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QUO VADIS SLOVENSKA FARMACIJA?

Pred slabim desetletiem so bili v casopisju objavijeni rezultati javnega mne-
nja o ugledu farmacije v Sloveniji, Se posebej o ugledu lekarniskega far-
macevta. Takrat smo bili ponosni na to, da nas prebivalstvo tako visoko
ceni, saj je bil poklic lekarniSkega farmacevta med najuglednejsimi. Nato
smo bili price raznim aferam, ki so bile posredno ali neposredno povezane
s slovensko farmacijo in se kar ne nehajo. Tako imamo razprtije in nepravil-
nosti med lekarniSkimi zavodi, med lekarnami in veledrogerijami, med za-
varovalnicami in predstavniStvi farmacevtskih industrij, med pristojnim
ministrstvom in lekarnisko mreZo, in tako dalje in tako naprej. Zakone in pra-
vilnike beremo vsak po svoje, vrzeli pa »pametni« izkoris¢ajo sebi v prid.
Namesto, da bi skrbeli za vecjo kakovost izdelkov, ki so del farmaceviske
dejavnosti, so se regulatorno izvrsilne institucije ujele v mrezo dvomijivih,
stroki Skodljivih potez in delovanyj. In tako lahko na policah skoraj vseh vecjih
trgovin s Sportnimi prehranskimi dodatki najdete prehranska dopolnila ali
Zivila, ki niso v skladu s pravilniki. Potrebujete mogoce prehransko dopolnilo
Z izvle¢kom navadne zobacice (Tribulus terrestis)? Nic laZjega! Pojdite v fit-
ness trgovine ali na spletne strani in nasli boste Zeleno! Kijub temu, da imajo
pripravki z omenjeno rastlino oznako Z (zdravilo). In takih primerov je veliko.
In kako na nas gleda zdravstvena stroka? Zalostno je, da nas nekateri ko-
legi zdravniki kijub izredno visoki ravni strokovnih nasvetov, ki jih vedno lahko
dobijo od nas, velikokrat obravnavajo le kot orodje za povecevanje njihovih
ekonomskih ugodnosti.

Kaj naj pomaga prizadevanje stroke, da bi bila farmacija ena od najbolj na-
prednih, z dokazi podprtih znanstvenih ved, Ce je tako enostavno izigravati
zakone in pravilnike. Seveda bi lahko za vsako trditvijo, ki je zapisana, na-
pisal tudi konkretne institucije z imeni in priimki. Ampak, scenarif poteka do-
godkov, ki bi sledlli, je znan Ze vnaprej. Takoj bi postal Farmaceviski vestnik
in odgovorni urednik tar¢a odvetniskih pisarn, tozb in Sikaniranj. Zato skia-
njamo glave, Se naprej le nemo opazujemo napenjanje misic ekonomsko
mocnih institucij, ki so neposredno ali posredno povezane s slovensko far-
macijo, ne naredimo pa nicesar!

V prihajajocem letu vam v imenu urednistva Farmacevtskega vestnika zelim
veliko osebnega zadovoljstva, zdravja in predvsem drznosti, da bomo sku-
paj imeli toliko moci, da farmacevtsko stroko v Sloveniji ponovno uvrstimo
med cenjene poklice.

Prof. dr. Borut Strukelj
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DEFINICIJA, EPIDEMIOLOGIJA
IN ETIOLOGIJA BOLEZNI

Kroni¢na mieloi¢na levkemija (KML) je maligna bolezen
krvotvorne mati¢ne celice, ki jo uvrs¢amo med mieloproli-
ferativhe novotvorbe [1, 2]. Opredeljuje jo motena regulacija
nastajanja in nekontrolirana razrast (proliferacija) granulo-
citov, medtem ko ostaja razvoj (diferenciacija) teh celic
dokaj normalen. PospeSenemu razmnoZzevaniju teh celic v
kostnem mozgu sledi tudi zve&anje Stevila levkocitov v pe-
riferni krvi, kar je prvi laboratorijski znak bolezni. Vsi granu-
lociti nastanejo z dozorevanjem mati¢nih celic v kostnem
mozgu. V proliferacijski oddelek celic pristevamo mielobla-
ste, promielocite in mielocite, medtem ko druge celice v
razvoju granulocitov, metamielocite, paliCaste granulocite
in segmentirane granulocite (nevtrofilce, eozinofilce, bazo-
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POVZETEK

Kroni¢na mieloi¢na levkemija (KML) je maligna bole-
zen krvotvorne maticne celice, ki jo uvrSamo med
mieloproliferativne novotvorbe. Oznacuie jo (za mali-
gnost odgovoren) Zliti gen BCR-ABL1. KML je bila
prva maligna bolezen, pri kateri so prepoznali spre-
membo, odgovorno za razvoj bolezni na molekul-
skem nivoju. Pri tej kromosomski spremembi gre za
dvojno izmenjavo (reciproc¢no translokacijo) med kro-
mosomoma 9 in 22 (t(9;22)(q34.1;q11.2)), pri Cemer
nastane kromosom Philadelphia (Ph), na katerem se
nahaja zliti gen BCR-ABL1. Ta gen nosi zapis za ti-
rozin-kinazo BCR-ABL1, ki je vpletena v maligni ra-
zrast mutiranih celic pri KML. Ker tirozin-kinaze
BCR-ABL1 v zdravih levkocitih ni, je predstavijala
dobro terapevtsko tar¢o. KML je postala model v ra-
ziskovanju in zdravlienju malignih bolezni. Z razvojem
tarénih zdravil, zaviralcev tirozin-kinaze BCR-ABLT1,
se je strategija zdravlienja KML povsem spremenila,
s tem pa tudi kakovost zivlienja in prezivetje bolnikov.
Prikazujemo opis in ugotavijanje bolezni, nacine zdra-
vlienja in spremljanje uspesnosti zdravijenja ter viogo
farmacevta pri zdravijenju KML.

KLJUCNE BESEDE:
kronicna mieloicna levkemija, BCR-ABL1,
zdravijenje, zaviralec tirozin-kinaze

ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) is a malignant
myeloproliferative disorder originating from the he-
mopoetic stem cell. It is caused by the formation of
BCR-ABL 1 fusion gene, which is also a specific mo-
lecular marker for the disease. CML was the first ma-
lignancy to be linked with an alteration on molecular
level. The chromosomal abnormality is a result of re-
ciprocal translocation between chromosomes 9 and
22 (1(9;22)(034.1;011.2)), resulting in formation of
Philadelphia chromosome (Ph), which contains BCR-
ABL1 fusion gene. This gene encodes the BCR-
ABL1 tyrosine kinase, involved in malignant
transformation and uncontrolled growth of the mu-
tated cells. Because BCR-ABL1 tyrosine kinase is
only present in cancer cells and not in healthy cells,
it represented a good therapeutic target for treatment
of CML. CML has become a model for targeted can-
cer research and therapy. Development of target
drugs, BCR-ABL1 tyrosine kinase inhibitors, has

farm vestn 2013; 64

X
3
O
Z
=
n
Z
<
Z
N
4
%
<
>
LU
'_
Z
[m)
LU
—
(O]
L
oC
o



KRONICNA MIELOICNA LEVKEMIJA

changed the strategy for treatment of CML and im-
proved the quality of life and survival rates of the pa-
tients. Here, we describe the disease and review its
diagnostics, methods of treatment and monitoring of
the therapy, as well as the role of a pharmacist in the
treatment of CML.

KEY WORDS:
chronic myeloid leukemia, BCR-ABL1, treatment,
inhibitor of tyrosine kinase

filce), pristevamo v oddelek dozorevanja. Pri odraslem
zdravem Cloveku najdemo v krvi izkljuéno segmentirane in
redke pali¢aste granulocite [3].

Za KML je znagilna kromosomska sprememba, pri kateri
z dvojno zamenjavo (recipro¢na translokacija) kromosom-
skih delov med kromosomoma 9 (9g34.1) in 22 (22g11.2)
nastaneta dolg kromosom 9 (9+) in skrajsan kromosom 22,
imenovan kromosom Philadelphia (Ph) [4]. Ime je dobil po
mestu, Kjer so ga v Sestdesetih letih prejSnjega stoletja od-
krili  [5]. Kromosomsko spremembo oznacimo kot
1(9;22)(034.1;911.2). Posledica te kromosomske spre-
membe je Zlitie dveh genov: gena BCR (s kromosoma 22)
in gena ABL1T (s kromosoma 9) na Philadelphia kromo-
somu (slika 1) [6-8]. Nastali zliti gen BCR-ABL1 nosi zapis
za tirozin-kinazo (beljakovino BCR-ABL1), ki je odgovorna
za razvoj KML. Tirozin-kinaza vzdrzuje stalno aktivacijo si-
gnalnih poti v celici, kar pospesi proliferacijo mati¢nih celic,
moti dozorevanije in prepre€uje apoptozo (celiCna smri).

Zaradi tega je KML klonska bolezen in genetsko spreme-
njene celice preplavijo kostni mozeg. Genetska nestabil-
nost klona celic lahko vodi do neodzivnosti (rezistenco) na
zdravljenje in do napredovanja bolezni, nastanka sekun-
darne akutne levkemije [9].

ALI STE VEDELI?

e Najpomembnejsa zgodovinska koraka za poznava-
nje patogeneze KML in razvoj uspesnega zdravljenja
bolezni sta bila odkritje Philadelphia kromosoma leta
1960 in opredelitev kromosomske spremembe kot
translokacije med kromosomoma 9 in 22 leta 1973.

e Imatinib, zaviralec tirozin-kinaze BCR-ABL1, je prvo
tar¢no zdravilo, ki so ga razvili na osnovi poznavanja
vzroka bolezni na molekulski ravni.

¢ Pri bolnikih s KML je ob pojavu bolezni v telesu lahko
prisotnih tiso¢ milijard levkemicnih celic. Zdravljenje
z zaviralcem tirozin-kinaze zmanjSa Stevilo levkemi-
¢nih celic na milijon ali manj celic. To je meja, Kjer z
najobcutljivejSo metodo t.j. z verizno reakcijo s poli-
merazo (PCR) Se zaznamo bolezen.

KML predstavija 15-20 % vseh levkemij pri odraslih bolnikih.
Letna incidenca pa je 1-2 nova bolnika / 100.000 prebival-
cev, po nasih podatkih v Sloveniji znaSa incidenca 0.75 bol-
nika na sto tiso¢ prebivalcev [10, 11]. Povpre¢na starost ob
ugotovitvi bolezni znasa 50 do 60 let, v Sloveniji 57 let, Ce-
prav se lahko pojavi v vseh zivljenjskih obdobjih, tudi v otro-
Stvu [10, 11]. Prevalenca KML v zahodnem svetu v zadnjih
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letih konstantno naraSc¢a, verjetno zaradi iziemnega ucinka
novih zdravil, zaviralcev tirozin-kinaze (TKI), na prezivetje.
Izpostavitev ionizirajoSemu sevanju je edini poznan dejav-
nik tveganja za nastanek bolezni [8].

OPIS BOLEZNI

Klinicna slika KML je posledica pretirane razrasti zrelih in
dozorevajocCih granulocitov, predvsem nevtrofilnin granulo-
citov, pa tudi eozinofilnih in bazofilnih. Ta razrast malignih
celic v kostnem mozgu ovira normalno nastajanje in dozo-
revanje ostalih krvnih celic, npr. eritrocitov, monocitov, me-
gakariocitoy, iz katerih nastanejo trombociti, ter limfocitov.
Zaradi motenega razvoja eritrocitov se pojavi anemija in za-
radi motenega nastajanja megakariocitov se pojavijo krva-
vitve. Poleg tega je okrnjena tudi obramba proti tujkom, saj
so maligni granulociti slabSe oziroma ne-funkcionalni. Brez
zdravljenja KML zavzame svoj naravni potek, ki traja 3-5
let in gre skozi tri razlicna klinicna obdobja: kronicno ob-
dobje, pospeseno obdobje in blastno preobrazbo. Za kro-
nicno obdobje, v katerem odkriiemo 85 % bolnikov, je
znacilno, da obic¢ajno poteka brez klini¢nih znakov in bol-
nike vec¢inoma odkrijemo slucajno. To obdobje lahko traja
3-5 let, Ce se ne zdravi, preide v pospeseno obdobje (v&a-
sih to obdobje manjka), oziroma v blastno preobrazbo —
stanje enako akutni levkemiji. PospeSeno obdobje in bla-
stno krizo lahko opredelimo tudi skupaj kot napredovalo
fazo bolezni. V tem obdobju zasledimo spremembe v la-
boratorijskih izvidih torej v krvni sliki z mo¢no povecanim
Stevilom levkocitov in prisotnimi malignimi celicami v peri-
ferni krvi. Pri bolniku je pogosto prisotna anemija in trom-
bocitopenija ter poveCana vranica in posledicno bolecina
pod levim rebrnim lokom. Mozne so okuzbe. Pri bolniku v
napredovali fazi bolezni je potrebno ukrepati takoj in uvesti
ustrezno terapijo.

Simptomi ob napredovanju KML so obicajno sistemski
(splosna utrujenost, izguba teka, hujSanje, znojenje), ob-
Cutek tis€anja v trebuhu zaradi povecanih organov, redkeje
krvavitve zaradi motene funkcije trombocitov. Kar 40-50
% bolnikov je ob odkritju bolezni brez tezav, bolezen pa
ugotovimo ob slu¢ajnem pregledu krvne slike. Pri ve¢ kot
polovici bolnikov s klini¢nim pregledom ugotovimo mo¢no
povecano vranico, redkeje jetra [6-8].

DIAGNOSTIKA

Za potrditev diagnoze KML napravimo pregled celotne
krvne slike ter izvedemo punkcijo (citoloSki pregled) in biop-
sijo (histoloSki pregled) kostnega mozga. Celice in tkiva
pregledamo z mikroskopom. Za citogenetske in moleku-
larno-genetske preiskave za dokaz prisotnosti kromosoma
Ph in/ali zlitega gena BCR-ABL1 pa uporabimo metode
molekularne biologije.

S pregledom krvne slike ugotovimo, da se moc¢no razras-
¢ajo celice bele vrste (levkociti) vseh razvojnih stopenj, ob-
¢asno je lahko povecano tudi Stevilo trombocitov. V
zacetku je anemija blaga ali je ni, stopnjuje se, ko KML na-
preduje. Stevilo levkocitov je veginoma 50 - 200 x 10%L,
lahko tudi ve¢ (pri zdravih ljudeh 4 - 10 x 10%/L) [1, 2, 12].

Histoloski in citoloSki pregled kostnega mozga pokaze ve-
liko gostoto celic, povecan je delez nezrelih celic v granu-
locitni vrsti (predvsem mielocitov in metamielocitov), vec je
tudi eozinofilcev in bazofilcev. Eritroblasti (nezreli eritrociti)
so malostevilni. Pri nevtrofilnih granulocitih so opazni znaki
motenega dozorevanja jedra, citoplazme in tudi granulacij.
V pospesenem obdobju ali blastni preobrazbi pri mikro-
skopskem pregledu opazimo povecano Stevilo levkemicnih
blastov v kostnem mozgu, velikokrat tudi v periferni krvi.
Pogosteje gre za mieloblastno kot za limfoblastno pre-
obrazbo KML, nacin zdravijenja je za vsako razli¢en [1, 2].

Prisotnost kromosoma Ph dokazemo s standardno cito-
genetsko preiskavo (kariotipizacija) na vzorcu kostnega
mozga. Rezultat izrazimo kot delez (%) pozitivnih celic (v
metafazi) s kromosomom Ph. Zliti gen BCR-ABL1 doka-
Zemo na osnovi prisotnosti genskega prepisa, torej speci-
ficne mMRNA za ta zliti gen. Uporabimo metode za analizo
MRNA, in sicer verizno reakcijo s polimerazo in obratnim
prepisovanjem (RT-PCR), ali pa za analizo DNA, in sicer
fluorescencéno hibridizacijo in situ (FISH) v vzorcu periferne
krvi ali kostnega mozga [2, 13].
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KRONICNA MIELOICNA LEVKEMIJA

ZDRAVLJENJE KML IN
NOVOSTI V ZDRAVLJENJU

Zgodovinski mejniki v zdravljenju KML so potekali skozi
zadnjih 100 let. Pravi preskok je povzrocilo odkritje kromo-
soma Ph leta 1960 [5]. S tem odkritiem je postalo prouce-
vanje KML za znanstvenike zelo zanimivo. Ce je bilo pred
letom 1960 zdravljenje KML predvsem simptomatsko z
obsevanjem vranice in Se prej z arzenikom, pa je po letu
1960 zdravljenje z busulfanom prvi¢ ucinkoviteje kontroli-
ralo Stevilo levkocitov. Okoli leta 1970 se je pojavilo zdra-
vlienje s hidroksiureo, ki so jo bolniki boljSe prenasali, prvi¢
pa se je tudi preZivetje blago podaljsalo. V letih 1975 in
kasneje sledijo podatki o alogenicni presaditvi kostnega
mozga kot moznosti ozdravitve bolnikov s KML. V osem-
desetih letih so z interferonom alfa pri nekaterih bolnikih
dosegli popolni citogenetski odgovor in dolgo prezivetje. V
devetdesetih letih so znanstveniki prvi€ predlagali uporabo
zaviralcev tirozin-kinaze (angl. Tyrosine Kinase Inhibitor, TKI)
in substanco (GCP57148B) tudi razvili pri Ciba-Geigy.
Danes to substanco imenujemo imatinib. Klini¢ne raziskave
je pricel Brian Druker. Temu sledi hitra zgodba o uspehu
zdravljenja KML s TKI [14]. Tako so danes na voljo ze TKI
tretje generacije, pri katerih je rezistenca ob mutacijah v
genu BCR-ABL1 manjSa in zato terapija ucinkovita pri Sir-
Sem krogu bolnikov z BCR-ABL1-pozitivno KML (pregled-
nica 1) [15, 16].

ALI STE VEDELI?

e Nekatere genske spremembe, ki jih odkrijemo pri
bolnikih z levkemijo ob pojavu bolezni, nam lahko
sluzijo kot specificen oznacevalec malignega klona.
S kvantitativnim PCR spremljamo raven tega ozna-
Cevalca med in po zdravljenju in tako ocenimo ucin-
kovitost zdravljenja. Pravimo, da dolocimo minimalno
preostalo bolezen.

e \/ Sloveniji imamo Zdruzenje levkemicnih bolnikov in
bolnikov z limfomi »L&L«, (imfom.levkemija@gmail.com),
ki je bilo ustanovljeno 2007. Zdruzenje je neprofitna
organizacija, ki zdruzuje bolnike, njihove sorodnike
in prijatelie ter strokovnjake na podrocju levkemij in
limfomov. Slovensko zdruzenje je vklju¢eno v Lymp-
homa Coalition and Myeloma Euronet in v CML Ad-
vocates Network, ki pomaga bolnikom s KML in
njihovim svojcem.
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4.1 ZDRAVLJENJE BOLNIKOV, KI JIH
ODKRIJEMO V KRONICNEM IN
NAPREDOVALEM OBDOBJU
BOLEZNI

Imatinib 400 mg/dan je bila standardna oblika zdravljenja
bolnikov v kroni¢nem obdobju KML po evropskih priporo-
Cilih iz leta 2009 [13]. V letoSnjem letu so izSla nova evrop-
ska priporocila (2013)[16]. Za bolnike v kroni¢nem obdobju
KML priporoc¢ajo enega od treh TKI, ki so dobili dovoljenje
evropske (EMA) in ameriske (FDA) agencije za zdravila za
to indikacijo. Uporabimo lahko imatinib 400 mg/dan, nilo-
tinib 300 mg/12 ur ali dasatinib 100 mg/dan. Ta tri zdravila
lahko uporabimo tudi kot prvo, drugo ali naslednje linije
zdravljenja KML. Uporabimo lahko standardne, zgoraj opi-
sane odmerke, ali viSje, tudi Ze ustaljene odmerke. Bosu-
tinib 500 mg/dan sta odobrili FDA in EMA za KML-bolnike,
ki ne prenasajo predhodnega zdravljenja (intoleranca), ali
le-to ni bilo uCinkovito (rezistenca). Ponatinib 45 mg/dan je
odobrila FDA za intolerantne ali rezistentne bolnike na
predhodno zdravljenje. Radotinib ima enako indikacijo in
gaimajo le v Koreji. Na ameriSkem trziS€u je Se omacetak-
sin, ki ni TKI, temve¢ spada v skupino homoharingtoninov.
Priporocila zdravljenja kroni¢nega obdobja KML so v pre-
glednici 2.

Busulfana ne priporocajo vec. Hidroksiureo lahko predpi-
Semo kratek &as pred uvedbo TKI, dokler ne potrdimo dia-
gnoze KML. Skupna uporaba TKI in interferona alfa je
mozna, vendar poteka le v Studijah. Zdravljenje s citostatiki
v kroni¢nem obdobju KML ni priporocljivo, koristno pa je v
pospeSenem obdobju bolezni in v blastni preobrazbi kot
priprava na presaditev krvotvornih mati¢nih celic (PKMC).

Alogeni¢na PKMC (aloPKMC) Se vedno ostaja edini nacin
zdravljenja, s katerim lahko pozdravimo bolezen, in je po-
membna za bolnike, ki se slabo odzivajo na zdravljenje s
TKI. V zadnjih 14 letih odkar zdravimo s TKI (v Sloveniji 11
let), sodi aloPKMC v tretjo ali Cetrto linijo zdravljenja, ko od-
pove tudi druga generacija TKI.

Priporocila so pripravijena na osnovi ucinkovitosti zdravil v
dosedanijih klini¢nih raziskavah. Izbira zdravila (TKI) pa je
odvisna Se od prenasanja in varnosti zdravila, znadilnosti
bolnika, njegove starosti in pridruzenih bolezni, ki najpo-
membneje vplivajo na naso odloditev.
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KRONICNA MIELOICNA LEVKEMIJA

Preglednica 2: Priporocila zdravljenja kroni¢nega obdobja kronicne mieloicne levkemije (KML) [16].
Table 2: Chronic phase chronic myleoid leukemia (CML), treatment recommendations [16].

Zdravljenje kroniénega obdobja KML

Prvi nivo zdravljenja
Imatinib ali nilotinib ali dasatinib

HLA tipizacija bolnika in svojcev le v primeru slabe prognoze ob diagnozi

Drugi nivo zdravljenja, neprenasanje prvega TKI
Uporabimo drugo obliko TKI

Dasatinib ali nilotinib ali bosutinib ali ponatinib
HLA tipizacija bolnika in svojcev

Drugi nivo zdravljenja, neuspeh zdravljenja z imatinibom (prvi nivo)

Dasatinib ali bosutinib ali ponatinib

Drugi nivo zdravljenja, neuspeh zdravljenja z nilotinibom (prvi nivo)

HLA tipizacija bolnika in svojceyv, predvidevaj aloPKMC

Nilotinib ali bosutinib ali ponatinib

Drugi nivo zdravljenja, neuspeh zdravljenja z dasatinibom (prvi nivo)

HLA tipizacija bolnika in svojcey, predvidevaj aloPKMC

Preostali TKI; predvidevaj aloPKMC

Tretji nivo zdravljenja, neuspeh zdravljenja in/ali neprenasanja druge generacije TKI

Mutacija T315l,
Ponatinib

HLA tipizacija bolnika in svojcey, iskanje nesorodnega darovalca, predvidevaj aloPKMC;

HLA — humani levkocitni antigeni; aloPKMC — alogeni¢na presaditev krvotvornih maticnih celic; TKI — zaviralec tirozin kinaze.

4.2 ZDRAVLJENJE BOLNIKOV, Kl JIH
ODKRIJEMO V NAPREDOVALEM
OBDOBJU BOLEZNI

V napredovalem obdobju bolezni se odloamo glede na
to, ali so bili bolniki ze zdravljeni s TKI ali ne. Novoodkriti
bolniki v pospeSenem obdobju ali blastni preobrazbi prej-
mejo enega od treh TKI v poveCanem odmerku: imatinib
400 mg/12ur ali nilotinib 400 mg/12ur ali dasatinib 70
mg/12ur ali 140 mg/dan. Takoj so potrebni postopki za
iskanje darovalca krvotvornih mati¢nih celic. AlbPKMC pri-
poro¢amo za vse bolnike v blastni preobrazbi KML, v po-
spesenem obdobju KML pa za tiste bolnike, ki ne dosezejo
optimalnega odgovora na zdravijenje s TKI. Bolniki, ki pa
SO v pospesenem obdobju bolezni ali blastni preobrazbi
kot napredovanje kroni¢nega obdobja in neodzivnosti na
TKI, potrebujejo ponovno analizo eventualnih novonastalih
mutacij v kinazni domeni BCR-ABL1. Zdraviti je potrebno
s TKI, ki Se ni bil uporablien oziroma glede na obdutljivost
prisotnih mutacij (preglednica 1 in referenci [15, 16]). V pri-
meru mutacije T315l v tirozin-kinazi BCR-ABL1 je ponatinib
edini ucinkoviti TKI. S tem zdravljenjem zelimo doseci po-
novno kroni¢no obdobje bolezni. Pred alogenicno PKMC,

ki predstavlja edini naCin ozdravitve, bolniki z napredovalim
obdobjem bolezni pogosto potrebujejo Se intenzivno zdra-
vljenje s citostatiki.

4.3 ODGOVOR NA ZDRAVLJENJE

Najpomembnejsi prognosticni dejavnik ob zdravljenju KML
s TKI je odgovor na zdravljenje. V predhodnih priporocilin
zdravljenja KML 2009 [13] je bila definicija odgovora na
zdravljenje omejena na zdravljenje z imatinibom. V vmes-
nem obdobju so se pojavljale definicije odgovora na drugo
generacijo TKI. V najnovejsih priporocilih (2013) so opre-
delili, kakSen naj bo zeleni odgovor na prvo raven zdravlje-
nja ne glede na vrsto TKI (preglednica 3), in nato opredelili
tudi Zzelene odgovore na drugi nivo zdravljenja v primeru
neodzivnosti na imatinib.

Odgovore so opredelili kot: ustrezen odgovor, neuspeh
zdravljenja in opozorila. Ustrezen odgovor omogoca pre-
zivetje, ki je primerljivo z ostalo zdravo populacijo. Neuspeh
zdravljenja pomeni, da morajo bolniki prejeti drugo obliko
zdravljenja, zaradi nevarnosti napredovanja bolezni in smrti.
Vmesno podrodje zajemajo opozorila, ki pomenijo, da
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Preglednica 3. Definicija odgovora na prvo zdravijenje kronicne mieloicne levkemije (KML) z zaviralci tirozinske kinaze (TKI). Definicije so iste

za bolnika v kronic¢nem in napredovalem obdobju bolezni [16].

Table 3. Definition of the response to inhibitor of tyrosine kinase (TKI) for chronic myleoid leukemia (CML) patients, firstline. The definitions
are the same for patients in chronic, advanced and blast phases of the disease [16].

CAS USTREZEN ODGOVOR OPOZORILA NEUSPEH
Visoko rel. tveganje
. . ali
Ob diagnozi - Klonske kromosomske i
nepravilnosti v Ph+ celicah
BCR-ABL1 < 10% BCR-ABL1 > 10% Ni PHO
Po 3 o o s
mesecih in/ali in/ali in/ali
Ph+ < 35% Ph+ 36-95% Ph+ >95%
BCR-ABL1 < 1% BCR-ABL1 1-10% BCR-ABL1 >10%
Po 6 o . .
mesecih in/ali in/ali In/ali
Ph* O Ph* 1-35% Ph+ >35%
Po 12 BCR-ABL1 >1%
mesecih BCR-ABL1 <0,1% BCR-ABL1 > 0,1-1% In/ali
Ph+ > 0%
lzguba PHO
Potem Dodatne kromosomske l;gi ;i:iggba glavnega MolO
in BCR-ABL1 <0,1% nepravilnosti v Ph- celicah . )
kadarkoli (7, or 7q) Mutacije (npr: T315I)
Klonske kromosomske
nepravilnosti v Ph+ celicah

PHO-popolni hematoloski odgovor, PCitO- popolni citogenetski odgovor, Glavni MolO-glavni molekularni odgovor

odziv bolezni na zdravljenje ni povsem optimalen, zahteva
pogostejSe kontrole in menjavo zdravila v primeru prehoda
v skupino neuspesnega zdravlienja [16].

4.4 SPREMLJANJE USPESNOST!
ZDRAVLJENJA

Uspesnost zdravljenja spremljamo s celotno krvno sliko,
standardizirano kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo
v realnem Casu (kvantitativni PCR) in/ali s citogenetsko pre-
iskavo ter preiskavo FISH. Odgovor na zdravljenje ocenimo
ob treh, Sestih in dvanajstin mesecih od zagetka zdravljenja
s TKI (preglednica 3). Odgovor na zdravljenje ocenjujemo
na treh ravneh: na nivoju Se prisotnih klini¢nih znakov bo-
lezni (t.i. hematoloski odgovor), na nivoju Se prisotnih ma-
lignih celic s kromosomom Ph (celic Ph+) (t.i. citogenetski
odgovor) ter na nivoju (Se) prisotnega izrazanja zlitega gena
BCR-ABLT1 (t.i. molekularni odgovor). Zdravljenje je uspe-
Sno, kadar ni vec¢ klini¢nih znakov in sprememb v krvni sliki,
kar se opredeli kot popolni hematoloski odgovor, PHO), ko
s citogenetsko preiskavo ne ugotovimo vec celic Ph+ v

kostnem mozgu (popolni citogenetski odgovor) in ko se
Stevilo kopij gena BCR-ABL1 zmanjsa za ve¢ kot 1000-
krat od zaCetne standardne vrednosti, kar opredelimo kot
glavni molekularni odgovor (glavni MolO). Nato ucinek
zdravljenja s TKI spremljamo s standardiziranim kvantita-
tivnim PCR na tri mesece iz vzorca periferne krvi vse do
dosezenega stabilnega glavnega MolO, nato na tri do Sest
mesecev. Ob kontrolah rutinsko opravimo tudi pregled
krvne slike in drugih biokemicnih parametrov za oceno de-
lovanja ledvic, jeter in statusa zeleza v telesu. V primeru re-
zistence na zdravljenje s TKI, poslabsanja (nepojasnena
anemija, levkopenija in trombocitopenija) oz. napredovanja
bolezni opravimo Se dodatne preiskave, ki pripomorejo k
razjasnitvi vzrokov takSnega stanja bolezni. Te preiskave so
citogenetska preiskava vzorca kostnega mozga, kjer ugo-
tavljamo, ali so v celicah s kromosomom Ph (Ph+) ali v ce-
licah brez kromosoma Ph (Ph-) prisotne Se druge
kromosomske spremembe, ugotavljanje pridobljenih mu-
tacij v genu BCR-ABL1, ki lahko vplivajo na ucinek zdra-
vlienja s TKI, in citoloski in histoloSki pregled kostnega
mozga [16].
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KRONICNA MIELOICNA LEVKEMIJA

NajpomembnejSa in najobcutljivejSa preiskava za sprem-
lianje uspesnosti zdravljenja KML je standardizirani kvanti-
tativni PCR, s katerim doloCimo raven izrazanja gena
BCR-ABL1 v levkocitih periferne krvi. Raven izrazanja gena
BCR-ABL 1 predstavlja razmerje med Stevilom kopij prepisa
BCR-ABL1 in Stevilom kopij prepisa ABL1, doloCenih s
kvantitativnim PCR. Razmerje izrazimo kot delez, odstotek
(%) na mednarodnem desetiSkem logaritemskem merilu
(International Scale, IS), kjer 10 %, 1 %, 0,1 %, 0,01 %,
0,0032 % in 0,001 % ustreza zmanjSanjuza 1, 2, 3, 4, 4.5
in 5 logaritmov pod zacetno standardno vrednostjo, ki so
jo dologili v raziskavi IRIS [30, 31]. V tej raziskavi je bila za-
Cetna standardna vrednost (100 %) doloCena kot mediana
vrednosti razmerja BCR-ABL1 in referencnega gena BCR
30 nezdravljenih bolnikov v kroni¢nem obdobju bolezni.
Pomembna ugotovitev te raziskave je, da velika vecina bol-
nikov s KML, zdravljenih z imatinibom, doseze popolni ci-
togenetski odgovor in da imajo bolniki, ki dosezejo glavni
MolO po 18 mesecih zdravljenja z imatinibom, zelo veliko
verjetnost, da bolezen v 5 letih ne bo napredovala [32, 33].
Glavni MolO (0,1 %, angl. Major Molecular Response,
MMR) je v raziskavi ustrezal zmanjSanju za 3 desetiSke lo-
garitme od zaCetne standardne vrednosti (100 %). Ti vred-
nosti sta tudi osnova za mednarodno desetiSko
logaritemsko merilo [31]. Pravimo, da ima laboratorij stan-
dardiziran kvantitativni PCR v realnem ¢asu za doloCanje
izrazanja ravni gena BCR-ABL1, e lahko predstavi rezul-
tate na mednarodnem merilu.

Pri novejsih zdravilih, kot sta nilotinib in dasatinib, je delez
bolnikov, ki doseze glavni MolO v krajSem Casu vedji. Tudi
delez bolnikov z globljim MolO odgovorom kot je glavni
MolO, npr. zmanjSanje Stevila levkemi¢nih celic za 4 (MolO
4.0) ali 4.5 logaritma (MolO 4.5), je vecji. Molekularni od-
govor 4.5 je ze tista stopnja, pri kateri je v laboratoriju tezko
izmeriti prepis BCR-ABL1 s kvantitativnim PCR oziroma iz-
racunati, kaksna je obcutljivost kvantitativnega PCR, s ka-
tero bi lahko zanesljivo dolodili to stopnjo odgovora [16].

Preiskavo kvantitativni PCR opravimo ¢imprej, takrat ko za-
znamo pomemben porast ravni izrazanja BCR-ABL1 (npr.
porast ravni za 0,5 do 1,0 logaritem; > 5 X). Porast ne po-
meni nujno neuspeha zdravlienja, ampak je razlog potrebno
raziskati. Mozni vzroki so prekinitev ali opustitev jemanja
zdravila ali odpornost proti zdravijenju. Ceprav je vzrokov
za pojav odpornosti proti zdravijenju s TKI vec, sta klonska
evolucija in pojav tockovnih mutacij v kinazni domeni belja-
kovine BCR-ABL1 najpomembnejSa dejavnika, ki sta med-
sebojno povezana [16, 34]. Drugi vzroki so vpliv na

farmakokinetiko zdravila in aktivacija alternativnih signalnih
poti, ki vodijo do rasti celic neodvisno od BCR-ABL1 [34].

4.4.1 Pojav drugih kromosomskih sprememb pri
kroni¢ni mieloi¢ni levkemiji

Druge kromosomske spremembe v celicah Ph+ ali Ph-
lahko ugotovimo ob pojavu bolezni, praviloma pa ko bole-
zen napreduje. Pri 80 % bolnikov v blastni krizi ugotovimo
dodatne kromosomske spremembe. Fenomen je poznan
in opisan kot klonska evolucija. Dodatne kromosomske
spremembe, kot so trisomija kromosoma 8, trisomija kro-
mosoma Ph [+der(22)t(9;22)(g34;911)], izokromosom 17
(i((17)(g10)), trisomija 19 in ider(22)(q10)t(9;22)(q34;911)
znotraj klona celic Ph+ vplivajo na potek bolezni, potek bo-
lezni je manj ugoden. Klonalne kromosomske spremembe
v celicah Ph- kosthega mozga se lahko pojavijo v 5 do 10
% bolnikov. NajpomembnejSe so spremembe kromosoma
7 (monosomija 7 ali delecija dela kromosoma 7 (del(7q)),
ker nakazujejo na tveganje za mielodisplazijo in akutno lev-
kemijo, kar je lahko razlog za odlocCitev za dolgoro¢no
spremljanje zdravljenja bolnika z biopsijo kosthega mozga.
Preiskavo FISH vecinoma uporabljamo za potrditev popol-
nega citogenetskega odgovora, Kjer je rezultat negativen,
ali za opredelitev ali potrditev dodatne kromosomske spre-
membe v Ph+ ali v Ph-negativnih celicah [16].

4.4.2 Pojav mutacij v genu BCR-ABL1 pri
kroni¢ni mieloi¢ni levkemiji

Eden izmed vzrokov za pojav odpornosti proti zdravljenju
s TKI je pojav tockovnih mutacij v genu BCR-ABL1. Klini-
¢no pomembne mutacije dolo¢imo s klasi¢nim sekvenci-
ranjem, doloditvijo nukleotidnega zaporedja odseka DNA
v BCR-ABL1, ki kodira kinazno domeno beljakovine BCR-
ABL1 [15, 16]. Med njimi so nekatere, ki mocno vplivajo na
odzivnost na zdravljenje s TKI. Taksna mutacija je tudi za-
menjava treonina za izolevcin na mestu 315 (T315l) ami-
nokislinskega zaporedja beljakovine BCR-ABL1, Kki
povzroCi pojav klona, ki je odporen proti imatinibu, niloti-
nibu in dasatinibu. Za nilotinib in dasatinib je manj odpornih
mutacij kot za imatinib in se med seboj ne pokrivajo, razen
mutacije T315I [15, 16, 35].

4.5 PRENEHANJE ZDRAVLJENJA IN
NOSECNOST

Velja priporocilo, da bolniki s KML, ki imajo optimalen od-
govor na zdravljenje s TKI, neomejeno dolgo nadaljujejo
zdravljienje v standardnem odmerku zdravila. Ze nekaj let
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potekajo kontrolirani poskusi prenehanja zdravljenja pri bol-
nikih, ki so vzdrzevali dlje Casa globok molekularni odgovor
MolO 4.5 in ve€. V Evropi je najbolj znana Studija STIM
(stop imatinib). 40 % bolnikov je kljub prenehanju jemanja
zdravila obdrzalo globok molekularni odgovor 1-4 leta. Pri
drugih pa so s ponovnim zdravljenjem hitro zopet dosedli
zeleni odgovor. Vendar pa so podatki Se preskopi za pri-
porocila o prenehanju jemanja TKI. Druga moznost je in-
termitentno zdravljenje z imatinibom. V redkih primerih pri
posameznih bolnikih lahko izven Studije prenehamo zdra-
vljenje s TKI, ¢e imamo kvalitetno, mesecno laboratorijsko
spremljanje bolnika. To je Se posebej pomembno za ob-
dobje nosec¢nosti, saj je zdravljenje s TKI kontraindicirano
ob spodetju zarodka in v nosecnosti [13, 16].

NEZELENI UCINKI PRI
ZDRAVLJENJU KRONICNE
MIELOICNE LEVKEMIJE Z
ZAVIRALCI TIROZIN-KINAZE
TER UKREPANJE IN VLOGA
FARMACEVTA

Pri zdravljenju s TKI se lahko pojavijo hematolo$ki in nehe-
matolo$ki neZeleni uginki (NZU) (preglednica 4). Slednji so
pogostejSi in so obi¢ajno posledica zavore kostnega
mozga.

Najbolj izrazen hematoloski NZU je nevtropeniia, torej sta-
nje z znizanim Stevilom nevtrofilnih granulocitov v krvi. Red-
keje se pojavita tudi trombocitopenija (zmanjSanje
trombocitov) in anemija (zmanjSanje eritrocitov) v krvi. Ker
S0 nevtrofilni granulociti odgovorni predvsem za fagocitozo
tujkov in/ali bakterij, je pri tem NZU pove&ana nevarnost
okuZb. Zato je prvi ukrep usmerjen v preprecevanje 0zi-
roma izogibanje okuzbam oziroma temu, da povecamo
odpornost (vitaminski pripravki, ustrezna prehrana z dovolj
sadja in zelenjave, gibanje). Nevtropenijo skusamo odpra-
viti z dodajanjem rastnih dejavnikov, ki pospesijo razvoj
novih nevtrofilcev v kostnem mozgu in omogocijo, da se

Preglednica 4: NeZeleni ucinki zdravljenja z zaviralci tirotin-kinaze (TK) [36].
Table 4: Adverse events associated with inhibitor of tyrosine kinase (TKI) [36].

Imatinib Nilotinib Dasatinib
400 mg 2 x 400mg 2x70mg
Hematoloski
e Nevtropenija
(stopnje 3 ali 4); NG <1 x 10%L 14-35% 28-37% 46-80%
e Trombocitopenija
(stopnje 3 ali 4); Tr <50 x1 0%L 8-20% 28-37% 41-81%
* Anemija
(stopnje 3 ali 4) 3-7% 8-23% 18-75%
Nehematoloski
e Slabost e ZveCana lipaza e Zastoj tekocCine
¢ Driske e Zvisan krvni sladkor (plevralni, perikardialni
e Zastoj tekogine e Zvedan bilirubin izliv, edemi, ascites)
(plevralni, e Zvetane transaminaze | ® Dusenje
perikardialni izliv, ° [zpustaj e Driske
edemi, ascites) * Srbenje koze e Glavobol
¢ Prebavne tezave e Slabost e Utrujenost
e Misicni krci e Glavobol ® [zpuscaj
® |zpus&aji e Bruhanje

NG-nevtrofilni granulociti, Tr-trombociti.
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njihovo Stevilo v krvi spet normalizira. Dodajamo granulo-
citne rastne dejavnike, za zdravljenje anemij pa epoetine
vkombinacijis pripravki zeleza [36].

Nehematoloski NZU pri zdraviienju s TKI so redkejsi in zelo
razlicni.

Slabost je pogost nehematoloski NZU in se lahko pojavi
pri 50 % bolnikov, zdravijenih z imatinibom. Slabosti lahko
mocno zmanjS$ajo sodelovanje bolnikov pri zdravljenju, ne-
kateri celo prenehajo s terapijo, zato je smiselno ucinkovito
ukrepanije proti slabosti. Slabost je manjsa, ¢e bolniki ima-
tinib jemljejo s hrano in tekocino, kar pa ni priporocljivo pri
terapiji z nilotinilbom, saj ga je potrebno jemati na prazen
zelodec. Za preprecevanie slabosti obi¢ajno dodatno pred-
piSemo antiemetike.

ZadrZevanje vode je NZU, ki je bolj izraZen pri zdravijenju z
imatinibom kot nilotinibom. Pojavijo se relativno blagi simp-
tomi, kot npr. otekline vek in gleznjev, vendar so ascites,
peritonealni in perikardialni izlivi lahko resni NZU pri terapiji
z dasatinibom in ju zdravimo z diuretiki, v€asih pa je potre-
bno prekiniti terapijo z dasatinibom.

Sréno popuscanje pri zdravljenju z imatinibom ni ni¢ po-
gostejSe kot v ostali populaciji, vendar je na to potrebno
bolnika opozoriti. Previdnost pa je potrebna pri terapiji z
dasatinibom, ker je lahko povezan s podaljSanjem vala QT
pri preiskavi EKG. Priporodljivo je, da pred uvedbo terapije
preverimo EKG, nivo kalija in magnezija ter se izogibamo
zdravilom, ki prav tako podaljSujejo val QT.

Okuzba z varicelo zoster je redka in se uspesno pozdravi z
virustatiki (npr. aciklovir), potrebno pa je spremljanje zaradi
nevarnosti ponovitve.

Drugi NZU, ki se lahko pojavijjo pri terapiji s TKI, so driske,

imatinibu). Farmacevt lahko pomaga pri laj§anju teh NZU
z zdravili ali zdravilnimi uCinkovinami oziroma prehranskimi
dopolnili.

SKLEP

Z razvojem tarCnih zdravil, zaviralcev tirozin-kinaze, se je
strategija zdravljenja KML povsem spremenila, s tem pa
tudi kakovost Zivljenja in prezivetje bolnikov. Odgovor na
zdravljenje nastopi hitro in v vecini primerov tudi traja. Bol-
niki s KML z leti razvijejo stabilne molekularne odgovore, ki
jin spremljamo z visoko obcutljivim naginom, standardizi-
ranim kvantitativnim PCR. Manjsi del bolnikov s KML je
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neodzivnih na zdravljenje s TKI ali pa bolezen napreduje
kljub zdravljenju s TKI. Na razpolaga so Se presaditev
krvotvornin matic¢nih celic, ¢e je bolnik v kondiciji oziroma
primerne starosti, in druge oblike raziskovalnega zdravijenja
v $tudijah [11]. Resni NZU zdravlienja s TKI so redki, vendar
je pomembno, da jih prepoznamo in ustrezno ukrepamo.
Drugi NZU, ki se lahko pojavijo pri terapiji s TKI, so driske,
prebavne motnje, izpusc€aji, glavoboli in misicni kréi (pri
imatinibu). Farmacevt lahko pomaga pri lajganju teh NZU
z zdravili ali zdravilnimi u€inkovinami oziroma prehranskimi
dopolnili.
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uvoD

Kroni¢na limfati¢na levkemija (KLL) je bolezen, pri kateri se
v venski krvi, kostnem mozgu, limfaticnem tkivu in vranici
kopicijo majhni, nefunkcionalni limfociti B, ki morfoloSko iz-
gledajo zreli (1, 2). Gre za najpogostejSo levkemijo odraslih
zahodnega sveta, ki pa navkljub napredku v razumevanju
njenega nastanka in razvoju novih zdravil $e vedno ostaja
za vecino bolnikov neozdravljiva.

POVZETEK

Kroni¢na limfati¢na levkemija (KLL) je najpogostejsa
levkemija pri odraslih, ki jo enostavno prepoznamo
zaradi limfocitoze v krvni sliki. Za potrditev diagnoze,
predvsem pa oceno prognoze potrebujemo zahte-
vne preiskave od preto¢ne citometrije do citogene-
tike, ki jih izvajajo strokovnjaki v specializiranih
laboratorijih. Izsledki teh preiskav so pomembni, ko
skupaj z bolnikom izberemo, zdravnik in farmacevt
pa vodita, predvsem najbolj zahtevne nacine zdra-
vijenja. Vecino bolnikov, ki so povpre¢no starejSi od
70 let in imajo ve¢ kroni¢nih bolezni, zdravimo manj
intenzivno, skrbno pa moramo upoStevati medse-
bojne vplive novo predpisanih zdravil za zdravljenje
KLL z zdravili, ki jih bolnik ze prejema, da zagoto-
vimo uspesno zdravlienje s ¢im manj nezelenimi po-
javi.

ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most
common hematologic malignancy in adults. Ab-
solute lymphocytosis is indicative for diagnosis of
CLL which should be further confirmed by sophisti-
cated diagnostic procedures which are performed
by experts in specialized laboratories. Confirmation
of diagnosis and determination of important prog-
nostic markers is based on findings obtained by flow
cytometry and cytogenetics. These findings are of
utmost importance when the most demanding treat-
ment is needed. It is chosen in strong collaboration
with patient and latter controlled by physician and
pharmacist. In majority of cases which are older than
70 years in average and have different comorbidi-
ties, treatment is however, less aggressive. Interfer-
ences between drugs intended for CLL treatment
with other already prescribed drugs should be taken
into account to diminish side effects.

Pojavnost bolezni, ki jo ocenjujejo na 3-5 na 100 000 pre-
bivalcev letno, je odvisna od starosti in spola. Pri moskih
je 2-krat pogostejSa kot pri zenskah. Ker je vecina obolelih
odkrita naklju¢no, je pojavnost na sploSno podcenjena.
Nanjo mo¢no vpliva tudi geografski dejavnik, saj je bolezen
npr. znatno redkejSa v Aziji (3).
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KLL se pojavlja v druzinah. Sorodniki bolnikov s KLL v
prvem kolenu imajo trikrat vecjo verjetnost kot splosna po-
pulacija, da bodo zboleli za KLL. Med sorodniki bolnikov
je pogostejsa tudi monoklonska B-celicna limfocitoza
(MBL). Gre za stanje, ko pri osebi najdemo v krvi manjsi
klon limfocitov B z imunofenotipskimi znacilnostmi celic B,
kot pri KLL. MBL je predmet poglobljenih raziskav, ker
njena vloga pri razvoju KLL ni jasna, z uporabo vse bolj ob-
Cutljivin diagnosti¢nih postopkov pa jo sreCujemo vedno
pogosteje (3).

Vzrokov za nastanek KLL ne poznamo. Raziskave so iz-
kljuCile povezavo z izpostavljenostjo sevanjem, virusnim
okuzbam in razlicnim kemikalijam. Izjema so nekateri her-
bicidi, ki so povzrodili bolezen pri kmetijskih delavcih v ZDA
(8, 4). Zanesljivo pa vemo, da za¢ne pojavnost KLL po pet-
desetem letu starosti strmo naracati (5). Razlogov za to
je ve€. ZmanjSuje se tvorba limfocitov B, medtem ko se
napake signalizacije B-celi¢nega receptorjia mnozijo. Splo-
8no pa ima na nastanek raka vpliv kopicenje reaktivnih ki-
sikovih spojin, ki povzroCajo genomsko nestabilnost,
zmanjSanje T-celi¢ne imunosti in posledicno neucinkovito
izloCanje malignih celic B, ter krajSanje telomer (6, 7). Pov-
precna starost ob odkritju je pri moskih 70 let, pri zenskah
74 let, medtem ko je povprecna starost ob smrti pri moskih
74 let, pri zenskah pa 81 let (3).

ALI STE VEDELI?

e | evkemija je skupni izraz za maligne novotvorbe he-
matopoetskega tkiva, pri katerih najdemo levkemi-
¢ne celice v krvi. Limfomi pa so skupina malignih
novotvorb limfocitov B ali T. Glede na vrsto celic je
torej KLL maligni limfom, ker pa se limfomske celice
izplavljgjo v kri, govorimo o levkemiji.

e KLL je najpogostejsa levkemija odraslih zahodnega
sveta. Najvedji dejavnik tveganja za KLL je poleg sta-
rosti Se spol. Vzroka, zakaj je KLL pogostejsa pri mo-
Skih kot pri zenskah, ne poznamo.

KLL so dolgo razumeli kot homogeno bolezen, v zadnjem
obdobju pa so raziskave pokazale, da gre za morfolosko,
imunoloSko in genetsko heterogeno bolezen, kar se odraza
tako na njenem poteku kot pri odzivu na zdraviienje (8). Kli-
ni¢no je lahko KLL dolgo stabilna s pri¢akovano Zivlienjsko
dobo, ki je skoraj primerljiva z normalno, do hitro napredu-
joCe, ki vodi v zgodnjo smrt (3). Tretjina bolnikov prezivi dlie
od 20 let in sploh ne potrebuje zdravlienja. Pri 3-10% bol-
nikov bolezen hitro napreduje (Richterjev sindrom), lahko

pa preide v prolimfocitno levkemijo. Bolezen lahko sprem-
liajo zapleti, kot so avtoimunska hemoliticna anemija, av-
toimunska trombocitopenija in okuzbe.

ZNACILNOSTI BOLEZNI

Klon limfocitov B se pri KLL razras¢a, tako da pogosto
predstavljgjo tudi do 99% vseh mononuklearnih celic v
venski krvi. S tem povzrocijo zmanj$anje Stevila normalnih
celic imunskega odziva in so neposreden vzrok imunske
pomanijkljivosti pri bolnikih s KLL. V nasprotju z vecino ma-
lignih celic, se pri KLL deli le 2-5% limfocitov B, medtem
ko vecina celic miruje v G, fazi celiCnega cikla. Vendar pa
imajo te celice znatno daljSo Zivljenjsko dobo (nekaj mese-
cev) v primerjavi z normalnimi limfociti B (nekaj dni). Delno
gre to pripisati rastnim dejavnikom mikrookolja, v vecji meri
pa zmanjSani hitrosti apoptoze, ki jo povzroci tako zmanj-
Sana aktivnost pro-apoptoti¢nih kot povecana aktivnost
anti-apoptoti¢nih dejavnikov. Spremenjeno ravnovesje pro-
in anti-apoptoti¢nih dejavnikov, ki je zdaj tudi osrednja tema
raziskav novih terapevtskih ucinkovin, je posledica nenor-
malnih genov in proteinov (9).

Doslej niso dolocili e nobene genetske preureditve, ki bi
bila neposredno odgovorna za nastanek KLL, paC pa so
zanjo znacilne Stevilne razli¢ne preureditve. Intersticijska
delecija na dolgem kraku kromosoma 13 (40-60% bolni-
kov) ima za posledico izgubo podrocja, ki ne kodira zapisa
za protein, pa¢ pa za nekatere mikroRNA (miR-15a, miR-
16-1), ki preko zaviranja tarénih genov delujejo kot genski
regulatorji. Poveca se izrazanje genov za proteina Bcl2 in
TCLA1. Prvi kot zaviralec apoptoze, drugi pa preko aktivacije
proteina NFKB in inaktivacije proteina BAD, sta moc¢na de-
javnika podaljSanega prezivetja (10). Mehanizem patoge-
neze pri drugih pogostejsih kromosomskih spremembah
je soroden, njihova sti¢na tocka pa protein p53. Delecija
na kromosomu 17 (okrog 10% nezdravljenih bolnikov) vodi
Vv izgubo tumor supresorja TP53, posledic¢no pa proteina
P53, ki je glavni mediator apoptoze pri okvari DNA, in klju-
¢ni dejavnik zagotavljanja genomske stabilnosti. Gen ATM
na kromosomu 11 (11922) nosi zapis za kinazo, ki fosfori-
lira p53, njegova izguba (10% bolnikov) pa tako vnovi¢
zmanjSa apoptozo. Pri trisomiji kromosoma 12 (10-20%
bolnikov) je kljucna podvojitev gena MDM?2, ki pospeSuje
razgradnjo p53 v proteasomih, s ¢imer negativno uravnava
njegovo aktivnost (9).
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Pri vecini bolnikov s KLL so dokazali spremenjeno aktivnost
signalizacijskih proteinov. Medtem ko je zve€ana aktivnost
anti-apoptoticne PI3K (fosfoinotid 3-kinaza), je domala ne-
funkcionalna pro-apoptoti¢na protein kinaza R. Z recep-
torjem povezana tirozin kinaza ZAP-70, ki se praviloma
izraza na limfocitih B le pri KLL, podaljSa njihovo prezivetje
tako, da okrepi signalizacijo preko povrsinskih IgM (9, 11).

NAPOVEDNI DEJAVNIKI PRI
KLL

Dolocitev ustreznih napovednih dejavnikov ni pomembna
le za oceno napredovanja bolezni, pa¢ pa je klju¢na za iz-
biro ustreznega zdravljenja glede na tveganje posamez-
nega bolnika in bioloSko ozadje njegove bolezni. Eden od
glavnih izzivov pri KLL je dolocitev optimalnega ¢asa in na-
¢ina prvega zdravljenja. Zato je opredelitev nekaterih na-
povednih dejavnikov pomembna ob postavitvi diagnoze,
drugih pa pred zaCetkom dolocenega zdravljenja.

Potek bolezni se pri bolnikih znotraj posamezne skupine
klinicno razvojne stopnje Rai-jeve ali Binet-ove razvrstitve,
temeljeCe na povecanih obodnih bezgavkah, vranici in je-
trin ter prisotnosti anemije ali trombocitopenije, lahko
znatno razlikuje (12). Ti dve lestvici ob prvem pregledu bol-
nika le orientacijsko napovedujeta potek bolezni, za natan-
¢nejSo oceno poteka, predvsem pa izbire zdravljenja, so
se v zadnjem desetletju uveljavili Stevilni napovedni dejav-
niki temeljeci na genetskih, fenotipskih in molekularnih zna-
Cilnostih levkemicnega klona (13).

Podvojitveni ¢as limfocitov je preprost parameter, ki dobro
odraza kinetiko napredovanja bolezni. Krajsi od enega leta
oznacuje hitrejSi potek bolezni in krajSe prezivetje (14). Se-
rumska timidin kinaza, 32-mikroglobulin, in topni CD23 so
prav tako povezani s tumorskim bremenom in prezivetjiem.
Med celi¢nimi oznagevalci sta napovedno pomembna pri-
sotnost CD38 in ZAP-70. Napovedni dejavnik, v katerega
je bilo usmerjeno zelo veliko raziskav, je mutacijski status
gena za tezko verigo imunoglobulinov IgV,,. IzraZanje ZAP-
70 je povezano z nemutiranim statusom IgV,, pa tudi s pre-
ureditvami gena TP53. Vsak od teh kazalcev napoveduje
neugoden potek bolezni, njihova uporaba pa je Se vedno
bolj raziskovalna kot rutinska (12).

Zanesljivo najvecjo tezo in najsirSo rutinsko uporabo imajo
citogenetske preureditve. Napovedno najugodnejSa je
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osamljena najdba del(13), pri kateri je celokupno prezivetje
133 mesecev, medtem ko je pri bolnikih z normalnim ka-
riotipom 111 mesecev. Napovedno vmesna je tako kot nor-
malni kariotip trisomija kromosoma 12 (114 mesecev),
medtem ko sta drugi dve preureditvi, ki ju rutinsko tudi v
Sloveniji dolo¢amo pri vseh bolnikih s KLL, napovedno neu-
godni. Pri izgubi gena ATM (del(11q)) je srednje prezivetje
79 mesecey, pri izgubi gena TP53 (del(17p)) pa le 32 me-
secev (1). Delecija gena ATM je znacilna za t.i. atipi¢no KLL
in za bolnike z izrazito limfadenopatijo. Navadno se odzivajo
na zdravljenje, vendar se bolezen praviloma hitro ponovi.
Bolniki z del(17p) imajo vedno hiter potek bolezni in so
neodzivni na zdravljenje s fludarabinom. Dolocitev del(17p)
pred zdravljenjem je zato kljuCna zaradi specificnega zdra-
vlienja z nekaterimi monoklonskimi protitelesi (13).

V zadnjem obdobju so raziskave z uporabo sekveniranja
naslednje generacije prinesle novo znanje o genetski kom-
pleksnosti in heterogenosti KLL. Izpostaviti gre napovedno
zelo neugodne mutacije gena TP53 brez istoCasne izgube
homolognega alela (okrog 5% bolnikov) (15). Kot ponavija-
joCe so se pokazale mutacije, ki vplivajo na aktivacijo si-
gnalizacije preko NOTCH in napake izrezovalno-
povezovalnega kompleksa (spliceosome) (16). Pri bolnikin
s KLL je spremenijen tudi vzorec metilacije DNA, ki je pra-
viloma hipometilirana. Gre torej za mozne nove napovedne
dejavnike oziroma potencialne tarée zdravljenja katerih na-
povedni pomen bo potrebno Se potrditi.

UGOTAVLJANJE BOLEZNI

Prvi pogoj za postavitev diagnoze pri KLL je Stevilna kon-
centracija limfocitov B v venski krvi vecja od 5 x 10%L. Prav
zato je KLL edina podvrsta ne-Hodgkinovega limfoma, pri
kateri je venska kri ustrezen vzorec za vse preiskave, ki jih
opravimo ob postavitvi diagnoze in histopatoloski pregled
ni nujen (17). Zdravnik se lahko odloci za punkcijo kostnega
mozga, da oceni stopnjo infiltracije z limfomskimi celicami.
V tem primeru diagnosti¢ne preiskave opravimo tudi na
vzorcu kosthega mozga.

Krvna slika je preiskava, ki navadno pripelie bolnika v
obravnavo k hematologu. Ob postavitvi diagnoze je Stevilo
limfocitov vedje od 10 x 10%L, pogosto presega tudi 100
x 10%L. V diferencialni krvni sliki najdemo morfolosko »nor-
malne« zrele limfocite, ki pa so mehansko obcutljivi, zato
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pri pripravi krvnega razmaza razpadejo v t.i. Gumprechtove
sence. Zaradi infiltracije kostnega mozga z limfociti B imajo
bolniki ob odkritju bolezni lahko anemijo, ob napredovanju
bolezni pa tudi trombocitopenijo. Imunska trombocitope-
nija se lahko razvije kadarkoli med potekom bolezni.

Ker je dolocitev Stevilcne koncentracije limfocitov B klju¢na
za postavitev diagnoze, je preto¢na citometrija izhodis¢na
diagnosti¢na preiskava. Pri KLL imajo limfociti B znacilen
imunofenotip, po katerem se razlikujejo od drugih limfomov
B, in sicer CD5+/CD19+/CD20,, /CD23+/FMC7- (3). Di-
ferencialno diagnosti¢no imunofenotipizacija lo¢i KLL od
limfoma plas¢nih celic ali splenicnega marginalno-celi-
&nega limfoma. Ce pri preiskovancu najdemo klon limfoci-
tov B z znadilnim imunofenotipom za KLL, njihova
koncentracija pa je manj$a od 5 x 10%L, govorimo o MBL.
S preto¢no citometrijo doloCamo tudi izrazanje proteina
ZAP-70, ki je tehni¢no zahtevno in zato zaenkrat tudi Se ni
standardizirano (8).

Prisotnost citogenetskin preureditev je ena od znacilinosti
KLL, vrsta in Stevilo teh preureditev pa je neodvisni napo-
vedni dejavnik poteka bolezni (1). Ceprav so apoptotiéne
poti pri KLL nenormalne, pa niso okvarjene, zato limfociti
B pri KLL zelo hitro odmrejo, Ce jih gojimo in vitro (9). Ta
njihova lastnost, po kateri se znatno razlikujejo od vecine
malignih celic, otezuje standardno citogenetsko preiskavo,
ki temelji na analizi metafaznih krommosomov delece se ce-
lice. Odkritje, da dodatek CpG-oligodeoksinukleotida in ci-
tokina IL-2 stimulira limfocite B k delitvi in vitro, je botroval
temu, da se je delez bolnikov, kjer najdemo kromosomske

Slika 1: Pojavnost napovedno pomembnih kromosomskih
preureditev pri slovenskih bolnikih s KLL (N=444).

Figure 1: Frequency of recurrent chromosomal aberrations in
Slovenian CLL patients (N=444).

preureditve s proganjem kromosomoyv, priblizal tistemu,
kjer jih odkrijemo z molekularno citogenetsko preiskavo
fluorescencno in situ hibridizacijo FISH (18). Z uporabo pa-
nelov ustrezninh DNA-sond, s katerimi dolo¢amo prisotnost
delecij na dolgem kraku kromosomov 11 ter 13 ter na krat-
kem kraku kromosoma 17, ter trisomije 12 (del(11q),
del(13q), del(17p), +12) odkrijemo kromosomske spre-
membe pri ve¢ kot 80 % bolnikov (19). Slika 1 prikazuje
pogostnost teh preureditev pri slovenskih bolnikih s KLL,
ki je zelo primerljiva z objavami v literaturi.

ALI STE VEDELI?

¢ PoviSana telesna temperatura, nocno potenje in ne-
namerna izguba telesne teze so sicer nespecificni
znaki, so pa zelo znacilni za bolnike z limfomi, in jih
imenujemo simptomi B. Vecina bolnikov s KLL jih
spocCetka sicer nima, zato jo pogosto odkrijemo na-
kljucno. SCasoma pa se poleg teh lahko pojavijo Se
neboleCe poveCane bezgavke, utrujenost, izguba
apetita ter pogostejSe okuzbe.

e \/eCina bolnikov ob postavitvi diagnoze KLL zdravije-
nja ne potrebuje, 60 % bolnikov pa ga tudi nikoli ne
bo.

ZDRAVLJENJE

Zelo veliko bolnikov ima ob ugotovitvi KLL malo razsirieno
bolezen in nima tezav. Teh bolnikov ne zdravimo, ampak jih
skrbno spremljamo v hematoloski ambulanti in pri izbranem
druzinskem zdravniku (20). V primeru napredovanja bolezni
in pojava tezav napravimo dodatne citogenetske preiskave
Za 0ceno prognoze in izbire najustreznejSega zdravijenja. Iz-
bira zdravljenja je odvisna od starosti bolnika, njegove fizicne
zmogljivosti, stopnje razSirjenosti bolezni, pridruzenih kroni-
¢nih bolezni ter opredelitve citogenetskih nepravilnosti.

Bolnikom mlajS§im od 60 let brez pridruzenih bolezni in z
neugodnimi  citogenetskimi  nepravilnostmi  (del(17p),
del(11q)), ki napoveduijejo hiter potek bolezni, predlagamo
program za moznost ozdravitve s kombinacijo intenzivnega
zdravljenja s citostatiki in monoklonskim protitelesom ter
alogensko presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic (APKMC),
ki je edini mozen nacin ozdravitve bolezni (20, 21, 22).
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KRONICNA LIMFATICNA LEVKEMIJA

Citogenetsko ugodne bolnike intenzivno zdravimo s kom-
binacijo zdravil R-FC (rituksimab, fludarabin, ciklofosfamid),
citogenetsko neugodne pa z visokimi odmerki glukokorti-
kidov in alemtuzumabom ali ofatumumabom s ciliem do-
seCi popolno remisijo bolezni pred APKMC.

StarejSe bolnike, ki niso kandidati za intenzivno zdravljenje
iz veC razlogov, pa zdravimo s kombinacijami rituksimab-
klorambucil, rituksimab-fludarabin ali rituksimab-bendamu-
stin. Cilj zdravlienja je zmanjSati tumorsko maso in odpraviti
tezave. Najpogostejsi nacini zdravljenja so navedeni v Pre-
glednici 1.

6.1 ALKILIRAJOCI CITOSTATIKI

Eno prvih zdravil, ki se je zaCelo uporabljati za zdravljenje
KLL, je klorambucil. Se vedno se vecinoma uporabla le
za zdravljenje starejsih bolnikov s pridruzenimi kroni¢nimi
boleznimi. Ucinkovitost zdravljenja pove¢amo z dodatkom
rituksimaba. Pri bolnikih s hudimi anemijami in/ali trombo-
citopenijami zdravljenju s klorambucilom dodamo Se me-
tilprednizolon (20, 21, 24).

Citotoksi¢no delovanje zdravila ciklofosfamid temelji na
delovanju njegovih alkilirajoCih presnovkov na DNA. Zdra-
vilo ima tudi mo¢no imunosupresivno delovanje.

Bendamustin je alkilirajoCi citostatik, ki se uporablja pri
bolnikih, kjer fludarabin ni u¢inkovit. Neposredno pred ben-
damustinom je zaradi preobcZutljivostnih reakcij potrebno
dati premedikacijo z analgetikom/antipiretikom, glukokor-
tikosteroidom in antihistaminikom. Ciklofosfamid je visoko
do srednje, bendamustin pa srednje emetogen citostatik,
zato se ob njuni uporabi priporo¢a uporaba antiemetika
(23, 24).

6.2 NUKLEOTIDNI ANALOGIH

Pri zdravljenju KLL se iz te skupine vec¢inoma uporablja le
fludarabin, ki je analog adenozina in deluje tako, da zavira
sintezo DNA preko zaviranja encima RNA-polimeraza Il na
zmanjsano sintezo beljakovin. (23, 24).

6.3 GLUKOKORTIKOSTEROIDI

Zdravilo metilprednizolon se lahko uporablja kot samo-
stojno zdravilo v velikin odmerkih pri zdravljenju odporne
oblike KLL ali v nizkih odmerkih v kombinaciji z nekaterimi
citostatiki (20, 22).

6.4. MONOKLONSKA PROTITELESA

Zdravilo alemtuzumab je humanizirano monoklonsko pro-
titelo, ki se veze na antigen CD52, ki je izrazen predvsem
na povrSini normalnih in malignih limfocitov B in T v krvi in
povzroCi lizo teh celic. Z njim zdravimo bolnike, kjer zdra-
vljenje s fludarabinom ni u€inkovito ter bolnike z del(17p),
katerih prezivetje je najkrajSe. Zdravljenje z alemtuzuma-
bom zaradi hudih neZelenih pojavov in pogostih okuzb po-
trebuje skrben nadzor in dodatno preventivno dajanje
protimikrobnih zdravil (23, 24).

Rituksimab je himerno misje/humano monoklonsko pro-
titelo, ki se specificno veze na transmembranski antigen
CD20, ki se nahaja tako na nekaterih obi¢ajnih limfocitih,
kot na malignih celicah B. Vezava rituksimaba na antigen
CD20 na limfocitih B povzroci celicno apoptozo (23, 24).
Ofatumumab je humano monoklonsko protitelo, ki se spe-
cificno veze na poseben epitop, ki zajema tako male kot
velike zunajceli¢ne zanke molekule CD20 na obicajnih lim-
focitih B ter malignih celicah B. Vezava ofatumumaba pov-
zro¢i od komplementa odvisno citotoksi¢nost in
posledi¢no lizo tumorskih celic ter od protiteles odvisno ci-
totoksi¢nost na celicah, ki izrazajo CD20. NovejSe razi-
skave kazejo, da deluje tudi na celice odporne na
rituksimab (23, 24).

6.5 PRESADITEV KRVOTVORNIH
MATICNIH CELIC

Alogeni¢na PKMC, ki velja za verjetno edino moznost
ozdravitve, se uporablja vec¢inoma le pri mlajSih bolnikih z
izrazito neugodnimi napovednimi dejavniki (del(17p)) ali
neodzivnostjo na vecino zdravil za KLL, saj je smrtnost za-
radi nezelenih ucinkov zdravljenja precejsnja. Nemielobla-
tivna alogeni¢na PKMC, pri kateri se uporabljajo nizji
odmerki citostatikov, je manj toksi¢na in zato primerna tudi
za malo starejSe bolnike. Z avtologno PKMC lahko pove-
¢amo delez uspesSnosti zdravljenja in podaljS§amo ¢as do
ponovnega nastopa tezav, vendar klinicne raziskave do
sedaj niso potrdile prednosti avtologne PKMC pred stan-
dardnim zdravljenjem (20, 22).

6.6 NOVOSTI PRI ZDRAVLJENJU KLL

Za zdravljenje KLL Se vedno potekajo Stevilne klini¢ne ra-
ziskave z uporabo novih, predvsem tar¢nih zdravil. Neka-
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Preglednica 1: Nekatere najpogosteje uporabliene sheme za zdravljenje kroni¢ne limfaticne levkemije (20, 22, 23).
Table 1: Some of the most commonly used schemes for the treatment of chronic lymphocytic leukemia (20, 22, 23).

Nagin Stevilo krogov interval med
Zdravljenje .. Odmerek zdravila . 9 zaporednimi krogi
dajanja zdravljenja .
zdravljenja
klorambucil 10 mg/m?; 1.-5.dan .
(metilprednizolon) p-0. (32 mg m?;1.-5.dan) 48 28 dni
fludarabin p.o. 40 mg/m?; 1.-5.dan 4-8 28 dni
fludarabin iV 25 mg/m?; 1.-5.dan 4-8 28 dni
fludarabin 40 mg/m?; 1.-5.dan .
ciklofosfamid PO 150 mg/m2: 1.-5.dan 48 28 dni
fludarabin ) 25 mg/m?; 1.-3.dan .
ciklofosfamid V- 250 mg/m?; 1.-3.dan 48 28 dni
fludarabin 25 mg/m?; 1.-3.dan
ciklofosfamid [AVA 250 mg/m?; 1.-3.dan 4-8 28 dni
rituksimab 375-500 mg/m?; 1.dan
metilprednizolon VA 1000-1500 mg/dan, 1.-3.dan 3-4 21 dni
alemtuzumab S.C. 30 mg; trikrat tedensko < 36 2-3 dni
bendamustin V. 100 mg/m?; 1., 2.dan 6 28 dni
. 300 mg/dan 1 7 dni (1.-8. krog)
ofatumumab hV- 2000 mg/dan 212 28 dni (9.-12. krog)

tera izmed njih so humano monoklonsko protitelo obinu-
tuzumab (GA101) ter selektivna zaviralca kinaz, idelalisib
(GS-1101) in ibrutinib. Zdravila preizkuSajo kot samostojno
zdravljenje ter v razli¢nih kombinacijah z drugimi zdravili za
zdravijenje KLL. Rezultati so zelo vzpodbudni, vendar zdra-
vila Se niso na voljo za redno uporabo.

VLOGA FARMACEVTA PRI
ZDRAVLJENJU KLL

V bolniSniéni lekarni se farmacevti vkljuujemo v zdravljenje
KLL na ve¢ ravneh. Za bolnike pripravimo individualizirane
pripravke s parenteralno citostaticno ucinkovino ali mono-
klonskim protitelesom, preverimo ustreznost odmerjanja
teh zdravil in pregledamo skladnost teh zdravil z zdrauvili, ki
jin bolnik prejema zaradi zdravljenja drugih bolezni (26).

Glavna naloga farmacevtov v javnih lekarnah je predvsem
ustrezno svetovanje bolnikom o pravilinem rokovanju z ne-
varnimi u¢inkovinami, med katere sodijo citostatiki. Bolnika
je potrebno opozoriti tudi na moznost pojava neZelenih
ucinkov zdravljenja s citostatiki in bioloSkimi zdravili. Naj-
vedja tezava so predvsem okuZbe zaradi nevtropenije, zato

morajo biti pozorni na njihove znake. Pozorni morajo biti
tudi na znake krvavitve, ki so lahko posledica trombocito-
penije (krvavitev v koZo in dlesni, iz telesnih votlin). Ce bol-
nik tozi, da se pocuti zelo slaboten, ga napotimo k
zdravniku, saj je pri bolniku lahko prislo do anemije.
Farmacevt v javni lekarni lahko tudi preveri ustreznost od-
merjanja peroralnih zdravil ter mozne medsebojne vplive
med zdravili.

NEZELENI UCINKI IN
MEDSEBOJNI VPLIVI ZDRAVIL

8.1 NEZELENI UCINKI CITOSTATICNIH
ZDRAVIL

Nezeleni ucinki pri zdravljenju s citostatiki so posledica ci-
totoksi¢nega delovanja na maligne in tudi zdrave hitro de-
leCe se celice. NajpogostejSi nezeleni uCinki citostatikov, ki
se uporabljajo za zdravljenje KLL, so mielosupresija, tezave
s kozo ter prebavili, sindrom razpada tumorskih celic, mot-
nje reprodukcije, kroni¢na utrujenost ter nastanek sekun-
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KRONICNA LIMFATICNA LEVKEMIJA

darnih malignih obolenj. Nezeleni ucinki, ki se odrazajo na
prebavilih so slabost in bruhanje, izguba apetita, mukozitis,
driska ter zaprtje. Posledica zaviralnega delovanje citosta-
tikov na kostni mozeg so okvare v dozorevanju krvnih celic,
kar lahko povzro¢i anemijo, trombocitopenijo in nevtrope-
nijo, ki se navadno pojavi med 7. in 14. dnem po zacetku
zdravljenja. Zaradi zavrtega imunskega sistema so pogoste
tudi hude in Stevilne okuzbe (bakterijske, virusne, glivi-
¢ne).Nezeleni ucinki citostatikov na kozo so zelo razlicni in
sicer od izpuSCajev, alopecije, do zelo resnih, kot sta Ste-
vens-Johnsonov sindrom in toksi¢na epidermalna nekro-
liza. VeCina citostaticnih ucinkovin ima mutageno,
kancerogeno, genotoksi¢no in teratogeno delovanje, zato
je z zdravili potrebno rokovati previdno ter v asu zdravlje-
nja in nekaj mesecev po njem uporabljati ucinkovito zasc¢ito
pred zanositvijo. Matere, ki prejemajo citostatiCna zdravila,
ne smejo dojiti (21, 23, 25, 27).

Poleg splosnih nezelenih ucinkov se pri zdravljenju s cito-
statiénimi zdravili za zdravljenje KLL kazejo Se nekateri
drugi nezeleni ucinki. Klorambucil lahko povzroca tudi
okvare jeter, bolezni ziv€evja, sterilni cistitis, intersticijsko
pliu¢no fibrozo ter plju¢nico. Pri zdravljenju s ciklofosfa-
midom so pogoste okvare secil, preobcutliivostne reakcije,
poviSana telesna temperatura, jetrne okvare, konvulzije,
bolezni dihal, zadrZzevanje tekodin v telesu, sréno-Zilni za-
pleti ter tezave z omi. Nezeleni uCinki zdravila bendamu-
stin so lahko tudi preobcutljivostne reakcije (tudi resne
anafilaktiCne), sréno-zilni zapleti, boleCine v misicah,
mrzlica, poviSana telesna temperatura in zadrzevanije te-
kocCine v telesu. Med zdravljenjem s fludarabinom lahko
pride do zivljenjsko pomembnih avtoimunskih pojavov in
sicer do avtoimunske hemoliticne anemije, avtoimunske
trombocitopenije in trombocitopeni¢ne purpure. Ostali po-
gosti nezeleni uCinki, ki se pojavljajo pri zdravljenju s fluda-
rabinom so Se kaSelj, edemi ter okvare nevroloSkega
sistema (periferna nevropatija, encefalopatija) (23, 25, 27).

8.2 NEZELENI UCINKI MONOKLONSKIH
PROTITELES

NajpogostejSi nezeleni ucinki, ki se lahko pojavijo med
zdravljenjem z monoklonskimi protitelesi so infuzijske
reakcije, ki se kazejo s hipotenzijo, hipertenzijo, mrzlico, ta-
hikardijo, kasliem, zviSano telesno temperaturo, glavobo-
lom, tezkim dihanjem, koznim izpu$€ajem, utrujenostjo in
lahko tudi z anafilakti¢no reakcijo. Te reakcije se lahko po-
javijo kljub premedikaciji z analgetiki/antipiretiki, antihista-
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miniki in kortikosteroidi. V vecji meri se pojavljajo pri zaCe-
tnih odmerkih in redkeje pri podkozni aplikaciji. Ob zdra-
vljenju z monoklonskimi protitelesi se pogosto pojavija tudi
nevtropenija in Stevilne okuzbe, ki se lahko pojavijo tudi do
enega leta po kon€anem zdravljenju. Pogoste so tudi
okuzbe in reaktivacija virusa hepatitis B pri rituksimabu in
ofatumumabu, tuberkuloze pri rituksimabu ter citomega-
lovirusa pri alemtuzumabu. Zdravljenje spremljajo tudi ga-
strointestinalne tezave, kot so slabost, bruhanje, boleCine
v trebuhu, zapora Crevesja ter sréno-ziini zapleti (aritmija,
tromboembolizmi). Pri zdravljenju z monoklonskimi proti-
telesi lahko pride tudi do sindroma razpada tumorskih celic
(22, 23, 25, 27).

8.3 MEDSEBOJNI VPLIVI MED ZDRAVILI

Nekatera citostati¢na in bioloSka zdravila za zdravijenje KLL
(klorambucil, cikofosfamid, fludarabin, alemtuzumab, rituk-
simab, ofatumumab) ter metilprednizolon, ki imajo tudi imu-
nosupresivno delovanje in vstopajo v kar nekaj interakcij z
zdravili. Ta zdravila lahko povecajo toksi¢ne ucinke ter
zmanjsajo terapevtsko delovanje zivih cepiv in tudi pove-
¢ajo verjetnost sistemskih virusnih okuzb. Povecajo lahko
delovanje in nezelene ucinke, predvsem zaviranje kostnega
mozga in poveCane moznosti okuzb pri soCasnem zdra-
vlienju s klozapinom, leflunomidom ter natalizumabom.
Imunosupresivi lahko zmanjSajo terapevtski uCinek BCG,
zato je njuna soGasna uporaba kontraindicirana. Pripravki
s Skrlatnim ameriskim slamnikom, lahko zaradi svojega de-
lovanja zavirajo terapevtsko delovanje imunosupresivov,
zato se njihova soCasna uporaba odsvetuje. Socasna to-
pikalna uporaba takrolimusa ali pimekrolimusa z imunosu-
presivi lahko privede do vecjega pojava nezelenih/toksicnih
ucinkov imunosupresivov (23, 24, 25).

Pri soCasni uporabi sukcinilholina in ciklofosfamida lahko
pride do povecane koncentracije tega misi¢nega relak-
santa, zato je potrebno odmerek tega zdravila pri bolniku,
ki je prejel ciklofosfamid v roku 10 dni ali prej, zmanjSati ali
pa uporabiti drugo terapijo. SoCasna terapija z zdraviloma
tiotepa ter etanercept lahko povzroci povecane koncen-
tracije ciklofosfamida v serumu ter vecje moznosti za nje-
gove toksicne ucinke.

Sodasna uporaba klozapina in bendamustina je kontrain-
dicirana, saj lahko bendamustin poveca moznost nezelenih
in toksicnih ucinkov klozapina, predvsem pojav agranulo-
citoze. Bendamustin se daje previdno v primeru so¢asne
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aplikacije inhibitorjev (ciprofloksacin, norfloksacin, metok-
salen, primakin) ali induktorjev CYP1A2 (fenobarbital, kar-
bamazepin, primidon, rifampicin). Inhibitorji tega encima
lahko povzrocijo poviSanje serumske koncentracije benda-
mustina ter vecje izrazanje nezelenih ucinkov. Njegovi in-
duktoriji pa, zaradi nezadostne koncentracije bendamustina
v serumu, lahko povzro&ijo zmanjSanje njegovega delova-
nja, zaradi Se nejasnega mehanizma delovanja, pa lahko
tudi povecajo njegove nezelene udinke.

Socasni uporabi monoklonskih protiteles ter antihiperten-
zivov se je bolje izogibati, saj le-ti lahko povecajo hipoten-
zivni ucinek monoklonskih protiteles (23, 24, 25, 28).

SPREMLJAJOCE IN
PODPORNO ZDRAVLJENJE, Kl
JO LAHKO PREJME BOLNIK V
LEKARNI

Za zdravljenje in prepreCevanje slabosti in bruhanja pri
zdravljenju KLL povzro€ene s citostatiki uporabliamo an-
tiemetike, predvsem antagoniste serotoninskih receptorjev
(ondansetron, granisetron, tropisetron, palonosetron), v
kombinaciji z glukokortikoidi in antagonistom nevrokinin-
skih receptorjev, zdravilom aprepitant (27).

Za zdravljenje driske se uporablja loperamid, peroralna re-
hidracijska tekocina ter svetuje ustrezna prehrana. V pri-
meru, da po nekaj dneh ni izboljSanja ali se pojavi Se
telesna temperatura, bolnika napotimo k zdravniku. Pri za-
prtju svetujemo blaga odvajala ter pomen pravilne prehrane
(27, 29).

Klinicno pomembne anemije, zdravimo z rekombinatnimi
eritropoetini, epoetini, ki jim je pogosto potrebno dodajati
Se zelezove pripravke. Okuzbe preprecujemo in zdravimo
z razliénimi antibiotiki ter antimikotiki (npr. sulfametoksazol
/ trimetoprim za prepreCevanje okuzbe s P. jiroveci, azoli
za prepreCevanije aspergiloz). Pri nekaterih bolnikih z nev-
tropenijo je upravi¢ena tudi uporaba rastnih dejavnikov za
granulocite (filgrastim), ki skrajSajo trajanje nevtropenij. Za
zdravljenje avtoimunske trombocitopenije in hemoliticne
anemije se uporablja metilprednizolon (20, 22, 23, 27).

Bolniki z rakom, zaradi narave bolezni ter samega zdravlje-
nja, pogosto potrebuijejo tudi zdravijenje z anksiolitiki in an-

tidepresivi. Razli¢ne bolecine, povezane s samo boleznijo
ali nezelenimi ucinki zdravil, zdravimo s paracetamolom,
nesteroidnimi antirevmatiki ali opioidi. Zadrzevanje vode v
telesu zdravimo z diuretiki (27, 29).

Glede na kroni¢no jemanje zdravil za zdravljenje raka je po-
membno, da tako bolnik, zdravnik, negovalno osebje in
tudi farmacevt nezelene ucinke poznamo, da jih lahko pre-
prec¢imo ter v primeru pojava pravocasno ugotovimo in
praviino zdravimo (27).

SKLEPI

Tako kot za uspeSno zdravljenje vsake novotvorbe ali celo
popolno ozdravitey, je tudi pri KLL potrebno upostevati vse
vidike sodelujocih strokovnjakov od natan¢ne diagnoze do
prognoze in zdravljenja. Nacin zdravljenja izberemo po
predhodnem pogovoru z bolnikom, ki mu predstavimo
prednosti in slabosti posameznih razli¢éno intenzivnih naci-
nov zdravlienja in skupaj izberemo najboljSi nacin. Vse opi-
sano pa samo po sebi ne zagotavlja uspesnega
zdravljenja, ¢e skupaj s farmacevtom ne upostevamo od-
merjanja, priprave, nacina dajanja, premedikacije in med-
sebojnih vplivov novo predpisanih zdravil za zdravljenje KLL
z zdravili, ki jih bolnik Ze prejema, saj je povprecno star veC
kot 70 let in ima vec kroni¢nih bolezni. Ne nazadnje, s cen-
tralno pripravo zdravil v bolniSni¢ni lekarni, predvsem pa-
renteralnih raztopin, lahko zmanjSamo stroske ucinkovitega
intenzivnega zdravljenja tudi do 30 %.
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POVZETEK

Odkritje in potrditev prisotnosti proste plodove DNA
v krvnem obtoku nosecnice v letu 1997 predstavija
odlocilen mejnik za raziskave na podrocju neinva-
zivnega predporodnega testiranja (NIPT). Delez pro-
ste plodove DNA v povpre¢ju znasa 10-20 %,
Ceprav mocno variira in je odvisen od razlicnih de-
javnikov. V preteklem desetletju so razvili razlicne
metode za ugotavljanje kromosomskih anevploidij
na osnovi proste plodove DNA. Kot najustreznejsa,
najbolj zanesljiva in tudi najpogosteje uporabliena
se je uveljavila tako imenovana metoda masovnega
paralelnega sekvenciranja. V klini¢nih Studijah se je
pokazalo, da je metoda masovnega paralelnega se-
kvenciranja, vklju€no z njenimi variacijami, primerna
za Vvisoko zanesljivo presejanje najpogostejsin kro-
mosomskih anevploidij v prvem trimesecju nose-
¢nosti. Mnenja posameznih zdruzenj so si podobna
glede indikacij za NIPT, mnenja, kdo lahko svetuje
pred in po testu, pa so si razlicna. Strokovnjaki so
si edini, da NIPT trenutno predstavlja iziemno zane-
sliiv presejalni test, pri katerem mora biti vsak pozi-
tiven izvid potrjen z eno od klasi¢nih oblik invazivne
diagnosticne preiskave.

KLJUCNE BESEDE:

neinvazivno predporodno presejanje, prosta
plodova DNA, Downov sindrom, anevploidije,
masovno paralelno sekvenciranje

POVZETEK

The discovery of cell-free fetal DNA (cffDNA) in ma-
ternal plasma in 1997 represents a key break-
through to the further progress that has been made
in the field of non-invasive prenatal testing (NIPT).
On average 10-20 % of cffDNA is present in the
maternal plasma; however this proportion varies
strongly and it depends on different factors. In the
last decade, several methods for detecting chromo-
somal aneuploidies in early pregnancy have been
developed and amongst them massively parallel
sequencing (MPS) has been indicated as the most
accurate, appropriate and the most commonly
used. Clinical studies have shown that the method
of massive parallel sequencing together with its vari-
ations is suitable for highly reliable screening of the
most common chromosomal aneuploidies in the
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NEINVAZIVNO PREDPORODNO PRESEJANJE ZA ANEVPLOIDIJE NA OSNOVI PROSTE PLODOVE DNA - PREGLED RAZVOJA IN PRIPOROCILA ZA KLINICNO PRAKSO

first trimester of pregnancy. Several medical asso-
ciations published their opinion and guidelines for
the implementation of NIPT in clinical practice. Their
statements are consistent in the aspect of the indi-
cations when NIPT should be advised to the preg-
nant women while there are some uncertainties
regarding pre- and post- testing counseling to be
answered. The experts agree that NIPT method
represents highly accurate advanced screening
test, therefore in case of positive results patients
should undergo one of the conventional invasive di-
agnostic procedures.

KEY WORDS:

non-invasive prenatal testing, cell-free fetal DNA,
Down syndrome, aneuploidies, massively parallel
sequencing

uvoD

Presejalni testi za odkrivanje anevploidij v prvem trimesecju
nosecnosti predstavljajo uveljavlieno klinicéno prakso pred-
porodne oskrbe nosecnic ze skoraj 20 let (1). Testi uposte-
vajo razlicne kriterije: starost nosecCnice, ultrazvo&no
merjenje debeline nuhalne svetline (NS) ploda in drugih kro-
mosomskih oznacCevalcev v prvem trimesecju ter stanje
hormonskih oznaCevalcev v prvem in drugem trimesedju.
Napovedano visoko tveganje za anevploidije potrdimo ali
ovrzemo bodisi z biopsijo horionskih resic v prvem ali am-
niocentezo v drugem trimesecju. Glede na mednarodne
podatke, s presejanjem nuhalne svetline in dvojnega hor-
monskega testa odkrijemo priblizno 90 % plodov z Dow-
novim sindromom (DS), ob lazno pozitivni stopnji (FPR) 5
% (2). Primerljive rezultate dosegamo tudi v Sloveniji, kjer
z merjenjem debeline NS in oceno nosne kosti odkrijemo
85 % plodov z DS ob 2,8 % FPR (3). Vendar glede na pre-
valenco DS Se vedno vecina nosecnic opravi invazivno dia-
gnosti¢no preiskavo, pri kateri tvega nezeleno prekinitev
nosecnosti, izkaze pa se, da gre za lazno pozitivni izvid pre-
sejalnega testa (3). Zato strokovna javnost spremlja razvoj
novih metod neinvazivnega predporodnega testiranja
(NIPT) za anevploidije na osnovi proste plodove DNA.

PROSTA PLODOVA DNA

Kljub zaetni nejasnosti glede natancnega celi€nega izvora
proste plodove DNA v krvnem obtoku nosecénice (4) je ne-
davna raziskava pokazala, da slednja izhaja iz citotrofobla-
sta, notranje plasti trofoblasta (5). 1z venske krvi noseénice
jo je moc¢ izolirati od 7. gestacijskega tedna dalje (6). Njen
delez znaSa v povprecju 10-20 %, Ceprav moc¢no variira
od 3-40 % (7,8,9), kar je odvisno od razli¢nih dejavnikov,
kot je gestacijski teden, telesna teza nosecnice in morebitni
zapleti v nosecnosti (7,10,11). Njen razpolovni ¢as znaSa
od 4-30 minut, zato je v nekaj urah po porodu v krvnem
obtoku matere ne zaznamo ve¢ (712). Fragmenti proste ce-
licne DNA ploda so zelo majhni, povprec¢ne dolzine 150
baznih parov (bp) in le redko presegajo 300 bp (13,14).
Moznosti neinvazivnega odkrivanja anevploidij pri plodu so
bile prvi¢ nakazane leta 1969, ko so potrdili prisotnost plo-
dovih celic v krvnem obtoku nosecnic (15). Leta 1997 so z
analizo kromosoma Y ugotovili, da se v krvnem obtoku no-
secnic poleg plodovih celic nahaja tudi prosta plodova
DNA (6), ki je v primerjavi s plodovimi celicami prisotna v
veliko vecji meri in je zato primernejSa za analizo.

Po letu 1997 je prislo do opaznega porasta raziskav na po-
drocju dolo¢anja krvne skupine, spola in prisotnosti ali od-
sotnosti antigena D (RhD+ ali RhD-) ploda s pomocjo
proste plodove DNA (16, 20). Moznost predporodnega od-
krivanja anevploidij je zaZivela z razvojem sekvenciranja
nove generacije.

PREGLED METOD
PREDPORODNEGA
DOLOCANJA
KROMOSOMSKIH
ANEVPLOIDIJ NA OSNOVI
PROSTE PLODOVE DNA

Prosto DNA iz krvne plazme matere izoliramo s klasi¢nimi
metodami izolacije DNA. Nadaljnja analiza z izoliranim ded-
nim materialom je odvisna od posamezne metode doloCe-
vanja prisotnosti kromosomskih anevploidij. Do danes so
bile na podrocju neinvazivnih tehnik predporodnega odkri-
vanja anevploidij uporabljene razli€ne metode, ki bodisi te-
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meljijo na analizi DNA, vklju¢no z imunoprecipitacijo meti-
liranih regij DNA (MeDiP) (21), profilom polimorfizmov po-
sameznega nukleotida kromosoma 21 (22), bodisi na
analizi RNA, vklju¢no z analizo polimorfizma posameznega
nukleotida (SNP) v genu PLAC4 z masno spektrometrijo
(23) oziroma analizo ve€ SNP-jev znotraj gena PLAC4 prek
reverzne transkripcije in od ligacije odvisnega hkratnega
pomnozevanja sond (RT-MLPA) (24). Prav tako so bile upo-
rabliene metode, ki temeljijo na analizi profila serumskih
proteinskin oznadevalcev (25). Z razvojem sekvenciranja
nove generacije in posledicnim padcem cene sekvencira-
nja se je kot najustreznejSa, najbolj zanesljiva in tudi najpo-
gosteje uporabliena uveljavila tako imenovana metoda
masovnega paralelnega sekvenciranja (angl. massively pa-
rallel sequencing, MPS).

3.1 MASOVNO PARALELNO
SEKVENCIRANJE

S to metodo lahko danes rutinsko dolo¢imo zaporedje mi-
lijonov ali celo milijard fragmentov DNA (26). DoloCanje za-
poredja poteka istoCasno ob klonsko namnozenih
fragmentih DNA v mnogih prostorsko lo¢enih celicah. Re-
zultat takega postopka so Stevilna zaporedja krajsih frag-
mentov DNA, pri Cemer se isti fragment DNA prebere
vecCkrat. To poimenujemo s terminom »pokritost«. Zazna-
vanje stopnje pokritosti je osnovni princip dolo¢anja kro-
mosomskih nepravilnosti (27, 28). V primeru trisomije 21
gre pri¢akovati, da bo pokritost fragmentov, ki izhajajo iz
kromosoma 21, v primerjavi s fragmenti iz ostalih kromo-
somoy, statisticno znacilno vecja. Povedano drugace,
kadar fragment DNA iz kromosoma 21 preberemo statisti-
¢no znacilno vecCkrat kot obicajno, lahko z izredno veliko
zanesljivostjo dolo¢imo prisotnost trisomije 21 kromosoma.
Enak princip velja tudi za ostale anevploidije.

3.2 NAKLJUCNA IN TARCNA METODA
MPS

Pri metodi MPS lo¢imo dva osnovna pristopa. Najpogo-
steje uporabljen pristop je tako imenovana naklju¢na (ang.
shotgun) metoda MPS (MPSS), ki je podrobneje opisana
v raziskavi Ehricha s sod. (27). Fragmente DNA sekvenci-
ramo po celotnem genomu, torej naklju¢no, ne glede na
to, kateremu kromosomu fragmenti DNA pripadajo. Sparks
s sod. opiSe razvoj taréne (angl. target) metode MPS, ki so
jo poimenovali DANSR (angl. digital analysis of selected re-
gions) (29). Njena prednost je, da z njo analiziramo le frag-

mente DNA, ki pripadajo izbranim kromosomom. Posledi-
¢no je mo¢ doseci vecjo pokritost posameznega frag-
menta, oziroma lahko isto¢asno analiziramo veg vzorcev.
Razli¢ica tar¢ne metode MPS je analiza le polimorfnih mest
genoma (30), kar jim je omogocilo, da so pridobili ogromen
nabor fragmentov DNA, ki so pripadali le plodu.

PREGLED RAZISKAV

Do danes so bile z uporabo metode sekvenciranja DNA iz-
vedene Stevilne raziskave, v katerih so z metodo MPS ana-
lizirali uspeSnost odkrivanja razlicnih oblik anevploidij,
najpogosteje trisomij kromosoma 21 (T21) (9,27,31), T21
inT18(32,33,34,35,36,37), T18in T13 (38), T13 (39), ana-
lizo vseh treh trisomij (40), oziroma so se osredotocali tako
na analizo najpogostejSih treh trisomij, kot tudi na analizo
anevploidij spolnih kromosomov (30,41,42,43). Vecina ra-
ziskav je bila izvedenih na vzorcu nosecnic z visokim tve-
ganjem (9,27,30-43). Nicolaides in sod. so kot prvi potrdili
primernost metode tudi na vzorcu nosecnic z nizkim tve-
ganjem (44).

Znacilnosti najpomembnejsih raziskav na podrocju neinva-
zivnega odkrivanja anevploidij so podrobneje predstavijene
v Tabeli 1.

SEDANJE OMEJITVE NIPT PRI
DOLOCEVANJU ANEVPLOIDIJ

Tehnike NIPT v sedanjem razponu lahko z visoko obcutlji-
vostjo in majhno stopnjo lazno pozitivnih izvidov dolocijo
T21, T18in T13, vendar ne smemo pozabiti, da je veCina
Studij opravijena na vzorcu nosecnic z visokim tveganjem
in enoplodno nosec¢nostjo. Prav tako je malo podatkov
glede odkrivanja mozaicnih oblik trisomij, Ceprav je poten-
cial in visoka specificnost metode NIPT tudi tu ze pokazana
42).

Trenutne metode NIPT omogoc¢ajo uspeSno analizo vzor-
cey, Ce je delez proste plodove DNA v krvnem obtoku ma-
tere vi§ji od 4 %. V nedavno objavljeni Studiji so pokazali,
da ima pomemben vpliv na delez proste plodove DNA teza
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Tabela 1: Pregled najpomembnejsih raziskav na podrocju predporodnega odkrivanja anevploidij na osnovi proste plodove DNA in tehnologije MPS
Table 1: List of important publications in the field of non-invasive prenatal testing, based on free-fetal DNA and MPS technology.

Raziskava Vzorec in Stevilo nosecnic Anevploidija Obgdutljivost | Specificnost
Ehrich, 2011 (27) Nosecnice z visokim tveganjem, T21 100 % 99,7 %
490 nosecnic
Chiu, 2011 (9) Nosecnice z visokim tveganjem, T21 100 % 97,9 %
753 nosecnic
Palomaki, 2011(31) | Nosecnice z visokim tveganjem, T21 98,5 % 99,8 %
4664 nosednic
Palomaki, 2012 (38) | Nosecnice z visokim tveganjem, T18 100 % 99,7 %
4664 nosecnic T13 91,7 % 99,1 %
Bianchi, 2012(42) Nosecnice z visokim tveganjem, T21 100 % 100 %
2882 nosecnic T18 97,2 % 100 %
T13 78,6 % 100 %
monosomija X 93,8 % 99,8 %
Sparks, 2012 (37) Nosecnice z visokim tveganjem, T21 100 % 99,2 %
250 nosecnic T18 100 % 99,2 %
Ashoor, 2012 (35) Nosecnice z visokim tveganjem, T21 100 % 100 %
300 nosecénic T18 98 % 100 %
Nicolaides, 2012 (44)| Nosecnice z nizkim tveganjem, T21 100 % *FPR: <1 %
2049 nosecnic T18 100 % *FPR: <1 %
Dan, 2012 (36) Nosecnice z visokim tveganjem, T21inT18 100 % 99,96 %
11 105 nosecnic
Jiang, 2012 (41) Nosecnice z visokim tveganjem, T21,T18 100 % 99,9 %
903 nosednice inT13 85,7 % 99,9 %
X, XXY, XXY
Ashoor, 2013 (39) Nosecnice z visokim tveganjem, T13 80 % 99,95 %
2002 nosecnic
Norton, 2012 (60) Nosecnice z visokim tveganjem, T21 100 % FPR: 0,03 %
3228 nosecnic T18 97,4 % FPR: 0,07 %

“FPR: lazno-pozitivni izvid (raziskava je bila izvedena na vzorcu nosecnic z nizkim tveganjem); T21: trisomija 21, T18: trisomijja 18; T13:

trisomija 13

nosecnice. V povprecju pri nosecnicah s tezo 60 kg lahko
pri¢akujemo manj kot 1 % primerov z delezem proste plo-
dove DNA, manjsim od 4 %. Pri nosecnicah s tezo 160 kg
pa lahko pri¢akujemo, da bo delez proste plodove DNA
prenizek v ve¢ kot 50 % primerov (11).

Do sedaj imamo nekaj podatkov o testiranju NIPT pri dvo-
ali veCplodni nose¢nosti, Se posebno pri diskordantnosti.
Canick s sod. poro¢a, da so uspeSno odkrili 7 noseénosti
s T21 in eno noseCnost s T13, prav tako so pravilno dolodili
vseh 17 evploidnih dvoplodnih nosecnosti (45). Teoreticno
lahko prisotnost DNA evploidnega zarodka razredci anev-
ploidno DNA prizadetega zarodka v vzorcu in tako otezi
oceno pravega stanja. Testiranje ni primerno za nepravine
oblike dvoplodne nosecnosti kot je npr. vanishing twin.

PRIPOROCILA ZA 1ZVAJANJE
NIPT

V zadnjem Casu se v vseh strokovnih ¢lankih, v katerih so
objavljeni izsledki klini¢nih Studij, uporabljajo izrazi: NIPT
(angl. non-invasive prentatal testing), NIPS (angl. non-in-
vasive prentatal screening) in NIDT (angl. non-invasive DNA
testing). NIPT je torej iziemno zanesljiv presejalni test, v
strokovni literaturi imenovan »advanced screening test« za
odkrivanje trisomije 21., 18. in 13. kromosoma (46). Zato
moramo vsak pozitiven izvid NIPT potrditi z eno od klasi-
¢nih oblik invazivne diagnosti¢ne metode (44).
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Zdruzenje ACOG (The American College of Obstetricians

and Gynecologists, The Society for Maternal - Fetal Medi-

cine Publications Commitee) je decembra 2012 sprejelo
priporocCila za presejanje z NIPT (47). V. mnenju so nave-
dene indikacije, ob katerih je priporodljivo testiranje NIPT:

e starost matere 35 let in ve€ ob porodu,

e ultrazvocni izvid ploda, ki nakazuje moznost anevploidije,

e anamneza predhodne nosecnosti z dokazano anevploi-
dijo,

e pozitivni presejalni test bodisi zgodnje morfologije z nu-
halno svetlino in/ali dvojnega hormonskega testa, se-
kvenénega, integriranega presejalnega testa ali
Cetvernega hormonskega testa,

e uravnotezena Robertsonova translokacija pri starsih s
povisanim tveganjem za trisomijo 21 ali 13.

V okviru predtestnega svetovanja je treba poudariti, da gre
za izredno zanesljiv presejalni test in da je namenjen le od-
krivanju najpogostejSih treh kromosomskih trisomij. Pozi-
tivnemu testu NIPT sledi priporocilo za genetski posvet in
invazivna diagnosticna preiskava. Negativni izvid ne izkljuci
nosecnosti s kasnejSimi moznimi zapleti. Test ni zamenjava
za Se vedno najbolj zanesljivi metodi kot sta amniocenteza
in biopsija horionskih resic. Strokovnjaki so si enotni, da
ostane sprejeto presejanje za DS v obsegu, kot ga izva-
jamo do sedaj (47). V primeru ultrazvocno vidnih sumljivih
znakov za anevploidije naj se kot prva ponudi klasi¢na in-
vazivna diagnostika.

Podobno mnenje je sprejelo tudi zdruzenje ISPD (Interna-
tional Society of Prenatal Diagnosis). Testiranje NIPT je ob
ustreznem genetskem svetovanju primeren presejalni test
za nosecnice s povisanim tveganjem za trisomijo 21. Po-
zitiven rezultat testiranja NIPT je potrebno potrditi z invazi-
vno diagnosti¢no preiskavo (48).

Zdruzenje NSGC (National Society of Genetic Counselors)
prav tako ugotavlja, da je NIPT testiranje primerno za no-
secnice s povisanim tveganjem za kromosomske nepravil-
nosti. Testiranje NIPT naj bo noseCnicam ponujeno v
sklopu privolitve po pojasnilu in z ustreznim genetskim sve-
tovanjem. V primeru pozitivnega testa mora biti pacientka
napotena na potrditev z invazivno diagnosti¢no metodo
(49).

V Sloveniji priporocil za izvajanje NIPT kot uradno sprejetih
smernic Se nimamo.

Mnenja posameznih zdruzenj so si podobna glede indikacij
za NIPT, mnenja, kdo lahko svetuje pred testom in po
njem, so si razlicna. ACOG priporoca predtestno svetova-
nje, ki ne sme potekati kot del rutinskega vodenja nose-
¢nosti, temveC kot posvet s podpisano privolitvijo po
pojasnilu, opravi ga ginekolog porodni¢ar (47). V primeru
pozitivnega NIPT se nosecnico napoti na genetsko sveto-
vanje. NSGC priporoc¢a posvet genetskega svetovalca (49)
pred in po testu. EuroGentest Network of Excellence defi-
nira pojem strokovnjaka s primernimi znanji, ki sme oprauviti
genetski posvet. Obicajno je to specialist genetski sveto-
valec (klini¢ni genetik, genetski svetovalec ali medicinska
sestra z znanji genetskega svetovanja). Svetovanje lahko
opravlja tudi strokovnjak druge stroke z osvojenim znanjem
svetovanja, kot je npr. specialist ginekologije in porodnistva
v primerih predtestnega svetovanja pri tveganju za anev-
ploidije zaradi pove¢ane starosti nosecnice (50). Do NIPT
so se opredelili tudi v AmeriSkem zdruzenju za medicinsko
genetiko in genomiko (ACMG — American College of Me-
dical Genetics and Genomics). Njihovo stalis¢e je, da naj
predtestno in potestno svetovanje opravija ginekolog po-
rodniCar (prenatal/obstetric care provider), usposobljen
strokovnjak (prenatal designee) oziroma genetski svetova-
lec. Predtestno svetovanje naj bo sestavni del NIPT, med-
tem ko naj se potestno svetovanje opravi v primeru
pozitivnega NIPT (51).

POMEN NIPT ZA SEDANJE
KLINICNO DELO

V vsem &asu od uvedbe presejanja za kromosomske ne-
pravilnosti je bilo odkrivanje DS najvec¢jega pomena. Pre-
sejanje na sprejeti nacin se je izkazalo uspeSno tudi za
odkrivanje drugih klinicno pomembnih anevploidij pri no-
secnicah z visokim tveganjem; z invazivnimi preiskavami je
bilo odkritih tudi veliko klinicno pomembnih mikroduplikacij
ali delecij in z njimi povezanih genetskih sindromov (2). Po-
memben pomislek, kadar razmisliamo o uvedbi NIPT kot
primarnem presejanju za DS, je, da ne bomo odkrili vrste
drugih Klinicno pomembnih nepravilnosti, kot je npr. Tur-
nerjev sindrom ali triploidija. Veliko kromosomskih nepra-
vilnosti se pri uveljavlienem presejanju ultrazvocne zgodnje
morfologije z merjenjem nuhalne svetline in dvojnim hor-
monskih testom v 11. do 14. tednu nosecnosti kaze pod-
obno, bodisi s povecano nuhalno svetlino ali podobnimi
biokemicnimi lastnostmi (2). Zato je priporoceno, da ostane
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ultrazvocéno presejanje v 1. trimesecju z dvojnim hormon-
skim testom v obsegu, kot ga izvajamo sedaj. NIPT prav-
zaprav predstavlja komplementarno metodo dosedanjemu
presejanju in nikakor ne zamenjave. Ne smemo pozabiti,
da je ultrazvocno presejanje tudi diagnosti¢no za nekatere
vecje strukturne nepravilnosti ploda in nekatere od njih, kot
je npr. holoprosencefalija, moramo dodatno ovrednotiti z
invazivno preiskavo (39). Invazivna diagnosti¢na preiskava
se priporoci tudi, kadar je NIPT za trisomijo 21 in 18 nega-
tiven, ultrazvo¢no pa zasledimo povisano NS ploda in
strukturne defekte, omfalokelo, holoprosencefalijo, razsir-
jen se¢ni mehur ali diafragmalno hernijo (2, 52, 53, 54, 55,
56, 57).

Uveljavljeno presejanje za DS v 1. trimesecju poleg ocene
zgodnje morfologije in stanja ploda napoveduije tudi moz-
nost nastanka preeklampsije in oceno prezgodnjega po-
roda (58). Vsekakor je cena NIPT v primerjavi z ustaljienim
presejanjem zelo omejujo¢ dejavnik, vendar pri¢akujejo, da
se bodo stroski za preiskavo v nekaj letih znatno znizali
(46). Drugi omejujoCi dejavnik je Gas, ki ga potrebujemo,
da dobimo izvid. Rezultati NIPT so trenutno znani v 10
dneh. Zaradi tehni¢nih omejitev pri priblizno 5 % analiz iz-
vida ni mogoce zagotoviti in lahko se zgodi, da noseCnica
ultrazvonega presejanja v 1. trimesecju ne uspe vec opra-
viti (59). Pogoja za vkljucitev NIPT v ustaljene presejalne
predporodne programe sta zmanjSanje stroskov preiskave
z izpopolnjevanjem tar¢nih metod MPS in skrajSanje ¢asa,
potrebnega za pridobitev izvida (59).

ZAKLJUCEK

Rezultati do sedaj izvedenih raziskav s podrocja NIPT na
osnovi proste plodove DNA so iziemno obetavni. Najvec
dokazov o primernosti metode imamo za dolocevanije tri-
somije 21, vedno vec¢ podatkov je na voljo tudi za trisomiji
kromosomov 13 in 18, kjer zaradi majhne prevalence sled-
njih obstaja nekoliko ve¢ omeijitev. NovejSe raziskave vklju-
Cujejo vedno vecje skupine preiskovank, Kkjer opisane
vrednosti glede obcutljivosti in specificnosti predstavljajo
nov mejnik presejanja za tri najpogostejSe anevploidije z vi-
soko stopnjo odkrivanja.

Zaenkrat se ne smemo prenagliti, saj NIPT ne izkazuje dia-
gnosticnih vrednosti. Ne moremo ga enaciti z diagnosti-

¢nim testom in kot tak NIPT ne predstavlja zamenjave za
ustaljeni diagnosti¢ni preiskavi kot sta amniocenteza in
biopsija horionskih resic. Predstavljal naj bi novo komple-
mentarno metodo presejanja ob ustalienem nacinu odkri-
vanja anevploidij v 1. trimeseCju nosecnosti na osnovi
ultrazvo€ne in hormonske preiskave. Gre za iziemno zane-
sljiv presejalni test, katerega pozitivne rezultate je potrebno
potrditi z eno od invazivnih preiskav.
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PROBLEMATIKA

Malarija se je razvila v nasih primatskih prednikih in se
potem prenesla na ljudi, ki so jo s selitvami Sirili po vsem
svetu. Prvi opisi malarije oz. zanjo znacilne ponavljajoce se
zviSane temperature segajo na Kitajsko v 3. tisoCletje pred
nasim Stetjem (1). Do sredine 19. stoletja se je malarija raz-
Sirila na raven endemije, kar pomeni, da je na obmocjih z
malarijo zivelo priblizno 90 odstotkov svetovnega prebival-
stva. Pred drugo svetovno vojno je bila malarija zaradi od-
kritja nacina prenosa okuzbe, nadzora komarjev in SirSega
dostopa do zdravljenja izkoreninjena iz vecCjega dela Za-
hodne Evrope (2). Kljub napredku pri omejevanju bolezni
je Se danes svetovni zdravstveni problem (3). Leta 2010 je
bilo po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije 216

POVZETEK

Kljub temu da je bilo veliko truda viozenega v izko-
reninjenje malarije, ostaja svetovni zdravstveni pro-
blem, predvsem v drzavah tretjega sveta. Malarijo
povzroc¢a parazitska prazival iz rodu Plasmodium,
prenasa pa se s pikom okuzenega komarja iz rodu
Anopheles. Do danes je bilo razvitin veliko antima-
larikov, vendar je vsak od njih zaradi odpornosti na
nekaterih geografskih obmodjih neucinkovit. S pro-
blemom malarije se spopriiemajo tudi turisti, ki se
odpravljajo na obmocija, kjer se pojavija malarija.
Kemoprofilaksa je Se vedno edini nacin preventive,
saj ucinkovitega cepiva proti malariji Se ni.

KLJUCNE BESEDE:
malarija, antimalarik, oksidativni stres

POVZETEK

Even though there has been a lot of effort put into
elimination of malaria, it still remains a world health
issue, especially in the third world countries. Malaria
is caused by parasites protozoa of the genus Plas-
modium and is transmitted by the bite of infected
mosquito of the genus Anopheles. Many antimalar-
ials have been found to treat malaria but all of them
eventually have lost their efficacy in particular geo-
graphic regions due to resistance. Tourists visiting
areas with malaria are also facing the risk of infec-
tion. Chemoprophylaxis is still the only prevention
since there is no vaccine against malaria yet.

KEY WORDS:
malaria, antimalarial, oxidative stress

milijonov primerov okuzb z malarijo (81 % v afriski regiji) in
655 tiso¢ smrtnih zrtev (91 % v afriski regiji). Glavne Zrtve
so otroci, mlajSi od petih let (86 %). Incidenca malarije se
je od leta 2000 znizala za 17 %, smrtnost zaradi nje pa za
26 % (4). Svetovni cilj v boju z malarijo do konca leta 2015
je 75-odstotno znizanje incidence v primerjavi z letom 2000
in popolno izni¢enje Stevila smrtnih zrtev (4). Leta 2012 je
bila priblizno polovica drzav, kjer se malarija Se pojavlja, na
dobri poti, da bi dosegla ta cilj (5). Glavna ovira pri boju z
malarijo je prilagodljivost plazmodija, ki hitro razvije odpor-
nost na protiparazitne ucinkovine (6).
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ZDRAVLJENJE IN PREPRECEVANJE MALARIJE

Zaradi nezanimanja farmacevtske industrije so vecino do-
sedanjih antimalarikov (klorokin, meflokin, primakin, halo-
fantrin) razvili vladni in vojaski raziskovalni programi,
nekatere so odkrili pri nakliju¢nem iskanju ucinkovitosti na-
ravnih produktov (artemisinin), ali pa so antimalarijsko aktiv-
nost odkrili kot novo indikacijo pri Ze registriranih zdravilih
(atovakon, tetraciklini, sulfonamidi) (7). Zadnje Case so se
v iskanje novih antimalarikov aktivno vkljucile nekatere or-
ganizacije, najpomembnejSa med njimi je Medicines for
malaria venture, in farmacevtska podjetja, kar spodbuja
razvoj novih antimalarikov. Idealno novo zdravilo proti ma-
lariji bi bilo varno, odporno proti multirezistentnim sevom,
primerno za otroke in nosecnice, zaradi boljSe vodljivosti
pacientov pa udinkovito v ¢im manj odmerkih in stalo bi
manj kot 1 dolar na zdravljenje, da bi bilo tudi cenovno do-
stopno ljudem na najbolj ogrozenih obmocijih (8).

POTEK OKUZBE

2.1 RAZVOJNI KROG PLAZMODIJA

Razvojni krog plazmodija (Slika 1) je sestavljen iz spolnega
cikla, ki poteka v samici komarja vrste Anopheles, in ne-
spolnega cikla, ki poteka v ljudeh. Ziviienjski krogi razliénih
plazmodijevih vrst so si podobni. S pikom okuzenega ko-
marja se v krvni obtok sprostijo sporociti. V pol ure izgingjo
iz obtoka in vstopijo v jetrne celice, kjer potece prederitro-
citna faza razvoja. Po inkubacijski dobi (od 10 do 14 dni)
se jetrne celice razpocijo, merociti se sprostijo nazaj v krvni
obtok, Kkjer okuzijo rde¢e krvnicke in tvorijo parazite, ime-
novane trofociti. Trofociti se pospeSeno mnozijo v rdecih
krvni¢kah, kar zajema eritrocitno fazo razvoja, ki je odgo-
vorna za kliniéne znake malarije. Po mitotski delitvi trofo-
citnega jedra nastane Sizont, ki se naprej mnozi, da
nastanejo Stevilni merociti. Ko se eritrocit razpoci, se me-
rociti sprostijo v krvni obtok, kjer lahko okuzijo nove eritro-
cite, in tako se ponovi eritrocitna faza. Iz nekaterih
merocitov se razvijejo moski in zenski gametociti, ki okuzijo
komarja; s tem se plazmodijev razvojni krog sklene, mala-
rija pa Siri. Sporociti nekaterih plazmodijevih vrst (P vivax
in P ovale) lahko v hepatocitih tvorijo speco obliko parazita
(hipnocit), ki povzro€a ponovne izbruhe Se leta po prvotni
okuzbi (9).
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Slika 1: Razvojni krog plazmodija (10)
Figure 1: The life cycle of Plasmodium parasite (10).

2.2 OBLIKE MALARIJE

Malarijo pri ¢loveku povzrocajo Stiri vrste plazmodija, in
sicer P, falciparum, P, vivax, P, ovale, P. malariae (9). Mala-
rija, ki jo povzroCa P, falciparum, je najbolj smrtonosna in
previaduje v Afriki. Malarija P, vivax je manj nevarna, a bolj
razsiriena. Ostali dve vrsti sta redki (5).

Simptomi malarije so zviSana telesna temperatura, mrzlica,
glavobol, Eezmerno potenje, vrtoglavica, slabost, ponavija-
joCe se bruhanje, sploSne konvulzije in v hudih oblikah tudi
koma (9, 11). Pojavijo se od 7 do 9 dni po okuzbi. Najne-
varnejSa okuzba je okuzba s R falciparum (9), ki povzrodi
visoko stopnjo parazitemije, tezko anemijo, cerebralno ma-
larijo, celo odpoved ledvic, pljuéni edem in smrt. Vzrok za
veCjo patogenost P falciparum je njegova sposobnost
okuzbe rdecih krvnick vseh starosti, kar povzroci velik po-
rast parazitoze in hudo anemijo. Ostale vrste lahko okuzijo
le nezrele eritrocite (retikulocite) ali stare eritrocite, ki jim
membrana zacne slabeti in so tik pred iztekom 120-dnev-
nega zivljenjskega obdobja. Ti eritrociti skupaj predstavljajo
le manjSi delez vseh rdecih krvni¢k. P, falciparum povzrodi
tudi zleplienje okuzenih eritrocitov in prilepljanje teh skup-
kov na endotelijske celice malih Zil, kar ustavi pretok krvi.
Poleg tega sproZi tudi Skodljiv ¢ezmeren imunski odziv.
P, vivax, P. ovale in P malariae povzroCajo nizko stopnjo
parazitemije, blago anemijo, redko tudi razpo&enje vranice
in nefrotski sindrom (12).
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Za malarijo znadilni ponavljajodi se izbruhi zviSane telesne
temperature so rezultat soCasnega razpocenja eritrocitov,
iz katerih se sprostijo merociti. Ponovni izbruhi bolezni se
pojavljajo pri tistih oblikah plazmodija, ki imajo izveneritro-
citni cikel, saj lahko speca oblika parazita v jetrih po nekaj
tednih ali mesecih povzro¢i ponovno okuzbo. P, falciparum
ne povzro¢a ponovnih izbruhov, njegov eritrocitni cikel pa
traja 48 ur, zato povzroca t. i. maligno terciarno malarijo;
terciarno zato, ker se zviSana telesna temperatura ponovi
vsak tretji dan, ter maligno, ker je najnevarnejSa oblika ma-
larije in lahko smrtna. P, vivax povzroCa benigno terciarno
malarijo; benigno, ker je milejSa oblika in redko smrtna. Po-
novni izbruhi bolezni se lahko pojavijo Se leta po prvotni
okuzbi, tako kot tudi po okuzbi s P ovale. Slednji povzro¢a
redko obliko terciarne malarije. P malariae ima 72-urni cikel
in povzroca kvartarno malarijo, brez ponovnih izbruhov (9).

REGISTRIRANI
ANTIMALARIKI

Klorokin je zdravilo prvega izbora za zdravljenje malarije, ki
jo povzro¢a R, vivax. V obmodjih, Kjer se je pojavila odpor-
nost na klorokin, se ta oblika malarije zdravi z artemisinin-
skim kombiniranim zdravljenjem (ACT — angl. artemisinin
combination therapy), v katerem je poleg artemisinina ali
njegovega derivata Se antimalarik z drugim mehanizmom
delovanja. Od leta 2001 je ACT tudi zdravilo prvega izbora
za zdravljenje nezapletene malarije, ki jo povzro¢a R falci-
parum. Najpogostejsi kombinaciji ACT-ja sta artesunat-
meflokin, ki je manj ucinkovit v obmocgjih z rezistenco na
meflokin, in artemeter-lumefantrin (6).

3.1 KINOLINI

Plazmodij sintetizira proteine iz aminokislin, ki jin pridobi z
razgradnjo gostiteljevega hemoglobina v parazitovi pre-
hrambni vakuoli. Pri tem se sprosti hem, ki bi v parazitu
lahko sprozil oksidativni stres, saj ga zaradi odsotnosti en-
cima hem oksigenaze ne more razgraditi po enakem prin-
cipu kot vretencarji. V parazitu se je zato razvila alternativna
pot razstrupljianja hema, ki vodi do nastanka kristalov, ime-
novanih hemozoin (malarijski pigment). Kinolini povzrocijo
smrt parazita, tako da preprecijo kristalizacijo hema v he-
mozoin (7).

Med kinolini z delovanjem na proces razstrupljanja hema
sta dve strukturno razli¢ni skupini: aminoalkoholi (kinin,
meflokin, halofantrin, lumefantrin) (Slika 2) in 4-aminokino-
lini (klorokin, amodiakin, piperakin, naftokin, pironaridin)
(Slika 3). Kinin, prvi znani antimalarik, so zaceli uporabljati
v 17. stoletju (13). V tridesetih letih 20. stoletja ga je zame-
njal klorokin, ki je najpomembnejsi in najpogosteje upora-
blieni antimalarik do danes (14). S Siritvijo odpornosti na
klorokin se je zaCel pospesen razvoj novih aminokinolinov
in aminoalkoholov, npr. meflokin, amodiakin, halofantrin.
Danes je odpornost na posamezne kinoline zelo razSirjena
(7). 8-Aminokinolini (Slika 4), med njimi je najpomembnejsSi
primakin, delujejo na izveneritrocitne oblike plazmodija (ga-
metociti P falciparum, hipnociti P. vivax) (7).

3.2 ARTEMISININ IN NJEGOVI DERIVATI

V kitajski tradicionalni medicini se enoletni pelin (Artemisia
annua) uporablja ze ve¢ kot dve tisodletji, sprva za zdra-
vljenje hemoroidov, od 16. stoletja dalje pa tudi kot antipi-
retik. V sedemdesetih letih 20. stoletja so odkrili njegovo
antimalarijsko aktivnost. Za delovanje je odgovoren arte-

kinin

lumefantrin

Ol e

Slika 2: Strukture
aminoalkoholov: kinin,
meflokin, lumefantrin
in halofantrin

Figure 2: Structures
of aminoalcohols:
quinine, mefloquine,
lumefantrine and

halofantrin halofantrine.
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Slika 3: Strukture 4-aminokinolinov: klorokin, amodiakin, naftokin, piperakin in pironaridin
Figure 3: Structures of 4-aminoquinolines: chloroquine, amodiaquine, naphtoquine, piperaquine and pyronaridine.

/O

=
| Slika 4: Strukturi
\N 8-aminokinolinov:
HN R primakin in pamakin
\(\/\w‘/ Figure 4: Structures of
R 8-aminoquinolines:

R=H primakin primaquine and
R =Et pamakin pamaquine.

misinin z endoperoksidno skupino, ki po bioaktivaciji z ze-
lezovimi ioni (Fe?*) tvori ogljikove radikale. Drugace kot
druge oksidativne ucinkovine, ki povzro€ajo neselektivne
poskodbe v celicah, naj bi artemisininski radikali delovali
bolj specificno. Raziskovalci predvidevajo, da naj bi alkilirali
proteine, ne pa tudi DNA (7).

Slaba topnost artemisinina tako v hidrofilnih kot v fizioloSko
sprejemljivih lipofilnih topilih je omogocala le peroralno apli-
kacijo, ki je sicer prakti¢na, vendar pogosto ni izvedljiva pri
bolnikih s hudo obliko malarije. To je spodbudilo razvoj pol-
sinteznih derivatov, ki se lahko dajejo peroralno, parente-
ralno ali rektalno. Najpomembnejsi med njimi so lipofilni
(artemeter, arteeter) in hidrofilni (artesunat in artelinska ki-
slina) derivati ter dihidroartemisinin, ki je tudi razgradni pro-
dukt prej omenjenih derivatov (Slika 5) (15). V primerjavi z
artemisininom imata artemeter in arteeter mocnejso anti-
malarijsko aktivnost in boljSe farmakokineti¢ne lastnosti.
Artemeter je najSirSe uporabljen derivat v zdravljenju, in
sicer v obliki intramuskularnih injekcij ali kot kombinacija z
lumefantrinom. Artesunat in artelinska kislina se uporabljata
intravensko pri bolnikih s hujsimi oblikami malarije. Artesu-
nat je navadno kombiniran z meflokinom ali amodiakinom.
Artelinska kislina ima med vsemi derivati najboljsi farmako-
kineticni profil (najdaljsi razpolovni ¢as in dosega najvecije
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plazemske koncentracije) (16). Nizka kupna mo¢ ljudi na
malarijsko najbolj ogrozenih obmodijih je spodbudila razvoj
antimalarijskih sinteznih peroksidov z enostavnejSo struk-
turo, saj je njihovo pridobivanje obcutno cenejSe od izola-
cije artemisinina iz naravnih virov. Kombinacija arterolana
in piperakina je uspesno sklenila tretjo fazo klini¢nih razi-
skavy, tako da je prva kombinacija s sinteznim peroksidom.
Leta 2012 je bila odobrena v Indiji (17).

3.3 ZAVIRALCI SINTEZE FOLATA

V nasprotju s ¢lovekom so plazmodij in ostali mikroorgan-
izmi sposobni de novo sinteze folatnih kofaktorjev, ki so-
delujejo v procesin prenosa enot C1. Sintezo tetra-
hidrofolata prek dihidropteroata in dihidrofolata katalizirajo
za parazite specificni encimi, med drugim tudi dihidropte-
roat sintetaza (DHPS) in dihidrofolat reduktaza (DHFR), ki
sta Ze uveljavljeni antibakterijski in antimalarijski taréi. Za
dosego sinergistiCnega delovanja in manjSe moznosti po-
java odpornosti se pri zdravljenju malarije uporablja kom-
binacija zaviralca DHPS (sulfadoksin, dapson) (Slika 6) z
zaviralcem DHFR (pirimetamin, progvanil in klorprogvanil)
(Slika 7). NajpogostejSa je kombinacija sulfadoksina in pi-
rimetamina, vendar pa je odpornost vedno pogostejsa (18).
V tretji fazi kliniCnih raziskav je tudi kombinacija sulfame-
toksazola in trimetoprima, ki naj bi bila preventivna zascita
(7).

3.4 INHIBICIJA TRANSPORTA
ELEKTRONOV

Atovakon (Slika 8) je eden prvih antimalarikov, ki so bili raz-
viti z racionalnim nacrtovanjem zdravil (19). Po strukturi je
analog koencima Q v dihalni verigi in poleg izgube mito-
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Slika 5: Strukture artemisinina,
njegovih derivatov in arterolana
Figure 5: Structures of artemisinin,
artemisinin derivatives and
arterolane.
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dihydrofolate reductase
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hondrijskega membranskega potenciala zavira tudi biosin-
tezo pirimidina. Zaradi hitrega pojava odpornosti na atova-
kon ga je treba kombinirati z drugimi antimalariki (20).

3.5 TARCE ANTIBIOTIKOV V
PLAZMODIJU

Tudi nekateri antibiotiki imajo antimalarijsko delovanje. Te-
traciklini (doksiciklin, tetraciklin), ki se uporabljajo samo-
stojno za preventivno zdravljenje malarije, se pri zdravijenju
kombinirajo z drugim hitreje delujo&im antimalarikom. Ri-
fampicin in makrolidi (azitromicin, klindamicin) pa so tre-
nutno Se v kombinacijah z drugimi antimalariki v procesu
klinicnih preskusanj (21). Pri bakterijah omenjeni antibiotiki
zavirajo sintezo proteinov v ribosomih — rifampicin prepreci
njihovo transkripcijo, makrolidi in tetraciklini pa njihovo tran-
slacijo (13). Pri plazmodiju prav tako zavirajo sintezo pro-

Slika 8: Struktura
atovakona

Figure 8: Structure of
atovaquone.

atovakon

teinov, molekulske tarCe pa so Se predmet raziskovanja,
saj so plazmodijeve ribosomske komponente, ki so pod-
obne bakterijskim, v apikoplastu in mitohondriju (22).
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ZDRAVLJENJE IN PREPRECEVANJE MALARIJE

ANTIMALARIKI V KLINICNIH
RAZISKAVAH

Metilensko modro (Slika 9) je bila prva sintezna spojina, ki
se je zaCela uporabljati v zdravljenju. Dandanes jo Se vedno
uporabljamo za zdravljenje methemoglobinemije. Do od-
kritja klorokina se je metilensko modro uporabljalo tudi v
antimalarijskem zdravljenju. Po odkritju klorokina je njegova
uporaba pri zdravljenju malarije povsem zamrla, verjetno
tudi zaradi neSkodljivega, a moteCega stranskega ucinka
— zelenega oz. modrega seca in modrikastih belocnic. Me-
tilensko modro doseze antimalarijsko delovanje s kompe-
titivno inhibicijo parazitove glutation reduktaze, kar povzrodi
oksidativni stres (23). V drugi fazi klini¢nih raziskav so po-
kazali, da ima kombinacija metilensko modrega z artesu-
natom ucinkovito gametocidno delovanje (24). Kombinacije
metilensko modrega s kinolini ali artemisinini so tako Se
predmet klini¢nih raziskav (25).

Velik uspeh med potencialnimi novimi antimalariki so spi-
roindoloni, ki so v samo petih letih presli od odkritja do kli-
niénih raziskav. Antimalarijsko delovanje dosezejo z
znizanjem sinteze proteinov. NajobetavnejSi kandidat,
NITD609 (Slika 9), je trenutno v drugi fazi klini¢nih raziskav
(17).

Sevuparin je heparinski derivat z manjSo antikoagulacijsko
aktivnostjo, ki prepreCuije zlepljenje eritrocitov in s tem hudo
obliko malarije (26). Trenutno je kombinacija sevuparin-ato-

vakon-progvanil v drugi fazi Klinicnih raziskav (clini-
caltrials.gov: NCT01442168).

Albitiazolijev bromid (SAR97276) (Slika 9) je bistiazolna sol,
ki je mimetik holina in zavira plazmodijevo de novo biosin-
tezo fosfatidilholina na ve¢ stopnjah. Albitiazolijev bromid
je v obliki intramuskularnih injekcij v drugi fazi klini¢nih ra-
ziskav (27).

Fosmidomicin (Slika 9) je encimski zaviralec v od mevalo-
nata neodvisni izoprenoidni biosintezi v apikoplastu (28).
Kombinacija fosmidomicina s klindamicinom je prav tako
v drugi fazi klini¢nih raziskav (29).

POTENCIALNE NOVE TARCE
V PLAZMODIJEVIH
METABOLNIH POTEH

V plazmodijevih metabolnih procesih je udelezenih veliko
encimov in njihovih substratov, prenasalcev, receptorjev,
ostalih proteinov in lipidov, ki so mozne tar¢e za nove an-
timalarijske ucinkovine. Razvoj ucinkovine, ki deluje na
drugo taréo v metabolni poti, za katero ze imamo antima-
larik, lahko s kombiniranim zdravljenjem povzroCi sinergi-
sticno delovanje in pocasnejSi razvoj odpornosti. Za iskanje
novih antimalarikov so primernegjSe tarce, ki niso homolo-
gne s pripadajo¢imi Cloveskimi, saj omogocajo boljSo se-
lektivnost.

metilensko modro
HO

<
"z
54-03

albitiazolijev bromid

Cl
Cl)H ﬁ Slika 9: Strukture antimalarijskih
H N~ uginkovin, ki so v Kliniénih
\g/ H raziskavah

Figure 9: Structures of the
antimalarial agents that are in
clinical trials.

fosmidomicin

376 farm vestn 2013; 64




BCX4945 DSM265

Slika 10: Strukturi antimalarijskih ucinkovin, ki sta v predklinic¢nih
raziskavah

Figure 10: Structures of the antimalarial agents that are in preclinical
trials.

Kljub temu da se v zdravljenju ze vrsto let uporabljajo anti-
malariki, ki zavirajo razstrupljanje hemoglobina, ponuja pro-
ces razgradnje hemoglobina Se ve¢ drugih potencialnih
tarC. Zaviranje peptidaz, ki razgrajujejo globinske verige do
aminokislin, iz katerinh potem parazit sintetizira svoje pro-
teine, povzrodi smrt parazita (30).

Potencialne nove tarCe je mogoce iskati v biosinteznih
poteh duSikovih spojin. PredkliniCne raziskave je uspesno
sklenil imunicilin (BCX4945) (Slika 10), ki inhibira parazitovo
sintezo purinskih baz in posledi¢no onemogoca nastanek
kofaktorjev, nukleotidov in nukleinskih kislin (31). Tudi tria-
zolopirimidinski derivat DSM265 (Slika 10), encimski zavi-
ralec v de novo pirimidinski biosintezi, je v fazi predklini¢nih
raziskav. Parazit je za inhibicijo te poti posebej obdutljiv, saj
za razliko od ostalih organizmov nima alternativne poti za
pridobivanje pirimidinskih nukleozidov (32).

Proteinske kinaze so zadnje ¢ase glavna tarCa pri iskanju
novih uc¢inkovin. Za ve¢ kot 10 razli¢nih plazmodijevih pro-
teinskih kinaz so pokazali, da so bistvene v procesih vseh
parazitovih razvojnih stadijev in da z inhibitorji lahko pov-
zroCimo smrt parazita (33).

PREVENTIVNO ZDRAVLJENJE

Drzave z visoko verjetnostjo okuzbe so tudi turisti¢no za-
nimive, saj jih letno obisCe priblizno 125 milijonov turistov,
med katerimi se jih z malarijo okuzi okrog 10.000. Turisti
S0 izpostavljeni zveCanemu tveganju, saj nimajo razvite na-
ravne odpornosti, pogosto po vrnitvi domov sledi pozna
ali celo napacna diagnoza. V nevarnosti so predvsem no-

secnice, otroci in ostareli. Zaradi Sirjenja odpornosti sta ke-
moprofilaksa in zdravljenje vedno bolj otezena (34). Pred
odhodom na obmodje z malarijo je treba preveriti, katera
kemoprofilaksa je ustrezna zaradi morebitne prisotnosti od-
pornosti; na primer z zemljevidom na spletni strani organi-
zacije Centres for Disease Control and Prevention (CDC
Malaria  Map Application, http://cdc-malaria.ncsa.
uiuc.edu/).

NajcenejSa oblika kemoprofilakse je doksiciklin v dnevnem
odmerku po 100 mg. Jemati ga je treba zaCeti dan ali dva
pred prihodom na obmocje z malarijo in nadaljevati z dnev-
nimi odmerki Se 4 tedne po odhodu. Doksiciklina ne smejo
jemati otroci, nosecnice in dojeCe matere. Poleg tega pov-
zroGi Se fotosenzitivnost, kar je lahko vzrok ¢ezmernim
son¢nim opeklinam, &e je posameznik izpostavljen soncni
svetlobi (35).

Druga moznost je meflokin v odmerku po 250 mg enkrat
na teden. Jemati ga je treba zaCeti najmanj en teden pred
prihodom na obmocje z malarijo in nato Se 4 tedne po od-
hodu z okuzenega obmodja. Uporaba meflokina se odsve-
tuje med dojenjem in nosec¢nostjo, Se posebno v prvem
trimesecju. Uporaba meflokina je povezana s pogostimi
nezelenimi ucinki, na primer psihiatricne motnje (nenor-
malne sanje, nespecnost, tesnoba, depresija), glavoboli,
vrtoglavica in slabost (36).

Kemoprofilaksa z najmanj izrazitimi nezelenimi ucinki, a naj-
vi§jo ceno, je kombinacija atovakona (250 mg) in progvanila
(100 mg). Odmerki so dnevni, jemati jih je treba zaceti dan
ali dva pred prihodom in nadaljevati e 7 dni po odhodu z
obmodja z malarijo (37).

Antimalariki, ki se uporabljajo za kemoprofilakso, se v dru-
gacnih rezimih odmerjanja uporabljajo tudi za zdravljenje
malarije. Ce popotnik kljub kemoprofilaksi zboli za malarijo,
je potrebno zdravljenje z drugim antimalarikom kot za pro-
filakso, na katerega se na tistem obmocju Se ni razvila od-
pornost (34).

Malarijo lahko prepre€imo tudi na nefarmakoloske nacine,
in sicer z izogibanjem pikom komarjev, predvsem ponodi,
ko so komariji najbolj aktivni. Zato je treba nositi obleko iz
dovolj debelega materiala, ki pokrije ¢im vecjo povrSino
koze. Kozo, vsaj izpostavljene dele, je treba zascititi z re-
pelenti (najpogosteje se uporablja DEET, N,N-dietil-3-me-
tilbenzamid), ki jih je treba ob potenju nanasati na od 3 do
4 ure. Med spanjem je zazelena tudi uporaba mrez proti
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ZDRAVLJENJE IN PREPRECEVANJE MALARIJE

komarjem in hlapnih insekticidov ali insekticidnih prsil, ki jih
pred spanjem razpr8imo po sobi (34).

Med popotniki so znane tudi »naravne« metode za prepre-
Cevanje pikov komarjev. Prehranski nadomestki, npr. pre-
hrana, bogata s Cesnom, in povecan vnos vitamina B, so
pri nekaterih popotnikih bolje sprejeti kot kemoprofilaksa,
vendar za omenjeno zal ni nobenega dokaza, da bi bili
ucinkoviti. Kljub temu da naj bi vitamin B, ucinkoval kot re-
pelent, so raziskave te trditve zavrnile (38).

SKLEP

Odkar se je povecalo zanimanje za razvoj antimalarikov in
posledi¢no tudi financiranje, je dogajanje na tem podrocju
zelo zanimivo. Medtem sta se izboljSala tudi poznavanje
plazmodijevega genoma in razumevanje mehanizmov de-
lovanja ze uveljavijenih antimalarikov. To je olajSalo odkri-
vanje potencialnih (novih) tar¢ in ucinkovin, ki bi delovale
nanje. Trenutno so v predklini¢nih in Klini¢nih raziskavah
Stevilne nove strukturno drugacne antimalarijske ucinko-
vine z delovanjem na razli¢ne tarce, ki niso le strukturno
podobni analogi ze poznanih molekul po principu tudi jaz
(angl. me too). To obeta zdravljenju malarije svetlo prihod-
nost, kar je precej redko mogoce trditi za bolezni, razSirjene
predvsem v najrevnejSih predelih sveta.
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uvoD

Holesterol je pomemben gradnik membran zivalskih celic,
potreben tudi za nemoteno delovanje Zivénega sistema in
razvoj moskih spolnih celic. Poleg strukturne vioge ima ho-
lesterol pomembno vliogo kot izhodna spojina v biosintezi
Stevilnih bioloSko aktivnih molekul, kot so zolEne kisline in
steroidni hormoni. Nenazadnije pa je holesterol klju¢en tudi

380

POVZETEK

Holesterol ima Stevilne fizioloSke vioge v organizmu
sesalcev in je kljucen za razvoj zarodka. Genetske
napake v biosintezi holesterola so vzrok razli¢nih
prirojenin napak. Patogeneza prirojenih napak je
posledica tako pomanjkanja holesterola kot tudi
Skodljivih u¢inkov sterolnih intermediatov, ki se ko-
picijo. Lanosterol 14a-demetilaza (CYP51) katalizira
prvi korak poznega dela biosinteze holesterola. Za
svoje delovanije potrebuje donorja elektronov, cito-
krom P450-oksidoreduktazo (POR). Pri nekaterih
pacientih s sindromom podobnim Antley-Bixler-ju
S0 ugotovili mutacije v genu POR. Poleg tega so
podobne teratogene simptome opazili pri otrocih
zensk, ki so med nosecnostjo uzivale azole, mocne
inhibitorje glivnih CYP51, ki se uporabljajo pri zdra-
vljenju sistemskin mikoz. Ugotovitvi nakazujeta, da
pride do razvojnih motenj zaradi napak v biosintezi
holesterola na ravni CYP51. Z nasim delom smo ze-
leli ugotoviti vpliv citokrom P450-oksidoreduktaze
na biosintetsko pot holesterola v jetrih.

Z analizo HPLC smo dolocili sterolni profil (koli¢ino
holesterola, lanosterola, 7-dehidroholesterola, lato-
sterola, FF-MAS in T-MAS) v jetrih miSi, ki imajo tki-
vno-specificno izni¢eni gen POR v jetrih. Ugotovili
smo, da izni¢enje Por povzrodi kopicenje lanoste-
rola v jetrih, kjer je normalno lanosterola in ostalih
sterolnih intermediatov razen holesterola zelo malo
ali so celo pod mejo detekcije. Mutirane misi imajo
v primerjavi s kontrolnimi zivalmi 35-krat ve¢ lano-
sterola (397 ug/g proti 11 ng/g). Kljub velikemu ko-
picenju lanosterola se koli¢ina celokupnega
holesterola v jetrih ni bistveno spremenila, ostali ste-
roli pa so bili pod mejo detekcije v obeh skupinah.
Nasi rezultati kazejo, da je POR obvezni in neza-
menljivi donor elektronov predvsem pri CYP51 po-
sredovani reakciji. Brez POR se pretvorba
lanosterola in najverjetneje tudi sinteza holesterola
de novo ustavi. Kljub temu se koli¢ina holesterola v
jetrin ne spremeni, saj homeostatski mehanizmi
omogocijo uravnavanje koncentracije holesterola v
jetrih s prevzemom LDL iz prehrane

KLJUCNE BESEDE:

holesterol, citokromi P450, CYP51, lanosterol,
Antley-Bixler-jev sindrom
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ABSTRACT

Cholesterol has several important physiological
functions in mammals and is also indispensable
during embryogenesis. Genetic defects of the cho-
lesterol biosynthetic pathway lead to different inborn
errors. The phenotypic abnormalities are caused by
cholesterol deficiency and accumulation of interme-
diate sterols. Lanosterol 14a-demethylase (CYP51)
catalyses the first step following cyclization of squa-
lene in cholesterol biosynthesis. CYP51 requires cy-
tochrome P450 oxidoreductase (POR) that is the
obligate electron donor for the reaction. Some pa-
tients with Antley-Bixler syndrome have mutations
in the POR gene. A similar phenotype was also ob-
served after early in utero exposure to azoles, which
are inhibitors of fungal CYP51 used to treat sys-
temic mycoses. The reason in both cases might be
the inhibition of cholesterol biosynthesis on the level
of CYP51. The aim of our work was to determine
the effect of cytochrome P450- oxidoreductase on
cholesterol biosynthesis in liver.

We used HPLC analysis to profile sterols (choleste-
rol, lanosterol, 7-dehydrocholesterol, lathosterol,
FF-MAS and T-MAS) in the liver of wild mice and
liver specific Por knock-out mice. We show that Por
deletion caused strong accumulation of lanosterol.
We observed 35-fold induction compared to wild

type (397 ug/g vs. 11 ug/g).

Despite the buildup of lanosterol, the amount of
total liver cholesterol did not change. Our results
confirm POR as an obligate and unchangeable
electron donor for CYP51 mediated reaction. POR
deficiency inhibits lanosterol conversion to FF-MAS
as well as cholesterol biosynthesis de novo. Home-
ostatic mechanisms are able to regulate cholesterol
level, most probably through uptake of exogenous
cholesterol from diet.

KEY WORDS:
cholesterol, cytochromes P450, CYP51,
lanosterol, Antley-Bixler syndrome

pri delovanju proteina Hedgehog (Hh) (1), ki uravnava em-
brionalni razvoj (2).

Molekula holesterola nastane v seriji ve¢ kot 30 reakcij in
vseh 27 ogljikovin atomov holesterola izvira iz molekule
acetil-CoA z 2 ogljikovima atomoma. Lanosterol je prvi ci-
kli¢ni intermediat v biosintetski poti (3), ki se v seriji deme-
tilacij, redukcij in oksidacij pretvori v holesterol (Slika 1) (4).
Po lanosterolu pa se biosintezna pot lo¢i na dve mozni veji
z intermediati, ki imajo nasi¢eno (5) ali nenasic¢eno (6) A24-
vez (Slika 1).

Intermediati pred-lanosterolnega dela zalagajo celico s Ste-
vilnimi biolosko pomembnimi molekulami, kot sta koencim
Q10 in hem A (7). Tudi intermediati poznega dela imajo po-
tencialne svoje bioloSke vioge. Dva sterola so izolirali iz
spolnih zlez sesalcev in vplivata na razvoj in kvaliteto jaj¢nih
celic (8, 9), iz 7-dehidroholesterola pa nastane vitamin D.
Poleg tega so z nedavnimi raziskavami pokazali, da so
pravzaprav sterolni intermediati tisti, ki so klju¢ni za pato-
genezo genetskih obolenj biosinteze holesterola (10). Le-ti
se kopicijo in povzrocijo napake pri fuziji obraznih struktur
(10) in razvoja las (11).

V po-lanosterolnem delu biosintetske poti je opisanih Sest
prirojenih napak, ki so posledica mutacij v holesterogenih
genih (12) in imajo dolocene skupne fenotipske znacilnosti.
Antley-Bixler-jev sindrom (ABS) nastane kot posledica mu-
tacij v razliénih genih, najveckrat v receptorju fibroblastnih
rastnih faktorjev 2 (FGFR2). Fenotip podoben ABS so opa-
zili tudi pri otrocih, ki so bili v maternici izpostavljeni fluko-
nazolu, antimikotiku in inhibitorju lanosterol 14a-demetilaze
(CYP51) (13). Azoli se pogosto uporabljajo v kmetijstvu in
tudi za zdravljenje zivali in ljudi. Njihovo delovanje temelji
na inhibiciji glivnega CYP51 (14). CYP51 katalizira demeti-
lacijo lanosterola v biosintezni poti sterolov (15). Tako so
pozornost pri pacientin z ABS usmerili tudi na CYP51 in
sintezo holesterola (16, 17). V fibroblastih nekaterih pacien-
tov, tistih brez mutacij v FGFR2, so ugotovili povecano ko-
licino lanosterola. Kopicenje lanosterola, ki je substrat
encima CYP51, kaze na neaktivhost encima (18). Vendar
pri pacientin mutacij v samem CYP5T niso nasli (19), kas-
neje pa so odkrili, da je pri teh pacientih okvarjen gen za
citokrom P450-oksidoreduktazo (POR) (20, 21). Protein
POR je donor elektronov v Stevilnih oksidoreduktivnih reak-
cijah, predvsem kataliziranih s citokromi P450. V biosintezi
holesterola sta to 14a-demetilacija lanosterola s CYP51 in
monooksigenacija skvalena s svalen-monooksigenazo
(SQLE) (14).
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Slika 1: Shema biosinteze holesterola. Kratice encimov predstavijajo simbol UniGene.
HMGCR- HMG-CoA-reduktaza; LBR- lamin B receptor; TM7SF2- 14-
dehidroholesterol-reduktaza; SC4MOL- sterol C4-metil-oksidaza, NSDHL -
3-(-hidroksi-A5-steroid-dehidrogenaza, HSD3B3- 3[3-ketosteroid-reduktaza, EBP-
sterol-8,7 izomeraza; SC5D- sterol-C5 desaturaza;, DHCR7- 7-dehidroholesterol-
reduktaza, POR- citokrom P450-oksidoreduktaza. FF-MAS- mejozo aktivirajoCi sterol iz
folikularne tekocine, 4,4-dimethyl-5a-cholesta-8, 14,24-triene-3[3-ol; T-MAS- mejozo
aktivirajoci sterol iz mod.

Figure 1: Schematic representation of post-squalene part of cholesterol biosynthesis.
Abbreviations of enzyme names correspond to UniGene Symbols. HMGCR- HMG-
COA reductase; LBR- lamin B receptor; TM7SF2- 14-dehydrocholesterol reductase;
SC4MOL- sterol C4-methyl oxidase, NSDHL- 3--hydroxy-A5-steroid dehydrogenase,
HSD3B3- 3B-keto-steroid reductase, EBP- sterol 8, 7 isomerase; SC5D- sterol- C5
desaturase; DHCR7- 7-dehydrocholesterol reductase. FF-MAS- follicular fluid meiosis
activating sterol, 4,4-dimethyl-5a-cholesta-8, 14,24-triene-33-ol; T-MAS- testis meiosis
activating sterol, 4,4-dimethyl-5a-cholesta-8,24-diene-33-ol.

Da bi preuciti vpliv POR na metabolizem holesterola, smo  landa Wolfa (University of Dundee) (pet v vsaki skupini)
analizirali sterolni profil v jetrih misi z izniCenim genom Por.  Analizo sterolov smo izvedli po Ze opisanem postopku (22)

Z manjsimi spremembami. Iz zamrznjenih in posusenih jeter
(angl. freeze-dried) smo ekstrahirali lipide v ekstrakcijski te-

MATERIALI IN METODE kocini (75% n-heptan : 25% izopropanol (v/v)). Organsko

fazo smo posusili in ekstrahirane lipide umilili z enourno in-
kubacijo v raztopini 10% KOH v 80% etanolu pri 60°C. Po
alkalni hidrolizi smo pH uravnali z 1M KH,PO, in ponovno
izvedli ekstrakcijo, kot je opisana zgoraj. Organsko fazo

Jetra misi diviega seva in L-PORKO (misi z iznicenim  smo posusili, raztopili v mobilni fazi za analizo HPLC z nor-
genom Por v jetrih) smo dobili iz laboratorija prof. dr. Ro-  malno fazo in izvedli loditev na koloni ChromSpherSi, 5 um,
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250x4.6 mm (Varian) z mobilno fazo 99,5% n-heptan
(J.T.Baker):0,5% izopropanol (J.T.Baker) (v/v) s pretokom
1,00 mL/min. Koli¢ino holesterola smo dolodili na osnovi
kromatograma analize z normalno fazo pri 200 nm. Ker se
lanosterol in T-MAS na normalni fazi ne locita, smo frakcijo
z intermediati (8-20 minut) polovili, posusili, raztopili v ace-
tonitrilu in jih analizirali s pomocjo separacije na reverzni
fazi na koloni C8-LiChrospher RP-8, 5 um, 250x4,6 mm
(Varian) z mobilno fazo (v/v) 93% acetonitril (Fischer Scien-
tific): 7% vode s pretokom 1,00 mL/min. Na osnovi reten-
cijskih ¢asov (RT) standardov smo lahko dolocili lanosterol
(Sigma L5768; RT 24,5 min na reverzni fazi in holesterol
(Steraloids C6760; RT 21,3 min na normalni fazi), medtem
ko so bili 7-dehidroholesterol (Steraloids C3000), latosterol
(Steraloids C7400-000) in T-MAS in FF-MAS (laboratorijski
standardi (22) pod mejo detekcije.

REZULTATI IN RAZPRAVA

Zeleli smo preusiti viogo citokrom P450-oksidoreduktaze
(POR) na biosintezo holesterola v jetrin. Citokrom P450-
oksidoreduktaza (POR) namre¢ sodeluje kot donor elek-

tronov pri dveh reakcijah v biosintezni poti, pri monooksi-
genaciji skvalena s skvalen-epoksidazo in pri 14a-demeti-
laciji lanosterola s CYP51 (Slika 1). Razvita sta bila dva
modela misi z izniCenim genom Por specificno v jetrih (L-
PORKO) (23, 24). V jetrih miSi diviega seva in L-PORKO
(23) smo analizirali sterolni profil. Dolocili smo koli¢ino ho-
lesterola in lanosterola (Slika 2), medtem ko je bila koli€ina
7-dehidroholesterola, latosterola, FF-MAS in T-MAS pod
mejo detekcije. Koli€ina lanosterola je v jetrih misi L-
PORKO 35-krat poveCana (397,48+138,87 ug/g vs.
11,55+5,17 ug/g; Slika 2A in B). Lanosterol je substrat za
CYP51-posredovano reakcijo. Njegovo kopiCenje kaze na
to, da je CYP51 neaktiven in da je za CYP51 POR neza-
menljiv donor elektronov. Monooksigenacija skvalena je v
biosintezni poti pred CYP51 (Slika 1) in oc¢itno potece kljub
odsotnosti POR. Skvalen-monooksigenaza ima verjetno al-
ternativni vir elektronov, kot na primer citokrom b,/NADH-
reduktazo (25).

Kljub velikemu kopi¢enju lanosterola, ki kaze na to, da je
sinteza holesterola na ravni CYP51 moc¢no inhibirana ali
celo ustavljena, se koliCina celokupnega holesterola v jetrin
ni bistveno spremenila (4233,54+837,14 ug/g vs.
5104,10+1869,77 ug/g; Slika 2C in D). Ko koli¢ina hole-
sterola pade, transkripcijski faktor SREBP2 namre¢ aktivira
tako biosintezno pot kot tudi prevzem holesterola iz plazme

2 ko Ko

0 15 20 25 10 15
Cas (min)

800 8000

Slika 2: Kolicina lanosterola in holesterola v jetrih misi z
izni¢enim genom Por. Reprezentativni kromatogrami
lanosterola (puscica) po analizi HPLC z reverzno fazo (A) in
holesterola (puscica) z normalno fazo (C). Na osnovi
kromatogramov smo dolocili koli¢ino lanosterola (B) in
holesterola (D) v jetrih misi diviega seva (beli stolpci) in

0 misi z izniCenim genom Por (Crni stolpci). Rezultati

predstavijajo srednjo vrednost in standardno deviacijo
petih Zivali.
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Figure 2: Lanosterol and cholesterol amount in the liver of
wild type and liver specific Por knock-out mice.
Representative reverse phase (A) and straight phase (C)
HPLC chromatograms of lanosterol (A) and cholesterol (C)
analysis. Quantification of lanosterol (B) and cholesterol
(D) in the liver of wild type (white bars) and liver specific
Por knock-out (black bars) mice. Results represent mean
+ SD of 5 animals.
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CITOKROM P450 — OKSIDOREDUKTAZA (POR) V BIOSINTEZI HOLESTEROLA

preko z receptoriem LDL posredovane endocitoze (26). V
jetrin misi L-PORKO je poviSano izrazanje holesterogenih
genov, vendar to ne zadostuje za sintezo holesterola (24).
Povecan pa je tudi prevzem lipoproteinov LDL, kar kaze
znizana raven serumskega holesterola za 65% pri misih L-
PORKO (23).

SKLEP

Z na8o analizo smo pokazali, da je encim citokrom P450-
reduktaza nujen pri 14o-demetilaciji lanosterola v biosinte-
zni poti holesterola. Posledica napak v genu Por oziroma
eksperimentalno izniCenje gena je neaktivnost encima POR
in posledi¢na inhibicija CYP51 in akumulacija lanosterola.
Metilirani steroli pa ne morejo funkcionalno zamenjati ho-
lesterola (5), kar je skupaj s pomanjkanjem holesterola klju-
¢no pri patogenezi ABS in teratogenem delovanju azolov.
Kljub temu, da je biosintetska pot prekinjena, pa je koli¢ina
holesterola nespremenjena, najverjetneje zaradi homeo-
statskih mehanizmov, ki omogocajo uravnavanje koli¢ine
holesterola na ravni prevzema holesterola iz LDL delcev.
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POVZETEK

Ocenjena skupna prevalenca sladkorne bolezni v
Sloveniji je podobna kot v razvitem svetu in se giblie
med 4 in 6 %. Za zgodnje odkrivanje ledvicne bole-
zni pri novoodkritin bolnikih s sladkorno boleznijo
tipa 2 (SBT2) uporabliamo kazalce ledvicnega de-
lovanja (ocena glomerulne filtracije (0GF)) in kazalce
okvare ledvic (albuminurija (ACR) in proteinurija
(PCR)). Namen naSe raziskave je bil ugotoviti pre-
valence znizane oGF in bolezenske albuminurije ter
bolezenske proteinurije pri novoodkritin bolnikih s
SBT2. V raziskavo smo vkljucili 85 bolnikov s SBT2.
Vsem bolnikom smo izmerili oGF, ACR in PCR.
Ugotovili smo, da ima med 85 bolniki s SBT2 17
bolnikov znizano oGF, 27 bolnikov pa bolezensko
albuminurijo. Med 58 bolniki brez albuminurije so
trije bolniki z bolezensko proteinurijo. Med 68 bolniki
z normalno oGF pa je kar 22 bolnikov z bolezensko
albuminurijo oz. 18 bolnikov z bolezensko proteinu-
rijo.

Navedeni rezultati so pokazali, da so tudi v skupini
bolnikov brez bolezenske albuminurije in v skupini
bolnikov z normalno oGF, bolniki, ki imajo zaradi bo-
lezenske proteinurije vec€je tveganje za razvoj sréno
zilnih bolezni in bolezni ledvic. Pri teh bolnikih lahko
S pravocasno in selektivno uvedeno terapijo zmanj-
Samo tveganje za nastanek sréno zilnih bolezni in
bolezni ledvic.

KLJUCNE BESEDE:
sladkorna bolezen tipa 2, glomerulna filtracija,
albuminurifa, proteinurija

POVZETEK

The estimated prevalence of diabetes in Slovenia is
similar to most countries of the developed world,
ranging between 4 and 6%. Markers of renal func-
tion (glomerular filtration rate (GFR)) and markers of
renal damage (alouminuria (ACR) and proteinuria
(PCR)) are used for the early detection of renal di-
sease in newly diagnosed type 2 diabetes patients.
The aim of our study was to assess the prevalence
of reduced GFR and increased ACR and PCR in
newly diagnosed type 2 diabetes patients. 85 newly
diagnosed type 2 diabetes patients were included
in the study . We measured GFR, ACR and PCR in
all of them. We found that in 85 type 2 diabetes pa-

farm vestn 2013; 64

¥
zZ
5
O
z
]
=
&)
pd
<
pd
N
pd
—
<
Z
O
7
O



POMEN OCENE ALBUMINURIJE IN PROTEINURIJE PRI NOVOODKRITIH BOLNIKIH S SLADKORNO BOLEZNIJO TIPA 2

tients 17 patients had reduced GFR, while 27 of
them had pathological alouminuria. In 58 patients
that did not have alouminuria, we found 3 patients
with pathological proteinuria. In 68 patients with
normal GFR, 22 had pathological albuminuria and
18 had pathological proteinuria.

The reported results show that a proportion of pa-
tients with no albuminuria and normal GFR have a
higher risk of developing cardiovascular and renal
disease due to pathological proteinuria. In these pa-
tients we can introduce measures early in the
course of disease to reduce their risk of cardiovas-
cular and renal morbidity.

KEY WORDS:
type 2 diabetes, albuminuria, proteinuria,
glomerular filtration rate

UuvoD

Sladkorna bolezen (SB) je obsezen zdravstveni problem,
ki bolnike izpostavi poveCanemu tveganju za nastanek
sréno zilnih bolezni in bolezni ledvic. Je med najpogostej-
Simi vzroki za napredovanje ledvi¢ne bolezni do koncne
odpovedi ledvic, ki zahteva nadomestno zdravljenje. Bolniki
s kon¢no odpovedjo ledvic imajo dokazano znacilno visjo
smrtnost, obolevnost in nizjo kakovost Zivlienja (1). Pri od-
krivanju bolnikov s kroni¢no ledvi¢no boleznijo (KLB) in na-
daljni opredelitvi KLB kot diabetic¢ne ledvicne bolezni (DLB)
ali kot kronicne ledvicne bolezni druge etiologije upora-
bliamo kazalce ledvi¢nega delovanja in bolezni ledvic. Naj-
pogosteje uporablieni kazalec ledvicnega delovanja je
ocena glomerulne filtracije (0GF). Za oceno in spremljanje
napredujoCe bolezni ledvic pa sta uporabna kazalca albu-
minurija in proteinurija (2). Pri bolnikih s SB je merjenje al-
buminurije pomembno za zgodnje odkrivanje DLB,
medtem ko je prisotnost proteinurije pomemben dejavnik
tveganja za napredovanje DLB. Albuminurija je bolj obcutljiv
kazalec za odkrivanje KLB od proteinurije, kar potrjuje tudi
Studija Atkins s sod., ki navaja, da 67,5% nediabetikov z
albuminurijo nima proteinurije in da samo 8% nediabetikov
s proteinurijo nima albuminurije (3). Proteinurija (ve¢ kot
0,150 g/dan) je kazalec ledvi¢ne bolezni in predstavlja po-

memben dejavnik tveganja za napredovanje DLB (4). Tve-
ganje za sr¢no-zilne zaplete se dodatno veca z narasca-
njem izloCanja proteinov v urinu in znizevanjem oGF.
Albuminurija je kazalec KLB, sréno-zilnih bolezni in pove-
¢ane umrljivosti, ne glede na prisotnost sladkorne bolezni
(5). Dokazano je, da se tako pri diabeti¢ni, kakor tudi ne-
diabeti¢ni ledvi¢ni bolezni delovanije ledvic pri vedji vredno-
sti proteinurije hitreje slabSa. (6) Bolniki s sladkorno
boleznijo tipa 2 (SBT2) in z okvarjenim delovanjem ledvic
imajo v primerjavi z bolniki s SBT2 brez okvarjenega delo-
vanja ledvic, povecano tveganje za smrtnost. Kot vzrok za
povecano smrtnost izstopajo zapleti in bolezni na sréno Zil-
nem sistemu (7). Pri bolnikih s SBT2 so dokazali, da pred-
stavlja kombinacija albuminurije z zmanjSano oGF,
pomemben dejavnik tveganja za napredovanje ledvi¢ne
okvare in srénozilnih bolezni (8). Nekatere raziskave kazejo,
da imajo bolniki s proteinurijo in normalno oGF slabse kli-
ni¢ne izide od bolnikov brez proteinurije, vendar z zmanj-
Sano oGF (9); druge pa, da imajo bolniki z zmanjSano oGF
brez proteinurije povedano tveganje za sploSno umrljivost
od bolnikov z albuminurijo brez zmanj$ane oGF (10). Ce-
prav obi¢ajno nastopi albuminurija pred znizanjem oGF, so
pri bolnikih s SBT1 in s SBT2, ugotovili primere progresiv-
nega znizevanja 0GF brez povecCanja albuminurije (11). Al-
buminurija in  znizana oGF odrazata razlicne
patobiokemi¢ne mehanizme pri poSkodbi ledvic (12). Po-
vecano izloCanje albumina v urinu (bolezenska albuminurija)
in zmanjSanje glomerulne filtracije sta dokazana dejavnika
tveganja za progresivno ledvi¢no bolezen in srénozilne bo-
lezni. Zgodnje odkrivanje kroni¢ne ledvicne bolezni (KLB)
omogocCa uvedbo terapevtskih intervencij v zgodniji fazi, ko
so Se ucinkovite pri zaustavljanju ali preprecevanju napre-
dovanja ledvi¢ne bolezni do odpovedi ledvicnega delovanja
ter pridruzenih zapletov. Za zgodnje odkrivanje KLB pri bol-
nikih z vedjim tveganjem, kamor uvr§¢amo tudi bolnike s
SBT2, mednarodne in slovenske smernice priporocajo
uporabo presejalnih testov za oceno albuminurije, protei-
nurije in glomerulne filtracije (12,13,14). Zaradi vpliva stanja
hidracije na koncentracijo razli¢nih beljakovin v urinu, labo-
ratorij vrednosti za albuminurijo podaja kot koli¢nik U- al-
bumin/kreatinin (ACR) in vrednosti za proteinurijo kot
koli¢nik U-beljakovine/kreatinin (PCR), oboje v g/moal.
Spodnja meja bolezenske albuminurije je v razli¢nih drza-
vah razli¢na. V nasi drzavi je za bolezensko albuminurijo
priporocena vrednost ACR vec kot 3g /mol. O bolezenski
proteinuriji pa govorimo, ko je vrednost PCR vec kot 20
g/mol in ocena dnevne proteinurije ve¢ kot 0,150 g/dan
(6,15). Za oGF je priporoc¢ena enacba MDRD (Modification
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of Diet in Renal Disease), pri ¢emer je znizana vrednost
opredeliena pod 60 ml/min/1,73 m2.

Na podlagi teh ugotovitev smo Zeleli prouciti populacijo
bolnikov z novoodkrito SBT2, ki so bili obravnavani v am-
bulanti za diabetes Splosne bolnignice Jesenice. Zeleli smo
ugotoviti prevalenco ledvi¢ne bolezni ter razli¢ne vrste led-
viénih okvar pri bolnikih s SBT2.

MATERIALI IN METODE

V raziskavo smo vkljucili bolnike z novo odkrito SBT2, ki
s0 bili v obdobju od 01.01.2012 do 30.06.2013 obravna-
vani v ambulanti za diabetes SploSne bolniSnice Jesenice.
Izkljugili smo nosecnice in bolnike z okuzbami, poskod-
bami, sistemskimi boleznimi, onkoloskimi boleznimi ter bol-
nike, ki se zdravijo s kortikosteroidi in/ali imunosupresivi.
Skupno smo zajeli 85 bolnikov, od tega je bilo 42 zensk in
43 moskih. Povprecna starost vklju¢enih bolnikov je zna-
Sala 61,7 let. V raziskavi smo uporabili laboratorijske re-
zultate preiskav, ki so bile izvedene v sklopu redne
obravnave bolnikov v ambulanti za diabetes Splosne bol-
niSnice Jesenice. V obdobju od januarja 2012 do junija
2018 je bilo v ambulanti obravnavanih 113 novoodkritih
bolnikov s SBT2 (diagnoza jim je bila doloCena na primarni
ravni zdravstvenega varstva, kjer so bili uvedeni prvi ukrepi
za zmanjSanje glukoze v krvi). Vkljucili smo samo tiste bol-
nike s SBT2, ki so imeli v sklopu ambulantnega pregleda v
Splosni bolniSnici Jesenice opravljene laboratorijske pre-
iskave za oceno glikemije (koncentracija glukoze v plazmi
(P-Glukoza), glikirani hemoglobin v krvi (HbA1c)), za oceno
delovanja ledvic (koncentracija kreatinina v plazmi (P-Krea-
tinin), oGF po MDRD), in za oceno proteinov v urinu (ACR,
PCR in ocena dnevne proteinurije (0DP)). Analize so bile
opravljene na Oddelku za laboratorijsko diagnostiko Splo-
Sne bolniSnice Jesenice na analizatorjih Siemens Expand
Dimension.

Uporabili smo sledece diagnosti¢ne kriterije: bolezenska
albuminurija pri vrednosti ACR nad 3,0 g albumina na mol
izloCenega kreatinina, bolezenska proteinurija pri PCR nad
20,0 g proteinov na mol izloCenega kreatinina in ocena led-
vi¢ne funkcije je znizana pri oGF pod 60ml/ min. Za oceno
dnevne proteinurije (0DP) v skladu s priporodili patoloSke
opredelimo vrednosti nad 0,150 mg/dan (12,13,14). Kon-

centracijo albumina smo dolocili v srednjem curku drugega
jutranjega vzorca urina. Oceno glomerulne filtracije smo iz-
racunali na podlagi doloCitve plazemskega kreatinina s
standardizirano laboratorijsko metodo s pomocjo enacbe
MDRD. Po tej enacbi izracunana oGF velja v obmocju sta-
rosti od 18 do 75 let. V naSi skupini preiskovancev je bilo
7 bolnikov starejsih od 75 let. Pri teh bolnikin smo uporabili
za izracun oGF korekcijski faktor (16).

Preiskovance smo razdelili v dva para skupin. Prvi par
glede na vrednosti albuminurije in sicer v skupino 1 bolnike
z normalno vrednostjo in v skupino 2 bolnike z bolezensko
albuminurijo. Ker je pri novoodkritin bolnikih s SBT2 zelo
pogosto Ze znizana funkcija ledvic, smo preiskovance raz-
delili Se na drugi par glede na vrednost oGF in sicer v sku-
pino 1 bolnike z normalno vrednostjo oGF in v skupino 2
bolnike z znizano vrednostjo oGF.

Iskali smo statisti€no pomembne razlike med obema pa-
roma skupin bolnikov, glede na izmerjene parametre (P-
Glukoza, HbA1c, P-Kreatinin, ACR, PCR oDP in oGF).

Raziskavo je odobrila Komisija za medicinsko etiko Splo-
Sne bolnisnice Jesenice, ki je ugotovila, da sta nacrt in iz-
peljava usklajena z naceli Helsinske deklaracije o
biomedicinskih raziskavah Svetovnega zdravniskega zdru-
zenja in z dolodili Konvencije sveta Evrope za varstvo &lo-
vekovih pravic in dostojanstva CloveSkega bitja v zvezi z
uporabo biologije in medicine. Prav tako so v nacrtu in iz-
vedbi upostevana nacela Kodeksa medicinske deontolo-
gije Slovenije, kakor tudi navodila drzavne komisije za
medicinsko etiko.

Za statisticno analizo podatkov smo uporabili programski
paket SPSS Software Statistical Package, version 15.0,
SPSS Inc., Chichago, lllinois, USA. Rezultate biokemicnih
meritev smo izrazili kot povpre¢no vrednost s standardno
deviacijo (x + SD) in kot mediano z obmodgjem (min — max)
pri parametrih, katerih porazdelitev ni bila normalna. Za te-
stiranje normalnosti porazdelitve podatkov smo uporabili
Kolmogorov-Smirnov test. Parametre, ki se med skupi-
nami niso porazdeljevali normalno, smo primerjali s Krus-
cal-Wallisovim testom. Rezultate smo opredelili kot
statisticno znacilne pri stopniji tveganja p<0,05.
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POMEN OCENE ALBUMINURIJE IN PROTEINURIJE PRI NOVOODKRITIH BOLNIKIH S SLADKORNO BOLEZNIJO TIPA 2

REZULTATI

Laboratorijske parametre za oceno glikemije, ledvicne
funkcije in/ali okvare smo izmerili 85 bolnikom s SBT2. Pre-
iskovanci so bili v povpredju stari 61,7 let. Mediana pla-
zemskih koncentracij glukoze je znaSala 7,7 mmol/L,
HbA1c pa 7,8%. Koncentracije kreatinina so se gibale v
obmocju od 55 do 149 mmol/L. Kazalci ocene delovanja
ledvic in ledvicne okvare (ACR, PCR, oDP in oGF) so bili
razprseni v Sirokem intervalu meritev. Osnovne demograf-
ske podatke bolnikov prikazujemo v preglednici 1.

Na podlagi dolo¢enih vrednosti albuminurije smo v skupino
1 uvrstili bolnike z normalno vrednostjo albuminurije (N=58)
in v skupino 2 bolnike z bolezensko albuminurijo (N=27).
Izvedli smo primerjavo merjenih parametrov med skupi-
nama. Skupini bolnikov 1 in 2 se po medianah starosti, pla-
zemskih koncentracijah glukoze in HbA1c ter kreatinina in
oGF, nista znadilno razlikovali. Statisticno znacilne razlike
med skupinama pa smo ugotovili pri parametrih alouminu-
rije (ACR) in proteinurije (0DP in PCR). Pri pregledu rezul-
tatov pri posameznih bolnikih v skupini 1 smo ugotovili, da
je Kljub odsotnosti albuminurije prisotna bolezenska pro-
teinurija pri treh bolnikih, ki jih je v tej skupini potrebno Se
posebej natanéno obravnavati. Rezultate prikazujemo v
preglednici 2.

Preglednica 1: Demografske znacilnosti in laboratorijski parametri
85 bolnikov z novoodkrito sladkorno boleznijo tipa 2

Table 1: Demographic and laboratory parameters of 85 newly
diagnosed type 2 diabetes patients.

Parameter

starost (leta) 61,7 £10,8
spol (moski/zenske) 43/42
P-Glukoza (mmol/L) 7,7 (3,5 -20,1)
HbA1c (%) 7,8(6,3-14,1)
P-Kreatinin (umol/L) 80 (565 — 149)

ACR (g/mol kreatinina)
PCR (g/mol kreatinina)
oDP (g/dan)

oGF (ml/min/1,73 m?

1,57 (0,29 — 39,01)
13,2 (2,3-170,1)
0,114 (0,021 - 1,497)
71,8 (30,4 — 115,0)

oGF - ocena glomeruine filtracije, oDP — ocena dnevne proteinurije,
PCR - razmerje proteini na kreatinin, ACR- razmerje albumini na
Kkreatinin
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Na podlagi dolo¢ene 0GF smo v skupino 1 uvrstili 68 bol-
nikov z normalno oGF in v skupino 2 17 bolnikov z znizano
oGF. Izvedli smo primerjavo merjenih parametrov med sku-
pinama. Ugotovili smo, da se skupini po starosti znacilno
razlikujeta. Bolniki z znizano oGF so starejSi v primerjavi z
bolniki z normalno oGF (p<0,001). Plazemske koncentra-
cije kreatinina so v tej skupini priCakovano visje. Mediane
vrednosti za ACR, PCR in oDP pa se med skupinama ne
razlikujejo znacilno. Pri pregledu rezultatov pri posameznih
bolnikih pa smo ugotovili, da skupina z normalno oGF
vkljuCuje kar 22 pacientov z bolezensko albuminurijo (med
temi jih bilo 18 z bolezensko proteinurijo). Ti pacienti po-
trebujejo selektivno in pogloblieno obravnavo. Rezultate
prikazujemo v preglednici 3.

RAZPRAVA

V raziskavo smo vkljucili 85 bolnikov z diagnozo SBT2, ki
so bili prvi¢ po odkritju sladkorne bolezni obravnavani pri
diabetologu v Splosni bolnisnici Jesenice. Vsem bolnikom
smo izmerili laboratorijske parametre za oceno glikemije in
delovanja ledvic. Ugotovili smo, da ima med 85 bolniki s
SBT2 27 bolnikov bolezensko albuminurijo, 17 bolnikov pa
znizano oGF. Med 57 bolniki brez albuminurije imajo trije
bolniki bolezensko proteinurijo. Med 68 bolniki z normalno
oGF pa je kar 22 bolnikov z bolezensko albuminurijo oz.
18 bolnikov z bolezensko proteinurijo.

Albuminurija in znizana filtracijska sposobnost ledvic sta
neodvisna dejavnika za razvoj koronarne sréne bolezni pri
bolnikih s SBT2. Med preiskovanimi bolniki jih je imelo 31,7
% bolezensko albuminurijo in 20 % znizano oGF. Glede na
izsledke tuje raziskave (17), ki na velikem vzorcu pacientov
s SBT2 (N= 66069) navaja 24 % prevalenco mikro in ma-
kroalbuminurije in 17,2 % prevalenco znizane oGF (< 60
mL/min/1,73 m?), smo mi odkrili vi§jo pojavnost bolezen-
ske albuminurije in zmanjSanega delovanja ledvic. Preva-
lenca albuminurije in zmanjSanega delovanja ledvic se v
drugih Studijah (18, 19) giblie od 15 do 61 %. V raziskavah
so proucevali razlicne starostne skupine bolnikov s SBT2,
ki so se razlikovali po rasi, lipidnem statusu in drugih de-
javnikih tveganja za razvoj SBT2. Mi smo v raziskavo vklju-
¢ili samo 85 bolnikov, ki smo jih s pomocjo enkratne
meritve biokemi¢nih kazalcev razdelili po diagnosti¢nih kri-
terijih za oceno albuminurije in delovanja ledvic. Namen
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Preglednica 2: Laboratorijski parametri bolnikov z novoodkrito sladkorno boleznijo tipa 2 v skupini 1 brez in v skupini 2 z bolezensko

albuminurijo

Table 2: Laboratory parameters in newly diagnosed type 2 diabetes patients in group 1 with normoalbuminuria and in group 2 with

pathological albuminuria.
Parameter Skupina 1 Skupina 2 p
Stevilo bolnikov 58 27
starost (leta) 60 (32 - 79) 65 (40 — 84) 0,106
P-Glukoza (mmol/L) 7,4 (3,5-20,1) 7,7(4,3-17,2) 0,585
HbA1c (%) 7,8(5,3-13,3) 7,9 (6,0-141) 0,231
P-Kreatinin (umol/L) 81 (57 — 149) 78 ((55 — 120) 0,146
ACR (g/mol kreatinina) 1,14 (0,29 - 2,78) 10,1 (3,1 -39,0) 0,000
PCR (g/mol kreatinina) 10,8 (2,3 -26,9) 30,2 (9,5-170,1) 0,000
oDP (g/dan) 0,09 (0,021 — 0,236) 0,27(0,084 - 1,479) 0,000
oGF (ml/min/1,73 m?) 70,2 (30,4 - 104,6) 74 (37,2 -115) 0,745

Skupina 1: 58 bolnikov brez albuminurije
Skupina 2: 27 bolniki z albuminurijo
oGF - ocena glomerulne filtracije, oDP — ocena dnevne proteinurije,

PCR - razmerje proteini na kretainin, ACR- razmerje albumini na kreatinin

Preglednica 3: Laboratorijski parametri bolnikov z novoodkrito sladkorno boleznijo tipa 2 v skupini 1 z normalno in v skupini 2 z znizano oGF
Table 3: Laboratory parameters in newly diagnosed type 2 diabetes patients in group 1 with normal and in group 2 with decreased eGFR

Parameter Skupina 1 Skupina 2 P
Stevilo bolnikov 68 17

starost (leta) 59 (82 -79) 70 (44 - 84) 0,001
P-Glukoza (mmol/L) 7,6 (3,5-20,1) 8,9 (5,8 - 15,4) 0,257
HbA1c (%) 7,8(5,3-14,1) 8,2 (6,0 -10,6) 0,520
P-Kreatinin (umol/L) 77 (65 -109) 95 (81 - 149) 0,000
ACR (g/mol kreatinina) 1,36 (0,29 — 29,26) 1,96 (1,11 - 39,01) 0,105
PCR (g/mol kreatinina) 13,1 (2,3-170,1) 15,4 (3,4 -78,5) 0,733
oDP (g/dan) 0,114 (0,021 - 1,479) 0,135 (0,030 - 0,691) 0,649
oGF (ml/min/1,73 m?) 77 (60,1 —115) 52,6 (30,4 - 59,7) 0,000

Skupina 1: 68 bolnikov z normalno vrednostio GF
Skupina 2: 17 bolnikov z zmanjsano vrednostjo GF
oGF - ocena glomerulne filtracije, oDP — ocena proteinurije,

PCR - razmerje proteini na kreatinin, ACR- razmerje albumini na kreatinin

nase raziskave je bil usmerjen izklju¢no na pridobitev po-
datkov o Stevilu bolnikov z albuminurijo in brez albuminu-
rije. Stopnja albuminurije  zviSuje tveganje za
kardiovaskularne bolezni. Alouminurija je v visoki povezavi
z glikemijo in je pogostejSa pri moskih ter starejSih bolnikih,
s slabo urejeno sladkorno boleznijo. Pri teh so pogosteje
dokazane mikrovaskularne spremembe na koronarkah
(17). NaSi bolniki spadajo med starejSo populacijo, zato so
v vedji nevarnosti za razvoj mikrovaskularnih okvar. Ce pri-
pomoremo k hitrejSemu odkrivanju bolnikov s SBT2 z vec-

jim tveganjem, lahko s pravoCasnimi in usmerjenimi tera-
pevtskimi pristopi zmanjSamo tveganje za zaplete in po-
sredno zmanj$amo stroske zdravlienja, ki bi sledilo moznim
sréno zilnim dogodkom.

Se posebej smo Zeleli odkriti tiste paciente s SBT2, ki imajo
ob normalni vrednosti albuminurije ze bolezensko protei-
nurijo. Nasli smo tri takSne paciente, ki zaradi drugacne
vrste okvare ledvic potrebujejo individualno terapevisko in
diagnosti¢no obravnavo.
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POMEN OCENE ALBUMINURIJE IN PROTEINURIJE PRI NOVOODKRITIH BOLNIKIH S SLADKORNO BOLEZNIJO TIPA 2

Zanimali so nas tudi bolniki, ki ob ugotovljeni bolezenski al-
buminuriji Se niso imeli znizane oGF. Ti bolniki imajo po po-
datkih iz epidemioloSkih Studij visoko tveganje za razvoj
koronarne sréne bolezni. Tveganje za razvoj koronarne
sréne bolezni naras¢a s padanjem oGF. Zavedamo se, da
je oGF lahko neto¢no izmerjena. Zaradi metodoloskih in
analiti¢nih dejavnikov je lahko precenjena ali podcenjena in
predstavlja omejitev za natan¢no opredelitev delovanja led-
vic. Kljub navedenim omejitvam menimo, da lahko z razvr-
stitvijo bolnikov s SBT2 glede na vrsto bolezni ledvic,
odkrijemo tiste, ki potrebujejo drugacne pristope pri
spremljanju in terapiji ter v zgodniji stopniji obravnave vpli-
vamo na zmanjSanje tveganja za razvoj sréno zilnih bolezni.
Merjenje proteinov v urinu je klinicno pomembno zato, ker
nudi informacije o diagnozi, prognozi in tveganju za razvoj
in napredovanje ledvicne bolezni, sladkorne bolezni in
sréno zilnih bolezni. Kljub temu pa stroka Se vedno ne
more dati to¢nega odgovora na vprasanja, v katerih klini-
¢nih situacijah meriti samo albuminurijo oz. proteinurijo ali
pa oba kazalca. (3). Zaradi teh dejstev menimo, da je pri
novoodkritih bolnikin s SBT2 smiselno meriti v zgodniji fazi
obravnave teh bolnikov oba kazalca.

Omejitve pri nasi raziskavi predstavlja nizko Stevilo vkljuce-
nih bolnikov s SBT2 in na analiticni ravni izvedene le en-
kratne meritve alouminurije, proteinurije, oDP in oGF, kar
pomeni odstop od priporocil v stroki.

SKLEP

Pri skupini 85 novoodkritih bolnikov s SBT2 smo dokazali
bolezensko albuminurijo pri 27 in znizano oGF pri 17 bol-
nikih. Med 58 bolniki brez albuminurije so imeli trije bolniki
bolezensko proteinurijo. Za pravoCasno uvajanje ustrezne
terapije za preprecevanije nastanka in napredovanja sréno
zilnih bolezini ter bolezni ledvic je zgodnje odkrivanje teh
bolnikov Se posebej pomembno.

Med 68 bolniki z normalno oGF je imelo 22 bolnikov bole-
zensko albuminurijo in 18 bolnikov bolezensko proteinurijo.
Pri normalni oGF je ze lahko prisotna okvara ledvic, zato je
zaradi pravoCasnega uvajanja terapije tudi pri teh bolnikih
pomembno, da jih z laboratorijskimi testi odkrijemo ¢im-

prej.
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Kljub nekaterim omejitvam raziskave, je bila prevalenca bo-
lezenske albuminurije in znizane vrednosti oGF pri nasih
polnikih primerljiva z izsledki podobnih tujih raziskav.
Zaklju¢imo lahko z ugotovitvijo, da uporaba ustreznih bio-
kemi¢nih kazalcev pri obravnavi novoodkritinh bolnikov s
SBT2 v ambulantah za diabetes omogoca odkrivanje bol-
nikov z okvarjenim delovanjem ledvic in tistih z znizano
oGF, ki imajo vedje tveganje za razvoj sréno zilnih bolezni
in bolezni ledvic. Z uvedbo ustreznih intervencij na podrocju
farmakoterapije in spremljanja bolnikov v zgodnji fazi SBT2
lahko zmanjSamo moznosti za pojav in napredovanije teh
bolezni.
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BOLNIKI Z RAKOM PROSTATE
POGOSTEJE ZBOLIJO ZA
MELANOMOM

Skupina raziskovalcev iz zveznega instituta za preiskovanje
raka v ZDA (National Cancer Institute) je v znanstveni reviji
Journal of Clinical Oncology objavila obSirno Studijo na os-
novi skoraj tridesetletnega spremljanja bolnikov z rakom
prostate in so€asno pojavnostjo drugih vrst raka. Zdruzili
so rezultate dveh Studij, kjer so v prvi Studiji od leta 1986
spremljali ve¢ kot 42.000 bolnikov z rakom prostate in po-
javnostjo melanoma, v drugi Studiji pa so od leta 1982 z
enakimi kriteriji analizirali ve¢ kot 18.000 bolnikov z rakom
prostate. V obeh Studijah skupaj so zabelezili ve¢ kot 700
primerov pojava melanoma, kar je priblizno 2 x ve¢ od pri-
merljive populacije, ki ni zbolela za rakom prostate.

Dvakrat vecjo verjetnost, da bo bolnik, ki ima raka prostate,
zbolel za melanomom, razlagajo z visoko vsebnostjo an-
drogenih hormonov, saj so obenem opazili tudi vecjo po-
javnost aknavosti, ki je posledica povecane aktivnosti
androgenih hormonov. Po zdravljenju raka na prostati se
je tudi aknavost bistveno zmanjSala. Obenem raziskovalci
ugotavljajo, da pri bolnikih z rakom prostate ni vecje ver-
jetnosti, da bi zboleli Se za kako drugo obliko raka, primer-

jalno z ostalo populacijo. Na osnovi obeh obsirnih raziskav
sklepajo, da je pojav melanoma povezan tudi z vsebnostjo
in delovanjem androgenih hormonov.

Vir: Wen-Qing Li, Abrar A. Quershi, Jing Ma e tal. Personal History
of Prostate Cancer and Increased Risk of Incident Melanoma in the
United States. Journal of Clinical Oncology on line, 2. november
2013

KLARITROMICIN IN ZAVIRALCI
KALCIJEVIH KANALCKOV SO
LAHKO USODNA KOMBINACIJA

V najnovejsi izdaji prestizne znanstvene reviie JAMA so ra-
ziskovalci Univerze v Ontariju, skupaj s skupino znanstve-
nikov iz londonskega znanstvenega centra LHSC objavili
izsledke, kjer ugotavljajo verjetno povezanost med Stevil-
nimi hospitalizacijami in smrtnimi primeri zaradi soCasne
uporabe klaritormicina in zaviralcev kalcijevih kanal&kov. Ze
dolgo je znano, da sta klaritromicin in eritromicin (ne pa azi-
tromicin) mocna zaviralca citokromnnih encimov, predvsem
CYP 3A4. Ker so zaviralci kalcijevih kanal¢kov (amlodipin,
felodipin, verapamil, nifedipin, diltiazem in drugi) podvrzeni
metabolizmu encimske skupine CYP 3A4, lahko naraste
koncentracija zaviralcev kalcijevih kanalCkov v krvi celo na
vrednosti, ki so do petkrat viSje od maksimalne dovoljene
koncentracije, kar vodi do mo&nih nezelenih ucinkov s hi-
potenzijo in celo smrtjo. V retrospektivni pregled so vkljucili
96.226 bolnikov s povprecno starostjo 76 let, ki so poleg
stalnega zdravljenja z zaviralci kalcijevih kanalCkov zaradi
akutnega vnetja prejeli klaritromicin in 94.083 bolnikov
(povprecna starost: 76 let), ki so prejeli azitromicin v letih
od 2004 do 2012. V vec kot 50 odstotkih je bil izmed za-
viralcev kalcijevih kanalCkov predpisan amlodipin. Zaradli
soCasne uporabe klaritromicina in zaviralcev kalcijevih ka-
nalckov je bilo 420 bolnikov hospitaliziranih zaradi akutne
odpovedi ledvic kot posledica moc¢ne hipotenzije, v Casu
akutnega zdravlienja s klaritromicinom pa so zabelezili 984
(1,02 %) smrtnih primerov. Pri uporabi azitromicina in so-
Gasnem jemanju zaviralcev kalcijevih kanalCkov je bilo za-
radi akutne odpovedi ledvic hospitaliziranih 208 bolnikov
in v Casu soCasnega zdravlienja zabelezenih 555 smrtnih
primerov (0,59 %). Raziskovalci opozarjajo, da kljub znani
nezeleni interakciji med klaritromicimom ali eritromicinom
in zaviralci kalcijevih kanalCkov, ki lahko vodijo do mocne
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hipotenzije, akutne odpovedi ledvic in smrti, zdravniki Se
vedno predpisujejo nevarno soéasno terapijo.

Vir: Sonja Gandhi, Jamie L. Fleet, David G. Bailey et al : Calcium-
Channel Blocker-Clarithrommycin Drug Interactions and Acute
Kindey Injury. JAMA on line, 9. november 2013.

ROSIGLITAZON VAREN, SAJ
NE POVECUJE VERJETNOSTI
/A SRCNI NAPAD

Novembra je AmeriSka agencija za hrano in zdravila (FDA)
izdala sklep o novih spoznanijih glede nezelenih ucinkov ro-
siglitazona na srénozilni splet, kar je bilo ugotovljeno v kli-
nicni Studiji z imenom RECORD (Rosiglitazone Evaluated
for Cardiovascular Outcomes and Regulation of Glycemia
in Diabetes). Tako raziskovalci ugotavljajo, da je rosiglitazon
varnej$a zdravilna ucinkovina glede nezelenih ucinkov na
srce in ozilje, kot je bilo leta 2007 ugotovijeno v metaanalizi
na osnovi prvih Klini¢nih Studij. V studiji RECORD tako ugo-
tavljajo, da bolniki, ki prejemajo rosiglitazon, niso podvrzeni
ni¢ vedji verjetnosti nenadnih srénih dogodkov ali smrti, v
primerjavi z bolniki, ki prejemajo druge peroralne antidia-
betike. Kot pravi dr. Janet Woodcock, direktorica centra
za vrednotenje in razvoj zdravil pri FDA, bo agencija v naj-
krajSem Casu spremenila navodila za predpisovanje in upo-
rabo rosiglitazona in umaknila nekatera opozorila glede
povecanih nezelenih u¢inkov na srce in oZilie. Spomnimo,
Evropska agencija za zdravila (EMA) je ravno zaradi ome-
njenega srénozilnega tveganja pred tremi leti predlagala za-
Casni odvzem dovoljenj za promet z zdravili, ki vsebujejo
rosiglitazon. V EU je ukinitev dovoljenj za promet za ta zdra-
vila zaenkrat Se vedno v veljavi, pri¢akujemo pa, da bo na
osnovi vioge imetnika dovoljenja za promet tudi EMA kmalu
obravnavala ponovno vkljucitev rosiglitazona v terapijo

VIR: FDA, Sporodilo za javnost, 25. november 2013
http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/medicines/
human/medicines/000268/human_med_000662.jsp&mid=WC0b01
ac058001d124, dostop 3. december 2013

FDA ODOBRILA UPORABO
SORAFENIBA ZA ZDRAVLJENJE
NAPREDOVANEGA RAKA
SCITNICE

Sorafenib (slika 1) je nizkomolekularni, sintezni zaviralec ti-
rozinskih in Raf kinaz, posredno pa se z uporabo sorafe-
niba upoCasnjuje tudi intracelularna MAP kinazna
kaskadna prozitev. V EU je sorafenib indiciran za zdravlje-
nje bolnikov s karcinomom jeter in za bolnike z napredo-
valim karcinomom ledvi¢nih celic, pri katerih je bilo
predhodno zdravljenje z interferonom alfa ali interlevkinom-
2 neuspesSno ali za katere je ocenjeno, da tako zdravljenje
za njih ni primerno.

Slika 1: Molekula sorafeniba

V tretji fazi kliniCnega testiranja pa je tudi kombinacija so-
rafeniba in temsirolimusa v zdravljenju glioblastomov. Ne-
zeleni ucinki sorafeniba so predvsem kozni izpuScaji z
modnim srbenjem, poviSan krvni tlak in driska, v manjsi
meri pa beleZijo tudi zmerno eritrocitozo.

22. novembra 2013 je FDA odobrila indikacijo sorafeniba
pri napredovanem metastatskem raku S¢itnice. Zvezni urad
za raka (National Cancer Institute) ocenjuje, da bo v letu
2013 samo v ZDA 60.000 bolnikov diagnosticiranih z rakom
Scitnice in priblizno 2000 jih bo v tem letu umrlo. Varnost
in ucinkovitost sorafeniba so ugotavljali v klini¢ni Studiji, v
katero je bilo vkljucenih 417 bolnikov, ki se niso odzivali na
zdravljenje z radioaktivnim pripravkom joda. Sorafenib je
podaljSal fazo prezivetja, ko rakave celice niso napredovale.
V skupini, ki je bila zdravljena s sorafenibom, je bila faza la-
tence dolga enajst meseceyv, pri bolnikih, ki niso prejemali
sorafeniba, pa le 6 mesecev. Imetnik dovolienja za promet
je ze vlozil viogo za odobritev sorafeniba za omenjeno in-
dikacijo tudi v EU. V kolikor bo EMA zdravilo potrdila tudi
za zdravljenje metastatskega raka Scitnice, bo sorafenib za
to indikacijo na voljo v prvi polovici leta 2014.

Vir: FDA, Sporocilo za javnost, 22. november 2013
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KORISTI UPORABE
KOMBINIRANIH HORMONSKIH
KONTRACEPTIVOV SE VEDNO
ODTEHTAJO NJIHOVA
TVEGANJA

Koristi uporabe kombiniranin hormonskih kontraceptivov pri
prepreCevanju nezelenih nosecnosti so Se vedno vedje od
tveganja za razvoj venske tromboembolije. Taksen je zaklju-
¢ek Odbora za oceno tveganja na podrocju farmakovigi-
lance (PRAC) v okviru Evropske agencije za zdravila po
pregledu podatkov o varnosti zdravil iz te skupine. Tveganje
za razvoj tega zapleta je pri uporabi hormonskih kontracep-
tivov sicer malo visje, kakor pri populacij zensk, ki teh zdravil
ne jemljejo in niso nosece. Tveganije je tudi odvisno od tipa
progestogena v zdravilu. Zato PRAC zdravnikom priporo¢a,
da ob predpisovanju kombiniranih hormonskih kontracep-
tivov upostevajo tveganja, ki se skozi Eas spreminjajo, upo-
rabnice pa bolje poucijo 0 moznem tveganju za razvoj
venske tromboemboalije ter jih opozorijo na znake in simp-
tome tega zapleta. Med uporabnice z vi§jim tveganjem so-
dijo uporabnice s prekomerno tezo, kadilke, zenske z visjo
starostjo, zenske z migrenami, zenske, ki so rodile v prete-
klih tednih, in tiste, ki imajo vensko tromboembolijo v dru-
zinski anamnezi. Uporabnice je treba seznaniti, da morajo
v primeru simptomov in znakov venske tromboemboalije, ki
vkljuCujejo bolecino ali oteklino noge, nenadno nepojas-
njeno zasoplost, hitro dihanje ali kaselj, bolecine v prsnem
koSu, Sibkost ali omrtviCenost obraza, roke ali noge, takoj
poiskati zdravnisko pomoc.

Tveganje za vensko tromboembolijo je najmanjse pri kon-
traceptivih, ki vsebujejo progestogene levonorgestrel, nor-
gestimat in noretisteron, in sicer 5-7 primerov na 10.000.
Pri progestogenih etonogestrel in norelgestromin je bilo
ocenjeno tveganje na 6-12 primerov na 10.000, pri gesto-
denu, dezogestrelu in drospirenonu pa 9-12 primerov. Za
kontraceptive, ki vsebujejo klormadinon, dienogest in no-
megestrol, pa se Se nacrtujejo in izvajajo dodatne raziskave,
saj je podatkov za primerjavo tveganj z ostalimi kontracep-
tivi Se premalo. Pri Zenskah, ki ne uporabljajo kombiniranih
hormonskih kontraceptivov in niso nosece, je pojavnost
venske tromboembolije 2 primera na 10.000 zensk.

Vir: EMA, Sporodilo za javnost, 22. november 2013

NAVZDOL OBRNJEN CRN
TRIKOTNIK (v) — NOVA OZNAKA
NA ZDRAVILIH ZA
SPODBUJANJE POROCANJA
NEZELENIH UCINKOV

Na nekaterih zdravilih se od letoSnje jeseni v navodilih za
uporabo in povzetkih glavnih znadilnosti zdravila pojavija
nova oznaka - navzdol obrnjen ¢&rn trikotnik. S to oznako
bodo odslej opremljena vsa zdravila, ki sodijo v t.i. skupine
zdravil, ki se Se posebej pozorno spremljajo. Gre za enega
od ukrepov nove evropske zakonodaje na podrodju farma-
kovigilance. V skupini zdravil, ki bodo imela oznako in napis
“vy - Zato zdravilo se izvaja dodatno spremijanje varnosti,
so predvsem novejSa zdravila. Sem se tako uvrsajo zdra-
vila, ki so dovoljenje za promet pridobila v letu 2011 in kas-
neje. Omenjeno oznako bodo nosila tudi zdravila, za katera
zaradi specificnih razlogov v obdobju pred pridobitvijo do-
volienja za promet ni bilo mogoce zbrati dovolj podatkov o
varnosti oziroma zdravila, pri katerih se je proizvajalec za-
vezal, da bo izvedel Se dodatne Kklini¢ne raziskave za pri-
dobitev dodatnih podatkov o dolgotrajnem jemaniju ali za
detekcijo redkega nezelenega ucinka. Nova oznaka nika-
kor ne pomeni, da ta zdravila niso varna. Namen oznake
je spodbuditi zdravstvene delavce ter uporabnike zdravil,
da pri teh zdravilih Se bolj dosledno porocajo nezelene
ucinke zdravil, kadar do njih pride. Vsa zdravila se po da-
janju na trg EU pozorno spremlja, ta, oznaCena s ¢rnim tri-
kotnikom, pa se bo spremljalo Se bolj natanéno. Podatki,
pridoblieni iz spontanega porocanja, iz okolja, kjer zdravilo
jemlje vecja in predvsem bolj raznolika populacija kot med
klinicnimi raziskavami, so namre¢ zelo pomembni in pri-
spevajo k popolngjsi sliki razmerja varnosti in ucinkovitosti
posameznega zdravila. Ob morebitnih novih podatkih se
nato lahko posodobijo navodila za uporabo z namenom
varnejSe in ucinovite uporabe zdravila. V Sloveniji zdrav-
stveni delavci nezelene ucinke poro¢ajo Centru za zastru-
pitve, ki deluje na UKC Ljubljana oziroma Agenciji za
zdravila in imetniku dovoljenja za promet. Poimenski se-
znam zdravil, ki se Se posebej pozorno spremljajo, bo Ev-
ropska agencija za zdravila mesecno posodabljala in
objavljala na svoji spletni strani.

Vir: EMA, Sporocilo za javnost, 1- oktober 2013
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ZDRAVILA V KOS IN RAJE
SAMO K TELOVADBI?

MetaepidemioloSka raziskava, objavijena v ugledni britan-
ski reviji British Medical Journal, je pokazala, da ima lahko
telesna vadba podoben vpliv na zmanjSanje umrljivosti v
sekundarni preventivi pri koronarni bolezni srca ter pri pre-
preCevanju sladkorne bolezni kot zdravlienje z zdrauvili. Pri
bolnikih, ki okrevajo po mozganski kapi, pa se telesna
vadba kaze celo bolj u€inkovita kot zdravila. Ugotovitve te-
meljijo na metaanalizah 305 kontroliranih raziskav zdravil
in/ali telesne vadbe, ki so vkljuCevale 339.274 udelezencev.
Poleg vpliva zdravil so nekatere raziskave vkljuCevale razli-
¢ne vrste vadb glede na skupino vkljucenih bolnikov, kar-
diorespiratorno vadbo pri bolnikih s koronarno boleznijo
srca, telesna dejavnost pa je bila del veCkomponentne
spremembe zivljenskega sloga za preprecevanje sladkorne
bolezni pri bolnikih z moteno toleranco za glukozo. Bolniki
po mozganski kapi so bili vkljuCeni v vadbe, ki je vkljuCevala
kombinacijo vaj za mo¢ in kardiorespiratornih vadb za
zmanjSanje njihove invalidnosti, odvisnosti ter smrtnosti.
Bolniki s srénim popus¢anjem so bili vkljuCeni v aerobne
vadbe in vadbe vzdrzljivosti. Raziskovalci so ugotovili, da
telovadba pri koronarni sréni bolezni zmanjSuje tveganje za
smrt v enaki meri kot statini, blokatorji receptorjev beta, in-
hibitorji ACE in antitrombotiki. Pri bolnikih v stanju pre-dia-
betesa jasnega vpliva na zmanjSanje umrljivosti niso
pokazali niti inhibitorji alfa-glukozidaze, tiazolindioni, inhibi-
torji ACE, glinidi, niti telesna vadba. Le-ta pa je bila signifi-
kantno bolj ucinkovita pri zmanjSevanju umrljivosti pri
bolnikih po mozganski kapi, pri preprecevanju druge kapi
pa je bila bolj u¢inkovita kot antikoagulanti in antitrombotiki.
Pri bolnikih s srénim popus&anjem pa so se najbolje odre-
zali diuretiki v primerjavi s telesno vadbo, zaviralci ACE ali
blokatorji receptorjev angiotenzina.

Pomenljivo je tudi dejstvo, da je bilo v zgornjo analizo 305
raziskav vklju¢enih zgolj 57 raziskav s 14.716 udelezenci,
ki so bile posvecene preucevanju ucinkov telesne vadbe,
kar nakazuje na dejstvo, da se raziskovalci morda preve¢
osredotocajo na raziskovanje ucinkov farmakoloske obrav-
nave in podcenjujejo ali celo ignorirajo ugodne ucinke, ki
jih kaze telesna vadba na zdravje. Avtorji raziskav upajo,
da bodo te ugotovitve v prihodnosti spodbudile ve¢ dobro
zasnovanih primerjalnih raziskav potenciala telesne vadbe
kot moznosti zdravljenja na razli¢nih terapevtskin podrocjih.
Pa ne samo vadbe, temveC tudi drugih sprememb Zivljenj-

skega sloga, kot so prehrana, prenehanje kajenja in psiho-

socialne intervencije.

Viri:

1. H- Naci, J. P. A loannidis: Comparative effectiveness of exercise
and drug interventions on mortality outcomes:
metaepidemiological study;, BMJ 2013,347:f/6577

2. M. Mitka: Exercise May Match Medication in Reducing

Mortality Associated With Cardiovascular Disease, Diabetes;
JAMA. 2013,310(19):2026-2027

Zdaj pa izkoristite sporocilo te zadnje novicke in zaprite
Farmacevtski vestnik, saj ste Ze pri koncu, ter posvetite
naslednjih 45 minut, da razgibate svoje telo. Kako? Na vam
najljubsi nacin.
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NOVI DOKTORJI
/NANOSTI

NEW DOCTORS
OF SCIENCE

UREDILA:
asis. dr. Janja Zupan, mag. farm.
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

dr. ANJA PISLAR, mag. farm.

URAVNAVANJE
NEVROTROFICNE AKTIVNOSTI
Y-ENOLAZE S
PROTEOLITICNIMI ENCIMI IN
POMEN PRI
NEVRODEGENERATIVNIH
BOLEZNIH

Mentor: prof. dr. Janko Kos, univ. dipl. kem.
Somentorica: doc. dr. Natasa Obermajer, mag. farm.

Anja Pislar je v okviru doktorskega dela preucevala delo-
vanje gama enolaze v nevronskih celicah v odvisnosti od
delovanja cisteinske karboksipeptidaze katepsina X. Gama
enolaza izkazuje glikaliti€no aktivnost, v zadnjem Casu pa
je bilo ugotovlieno, da je tudi pomemben nevroprotektivni
dejavnik in da vzpodbuja tvorbo nevritov, ki so klju¢ni za
delovanije zivénega sistema. Nevrotroficno delovanje izka-
zuje C-konec molekule, ta pa je lahko tar¢a katepsina X,
ki s proteolizno cepitvijo izni¢i nevrotroficno delovanje
gama enolaze. Anja Pislar je raziskala molekularne mehan-
izme te regulacije. Odkrila je, da proteolitska cepitev C
konca prepreci vezavo gama enolaze na prenasalni protein
gama sintrofin. Na ta nac¢in gama enolaza ne preide iz ci-

toplazme na plazemsko membrano in ne ojaca signalnih
poti, ki jin preko Trk receptorja sprozajo nevrotroficni rastni
dejavniki. Nevroprotektivno viogo gama enolaze je doka-
zala tudi na in vivo mi§jem modelu Alzheimerjeve bolezni,
kjer celice mikroglie v okolici amiloidnih plakov izlo€ajo ve-
liko koli¢ino gama enolaze, ki lahko zaSciti Se zive nevron-
ske celice pred toksi¢nim delovanjem amiloid beta peptida,
katepsin X pa to zasc¢itno delovanje izniCi. Patolosko delo-
vanje katepsina X je dokazala tudi na celicnem modelu Par-
kinsonove bolezni, kjer je ta encim pomemben v apoptozi
dopaminergic¢nih nevronov. Poznan mehanizem nevrotro-
ficnega delovanja gama enolaze in pa vloga katepsina X v
nevrodegenerativnih procesin omogoc¢a uporabo aktivnih
peptidov, ki posnemajo C konec gama enolaze in pa inhi-
bitorjev katepsina X pri za&citi nevronoy, to pa predstavija
nov korak v razvoju ucinkovin za zdravljenje nevrodegene-
rativnih bolezni. Dr. Anja Pislar je rezultate doktorskega dela
do sedaj objavila v &tirih Clankih v revijah z dejavnikom
vpliva, tudi v reviji, ki je prva na podrocju, kar nekaj Elankov
pa je Se v razli¢nih fazah objavijanja.

dr. ROMANA ROSIC, mag. farm.

NACRTOVANJE, IZDELAVA IN
VREDNOTENJE
BIOKOMPATIBILNIH
NANOVLAKEN Z METODO
ELEKTROSTATSKEGA
SUKANJA

Mentorica: prof. dr. Julijana Kristl, mag. farm.
Somentorica: izr. prof. dr. Sasa Baumgartner, mag. farm.

Disertacija Romane Rosic predstavija aktualne vsebine s
podrocja nanoznanosti oz. nanotehnologije, natancneje
biokompatibilnih nanovlaken, ki zaradi svoje sestave in
strukturne zgradbe posnemajo osnovne gradnike izvence-
licnega ogrodija tkiv in so tako potencialno primerna za raz-
voj dostavnih sistemov ucinkovin, tkivnih nadomestkov in
oblog za rane. Izdelava nanovlaken zahteva izviren posto-
pek priprave, ki je specificen za vsak polimer posebej, kot
kazejo tudi dosedaniji izsledki in dosezki v znanstveni lite-
raturi. Za potrebe raziskovalnega dela je dr. Romana Rosi¢
na UL FFA uvedla napravo in postopek za elektrostatsko
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sukanje in sicer tako nadzor procesa kot mehanizem na-
stanka in si tako postavila platformo za lazjo izbiro mate-
rialov. Pri delu je uporabljala sodobne metode fizikalnega
vrednotenja raztopin in nanovlaken, kot so razlicne metode
vrednotenja reoloskih lastnosti polimernih raztopin (rotacij-
ski in oscilacijski testi, reoloSke meritve na mejnih povrsinah,
kapilarni in vibracijski viskozimetri), doloCanje specifi¢ne
elektri¢ne prevodnosti, povrsinske napetosti in gostote raz-
topin, ozkokotno rentgensko sipanje, vrsticni elektronski
mikroskop, infrarde¢a spektroskopija, tekocinska kroma-
tografija visoke locljivosti, statistiCne in korelacijske metode.

Raziskovalno je najve¢ delala v laboratorijin UL FFA, spe-

cifi¢ne instrumente je koristila na FKKT, napravo za ozko-

kotno rentgensko sipanje in SEM pa na Kemijskem
inStitutu.

Doktorandka je v celoti uspela raziskati in potrditi hipoteze:

e izbira izhodnih polimernih raztopin in procesnih parame-
trov elektrostatskega sukanja je klju¢na za uspesno iz-
delavo nanoviaken,

e izbor polimera in njegove lastnosti vplivajo na morfologijo
nastalih nanovlaken,

e izdelana nanovlakna predstavljajo ustrezno oporo celi-
cam za rast v kroni¢nih ranah in vzdrzujejo vlazno mikro-
okolje,

¢ v nanovlakna lahko vgradimo razlicne zdravilne ucinko-
vine in tako izdelamo ucinkovit dostavni sistem.

Izbrano raziskovalno podrocje in dobljeni odli¢ni rezultati

S0 zanimivi za 8irSo raziskovalno skupnost doma in v tujini.

Raziskave je dobro nacrtovala in opredelila hipoteze in cilie

celovito in tehni¢no natan¢no izvedla raziskovalno delo,

objektivno analizirala in interpretirala podatke in s tem do-
bila inovativne ugotovitve.

Disertacija predstavlja izviren in pomemben znanstveni pri-
spevek k proucevanju tehnoloskega postopka za izdelavo
nanovlaken in vrednotenja lastnosti polimernih raztopin za
uspesSno izvedbo elektrostatskega sukanja. Poleg tega so
njeni rezultati neposredno uporabni za gospodarstvo in po-
dajajo smernice za uspeSnejsi in hitrejSi zacetek dela na
podro¢ju izdelave nanovlaken.

Zaenkrat so se kot najodmevnejsi izkazali rezultati objavijeni
v reviji European Polymer Journal (2012, 48: 1374-1384).
Predstavljajo namre¢ iziemne izsledke, ki kazejo, da so po-
limerne raztopine primerne za elektrostatsko sukanie le ta-
krat, kadar tvorijo prevodne nestrukturirane disperzije, ki
izkazujejo bistveno vedjo stopnjo plasti¢nosti kot elasti¢no-
sti tako v notranjosti raztopine kot na mejni povrsini. Dok-
torandka je kot prva dokazala, da interfacialne reoloske

lastnosti, v primerjavi z »bulk« reoloSkimi lastnostmi, izka-
zujejo bistveno boljSo napovedno vrednost za uspeSno iz-
vedbo elektrostatskega sukanja. Objava rezultatov je
dosegla iziemno odmevnost, saj se je Clanek ze takoj po
objavi (julij-september 2012) uvrstil na 7. mesto med najbol;
iskanimi Clanki v reviji European Polymer Journal in ostal
na elitnem seznamu tudi v naslednjih dveh trimesedjih (vir
Sciencedirect Top 25). Zanimivost in perspektivnost obja-
vljenih rezultatov potrjuje tudi dejstvo, da je bil Elanek po-
vablien k objavi na spletni strani Advances in Engineering
(www.advancesinengineering.com), saj je uredniski odbor
ocenil, da so izsledki raziskave izrednega pomena za po-
droCje inzenirstva in inovativnih tehnologij. Dr. Romana
Rosic ima v Cobiss bazi podatkov bibliografskih enot 7
znanstvenih Clankov in sicer 6 v revijah s faktorjem vpliva,
od tega 3 v A1 skupini. Rezultate je predstavila tudi na Ste-
vilnih mednarodnih znanstvenih srecanijih in 2 podiplomskih
seminarjih za Studente (Lyon, francija, Saarbrucken, Nem-
¢ija). Odmevnost raziskovalnega dela, izrazena s Stevilom
citatov v Scopus, je 14 (10. 6. 2013).

dr. MARTINA HRAST, mag. farm.

NACRTOVANJE IN SINTEZA
INHIBITORJEV LIGAZ MUR IN D-
ALANIL-D-ALANIN LIGAZE

Mentor: prof. dr. Stanislav Gobec, mag. farm.

Dr. Martina Hrast je zakljucila doktorsko disertacijo z na-
slovom Nacrtovanje in sinteza inhibitorjev ligaz Mur in D-
alanil-D-alanin ligaze. Prekomerna in nepravilna uporaba
protibakterijskin ucinkovin je privedla do razvoja Stevilnih
rezistentnih oblik bakterijskih sevov, ki predstavljajo vedno
vedji globalni zdravstveni problem. V zadnijih letih zato po-
teka intenzivno iskanje novih protibakterijskin uc¢inkovin z
novimi, do sedaj neizkori¢enimi mehanizmi delovanja. Ena
od pomembnejsih tar¢ za razvoj protibakterijskih ucinkovin
je bakterijska celi¢na stena oziroma encimi, ki sodelujejo v
njeni biosintezi. Martina Hrast se je v svoji doktorski diser-
taciji osredotodila predvsem na encime, ki katalizirajo zno-
trajcelicne stopnje biosinteze celiCne stene — ligaze Mur
(MurC-MurF) in d-alanin-d-alanin ligazo (Ddl). Kandidatka
je v okviru doktorata razvila dve vecji seriji biolosko aktivnih
spojin. S pomocdjo sofisticiranih radunalniSkih metod, ki za-
jemajo kombinacijo virtualnega reSetanja in molekulske di-
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namike, je razvila zacetno serijo zaviralcev DdIB. Nekatere
spojine zadetki iz te serije so ji sluzili kot izhodisce za na-
Crtovanje in sintezo serije sorodnih spojin z izboljSanimi
lastnostmi. Te spojine so imele zaviralno delovanje na DdIB
v mikromolarnem koncentracijskem obmocju, nekatere
med njimi pa tudi in vitro protibakterijsko delovanje. Druga
serija spojin, ki jih je razvila doktorandka, so derivati ciano-
tiofena, ki delujejo kot zaviralci MurF. Pri tej seriji je potrebno
izpostaviti, da gre za zaviralce ligaze MurF iz razli¢nih bak-
terijskih sevov (MurF iz S. pneumoniae, E. coliin S. aureus),
kar do sedaj v literaturi Se ni bilo opisano. V okviru sodelo-
vanja z Institutom za strukturno biologijo iz Grenobla (Fran-
cija) je doktorandka uspela pridobiti kristale MurF iz S.
pneumoniae v kompleksu z inhibitorjem in uspesno razre-
3iti kristalno strukturo do resolucije 1,9 A. Na ta nadin je
neposredno dokazala nacin vezave inhibitorja v aktivno
mesto encima. Poleg omenjenega imajo nekateri zaviralci
MurF iz tega razreda tudi in vitro protibakterijsko delova-
nje.

dr. ZORAN HAM, mag. farm.

RAZISKAVE IN PRIPRAVA NOVIH
TRDNIH OBLIK ZDRAVILNIH
UCINKOVIN

Mentor: prof. dr. Uros Urleb, mag. farm.

Polimorfizem ucinkovin je zelo pomemben za biolosko
uporabnost in zagotavljanje ucinkovitosti, varnosti in kako-
vosti zdravil. Proces kristalizacije ima na koncu sintezne
poti kljuéno vlogo pri kontroli kristalne oblike, distribucije
velikosti delcev, oblike in morfologije kristalov in kristalitov.
Kandidat je pripravil nove trdne oblike ve¢ zdravilnih ucin-
kovin, definiral sintezne postopke in klju¢ne parametre, ki
vplivajo na njihovo pripravo in jin ovrednotil z razli¢nimi fizi-
kalno kemijskimi tehnikami. Za doloditev kristalnih oblik
vseh zdravilnih ucinkovin je uporabili rentgensko praskovno
difrakcijo. Termodinamske lastnosti trdnih oblik ucinkovin
je ovrednotil z diferencno dinami¢no kalorimetrijo, z infrar-
deCo in Ramansko spektroskopijo je pokazal razlike med
trdnimi oblikami na molekularnem nivoju, z elektronsko mi-
kroskopijo, dinami¢no sorpcijo viage in dolocitvijo velikosti
delcev je za razli¢ne ucinkovine natanéno dolocil morfolo-
Ske znadilnosti delcev in pokazal, da so nove trdne oblike
ucinkovin fizikalno stabilne in primerne za vgradnjo v kon-

¢ne farmacevtske oblike. Potrdil je, da na osnovi novih kri-
stalnih struktur dobimo natancnejsi vpogled v lastnosti
spojine v trdnem stanju in v kemizem specificne spojine.
Rezultate dela s podrocja teme doktorske disertacije je dr.
Zoran Ham objavil v dveh znanstvenih Clankih, pri katerih
je prvi avtor, rezultati raziskav so opisani tudi v dveh pode-
lienih mednarodnih patentih.

dr. UROS TRSTENJAK, mag. farm.

NACRTOVANJE, SINTEZA IN
VREDNOTENJE NOVIH
INHIBITORJEV FAKTORJA XA IN
ANTAGONISTOV GPIIB/IIA KOT
POTENCIALNIH DUALNIH
ANTITROMBOTICNIH
UCINKOVIN

Mentor: prof. dr. Danijel Kikelj, mag. farm.
Somentor: doc. dr. Janez llas, mag. farm.

V okviru doktorskega dela je UroS Trstenjak nacrtoval, sin-
tetiziral in biolosko ovrednotil prve nizkomolekularne po-
tencialne antitromboti¢ne ucinkovine z  direktnim
inhibitornim delovanjem na faktor Xa in antagonisti¢nim de-
lovanjem na fibrinogenski receptor s Ki oziroma IC, vred-
nostmi v mikromolarnem obmod&ju. Spojini z najbol;
uravnotezeno aktivnostjo na obeh tarCah sta izkazovali Ki
(Xa) = 25.6 uM in IC,, (GPIIb/llla) = 35.0 uM ter Ki (fXa) =
37.0 uMin IC,, (GPllb/llla) = 25.8 UM. Pripravil je tudi struk-
turno povsem nove submikromolarne antagoniste fibrino-
genskega receptorja z 1,2,4-oksadiazol-5(4H)-onskim
obro¢em. Primerjava enantiomernih parov aktivnih spojin
je pokazala, da so (R)-enantiomeri kot antagonisti fibrino-
genskega receptorja ucinkovitejsi od (S)-enantiomerov. Z
zamenjavo morfolin-3-ona z 2-etoksikarbonilpiperidinom je
selektivni direktni inhibitor faktorja Xa rivaroksaban pretvoril
v dualni inhibitor faktorja Xa in trombina z razmeroma urav-
notezeno nanomolarno aktivnostjo na obeh tar¢ah, dualno
aktivnost pa je smiselno razlozil s sidranjem v aktivni mesti
obeh encimov. Dr. Uro$ Trstenjak je v disertaciji razvil tudi
sintezni poti za pripravo metil N-(4-nitrofenil)-3-oksomor-
folin-2-karboksilata in izomernega etil N-(4-nitrofenil)-2-ok-
somorfolin-3-karboksilata, pri Eemer je bila v obeh primerih
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klju¢ni korak z rodijevim(ll) acetatom katalizirana reakcija
intermolekularne vstavitve karbenskega intermediata v O-
H oziroma N-H vez. Na podlagi izoliranega stranskega pro-
dukta pri sintezi omenjenih spojin je uspesno razvili Se
sintezno pot za pripravo novih ciklicnih aminokislin z N,O-
acetalnim strukturnim motivom, pomembnih za pripravo
peptidomimetikov. Doktorska disertacija UroSa Trstenjaka,
ki je napisana v obliki poglavij, poleg dveh objavljenih od-
mevnih preglednih ¢lankov s podrodja disertacije vsebuje
tri objavljene oz. v objavo sprejete originalne znanstvene
¢lanke v uglednih mednarodnih znanstvenih revijah in dva
rokopisa ¢lankov poslana v objavo v mednarodne znan-
stvene Casopise.

dr. UROS KLANCAR. mag. farm.

RAZVOJ FIZIOLOSKO
RELEVANTNIH METOD
PRESKUSA RAZTAPLJANJA
HIDROFILNIH OGRODNIH
TABLET Z UPORABO
FARMAKOPEJSKIH NAPRAV
TER NJIHOVIH MODIFIKACIJ

Mentorica: izr. prof. dr. Sasa Baumgartner, mag. farm.
Somentor: vis. razv. sod. dr. Igor Legen, mag. farm.

Doktorska disertacija UroSa Klan¢arja sodi na podrocje far-
macevtske tehnologije in je primer dobrega sodelovanja
med Univerzo in gospodarstvom. Glavni cilj naloge je bil s
pomocjo razlicnih farmakopejskih naprav za preskuse
spro$¢anja ter njihovih modifikacij ponazarjati razlicne
vplive prebavnega trakta na hidrofilne ogrodne tablete s
podaljSanim ¢asom spros$canja zdravilne ucinkovine. Ta-
blete je preskusal v razli¢nih in vitro preskusih, dobljene re-
zultate pa je primerjal z in vivo podatki izvedenih
farmakokineti¢nih Studij bioekvivalence. Kandidat je v svo-
jem delu postavil 4 hipoteze, na katere je odgovoril z razi-
skavami, objavljenimi v dveh znanstvenih ¢lankih ter enem,
ki je poslan v objavo.

V prvi Studiji objavijeni v reviji s faktorjem vpliva nad 5 je
kandidat na primeru ogrodnih tablet na osnovi hidroksipro-

pilmetil celuloze predstavil razvoj fiziolosko relevantne in di-
skriminatorne metode preskusa spros¢anja modelne ucin-
kovine s slabso topnostjo. Ugotovil je, da je mehanizem
spros¢anja pretezno erozijsko nadzorovan, zato na profil
spros¢anja v tem primeru vplivajo predvsem mehanske
obremenitve v okolici tablete. V ta namen je razvil novo in
vitro metodo, Kjer je zdruzil uporabo plasti¢nih kroglic z na-
pravo 3 po USP. In vivo relevantnost nove metode je potrdil
tudi z uporabo koncepta in vitro - in vivo korelacije, kjer je
dokazal najvijo stopnjo korelacije A. Svojo inovacijo ima
zaScCiteno tudi z mednarodnim podeljenim patentom.

Dr. Uros Klancar se je tudi v drugi Studiji ukvarjal s posne-
manjem mehanskih obremenitev na tableto pri potovanju
skozi prebavni trakt in z nacrtovanjem robustnih tablet. Pri
tem je robustnost ogrodnih tablet povezal z intrinzi¢no vi-
skoznostjo uporablienega polimera ter jo koreliral z mehan-
sko obcutljivostjo. Slednjo je vrednotii med samim
preskusom sproS¢anja tako, da je ob dolocenem Casu ta-
blete dodatno obremenil s steklenimi kroglicami in s tem
ponazoril prehod tablete iz zelodca v dvanajstnik, za kar
so znacilne mo¢ne mehanske obremenitve. Tudi rezultati
te raziskave so ze objavljeni v reviji s faktorjem vpliva.

Doktorand Uro$ Klanc¢ar ima v Cobiss bazi podatkov bi-
bliografskih enot 2 izvirna znanstvena ¢lanka, eden je po-
slan v objavo, poleg tega ima objavljena 2 pregledna in en
strokovni Clanek. Svoj originalni in inovativni pristop k delu
pa kandidat dokazuje tudi kot soavtor dveh ze podeljenih
mednarodnih patentov in treh patentnih prijav.

dr. ANA TORKAR, mag. farm.

RAZVOJ SELEKTIVNIH
INHIBITORJEV KATEPSINA L

Mentor: prof. dr. Janko Kos, univ. dipl. kem.
Somentorica: prof. dr. Tamara Lah Turnek, univ. dipl. kem.

Ana Torkar je v okviru doktorskega dela pripravila nove se-
lektivne inhibitorje katepsina L in iz njih izpeljane fluores-
cencne sonde za doloCanje njegove encimske aktivnosti.
Katepsin L se pove¢ano izraza v nekaterih vrstah tumorjey,
njegova vioga pri napredovanju raka pa Se ni pojasnjena.
Na podlagi ze znanih struktur katepsinskih inhibitorjev in
vezavnih mest je dr. Ana Torkar sintetizirala knjiznico 50
peptidamidnih molekul s sistematicéno spremenjenimi ve-
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zalnimi mesti. Spojine, ki so izkazovale najboljSo selektiv-
nost za katepsin L, je testirala na celicninh modelih gliobla-
stoma in dokazovala vlogo katepsina L v celi¢ni apoptozi.
Ugotovila je, da inhibitorji katepsina L povecajo celicno
apoptozo predvsem v prisotnosti arzenijevega trioksida ali
drugih kemoterapevtikov, ki se uporabljajo pri zdravljenju
raka. Z vstavitvijo fluorescen¢ne strukture na ogrodje inhi-
bitorjev je pripravila sonde, primerne za detekcijo aktivne
oblike katepsin L in vivo. Taka orodja so lahko zelo upo-
rabna za opazovanije velikosti in invazivnih robov tumorijey,
Se posebej med njihovo kirurSko odstranitvijo.

Dr. Ana Torkar je rezultate doktorskega dela do sedaj ob-
javila v stirih ¢lankih v revijah z dejavnikom vpliva, ter kot
referate na mednarodnih znanstvenih sreCanjih.

dr. PETER NADRAH, mag. farm.

FUNKCIONALIZACIJA
POROZNIH SILIKATNIH DELCEV
ZA NADZOROVANO
SPROSCANJE UCINKOVIN

Mentor: prof. dr. Odon Planindek, mag. farm.
Somentor: prof. dr. Miran Gaberscek, univ. dipl. kem.

Dr. Peter Nadrah je v svojem doktorskem delu razvijal do-
stavne sisteme za nadzorovano sproS¢anje modelnih zdra-
vilnih u€inkovin v telesu. Osnovo sistemov so tvorili
mezoporozni silikatni nanodelci funkcionalizirani z organskimi
spojinami, ki omogocajo sproS€anje modelnih ucinkovin le
v prisotnosti sprozitvenega dejavnika. V teh sistemih je ucin-
kovina sorbirana v porah silikatnih delcev, njeno sprosc¢anje
pa uravnavajo molekularna vrata oz. zapiralne molekule, ki
SO vezane na zunanjo povrSino silikatnih delcev.

Kandidat je kot molekularna vrata najprej uporabil dendri-
mere razli¢nih velikosti za nadzor sprosc¢anja dveh modelnih
ucinkovin: dinatrijeve soli fluoresceina in karboksifluores-
ceina. Rezultati so pokazali, da je nadzor sproS¢anja mo-
goce doseci, Ce dendrimere na silikatne delce vezemo z
disulfidnimi vezmi, ki se cepijo v prisotnosti reducenta kot
sprozitvenega dejavnika. Poleg tega je ugotovil, da delci z
manjsSimi dendrimeri omogocajo sproS¢anje bistveno vedje
mnozine modelne ucinkovine v primerjavi z vecjimi dendri-
meri.

V nadaljevanju je pripravil sisteme, kjer sta silikat in zapi-
ralna molekula povezana z disulfidno vezjo. S tem je potrdil
hipotezo, da je mogoce z uporabo razli¢nih substituentov
ob disulfidni vezi dosedi razli¢ne kinetike sproS¢anja mo-
delne ucinkovine in hkrati doseci spros¢anije le v prisotnosti
sprozitvenega dejavnika ditiotreitola.

Razvil je tudi konjugate med mezoporoznimi delci in mo-
delno ucinkovino, ki je na silikatne delce vezana kovalentno
in se spro$c¢a ob prisotnosti endogenega reducenta gluta-
tiona.

Dr. Peter Nadrah je razvil tudi nov sistem na osnovi mezo-
poroznih silikatov, ki omogoca vizualizacijo nastopa spro-
zitvenega dejavnika. Delci postanejo fluorescenéni ob
dodatku reducenta kot dejavnika. To pri raziskovanju opi-
sanih terapevtskih sistemov omogoc¢a enostavno sprem-
lianje nastopa dejavnika, ki lahko hkrati sprozi tudi
sproS¢anje ucinkovine.

Rezultate svojega dela je objavil v Stirih ¢lankih v medna-
rodno priznanih revijah s faktorjem vpliva.
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POROCILO S 43. GENERALNE
SKUPSCINE EAHP -

IZVEDENI IN NACRTOVANI
PROJEKTI NA PODROCJU
BOLNISNICNE FARMACIJE V
DRZAVAH CLANICAH EAHP V
LETIH 2012/2013 IN 2013/2014

Na generalni skupscini (GS) EAHP letos junija v Atenah
smo v dveh dneh zelo polnega programa obravnavali pred-
stavitev razli¢nih aktivnosti, ki so potekale v okviru EAHP
v letu 2013 ter se seznanili z nacrti za leto 2014.

Splosni del ali delovanje EAHP na podroc¢ju »politike«
Predstavitev predsednika Roberta Frontinija je zajemala
politicne aktivnosti, ki sta jih izvedla z lobistom Richardom

Priceom na podrodju priznavanja specializacije iz bol-
niSni€ne farmacije in uvedbe &rtnih kod na posamezno
enoto zdravila (single unit), ki se uporabljajo v napred-
nejsih bolniSnicah. Njuno delo je bilo poleg tega usmer-
jeno tudi v sodelovanje s sorodnimi organizacijami:
EMA (sodelovanje bolnisni¢nih farmacevtov na podrocju
klinicnih Studij), EDQM (podrocje ponarejenih zdravil),
EPSA (vkljuCevanje Studentov v delo EAHP), Europharm
Forum (sodelovanje bolnisni¢nih farmacevtov in farmacev-
tov javnih in zasebnih lekarn), PGEU (skupna izjava o bo-
docCi vliogi farmacevtov zlasti v Kliniki). Predsednik je
predstavil tudi dva projekta, in sicer »Survey EAHP 2010«;
raziskavo o stanju bolniSni¢ne farmacije v drzavah Clanicah,
ki se je zakljucila z objavo 5 Elankov in broSuro. Drugi pro-
jekt »European Summit on Hospital Pharmacy«, kate-
rega nadrtovanje se je zacelo v letih 2012/2013, bo izveden
v maju 2014. Na tem sreCanju bo ob sodelovanju zdruzenj
zdravnikov, medicinskih sester in bolnikov oblikovan jasen
okvir razvoja bolniSni¢ne farmacije v Evropi, ki bo temeliil
na t.i. Baselskih izjavah iz leta 2008 (FIP Basel statement)
in t.i. PPMI modelu, ki ga je leta 2010 sprejelo Amerisko
zdruzenje farmacetov v zdravstvenem sistemu (ASHP Dal-
las Summit).

V nadaljevanju so nam svoje delo v preteklem letu pred-
stavili e vodja administrativhega osebja in finanéni direktor
EAHP, predvsem glede organizacije kongresov, akademij
in ostalih sre¢anj, strokovnega glasila EJHP, kot tudi glede
vodenja racunovodstva in financnega porocila za preteklo
leto ter predvidenih stroSkov in prihodkov za leto
2013/2014. Svoj pogled na finanéno porocilo sta predsta-
vila tudi dva delegata, ki sta opravila svoje delo kot notranja
revizorja.

NOVOSTI V POSAMEZNIH DRZAVAH
V PRETEKLEM LETU

Sledila je kratka, a zelo zanimiva predstavitev dosezkov
bolnisni¢ne farmacije v posameznih drzavah Clanicah v
preteklem letu. Svoja porodila so predstavile vse drzave, ki
so se udelezile GS, to je 29 drzav od skupno 32 Clanic
EAHP. Delovanje bolnisni¢nih farmacevtov poteka na zelo
razlicnih nivojih, od prizadevanj za priznanje, da je bolnis-
ni¢ni farmacevt enakopraven poklic v zdravstvu (zdrav-
stveni delavec), do sodelovanja pri zakonskih podlagah na
podrocjih zdravil in medicinskih pripomockov. V vecini
drzav so bolnisni¢ni farmacevti organizirali razlicne oblike
strokovnih izobraZevanj, kot so npr. simpoziji, e- izobraze-
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vanje. Teme, s katerimi so se spopadli v razli¢nih drzavah,

so bile tudi:

e Opozarjanje na tezave glede pomanjkanja zdravil

e Prenove Studijskin programov (zlasti na podro&ju specia-
lizacije) in predmetnikov dodiplomskega Studija

e Sodelovanje pri nacionalnih projektih za zagotavljanje
varnosti bolnikov, predvsem na podrocju onkologije, upo-
rabe zdravil pri starejSih bolnikih, uporabe zdravil s pod-
obnim videzom in/ali imenom,...

e Uporaba &rtnih kod ob postelji bolnika z vidka razvoja si-
stemov za zmanjSevanje napak, povezanih z zdravili, kot
tudi z vidika preprecevanja uporabe ponarejenih zdravil

e Postavitev kazalnikov kakovosti v sklopu farmacevtske
skrbi

e Ureditev delovanja bolnisni¢nih farmacevtov v sklopu
akreditacij bolnisnic.

V nekaterih drzavah (Velika Britanija, Nizozemska, Irska,
Svica ...) neodvisno od modela specializacije iz bolnigni¢ne
farmacije, ki ga predlaga EAHP, pripravljajo nadgradnjo iz-
obraZevanja farmacevtov dodiplomsko in podiplomsko,
predvsem z namenom povecanja klinicnih spretnosti ob
zaklju¢ku izborazevanja. V Veliki Britaniji so farmacevti iz-
postavili tudi porembnost vkljuCevanja farmacevtskih teh-
nikov v procese v bolniSnicah in dekriminiziranja napak,
povezanih z zdravili.

SODELOVANJE PRI SKUPNIH
PROJEKTIH ALI ZGOLJ ZAVEDANJE
lZZIVOV?

V nadaljevanju GS so bile podrobneje predstavljene aktiv-
nosti na podro¢ju priznavanja specializacije iz bolnisni-
¢ne farmacije. Farmacevti predstavljgjo enega od 7
poklicev (poleg zdravnikov, osebja zdravstvene nege, zo-
bozdravnikov, babic, arhitektov in veterinarjev), ki so tre-
nutno »avtomatsko« priznani v vseh drzavah EU. Vendar
pa so le pri dveh poklicih (zdravniki, zobozdravniki) pri-
znane tudi posamezne specialnosti (npr. kardiologija).
EAHP si je pri Evropskem parlamentu prizadeval za dopol-
nilo direktive, ki bi omogocala priznanje specializacije iz bol-
nisnic¢ne farmacije med drzavami ¢lanicami in v oktobru so
bili sprejeti predlagani amandmaji. Osnova za specializa-
cijo iz bolnisni¢ne farmacije bo predstavljal t.i. common trai-
ning framework, ki ga bo EAHP zasnoval in predlagal na
osnovi dosedanjih podatkov o ze obstojecih specializacijah
v drzavah ¢lanicah in raziskovalnem projektu Pharmine iz
leta 2011. K sodelovanju pri oblikovanju tega modela, ki

se bo zacelo predvidoma konec leta 2013, so povabliene
vse drzave Clanice.

Zelo pere¢ problem v vseh drzavah Clanicah je tudi uvedba
¢rtnih kod na posamezno enoto zdravila, ker industrija
obi¢ajno ne kaze interesov za tovrstne spremembe. Pogo-
vori potekajo med EAHP in EFPIA in EGA (evropski zdru-
zeniji proizvajalcev originatorskih in generi¢nih zdravil).
EAHP je pobudnik sestanka med uporabniki (bolniSni¢nimi
farmaceuvti), nacionalnimi agencijami in ministrstvi za zdra-
vje ter predstavniki industrije, ki je bil v oktobru v Univerzi-
tetni bolniSnici Leuven v Belgiji, kjer je bila predstavijena
uporaba &rtne kode ob postelji pacienta.

Dotaknili smo se tudi aktivnosti na podrocju reSevanja pro-
blema globalnega pomanjkanja zdravil, ki lahko nastane
iz razli¢nih razlogov (motnje v verigi preskrbe, proizvodnii,
dostopnosti,....) ter vpliva oblikovanja cen in povracila
stroskov s strani zavarovalnic na pomanjkanje zdravil. S
pomanjkanjem zdravil so povezane tudi tezave s t.i. para-
lelnim uvozom in izvozom zdravil predvsem pri zdravilih za
redke bolezni.

Zanimiva je bila tudi izmenjava mnenj, ki je sledila predsed-
nikovi predstavitvi nove izjave EAHP glede medicinskih
pripomockov. Ob predlogu, da EAHP podpre zahtevo po
centralni avtorizaciji za medicinske pripomocke z visokim
tveganjem, so nekateri delegati izrazili skrb glede primernega
znanja in izobrazevanja v zvezi z medicinskimi pripomocki.
Predsednik je opozoril na razli€éno stanje v drzavah &lanicah,
saj so glede na raziskavo EAHP (Survey EAHP 2010) me-
dicinski pripomocki v nekaterih drzavah (Francija, Italija) ena
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od klju¢nih kompetenc bolnisni¢nih farmacevtov. Delegat iz
Velike Britanije je utemeljii kompetenco za medicinske pri-
pomocke z dejstvom, da so nekatere tekodine za intraven-
sko uporabo, ki so uvrs¢ene med medicinske pripomocke,
ze v domeni Stevilnih bolnisniénih farmacevtov.

Predstavljena je bila tudi izjava o varéevalnih ukrepih, pri
kateri pa so delegati opozorili, da jo bo potrebno Se dopol-
niti, Se zlasti z vidika dobrobiti bolnikov, na katero varcevalni
ukrepi lahko vplivajo v veliki meri.

GS se je nadaljevala z razpravo o Direktivi o ponarejenih
zdravilih. V razvoju sta namre¢ dva lo¢ena sistema za pre-
verjanje verodostojnosti zdravil. Glavno vpraSanie je bilo,
kje naj poteka verifikacija zdravil v bolniSnicah (ob prev-
zemu v bolnigni¢ni lekarni, ob odprtju pakiranja v bolnisni-
¢ni lekarni, ob izdaji iz bolniSni¢ne lekarne, ob aplikaciji ob
postelji bolnika). Sistemi v razvoju so bolj osredotoceni na
javne lekarne, Kjer verifikacija poteka ob izdaji zdravil pa-
cientu. Tovrstni sistemi so bili Zze vpeljani v Turciji, kjer prist-
nost zdravil preverjajo ob vstopu v bolniSni¢no lekarno, kar
pa z vidika bolnisni¢nih farmacevtov pomeni zamuden pro-
ces (2 farmacevta v vecjih bolniSnicah za polni delovni ¢as).

Seznanili smo se tudi z napredkom revije EJHP, s pripra-
vami na izobrazevalne teme kongresov ter moznostmi za
pridobivanje izkuSenj v posameznih bolniSnicah za
Studente.

Naslednji dan smo, razdeljeni v ve¢ skupin, v sklopu de-
lavnic predstavljeno tematiko obravnavali Se podrobneje
ter nato ugotovitve in predloge kratko predstavili preostalim
delegatom.

Predstavili sta se tudi dve novi drzavi, ¢lanici EU, kandidatki
za Clanstvo v EAHP, Malta in Romunija. Predstavitev je po-
novno pokazala, da so med drzavami Clanicami precejSnje
razlike glede stanja bolniSni¢ne farmacije.

KAJ PA BONTON?

Kar me je kot novinko na tovrstnih srecanjin pozitvno pre-
senetilo izven strokovnih vsebin programa, je bila sama or-
ganizacija in potek GS. GS je potekala iziemno to¢no -
vodila jo je slovenska predstavnica v odboru, podpredsed-
nica EAHP Tajda Miharija Gala.

Ker posamezni delegati predstavljajo svojo drzavo, tudi pri
udelezencih ni bilo nobenega zamujanja ali izostajanja, iz-
hodov na kratke ali dolge telefonske seanse, ali Se celo te-

lefoniranja med programom, ¢emur smo Cedalje pogosteje
pri¢a na izobrazevanjih in sestankih. Vecina delegatov zelo
tekoCe komunicira v anglesc€ini, tudi delegati iz pregovorno
SibkejSih romansko govorecih drzav niso prav ni¢ zaosta-
jali, prav nasprotno. Predstavitve so bile obvezno znotraj
dovoljenih ¢asovnih okvirov, diskusija pa, kljub razli¢ni raz-
vitosti bolniSni¢ne in kliniéne farmacije med drzavami, na
enakopravnem nivoju, ne glede na polozaj ali izkuSenost
delegatov. To pa je pravzaprav pogoj in dobra osnova za
sodelovanje ter izmenjavo mnenj in idej.

ZA KONEC...POZITIVNE STVARI,
Kl SE JIH LAHKO NAUCIMO

Predvsem zaradi vkljuCenosti industrije kot sponzorjev in
seveda velike ciline publike, ki jo EAHP kongresi naslavijajo,
tovrstna izobrazevanja tudi izdatno finan¢no prispevajo k
uspesSnemu poslovanju organizacije. Pri tem se je sicer
tezko izogniti pomislekom glede (ne)odvisnosti predstavije-
nih tem, kar je bilo izpostavljeno tudi na GS. Vendar EAHP
uspeva zadrzati neodvisnost z doslednim upostevanjem
Kodeksa etike EAHP, to je z neodvisno izbiro tematike po-
sameznih seminarjev in predavan] ter predavateljev. Pozi-
tivna pa je Ze tudi sama misel, da je v gospodarsko tezkih
Gasih organizacija izobrazevanj lahko finan¢no uspesna.
Redni bralci EJHP (s trenutno majhnim faktorjem vpliva)
opazamo, da se je s spremembo zaloznika (sedaj Skupina
British Medical Journals, od januarja 2012) in novim ured-
nikom (prejSnjim direktorjiem UK Cochrane centra), dvignila
kakovost prispevkov, ki sledijo aktualnim temam. Sloven-
ska bolnisni¢na farmacija je bila ze trikrat predstavijena v
EJHP Country Focus, kjer smo sodelovali s prispevki o
razvoju in aktivnostih bolniSni¢ne in klinicne farmacije v ra-
Zlienih slovenskih bolnignicah. Se vedno pa ostaja vpraga-
nje in opomnik vsem nam slovenskim farmacevtom, zakaj
svojega dela, ki je po kakovosti nedvomno primerljivo z
delom farmacevtov v ostalih drzavah ¢lanicah, ne zmo-
remo kronati tudi z objavo strokovnih in znanstvenih ¢lan-
kov v EJHP, ki bo s¢asoma pridobil tudi na faktorju vpliva.
EAHP je aktivna na Stevilnih podrodjih, tako kot organiza-
cija, kot tudi posamezne Clanice. V Sloveniji se sreCujemo
s podobnimi teZzavami in izzivi kot ostale &lanice. Zal pa
moznosti izmenjave izkuSenj ne izkoristimo in (ne samo v
Sloveniji) izumljamo marsikaj od zacetka, z izgovorom, da
je na$ polozaj nekaj posebnega. Predstavitev delovanj po-
sameznih drzav je koristno zlasti z vidika izmenjave mnenj
in sodelovanja - npr. pri zdravilih s podobnim imenom in vi-
dezom, dopolnjevanjem kompetenc,...
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Tovrstna sreCanja in priprava porocil je nedvomno koristna  kako produktivni so bili kolegi iz drugih drzav, si lahko ob
tako med drzavami, kot tudi med bolnisnicami (farmacevt)  pravem odmerku samokritike in samozavesti postavimo
znotraj ene drzave. Vsakokrat, ko moramo pripraviti poro-  nove temelje za svojo strokovno rast in napredek.

Cilo, kaj smo v preteklem letu naredili in se seznanjamo,
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RAZPIS ZA PODELITEV DRUSTVENIH PRIZNANJ V LETU 2014

Odbor za podeljevanje drustvenih priznanj objavlja razpis za podelitev drustvenih priznanj v letu 2014. Podruznice
in sekcije prijavijo kandidate skladno z dolocili Pravilnika o podeljievanju drustvenih priznanj najkasneje do 31. ja-
nuarja 2014.

Za utemeljitev uspesnosti kandidata mora predlagatelj navesti pozitivne spremembe v delovnem okolju, ki so po-
sledica kandidatovih aktivnosti. 1z predloga mora biti razvidno, kako je kandidat v smislu kvalitete in kvantitete
presegel svoje obveznosti, ki izhajajo iz opisa del in nalog delovnega mesta, ki ga zaseda. Predlogi morajo biti
pripravljeni na obrazcih, ki so sestavni del Pravilnika.

Predlog za podelitev drustvenih priznanj mora predlagatelj poslati skupaj s prilogami v enem izvodu v elektronski
obliki na naslov: info@sfd.si in v enem izvodu v tiskani obliki tajniStvu Slovenskega farmacevitskega drustva naj-
kasneje do 31. januarja 2014.

Elektronsko oddane prijave, posredovane po elektronski posti, morajo biti popolnoma enake kot pisne, poslane
z navadno posto.
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V imenu uredniStva Farmacevtskega vestnika se vam Zelim tudi ob koncu leta 2013
zahvaliti za sodelovanije. V letoSnjem letu je Farmacevtski vestnik ubral novo pot oziroma
smo obrnili nov list. Uredniski odbor vsekakor upa, da vam je Farmacevtski vestnik v novi
prenovi vSe¢ tako oblikovno kot tudi seveda vsebinsko. Trudimo se po najboljsih moceh
izbirati zanimive teme, ki so v danasnjem prostoru aktualne. Naj izkoristim tudi priloznost

in povabim Vas, da se opogumite in tudi sami posljete prispevke in s tem prispevate

zanimive vsebine v nas/vas Farmacevtski vestnik. Prispevki naj ne bodo za nas le ¢rke
in slike na papirju, oziroma nabirek tock za katere se potegujemo,

ampak naj predstavljajo obogatitev/gojitev nasega strokovnega jezika, kot tudi orodje

za prenos znanja. Bodite aktivnil Upajte si! Veseli bomo vasih razmisljanj ter vsebin.

Na koncu pa Se zelja, ki velja ob ¢asu, ko se leto spet obrne -
V prihajajo¢em letu vam Zelimo veliko zdravja, osebnih uspehov in novih izzivov.

Z lepimi zeljami, Petra Slanc Moze — glavna urednica

Recenzenti:
mag. Miroslava Abazovi¢, mag. farm., spec. ® doc. dr. Tomaz Bratkovi¢, mag. farm.
prof. dr. Darko Cerne, mag. farm., spec.  asist. Nejc Horvat, mag. farm.
dr. Ziga Jakopin e izr. prof. dr. Janja Marc, mag. farm.
doc. dr. Matjaz Jeras, mag. farm. e doc. dr. Mojca Kerec Kos, mag. farm.
doc. dr. Mitja Kos, dr. med., spec. ¢ prim. Mojca Kos Golja, dr. med.
doc. dr. Natasa Kuzelicki, mag. farm. e dr. GaSper Marc, mag. farm.
dr. Petra Slanc Moze, mag. farm. e Tomi Laptos, mag. farm.
dr. Igor Locatelli, mag. farm. e prof. dr. AleS Mrhar, mag. farm.
prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.  dr. Andrijana Tivadar, mag. farm.
doc. dr. Tomaz Vovk, mag. farm. e asist. dr. Natasa Toplak, dr. med.
dr. Simon Zakelj, mag. farm.
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Bernik J 363 Locatelli | 33, 143 Sollner Dolenc M 57

Cernels P 354 Madjar M 236 Starkl K 371

Dezelak M 211 Marc J 343 Stojilkovski K 112 <9t
Dobravc Verbi¢ M 18 Mavsar Najdenov B 385 Strah D 363 g
Emersic A 191, 202 Milovanovi¢ M 44 Suhadolc K 227 g
Fari¢ Tus V 51 Morgan T 124 Stempelj M 202 P
Fic A 57 Mravljak J 371 §truke|j B 74,146, 202, 246, g
Fon Tacer K 380  Oguliin D 323 335, 392 -
Frlan R 218 Okreti& Likovig N 178 Stuhec M 66

Frst J 39 Osredkar J 227 Tomsic M 267

Gerzej L 246, 335, 392 Pajic T 343  ToniJ 174

Grzinié N 354  PehanS 71 Tréekd 143

lleic | 156 Peterlin Masic L 57  IrobecK 1

Jagodic Vilfan AH 68  Petre M 25, 161 Vinsek H 309

Janes D 91 Pirtosek Z 191,202,208  VukanV 3

Jese R 267  PiskN 156,314  ZupanJ 78, 250, 396

Jost M 64 Podgornik H 354

Kerec Kos M 118 Preloznik Zupan | 343

409 farm vestn 2013; 64
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Preprasto maddit] ved bolnikow

www.xarelto.com

Preprefevanje
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atrijsho fibrilacijo Ir

Preprefovanje
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dogodkov pri
odraslih bolnikih po
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i * 5 registriranih indikacij
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z rivaroksabanom
+ 4 milijoni bolnikoy
+ 100.000 bolnikov vkijudenih

v program kliniénih preskutanj
# registriran v veé kot 120 drzavah
+ wiinkovitost dokazana
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OLIMEL

OPTIMALNO PREHRANSKO RAVNOVESJE

Imejte nadzor
nad ravnovesjem
beljakovin in energije

|

4 § OLIMEL

Baxter d.0.0., Zelezna cesta 18, SI-1000 Ljubljana

Baxter



Strokovne prireditve SFD
v letu 2014

Cetrtek, 13. februar 2014, Hotel Mons, Ljubljana
4. simpozij Sekcije klini¢nih farmacevtov
ZDRAVILA V PSIHIATRIJI

Cetrtek — sobota, 15. - 17. maj 2014, GH Bernardin, Portoroz
Simpozij ob 39. skups¢ini SFD

Petek — sobota, 30. - 31. maj 2014, Rogla na Pohorju
Simpozij Sekcije farmacevtskih tehnikov ob ob&nem zboru

Cetrtek — sobota, 18. — 20. september 2014, Portoroz, GH Bernardin
Centralnoevropski simpozij iz farmacevtske tehnologije - 10CESPT 2014

Sreda, 8. oktober 2014, hotel Mons, Ljubljana
12. simpozij Sekcije farmacevtov javnih lekarn

10. DAN SLOVENSKIH LEKARN - ZDRAVILA IN LEDVICA
26. september 2014



AMGEN

Plonirska znanost zagotavlja Zivljenjsko pomembna zdravila

Zapis Zivljenja oblikujemo

v zivljenjsko pomembna zdravila

V- druzbi Amgen smo prepricani, da so odgovori
na najbolj pere¢a medicinska vprasanja zapisan
v besedah naSe DNA. Smo pionirji na podroGju
biotehnologije in svoje globoko razumevanie
aovorice ten besed uporabliamo za ustvarjanje
Ziviienisko pomembnih zdravil — zdravil,
namenjenin neizpolnjenim potrebam bolnikov

Z resnimi boleznimi za dramaticno izboljsanje

njihovega ziviienja.

Za ve informaci) o druzbi Amgen, o nas
pionirski znanosti in o nasih zdravilih obiscite
WWW.amgen.si.



