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Salus populi est suprema lex.

Dobro ljudi je najvisji zakon,
stvo in odgovornost. Odgovornost  slovenski - druzhi,
emu zdravju in dobremu pocutju.

Skrbimo, da so kakovostna in vama rdravila, medicinski pripomodki in
drugi farmaceviski izdel n, Ki jih potrebujejo, S kakovosine
uéinkovite In nemoteno oskrbo lekarn, bolnisnic in drugih 2dravstventih

in velerinarskih organizacij, ...

Smo ljudje, ki delujejo v dobro ljudi. Ze polna Stirl desetletja.

SALUS, Ljubljana, d. d., Litosirojska cesta 46 4, Ljubljana
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Zivijenje je lepse v barvah ...

S temi besedami zacenjam uvodnik v zanjo stevilko letoSnjega leta. Od te Stevilke
dalje bo Farmaceviski vestnik tiskan v popolni barvni obliki, kar je Se posebej
pomembno za vecjo preglednost slik in fotografij pri strokovnih prispevkih.
Obenem smo uvedli nabor tematskih prispevkov za doloc¢eno indikacijsko podroc-
Jje. Tokrat smo izbrali osteoporozo, kateri so namenjeni trije prispevki. Prva dva so
pripravili kolegi iz Katedre za klinicno biokemijo pod vodstvom prof.dr. Janje Marc,
tretji strokovni ¢lanek, ki sta ga pripravila dr. Igor Pravst in dr. Cirila Hlastan Ribic,
pa znatno prispeva k dopolnitvi biokemijskih, fizioloskih in farmakoloskih podatkov
o kljuénih hranilih za zdravje okostja. Sledli prispevek o niklju kot pomembnem ele-
mentu za optimalno fiziolosko delovanje ter ¢lanek o pomenu pluripotentne mati-
Cne celice, iz katere izhajajo diferencirane celice nasega organizma. \V/ zadnjem
od preglednih strokovnih ¢lankov pa bomo osveZili spomin o pomenu roZzmarinske
Kisline, ki se kot antioksidant in naravna protivirusna in protimikrobna ucinkovina
uporablja v farmaciji, kozmetiki in Zivilstvu.

Kljub vpeljavi barvnega tiska pa v slovenski farmaciji ni vse v barvah! Se zdalec ne.
Sedaj smo, po vecletnih aktivnostih tudi najvecje zagovornike obstojece zakono-
daje o koncesijskem sistemu lekarniske mreZe prepricali, da so apetiti lokalnih
centrov moci preveliki in predvsem le delno usmerjeni v izboljsavo zdravstvenih
storitev, najveckrat le izgovor za bogatitev obcinskih proracunov z lekarniskimi
dobicki. Potrebna bo cimprejSnja revizija zakonodaje na tem podrocju in prenos
pravic na drzavni nivo. Ker pa se zakoni sprejemajo v okoljih, na katerega mocno
vplivajo lobisti, ki delajo za lokalni interes, ne verjamem v takojsnjo, a sicer nujno
spremembo. Po drugi strani pa, Ce se le tistim, ki so blizu oblasti zahocCe, z veliko
naglico poskusijo vpeljati spremembe tja, kjer je sistem transparenten. Tako se je
pojavila ideja, da Javna agencija za zdravila in medicinske pripomocke (JAZMP)
ne bi bila ve¢ javna, ampak samo Se Agencija za zdravila in medicinske pripo-
mocke. Za kaj Ze?

Naj vam vsem, v imenu urednistva zazelim vsaj tako dobro leto 2013, kot je bilo
iztekajoce. Ce bomo prepredili diverzije znotraj farmacevtske stroke in strnili vrste,
bo prihajajoce leto za slovensko farmacijo lahko celo uspesnejse.

Prof.dr. Borut Strukelj
Odgovorni urednik
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Sodobni pogled na nastanek osteoporoze

Sodobni pogled na nastanek
osteoporoze

Up-to-date insight on the development of osteoporosis

Simona Mencej Bedra¢, Barbara Ostanek, Vid Mlakar, Janja Zupan, Tomaz Kocjan,

Janez Prezelj, Janja Marc

Povzetek: Klju¢na problema pri osteoporozi sta njena razsirjenost in pozna diagnostika. Predvidevajo, da se bo Stevilo obolelih do leta 2050 podvaijilo.
Novej$a dognanja kaZejo, da razvoj osteoporoze poteka preko motenj v dveh glavnih regulatornih sistemih. Prvi, ki ga imenujemo RANKL/RANK/OPG,
je klju¢en za nadzor osteoklastogeneze, drugi pa je signalna pot Wnt, ki ima osrednjo viogo v osteoblastogenezi. Obstajajo dokazi, da so v patogenezo
osteoporoze vpleteni tudi oksidativni stres, imunski sistem, vnetni citokini in procesi adipogeneze. Na razvoj osteoporoze vplivajo Stevilni okoljski in
genetski dejavniki. Na vecino od njih nimamo vpliva, lahko pa z uravnotezeno prehrano z zadostno koli¢ino kalcija in vitamina D, redno telesno
aktivnostjo, zdravim nac¢inom zivljenja brez kajenja in ¢ezmernega pitja alkoholnih pija¢, pomembno zmanj$amo pojav bolezni.

Kljuéne besede: estrogen, RANKL/RANK/OPG, Whnt, vnetje, adipocit

Abstract: Two major problems related to osteoporosis are its high incidence and late diagnosis. It is predicted that the number of affected individuals
will double till 2050. Recent findings have shown that osteoporosis develops as a consequence of imbalance in two key regulatory systems.
RANKL/RANK/OPG system represents a crucial pathway involved in osteoclastogenesis, while Wnt signalling pathway plays a central role in
osteoblastogenesis. In the recent years, numerous studies have shown the involvement of oxidative stress, immune system and inflammatory
cytokines as well as adipogenesis in the pathogenesis of osteoporosis. The development of osteoporosis is influenced by several environmental and
genetic factors. Many of them cannot be modified, but the incidence of osteoporosis can be markedly reduced by proper diet with sufficient amounts
of calcium and vitamin D, regular physical activity and healthy lifestyle with no smoking and excessive use of alcohol.

Keywords: estrogen, RANKL/RANK/OPG, Wnt, inflammation, adipocyte

H in 30 % smrtnostjo v prvem letu po zlomu (7). Verjetnost za zlom kolka pri

1 Osteoporoza - definicija
naéini za diagnostiko in
spremljanje

1.1 Definicija osteoporoze

Osteoporoza je s starostjo povezana degenerativna bolezen skeleta in
predstavlja enega vecjih zdravstvenih problemov, saj zaradi
podaljSevanja zivljenjske dobe Stevilo obolelih hitro naras¢a. Pri starosti
50 let je danes tveganje, da zenska bele rase do konca Zivljenja utrpi
osteoporozni zlom kolka, vretenca ali zapestja 40 — 53 %, pri moskih pa
je to tveganje 13 — 22 % (1-4). Predvidevajo, da se bo Stevilo
osteoporoznih zlomov do leta 2050 ve¢ kot podvoijilo (5). Za osteoporozo
je znacdilna mo¢no povecana lomljivost kosti, predvsem vretenc, kolka in
zapestja, tako da do zlomov pride Ze ob vsakodnevnih obremenitvah (6).
Vzrok za to so znizana kostna masa in spremembe v mikroarhitekturi
kostnine. Zlom kolka je brez dvoma najresnejsi zaplet osteoporoze z do

50-letni osebi bele rase je 14 % za zensko in 5 - 6 % za moskega (8).
Kriteriji Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) za diagnozo
osteoporoze so navedeni v preglednici 1 (9, 10).

Preglednica 1: Opredelitev osteoporoze po merilih Svetovne
zdravstvene organizacije (9, 10).

Table 1: Definition of osteoporosis according to World Health
Organization criteria (9, 10).

Definicija Mineralna kostna gostota
Normalna kost T=-1SD

Osteopenija -258D<T<-1SD
Osteoporoza T<-25SD

Huda osteoporoza T<-25SDinzlom

* T: opredeljena kot razlika med izmerjeno in pri¢akovano MKG pri zdravi
osebi v zgodnji odrasli dobi, deljeno s SD v populaciji; SD: standardna
deviacija glede na najvisjo MKG mlade, zdrave odrasle osebe.
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Ali ste vedeli,

eda po 35. letu starosti zdrave Zenske do menopavze vsako
leto izgubijo do 3 % kostne mase, osteoporozne bolnice pa
med 5-7 %;

e da je tveganje za osteoporozni zloma kolka, vretenc ali zapestij
enkrat do konca zivljenja pri 50 let stari Zenski bele rase 40 — 53 %;

¢ da je zaradi osteoporoznega zloma kolka smrtnost v prvem letu po
zlomu do 30 %.

1.2 Diagnostika osteoporoze

1.2.1 Slikovne metode v diagnostiki osteoporoze
Mineralna kostna gostota (MKG), ki jo lahko izmerimo z metodo
dvoenergijske rentgenske absorpciometrije (DXA, angl. dual-energy x-
ray absorptiometry), mo¢no korelira z lomljivostjo kosti v biomehanskih
testih, v prospektivnih raziskavah pa predstavlja najpomembnejsSi
posamiéni dejavnik tveganja za zlom pred prvim zlomom in pri¢etkom
zdravljenja. Tveganje za zlom z nizanjem MKG eksponentno naras¢a
(11). Ravno na osnovi teh podatkov je delovna skupina SZO zakljucila,
da je mogoce postaviti diagnozo in zaceti z zdravljenjem osteoporoze ze
pred prvim zlomom, torej le na osnovi znizane MKG (9). Merjenje MKG
z DXA je Se vedno metoda izbora za postavitev diagnoze osteoporoze
pred prvim zlomom. Primera meritev MKG vretenc in kolka z DXA pri
bolnici z osteoporozo sta predstavljena na sliki 1.

Ker ve¢ kot polovica bolnikov, ki utrpi osteoporozni zlom, nima
osteoporoze po kriterijih SZO, nas v kliniéni praksi danes bolj zanima
bolnikovo tveganje za zlom, kot pa sama diagnoza osteoporoze na
podlagi meritve MKG (12).

1.2.2 Biokemijski kazalci v krvi pri spremljanju
zdravljenja osteoporoze

Z metodo DXA lahko tudi spremljamo zdravljenje osteoporoze, ¢eprav

spremembe MKG zaznamo Sele po enem letu zdravljenja ali kasneje. Na

sreco se serumski biokemijski kazalci spremenijo pri uspesni terapiji ze
v treh do Sestih mesecih po uvedbi zdravljenja. V ta namen sta strokovni
zdruzenji IOF/IFCC leta 2010 izdali priporocilo, da se kot referenéna
oznacevalca za gradnjo oziroma razgradnjo kosti v krvi dolo¢ata N-
terminalni propeptid prokolagena tipa | (PINP) oz. C-terminalni telopeptid
kolagena tipa | (CTX) (13). Uspesno zdravljenje z antiresorptivom mora
znizati vrednost CTX za vsaj 25%, teriparatid pa zvisati PINP za vsaj 25%
glede na zacetno meritev (14).

1.2.3 Orodje za izraéun tveganja za osteoporozni
zlom

V zadnjem casu se je razsirila uporaba novega orodja za izracun
tveganja za osteoporozni zlom FRAX (angl. Fracture Risk Assessment
Tool), kjer za napovedovanje 10-letnega tveganja za kliniéni zlom
vretenca, podlahti, kolka ali nadlahtnice pri pomenopavznih zenskah in
moskih po 50. letu poleg meritve MKG lahko upoStevamo $e druge od
MKG neodvisne dejavnike tveganja za zlom, kot so starost, spol, telesna
masa in visina, predhodni zlomi pri preiskovancu, zlom kolka pri starsih,
kajenje in pretirano uzivanje alkohola, kroniéno zdravljenje z
glukokortikoidi, prisotnost revmatoidnega artritisa in drugih vzrokov za
sekundarno osteoporozo (15, 16, 17). Na sliki 2 je predstavljen primer
izratuna 10-letnega tveganja za $tiri glavne osteoporozne zlome in
posebej za zlom kolka.

Ali ste vedeli:

* da s slikanjem z DXA izmerimo MKG in omogoc¢imo diagnostiko
osteoporoze ze pred prvim zlomom;

e da so za oceno in spremljanje zdravljenja bolj uporabne krvne
preiskave (CTX, PINP);

eda z uporabo programa FRAX lahko napovemo tveganje za
osteoporozne zlome.

Slika 1: Meritev mineralne kostne gostote
(MKG) ledvenih vretenc (A) in kolka
(B) z DXA pri bolnici z osteoporozo.
Na podrocju ledvenih vretenc
upostevamo MKG vretenc L1-L4
(A), pri kolku pa MKG celotnega
kolka in MKG vratu stegnenice (B).
Diagnosticno pomembne vrednosti
T so oznacene z rdeco,
interpretiramo pa jih v skladu s
preglednico 1.

Figure 1: Measurement of bone mineral
density (BMD) of lumbar spine (A)

Reghm Area DMK BMD T- FR Z- AM Region  Arm  BMC  BMD 1 z and hip (B) in osteoporotic patient
, o ke e i e i with DXA. We should consider
12 e am ems 4 w- Tk 302 & 0 33 BMD of L1-L4 (A) and of total hip
Al S o M R oy S e e S = s and femoral neck. Diagnostically
Tesl 5573 N8S as37 (¥ B 34 @ Wand's 0 e 4 13 important T-scores are encircled
with red and should be interpreted
A B
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Slika 2: Izracun 10-letne verjetnosti za Stiri glavne osteoporozne
zlome, ki je pri tej bolnici 17 %, in za osteoporozni zlom kolka,
ki je 1,5 %. Orodje FRAX je prosto dostopno na povezavi
http://www.shef.ac.uk/FRAX/. Ker kvalitetni epidemioloski
podatki za Slovenijo niso na voljo, za izracun tveganja za
osteoporozni zlom uporabljamo verzijo FRAX za Veliko
Britanijo.

Figure 2: The calculation of 10-year probability for 4 major
osteoporotic fractures and hip fracture for a female patient
gives the probability of 17% and 1.5%, respectively. FRAX
Calculation Tool is freely available at
http://www.shef.ac.uk/FRAX/. As high quality
epidemiological data for Slovenia are not available, United
Kingdom version of FRAX is used for the osteoporotic
fracture probability calculation.

2 Kosina prenova

V kostnem tkivu vse zivljenje poteka dokaj intenziven biokemijski proces
kostne prenove ali kostne remodelacije, v katerem se staro kostno tkivo
zamenjuje z novim, da se ohranjajo dolo¢ene lastnosti npr. proZznost
kosti. V procesu kostne prenove se kostnina najprej razgradi, takoj nato
pa nadomesti z enako koli¢ino novo sintetizirane kostnine. Razmerje med
razgradnjo (resorpcijo) kostnine in gradnjo (formacijo) kostnine se tekom
zivljenja fiziolosko spreminja: v otroski dobi je gradnja vecja od
razgradnje kostnine, v obdobju med 25. in 35. letom starosti sta oba
procesa v ravnotezju, po 35. letu pa vstopimo v obdobje upadanja kostne
mase, kjer je razgradnja bolj intenzivna kot gradnja nove kostnine (slika
3). Vsako leto naj bi se zamenjalo 5 do 10 % kostnine, kar pomeni, da
obnova celotnega skeleta traja vsaj 10 let (10).

V procesu kostne prenove sta klju¢ni dve vrsti celic: osteoklasti, ki so
odgovorni za razgradnjo kosti, in osteoblasti, ki gradijo kostnino. Obe
celiéni vrsti sta medsebojno povezani v tako imenovano kostno
remodelacijsko enoto. Enota vsebuje $e centralno Zilno kapilaro in je
oziv¢ena. Ugotovili so, da naj bi bilo v dolo¢enem trenutku aktivnih cca.
35 milijonov kostnih remodelacijskih enot, torej mest na kostnih
povrsinah, kjer se vrsi kostna prenova, ki poteka v ve¢ fazah (slika 4):
A. mirovanje in aktivacija — neaktivni ploscati osteoblasti (»lining cells«)
pokrivajo kostnino in se ob ustreznem stimulusu razmaknejo, tako da
se izpostavi kostna povrsina;

B. privabljanje osteoklastov in razgradnja (resorpcija) kostnine -
razgaljena kost kemotakticno privabi osteoklaste, osteoklasti se
prilepijo na kostno povrsino in zacnejo razgrajevati kost, kar lahko traja
do 12 dni;

C. preobrat in privabljanje osteoblastov— osteoklasti se odmaknejo iz
erozijske lakune, v njo pa se naselijo mononuklearni fagociti, ki ocistijo
nastalo lakuno in izgradijo cementno plast, kemoatraktanti privabijo
osteoblaste, ki se diferencirajo in aktivirajo;

D. sinteza kostnega matriksa in mineralizacija - osteoblasti sintetizirajo
kolagen in druge proteine novega osteoida, kar traja od 1 do 2 tednov;
po sintezi osteoida se pricne mineralizacija, pri kateri sodelujeta
encima alkalna fosfataza in osteokalcin. V tej fazi se osteoblasti
splo&¢ijo in pride do primarne mineralizacije, kar lahko traja do 3
mesece. Del osteoblastov ostane ujet v kostnem matriksu in se
pretvori v osteocite.
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Slika 3: Mineralna kostna gostota (MKG) v odvisnosti od starosti in
spola. Vidimo, da moski doseZejo maksimalno MKG do 30.
leta nato pa se jim MKG linearno zmanjsuje. Zenske po drugi
strani doseZejo maksimalno MKG do 35.leta, nato pa se jim
MKG linearno zmanjsuje do menopavze, ko zacne pospeseno
upadati, padanje pa se po 5 letih v menopavzi zmanjsa.
Podatki hkrati kaZejo, da imajo moski v povprecju vecjo MKG
kot Zenske (18).

Figure 3: Bone mineral density (BMD) is dependent on age and
gender. Men reach peak BMD at the age of 30 and after that
their BMD decreases linearly. Women reach their peak BMD
at the age of 35, after that their BMD decreases at the same
rate till menopause. After the menopause, BMD starts to
decline rapidly and slows down after 5 years. In general, men
have higher BMD than women (18).

Uravnavanje intenzivnosti celotnega procesa kostne prenove poteka na
ve¢ nivojih preko uravnavanja aktivnosti in Stevila osteoblastov in
osteoklastov. Uravnava se lahko lokalno ali sistemsko. Sistemski
regulatorji so hormoni (kalcitriol, rastni hormoni, paratiroidni hormon
(PTH), kortikosteroidi, $¢itnicni hormoni in spolni hormoni). V lokalno
regulacijo pa so vpleteni citokini, rastni in diferenciacijski dejavniki, kot
sta osteoprotegerin (OPG) in ligand receptorja za aktivacijo jedrnega
dejavnika kB (RANKL) (19-21). Prav na tem nivoju so novejSe Studije
pokazale, da pomembno vlogo pri uravnavanju procesa kostne prenove
igrajo osteociti, ki izvirajo iz osteoblastov, ujetih v kostnem tkivu.

farm vestn 2012; 63 271
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Pokazano je bilo, da osteociti odlo¢ilno vplivajo na nivoje signalne
molekule RANKL. Ta je nujno potrebna za dozorevanje osteoklastov, ki
nato razgrajujejo kosti. Raziskave hkrati kazejo, da so osteociti odzivni
tudi na PTH, ki naj bi moduliral osteocitno izrazanje prej omenjenega
diferenciacijskega dejavnika RANKL. Vse to postavlja osteocite v viogo
osrednjih regulatorjev, ki dolo¢ajo Stevilo kostnih remodelacijskih enot in
uravnavajo hitrost kostne razgradnje in gradnje znotraj le-teh (22). Ti
dejavniki so pomembni za pravilno delovanje in sestavo kostne
remodelacijske enote ter s tem za sklopitev procesov razgradnje in
gradnje kostnine.
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Slika 4: Proces kostne prenove, ki vkljucuje 4 stopnje: mirovanje in
aktivacija (A), razgradnja kostnine (B), preobrat in privabljanje
osteoblastov (C) ter gradnjo kostnine in mineralizacijo (D).

Figure 4: Bone remodelling process encludes 4 stages: quiescence
and activation (A), bone resorption (B), reversal and
recruitment of osteoblasts (C), and bone formation and
mineralization (D).

3 Uravnavanje procesa kostne
prenove

Poznavanje mehanizmov, ki delujejo sistemsko ali na lokalnem nivoju ter
uravnavajo delovanje kostnih celic in posledi¢no celoten proces kostne
prenove, je za farmacevte pomembno. Predstavlja namre¢ osnovo za
iskanje novih terapevtskih prijemalis¢ in na ta nacin usmerja razvoj zdravil
za zdravljenje osteoporoze. V nadaljevanju bodo predstavljena predvsem
najnovejSa dognanja na podrocju patofizioloskih mehanizmov razvoja
osteoporoze.

3.1 Vioga estrogenov in reaktivnih

kisikovih spojin v kostnem tkivu
Ze zelo dolgo je znano, da estrogeni moéno vplivajo na kostno prenovo,
saj po eni strani zavirajo kostno razgradnjo in po drugi strani pospesujejo
delovanje osteoblastov. Svoje ucinke posredujejo preko vezave na
estrogenska receptorja (ER) dveh tipov, a in B, ki sta produkta dveh
razlicnih genov. V organizmu imata ERa in ERB podobno, vendar ne
identi¢no tkivno porazdelitev, njuna natan¢na vloga v razli¢nih tkivih pa
je predmet intenzivnih raziskav, ki kazejo, da imata receptorja razli¢ni in
nezamenljivi vlogi. Izrazanje nekaterih genov uravnavata oba bodisi
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sinergistiéno bodisi antagonisti¢no, medtem ko je uravnavanje izrazanja
nekaterih genov posledica ucinka le preko enega od obeh tipov
receptorjev (23, 24).V kosteh se oba izrazata v vseh treh vrstah kostnih
celic in tako posredujeta ucinke estrogenov, vendar naj bi bili za u€inke
estrogenov v kosteh bolj pomembni ERa (24, 25).

Kot vsi steroidni hormoni, delujejo tudi estrogeni na dva nacina. Poleg
»klasi¢nega« genomskega, poznamo tudi pri estrogenih t.i. negenomski
nacin. Pri genomskem delovanju se estrogeni po vezavi na svoj receptor
v citoplazmi v tem kompleksu premaknejo v jedro, kjer kompleks deluje
kot transkripcijski dejavnik, torej uravnava izrazanje svojih taré¢nih genov
npr. OPG, alkalne fosfataze, katepsina K in na tartrat rezistentne kisle
fosfataze (26). Uravnavanje je lahko neposredno preko vezave
kompleksa estrogeni-ER na zaporedja DNA v teh genih, ki se imenujejo
»na estrogene odzivni elementi«. Pri genih, ki teh zaporedij nimajo, paje
vpliv na transkripcijo posreden, preko interakcije kompleksa z razli¢nimi
transkripcijskimi dejavniki, ki se nato vezejo na svoja vezavna mesta na
DNA. Danes vemo, da je ravno aktivacija tar¢nih genov, odgovornih za
proliferacijo celic na opisan nacin, glavni mehanizem kancerogeneze pri
nekaterih vrstah hormonsko odzivnih rakavih obolenj npr. dolo¢enem tipu
raka dojk. Pri negenomskem nacinu delovanja estrogenov gre za hitre
ucinke, ki so pogosto povezani z aktivacijo razli¢nih protein-kinaznih
kaskad. Zanje so najverjetneje odgovorni ER, ki se nahajajo na celi¢ni
membrani in ne v citoplazmi (23).

Gilavni ucinki estrogenov na kosti so:

a) zaviranje nastanka novih kostnih remodelacijskih enot, najverjetneje
preko zmanjSane apoptoze osteocitov. Natanéen mehanizem ni
poznan, Studije pa kazejo na pomen interakcije med estrogeni in
signalno potjo Wnt;

b) zmanj$evanje kostne razgradnje. Estrogeni zavirajo diferenciacijo in
pospesujejo apoptozo osteoklastov. To dosezejo preko signalne poti
OPG/RANKL/RANK in preko zmanjSanja sinteze TNFa in ostalih
proresorptivnih citokinov (opisano v poglavjih 3.2 in 3.5). Pomembno
vlogo pri posredovanju ucinkov estrogenov imajo verjetno tudi
limfociti T;

¢) vzdrzevanje gradnje kosti. Estrogeni usmerjajo mezenhimske mati¢ne
celic v razvoj osteoblastov na racun adipocitov, spodbujajo
diferenciacijo in prepre€ujejo apoptozo osteoblastov (opisano v
poglavju 3.6) (27, 28).

Po enotnem modelu patofiziologije osteoporoze iz leta 1998 naj bi
pomanjkanje estrogenov predstavljalo najpomembnejsi vzrok za razvoj
osteoporoze pri pomenopavznih Zzenskah in tudi za zmanjSevanje kostne
mase pri starejSih moskih. NovejSe raziskave, pri katerih so s pomocjo
kvantitativne ra¢unalniSke tomografije lo€eno opazovali spremembe
kortikalne in trabekularne kostnine, pa so pokazale, da to drzi predvsem
za kortikalno kostnino. Kortikalna ali kompaktna kostnina je razporejena
laminarno v tesnih koncentriénih plasteh na zunanjem obodu
posameznih kosti in zajema preko 80 % celotne mase kostnine. Sredico
posameznih kosti, npr. dolgih kosti pa tudi vretenc in kolka pa sestavlja
»spuzvasta« ali trabekularna kostnina (slika 5). Zaradi velike specificne
povrSine trabekularne kostnine je kostna prenova tukaj mnogo bolj
intenzivna in zato se motnje v tem procesu na tem delu kostnega tkiva
mnogo bolj izrazijo kot v kortikalnem delu kostnega tkiva. Vendar pa novi
podatki dokazujejo, da je kortikalna kostnina glavna determinanta kostne
trdnosti in odpornosti proti zlomom. Vse kaze, da je kvaliteta in kvantiteta
kortikalne kostnine bolj povezana z zlomi kot trabekularna kostnina.
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Slika 5: Zgradba kosti —

kortikalna in trabekularna kostnina (29).
Figure 5: Structure of bone — cortical and trabecular bone (29).

Zato so se zaCele raziskave na podro¢ju osteoporoze usmerjati v
proucevanje biokemijskih procesov tudi v kortikalni kosti. Zelo kmalu so
ugotovili so, da zaCetek upada kortikalne kostnine sovpada z nastopom
menopavze pri Zenskah. Nasprotno pa se upad trabekularne kostnine
pricne Ze v tretji dekadi Zivljenja, ko so koncentracije estrogenov Se
visoke. Vsekakor pa se njen upad po nastopu menopavze pospesi. To
kaze, da je izguba velikega dela trabekularne kostnine bodisi neodvisna
od estrogenov, oziroma da so za njeno ohranitev potrebne bistveno visje
koncentracije estrogenov od fizioloSkih. Ena izmed moznih razlag za
razli¢en vpliv estrogenov na kortikalno in trabekularno kostnino je v tem,
da osteoblasti in osteociti v kortikalni kosti izrazajo predvsem ERa, v
trabekularni pa poleg ERa tudi signifikanten delez ERB. Tako bi lahko bili
heterodimeri ERa/3 v trabekularni kostnini odgovorni za njeno manjso
obcutljivost na estrogene (28, 30).

Pred skoraj 20 leti so prvi¢ prospektivno preucevali vpliv staranja na
zlome neodvisno od MKG in ugotovili, da je pri enaki MKG tveganje za
zlom pri 20 let starejsi osebi kar 4-krat vecje (31). Res je, da se s starostjo
zmanjSujejo mnoge telesne funkcije (npr. nevromuskularna funkcija), ki
vplivajo na pogostost zliomov, vendar se s starostjo spreminja tudi samo
kostno tkivo. Pokazali so, da se s starostjo v kosteh kopiéijo reaktivne
kisikove spojine, kar vodi v aktivacijo osteoklastogeneze in povecanje
apoptoze osteoblastov. Na ta nacin lahko pojasnimo izgubljanje kostne
mase ze pred menopavzo. Zmanj$anje koncentracije estrogenov (in tudi
androgenov pri moskih) po menopavzi Se poveca izgubljanje kostnine,
saj imajo estrogeni in androgeni tudi antioksidativne lastnosti in pred
menopavzo $¢itijo kost pred oksidativnim stresom (32).

Ali ste vedeli,

* da se z menopavzo zaradi pomanjkanja estrogenov mo¢no zmanjsa
kortikalna kostnina, medtem ko se upad trabekularne kostnine
pri¢ne ze v tretji dekadi zivljenja, ko so koncentracije estrogenov Se
visoke in se v menopavzi le pospesi;

¢ da je izgubljanje kostne mase tudi posledica staranja in kopic¢enja
reaktivnih kisikovih spojin v kostnem tkivu.

3.2 Sistem RANKL/RANK/OPG

Dolga leta nazaj so bili prepri¢ani, da so glavne celice, ki uravnavajo
kostno premeno, osteoklasti. Dokazovali so, da je sinteza nove kostnine
z osteoblasti dolo¢ena z intenzivnostjo osteoklastne razgradnje kosti, saj

je glavna naloga osteoblastov zapolnitev celotnega volumna erozijske
lakune z na novo sintetiziranim matriksom. Z odkritjem regulatornega
sistema RANKL/RANK/OPG pa je postalo jasno, da je delovanje
osteoklastov pod nadzorom osteoblastov. Osteoblasti namre¢ izlo¢ajo
ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika kB (RANKL; angl.
receptor activator of nuclear factor kB ligand ) in osteoprotegerin (OPG).
RANKL se veze na receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika kB (RANK;
angl. receptor activator of nuclear factor kB) na membrani osteoklastov
ter povecata Stevilo in aktivnost osteoklastov (33). OPG je topni receptor
za RANKL in z RANK tekmuje za vezavo na RANKL ter tako inhibira
delovanje RANKL (34, 35). Na ta nacin osteoblasti, ki so sicer odgovorni
za sintezo novega kostnega matriksa, uravnavajo tudi kostno razgradnjo,
kar jih postavlja v sredis¢e regulacije celotne kostne prenove (slika 6).
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Slika 6: Sistem RANKL/RANK/OPG.
RANKL: ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika kB;
RANK: receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika kB;
OPG: osteoprotegerin.

Figure 6: RANKL/RANK/OPG system.
RANKL: receptor activator of nuclear factor kB ligand;
RANK: receptor activator of nuclear factor kB; OPG:
osteoprotegerin.

RANKL je poleg makrofagnega kolonije stimulirajo¢ega dejavnika (M-
CSF) nujen dejavnik za razvoj osteoklastov iz hematopoetskih mati¢nih
celic, iz katerih se v kostnem mozgu razvijejo mononuklearne celice
monocitno-makrofagne linije. Te najverjetneje po mehanizmu kemotakse
prehajajo na mesta razgradnje kostnine, kjer se vezejo na kostni matriks
in se pod vplivom RANKL in M-CSF diferencirajo do vecjedrnih zrelih
osteoklastov (36, 37).

V ¢loveskem telesu se RANKL nahaja kot transmembranski protein ali
kot topna oblika proteina (38). RANKL nima pomembne vioge samo pri
diferenciaciji osteoklastov, pa¢ pa je tudi modulator delovanja in prezivetja
osteoklastov (39-42). Sistem RANKL/RANK/OPG sodeluje predvsem pri
uravnavanju nastajanja in delovanja osteoklastov, pri prezivetju in aktivaciji
dendriti¢nih celic, aktivaciji celic T, razvoju limfatiénega sistema in mle¢nih
Zlez, diferenciaciji celic B ter pri termoregulaciji pri Zenskah in zvi§anju
telesne temperature pri vnetju (43).

Kmalu po odkritju sistema RANKL/RANK/OPG so v njem prepoznali
obetavne tar€e za razvoj novih, predvsem bioloskih zdravil, saj se je pri
misih brez genov za RANK ali RANKL razvila osteopetroza zaradi
popolne odsotnosti osteoklastov (44-46). Poleg tega se je pri misih brez
gena za OPG Ze zgodaj razvila osteoporoza zaradi poveéane
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diferenciacije osteoklastov (34). Ker je sistem RANKL/RANK/OPG
klju€en v procesu osteoklastogeneze, bi lahko z delovanjem na ta sistem
vplivali tudi na razvoj osteoporoze.

Ali ste vedeli,

¢ da je sistem RANKL/RANK/OPG glavni regulator nastajanja in
delovanja osteoklastov in s tem tudi kostne razgradnije;

e da je prvo biolosko zdravilo na podro¢ju zdravljenja osteoporoze
denosumab protitelo proti RANKL;

e da osteoblasti izlo¢ajo RANKL in OPG ter tako nadzorujejo
osteoklaste.

3.3 Vioga signalne poti Wnt in serotonina
Z razvojem ucinkovitih postopkov kultiviranja osteoblastov in po
ugotovitvi njihove osrednje vloge v kostni prenovi so se raziskave na
osteoblastih zelo razSirile. Raziskovalci so preucevali poglavitne
regulatorne sisteme, vpletene v nastajanje in aktivnost osteoblastov, ter
skusali odkriti kljuéne molekule pri uravnavanju kostne tvorbe. Kmalu so
ugotovili, da ima pri tem pomembno vliogo signalna pot Wnt (47). Kostna
masa se po aktivaciji signalne poti Wnt povecuje preko razliénih
mehanizmov npr. preko indukcije osteoblastogeneze, povecanja
proliferacije in prezivetja preosteoblastov in nezrelih osteoblastov ter
preko inhibicije apoptoze osteoblastov in osteocitov (47). Na sliki 7 je
shematsko predstavljena signalna pot Wnt.

Pokazali so tudi, da signalna pot Wnt negativno vpliva na nastajanje
osteoklastov. B-katenin se namre¢ veze na transkripcijske dejavnike
TCF/LEF1 v jedru, ti pa povecajo izrazanje gena za OPG. Nastali OPG
se veze na RANKL in tako zavira osteoklastogenezo (49, 50).

Nedavno so znanstveniki prisli do presenetljivega odkritia o vlogi
serotonina pri uravnavanju kostne mase. Raziskave na tem podrocju so
se zaCele, ko so dokazali izraZzanje serotoninskih receptorjev na
membrani osteoblastov ter negativen vpliv serotonina na gradnjo kosti.
Rezultati raziskav nakazujejo, da LRP5 (angl. low-density lipoprotein
receptor-related protein 5), ki je pomemben igralec v signalni poti Wnt,
preko Se neznanega mehanizma inhibira triptofan hidrolazo 1, ki je
vpletena v nastajanje serotonina iz triptofana. Serotonin, ki nastaja v
enterokromafinih celicah dvanajstnika in se spro$c¢a v krvi obtok, se veze
na receptor Htr1b na povrSini osteoblastov, kar povzro¢i zmanj$ano
izrazanje Creb in ciklina ter zmanj$ano proliferacijo osteoblastov in
gradnjo kosti (51). Po drugi strani pa serotonin, ki nastaja v osrednjem
zivénem sistemu in ne prehaja krvno-mozganske bariere, prav tako
vpliva na kostnino. Dokazali so namre¢, da serotonin v mozganih lahko
inhibira sintezo adrenalina in zmanj$a tonus simpatika, kar zmanjsa
signalizacijo preko adrenergi¢nih receptorjev B2, ki so prav tako na
povrsini osteoblastov. Opisani mehanizem vodi do povecanja
proliferacije osteoblastov in gradnje kosti ter do zmanjSanja kostne
razgradnje preko zmanj$anja sinteze RANKL (52). Raziskave trenutno
kazejo, da si periferni in centralni ucinki serotonina na kostno tkivo
nasprotujejo, saj serotonin iz érevesja zmanjsuje kostno tvorbo, medtem
ko serotonin v mozganih preko zaviranja simpatika povecuje gradnjo
kosti in zmanjSuje njeno razgradnjo.
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Slika 7: Signalna pot Wnt. A. Signalna pot Wnt se aktivira z vezavo
proteina Wnt na receptorski kompleks LRP 5/6 (angl. low-
density lipoprotein receptor-related protein 5/6) in proteina Fz
(angl. Frizzled), kar v celici vodi do fosforilacije citoplazemskega
dela LRP 5/6 in nastanka vezavnega mesta za aksin. Na aksin
se veZeta se APC (angl. adenomatous polyposis coli) in Dsh
(angl. Disheveled), kar onemogocCi nastanek kompleksa
APC/aksin/GSK3p (angl. glycogen synthase kinase 3(). Na ta
nacin je inhibirana aktivnosti GSK3B ter njena sposobnost
fosforilacije [-katenina, kar vodi do njegovega kopicenja v
citoplazmi. B-katenin zato prehaja v jedro, kjer preko vezave na
transkripcijske dejavnike TCF/LEF1 sproZi izraZanje tarcnih
genov, vecjo proliferacijo osteoblastov in tvorbo kostnine (44). B.
Signalno pot Whnt lahko inhibiramo na 3 nacine: 1) z dejavnikoma
WIF-1 (angl. Wnt inhibitory factor) in sFRP (angl. secreted
frizzled-related protein), ki se veZeta neposredno na Wnt in
preprecita njegovo vezavo na LRP 5/6 in Fz; 2) preko proteina
Dickkopf 1 (DKK1), ki poveZe LRP 5/6 in receptor Kremen, kar
vodi do endocitoze tega kompleksa; ter 3) preko sklerostina
(SOST), ki se veZe na LRP 5/6 in prepreci aktivacijo z Wnt (48).

Figure 7: Wnt signaling pathway. A. Wnt signaling pathway is activated
by Whnt binding to its receptors LRP 5/6 (low-density
lipoprotein receptor-related protein 5/6) and Fz (Frizzled),
leading to phosphorylation of the cytoplasmic tail of LRP 5/6
and formation of docking site for axin. APC (adenomatous
polyposis coli) and Dsh (Disheveled) form a complex with
axin, thus preventing the formation of APC/axin/GSK3B
(glycogen synthase kinase 38) complex. The GSK3p activity
and its capability of phosphorylation is inhibited leading to
the accumulation of B-catenin in the cytoplasm. 3-catenin
enters the nucleus, binds to TCF/LEF1 transcription factors
and triggers the expression of target genes, leading to the
increased osteoblast proliferation and bone formation (44).
B. Wnt signaling pathway could be inhibited: 1) by WIF-1
(Wnt inhibitory factor) and sFRP (secreted frizzled-related
protein), binding to Wnt and prevent Wnt binding to LRP 5/6
and Fz; 2) by DKK1 (Dickkopf 1) that recruits LRP 5/6 and
Kremen into comlexes, the complexes are internalized; and
3) by SOST (sclerostin) that binds to LRP5/6 and prevents
the activation with Wnt (48).
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Ali ste vedeli,

¢ da je signalna pot Wnt glavni regulator nastajanja in delovanja
osteoblastov, to je celic, ki gradijo kostnino;

¢ da je signalna pot Wnt pomembna tudi v procesu kancerogeneze
razliénih tumorjev npr. na debelem ¢revesiju, itd.;

* da ze poteka razvoj drugega bioloskega zdravila, ki je protitelo proti
SOST.

3.5 Vloga vnetja pri nastanku osteoporoze

Povezava med vnetjem kot nespecifi¢nim imunskim odzivom in izgubo
kostnine je bila ze dolgo znana pri revmatoidnem artritisu (RA) in
zdravljenju z glukokortikoidi (53). Zanimivo je, da so se pred kratkim
zaceli pojavljati tudi dokazi o vlogi vnetja in vnetnih citokinov v patogenezi
kostnih bolezni, ki tradicionalno niso veljale za vnetne bolezni, kot je npr.
osteoporoza (54-56). S starostjo povezane spremembe v koncentraciji in
izraZanju vnetnih mediatorjev naj bi imele vpliv na izgubo kostne mase pri
starejsih. Osteoimunologija je relativno mlada veda o kompleksnih
interakcijah med kostnimi in imunskimi celicami, ki se dogajajo v kostnem
mikrookolju preko skupnih molekul, kot so citokini, kemokini, rastni in
transkripcijski dejavniki ter signalne molekule. Termin osteoimunologija
se je prvi¢ pojavil leta 2000 (57), njeni zacetki pa segajo Ze v leto 1972,
ko je Horton s sodelavci v supernatantu stimuliranih humanih levkocitov
odkril nov dejavnik, ki je bil sposoben kostne razgradnje in vitro (58). V
fizioloSkih pogojih je aktivnost osteoklastov natan¢no uravnana z
delovanjem sistemskih in lokalnih dejavnikov. V patoloskih stanjih, ki
privedejo do pretirane aktivacije imunskega sistema in spro$¢anja
vnetnih citokinov, pa se njihova aktivnost iztiri (59). Na grobo lahko
vnetne citokine razdelimo na osteoklastogene, ki stimulirajo osteoklaste,
in anti-osteoklastogene, za katere so bili dokazani nasprotni, zaviralni
ucinki na osteoklaste. Po trenutnih dokazih uvr§¢amo vnetne citokine,
kotsoIL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-17 in TNF-a, med osteoklastogene (slika
8), medtem ko imajo IL-4, IL-10, IL-13, IL-18, IFN-y in IFN-B dokaze o
anti-osteoklastogenem delovanju (60). Dokazi na podrocju prepletenosti
kostnega in imunskega sistema z intenzivnim razvojem osteoimunologije
narascajo (61-63) in posegajo tudi v razlago patogeneze pomenopavzne
osteoporoze. Ker endokrinoloSka razlaga ne razloZi patogeneze
osteoporoze v celoti, osteoimunologija predlaga odgovor v vplivu
aktiviranih limfocitov T in vnetnih citokinov, kot so TNF-q, IL-1, IL-6, IL-7
in IFN-y na pospeseno kostno razgradnjo po menopavzi (64, 65).
Pomenopavzne osteoporozne Zenske imajo zviSane tako sistemske (66-
68) kot tudi lokalne koncentracije IL-1, TNF-a in IL-6 v kostnem mozgu
(69). Kostne celice pomenopavznih zensk brez terapije izrazajo vecje
koli¢ine IL-1, TNFa in IL-6 kot kostne celice Zensk na estrogenski
nadomestni terapiji (68). Pokazali so tudi, da serumske vrednosti IL-6
prispevajo do 34 % k celokupni variabilnosti v MKG v prvih letih po
menopavzi (71). Inhibicija TNF-a in IL-1 je zmanjSala kostno razgradnjo
pri pomenopavznih osteoporoznih zenskah (72). Pomenopavzne
osteoporozne zenske imajo tudi vecjo aktivnost limfocitov T kot njihove
zdrave vrstnice. Limfociti T naj bi prispevali k zve¢ani osteoklastogenezi
na dva nacina: 1) z zve¢anim spros¢anjem TNF-a in RANKL, in 2) z
zve€anjem Stevila osteoklastnih predhodnikov (73). Pri bolnikih z
osteoporoznim zlomom so dokazali zve¢ano izrazanje genov za IL-1q,
IL-6, RANKL/OPG in zmanjsano izrazanje IFN-y (73, 74). Kanadska
multicentri¢na Studija je dokazala, da imajo pomenopavzne Zenske, ki

se zdravijo z COX-2 inhibitorji in niso zdravljenje z estrogeni, zviSano
MKG (75).

Slika 8: Vpliv osteoklastogenih vnetnih citokinov na zvec¢ano aktivnost
osteoklastov v kostnem tkivu.

Figure 8: The influence of the osteoclastogenic pro-inflammatory
cytokines on enhanced activity of the osteoclasts in bone
tissue.

Ali ste vedeli,

* da osteoimunologija raziskuje povezavo med celicami imunskega
in kostnega sistema ter pomaga pri razlagi vnetne komponente
kostnih bolezni, kot je osteoporoza.

3.6 Vioga adipogeneze pri razvoju

osteoporoze

Popolnoma nove so tudi raziskave na podrocju uéinkov adipogeneze t.|.
nastajanja masc¢obnih celic v kostnem mozgu in njihove vpletenosti v
patogenezo osteoporoze. Adipogeneza je vzbudila zanimanje zaradi
dejstva, da s staranjem zac¢nejo adipociti nadomescati osteoblaste.
Zanimivo je, da je ta proces bolj izrazit pri bolnikih z osteoporozo (76,
77). Te ugotovitve navajajo na sklep, da bi osteoporoza lahko bila
povezana s procesom adipogeneze. Temu v prid govori dejstvo, da se
adipociti in osteoblasti razvijejo iz skupne (mezenhimske) mati¢ne celice.
Receptor, aktiviran s proliferatorjem peroksisomov y (PPARY je klju¢ni
dejavnik, ki usmerja diferenciacijo mezenhimskih mati¢nih celic v
adipocitno vrsto in misji modeli so v raziskavah po aplikaciji rosiglitazona
(agonist PPARY) pokazali zmanjSano kostno gostoto (78). Ugotovili so
tudi, da dolgotrajno zdravljenje bolnic z diabetesom tipa 2 z agonisti
PPARYy poveca tveganje za zlome (76, 79).

(] (] (] (] [ ]
4 Dejavniki tveganja in
preventiva osteoporoze
Osteoporoza je kroni¢na sistemska bolezen okostja, ki se pojavi s
starostjo. Za kroni¢ne bolezni je znalilno, da potekajo pocasi in
dolgotrajno, ko pa bolezen odkrijemo, so organi oz. tkiva Ze moéno in

farm vestn 2012; 63 275



Pregledni znanstveni clanki - Review Scientific Articles

obicajno ireverzibilno okvarjeni. Zato je pri kroniénih boleznih izjemno
pomembna zgodnja diagnostika, predvsem pa uspesna preventiva. Obe
sta odvisni od prepoznavanja dejavnikov tveganja za razvoj bolezni pri
posamezniku. Dejavnike tveganja za razvoj osteoporoze in osteoporozni
zlom lahko razdelimo na genetske (80) in negenetske, slednje pa lahko
razdelimo na tiste, na katere sami lahko vplivamo, in na tiste, na katere
nimamo vpliva (Preglednica 2).

Preglednica 2: Dejavniki tveganja za osteoporozni zlom (81).

Table 2: Risk factors for osteoporotic fracture (81).

Dejavniki, na katere nimamo Dejavniki, na katere lahko
vpliva vplivamo

Zenski spol Nizek indeks telesne mase
Starost Kajenje

Zgodnja menopavza Prekomerno uzivanje alkohola
Belarasa Fizi¢na neaktivnost

Druzinska anamneza Nezadosten vnos kalcija
osteoporoze in vitamina D

Najve¢ lahko za preventivo osteoporoze naredimo v starosti do 30. leta
z uravnotezeno prehrano (vsaj 1000 mg kalcija in 800 enot vitamina D
dnevno), redno telesno aktivnostjo in splosnim zdravim na¢inom zivljenja
brez kajenja in ¢ezmernega pitja alkoholnih pija¢. Pozneje so najbolj
ogrozeni posamezniki s predhodnim osteoporoznim zlomom, ki je
definiran kot nizkoenergetski zlom, kar pomeni npr. zlom kolka zaradi
padca s stojne visine (82). Tak zlom kolka ali vretenca zZe zado$¢a za
diagnozo osteoporoze, ki jo je potrebno zdraviti. Leta 2012 smo dobili
nacionalna priporocila za zdravljenje zloma kolka (7). Takoj po zlomu
moramo pri teh bolnikih (e serumski kalcij ni zviSan) zapolniti zaloge
vitamina D z 2000 enot (50 ug) holekalciferola dnevno ali 14.000 enot
tedensko, po mesecu dni pa naj bolnik nadaljuje zdravljenje s polovié¢nim
odmerkom. Ce kalcij ni povisan, pa morajo ti bolniki zauziti $e 1200 mg
kalcija na dan. Osteoporoza je tako znacilen dejavnik tveganja za
nizkoenergetski zlom, vendar je potrebno razlikovati med dejavniki, ki
vplivajo na presnovo kosti, in dejavniki tveganja za zlom (kvaliteta vida,
nagnjenost k padcem, miSicna mo¢ itd.) (83). Sekundarni vzroki za
osteoporozo so dokazani za naslednja klinicna stanja: anoreksija
nervosa, kroni¢na jetrna bolezen, celiakija, hiperparatiroidizem, vnetna
Crevesna bolezen, hipogonadizem, ledvi¢na bolezen, revmatoidni artritis,
dolgotrajno jemanje glukokortikoidov, pomanjkanje vitamina D. Pri teh
stanjih se lahko osteoporoza pojavi kot dodaten zaplet in jo je prav tako
potrebno zdraviti oz. preprecevati.

Slovenski bolniki z osteoporozo so organizirani v regionalnih drustvih, ki
S0 povezana v Zvezo drustev bolnikov z osteoporozo, v okviru katere so
izdali tudi publikacijo, ki pomaga bolnikom z informacijami o sami bolezni
ter z nasveti o zdravem Zivljenjskem slogu (predvsem gibanju in prehrani)
(84).

Ali ste vedeli,

* da je osteoporoza pomemben dejavnik tveganja za nizkoenergetski
zlom;

* med dejavniki tveganja lo¢imo tiste, ki vplivajo na presnovo kosti, in
dejavniki tveganja za zlom, kot so kvaliteta vida, nagnjenost k
padcem, misi¢na mo¢ itd.
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4.1 Genetska nagnjenost k osteoporozi
Raziskave na enojaj¢nih in dvojajénih dvojckih ter druzinah z
osteoporozo so dokazale mo¢an genetski vpliv na razvoj osteoporoze. V
zadnjih skoraj 20 letih so raziskovalci tudi na Katedri za klini¢no
biokemijo, Fakultete za farmacijo intenzivno iskali gene in/ali mutacije, ki
bi lahko bile odgovorne za dedno nagnjenost k osteoporozi. Studije so
pokazale, da je v patogenezo osteoporoze najverjetneje vpleteno vecje
Stevilo genov s posami¢no majhnim uc¢inkom, ki pa interagirajo med
seboj in z dejavniki okolja (85, 86). Najobseznejso raziskavo na podrocju
iskanja genetskih dejavnikov tveganja za osteoporozo je opravil konzorcij
GEFOS v sodelovanju s konzorcijem GENOMOS. Analizirali so celoten
genom 32.000 posameznikov nato pa kandidatne gene in mutacije
potrjevali na skupini 130.000 vzorcev DNA. V to raziskavo je bila
vklju¢ena tudi Slovenija z raziskovalci iz Fakultete za farmacijo, Univerze
v Ljubljani. V tem 3-letnem projektu, ki ga je financirala EU, so odkrili
povezanost z MKG za gene, ki kodirajo molekule iz signalne poti RANK-
RANKL-OPG, Wnt in diferenciacije mezenhimskih mati¢nic celic ter
endohondralne osifikacije (86).

Trenutno iS¢ejo kombinacije genov oz. sprememb, ki bi lahko identificirale
posameznike s povecanim genetskim tveganjem za osteoporozo.
Raziskave pa se nadaljujejo in usmerjajo na mehanizme izrazanja
osteoporoznih genov na nivoju RNA in histonov (epigenetika).

Ali ste vedeli,

* da genetsko nagnjenost k osteoporozi oblikuje vecje Stevilo genov,
katerih posamicni vplivi pa so majhni;

e da danes Se vedno iS¢emo kombinacijo genskih sprememb, s
katero bi lahko identificirali osebo s pove¢anim tveganjem za razvoj
osteoporoze;

 da dejavniki okolja lahko interagirajo z genetskimi spremembami,
tako da lahko nekatere tvegane genotipe »prekrijemo« s primerno
prehrano in gibanjem.

5 Sklep

* metoda izbora za postavitev diagnoze osteoporoze pred prvim zlomom
je DXA, za spremljanje zdravljenja pa se poleg DXA uporabljajo tudi
biokemijski oznacevalci kostne prenove (PINP, CTX);

* za napoved tveganja za osteoporozni zlom poleg DXA in biokemijskih
oznacevalcev kostne premene uporabljamo tudi novo orodje FRAX;

e pomanjkanje estrogenov je najpomembnej§i vzrok za razvoj
osteoporoze pri pomenopavznih zenskah in pri starejSih moskih.
Izgubljanje kortikalne kostnine sovpada z nastopom menopavze pri
Zenskah, upadanje trabekularne kostnine pa se pri¢ne ze v tretji dekadi
Zivljenja;

* sistem RANKL/RANK/OPG je klju¢en v procesu osteoklastogeneze,
signalna pot Wnt pa v osteoblastogenezi;

* razvoj osteoporoze je povezan tudi z oksidativnim stresom, vnetjem in
adipogenezo;

* dejavniki tveganja za razvoj osteoporoze so okoljski in genetski, vendar
na nekatere od njih lahko vplivamo (telesna masa, kajenje, uzivanje
alkohola, telesna aktivnost, prehrana s kalcijem in vitaminom D), na
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nekatere pa ne (spol, starost, zgodnja menopavza, rasa, druzinska
anamneza).
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Treatment of osteoporosis now and in the future

Simona Mencej Bedrac¢, Janja Zupan, Tomaz Kocjan, Vid Mlakar, Janez Prezelj, Janja Marc,

Barbara Ostanek

Povzetek: V razvitem svetu ima osteoporozo ve¢ kot 75 miljonov ljudi, letno pa se v Evropi in ZDA zgodi ve¢ kot 2,3 miljona osteoporoznih zlomov.
V Sloveniji je prevalenca osteoporoze pri Zenskah po 50. letu 27,5 %, pri moskih po 60. letu pa 14,6 %. Za preprecevanje osteoporoznih zlomov
lahko uporabimo difosfonate, selektivne modulatorje estrogenskih receptorjev (SERM) in stroncijev ranelat, od leta 2010 pa tudi prvo biolosko zdravilo,
denosumab. Teriparatid je osteoanabolno zdravilo, ki ga zaradi visoke cene uporabljamo le, ¢e pride do novega zloma med zdravljenjem z drugimi
zdravili. V razli¢nih fazah raziskav so Stevilna nova zdravila za zdravljenje osteoporoze. Najve¢ obetajo zaviralci katepsina K in molekule, ki delujejo
na signalno pot Wnt. Verjamemo, da bodo nova zdravila omogocila boljSo izbiro pravega nacina zdravljenja za posameznega bolnika in tako
pomembno zmanj$ala Stevilo osteoporoznih zlomov.

Kljuéne besede: difosfonat, SERM, denosumab, teriparatid, stroncijev ranelat

Abstract: In developed countries, 75 million individuals suffer from osteoporosis. Every year, more that 2,3 million osteoporotic fractures occur in
Europe and USA. In Slovenia, osteoporosis affects 27.5% of women after the age of 50, and 14.6% of men after the age of 60. For prevention of
osteoporotic fractures, bisphosphonates, selective estrogen receptor modulators (SERMs) and strontium ranelate are used. Since 2010, the first
human monoclonal antibody denosumab is available for treatment of osteoporosis. Teriparatide is an osteoanabolic drug which is used due to its high
price only in patients with new osteoporotic fracture occuring during other osteoporosis treatment. At the moment, numerous new medicines for the
treatment of osteoporosis are being tested. The most promising seem to be cathepsine K inhibitors and substances, targeting Wnt signalling pathway.
We believe that new medicines will enable a selection of a more appropriate treatment for a specific patient and will therefore markedly reduce the
number of osteoporotic fractures.

Keywords: bisphosphonate, SERM, denosumab, teriparatide, strontium ranelate

oziroma geografskih regijah, kar sta glavna merljiva dejavnika v
epidemiologiji osteoporoze in z njo povezanih zlomov. Svetovna
zdravstvena organizacija (SZO) je $e leta 2003 definirala osteoporozo
kot sistemsko bolezen skeleta, za katero je znacilna nizka kostna gostota
in spremembe mikroarhitekture kostnega tkiva, kar vodi v povecano
lomljivost kosti (1). Ta definicija je zelo Siroka in ne vkljuuje mejnih
vrednosti, zato se v praksi uporablja bolj natanéna definicija, ki Se vedno

1 Epidemiologija osteoporoze

Na splosno so epidemioloski podatki o neki bolezni pomembni, saj
druzbi omogocajo razumevanie velikosti problema, s katerim je soocena,
ter preko tega z ekonomskim bremenom, ki ga posamezno obolenje
povzroCa druzbi. Hkrati lahko epidemioloske raziskave tudi osvetlijo
morebitne vzroke za nastanek bolezni in dejavnike tveganja, ki so jim
doloCene skupine ljudi izpostavljene (1), ter tako pomagajo pri

nacrtovanju prepre€evanja in zdravljenja bolezni.

Kot pri vseh boleznih, je tudi pri osteoporozi epidemiologija tesno
povezana s samo definicijo osteoporoze, saj je od tega odvisna
opredelitev posameznika kot zdravega ali obolelega. Od tega so kasneje
odvisni podatki o prevalenci osteoporoze (pogostost v populaciji) in
incidenci (pojavnost novih bolnikov) osteoporoznih zlomov po podrogjih

vklju€uje diagnosti¢ne kriterije SZO in ki jo uporablja tudi slovenska
kliniéna in znanstvena stroka. Osteoporoza je v ta namen definirana kot
sistemska skeletna bolezen, pri kateri je izmerjena mineralna kostna
gostota (MKG) zmanjSana za ve¢ kot 2,5 standardni deviaciji od
povprecne vrednosti MKG za mlade odrasle osebe, ob socCasni
spremembi mikroarhitekture kostnega tkiva, kar vse vodi do vecje
lomljivosti kosti (1,2).
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Na podlagi zgornjih definicij je delovna skupina pri SZO ugotovila, da
osteoporoza prizadene ve¢ kot 75 miljonov ljudi v Evropi, Japonskem in
ZDA (1). Hkrati je bilo samo v Evropi in ZDA z ostoporozo povezanih kar
2,3 miljona zlomov (1). Tveganje 50-letne Zenske za osteoporozni zlioma
kolka, vretenca ali zapestja je priblizno 40 %, kar je priblizno toliko, kot je
tveganje za sréno-zilna obolenja (3). Studije narejene na nakljuénih
vzorcih so pokazale, daima MKG kolka v obmogju osteoporoze v ZDA 17
% belk, 12 % zensk hispanskega porekla in le 8 % afroameri¢ank. Ob
upostevanju kostne gostote na drugih delih skeleta se je ta odstotek pri
belkah povecal celo na eno tretjino (4). Podobna prevalenca osteoporoze
je tudi v Sloveniji, saj je bila prisotna pri 27,5 % naklju¢no testiranih
zensk, starejSih od 50 let (povpre¢na starost 63 let) (5). Pomemben
epidemioloski podatek je tudi iziemno velik porast prevalence z leti. Pri
Britankah poraste prevalenca osteoporoze do 50 % pri 80 let starih
zenskah (4).

Pri moskih je epidemiologija osteoporoze manj raziskana. Moski
obolevajo bistveno manj, saj dosegajo visjo kostno maso v mlajsi odrasli
dobi med 25. in 35. letom starosti, poleg tega pa po 35. letu izgubljajo
kostno maso bistveno pocCasneje kot Zenske. Hkrati je sam porast
osteoporoze pri pomenopavznih zenskah pokazal na moznost, da sta
kostna gostota in presnova kosti povezana s koncentracijami estrogena,
kar se je v kasnejsih molekularnih $tudijah tudi potrdilo. Zenske v
povprecju Zivijo dlje kot moski, zato se pri njih pojavi tudi vecje
zmanj$anje kostne mase (1). V Sloveniji so osteoporozo tako odkrili pri
14,6 % nakljuénih preiskovancih starejsih od 60 let (5), medtem ko so jo
v ZDA odkrili pri priblizno 7 % preiskovancev starejsih od 50 let (4).
Osteoporoza je tako izrazito vezana na spol, saj je do tri krat pogostej$a
pri Zenskah kot pri moskih (1).

Osteoporoza je pomemben dejavnik tveganja za zlome. Prevladujejo
predvsem zlomi vretenc, kolkov, zapestij in nadlahtnic, do katerih pride
zaradi delovanja majhne sile npr. ob padcu iz stojne viSine. Zdravljenje
taksnih zlomov pri bolnikih, ki so ve¢inoma v tretjem starostnem obdobju,
poteka zelo pocasi, v€asih pa se lahko konéa tudi s smrtjo. Zaradi
dolgega zdravljenja zloma in slabSe kvalitete zivljenja po ozdravitvi je
druzbeno breme osteoporoze torej odvisno predvsem od incidence
zlomov. Delovna skupina SZO je tako ocenila, da so v letu 1990 bolniki
utrpeli 1,3 — 1,7 miljonov zlomov kolkov po vsem svetu. Prognoze kaZejo,
da bi se ta Stevilka do leta 2025 lahko povecala do 3 milijonov (1).
Stevilke so najverjetneje podcenjene zaradi same definicije
osteoporoznega zloma in dejstva, da mnogih od teh zlomov ne povezejo
z osteoporozo. SZO je tako predlagala, da osteoporozni zliom opredelimo
kot nizkoenergetski zlom. Potrebno je vedeti, da so osebe z osteoporozo
bolj dovzetne tudi za visokoenergetske zlome. Alternativna definicija
osteoporoznega zloma tako vklju€uje vse zlome, ki se zgodijo pri osebah
z nizko MKG ali po 50 letu zZivljenja (1). Ne glede na zgornje definicije je
zanimivo, da se incidenca zlomov zelo razlikuje med drzavami, pri Gemer
so zlomi najpogostejsi v Evropi in ZDA. Dale¢ najve¢ osteoporoznih
zlomov zabelezijo v Skandinaviji (1, 6-8), medtem ko so osteoporozni
zlomi manj pogosti v Aziji in Afriki. Prav tako so osteoporozni zlomi manj
pogosti pri moskih kot Zenskah (1,9). Odstotek zlomov kolka je izrazito
manijsi v Veliki Britaniji (14 % pri Zenskah in 3 % pri moskih), kar kaze na
pomen drugih dejavnikov tveganja, ki se pojavljajo le v nekaterih okoljih
npr. izpostavljenost sonéni svetlobi, prehranjevanje z ribami, itd. (1). V
Sloveniji je stanje podobno kot v Veliki Britaniji, saj je bil pri nakljuénem
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vzorcu preiskovancev zlom odkrit pri priblizno 18 % Zensk in 3,6 %
moskih (5).

Ali ste vedeli,
* da je prevalenca osteoporoze v Sloveniji pri zenskah, starejSih od 50
let, 27,5 %, pri moskih, starejSih od 60 let, pa 14,6 %.

2 Zdravila za zdravljenje
osteoporoze danes

Za zdravljenje osteoporoze danes uporabljamo predvsem zdravilne
ucinkovine, ki zavirajo razgradnjo kosti in jih imenujemo antiresorptivi. V
to skupino uvrs¢amo difosfonate, hormonsko nadomestno zdravljenje,
selektivne modulatorje estrogenskih receptorjev (SERM) in najnovejse
biolosko zdravilo denosumab. Pomembno je vedeti, da ta zdravila
vplivajo na celoten proces kostne prenove in tako zavirajo tudi gradnjo
kosti. Celoten proces je namre¢ »sklopljen«, kar omogoc¢a usklajenost
med razgradnojo in gradnjo kostnine, zato zmanjSani razgradnji pri
zdravljenju z antiresorptivi fiziolosko sledi tudi manjSa gradnja nove
kostnine. Konéni rezultat zdravljenja z antiresorptivnimi uénikovinami je
torej ustavljanje izgubljanja kostnega tkiva, ne pa tudi pridobivanje nove
kostnine. Gradnjo kosti spodbuja osteoanabolno zdravilo teriparatid in v
nekoliko manjsi meri stroncijev ranelat, ki deluje tudi kot Sibek
antiresorptiv.

2.1 Difosfonati

Med zdravili za zdravljenje osteoporoze kljub pojavu novih zdravil Se
vedno najve¢ uporabljamo difosfonate. Razlog za njihovo Siroko uporabo
je klini¢na ucinkovitost, saj u€inkovito zmanjSajo tveganje za vretencne
in nevretenéne zlome. Imajo tudi relativno ugoden varnostni profil ob
relativno neugodnem farmakokineticnem profilu in dobre moznosti
prilagajanja odmerjanja. Difosfonat lahko dajemo enkrat tedensko ali le
enkrat oziroma dvakrat mesec¢no kot tudi peroralno ali intravensko, s
¢imer dosezemo boljSo adherenco pri bolnikih. Kemijsko so difosfonati
analogi pirofosfata, odporni na encimsko razgradnjo s pirofosfatazo ter z
razlicno afiniteto do kalcijevega hidroksiapatita. Strukturni element P-C-
P je klju¢en za vezavo na hidroksi apatit, predvsem hidroksilna stranska
skupina R1 pa njegovo afiniteto Se povec¢a. Stranska skupina R2 vpliva
prevsem na jakost delovanja (slika 1, preglednica 1).
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I

I

HO—P— —P—0OH
H H

Slika 1: Struktura molekule difosfonata.
Figure 1: Structure of bisphosphonate molecule.

Princip njihovega delovanja Se vedno ni ¢isto pojasnjen. Prve hipoteze so
predpostavljale, da difosfonati z vezavo na kostni matriks zmanjsajo
raztapljanja mineralnega dela kosti. Ceprav je ta teorija s stali$a
fizikalno-kemijskih lastnosti difosfonatov, ki povzrogijo njihovo odpornost
na hidrolizo, zelo logi¢na, so verjetno sistemske koncentracije
difosfonatov prenizke, da bi samo na ta nacin razloZili njihov mo¢an
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Preglednica 1: Difosfonati in njihove stranske verige.

Table 1: Bisphosphonates and their side chains.

Nezaséiteno ime (INN) | R, R,

klodronat Cl Cl

etidronat OH CH,

alendronat OH CH,CH,CH,NH,
risedronat OH CH,-3-piridin
pamidronat OH CH,CH,NH,
ibandronat OH CH,CH,N(CH,) (C,H,,)
zoledronat OH CH,-imidazol

farmakoloski ucinek. Novejse Studije tako dokazujejo, da so njihova
glavna tar¢a kostne celice, predvsem osteoklasti, Ceprav obstajajo tudi
dokazi o njihovem zaviralnem delovanju na osteoblaste (10). Na
osteoklaste delujejo na ve¢ nivojih: preprecujejo njihovo adhezijo na
kostno povrsino, ovirajo njihovo resorpcijsko aktivnost na kostni povrsini
ter skrajSajo njihov ¢as prezZivetja (10). Z endocitozo vstopijo v
osteoklaste. Enostavni difosfonati, kot sta klodronat in etidronat, se
presnavljajo v citoplazmi osteoklastov v analoge ATP, ki inducirajo
njihovo apoptozo. Difosfonati, ki vsebujejo dusik (alendronat, risedronat,
ibandronat, zoledronat), pa inhibirajo encim farnezil-pirofosfat sintazo
(FPPS), kljuéni encim mevalonatne poti, ki katalizira nastanek
izoprenoidnih lipidov, potrebnih za posttranslacijske modifikacije t.i.
majhnih GTP vezavnih proteinov (small GTP binding proteins), ki so nujni
za delovanje osteoklastov (11). Ceprav gre za antiresorptivne zdravilne
ucinkovine, ki delujejo zaviralno na kostno razgradnjo, se MKG pri terapiji
z difosfonati poveca. Pri tem ne gre za povecanje kostne mase temve¢ se
poveca le sekundarna mineralizacija kosti zaradi samih difosfonatov, ki
se nalagajo na kostni povrsini. Kjub razvoju novih analogov z izboljSanimi
lastnostmi ostajajo difosfonati primer zelo slabe farmakokinetike. Tako
tudi pri novejSih analogih celotna absorpcija difosfonatov iz
gastrointestinalnega trakta komaj dosega 3 %. Posebnost
farmakokinetike difosfonatov je tudi, da se v organizmu skoraj ne
presnavljajo in ostanejo vezani na kostni hidroksiapatit tudi ve¢ deset let,
iz organizma se izloCijo nespremenjeni preko ledvic (12). Zaradi
njihovega kopi€enja v kosteh, izjemno dolge razpolovne dobe, kroni¢ne
terapije in mo¢ne zavore kostne prenove, je zelo pomembno vprasanje
o varnosti dolgotrajne terapije z difosfonati. Pojavila so se tudi ugibanja
o racionalnosti dolgoletne uporabe oziroma vprasanja, ali bi lahko
zdravljenje z difosfonati po nekaj letih (npr. po 5 letih) za nekaj ¢asa npr.
za eno leto ali ve¢ prekinili, ne da bi Skodovali bolnikom (t.i. »drug
holidays«). Odgovor na to vpraSanje so sku$ali dobiti z raziskavo
Fracture Intervention Trial Longterm Extension (FLEX), v kateri je ve¢ kot
tiso€ zensk v starosti od 60 - 86 let, ki so se predhodno v povprecju pet
let zdravile z alendronatom, dobivalo $e nadaljnih pet let alendronat ali
placebo. Raziskava je pokazala, da se je pri pomenopavznih zenskah, ki
so zdravljenje z alendronatom po petih letih prekinile, MKG statisti¢cno
znadilno zmanjsala (priblizno 2-3 %) v primerjavi s tistimi, ki so
zdravljenje nadaljevale Se pet let, poleg tega pa so imele Se enkrat ve¢
kliniénih zlomov vretenc, medtem ko v incidenci drugih zlomov niso
ugotavljali razlik med skupinama (13). Podobno kot predhodne Studije o
dolgotrajnem zdravljenju z difosfonati (14, 15), tudi ta ni pokazala
nevarnosti za pojav nezelenih ucinkov, kot je npr. osteonekroza ¢eljusti po
desetih letih zdravljenja z alendronatom (13, 16). Leta 2010 je FDA
opozorila na moznosti pojava atipi¢nih zlomov kolka pri dolgotrajni

uporabi difosfonatov, pri ¢emer morajo biti tako zdravniki kot bolniki
pozorni na pojav nove bolecini v predelu kolka (17). Novej$a Studija pa
je dokazala, da je pojav atipicnih zliomov kolka pri zdravljenju z difosfonati
zelo redek (manj kot 0,1 % hospitaliziranih zlomov stegnenice) in da
ugodni ucinki zdravljenja z difosfonati prevladajo (18). Kljub temu
zdravimo z difosfonati le tiste bolnike, pri katerih so ti resni¢no indicirani.
V glavnem jih dajemo brez prekinitve tri do pet let, le za zlome najbolj
ogrozenim bolnikom, npr. tistim z zlomi vretenc, do najve¢ deset let, nato
pa obvezno naredimo premor v zdravljenju. Vecina bolnikov v tem ¢asu
prejema le vitamin D in kalcij, le najbolj ogrozene pa takoj pri¢nemo
zdraviti z zdravilom iz druge skupine (19). Zaradi slabe absorpcije v
¢revesju in visoke afinitete za kalcij in magnezij, je potrebno difosfonat
vzeti na teS¢e, samo z vodo, po zauzitju pa mora bolnik po¢akati vsaj 30
minut (alendronat in risedronat) ali celo 60 minut (ibandronat) preden
zauzije karkoli drugega (20). Kljub temu so nezeleni ucinki pri terapiji z
difosfonati sorazmerno redki (preglednica 2) (21).

Preglednica 2: NeZeleni ucinki difosfonatov (21).

Table 2: Bisphosphonate-associated adverse events (21).

Nezeleni uéinek

Tezave v zgornjem
gastrointestinalnem traktu
(dispepsija, ezofagitis, erozije)
Reakcija akutne faze: simpotmi

Pojavnost

5.070-62.000/100.000
bolnikov/leta Studije

najpogostejsi nezeleni ucinek pri

podobni gripi

parenteralnih difosfonatih

Bolecine v kosteh, miSicah in
sklepih

bolj pogosto pri tedenskem jemanju
difosfonatov

60-100/100.000

bolnikov/leta Studije

20-28/100.000

bolnikov/leta studije

redko

pruritus, koprivnica pogosto
Stevens-Johnsonov sindrom in
toksi¢na epidermalna nekroliza zelo
redki (manj kot 1/10.000 bolnikov)
redko

Atipi¢ni zlomi kolka

Osteonekroza Celjusti

Hipokalcemija

Kozne reakcije

Hepatotoksi¢nost

Ali ste vedeli,

e da se pri zdravljenju osteoporoze Se vedno najve¢ uporabljajo
difosfonati, saj dokazano zmanjSujejo tveganje za vretencne in
nevretenéne zlome in imajo razliéne moznosti odmerjanja;

e da zdravljenje z difosfonati traja za vecino bolnikov tri do pet let;

e da lahko bolniki z visokim tveganjem za osteoporozne zlome
prejemajo difosfonate neprekinjeno do deset let, nato pa sledi
premor.

2.2 Hormonsko nadomestno zdravljenje
(HNZ)

Nadomestno zdravljenje z estrogeni ali s kombinacijo estrogenov in

gestagenov zmanjSa pomenopavzni upad MKG in tveganje za nastanek

vretenénih in nevretenénih zlomov ter zlomov kolka (22-24). Princip

delovanja estrogenov na kosti je podrobneje razlozen v predhodnem

¢lanku te Stevilke Farmacevtskega vestnika. HNZ lahko apliciramo
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peroralno, transdermalno ali v primeru lajSanja vaginalnih simptomov tudi
intravaginalno. V primerjavi s peroralno aplikacijo, se s transdermalno
aplikacijo izognemo izrazitemu metabolizmu prvega prehoda v jetrih, ki
je Se bolj izrazen pri kadilkah. Jemanie je lahko kontinuirano ali cikli¢no.
Kljub ugodnemu ucinku na kosti pa tovrstno zdravljenje od objave
izsledkov Studije Women'’s Health Initiative v letu 2003 ne predstavlja ve¢
terapije prvega izbora za prepre€evanje in zdravljenje osteoporoze.
Namen te obseZne, randomizirane, s placebom kontrolirane raziskave, je
bil ugotoviti tveganja in koristi HNZ v smislu zmanjsanja incidence
srénozilnih bolezni, kolorektalnega raka in raka dojke ter zlomov pri
pomenopavznih Zenskah. Del Studije, v katerem je 8.506
pomenopavznih Zensk prejemalo kombinacijo konjugiranih estrogenov in
medroksiprogesteron acetata, so pred¢asno prekinili zaradi nezelenih
ucinkov. Opazili so namre¢ zvecano incidenco raka dojk (razmerje
ogrozenosti (RO) 1,26) , koronarne sréne bolezni (RO 1,29), mozganske
kapi (RO 1,41) in pljuéne embolije (RO 2,13) (23, 25, 26).V drugem delu
Studije je sodelovalo 5.310 pomenopavznih Zensk po histerektomiji, ki
so prejemale le estrogene. Tak§no zdravljenje je zvecalo tveganje le za
nastanek mozganske kapi (RO 1,39) in plju¢ne embolije (RO 1,34), kar
kaze na pomemben doprinos gestagenov k nezelenim uginkom. Zal je
njihov dodatek pri Zenskah z maternico obvezen zaradi preprec¢evanja
razvoja raka endometrija (24, 27, 28). Glavna indikacija za HNZ tako
danes ostaja lajSanje klimaktericnih tezav, pri Cemer je zaZelena uporaba
¢im nizjih, Se u€inkovitih odmerkov, ¢im krajsi ¢as. Isto¢asno HNZ seveda
tudi odli¢no zas¢iti kost, kasneje pa po potrebi uporabimo druga zdravila,
saj se zmanjS$anje tveganja za zlome izgubi v obdobju enega leta do dveh
letin pol. Izjemoma predpiSemo HNZ tudi za zlome ogrozenim starejSim
zenskam, ki ne prenaSajo prav nobenega drugega zdravila za
osteoporozo. Nasprotno pri Zenskah z zgodnjo menopavzo pred 40.
letom HNZ uporabljamo rutinsko za preprecevanje osteoporoze in drugih
posledic pomanjkanja estrogenov vse do povpre¢ne starosti pri
menopavzi, torej nekako do 50. leta. (23, 29).

Ali ste vedeli,

e da kljub dokazano zelo ugodnemu delovanju na kosti, HNZ zaradi
nezelenih uc¢inkov predvsem na srénozilni sistem ne predstavlja ve¢
terapije prvega izbora za prepreCevanje in zdravljenje osteoporoze;

e da po prenehanju HNZ zmanj$anje tveganja za zlome izgine v
obdobju enega leta do dveh let in pol.

2.3 Selektivni modulatorji estrogenskih
receptorjev (SERM)

Zaradi Stevilnih nevarnih zapletov, ki se lahko pojavijo pri HNZ, so zelo
kmalu zaceli razvijati SERM, ki bi imeli pozitivne ucinke na kostno tkivo
ob relativno majhnih ucinkih na ostala tkiva, ki so odzivna na estrogene.
Po definiciji so SERM ucinkovine, ki imajo po vezavi na estrogenske
receptorje tkivno specificne agonisticne ali antagonisti¢ne ucinke.
Razlike v u€inkih med tkivi pripisujejo razlikam v izrazanju estrogenskih
receptorjev a in 3, konformaciji receptorjev po vezavi liganda ter izrazanju
in vezavi koregulatornih proteinov, kar v konéni fazi vodi do razlik v
transkripciji tarénih genov (30, 31).

V Sloveniji za zdravljenje osteoporoze pri zenskah v pomenopavzi v
manjSem obsegu uporabljamo raloksifen, ki je predstavnik 2. generacije
SERM (28, 30). V klini¢ni Studiji Ill. faze MORE, ki je vklju¢evala 7.705
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Zensk s pomenopavzno osteoporozo, so po treh letih zdravljenja s 60 mg
raloksifena dnevno dokazali prirast MKG vratu stegnenice za 2,1 % in
MKG ledvenih vretenc za 2,6 %. Tveganje za nastanek vretenénega
zloma se je zmanij$alo za 30 %, medtem ko niso zaznali zas¢itnega vpliva
na nevretencne zlome in zlome kolka (32).

V Evropski uniji sta bila leta 2009 za zdravljenje osteoporoze pri zenskah
z visokim tveganjem za zlome registrirana tudi predstavnika 3. generacije
SERM bazedoksifen in lasofoksifen (30).

V kliniéni Studiji Ill. faze, ki je vkljuCevala 7.492 Zensk s pomenopavzno
osteoporozo, so po treh letih zdravljenja z 20 mg bazedoksifena dnevno
dokazali prirast MKG kolka za 0,27 % in MKG ledvenih vretenc za 2,21
%. Tveganje za nastanek vretenénega zloma se je zmanjsalo za 42 %.
Naknadna analiza je pokazala tudi za 50 % manjSe tveganje za nastanek
nevretencnega zloma, vendar le v podskupini z vecjim tveganjem za
zlom (31, 33).

V kliniéni Studiji Ill. faze PEARL, ki je vkljuCevala 8.556 Zensk s
pomenopavzno osteoporozo, so po treh letih zdravljenja z 0,5 mg
lasofoksifena dnevno dokazali 3,3 % prirast MKG vratu stegnenice
in MKG ledvenih vretenc. Tveganje za nastanek vretenénega zloma
se je zmanjSalo za 42 %, za nastanek nevreten¢nega zloma pa za
22 % (34, 35).

Za raloksifen je znacilna velika variabilnost v farmakokineti¢nih
parametrih, katere vzroki Se niso povsem razjasnjeni. Po peroralni
aplikaciji se absorbira priblizno 60 % raloksifena, njegova absolutna
bioloska uporabnost pa je le 2 %, saj je raloksifen podvrzen mo¢nemu
predsistemskemu  metabolizmu z encimi iz  naddruZine
uridindifosfoglukuronozil-transferaz (UGT). Pri tem nastajajo raloksifen-
6-glukuronid (M1), raloksifen-4’-glukuronid (M2) in
raloksifen-6,4’-diglukuronid (M3), ki predstavljajo transportno obliko
raloksifena, saj se lahko v razli¢nih tkivih pretvarjajo nazaj v raloksifen.
Razpolovni ¢as raloksifena v plazmi po enkratnem odmerjanju je
priblizno 27,7 ur, kar lahko pripiSemo enterohepati¢ni cirkulaciji.
Presnovki se namre¢ z zol¢em izlo¢ajo v tanko Erevo, kjer lahko pride do
cepitve in ponovne absorpcije raloksifena v kri (36). K znanju o
farmakokinetiki raloksifena so pomembno prispevali tudi rezultati
raziskav, opravljenih na Fakulteti za farmacijo UL. Raziskovalci so z
uporabo razli¢nih in vitro modelov dokazali, da predstavljajo jetra z
izoformo UGT1A1 najpomembnejsi organ za eliminacijo raloksifena iz
organizma (37). Tako in vitro kot tudi in vivo so potrdili vpliv genetskega
polimorfizma ponovitev TA dinukleotida v promotorju gena za UGT1A1
na konjugacijo raloksifena (38, 39). Nadalje so raziskovali tudi viogo
prenasalnih proteinov, ki so odgovorni za privzem in izlo¢anje u€inkovin
ali njihovih presnovkov v Stevilnih tkivih. Dokazali so interakcijo
raloksifena in njegovih presnovkov z absorptivnima prenasalcema
OATP1B1 in OATP1B3 (40) in ekskretornimi prenasalci MRP1, MRP2,
MRP3 in BCRP (41). Pokazali so tudi vpliv genetskega polimorfizma
¢.388A>G v genu za OATP1B1 na serumske koncentracije raloksifena in
M8 pri osteoporoznih bolnicah (40).

Poleg ugodnega delovanja na kosti raloksifen in lasofoksifen $citita pred
nastankom raka dojke, zaradi ¢esar je raloksifen v Zdruzenih drzavah
Amerike indiciran tudi za prepreCevanje invazivnega raka dojk. Vse tri
ucinkovine izbolj$ajo lipidni profil. Za razliko od lasofoksifena raloksifen
in bazedoksifen ne stimulirata endometrija. Lasofoksifen ucinkovito
zdravi vulvovaginalno atrofijo (30, 35). Vse tri ucinkovine lahko
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povzrocajo vrocinske oblive, misiéne krée v nogah in zvecajo tveganje za
nastanek tromboembolije (30, 33, 42). Raloksifen predpisujemo
zenskam, ki so vsaj 3 leta po menopavzi. Njegova uporaba je
kontraindicirana pri bolnicah s predhodno vensko tromboembolijo in med
daljSim mirovanjem. Zaradi svojih znailnosti ga uporabljamo pri
bolnicah, ki so ogrozene predvsem za zlome vretenc, medtem ko po 65.
letu, ko naras¢a tudi tveganje za zlome kolka, v glavnhem ne pride ve¢ v
postev. Lahko ga dajemo 8 let, kot sta skupno trajali tudi glavni klini¢ni
raziskavi. Podobno kot HNZ nima trajnih ucinkov na kost (43).

Ali ste vedeli,

¢ da je zdravljenje z raloksifenom manj primerno za bolnice starejSe
od 65 let, pri katerih se pogosteje pojavlja zlom kolka, saj raloksifen
dokazano zmanjSuje le tveganje za nastanek vretenénih zlomov.

2.4 Paratiroidni hormon in teriparatid
Paratiroidni hormon (PTH) v telesu uravnava serumsko koncentracijo
kalcija preko vpliva na reabsorpcijo kalcija v ledvi¢nih tubulih, posredno
pa tudi na njegovo absorpcijo v érevesju. V fizioloskih koncentracijah PTH
stimulira osteoblaste do take mere, da nadomes$c¢ajo z osteoklasti
razgrajeno kostnino. Pri obi¢ajnih koncentracijah in pri pulzirajocem
sproS€anju PTH poveca Stevilo in aktivnost osteoblastov ter kostno
tvorbo, pri visokih koncentracijah brez pulzirajoéega spros¢anja PTH pa
se povecata Stevilo in aktivnost osteoklastov, kostna razgradnja in
serumska koncentracija kalcija (44). Specifi¢na signalna pot, ki je
odgovorna za anabolne uc¢inke PTH, $e vedno ni znana. Receptor za
PTH se nahaja na povrsini osteoblastov, v katerih se po vezavi PTH
pove€a nastajanje RANKL in zmanjSa nastajanje OPG (45-47). V
osteoblastih PTH hkrati aktivira od cAMP odvisno protein kinazo, od
kalcija odvisno protein kinazo C, MAP kinazo ter fosfolipazi A in D, ki so
pomembne za aktivnost osteoblastov (48). Poleg tega se lahko kompleks
receptor-PTH internalizira ter vpliva na transkripcijo genov (49). Za
biolosko aktivnost je odgovoren N-terminalni konec proteina PTH (1-34),
zato rekombinantni humani PTH analog teriparatid sestavlja prvih 34
aminokislin PTH (50). PTH in teriparatid (1-34 PTH) imata podobno,
vendar ne popolnoma enako, aktivnost (51). Teriparatid je edino zdravilo
za zdravljenje osteoporoze, ki ima samo anabolni ucinek na kosti.
Bolnikom ga apliciramo intermitentno v obliki podkoznih injekcij. Ni
popolnoma jasno, zakaj ima intermitentna aplikacija majhnih odmerkov
teriparatida anabolno delovanje na kosti, najverjetneje pa gre za
simuliranje fizioloSkega stanja, kjer se majhne koncentracije PTH
pulzirajo€e sproS€ajo v krvni obtok. NajpogostejSi nezeleni uginki
teriparatida so slabost, bolecine v okoncinah, glavobol in omotica.

Teriparatid lahko zaradi visoke cene v Sloveniji podobno kot drugje v
Evropi predpiSemo le tistim bolnikom in bolnicam s primarno in
glukokortikoidno osteoporozo, ki so kljub vsaj letu dni ustreznega
zdravljenja z drugimi zdravili utrpeli osteoporozni zlom vretenca ali kolka.
Teriparatid je eno najucinkovitej$ih zdravil (52), saj zmanj$a tveganje za
zlome vretenc za 70 %, za nevretenéne zlome pa za 38 %. Poleg tega so
pri bolnikih, zdravljenih s teriparatidom, dokazali pove¢anje MKG vretenc
za 8,14 %, MKG kolka pa za 2,48 % (53). Zdravljenje s teriparatidom traja
2 leti, nato pa mora bolnik preiti na drugo zdravilo. Slabost zdravljenja s
teriparatidom je vsakodnevna podkozna aplikacija zdravila, vendar pa
Ze razvijajo tudi transdermalni dostavni sistem z mikroiglami, na katere
je nanesen teriparatid. V Il. fazi klinicnega preskus$anja so pri uporabi

transdermalnega dostavnega sistema pokazali primerljivo (MKG vretenc,
oznacevalci kostne prenove) ali celo vecjo ucinkovitost (MKG vratu
stegnenice) kot pri podkozni aplikaciji teriparatida (54).

Ali ste vedeli,

eda je teriparatid edino zdravilo za zdravljenje osteoporoze z
izkljuéno osteoanabolnim u¢inkom;

* da teriparatid predpisujemo le bolnikom s primarno in glukokortikoidno
osteoporozo, ki so kljub vsaj letu dni ustreznega zdravljenja z drugimi
zdravili utrpeli osteoporozni zlom vretenca ali kolka;

eda je teriparatid eno najuCinkovitejSih zdravil za zdravljenje
osteoporoze, saj zmanjSa tveganje za zlome vretenc za 70 %, za
nevretenéne zlome pa za 38 %.

2.5 Stroncijev ranelat

Stroncijev ranelat podobno kot difosfonati zmanj$a pojav vretenénih (55)
in nevretencnih zlomov (56), ne povzro€a pa tezav v zgornjih prebavilih.
Zaradi teh lastnosti predstavlja iz strokovnega vidika zdravilo prvega
izbora za zdravljenje pomenopavzne osteoporoze. Zaradi nekoliko visje
cene je v praksi tako le pri bolnikih, starih 74 let ali ve¢ in takrat, ko
difosfonati niso ucinkoviti ali povzro¢ajo tezave v zgornjih prebavilih (57).
Bistvena razlika v primerjavi z difosfonati je, da stroncijev ranelat poleg
preprecevanja razgradnje stare kosti stimulira tudi njeno gradnjo (58).
Studije in vitro so pokazale, da stroncijev ranelat zveda gradnjo kosti
preko stimulacije tvorbe osteoblastov in sinteze kolagena, isto¢asno pa
zmanjSuje diferenciacijo osteoklastov in njihovo sposobnost resorpcije,
kar posledi¢no prevesi ravnovesje v korist kostne gradnje. Ker je poleg
kostne kvantitete, torej meritve MKG, pomembna tudi kvaliteta kosti, ki jo
ocenimo na mikroskopskem nivoju, so bile za stroncijev ranelat
opravljene tudi $tudije z metodami mikroracunalniSke tomografije in
kostne histomorfometrije. Rezultati so pokazali izboljSanje kostne
mikroarhitekture po 12-mesecni terapiji s stroncijevim ranelatom (59),
medtem ko po 6-mesecni terapiji uginki na kostno kvaliteto $e niso vidni
(46). Nedavno objavljena Studija 10-letnega zdravljenja z stroncijevim
ranelatom je pokazala dolgotrajno zviSanje MKG, ucinkovito zas¢ito pred
zlomi in ugoden varnostni profil (60). Tudi farmakokinetski profil je veliko
ugodnijesi kot pri difosfonatih - absorpcija znasa do 25 %, v organizmu pa
se ne presnavlja in akumulira. Stroncijev ranelat je kontraindiciran pri
bolnikih z anamnezo tromboembolije in pri imobiliziranih bolnikih, kjer je
vecja verjetnost za te dogodke (61).

Ali ste vedeli,

* da stroncijev ranelat poleg preprecevanja razgradnje kosti stimulira
tudi njeno tvorbo in ne povzro¢a tezav v zgornjih prebavilih;

* da stroncijev ranelat dokazano zmanj$a incidenco vseh vrst zlomov;

e da je stroncijev ranelat kontraindiciran pri bolnikih z anamnezo ali
dejavniki tveganja za tromboembolijo.

2.6 Denosumab

Po odkritju sistema RANKL/RANK/OPG so kmalu zaceli tudi z
razvijanjem zdravilnih u€inkovin s ciljanim delovanjem na ta sistem. Do
sedaj so kot potencialne zdravilne u€inkovine preucevali fuzijske proteine
Fc-OPG in OPG-Fc, RANK-Fc ter protitelesa proti RANKL, ki vse
preprecéujejo interakcijo med RANK in RANKL in tako zmanjsujejo
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osteoklastogenezo ter razgradnjo kostnine (62). V predlini¢nih in kliniénih
fazah preskusanja se je kot najbolj u€inkovito in varno izkazalo humano
monoklonsko protitelo proti RANKL — denosumab (63-65). Denosumab
se veze na membransko vezano in topno obliko RANKL, prepreci
interakcijo RANKL-RANK in tako zavre aktivnost osteoklastov ter kostno
razgradnjo (66). Denosumab lahko uporabliamo za zdravljenje
pomenopavzne osteoporoze in za preprecevanje izgube kostnine pri
moskih z rakom prostate, ki se zdravijo z antiandrogenimi zdravili ter pri
Zenskah z rakom dojke, ki se zdravijo z zaviralci aromataze. Nova
indikacija je preprecevanje kostnih zasevkov pri bolnikih z razli¢nimi
vrstami raka. V klini¢ni $tudiji FREEDOM je denosumab zmanjsal
tveganje za osteoporozne zlome vretenc za vec¢ kot 60 %, tveganje za
nevretenéne zlome za 20 % in tveganje za zlome kolka za 40 % (65),
prav tako je priSlo do poveCanja MKG (67). Ker je sistem
RANKL/RANK/OPG vpleten v Stevilne procese v telesu, je pri razvoju
ucinkovin, ki delujejo na sistem RANKL/RANK/OPG, klju¢no doseganje
zadostne specifi¢nosti u€inkovin. Pri denosumabu so najpogostejSi
nezeleni ucinki zaprtost, kozni izpuscaj, bolecine v okon¢inah in morda
tudi pojav katarakte. Pri prepre¢evanju interakcij med RANKL in RANK z
ucinkovinami, kot je denosumab, ne pri¢akujemo nezelenih u€inkov na
razvoj limfaticnega sistema in mle¢nih Zlez, saj ta dva procesa potekata
v otrostvu oz. zgodniji odrasli dobi (68, 69). Tovrstne ucinkovine pa imajo
morda lahko negativen vpliv na imunski odziv bolnika (70, 71) in
termoregulacijo pri zenskah (72). V ze omenjeni veliki kliniéni raziskavi
FREEDOM so v prvih treh letih zdravljenja pri bolnicah, ki so prejemale
denosumab, opazali znacilno ve¢ primerov hujsih koznih okuzb, vklju¢no
s Senom (65), vendar je v podaljSanju raziskave na 5 let to neravnovesje
izginilo (73). Kljub temu nekateri menijo, da so okuzbe pogostejSe pri
bolnikih, ki se zdravijo z denosumabom (70, 71), zato bo v prihodnje
razvoj uc¢inkovin usmerjen v iskanje moznosti za selektivnejSe delovanje
na sistem RANKL/RANK/OPG. V zadnjem ¢asu intenzivno preucujejo
moznosti delovanja na receptor RANK, ki bi lahko bil dobra tarca za
razvoj zdravil za zdravljenje osteoporoze (74).

Denosumab v Sloveniji trenutno lahko uporabljamo kot zdravilo prvega
izbora pri bolnicah s primarno osteoporozo, starih 70 let ali ve¢, pri vseh
ostalih bolnicah pa le v primeru neprenasanja ali neucinkovitosti
difosfonatov.

Ali ste vedeli,

eda je denosumab edino biolosko zdravilo za zdravljenje
osteoporoze in deluje kot antiresorptiv;

* da denosumab zmanj3a tveganje za osteoporozne zlome vretenc
za ve¢ kot 60 %, tveganje za nevretenéne zlome za 20 % in tveganje
za zlome kolka za 40 %.

2.7 Druga zdravila, ki vplivajo na kosti
Poleg zdravil, ki jih uporabljamo za zdravljenje osteoporoze, imajo vpliv
na kosti in kostno prenovo $e Stevilna druga zdravila, ki so navedena v
preglednici 3.
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3 Farmakoterapija osteoporoze -
pogled v prihodnost

3.1 Zaviralci katepsina K

Katepsin K je predstavnik naddruzine papainskih cisteinskih proteinaz,
ki igra kljuéno viogo v kostni razgradnji. Je ena najpomembnejsih
proteaz, ki jih osteoklasti izlo¢ajo v fazi kostne razgradnje. 1z lizosomov
osteoklastov se katepsin K izlo¢a v resorpcijsko lakuno in v kislem mediju
razgrajuje glavno sestavino kostnega matriksa kolagen tipa |, cepi pa tudi
kolagen tipa Il (98). Katepsin K so identificirali kot primerno tar¢o za
razvoj novih antiresorptivnih zdravil na osnovi dokazov o zaviranju kostne
razgradnje pri osebah z genetsko pogojenim pomanjkanjem encima in
miskah z izklju€enim genom za katepsin K (107). Klju¢na prednost
zdravljenja z zaviralci katepsina K je v tem, da za razliko od drugih
antiresorptivnih zdravil (npr. difosfonatov in denosumaba), ki zmanjSujejo
Stevilo osteoklastov, z zaviranjem katepsina K zmanj$amo le aktivnost
osteoklastov. S tem ohranimo signalizacijo med osteoklasti in osteoblasti,
kar omogoci zmanj$anje kostne razgradnje brez vpliva na kostno gradnjo
t.i. razklop (108). Zaradi razSirjenosti in pomembne vloge razli¢nih
katepsinov v organizmu je pri razvoju zelo pomembna selektivnost
vezave na katepsin K. Trenutno najbolj prouc¢en zaviralec katepsina K je
odanakatib (107). Izkazuje moc¢no inhibitorno delovanje in visoko
selektivnost, saj se v primerjavi z ostalimi zaviralci manj veze na
katepsine B, L in S.V tri tedne trajajoci klini¢ni Studiji . faze na zdravih
pomenopavznih zenskah so pokazali dobro prenasanje ucinkovine in od
odmerka odvisno zniZzanje kostne razgradnje, brez vpliva na gradnjo
kosti. Njegova dolga razpolovna doba (66 - 93 ur) omogoca enkrat
tedensko jemanje (109). V dve leti trajajoci klini¢ni Studiji Il. faze na 399
zenskah s pomenopavzno osteoporozo so dokazali od odmerka odvisno
zviSanje MKG. Pri jemanju 50 mg tedensko se je MKG kolka zvi$ala za
5,5 %, MKG ledvenih vretenc pa za 3,2 %. Biokemijski kazalci kostne
razgradnje so se ravno tako znizali v odvisnosti od odmerka, medtem ko
je bilo zniZzanje kazalcev kostne gradnje majhno in prehodno v primerjavi
z njihovim znizanjem pri zdravljenju z alendronatom. Bistveno manijsi
vpliv kot pri drugih antiresorptivnih uc¢inkovinah, se je pokazal tudi na
koncentracije TRAP5b, ki predstavlja kazalec presnovne aktivnosti
osteoklastov in njihovega Stevila. Ti podatki in rezultati kostne
histomorfometrije kaZejo na nesignifikanten padec kostne gradnje in
signifikanten padec kostne razgradnje zaradi zivih, vendar neaktivnih
osteoklastov (110). V avgustu letos je bila zaradi dobrih rezultatov
nekoliko pred€asno zaklju¢ena klini¢na Studija Ill. faze, v katero je bilo
vklju€enih 16.000 pomenopavznih Zensk (NCT00529373), njen glavni
namen pa je bil ugotoviti u€inkovitost preprecevanja zlomov (108).

Rezultati klinicne Studije II. faze kazejo, da je drugi obetavni inhibitor
katespina K ONO-5334 (111). Potencialna podro¢ja uporabe inhibitorjev
katepsina K vklju€ujejo poleg zdravljenja osteoporoze tudi zdravljenje
kostnih zasevkov, osteoartroze in revmatoidnega artritisa (107).

Ali ste vedeli,

* da je prednost zaviralcev katepsina K pred drugimi antiresorptivnimi
ucinkovinami ta, da imajo bistveno manjsi vpliv na zmanjsanje
gradnije kosti, kar ugodno vpliva na prirast MKG;

* da lahko pri¢akujemo pri¢etek postopka za registracijo odanakatiba
Ze vletu 2013.
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Preglednica 3: Druga zdravila, ki lahko vplivajo na kostno presnovo, in mehanizem njihovega ucinka na kosti.

Table 3: Medicines that can influence bone metabolism, and the mechanism of their action on bone.

zdravila, ki lahko vplivajo
na kostno presnovo

mehanizem uéinka

Dolgotrajna terapija z
glukokortikoidi

- zmanjSanje Stevila in zivljenjske dobe osteoblastov, kar pripelje do zmanjSane kostne gradnje

- povecanije apoptoze osteocitov, kar vodi do zmanjSane cirkulacije v kanalikulih v kostnini ter do slabse kvalitete
kostnine

- zmanjSana osteoklastogneza, vendar pa se Zivljenjska doba osteoklastov podalj$a, kar vodi v vecjo razgradnjo
kostnine (75)

- glukokortikoidi imajo tudi sekundarne ucinke na skelet, saj zmanjsSajo absorpcijo kalcija v ¢revesju in povecajo
njegovo izlo¢anje z urinom, povzro€ajo pa tudi hipogonadizem in Sibkost misic (76)

tiazolidindioni

- povecajo adipogenezo na racun osteoblastogeneze in imajo neposreden vpliv na diferenciacijo osteoblastov,
kar vodi do zmanjSane kostne gradnje. Posredno delujejo na kostno tkivo tudi preko vpliva na izlo¢anje
adipokinov iz mascevija, ki vplivajo na kostno presnovo (76)

statini

- in vitro in in vivo Studije kazejo, da statini povecajo kostno tvorbo preko delovanja na mevalonatno pot in BMP-2,
kar poveca diferenciacijo osteoblastov (77, 78); v randomiziranih klini¢nih Studijah statini niso zmanjsali
tveganja za osteoporozni zlom ali povecali MKG (79)

zaviralci aromataze

- negativni ucinki na skelet so posledica znizanja koncentracije estrogena v krvi, saj estrogeni zmanjSujejo kostno
razgradnjo (poveca se apoptoza osteoklastov, zmanjSata se Stevilo in aktivnost osteoklastov) in povecujejo
kostno gradnjo (zmanj$ajo apoptozo osteoblastov in poveéajo diferenciacijo osteoblastov), kar vodi do nizje
MKG in vecjega tveganja za zlome (80-82)

heparin

- in vitro zavira diferenciacijo in delovanje osteoblastov, in vivo pa zmanjsa gradnjo in poveca razgradnjo kosti. Na
razgradnjo kosti vpliva preko zaviranja izrazanja OPG (83);

- v 3-6 mesecih po zacetku zdravljenja s heparinom je priblizno 15 % zensk utrpelo zlom vretenca, zlomi pa so
pogostejsi pri uporabi nefrakcioniranega heparina kot pri nizkomolekularnih heparinih (84).

selektivni zaviralci privzema
serotonina

- 5-hidroksitriptaminski prenasalec, ki je pomemben za privzem serotonina, so nasli na osteoblastih, osteoklastih
in osteocitih (76). V klini¢nih Studijah pri ljudeh so pokazali, da imajo Zenske in moski, ki jemljejo selektivne
zaviralce privzema serotonina, vecje tveganje za osteoporozne zlome in padce ter nizjo MKG (85-89).

agonisti GnRH (gonadotropin
sproscajoci hormon)

- delujejo na hipofizo, tako da preprecujejo sintezo spolnih hormonov. Zdravila se uporabljajo za zdravljenje
endometrioze pri Zenskah in pri raku prostate pri moskih. Zaradi pomanjkanja spolnih hormonov pride do
zmanij$evanja kostne mase in vecjega tveganja za zlome (90-93).

zaviralci protonske Erpalke

- omeprazol pri glodalcih v visokih koncentracijah vpliva na adenozin-trifosfatazo na osteoklastih, kar nakazuje na
mozne antiresorptivne ucinke na kosti. V kliniénih Studijah pri ljudeh so pokazali, da je uporaba zaviralcev
protonske ¢rpalke povezana v vecjim tveganjem za zlome, in sicer zlasti v visjih odmerkih in pri dolgotrajnem
jemaniju (94-98).

tiroksin

- 8¢itniéni hormoni neposredno vplivajo na kostno razgradnjo, posredno pa tudi povecajo izlo¢anje citokinov, ki
povzrocijo kostno razgradnjo (99);

- pri hipertirozi se povecajo kostna premena, MKG in tveganje za zlome (100, 101). Pri hipotirozi pride pri
pomenopavznih Zenskah prav tako do pove€anega tveganja za zlome vretenc in kolka (100-102).

antikonvulzivi

- povzrocijo izgubo kostnine, vendar mehanizem ni znan; pospesijo presnovo vitamina D, imajo pa tudi
neposredno inhibitorno delovanje na diferenciacijo osteoblastov (103)

imunosupresivi (ciklosporin,
takrolimus)

- in vitro zavirata osteoklastogenezo in kostno razgradnjo, in vivo pa povzrocita izgubo kostne mase zaradi
povecane razgradnje kostnine (104). Tveganje za zlom je pri bolnikih odvisno od njihove starosti, spremljajocih
bolezni in morebitne soasne uporabe glukokortikoidov (105).

protivirusna zdravila

- zmanjSajo MKG zaradi vecje izgube kostnine, ki je posledica povecanja osteoklastogeneze in kostne razgradnje
ter zaradi poskodbe mitohondrijev in posledi¢no slabse aktivnosti osteoblastov in tvorbe kostnine (106)

3.2 Novi selektivni modulatorji
estrogenskih receptorjev in tkivno

registrirana ucinkovina. Med novejSimi u€inkovinami so arzoksifen in
levormeloksifen Ze preizkusali v klini¢nih Studijah Ill. faze na bolnicah s
pomenopavzno osteoporozo, vendar so razvoj obeh prekinili zaradi

selektivni estrogenski kompleksi
Optimalni SERM bi prepreceval zlome, zmanjSeval z menopavzo
povezane vazomotorne simptome, zdravil vaginalno atrofijo in njene
simptome ter izkazoval nevtralne ali zas¢itne uc¢inke na dojke, maternico
in kardiovaskularni sistem. Tem zahtevam ne ustreza nobena do sedaj

slabSe ucinkovitosti v primerjavi z ze obstojec¢imi u€inkovinami, oziroma
nezelenih u€inkov. Izmed ucinkovin v razvoju zas¢itne ucinke na kost
izkazujeta ospemifen, ki ga razvijajo z namenom zdravljenja
vulvovaginalne atrofije in RAD1901, ki ga razvijajo z namenom
preprec¢evanja vrocinskih oblivov (30, 112, 113).
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Hipoteza, da bi izbor prave kombinacije SERM in estrogena, lahko vodil
do boljSega kliniénega ucinka z manj izrazenimi nezelenimi ucinki, je
vodila v razvoj tkivno selektivnih estrogenskih kompleksov. Zaradi
interakcije na nivoju estrogenskih receptorjev uéinek kombinacije ne
predstavlja preprosto vsote ucinkov posameznih komponent, kar so
dokazali z merjenjem genskih ekspresijskih profilov. V predklini¢nih
Studijah so ugotovili, da vse kombinacije estrogena in SERM nimajo
enakega ucinka v istem tkivu. Na kostno tkivo je imela najugodnejSi
ucinek kombinacija konjugiranega estrogena in bazedoksifena. To je
potrdila tudi dve leti trajajo¢a klini¢na Studija lll. faze, ki so jo izvedli na
3.397 zdravih pomenopavznih zenskah. Dokazali so zvisanje MKG
ledvene hrbtenice in MKG kolka ter padec koncentracij osteokalcina in
CTX, pri ¢emer so bile spremembe zadnjih treh parametrov signifikantno
visje kot pri zdravljenju z raloksifenom (112, 113). Poleg tega pa so opazili
tudi odsotnost stimulacije endometrija, zmanjSanje vro€inskih oblivov in
vulvo-vaginalne atrofije ob dobrem profilu prenasanja in varnosti (113).
Za oceno vpliva na tveganje za kardiovaskularne bolezni in raka dojke bo
potrebno izvesti vecje in dalj ¢asa trajajoce Studije (30).

Ali ste vedeli,

eda so za tkivno selektivni estrogenski kompleks, ki vkljucuje
konjugirani estrogen in bazedoksifen, dokazali vecji zasc¢itni vpliv
na kosti in manj nezelenih u€inkov kot pri zdravljenju z raloksifenom.

3.3 Tarée za nova zdravila v sistemuv Wnt

Trenutno kot nove tar€e za zdravila v signalni poti Wnt veliko preucujejo
zaviralce DKK-1 in SOST, ki sicer oba zavirata signalno pot Wnt in tako
vodita do manj$e kostne gradnje. Z morebitnim razvojem novih zaviralcev
DKK-1 in SOST bi lahko poveéali kostno gradnjo in kostno maso ter tako
odprli nove moznosti za anaboli¢no zdravljenje osteoporoze. V
predkliniénih Studijah so preucevali anti-DKK-1 protitelesa in pri misih
pokazali, da lahko po vezavi na DKK-1 povecajo Stevilo osteoblastov,
zmanj$ajo Stevilo osteoklastov (preko delovanja na RANKL in OPG) in
povecajo volumen kostnine. Anti-DKK-1 protitelesa bi lahko uporabljali
kot anaboli¢no zdravilo za zdravljenje osteoporoze, preucujejo pa jih tudi
pri plazmocitomu (114).V predklini¢nih Studijah so preucevali tudi nekaj
protiteles proti SOST, kjer so pokazali, da pove€ajo kostno maso,
izboljSajo mikroarhitekturo in trdnost kosti (115). Najbolj obetavno delno
humano protitelo proti SOST AMG 785 so nadalje preucevali tudi v . fazi
kliniénih presku$anj, kjer so pokazali porast koncentracije oznacevalcev
kostne gradnje in padec koncentracije oznaCevalcev kostne razgradnje,
povecala pa sta se tudi MKG kolka in vretenc (116). Delovanje
monoklonskih protiteles proti DKK-1 in SOST je prikazano na sliki 2.

Poleg protiteles proti SOST so do sedaj preucevali tudi dve sintezni
ucinkovini, ki zavirata delovanje SOST OGX-21 in OGX-58. Obe delujeta
anabolno, vendar sta trenutno Se v predklini¢ni fazi presku$anja (117).

Ali ste vedeli,

¢ da je SOST najbolj obetavna tar¢a v signalni poti Wnt, ki je vpletena
v gradnjo kosti;

* da razvoj monoklonskih protiteles proti zaviralcema signalne poti

Whnt, DKK-1 in SOST, odpira nove moznosti za anabolno zdravljenje

osteoporoze in drugih bolezni kosti.
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Slika 2: Delovanje monoklonskih protiteles proti DKK-1 in SOST na
signalno pot Wnt. DKK-1 in SOST zavirata signalno pot Wnt,
zato z vezavo monoklonskih protiteles anti-DKK-1 oz. anti-
SOST doseZemo aktivacijo signalne poti Wnt, kar aktivira
osteoblaste in poveca gradnjo kosti.

Figure 2: The effect of monoclonal antibodies against DKK-1 and
SOST in Whnt signaling pathway. DKK-1 and SOST inhibit
Wnt signaling pathway. By binding of anti-DKK-1 and anti-
SOST antibodies, Wnt signaling pathway as well as
osteoblastogenesis are activated leading to increased bone
formation.

3.4 Druge uéinkovine z delovanjem na

nove tarée
Med ucinkovine, ki delujejo na nove tare, spada antiresorptivna
ucinkovina sarakatinib, ki deluje kot inhibitor c-src kinaze — encima,
vkljuéenega v aktivacijo osteoklastov. Studija na 59 zdravih moskih je
pokazala zmanjSanje serumskih in urinskih oznacevalcev kostne
razgradnje v odvisnosti od odmerka (118), trenutno pa potekata s to
ucinkovino dve klini¢ni Studiji pri kostnih tumorjih. Ostala antiresorptivna
zdravila z vplivom na nove tar¢e na osteoklastih vkljucujejo glukagonu
podoben peptid-2 (GLP-2), ki se spros¢a pri hranjenju in zavira kostno
prenovo. Zdravljenje z GLP-2 je zviSalo MKG za 1,1 %, ni pa znizalo
koncentracije oznaCevalcev kostne gradnje (119). Razvijajo tudi zaviralce
podenote ATP-aze, ki je potrebna za nastanek kislega okolja in delovanje
kloridnega kanalCka v resorpcijski lakuni osteoklastov (120, 121).
Zaviralec NS3736 je zmanjsal izgubo kosti pri ovariektomiziranih misih,
ni pa vplival na oznaevalce kostne gradnje, klini¢nih Studij s temi
ucinkovinami pa zaenkrat Se ni. Nove ucinkovine so tudi protitelesa proti
integrinu, ki onemogocijo pritrditev osteoklastov na kostno povrsino
(108). L-000845704 so preizkusili na 227 pomenopavznih osteoporoznih
zenskah in opazili zviSanje MKG ledvenih vretenc (122). Nova zdravila z
anabolnim delovanjem pa predstavljajo t.i. kalcilitiki, ki so antagonisti
receptorjev, obcutljivih za kalcij (CaSR, calcium-sensing receptor), ki se
nahajajo na povrsini celic v paratiroidnih Zlezah in uravnavajo spros¢anje
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PTH (123). Za u€inkovino MK-5442/JTT-305 so v preklini¢nih in klini¢nih
raziskavah pokazali vpliv na zviSanje MKG, ki je posledica anabolnega
udinka povecanega sproSc¢anja endogenega PTH (124, 125). Te
ucinkovine naj bi tako nadomestile uporabo eksogenega PTH ali
njegovih rekombinantnih analogov, Studija na pomenopavznih zenskah,
predhodno zdravljenih z alendronatom, pa naj bi bila zaklju¢ena avgusta
2012 (oznaka Studije NCT00996801).

Ali ste vedeli,

eda so najbolj obetavne nove tarée na osteoklastin encimi v
osteoklastih in integrini;

¢ da so najbolj obetavne tarée na osteoblastih receptoriji, ob&utljivi na
kalcij, ki uravnavajo spros¢anje PTH.

4 Sklep

* prevalenca osteoporoze v Sloveniji je pri Zenskah po 50. letu 27,5 %, pri
moskih po 60. letu pa 14,6 %;

e difosfonati so Se vedno zdravilo prvega izbora za zdravljenje
osteoporoze;

* raloksifen zmanjsSuje osteoporozne zlome vretenc, $¢iti pa tudi pred
nastankom raka dojke in izbolj$a lipidni profil;

¢ denosumab je edino humano monoklonsko anti-RANKL protitelo, ki ga
uporabljamo kot najmoc¢nejsi znani antiresorptiv; preprecuje vse vrste
zlomov, uporabljamo ga lahko pri bolnicah, starih 70 let ali ve¢ in pri
bolnicah, ki ne prenasajo difosfonatov ali pa so ti pri njih neucinkoviti;

* PTH in teriparatid sta edini zdravili, ki imata samo anabolni u¢inek na
kosti, uporabljata pa se le pri bolnikih, ki so kljub zdravljenju
osteoporoze utrpeli nizkoenergijski zlom vretenca ali kolka;

e stroncijev ranelat zavira razgradnjo kosti in stimulira njeno gradnjo,
uporabljamo ga lahko pri bolnikih in bolnicah, starih 74 let ali ve¢, brez
omejitve pa ob neprenasanju ali neucinkovitosti difosfonatov;

* na kostno presnovo vplivajo tudi glukokortikoidi, tiazolidindioni, statini,
inhibitorji aromataze, heparini, selektivni zaviralci privzema serotonina,
agonisti GnRH (gonadotropin spros$¢ajoc¢i hormon), zaviralci protonske
Crpalke, tiroksin, antikonvulzivi, imunosupresivi in protivirusna zdravila;

» v razliénih fazah presku$anja so trenutno zaviralci katepsina K, zdravila,
ki delujejo na signalno pot Wnt, novi selektivni modulatorji estrogenskih
receptorjev in tkivno selektivni estrogenski kompleksi ter druga.
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Kljuéna hranila za zdravje okostja
Critical nutrients in bone health

Igor Pravst, Cirila Hlastan Ribi¢

Povzetek: Zdravje okostja ima velik vpliv na kakovost zZivljenja posameznika pa tudi na socialno-ekonomske stroSke razvitih drzav. Zelo pomembno
vlogo pri tem imata pridobitev optimalne maksimalne mineralne gostote kosti (MGK) v mladosti ter upoCasnjevanje izgube kostne mase s staranjem.
Ko govorimo o bolezenskih stanjih okostja, je potrebno razlikovati med dvema stanjema. Osteopenija je pojav zmanjSane MGK in predstavlja dejavnik
tveganja za razvoj osteoporoze, bolezenskega stanja, za katerega so poleg zmanj$anja MGK znacilne tudi spremembe notranje zgradbe kosti in
posledi¢no povecana krhkost ter dovzetnost za zlome. Primerna prehrana in zadostna telesna aktivnost sta kljuéna zascitna vedenjska dejavnika.
Predmet ¢lanka je obravnava vioge najpomembnejsih hranil pri vzdrzevanju zdravega okostja. Poleg kalcija, vitamina D in vitamina K, ki so obravnavani
podrobneje, v prispevku razpravljava tudi o nekaterih drugih, za strukturo kosti pomembnih hranilih, predvsem magneziju, beljakovinah in fosforju.
Priporo¢ene dnevne vnose z vsemi nastetimi hranili lahko ve¢inoma zagotovimo z uzivanjem raznovrstne in uravnotezene prehrane, katere pomemben
del tvorijo mle¢ni izdelki, pelagi¢ne ribe in zelena zelenjava. Razprava tudi navaja, v katerih primerih je potrebno razmisljati o dodajanju teh hranil
prehrani.

Kljuéne besede: kalcij, vitamin D, vitamin K, osteoporoza, okostje

Abstract: Bone health has a critical effect on the quality of one’s life, and also on the health services, economies and populations as a whole. The
maximum attainment of peak bone mass achieved during growth and the rate of bone loss with advancing age are the two principal factors effecting
bone health. We must distinguish two different conditions when discussing bone health. Osteopenia is a condition of lowered bone mineral density
(BMD) and considered as a serious risk factor for the development of osteoporosis, which is a skeletal disease characterised both by low bone mass
and the microarchitectural deterioration of bone tissue with a consequent increase in bone fragility and susceptibility to fractures. Nutrition is, together
with physical activity, the most important exogenous factor influencing these processes. In this review we focused to the role of dietary calcium,
vitamin D and vitamin K, the most important dietary factors of bone health, and also discussed some other critical nutrients —magnesium, proteins
and phosphorus. While dairy products, fishes and green vegetables are recognized as important foods for bone health, we also discussed in which
cases the supplementation should be considered.

Key words: calcium, vitamin D, vitamin K, osteoporosis, bones

‘ UVOd E Priciobsvanie Konsoli- | Iz2quba kostne mase
Na zdravje okostja najbolj vplivata pridobitev optimalne maksimalne E| lostnemase dacije % siaranjem
mineralne gostote kosti (MGK) v otro$tvu in mladosti ter hitrost E Moski

izgubljanja le-te s staranjem, ki je najvisja pri Zenskah v ¢asu menopavze. 2 By

Na Sliki 1 je prikazana shema sprememb kostne mase s staranjem.

Dejavniki Zivljenjskega sloga v obdobju otrostva so kljuénega pomena 3

za razvoj optimalne MGK, ki pomembno vplivajo na zdravje okostja tudi
v kasnejSem zivljenjskem obdobju. Rast kostne gostote je najvecja med
adolescenco. Kombinacija zdrave prehrane in zmerne telesne aktivnosti
ima vecji vpliv na MGK, kot vsak od obeh dejavnikov posebej (2). Telesna
aktivnost ima ugoden prispevek le, ¢e ni prekomerna (3), ter ko je vnos
kalcija zadosten (4).

0 0 20 30 4@ 5 60 0
Sodobni pogled na nastanek osteoporoze, kroni¢ne sistemske bolezni, Starost (let)

ki jo najpogosteje povezujemo z zdravjem okostja, je objavljen v tej
tematski Stevilki Farmacevtskega vestnika (5). Znano je, da Zze majhne
razlike v MGK lahko pomembno vplivajo na tveganje za zlom kosti (1)
ter da na te spremembe lahko vplivamo s primernim vnosom specifi¢nih, ~ Figure 1: Changes in skeletal mass throughout the life cycle; adapted
za okostje pomembnih hranil (6), ki so obravnavana v nadaljevanju. from Loveridge et al. (1) with permission.

Slika 1: Spremembe kostne mase v razlicnih obdobjih Zivijenja;
prilagojeno iz Loveridge et al. (1) z dovoljenjem.

doc. dr. Igor Pravst, univ. dipl. kem., Institut za nutricionistiko, Trzaska cesta 40, 1000 Ljubljana,
Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Jamnikarjeva 101, 1000 Ljubljana
izr. prof. dr. Cirila Hlastan Ribi¢, univ. dipl. Ziv. tehnol., Institut za varovanje zdravja Republike Slovenije, Trubarjeva 2, 1000 Ljubljana
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o0
2 Kalcij
V odraslem telesu ¢loveka je okrog 1 kg kalcija; kar 99% se ga nahaja v
okostju in zobeh v obliki kalcijevega fosfata (7). Kalcij je najpomembnejsi
makroelement za razvoj zdrave kosti in ohranitev njene trdnosti (3).
Serumska koncentracija Ca?* je skrbno regulirana.

2.1 Dnevni vnos in potrebe po kalciju
Priporo¢en dnevni vnos (PDV) oz. referen¢na vrednost za kalcij pri
oznacevaniju zivil in prehranskih dopolnil v Evropski uniji (EU) je 800 mg.
V Preglednici 1 so prikazani priporo€eni dnevni vnosi kalcija po D-A-
CH priporog€ilih (priporoc€ila Nemskega prehranskega drustva (DGE),
Avstrijskega prehranskega drustva (OGE), Svicarskega drutva za
raziskovanje na podro&ju prehrane (SGE) in Svicarskega prehranskega
zdruzenja (SVE), (8)). Na osnovi podatkov aktualnih raziskav je Evropska
agencija za varno hrano (EFSA) letos potrdila ustreznost najvisjega
dovoljenega odmerka za odrasle (UL, tolerable daily upper intake level)
pri 2500 mg (9). Tudi s strani IOM (Institute of Medicine of the National
Academies, ZDA) dolo¢ene UL se za razlicne populacijske skupine
odraslih gibljejo med 2000 in 3000 mg (9,10).

Preglednica 1: Priporo¢en dnevni vnos Kalcija po priporocilih D-A-CH (8)

Table 1: Recommended Daily Intake for Calcium according to D-A-CH (8)

Starost Nosecnost Dojenje
0-4 mesecev 220 mg

5-12 mesecev | 400 mg

1-3 let 600 mg

4-6 let 700 mg

7-9 let 900 mg

10-12 let 1.100 mg

13-14 let 1.200 mg

15-18 let 1.200 mg 1.200 mg 1.200 mg
19+ let 1.000 mg 1.000 mg 1.000 mg

Pomanjkanje kalcija predstavlja globalni problem, $e posebej pri
starostnikih ter bolj izpostavljenih populacijah. Kalcij je eno izmed redkih
hranil, ki ga primanjkuje v prehrani prebivalcev razvitih drzav (11).

2.2 Viri kalcija v prehrani, njegova
absorpcija in ravnoteije
Med posamezniki obstajajo pomembne razlike v sposobnosti za
absorpcijo kalcija, ki v sploSnem znaSa med 25% in 35%.
Najpomembnejsi vir kalcija v prehrani predstavljajo mleko in mle¢ni
izdelki, ki v povprecju prispevajo do 75% dnevnega vnosa. Zaradi
prekomernega vnosa mascob je priporocljivo uzivanje manj mastnega
mleka in mlecnih izdelkov. Za kalcij iz mle¢nih izdelkov je sicer znacilna
dobra biodostopnost, predvidoma zaradi prisotnosti laktoze, kazeinskih
fosfopeptidov in vitamina D (12). Preostanek kalcija zauzijemo pretezno
z ziti in zelenjavo, vendar je iz teh virov biodostopnost lahko pomembno
slabsa, npr. zaradi vsebnosti oksalatov, ki s kalcijem tvorijo netopen
kompleks. Meso vsebuje malo kalcija, podobno pa velja tudi za ribe,
razen Ce jih uzivamo s kostmi (npr. sardine) (12).

Biodostopnost kalcija iz njegovih soli, ki se uporabljajo v prehranskih
dopolnilih (npr. karbonat, laktat, glukonat in citrat), je primerljiva, ko jih
uzivamo ob obroku, na tes¢e pa je npr. absorpcija kalcija iz citratne oblike

nekoliko boljSa kot iz karbonata (13). Vendar pa je hkrati potrebno
upostevati, da kalcijev citrat na enako maso vsebuje priblizno pol manj
kalcija (21%) kot karbonat (40%) in ga je zato za enak odmerek potrebno
zauziti precej ve¢, hkrati pa je tudi drazji. Kalcijev laktat in glukonat
vsebuijeta le 13% 0z. 9% kalcija, zato so odmerki teh soli Se precej vi§ji
(13).

V javnosti se pojavlja tudi nekaj manipulacij z razli¢nimi viri kalcija, npr.
Okinavski koralni kalcij. Gre za kalcijev karbonat, ki so mu neupravi¢eno
pripisovali mnoge zdravilne lastnosti (13). Koralnega kalcijevega
karbonata sicer ne gre enaciti s kalcijem, izoliranim iz morskih alg, ki jih
nekatere obmorske drZzave gojijo posebej za ta namen. Za na ta nacin
proizveden kalcijev karbonat je namre¢ znacilna zelo porozna struktura
in velika specificna povrsina, kar naj bi lajSalo njegovo topnost v
Zelodénem soku in bi lahko prispevalo k lazji absorpciji (14), hkrati pa
proizvodnja tega vira ni ekolo$ko sporna.

Absorpcija kalcija v prebavnem traktu je odvisna od ve¢ notranjih
dejavnikov in poteka deloma pasivno z difuzijo, predvsem pa z aktivnim
transportom, ki ima omejeno kapaciteto in ga regulirata ob3¢itni¢ni
hormon (PTH) in kalcitriol, aktivha oblika vitamina D. Absorpcija je
najucinkovitejSa pri nizkem vnosu in visokih potrebah. U¢inkovitost
absorpcije kalcija se zniZuje s staranjem, pri nizkih vrednostih vitamina
D in estrogena (13).

2.3 Kdaj je treba biti na primeren vnos

kalcija $e posebej pozoren
V kosti se vgradi najve¢ kalcija v ¢asu razvoja okostja, Se posebej pa
med adolescenco (12). Raziskava v Sloveniji je pokazala, da kar 79%
predsSolskih otrok ne dosega dnevno priporocenega vnosa kalcija (15).
Tudi precej mladostnikov ne dosega priporoenih vnosov, najnizje vnose
kalcija pa so imeli tisti najstniki, ki so bili prepri¢ani, da mleéni izdelki
redijo (16). NajnovejSa raziskava je sicer pokazala, da je v skupini
mladostnikov v ¢asu adolescence vnos kalcija najbolj problemati¢en
prav med dekleti (11), pri katerih bi bil z vidika tveganja za razvoj
osteoporoze optimalen vnos kalcija najpomembnejsi. Vnosi kalcija pri
otrocih in mladostnikih niso tako kriti¢ni, da jih ne bi bilo mogoce izboljSati
s spremembami prehranjevalnih navad, kar potrjuje pomembnost
izobrazevanja mladih o pomembnosti pestre in uravnotezene prehrane.

Zadosten vnos kalcija je pomemben tudi v odrasli dobi, ko se med
vgradnjo in resorpcijo kalcija vzpostavi dinami¢no ravnotezje (Slika 2).
Dokazano je, da zadosten vnos kalcija zavira izgubo kostne mase in tudi
zmanjsuje tveganje za zlome (12, 17). Potrebe po kalciju so pove€ane v
menopavzi, ko se zaradi nizkih vrednosti estrogena zmanj$a tvorba in
poveca resorpcija kosti. Upostevati je potrebno tudi s starostjo povezano
znizano absorpcijo kalcija, ki je pri 65 letih priblizno polovico nizja kot v
¢asu adolescence (16).

Dolocene skupine v populaciji veljajo za bolj izpostavljene pomanjkanju
kalcija. Prehrana brez mle¢nih izdelkov, bodisi zaradi osebnih odloCitev
(npr. vegani) ali zdravstvenih razlogov (npr. pri alergiji na beljakovine
mleka), tezko zagotovi veé kot 450 mg kalcija dnevno (18), zato ga je v
teh primerih na podlagi kliniénih analiz smiselno dodajati. Na zadosten
vnos morajo biti Se posebej pozorne tudi Zenske v ¢asu pred, med in po
menopavzi, ljudje z osteopenijo ali osteoporozo ter starostniki (13). V
¢asu nosecnosti in dojenja se sposobnost absorpcije kalcija iz prehrane
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poveca (19), zato priporo€en vnos kalcija v tem obdobju ni vecji od
sicerSnjega.

Prekomeren vnos kalcija ne prispeva k zdravju okostja in lahko celo
predstavlja tveganje za zdravje. Preseganje UL se lahko odrazi s
pojavom razli¢nih nezelenih ucinkov (interakcija z absorpcijo in
metabolizmom drugih mineralov, ledviéni kamni, hiperkalcemija idr. (20)).
Pri bolnikih s hiperkalcemijo je dodajanje kalcija kontraindicirano (13).
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Slika 2: RavnoteZje kalcija pri odraslih: Ce dnevno zauzijemo okrog 1 g
kalcija, se ga priblizno 200 mg absorbira, 800 mg pa izloci. Iz
okostja se dnevno resorbira priblizno 500 mg kalcija, enaka
kolicina pa se ga v okostje tudi ponovno vgradi. Od pribliZzno
10 g kalcija, ki dnevno prepotuje preko ledvic, se ga z urinom
izlo¢i 200 mq ali manj, ostali pa se reabsorbira (7).

Figure 2: Calcium balance in adulthood: If 1 g of elemental calcium is
ingested daily, about 200 mg will be absorbed and 800 mg
excreted. About 500 mg is released by resorption or
deposited during bone formation. Of the 10 g of Ca filtered
through the kidney per day, only 200 mg or less appears in
the urine, with the remainder being reabsorbed (7).

3 Vitamin D

Biolosko vlogo vitamina D imata holekalciferol (vitamin D,) in
ergokalciferol (vitamin D,). Holekalciferol telo naravno sintetizira v koZi
pod vplivom UV Zarkov. Vitamin D v telesu deluje kot prohormon, ki
postane biolosko aktiven po dveh hidroksilacijah, prvi v jetrih in drugi v
ledvicah; na ta nacin nastane aktiven kalcitriol (1,25(0OH),D,) (Slika 3)
(21).

Najpomembnejsa fizioloSka vioga vitamina D je vzdrZzevanje serumske
koncentracije kalcija in fosforja s pove¢evanjem absorpcije v ¢revesju
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(12). Kalcitriol na absorpcijo kalcija vpliva neposredno z vezavo na
receptorje celic v povrhnijici tankega Crevesja, kjer aktivira beljakovine,
odgovorne za aktivni transport kalcija (18). Brez kalcitriola bi absorpcija
kalcija potekala le pasivno, vendar je njegova vloga v regulaciji
homeostaze kalcija Se mnogo Sir8a. Kalcitriol sodeluje tudi pri modulaciji
ekspresije preko 50 genov, med drugim tudi za sintezo kalcidiol
hidroksilaze, kalbindina, kalcij-vezujoce beljakovine in osteokalcina.

3.1 Fotosinteza vitamina D3

V kozi se holekalciferol tvori dvostopenjsko. Sinteza se zacne iz 7-
dehidroholesterola, intermediata v sintezi holesterola (12). 1z njega v hitri
pretvorbi, katalizirani z UVB Zarki, nastane prekalciferol. Ob zadostni
izpostavljenosti sonéni svetlobi je ta pretvorba vsega, v koZi prisotnega
substrata, kon¢ana Ze v nekaj urah. Nasprotno je precej po¢asnejSa
druga stopnja, izomerizacija prekalciferola v holekalciferol, ki poteka tudi
ponodi. Stopnja epidermalne pigmentacije in intenzivnost UVB Zarkov
vplivata le na hitrost prve pretvorbe, ne pa na dosezeni maksimum
koncentracije prekalciferola (22). Zaradi tvorbe neaktivnih metabolitov
ob nadaljevanju son¢enja ni nevarnosti za hipervitaminozo. Ob normalni
izpostavljenosti sonénim Zarkom se v kozi sintetizira 20-50 pg vitamina
D dnevno (12). Ce je intenziteta UVB Zarkov nizka, tvorba prekalciferola
v telesu ni zadostna, kar potrjujejo sezonska nihanja koncentracije
kalcidiola pri ljudeh v zmernih geografskih obmocjih (12). V Sloveniji v
zimskem obdobju obi¢ajna izpostavljenost sonénim Zarkom ne omogoca
zadostne biosinteze vitamina D, zato je nujen dodaten vnos vitamina D
s prehrano (12).

3.2 Dnevni vnos in potrebe po vitaminu D
Pri otrocih se pomanjkanje vitamina D odraza z razvojem rahitisa, pri
odraslih pa z osteomalacijo; v obeh primerih gre za prenizko
mineralizacijo kosti. Referen¢na vrednost za vitamin D pri ozna¢evanju
zivil in prehranskih dopolnil (PDV) je 5 pg (Op: 1 ug holekalciferola
ustreza 40 1U; 1 IU = 0,025 pg). IOM je povprecno dnevno potrebo
odraslih in otrok po vitaminu D iz prehranskih virov (EAR; Estimated
Average Requirements) dolocil pri 10 pg (10). Velik problem pri dologitvi
ustreznih priporoCil je upostevanije vpliva izpostavljenosti sonéni svetlobi
na potrebo telesa po prehranskih virih vitamina D, saj je ta v razli¢nih
geografskih delih in populacijah zelo razli€en. Zato se zadnja D-A-CH
priporoc€ila nanasajo na potrebo po vitaminu D v odsotnosti endogene
sinteze: 10 pg za dojencke in 20 pg za ostale populacije (19). EFSA je
leta 2012 povisala UL vrednosti za vitamin D: 25 ug za dojencke, 50 pg
za otroke (1-10 let) ter 100 ug za odrasle (23), ki so zdaj primerljive z UL
vrednostmi, ki jih je dolo¢il IOM (62,5-100 pg) (10). Preseganje teh
vrednosti ni smotrno, saj so visoki vnosi vitamina D povezani s
povecanim tveganjem za hiperkalciurio in hiperkalcemijo (19). Dodajanje
obcasnih visokih odmerkov vitamina D bi bilo sicer praktiéno, vendar ni
priporogljivo. Kontrolirana raziskava zauzitja visokega odmerka vitamina
D (holekaciferol; 12.500 pg) enkrat letno na preko 2000 starejsih zenskah
(>70 let) je v skupini prejemnic vitamina D pokazala poveéano tveganje
za padce in zlome (24).

Nizki prehranski vnos vitamina D je svetovni javnozdravstveni problem,
kar so pokazale tudi Studije v Sloveniji. Nizek vnos vitamina D je bil pri
nas opazen pri adolescentih (60% priporo¢enega vnosa) (11), Se nizji
pa pri predsolskih otrocih (21%) (15). Raziskava prehranske kakovosti
zajtrka dijakov je pokazala na slabo pokrivanje potreb po vitaminu D (25).
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Podobne raziskave pri odraslih v Sloveniji niso bile narejene, vendar
rezultati iz sosednjih drzav kazejo na prenizke vnose tega vitamina (11).
Tudi pri dojecih materah, ki niso izpostavljene sonéni svetlobi, vsebnost
vitamina D v mleku verjetno ni dovolj visoka za pokritje vseh potreb
otroka, Se posebej v zimskem €asu, ko so telesne zaloge vitamina D
nizke (12). Poseben problem predstavlja tudi zadosten vnos vitamina D
pri ostarelih, vezanih na dom ali razli¢ne ustanove, saj so zaradi nizke
izpostavljenosti soncni svetlobi potrebe po prehranskem vitaminu D pri
njih vecje.

3.3 Viri vitamina D v prehrani, njegova

absorpcija in metabolizem
Le nekaj zivil vsebuje pomembne koli¢ine vitamina D, zato je v nekaterih
drzavah obvezno bogatenje doloc¢enih izdelkov, npr. margarine.
Najpomembnejsi prehranski viri vitamina D so sicer ribje olje, pelagi¢ne
ribe (npr. sled, sardine, skuse), jetra in jajéni rumenjak (22). Rastline
vsebujejo zelo nizke koncentracije vitamina D.

Zauziti vitamin D se v tankem ¢revesju ucinkovito (ca. 80%) absorbira po
mehanizmu, znacilnem za mascobotopne molekule (19) ter se nato
preko limfnega sistema hitro prenese v jetra, kjer se metabolizira (21).
Nasprotno je endogeni vitamin D vezan na serumsko vitamin D- vezavno
beljakovino (DBP; vitamin D-binding protein) in se zato metabolizira
precej pocasneje (12). DBP ima zelo veliko kapaciteto in predstavlja
najpomembnejSe mesto za shranjevanje vitamina D v telesu, pretezno v
obliki kalcidiola. Razpolovni ¢as kalcidiola v plazmi je priblizno 10-20 dni,
za kalcitriol pa le 3-6 ur (21). Metabolizem vitamina D je shematsko
prikazan na Sliki 3 (22).

Bioloska dostopnost vitamina D, in D, je primerljiva (19). Za razliko od
mnogih drugih maséobotopnih substanc so raziskave pokazale, da je
ucinek enega vecjega odmerka vitamina D zelo podoben, kot ¢e enako
visok odmerek razdelimo na ve¢ manjsih preko celotnega dneva (21).

3.4 Kdaj je treba biti na primeren vnos

vitamina D Se posebej pozoren

Ob redni izpostavljenosti sonéni svetlobi v sonénih mesecih dodajanje
vitamina D ni potrebno. Nasprotno zadosten vnos vitamina D s prehrano
postane pomemben v ¢asu nizke izpostavljenosti son¢ni svetlobi (19),
in sicer v vseh Zivljenskih obdobjih. Posebna pozornost je potrebna pri
populacijah, ki tudi poleti niso dovolj izpostavljene sonéni svetlobi, npr. pri
tistih starostnikih, ki se zadrzujejo v zaprtih prostorih. Dodajanje vitamina
D je povezano z zmanjSanim tveganjem za zlome le, ¢e je hkrati
zagotovljen zadosten vnos kalcija (26). Pri starejSi populaciji je razlog za
nizje tveganje za zlome zaradi dodajanja vitamina D tudi zaradi
ugodnega vpliva vitamina D na mii¢ne funkcije, zaradi ¢esar se zmanjsa
tveganje za padec.

4 Vitamin K

V naravi se nahaja ve¢ aktivnih vitamer z aktivnostjo vitamina K. Medtem
ko ima filokinon (vitamin K,) pretezno nasic¢eno stransko verigo, ima
menakinon (vitamin K,) poliizoprensko stransko verigo, navadno s 4-9
izoprenskimi enotami (Slika 4). Pomanjkanje vitamina K se odraza v
motnjah strjevanja krvi in hemoragi¢ni bolezni. Vitamin K ima tudi
pomembno vliogo pri mineralizaciji kosti.

7-Dehidroholesteral
|
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VB Barkl

v

Holekalciferal D
3

Kalciol
|
Jetra
Ledvice
25(0H)D, — ———» 1,25(0H),D,
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P Ca &l
Kalcitrol & HOY
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Slika 3: Metabolizem vitamina D; prilagojeno iz (22): V koZi iz 7-
dehidroholesterola s fotolizo nastane prekalciferol, ki se s
termic¢no-aktivirano izomerizacijo pretvori v vitamin D,
(holekalciferol). Ta se v jetrih najprej pretvori v kalcidiol, slednji
pa v ledvicah do kalcitriola in 24,25(0OH),D,. Uravnavanje
metabolizma poteka predvsem na ravni ledvic, kjer nizka
serumska koncentracija kalcija in fosforja ter visoka
koncentracija PTH pospesujeta proizvodnjo aktivnega
kalcitriola, medtem ko visoka serumska koncentracija kalcija in
fosforja ter nizka vrednost PTH reakcijo obrnejo v smer
nastanka neaktivnega derivata 24,25(0OH),D.,.

Figure 3: The metabolism of vitamin D; adopted from (22): In skin
precalciferol is formed by the photolysis from 7-
dehydrocholesterol. After thermal-activated isomeration
vitamin D3 (cholecalciferol) is then formed. The liver converts
vitamin D to calcidiol and the kidney converts calcidiol to
calcitriol and 24,25(0OH),,D,,. Control of the metabolism is
exerted primarily at the level of the kidney, where low-serum
calcium and phosphorus, and high PTH levels favour the
production of calcitriol, whereas high-serum calcium and
phosphorus, and low PTH levels favour 24,25(0H),D,
production.

vitamin K4 (filokinon) vitamini K5 (menakinon-n)

Slika 4: Kemijski strukturi vitaminov K

Figure 4: Chemical structures of vitamin K
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Vitamin K je koencim pri karboksilaciji glutamilnih skupin na razli¢nih
beljakovinah, pri ¢emer se le-te pretvorijo v y-karboksiglutamilne (Gla).
Te skupine so med drugim pogoste tudi v osteokalcinu - majhni Gla-
beljakovini, ki se sintetizira specificno v kosteh, ter Gla beljakovini
kostnega matriksa. Specifi¢na vezavna mesta za vitamin K se nahajajo
tudi v jedrih osteoblastov (12).

4.1 Dnevni vnos in potrebe po vitaminu K
Priporo¢eni dnevni vnosi vitamina K s prehrano (Preglednica 2) so
ocenjeni tako, da pri vecini populacije zagotavljajo serumsko
koncentracijo vitamina, ki zagotavlja normalen proces strjevanja krvi (8,
20). Za odrasle se priporo¢a dnevni vnos 1 ug vitamina K na kilogram
telesne teze, referenéna vrednost za oznac¢evanije zivil (PDV) pa je 75
ug. Za dolocitev UL ni bilo dovolj podatkov (20).

Preglednica 2: Ocenjen potreben dnevni vnos (Al) vitamina K po
priporocilih D-A-CH (8)

Table 2: Estimated Values for Adequate Daily Intake (Al) for Vitamin K
according to D-A-CH (8)

Starost Nosecnost Dojenje
0-3 mesece 4 ug

4-12 mesecev | 10 ug

1-3leta 15 ug

4-6 let 20 ug

7-9 let 30 ug

10-12 let 40 ug

13-14 let 50 ug

15-64 let 70 ug 60 ug 60 ug
65+ let 80 ug

Taksni vnosi so zadostni za polno y-karboksilacijo koagulacijskih
faktorjev (20), ne pa tudi za polno y-karboksilacijo osteokalcina (27). Pri
zdravih odraslih je prav zaradi pomanijkljive y-karboksilacije priblizno 10-
30% osteokalcina v neaktivni obliki. Pomen tega na zdravje okostja $e ni
povsem pojasnjen, so pa v raziskavah z menakinonom ugotovili, da vedji
vnos vitamina povec¢a delez polno karboksiliranega osteokalcina (28).

4.2 Viri vitamina K v prehrani, njegova

absorpcija in metabolizem

Glavni vir vitamina K v zahodnem svetu predstavlja zelena zelenjava, kjer
se vitamin nahaja v obliki filokinona (20). Z vitaminom K so bogati
Spinaca, brokoli, brsti¢ni ohrovt in zelje, pa tudi nekatera rastlinska olja in
margarine. V precej nizji koncentraciji vitamin K najdemo tudi v mesu,
mleku in mle¢nih izdelkih ter jajcih, kjer pa se nahaja v obliki
menakinonov. Zelo visoke koncentracije menakinonov najdemo v nattu,
znacilnem Japonskem fermentiranem izdelku iz soje (29). Menakinone
lahko v dolo¢enem obsegu proizvajajo tudi bakterije v Erevesju.

Vitamin K se absorbira v tankem &revesju z vklju€itvijo v hilomikrone in
LDL, preko katerih se prenese v zunaj-jetrne celice za pretvorbo v
menakinon-4, najpomembnejSo vitamero v vecini tkiv (30). Najvecje
zaloge vitamina K so v jetrih. Priblizno 60% vitamina se izlo¢i z zol¢em v
obliki konjugiranih neaktivnih metabolitov, preostanek pa z urinom (31).

Filkoninon in menakinoni niso bioekvivalentni. Zaradi tesne vezave na
tilakoidno membrano kloroplasta je absorpcija filokinona iz zelene
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zelenjave omejena, vendar to ne zmanjSuje pomena zelenjave kot
najpomembnejSega vira vitamina K v prehrani ¢loveka. Precej boljsa je
absorpcija filokinona iz izdelkov, v katerih se le-ta nahaja samostojno
(32), Se bolj biorazpolozljivi pa so menakinoni (33) (Slika 5). Vitamere
se pomembno razlikujejo tudi v razpolovnih ¢asih. Medtem ko ima
filokinon razpolovno dobo le nekaj ur, le-ta pri menakinonih znasa
priblizno 3 dni (33), zaradi ¢esar uzivanje menakinonov privede do
mnogo Visjih koncentracij vitamina K v plazmi. Pri ljudeh, ki uzivajo
antikoagulante, je potrebno upostevati, da dnevni vnos preko 50 ug
menakinona-7 lahko povzro¢i kliniéno pomembne interference z
osnovno terapijo (33).
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gu | Spiata TR _—

Garber in sod. Schurgers in sod.

Slika 5: Primerjava relativne biodostopnosti vitamina K: Normalizirano
na dodatek filokinona. Garber in sod. so primerjali absorpcijo
filokinona iz Spinace s prehranskim dopolnilom (tableta) (32),
medtem ko so Schurgers in sod. primerjali dopolnili, ki sta
vsebovali filokinon ali menakinon-7 (33).

Figure 5: Comparison of two relative bioavailability studies for vitamin
K: Normalised on a phylloquinone supplement. Garber et al.
compared the absorption of phylloquinone from spinach with
a tablet formulation (32), while Schurgers et al. compared
supplements containing phylloquinone and menaquinone-7
(33).

4.3 Kdaj je treba biti na primeren vnos

vitamina K $e posebej pozoren
Zadosten vnosa vitamina K je pomemben tako v otrostvu za pridobivanje
kostne mase, kot v nadaljevanju Zivljenja za ohranjanje le-te (34).
Sistematski pregled kontroliranih raziskav je pokazal, da vecji vnos
vitamina K (bodisi v obliki filokinona ali menakinonov) zmanjSuje
starostno povezano izgubo kostne mase, za vnos menakinonov pa je bil
ugotovljen tudi ugoden prispevek na znizanje tveganja za zlome (35).

5 Druga, za okostje pomembna
hranila

Razvoj in zdravje okostja sta povezana tudi z mnogimi drugimi hranili. V
povezavi s tem se, poleg Ze obravnavanih hranil, najveckrat omenja Se
magnezij, beljakovine in fosfor pa tudi druga hranila (mangan, cink idr.).
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Magnezij

Dobri viri magnezija v prehrani so polnovredna zita, zelenjava, oresScki
in semena (36). Priporo¢en dnevni vnos za odrasle je med 300 in 400
mg (D-A-CH). Magnezij po eni strani vpliva na metabolizem indirektno
kot kofaktor Stevilnih encimov, po drugi strani pa ima tudi neposredni vpliv
na strukturo kosti, saj zmanjsuje velikost kristalov hidroksiapatita in s tem
njihovo krhkost (37). Pomanjkanje magnezija lahko vpliva na rast in razvoj
kosti, osteoblasti¢no in osteoklasti¢no aktivnost, osteopenijo in lomljivost
kosti (36).

Fosfor

Fosfor je takoj za kalcijem drugi najpogostejsi mineral v telesu in enako
pomemben za strukturo okostja. Vsebujejo ga Stevilna Zivila, pogosto pa
se ga zivilom tudi dodaja iz tehnoloskih razlogov (npr. dodajanje fosfatov
in drugih aditivov zivilom). Za razliko od kalcija je absorpcija fosforja
mnogo ucinkovitejSa, v zadnjih desetletjih pa je zaslediti tudi vse vedji
vnos fosforja v populaciji (38, 39). Povecevanje vnosa fosforja stimulira
izlo€anje PTH in posledi¢no vpliva tudi na absorpcijo in metabolizem
kalcija (38). Glede na prehranske vnose fosforja v populaciji, ga ni
potrebno dodajati s prehranskimi dopolnili.

Beljakovine

Primeren vnos beljakovin je prepoznan kot pomemben dejavnik za
zdravje okostja, prenizek ali previsok vnos pa imata negativen vpliv. Poleg
koli¢ine zauzitih beljakovin je pomembna tudi koli¢ina kalcija v prehrani.
Nekatere raziskave so kazale, da se s poveCevanjem vnosa beljakovin
poveca izloanje kalcija z urinom (40), zakljucki novejsih Studij pa so si
nasprotujoci. Pri vecini epidemioloskih Studij je bila namre¢ ugotovljena
pozitivna zveza med uzivanjem beljakovin in MGK, medtem ko nekatere
Studije kazejo na povecano tveganje za zlome pri skupinah z visokim
vnosom beljakovin.

6 Sklep

Primeren vnos razliénih hranil in redna dnevna telesna aktivnost sta
izjemnega pomena tako za razvoj kot za ohranjanje zdravja okostja,
najbolj prepoznana s tem povezana hranila pa so kalcij ter vitamina D in
K. Priporo¢ene dnevne vnose teh hranil lahko zagotovimo z raznovrstno
in uravnotezeno prehrano, v kateri imajo pomembno viogo mlecni izdelki,
Se posebej manj mastni, pelagi¢ne ribe in zelena zelenjava. Z zadostnim
uzivanjem raznovrstnih zivil v uravnotezeni prehrani ve¢inoma lahko
zauzijemo dovolj hranilnih in drugih zas¢itnih snovi, da prehranska
dopolnila niso potrebna. Naravne snovi v Zivilih se medsebojno
dopolnjujejo in kot celota lahko varujejo pred nastankom razli¢nih
bolezni. O dodajanju teh hranil prehrani je potrebno razmisljati v primeru
neuravnotezene prehrane (npr. pri izogibanju mle¢nim izdelkom), v
primeru vitamina D pa predvsem v zimskih mesecih. Pomembno viogo
za zdravje okostja imajo tudi mnoga druga hranila.

7 Zahvala

Za pregled prispevka in koristne napotke se zahvaljujeva prof. dr. Andreji
Kocijangi¢. Za lekturo prispevka se zahvaljujeva Barbari Lapuh.
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Nikelj kot pomemben element v sledovih?

Nikelj kot rcmemben element
v sledovih?

Nickel as important trace element?

Urban Kosak, AleS Obreza

Povzetek: Nikelj je prehodni element, ki v biokemi¢nih procesih prehaja med stanji z oksidacijskimi Stevili 0, +1, +2 in +3. Ker nikelj vsebujocih
encimov ali kofaktorjev, ki vsebujejo nikelj, pri ljudeh in Zivalih Se niso odkrili, njegova vlioga v teh organizmih Se ni povsem znana. Pri mikroorganizmih
je nikelj sestavni del osmih encimov, ki so klju¢ni za prezivetje ne zgolj mikroorganizmov, ki jih vsebujejo, ampak tudi ostalih organizmov. S
farmacevtskega vidika je ureaza najbolj pomemben nikelj vsebujoci encim, ki je virulentni dejavnik pri nekaterih patoloskih stanjih. Pri ljudeh v strokovni
literaturi ni opisanih primerov pomanjkanja niklja, zato uzivanje njegovih spojin v obliki prehranskih dopolnil nima racionalne osnove. Poleg tega so
nikljeve spojine znani kozni alergeni, povzro¢ajo fibrozo plju¢, zastrupitve ledvic in krvoZilnega sistema ter so dokazano kancerogene.

Kljuéne besed: nikelj, metaloencimi, esencialni element, toksi¢nost.

Abstract: Nickel is a transition metal that cycles through redox states 0, +1, +2 and +3 in biochemical processes. The role of nickel in humans and
animals is not completely understood due to the lack of knowledge of enzymes or cofactors that include nickel. In microorganisms eight nickel-
containing enzymes are known. These enzymes are essential not only to the microorganisms but also to other organisms. From a pharmaceutical
standpoint urease is the most important nickel-containing enzyme due to its role as a virulence factor in certain pathological conditions. In humans
there is no case of nickel deficiency presented in professional literature, therefore the use of dietary supplements containing nickel has no rational
base. Nickel compounds are known to cause skin allergies, lung fibrosis, kidney and cardiovascular system poisoning and stimulate the neoplastic
transformation of cells.

Key words: nickel, metalloenzymes, essential element, toxicity.

nazaj na nikelj in CO (7). Ker lahko nikelj adsorbira vodik, ga uporabljajo
kot katalizator (6, 8) pri reakcijah kataliticnega hidrogeniranja. Prisotnost
niklja lahko dokazemo z reakcijo z raztopino dimetilglioksima (1) v
etanolu. Pri tem nastane kelat Skrlatne barve (2) (Slika 1) (8, 9).

(] e o o (]
1 Naravni viri in kemizem
[ ] [ ] [ ] (1]
nikljevih spojin
Pri¢ujoCi prispevek nadaljuje in zaklju€uje serijo ¢lankov o esencialnih
elementih, objavljenih v Farmacevtskem vestniku (1-4) in predstavljenih
na podiplomskem izobrazevanju za farmacevte na Fakulteti za farmacijo

v letu 2009 (5). Kovinski nikelj je prvi izoliral Alexander Cronstedt leta
1751 iz nikljevega arzenida (NiAs), ki je po videzu podoben bakrovemu
sulfidu (CuS), iz katerega so v osrednji Nemciji pridobivali baker. Nikelj
je dobil ime po zlih duhovih iz germanske mitologije, ker naj bi le-ti po
mnenju rudarjev preprecili pridobivanje bakra iz omenjene rude. (6, 7).V
zemeljski skorji ga je manj kot 0,01 masnih %. V naravi je najveckrat v
obliki sulfidov, arzenidov in arzenatov, zelo redki so nikljevi silikati (6).
Nikelj se pojavlja tudi v obliki prasnih delcev v atmosferi, vodotopne
nikljeve(ll) soli pa so raztopljene v morjih in povrsinskih sladkih vodah.
Elementni nikelj je kemi¢no odporen na zrak, vodo, neoksidirajoce
kisline, baze in Stevilna organska topila. Reagira z razred¢eno, ne pa tudi
s koncentrirano dusikovo(V) kislino (8), saj pri uporabi koncentrirane
kisline na povrsini nastane tanka zascitna plast oksida in nitrata (6). Za
nikelj je znacilno, da adsorbira nekatere pline, npr. vodik in ogljikov
monoksid. 100 g niklja lahko adsorbira 500-800 mL CO in pri tem
nastane nikljev tetrakarbonil [Ni(CO),] (8), ki Sele pri 200 °C razpade

H

HO-_ o 0
N Me I‘L ]\L Me
L~ o=
Me OH Me i ‘ Me
Me Qs 70
1 2

Slika 1: Strukturi dimetilglioksima (1) in nikljevega kelata z
dimetilglioksimom (2).
Figure 1: Structures of dimethylglyoxime (1) and of nickel chelate with
dimethyliglyoxime (2).

Znane so spojine niklja z oksidacijskimi $tevili od -1 do +4, vendar v
bioloskih sistemih moéno prevladujejo nikljeve spojine z oksidacijskim
Stevilom +2 (8). V nikelj vsebujocih encimih je nikelj lahko prisoten v
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stanjih z oksidacijskim Stevilom 0, +1, +2 ali +3 (10). Za nikelj so znacilne
koordinacijske spojine, kjer je razporeditev ligandov okrog centralnega
kationa lahko oktaedri¢na, kvadratna, kvadratno piramidalna ali
tetraedri¢na (6).

2 Nikljeve spojine v éloveskem
organizmu

Zdrava oseba, ki ni dodatno izpostavljena virom nikljevih spojin, ima
priblizno 7,3 ug Ni/kg telesne mase. Nikelj vnesemo v organizem z
vdihavanjem, zauzitjem in absorpcijo skozi kozo (8). Priblizno 25-30 %
vdihanega niklja, ki ostane v pljucih, se absorbira v krvni obtok (7).
Dnevni vnos nikljevih spojin znasa pri odraslem ¢loveku ob raznovrstni
prehrani 35-300 pg, kar tudi v primeru morebitne esencialnosti niklja pri
ljudeh ve¢ kot zadoS¢a za pokritje dnevnih potreb. Stopnja absorpcije
(1-25 %) iz gastrointestinalnega trakta je odvisna od kemijske oblike
niklja v hrani, celokupne vsebnosti nikljevih spojin in od posameznikove
kapacitete absorpcije. Zanimivo je, da Zenske absorbirajo 14 %, moski
pa 26 % zauzitega niklja. Nacin vstopa niklja v celice je odvisen od
kemijske oblike (8). V vodi netopni delci niklja vstopijo v celice s
fagocitozo (7, 8). Nikljev tetrakarbonil je dovolj lipofilen, da lahko prehaja
skozi celicno membrano (8). V vodi topni NiCl, se hitreje transportira
skozi membrano celice kot NiO, ki je v vodi praktiéno netopen.
Raztopljeni Ni* se iz tankega Crevesa v krvni obtok absorbirajo z
dvostopenjskim mehanizmom. V prvi stopniji, pride do prehoda Ni?* skozi
mukozno membrano. V drugi stopnji sledi pasivni transport Ni?* v obliki
kompleksov z aminokislinami ali drugim ligandi z nizko molekulsko maso
iz mukozne celice v krvni obtok (11). Ni?* se lahko iz ¢revesa absorbirajo
tudi skozi kalcijeve ali zelezove kanalCke ali s transportnim proteinom 1
za dvovalentne katione (7). Eksogena kelatorja hidroksikinolin in
kliokvinol (znana dezinficienta) povecata absorpcijo N2 iz
gastrointestinalnega trakta in vplivata na porazdelitev po organizmu (11).

Glavni transportni proteini, na katere se veze nikelj v krvi, so albumini in
a,-mikroglobulin (7, 8). Pogost nacin transporta po krvi je kompleks z L-
histidinom, ki se lahko transportira tudi skozi membrano celic (8).
Nikeljplazmin in nekateri metalotioneini prav tako veZejo in transportirajo
nikelj (7). Nikelj se hitro porazdeli v ledvica, plju¢a, kozo, nadledvi¢ni
ZleZi, jajénike pri Zenskah in moda pri moskih (7, 11). Razpolovni ¢as
niklievega sulfata NiSO, v organizmu je 1-3 dni, nikljevega subsulfida

Ni S, 5 dni, nikljevega oksida pa vec¢ kot 100 dni (7). Absorbirani nikelj se
izlo€i z urinom po kinetiki prvegareda (7, 8, 11).

3 Nikelj kot esencialni element?
Nikelj vsebujocih encimov ali kofaktorjev, ki vsebujejo nikelj, pri ljudeh in
zivalih $e niso odkrili. PatoloSka stanja povezana s pomanjkanjem niklja
pri ljudeh niso znana (8, 11), zato niklja zaenkrat e ne moremo uvrstiti
med esencialne elemente . Posledice pomanjkanja niklja v prehrani
domacih zivali (kravah, kozah, morskih prasickih, podganah in ovcah) so
domnevno upocéasnjena rast in razvoj, znizana plazemska koncentracija
glukoze, spremenjena porazdelitev Zelezovih, bakrovih, kalcijevih,
cinkovih ionov in vitamina B, , po organizmu, spremembe v pigmentaciji,
zmanj$an hematokrit in spremembe v strukturi in funkciji jeter. Ceprav
nikelj nima specific¢ne fizioloske funkcije pri zivalih, domnevajo, da je
nikelj kofaktor za aktivacijo kalcinevrina. Kalcinevrin je multifunkcionalna,
s kalmodulinom stimulirana fosfoprotein-fosfataza, ki je pomemben
regulator encimov v mozganih in miSicah. Nikelj naj bi imel pomembno
vlogo pri strukturi in funkcijah celiéne membrane. Obstajala naj bi
povezava med presnovo niklja in vitamina B,, (11). Nikelj je esencialni
element za nekatere rastline in mikroorganizme (7, 8, 11,12).

3.1 Nikelj vsebujoéi encimi

Znanih je osem nikelj vsebujocih encimov pri mikroorganizmih. Vsi razen
glioksilaze | katalizirajo reakcije pri katerih nastajajo za Zivljenje
pomembni plini ogljikov monoksid (CO), ogljikov dioksid (CO,), metan
(CH,), vodik (H,), amoniak (NH,) ali kisik (O,) (Preglednica 1). Nikelj se
v teh encimih verjetno pojavlja zato, ker lahko prehaja med stanji z
oksidacijskimi Stevili 0, +1, +2 in +3 (10).

Glioksalaza |

Glioksalaza | (GixI) in glioksalaza Il (GlIxll) katalizirata pretvorbo
metilglioksala (3) v laktat (4) (Slika 2) (10, 13). Metilglioksal je stranski
produkt Stevilnih encimskih reakcij, ki kovalentno reagira z DNA in
proteini v celici (13). Glioksalaza $¢iti celico pred poSkodbami, ki jih
povzro¢a toksi¢ni metilglioksal (10, 13). Nikljev ion je v encimu v
oktaedrskem koordinacijskem okolju in je med reakcijo v stanju z
oksidacijskim Stevilom +2 (10). Glioksalazo | z nikljem v aktivnem mestu
najdemo v Escherichia coli in nekaterih patogenih mikroorganizmih (npr.
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Yersinia pestis) (13). Pri kvasovkah in ljudeh je v aktivnem mestu
glioksalaze | cinkov ion (10, 13).

Aciredukton-dioksigenaza

Stevilni mikroorganizmi (npr. E. coliin Klebsiella pneumoniae) regenerirajo
metiltioadenozin, ki nastane pri biosintezi poliaminov, iz S-adenozil-
metionina, nazaj v izhodni amin. Kljuéni intermediat te regeneracije je
aciredukton (1,2-dihidroksi-3-okso-5-(metiltio)pent-1-en) (5) (Slika 3) (13).
Aciredukton-dioksigenaza ima v aktivnem mestu Ni?, ki je
heksakoordiniran s tremi histidini, eno glutaminsko kislino in dvema
molekulama vode. Med reakcijo se oksidacijsko Stevilo niklja ne spremeni
(Slika 3). Kisik se ne veze na Ni**, pri reakciji pa nastanejo 3-
(metiltio)propanojska kislina (6), CO in metanojska kislina (7) (Slika 3) (10).

OH O NiIl
0 o

S =, OH o 8 %)
. 9 0 O_g

. o

\/\%O"“Ni
o)
% g
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Slika 3: Shema pretvorbe acireduktona (5) v 3-(metiltio)propanojsko
kislino (6), metanojsko kislino (7) in CO, ki jo katalizira
aciredukton dioksigenaza.

Figure 3: Scheme of conversion of acireductone (5) to 3-
(methylthio)propanoic acid (6), formic acid (7) and CO,
catalysed by acireductone dioxygenase.

Nikljeva superoksid-dismutaza

Superoksid-dismutaze so del celi¢ne obrambe pred reaktivnimi kisikovimi
zvrstmi, ker katalizirajo pretvorbo superoksidnega radikala v kisik in
vodikov peroksid (10, 13). Niklijevo superoksid-dismutazo (Ni-SOD)
najdemo pri Stevilnih sevih Streptomyces (npr. S. coelicolor in S.
seoulensis) (18). Gen za Ni-SOD najdemo pri cianobakterijah, morskih
gamaproteobakterijah in enostavnih morskih evkariontih. Med reakcijo
prehaja nikelj v aktivnem mestu Ni-SOD med stanjema z oksidacijskima
Steviloma +2 in +3 (Slika 4) (10).

Ureaza

Ureaza katalizira hidrolizo secnine (8) v amoniak (NH,) in karbamsko kislino
(9), ki se nato dekarboksilira do ogljikovega dioksida in $e eno molekulo
amoniaka (Slika 5). Stevilni mikroorganizmi uporabljajo nastali amoniak za
sintezo arginina in purinov. Vse bakterije, alge, glive in rastline imajo ureazo,
ki vsebuje nikljeva iona. V nekaterih primerih je ureaza virulentni dejavnik
(13). Bakterija Helicobacter pylori, ki je povezana z nastankom pepti¢nega
ulkusa in Zelod¢énega raka, s pomocjo ureaze nevtralizira kislo okolje v
zelodcu in tako omogoca lastno prezivetje (8, 10, 13). Zato je mozna
povezava med vnosom niklja, rastjo H. pylori in nastankom pepti¢énega
ulkusa ter rakom Zelodca (10). Ureaza je virulentni dejavnik pri nastanku

sec¢nih kamnov zaradi bakterij (npr. Proteus mirabilis), encefalopatiji zaradi
amoniaka in nekaterih drugih patoloskih stanjih pri ljudeh in zivalih (13).
Ureaza ima dinikljev center. Ni1 je vgrajen v kvadratno piramidno, Ni2 pa v
psevdooktaedri¢no okolje. Oba niklja sta pri reakciji v stanju z oksidacijskim
Stevilom +2 (Slika 5) (10).
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Slika 4: Shema pretvorbe superoksida v kisik (O,) in vodikov peroksid
(H,0,), ki jo katalizira Ni-SOD.

Figure 4: Scheme of conversion of superoxide to oxygen (O,) and
hydrogen peroxide (H,O,) catalysed by Ni-SOD.

Nikelj-Zelezova-hidrogenaza

Hidrogenaze katalizirajo reverzibilno oksidacijo vodika (H,) (13).
Anaerobni mikroorganizmi odstranjujejo vodik iz okolja in sklapljajo
njegovo oksidacijo z redukcijo razli¢nih konénih akceptorjev elektronov
(0,, NO;, SO,*, CO, in fumarat) (10). Nekateri anaerobni
mikroorganizmi uporabljajo tvorbo vodika za spro$¢anje odvecnega
redukcijskega potenciala (13). Znani so trije razredi hidrogenaz: (i)
Zelezove hidrogenaze; (ii) nikelj-Zzelezove hidrogenaze (Ni-Fe
hidrogenaze) in nikelj-zelezo-selenove hidrogenaze; in (iii) hidrogenaze,
ki ne vsebujejo niklja ali zeleza (19). Najpogostejse so Ni-Fe hidrogenaze
(13). Med reakcijo prehaja nikelj v teh encimih med stanji z oksidacijskimi
Stevili +1, +2 in +3 (Slika 6) (10).

Nikelj-Zelezo-Zveplova ogljikov monoksid-
dehidrogenaza

Ogljikov monoksid-dehidrogenaza (CO-dehidrogenaza) je encim, ki
katalizira reverzibilno oksidacijo CO v CO, (10, 13). Znana sta dva tipa
CO-dehidrogenaz. Molibden-molibdopterin citozin dinukleotid-[2Fe-2S]-
FAD vsebujo¢e CO-dehidrogenaze najdemo pri nekaterih aerobnih
mikroorganizmih. Nikelj-zelezo-Zveplo vsebujoée CO-dehidrogenaze
(Ni-Fe-S CO-dehidrogenaze) pa najdemo pri razlicnih anaerobnih
mikroorganizmih (npr. Rhodospirillum rubrum in Carboxythermus
hydrogenoformans) (13). Z reakcijo, ki jo katalizira CO-dehidrogenaza,
lahko mikroorganizmi uporabljajo CO ali CO, kot edini vir ogljika in CO
kot edini vir energije. Mikrobi vsako leto odstranijo in oksidirajo 108 ton
CO iz nizjih plasti zemeljske atmosfere in tako prispevajo k zagotavljanju
nizke koncentracije CO v ekosistemih. Mikrobi lahko uporabljajo CO kot
intermediat v bioenergijskih ciklih in sklapljajo oksidacijo CO s tvorbo H,.
V zgodnijih obdobijih razvoja Zemlje naj bi bilo v atmosferi veliko CO, zato
domnevajo, da so bile reakcije, ki jih katalizirata CO-dehidrogenaza in
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acetilkoencim A-sintaza, bistvene za evolucijo zZivljenja na Zemlji (10).
Nikelj v Ni-Fe-S CO-dehidrogenazi med reakcijo prehaja med stanji z
oksidacijskimi Stevili 0, +1 in +2 (15). Feredoksin (Fd) ima pri reakciji
vlogo zunanjega redoks proteina (Slika 7) (10).
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Acetilkoencim A-sintaza

Acetilkoencim A-sintazo (acetil-CoA-sintaza) najdemo pri nekaterih
metanogenih, sulfat reducirajocih in acetogenih mikroorganizmih (13).
Metanogene bakterije pretvarjajo acetat v CH, in CO, ter sklapljajo
razgrajevanje acetata s sintezo adenozintrifosfata (ATP). Acetogene
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bakterije so anaerobni mikroorganizmi, ki tvorijo acetat kot produkt
avtotrofne rasti v ogljikovem dioksidu in vodiku ali kot produkt
fermentacije ogljikovih hidratov (14). Acetil-CoA-sintaza sodeluje z Ni-
Fe-S CO-dehidrogenazo in katalizira reverzibilno reakcijo sinteze
acetilkoencima A (acetil-CoA) (10) iz CO,, koencima A (CoASH) (11) in
metilne skupine, ki jo prispeva metiliran korinoidni Zveplo-Zelezov protein
(CH,-Co(lll)-FeSP) (12) (Slika 8 in Slika 9). Pri reakciji nastaja CO, ki
prehaja med aktivnima mestoma CO-dehidrogenaze (CODH) in acetil-
CoA-sintaze (10). Predlagana sta dva mehanizma reakcije (10, 15). Pri
prvem prehaja nikelj v aktivnem mestu acetil-CoA-sintaze med stanjema
z oksidacijskima Steviloma 0 in +2 (Slika 8), pri drugem pa med stanji z
oksidacijskimi Stevili +1, +2 in +3 (Slika 9) (15).

Metilkoencim M-reduktaza
Metanogeni organizmi so odgovorni za bioloski nastanek CH,. Tvorijo
ga z reakcijo, ki jo katalizira metilkonecim M-reduktaza (metil-CoM-

coenzyme A synthase.

reduktaza). Ta encim katalizira pretvorbo metilkoencima A (metil-CoM)
(13) in N-7-merkaptoheptanoiltreoninfosfata (CoBSH) (14) v CH, in
heterodisulfid CoMS-SCoB (15) (Slika 10). CoBSH je elektron donor pri
omenjeni reakciji. Kataliti¢ni center encima je nikljev hidrokorfin zimenom
koencim F,,, (16) (Slika 11). Ker ima koencim F,, v svoji strukturi le 5
dvojnih vezi, je najbolj reduciran tetrapirol v naravi (10, 16). Le nikelj z
oksidacijskim Stevilom +1 lahko sprozi katalizo (10). Predlagana sta dva
mehanizma reakcije. Mehanizem | vkljuuje organokovinski metil-nikljev
intermediat, nikelj pa med reakcijo prehaja med stanji z oksidacijskimi
Stevili +1, +3 in +2 (Slika 10). Mehanizem Il vklju€uje metilni radikal, nikelj
pa med reakcijo prehaja med stanjema z oksidacijskima Steviloma +1 in
+2 (Slika 10) (10, 16).

[ 23 [] [] (] (X}
4 Toksiénost nikljevih spojin
Nikljeve spojine so uvr§éene med kancerogene na osnovi podatkov
raziskav na Zivalih in dokazov kancerogenosti iz ¢loveskih Studij (7).
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H,N

16

Slika 11: Struktura nikljevega hidrokorfina (koencim F )
v metilkoencim M-reduktazi.

Figure 11: Structure of nickel hydrocorphin (coenzyme F430)
present in methyl-coenzyme M reductase.

Delavci v nikljevih rafinerijah imajo pove¢ano pojavnost raka na pljucih in
raka nosne votline (17). Najvecje tveganje za razvoj teh oblik raka imajo
delavci, ki so mo¢no izpostavljeni nikljevemu sulfidu, nikljevemu oksidu
ali elementnemu niklju (7). Pri delavkah v nikljevih rafinerijah so opazili
povecano Stevilo spontanih splavov (8).

Raziskave na zivalih so pokazale, da so v vodi netopne nikljeve spojine
(npr. nikljev subsulfid (Ni,S,)) mo¢nejsi kancerogeni kot v vodi topne
nikljeve spojine (17). Nikljeve spojine poskodujejo genski material tako,
da povzrocCijo razpad DNA, mutacije, poskodbe kromosomov,
transformacijo celic in motnje v mehanizmih za popravilo DNA (7, 18).
Posledice izpostavljenosti niklju so znizane koli¢ine celi¢nega glutationa,
oksidativne poskodbe DNA in proteinov, lipidna peroksidacija in zavrtost
encimov, ki popravljajo DNA. Vzrok za toksi¢ne ucinke niklja so morda
motnije, ki naj bi jih ta element povzrocal pri metabolizmu Zeleza, kalcija,
magnezija ali mangana (18).

Glava tarc¢a nikljevih spojin so limfociti v katerih se vezejo na celi¢no
membrano, evkromatin, mitohondrije in Golgijev aparat. Nikelj naj bi
povzro€il smrt limfocitov s povzrogitvijo razli¢nih oblik oksidativhega
stresa, izgubo membranskega potenciala mitohondrijev in destabilizacijo
homeostaze kalcija (19).

Nikljeve spojine so alergeni, ki pogosto povzrocajo preobcutljivostne
reakcije (12). Primer tak3ne reakcije je z nikljem povzro€eni alergijski
kontaktni dermatitis, ki se pojavlja pri 10-20 % populacije (7). Ta oblika
dermatitisa je celi¢éno posredovana imunska reakcija tipa IV do katere
pride po stiku dovzetne osebe s senzitizirajo€imi nikljevimi spojinami.
Reakcija je odvisna od indukcije specifiénega imunskega odziva (12).
Klini¢ni simptomi nikljevega dermatitisa vkljucujejo vnetje in ekcem ter
se pojavijo 24-74 ur po stiku z delci niklja v zraku, raztopinami spojin
niklja ali kovinskimi delci, ki vsebujejo nikelj (npr. kovanci in nakit) (7, 12).

Izbrana ucinkovina za zdravljene zastrupitve z nikljevimi spojinami je
natrijev dietilditiokarbamat (DDTC) (17) (Slika 12). Za terapijo nikljevega
dermatitisa in zastrupitve z nikljevim karbonilom se pogosto uporablja
disulfiram (18) (Slika 12). Poleg prej omenjenih se za zdravljenje
zastrupitev z nikljevimi spojinami uporabljata tudi kelatorja 2,3-
dimerkapto-1-propansulfonska kislina (19) in D-penicilamin (20) (Slika
12) (7).

S S \
2 ® J\ S N
/\N S Na /\N 5 T ~
L
17 18
X/CGOH
HS SO;H HS ;
SH I%H:
19 20

Slika 12: Strukture ucinkovin, ki se uprabljajo za terapijo zastrupitev z
nikljevimi spojimami.
Figure 12: Structures of drugs used in therapy of intoxication with
nickel compunds.

5 Sklepi

Nikelj sodi med esencialne mikroelemente, ki ga prakticno vsi
mikroorganizmi na Zemlji nujno potrebujejo za nemoten proces
biokemic¢nih reakcij. Najdemo ga v osmih encimih, ki so prisotni v
mikroorganizmih. Ti encimi so kljuéni za Zivlienje ne samo
mikroorganizmov, ki jih vsebuijejo, ampak tudi ostalih organizmov, saj pri
reakcijah, ki jih katalizirajo nastajajo za zivljenje pomembni plini ogljikov
monoksid (CO), ogljikov dioksid (CO,), metan (CH,), vodik (H,), amoniak
(NH,) alikisik (O,). Ceprav pri sesalcih $e niso odkrili nikelj vsebujodega
encima ali kofaktorja, domnevajo, da vodi pomanjkanije niklja v prehrani
domacih zivali do razli¢nih patolo$kih stanj. Zaradi pomena niklja za
mikoorganizme, je razumljivo, da je nikelj nujen za normalen razvoj
¢revesne mikroflore pri Zivalih in ljudeh. Obstajala naj bi povezava med
vnosom niklja in razvojem nekaterih patoloskih stanjih (npr. pepti¢ni
ulkus, rak zelodca, se¢ni kamni, encefalopatije). V strokovni literaturi ni
opisanih primerov pomanjkanja niklja oziroma njegovih ionov pri ljudeh.
Izpostavljenost nizkim odmerkom niklja v okolju je nenevarna ljudem,
medtem ko izpostavljenost visokim odmerkom povzro€i spremembe
homeostaznih mehanizmov celice, oksidativni stres in nastanek
abnormalnih proteinov. Te spremembe vodijo do moten;j pri izrazanju
genov in metabolnih procesov v celici.

[ ]
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Pluripotentne maticne celice v embrionalnem razvoju in pri odraslem

Pluripotenine matiéne celice v
embrionalnem razvojv in pri
odraslem

Pluripotent stem cells during embryo development
and in the adult

Mojca Jez, Matija Veber, Primoz Rozman

Povzetek: Glede na njihovo sposobnost za diferenciacijo mati¢ne celice delimo na totipotentne, pluripotentne, multipotentne in unipotentne. Zigota
je totipotentna, z razvojem in staranjem osebka pa se potentnost vseh mati¢nih celic organizma zmanjsuje. Poznamo ve¢ vrst pluripotentnih mati¢nih
celic — embrionalne mati¢ne celice, pluripotentne linije iz spolnih celic, inducirane pluripotentne celice, celice epiblasta ter domnevno pluripotentne
celice, ki se nahajajo v tkivih odraslega osebka. Po prevladujoci teoriji vsako tkivo vsebuje tudi majhno populacijo mati¢nih celic, ki so ohranile
sposobnost samoobnavljanja in diferenciacije. Najvecji potencial za diferenciacijo imajo embrionalne mati¢ne celice, ki se lahko v pogojih in vitro
razvijejo v prakti¢no vse tipe celic ter so zato tudi najzanimivej$e za uporabo v medicini. V zadnjem ¢asu so mnoge Studije nakazale, da imajo odrasle
mati¢ne celice verjetno SirSo potentnost, kot se je domnevalo do sedaj, hkrati pa nimajo slabosti embrionalnih mati¢nih celic.

Kljucne besede: pluripotentnost, embrionalne maticne celice, somatske maticne celice, embrionalni razvoj

Abstract: According to their capabilities for differentiation stem cells can be totipotent, pluripotent, multipotent and unipotent. After fertilization, zygote
is the ultimate totipotent cell. Cells arising durring embryonic development have a lesser potency. Different pluripotent celltypes are known: embryonic
stem cells, embryonic germ cells, induced pluripotent stem cells, epiblast stem cells, and still controversial pluripotent stem cells isolated from the
adult tissues. It is currently recognized that every tissue contains a small population of stem cells that are capable of self-renewal and differentiation.
Embryonic stem cells have the broadest potential for differentiation because they are capable of turning into every cell type in our bodies. This is the
reason why they are the most interesting for use in medicine. Lately, a lot of new studies have shown that somatic stem cells have broader potency
than it has been expected until now and at the same time do not have any of embryonic stem cell drawbacks.

Key words: pluripotency, embryonic stem cells, somatic stem cells, embryonic development

totipotentna celica. Iz nje se razvije celoten organizem, vkljuéno z
izvenembrionalnimi membranami in placento. Z delitvami celic se njihova
potentnost zmanjSuje, obenem pa pada tudi delez celic s Sirokim
razvojnim potencialom. Prve blastomere po prvih delitvah ohranjajo
totipotentnost, zato se lahko iz vsake razvije nov zarodek (2). Na stopnji
morule zarodek sestavlja 16 celic, ki se delijo na majhno skupino celic v
notranjosti in vecje Stevilo zunanijih celic. Na naslednjih stopnjah razvoja
se ti dve skupini celic dokon¢no locita, kar predstavlja prvo diferenciacijo
v embrionalnem razvoju sesalcev. Zunanja plast celic tvori trofoblast, ki
neposredno ne prispeva k razvoju zarodka, saj se iz njega razvije
placenta. Iz notranje skupine celic, tako imenovane notranje celi¢ne
mase (ICM, ang. Inner Cell Mass), (slika 1) se razvije zarodek (3). Celice

1 Uvod

V Elovekovem telesu se nahaja posebna vrsta celic, ki jih ohranimo v sebi
vse zivljenje in nam omogoc¢ajo, da se nasa tkiva in organi obnavljajo
kljub poSkodbam in okvaram, do katerih prihaja v vsakdanjem zivljenju.
To so mati¢ne celice — nediferencirane celice v Zivih bitjih s tremi
kljuénimi lastnostmi: sposobnostjo samoobnavljanja, potentnostjo, to je
sposobnostjo diferenciacije v razli¢ne, bolj usmerjene celi¢ne vrste; ter
plasti¢nostjo, kar pomeni, da se lahko spremenijo v celice tkiv drugih
zarodnih plasti. Glede na njihovo potentnost mati¢ne celice delimo na
totipotentne, pluripotentne, multipotetne in unipotentne. Manj kot so
celice diferencirane, vecja je njihova potentnost (preglednica 1).

Spreminjanje potentnosti celic najlaZze spremljamo skozi embrionalni
razvoj organizma, ko se njihova potentnost zmanjSuje. Z zdruZitvijo
moske in Zenske spolne celice nastane zigota, ki je najprimitivnejsa

notranje celi¢éne mase so pluripotentne in ne vec¢ totipotentne, saj iz njih
ne more ve¢ nastati placenta. Pluripotentne celice torej prispevajo k
razvoju vseh treh zarodnih plasti (endo-, mezo- in ektoderma), ne morejo
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Preglednica 1: Maticne celice imajo lahko razlicne stopnje potentnosti (1).

Table 1: Stem cells have different differentiation potential (1).

Totipotentne
matic¢ne celice

Sposobne so tvoriti celoten organizem, vkljuéno z ekstraembrionalnim tkivom. V naravi so totipotentne celice samo
zigota in blastomere, ki nastanejo v zgodnijih celi¢nih delitvah zarodka do stadija morule. Po nastanku blastociste
pride do prve diferenciacije celic in izgube totipotentnosti.

Pluripotentne
matic¢ne celice

Sposobne so tvoriti vse telesne celice, vkljuéno s spolnimi celicami, ne morejo pa ve¢ tvoriti celotnega zarodka
vkljuéno z ekstraembrionalnimi tkivi. Primer pluripotentnih mati¢nih celic so embrionalne mati¢ne celice.

Multipotentne
matiéne celice

Lahko tvorijo razli¢ne tipe celic, ki pa vsi pripadajo isti zarodni plasti. Ve€ina tkivno specifi¢nih mati¢nih celic iz
odraslih tkiv je multipotentnih. Primer multipotentne mati¢ne celice je krvotvorna mati¢na celica.

Unipotentne
matic¢ne celice

So tkivno specifi¢ne in se lahko razvijejo v samo eno celi¢no linijo, imajo pa sposobnost samoobnavljanja, po kateri
se razlikujejo od somatskih celic (npr. misi¢ne mati¢ne celice).

A B

Slika 1: Preoblikovanje blastociste pred gastrulacijo

Arijska votling

AT

Sincicintrofotilaat v
wgradi e deng
LT

Errbrionabed epiblast

Trefoblaas

A) Blastocista pred implantacijo v steno maternice. Embrionalne maticne celice izoliramo iz notranje celicne mase (ICM).
B) Preoblikovanje blastociste — notranja celicna masa se razdeli na hipoblast in epiblast. Epiblast je del, iz katerega se razvije zarodek. Iz

njega lahko izoliramo epiblastne pluripotentne mati¢ne celice.

Figure 1: Blastocyst development before gastrulation.

A) Blastocyst before implantation into the endometrium of the uterus. Embryonic stem cells are isolated from inner cell mass (ICM).
B) Blastocyst development — inner cell mass is divided into hypoblast and epiblast. Embryo develops from epiblast. Epiblast is also a

source of epiblast-derived stem cells.

pa tvoriti trofoblasta (1). Notranjost zarodka se nato napolni s teko¢ino,
ki jo izloGajo celice morule, in zarodek se preoblikuje v blastocisto. V njej
sta Se vedno dve skupini celic — ICM in trofoblast —, vmes pa je s teko€ino
napolnjena votlina, imenovana blastocel. Pred gastrulacijo poteka
preoblikovanje blastociste.

Plast celic ICM, ki se nahaja blize blastocelu, se lo¢i od ostalih celic in
tvori hipoblast oziroma primitivni endoderm. Celice hipoblasta, ki z
notranje strani (pod trofoblastom) obdajo blastocel, se razvijejo v
rumenjakovo vrecko, tako da ne prispevajo k razvoju embrionalnih tkiv.
Preostali del ICM nad hipoblastom se imenuje epiblast. Skupino celic, iz
katere se bo razvil zarodek, imenujemo embrionalni epiblast. Na vrhu
epiblasta se iz druge skupine celic tvori amnion kot obloga amnijske
votline, ki jo napolni amnijska tekoCina (slika 1) (3). Celice epiblasta so,
tako kot celice ICM, pluripotentne (4).

Gastrulacija je naslednja stopnja embrionalnega razvoja. Poteka ob
strukturi, imenovani primitivna proga. Na sprednjem delu primitivne proge
je razsiritev, ki jo imenujemo Hensenov vozel. Takoj po nastanku
primitivne proge in Hensenovega vozla za¢nejo celice epiblasta preko
teh dveh struktur potovati proti blastocelu. Skupina celic, ki pride v
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blastocel preko primitivne proge, izrine hipoblast in na njegovem mestu
zacne tvoriti celiCno plast, iz katere se razvijeta endoderm embrija ter del
izvenembrionalnih membran, druga skupina celic pa se razsiri v blastocel
med epiblast in hipoblast ter tvori rahlo celiCno plast, iz katere se razvijeta
mezoderm embrija in mezodermalni del izvenembrionalnih membran.
Tiste celice, ki ostanejo na povrsini, tvorijo ektoderm embirija (3). Tako
po gastrulaciji dobimo tri lo¢ene zarodne plasti. V vsaki izmed njih se
nahajajo multipotentne mati¢ne celice, ki lahko tvorijo samo tkiva,
znacilna za zarodno plast, iz katere izhajajo.

V nadaljnjem razvoju se preko organogeneze izoblikujejo vedno bolj
diferencirani celi¢ni tipi, kar vodi do kon¢ne diferenciacije celic, ki
sestavljajo tkiva in organe. V tkivih in organih odraslega osebka se
nahajajo tkivno specificne multipotentne in unipotentne mati¢ne celice
(slika 2).

(] o [ ]
2 Pluripotentne matiéne celice
Klasi¢ne pluripotentne celice so le embrionalne mati¢ne celice (EMC).
Poleg njih poznamo $e nekaj drugih tipov pluripotentnih ali njim podobnih
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Slika 2: Na razlicnih razvojnih stopnjah razvoja osebka se nahajajo maticne celice z razlicnim razvojnim potencialom. Novejsa dognanja nakazujejo,
da ima tudi odrasel ¢lovek mati¢ne celice z razsirjenim razvojnim potencialom (rdeca crta, oznacena z zvezdico).

Figure 2: At different stages of development an organism harbours stem cells with different differentiation potential. Recent data suggests that stem
cells with broad differentiation potential exist even in the adult (red line marked with asterisk).

mati¢nih celic. Transkripcijski dejavniki OCT4 (ang. octamer-binding
transcription factor 4), SOX2 (ang. sex determining region Y-box 2) in
NANOG imajo osrednjo vlogo v zgodnjem embrionalnem razvoju in so
potrebni tudi za ohranjanje pluripotentnosti mati¢nih celic in vitro. Proteini
OCT4, SOX2 in NANOG se veZejo na ve¢ skupnih regulatornih mest in
tvorijo transkripcijsko mrezo, v kateri regulirajo tako drug drugega kot tudi
sami sebe. Poleg teh treh oznacevalcey, ki se najpogosteje uporabljajo
za identifikacijo pluripotentnih celic, se pogosto uporabljajo Se SSEA-4
in SSEA-3 (ang. stage-specific embryonic antigen-4 in 3), TRA-1-60,
TRA-1-81, REX1 (drugo ime ZFP42, ang. Zinc finger protein 42) in
CRIPTO1 (drugo ime TDGF1, ang. teratocarcinoma-derived growth
factor 1).

Embrionalne karcinomske celice (celice ECC, iz ang. Embryonal
Carcinoma Cells) so bile prve odkrite pluripotentne celice. Nasli so jih v
teratokarcinomih, tumorjih, ki vsebujejo neorganiziran nabor razli¢nih
somatskih celic, ki pripadajo vsem trem zarodnim plastem, poleg njih pa
so odkrili tudi nekaj celic ECC. Celice ECC so pluripotentne mati¢ne
celice teh tumorjev in so sposobne tako samoobnavljanja kot
diferenciacije. Vecina celi¢nih linij ECC ima omejen razvojni potencial in
po injiciranju v misjo blastocisto (kar je eden izmed klasi¢nih testov za
dokazovanje pluripotentnosti) slabo sodeluje pri nastanku himernih
zarodkov, verjetno zaradi akumulacije mnogih genetskih sprememb, do
katerih pride med nastankom in rastjo tumorsko spremenjenih celic (5).

Embrionalne matiéne celice so pluripotentne mati¢ne celice, ki jih
najdemo v zgodnjem zarodku — blastocisti (~5. dan po oploditvi) in jih
lahko osamimo iz njene notranje celiéne mase. EMC so iz mi§jih
zarodkov prvi¢ pridobili leta 1981 (6, 7), iz humanih pa leta 1998 (8).
Izoliramo jih lahko tudi iz morule (9) ali pa jih pridobimo iz posameznih
izoliranih blastomer (10). Za EMC so znacilne pluripotentnost,
asimetri¢na celi¢na delitev in sposobnost diferenciacije v vse tri zarodne
plasti. IzraZajo gene in proteine OCT4, SOX2 ter NANOG, ki omogoc¢ajo

vzdrZevanje njihovega nediferenciranega stanja. V pogojijh in vitro jih
lahko diferenciaramo v celice vseh treh zarodnih plasti. Ce jih vbrizgamo
v misi SCID (ang. Severe Combined Immunodeficiency) z oslabljenim
imunskim odzivom, te tvorijo teratome. Ta test in vivo sluZi za potrditev
diferenciacije v vse tri zarodne plasti. Podoben test za dokaz
pluripotentnosti, ki pa zaradi eti¢nih zadrzkov ni izvedljiv na ¢loveskih
EMC, je opazovanije njihovega sodelovanja pri razvoju osebka po injekciji
v blastocisto (11).

Teoreti¢no se torej EMC lahko razvijejo v katero koli celico. 1z njih lahko
ustvarimo razli¢éne celi¢ne linije, z optimizacijo postopkov in izbiro
biolosko prenosljivih in razgradljivih tridimenzionalnih nosilcev pa
pri¢akujejo, da bodo neko¢ sluzile za izdelavo katerega koli tkiva ali
organa. Cloveske EMC so na zadetku pridobivali iz nadstevilnih blastocist
po postopku oploditve in vitro. Ker pri tem postopku zarodek uni¢imo, se
glede uporabe EMC porajajo Stevilna moralno-eti¢na vprasanja. Zato so
v zadnjem c¢asu razvili precej alternativnih metod, s katerimi lahko
pridobimo EMC brez uni¢enja zarodka. Pri nas zakon dovoljuje delo z
EMC pod pogojem, da niso nacrtno ustvarjene za raziskovalne namene,
ampak so odpadni produkt pri medicinskih postopkih. Poleg tega za
vsako raziskavo, ki vkljuéuje uporabo EMC, potrebujemo posebno eti¢no
dovoljenje Komisije RS za medicinsko etiko Ministrstva za zdravje
(www.kme-nmec.si/). Kliniéna uporaba EMC zaenkrat ostaja vprasanje
prihodnosti, saj se pri njihovi aplikaciji pojavljajo Stevilni stranski ucinki.
Ker nimajo $e razvitih nadzornih genetskih mehanizmov, lahko pride do
nastanka nezelenega tkiva ali celo tvorbe teratomov. Problemi pri klini¢ni
uporabi EMC pa so tudi posledica alogenskega izvora celic, saj lahko
pride do nezazelenega imunskega odziva prejemnika na presajene
celice (1).

Maticne celice epiblasta (EpiMC) so pluripotentne mati¢ne celice,
izolirane na poznejsi stopnji embrionalnega razvoja, ko se ICM Ze razdeli
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na hipoblast in epiblast (slika 1). Tudi mati¢ne celice iz misjega epiblasta
lahko, tako kot EMC, uspesno gojimo v kulturi in jih diferenciramo v vse
tri zarodne plasti (4, 12). EpiMC, podobno kot EMC, izrazajo znacilne
oznacevalce pluripotentnosti OCT4, SOX2 in NANOG ter tvorijo
teratome po injekciji v misi SCID. Zanje je znacilno, da ob vnosu v misjo
blastocisto ne prispevajo k razvoju himere. Pogoji, v katerih jih gojimo in
vitro, ter mreza transkripcijskih dejavnikov, ki jo izrazajo, imajo ve¢
znacilnosti humanih kot misjih EMC. Zato bi lahko sklepali, da so humane
EMC pravzaprav bolj podobne celicam epiblasta kot pa celicam ICM (4),
kar nam omogoca bolje razumevanje razlik med misjimi in ¢loveskimi
EMC.

Embrionalne germinalne (spolne) celice (EGC) je prvi opisal
Shamblott s sodelavci leta 1988 (13). Primoridialne germinalne celice so
osamili iz spolnih grebenov 5-9 tednov starih splavljenih humanih
zarodkov ter jih namnozili in vitro. Po gojenju v kulturi te celice postanejo
pluripotentne, zato jih imenujemo celice EGC. Po svojih znacilnostih so
zelo podobne EMC oz. EpiMC, vendar je zanje znadilno, da postanejo
pluripotentne Sele po gojenju v kulturi. Takoj po osamitvi namre¢ niso
sposobne sodelovati pri razvoju zarodka, ¢e jih vbrizgamo v misjo
blastocisto, ampak to stanje doseZejo Sele po predhodnem gojenju v
kulturi ob prisotnosti specificnih rastnih dejavnikov. Pri tem pride do neke
vrste dediferenciacije zarodnih celic v EGC (1,14). Prvotno je zarodna
(germinalna) celica v slovenskem medicinskem izrazoslovju pomenila
celico v dolo¢enem predelu organa, npr. v epiteliju, ki se lahko hitro
namnozi. Kasneje se je ta izraz bolj uveljavil kot prevod angleskega
termina »germ cell«, zato danes zarodna celica pomeni spolno celico
oziroma njene prednice.

Inducirane pluripotentne mati¢ne celice (celice iPS, iz ang. induced
Pluripotent Stem Cells) so pluripotentne celice, ki jih umetno
dediferenciramo iz odraslih somatskih celic. Celice iPS so pridobili s
transfekcijo somatskih celic z zgodnjimi embrionalnimi geni, ki se
znacilno mo¢no izrazajo v pluripotentnih EMC (geni OCT4, SOX2, c-Myc
in nekateri drugi) (15-17). Za prenos genov se lahko uporabijo retrovirusi
ali drugi nacini vnosa, reprogramiranje pa je mogoce tudi z vnosom
proteinov ali dolo¢enih majhnih molekul. Celice iPS z izrazanjem
omenjenih genov pridobijo vse lastnosti pluripotentnih celic, zato so
precej podobne EMC. Predvidevajo, da bodo te celice po premostitvi
doloc¢enih tehni¢nih problemov lahko izdelovali »po meri« bolnika in jih
uporabljali za avtologno zdravljenje, pri katerem ne bo prihajalo do
imunskega zavra¢anja (1, 17).

3 Domnevno pluripotentne
matiéne celice pri odraslem

Na podrogju biologije mati¢nih celic obstaja veliko zmede zaradi
neustreznih definicij. Po prevladujodi teoriji se potentnost vseh mati¢nih
celic organizma z njegovim razvojem in staranjem zmanjsuje, vsako tkivo
odaslega pa ohranja majhno populacijo somatskih mati¢nih celic. Kot
smo ze omenili, imajo najvecji potencial za diferenciacijo EMC, ki se
lahko razvijejo v vse tipe celic v telesu (8). Takih celic naj odrasel ¢lovek
ne bi imel. Pri odraslih smo do nedavnega poznali le multipotentne
mati¢ne celice, kot so npr. mezenhimske mati¢ne celice (MMC), ki se
lahko razvijejo v tkiva mezoderma (hrustanec, kost in miSice), krvotvorne
mati¢ne celice, ki tvorijo vse krvne in imunske celice, endotelijske
matiéne celice, ki se lahko razvijejo v razli¢ne vrste endotelija, in Se
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nekatere druge. Poleg tega, da so te celice po definiciji multipotentne,
raziskovalci ugotavljajo, da so sposobne tudi nepri¢akovanega preskoka
v tkiva druge zarodne plasti. Tako npr. krvotvorne mati¢ne celice lahko
razvijemo v celice jeter, ki po definiciji pripadajo endodermu,
mezenhimske mati¢ne celice pa v zivéne celice, ki pripadajo ektodermu.
Ta pojav $e ni pojasnjen in ga pripisujejo plasti¢nosti mati¢nih celic. Do
pred kratkim je nasplo$no veljalo prepri¢anje, da imajo somatske
mati¢ne celice v primerjavi z EMC manjSo sposobnost samoobnavljanja
in so multipotentne.

V zadnjem ¢asu pa ve¢ avtorjev poroca o razli¢nih vrstah mati¢nih celic,
ki so jih identificirali v razli¢nih tkivih odraslih ljudi in za katere kaze, da
so pluripotentne (18-24) (preglednica 2). Ce te celice dejansko obstajajo
v odraslem organizmu, bi lahko predstavljale odli¢no alternativo EMC za
uporabo v regenerativni medicini, saj njihovo pridobivanje ni eti¢no
sporno. Vendar pa se zdi, da jih je v odraslih tkivih iziemno malo, zato so
njihovo pridobivanje, dokazovanje in uporaba tehni¢no zelo zahtevni.
Razli¢ne raziskovalne skupine so takim celicam nadele razli¢na imena,
npr. zelo majhne, embrionalnim mati¢nim celicam podobne celice (celice
VSEL, ang. Very Small Embryonic-like Stem Cells) (22), embrionalnim
mati¢nim celicam podobne celice iz popkovni¢ne krvi (celice CBE, ang.
Cord Blood-derived Embryonic-like stem cells) (21), celice MIAMI (ang.
Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible Cells) (24), multipotentne
celice, prednice odraslega (MAPC, angl. Multipotent Adult Progenitor
Cells) (19) in multipotentne mati¢ne celice odraslega (celice MASC, ang.
Multipotent Adult Stem Cells) (18). Obstaja tudi ve¢ porocil o
pluripotentnih celicah v humanem ovariju in testisih, na primer,
embrionalnim celicam podobne mati¢ne celice odraslega (celice ESC-A,
ang. Embryonic-like Stem Cells of the Adult) (20). Povsem verjetno je,
da so vse te celiéne populacije z razli€énimi imeni pravzaprav ena
populacija primitivnih mati¢nih celic, ki so jih izolirali in karakterizirali na
razlicne nacine in jim pri tem nadeli razli¢na imena. V nadaljevanju so
podrobneje opisane razli¢ne vrste mati¢nih celic pri odraslih, za katere
nekatere raziskovalne skupine trdijo, da so pluripotentne.

Mezenhimske mati¢ne celice (MMC) uvr§¢amo med stromalne celice
kostnega mozga (KM) z dvojno vlogo - predstavljajo izvor celic
nekrvotvornih tkiv in so hkrati hranilne in podporne celice za rast in
diferenciacijo krvnih celic in ostalih tkiv, saj sintetizirajo komponente
zunajceliénega matriksa in rastne dejavnike. Diferencirajo se lahko v
celice kosti, hrustanca, misic in koze, verjetno pa tudi v celice drugih
zarodnih plasti (ekto- in endoderma), vendar to $e ni povsem raziskano.
Delujejo tudi imunomodulatorno, saj zmanjSujejo imunski odziv (1). V
zadnjem ¢asu so v populaciji misjih in humanih mezenhimskih mati¢nih
celic odkrili tudi izraZzanje pluripotentnih oznacevalcev OCT4, SSEA-4 in
NANOG, kar je verjetno posledica prisotnosti nediferencirane primitivne
populacije mezenhimskih mati¢nih celic (25).

Multipotentne prednice odraslega ali celice MAPC, ki jih je opisala
Verfaille s sodelavci leta 2001, so mati¢ne celice, kiimajo EMC podoben
diferenciacijski potencial. I1zoliranli so jih iz mi$jih in podganijih tkiv pa tudi
iz Eloveskega KM. V kulturi jih gojimo v pogojih, ki so podobni pogojem
za gojenje EMC. Po 21 dneh gojenja kaZejo telomerazno aktivnost in
izrazajo OCT4, SSEA-1, NANOG in REX-1. Sposobne so tudi
samoobnavljanja in diferenciacije v razliéne linije. Cloveske celice MAPC
ohranjajo normalno dolzino telomer po veé kot 80 podvojitvah, misje pa
celo po vec kot 120 (19). V pogojih in vitro se lahko diferencirajo v vse tri
zarodne plasti, ¢e jih presadimo v misji SCID, pa ne tvorijo teratomov,
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Preglednica 2: Domnevno pluripotentne maticne celice in njihove znacilnosti

Table 2: Supposedly pluripotent stem cells and their characteristics

. Oznacevalci In vitro Tvorba Intrablastocistna
Celice Vrsta* lzvor . . . S -
pluripotentnosti diferenciacija** teratomov injekcija***
Kostni mozeg, OCT4,
MMC h, m vezivno tkivo SSEA-4, Vse tri zarodne plasti |/ /
organov NANOG
Telomeraza,
Kostni mozeg, OCT4, Injicirane celice sodelujejo
MAPC h, m, p mozgani in druga SSEA-1, Vse tri zarodne plasti | NE ; .
. pri razvoju zarodka
tkiva REX-1,
NANOG
Telomeraza,
MIAMI h Kostni mozeg OCT4, Vse tri zarodne plasti | NE /
REX-1
Telomeraza,
MASC h ji:ct)rs;nls:;;)zeg, lc\l)(A:l-\Il—g G Vse tri zarodne plasti | NE /
REX-1
OCT4,
PovrsSinski epitelij NANOG, .
ESC-A h jajénika SSEA-4, Oociti NE /
SOX-2
OCT4,
CBE h Popkovni¢na kri igiﬁ:; 1, Vse tri zarodne plasti |/ /
TRA-1-60
Kostni m.ovzeg., Telomeraza, Po injekciji v blastocisto
VSEL h, m popkovmcng n OCT4, Vse tri zarodne plasti | NE ne sodelujejo pri razvoju
periferna kri, druga | NANOG,
- zarodka.
tkiva REX-1

* h — humane, m — misje, p — podganje

**Vse tri zarodne plasti — uspes$na diferenciacija v endo-, mezo- in ektoderm

***Za humane mati¢ne celice je ta test neeticen.

temvec se diferencirajo v razli¢ne linije, te pa se vkljucijo v tkiva (26).
Celice MAPC so edine domnevno pluripotentne mati¢ne celice odraslih
tkiv, za katere je bilo dokazano, da ob vnosu v blastocisto prispevajo k
razvoju vecine celic zarodka (27).

Celice MIAMI, ki jih je leta 2004 opisal Schiller s sodelavci, so izolirali iz
KM oseb, starih od 3 do 72 let. Osamili so jih s posebnimi pogoji gojenja,
s katerimi so poskusali ¢im bolj posnemati razmere v mikro okolju v KM.
Celice MIAMI so adherentne, njihov premer je od 7 do 10 um, imajo malo
citoplazme in se hitro delijo. Njihova morfologija in diferenciacijski
potencial ostajata nespremenjena tudi po 52 podvojitvah. V pogojih in
vitro lahko se celice MIAMI diferencirajo v vse tri zarodne plasti. Po vnosu
v miSi SCID ne tvorijo tumorjev (24).

Celice MASCID, o katerih je porocal Beltrami s sodelavci leta 2007, so
izolirali iz ¢loveskih jeter, srca in KM. Vse so izrazale gene, znadilne za
pluripotentne celice (OCT4, NANOG in REX-1), kazale pa so tudi
telomerazno aktivnost. Celice MASC imajo Sirok diferenciacijski
potencial in se lahko diferencirajo v ektoderm (Zivéne celice), mezoderm
(kost in miSice) in endoderm (jetra). Po injiciranju v misi SCID ne tvorijo

tumorjev. Opazili so tudi, da imajo celice MASC, osamljene iz razli¢nih
tkiv, podoben transkripcijski profil, zato menijo, da predstavljajo skupno
populacijo celic (18).

Embrionalnim podobne mati¢ne celice odraslega (celice ESC-A),
ki jih je opisala Virant-Klun s sodelavci leta 2008, so avtorji osamili iz
povrsinskega epitelija jacnikov bolnic s prezgodnjo menopavzo. Te celice
so pozitivne na oznacevalce OCT4, SOX2, NANOG in na povrSinski
antigen SSEA-4. So majhne (2-4 um), okrogle oblike, rumenkaste barve
in vsebujejo vakuolo. V povrSinskem epiteliju jajénika so torej prisotne
potencialne mati¢ne celice embrionalnega znacaja, ki se v pogojih in
vitro lahko razvijejo v jajénim podobne celice in druge vrste celic. Te
jajénim podobne celice se lahko pod dolo¢enimi pogoji celo spremenijo
v blastociste, kar pomeni, da pride do zacetka partenogenetskega
razvoja zarodka (20). Ta dognanja nakazujejo, da bo dolo¢ene vrste
neplodnosti kmalu mogoce zdraviti na nove nacine.

Embrionalnim matiénim celicam podobne celice iz popkovni¢ne
krvi (celice CBE) je leta 2005 v popkovni¢ni krvi odkril McGuckin s
sodelavci. Celice CBE so podobne EMC in se lahko razvijejo v krvne
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celice pa tudi v celice nehematopoetskih tkiv (npr. hepatocite). Izrazajo
embrionalne oznacevalce OCT4, SSEA-4 in SSEA-3 ter TRA-1-60 in
TRA-1-81.V kulturi se pritrdijo na podlago, tako da jih lahko ohranjamo
v nediferenciranem stanju ve¢ kot 13 tednov. V kulturi rastejo v skupkih,
ki so podobni embrioidnim telescem (21).

Celice VSEL, ki jih je leta 2007 opisala Kucia s sodelavci, so najprej
izolirali iz miSjega KM, kasneje pa tudi iz ¢loveSkega KM ter popkovni¢ne
in periferne krvi. Ta populacija celic je negativna na oznacevalce linijsko
usmerjenih celic (Lin-) ter pozitivna na CD133, CD34, CXCR4 (ang. C-X-
C chemokine receptor type 4). Cloveske VSEL so majhne (3 do 5 um),
imajo visoko razmerje med povrSino jedra in povrsino citoplazme in
odprto strukturo kromatina, izrazajo transkripcijska dejavnika OCT4 in
NANOG, znacilna za pluripotentne mati¢ne celic, ter povrsinski
oznacevalec SSEA-4 (23). Celice VSEL so zelo redke. 1z 50 do 100 ml
popkovni¢ne krvi jih lahko izoliramo najve¢ 10 do 20 tiso¢ (28). Celice
VSEL bo potrebno Se natan¢neje funkcijsko opredeliti. Najvecja razlika
med celicami VSEL in EMC je v tem, da prve ne prispevajo k razvoju
zarodka po injekciji v blastocisto (29).

4 Bioloska vioga razliénih
pluripotentnih matiénih celic

Nastanek in bioloSka vloga razli¢nih pluripotentnih mati¢nih celic Se nista
popolnoma pojasnjena. Predvsem se zastavlja vprasanje, kaksno je
razmerje med EMC in primordialnimi germinalnimi celicami (PGC).
Vedeti moramo, da so EMC pravzaprav celice, gojene v nefizioloSkem
okolju, to je, in vitro. Oznacevalci zgodnjih spolnih celic se izrazajo ze v
vecini nediferenciranih EMC, medtem ko se oznacevalci zrelejSih spolnih
celic zacnejo izrazati Sele ob diferenciaciji v zarodne celice. Nasprotno pa
celice takoj po izolaciji ICM ne izrazajo vseh omenjenih zarodnih genov
(30, 31). Glede na dosegljive podatke so EMC $e najbolj podobne
zgodnjim zarodnim celicam. Zato kaze, da je mozna tudi nova hipoteza
o nastanku EMC iz zgodnjih germinalnih celic, saj sta si transkripcijska
profila EMC in PGC zelo podobna. Poleg tega pa v kulturi le majhen del
celic, izoliranih iz ICM, tvori kolonije EMC, kar bi utegnilo pomeniti, da se
EMC lahko razvijejo samo iz redkih predniskih zarodnih celic (32).
Razumevanje izvora EMC je kljuéno za razumevanije njihove biologije ter
za boljSe razumevanje pridobivanja celic iPS in EMC pri zivalskih vrstah,
pri katerih izolacija EMC do zdaj $e ni bila uspesna. Nekoliko bolj jasna
je povezava med ostalimi pluripotentnimi vrstami celic. I1zolirane celice
PGC postanejo med gojenjem in vitro pluripotentne in jih imenujemo
EGC. Ce pride do rakave transformacije, lahko PGC postanejo maligne
in tvorijo teratokarcinome, v katerih se nato nahajajo v obliki mati¢nih
celic tumorjev (celice ECC).

Povezava med EMC oziroma PGC in somatskimi celicami z razSirjenim
razvojnim potencialom so najbolje raziskali na primeru celic VSEL.
Nekateri avtorji menijo, da se embrionalnim celicam podobne mati¢ne
celice, ki se nahajajo v odraslih tkivih (torej celice MASC, MIAMI, MAPC,
CBE in ESC-A), verjetno ostanek iz embrionalnega obdobja zivljenja.
Med migracijo PGC v spolne grebene se lahko zgodi, da manj$a
populacija celic zapusti svojo obi¢ajno pot in potuje skupaj s krvotvornimi
mati¢nimi celicami v KM ali v druge organe. Tako so Zuba-Surma in
sodelavci dokazali, da je Stevilo celic VSEL v fetalnih jetrih pove¢ano
ravno v obdobju, ko je tam tudi najve¢ krvotvornih mati¢nih celic (33).
Primerjali so tudi epigenetski profil obeh vrst celic. Znano je, da med
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migracijo celic PGC pride do izbrisa njihovega genskega vtisnenja
(imprintinga). To naj bi prepre¢evalo moznost nenadzorovanih delitev,
partenogeneze in tvorbe teratomov. Vendar pa lahko iz PGC z ustreznimi
postopki gojenja kljub temu pridobimo pluripotentne EGC. Podobno bi
lahko veljalo tudi za celice VSEL, za katere $e niso mogli dokazali, da bi
lahko po intrablastocistni injekciji prispevale k razvoju zarodka.
Primerjava metilacijskih profilov DNA med PGC oziroma EMC in VSEL je
pokazala, da imajo vse omenjene vrste celic nekaj genov podobno
vtisnjenih, hkrati pa se metilacija genov, povezanih s proliferacijo med
njimi bistveno razlikuje, kar ima verjetno za posledico prej omenjene
bioloske razlike (29).

Za skoraj vse nastete mati¢ne celice iz neonatalnih in odraslih tkiv je
znacilno, da so z razliénimi postopki gojenja iz njih uspeli pridobiti
domnevno pluripotentne celice. Pri tem ni jasno, ali so te celice zgolj
rezultat reprogramiranja, ki ga sprozijo razli¢ni pogoji gojenja, ali pa so
posledica dejanske prisotnosti pluripotentnih celic in vivo. Mozno je
namre¢, da gojenje in vitro, Se posebej v prisotnosti razli¢nih rastnih
dejavnikov, povzroci reaktivacijo embrionalnih genskih lokusov in s tem
celi¢no dediferenciacijo (34). Izijema so celice VSEL, ki so jih izolirali
neposredno iz razli¢nih tkiv brez predhodnega gojenja in vitro. Znano je,
da imajo oznacevalci pluripotentnosti nadpovprecéno Stevilo psevdogenov
(35). Trenutno je znanih Sest visoko homolognih psevdogenov za OCT4,
10 za NANOG, 16 za STELLO in 6 za CRIPTO1. Nekateri psevdogeni se
prepisujejo in tudi prevajajo, zaradi svoje podobnosti s parentalnim genom
pa lahko v razli¢nih eksperimentih dajo lazno pozitivne rezultate. Zaradi
napacne razlage signalov iz ozadja pri poskusih barvanja s protitelesi proti
proteinom, pomembnim za vzdrzevanje pluripotentnosti, in lazno
pozitivnih rezultatov pri zaznavanju izrazanja embrionalnih genov z
metodami PCR, se pojavljajo Stevilna vprasanja o verodostojnosti
tovrstnih raziskav (36). Najzanesljivejsi dokaz pluripotentnosti odraslih
mati¢nih celic bi bila namrec¢ injekcija v blastocisto ter nato dokaz, da te
celice sodelujejo pri razvoju zarodka, vendar tega do sedaj $e niso mogli
dokazati na zanesljiv in ponovljiv nacin.

5 Sklep

Od vseh pluripotentnih celic imajo EMC najvecji potencial za uporabo v
medicini, eprav Se niso reseni Stevilni problemi, povezani z njimi. Zato
postajajo vse bolj zanimive pluripotentne mati¢ne celice odraslega, saj
naj ne bi tvorile tumorjev, njihova izolacija je eti¢éno nesporna, prisotne
so vse zivljenje, lahko bi jih pridobili iz vsakega bolnika in jih nato
uporabili za njegovo lastno, to je avtologno zdravljenje, ki ne bi
povzrocalo zapletov, povezanih z imunskim odzivom na tuje tkivo. Vendar
so glavne ovire, ki preprecujejo ucinkovito uporabo v regenerativni
medicini, Se vedno nepremostljive. Teh celic je izredno malo, njihova
izolacija je zahtevna, tezko je tudi gojenje v kulturi. Uspehe pri gojenju
embrionalnim podobnih matiénih celic odraslega navaja le ena
raziskovalna skupina (23). Vprasanje, katere mati¢ne celice bodo najbolj
uspesne za regenerativno medicino, ostaja neodgovorjeno. Ni Se jasno,
ali bodo to celice VSEL, celice iPS ali EMC ali pa bo na koncu prevladala
kak3na nova metodologija.
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Roimarinska kislina

Matej Sova

Povzetek: Rozmarinska kislina, ester kavne in 3,4-dihidroksifenilmlec¢ne kisline, je aktivna sestavina Stevilnih zdravilnih rastlin in zacimb. V prispevku
so predstavljeni njena biosinteza, kratek pregled glavnih bioloskih u¢inkov in potencialna terapevtska uporaba.

Kljuéne besede: roZmarinska kislina, biosinteza, antioksidant, protimikrobno delovanje, protivnetno delovanje

Abstract: Rosmarinic acid, an ester of caffeic acid and 3,4-dihydroxyphenyllactic acid, is an active component of several medicinal plants and spices.
This article presents the biosynthesis of rosmarinic acid and provides a brief description of its main biological activities and potential therapeutic

use.

Keywords: rosmarinic acid, biosynthesis, antioxidant, antimicrobial activity, anti-inflammatory activity

1 Uvod

Rozmarinska kislina je ester kavne in 3,4-dihidroksifenilmlecne kisline
(slika 1). Najdemo jo v Stevilnih rastlinah, predvsem v razli¢nih vrstah
druzin srhkolistovk (Boraginaceae) in ustnatnic (Lamiaceae). Predstavlja
eno izmed aktivnih sestavin zdravilnih rastlin, kot so Zajbelj (Salvia
officinalis), poprova meta (Mentha piperita), vrini timijan (Thymus
vulgaris), melisa (Melissa officinalis) in navadni gabez (Sympthium
officinale) (1). Zaradi njene polifenolne strukture jo uvr§¢amo med
¢Ereslovine oziroma tanine. ltalijanska kemika Scarpati in Oriente sta jo
leta 1958 prvi¢ izolirala iz navadnega rozmarina (Rosmarinus officinalis)
in jo po tej rastlini tudi poimenovala. Ima pomembno viogo v rastlinah,
saj predvidevajo, da nastopa kot obrambna molekula proti Stevilnim
patogenom in herbivorom (2).

Rozmarinska kislina vsebuje dva kateholna (1,2-dihidroksibenzenska)
obroca, kar prispeva k njeni polarnosti. Po intravenski aplikaciji izkazuje
zelo nizko toksi¢nost (pri misih je LD, 561 mg/kg) in se hitro odstrani iz
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krvnega obtoka (razpolovni ¢as je devet minut) (2). V literaturi so opisani
Stevilni bioloski u¢inki rozmarinske kisline (1, 2). Predvsem je poznana po
svojem antioksidativnem in protivnetnem delovanju, zato jo najdemo v
Stevilnih kozmeti¢nih pripravkih in prehranskih dopolnilih (1, 2).

(] (] (] []
2 Biosinteza in kemizem
V rastlinah se rozmarinska kislina sintetizira iz L-fenilalanina ali L-tirozina (slika
2) (1, 2). Identificirani so bili Stevilni derivati rozmarinske kisline, med katerimi
so najbolj poznane izorininska kislina, litosperminska kislina (konjugat
rozmarinske in kavne kisline) in litosperminska kislina B (slika 1) (2).

3 Bioloski véinki

Za rozmarinsko kislino so opisani Stevilni bioloSki ucinki, med katerimi
so glavni predvsem antioksidativno, protivnetno, antikarcenogeno,
antiangiogeno, protimikrobno, hepatoprotektivno, antidepresivno,
antinevrodegenerativno in antifibrozno delovanje (2-4).

OH

Slika 1: RoZmarinska kislina in njeni
derivati.

Figure 1: Rosmarinic acid and its
derivatives.
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3.1 Antioksidativno delovanje

Antioksidativne lastnosti rozmarina in zajblja so poznane ze kar nekaj
¢asa in jih pripisujejo predvsem trem glavnim sestavinam: karnozojski
kislini, karnozolu in roZmarinski kislini (5). Dokazano je, da roZmarinska
kislina deluje kot lovilec reaktivnih kisikovih zvrsti in je inhibitor lipidne
peroksidacije (3, 5). V in vitro Studijah je znacilno inhibirala tvorbo
superoksidnega radikala in peroksidov v celi¢ni kulturi ¢loveskih
levkemijskih celic HL-60 in se izkazala kot boljSi lovilec superoksidnega
radikala v primerjavi z askorbinsko kislino (6). Prepreci tudi oksidacijo
lipoproteinov nizke gostote (LDL) in kaze sinergisti¢no delovanje z
likopenom. Med testiranimi antioksidanti likopenom, vitaminom E,

Slika 2: Biosinteza roZmarinske kisline (2).

Figure 2: Biosynthesis of rosmarinic acid (2).

tokotrienolom, glabridinom, karnozolno kislino in éesnom je rozmarinska
kislina v najvecjem obsegu zavirala oksidacijo LDL, ki so jo inducirali s
pomocjo APPH (2,2’-azobis(2-amidino-propan)dihidroklorida) (7). Kot
ena izmed glavnih sestavin naj bi rozmarinska kislina prispevala k
antioksidativnemu delovanju zdravilnih rastlin, kot sta roZmarin in Zenikelj
(Sanicula europaea) (3), ki se uporabljajo v kozmeti¢ni industriji.

Antioksidativno delovanje rozmarinske kisline povezujejo z njeno
strukturo, v kateri je nujni strukturni fragment za delovanje katehol, ki tvori
intramolekulsko vodikovo vez med prostim vodikom hidroksilne skupine
in fenoksilnim radikalom, kar vpliva na vecjo stabilnost radikala (slika 3).
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Slika 3. Mehanizem anﬁoksidativnega delovanja roZmarinske kisline; LOO" je lipidni peroksilni radikal (8).

Figure 3. Antioxidant activity mechanism of rosmarinic acid; LOO" is the lipid peroxy! radical (8).

Dodatni vodik lahko tako prispeva k sposobnosti rozmarinske kisline, da
nadzira oksidacijo radikala. Prednost rozmarinske kisline je zato ravno v
prisotnosti Stirih fenolnih skupin, ki se kot donorji protonov vpletajo v
radikalske reakcije (8).

3.2 Protivnetno delovanje

Poleg antioksidativhega delovanja je rozmarinska kislina poznana tudi
po svojem protivnetnem delovanju. Osnova protivnetnega delovanja naj
bi bila zaviranje lipoksigenaz in ciklooksigenaz ter vmes$avanje v
spro$€anje histamina iz mastocitov (2, 9). Opisano je tudi, da
rozmarinska kislina zavira aktivacijo komplementa in vitro kot tudi in vivo,
aktivacijo pa zavira po obeh poteh, klasicni in alternativni (9-11). Eden
izmed mehanizmov za protivnetno delovanje rozmarinske kisline naj bi
bilo tudi zaviranje signalizacije, ki poteka preko receptorjev na T-celicah
(9). Poleg tega sta omenjena $e dva sploSna mehanizma za protivnetno
delovanje rozmarinske kisline: zaviranje sinteze adhezijskih molekul,
kemokinov in eikozanoidov ter zaviranje aktivacije vnetnih celic,
inducirane preko oksidativnega stresa (12).

3.3 Antikarcenogeno delovanje

Objavljene so bile Stevilne in vitro Studije, v katerih so dokazali
potencialno protirakavo delovanje rozmarinske kisline. Na razli¢nih
rakavih celi¢nih linijah je rozmarinska kislina kazala protitumorno,
apoptozno in antiproliferativno delovanje. Tako je na primer rozmarinska
kislina inducirala apoptozo pri dveh celi¢nih linijah humanega karcinoma
debelega ¢revesa HCT-15 in CO115; pri ¢loveskih levkemijskih celicah
U937 pa je zavirala preko TNF-a povzro¢eno tvorbo reaktivnih kisikovih
zvrsti in aktivacijo proteinskega kompleksa, ki nadzira transkripcijo DNK
(NfkappaB), ter ojacala preko TNF-a povzro€eno apoptozo (13).

Podobno so protitumorne ucinke rozmarinske kisline opazili tudi pri
Studijah na zivalskih modelih. Peroralna aplikacija rozmarinske kisline
(100 mg/kg telesne teze) pri hrckih, ki so jim inducirali karcenogenezo s
7,12-dimetilbenz[a]antracenom, je popolnoma preprecila tvorbo
tumorjev. Dokazali so, da rozmarinska kisline zavre karcenogenezo preko
spodbujanja aktivnosti detoksifikacijskih encimov ter izboljSa status
lipidne peroksidacije in antioksidantov (14). Podobne rezultate so dobili
pri ekstraktih iz rastlinske vrste Perilla frutescens, kjer antikancerogeno
delovanje rozmarinske kisline pripisujejo dvema mehanizmoma:
protivnetnemu delovanju (zaviranje sinteze adhezijskih molekul,
kemokinov in eikozanoidov) in antioksidativnemu delovanju, kot je na
primer zaviranje antioksidativne poskodbe DNK (15).
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3.4 Antiangiogeno delovanje

RoZmarinska kislina zavira Stevilne pomembne korake pri angiogenezi
(fizioloSkem procesu rasti novih krvnih zil iz ze obstojecih zil), vkljuéno s
proliferacijo, migracijo in adhezijo pri ¢loveskih umbilikalnih venskih
endotelijskih celicah (HUVEC). Prav tako tudi znizuje znotrajceli¢ne
koncentracije reaktivnih kisikovih zvrsti, od peroksida odvisno ekspresijo
zilnega endotelijskega rastnega dejavnika in spro$¢anje interlevkina 8 v
endotelijskih celicah. Na podlagi tega sklepajo, da je antiangiogeno
delovanje povezano z njenim antioksidativnim delovanjem (16).

3.5 Protimikrobno delovanje

Rozmarinska kislina izkazuje opazno protibakterijsko delovanje proti
bakterijam vrst Bacillus subtilis, Micrococcus luteus in Escherichia coli
(17). Protibakterijsko delovanje pa je znacilno tudi za Stevilne ekstrakte
rastlin, ki vsebujejo rozmarinsko kislino in eteri¢na olja. Metanolni
ekstrakti rozmarina, ki so vsebovali 30 % karnozojske kisline, 16 %
karnozola in 5 % rozmarinske kisline, so bili u€inkoviti proti Stevilnim po
Gramu pozitivnim bakterijam (minimalna inhibitorna koncentracija, MIC,
med 2 in 15 pg/mL), po Gramu negativnim bakterijam (MIC med 2 in
60 pg/mL) in kvasovkam (MIC 4 pg/mL). Vodni ekstrakti, ki so vsebovali
priblizno 15 % rozmarinske kisline, in prav tako Cista rozmarinska kislina
so imeli protibakterijsko delovanje proti Staphylococcus aureus (18).

Poleg protibakterijskega delovanja ima rozmarinska kislina tudi
protivirusno delovanje. Najbolj pogosto se omenja njen protivirusni
ucinek proti virusu Herpes simplex, ki ga izkori§€amo pri terapiji okuzb s
tem virusom v obliki ekstraktov melise, ki vsebujejo rozmarinsko kislino
(2). Omeniti je treba tudi protivirusno delovanje derivatov kavne kisline,
med katerimi je tudi rozmarinska kislina, proti virusu HIV (19).
Rozmarinska kislina izkazuje zaviralno delovanje na HIV-1 integrazo,
prav tako pa neposredno zavira reverzno transkriptazo in vpliva na
znacilne faze zgodnje naravne endogene reverzne transkripcije (20).

Opisano je tudi protiglivicno delovanje rozmarinske kisline, saj naj bi
zavirala rast glivice Candide albicans, ki je pri ¢loveku lahko priloznostni
patogen (21).

3.6 Ostali bioloski véinki

Zaradi antioksidativnega delovanja rozmarinske kisline $tevilni ekstrakti
rastlin izkazujejo hepatoprotektivno delovanje pri Studijah na podganah
in misih (22, 23). V literaturi je opisano tudi antidepresivno delovanje
rozmarinske kisline, vendar natanéen mehanizem delovanja Se ni
dokonéno poznan (24). Zaradi zaS¢ite ¢loveskih dopaminergicnih zivénih
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celic pred z vodikom peroksidom inducirano apoptozo ima rozmarinska
kislina tudi antinevrodegenerativni u¢inek in ima zato pomembno viogo
pri preprecevanju nevrodegenerativnih bolezni, kot so Alzheimerjeva
bolezen, parkinsonizem, Huntingtonova bolezen in bolezen motori¢nih
nevronov (25, 26). Zanimiv je tudi njen in vitro in in vivo antifibrozni
ucinek, ki so ga dokazali na kulturi jetrnih celic z inducirano fibrozo (4).

Rozmarinska kislina ima potencialno uporabo pri prepre¢evanju ali
zdravljenju bronhialne astme, pepti€ne razjede, vnetnih bolezni,
hepatotoksi¢nosti, ateroskleroze, ishemi¢ne bolezni srca, katarakte, raka
in slabe mobilnosti spermijev (27). Lahko bi jo uporabljali tudi kot
alternativo pri antiretrovirusni terapiji, vendar pa so za omenjeno uporabo
potrebne $e dodatne Studije (20). Na eksperimentalnem modelu je bilo
tudi dokazano, da rozmarinska kislina §¢iti pred sepso preko zaviranja
spros€anja  proinflamatornega faktorja in preko izboljSanja
hemodinamike (28). Ker je moc¢an antioksidant, se kaze njena
potencialna uporaba pri razli¢nih alergijskih protivnetnih boleznih pri
Cloveku. V kliniéni studiji so dokazali, da je rozmarinska kislina iz perile
(Perilla flutescens) uc€inkovita pri zdravljenju sezonskega alergijskega
rinokonjuktivitisa (8, 29).

4 Terapeviska uporaba in
uvporaba v kozmetologiji

Rozmarinska kislina je znana sestavina razli¢nih kozmeti¢nih pripravkov
in parfumov. Raztopljena v mandljevem olju se uporablja pri razli¢nih
masazah, kjer kaze pozitivne relaksacijske uc¢inke na misice in Zivce,
izboljSuje cirkulacijo v kozi in ima zato pozitivne ucinke pri zatekanju in
celulitu. Zaradi njene protimikrobne aktivnosti jo lahko uporabljamo pri
aknah in ostalih koznih infekcijah. Pogosto se uporablja tudi proti izgubi
las, saj izboljSuje cirkulacijo krvi in posledi¢no povecuje rast las. Za
rastlinske ekstrakte so dokazali zas¢itno vlogo las pred zunanjimi agensi
predvsem zaradi njenega antioksidativnega delovanja. Uporabljamo jo
lahko pri razliénih tezavah z lasmi oziroma lasis¢em, kot so zgodnja
plesavost in prhljaj, zato se pogosto uporablja kot ena izmed aktivnih
sestavin v Samponih in losjonih (30).

5 Sklep

RoZmarinska kislina se kot sestavina zagimb uporablja v vsakodnevni
prehrani. Cista spojina in razliéni rastlinski ekstrakti imajo Stevilne
dokazane bioloske ucinke, med katerimi se najbolj pogosto omenjajo
antioksidativno, protivnetno in protimikrobno delovanje. Dandanes se
rozmarinska kislina uporablja predvsem v kozmeti¢nih izdelkih in v obliki
rastlinskih ekstraktov za zdravljenje infekcij z virusom herpes. Zaradi
netoksi¢nosti, dobre peroralne absorpcije in zdravju koristnih u¢inkov
ima roZzmarinska kislina velik potencial za uporabo pri prepre¢evanju in
tudi zdravljenju Stevilnih bolezni.
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FDA odobrila uporabo
tofacitiniba za zdravljenje
revmatoidnega artritisa

FDA je 6. 11. 2012 izdala dovoljenje za promet z zdravilom Xeljanz®, ki
vsebuije tofacitinib. Zdravilo je namenjeno odraslim bolnikom s srednjim
do mocneje izrazenim revmatoidnim artritisom, pri katerem je odzivnost
na metotreksat majhna ali je sploh ni.

Revmatoidni artritis je avtoimuna bolezen s specifi¢nimi avtoprotitelesi.
Samo v Zdruzenih drzavah Amerike trpi za revmatoidnim artritisom 1,5
milijona bolnikov, v Evropi pa je bolnikov okoli 800.000. Tofacitinib je
zaviralec encimov iz skupine kinaz Januz. Ucinkovitost in varnost
tofacitiniba so ugotavljali v sedmih klini¢nih Studijah in ugotovili znatno
izboljSavo pri bolnikih, ki so jemali tofacitinib v primerjavi s placebom.
Glede varnosti opozarjajo predvsem na povec¢ano nevarnost okuzb, ki
vkljucujejo tudi oportunisticne mikroorganizme, vkljucujo¢ tuberkulozo.
Prav tako naj bi teoreti¢no obstajala vecja verjetnost za obolevnostjo za
nekaterimi oblikami raka, a v Studijah tega niso statisti¢no potrdili, kljub
temu pa FDA zahteva budno spremljanje Zeljenih ucinkov v
postmarketinskih Studijah. Najbolj izrazeni nezeljeni ucinki so bili
povecanje Stevila respiratornih okuzb, glavobol, diareja ter poveé¢ano
vnetje nosnega kanala in grla. Prav tako so zasledili nekoliko pove¢ane
vrednosti jetrnih encimoy, nivo LDL in celokupnega holesterola v krvi.

Vir: FDA Press Release, November 2012

Odobritev prvega zdravila za
zmanjSanje verjeinosti okuzbe s
HIV virusom

Kombinacijo u¢inkovin emtricitabin in tenofovir fumarata je pod imenom
Truvada® odobril Ameriski Urad za zdravila in hrano FDA, kot prvo
zdravilo, ki dokazano zmanjSa verjetnost okuzbe s HIV virusom pri
neokuzenih posameznikih, pri katerih je verjetnost okuzbe vecja zaradi
stika s HIV okuzenim bolnikom. Truvada® je torej profilaktiéno zdravilo,
predvsem za tiste, ki imajo partnerja, okuzenega s HIV virusom, a sami
niso okuzeni. Farmacevtska druzba Cilead Sciences posebej poudarja,
da je nujno prej testirati posameznika, saj je Truvada® namenjena le
tistim, ki dokazano nimajo prisotnih protiteles proti HIV virusu v krvi.

Pred tem je FDA isto zdravilo odobrilo v kombinaciji z ostalimi
protivirusnimi uéinkovinami za zdravljenje s HIV virusom okuzenih
odraslih in otrok, starejSih od 12 let. V okviru nove indikacije bodo
Truvado® profilakticno dnevno jemali uporabniki, ki bodo v stiku z

bolnikom, okuzenim s HIV virusom, a imetnik dovoljenja za promet
opozarja, da je nujno potrebno vklju€evati Se vse ostale metode varne
spolnosti in zasc¢ite pri stiku z okuzenimi bolniki, vkljuéno z rednim
testiranjem. V ZDA se vsako leto na novo okuzi 45.000 odraslih in
mladostnikov, kljub Siroko zastavljenim preventivnim akcijam.

Varnost in u¢inkovitost zdravila Truvada® je bila dokazana v dveh velikih,
randomiziranih, dvojno-slepih in s placebom nadzorovanih kliniénih
Studijah s skupno 2499 HIV negativnih prostovoljcev moskega spola, ki
so imeli spolne odnose s HIV pozitivnimi partnerji oziroma partnerji z
neznanim HIV statusom. Zdravilo Truvada® je zmanjsalo nove okuzbe s
HIV virusom za 42% primerjalno s placebom, kar kaze na dobro
ucinkovitost preskuSanega zdravila. V drugi klini¢ni Studiji je sodelovalo
4758 heteroseksualnih parov, pri katerih je bil en partner HIV pozitiven.
V $tudiji so primerjali u¢inkovitost zdravila Truvada® proti placebu in
dokazali kar 75% manjSo verjetnost okuzbe s HIV virusom pri parih, ki so
uporabljali zdravilo Truvada®, primerjalno s placebom.

Najpogostejsi nezeljeni ucinki, ki so jih opazili v Studijah, so bili: diareja,
navzeja, abdominalna bolecina, glavobol in izguba teze. Zelo malo je bilo
resnih nezeljenih zapletov, opazili so predvsem nefrotoksi¢nost in
neravnovesje v zorenju celic imunskega sistema.

Kot pogoj za pridobitev dovoljenja za promet je moralo podjetje Gilead
Sciences zbirati izolate tistih posameznikov, ki so se kljub jemanju
Truvada® okuzili in spremljati potencialen nastanek rezistence virusa HIV
na zdravilo. Prav tako so morali izijemno natanéno spremljati potek
nosecnosti in stanje plodu v primeru zanositev ob so¢asnem jemanju
zdravila Truvada®. Pri obeh opazovanih parametrin niso zasledili
nikakrsnih nepric¢akovanih rezultatov.

Vir: FDA Press Release, avgust 2012

Prvo cepivo proti
meningitisu B v EU

Evropska Agencija za zdravila EMA je preko Evropske Komisije (EC)
odobrila registracijo cepiva Bexsero® (Novartis) za preprecevanje
meningitisa B, ki je namenjeno odraslim in otrokom, starejSih od dveh
mesecev. Meningitis, ki ga povzro€a bakterija seroskupine B Neisseria
meningitides prizadene sicer lahko vse starostne skupine, a najbolj
predvsem dojencke in mlajSe otroke, saj kar 10% otrok, ki se okuZijo in
pri katerih je bakterija prizadela mozganske ovojnice, umre. Pri 20% otrok
z meningitisom pa so dozivljenjsko prizadete nekatere mozganske
funkcije, predvsem sluh.V EU je bolezen bistveno pogostejSa kot v ZDA,
zato je druzba Novartis zaprosila za dovoljenje za promet najprej
Evropsko zvezo, naértujejo pa vloZitev proSnje za registracijo cepiva na
FDA v letu 2013. NeZeljeni ucinki se kaZzejo predvsem kot blago
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poviSanje temperature, kar pa je obi¢ajno tudi pri drugih cepivih, saj gre
za pozitivno reakcijo organizma zaradi aktivacije imunskega sistemain s
tem nastanka specifi¢nih protiteles. V kliniéni Studiji, kjer so primerjali
nezeljene ucinke po ceplienju s cepivom Bexero® v primerjavi z drugimi
cepivi, so opazili sicer vecji odstotek tistih bolnikov, ki so imeli rahlo
povisano temperaturo, resnih nezeljenih u¢inkov pa niso opazili.

Vir: EMA Press Office, November 2012

Optimizem pri druibi NOVARTIS:
do leta 2017 vsaj 14 novih
zdravil

Na tiskovni konferenci v Bostonu je predstavnik druzbe Novartis sporo€il,
da pri¢akujejo vsaj 14 novih zdravil , ki bi lahko predstavljala trzne
uspesnice (ang. blockbuster) v naslednjih petih letih, predvsem na
podrocju raka, srénozilnih obolenj in respiratornih tezav. Tako bodo
nadomestili izpad dohodkov, ki jih povzrocajo izteki obstojecih patentov.
Nekateri analitiki farmacevtskega trziS¢a opozarjajo, da je napoved
mogoce preoptimisticna, saj eni od najnovejSih Novartisovih zdravil
Gilenya® in Lucentis® $e nista dosegla pri¢akovanih donosov, predvsem
pa se v borbi za trzis¢e bliza registracija konkurenénih zdravil za iste
indikacije druzb Biogen Idec in Regeneron, ki naj bi bili na razpolago v

letu 2013.

Novartis ima trenutno 139 projektov v klini¢nih preizku$anjih z ve¢ kot 70
novimi zdravilnimi u€inkovinami. Trenutno najbolj perspektivno je zdravilo
Serelaxin® za zdravljenje bolnikov z akutnim srénim dogodkom.
Serelaxin® je rekombinantni vazoaktivni peptid relaksin-2.V reviji Lancet
so leta 2012 objavili obsezno klini¢no studijo, ki kaze na visoko stopnjo
prezivetja po nenadnem srénem dogodku ob uporabi rekombinantnega
relaksina-2. Druga potencialno uspesna uc¢inkovina ima eksperimentalno
ime LCZ686. Njeno registracijo priakujejo v drugi polovici leta 2014.
Najvec pa si obetajo od onkoloskih zdravil, saj pri¢akujejo, da se bodo
bolniki po izteku patentnih pravic zdravila Glivec® preusmerili na novo
zdravilo Tasigna®, ki je indicirana za zdravljenje kroniéne mieloidne
levkemije.

Vir: PharmaNews, november 2012

Apremilast véinkovit pri
psoriatiénem artritisu

Psoriatini artritis je s kozno luskavico povezana kroni¢na, serolosko
negativna (kar pomeni, da v krvi bolnikov ni revmatoidnih dejavnikov)
vnetna sklepna bolezen. Ta lahko poteka kot simetricno vnetje malih
sklepov rok in stopal, ki je podobno revmatoidnemu artritisu, ali kot
nesimetri¢no vnetje posameznih vecjih sklepov, kar je bolj pogosto. Prav
tako so za psoriati¢ni artritis znacilne obarvane pikéaste vdolbinice na
nohtih. Nekako 20 % vseh, ki zbolijo za luskavico, kazejo manijSe ali bolj
izrazene znake psoriatiCnega artritisa. Za lajSanje tezav in zmanjSevanje
napredovanja bolezni je druzba Celgene razvila u¢inkovino apremilast.
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V tretji fazi kliniéne raziskave z imenom PALACE-1 se je apremilast
izkazal kot dobra potencialna uc¢inkovina za lajSanje znakov in simptomov
pri psoriatiénem artritisu, predvsem pri bolnikih, ki se slabo odzovejo na
Ze uveljavljene antirevmatike oziroma bioloska zdravila. Apremilast je
talidomidni analog, ki deluje kot zaviralec PDE4 in ga uvr§¢amo v
skupino ostalih znanih zaviralcev fosfodieteraze tipa 4. Na ta nacin se
zniza nivo provnetnih citokinov in poveca nivo protivnetnih citokinov.

Prav tako so vspodbudni preliminarni rezultati dveh vzporednih Studij
PALACE 2 in PALACE 3, ki bodo objavljeni do konca leta 2012. Na osnovi
pozitivnih rezultatov, ki kazejo na to, da bo apremilast varno peroralno
zdravilo za lajSanje znakov psoriaticnega artritisa, bo druzba Celgene
vlozila dokumentacijo za pridobitev dovoljenja za promet na FDA v prvi
polovici 2013.

V Studiji je 504 bolnikov z srednjim do zelo izrazenim psoriati€nim
artritisom prejemalo 30 mg apremilasta dvakrat dnevno, oziroma
placebo. Predvsem pri bolnikih, ki prej niso prejemali bioloSka zdravila,
so opazili izrazit u€inek izboljSanja v primerjavi s placebom. Nezeljeni
ucinki so bili v povprecju za 2 odstotka bolj izrazeni v skupini, ki so jih
zdravili z apremilastom, kot v placebo skupini, kar uvr§¢a apremilast med
ucinkovine z izraZzeno zahtevano varnostjo.

Vir: Medscape Today, 16. Nov. 2012
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60. obletnica Dolenjske
podruznice SFD

Marjan Balkovec, mag. farm., spec.

Dolenjska podruznica SFD je 11. oktobra 2012 v dvorani Krka v Novem
mestu slovesno praznovala 60 let svojega delovanja. Ze od ustanovitve
12. maja 1952 je imelo drustvo nalogo povezovati farmacevtske delavce
in jim pomagati pri njihovem strokovnem izobrazevanju. Najbolj aktivni
Clani drustva so leta 1954 dali pobudo za ustanovitev Farmacevtskega
laboratorija Krka, ki je do danes prerasel v deseto najvecje genericno
podjetje na svetu, peto v Evropi. Drustvo je 16 let vodila mag. Marta
Slapar, ki je bila najpomembnej$a pomoc¢nica mag. Andrijani¢a pri
zaCetnem razvoju Krke. Kasneje so se v vodstvu podruznice izmenjavali
farmaceuvti iz lekarn in Krke. V zadnjem desetletju pa podruznico vodijo
lekarnigki farmacevti. Clani drustva so pomembno prispevali k razvoju
slovenske in jugoslovanske farmacije. Danes imamo na Dolenjskem
razvito mrezo javnih lekarn in svetovno priznano generi¢no farmacevtsko
podjetje Krka, tovarna zdravil,d.d., Novo mesto. Da je Krka postala ponos
Dolenjske in Slovenije, je poleg predanih zaposlenih v veliki meri
prispevalo njeno vodstvo, ki je imelo ze od samih zacetkov pravo vizijo
razvoja in rasti.

Organizatorji in gostje praznovanja 60-letnice Dolenjske podruZnice

Ker znanja ni nikoli dovolj, nas poklic zahteva stalno izobrazevanje.
Dolenjska podruznica po svojih najboljSih moceh prispeva k strokovnemu
napredku njenih ¢lanov. V zadnjih sedmih letih, odkar vodimo
racunalniSke evidence, smo imeli natanéno 60 strokovnih predavan;j, ki
se jih je udelezilo 3682 ¢lanov. Zato je bilo tudi ob jubileju organizirano
predavanje o aktualni problematiki Procesi staranja — kako jih zavreti.
Vodja Kliniénega oddelka za endokrinologijo, diabetes in presnovne
bolezni v KC Ljubljana prof. Marija Pfeifer je predstavila najnovejsa
odkritja na podro¢ju zaviranja procesov staranja in poudarila, da zivimo
v Casu hudega pomanijkanja vitamina D. Glavni vzrok je naras¢anje
indeksa telesne mase. Ko indeks preseze vrednost Cezmerne
prehranjenosti, se zaéne vrednost vitamina D nizati, saj mas¢obno tkivo
absorbira ve¢ vitamina D in ne pride do krvi in celic, ki ga potrebujejo.
Najpomembnej$a stvar v boju proti staranju je redna telesna aktivnost,
pomaga zdrav Zivljenjski slog. Zmanjsati je treba stres, potrebujemo
dovolj spanja, zdravo prehrano. Ob¢asno moramo obgutiti lakoto, da se
telo precisti.

Predstavnik pokrovitelja sre¢anja in generalni direktor ter predsednik
uprave Krke d.d. Joze Colari¢ je v svojem nagovoru poudaril pomen
farmacevtov v podjetju. Dejal je, da se v druzbi zavedajo, kako
pomembno je, da ves ¢as razvijajo nove izdelke, saj kar 54% prihodkov
ustvarijo z izdelki, ki so na trgu manj kot pet let. Direktor Colaric, ki je tudi
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UdeleZenci so z zanimanjem spremijali program na odru

Castni ¢lan SFD, je napovedal nadaljnjo plodno sodelovanje Krke s SFD
in Dolenjsko podruznico.

Dolenjska je »zibelka in trdnjava slovenske farmacije«, je poudaril
predsednik SFD dr. Gasper Marc. A ne le to, nikjer drugje ni farmacija
tako vpeta v okolje in nikjer ne uziva tako velikega ugleda, kar je zasluga
tudi dela Dolenjske podruznice.

Predsednica Dolenjske podruznice v letih 1999 — 2005 in sedanja
direktorica Dolenjskih lekarn magistra Zofija Vitkovi¢ je v svojem
nagovoru izpostavila pomen lekarniSkega poklica. Izrazila je spoStovanje
do vseh, ki so razvijali farmacevtsko stroko na Dolenjskem in znali
prepoznati njene razvojne moznosti, ki se danes odrazajo v razviti
lekarniski mrezi in Krki, tovarni zdravil. Kakovostna zdravila, ki so danes
na voljo, niso zadostno jamstvo, da z njimi doseZzemo tudi pri¢akovani
uspeh zdravljenja. Opozorila je, da se premalo zavedamo, da je od
trenutka ko bolnik odnese zdravilo iz lekarne, uspeh zdravljenja v rokah
bolnika samega. Le bolnik, ki bo imel dovolj informacij o svojem zdravilu,
bo dober sodelavec v procesu zdravljenja. Zato je pri zdravljenja z zdravili
kljuéna vloga lekarniskega farmacevta kot svetovalca, ki s svojim
znanjem o zdravilih prispeva k varni in pravilni uporabi zdravil.

Skrb za zdravje je v zavesti posameznika ena od najvisjih vrednot, ki se
z razvojem znanosti in tehnologije e povecuje, zato lahko pri¢akujemo,
da bodo tudi potrebe po lekarniskih storitvah v bodoce vse vecje.
Magistra Vitkovi¢ je opozorila na pomen strokovne neodvisnosti
farmacevta, ki temelji na znanju, na povezovaniju z ostalimi zdravstvenimi
poklici in usmerjenosti k bolniku.

Predsednik Dolenjske podruznice SFD od leta 2005 naprej, Marjan
Balkovec, je predstavil delovanje podruznice. Ta je po Stevilu ¢lanov tretja
podruznica v Sloveniji s trenutno 440 ¢lani. Poleg rednih zelo dobro
obiskanih predavanj vsako leto organizirajo tudi strokovne ekskurzije,
kjer obis¢ejo farmacevtske tovarne, lekarne in botani¢ne vrtove, tudi
parfumerijo v Grassu. Med drugim so si ogledali tovarno zdravil
Hemofarm v Srbiji, nepozabni Krakov s slanim rudnikom Wielicka. V
spominu za vedno ostane obisk botani¢nih vrtov in stare lekarne v
Rosenheimu na Bavarskem, ogled Salzburga in prelepega
Salzkammerguta z mestom Hallstadt v Avstriji...

V zadnijih petih letih so organizirali v mesecu juniju botani¢no — etnoloske
ekskurzije pod vodstvom mag. Kukmana po Dolenjski in Beli krajini. Zelo
radi se udelezujejo Sportno — kulturnih in druzabnih prireditev, ki jih
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organizira SFD. Dolenjska podruznica je bila v letih 2006 in 2007
organizator Martinovanja, ki so se ju mnozi¢no udelezili ¢lani SFD iz vse
Slovenije.

V preteklem desetletju je osem ¢lanov prejelo drustvena priznanja -
Minafikovo odli¢je oz. priznanje za delo v farmacevtski stroki,
farmacevtskem drustvu ali za druge zasluge in prispevke pri razvoju
farmacije.

Kljub vsesplo$ni krizi bo Dolenjska podruznica tudi v bodoc¢e nadaljevala
delo po preizkuseni poti in iskala nove izzive.

Praznovanje 60-letnice je obogatil kulturni program, za katerega so
poskrbeli plesalci Plesnega kluba Novo mesto.

6. simpozij Homeopaiske
sekcije SFD: Homeopatija
v slovenskih lekarnah

dr. Marusa Hribar, mag. farm., Tanja Segula, mag. farm.

Homeopatska sekcija pri Slovenskem farmaceviskem drustvu je v
soboto, 6. oktobra organizirala Ze tradicionalni 6. simpozij z naslovom
Homeopatija v slovenskih lekarnah. Simpozij je potekal v prostorih
Kemofarmacije v Ljubljani. Izbrana tema Homeopatija v slovenskih
lekarnah je privabila 80 slusateljev magistrov farmacije iz cele Slovenije,
z Ze obstoje¢im znanjem iz homeopatije (od skupno 400). To dokazuje,
da lekarniSki farmacevti kritiéno sprejemamo razvoj medicinskih
znanosti, sledimo evropskim in svetovnim trendom v zdruzevanju
klasi¢ne in komplementarne medicine ter se neprestano strokovno
izobrazujemo.

Namen sre¢anja je bil poglobitev homeopatskega znanja in seznanitev
z novostmi. V prvem delu je predavateljica Tanja Segula, mag. farm.,
predstavila Homeopatsko lekarno za samozdravljenje. Podan je bil
pregled 56 osnovnih homeopatskih zdravil, homeopatska potovalna
lekarna ter pregled tezav in zdravljenja. Dopoldanski del simpozija je
predavateljica strnila z delavnico izbranih primerov terapije iz lekarniske
prakse.

V popoldanskem delu je predavateljica dr. Marusa Hribar, mag. farm.,
predstavila temo z naslovom Psihiéne tezave in homeopatija.
Predstavljen je bil sindroma izgorelosti in hiperaktivnih otrok. Predavanje
je navedlo primere homeopatskega zdravljenja psihi¢nih tezav in njihovo
razresitev. Obravnavani so bili tudi primeri iz prakse.

Kemofarmacija je omogocila izdajo priro¢nika Homeopatska lekarna
za samozdravljenje, Pregled osnovnih homeopatskih zdravil, avtorice
Tanje Segula, ki so ga prejeli udelezenci simpozija. Priroénik so skupaj z
novembrsko Stevilko FARMAInfo prejele tudi vse lekarne.

Nase znanje raste samo, ¢e sprasujemo in delimo znanje z drugimi.
Bistvo v zdravljenju bolnikov je samo zdravje in dobrobit bolnika. O¢itno
pa obstaja veé razli¢nih poti, kako to doseci. Ena izmed njih je tudi
homeopatija. To vesc€ino, kakor vse ostale, je potrebno stalno
izpopolnjevati, za kar je bil simpozij ¢udovita priloZnost.

Iskrena hvala vsem udelezencem simpozija za podporo integracije
homeopatije v slovenski zdravstveni sistem, katerega del so tudi lekarne.
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Danica Fux llc, mag. farm.

V toplem zacetku septembra
2012 smo se na Zalah zbrali
na mestu, ki ga je arhitekt —
umetnik namenil
osredoto¢enju na spomine in
bolec¢ino slovesa: najgloblji
spomin hrani druzina, ki ji je
Danica bila varuh doma in
ognjis¢a — odtod tudi njihova
najve¢ja bole¢ina. Nam
vsem je na tem mestu dano
sporoCilo Casa: da vzame
ostrino bolecini in izbistri
spomine.

Razlicne dele zivljenjske poti
si posamezniki delimo z
Danico.

Iz kraja otroStva in varnosti druzine Fux v rojstni Metliki jo je Solanje v
zgodnijih petdesetih letih privedlo na gimnazijo Poljane.

Tukaj smo soSolci in soSolke spoznali njen prijetni znacaj, a tudi éut za
pravi¢nost in odlo¢nost: epizoda takega spomina je njeno posredovanje
pri ravnatelju gimnazije, ko so nekateri z ocenami nezadovoljni dijaki
profesorico ruscine obtozili »protidrzavnega agitiranja« - za tiste ¢ase kar
resno in nevarno ovadbo. Prav Danicina zavzetost in pogumnost je
razkrila in preprecila laznivo krivico.

Po maturi se je poljanski »osmi a« razSel po svojih Zivljenjskih poteh;
Danica je vedela kaj zeli: Farmacijo.

Ni ¢akala na tedaj obljubljeni popolni Studij farmacije na PMF v Ljubljani,
temve¢ se je takoj vpisala na Fakulteto za farmacijo na Vseuciliséu v
Zagrebu.

Diplomirala je 1960 leta med prvimi v letniku. Ze naslednje leto se je po
kratki lekarniski praksi, kot diplomirana farmacevtka zaposlila v
veletrgovini z zdravili Kemofarmaciji (veletrgovina je bila ustanovljena
1947 kot povsem centralno vodena uprava za razdeljevanje zdravil in je z
leti pridobivala samostojnost in postala takrat najvecja in
najpomembnej$a ustanova primarne distribucije zdravil).

Danici so zaupali odgovorno delo vodenja prometa z narkotiki in strupi.
Kot vestna in sposobna farmacevtka je v Kemofarmaciji opravljala vedno

zahtevnejSe posle in svoje delovanje v Kemofarmaciji sklenila na mestu
vodje prodajne sluzbe.

Leta 1974 je presla v novo ustanovljeno podjetje Bayer Pharma, ki je bilo
takrat nekaj posebnega: bilo je ustanovljeno 1972 leta s solastniskimi
delezi mati¢ne firme Bayer iz Leverkusna in ljubljanskega Leka; namen je
bil razsiriti ponudbo zdravil firme Bayer v takratni Jugoslaviji in izven nje.
Danica je prevzela vodenje farmakoinformacijske sluzbe, ki je bila zanjo
in njene sposobnosti pravi izziv.

Kljub zahtevni sluzbi je Danica Ze od leta 1962 zavzeto sodelovala pri
delu v Slovenskem farmacevtskem drustvu. Prisotna je bila pri strokovnih
aktivnostih drustva: simpozijih ob letnih skup$¢inah SFD in pri organizaciji
Jugoslovanskih sestankov o sodobni farmakoterapiji, zacetih na pobudo
SFD. Pri tem je pomagala tudi s pridobivanjem sponzorskih sredstev. S
sodelavci v drustvu je posebno spretnost izkazala v tezavnih letih med
1989 in 1991, ko je bila predsednica SFD.

V utemeljitvi ob dodelitvi Minafikovega priznanja 1991 so navedene
njene zasluge pri zagotavljanju poslovnih prostorov SFD, pri
ustanavljanju Lekarniske zbornice — vse v okviru velikih politiénih in
druzbenih sprememb. Slovensko farmacevtsko drustvo se je takrat
zavzemalo za vrnitev tradicionalnega strokovnega naslova magister
farmacije in enakopravnejsi polozaj farmacije v zdravstvenem sistemu.

V tistem tezkem obdobju je Danico posebej veselilo, da ji je ob
vsestranski podpori sodelavk v tajnistvu drustva in drugih kolegov uspelo
pripraviti proslavo stiridesete obletnice SFD.

Tudi po upokoijitvi je Danica ostala zvesta farmacevtskemu delu. Poleg
pomoci naras¢ajocim druzinam svojih héera in sodelovanju pri
administraciji soprogovega stomatoloSkega dela, je naSla Cas za
karitativno delo: med vojno na Hrvaskem in v Bosni je sodelovala pri
ocenjevanju in razvr§€anju podarjenih zdravil in medicinskih
pripomockov. S farmacevtskim delom je pro bono publico pomagala
ambulanti za zdravstveno nezavarovane osebe v Mostah.

Sosolke in soSolci 8 a razreda 53/54 gimnazije Poljane imamo Danico
pred oémi kot sopotnico na vsakoletnih ponovitvah sedaj ze davnega
maturitetnega izleta. Ve poti smo skupaj opravili na njeno pobudo.

Ali je bilo naklju¢je, da smo pomlad 2012 na njen predlog dozivijali in
skupaj z njo popotovali po Beli Krajini in spremljali njeno neposredno
besedo o kraju njene mladosti ter se v muzeju v Metliki ustavili pred
postavitvijo stare lekarniSke oficine?

Lep spomin!

V imenu soSolcev in farmacevtskih kolegov Ale$ Krbavcic¢
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Ivan Gornik, mag. farm.

Poslovil se je gospod Ivan Gornik. Rojen v Mislinji 30.11.1930. leta, je
koné&al osnovno $olo v Nazarjah in gimnazijo v Pancevu. V ¢asu Studija
na farmacevtski fakulteti v Beogradu je bil aktivni ¢lan jugoslovanske
rokometne reprezentance, ki je 1955leta na svetovnem prvenstvu
dosegla peto mesto.

Po kon€anem Studiju 1962. leta se je zaposlil v Centralni lekarni v
Pancevu, 1. maja 1964 pa je postal upravnik Lekarne v Slovenj Gradcu,
kamor je takrat spadala tudi lekarna Dravograd.

Pod njegovim vodstvom so postavili v Slovenj Gradcu tudi galenski in
analitski laboratorij, v Mislinji pa so opremili novo lekarno. Bil je aktiven
¢lan KoroSkega zdravstvenega sveta, lzvrSnega odbora
farmacevtskega drustva Slovenije ter Zdruzenja lekarn Slovenije.

Leta 1977 je tovarna Lek ustanovila svoj prvi obrat na Prevaljah in lvan
Gornik je prevzel njegovo vodenje. Pakiranju zdravil se je Cez leta
pridruzil program izdelave umetnih zob in izdelkov za zobozdravstvo.
Leta 1979 je Ivan Gornik postal direktor TOZD Dren, kakor so se takrat
imenovali obrati Leka na Prevaljah. V 90. letih so na Prevaljah zgradili
nov obrat za proizvodnjo in opremljanje ampicilinskih in amoksicilinskih
zdravil. Stevilo zaposlenih je naraslo ez 200.

lvan Gornik se je upokojil leta 1992, a je ostal aktiven Se naprej; tako je
bil izvoljen 1996. leta v svet obcine Slovenj Gradec.

Aktivno je deloval tudi v Slovenskem farmacevtskem drustvu. Bil je ¢lan
upravnega odbora SFD v mandatu 1974 - 1975, en mandat je tudi vodil
Sekcijo seniorjev. Za svoje delo na strokovnem in organizacijskem
podrodju je leta 2000 prejel Minafikovo priznanije.

lvana Gornika so cenili sodelavci ,ker je bil strokovnjak in osebnost,
strog, ko je bilo treba, sicer pa prijazen in pripravljen pomagati, cenjen
med sodelavci in kolegi. Pogresali ga bomo.

Mag. Marija LeSnjak, mag. farm.

Razpis za podelitev drustvenih priznanj za leto 2013

Odbor za podeljevanje drustvenih priznanj objavlja razpis za podelitev drustvenih priznanj v letu 2013.
PodruZznice in sekcije prijavijo kandidate skladno z dolocili Pravilnika o podeljevanju drustvenih priznanj najkasneje

do 31. januarja 2013.

Za utemeljitev uspesnosti kandidata mora predlagatelj navesti pozitivne spremembe v delovnem okolju,
ki so posledica kandidatovih aktivnosti. Iz 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 farmacevtskega
drustva najkasneje do 31. januarja 2013. Elekironsko oddane prijave, posredovane po elektronski posti, morajo
biti popolnoma enake kot pisne, poslane z navadno posto.
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Spostovani bralci, avtorji in recenzentil

V imenu urednistva Farmacevtskega vestnika
se vam Zelim tudi ob Koncu leta 2012 zafwaliti za sodelovanje.
YV prihajajocem letu pa vam Zelimo veliko zdravja ter osebnih uspehov.
YV upanju, da bomo Se tako dobro sodelovali
in nas/va$ FarmacevtsKi vestnik se izboljsali.

Z lepimi Zeljami,
Petra Slanc MoZe — glavna urednica

Recenzenti:

prof. dr. Ales Krbav¢i¢, mag. farm. e dr. Ales Berlec, mag. farm. e izr. prof. dr. AleS Obreza, mag. farm.
dr. Andrijana Tivadar, mag. farm. « doc. dr. Bojan Doljak, mag. farm. e prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.
doc. dr. Bratkovi¢ Tomaz, mag. farm. ¢ doc. dr. Damjan Janes, mag. farm. e prof. dr. Danijel Kikelj, mag. farm.
izr. prof. dr. Iztok Grabnar, mag. farm. e izr. prof. dr. Janja Marc, mag. farm. ¢ doc. dr. Marko Anderluh, mag. farm.
doc. dr. Matjaz Jeras, mag. farm. ¢ prof. dr. Mirjana Gasperlin, mag. farm. * doc. dr. Mojca Lunder, mag. farm.

doc. dr. Rok Orel, dr. med ¢ prof. dr. Samo Kreft, mag. farm. » doc. dr. Simon Zakelj, mag. farm.
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Letno kazalo

Farmaceviski vesinik

Letnik 63, 2012 = Letno kazalo

Pregledni in izvirni znanstveni clanki

Usklajevanje zdravljenja z zdravili v Lekarnah

Maribor (Pavgar H 137
Patofizioloski vidiki bolecine (Toni J) 5 Maribor (Pavsar H) 8
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. ; ; B - obc¢anov (Bonc¢ina K) 140
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o . L ) o (Rejc B, Osredkar J, GerSak K) 153
Sheme zdravljenja pri kroni¢ni bolecini in glavni mehanizmi T . . .
interakcij z analgetiki (Premus Marugié A) 21 Spremljanje nezelenih uéinkov zdravil
) . . . . (Schmidt J, Smid A, Mlinari¢-Ras¢an A) 162
Prilagajanje odmerjanja analgetikov glede na ledvi¢no
in jetrno funkcijo (Petre M) 28 Pregled pomembnejSih inhibitorjev 5a-reduktaz
NeZeleni uginki analgetikov, ekvianalgetiéni odmerki tipa 1in 2 (Beranic N, Lanisnik Rizner T, Gobec S) 168
in prilagajanje terapije (Jost M) 33  Bioloski ucinki derivatov cimetne kisline (Sova M) 178
Ali depresija boli? (Strbad E) 38  Epidemiologija in smemnice zdravljenja kroniénih
Zdravljenje bole€ine pri revmatoidnem artritisu (Kolari¢ B) 40  bolezni (Petek Ster M) 205
Zdravljenje bole¢ine paliativnega bolnika (Sonc M) 44 Od kontroliranih klini¢nih raziskav do na dokazih
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