 174 milijonov evrov. Desetino vseh prihodkov, torej
vec kot 130 milijonov, smo namenili za razvoj in raziskave
— za nove izdelke in nove tehnologije. Hkrati na letni ravni
vec kot 100 milijionov namenjamo za nalozbe v proizvodne
zmogljivosti, razvoj in zagotavijanje kakovosti.

Krka je iz majhnega laboratorija zrasla v veliko medna-
rodno podjetje. Stevilo zaposlenih se je s pet na zacetku
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povecalo na vec kot 12.500, razprseni pa so v vec kot
45 podjetjih in predstavnistvih na razlicnih koncih sveta.
Naj dodam, da je samo v Krki v Sloveniji zaposlenih nekaj
manyj kot tiso¢ farmacevtskih tehnikov in diplomiranih far-
macevtov.

Nagrado, ki mi jo podeljujete, razumem kot nagrado za
37-letno delo v Krki. Posebej zelim poudariti, da so moji
dosezki v prvi vrsti rezultat dela, znanja in izkusenj odli-
cnih sodelavk in sodelavcev, tako v Sloveniji kot po
svetu.

Zavedam se, da vsega, kar smo doslej dosegli, ne bi
mogli brez tesnega sodelovanja s farmacevtsko stroko.
Lahko re¢em, da so Krkini rezultati tudi plod odlicnega
sodelovanja z vami, ¢lani Slovenskega farmacevtskega

drustva iz vseh sekcij in podruznic od posavske, zasav-
Ske, celjske, pomurske, mariborske, gorenjske, ljubljan-
ske, primorske do dolenjske, v kateri so dejavni Stevilni
moji sodelavci.

Dovolite mi, da se v imenu danasnjih prejemnikov priznanj
Slovenskega farmacevtskega drustva in v svojem imenu
zahvalim za podeljena priznanja in odli¢je. Zagotavljam,
da si bomo Se naprej prizadevali za delovanje, ki bo pri-
neslo nova spoznanja, dosezke in zamisli, s katerimi
bomo tudi v prihodnje resevali razlicne izzive in se skupaj
veselili razvoja slovenske farmacije.

Zahvaljujem se za vaso pozornost in vam Zelim prijeten
vecer.

Joze Colari¢

Direktor JAZMP Momir Radulovi¢, med predsednikom
organizacijskega odbora simpozija Tomazem Vovkom
in Markom Anderluhom.

Z leve proti desni — dekanja Fakultete za farmacijo Univerze
v Ljubljani Irena Miinari¢-Rasc¢an s soprogom, Ales Rotar,
Franc Kozjek.

Cestitke prejemnikom drustvenih priznanj v letu 2019
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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 opravljamo sréno in predano. Prav zaradi tega 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 storitvami in s Siroko izbiro zdravil ter drugih izdelkov bomo
zaupanije svojih kupcev opravicevali tudi v prihodnje!

01 47098 00 | www.kemofarmacija.si
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