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Tokratna Stevilka Farmacevtskega vestnika je, kar zadeva ¢lankov, bo-
gata in raznolika. Ponuja osem prispevkov, med njimi pa kar dva izvirna
znanstvena ¢lanka. Prvi je povezan s stroskovno ucinkovitostjo uporabe
23-valentnega polisaharidnega pnevmokoknega cepiva pri odraslih, kar
je z vidika vedje dostopnosti in zasdite starejSe populaciie iziemno po-
membna tema. Drugi izvirni znanstveni lanek je tudi zelo aktualen:
kako s poznavanjem prehranskih vrednosti zivil uravnoteziti naso pre-
hrano? Se posebej smo veseli, da je prva avtorica &lanka dolgoletna
sekretarka SFD, ki svoje veliko znanje tudi sedaj dobrohotno deli med
¢lane drustva. Magistra Dolinar tako dokazuje, da smo lahko vsi ¢lani
drustva, ne glede na to, kateri sekciji pripadamo, zelo aktivni in pred-
stavljamo mocéno podporo farmacevtski znanosti in stroki v Sloveniji.
Drage kolegice in kolegi, naj bo to spodbuda za vse, kiimate ideje, zna-
nje in izkusnje, da jih boste delili s SirSo strokovno javnostjo. Z veseljem
namre¢ sporo¢am, da dobivamo pohvale glede vsebine Farmacevt-
skega vestnika tudi s strani zdravnikov in drugega medicinskega osebja,
biologov, biokemikov, biotehnologov in SirSe javnosti.

V preglednih ¢lankih so nato najprej opisani kemijski motilci endokrinega
sistema, ki nakazujejo na negativen vpliv na nas genski zapis. Kolega
Klinc in prof. Sollner Dolenc opisujeta nekliniéno preverjanje varnosti
pediatricnih zdravil, kolegici Rede in prof. Bogataj pomen prebavnih
lipaz za aplikacijo zdravil, skupina prof. Kosa pa pomen cisteinskih pep-
tidaz pri nevrodegenerativnih boleznih. Novosti na podrocju zdravijenja
kroni¢ne limfocitne levkemije predstavljajo taréni zaviralci Brutonove ti-
rozin kinaze, v zadnjem ¢lanku pa kolegica Groti Antoni¢ opisuje vpliv
okuzbe s SARS-CoV-2 na reproduktivno zdravje moskih.

Sele ob prebiranju novosti na podrodju sodobnih terapevtskinh pristopov
zacenjamo spoznavati Sirino enormnega razvoja farmacije, medicine in
zdravstva. S podrocja relativno nespecifi¢nih ucinkovin prehajamo v tar-
¢ne sintezne, bioloske in genske ucinkovine. Poc¢asi prihajamo do tega,
da bomo za vecino bolezenskih stanj nasli primerno zdravilo ali nefar-
makoloski nacin zdravljenja. Bistveno vprasanje pa ostaja: kateri sistem
bo omogodil pladilo zdravijenja, ne da bi bistveno posegel po osnovni
pravici bolnikov, ki se glasi: vsi moramo imeti enak dostop do zdravil in
zdravljenja! Ali nam bo to uspelo, je v veliki meri odvisno od uspesne
racionalizacije in prestrukturiranja zdravstva. Vlade se menjajo, sistem
ureditve zdravstva v Sloveniji pa ostaja nedodelan.

V imenu uredniskega odbora Farmacevtskega vestnika vam vsem zelim

obilo zdravja, z branjem Farmacevtskega vestnika pa boste svoje zna-

nje o zdravilih Se bolj izpopolnili. Zakorakajmo v leto 2023 vedro in op-
timistic¢no!

Odgovorni urednik

Prof. dr. Borut Strukelj, mag farm.
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POVZETEK

Ovrednotili smo stroSkovno ucinkovitost ceplienja
odraslih s 28-valentnim polisaharidnim
pnevmokoknim cepivom (PPV23) v Sloveniji. Na
podlagi klini¢nih izsledkov smo uporabili Markovski
model, v katerem smo upostevali lokalne epidemi-
oloske podatke, stroske cepiva ter stroSke zdrav-
lienja invazivnih in neinvazivnih pnevmokoknih
bolezni. Oceno stroskovne ucinkovitosti smo
napravili za strategijo ceplienja s PPV23 v primerjavi
s strategijo brez ceplienja. Upostevali smo scenarija
ceplienja kroni¢nih bolnikov, starejSih od 26 let, ter
ceplienja vseh odraslih, starejsih od 65 let, brez kro-
ni¢nih bolezni. Spremljali smo kohorto 646.070
posameznikov skozi celo Zivlienjsko obdobje in upo-
Stevali, da se bo cepilo 10 % kohorte. Raziskava je
pokazala, da je razmerje prirastka stroSkov glede
na prirastek ucinkovitosti (ICER) PPV23 v primerjavi
s strategijo brez ceplienja znaSalo 8751 € na leto
zdravstveno kakovostnega zivlienja (QALY), kar je
pod pragom mejnega ICER v Republiki Sloveniji
(25.000 €/QALY). V podskupini kronicnih bolnikov,
starejSih od 26 let, je ICER znaSal 12.946 €/QALY,
v podskupini odraslih, starejSih od 65 let, brez kro-
nic¢nih bolezni, pa 1632 €/QALY. Obcutljivostna
analiza je potrdila izsledke raziskave. Rezultati nasSe
raziskave kazejo, da ceplienje odraslih s PPV23 v
Sloveniji predstavija stroSkovno ucinkovito strategijo

prepreCevanja  invazivnih  in neinvazivnih
pnevmokoknih bolezni.
KLJUCNE BESEDE:
farmakoekonomika, pnevmokokne  bolezni,

pnevmokokno cepivo, stroSkovna ucinkovitost

ABSTRACT

We evaluated the cost-effectiveness of vaccinating
adults with a 23-valent polysaccharide pneumococ-
cal vaccine (PPV23) in Slovenia. Based on clinical
findings, we used the Markov model in which we
considered local epidemiological data, costs of the
vaccine and costs of treating invasive and non-in-
vasive pneumococcal diseases. The cost-effective-
ness assessment was made for the PPV23 vacci-
nation strategy compared to the no-vaccination
strategy. We considered the vaccination scenarios
of chronic patients over 26 years of age and the
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STROSKOVNA UCINKOVITOST UPORABE 23-VALENTNEGA POLISAHARIDNEGA PNEVMOKOKNEGA CEPIVA PRI ODRASLIH V SLOVENIJI

vaccination of all adults over 65 years of age without
chronic diseases. We followed a cohort of 646,070
individuals throughout their lives and considered
10% vaccination coverage within the cohort. The
research showed that when comparing PPV23 to
the no-vaccination strategy, the incremental cost-
effectiveness ratio (ICER) was €8,751 per quality-
adjusted life year (QALY), which is below the willing-
ness-to-pay threshold in Slovenia (€25,000/QALY).
In the subgroup of chronic patients older than 26
years, ICER was €12,946/QALY, and in the group
of adults older than 65 years, it was €1,632/QALY.
Sensitivity analysis confirmed the results of the studly.
The results of our research show that vaccination of
adults with PPV23 in Slovenia represents a cost-ef-
fective strategy for the prevention of invasive and
non-invasive pneumococcal diseases.

KEY WORDS:
cost-effectiveness, pharmacoeconomics, pneumo-
coccal diseases, pneumococcal vaccine

UvoD

Okuzba s pnevmokokom Streptococcus pneumoniae
lahko povzrodi resne bolezni, vklju€no s sepso, meningiti-
som in pliucnico z bakteriemijo (invazivno) ali brez bak-
teriemije (neinvazivno) (1). V zadnjih petih letih je v Sloveniji
letna incidenca invazivnih pnevmokoknih okuzb znaSala
med 13,3 do 16,1 na 100.000 prebivalcev (2). V letu 2018
je bila obolevnost najvedja pri mlajsih od 5 let (prijavna
letna incidencna stopnja invazivnih pnevmokoknih okuzb:
38,8/100.000) in starejSih od 65 let (prijavna letna inci-
dencna stopnja invazivnih pnevmokoknih okuzb:
34,4/100.000) (2), medtem ko je plju¢nica Se vedno
pomemben vzrok smrti (3). Dobro je znano, da
pnevmokokna cepiva ucinkovito prepreCujejo invazivne in
neinvazivne pnevmokokne bolezni in z njimi povezano smrt-
nost in obolevnost (4).

V' Sloveniji izvajamo ceplienje proti pnevmokoknim
okuzbam v primeru zdravstvenih indikacij od leta 1995.
Sprva je bilo na voljo le polisaharidno cepivo, kasneje pa
tudi konjugirana cepiva (7-valentno, 10-valentno in 13-va-
lentno). Z letom 2015 se je zacelo redno ceplienje proti
pnevmokoknim okuzbam s konjugiranim 10-valentnim

cepivom pri otrocih, ki so dopolnili tri mesece starosti (rojeni
od oktobra 2014 dalje). Od leta 2019 je za izvajanje red-
nega ceplienja otrok proti pnevmokoknim okuzbam na
voljo 13-valentno cepivo (5).

Pomen 23-valentnega polisaharidnega pnevmokoknega
cepiva (PPV23) je v tem, da pokrije vedji nabor potencialnih
pnevmokoknih patogenov. Na podlagi zadnjih dostopnih
podatkov iz leta 2018 za obmocje Evropske unije oz.
Evropskega gospodarskega prostora je bil pri osebah, starih
65 let in starejSih, v 73 % primerov povzrocitelj invazivne
bolezni serotip, vklju¢en v 23-valentno polisaharidno cepivo,
29 % primerov pa je bilo posledica serotipov, vkljucenih v
13-valentnem konjugiranem cepivu (6).

Obe cepivi sta se izkazali kot ucinkoviti pri prepreCevanju
invazivne pljucnice z bakteriemijo in neinvazivne pljucnice
brez bakteriemije (7). V raziskavi CAPITA (Community-Ac-
quired Pneumonia immunization Trial in Adults) so primerjali
PCV13 s placebom pri odraslih, starih 65 let in starejSinh.
Raziskava je pokazala statisticno znacilno ucinkovitost
cepiva v primerjavi s placebom za preprecevanje pljucnice,
povzro¢ene s cepilnimi sevi, nebakteriemi¢ne neinvazivne
bronhopnevmonije, povzrocene s cepilnimi sevi, in bak-
teriemic¢ne invazivne pnevmokokne bolezni (8).
Prospektivne in retrospektivne raziskave so pokazale, da
cepivo PPV23 zmanjSa tveganje za invazivno pnevmoko-
kno bolezen (IPB) in nebakteriemiéno pnevmokokno
pliuénico (NBPP) ter je udinkovito proti izvenbolniSni¢no
pridoblieni pljucnici iz vseh vzrokov. V metaanalizi, objavljeni
leta 2016, ki je vkljuCevala 24 randomiziranih kontroliranih
raziskav in opazovalnih raziskav, ki so ocenjevale ucinkovi-
tost cepiva PPV23 proti invazivni pnevmokokni bolezni in
izvenbolnisni¢no pridobljeni pljucnici iz vseh vzrokov pri
odraslih, starih 50 let in starejSih, so pokazali, da je ceplienje
s PPV23 povezano s 50-odstotnim zmanjSanjem pojavnosti
invazivne pnevmokokne bolezni (95-% IZ; 21 % do 69 %)
pri kohortnih raziskavah in 54-odstotnim zmanjSanjem po-
javnosti te bolezni pri kontroliranih raziskavah primerov (95-
% 1Z; 32 % do 69 %) (9).

Prospektivna raziskava, ki jo je izvedel Kawakami s sod.
(2018), je pokazala, da je bil drugi odmerek cepiva PPV23
vsaj pet let po prvem cepljenju odraslih proti pnevmokokni
bolezni imunogen in so ga starostniki na Japonskem, stari
70 let ali starejSi, dobro prenasali ne glede na ¢asovni in-
terval po prvem ceplienju (10).

Multicentricna prospektivna raziskava, izvedena na
Japonskem med odraslimi, starimi 65 let in starejSimi
(2017), je pokazala 27,4-odstotno ucinkovitost cepiva
PPV23 (95-% 1Z; 3,2 % do 45,6 %) pri vseh pnevmokoknih
pliu¢nicah, 33,5-odstotno ucinkovitost (95-% 1Z; 5,6 % do
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53,1 %) pri vseh serotipih PPV23 in 2,0-odstotno ucinkovi-
tost (95-% 1Z; od —78,9 % do 46,3 %) pri serotipih, ki niso
zastopani v cepivu PPV23 (11).

Leventer-Roberts in sod. (2015) so pokazali, da ceplienje
s cepivom PPV23 zmanjSa tveganje za invazivno
pnevmokokno bolezen za 42 % (95-% 1Z; od 19 % do
59 %; P < 0,01) v kohorti odraslih v Izraelu, starih 65 let in
starejsih (12).

Raziskava, ki jo je izvedel Tsai s sod. (2015), je pokazala,
da je bilo ceplienje s cepivom PPV23 v prejSnjem letu
povezano s 60-odstotnim zmanjSanjem hospitalizacij zaradi
pliunice (95-% IZ; od 58 % od 61 %; P < 0,001), 76-
odstotnim zmanjSanjem pojavnosti invazivne pnevmokokne
bolezni (95-% 1Z; 54 % do 88 %; P < 0,001) in ve¢ kot 90-
odstotnim zmanjSanjem Stevila smrti zaradi pljucnice, in-
vazivne pnevmokokne bolezni in vseh razlogov med ose-
bami na Tajvanu, starejSimi od 75 let (13).

V prospektivni raziskavi, objavljeni leta 2014, je Ochar-
Gondar s sod. ocenjeval ucinkovitost cepiva PPV23 pri
odraslih, starih 60 let in starejSih, ki so bili ceplieni nedavno
(manj kot pet let pred zaCetkom raziskave). Cepivo je bilo
v 48 % primerov ucCinkovito proti nebakteriemicni
pnevmokokni, izvenbolnisni¢no pridoblieni plju¢nici
(razmerje ogrozenosti (HR) 0,52; 95-% 1Z; 0,29 do 0,92),
51-odstotno  udinkovito  proti  vsem  primerom
pnevmokokne, izvenbolniSnicno pridobliene pljucnice
(VKlju€no z bakteriemicnimi primeri) (HR 0,49; 95-% IZ; od
0,29 do 0,84), in 25-odstotno ucinkovito proti izvenbol-
nisniéno pridobljeni plju¢nici iz vseh vzrokov (HR 0,75;
95-% 1Z; 0od 0,58 do 0,98) (14).

Hechter in sod. (2012) so izvedli prospektivno raziskavo
pri moskih, ceplienih pri starosti 65 let ali vec, in pokazali,
da ceplienje s cepivom PPV zmanjSa pojavnost
pnevmokokne bakteriemije za 65 %, vendar pa ucinek ni
bil statisticno pomemben (P = 0,22) (15).

V' Sloveniji izvajamo ceplienje proti pnevmokoknim
okuzbam v skladu s programom ceplienja in zaScCite z
zdravili za tekocCe leto. Nacionalni institut za javno zdravje
je leta 2019 objavil osvezena PriporocCila za cepljenje
odraslih in otrok, starih pet let in starejSih, proti
pnevmokoknim okuzbam (16). Ceplienje s konjugiranim in
polisaharidnim pnevmokoknim cepivom pri osebah z vi-
sokim tveganjem financira Zavod za zdravstveno
zavarovanje Slovenije (ZZZS), in sicer pri osebah z anatom-
sko ali funkcionalno asplenijo, osebah z okrnjeno imunostjo
(na primer bolniki po presaditvi kostnega mozga, bolniki
brez vranice, bolniki, okuzeni z virusom HIV, bolniki s kro-
nic¢no ledviéno odpovedjo, bolniki z nefrotskim sindromom,
bolniki na imunosupresivnem zdravljenju, bolniki, ki se

zdravijo z obsevanjem, bolniki s hudo imunsko poman-
ikljivostjo ter nekateri onkoloski ali hematoloski bolniki),
osebah s polzevim vsadkom ali z likvorfistulo ter osebah
po presaditvi krvotvornih mati¢nih celic. Pobudo za ce-
plienje zaradi zdravstvenih indikacij mora podati zdravnik
ustrezne specialnosti (17).

V skladu s priporocili ceplienje s PCV13 ali PPV23 proti
pnevmokoknim okuzbam priporoamo osebam, ki imajo
kroni¢ne bolezni obtocil, dihal, jeter in sladkorno bolezen
ter vsem osebam, starim 65 let ali starejSim. Ceplienje s
polisaharidnim cepivom PPV23 proti pnevmokoknim
okuzbam se za kroni¢ne bolnike financira iz obveznega
zdravstvenega zavarovanja do vkljucno 25. leta starosti,
nad 26. letom pa so kroni¢ni bolniki samoplaéniki. Prav
tako so samoplacniki tudi zdrave osebe, stare 65 let ali
ved, pri katerih v primeru ceplienja z obema cepivoma naj-
prej cepimo s PCV13. V primeru, da je oseba predhodno
dobila enega ali ve¢ odmerkov PPV23, cepimo s PCV13
najmanj eno leto po zadnjem odmerku PPV23 (16).
Nacionalni institut za javno zdravje je decembra 2021 objavil
posodobliena Priporocila za ceplienje in revakcinacijo s
pnevmokoknim polisaharidnim cepivom (18). Namen ce-
plienja proti pnevmokoknim okuzbam je zaScititi osebe s
kroni¢nimi boleznimi in stanji, ki povecujejo tveganje za in-
vazivni potek pnevmokokne okuzbe. Ceplienje proti
pnevmokoknim okuzbam s pnevmokoknim polisaharidnim
cepivom je priporodliivo za vse osebe, stare 65 let ali vec,
in za osebe, stare 2 leti ali vec, ki imajo kroni¢ne bolezni
obtocil, dihal, jeter, ledvic, anatomsko ali funkcionalno as-
plenijo, sladkorno bolezen, polzev vsadek, nevro-miSicno
bolezen, ki povecuje tveganje za aspiracijo, sum na likvor-
fistulo in bolezni ali stanja, ki slabijo imunski sistem. Osnovno
ceplienje opravimo z enim odmerkom cepiva (18). V Sloveniji
s0 kroniCni bolniki, stari 26 let in vec, ter osebe, stare 65 let
in vec (iziema so osebe z visokim tveganjem), samoplacniki.
AmeriSka svetovalna komisija za ceplienja (US Advisory
Committee on Immunization Practices, ACIP) je 13. avgusta
2014 priporocila sekvencno ceplienje s PCV13 in PPV23
za odrasle, stare 65 let in ved. Vsi odrasli, stari > 65 let,
prejmejo en odmerek PPV23. Ce se zdravstveno osebje
odlo¢i za PCV13, ga mora dati vsaj eno leto pred PPV23.
ACIP Se naprej priporoca PCV13 v seriji s PPV23 za odrasle,
stare > 19 let, z imunsko oslablienim stanjem, uhajanjem
cerebrospinalne tekocine ali kohlearnim vsadkom (19).
Tudi Center za nadzor bolezni in njihovo prepreCevanje v
ZDA (CDC, Centers for Disease Control and Prevention) je
novembra 2019 objavil priporocilo o uporabi pnevmokoknega
cepiva pri odraslih, stargjSih od 65 let (20), pri katerih je
pliu¢nica pomemben vzrok obolevnosti in umrljivosti (20).
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STROSKOVNA UCINKOVITOST UPORABE 23-VALENTNEGA POLISAHARIDNEGA PNEVMOKOKNEGA CEPIVA PRI ODRASLIH V SLOVENIJI

Tudi pri tej skupini ZZZS ne krije stroSkov ceplienja in
posledicno se jih velika vecina ne odloci za ceplienje (21).
Osnovni pomen farmakoekonomskih analiz je v doloCanju
stroSkovne udinkovitosti, to je razmerja med ucinkovitostjo
nove tehnologije in stroski, ki jin le-ta prinasa. Tak$na anal-
iza praviloma predstavija placniku osnovo za odlo¢anje o
vpeljavi nove zdravstvene tehnologije. S farmakoekonom-
sko analizo smo v tej raziskavi ovrednotili, ali je ceplienje
odraslih s 23-valentnim polisaharidnim pnevmokoknim
cepivom (PPV23) v Sloveniji stroSkovno ucinkovito.

METODE

Analizo stroSkovne ucinkovitosti smo izvedli z vidika
placnika, tj. ZZZS. V analizo smo tako vkljucili stroSke
cepiva in ceplienja kot tudi stroSke zdravljenja bolezenskih
stanj, nismo pa upostevali posrednih stroskov, npr. stroSkov
odsotnosti z dela. StroSkovno ucinkovitost PPV23 smo
ocenili v kohorti kroni¢nih bolnikov, starejsih od 26 let
(602.758), ter kohorti odraslih, starejSih od 65 let, brez
kroni¢nih bolezni (143.312), kar je skupaj 646.070
posameznikov (podatek za leto 2017) (22). Obdobje analize
smo Vv vsaki izmed starostnih kohort postavili na dozivljenj-
sko obdobje oz. do starosti 100 let, letno diskontno stopnjo
pa na 3,5 % za stroske in udinkovitost.

Model

Model je zasnovan kot Markovski kohortni model, ki s
celostno obravnavo stroskov in uc€inkovitosti zascite upo-
Steva  epidemiolosko  kompleksnost  bremena
pnevmokoknih bolezni. V raziskavi smo uporabili izboljsano
verzijo modela, ki je bil v preteklosti natan¢no validiran in
predstavijen v znanstvenih publikacijah (23-25). V modelu
s ciklom enega leta posamezniki v kohorti prehajajo skozi
zdravstvena stanja, kot je prikazano na sliki 1. Model
privzame, da pri bolnikih v zdravstvenem stanju kasnejsih
posledic po meningitisu (izguba sluha, epilepti¢ni napadi,
hidrocefalus, spasti¢nost/pareza, paraliza lobanjskinh Zivcev
in okvara vida), imenovanem sekvela po meningitisu, ne
more priti do nove epizode invazivnih pnevmokoknih
bolezni ali nebakteriemicne pnevmokokne pljucnice, saj
so taksni primeri redki. Vsako izmed zdravstvenih stanj v
modelu je povezano z osnovno utezjo uporabnosti, ki se
s starostjo spreminja (26), bolezenska stanja pa osnovno
utez uporabnosti Se dodatno zmanj$ajo (27). Ker bolniki v
zdravstvenem stanju sekvela po meningitisu ne morejo
okrevati, smo uporabili enako utez uporabnosti za vse
starostne skupine na podlagi des Portesove raziskave
(28).

Prehajanja med posameznimi zdravstvenimi stanji v
vsakem izmed ciklov so dolo¢ena s starostno specificno
pojavnostjo dane bolezni (preglednica 1) (29-35). Model
uposteva tudi specificno porazdelitev serotipov (29) in
tako omogoca oceno zascite za vsak posamezni serotip
v cepivu (preglednica 2).

Brez
pnevmokokne
bolezni

Vkljuéno s pnevmokoknim
meningitisom in
bakteriemi¢no pnevmokokno

\

pljuénico J

Sekvela po meningitisu

Slika 1: Struktura Markovskega modela; NBPP — nebakteriemicna pnevmokokna pljucnica, IPD — invazivne pnevmokokne bolezni.
Figure 1: Markov model structure; NBPP — non-bacteremic pneumococcal pneumonia, IPD — invasive pneumococcal diseases.
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Preglednica 1: Klinicni parametri, uporabljeni pri izdelavi modela.
Table 1: Used clinical input parameters.

Starostna Incidenca |Incidenca | Stopnja zt;::;ja smrtnost zaradi Delez Delez PMS v I?:;:Zitaliziranih
skupina IPD na NBPP na smrtn-osti . mt.ening.jitisa v prim.eril.1 .IPD primerov
osebo osebo zaradi IPD | Ambulantna | BolniSni¢na | primerih IPD | meningitisa NBPP
18-24 0,000020 |0,00226 |18,2 % 0,0 % 1,7 % 3,00 % 31,70 % 8,5 %
25-29 0,000050 |0,00220 |18,2 % 0,0 % 2,4 % 3,00 % 31,70 % 8,5 %
30-34 0,000040 |0,00271 |18,2 % 0,0 % 2,4 % 3,00 % 31,70 % 8,5 %
35-39 0,000060 |0,00409 |18,2 % 0,0 % 3,5 % 3,00 % 31,70 % 8,5 %
40-44 0,000070 |0,00532 |18,2 % 0,0 % 3,5% 3,00 % 31,70 % 8,5 %
45-49 0,000030 |0,00507 |18,2 % 0,0 % 4,9 % 3,00 % 31,70 % 8,5 %
50-54 0,000120 |0,00399 |18,2 % 0,0 % 4,9 % 3,00 % 31,70 % 15,6 %
55-59 0,000150 |0,00716 |18,2 % 0,0 % 55 % 3,00 % 31,70 % 15,6 %
60-64 0,000190 |0,01058 |18,2 % 0,0 % 55 % 3,00 % 31,70 % 15,6 %
65-69 0,000340 |0,00807 |33,0% 0,0 % 6,7 % 3,00 % 31,70 % 27,4 %
70-74 0,000230 |0,00886 |33,0% 0,0 % 6,7 % 3,00 % 31,70 % 27,4 %
75-79 0,000360 |0,01240 |33,0 % 0,0 % 8,2 % 3,00 % 31,70 % 35,2 %
80-84 0,000520 |0,01801 |33,0% 0,0 % 8,2 % 3,00 % 31,70 % 35,2 %
85-89 0,000790 |0,02918 |33,0 % 0,0 % 11,6 % 3,00 % 31,70 % 38,6 %
90-94 0,000870 |0,04314 |33,0% 0,0 % 11,6 % 3,00 % 31,70 % 38,6 %
95-100 |0,001940 |0,06900 |33,0 % 0,0 % 15,4 % 3,00 % 31,70 % 38,6 %

IPD — invazivne pnevmokokne bolezni, NBPP — nebakteriemicna pnevmokokna plju¢nica, PMS — sekvela po meningitisu

Preglednica 2: UCinkovitost 23-valentnega polisaharidnega pnevmokoknega cepiva (PPV23) proti posameznim serotipom, ki povzrocajo
invazivne pnevmokokne bolezni ter nebakteriemicno pnevmokokno plju¢nico. Prikazana je tudi serotipska razsirjenost.

Table 2: Serotype-specific 23-valent polysaccharide pneumococcal vaccine (PPV23) effectiveness for invasive pneumococcal disease and
non-bacteremic pneumococcal pneumonia with serotype distribution.

Serotip Sefcvajtipsko specificna Serotipska razsirjenost Sefcvaftipsko specificna Ser?_ti_pska %
zaScita pred IPD za IPD zaScita pred NBPP razSirjenost za NBPP é

ST A1 73,0 % 7,8 % 33,5 % 7,8 % =

ST 2 73,0 % 0,0 % 33,5 % 0,0 % %

ST3 22,0 % 10,5 % 10,0 % 10,5 % ‘é’

ST 4 73,0 % 2,3 % 33,5 % 2,3 % g

ST5 73,0 % 0,6 % 33,5 % 0,6 % g

ST 6B 73,0 % 1,4 % 33,5 % 1,4 % E

ST7F 73,0 % 9,1 % 33,5 % 9,1 %

ST 8 73,0 % 6,8 % 33,5 % 6,8 %

STON 73,0 % 2,6 % 33,5 % 2,6 %

ST 9V 73,0 % 1,4 % 33,5 % 1,4 %

ST 10A 73,0 % 1,7 % 33,5 % 1,7 %

ST 11A 73,0 % 2,3 % 33,5 % 2,3 %

ST 12F 73,0 % 3,4 % 33,5 % 3,4 %

ST 14 73,0 % 3,7 % 33,5 % 3,7 %




STROSKOVNA UCINKOVITOST UPORABE 23-VALENTNEGA POLISAHARIDNEGA PNEVMOKOKNEGA CEPIVA PRI ODRASLIH V SLOVENIJI

Serofi Serotipsko specificna Serotipska razsirjenost | Serotipsko specificna | Serotipska
P zascita pred IPD za IPD zascita pred NBPP razsSirjenost za NBPP

ST 15BC 73,0 % 1,2 % 33,5 % 1,2 %

ST 17F 73,0 % 0,6 % 33,5 % 0,6 %

ST 18C 73,0 % 1,0 % 33,5 % 1,0 %

ST 19A 73,0 % 8,6 % 33,5 % 8,6 %

ST 19F 73,0 % 1,6 % 33,5 % 1,6 %

ST 20 73,0 % 0,8 % 33,5 % 0,8 %

ST 22F 73,0 % 7,4 % 33,5 % 7,4 %

ST 23F 73,0 % 1,5 % 33,5 % 1,5 %

ST 33F 73,0 % 2,5 % 33,5 % 2,5 %

NVT kosarica |0,0 % 21,2 % 0,0 % 21,2 %

IPD — invazivne pnevmokokne bolezni, NBPP — nebakteriemicna pnevmokokna pljucnica, NVT — serotipi, proti katerim PPV23 ne omogoca

zaSCite

Ucinkovitost PPV23 proti posameznim serotipom (pregled-
nica 2), ki povzroCajo invazivne pnevmokokne bolezni,
temelji na raziskavi Falkenhorsta in sod. (36), proti
serotipom, ki povzro&ajo pliucnico brez bakterijske etiologije,
pa na raziskavi Suzukija in sod. (37). Iziema je serotip ST3,
kjer uCinkovitost PPV23 proti invazivnim pnevmokoknim
boleznim izhaja iz raziskave Andrewsa in sodelavcev (38),
medtem ko smo za pljucnico brez bakterijske etiologije
privzeli enako razmerje ucinkovitosti kot pri ostalih serotipih

in jo postavili na 10 %. V modelu smo spreminjali zas¢ito
PPV23, ki je bila v prvin dveh letih po ceplienju najvisja in
se je potem linearno zmanjSevala do 0 % v obdobju 13 let.
V- modelu smo primerjali uCinkovitost PPV23 s strategijo
brez ceplienja, kot prikazuje slika 2, in s tem poskrbeli, da
ocenimo stroskovno ucinkovitost PPV23 kar se da konzer-
vativno. Privzeli smo 10-odstotno precepljenost, kar
pomeni, da je bilo v modelu ceplienih 10 % oseb v vsaki
starostni skupini.

Cepljenje s
PPV23

10%

90%

Brez cepljenja

IPD

NBPP

Brez
pnevmokoknih
bolezni

IPD

NBPP

Brez
pnevmokoknih
bolezni

Slika 2: Odlocitveno drevo farmakoekonomskega modela primerjave 23-valentnega polisaharidnega pnevmokoknega cepiva (PPV23) s
strategijo brez ceplienja; IPD — invazivne pnevmokokne bolezni, NBPP — nebakteriemicna pnevmokokna pljucnica. V modelu je bilo cepljenih

10 % oseb v vsaki starostni skupini.

Figure 2: Schematic overview of vaccination patient flow, with vaccination with 23-valent polysaccharide pneumococcal vaccine (PPV23)
and coverage rate (10%) in each patient group; IPD — invasive pneumococcal diseases, NBPP — non-bacteremic pneumococcal pneumonia.
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Stroski

Vhodne podatke o neposrednih strodkih zdravijenja smo
povzeli po ZZZS (39) in so predstavljeni v preglednici 3.
Stroski zdravljenja invazivne pnevmokokne bolezni znaSajo
3791,58 €, nebakteriemicne pnevmokokne plju¢nice
3791,58 €, Ce je potrebna bolniSnicna obravnava, ter
89,10 €, Ce zadostuje ambulantna obravnava. Vecina (okoli
75 %) primerov pnevmokokne pljucnice je neinvazivnih ali
nebakteriemicnih pnevmokoknih pljucnic, priblizno Cetrtina
vseh primerov pnevmokokne pljuc¢nice pa je invazivnih ali
bakteriemicnih (tj. vdor bakterij v krvni obtok) (preglednica
3) (40). IzraCun stroSka zdravljenja (v obeh primerih
3791,58 €) je uposteval vrednost utezi v visini 2,78 za
enako diagnozo, J13 Pljucnica, ki jo povzroca S. pneu-
moniae, in ceno utezi v visini 1361,52 €. Stroski zdravljenja
pnevmokoknega meningitisa so 3571,72 €, prav tako

Preglednica 3: Neposredni stroski zdravijenja.
Table 3: Direct treatment costs.

sekvele po meningitisu. Vhodne podatke za najvi§jo do-
volieno ceno PPV23, ki je enaka 16,12 €, smo pridobili v
Centralni bazi zdravil (41), upostevali pa smo tudi stroske
aplikacije cepiva in pregleda v viSini 22,84 € (42).

Utezi uporabnosti

V modelu smo uporabili razli¢ne izhodiséne vrednosti utezi
uporabnosti glede na kohorto oseb in njihovo starost (pre-
glednica 4). S prisotnostjo bolezni so se v modelu izhodis¢ne
vrednosti zmanjSale za 0,071 na dan za skupaj 21 dni ob
prisotnosti invazivne pnevmokokne bolezni, za 0,071 na dan
ob prisotnosti bolniSni¢ne nebakteriemicne pnevmokokne
pliu¢nice ter 0,005 na dan ob prisotnosti ambulantne nebak-
teriemicne pnevmokokne pliucnice (v obeh primerih za skupaj
15 dni) (27). Za zdravstveno stanje sekvele po meningitisu
smo privzeli utez uporabnosti 0,69 po des Portesu (28).

. | Strodek primera | StroSek primera NBPP (€) Strosek primera | StroSek primera
Starostna skupina RO .
IPD (€) Ambulantno Bolni$ni¢no meningitisa (€) PMS (€)
18-100 3791,58 3791,58 89,10 3571,72 3571,72

IPD — invazivne pnevmokokne bolezni, NBPP — nebakteriemicna pnevmokokna pljucnica, PMS — sekvela po meningitisu

Preglednica 4: IzhodiS¢ne vrednosti uteZi uporabnosti, ki smo jih uporabili v modelu.

Table 4: Baseline utility values per risk category used in the model.

Starostna Izhodiséne vrednosti utezi uporabnosti
skupina Odrasli, starejsi od 65 let, brez kroni¢nih bolezni | Odrasli, starejSi od 26 let, s kroni¢nimi boleznimi
18-24 0,830 0,720
25-29 0,830 0,720
30-34 0,830 0,720
35-39 0,830 0,720
40-44 0,830 0,720
45-49 0,830 0,720
50-54 0,830 0,720
55-59 0,810 0,690
60-64 0,770 0,630
65-69 0,760 0,570
70-74 0,740 0,540
75-79 0,700 0,520
80-84 0,630 0,510
85-89 0,510 0,510
90-94 0,510 0,510
95-100 0,510 0,510
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STROSKOVNA UCINKOVITOST UPORABE 23-VALENTNEGA POLISAHARIDNEGA PNEVMOKOKNEGA CEPIVA PRI ODRASLIH V SLOVENIJI

Analiza obcutljivosti

Izsledke raziskave smo preskusili z analizo obcutljivosti, z
verjetnostno obcutljivostno analizo pa smo Se celostno
ocenili robustnost rezultatov.

REZULTATI

Preglednica 5 povzema klini¢ne izide ceplienja s PPV23
ter strategije brez ceplienja za kohorto kroni¢nih bolnikov,

starejSih od 26 let, ter odraslih, starejSih od 65 let, brez
kroni¢nih bolezni.

Preglednica 6 povzema izsledke analize strosSkovne uc€inkovi-
tosti, ki kazejo, da je v osnovnem primeru razmerije prirastka
stroSkov glede na prirastek ucinkovitosti ICER za PPV23 v
primerjavi s strategijo brez ceplienja enako 8751 € na leto
zdravstveno kakovostnega Zivljenja (QALY), kar je pod
mejnim ICER v Republiki Sloveniji, ki znasa 25.000 €/QALY
(43). Po pri¢akovanju PPV23 zniza neposredne stroSke
zdravljenja invazivnih in neinvazivnih pnevmokoknih bolezni.
Najvisji so stroski bolniSni¢ne obravnave nebakteriemicne
pnevmokokne pliucnice. Stroski cepiva predstavijajo manj
kot 1 % vseh ocenjenih neposrednih stroskov.

Preglednica 5: Klinicni izidi (Stevilo primerov) ceplienja s 23-valentnim polisaharidnim pnevmokoknim cepivom (PPV23) ter strategije brez

ceplienja.

Table 5: Clinical outcomes (number of cases) for vaccination with 23-valent polysaccharide pneumococcal vaccine (PPV23) and for the no-

vaccination strategy.

Klinicni izidi PPV23 Brez cepljenja
Primeri IPD (meningitis + bakteriemija) 4969 5025
Meningitis 149 151

Primeri NBPP — ambulantni 136.066 136.823
Primeri NBPP — bolnisnic¢ni 57.906 58.182
Primeri PMS 47 48

Smrti zaradi IPD 1519 1535

Smirti zaradi NBPP — ambulantni 0 0

Smirti zaradi NBPP — bolniSnicni 5365 5389

IPD — invazivne pnevmokokne bolezni, NBPP — nebakteriemicna pnevmokokna pljucnica, PMS — sekvela po meningitisu

Preglednica 6: Neposredni stroski in ucinkovitost 23-valentnega polisaharidnega pnevmokoknega cepiva (PPV23) in strategije brez ceplienja
za kohorto kronicnih bolnikov, starejSih od 26 let, ter odraslih, starejsih od 65 let, brez kronicnih bolezni (N = 646.070).

Table 6: Direct costs and effectiveness of the 23-valent polysaccharide pneumococcal vaccine (PPV23) and the no-vaccination strategy for
a defined cohort of chronic patients over 26 years of age and the vaccination of all adults over 65 years of age without chronic diseases

(N=646.070).
Neposredni stroski PPV23 (€) Brez cepljenja (€)
Stroski cepiva 1.041.465 0
Stroski aplikacije 1.475.624 0
Stroski zdravljenja IPD 9.759.854 9.941.689
Meningitis 275.817 280.956
NBPP, bolniSni¢na obravnava 6.535.643 6.593.420
NBPP, ambulantna obravnava 110.424.539 111.317.699
Zdravlienje sekvele po meningitisu 87.434 89.063
Celokupni stroski 129.324.559 127.941.871
Ucinkovitost
QALY 6.036.656 6.036.498
ICER 8751 €/QALY

IPD — invazivne pnevmokokne bolezni, NBPP — nebakteriemicna pnevmokokna pljucnica,
ICER — razmetje prirastka stroskov glede na prirastek ucinkovitosti, QALY — leto zdravstveno kakovostnega Zivijenja
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Preglednici 7 in 8 prikazujeta rezultate analize stroSkovne
ucCinkovitosti posebej za kohorti kroni¢nih bolnikov, starejsih
od 26 let, in odraslih, starejSih od 65 let, brez kroni¢nih
bolezni. Tudi v teh primerih sta razmeriji prirastka stroskov
glede na prirastek ucinkovitosti ICER (12.946 €/QALY ter
1632 €/QALY) pod mejnim ICER v Republiki Sloveniji
25.000 €/QALY.

V obcutljivostni analizi smo preverili vpliv Sirokega nabora
parametrov na izide farmakoekonomske raziskave. Pri
stopniji diskontiranja 0 % je ICER znasal 5072 €/QALY, pri

8 % pa 14.704 €/QALY. Vpliv ostalih parametrov na izide
je bil zanemarljiv. Na sliki 3 je prikazan primer za kohorto
kroni¢nih bolnikov, starejsih od 26 let. Enake rezultate smo
opazili pri kohorti odraslih, starejSih od 65 let, brez kroni¢nih
bolezni, verjetnostna obdutlivostna analiza pa je v obeh
kohortah pokazala robustnost rezultatov.

Slika 4 prikazuje rezultate za kohorto kronicnih bolnikov, stare-
j8ih od 26 let. Tudi spreminjanje ostalih parametrov (npr. um-
rliivosti zaradi invazivnih pnevmokoknih bolezni ali pojavnosti
pnevmokoknih bolezni) je imelo majhen vpliv na rezultate.

Preglednica 7: Neposredni stroski in ucinkovitost 23-valentnega polisaharidnega pnevmokoknega cepiva (PPV23) in strategije brez ceplienja

samo za kohorto kroni¢nih bolnikov, starejsih od 26 let (N = 502.758).

Table 7: Direct costs and effectiveness of the 23-valent polysaccharide pneumococcal vaccine (PPV23) and the no-vaccination strategy only

for the cohort of chronic patients over 26 years of age (N=502.758).

Neposredni stroski PPV23 (€) Brez cepljenja (€)
Stroski cepiva 810.446 0

Stroski aplikacije 1.148.300 0

Stroski zdravljenja IPD 7.393.072 7.507.964
Meningitis 208.931 212.178

NBPP, bolnisni¢na obravnava 5.201.897 5.242.944
NBPP, ambulantna obravnava 78.739.825 79.254.515
Zdravljenje sekvele po meningitisu 66.231 67.260
Celokupni stroski 93.359.771 92.072.683
Ucinkovitost

QALY 5.250.212 5.250.112
ICER 12.946 €/QALY

IPD - invazivne pnevmokokne bolezni, NBPP — nebakteriemicna pnevmokokna pljucnica, ICER — razmerje prirastka stroskov glede na

prirastek ucinkovitosti, QALY — leto zdravstveno kakovostnega Zivijenja

Preglednica 8: Neposredni stroski in ucinkovitost 23-valentnega polisaharidnega pnevmokoknega cepiva (PPV23) in strategije brez ceplienja
samo za kohorto odraslih, starejsih od 65 let, brez kronicnih bolezni (N = 143.312)

Table 8: Direct costs and effectiveness of the 23-valent polysaccharide pneumococcal vaccine (PPV23) and the no-vaccination strategy only
for the cohort of all adults over 65 years of age without chronic diseases (N=143.312)

Neposredni stroski PPV23 (€) Brez cepljenja (€)
Stroski cepiva 231.018 0

Stroski aplikacije 327.324 0

Stroski zdravljenja IPD 2.366.782 2.433.725
Meningitis 66.886 68.778

NBPP, bolnisni¢na obravnava 1.333.745 1.350.477
NBPP, ambulantna obravnava 31.684.715 32.063.184
Zdravlienje sekvele po meningitisu 21.203 21.803
Celokupni stroski 35.964.788 35.869.188
Ucinkovitost

QALY 786.444 786.385
ICER 1632 €/QALY

IPD — invazivne pnevmokokne bolezni, NBPP — nebakteriemicna pnevmokokna pljucnica, ICER — razmerje prirastka stroskov glede na

prirastek ucinkovitosti, QALY — leto zdravstveno kakovostnega Zivijenja
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STROSKOVNA UCINKOVITOST UPORABE 23-VALENTNEGA POLISAHARIDNEGA PNEVMOKOKNEGA CEPIVA PRI ODRASLIH V SLOVENIJI

ICER (PPV23 v primerjavi s strategijo »brez cepljenja«)

UteZ uporabnosti — kroni¢ni bolniki starostna skupina 75-79
Utez uporabnosti — kroni¢ni bolniki starostna skupina 80-84
Utez uporabnosti — kroni¢ni bolniki starostna skupina 70-74
Utez uporabnosti — kroni¢ni bolniki starostna skupina 85-89
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Slika 3: Povzetek obcutljivostne analize vpliva sirokega nabora parametrov na izide (t. i. Tornado diagram) primerjave 23-valentnega
polisaharidnega pnevmokoknega cepiva (PPV23) s strategijo brez cepljenja za primer kohorte kroni¢nih bolnikov, starejsih od 26 let; IPD —
invazivne pnevmokokne bolezni, NBPP — nebakteriemi¢na pnevmokokna pliucnica, ICER — razmerje prirastka stroskov glede na prirastek

ucinkovitosti.

Figure 3: ICER tornado diagram of the deterministic sensitivity analysis of 23-valent polysaccharide pneumococcal vaccine (PPSV23) versus
no vaccination in chronic patients over 26 years of age; IPD — invasive pneumococcal diseases, NBPP — non-bacteremic pneumococcal
pneumonia, ICER — incremental cost-effectiveness ratio.
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Slika 4: Rezultati verjetnostne obcutljivostne analize primerjave stroskovne ucinkovitosti 23-valentnega polisaharidnega pnevmokoknega
cepiva (PPV23) s strategijo brez cepljenja za kohorto kronicnih bolnikov, starejsih od 26 let. Rezultati so predstavijeni v ravnini stroskovne
ucinkovitosti, kjer se strategija brez ceplienja nahaja v izhodiscu koordinatnega sistema, PPV23 pa v zgornjem desnem kvadrantu.

Figure 4: Results of probabilistic sensitivity analysis comparing 23-valent polysaccharide pneumococcal vaccine (PPS23) with the no-
vaccination strategy for chronic patients over 26 years of age population. The results are presented in the cost-effectiveness plane, where
the no-vaccination strategy is located at the origin of the coordinate system and PPV23 is located in the upper right quadrant.
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RAZPRAVA

V raziskavi smo ovrednoatili stroskovno ucinkovitost PPV23
v primerjavi s strategijo brez ceplienja in pokazali, da ce-
plienje odraslih s PPV23 v Sloveniji predstavija stroskovno
ucinkovito strategijo prepreCevanja invazivnih in neinvazivnih
pnevmokoknih bolezni. Izsledke raziskave smo potrdili z
obd&utljivostno analizo.

V raziskavi smo se odlocili za primerjalno strategijo brez
ceplienja. Mozna bi bila tudi primerjava s 13-valentnim
konjugiranim cepivom (44, 45), ki pa bi, glede na visji
stroSek konjugiranih cepiv in njihovo manjSe pokritie po-
tencialnih pnevmokoknih patogenov, bila manj konserva-
tivna od naSe raziskave. Poleg tega smo pri odloditvi glede
modeliranja upostevali tudi dejstva glede umescanja cepiva
v sistem financiranja v drugih evropskih drzavah.

Na podlagi pojavnosti serotipov (6) se drzave namreC pri
odrasli populaciji odlo¢ajo za ceplienje z enim odmerkom
PPV23 in ne za PCV13. Tako npr. v Nemdiji priporoc¢ajo in
financirajo ceplienje z enim odmerkom PPV23 za kroni¢ne
bolnike, starejSe od 16 let (kot so npr. bolniki z astmo, kro-
nicno obstruktivno pliu¢no boleznijo, sladkorno boleznijo
ali nevroloskimi boleznimi). Poleg omenjene skupine ce-
plienje z enim odmerkom PPV23 priporoc¢ajo in financirajo
tudi za vse odrasle, starejSih od 60 let. Sekvenéno ceplienje
v Nemdiji priporocajo in financirajo podobno kot pri nas,
torej za najbolj ogrozene osebe (46).

PPV23 uporabliamo ze desetletja, v Nemdiji pa so ga prvi¢
priporoCili leta 1998 za odrasle, stare 60 let in vec. Pri-
porocilo periodi¢no ponovno ocenjujejo in priporo¢ajo ce-
plienje s PPV23 za vse odrasle, stare 60 let in ve¢, z mozni-
mi ponovnimi odmerki v intervalih > 6 let glede na
ugotovlieno potrebo (47).

Dansko ministrstvo za zdravije je objavilo, da danski parla-
ment in vlada uvajata nov svezenj ceplienj, ki med drugim
vsebuje ceplienje proti pnevmokokom za osebe, stare 65
let ali ve€, in za rizitne skupine. Prva faza je zacela veljati
22. aprila 2020 in je zajela prebivalce domov za ostarele,
bolnike s kroni¢no boleznijo, stare 65 let ali vec, in osebe
s posebno velikim tveganjem za hudo pnevmokokno
bolezen, miajSe od 65 let. Ve€ drugih drzav, vklju¢no z
Anglijo in Walesom, ima podobne programe za starejSe.
Jeseni 2020 so zaceli podoben program izvajati tudi na
Nizozemskem (48, 49).

Izsledki nasSe raziskave so pomembni pri odlo¢anju, to je
kritju stroSkov ceplienja s PPV23 pri kroni¢nih bolnikih, stare-

Sih od 26 let, in osebah, starih 65 let in vec, ki ga v nekaterin
evropskih drzavah (Nemcija, Danska, Hrvaska, Slovaska,
Zdruzeno Kraljestvo) zZe izvajajo. Zdravstveni svet Ministrstva
za zdravje je na svoji seji v torek, 19. aprila 2022 sprejel
sklep, da vlogo Nacionalnega instituta za javno zdravje in
Zdruzenja zdravnikov druzinske medicine Slovenije (»Predlog
Siritve obstojeCega nacionalnega Programa cepljenja in za-
SCite z zdravili s programom ceplienja proti pnevmokoknim
okuzbam s polisaharidnim cepivom (PPV23) pri odraslih kro-
nicnih bolnikih, starih od 26 do 64 let, ter osebah, starih 65
let in vec«) odobri in predlaga uvrstitev v financiranje (50).
Menimo, da bi ukrep pomembno zmanjSal breme bolezni
ter stopnjo smrtnosti, ki je pri starejSih osebah zaradi
pnevmokokne bakteriemije lahko celo 60-odstotna.

SKLEP

Rezultati nase farmakoekonomske raziskave kazejo, da
ceplienje odraslih s PPV23 v Sloveniji predstavlja
stroskovno ucinkovito strategijo prepreCevanja invazivnih

in neinvazivnih pnevmokoknih bolezni.
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POVZETEK

Izbira in priprava hrane je vsakodnevno opravilo sle-
hernega gospodinjstva. Farmacevti kot interdisci-
plinarno usposobljeni zdravstveni delavci lahko ob
poznavanju prehranskih vrednosti Zivil, prehranskih
navad, zdravstvenega stanja in nacina zivljenja po-
sameznika ocenijo, ali je njegova prehrana uravno-
tezena ali pa je potreben dodaten vnos esencialnih
hranil s prehranskimi dopolnili. V ¢lanku smo pred-
stavili nekaj glavnih vzrokov za izgube hranil med
pripravo zivil za lastne potrebe in dejavnikov, ki vpli-
vajo na bioloSko uporabnost hranil iz zivil. Sestavili
smo jedilnik z energijsko vrednostjo okoli 2000 kcal
(kar ustreza 8368 kJ) in podatke o sestavi Zivil pri-
merjali v petih razlicnih prehranskih podatkovnih
zbirkah. Ugotavljali smo energijsko vrednost hrane,
celokupno vsebnost makrohranil ter nekaterih mi-
krohranil glede na priporocene dnevne vnose, med
katerimi smo izbrali Sest mineralov in deset vitami-
nov. Rezultati se med podatkovnimi zbirkami razli-
kujejo, vseh pet zbirk pa kljub temu omogoca upo-
rabno oceno prehranske vrednosti zivil, ki je osnova
za prehranska priporodila.

KLJUCNE BESEDE:
makrohranila, mikrohranila, prehranska vrednost zi-
vil, prehranske podatkovne zbirke

ABSTRACT

The selection and preparation of food is a daily task
for every household. Pharmacists, interdisciplinary
trained health professionals, can, based on food
composition values, individual eating habits, health
status, and lifestyle, assess whether an individual's
diet is balanced or whether an additional food
supplement intake is required. We present some of
the main causes of potential nutrient losses in food
during the preparation of food for its own use and
the impact on the bioavailability of nutrients from
food. We compiled a menu with an energy value of
about 2000 kcal (i.e. 8368 kJ) and compared food
composition values in five different national food
databases. We determined the energy value of food,
the total content of macronutrients, and some
micronutrients, according to the recommended daily
intake, from which we selected six minerals and

. - . ten vitamins. The results differ between databases,
OzaveScCenost ljudi o pomenu zdrave prehrane narasca

in spodbujajo jo javhe zdravstvene ustanove.
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but all five databases allow quite an usefull
assessment of food nutrition values, which is the
basis for dietary recommendations.

KEY WORDS:
food databases, food
macronutrients, micronutrients

nutrition  values,

Na voljo je vedno vec spletnih orodij, ki usmerjajo po-
troSnike, zelo velik pa je tudi vpliv oglasevanja. Ob vseh
novih spoznanjih o vplivu hrane na zdravje narasca po-
nudba prehranskih dopolnil, ki ve€inoma vsebujejo enake
sestavine, kot jih lahko dobimo tudi s hrano. Vzrokov za
pomanjkanje hranil je veliko, eden od njih je tudi neu-
strezna prehrana.

Lekarniski farmacevt sodi med najbolj dostopne zdrav-
stvene strokovnjake, ki je interdisciplinarno usposobljen,
pozna vpliv u¢inkovin na zdravje Cloveka in lahko na
podlagi prehranskih navad posameznika, njegovega
zdravstvenega stanja in nacina Zivljenja oceni, ali je po-
treben dodaten vnos esencialnih hranil s prehranskimi
dopolnili. Obiskovalci lekarn mu pri izbiri prehranskih do-
polnil zaupajo, kar dokazuje raziskava Sekcije farmacev-
tov javnih lekarn pri SFD iz leta 2011 (1). Spletne oblike
komunikacije z javnostjo lahko to zaupanje v prihodnje
Se okrepijo.

Evropska agencija za varnost hrane (EFSA, European
Food Safety Authority) je na podlagi znanstvenih mnen;
dolocila referencne prehranske vrednosti za razli¢ne po-
pulacijske skupine, ki predstavljajo osnovo za prehranska
priporocila (2). Nacionalni institut za javno zdravje (NIJZ)
je leta 2020 objavil posodobljena priporocila referencnih
vrednosti za energijski vnos in vnos hranil (3), ki so pov-
zete po referencnih vrednostih za vnos hranil D-A-CH. V
evropskem prostoru je D-A-CH (D za Deutschland, A za
Austria in CH za Svico, tj. Confederatio Helvetica) namred
referencna institucija za dolo¢anje populacijskih priporo-
¢enih vrednosti za vnose hranil. Metode in orodja za
oceno prehranskega vnosa ter prehranske referencne
vrednosti so podrobno predstavljene v knjigi Minerali, vi-
tamini in druge izbrane snovi, prav tako tudi splosni po-
datki o zgradbi in pomenu nacionalnih podatkovnih zbirk
o sestavi zivil (4).

S ¢lankom smo zeleli opozoriti na nekatere dejavnike, na
katere lahko vplivamo sami in tako poskrbimo za ustrezno
preskrblienost organizmma z makro- in nekaterimi mikro-
hranili; izbira zivil in ocena njihove prehranske vrednosti,
priprava hrane za lastne potrebe in nacin prehranjevanja.

PODATKOVNE ZBIRKE O
HRANILNI SESTAVI ZIVIL

Seznam nacionalnih podatkovnih zbirk o hranilni sestavi

zivil iz drzav EU in nekaterih drugih drzav je objavljen na

spletni strani Organizacije Zdruzenih narodov za prehrano
in kmetijstvo (FAO, Food and Agriculture Organization)

5).

Prehransko vrednost izbranih Zivil smo ocenili s pomocjo

podatkov iz petih zbirk:

e danske zbirke FRIDA - National Food Institute, Technical
University of Denmark (DTU) (6),

e ameriSke USDA - FoodData Central, U.S. Department
of Agriculture (7),

e francoske CIQUAL — Observatory of Food, unit of ANSES,
The French agency for food, environmental and occu-
pational health safety (8),

e nem8ke BLS — Max Rubner Institut, Federal Research
Centre for Nutrition and Food (BfEL), Federal Ministry of
Food and Agriculture (9), in

e slovenske OPKP — odprta platforma za kliniéno prehrano,
Odsek za racunalniske sisteme, Institut Jozef Stefan (10).

Zbirke imajo nekaj pomanjkljivosti, tudi ocitnih napak pri

navajanju vsebnosti mikrohranil, zato je smiselno podatke

o istih zivilih primerjati po razli¢nih zbirkah. Odstopanja

vsebnosti posameznih hranil v istih Zivilih smo ugotavljali

celo v istih zbirkah. Med zbirkami so tudi razlike v termino-
logiji in v navajanju merskih enot, kar lahko nepazljive upo-
rabnike zavede in je razlog za vecje napake pri izraGunih
energijske vrednosti in koli€ine hranil v zivilih. Nekatere po-
datke je bilo za namen primerjave potrebno preracunati.

Francoska zbirka CIQUAL navaja podatke o vsebnostih

retinola in beta-karotena loCeno, ne pa tudi celokupne

vrednosti vitamina A v retinolnem ekvivalentu (RE), ki je

osnovna enota za priporo¢ene odmerke. Za vsebnost mi-

krohranil uporabljajo razlicne enote (ng, ug, mg). Nekatere

zbirke navajajo razpoloZljive (prebavljive) ogliikove hidrate,
ki ne vklju€ujejo vlaknin, druge skupaj z viakninami. Podatek
je pomemben pri preracunavanju deleza energijske vred-
nosti, ki jo prispevajo ogljikovi hidrati. V primerih, ko v zbirki
ni podatka o dolo¢enem hranilu, to e ne pomeni nujno,
da zivilo hranila ne vsebuje. Npr. v zbirki CIQUAL smo na-
leteli na nekaj zivil (Cebula, kis, mandlji), pri katerih ni nave-

dene energijske vrednosti. Upravijavci zbirke podatkov o

energiji ne preracunavajo, ko predvidevajo, da so v zivilih

prisotni polioli in/ali organske kisline, ki pa jih niso dokazali

s kvantitativno analizo. V takih primerih smo vnesli pov-
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precno vrednost podatkov iz ostalih zbirk, sicer bi rezultati
preveC odstopali.

V zbirkah smo iskali enaka ali vsaj ¢im bolj primerljiva
zivila, kar ni bilo vedno mogoce. Tako npr. CIQUAL ne
vsebuje podatkov o kruhu iz 100-odstotne rzene moke,
zato smo pri izraCunu upostevali rzen kruh z dodano pSe-
nicno moko. V ameriSki zbirki smo izbirali zivila (kruh,
ovseni kosmici, jabol¢ni sok), ki so posebej oznacena, da
niso obogatena z minerali in vitamini in ne vsebujejo do-
danih sladkorjev.

ALl STE VEDELI?

e Energijo zivil preracunavajo glede na vsebnosti mas-
¢ob, beljakovin, ogliikovih hidratov, viaknin, poliolov,
organskih kislin in alkohola po dogovorjenih faktorjin:
- 37 kJ/g (9 kcal/g) mascobe
- 17 kJ/g (4 kcal/g) beljakovine
- 17 kJ/g (4 kcal/g) ogliikovi hidrati
- 8 kJ/g (2 kcal/g) vlaknine
- 10 kd/g (2,4 kcal/g) polioli
- 18 kJ/g (3 keal/g) organske kisline

- 29 kJ/g (7 kcal/g) alkohol

IZGUBE MIKROHRANIL PRI
PRIPRAVI HRANE ZA LASTNE
POTREBE

Vsebnost makro- in mikrohranil je osnova za prehransko
vrednost zivil, ki je odvisna od Stevilnih dejavnikoy, na katere,
razen pri pripravi zivil za posamezne obroke, potro3niki ni-
mamo vpliva. Koli¢ina mikrohranil, predvsem vitaminov, ki
jih Zivilo ohrani oz. se iz zivila izgublja, je odvisna od nacina
predelave, transporta in skladiscenja. ZmanjSanje vsebnosti
pospesi segrevanje, prisotnost zraka, svetlobe, mikrobov
in nekaterih mineralov, zlasti zeleza in bakra, na zmanjSanje
vsebnosti pa vpliva tudi medsebojno delovanje s snovmi,
ki so naravno prisotne v Zivilih (encimi, sulffiti, nitriti). Med
predelavo zivil oz. pripravo hrane se ohrani ve€ mineralov
(okoli 90 %) kot vitaminov. Pri kuhanju in duSenju ostanejo
minerali v mediju, v katerem smo Zzivilo pripravijali. lzgube
vitaminov, zlasti vodotopnih, so vecje in so odvisne od na-
Cina priprave hrane. Navajamo nekaj primerov: Z zamrzo-
vanjem sadje izgubi okoli 30 % vitamina C, s suSenjem 80
%. Veliko je podatkov o krompirju. Za 20 % se zniza vse-
bnost vitamina C, ¢e mlad krompir pe¢emo v olupku, za
25 %, Ce ga skuhamo v olupku, kuhan star krompir pa

vsebuje najmanj, le 25 % prvotne koli€ine vitamina C. Vse-
bnost nekaterih vitaminov skupine B se zmanjSa za polovico
pri toplotni obdelavi mesa, rib in strocnic (med 30 in 60 %).
Padec je sorazmeren s trajanjem toplotne obdelave. Bolj
stabilen je npr. vitamin B, (kobalamin). Pri kratkotrajni to-
plotni obdelavi mesa se vsebnost vitamina B, , zniza od 10
do najveC 40 % (11, 12). Stabilnost vitamina B (niacin), vi-
tamina By, (piridoksin), pantotenske kisline (vitamin By), fo-
latov (vitamin Bg) in vitamina B, (kobalamin) v Zivilih je vecja
kot vitaminov, ki so obcutljivi na oksidacijo (mas¢obotopni
vitamini A, D in E ter vodotopni vitamin C, vitamin B, (tiamin),
vitamin B, (riboflavin) in vitamin B, (biotin)) (14, 15).

V novejSi raziskavi iz leta 2017 so analizirali vsebnost vita-
minov C, E, A in K v termi¢no obdelani zelenjavi v vodi in
ugotovili, da so izgube vitaminov zelo odvisne od vrste ze-
lenjave in termiCnega postopka. V vecini primerov se je pri
kuhanju izgubilo manj mascobotopnih vitaminov kot vo-
dotopnega vitamina C. Njegova vsebnost se je zmanjSala
za 0d 8,9 % do 100 %. Izgube vitamina C so bile najmanjse
pri brokoliju. Na splosno se pri kuhanju brokolija in druge
zelenjave v vodi izgubi ve¢ vitamina C kot pri kuhanju v
sopari. Najve¢ vitamina C, celo ve¢ kot 90 %, se je ohranilo
v Spinadi, korenju, sladkem krompirju in brokoliju pri kuhanju
v majhni koli¢ini vode v mikrovalovni pecici (13).

Kljub temu, da velja ocvrta hrana za manj priporoceno (ve-
lika energijska gostota, vsebuije vec trans-mascobnih kislin),
ima cvrtje tudi doloCene prednosti pred drugimi termicnimi
postopki. Pri cvrtju v olju s temperaturo 180 °C se namrec¢
temperatura v notranjosti zivila ni dvignila nad 100 °C, zato
se vsebnost termolabilnih snovi ni bistveno zmanjsala, vo-
dotopna mikrohranila se niso izloCila v olje, izgube mineralov
so bile manjSe od 10 %, manjSe so bile tudi izgube tiamina
(vitamin B,) in vitamina C (16).

ABSORPCIJA MAKRO- IN
MIKROHRANIL 1Z HRANE

Biolosko uporabnost mikrohranil pogosto definiramo kot
delez zauzitega mikrohranila, ki je v organizmu na razpolago
za fizioloSke procese (4). BioloSka uporabnost mikrohranil
iz zivil je med drugim odvisna od vrste zivila, nacina pri-
prave, prebavljivosti in interakcij med hranili. Pri tem imajo
zelo pomembno viogo snovi v Zivilih, ki spodbujajo ali za-
virajo prebavo in absorpcijo hranil. Pri bioloski uporabnosti
mineralov navajajo, da je pogosto fizioloSki status posa-
meznika (starost, fiziolosko stanje prebavil, nose¢nost, gi-

366 farm vestn 2022; 73




bljivost prebavil, prirojene okvare ...) pomembnejSi kot zi-
vilski vir (17). V tem prispevku smo izpostavili le absorpcijo
nekaterih hranil iz zivil, na katero lahko tudi sami vplivamo
z ustrezno pripravo hrane ali kombinacijo zivil.

Med makrohranili imajo beljakovine posebno mesto glede
na fizioloSki pomen za Cloveka, saj omogocajo tvorbo last-
nih beljakovin. Pri tem ni pomemben le zadosten vnos be-
liakovin, pa¢ pa tudi kakovost. Prebava beljakovin se zacne
ze v ustih s solubilizacijo, nadaljuje s proteolizo v Zelodcu,
kjer klorovodikova kislina in encimi razgradijo velike mole-
kule beljakovin na manjSe peptide, in zakljuci v tankem
Crevesju s sproSCanjem aminokislin, di- in tripeptidov. Pre-
bavljivost beljakovin v Zivilih zivalskega izvora izboljSa to-
plotna obdelava, ker visoka temperatura unici inhibitorje
proteaz, poleg tega denaturirane beljakovine lazje hidroli-
zirajo v gastrointestinalnem traktu. Eden izmed parametroy,
s katerimi lahko primerjamo kakovost beljakovin, je PD-
CAAS (Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score),
indikator kakovosti beljakovin, ki ga uporabljamo pri oceni
sposobnosti beljakovine, da doseze telesne potrebe po
aminokislinah (18). Beljakovine Zivalskega izvora (mleko,
jajca, meso) imajo najvisji PD-CAAS, ocenjen je na najman;
1, z njimi so med beljakovinami rastlinskega izvora primer-
liive le sojine. PD-CAAS za fizol je ocenjen na 0,7-0,75, za
zita 0,5-0,65. Problemati¢ne so tri aminokisline — stroCnice
vsebujejo malo metionina in cisteina, zita malo lizina. PD-
CAAS<1 pomeni, da je v zivilu omejena koliCina najman;
ene aminokisline (19, 20).

Absorpcija aminokislin iz gastrointestinalnega trakta je odvisna
od fizioloskih lastnosti posameznika, kemijske oblike razgra-
jenih aminokislin v tankem Crevesju ter prisotnosti snovi, ki
jin zauziiemo s hrano in lahko ovirajo tako razgradnjo belja-
kovin kot tudi absorpcijo aminokislin. To so antinutritivni de-
javniki, med katere uvrS€amo fitate, fenole, saponine, poli-
fenole, npr. tanine, glukozinolate ter encimske zaviralce, in
jin vsebuijejo ovojnice semen Zit, strocnic in oreS¢kov, neka;
pa tudi zeleni deli rastlin in sadje. V prebavnem traktu tvorijo
neaktivne komplekse z beliakovinami in minerali, s proteazami
in amilazami ter tako zmanjSajo absorpcijo (18, 21).

Ucinek antinutritivnin dejavnikov izni¢imo oz. zmanjSamo
npr. s kuhanjem, namakanjem, fermentacijo in nakaljeva-
njem zivil. S tem izboljSamo tako absorpcijo mineralov kot
prebavljivost beljakovin in absorpcijo aminokislin (21).
Primer slabe prakse je vsakodnevno uzivanje jogurta z
ovsenimi kosmidi, ki jih prej nismo namakali, kar so dokazali
v poljski Studiji. Potem ko so v jogurt ali mleko dodajali
ovsene kosmice, se je bistveno zmanjsala koli¢ina prostega
kalcija med prebavo in vitro (22). Drug primer slabe prakse
je soCasno uzivanje mesa in pravega Caja, vina ali kave, ki

vsebujejo polifenole, ti pa zmanjSajo absorpcijo zeleza in
drugih mineralov (23).

Vpliv interakcij med makro- in mikrohranili ni zanemarljiv.
Beljakovine iz mleka, jajcnega beljaka in soje zmanjsajo ab-
sorpcijo zeleza, medtem ko jo beljakovine iz mesa, perutnine
in rib izbolj$ajo. 30 g miSi¢nega tkiva je enako povecalo
absorpcijo Zeleza kot 25 mg askorbinske kisline (23). Zival-
ske beljakovine izbolj$ajo tudi absorpcijo cinka (17).
Vitamini in minerali so v Zivilskem matriksu vezani v razli¢nih
kemijskih oblikah, kar vpliva na njihovo bioloSko uporabnost.
Absorpcija zeleza se giblie med 14-18 % iz zivil rastlinskega
in zivalskega izvora in 5-12 % iz zivil izklju¢no rastlinskega
izvora (23). Zelezo vsebuje skoraj vsako Zivilo, organizem
ga laZje izkoristi iz zivil zivalskega izvora, v naSem primeru
iz jajca in piSCancjega mesa, Kjer je vezano v hemski obliki.
Absorpcija niacina znasa med 23 in 70 %, manjsa je iz zit
in vecja iz zivil Zivalskega izvora (24). Absorpcija retinola iz
zivalske hrane je zelo visoka, med 70 in 90 %, medtem ko
je absorpcija beta-karotenov iz rastlinske hrane med 5 in
65 %, vedja je iz kuhanih Zivil in v kombinaciji z mastno
hrano (25). Absorpcija vitamina E variira od 10 do 79 %.
Nanjo vplivajo Stevilni dejavniki, ki Se niso v celoti raziskani:
genetika, prisotnost mascob in drugih mascobotopnih vi-
taminov ter nekaterih proteinov (26, 27). Absorpcija vita-
mina B, je vecja od 50 %, celo do 89 % iz ovCetine in pis-
C¢ancjega mesa (28, 29), iz jajc 13,2 do 57,7 % (30).
Absorpcija vitamina B, , je manjSa iz Zivil, ki vsebujejo velike
koli¢ine tega vitamina (npr. iz jeter) (28, 29). Podobno velja
tudi za nekatere druge vitamine. Ceprav se zelo dobro ab-
sorbirajo (tiamin v 95 %, vitamin C v 80-90 %), pa jih or-
ganizem lahko izkoristi le v omejenem obsegu.

ANALIZA JEDILNIKA

Sestavili in analizirali smo jedilnik, ki vsebuje dostopna, po-
gosto uporabljana Zivila v slovenski kuhinji, s katerimi za-
gotovimo okoli 2000 kcal (8368 kJ) energije, nismo pa
sledili kuharskim receptom. OdloCili smo se za omejen
izbor zivil in ocenjevali njihovo prehransko vrednost s ciliem,
da se ¢im bolj priblizamo priporocenim dnevnim vnosom
makro- in mikrohranil. Doseganije referencnih vrednosti za
posamezno hranilo glede na populacijsko skupino v kraj-
Sem Gasovnem obdobju (1-2 tedna, ne pa vsak dan po-
sebej) je osnova za uravnotezeno prehranjevanje. Zaradi
boljSe absorpcije hranil pa je priporocljivo, da je vnos Ca-
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sovno ¢im bolj enakomerno porazdelien. V preglednici 1
navajamo seznam in koli¢ine zivil, ki smo jih vkljucili v jedil-
nik, v preglednici 2 pa celokupno hranilno vrednost, ki smo
jo izraCunali na podlagi podatkov iz posameznih zbirk.

Primer dnevnega jedilnika, ki ga lahko pripravimo z Zivili iz
preglednice 1:
ZAJTRK:
e Navaden jogurt z ovsenimi kosmici, Zlica mandljev
e Palacinka z marmelado
e Jabolko
KOSILO:
e PiS¢ancji file na zaru
e Kuhana jeCmenova kaSa s cvetaco in korenjem
e Paradiznikova solata s ¢ebulo, olivnim oliem in kisom
e Kos rzenega kruha
e Grozdje
e Jabol¢ni sok
VECERJA:
e Kos belega kruha s sirom
e Solata endivija s krompiriem, sonéni¢nim oliem in kisom

Razvoj programske opreme omogoca Stevilne resitve za
ugotavljanje prehranskega vnosa z zivili. Mnoge med njimi
so prosto dostopne v obliki spletnih aplikacij, vendar se
niso izkazale kot optimalne za vrednotenje prehranskega
vnosa (31). Klju¢nega pomena za ustrezno vrednotenje
prehranskega vnosa so podatki o hranilni sestavi zivil, ki
jih uporabljajo programska orodja.

5.1 OCENA VSEBNOSTI MAKROHRANIL

Slovenske nacionalne smernice Referencne vrednosti za
energijski vnos ter vnos hranil (3) priporo¢ajo dnevne vnose
beljakovin v g/kg telesne mase, za odrasle 0,8 g/kg/dan.
Enako vrednost predlaga EFSA. Slovenske smernice pri-
porocCajo orientacijske dnevne vrednosti za mascobe in
ogljikove hidrate. Z mas¢obami naj bi odrasli pokrili 30 %
energije, z ogliikovimi hidrati pa ve¢ kot 50 %; EFSA pred-
laga 45-60 %. Ta razmerja se med populacijskimi skupi-
nami razlikujejo, na potrebe po hranilih pa vpliva tudi raven
telesne dejavnosti.

Slovenci v razli¢nih starostnih skupinah (od 1 do 74 let)
pokrijejo 15-19 % energije z beljakovinami, 29-34 % ener-
gije z mascobami in 45-55 % z ogljikovimi hidrati (32).
Podobna je tudi struktura energijskega vnosa po nasem
jedilniku (slika 1).

EFSA dolo¢a potrebe po beljakovinah na osnovi dusikovega
ravnovesja, ki je dosezeno, ko sta vnos dusika z beljakovi-
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Preglednica 1: Seznam Zzivil, izbranih za analizo hranilne vrednosti, in
koli¢ina Zivila za celodnevni jediinik z energijsko vrednostjo okoli
2000 kcal (8368 kJ).

Table 1: List of foods selected for nutritional analysis and the
amount of food for a daily menu with an energy value of about
2000 kcal (8368 kJ).

Zivilo Masa [g]
Cvetaca 50
Cebula 20
Grozdje 50
Jabolka 150
Jajce (kokosje, celo) 50
JeCmen 50
Jogurt (1,5 % mascobe) 150
Kis 20
Korenje 50
Krompir (kuhan v olupku) 150
Kruh (bel, iz pSeni¢ne moke) 100
Kruh (rzen) 50
Mandlji 10
Marmelada (50 % sladkorija) 15
Mieko (3,5 % mascobe) 30
Moka (pSenic¢na bela, tip 550) 20
Olje (olivno, devisko) 15
Olje (sonc¢nicno) 15
Ovseni kosmici 20
Paradiznik (rde¢ ) 100
Pis¢ancja prsa (brez kosti in koze) 120
Sir (poltrdi, 45 % mascobe) 50
Sok (jaboleni, 100 %) 300
Solata endivija 200

nami iz hrane in eliminacija duSika izenacena. Povprecne
dnevne potrebe odraslega zdravega Cloveka znaSajo
105 mg dusika/kg telesne mase (0,66 g beljakovin/kg/dan).
Na tej osnovi je EFSA dolocila populacijski referencni vnos
0,83 g beljakovin/kg telesne mase/dan, kar zadoS¢a za
okoli 10 % energije. EFSA ob tem izpostavlja polnovredne
beliakovine s PDCAAS = 1 0z. 100 %. Beljakovine v zivilih
z nasega seznama prispevajo med 16 in 17 % energije (od
tega je delez beljakovin Zivalskega izvora 60 %, beljakovin
rastlinskega izvora pa 40 %). Pri vnosih beljakovin, ki pokri-
jejo do 35 % energije, ni podatkov o Skodljivih stranskih
ucinkih. Kljub temu EFSA predlaga, da zgornja meja vnosa
beljakovin ne presega dvakratnika priporoCenega popula-
cijskega referencnega vnosa beljakovin (19).
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S POZNAVANJEM PREHRANSKIH VREDNOSTI ZIVIL DO URAVNOTEZENEGA PREHRANJEVANJA
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Slika 1: DeleZ energijskega vnosa (% energije), ki ga prispevajo posamezna makrohranila, glede na rezultate analize jedilnika po petih zbirkah.
Figure 1: Percentage of energy intake (% energy) from individual macronutrients according to the results of the analysis of the menu by five

databases.

Ustrezen vnos beljakovin vse pogosteje doloCajo glede na
telesno maso posameznikov in starost. Raziskava PROT-
AGE iz leta 2013 priporo¢a za starostnike nad 65 let visje
vnose beljakovin, in sicer 1,2 g/kg oz. celo do 1,5 g/kg, Ce
imajo starostniki resnejSe bolezni, iziema so le bolniki s
hujSo ledvi¢no okvaro (33).

V nasSem jedilniku je energijski delez mascob med 28 %
energije po USDA in 32 % po FRIDA, kar lahko ocenimo
kot primerno. Ce je dele? mas&ob niZji od 20 % energije,
se ze pojavi nevarnost nezadostnega vnosa mascobotop-
nih vitaminov (34).

Energijski delez ogljikovih hidratov skupaj z vlakninami
znaSa od 52 % (49 % prebavljivi ogljikovi hidrati in 3 %
vlaknine) po FRIDA do 55 % po USDA. Zaradi pomanjkanja
dokazov EFSA ne predlaga zgornje meje vnosa celokupnih
sladkorjev, izpostavlja pa, da vnos sladkorjev, vecji od 20
% energije, poveduje moznost razvoja hiperlipidemije, vnos
vec kot 25 % energije pa vodi v sladkorno bolezen tipa 2
(85). Najvedji delez sladkorjev z naSega seznama vsebuijegjo
Zivila po podatkih iz zbirke BLS, in sicer 19 % energije, po
vseh ostalih zbirkah je vsebnosti sladkorjev okoli 16 %
energije. Odrasla slovenska populacija s sladkoriji pokrije
med 14-17 % energije (32).

Vse vedji pomen za ohranjanje zdravja pripisujemo viak-
ninam. Vlaknine v prebavnem traktu ne hidrolizirajo, se

ne absorbirajo in vstopijo v debelo ¢revo nespremenjene.
Tam pod vplivom mikrobiote steCe proces anaerobnega
vrenja, pri katerem se sprosc¢ajo propionati in acetati, ki
se absorbirajo in prispevajo nekaj energije, zato viakninam
pripisujejo 8 kd (2 kcal)/g. PomembnejSa kot sama ener-
gijska vrednost pa je vloga vlaknin pri regulaciji prebave,
vplivajo na presnovo holesterola in sladkorjev, varovale
naj bi pred razvojem raka debelega Crevesa in danke
(35).

Pri vecini prebivalcev EU in Slovenije je povprecen dnevni
vnos vlaknin manjsi od priporocenega, v odrasli populaciji
med 19,5 in 22,4 g (36). Zivila s seznama vsebuijejo ved
vlaknin, med 26,75 g vlaknin po OPKP, do najve¢ 36,43 g
po CIQUAL, ki jih prispevajo Stiri razlicna zita (pSenica,
oves, rz, je¢men), mandlji, sadje in zelenjava. Smernice
NIJZ Referencne vrednosti za energijski vnos in vnos hranil
priporoCajo vsaj 30 g viaknin/dan. EFSA navaja, da vnosi
vlaknin, ki so vecji od 25 g/dan, zmanjSujejo tveganje za
razvoj sréno-zilnih bolezni, sladkorne bolezni tipa 2 in olaj-
Sajo vzdrzevanje telesne mase (35).

5.2 OCENA VSEBNOSTI MIKROHRANIL

Med mikrohranili najbolj odstopata glede na PDV vitamin
D in Zelezo. V vseh petih zbirkah so vrednosti vitamina D
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izrazito nizje od PDV (med 28 % PDV po OPKP in 62 %
PDV po CIQUAL).

Studije pri nas in v svetu kaZejo, da je preskrblienost or-
ganizma z vitaminom D nezadostna. Pomanjkanje vitamina
D je najvecje v zimskih mesecih, ko ni endogene sinteze vi-
tamina D, in pri ljudeh, ki niso dovolj ¢asa izpostavljeni son-
¢nim zarkom, predvsem starostnikih (37). Vnos vitamina D
s hrano pri prebivalcih Slovenije se giblie med 2,5-3,2 ug
na dan v vseh starostnih skupinah (38); nas jedilnik je vse-
boval med 1,39 in 3,09 ug vitamina D. Da bi dosegli pripo-
roceno serumsko koncentracijo vitamina D v odsotnosti
endogene sinteze, bi potrebovali 20 pg vitamina D na dan
(8). Zdrav nacin zivljenja (gibanje v naravi, zmerno izposta-
vljanje sonénim Zzarkom, ustrezna telesna masa) bistveno
vplivajo na preskrblienost organizma z vitaminom D, po-
membna pa je tudi hrana. Tako npr. pri Inuitih iz ZDA opazajo
manjSo preskrblienost z vitaminom D, odkar so spremenili
nacin prehranjevanja, ki je tradicionalno vsebovalo veliko
rib. Po drugi strani se je stanje preskrblienosti z vitaminom
D na Finskem izboljSalo, odkar mlecne izdelke bogatijo z
vitaminom D (39). 30 ug vitamina D vsebuje 100 g surovega
diviega lososa, 100 g jegulie, 18,7 pg vitamina D pa vsebuje
100 g gojene postrvi (7). Poleg tega z ribami zelo pove¢amo
vnos nenasicenih mascobnih kislin omega-3.

Vsebnost vitamina B, , je nekoliko nizja od PDV po podatkin
treh zbirk, vsebnost B, je prenizka samo po podatkih BLS.
NajniZja je vsebnost vitamina B,, po podatkih FRIDA
(90 % PDV), najvisja po BLS (125 % PDV). Kljub niziemu
% PDV lahko vsebnost vitamina B, ocenimo kot primerno.
Absorpcija vitamina B,, iz piS¢anCjega mesa je namrec
zelo dobra in dosega 89 % (28, 29).

Po podatkih OPKP je vnos zZeleza bistveno visji od pripo-
rocenega, 137 % PDV, medtem ko je po FRIDA le 74 %
PDV. Na nasem seznamu vsebuijejo najve¢ Zeleza jeCmen,
ovseni kosmici in mandlji. Nekoliko nizja od priporoCenih
vrednosti je po vseh zbirkah vsebnost magnezija, med 86
in 99 % PDV.

5.3 PRIMERLJIVOSTI PODATKOV IZ
IZBRANIH PODATKOVNIH ZBIRK O
HRANILNI SESTAVI ZIVIL

Vsebnost hranil v posameznih Zivilih se razlikuje predvsem
pri mikrohranilih, manj pri makrohranilih. Na naSem seznamu
zivil je najvelja razlika v vsebnosti niacina (vitamin B,) v jo-
gurtu. Po OPKP je vsebnost med 20- in 30-krat vecja kot
v ostalih zbirkah. Po CIQUAL je vsebnost vitamina C v cve-
taCi med 10- do 20-krat nizja, kot v ostalih zbirkah. Vedi-
noma pa so te razlike manjse, za faktor 1,3 do 3.

Primerljivost podatkov po zbirkah smo ugotavljali z odsto-
panji od srednje vrednosti (preglednica 3). Odstopanje ni v
nobenem primeru preseglo 50 % in le v Sestih primerih, ki
so Vv tabeli oznaceni z rdeco, je preseglo 30 %.
IzraCunana energijska vrednost zivil je po vseh petih zbirkah
zelo primerljiva, odstopanje od srednje vrednosti znasa
med +6 % in =3 %.

Med makrohranili od srednje vrednosti najbolj odstopajo
ogljikovi hidrati, med +15 % po USDA in =8 % po BLS. Od-
stopanije bi bilo manjSe, Ce bi vse zbirke enako navajale ce-
lokupno koli¢ino ogljikovih hidratov, z oz. brez viaknin. Vred-
nosti za same vlaknine odstopajo med +13 % in =17 %.
Odstopanja od srednijin vrednosti beljakovin in maséob so
manjsa, od +8 % do -5 %.

Podatki o vsebnosti mikrohranil se veliko bolj razlikujejo
kot pri makrohranilih. Od srednje vrednosti najbolj odsto-
pajo vrednosti za vitamin D, vitamin A, niacin in zelezo.
Odstopanje vsebnosti vitamina D od srednje vrednosti se
giblie med —-34 % po OPKP do +48 % po CIQUAL. Ugo-
tovili smo veliko razliko v vrednosti retinolnega ekvivalenta
(interval odstopanja med +46 % po BLS in -31 % po
USDA). Domnevamo, da upravljavci zbirk uporabljajo ra-
zli¢ne faktorje preracunavanja aktivnosti beta-karotenov in
drugih karotenoidov v retinolne ekvivalente, Ceprav te fak-
torje dolo¢ajo EFSA in drugi viri (1 RE = 1 pg retinola =
6 pg beta-karotena = 12 pg drugih karotenoidov). Dejstvo
je, da so vsebnosti karotena in karotenoidov v istem Zivilu
lahko zelo podobne, navedene vrednosti RE v zbirkah pa
se razlikujejo za faktor 2.

Podatki o vsebnosti niacina odstopajo za 35 % od srednje
vrednosti po OPKP. Predvidevamo, da zbirka OPKP navaja
vsebnost niacina kot ekvivalent.

Odstopanje vsebnosti mineralov od srednje vrednosti je
enako oz. manjSe od 10 %, razen pri zelezu, interval od-
stopanja od srednje vrednosti se giblie med +49 % po
OPKP in =21 % po FRIDA. Po podatkih OKPK vsebuijejo
nekatera zivila z naSega seznama (kruh, kuhan krompir,
piS¢ancja prsa, solata ...) do 3,5-krat veC zeleza v pri-
merjavi s podatki v preostalih stirih zbirkah.

SKLEP

Analiza nasega jedilnika s pomocjo podatkov v petih zbir-
kah je pokazala majhna odstopanja od srednje vrednosti
energije in koli¢ine makrohranil, vecje je bilo odstopanje
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Preglednica 3: Odstotek (%) odstopanja od srednje vrednosti po petih zbirkah o hranilni sestavi Zivil.
Table 3: Percentage ( %) of deviation from the average value according to five food databases.

Energija in makro- ter Srednja % . % . % . % . % .
mikrohranila vrednost odstopanja | odstopanja | odstopanja |odstopanja | odstopanja
USDA FRIDA CIQUAL BLS OPKP
Energija 2052 Kcal -1 -1 -3 -1
Beljakovine 869 -5 1 -1 -2
Mascobe 68 g -1 7 0 -4 -2
Oglljikovi hidrati 2619 15 -6 -5 -8 3
Sladkorii 859 -5 -2 10 -3
Vlaknine 32¢ 5 13 -8 -17
Kalij 3762 mg -6 3 -3 4
Kalcij 1026 mg -2 5 -10 0 7
Magnezij 351 mg 5 -9 0 -2 5
Fosfor 1527 mg 2 -4 -2 0
Zelezo 13 mg -12 -21 -18 49
Cink 10 mg 11 -6 -4 2 -3
Vitamin A 1279 g -31 -28 -16 46 28
Vitamin D 2,1 ug -16 -3 48 5 -34
Vitamin E 19 mg -17 -12 -1 20 11
Vitamin C 100 mg -13 8 -4 21 -12
Vitamin B, (tiamin) 1,4 mg 11 -11 -9 -8 18
Vitamin B, (riboflavin) 1,6 mg 19 -4 -10 -24 18
Vitamin B, (niacin) 24 mg -4 -16 -10 -4 35
Vitamin By (pridoksin) 2,2mg 10 -13 -11 -9 24
Vitamin By (folna kislina) 341 pg -1 13 6 -9 1
Vitamin B, , (kobalamin) 2,5 ug 0 -9 -8 25 -8
Podatki, oznacCeni z rdeco, prikazujejo rezultate, kjer je bilo odstopanje vecje kot (x) 30 %.
vrednosti za mikrohranila. Najbolj so odstopale vrednosti LITERATURA

po OPKP, vendar je bil vzorec Zivil premajhen, da bi na

podlagi teh rezultatov lahko ocenili posamezno zbirko. Za

oceno posamezne zbirke bi bilo potrebno analizirati vedji

vzorec Zivil.
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POVZETEK

Estrogeni hormoni in estrogensko delujoci kemijski
motilci endokrinega sistema so v okolju prisotne spo-
jine, s katerimi vsakodnevno prihajamo v stik preko
vode in hrane. Poleg klasi¢nih mehanizmov delovanja
na receptorje vplivajo tudi na izrazanje genov v clo-
veskem telesu. Do sedaj najbolj raziskani vplivi na nji-
hovo izrazanje so preko metiliranja DNA, histonskih
modifikacij, dolgih nekodirajocih RNA ter mikro RNA.
Nekateri od teh vplivov so potrjeni tako in vitro kot in
vivo, na primeru bisfenola A Ze pri okolisko relevantnih
koncentracijah. Vsakodnevno pa smo izpostavijeni
vedno novim vrstam Se neznanih kemijskih motilcev
endokrinega sistema. Problemi, povezani s tem, pa
S0 trenutno pomanjkljiva analitika zaznavanja teh spo-
jin v okolju in ¢loveSkem organizmu ter slaba siste-
maticnost dolocanja njihove toksic¢nosti preko razlicnih
dejavnikov, ki sinergisti¢no vplivajo na izrazanje DNA.

KLJUCNE BESEDE:
bisfenol A (BPA), epigenetika, estrogeni hormoni,
izrazanje DNA, kemijski motilci endokrinega sistema

ABSTRACT

Estrogen hormones and estrogenically active en-
docrine disruptors are substances, which we come
into daily contact with in the environment through
food and water. Apart from their classic mechanisms
of action which are receptor mediated, they also elicit
effects on the expression of genes in the human body.
Currently, the most researched mechanisms affecting
gene expression are DNA methylation, histone mod-
ification and effects via long non-coding RNA and
microRNA. Some of these effects have already been
determined in in vitro, as well as in in vivo tests, in the
case of BPA even in environmentally relevant con-
centrations. Lately, we are being subjected to new
types of previously unknown endocrine disruptors.
The issues stem from the fact that we currently have
limited analytics available for detecting all these sub-
stances in the environment and humans with tests,
which are not systematic enough in determining the
toxicity of the aforementioned substances caused by
synergistic effects they have on DNA expression.

KEY WORDS:
bisphenol A (BPA), DNA expression, endocrine dis-
ruptors, epigenetics, estrogen hormones
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uvoD

Endokrini sistem je nadzorni sistem zlez z notranjim izlo-
C¢anjem, ki tvorijo kemijske prenaSalce hormone. Ti s po-
modjo transporta po krvozilinem sistemu prehajajo na mesta
delovanja v tkiva in organe. Ker v telesu delujejo ze v zelo
nizkin koncentracijah, prav tako pa je njihova bioloska
aktivnost od koncentracije mocno odvisna, telo preko za-
pletenih povratnih zank regulira njihovo delovanje.
Eden glavnih hormonskih sistemov pri Cloveku je sistem
spolnih hormonoy, ki jih po kemizmu uvrs¢amo med ste-
roidne hormone. Njihova osnovna funkcija je sodelovanje v
sistemu, v katerem sta udelezena Se hipotalamus in nadled-
vitna zleza. Skrbijo za razvoj spolovil in posledi¢no spolni di-
morfizem, omogocCajo razmnozevanje, delujejo pa tudi na
druge telesne funkcije, kot je npr. termoregulacija. V nadalje-
vanju se bomo posvetili estrogenskim spolnim hormonom.
Ljudje smo v vsakodnevnem Zivljenju izpostavljeni Se spo-
jinam, ki niso telesu lastne in prav tako delujejo na hor-
monski sistem. V okoljskih vzorcih, kot so npr. povrSinske
vode, v merljivih koncentracijah najdemo razlicne spojine
(1). Poleg ostankov sintezno pridoblienih hormonskih ucin-
kovin, endogenih hormonov in fitosterolov, je med njimi
vedno ve¢ novoodkritih onesnaZil, za katere so ze dokazali
delovanje na hormonski sistem in jih posledi¢no uvrs¢amo
med kemijske motilce endokrinega sistema. Med te spa-
dajo (2-7):
e bisfenali (plastifikatorii, ki jih najdemo v vedini plasti¢nih
izdelkov),
e poliklorirani bifenili (PCB; spojine v industrijskih hladilih in
mazivih),

e polibromirani difenil etri (zaviralci gorenja in penilci),

e pesticidi (vecinoma zelo polarne spojine, ki jih najdemo v
vodah),

e ftalati (plastifikatorji, sestavina gastrorezistentnih oblog v
tabletah ipd.) in

e perfluorirane alkilirane spojine (PFAS; na vodo in mascobo
odporne previeke za papir in karton).

Zaradi njihove sposobnosti u¢inkovanja Ze v okoljsko rele-
vantnih koncentracijah in njihove dokazane prisotnosti v
Cloveku so v zadnjih desetletjih delezni vecje pozornosti
znanstvene stroke (8).

KLASICNI IN ALTERNATIVNI
MEHANIZMI DELOVANJA
STEROIDNIH HORMONOV

Obstajata dve vrsti estrogenskih receptorjey, in sicer jedrni
(ERa in ERB) in membranski (GPR30, ER-X in Gq—mER)
estrogenski receptoriji. V odsotnosti estrogena se jedrni re-
ceptor nahaja v citoplazmi, vezan s Saperoni. Po vezavi
estrogena receptor dimerizira, se translocira v jedro in nato
veze na hormonsko odvisne elemente, ki se nahajajo na
promotorijih tarénih genov za jedrni receptor. Nato koregu-
latoriji jedrnega receptorja delujejo na promotor in inducirajo
transkripcijo tarénih genov (9). Med temi koregulatorji so
mnogi encimi, kot so npr. histonske acetiltransferaze, hi-
stonske deacetilaze, histonske metilaze in demetilaze ter
DNA metilaze in demetilaze. Estrogenski membranski re-
ceptoriji pa so vecinoma z G-proteinom sklopljeni receptorii.
Ti po vezavi agonista na receptor preko celi¢ne mobilizacije
kalcija povzrocijo sproscanje fosfatidilinozitol trifosfata v jedru
celice, kar sprozi signalno verigo za sproS¢anje hormonov.

? Metilacija DNA ¢ Histonske modifikacije

Dolge nekodirajoce RNA

Mikro RNA

Slika 1: Shema mehanizmov delovanja hormonov in kemijskih motilcev endokrinega sistema na DNA, ki niso povezani s spremembami v

zapisu DNA.

Figure 1: Scheme of the mechanisms of action for hormones and endocrine disruptors on DNA not related to changes in DNA sequence.
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Mehanizem delovanja razli¢nih skupin kemijskin motilcev
endokrinega sistema na jedrne receptorje so natan¢no ra-
ziskali in opisali (10). Poleg prekomerno ali premalo izraze-
nih fizioloskih ucinkov, ki bi bili posledica vezave na te re-
ceptorje, pride pri vezavi prej omenjenih ligandov tudi do
aktivacije negenomskih reakcij, kot so kinazne kaskade
PISK/AKT in MAPK. To posledi¢no vodi do modulacije ra-
zliénih encimov v celicah, kot so kinaze in fosfataze, na
katere steroidni jedrni receptorii v fizioloSkih pogojih ne bi
imeli neposrednega vpliva (11).

Poleg neposrednega vpliva na jedrne receptorje izkazujejo
tudi vpliv na genomsko pot delovanja preko prej omenjenih
koregulatorjev in tako posledicno spreminjajo izrazanje DNA.
Zelo pomembni so tudi mehanizmi, ki niso povezani s spre-
membami v zapisu DNA(slika 1). Najbolj raziskani med njimi
so spremembe v metiliranju DNA, histonske modifikacije,
vpliv na mikro RNA ter dolge nekodirajo¢e RNA (12—-16).

METILIRANJE DNA

Metiliranje DNA je bil prvi odkrit epigenetski oznaCevalec.
DNA se vec¢inoma metilira na petem ogljikovem atomu ci-
tozina, tako dobimo 5-metilcitozin. Reakcijo katalizirajo en-
cimi DNA metiltransferaze (DNMT). Citozin se v baznem
paru veze z gvaninom. Regije, ki so bogate s citozin-gvanin
dinukleotidom (CpG), imenujemo CpG-otocki in jih pogosto
najdemo v regulatornih delih genoma.

V sploSnem velja, da metiliranje CpG, Se posebej Ce gre
za CpG-otocek, korelira z zaprto konformacijo kromatina,
kar pomeni, da je DNA nedosegljiva za transkripcijske de-
javnike. Nasprotno pa nemetilirane CpG najdemo v genih,
ki se aktivno prepisujejo.

Obstajajo tudi izijeme, kjer lahko metiliranje DNA privede
do povecane transkripcije. To vidimo na primeru zaviralca
transkripcije CCCTC-vezavnega faktorja (CTCF), ki se veze
na regije med promotorjem in ojaCevalcem in s tem zavre
prepisovanje genov. Metiliranje DNA na vezavnih mestih
za CTCF tako onemogoci vezavo CTCF-proteina in s tem
poveca izrazanje genov. Estradiol z vezavo na estrogensko
odzivne elemente v jedru neposredno pospesuje metiliranje
DNA na CpG-otockih, prav tako pa pospeSuje izrazanje
DNMT (15). Njegova regulacija lahko pomembno vpliva na
potek raka dojk (17).

Pomembnost vpliva kemijskin motilcev endokrinega si-
stema na metiliranje DNA so najprej odkrili pri terapiji z
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dietilstilbestrolom. Dietilstilbestrol je sintezni nesteroidni
estrogenski agonist, ki so ga do sedemdesetih let prejs-
njega stoletja uporabljali za vzdrzevanje normalnih serum-
skih koncentracij steroidnih hormonov pri nosec¢nicah, kar
preprecCuje zaplete v nosecnosti (slika 2).

Kasneje se je izkazalo, da dietilstilbestrol ni bil ucinkovit pri
zmanjSevanju Stevila spontanih splavov in prezgodnjih po-
rodov. Prislo je celo do povec¢anja vaginalnega adenokar-
cinoma pri kar 0,1 % zenskih potomk pacientk, ki so upo-
rabljale dietilstilbestrol, poleg tega pa Se do abnormalnosti
v razvoju spolovil in zmanjSani plodnosti njihovih potomk
ter potomceyv (5, 6). Raziskave so pokazale, da so ti uCinki
najverjetneje posledica sprememb v metiliranju DNA na
laktoferinskem promotorju (dietilstilbestrol je povzrodil de-
metiliranje), kar je posledi¢no vodilo do motenj v razvoju
organov (20).

HsC OH

N

HO CH;
Dietilstilbestrol

Slika 2: Kemijska struktura dietilstilbestrola.
Figure 2: Chemical structure of diethyistilbestrol.

V zadnjih letih metiliranje DNA povezujejo Se z ve¢ hor-
monsko odvisnimi boleznimi. Endometrioza je bolezen, pri
kateri najdemo endometriju podobno tkivo izven materni-
¢ne votline. Endometrioza je najverjetneje epigenetska in
od estrogenov odvisna bolezen (7, 8). Raziskave so priin-
testinalni globoki endometriozi (ena izmed najbolj agresivnih
oblik) pokazale metiliranje DNA v promotorskih regijah za
progesteronska receptorja A (PR-A) in B (PR-B). Metilirane
alele promotorja PR-A so v ve¢jem delezu odkrili v endo-
metrioznem tkivu v primerjavi z zdravim, metilirane alele
promotorja PR-B pa so zaznali samo v endometrioznem
tkivu, ne pa tudi v zdravem (23).

Kontaminacija okolja in posledi¢na izpostavitev Cloveka
kemijskim motilcem endokrinega sistema lahko tudi vpliva
na metiliranje DNA. Znane so ze spremembe v profilu me-
tiliranja CpG-otockov kot posledica uzivanja hrane, konta-
minirane z npr. PCB in PFAS (24). Slednii najverjetneje vpli-
vajo na metiliranje v ve¢ delih DNA. Za perfluorooktil
sulfonat, ki je predstavnik te skupine spgjin, je znano, da
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povzroCa zmanjsano metiliranje DNA, natanéneje njenih
elementov Alu, ki so najpogostejsi gen v Cloveskem ge-
nomu (25). Prav tako so zaznali korelacijo med koncentra-
cijo perfluorooktanojske kisline v krvi nosecnic, ki je tudi
znadilen predstavnik te skupine spojin, in zmanjSano po-
rodno maso njihovih otrok (26).

Se ena izmed bolezni, za katero to¢ni razlogi niso poznani,
je sindrom policisti¢nih jajénikov. Poleg povezave z bolez-
nimi metabolnega sindroma, kot sta sladkorna bolezen
tipa 2 in debelost, odkrivajo tudi povezave bolezni z epi-
genetskimi modifikacijami, Se posebej z metiliranjem DNA.
Spremembe v metiliranju DNA, povezane s to boleznijo,
so zaznali na ve¢ deset genih. Izrazene so tako v periferni
krvi in tisti v popkovnici kot tudi v tkivih, ki so zaradi bolezni
spremenjena, npr. v jajcnikih, podkoznih mas¢obnih tkivih
in skeletnih misicah (27). Metiliranje DNA pri pacientkah z
izrazeno boleznijo je znadilno visje kot pri zdravih (28).
Posledic metiliranja posameznih genov e ne poznamo v
celoti, saj je raziskava odkrila mnogo vecje Stevilo genov,
pri katerih je bil profil metiliranja spremenjen, kot pa je bilo
potem dejansko izrazenih sprememb. Iz tega lahko skle-
pamo, da vecina sprememb v metiliranju oCitno ne vpliva
na izrazanje posameznih genov, zato so potrebne nadaljnje
raziskave, da identificiramo posamezne gene, katerih me-
tiliranje je pomembno za potek bolezni, in v koliksni meri
kemijski motilci endokrinega sistema vplivajo nanjo.

HISTONSKE MODIFIKACIJE

Histoni so proteini, odgovorni za urejenost DNA. 146 baznih
parov DNA, navite okoli osmih histonskih molekul, tvori
1. i. nukleosome. Vsak nukleosom je sestavljen iz dveh po-
denot (obe sta sestavljeni iz histonov H2A, H2B, H3 in H4)

in povezovalnega histona H1, ki deluje kot stabilizator, ki
poveze podenoti med sebo;.

Vezavna afiniteta med DNA in histonom definira kromatin-
sko stanje, ki je lahko sprosceno (nizka vezavna afiniteta
med DNA in histonom) ali kondenzirano (visoka vezavna
afiniteta med DNA in histonom). Kromatinsko stanje je po-
membno za regulacijo izrazanja genov in je modulirano s
posttranslacijskimi modifikacijami iztegnjenih repov histo-
nov. Primera posttranslacijskin modifikacij sta npr. acetili-
ranje in metiliranje lizina. Estradiol pospeSuje tako acetili-
ranje (z acetilazo p300, kar vodi v aktivacijo transkripcije)
kot metiliranje histonov. Slednje lahko vodi v aktivacijo (me-
tiliranje na histonu 3, lizin 4) ali inhibicijo transkripcije (me-
tiliranje na histonu 3, lizin 27) (15).

Izoflavoni so skupina rastlinskih estrogenov. Najvec jin naj-
demo v rastlinah iz druzine metuljnic (Fabaceae), med ka-
tere spadajo arasidi, grah, CiCerika in soja. Slednja je ver-
jetno najpomembnejSa predstavnica druzine iz vidika
nadomestne hormonske terapije, saj se uporablja v mnogih
prehranskih dopolnilih, ki so prvenstveno namenjena bla-
zenju simptomov klimakterija in ostalih postmenopavzalnih
tezav.

Glavni u¢inkovini v druzini izoflavonov sta genistein in daid-
zein (slika 3). Po strukturi sta podobna estrogenom in de-
lujeta na jedrne estrogenske receptorje. UCinkujeta tudi na
encim histonsko acetiltransferazo in s tem povzro¢ata po-
vecano acetilacijo histonov (29). Ucinek izoflavonov na en-
cim je sicer manjsi kot ucCinek estrogenov (za priblizno 250-
krat), a je ze viden tudi v serumskih koncentracijah
izoflavonoy, ki so znacilne za populacijo s fitoestrogensko
terapijo. Serumska koncentracija pri terapiji pa je za veC
kot 250-krat vi§ja od povprecne koncentracije estrogenov
pri Zenskah, iz Eesar bi lahko sklepali, da je ucinek izrazen
tudi pri taksni terapiji (15, 16).

Verjetno najbolj raziskan kemijski motilec endokrinega si-
stema sodobnega Casa je bisfenol A (BPA; slika 4). Upo-
rabliamo ga v proizvodniji plastike ze od Sestdesetih let

HO

Genistein

Slika 3: Kemijski strukturi genisteina in daidzeina.
Figure 3: Chemical structures of genistein and daidzein.

HO i (o}
0
OH
Daidzein
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prejSnjega stoletja, najveC v proizvodnji polikarbonatne pla-
stike in epoksi smol. Le-te so pogosto uporabljiane v vse-
bnikih za shranjevanje hrane in pijace.

BPA najdemo skoraj povsod v okolju, v vodah, zemlji in
celo zraku, razli€ne so zgolj koncentracije (31). V Evropi je
uporaba BPA od leta 2011 prepovedana v plastiki, ki je
namenjena za izdelavo otroSkih steklenick in steklenic za
infuzijske raztopine. Od leta 2020 je prepovedan tudi za
uporabo v termo papirju. Leta 2017 so ga dodali na ev-
ropski seznam spojin zelo velikega tveganja, ki je prvi korak
omejitve uvoza in uporabe spojin v EU (32).

BPA med drugim deluje tudi na nivo metiliranja in acetiliranja
promotorjev na veC estrogensko reguliranih genih. Primer
tega sta HOXB9 in HOXC6. Udelezena sta v kodiranju
proteinov, ki so kot transkripcijski faktorji udelezeni v proli-
feraciji in diferenciaciji celic. Le-ti imajo pomembno viogo
pri razvoju mlecnih Zlez pri sesalcih (33). V primeru raka
dojk je HOXC6 znacilno bolj izrazen v rakavih tkivih. Podatki
iz testiranj in vitro ter in vivo kazejo, da BPA inducira izra-
zanje HOXC6. Enak ucinek ima tudi estradiol. PoviSano iz-
razanje inducira izrazanje tumorskih rastnih dejavnikov in
tako pospesuje rast tumorja, Ceprav je treba upostevati,
da so v raziskavi uporabili velik odmerek (25 pg/kg telesne
mase) po principu odmerka z akutno toksi¢nostjo (34).
Ocenjen vnos BPA v Sloveniji je priblizno 25 ng/kg telesne
mase/dan (35).

BPA je vpleten tudi v indukcijo pospesevalca zeste homo-
loga 2 (EZH2), ki je metiltransferaza, specificna za histon 3
na lizinu 27. Metilacijska aktivnost EZH2 olajSa nastanek
heterokromatinov in s tem utiSa delovanje genov, prav tako
pa je EZH2 udelezen v celi¢ni mitozi (36). EZH2 je poviSano
izrazen pri raku dojke. Njegovo transkripcijo v telesu indu-
cira prisotnost estradiola in vitro ter in vivo. BPA prav tako
povecuije izrazanje EZH2 (koncentracija, uporabliena v po-
skusu je bila 100 nM za BPA v primerjavi z 0,1 nM za
estradiol), kar najverjetneje vodi v povecano izrazanje tu-
morja (37).

HiC_  CHs

HO OH
Bisfenol A

Slika 4: Kemijska struktura bisfenola A.
Figure 4: Chemical structure of Bisphenol A.
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MIKRO RNA

Mikro RNA (miRNA) so kratke nekodirajoce molekule RNA,
velikosti 21 do 26 nukleotidov. Delujejo tako, da posttransla-
cijsko zavirajo izrazanje genov preko vezave na 3'-nepreve-
dene regije (3'-UTR) tarcnih informacijskih RNA (mRNA).
Udelezene so v mnogih bioloskih procesih, kot so razvoj
celic, njihova rast in apoptoza (38). miRNA naj bi modulirale
izrazanje priblizno 30 % vseh genov, ki kodirajo proteine (39).
Delovanje miRNA je odvisno od njene specificne interakcije
s taréo. Vecina molekul miRNA se delno veze na svoje
tarCe na pozicijah 2-7 z njenega 5' konca. Ta regija se po-
tem popolnoma veze na 3'-UTR preko interakcij baznih
parov. Te interakcije posledi¢no zavirajo izrazanje taréne
mRNA, ker blokirajo njeno prepisovanije ali razpad (40).
Raziskave kazejo, da razli¢ni hormoni modulirajo izrazanje
miRNA v razli¢nih organih (41). Estradiol aktivno vpliva na
nastanek mIiRNA v tkivih dojk in jajénikov. To modulacijo
estrogeni vrsijo z inaktivacijo RNA polimeraze Il in zaviranjem
nastanka prekurzorjev za miRNA z zaviranjem delovanja ri-
bonukleaze lll. S tem se zmanjSa prepisovanje miRNA (42).
Poleg vpliva na njeno prepisovanije lahko estrogen vpliva
tudi na izrazanje miRNA. Skladno s tem so v raziskavah
pokazali znacilno razliko v profilih izrazanja miRNA v estro-
gensko odvisnih in drugih vrstah raka dojk (43). Dokazali
so tudi, da lahko estrogen neposredno modulira profile iz-
razanja MiRNA na modelu rib cebric in v celicah Sloveskega
raka dojk MCF-7 in ZR-75 (44).

Tudi v primeru miIBNA so Ze poznani vplivi nekaterih kemijskih
motilcev endokrinega sistema na njeno izrazanje (npr. pri
perfluorooktanojski kislini in BPA). Motnje v profilu izrazanja
miRNA, ki jih ti povzroCajo, se kazejo v obliki bolezni central-
nega zivénega sistema, metabolnih motnjah in seveda tudi
motnjah v reprodukciji (45). Za BPA je npr. znano, da povzroca
zmanjSano izrazanje miR-21 in nekaterih drugih molekul
miRNA, kar je povezano z nastankom raka dojk (46).

DOLGE NEKODIRAJOCE RNA

Dolge nekodirajoce RNA (IncRNA) so skupina regulatornih
molekul RNA, ki se ne prevedejo v protein in so daljSe od
200 nukleotidov. INncRNA imajo vec¢ kot polovicni delez
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med molekulami, ki se prepisujejo v Cloveskih celicah (47).
Udelezene so v mnogih bioloskih procesih, kot so pakiranje
genoma, organizacija kromatina in regulacija genov. Pod-
obno kot mMRNA, se mnogo molekul INcCRNA prepisuje z
RNA polimerazo Il ter se posttranslacijsko modificira.
Znacilen predstavnik INcRNA je HOX transkripcijska proti-
smislena RNA (HOTAIR). Gen, ki kodira zanj, najdemo na
kromosomu 12. Mehanizem delovanja HOTAIR je preko
utiSanja nekaterin genov na kromosomu 2 (48). Znano je,
da je HOTAIR povecano izrazen v mnogih vrstah tumoriev,
kot so npr. hepatoceli¢ni karcinom, rak trebusne slinavke,
rak plju¢, kolorektalni rak in rak dojk (49).

Prepisovanje HOTAIR v telesu v primeru raka dojk regulira
estradiol in je pomemben dejavnik vzdrzevanja in prezivetja
rakavih celic. ZmanjSanje izrazanja HOTAIR posledi¢no
povzroCa zmanjSanje metastaz tumorja in njihovo invaziv-
nost (50).

Eksperimenti so pokazali, da oba, BPA in dietilstiloestrol
povecujeta izrazanje HOTAIR v kulturi celic raka dojk ter
tudi in vivo v mle¢nih Zlezah podgan. Posledicno povedujeta
moznost nastanka rakavih celic in vzdrzujeta njegovo rast
in metastaziranje (49).

RAZISKOVALNI 1ZZIVI PRI
DOLOCEVANJU VPLIVOV
KEMIJSKIH MOTILCEV

ENDOKRINEGA SISTEMA

Raziskovalci uc¢inkov kemijskin motilcev endokrinega si-
stema se spopadajo s Stevilnimi izzivi (51). Eden vedjih je
poleg vedno narasScajoCega Stevila spojin z endokrinim de-
lovanjem tudi njihova koncentracijska odvisnost. Za vecino
kemijskin motilcev endokrinega sistema v okolju so pred-
videne koncentracije v velikostnem razredu nekaj ng/L (npr.
za BPA v povrsinskih vodah) (31). To¢ni podatki za vse
skupine teh spojin Se niso na voljo, saj se analitika, ki omo-
goca meritve tako nizkih koncentracij, kot jih najdemo v
okolju (in tudi nizkih koncentracij v kompleksnih bioloskih
materialh), v zadnijih letih Sele razvija (52).

Mnogi ucinki kemijskih motilcev endokrinega sistema, Se
posebej vplivi na izrazanje DNA, se v tako nizkih koncen-
tracijah, ki so znacilne za okolje, ne pokazejo hitro (53).
Posledi¢no testiranja izvajamo po smernicah, ki predvide-
vajo kratkotrajnejSa testiranja z vijimi odmerki, kar je zlati
standard pri testiranju toksi¢nosti kemikalij (54).

Problem pri delovanju kemijskin motilcev endokrinega si-
stema se pokaze v dejstvu, da je lahko delovanje neke

spojine razliéno pri razliénin koncentraciah. Ce neka spojina
pri visjih koncentracijah pospesuje nastanek raka, ni vedno
nujno, da bo njeno delovanje enako, a zgolj poCasnejSe,
tudi pri nizji koncentraciji. Primer tega je ze prej omenjeni
izoflavon genistein. Obstajajo raziskave, ki so pokazale,
da v nekaterih primerih raka genistein v vijih koncentracijah
(za faktor sto do nekaj tiso€ visje, kot bi jih nasli pri terapiji,
in jih uporabljajo v kratkotrajnejSih testih toksicnosti) po-
speSuje nastanek rakavih celic, v nizjih koncentracijah (pri-
merljive s tistimi, ki jih pri¢akujemo ob terapiji) pa deluje
protitumorno (41, 42).

VPLIV NA IZRAZANJE DNA

Iz napisanega sledi, da lahko hormoni in kemijski motilci
endokrinega sistema na mnogo razli¢nih nacinov, ki niso
nujno vezani na delovanje preko receptorjev, delujejo na
izrazanje DNA. VpraSanje, ki se pri tem poraja, je, ali je ta
izpostavitev relevantna s staliS¢a toksi¢nosti za Cloveka ali
pa so ucinki vidni samo na testnih modelih.

Na ve¢ omenjenih primerih smo videli, da se ucinek spgjin
lahko izrazi ze v serumskih koncentracijah, ki so v obmocju
pri¢akovanih oz. najdenih v ¢loveSkem organizmu, oz. v
primeru BPA tudi toliksnih, ki jih po obstojecih smernicah
obravnavamo kot varne (16, 20, 43). To nam daje slutiti,
da je pomen vpliva kemijskih motilcev endokrinega sistema
(in analogno tudi hormonov) na izrazanje DNA pri doloCe-
vanju varnih dnevnih odmerkov trenutno premalo uposte-
van.

V klasi¢nih poskusih dolocevanija toksi¢nosti in vitro ter in
vivo, ki so osnova za dolocitev varnih dnevnih izpostavlje-
nosti neki spojini, niso upostevani vsi vidiki ucinkovanja
spaojin, kot so kemijski motilci endokrinega sistema, saj le-
ti Se niso dobro poznani (58). Ker lahko sklepamo, da to-
vrstne spojine na izrazanje DNA ne delujejo zgolj preko
enega mehanizma (nenazadnje, BPA deluje na razlicne
procese, povezane z izrazanjem DNA), je zelo verjetno, da
so ti mehanizmi med seboj sinergisti¢ni, kar Se dodatno
povisuje njihovo toksi¢nost (59). Zelo verjetno je tudi, da
Se mnoge druge spojine delujejo na vec razlicnih procesov
hkrati, a Se niso tako dobro raziskane kot BPA.
Pomemben dejavnik sprememb izraZzanja DNA, ki ni po-
vezan s spremembo genskega zapisa, je dejstvo, da se te
spremembe lahko dedujejo. Raziskave potrjujejo dedovanje
taksnih sprememb, ki jih povzroCi BPA, na naslednje ge-
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neracije, ki mu niso bile izpostavliene (60). V enem poskusu
so bile vidne spremembe v izrazanju genov (v serumskih
koncentracijah, ki jih najdemo v sploSni populaciji), potomci
pa so imeli vedenjske motnje (61). Z izpostavitvijo starSev
okoljsko relevantnim koncentracijam BPA so v drugem po-
skusu zaznali znacilen upad rodnosti in sposobnosti ra-
zmnozevanja v prvi generaciji potomcey, ki se je nadaljevala
Se v drugo in tretjo generacijo potomceyv; to so potrdili
zgolj preko dolo¢anja plodnosti in histoloskih preiskav (62).
Iz napisanega sledi, da je nase vedenje o tocnih ucinkih
posameznih kemijskih motilcev endokrinega sistema v
okoljsko relevantnih koncentracijah trenutno pomanikljivo.
Se naprej je pomembno razvijati nove analizne metode, ki
nam omogocajo doloCitev velikostnega razreda izposta-
vlienosti vsem Ze znanim in vedno novim spojinam v okolju,
Se posebej v pitni vodi in hrani ter ostalih pijacah in posle-
di¢no zaradi tega tudi v telesu.

Nadalje je zelo pomemben strukturiran pristop k razvoju
eksperimentov, s katerimi bi v relevantnin koncentracijah
ugotavljali dolgoro¢ne ucinke na zive organizme. Manjkajo
predvsem vecgeneracijski testi, pri katerih bi uporabljali
odmerke spojin, ki so bliZje izpostavijenosti v realnem svetu,
torej nizke odmerke, ki so jim testni organizmi izpostavljeni
vsakodnevno dljie ¢asa, kar predstavlja realen scenarij stal-
nega vstopa spojin v organizme v naravi. Le tako lahko
ustrezno opredelimo toksi¢ni potencial spojin, ob uposte-
vanju fizioloSkih sposobnosti popravijanja genskega zapisa
po eni strani in sposobnosti akumulacije kemijskih motilcev
endokrinega sistema v telesu po drugi. Za slednje velja,
da kljub zmoznosti glukuronidacije in njihovem relativho
hitrem izloCanju iz telesa, le-te v telesu ostajajo dlie Casa
(81). To je lahko posledica mozZnosti deglukuronidacije in
ponovne absorpcije v telesu in Ze omenjene kroni¢ne iz-
postavljenosti spojinam. Zavedati se moramo, da so taksni
testi dolgotrajni in iz vidika potencialno negativnih rezultatov
zaradi uporabe nizjih koncentracij za raziskovalce man;j
priviani, a za napredek nasega znanja na podrocju toksi-
kologije toliko bolj pomembni.

SKLEP

Hormoni in kemijski motilci endokrinega sistema so spojine,
ki jih najdemo v hrani, vodi in drugje v naSem okolju. Ker
so mnogi izmed nijih lipofilne spojine, imajo potencial, da
se nalagajo v telesu. Tako lahko kljub izpostavljenosti majh-

nim dnevnim vnosom, le-ti s€asoma postanejo veliko
breme. Uporaba vecine znanih kemijskin motilcev endo-
krinega sistema je omejena, a na trg in posledicno v okolje
prihajajo vedno nove spojine, velikokrat z neznanimi me-
hanizmi delovanja in toksi¢nostjo. Ker lahko poleg klasi-
¢nega nacina delovanja svoje ucinke izrazajo tudi preko
vpliva na izrazanje DNA, so lahko posledi¢no priporoCene
koli¢ine maksimalne dnevne izpostavljenosti postavljene
previsoko, njihovi ucinki pa se lahko celo izrazijo ne samo
v osebkih, ki so bili neki spojini izpostavljeni, ampak tudi v
njihovih potomcih.

Odprtih ostaja veliko vprasanj, saj ne vemo, katere spojine
se bodo izkazale kot kemijski motilci endokrinega sistema,
kakSne so posledice sinergije ucinkov razli¢nih nacinov
vpliva na izrazanje DNA zgolj ene spojine, kaksni so siner-
gisti¢ni ucinki vplivov kombinacij tovrstnih spojin, katerim
njihovim kombinacijam smo v vsakodnevnem Zivljenju iz-
postavlieni in seveda, kak$ne bodo dolgoro¢ne posledice
izpostavitve tem spojinam za nas in nase potomce. Zato
S0 zelo pomembne skrbno nacrtovane nadaljnje raziskave,
ki obravnavajo to problematiko ¢im bolj celostno in v rele-
vantnih ¢asovnih ter koncentracijskih okvirjih.
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POVZETEK

V pediatriji zdravniki pogosto uporabljgjo zdravila, ki
prvotno niso imela dovoljenja za uporabo pri pedia-
triéni populaciji. Pri tem seveda upoStevajo po-
membne razlike med lastnostmi otrok v primerjavi z
odraslimi. Tovrstno eksperimentiranje je imelo v pre-
teklosti tudi nekaj tragi¢nih dogodkov. S spremembo
zakonodaje v Evropski uniji se je leta 2007 uveljavila
zahteva pri registraciji zdravil, da je treba med razvo-
jem za zdravila pripraviti nacrt pediatricnih preiskav.
Zaradi tega je najprej nastala smernica Evropske
agencije za zdravila, ki obravnava izvajanje neklini¢nih
raziskav z uporabo juvenilnih Zivali za zdravila, name-
njena pediatricni populaciji. Pred kratkim je stopila v
veliavo nova harmonizirana smernica S11, ki jo je pri-
pravil Mednarodni svet za harmonizacijo (ICH). V tem
prispevku povzemamo vsebino smernic S11 in po-
men preskusanja zdravil za pediatri¢no populacijo.

KLJUCNE BESEDE:
neklini¢no preskusanje na juvenilnih Zivalin, registracija
zdravil za pediatri¢no populacijo, smernica ICH S11

ABSTRACT

In the treatment of paediatric population, doctors
are often prescribing medicines which were not reg-
istered for children. With such prescribing they take
into account the differences in characteristics be-
tween adults and children. Such experimenting had
some tragic consequences in history. With the
change of the regulation within the European Union
in the field of a new medicine registration procedure,
it's since the year 2007 mandatory to prepare a
paediatric investigation plan during the medicine
development. Based on that the European
medicines agency prepared Guidelines on the need
for non-clinical testing in juvenile animals of phar-
maceuticals for paediatric indications. Just recently
a new harmonized guideline S11 was adopted,
which was prepared by The International Council
for Harmonisation. This paper summarizes the con-
tent of the S11 guidelines and the importance of
drug testing for the paediatric population.

KEY WORDS:
guideline ICH S11, nonclinical juvenile animal test-
ing, paediatric medicines registration
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V farmaciji ze dolgo poznamo dejstvo, da otroci niso po-
manjSani odrasli, zato je v luci tega zelo pomemben pristop
k preverjanju varnosti zdravil, namenjenih pediatrini po-
pulaciji. Ze pred ve& kot 100 leti je dr. Abraham Jacobi,
znan tudi kot o¢e ameriSke pediatrije, prepoznal pomemb-
nost in nujnost prilagajanja farmakoterapije starosti. Zapisal
je tudi, da pediatrija ni obravnava pomanjsanih moskih in
zensk in uporaba manjsih odmerkov pri enaki bolezni v
manjSih telesih, ampak ima svoje neodvisne razseznosti in
obzorja (1).

Z razvojem zdravil za vedno nova in nova indikacijska po-
drocja imajo zdravniki vedno ve& moznosti zdravljenja bo-
lezni. Kljub temu so tisti, ki zdravijo pediatricno populacijo,
dandanes v tezkem polozaju. Ne le, da imajo na voljo veC
zdravil za zdravljenje vecjega Stevila bolezni kot kadar koli
prej, zdravila postajajo vse kompleksnejsa. Pomembna
posledica tega je tudi vecji potencial pojavljanja nezelenih
ucinkov (2).

Pojavljanje nezelenih ucinkov je tezavno Ze pri odraslih, v
pediatriji — Se posebej pri nedonosenckih — pa je ta tezava
veliko vecja zaradi Stevilnih dejavnikov. Veliko zdravil ima
popolnoma drugacne farmakokineticne znacilnosti pri otro-
cih v primerjavi z odraslimi na vseh ravneh farmakokinetike
(absorpcija, distribucija, metabolizem in eliminacija) (2), kar
je posledica anatomskih, fizioloSkih in razvojnih razlik med
otroki in odraslimi (3). Adherenca pri otrocih je mo¢no od-
visna od formulacije zdravila, njegovega okusa, videza in
nacina uporabe, prav tako pa tudi od dejavnikov s strani
starSev ali skrbnikov (njihovo lastno prepri¢anje glede zdravil
in dojemanije razmerja med tveganjem in koristjo). Pomem-
bno je tudi dejstvo, da Stevilna zdravila, ki jih uporabliamo
v pediatricni populaciji, za tovrstno zdravljenje niso pridobila
dovolienja za promet. Prav tako je za vecino zdravil na
trgu opravljeno formalno preskuSanje glede varnosti pri
odraslih. Le malo zdravil na trgu pa je taksnih, ki so posebe;
registrirana za uporabo pri otrocih (2).

Se pred nekaj desetletji so za ves kot 70 % zdravil, ki so
jih uporabljali v pediatriji in ki so bila na voljo globalno,
manjkali podatki o uporabi v pediatriji v navodilih za upo-
rabo teh zdravil (3). V norveski raziskavi uporabe neregi-
striranih zdravil za uporabo pri otrocih oz. uporabe zdravil
izven registriranih indikacij (off-label) je ve¢ kot 90 % zdra-
vljenih otrok prejemalo tovrstna zdravila (4). Tudi ameriSka
Agencija za hrano in zdravila (Food and Drug Administra-
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tion, FDA) navaja podobno, da je bilo v preteklosti le pribli-

zno 20 % zdravil registriranih za uporabo pri otrocih. Ra-

Zloge za to pripisujejo razlicnim dejavnikom, kot so:

e ckonomski, pri Cemer so farmacevtska podietja v otroski
populaciji videla le manjSe finanéne koristi, kar kaze vrsta
zdravil, ki so bila v vecji meri registrirana tudi za uporabo
pri otrocih, predvsem nekateri antibiotiki in zdravila za
lajSanje tezav s kasliem in prehladom;

e potreba po zagotovitvi pogojev, ki so prijazni otrokom v
SirSem pomenu besede, kar zajema vse, od ustrezne
opreme in postopkov, prilagojenih otrokom, do ustreznih
strokovnjakov s podrocja pediatrije, ki znajo postopati
tudi ob otrokovem obcutku strahu;

e postopki odvzemanja bioloSkih vzorcev, kot sta kri in
urin, so zelo preprosti pri odrasli populaciji, vendar lahko
predstavljajo tezavo pri otrocih;

e ctiCne ovire, ki jih pri odraslih premostimo s preprostimi
izjavami, pri otrocih pa je to zapleteno, saj na primer
otroci, starejSi od sedem let, v nekaterih drzavah lahko
kljub predhodnemu soglasju starSev sami odloc¢ajo o
svojem sodelovanju, tako da to sprejmejo ali zavrnejo

(5).

POTREBA PO RAZVOJU
VARNIH ZDRAVIL ZA OTROKE

Pogost pristop pri uporabi zdravil pri otrocih, ki niso regi-
strirana za to populacijsko skupino, je uporaba podatkov,
pridoblienih na odrasli populaciji, in prilagoditev odmerka
glede na telesno maso otroka. Z vecletnim eksperimenti-
ranjem so zdravniki pridobili znanje, kako uporabljati Stevilna
zdravila, registrirana za uporabo pri odraslih, varno in ucin-
kovito tudi pri otrocih. Vendar je taksSen pristop z metodo
poskusov in napak privedel do tragedije, ki je opozorila,
da izkusnje z varnostjo zdravila pri odraslih niso nujno za-
nesliiv kazalnik, kako se bodo na zdravilo odzvali otroci.
TakSen primer je bil v petdesetih letih prejsnjega stoletja z
uporabo protimikrobne ucinkovine kloramfenikol, ki so jo
Siroko uporabljali pri odraslih za zdravljenje okuzb, rezi-
stentnih na penicilin. Veliko novorojenckov je umrlo zaradi
uporabe kloramfenikola, ker njihova jetra niso bila dovol]
razvita, da bi presnovila to zdravilno ucinkovino (5).

Primer tragedije uporabe zdravila pri otrocih brez predhod-
nega preverjanja varnosti je tudi uporaba eliksirja s sulfani-
lamidom, ki je kot topilo vseboval etilen glikol. Posledica je
bila smrt kar 107 otrok (6). K sreci se je zlasti zadnji dve de-
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setletji okrepil razvoj zdravil za uporabo v pediatriji kot po-
sledica spremembe v zakonodaiji v Zdruzenih drzavah Ame-
rike (ZDA) in Evropski uniji (EU) (3). Sprejem evropske Uredbe
St. 1901/2006 o zdravilih za pediatri€no uporabo, ki je stopila
v veljavo januarja 2007, je sprozil masovni premik v razvoju
zdravil znotraj EU. Ta uredba dolo¢a, da morajo farmacevt-
ska podijetja Pediatricnemu odboru (Paediatric Committee,
PDCO) pri Evropski agenciji za zdravila (EMA) obvezno po-
sredovati nacrt pediatri¢nih preiskav (Pediatric investigational
plan, PIP) ob koncu prve stopnje preskusanja novega zdra-
vila pri odraslih (7). Tako trenutno potekajo preiskave vseh
pogojno odobrenih cepiv proti koronavirusu, ki se bodo
predvideno zakljucile sredi leta 2024 (8). Zahteve po pre-
skusanju zdravil na pediatricni populaciji pa ni uvedla le EU,
ampak velja podobno tudi na primer v ZDA, Kjer je na stopniji
razvoja zdravila treba pripraviti pediatricni varnostni nacrt
(Pedliatric safety plan, PSP) (9).

Nacrt pediatri¢nih preiskav vsebuje oris razvoja zdravila in
opredeljuje nacrtovanje in terminsko izvedbo neklini¢nih in
klini¢nih raziskay, ki so nujni za predlozitev k vlogi za pri-
dobitev dovolienja za promet za pediatricno uporabo. Nacrt
pregleda Pediatri¢ni odbor, ki ga lahko odobri ali zavrne
(10). Pediatricni odbor sestavijajo strokovnjaki s kompe-
tencami v razvoju in ocenjevanju vseh vidikov zdravil za
uporabo v pediatricni populaciji (11).

PIP ni treba vloZziti v vseh primerih in je pri dolocenih zdravilih
mozna opustitev. To velja za zdravila, pri katerih ni znanih
indikacij pri otrocih oz. ko se predvidena uporaba zdravila
ne nanasa na otrosko populacijo (na primer Parkinsonova

bolezen). Opustitev mora biti odobrena pred oddajo vioge
za dovolienje za promet z zdravilom. V nekaterih drugih
primerih pa obstaja preveliko varnostno tveganje za pre-
skuSanje zdravila pri otrocih (ali podskupini otrok) do za-
kljucka predklinicnih raziskav ali raziskav pri odraslih ali
specificni podskupini otrok. V teh primerih se lahko razi-
skave na pediatricni populaciji odloZijo do potrditve, da je
izvajanje raziskav varno in eti¢no tudi pri otrocih ali specificni
starostni podskupini (3).

PDCO je v letu 2008 objavil seznam opustitev, ki so ga
nato revidirali v letih 2009 in 2010, na katerem so zdravila,
ki so oproS¢ena obveznega posredovanja PIP. Seznam je
vseboval 42 zdravil za zdravljenje bolezni (25 od teh je bilo
namenijenih zdravljenju rakavih bolezni), ki se ne pojavijajo
pri otrocih. Vendar so pediatri, onkologi in starSi poudarili,
da so nekatera zdravila neupraviceno na tem seznamu.
Kot enega od primerov na seznamu opustitev so navedli
zdravilno ucinkovino krizotinib, ki je registrirana za zdravijenje
na ALK (anaplasti¢na limfomska kinaza) pozitivnega raka
na pljucih, ki se ne pojavija pri otrocih (12). Za to ucinkovino
je PDCO najprej podelil oprostitev za vse starostne skupine,
nato pa je EMA leta 2019 objavila novo odlocCitev, da se
podeli oprostitev izvedbe PIP le za starostno skupino do
12 meseceyv (zdravljenje anaplasti¢nega velikocelicnega lim-
foma in vnetnega miofibroblastnega tumorija), za starostno
skupino od 12 mesecev do 18 let pa ne (13).
Dokazovanje varnosti uporabe zdravila oziroma zdravilne
ucinkovine v pediatri¢ni populaciji vkljuCuje tudi preskusanje
na juvenilnih zivalih (juvenile animals). V letih 2007 do 2017

) hrcek
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Slika 1: Graficna predstavitev deleZev vrst Zivali, ki jih uporabljajo za preskusanje na juvenilnih Zivalih (14).
Figure 1: Graphic representation of the proportions of animal species used for testing on juvenile animals (14).
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je bilo na podlagi podatkov o odlocitvah evropskih PIP kar
227 zdravil z opravljenim preskusanjem na juvenilnih zivalih
razliCnih zivalskih vrst, in sicer na podganah (57,5 %), psih
(8 %), misih (4,5 %), opicah (4 %), prasicih (2 %), ovcah
(1 %), zajcih (1 %), hrckinh (0,5 %) in vrstah, ki niso bile po-
sebej opredeliene (21,5 %) (slika 1). Prav tako so bile te
raziskave izvedene za zdravila, namenjena zelo razli¢nim
terapevtskim skupinam. Najpogosteje so bile ucinkovine s
podrocij zdravljenja infekcijskih bolezni (15 %), endokrino-
logije (13,5 %), onkologije (13 %), nevrologiie (11 %) in
sréno-zilnih bolezni (10 %) (14).

Navedeni podatki kazejo stanje neklinicnega preverjanja
varnosti zdravil v pediatricni populaciji v ¢asu nastajanja
tezko pri¢akovane harmonizirane smernice ICH 11 o ne-
klinicnem preskusanju varnosti kot podpori razvoju zdravil,
namenijenih pediatri¢ni populaciji (Guideline S11 on non-
clinical safety testing in support of development of pae-
diatric pharmaceuticals).

Smernico S11 so prvi¢ objavili na spletni strani EMA 1. 4.
2020, v veljavo pa je stopila 26. 9. 2020. V sploSnem velja,
da so v tej smernici predlagani standardi za pogoje, pod
katerimi je preskusanje na juvenilnih Zivalih koristno in nujno
za podporo izvedbe Klini¢nih raziskav na pediatri¢ni popu-
laciji. Prav tako so v smernici navedene usmeritve glede
nacrtovanja raziskav. Implementacija te smernice prinasa
laZji razvoj zdravil in vecjo zanesljivost znanstvenih podatkov
ob hkratnem zmanjSanju odvecne uporabe zivali (15).

ICH (The International Council for Harmonisation) ne samo
v tej smernici, ampak v vseh objavljenih smernicah neklini-
¢nega preskusanja varnosti poudarja princip 3R. Ta princip
se nana8a na zivali, ki se uporabljajo v neklini¢nih presku-
Sanjih varnosti zdravil, in pomeni zmanjsati Stevilo testnih
zivali (Reduce), izboljSati metode, da povzro&ajo manj bo-
lecin (Refine), in zamenijati preskusanja na Zivalih z drugimi
metodami, kot so metode in silico in metode in vitro na
celi¢nih kulturah (Replace) (15).

Preskusanije varnosti zdravila vkljuCuje veliko Stevilo zivali
za izvedbo vseh raziskav. Samo v Veliki Britaniji so v v letu
2020 za namene preskusSanja varnosti zdravil za uporabo
v _humani medicini potrebovali 193.000 Zivali. Kar 67 %
preskusanj na psih in 76 % na primatih so opravili z name-
nom zadostiti regulatornim zahtevam, od katerih najvedji
delez predstavija preverjanje varnosti zdravil (16).

Podatki kaZejo, da 90 % zdravil, ki so uspeSno prestala
preskuSanja na zivalih, ne prestane klini¢nih presku$anj
zaradi varnostnih tveganj in ker v kliniCnih raziskav ne po-
trdijo uCinkovitosti (17).

Smernica S11 pa ne prinasa popolne novosti na podro&ju
preskusanj zdravil na juvenilnih Zivalih, ampak je to podrocje
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v EU do neke mere urejala ze smernica Odbora za zdravila
v humani medicini (Comitee for Human Medicinal products,
CHMP) pri EMA z naslovom Guideline on the need for
non-clinical testing in juvenile animals of pharmaceuticals
for paediatric indications (smernica glede potrebe za ne-
klini¢na preskusanja zdravil na juvenilnih zivalih za indikacije
pri pediatri¢ni populaciji), ki je stopila v veljavo 1. 8. 2008
(18). EU pri tem ni bila nobena posebnost, saj so tudi ne-
katere druge drzave sprejele nacionalne smernice glede
preskusanja zdravil na juvenilnih Zivalih. V ZDA so takSne
smernice sprejeli Zze pred EU — v letu 2006, na Japonskem
pa pozneje — v letu 2012 (9).

Kot navaja smernica S11, lahko nezrelost organskih siste-
mov in zorenje teh sistemov vpliva na farmakokinetiko, far-
makodinamiko in/ali ima netaréne ucinke pri uporabi zdravil,
kar potencialno vodi v razlike v profilu varnosti in/ali uc¢in-
kovitosti med pediatricno populacijo in odraslimi. Glede
odlo¢anja o tem, ali je potrebno dodatno neklini¢no pre-
skuSanje za uporabo zdravila v pediatri¢ni populaciji, je
treba upostevati pristop teze dokazov (weight of evidence,
WOE). V lui tega pristopa ima najvedji vpliv na odloCitev o
tem, ali so dodatne neklinicne raziskave nujne, najnizja
predvidena starost bolnikov in u€inek zdravila na organske
sisteme v razvoju, medtem ko za druge dejavnike velja
enaka stopnja pomembnosti (slika 2). S klini¢nim razvojem
zdravila se lahko na podlagi vseh razpolozljivih podatkov v
dolo¢enem trenutku naredijo prilagoditve WoE. Rezultat
ovrednotenja teze dokazov pa je lahko razli¢en za razli¢ne
aplikacije enakega zdravila, odvisno od najnizje starosti
ciline pediatricne populacije, terapevtske indikacije in tra-
janja zdravljenja (15).

KLINICNE INFORMACIJE IN
NJIHOV POMEN PRI
ODLOCANJU O I1ZVAJANJU
DODATNIH NEKLINICNIH
RAZISKAV NA JUVENILNIH
ZIVALIH

Ko se odlo¢a o tem, ali so dodatne neklinicne raziskave
nujne, je najprej treba razmisliti o Ze obstojecih Kklini¢nih
podatkih, ki se nanasajo na predvideno cilino populacijo,
iz drugih pediatri¢nih subpopulacij, ¢e so na voljo, in po-
datkih o izpostavljenosti odraslih. Tudi trajanje zdravljenja
je pomemben dejavnik odlo¢anja, ali so nujna dodatna
neklinina preskuSanja. DaljSe trajanje zdravljenja (na pri-
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Dejavniki Nadaljnje
teze dokazov Studije
Najnizja Verjetne

predvidena

starost bolnikov Novorojenéki

Vpliv na organski

sistem v razvoju
J Da

Koli¢ina/tip
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Slika 2: Kljucni dejavniki teze dokazov, ki jih je treba uposStevati pri odloc¢anju, ali so neklinicne raziskave nujne (15).
Figure 2: Key data weighting factors to consider when deciding whether non-clinical studies are necessary (15).

mer tri mesece, Sest mesecev, kroni¢no intermitentno
zdravljenje) poveca izpostavljenost otroka med razvojno
obdutliivim ¢asovnim oknom, kar poveca verjetnost izva-
janja dodatnih neklini¢nih raziskav v primerjavi s krajSim
trajanjem zdravljenja, ki manj verjetno vpliva na vidike raz-
voja, kot je rast. Ce je na voljo dovolj podatkov o Kliniéni
varnosti zdravila in je strategija zmanjSanja tveganja v pe-
diatri¢ni populaciji ustrezna, ni treba izvajati dodatnih ne-
kliniCnih raziskav. Prav tako z izvajanjem neklinicnih razi-
skav na juvenilnih Zivalih (NSJZ) ne potrjujemo toksiénosti
na doloCene tarCne organe, za katere se ne priCakujejo
razlike v obCutljivosti glede toksi¢nosti v primerjavi z odra-
slo populacijo (15).

Ce so na voljo podatki o klini&ni uporabi zdravila pri odraslih
in se le-to ne uporablja v Casu otrokovega obcutljivega
razvoja organov, neklini¢ne raziskave na juvenilnih Zivalih
niso pomembne za zacetek kratkotrajnih (1-3 dni) farma-
kokineti¢nih raziskav v pediatri¢ni populaciji (15, 19).
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3.1 FARMAKOLOSKE LASTNOSTI IN
NJIHOV POMEN PRI ODLOCANJU O
IZVAJANJU DODATNIH
NEKLINICNIH RAZISKAV NA
JUVENILNIH ZIVALIH

Za pojav nezelenih ucinkov so odgovorne primarne ali se-
kundarne farmakoloske lastnosti, kar je lahko zadrzek glede
uporabe v pediatri¢ni populaciji, ¢e se ti nezeleni ucinki
kazejo na sistemih/organih v razvoju ali so organi v razvoju
ob&utliivejsi v primerjavi z dozorelimi organi. Ce imajo znani
farmakolo$ki ucinki zdravila potencial za vpliv na razvoj pri
predvideni cilini populaciji ali pa vpliv farmakoloskega de-
lovanja na razvoj ni znan oz. ga ni mogoce predvideti v ra-
zumnem obsegu, so nujne dodatne nekliniCne raziskave
na juvenilnih zivalih. Izvajanje le-teh ne prinasa koristi, ko
na podlagi obstojecih farmakoloskih podatkov identifici-
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ramo doloCeno nevarnost, razen v primeru podrobnejSega
razumevanja povezave odmerek-odziv ali razlike v obdut-
liivosti med odraslimi in juvenilnimi zivalmi (15).

3.2 FARMAKOKINETICNI PODATKI IN
NJIHOV POMEN PRI ODLOCANJU O
IZVAJANJU DODATNIH
NEKLINICNIH RAZISKAV NA
JUVENILNIH ZIVALIH

Novorojencki in dojencki imajo lahko bistveno drugacne
lastnosti absorpcije, distribucije, metabolizma in eliminacije
(ADME) ucinkovine v primerjavi z odraslimi. Avtorja Hannah
Katharine Batchelor in John Francis Marriott sta te razlike
nazorno povzela in jih predstavijamo v preglednici 1 (20).
Kljub razlikam neklini¢ne raziskave na juvenilnih Zivalih niso
informativne za predvidevanje starostno pogojenih razlik v
ADME. Za te primere so uporabna tudi modelirna in simu-
lacijska orodja ter klinicna farmakologija (15).

NEKLINICNI PODATKI O
VARNOSTI

Velik razlog za skrb predstavljajo morebitni podatki o tok-
si¢nosti, ugotovljeni pri raziskavah na odraslih zivalih, za
organe, ki so pri cilini populaciji Se v razvoju, zlasti e se
nezeleni ucinki pojavljajo v primerljivi izpostavljenosti, kot
je predvidena izpostavljenost v klinicni uporabi. Zelo po-
memben vir podatkov predstavljajo raziskave reproduktivhe
toksi¢nosti, predvsem pre- in postnatalne raziskave raz-
vojne toksi¢nosti ([enhanced] pre- and postnatal develop-
ment toxicity study, [e]PPND), ¢e je bil potomec izpostavijen
ucinkovini. Ti podatki se vrednotijo s podatki splosne tok-
si¢nosti pri odloCanju o izvedbi morebitnin dodatnih nekli-
niénih raziskav na juvenilnih Zivalih. Informacija o tem, da
je nastal nezeleni uginek pri potomcu samice, izpostavljene
zdravilni u€inkovini, e ni razlog za izvedbo tovrstne razi-
skave (15).

Preglednica 1: Povzetek razlik v lastnostih ADME med pediatricno in odraslo populacijo (20).
Table 1: Summary of differences in ADME characteristics between paediatric and adult population (20).

Razvojna sprememba

Posledica v farmakokinetiki

1 prehod Crevesja 1 C, ., in LAUC
1 C,,.x 22 Sibke kisline
Absorpcija 1 Zelod¢ni pH
1 C,. za Sibke baze
1 koncentracija Zol¢a v ¢revesju |1 C,__ in LAUC
=V, (novorojencki imajo relativno zmanjsano koli¢ino mascobe,
medtem ko imajo dojencki relativno vecjo koli¢ino mascobe v
sestava telesa imeriavi z odraslimi ki imaio relati % vod
Distribucija primerjavi z odraslimi; novorojencki imajo relativno ve¢ vode v

zunajceliénem prostoru v primerjavi s predSolskimi otroki)

1 plazemski proteini

T proste frakcije ucinkovine v plazmi, TV,

Metabolizem

vecja relativna velikost jeter

1 jetrni oCistek ucinkovine

razvoj jetrnih encimov

< metabolizem ucinkovine v jetrih

bakterijska kolonizacija Crevesja

1C, . in TAUC

Eliminacija

vedja relativna velikost ledvic

T ledviéni oCistek pri dojenckin in predSolskih otrocih

razvoj tubulnih transporterjev

+ ledviéni ogistek ucinkovine

C.,..x — hajvecja koncentracija ucinkovine v plazmi, AUC — povrsina pod krivuljo, V,,— volumen porazdelitve
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NEKLINICNO PREVERJANJE VARNOSTI ZDRAVIL, NAMENJENIH PEDIATRICNI POPULACIJI

4.1 UPORABA IN REZULTAT
VREDNOTENJA TEZE DOKAZOV

S pristopom teze dokazov ugotavljamo, ali so nujna do-
datna neklini¢na preskusanja, s poudarkom na dejavnikih,
ki so najpomembnejSi za dopolnitev kliniCne ocene tvega-
nja. Ce ugotovimo potrebo po dodatnem preskusanju, ni
nujno, da to pomeni izvedbo neklini¢ne raziskave na juve-
nilnih zivalih, ampak je lahko tudi raziskava in vitro, ex vivo
ipd. V primeru neklinicne raziskave na juvenilnih zivalih cilie
te raziskave uskladimo z rezultati vrednotenja teZze dokazov,
upostevaje cilino populacijsko skupino (15).

4.2 ZASNOVA NEKLIVNICNE RAZISKAVE
NA JUVENILNIH ZIVALIH

Pri nacrtovanju nekliniéne raziskave na juvenilnih zivalih je
med drugim zelo pomembno poznavanje relativne ravni
zrelosti in delovanja na stopnji razvoja med vrstami zivali,

kar je klju¢no tudi pri translaciji ugotovitev neklini¢nega
preskuSanja na starostne kategorije pri Cloveku. Primerjava
razvoja med vrstami je lahko zelo zahtevna in ni enaka za
vse organske sisteme. Slika 3 prikazuje razvojne razlike
posameznih organskih sistemov med podgano in lovekom
v odvisnosti od starosti (15).

Pred zaCetkom izvajanja neklinicne raziskave na juvenilnih
zivalih je priporoCeno izvesti raziskavo ugotavijanja odmerka
(dose range finding study, DRF) na manjsi skupini juvenilnih
zivali za ugotavljanje tolerance v odvisnosti od izpostavije-
nosti in starosti. To je Se posebej priporodliivo v primeru
nacrtovanja glavne raziskave, Ce se bo raziskava izvajala v
Casu dojenja, in sicer v izogib nepri¢akovani smrtnosti ali
pretirani toksi¢nosti. Z raziskavo ugotavljanja odmerka
lahko ugotovimo tudi razlike v izpostavljenosti med sta-
rostnimi obdobiji, na podlagi Cesar nato prilagodimo rezim
odmerjanja. Poleg tega se lahko pokaze tudi netoleranca
na odmerek, prilagojen na pri¢akovano izpostavljenost v
predvideni cilini populaciji. To lahko povzroi izvedbo do-
datne prilagojene preiskovalne neklini¢ne raziskave na ju-
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Slika 3: Prikaz razvojnih razlik posameznih organskih sistemov med podgano in clovekom v odvisnosti od starosti (prirejeno po (15)).
Figure 3: Demonstration of developmental differences of individual organ systems between rat and human depending on age (adapted from

(15)).
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venilnih zivalih za nadaljnje opredeljevanje obcutljivega sta-
rostnega okna in/ali razumevanje morebitnega mehanizma
toksic¢nosti (15).

4.3 IZBIRA ZIVVALI ZA 1ZVEDBO
NEKLINICNE RAZISKAVE NA
JUVENILNIH ZIVALIH

Ce rezultat vrednotenja teze dokazov pomeni izvedbo ne-
klini¢ne raziskave na juvenilnih Zivalih, je obi¢ajno zadostna
izvedba na eni vrsti zivali, ki naj bi bila enaka uporabljeni v
raziskavi s ponovitvami odmerkov, prednostno pa naj bi to
bil glodavec. Izvedba na dveh vrstah je v primeru prve
uporabe zdravila v pediatri¢ni populaciji ali Ce obstaja ve¢
specifi¢nih razlogov za vpliv na postnatalni razvoj. Pri izbiri

ustrezne vrste zivali je treba upostevati ve¢ dejavnikov (15):

e razumevanije razvoja farmakoloSke ali toksikoloSke tarCe
(npr. receptor) pri zivali v primerjavi s cilino pediatricno
populacijo;

e prednostno izbrati vrsto Zivali, na kateri so bile izvedene
raziskave s ponovljenimi odmerki, kar omogoc&a primer-
javo med toksicénostjo in izpostavljenostjo med juvenilno
in odraslo zivaljo;

e toksikoloSke tar¢ne organe;

e podobnost s ¢loveskimi lastnostmi ADME;

e tehni¢no in prakti¢no izvedljivost.

Za bioloska zdravila pogosto velja, da so necloveski primati

najveckrat edina ustrezna vrsta za izvajanje toksikoloskih

raziskav. Te vrste pa so z vidika znanstvenih in prakti¢nih
razlogov zelo zahtevne za izvedbo neklini¢nih raziskav na
juvenilnih zivalih, zlasti v €asu dojenja (npr. hranjenje, tran-

sport in bivanje matere z mladi¢kom) (15).

Starost zivali, ki jin vkljucujemo v neklini¢ne raziskave na

juvenilnih zivalih, mora ustrezati razvojni stopniji najmlajse

predvidene ciline pediatricne populacije in je odvisna od
primerjave razvojnega obdobja organa oz. organskega si-
stema, na katerem se kazejo toksikoloski ucinki. Vsi organi
med zivalskimi vrstami se ne razvijajo sorazmerno enako
hitro v primerjavi s Clovekom, zato starost Zivali doloC¢imo
glede na razvojno stopnjo kriticnega organa ali posebe;j
ranljiv sistem v razvoju najmlajSe ciline pediatri¢ne popula-

cije (15).

Pomembna razlika med izvedbo neklini¢ne raziskave na

juvenilnih Zivalih in raziskave na odraslih Zivalih je tudi v

trajanju, saj se zaradi razlike med juvenilnimi Zivalmi in ¢lo-

vekom v trajanju razvoja posameznega organa v vseh pri-
merih ne uposteva priporodilo smernice M3. Ce je zdravilo
namenjeno uporabi v ¢asu adolescence, obicajno uporabijo
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glodavce kot primeren zivalski model za dajanje zdravila
do odraslosti. Necloveski primati za te namene niso pri-
merni, saj traja od rojstva do odraslosti veC let, poleg tega
pa je med njimi velika interindividualna razlika med zacet-
kom pubertete in razvoja do odraslosti (15).

Izbrani rezim odmerjanja mora biti takSen, da z njim dose-
zemo in ohranjamo ustrezno izpostavljenost med kriticnimi
razvojnimi obdobiji. To pomeni, da rezim odmerjanja pri ju-
venilnih zivalih obi¢ajno ni enak rezimu v klini¢ni uporabi.
Ce se zdravilo v Kliniéni uporabi odmerja enkrat tedensko,
je lahko primernejSe pogostejSe odmerjanje v neklini¢ni ra-
ziskavi na juvenilnih zivalih. Ravno obratno pa velja v pri-
merih morebitne akumulacije ucinkovine v juvenilni zivali,
ko je treba interval odmerjanja povecati (15).

VREDNOTENJE UCINKOV PO
PRENEHANJU DAJANJA
ZDRAVILNE UCINKOVINE

VkljuCitev obdobja vrednotenja po prenehanju dajanja zdra-
vilne uc¢inkovine juvenilnim Zivalim se v sploSnem priporoca
iz dveh razlogoy, ker s tem ugotovimo, ali (15):
e 50 opazeni ucinki reverzibilni, persistentni ali progresivni,
in ali
e se kateri uCinki pojavijo pozneje v razvojni dobi kot po-
sledica izpostavljenosti v zgodnji dobi zivljenja.
Pri tem je pomembno, da je obdobje opazovanja po pre-
nehanju dajanja zdravila zadostno, da omogoca izzvenenje
ucinka, pri Eemer je treba upostevati eliminacijo ucinkovine.
Ni pa treba €akati na popolno izzvenenje; dovolj je, da do-
kazemo trend k izboljSanju ob hkratni znanstveni oceni,
da se bo trend nadaljeval k popolnemu prenehanju toksi-
¢nega ucinka. Podobno velja za nereverzibilni ucinek, ki
ga ni treba dokazovati z neklini¢no raziskavo na juvenilnin
zivalih, Ge je uCinek dobro opisan in dokazan v raziskavah
na odraslih zivalih (15).
Nekateri toksi¢ni ucinki so takSne narave, da jih lahko za-
znamo le po doloCeni stopnji zrelosti opazovane Zivali.
Sem sodijo npr. ucinki na ucenje in spomin, ki jih lahko
vrednotimo le pri Zivalih ustrezne zrelosti, ko so bile v vseh
kriticnih ¢asovnih oknih razvoja obremenjene z zdravilom,
ki ga do obdobja ustrezne zrelosti niso prejemale. Tovrsten
pristop je primeren za glodavce, medtem ko je za neglo-
davce manj primeren zaradi daljSega razvojnega obdobja,
velike variabilnosti med osebki ter manjSe koli€ine in ne
tako dobro uveljavljenih ocenjevalnih metod za prepozna-
vanje zapoznelega ali spremenjenega razvoja (15).
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NACIN APLIKACIJE IN
FORMULACIJA

Tako kot pri drugih toksikoloskih raziskavah je tudi pri ne-
klinicnih raziskavah na juvenilnih zivalih priporocljivo, da
uporabimo enak nacin aplikacije zdravila, kot bo v klini¢ni
praksi (Ce je izvedljivo), pri Cemer je klju¢nega pomena do-
seganje zadostne sistemske izpostavljenosti. V primeru te-
zav pri prakti¢ni izvedbi takSnega nacina aplikacije je se-
veda treba razmisliti o drugih nacinih aplikacije (peroralni
nacin aplikacije pri podgani za dermalni pripravek). Z odras-
Ganjem zivali lahko med izvedbo raziskave tudi spremenimo
nacin aplikacije (ko je izvedljivo, iz subkutane aplikacije
preidemo na intravensko) (15).

Optimalna izvedba toksikoloskih raziskav je s kon¢no for-
mulacijo zdravila, kar Se posebej velja za zdravila za pero-
ralno aplikacijo, saj je pri teh zdravilih obi¢ajno velika razlika
v sestavi v primerjavi z zdravilom za odraslo populacijo
(npr. sirup v primerjavi s kapsulo), hkrati je treba preveriti
varnost zdravila z vsemi pomoznimi snovmi. Pomembna
razlika med zdravili za pediatricno populacijo in odrasle je
obi¢ajno pri tekocih pripravkih, saj je za prvo navedena
pogosto nizja koncentracija zdravilne ucinkovine, kar po-
meni vedji volumen, ki ga je treba aplicirati preizkusnim Zi-
valim. To lahko povzro&i napolnitev zelodca z zdravilom,
kar lahko vodi v zmanjSan vnos hrane in posledi¢no do
pomanijkanja doloCenih hranil oz. prehranjenosti, kar lahko
zamaskira toksi¢ni ucinek zdravila ali pa daje lazno pozitiven
rezultat (21).

6.1 IZBIRA ODMERKA

Pri izbiri odmerka je pomembno, da za nezelene ucinke
dosezemo razmerje odmerek-ucinek ter dolo¢imo odme-
rek, pri katerem ni opaziti nezelenih ucinkov (no observed
adverse effect level, NOAEL) pri juvenilnih Zivalih. Raziskavo
izvajamo z ve¢ odmerki, od katerih najvisji odmerek ne
sme biti tako visok, da povzro¢a znake izrazite toksi¢nosti
(npr. motnje v razvoju in rasti, kar otezi vrednotenje). Eden
od odmerkov mora biti primerljiv z odmerkom v klini¢ni
uporabi (Ce je izvedljivo). Dolo¢itev odmerkov mora do do-
loCene mere sovpadati tudi z odmerki, uporablienimi pri
odraslih Zivalih, zaradi moznosti primerjave ucinkov med
juvenilnimi in odraslimi zivalmi (15).

Z rastjo in razvojem Zivali se lahko pomembno spremenijo
lastnosti ADME, kar posledic¢no vpliva na izpostavljenost
zivali zdravilu, zato je treba odmerek prilagoditi, da se ohra-
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nja razmeroma konsistentna izpostavljenost in klini¢na
ustreznost. Obicajno se odmerek ne spremeni ve¢ kot en-
krat (15).

KONCNE TOCKE

V sploSnem mora vsaka neklini¢na raziskava na juvenilnin
zivalih vsebovati osnovne koncne tocke (core endpoints),
navedene v smernici S11, ki so: smrtnost in klini¢na opa-
zanja, rast, uzivanje/vnos hrane, spolni razvoj, klini¢na pa-
tologija, anatomska patologija in toksikokinetika. Poleg teh
lahko vklju¢imo tudi dodatne koncne tocke, zlasti v primerih
nadaljnjih raziskav, ko ugotovimo toksicne ucinke pri izvedbi
raziskave z osnovnimi koncnimi to¢kami, vendar praviloma
nikoli ne vklju¢imo vseh navedenih dodatnih kon¢nih tock
(15).

Dodatne koncne tocke, ki jin raziskava lahko vkljuCuje, so
druge konc¢ne tocke rasti, ki niso bile spremljane med os-
novnimi kon¢nimi to¢kami, ocena kosti, klini€na patologija
dodatnih parametrov, ki niso vklju¢eni pod osnovno konéno
toCko, anatomska patologija dodatnih parametrov, ki niso
vkljueni pod osnovno kon¢no to¢ko, preiskave o¢i, ocena
osrednjega zivénega sistema, ocena reproduktivne funkcije,
ocena funkcije imunskega sistema (15).

ZDRAVILA, NAMENJENA
IZKLJUCNO PEDIATRICNI
POPULACIJI ALI
UPORABLJENA NAJPREJ V
PEDIATRIJI

Pred izvedbo kakrSne koli klinicne raziskave na pediatri¢ni
populaciji je treba zdravilo preizkusiti na zdravih odraslih
prostovoljcih. To najprej vkljuCuje raziskavo toksi¢nosti pri
ponovljenih odmerkih na glodavcih in neglodavcih, kot tudi
raziskave varnostne farmakologije in genetske toksi¢nosti.
Raziskave, ki jih izvedemo pred prvo uporabo pri ¢loveku,
so lahko standardne toksikoloske raziskave s ponovljenimi
odmerki na dveh vrstah Zivali, lahko pa izvedemo eno od
teh ali obe na juvenilnih zivalih, ki pa naj bi vkljuevali do-
datne koncne toc¢ke. Ta pristop lahko skrajSa ¢as do upo-
rabe zdravila v pediatric¢ni populaciji, saj lahko zdravilo uve-
demo Ze po prvem dajanju zdravila odraslim (15).
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V doloc¢enih primerih lahko poteka razvoj zdravila za pe-
diatricno populacijo tudi brez predhodnega preskuSanja
na odraslih prostovoljcih. To velja npr. v primeru varnost-
nega tveganja, ¢e bi izpostavljenost takSnemu zdravilu
predstavljala tveganje za te prostovoljce, ali v primerih, ko
gre za zdravljenje Zivlienje ogrozajoCih stanj (15).

VREDNOTENJE PODATKOV

Vse pridobliene podatke, tako podatke preverjanja toksi-
¢nosti na odraslih kot tudi juvenilnih Zivalih, je treba gledati
kot celoto in jih med seboj primerjati. Posebej je treba
ovrednotiti relevantne spremembe med ugotovitvami na
odraslih in juvenilnih zivalih, prav tako pa tudi izrazite razlike
v obcutljivosti med njimi. Celotna interpretacija ugotovitev
obsega tip, resnost in reverzibilnost ucinkov, starost zivali
in izpostavljenost/odmerke, pri katerih so se pojavili u€inki,
vse to pa je treba interpretirati v luci uporabe pri pediatricni
populaciji (15). TakSen pristop bi lahko opisali tudi kot ho-
listiCen pristop obravnave podatkov.

Kar nekaj dejavnikov pa otezuje vrednotenje podatkov na
tak nacin. Tako se lahko, odvisno od kon¢nih tock in vred-
notenih parametrov, razlikujie mo¢ posamezne raziskave.
Prav tako v vsaki raziskavi ni mogoce dolociti krivulje od-
merek-odziv. Ce se pojavi nezeleni udinek, se ta ne pojavi
pri vseh zivalih, prav tako pa vedno ni mogoce dolociti
subpopulacije glede na raven obcutljivosti (21).

SKLEP

Razvoj zdravila in preverjanje toksi¢nih vplivov na pediatri-
¢no populacijo pred dajanjem zdravila na trg je zelo po-
memben preskok in napredek k varni uporabi zdravil, ki
sicer prvotno niso namenjena pediatri¢ni populaciji, a iz
histori¢nih izkuSenj zdravljenja otrok hitro ugotovimo, da
se takSna zdravila pogosto uporabljajo tudi v pediatriji. V
preteklosti so imeli zdravniki bistveno manj podatkov o
varnosti uporabe nekaterih zdravil pri otrocih in so bili od-
visni od podatkov v literaturi, izkuSenj drugih kolegov, me-
todologije pretvorb odmerkov za odrasle na pediatricno
populacijo in lastnega znanja ter izkusen]. Tovrstno ekspe-
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rimentiranje je v nekaterih primerih privedlo celo do najhujsih
moznih izidov zdravlienja. S sprejetiem zakonodajne obveze
v EU, da je treba za vsa zdravila, razen opravi¢enih izjem,
izdelati in poslati v pregled nacrt pediatri¢nih preiskav, so
za zdravila, registrirana po datumu zacetka izvajanja Uredbe
1901/2006, na voljo tudi podatki o varnosti oz. toksi¢nih
ucinkih pri otrocih. Tovrstno preverjanje zahteva posebne
vrste preiskay, ki pogosto zaradi primerljivosti vpliva na
obdobje razvoja in odras¢anja vklju€ujejo tudi juvenilne zi-
vali. Da bi te zivali uporabljali le takrat, ko je to treba in ko
to pripomore k razreSitvi vprasanj oz. pomislekov glede
varnosti, je Odbor za zdravila za uporabo v humani medicini
pri EMA tudi na podlagi Uredbe 1901/2006 sprejel smer-
nice glede potreb za nekliniCna preskusanja zdravil za in-
dikacije pri pediatri¢ni populaciji na juvenilnih zivalih. V bol;
razsirjeni in nadgrajeni obliki pa je ICH ob koncu leta 2020
sprejel novo smernico S11, ki podrobneje opisuije izvajanje
neklini¢nih raziskav na juvenilnih zivalih, poudarja celovit
pristop vrednotenja podatkov, pri katerem je teza dokazov
poglavitnega pomena, ter poudarja pomen 3R. Zagotovo
je bil to zelo tezko pri¢akovan dokument, ki harmonizira
izvajanje tovrstnih preskusanj, odgovarja na Stevilna prej
neodgovorjena vprasanja, predvsem pa zagotavlja varno
uporabo zdravil za pediatricno populacijo.
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UvoD

Prebavni encimi imajo pomembno viogo pri razgradnii
hrane, saj katalizirajo kemijske reakcije razgradnje vecjih
molekul hranil v manjSe enote, ki se lahko absorbirajo v
prebavnem traktu. Kljucni so pri razgradnii vseh treh skupin
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POVZETEK

Prebavni encimi imajo pomembno viogo pri raz-
gradnji hrane in marsikdaj tudi pri peroralni dostavi
zdravilnih ucinkovin. Ena izmed skupin prebavnih
encimov so lipaze, katerih naloga je kataliza hidro-
lize lipidov, pri Cemer nastanejo razgradni produkti,
ki se lahko absorbirajo. Najpomembnejsi prebavni
lipazi pri Cloveku sta Zelod¢na in pankreasna lipaza.
Zelod&na lipaza je acidostabilen encim, ki se izloga
iz zelodCne sluznice in zaCne z razgradnjo lipidov.
Pankreasna lipaza, ki k lipolizi prispeva v najvecjem
obsegu, se izloCa iz trebusne slinavke v dvanajstnik
in nadaljuje z razgradnjo lipidov. Proces razgradnje
lipidov lahko vpliva na biolosko uporabnost zdra-
vilnih u€inkovin, ki so vgrajene v lipidne dostavne
sisteme, saj se lahko s pomodjo lipaz razgradijo
komponente teh sistemoy, in tudi na peroralna li-
pidna predzdravila. Poznavanje delovanja lipaz je
zato pomemben dejavnik pri razvoju tovrstnih do-
stavnih sistemov in njihovem biofarmaceviskem
vrednotenju.

KLJUCNE BESEDE:
encim, lipidni dostavni sistemi, pankreasna lipaza,
prebava, zelod¢na lipaza

ABSTRACT

Digestive enzymes play an important role in food
breakdown and they are also frequently involved
in oral drug delivery. One of digestive enzyme
groups is lipases, which catalyze the hydrolysis of
lipids, resulting in the formation of digestion prod-
ucts that can be absorbed. The most important
digestive lipases in humans are gastric and pan-
creatic lipases. Gastric lipase is an acid-stable en-
zyme, which is secreted from gastric mucosa. It
initiates lipid digestion. Pancreatic lipase, which
contributes to lipolysis to the greatest extent, is
secreted from the pancreas into the duodenum
and continues lipid digestion. The process of lipid
digestion can also influence the bioavailability of a
drug incorporated into lipid-based drug delivery
systems, as components of these systems can
be digested by lipases, and it can also affect oral
lipid prodrugs. Therefore, knowledge about lipase
activity is an important factor in the development
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of these drug delivery systems and their biophar-
maceutical evaluation.

KEY WORDS:
enzyme, digestion, gastric lipase, lipid-based drug
delivery systems, pancreatic lipase

ALI STE VEDELI?

e Tetrahidrolipstatin, bolj znan pod imenom orlistat,
zavira delovanje Zelodéne in pankreasne lipaze (25).

e Pankreasna lipaza pri zdravih osebah ni prisotna v
zelodcu (6, 28).

e Pri novorojenckih, Se zlasti pri nedonosenckih, lahko
zelod¢na lipaza delno kompenzira nizko aktivnost
pankreasne lipaze (32).

e Aktivnost zelod¢ne lipaze se s starostjo zmanjSuije.
Velik preskok je viden po 50. letu starosti, saj se
specificna aktivnost encima z 4700 U/g mukoze pred
50. letom zmanjsa na 700 U/g mukoze po 60. letu

(11).

makrohranil — ogljikovih hidratov, proteinov in mascob.
Vendar prebavni encimi niso pomembni le pri prebavi hrane,
temveC¢ marsikdaj tudi pri aplikaciji zdravil.

Peroralni dostavni sistemi so po zauzitju izpostavljeni tem
encimom, ki lahko vplivajo tako na zdravilno ucinkovino kot
na pomozne snovi. Dobro poznan primer je razgradnja
peptidnih in proteinskih zdravilnih uéinkovin s proteoliticnimi
encimi v prebavilih, kar otezuje razvoj dostavnih sistemov
za peroralno aplikacijo tovrstnih ucinkovin. Manj pa je po-
znano, da so lahko tudi lipaze v prebavnem traktu po-
membne za obnaSanje nekaterih zdravil. Vplivajo lahko na
lipidne dostavne sisteme, ki so eden izmed inovativnih pri-
stopov za izboljSanje bioloske uporabnosti tezko topnih
zdravilnih ucinkovin. Namen ¢&lanka je prikazati fizioloSke
lastnosti lipaz in predstaviti njihov pomen pri aplikaciji zdravil.

FUNKCIJA IN VRSTE
PREBAVNIH LIPAZ

Lipaze so encimi, ki razgrajujejo trigliceride do digliceridov,
monogliceridov, prostih mascobnih kislin in glicerola. Od-
govorne so za prebavo prehranskih lipidov in tako klju¢ne
za absorpcijo lipidnih molekul v tankem Crevesu (1, 2). Li-
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pidi, ki jih uporabljamo v prehrani, so vec¢inoma mesanice
razlicnih trigliceridov, v manjSem delezu so prisotni Se fos-
folipidi, holesterol in vitamini, topni v mas&obah (3, 4). Pri-
porocen dnevni vnos mascob za odrasle je okoli 80 g na
dan oz. priblizno 30 % energije naj bi pridobili z uzivanjem
mascob (5). V industrializiranih drzavah je dnevni vnos
mascob pogosto vedji — v povprecju med 100 in 150 g
mascob dnevno (4, 6, 7). Navadno se absorbira ve¢ kot
95 % prehranskih lipidov, ki jih zauzijemo (4, 7). Ob odsot-
nosti oz. zmanijSani aktivnosti lipaz se trigliceridi ne razgra-
dijo in zato ne absorbirajo, ampak se izlocijo z blatom, kar
ima lahko za posledico npr. izgubo tekocine, zmanjSanje
telesne mase in pomanjkanje lipidotopnih vitaminov (2).
NajpomembnejSa dela prebavnega trakta, kjer poteka raz-
gradnja lipidov, sta zelodec in tanko Crevo. Lipolitiéna aktiv-
nost v prebavilih je rezultat delovanja vecjega Stevila lipaz,
ki so humana Zelod¢na lipaza (HGL), humana pankreasna
lipaza (HPL), kolipaza, karboksil ester hidrolaza, pankreasna
fosfolipaza A2 in pankreasni lipazi podoben protein 2. Med
njimi sta najpomembnejsi HGL in HPL (8, 9). Lipoliticno
delovanje so zaznali tudi v ustni votlini, vendar je bilo to v
primerjavi z aktivnostjo HGL zanemarljivo majhno (10, 11).
Prav tako ni potrieno, ali gre za lipazo, ki se izlo¢a v ustno
votlino (jeziCna lipaza), ali za encim mikrobnega izvora, ki
je produkt ustne mikroflore, ali za posledico refluksa Ze-
lodéne vsebine (12).

DELOVANJE PREBAVNIH
LIPAZ

Lipaze sodijo v skupino esteraz, vendar so njinovi substrati
molekule, ki so v vodi tezko topne, za razliko od klasi¢nih
esteraz, ki delujejo na vodotopne substrate. Lipaze so vo-
dotopni encimi, toda njihova znaciinost je delovanje na
medfazni povrSini med vodo in oliem, tj. na povrsini masc-
obnih kapljic. Pomembno je, da se tudi njihovi substrati
nahajajo na medfazi olie-voda, in posledic¢no je aktivhost
lipaz odvisna od koncentracije substrata na medfazni po-
vrsini in od velikosti medfazne povrsine (8, 9, 13, 14).
Prebava lipidov je kompleksen proces, ki poteka v ve¢
stopnjah: emulgiranje, hidroliza, micelizacija in na koncu
absorpcija lipidnih razgradnih produktov v enterocite (15).
Pritem HGL in HPL ter drugi lipoliti¢ni encimi delujejo kom-
plementarno in sinergisti¢no (9, 16).

Prebava lipidov se za¢ne v zelodcu z delovanjem HGL. K
procesu Se dodatno prispevajo kontrakcije zelodéne mu-
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skulature, ki Zzelodéno vsebino dobro premesajo, da na-
stane emulzija. Prebava se nato nadaljuje v dvanajstniku z
delovanjem HPL (slika 1) (15), ki se izlo¢a iz trebusne sli-
navke skupaj z drugimi prebavnimi encimi in alkalno teko-
¢ino, ki nevtralizira kislo zelod€no vsebino in regulira pH v
lumnu tankega Crevesa (9). V dvanajstnik se izlo¢a tudi
zol¢, ki ima pomembno vlogo pri emulgiranju lipidov in li-
pidnih prebavnih produktov ter obenem prispeva k regulaciji
pH. Soli zolEnih kislin in druge povrsinsko aktivhe kompo-
nente zol¢a vkljuCujejo lipidne molekule v razli¢ne koloidne
strukture, kot so vezikli, meSani miceli in miceli, kar poveca
solubilizacijsko kapaciteto tankega Crevesa za lipidne raz-
gradne produkte in tudi za zdravilne ucinkovine. Solubili-
zacija lipidnih razgradnih produktov le-te odstrani z med-
fazne povrSine, kar olajSa nadaljnjo razgradnjo lipidov in
tako izboljSa njihovo absorpcijo. Razgradni produkti, ki na-
stanejo pri lipolizi, se nato absorbirajo v enterocite (15,
17).

Lipaze cepijo estrsko vez med mascobno kislino in glice-
rolom (slika 2). V prvi stopnji razgradnje triglicerida nasta-
neta diglicerid in prosta mascobna kislina. Digliceridi so
teZzko vodotopni in se preferencno nahajajo na medfazi
olje-voda. V drugi stopnji razgradnje se od diglicerida od-
cepi Se ena prosta mascobna kislina in nastane monogli-

cerid. Monogliceridi so bolj polarni in lahko v vodnem okolju
tvorijo in se vklju€ujejo v razlicne koloidne strukture. V
zadnji stopnji razgradnje iz monoglicerida nastaneta prosta
mascobna kislina in glicerol (8). Za popolno absorpcijo li-
pidov je dovolj ze razgradnja do monoglicerida in dveh
prostih mascobnih kislin, saj se lahko v enterocite absor-
birajo monogliceridi in proste mascobne kisline (15, 16).
Vloga najpomembnejsih encimov pri razgradnii trigliceridov,
HGL in HPL, je podrobneje opisana v nadaljevanju.

ZELODCNA LIPAZA

Hidroliza trigliceridov iz hrane se pri ljudeh zacne v zelodcu
z delovanjem HGL, ki nastaja v glavnih celicah proksimal-
nega dela Zelodca (fundusa) (11) in se v lumen zelodca iz-
loCa skupaj s pepsinogenom. Izlo€anje stimulira zauzitje
obroka preko delovanja holinergi¢nega sistema (18). Za
delovanje ne potrebuje koencima (19, 20).

Prisotnost encima navadno vrednotimo preko dolo¢anja
njegove aktivnosti in ne le preko podajanja koncentracije,

skupno izvodilo
trebusne slinavke

in Zol¢nika
miceli endogenih
®———> pouvrsinsko aktivnih
L] snovi
pankreasna 1559
lipaza il pankreasna
= kolipaza
4
lipidna kaplji
s e 4 miceli mesani miceli vezikli
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| . Foe -
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Slika 1: Shema prebave lipidov v dvanajstniku. TeZko vodotopna zdravilna ucinkovina se med prebavo lahko nahaja v lipidni kapljici in v
razlicnih koloidnih strukturah, kot so vezikli, mesani miceli in miceli (prirejeno po (15)).

Figure 1: Scheme of lipid digestion in duodenum. During digestion, a poorly water-soluble drug may be present in a lipid droplet and in
different colloid structures such as vesicles, mixed micelles and micelles (adapted from (15)).
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i lipaza i lipaza
R__O O0__R =——— R_O OH 4+ R__OH =——=
i \)\/ N H,0 jor Y H,0
o) ) o]

triglicerid diglicerid PMK

R = alifatska veriga mascobne kisline
PMK = prosta mascobna kislina

Slika 2: Kemijska reakcija razgradnje trigliceridov, ki jo katalizirajo lipaze.
Figure 2: Lipase-catalyzed chemical reaction of triglyceride degradation.

j\ lipaza

o~ o NS OH

Ho_L_oH + R_oH —— Ho_L_oHn + R__oH
o Y

monoglicerid glicerol

saj je delovanje encima odvisno od pogojev, ki jim je izpo-
stavljen. Posledi¢no se podatki o specifi¢ni aktivhosti HGL
med seboj zelo razlikujejo, saj so odvisni od pogojev, pri
katerih so izmerjeni, ali so doloCeni v celotni zelod¢ni te-
kocini ali le za izoliran encim, od metode in vitro, upora-
bliene za vrednotenje aktivnosti, izbranega substrata, pH
medija in sestave medija (16, 21-23). Za primerjavo — spe-
cificne aktivnosti encima, doloCene pri optimiziranih pogojin
pri uporabi tributirina kot substrata, so bile bistveno visje
(1300 U/mq) kot pri uporabi trdnega ali tekoCega obroka
za substrat (okoli 30 U/mg), torej kot pri pogojih, ki jih na-
vadno najdemo v prebavnem traktu (21). Tudi in vivo je
aktivnost HGL odvisna od Stevilnih dejavnikov, kot so pH
vrednost Zelodéne vsebine, matiliteta Zelodéne muskula-
ture, koncentracija povrSinsko aktivnih snovi in od tega
odvisno emulgiranije lipidov in velikost kapljic emulzije (24).
HGL je acidostabilna in je aktivna pri pH med 2 in 7; izven
tega obmocja pH se njena aktivnost naglo zmanjSuje. Naj-
vecjo aktivnost izkazuje pri pH med 3 in 5 (23). Koncentra-
cija HGL v zelod¢ni tekocCini na tesCe (bazalni zelodeéni te-
kocini) znasa 100 pg/mL (16), vendar je mozno tudi, da v
stanju na teS¢e zaradi nizkega pH Zelod¢ne vsebine sploh
ni aktivna (23, 25). Prisotnost HGL v bazalni zelod¢ni te-
kocini so namre¢ dokazali preko vrednotenja aktivnosti pri
visjih pH in/ali z optimalnimi substrati (22, 23, 26), kar pa
ne odraza pogojev na tesce.

Po zauzitju obroka se pH v lumnu Zelodca dvigne z zelo
nizkih vrednosti v stanju na tesce (1,0-1,5 po viru (27)) na
vrednosti med 5 in 7. Dvig pH je odvisen od vrste obroka
in njegove pufrne kapacitete (27). Aktivnost HGL se z dvi-
gom pH poveca (22, 23, 25). Bazalna zelod¢na tekocina
se z zauzitiem hrane razredCi, kar sicer vpliva v smeri
zmanj$anja koncentracije encima, vendar pride hkrati do
povecanega izloCanja HGL iz zelod¢ne sluznice. Aktivnost
encima v Zelodcu je tako mo¢no odvisna od ¢asa po
obroku in od hitrosti praznjenja zelodca, kljub temu da je
izlo¢anje HGL med prebavo obroka ves ¢as konstantno.
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Bazalna koncentracija encima in pH sta bila v opisanih ra-
ziskavah dosezena po priblizno stirih urah od zauzitja
obroka oz. ko je vsa hrana zapustila zelodec (6, 16, 27,
28). HGL ostaja aktivna tudi pri pH dvanajstnika in naj bi
bila pri zdravih posameznikih odgovorna za 7 oz. 7,5 % li-
polize s hrano vnesenih mascob v tankem Crevesu (16,
29). Celokupno, v zelodcu in tankem Crevesu, je pri zdravih
osebah prispevek HGL k razgradniji trigliceridov 10-30 %;
delezi se med raziskavami nekoliko razlikujejo (6, 16, 28,
30).

HGL je sposobna katalizirati razgradnjo dolgo- in kratko-
veriznih trigliceridov s primerljivo hitrostjo (22), vendar pri
dolgoveriznih trigliceridin nastanejo dolgoverizne proste
mascobne kisline, ki so v vodi tezko topne. Slednje nato
zasedejo povrsino mascobnih kapljic in zavirajo delovanje
HGL (22, 30, 31). Mehanizem tega procesa Se ni povsem
pojasnjen. Inhibicija naj bi se zgodila priblizno eno uro od
zaCetka razgradnije lipidov, vendar je pri emulzijah z drob-
nimi kapljicami proces lahko zakasnjen (31). Po prehodu
zelodéne vsebine v dvanajstnik endogene povrsinsko akti-
vne snovi solubilizirajo dolgoverizne proste mascobne ki-
sline, kar naj bi omogocilo ponovno delovanje HGL v lumnu
zgornjega tankega Crevesa (30). V pogojih in vitro bi lahko
HGL sama, brez prisotnosti HPL, v celoti razgradila lipide
iz obroka, vendar bi za to potrebovala ve¢ Casa kot HPL,
ker je prisotna v nizjih koncentracijah in ne zaradi manjse
specificne aktivnosti v primerjavi s HPL. Da bi bila HGL
enako ucinkovita kot HPL pri razgradnii lipidov iz hrane, bi
morala biti njena koncentracija v prebavnem traktu Sestkrat
vecja (21). Novorojencki, predvsem nedonoSencki, imajo
fizioloSko znizano koncentracijo HPL, ki se kompenzira
preko delovanja HGL (32).

Pri osebah z zmanjSanim eksokrinim delovanjem trebudne
slinavke (posledica kroni¢nega pankreatitisa, alkoholizma,
cisticne fibroze ipd.) je celokupna lipoliticna aktivnost v
prebavnem traktu manjSa kot pri zdravih osebah, saj se
HPL v manjsi meri izlo¢a iz trebuSne slinavke. Delez pri-
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spevka HGL k lipoliti¢ni aktivnosti je lahko tako bistveno
vedji kot pri zdravih posameznikih, vendar je kljub temu
celokupna lipoliticna aktivnost zmanjsana (29, 30, 33). Veliji
prispevek HGL k razgradnii lipidov pri teh posameznikih
predvidoma ni posledica povecanega izlo€anja HGL v ze-
lodcu, ampak vecje aktivnosti HGL v dvanajstniku v pri-
merjavi z zdravimi osebami. To se verjetno zgodi zaradi
nizjega pH v tankem Crevesu, ki ga imajo ti bolniki v pri-
merjavi z zdravimi (29, 33). Klini¢ne raziskave so pokazale,
da v primerih hude oblike insuficience eksokrine funkcije
trebusne slinavke HGL lahko le delno kompenzira pomanj-
kanje HPL, ne more pa celokupno normalizirati lipoliti¢ne
aktivnosti v prebavnem traktu (30).

PANKREASNA LIPAZA

NajpomembnejSi lipoliti€ni encim pri Cloveku je HPL, saj
ga je koli¢insko dale¢ najve¢ izmed prebavnih lipaz (8, 16,
21). HPL nastaja v acinarnih celicah trebusne slinavke in
se izlo€a skozi njeno izvodilo ter nato preko skupnega iz-
vodila trebusne slinavke in zol¢nika v lumen dvanajstnika
(1, 8, 9). IzloCanje je stimulirano z delovanjem holinergi-
¢nega zivCevja in hormonskega sistema (holecistokinin), ki
se aktivirata po zauzitju obroka (18). Vec kot je mascob v
hrani, vecje je izlo¢anje HPL (30). Izlo¢anje HPL je uravna-
vano tudi s praznjenjem zelodca (16).

Molekula HPL je glikoprotein s polipeptidno verigo, ki tvori
dve lo¢eni domeni — ena je pomembna za vezavo na med-
fazno povrsino in vsebuje aktivno mesto, druga vsebuje
vezavno mesto za kolipazo (34-36). Ko se HPL izlogi iz
trebusne slinavke, mora najprej priti do obseznih konfor-
macijskih sprememb, da se substrat lahko veze v aktivho
mesto (9, 36). V zaprti konformaciji je namrec¢ aktivno
mesto pokrito z zanko, kar onemogoca dostop substrata.
Za odprtje zanke oz. za pretvorbo v odprto konformacijo
je potrebna vezava HPL na medfazno povrsino. V tankem
Crevesu so medfazne povrsine vedinoma zasedene zaradli
prisotnosti povrsinsko aktivnin snovi (soli zol¢nih kislin, fos-
folipidi) in proteinov, zato je za vezavo HPL na medfazno
povrsino potrebna prisotnost kolipaze (37).

Kolipaza je polipeptidni kofaktor, ki se v dvanajstnik izlo¢a
iz trebusne slinavke v neaktivni obliki (prokolipaza) in se
aktivira Sele pod vplivom delovanja tripsina. Kolipaza sama
nima lipoliti¢ne aktivnosti, ampak se veze na HPL v raz-
merju 1 : 1 in s tem omogoci vezavo HPL na povrsino li-
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pidne kapljice (38). Do nastanka kompleksa med HPL in
kolipazo lahko pride v raztopini, afiniteta vezave pa je po-
vecana ob prisotnosti lipidov (39).

V Zelod¢ni vsebini, ki zapusti Zzelodec in preide v dvanajst-
nik, so lipidi ve¢inoma prisotni v obliki lipidnih kapljic (tj.
emulgirani). K temu prispeva mehanska obremenitev vse-
bine Zelodca in delna razgradnja trigliceridov, ki jo katalizira
delovanje HGL. Produkti lipolize namreC sodelujejo pri
emulgiranju in prispevajo k povecanju medfazne povrsine,
ki je nato na voljo za delovanje HGL (6, 28). Prebavljajoca
se hrana ob vstopu v dvanajstnik tako vsebuje okoli 10—
20 % prostih mascobnih kislin, ki so pri pH dvanajstnika
delno ionizirane in prispevajo k tvorbi emulzije (9). Delovanje
HGL uravnava emulgiranje lipidov, hkrati pa obseg emul-
giranja lipidov uravnava hitrost lipolize, saj preko spre-
membe medfazne povrSine in drugih mehanizmov vpliva
na delovanje HGL in HPL (6, 21, 22, 40). V dvanajstniku
so prisotni tudi drugi lipoliticni encimi, ki se prav tako izlo-
¢ajo iz trebusne slinavke (karboksil ester hidrolaza, pan-
kreasna fosfolipaza A2 in pankreasni lipazi podoben protein
2). To se odraza v Se nekoliko vediji lipoliticni aktivnosti, kar
so pokazali z in vitro primerjavo lipoliticne aktivnosti Creve-
sne tekocine in izolirane HPL (21).

Vi§ji pH v dvanajstniku glede na kisel pH v zelodcu je klju-
¢en za delovanje HPL (1), saj pride pri pH pod 3 do irever-
zibilnih strukturnih sprememb in encim agregira. HPL je
stabilna v obmocju pH med 3 in 6,5, Eeprav lahko ze pri
pH, manjSem od 5, vidimo strukturno destabilizacijo, ki je
reverzibilna (41). Podatki o obmodju pH, v katerem je HPL
aktivna, se med viri precej razlikujejo; omenjene vrednosti
S0 znotraj intervala pH 4,5 in 9,5 (1, 8, 9). Navedeno ob-
mocje pH so dolocili in vitro, pri aplikaciji in vivo pa tako vi-
soke vrednosti pH niso dosezene.

Po zauZitju obroka se koncentracija HPL poveca pet- do
desetkrat v primerjavi s stanjem na tesce (42). Koncentra-
cija HPL po obroku je odvisna od koli¢ine lipidov v obroku
in Casa, ki je minil od zauzitja obroka (30). Aktivhost HPL
je povezana s koncentracijo encima in pogoiji, v katerih se
encim nahaja, odvisna je od metode in vitro, ki jo upora-
bimo za vrednotenje aktivnosti, od substrata in od tega, ali
je aktivnost dolo¢ena v celotni &revesni tekodini ali le za
izoliran encim (16, 21, 43). Tako je bila specifi¢na aktivnost
HPL, dolo¢ena pri optimiziranih pogojih s tributirinom,
8000 U/mg, pri uporabi tekoCega ali trdnega obroka, tj.
pogojih, ki jih navadno najdemo v prebavnem traktu, pa
12 0z. 47 U/mg (21).

Med posamezniki so velika nihanja v aktivnosti HPL, ki jih
lahko pojasnimo z razlikami v izloCanju HPL, praznjenju
zelodca in redcitvijo Crevesne tekodine z obrokom (43).
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Pomembne so prehranjevalne navade posameznika (30),
aktivnost HPL pa se zmanijsuje tudi s staranjem (11). Prav
tako je pri dolocenih bolezenskih stanijin, kot je npr. kroni¢ni
pankreatitis, aktivnost HPL lahko zmanjSana. Pri bolnikih s
hudo obliko te bolezni so izmerili okoli 10-40-krat manjSo
aktivnost kot pri zdravih posameznikih (30).

POMEN LIPAZ ZA ZDRAVILA

Vpliv delovanja prebavnih lipaz na zdravila so najpogosteje
proucevali pri lipidnih dostavnih sistemih, med katere uvrs-
¢amo lipidne raztopine, emulzije, liposome, trdne lipidne
nanodelce, nanostrukturirane lipidne nosilce in samoemul-
girajoCe dostavne sisteme. Najpogosteje vsebuijejo olja,
povrsinsko aktivne snovi in/ali sotopila (1). Lahko gre za
relativno enostavne formulacije z eno lipidno pomozno
snovjo (npr. oleinska kislina, koruzno olje itd.) ali zapletene
dostavne sisteme z ve¢ kot Stirimi komponentami, ki jih
zdruzimo v ustreznem razmerju. V zadnjem obdobju so
zelo aktualni samoemulgirajoCi sistemi. Gre za brezvodne
predkoncentrate, ki se v prebavnem traktu dispergirajo in
tvorijo emulzijo, ki nato predstavlja rezervoar za prenos
zdravilne ucinkovine v raztoplienem stanju do mesta ab-
sorpcije. Zlasti velik potencial za peroralno dostavo zdra-
vilnih udinkovin so pokazali predkoncentrati, ki po disper-
giranju tvorijo mikroemulzijo, saj imajo obsezno zmoznost
solubilizacije tezko topnih ucinkovin (3).

V lipidne dostavne sisteme navadno vgrajujemo tezko
topne zdravilne ucinkovine, saj lipidne pomozne snovi pri-
pomorejo k njihovi solubilizaciji in posledi¢no boljsi bioloski
uporabnosti teh zdravilnih u€inkovin. Vendar pa so lahko
lipidne pomozne snovi po aplikaciji podvrzene delovanju
lipaz v prebavnem traktu, kar pogosto vpliva na spros€anje
zdravilne ucinkovine in na njeno absorpcijo. Posledica de-
lovanja lipaz je lahko obarjanje zdravilne ucinkovine, kar je
mozno do neke mere ponazoriti s poskusi spros¢anja in
vitro, Kjer je uposStevana razgradnja lipidnih komponent (1,
44). Na primeru lipidnih formulacij z danazolom so pokazali,
da je do obarjanja zdravilne u¢inkovine, opazenega in vitro,
verjetno prislo tudiin vivo in se odrazalo v nizjih plazemskih
koncentracijah (45). Poznavanije vplivov prebavnih lipaz na
posamezne lipidne pomozne snovi in na lipidne dostavne
sisteme kot celoto je torej relevantno za uspesSno pripravo
in biofarmacevtsko vrednotenje taksnih zdravil (1, 44). Pri-
meri zdravilnih uc¢inkovin, ki so na trgu v obliki peroralnih li-
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pidnih dostavnih sistemov so ciklosporin A, ritonavir, sa-
kvinavir, tretinoin, kalcitriol in dutasterid (3).

Lipaze imajo klju¢no vlogo tudi pri lipidnih predzdravilih. V
lipidnih predzdravilin imajo zdravilne u¢inkovine kovalentno
vezano lipidno molekulo, kot so mascobne kisline, diglice-
ridi ali fosfogliceridi. Lipaze v prebavilih cepijo vez med
zdravilno ucinkovino in lipidnim delom molekule ter tako
omogodijo sprostitev aktivne oblike ucinkovine. Namen
oblikovanja lipidnih predzdravil je lahko zmanjSanje neze-
lenih ucinkov, npr. zasc¢ita zelodéne sluznice, in nacrtovanje
absorpcije preko limfati€nega sistema (46). Raziskava na
podganah je tako pokazala, da lipidno predzdravilo acetil-
saliciine kisline ne drazi zelod¢ne sluznice, medtem ko so
nezeleni ucinki same acetilsalicilne kisline na sluznico pre-
bavnega trakta pogosti (47). Za peptidno ucinkovino v
obliki lipidnega predzdravila so v raziskavi in vitro pokazali
vecjo stabilnost ob izpostavljenosti a-kimotripsinu, v pri-
merjavi s samo ucinkovino. Test in vitro je tudi pokazal, da
je peptidna ucinkovina po razgradnji predzdravila s pan-
kreasno lipazo izkazovala ustrezno aktivnost (48).

SKLEP

Poznavanje delovanja lipaz in procesa hidrolize lipidov iz
hrane je pomemben del razumevanja fizioloskih dogajanj v
prebavnem traktu. Dodatno imajo prebavne lipaze klju¢no
vlogo pri dogajanju po peroralni aplikaciji nekaterih zdrawvil,
saj lahko vplivajo na sprosc¢anje in s tem tudi na absorpcijo
zdravilnih ucinkovin preko delovanja na pomozne snovi v
formulaciji pri lipidnih dostavnih sistemih ali preko nepo-
srednega delovanja na lipidna predzdravila. Dobro pozna-
vanje vpliva encimov na dostavne sisteme je tako pomem-
bno pri razvoju novih lipidnih dostavnih sistemov in modelov
in vitro za njihovo vrednotenje, saj encimska razgradnja
lahko mo¢no vpliva na obnaSanje teh sistemov.
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uvoD

Peptidaze so proteoliticni encimi, ki katalizirajo hidrolizo
peptidne vezi (1). Sprva je bila vioga peptidaz poznana le

POVZETEK

Zivéni sistem predstavija iroko raziskovalno po-
droje za razvoj novih u€inkovin, primernih za zdra-
vljenje nevroloSkih in nevrodegenerativnin bolezni.
Pri tem imajo pomembno viogo cisteinske peptidaze
in drugi lizosomski proteini, ki s svojim delovanjem
vplivajo na sintezo in razgradnjo mozganskih pepti-
dov ter tako regulirajo Stevilne fizioloske in patoloSke
procese v organizmu. Klju¢ni pomen pri z vnetjem
povezani nevrodegeneraciji ima aktivirana mikroglija,
ki s sproS¢anjem cisteinskih peptidaz vpliva na raz-
voj Alzheimerjeve in Parkinsonove bolezni. Proteo-
litiéno aktivnost cisteinskih peptidaz lahko regulirajo
endogeni ali eksogeni zaviralci; sledniji odpirajo moz-
nosti za razvoj novih terapevtskih pristopov za zdra-
vlienje nevrodegenerativnih bolezni.

KLJUCNE BESEDE:
Alzheimerjeva bolezen, cisteinski katepsini, nevro-
degeneracija, Parkinsonova bolezen, vnetni odziv

ABSTRACT

The nervous system represents a broad field of po-
tential pharmacological targets suitable for the de-
velopment of new compounds for the treatment of
neurological and neurodegenerative diseases. To
date, a lot of research has focused on the role of
cysteine peptidases, which play an important role
in degradation of brain peptides playing either a
neuroprotective or neurodegenerative role. Activated
microglia has a significant role in inflammation-re-
lated neurodegeneration. By releasing cysteine
cathepsins it promotes the development of
Alzheimer's and Parkinson's disease. The prote-
olytic activity of cysteine cathepsins can be regu-
lated by endogenous or exogenous inhibitors. Ex-
ogenous inhibitors open up possibilities for the
development of new therapeutic approaches for
the treatment of neurodegenerative diseases.

KEY WORDS:
Alzheimer's disease, cysteine cathepsins, inflam-
mation, neurodegeneration, Parkinsons's disease

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI

pri razgradnji proteinov v prebavni verigi, kasneje pa se je  imunski odziv, celi¢na delitev in celicna smrt, podvojevanje
izkazalo, da je njihova vioga v CloveSkem organizmu bi-  DNA, sodelujejo pri preoblikovanju in razgradniji zunajceli-
stveno kompleksnejSa (1). Peptidaze s svojim delovanjem  &nega matriksa, pri vzdrzevanju hemostaze ter pri celienju
uravnavajo Stevilne bioloSke procese v organizmu, kot so  ran (1).
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Poznavanie njihove fizioloSke vioge je pomembno za razu-
mevanije njihove vpletenosti v patoloSke procese (1). Pep-
tidaze se pretezno nahajajo v vezikularnem sistemu endo-
somov/lizosomov, najdemo pa jih tudi v jedru, citosolu, na
celicni membrani ali v zunajcelicnem prostoru (2). Glede
na mesto hidrolize peptidne vezi peptidaze razdelimo na
endopeptidaze in eksopeptidaze. Prve cepijo peptidno vez
znotraj polipeptidne verige proteinov, druge pa na N-koncu
(aminopeptidaze) oziroma C-koncu (karboksipeptidaze)
polipeptidne verige (3). Glede na katalitsko skupino v aktiv-
nem mestu jih razdelimo na serinske, cisteinske, aspar-
tatne, glutamatne, asparaginske, treoninske, metalopepti-
daze in peptidaze meSanega tipa (4).

CISTEINSKE PEPTIDAZE

NajobseznejSo skupino peptidaz predstavijajo cisteinske
peptidaze, del teh pa so lizosomske cisteinske peptidaze,
ki jih krajSe imenujemo kar katepsini. Mednje uvr§¢amo 11
Cloveskih cisteinskih katepsinov (katepsini B, C, F, H, K| L,
O, S, V, Xin W) (4). Vecina izmed njih je endopeptidaz (ka-
tepsini F, K, L, O, S, V), medtem ko eksopeptidazno aktiv-
nost izkazujeta katepsina C (aminopeptidaza) in X (kar-
boksimonopeptidaza). Katepsina B in H izkazujeta tako
endopeptidazno kot tudi eksopeptidazno aktivnost. Ustre-
zno delovanie in aktivnost katepsinov zagotavlja rahlo kislo
okolie znotraj lizosomov, njihova inaktivacija, z iziemo ka-
tepsina S, pa poteCe pri nevtralnem pH v citosolu in zu-
najcelicnem okolju (5).

Vedina cisteinskih peptidaz je prisotnih v vseh tkivih, med-
tem ko je izrazanje drugih znacilno za doloCena tkiva, kjer
imajo specificno vlogo pri razlicnih procesih v organizmu
(6). Zaradi slednjega mora biti za normalno fiziolosko delo-
vanje katepsinov njihova aktivnost skrbno uravnavana na
veC ravneh, saj lahko povecana proteolitiCna aktivnost pri-
vede do patoloskih stanj, kot so razvoj in napredovanje
raka, sréno-zilne, vnetne in nevrodegenerativne bolezni (1).
V zadnjem desetletju so cisteinskim peptidazam pripisali
pomembno vlogo pri razvoju in napredovanju nevrodege-
nerativnih bolezni, med katerimi sta najpogostejsi Parkin-
sonova in Alzheimerjeva bolezen. PatoloSke spremembe v
mozganih so povezane s pospeSenim upadanjem kogni-
tivnih in spominskih funkcij, ki jih spremljata spremenjeno
izrazanje in aktivnost cisteinskih peptidaz. V normalnih fi-
zioloskih pogojih se katepsini B, F, H in L nahajajo po ce-
lothem centralnem Zivénem sistemu (CZS), preostale ka-
tepsine pa najdemo le v dolo¢enih mozganskih celicah (7,
8). Katepsina C in S najdemo pretezno v celicah mikroglije,
katepsin V pa v mozganski skoriji in hipokampusu (7).
Mesta izrazanja in delovanje posameznih cisteinskih pep-
tidaz, znacilnih za centralni Zivéni sistem, so povzeti v pre-
glednici 1.

CISTEINSKE PEPTIDAZE V
NEVRODEGENERATIVNIH
PROCESIH

Motnje v poveCanem izrazanju katepsinov in njihovo spros-
Canje iz lizosomov lahko vodijo v razvoj nevrodegenerativnin
procesov, ki lahko povzrodijo nastanek in razvoj Alzhei-

Preglednica 1: Mesta izraZzanja in bioloska vioga posameznih cisteinskih peptidaz v centralnem zZivénem sistemu (6, 7, 9, 10).
Table 1: Locations and biological roles of cysteine peptidases in the central nervous system (6, 7, 9,10).

Cisteinska peptidaza | Mesto izrazanja Bioloska vioga
Katepsin B nevroni, mikroglia razgrgdm:a proteihov zuhajceliénega mgtriksa (kolagen tipa IV,
laminin, fibronektin), delitev celic, razvoj nevronov
Katepsin C nevroni regulacija delovanja nevronov
Katepsin F nevroni razgradnja celi¢nih proteinov, lipidov
Katepsin H astrociti sinteza, metabolizem in inaktivacija nevropeptidov
. nevroni, astrociti, biosinteza peptidnih nevrotransmitorjev (nevropeptid Y, dinorfin,
Katepsin L i . .
mikroglija holecitokinin)
Katepsin S mikroglija predstavitev antigenov, komunikacija mikroglija-nevroni
Katepsin V nevroni biosinteza peptidnih nevrotransmitorjev (nevropeptid Y, enekfalin)
Katepsin X ne.vronil,. astrgciti, N razgradnja celicnih proteinov, biosinteza bradikinina, regulacija
mikroglija, oligodendrociti | apoptoze
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merjeve in Parkinsonove bolezni, tauopatije in Huntingove
bolezni. Okvara vezikularnega lizosomsko/endosomskega
sistema v mozganskih celicah je povezana z aktivacijo mi-
kroglije, ki najveckrat vodi v propad nevronov (7, 11, 12).
Pro-vnetni mediatorii, ki jih sproS¢a aktivirana mikroglija,
hitro sprozijo nadaljnjo aktivacijo okoliskih celic mikroglije
in astrocitov, kar vodi do vnetja v centralnem Zivénem si-
stemu. Po drugi strani pa propadajoci nevroni v svojo oko-
lico sproS¢ajo Stevilne dejavnike, ki vzdrzujejo nadaljnjo
aktivacijo mikroglije. To ustvarja vzajemno razmerje med
aktivacijo mikroglije in smrtjo nevronov, ki skupno prispevata
k napredovanju nevrodegenerativnih procesov (6).

3.1 AKTIVACIJA MIKROGLIJE

Vzrok za propadanje nevronov in posledicno za razvoj ne-
vrodegenerativnih boleznih je povezan z vnetnimi procesi,
ki se dogajajo v centralnem zivénem sistemu. Pri tem imajo
pomembno viogo celice mikroglije, prirojene imunske celice
mozganov, ki jim pravimo tudi imunski sistem mozganov.
Pri aktivaciji mikroglije so udelezene Stevilne molekule, kot
so endogeni vnetni mediatoriji, nevrotoksini ter eksogene
patogene bakterije in virusi (6, 7, 13). Aktivirana mikroglija
se odzove na mozgansko poskodbo s spros€anjem vnetnih
citokinov, ki s fagocitozo odstranjujejo poSkodovane celice
(7, 14). Poleg vnetnih citokinov aktivirana mikroglija v svojo
okolico izlo€a tudi superoksidne anione in nevrotoksine
kot tudi katepsine B, C, L, S in X. Ti se spros¢ajo iz aktivi-

rane mikroglije in so odgovorni za propad aksonskih in
mielinskih proteinov, za pretvorbo proteinskih prekurzorjev
v aktivne peptidne nevrotransmitorje, za razgradnjo pro-
teinov zunajceliCnega matriksa ter za ojacenje apoptoznih
signalnih poti, s Cimer sprozijo smrt nevronov (7, 12, 15)
(slika 1).

3.2 PROPAD NEVRONOV

Katepsini, ki se sprostijo iz aktivirane mikroglije, s svojo
aktivnostjo preko razlicnih signalnih poti vplivajo na mo-
zgansko vnetje, ki povzro¢i smrt nevronov. Udelezeni so
pri procesih avtolize, celi¢ni nekrozi, pri razgradniji celicnega
matriksa ter so mediatorji programirane celicne smrti (16).
Zunajcelicni katepsini B, L in X spodbujajo mozgansko
vnetje preko aktivacije jedrnega dejavnika kapa B (NF-kB),
katepsin B lahko dodatno povzro¢i smrt nevronov preko
spodbujenega izrazanja in izlo€anja intelevkina 113 ter preko
cepitve proapoptoticnega proteina Bid. Katepsin C spod-
buja nastajanje kemokinov, medtem ko katepsin S z raz-
gradnjo komponent zunajcelicnega matriksa povzro¢i mi-
gracijo  mikroglie  (6). Pomembno vilogo v
nevrodegenerativnih boleznih ima tudi katepsin X. V fizio-
loskih pogojih je njegovo izrazanje omejeno na celice imun-
skega sistema, kot so monociti, makrofagi in dendriti¢ne
celice (17, 18). Izrazanje katepsina X in njegova proteoliticna
aktivnost pa se mo¢no poveca pri nevrodegenerativnih
procesih, zlasti v glija celicah in staranih nevronih (19-21).

Stresni dejavnik T T — ————— — E
Mikroglija | Aktivirana mikroglija } | Propadanje nevronov ‘
- _— (< =) _" e ¢
o’ °° o o’ o0
Katepsin B
Pro-vnetni citokini Katepsin C
Superoksidni anioni Katepsin L
; Nevrotoksini Katepsin S
— NEVRODEGENERACIJA F

Slika 1: Aktivacija celic mikroglije in z njo povezana nevrodegeneracija. SproZilci vnetja izzovejo aktivacijo celic mikroglije, ki s sproséanjem
toksicnih molekul in katepsinov povzrocijo poskodbo in propad nevronov, kar vodi v razvoj nevrodegenerativnih bolezni (7, 14).

Figure 1: Microglial cell activation and neurodegeneration. Inflammatory triggers provoke the activation of microglial cells, which are
responsible for the release of toxic molecules and cathepsins that cause neuronal damage leading to neurodegenerative diseases (7, 14).
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Na misjem modelu Alzheimerjeve bolezni so dokazali po-
viSano izrazanje katepsina X v celicah mikroglije, ki obdajajo
amiloidne plake (19-21), kjer med drugim sodeluje pri ce-
pitvi C-kon¢nega dela y-enolaze. S cepitvijo zadnjih dveh
aminokislin y-enolaze katepsin X zavre njeno nevrotrofi¢no
in nevroprotektivno aktivnost (8, 20, 21). Poleg tega so na
celicnem modelu Parkinsonove bolezni nakazali njegovo
vlogo pri apoptozi nevronov, povzroceni z nevrotoksinom
6-hidroksidopaminom, kjer naj bi sodeloval pri aktivaciji si-
gnalne poti NF-«B (7).

CISTEINSKE PEPTIDAZE V
NEVRODEGENERATIVNIH
BOLEZNIH

Nevrodegenerativne bolezni, kot sta Alzheimerjeva in Par-
kinsonova bolezen, prizadenejo desetine milijonov ljudi po
vsem svetu. S staranjem svetovnega prebivalstva se bo
Stevilo bolnikov s temi boleznimi Se povecevalo. Zaradi
naraS¢ajocega Stevila bolnikov predstavijajo nevrodege-
nerativne motnje velik zdravstveni in ekonomski zalogaj,
veca pa se tudi povprasevanje po novih terapijah za njihovo

prepreCevanje in zdravljenje. Zaradi slednjega je izrednega
pomena poznavanje patogenih dejavnikov, ki prispevajo k
razvoju teh bolezni, med katere spadajo tudi cisteinski ka-
tepsini (1, 6, 12).

4.1 VLOGA CISTEINSKIH KATEPSINOV
PRI ALZHEIMERJEVI BOLEZNI

Alzheimerjeva bolezen je najpogostejSa nevrodegenerativna
bolezen in je glavni vzrok za razvoj demence pri starostnikin.
Bolezen povzroCi kognitivne napake, ki v prvi vrsti vplivajo
na spomin, funkcijo presoje, izrazanja in predstave. Zaradi
njene Cedalje vecje pojavnosti je v srediSCu Stevilnih razi-
skav. Bolezen so prvi¢ opisali leta 1906, ko je nemSki
zdravnik Alois Alzheimer pri obdukciji mozganov bolnice z
znaki demence opazil nenavadne usedline okrog in znotraj
zivénih celic, ki jih danes imenujemo senilni oz. amiloidni
plaki. V stoletju od takrat so znanstveniki naredili velik na-
predek pri razumevanju, kako Alzheimerjeva bolezen vpliva
na mozgane, in se naucili, kako izbolj8ati ziviienje prizadetim
posameznikom in druzinam (22).

Na molekulskem nivoju so za patogenezo Alzheimerjeve
bolezni znacilne vnetne in oksidativne spremembe nevro-

Amiloidni

plak _\
g sAPPa

g-sekretaza

APP

Katepsin B

Katepsin L
Katepsin S

/;miléidni plak
S

() sAPPp

y-sekretazg

Slika 2: Vioga katepsinov pri procesiranju amiloida 8 (AB). Cepitev amiloidnega prekurzorskega proteina (APP) z B-sekretazo in nato z y-
sekretazo povzroci nastanek amiloida B, pri emer katepsini B, L in S izkazujejo 3-sekretazno aktivnost. Nastali fragmenti amiloida (3 tvorijo

Skodljive oligomere, ki se zdruzujejo v amiloidne plake (12, 23).

Figure 2: The role of cathepsins in the amyloid beta processing (AB). The cleavage of amyloid precursor protein (APP) by B-secretase and
subsequently by y-secretase results in the production of an amyloid beta. Cathepsins B, L and S display [3-secretase activity. The externally
released amyloid beta fragments form toxic oligomers that are eventually packaged in amyloid plaques (12, 23).
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nov ter nepravilna zvitja proteinov. Spremembe vodijo v
propad sinapti¢nih stikov in smrt nevronoy, ki se kopicijo v
amiloidnih plakih. Eden izmed glavnih proteinov, odgovornih
za nastanek amiloidnih plakov, je amiloid B, polipeptid, ki
nastane s proteoliticno cepitvijo amiloidnega prekurzor-
skega proteina (11, 12). Za proteoliticno cepitev slednjega
v toksi¢ni fragment amiloida 8 so v vecji meri odgovorne
a-, B- in y-sekretaze, pri Cemer katepsini B, L in S izkazujejo
proteoliticno aktivnost B-sekretaz (12, 23) (slika 2).

V patologiji Alzheimerjeve bolezni je udelezen tudi katepsin
X. Nastajanje amiloidnih plakov izzove aktivacijo mikroglije,
pri Cemer pride do spros€anja vnetnih citokinov, toksinov
in katepsinov, med drugimi tudi katepsina X, ki izniCi ne-
vroprotektivno delovanje y-enolaze, ki sicer s svojim delo-
vanjem v veliki meri zmanjSa toksi¢no delovanje amiloida
B (21, 24). Na zZivalskih modelih z Alzheimerjevo boleznijo
S0 zaviralci cisteinskih peptidaz izkazali terapevtski poten-
cial, saj so zmanjSali nastajanje amiloida 3 v celicah in iz-
boljSali pomanjkanje spomina (23). V raziskavi na misjem
modelu z Alzheimerjevo boleznijo je zaviranje katepsina B
z ireverzibilnim zaviralcem cisteinskih peptidaz E-64d in
sorodnim zaviralcem katepsina B, CAO74Me, pokazalo
zmanjSano nastajanje amiloida 3 in znatno izboljSanje zna-

kov izgube spomina (25, 26), prav tako je tudi izbitje gena
za katepsin B pri miSih zmanjSalo nastajanje amiloidnih
plakov (27). Zaradi teh ugotovitev in poznavanja delovanja
cisteinskih katepsinov pri amiloidogenih nevrodegenera-
tivnin procesih predstavljajo katepsini obetavne terapevtske
tarCe za razvoj zaviralcey, s katerimi bi lahko preprecili ali
upocasnili napredek Alzheimerjeve bolezni (23).

4.2 VLOGA CISTEINSKIH KATEPSINOV
PRI PARKINSONOVI BOLEZNI

Parkinsonova bolezen, druga najpogostejSa nevrodegene-
rativna bolezen, ki prizadene predvsem telesno gibanje bol-
nika, se odraza s tremorjem v mirovanju, miSicni rigidnosti
in upoCasnjeni gibljivosti (28). Zanjo je znacilno propadanje
dopaminergi¢nih nevronov v ¢rnem jedru (substantia nigra)
in posledicno pomanjkanje dopamina (15, 28). Natancni
mehanizmi, ki vodijo v propad mozganskih celic pri PB Se
niso znani, eden izmed moznih vzrokov za njihov propad
pa je povezan z aktivacijo mikroglije, kot odziv na vnetne
procese, ki spremljajo nevrodegeneracijo (7).

Na celicnem modelu in vitro, ki z uporabo 6-hidroksidopa-
mina posnema nevropatoloska in biokemijska stanja, zna-

6-OHDA

kd[!']l‘-.lll L T

NF-xf3 '
SRR
AR

Jedro

Slika 3: Molekularni mehanizem prepreevanja apoptoze s specifiénimi zaviralci cisteinskih peptidaz. Izpostavijenost 6-hidroksidopaminu (6-
OHDA) poveca izraZanje in aktivnost katepsinov L in X, njuna inhibicija s specificnimi zaviralci pa zmanjsa aktivacijo NF-kB in njegov prehod v

jedro celice ter posledicno apoptozo celic (15, 29).

Figure 3: Molecular mechanism of the supression of apoptosis by specific inhibitors of cysteine peptidases. Exposure to 6-hydroxydopamine
(6-OHDA) increase the protein levels and activity of cathepsins L and X. Their inhibiton suppresses the NF-kB activation, its translocation to

the nucleus and consequently cell apoptosis (15).
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Cilna za Parkinsonovo bolezen, so pokazali pomembno
vlogo nekaterih cisteinskih peptidaz pri s 6-hidroksidopa-
minom spodbuijeni apoptozi dopaminergi¢nih nevronov. 6-
hidroksidopamin pove&a izrazanje in aktivnost katepsina
L, ki je s sodelovanjem v signalni poti NF-k3 udelezen pri
apoptozi dopaminergicnih nevronskih celic. Zaviranje ka-
tepsina L v humanih nevroblastomskih celicah z ireverzi-
bilnim zaviralcem Z-FY(t-Bu)-DMK je zmanjSalo spodbujeno
apoptozo in s tem propad nevronskih celic (29).

Prav tako so pokazali pove€ano izrazanje katepsina X v
poskodovanih dopaminergi¢nih nevronih na celiénem mo-
delu in vitro kot tudi hemiparkinsonskem modelu Parkin-
sonove bolezni in vivo (15, 30, 31). Zaviranje aktivnosti ka-
tepsina X tako in vitro kot in vivo z ireverzibilnim
epoksisukciniinim zaviralcem AMS36 je izkazalo zaScitno
delovanje preko zmanjSane apoptoze dopaminergic¢nih ce-
lic (7, 31, 32), hkrati pa se je zaviralec katepsina X izkazal
za ucinkovitega pri zaviranju vnetnega odziva aktivirane
mikroglije, ki posredno vodi v apoptozo in propad nevronov
(slika 3) (15). Slednje nakazuje pomembno vlogo cisteinskih
katepsinov, predvsem katepsinov L in X, pri degeneraciji
in propadu dopaminergi¢nih nevronov v ¢rnem jedru, kar
je znacilno za potek Parkinsonove bolezni (15).

ZAVIRALCI CISTEINSKIH
PEPTIDAZ IN NJIHOVA
TERAPEVTSKA UPORABA

Nekontrolirano izrazanje in aktivnost cisteinskih peptidaz
lahko povzro¢i motnje v celi¢ni homeostazi, zato je potre-
bno natancno uravnavanje njihovega delovanja (11). Glavni
regulatoriji aktivnosti cisteinskih peptidaz v telesu so endo-
geni zaviralci, njihovo povecano aktivnost pri patoloskih
procesih pa lahko dodatno uravnavamo z uporabo ekso-
genih zaviralcev (11). Med endogene zaviralce uvr§¢amo
cistatine, tiropine, propeptidne zaviralce in a2-makroglo-
bulin (1, 33). Najpomembnejsi med njimi so cistatini (34).
Endogeni zaviralci katepsinov so sploSni zaviralci in niso
selektivni za posamezen katepsin, zato niso tako primerni
za terapevtske namene. Za ta namen preiskujejo nove ek-
sogene, sintezne zaviralce.

Razvoj sinteznih zaviralcev cisteinskih peptidaz je napre-
doval z razumevanjem njihove bioloSke vioge. Eksogeni
zaviralci so lahko proteinske in neproteinske molekule, izo-
lirane iz zivali, mikroorganizmov, rastlin in gliv, nevtralizirajoa
monoklonska protitelesa ter nizkomolekularne sintezne
spojine (3).

408

Med eksogenimi zaviralci sta se kot ucinkovita sintezna
ireverzibilna zaviralca izkazali spojini E-64d in CAQ74, ki
preko zaviranja katepsina B zmanjSujeta ravni toksi¢nega
fragmenta amiloida B v mozganih. Zaviralec katepsina L,
Z-FY(t-Bu)-DMK, znacilno zmanjSa apoptozo, sprozeno s
6-hidroksidopaminom. Podobno tudi ireverzibilni eposuk-
cinilni zaviralec katepsina X, AMS36, izkazuje zaScito zoper
s B6-hidroksidopaminom inducirano nevrodegeneracijo (7).
V fazi raziskovanja so trenutno tudi nekateri triazolni derivati,
ki so se v raziskavah in vitro izkazali kot selektivni in rever-
zibilni zaviralci katepisna X (35)

Trenutno so v predklini¢nih in klini¢nih raziskavah zaviralci
z nitrilnimi skupinami (11). Zaviralci katepsina K so se v
tretji fazi kliniCnega razvoja izkazali za ucinkovite pri zdra-
vlienju osteoporoze, zaviralce katepsina S v Klini¢nih razi-
skavah vrednotijo za zdravljenje luskavice, nevropatske
bolecine in Chronove bolezni, zaviralci katepsinov B, L in
S pa so v predklini¢nih raziskavah za zdravljenje rakavih
bolezni in ateroskleroze (11, 36).

Razvoj zaviralcev cisteinskih peptidaz se povecuije, saj na-
raSCa razumevanije bioloSke vioge katepsinov in mehaniz-
mov delovanja pri posameznih patoloskih procesih, iskanje
zaviralcev pa je Cedalje bolj usmerjeno v iskanje selektiv-
nejSih, nekovalentnih in reverzibilnih zaviralcev.

SKLEP

Cisteinske peptidaze s svojim delovanjem uravnavajo fizio-
loSke procese v organizmu, hkrati pa pomembno prispevajo
k nekaterim patologkim stanjem. Stevilne patoloske nepra-
vilnosti povzrocijo motnje v proteoliticni aktivnosti katepsinov
in njihovo sproS¢anje iz lizosomov, kar ima za posledico
razvoj nevrodegenerativnih procesoy, ki vodijo do Alzheimer-
jeve, Parkinsonove, Huntingove bolezni in tauopatije. Nevro-
degeneracija in z njo povezana aktivacija mikroglie sta glavna
dejavnika v patogenezi nevrodegenerativnih bolezni. Katep-
sini, ki se sproSc¢ajo iz mikrogliie, so pomembni pro-vnetni
mediatoriji, ki s svojim delovanjem povzrocijo propad nevro-
nov. Zaradi njihove udelezenosti v Stevilnih patoloskih procesih
natancno poznavanje njihove bioloske vioge predstavija iz-
hodisCe za razvoj novih molekularih orodij, s katerimi bi
lahko uravnavali njihovo aktivnost. PriCakujemo, da bo zas-
nova selektivnih in reverzibilnih zaviralcev cisteinskih katep-
sinov izboljSala na peptidaze usmerjeno terapijo in izboljSala
zdravlienje bolnikov z nevrodegenerativnimi motnjami.
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POVZETEK

Kroni¢na limfocitna levkemija (KLL) je bolezen ko-
pi¢enja monoklonskih limfocitov B v krvi in limfaticnih
organih in predstavlja najpogostejSo levkemijo pri
odraslih v Sloveniji. V zadnjem desetletju je zdra-
vlienje KLL doZzivelo korenito prenovo, saj so zlati
standard kemoimunoterapijo nadomestile majhne
taréne molekule. Prvi v tej vrsti so zaviralci Bruto-
nove tirozin kinaze (ibrutinib, akalabrutinib) in fosfa-
tidilinozitol 3-kinaze (idelalizib, duvelizib), ki delujejo
na receptorsko pot limfocitov B. V tem ¢lanku pred-
stavljamo razvoj, pomen in prihodnost zaviralcev
Brutonove tirozin kinaze pri tarénem zdravljenju KLL.

KLJUCNE BESEDE:
akalabrutinib, BTK, ibrutinib, kroni¢na limfocitna lev-
kemija

ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterised
by the progressive accumulation of monoclonal B
lymphocytes in the blood and lymphoid organs,
and represents the most prevalent leukemia among
adults in Slovenia. In the last decade, CLL treatment
has undergone a radical change, as the standard
of care chemoimmunotherapy has been replaced
by small targeted molecules. The first among them
are selective inhibitors of Bruton's tyrosine kinase
(ibrutinib, acalabrutinib) and phosphatidylinositol 3-
kinase (idelalisib, duvelisib), which target B-cell re-
ceptor signalling pathway of lymphocytes B. In this
review, we present the development, significance
and future of Bruton'’s tyrosine kinase inhibitors in
the targeted therapy of CLL.

KEY WORDS:
acalabrutinib, BTK, chronic lymphocytic leukemia,
ibrutinib

uvoD

Kroni¢na limfocitna levkemija (KLL) je s pojavnostjo 4-5
obolelih na 100.000 prebivalcev letno najpogostejSa lev-
kemija pri odraslih v Sloveniji kot tudi sicer v Zahodnem
svetu (1, 2). Za KLL je znacilna klonska ekspanzija in kopi-
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Cenje na videz zrelih, vendar funkcijsko nesposobnih CD5+,
CD19+, CD23+ monoklonskih limfocitov B v krvi, kostnem
mozgu in limfaticnem tkivu (2). Bolezen prizadene pred-
vsem starejSe. Mediana starosti ob diagnozi je 72 let in
zgolj 10 % bolnikov je mlajsih od 55 let (3,4). Klini¢ni potek
bolezni in zdravljenje sta odvisna od genetskih oznaCeval-
ceyv, pri Cemer sta napovedno neugodnega pomena dele-
cija ali mutacija gena za tumorski zaviralec p53 (del/mut
TP53) in del(11q), ki vodi v izgubo gena ATM. Kot po-
membni napovedni pokazatelj se je uveljavil mutacijski sta-
tus gena za variabilno regijo tezke verige imunoglobulina
(IgHV). Nemutiran status IgHV, ki je opredelien z veC kot
98-odstotno skladnostjo z zarodno linijo, je v Stevilnih razi-
skavah pokazal krajsi ¢as do napredovanja bolezni in slabsi
odgovor na zdravljenje s kemoimunoterapijo (2, 3, 5). Po-
drobneje so diagnosticni in napovedni oznaCevalci pregle-
dani v ¢lanku Podgornik in sod. (6). Dolga leta je zdravijenje
temeljilo na uporabi kemoterapije, vkljuCujo¢ alkilirajoCa
sredstva (ciklofosfamid, bendamustin) in nukleozidne ana-
loge (fludarabin, citarabin) (7). Kasneje so kemoterapiji pri-
kljucili monoklonski protitelesi proti CD20 rituksimab in obi-
nutuzumab, s Cc¢imer se je pricelo obdobje
kemoimunoterapije. Ceprav je to zdravljenje pomembno

izboljSalo Kklini¢ni izid bolnikov, pa je neuspesno pri bolnikih
z del/mut TP53 (6,8). Za te bolnike do 2014, ko sta bila
odobrena prva zaviralca receptorske poti celic B, ibrutinib
in idelalizib, ustrezne alternative pravzaprav ni bilo (8). Od
2016 je za zdravijenje KLL na voljo tudi venetoklaks, prvi
predstavnik antagonistov Bcl-2 (9).

RECEPTORSKA POT CELIC B

Ker je receptorska pot celic B kljucna za prezivetje, prolife-
racijo in normalni razvoj limfocitov B, predstavijajo posame-
zne kinaze v tej poti pomembne tarée v terapiji KLL (slika 1).
Poglavitni element receptorske poti celic B je B-celicni re-
ceptor (BCR), ki sestoji iz membransko vezanega imuno-
globulina (mlg) in heterodimera Iga/IgB v razmerju 1 : 1. Po
aktivaciji BCR transdukcija signala potec¢e preko Iga/Igp,
ki imata v citoplazemskem delu imunoreceptorske aktiva-
cijske motive na osnovi tirozina (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif, ITAM), ki so Kkljucni za aktivacijo

Regulatorna
celicaT

Slika 1: Signalne poti in tar¢e v celicah KLL in njihovem mikrookolju.

Akalabrutinib
Zanubrutinib
Tirabrutinib
Spebrutinib

Ibrutinib

ARQ-531
GNE-431
Pirtobrutinib
CG-806

Kemokini celice KLL
(CCL3, CCL4)

Celica strome

Figure 1: Signaling pathways and targets in CLL cells and their microenvironment.
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nereceptorskih tirozin kinaz. Mednje sodijo tirozin kinaze iz
druzine Src (Fyn, Lyn, BIk), vrani¢na tirozin kinaza (Syk) in
Brutonova tirozin kinaza (BTK). Kinaze iz druzine Src fos-
forilirajo ITAM, Eemur sledita privabljanje in aktivacija Syk
(10-12). Pod vplivom aktivne Syk, ki jo uravnava BLNK
(B-cell linker protein) (13, 14), se aktivirajo Stevilne signalne
poti (slika 1). NajpomembnejSa med njimi je BTK, ki aktivira
fosfolipazo C (PLC) y2 in protein kinazo C (PKC) (10, 11,
13). PKC sprozi translokacijo NFkB v jedro in prepis antia-
poptoticnih proteinov Bel-2 in Mcl-1. Dodatno Syk aktivira
signalno pot Ras/Raf/mitogen aktivirana protein kinaza
(MEK)/z zunajceli¢nim signalom regulirana kinaza (ERK) in
c-Jun N-terminalno protein kinazo (JNK) (slika 1). Tirozin
kinaze iz druzine Src obenem aktivirajo tudi signalno pot
NF-kB (11). Drugo pomembno tarCo v receptorski poti
celic B predstavlja fosfatidilinozitol 3-kinaza (PI3K). Aktivirajo
jo vezava liganda CD40 na CD40/JAK, Lyn in CD19, kar
vodi v aktivacijo prezivetvenih poti Akt/mTOR (mammalian
target of rapamycin) in NFkB (15, 16).

ZAVIRALCI BRUTONOVE
TIROZIN KINAZE

BTK je osrednja komponenta receptorske poti celic B in
pomemben regulator proliferacije in prezivetja limfocitov B.
Pomen BTK v razvoju limfocitov B je razviden iz raziskav s
kromosomom X povezane agamaglobulinemije, kjer sta
zaradi razli¢ic v BTK zavrta dozorevanje in kon¢na diferen-
ciacija limfocitov B v plazmatke (12, 17). Ker je BTK v pri-
merjavi z normalnimi limfociti B poviSano izrazena v malignih
limfocitih B, je cilianje BTK v KLL smiselno (18). Zaviralci
BTK po strukturi posnemajo ATP in z njim tekmujegjo za
vezavo v ATP-vezavni zep (17). Trenutno poznamo tri ge-
neracije zaviralcev BTK, pri ¢emer se razvoj premika od
kovalentnih ireverzibilnih k nekovalentnim reverzibilnim za-
viralcem.

3.1 IBRUTINIB

Ibrutinib (PCI-32765) je bil prvi predstavnik zaviralcev BTK,
ki sta ga FDA in EMA v letu 2014 odobrili za zdravljenje
hematoloskih malignih bolezni (19, 20). Varnost in klinicno
udinkovitost ibrutiniba so potrdili v Stevilnih klini¢nih razi-
skavah lll. faze pri bolnikih s predhodno nezdravljeno KLL
in pri bolnikih s ponovljeno ali na zdravljenje neodzivno bo-
leznijo (19). V raziskavah je ibrutinib v primerjavi s kontrolnim

zdravljenjem zmanjSal tveganje za napredovanije ali smrt in
tudi pokazal izboljSanje v celokupnem prezivetju. V EU je
ibrutinib v obliki monoterapije ali v kombinaciji z obinutu-
zumabom odobren za zdravljenje odraslih bolnikov s pred-
hodno nezdravljeno KLL (prva linija), lahko pa se ga upo-
rablja tudi v drugi liniji (19).

Po mehanizmu delovanja spada ibrutinib med kovalentne
zaviralce BTK. Za delovanije je kljuCen akrilamidni fragment
v strukturi (preglednica 1), s katerim se ireverzibilno veze
na cisteinski ostanek (Cys-481) v kinazni domeni BTK (21).
lbrutinib ima ugodne farmakodinamic¢ne lastnosti; zavira
BTK v nizkem nanomolarnem obmocdju, zasedenost BTK
24 ur po zauzitju je veC kot 95-odstotna (18, 22).

lbrutinib zavira tudi kinaze iz druzine Tec (npr. TEC) in dru-
zine EGFR (npr. EGFR, ErbB2/HER?2), ki v aktivnem mestu
vsebuijejo cisteinu 481 homologni cisteinski ostanek (22—
24). To se odraza v nezelenih uginkih, ki predstavljajo vzrok
za 50-60 % vseh prekinitev zdravljenja (25). NajpogostejSi
nezeleni ucinki stopnje 3 ali ve¢ pri zdravljenju z ibrutinibom
S0 nevtropenija (26 %), trombocitopenija (10 %) in pliucnica
(10 %) (19). Krvavitve vseh stopenj pri bolnikih na ibrutinibu
(31 %) (19) so posledica zaviranja signalnih poti BTK in
TEC v trombocitih, kar zavira adhezijo in agregacijo (26).
Nezeleni ucinki ibrutiniba na sréno-zilni sistem (atrijska fi-
brilacija, hipertenzija) so posledica neposrednega zaviranja
zgoraj omenjenih kinaz iz druzine EGFR in posrednega za-
viranja nizje lezeCih signalnih poti (npr. PIBK/Akt) (18, 22,
23, 27).

Okoli 25 % bolnikov preneha zdravljenje z ibrutinibom za-
radi napredovanja KLL ali Richterjeve transformacije (25,
28). Pojavnost razlicic na ravni BTK in nizje lezeCe PLCy2,
ki botrujejo odpovedi ibrutiniba, je 80-odstotna (29). Izguba
aktivnosti kovalentnih zaviralcev BTK je pogosto posledica
zamenjave cisteina na mestu 481 v kinazni domeni BTK z
drugo aminokislino, med njimi je najpogostejSa razlicica
p.C481S, ki vodi v zamenjavo cisteina s serinom. Poleg
p.C481S v odpornost KLL na zaviralce BTK vodijo
p.C481R, p.C481F, p.C481Y in p.C481T (12, 17). Dodatno
S0 za odpornost odgovorne p.L528W, p.T474lin p.T474S
(17). Dodaten mehanizem odpornosti predstavljajo razliCice
s pridobitvijo funkcije PLCy2, kot so p.R665W, p.L845F in
p.S707Y (17). Konstitutivno aktivna PLCy2 namrec aktivira
preostale signalne poti v receptorski poti celic B neodvisno
od BTK (12). Tako farmakolosko zaviranje BTK nima ve¢
pomena in so za zdravljenje KLL potrebni drugi pristopi.
Poleg genetskih poznamo tudi negenetske mehanizme
odpornosti na zaviralce BTK. Ti so v glavnem posledica
povecCanega izrazanja CD79B (IgB), onkogena MYC, spre-
menijenih signalnih poti Akt/MAPK in NF-kB (27). Napori
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raziskovalcev so usmerjeni v razvoj novih selektivnejsih in
na razliCice odpornih zaviralcev BTK (21).

3.2 DRUGA GENERACIJA ZAVIRALCEV
BTK

Akalabrutinib

Akalabrutinib (ACP-196) je tako kot ibrutinib ireverzibilni
zaviralec BTK, pri emer je za njegovo ucinkovitost kljucna
reaktivna butinamidna skupina, ki v aktivnem mestu BTK
tvori kovalentno vez s Cys-481 (preglednica 1) (18). Akala-
brutinib doseze 95-odstotno zasedenost BTK, ob tem je
aktiven tudi njegov glavni metabolit ACP-5862 (30). Aka-
labrutinib je od 2019 na voljo za zdravljenje v ZDA (30), od
novembra 2020 pa tudi v EU (31). Indiciran je kot monote-
rapija ali v kombinaciji z obinutuzumabom za zdravljenje
odraslih bolnikov s predhodno nezdravljeno KLL (prva linija)
ali kot monoterapija pri odraslih bolnikih s KLL po vsaj
enem predhodnem zdravljenju (druga linija) (31).
Regulatorno odobritev FDA je akalabrutinib pridobil na os-
novi dveh klinicnih raziskav lll. faze, ELEVATE-TN
(NCT02475681) in ASCEND (NCT02970318). V obeh ra-
ziskavah so ugotovili, da so imeli bolniki, ki so prejemali
akalabrutinib boljSe odzive in vecje prezivetje brez napre-
dovanja bolezni v primerjavi s kontrolnim zdravljenjem (30).
Jakost zaviranja BTK s strani akalabrutiniba je manjSa v
primerjavi z ibrutinibom. Poloviéna maksimalna inhibitorna
koncentracija (IC,,) akalabrutiniba na BTK je 5,1 nM, med-
tem ko je za ibrutinib 0,5-1,5 nM (18, 22). Na racun vedje
selektivnosti pri zdravijenju z akalabrutinibom so opazili
manj nezelenih ucinkov, ki se sicer pogosto pojavijajo pri
zdravljenju z ibrutinibom (18, 30). NajpogostejSi nezeleni
ucinki stopnje 3 ali ve¢ pri bolnikin na akalabrutinibu (razi-
skava ASCEND) so bili nevtropenija (23 %), anemija
(15 %) in okuzbe (15 %). Zdravljenje z akalabrutinibom je
zaradi nezelenih ucinkov prenehalo 10 % bolnikov s po-
novljeno/neodzivno KLL (30), kar je v primerjavi s
15-20 % vseh prekinitev zdravlienja z ibrutinibom (25) pre-
cej man;.

Razli¢ice v aktivnem mestu BTK in PLCy2 vodijo v odpor-
nost na akalabrutinib (32). Pojav C481S se kaze v 14-krat
man;jsi sposobnosti akalabrutiniba za zaviranje BTK (33).
Pogosto pojav razliCic ve€ mesecev vnaprej predvidi od-
poved zaviralca BTK, zato bi jih bilo smiselno spremljati
med zdravljenjem (29).

Za prepreCevanje odpornosti na tar¢na zdravila pri KLL
lahko kombiniramo zdravila z delovanjem na razli¢ne tarce.
Ker brutinib in akalabrutinib na raven Bcl-2 v celicah KLL
nimata vpliva (18), je smiselno hkratno zaviranje BTK z
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akalabrutinibom in antagonizem Bcl-2 z venetoklaksom
(NCT03836261). Tak pristop poleg sinergisticnega delo-
vanja lahko prepreci pojav odpornosti na zaviralec BTK ali
jo celo premosti (NCT03513562).

Zanubrutinib

Zanubrutinib (BGB-3111) je ireverzibilen zaviralec BTK, za
njegovo aktivnost je kljuéna akrilamidna skupina, ki s ci-
steinom 481 tvori kovalentno vez (preglednica 1). V klini¢ni
raziskavi lll. faze ALPINE bodo vrednotili njegovo ucinkovi-
tost v primerjavi z ibrutinibom na 600 bolnikih s pono-
vlieno/neodzivno KLL (NCT03734016). Bolniki bodo pre-
jemali po 160 mg zanubrutiniba dvakrat dnevno.

Tirabrutinib

Tirabrutinib (ONO/GS-4059) je ireverzibilni kovalentni zavi-
ralec BTK, pri Cemer je za njegovo delovanje klju¢na buti-
namidna skupina (preglednica 1). V primeru p.C481S ima
petkrat manjSo sposobnost zaviranja BTK, v primeru
p.T4741in p.T474M pa se v BTK ni sposoben vezati (33).
Za zdravljenje neodzivne/ponovijene KLL ga preskusajo v
dveh Klini¢nih raziskavah IlI. faze (NCT02968563,
NCT02983617). V obeh raziskavah bolniki prejemajo
80 mg enkrat dnevno. Odzivi bolnikov na tirabrutinib so
podobni odzivom bolnikov na ibrutinib, a zaradi vecje se-
lektivnosti do BTK tirabrutinib izkazuje ugodnejsi varnostni
profil (34).

Spebrutinib

Spebrutinib (CC-292) spada med ireverzibilne kovalentne
zaviralce BTK (preglednica 1) (27). Njegovi varnost in u¢in-
kovitost za zdravljenje ponovljene/neodzivne KLL so ovred-
notili v klini¢ni raziskavi I. faze (NCT01351935). Bolniki so
spebrutinib (1000 mg enkrat dnevno ali 500 mg dvakrat
dnevno) dobro prenasali. Spebrutinib je dosegel krajSe od-
zive v primerjavi z ibrutinibom in akalabrutinibom (35) in
odpovedal v primeru pojava razli¢ic v BTK, zato je njegov
nadaljnji klini¢ni razvoj vprasljiv (33).

3.3 TRETJA GENERACIJA ZAVIRALCEV
BTK

Zaviralci 3. generacije so nekovalentni, s tem pa tudi re-
verzibilni zaviralci, kar ima za posledico aktivnost tudi v
primeru pojava razli¢ic C481 v BTK (27).

ARQ-531 je visoko selektiven, reverzibilen, nekovalenten
zaviralec BTK. V predklinicnih raziskavah se je izkazal za
ucinkovitega pri KLL z razli¢icama BTK in PLCy2 (27). V
I/Il. fazi klinicnega preskusanja ga bodo ovrednotili pri 146
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Preglednica 1: Pregled zaviralcev Brutonove tirozin kinaze pri KLL.
Table 1: Overview of Bruton’s tyrosine kinase inhibitors in CLL.

Tarcéa | U¢inkovina Struktura Ic\lﬂeti:‘a,::‘zj:m gf::kuéanja Stevilka NCT
N=
H,N _\N
N\ / NCT01722487
lorutinib Xy N Kovalenten NCT02264574
N
BTK | pci-32765) 0 @ zaviralec Il odobren 2014 |\~ 101578707
@ NCT01611090
Y
ONNH
" NCT02475681
BTK a%g_ﬁrgg;'b N g’vvlf;;;e” Il, odobren 2019 |NCT02970318
NN NCT03836261
kN0
s
ad
BTK Zanubrutinib Kovalenten I NCT03336333
(BGB-3111) N= o zaviralec NCT03734016
N _/
NH Ni%
o)
BTK Tirabrutinib NN\HZQ Kovalenten I NCT02983617
(ONO/GS-4059) L = zaviralec NCT02968563
E 0. P2
Spebrutinib @' 7N [ T 0" | Kovalenten
BTK (CC-292, AVL-292) ”rwj\” zaviralec | NCTO1851935
H
N
Y
Nekovalenten
BTK |ARQ-531 . I/l NCT03162536
Q zaviralec
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BTK | GNE-431 ZN:V}T;\":'Ceme”/ /
. . Nekovalenten
BTK | Pirtobrutinib / o Vil NCT03740529
(0]
BTK/ O o Nekoval
CG-806 ekovalenten NCT03893682
FLT3 O F zaviralec
] H
F>‘\©/N\H/NH
(o]

Kovalentni zaviralci Brutonove tirozin kinaze (BTK) vsebujejo akrilamidni (modro) ali butinamidni strukturni fragment (rumeno), s katerim tvorijo
kovalentno vez s tiolno skupino C481 v aktivnem mestu BTK. Zaviralec CG-806 poleg BTK zavira receptorsko tirozin kinazo FLT3 (Fms-like

tyrosine kinase 3).

bolnikih s ponovljenimi/neodzivnimi hematoloskimi novot-
vorbami, vkljuéno s KLL z razli¢ico BTK na mestu C481
(NCT03162536).

GNE-431 je nekovalenten zaviralec BTK in izkazuje izvrstno
aktivnost v primeru pojava razli¢ic v BTK (33). Vrednosti
IC,, za zaviranje nemutirane BTK (3.2 nM) in razli¢ic
p.C481S (2,5 nM), p.C481R (8.4 nM), p.T4741 (11 nM) in
p.T474M (8,8 nM) so med seboj primerljive. Klinicno GNE-
431 Se niso ovrednatili pri zdravijenju KLL, predstavija pa
spojine, ki zavirajo BTK neodvisno od statusa razli€ic, zato
ima velik potencial za zdravljenje odporne KLL.
Pirtobrutinib (LOXO-305) je po delovanju podoben GNE-
431, vendar deluje bolie na nemutirani in C481S-mutirani
BTK(IC,, ' 1 nM). Zaviranje BTK v primerjavi z ve¢ kot 98
% od 350 testiranih kinaz je 100-krat vecje, kar predpo-
stavlja minimalne ucinke mimo tarce in vivo (21). V Klini¢ni
raziskavi /Il faze je pirtobrutinib pokazal dobro ucinkovitost
tudi pri bolnikih z boleznijo, neodzivno na ibrutinib in pri-
sotno razli¢ico C481 (36). To zdravilo predstavlja pomem-
bno moznost zdravljenja po odpovedi trenutno odobrenih
zaviralcev BTK.

CG-806 je dvojni nekovalentni zaviralec, zavira BTK (neod-
visno od statusa razlicic) in receptorsko tirozin kinazo FLT3
(Fms-like tyrosine kinase 3). V poskusih in vitro na primarnih
celicah bolnikov s KLL so pokazali, da deluje podobno ci-

415

totoksic¢no kot ibrutinib (37). Varnost, toleranco in ucinko-
vitost CG-806 v ponovljeni/neodzivni KLL bodo ovrednatili
v klini¢ni raziskavi |. faze (NCT03893682). Zacetni odmerek
bo 150 mg dvakrat dnevno.

ZAKLJUCEK

Vpeljava zaviralcev BTK v terapijo KLL je korenito spreme-
nila klinicne izide bolnikov z napovedno neugodno KLL.
Kljub izjiemni Klini¢ni ucinkovitosti omejitev uporabe zavi-
ralcev BTK predstavljgjo Stevilni nezeleni udinki in pojav
odpornosti. Prihodnost zaviralcev BTK v terapiji KLL je
kljub temu svetla, saj so v razvoju tudi visoko selektivni in
na razliCice odporni zaviralci naslednjin generacij. Do tedaj
za zdravljenje bolnikov s KLL, ki se na zaviralce BTK ne
odzivajo, ostajata na voljo dva razreda tarénih zdravil. To
so zaviralci PI3K in antagonisti Bcl-2, ki uspesno izpodrivajo
kemoimunoterapijo iz prve linije zdravijenja. S tem v mislih
lahko zaklju¢imo, da je zdravljenje KLL iz obdobja kemo-
terapije in kemoimunoterapije dokoncno prestopilo v dobo
tar¢nih zdravil.
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INTERESOV

Prvi in vodilni avtor nimata navzkrizja interesov. Eden izmed
avtorjev je v zadnjih dveh letih prejel honorarje za opravijena
izobrazevanja in sodelovanije v posvetovalnih telesih s strani
podjetij AbbVie, Janssen, Roche in AstraZeneca. Eden iz-
med avtorjev je prejel honorar za predavanja in svetovanje
s strani podijetij AbbVie in Janssen.
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UuvoD

POVZETEK

Covid-19 je pandemicna bolezen, ki jo povzroCa
virus sindroma akutnega otezenega dihanja 2
(SARS-CoV-2). Moski imajo hujSi potek bolezni z
vi§jo stopnjo umrljivosti kot Zenske. Raven testo-
sterona lahko vpliva na okuzbo s SARS-CoV-2 in
potek covid-19. Testosteron modulira imunski od-
ziv, zmanijsuje oksidativni stres in endotelijsko dis-
funkcijo, a tudi poveca izrazanje transmembranske
serinske proteaze tipa 2, ki je klju¢na za cepitev
in aktiviranje koniCastega proteina SARS-CoV-2.
Rezultati raziskav kazejo, da so nizke ravni testo-
sterona povezane s hujSim potekom covid-19.
Nizka raven testosterona pri moskih s covid-19 je
predvsem posledica poskodbe mod. Delce SARS-
CoV-2 so po covid-19 nasli v tkivu penisa in testi-
sov pri moskih, ki so covid-19 preboleli, in tistih,
ki so bolezni podlegli; kljub temu je spolni prenos
SARS-CoV-2 malo verjeten. Hujsi potek covid-19
lahko povzroci iz€rpanost Leydigovih in zarodnih
celic, kar povzro¢a funkcionalni hipogonadizem,
zmanijSano spermatogenezo in neplodnost. Osta-
jajo dileme o specificnih mehanizmih vpliva co-
vid-19 na moske reproduktivne organe in dolgo-
rocnih posledicah na reproduktivno zdravje
moskih.

KLJUCNE BESEDE:
covid-19, hipogonadizem, SARS-CoV-2, testisi, te-
stosteron

ABSTRACT

Covid-19 is a pandemic disease caused by severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2). Men have a more severe outcome and
higher mortality rate than women. Testosterone le-
vels affect SARS-CoV-2 infection and covid-19 se-
verity. Testosterone modulates the immune re-
sponse, reduces oxidative stress and endothelial
dysfunction; however, it also increases expression
of transmembrane serine protease 2, required for
cleavage and activation of SARS-CoV-2 spike pro-
tein. Studies show that low testosterone levels are
associated with high covid-19 severity. Low testo-
sterone in men with covid-19 is primarily due to
damage to the testicles. SARS-CoV-2 particles
have been identified in penile and testicular tissue
of convalescents and those succumbing to co-

Koronavirusna bolezen 2019 (coronavirus disease 2019,
covid-19) je virusna bolezen dihal, ki jo povzroca virus sin-
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vid-19; however, it is unlikely that SARS-CoV-2 is
sexually transmitted. More severe covid-19 out-
come can cause germline depletion in Leydig cells,
resulting in functional hypogonadism, reduced
spermatogenesis and infertility. Dilemmas about
specific underlying mechanisms of covid-19 affec-
ting male reproductive organs and the long-term
consequences on male reproductive health re-
main.

KEY WORDS:
covid-19, hypogonadism, SARS-CoV-2, testes, te-
stosterone

droma akutnega otezenega dihanja 2 (severe acute respi-
ratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2. Gre za zelo
nalezljivo bolezen, ki se primarno prenasa preko dihalnih
izloCkov, Ceprav drugih poti okuzbe ni mogoce izkljuciti.
Okuzba vec€inoma poteka kot blaga okuzba zgornijih dihal,
pri nekaterih bolnikih pa se razviie zmerna ali huda oblika
s prizadetostjo spodnjih dihal — plju¢nica, sindrom akutne
dihalne stiske (acute respiratory distress syndrome, ARDS).
Mozen je tudi nastanek sistemskih zunajplju¢nih manife-
stacij kot kriticna oblika bolezni s Sokom in veCorgansko
odpovedjo, poskodbo trebusne slinavke ali poskodbo te-
stisov (1).

Moski imajo hujsi potek covid-19 in vi§jo stopnjo smrtnosti
pri covid-19 kot zenske (1). Testosteron ima pomembne
uCinke na imunski sistem in znizan testosteron v serumu
je kazalec splosno slabega zdravja pri moskih, nizka raven
testosterona v serumu pri moskih pa je tudi povezana z
resnostjo covid-19 pri kriticno bolnih bolnikih zaradi zmanj-
Sanih imunomodulacijskih protivirusnih ucinkov (2). Andro-
geni regulirajo izrazanje genov za angiotenzinske konver-
taze 2 (angiotensin converting enzyme 2, ACE2) in
transmembranske  serinske  proteaze tipa 2
(transmembrane protease serine 2, TMPRSS2) (3), zato
se je pojavila hipoteza, da lahko viSje koncentracije testo-
sterona povzroc¢ajo teZji potek covid-19 in hitrejSe napre-
dovanije te bolezni pri moskih preko poveCanega izrazanja
TMPRSS2, ki je kljuénega pomena za cepitev in aktivacijo
koniCastega proteina SARS-CoV-2 (4).

To odpira vpraSanje, kako razli¢ne koncentracije testoste-
rona vplivajo na potek covid-19 pri moskih. Ta pregledni
Clanek predstavlja dognanja o vplivu SARS-CoV-2 na re-
produktivno zdravje moskih in potencialno viogo testoste-
rona pri nastanku razlik med spoloma pri dovzetnosti na
okuzbo s SARS-CoV-2 in prebolevanju covid-19.
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PATOGENEZA OKUZBE S
SARS-COV-2

SARS-CoV-2 vstopi v celice preko vezave na funkcionalni
receptor ACE2, ki je prisoten na povrSini membrane gosti-
teljske celice. ACE2 je kljucni regulator sistema renin-an-
giotenzin-aldosteron (RAAS). SARS-CoV-2 povzroca mot-
nje v ravnovesju angiotenzinske konvertaze 1 in 2
(ACE1/ACE2) ter aktivacijo RAAS, kar na koncu privede
do hitrejSega napredovanja covid-19, zlasti pri bolnikih s
spremljajocimi boleznimi, kot so hipertenzija, sladkorna
bolezen in sréno-Zilne bolezni (5). Sistemski ucinek covid-
19 je posledica visoke stopnje razSirjenosti ACE2, funk-
cionalnega receptorja in vstopne tocke za SARS-CoV-2.
ACE2 se mocno izraza v razli¢nih &loveskih celicah, in
sicer v zgornjih dihalnih poteh, v alveolarnih epitelnih celicah
tipa 2, epitelnih celicah poziralnika, celicah proksimalnih
tubulov ledvic, enterocitih ileuma in debelega Crevesa, mio-
kardnih celicah in celicah mehurja, prav tako tudi v Leydi-
govih in Sertalijevih celicah (6). Za vstop v celico je potrebno
delovanje TMPRSS2 na isti celici kot ACE2.

ACE2 omogoca pretvorbo angiotenzina (ANG) |in Il v ANG-
(1=7) in ANG-(1-9); slednja sta vazodilatatorja in imata
vlogo pri imunskem odzivu. Pri okuzbi z virusom SARS-
CoV-2 igra pomembno viogo v pljucih, kjer deluje protiv-
netno in antioksidativno ter varuje plju¢a pred razvojem
sindroma akutne dihalne stiske ARDS. ACE1 je encim, ki
omogoca pretvorbo ANG | v ANG Il, ki povzro¢a vazokon-
strikcijo in vnetje. Virus SARS-CoV-2 z vezavo na ACE2
zmanjSa delez ACE2 na celicah, zviSa raven vazokonstrik-
torja ANG Il in zmanjSa ravni ANG-(1-7) in ANG-(1-9) ter
spodbuja spros¢anje vnetnih citokinov. Z vstopom v celice
izzove njihovo okvaro in pospesi vnetni odgovor. Vstop
SARS-CoV-2 v pnevmocite preko ACE2 povzrodi znizanje
ravni ACE2. Posledi¢no nizje ravni ACE2 in viSje ravni imu-
nolosko bolj aktivnega ANG Il povzrocijo okreplieno vnetno
stanje v pljucih. Pri bolnikih z dihalno odpovedjo so opazili
povecano razmerje ACE1/ACE2 v pljucih. Spremenjeno
razmerje ANG Il in ANG-(1-7) vodi v poskodbo plju¢ (7).

RAZLIKE MED SPOLOMA PRI
IZIDU COVID-19

Metaanaliza podatkov ve¢ kot 3 milijonov primerov okuzb
(zbranih iz 92 raziskav), ki so vsebovale informacije o skup-

farm vestn 2022; 73

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI




VPLIV SARS-COV-2 NA REPRODUKTIVNO ZDRAVJE PRI MOSKIH

nem Stevilu okuzb po spolu, Stevilu sprejemov v enoto in-
tenzivne terapije in Stevilu smrti, je pokazala, da imajo
moski vecjo verjetnost za potrebo po intenzivnem zdra-
vlienju in za smrtni izid v primerjavi z Zenskami, medtem
ko v delezu primerov covid-19 ni razlik med spoloma (8).
Testosteron in estrogen, ki sta klju¢na za nastanek fiziolo-
Skih razlik med moskimi in Zzenskami, vplivata na patoge-
nezo in imunski odziv na SARS-CoV-2. Pri Zenskah estro-
gen uravnava izrazanje ACE2 v diferenciranih epitelijskih
celicah dihalnih poti, prav tako tudi poveca imunski odziv,
kar lahko delno pojasni, zakaj imajo zenske nizjo stopnjo
smrtnosti zaradi covid-19 ne glede na starost (9).

PATOFIZIOLOSKA POVEZAVA
MED TESTOSTERONOM IN
OKUZBO S SARS-COV-2

PatofizioloSka povezava med testosteronom in potekom
covid-19 je velstranska. Testosteron lahko neposredno
vpliva na vstop SARS-CoV-2 v &loveske celice, po drugi
strani ima pomemben vpliv tudi pri aktivacijiimunskega si-
stema gostitelja. Izrazanje in aktivnost TMPRSS2 v alveolnih
epitelnih celicah tipov 1 in 2 sta vecja pri moskih kot pri
zenskah. TMPRSS2 se izraza tudi v Stevilnih celicah razli-
¢nih organov, vklju¢no s pljuci, Crevesjem, zelodcem in
prostato, ter v celi¢nih skupkih v testisih, kot so sperma-
togoniji in spermatide (10).

Virus SARS-CoV-2 se na receptor ACE2 na ciljnih celicah
veze preko koniCastega proteina, vstop virusa pa olajsa
proteazna aktivnost TMPRSS2, ki omogoca fuzijo virusne
in celicne membrane. Raziskava, v kateri so za identifikacijo
molekul, ki znizujejo ravni ACE2 v &loveskih celicah, opravili
pregled skoraj 1500 ucinkovin, je pokazala, da je andro-
gena signalizacija klju¢ni modulator izrazanja ACE2 in da
antiandrogene ucinkovine lahko zmanjSajo izrazanje ACE2
v CloveSkih embrionalnih mati¢nih celicah in SCitijo pred
okuzbo s SARS-CoV-2 (11).

Ker je za vstop SARS-CoV-2 v celico pomembno izrazanje
ACE2 in TMPRSS2 in ker celice hormonsko odvisnega
raka prostate kazejo visoko izrazanje TMPRSS2 kot odziv
na androgene, so domnevali, da terapija z odtegnitvijo an-
drogenov (androgen deprivation therapy, ADT) pri teh bol-
nikih deluje zas&itno pri covid-19. Raziskava, v katero so
vkljucili 4532 bolnikov z rakom prostate, je pokazala, da
so imeli bolniki, ki so prejemali z odtegnitvijo androgenov,
man;jSe tveganje za okuzbo s SARS-CoV-2 (12). VeC razi-
skav je identificiralo to terapijo in antiandrogene kot po-
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tencialne terapevtske moznosti za zaScito pred okuzbo s
SARS-CoV-2 ali zmanjSanje razmnozevanja virusa (12).
Rezultati Svedske epidemioloske raziskave, v katero so
vkljucili 7894 bolnikov z rakom prostate na dolgotrajni te-
rapiji z odtegnitvijo androgenov, ni pokazala nobenih ko-
ristnih ali Skodljivih ucinkov te terapije na stopnjo ali resnost
okuzbe s SARS-CoV-2 (13).

VPLIV TESTOSTERONA NA
RESNOST POTEKA COVID-19

Kljub temu, da je vec raziskav (14, 15) opisalo povezavo
znizane ravni testosterona s slabsimi klini¢nimi izidi, Se
vedno ostaja nejasno, ali je znizan testosteron posledica
ali vzrok hujSega poteka covid-19. Kriticna bolezen lahko
povzroCi supresijo hipotalamo-hipofizno-testikularne (HHT)
osi, kar povzro€i znizanje LH, FSH in serumskega testo-
sterona in posledi¢no privede do funkcionalnega hipogo-
nadizma. Medtem ko je pomanjkanje testosterona pove-
zano s povecanim sproS¢anjem provnetnih citokinov, se
je pokazalo tudi to, da vnetni mediatorji znizujejo raven te-
stosterona med akutno fazo bolezni. Posmrtne proteomske
analize organov bolnikov s covid-19 so pokazale znake
poskodb testisov, posebej Leydigovih celic, ki proizvajajo
testosteron (16). Konic¢asti protein SAR-CoV-2 so post
mortem nasli v jedrih in citoplazmi Leydigovih celic skupaj
z infiltracijo limfocitov in makrofagov v modih po sepsi,
povzro¢eni s SARS-CoV-2 (17). Rezultati raziskave pri 81
moskih s covid-19 in znizanim testosteronom so pokazali
visok LH in znizano razmerje testosteron/LH, kar prej kaze
na neposredni ucinek SARS-CoV-2 na celice testisov kot
na ucinek preko osi HHT (18).

IMUNOLOSKI UCINKI
TESTOSTERONA PRI COVID-
19

Okuzba z virusom SARS-CoV-2 lahko sprozi ¢ezmerni
imunski odziv oz. citokinsko nevihto, ki je pogost vzrok
smrti in je povezana s poviSanim sproséanjem vnetnih ci-
tokinov, zlasti interlevkinov (IL) 1@ in IL-6 in dejavnika tu-
morske nekroze a (tumor necrosis factor a, TNF-q). Isti
vnetni citokini so povezani z napredovanjem erektilne dis-
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funkcije. Vnetni citokini so tudi tesno povezani z ravnmi te-
stosterona: hipogonadni bolniki imajo visje koncentracije
IL-1B, IL-6 in TNF-q, kar poslabsa endotelijsko disfunkcijo
in Se dodatno poslabsa erektilno funkcijo (19).

Testosteron deluje kot modulator endotelijske funkcije. Ra-
Ziskave so pokazale, da zavira signalizacijo IL-1[3, IL-6 in
TNF-a z zaviranjem proteinskega kompleksa NF-«B (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), ki
je bistvenega pomena za proizvodnjo citokinov (20). Testo-
steron prav tako poveca protivnetni odziv prek signalizacije
androgenih receptorjev s povecanjem izrazanja IL-10 in
transformirajoCega rastnega dejavnika B (fransforming
growth factor 3, TGFB) (21). Glede na vlogo testosterona
pri imunski regulaciji lahko sklepamo, da hipogonadizem
prispeva k nagnjenosti k prekomernemu imunskemu odzivu.

VPLIV SARS-CoV-2 NA
REPRODUKTIVNO ZDRAVJE
PRI MOSKIH

Neplodnost in funkcionalni hipogonadizem pri moskih
sta povezana z oksidativnim in psiholoskim stresom ter
presnovnimi motnjami (presnovni stres; slika 1). Kakovost
semena se takoj po okuzbi s SARS-CoV-2 poslabsa,
bodisi zaradi neposrednega ucinka virusa ali posredno
preko citokinske nevihte, ki jo povzrocita okuzba in po-
vecan oksidativni stres. Tako lahko sklepamo, da okuzba
s SARS-CoV-2 poslab$a plodnost pri moskih s poveca-
njem oksidativnega, presnovnega in psiholoSkega stresa
(22).

SARS-Cov-2

ACE2 TMPRSS2
Metabolni stres
Epididimis Psiholoski stres
Vnetje Spermatozoa
| (IL-1B, IL-6, TNF-at) P
—
Orhitis

Oksidativni stres H Fragmentacija DNA}

X

7

{ Leydigove celice

L Sertolijeve celice ’

v

N4

W TESTOSTERON

NEPLODNOST

Slika 1: Mozni mehanizmi okvare reproduktivnih funkcij moskih zaradi okuzbe s SARS-CoV-2. Povzeto po (22).
Figure 1: Possible mechanisms of SARS-CoV-2 infection induced impairment in male reproductive functions. Adapted from (22).
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Patofiziologija okuzb z respiratornimi virusi (vklju¢no s SARS-
CoV-2) vkljuCuje vnetje, proizvodnjo citokinov in celi¢cno
smrt, ki je povezana s prekomerno proizvodnjo reaktivnih
kisikovih zvrsti (reactive oxigen species, ROS) in povecanim
oksidativnim stresom. Obstajajo tudi dokazi, da ANG Il po-
veCuje proizvodnjo ROS, kar vodi do nastanka vnetnega
cah s povec¢ano regulacijo adhezijskin molekul, kemokinov
in citokinov. Prekomerna proizvodnja ROS pri okuzbi s
SARS-CoV-2 sprozi signalno pot NF-kB, ki dodatno poveca
sproS¢anje citokinov, kar povzrodi pretiran vnetni odziv, ki
lahko negativno vpliva na mosko plodnost (22). Poleg tega
sta citokina IL-1B in TNF-a povezana z zmanjSano kako-
vostjo semena in nastankom neplodnosti (23).

Pri hudi obliki covid-19 do hipogonadizma pride zaradi
okvare testisov. SARS-CoV-2 preko neposredne vezave
na ACE2 v Sertolijevih in Leydigovih celicah zavira proiz-
vodnjo testosterona in lahko povzro€a neplodnost pri mo-
Skih (slika 1) (24).

ZmanjSanje Stevila Leydigovih celic so opisali pri posmrtni
patoloski oceni testisov pri moskih, ki so umrli zaradi co-
vid-19 (5). Obdukcijski rezultati druge raziskave so pokazali,
da je okuzba s SARS-CoV-2 povezana s povecanim oksi-
dativnim stresom, ki vodi v apoptozo celic testisov; huda
oblika covid-19 je bila povezana z zmanjSanim volumnom
intersticijskega tkiva in dolzino seminifernih tubulov (25).
Okuzba s SARS-CoV-2 lahko privede do pove€anega pres-
novnega stresa in obratno, presnovni stres je povezan s
povecano dovzetnostjo za okuzbo s SARS-CoV-2. Okuzba
s SARS-CoV-2 povzroci zgodnejSi nastanek ali poslabsanje
sladkorne bolezni tipa 2 (26). Citokinska nevihta lahko pov-
zroCi okvaro in apoptozo celic B, hipoksijo in nenormalno
preoblikovanje celic trebusne slinavke (27). Po drugi strani
pa lahko sladkorna bolezen tipa 2 pri moskih povzroci ne-
plodnost in funkcionalni hipogonadizem skupaj s spolno
disfunkcijo, kot sta erektilna in ejakulacijska disfunkcija.
Tudi debelost poveca tveganije za razlicne motnje in bolezni,
vklju¢no s sladkorno boleznijo tipa 2, apnejo v spanju, tve-
ganje za sréno-zilne bolezni in trombozo, kar prispeva k
povedanemu presnovnemu stresu (28).

Okuzbo s SARS-CoV-2 spremlja tudi hud psiholoski stres,
ki lahko povzroci citokinsko nevihto in oksidativni stres. Pri
miSjih modelih kroni¢ni stres povzroCi motnje krvno-testisne
pregrade, kar lahko povzrodi reproduktivne motnje, kot sta
slaba kakovost semena in neplodnost (29).

Zaradi prisotnosti ACE2 in TMPRSS2 v urogenitalnih organih
so moski bolj dovzetni za okvare zaradi okuzbe s SARS-
CoV-2. Vpliv testosterona in prisotnost androgenih receptorjev
v teh organih lahko preko spodbujanja TMPRSS2 dodatno

pojasnijo privzem virusa (10), hematogeno Sirjenje virusa pri
moskih s hujSim potekom covid-19 pa je odgovorno za ne-
posredne ucinke virusa na moske reproduktivne organe. I1z-
razanje ACE2 v celicah testisov je povezano s starostjo, in
sicer je najvedje pri moskih v starosti 30 let, najmanjSe pa pri
starosti 60 let (30), kar lahko nakazuje, da pri mlajsih moskih
SARS-CoV-2 laZje povzroci poskodbo testisov.
Endotelijska disfunkcija je podlaga za hud potek covid-19
in predstavija patofizioloSko osnovo za nastanek erektilne
disfunkcije po preboleli bolezni. ACE2 in TMPRSS2, tarci za
privzem SARS-CoV-2, se nahajata v endotelijskih celicah.
SARS-CoV-2 neposredno poskoduije celice — povzrodi va-
skulopatijo, ki privede do mikrovaskularne poskodbe. Poleg
endotelijske disfunkcije lahko na erektilno disfunkcijo vplivajo
tudi drugi z okrevanjem po covid-19 povezani vzroki, vklju¢no
s subklini¢nim hipogonadizmom, psiholosko stisko in osla-
blieno pliu¢no hemodinamiko. Patofiziologija erektilne dis-
funkcije je sicer vecCfaktorska, vendar so prisotnost SARS-
CoV-2 dokazali v tkivu penisa sedem mesecev po okuzbi,
kar pomeni da SARS-CoV-2 lahko neposredno poskoduje
kavernozni endotelij, kar povzroci endotelijsko disfunkcijo in
erektilno disfunkcijo po hudi obliki covid-19 (31).

Kljub temu, da se v njih izrazata tako ACE2 kot TMPRSS2,
S0 prostata in semenski mesSiCki moski reproduktivni organi,
za katere niso ugotovili, da bi jih SARS-CoV-2 prizadel. To
je mogoce pripisati zelo nizkemu izrazanju ACE2, nasprotno
pa je izrazanje TMPRSS2 v prostati nekoliko vedje. V Ley-
digovih in Sertolijevih celicah se izraza ACE2, medtem ko
je TMPRSS2 bolj izrazen v spermatogonijin in spermatidah
(10). Ker trenutni modeli kazejo, da sta za vstop SARS-
CoV-2 potrebna oba receptorja, morda obstaja drug me-
hanizem, s katerim virus okuzi tkivo testisov. V dveh razi-
skavah, ki sta proucevali prisotnost SARS-CoV-2 v
semenski tekocini, je 18 % moskih poro¢alo o neugodju v
skrotumu (32). Podobno je bilo pri ocenjevanju vnetja z ul-
trazvokom skrotuma — pri 22 % moskih z akutnim covid-
19 so potrdili akutni orhitis z ali brez epididimitisa (33).

Po ocenah 10-22 % moskih z akutno okuzbo s SARS-
CoV-2 razvije orhitis ali epididimo-orhitis, verjetno zaradi
neposredne okuzbe testisov (33). Vnetje testisov ob covid-
19 je mozno pripisati neposredni virusni invaziji. V posmrtnih
biopsijah testisov so razli¢ne raziskave odkrile virus v 17 %
vzorcev (5). Tudi spremembe transkriptoma v testisin s
SARS-CoV-2 kazejo na disfunkcijo genov, ki uravnavajo
spermatogenezo, in spremembe, povezane z vnetiem (34).
Prisotnost SARS-CoV-2 v testisih, poskodba krvno-testisne
pregrade in iz&rpanje zarodnih celic privedejo do vprasanja,
kaksni so vplivi SARS-CoV-2 na mosko reprodukcijo. Na
zaCetku pandemije so identificirali virusne delce SARS-
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CoV-2 pri Sestih od 38 moskih, ki so oddali vzorec semena.
Ta ugotovitev je sprozila vpraSanje, ali je virus prisoten v
dovolj visokih koncentracijah, da bi se lahko prenasal s
spolnim kontaktom (35). V nedavni metaanalizi 19 raziskav
so ocenjevali razpolozljive podatke o prisotnosti SARS-
CoV-2 v semenski tekoCini. Glede na nizke stopnje SARS-
CoV-2 v semenski tekocCini androloski tehniki med izvaja-
njem analize semena ob upoStevanju splosnih
previdnostnih ukrepov najverjetneje niso izpostavljeni tve-
ganju okuzbe s SARS-CoV-2. Trenutni podatki kazejo, da
je tveganje za moznost spolnega prenosa od moskih, ki
so preboleli okuzbo, zanemarljivo (36).

Moski z zmerno obliko covid-19 so imeli statisticno znacilno
poslabSanje spermiograma v primerjavi s tistimi z blago
okuzbo ali s tistimi iz kontrolne skupine. Ceprav dolgoro&ni
ucinki okuzbe s SARS-CoV-2 na kakovost semena Se niso
znani, je po okuzbi in normalizaciji parametrov semena,
kar lahko traja do dva do tri mesece za obnovitev sperma-
togeneze, sperma verjetno dovolj varna za kriokonzervacijo
in/ali uporabo za tehniko asistirane reprodukcije, kot je
oploditev in vitro (36-38).

VLOGA ZDRAVLJENJA S
TESTOSTERONOM PRI
COVID-19

Vloga testosterona pri zmanj$anju vnetnega odziva je spod-
budila zanimanje za zdravljenje s testosteronom pri okuzbah
s SARS-CoV-2. Rezultati raziskav kazejo, da je vnetno stanje,
ki nastane zaradi znizanega testosterona, mogoce ustaviti
z nadomestnim zdravljenjem s testosteronom. Nadomestno
zdravlienje s testosteronom zavira vnetne dejavnike, kot so
IL-1B, IL-6 in TNF-a (39). V primerjavi s kortikosteroidnim
zdravljenjem ima doloCene prednosti, saj ublazi vnetni odziv
na SARS-CoV-2 brez zavore celiCnega imunskega odziva
na virus (40). Nizke ravni testosterona zmanjSajo aktivnost
dihalnih miSic in vadbeno zmogljivost, medtem ko imajo
normalne ravni testosterona zascitni ucinek na razli¢ne di-
halne parametre, kot sta ekspiracijski volumen in vitalna ka-
paciteta (41). Glede na te ugotovitve so izvedli randomizirano
kontrolirano raziskavo in ugotovili, da nadomestno zdravijenje
s testosteronom izboljSa najvecjo porabo kisika in dihalno
funkcijo, kar kaze na potencialno viogo pri zasciti pliucne
funkcije pri moskin s SARS-CoV-2 (42). Potrebne so nadalj-
nje raziskave o specificni uporabi tega zdravljenja pri bolnikih
z okuzbo z virusom SARS-CoV-2, da bi lahko natan¢no
ocenili njegovo ucinkovitost v tem kontekstu.
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Obsezna raziskava, v kateri so proucevali, ali je nadome-
stno zdravljenje s testosteronom povezano z zmanjSanim
napredovanjem bolezni, je pokazala, da pri tistih, ki so pre-
jemali testosteron 120 dni ali manj, ni bilo zmanjSanega
tveganja za hujSi potek covid-19. V raziskavo je bilo vklju-
¢enih 33.380 moskih, ki so bili starejsi od 50 let in so bili
hospitalizirani 30 dni po potrjeni diagnozi covid-19, ter
10.273 moskih s hujSim potekom covid-19, ki so potre-
bovali sprejem v enoto intenzivne terapije ali mehansko
ventilacijo po hospitalizaciji (43).

ZAKLJUCEK

Na videz nasprotujoCe si vloge testosterona v patogenezi
covid-19 zahtevajo nadaljnje preiskave. Testosteron lahko
olajsa okuzbo celic s SARS-CoV-2, a hkrati tudi S&iti pred
slabSimi klini¢nimi izidi med aktivnimi okuzbami in zmanjSa
verjetnost za pojav komorbinih stanj pred okuzbo.

Vi§je ravni androgenov pri moskih so potencialni mehani-
zem za vstop virusa v celice. Sposobnost androgenih re-
ceptorjev, da uravnavajo gena ACE2 in TMPRSS2, je lahko
osnovni razlog za hujsi potek bolezni. Poleg tega so kljub
izredno nizkim ravnem tako ACE2 kot TMPRSS2 v repro-
duktivnih organih, kot so testisi, med moskimi z zmerno
do hudo boleznijo covid-19 opazili visje stopnje orhitisa in
motenj spermatogeneze od pricakovanih, kar kaze, da
morda obstaja Se drug mehanizem, po katerem SARS-
CoV-2 vpliva na reproduktivno zdravje pri moskih.

Prospektivne raziskave, ki vkljuCujejo longitudinalne hor-
monske meritve in oceno hormonskega statusa pred
okuzbo, bi omogocile globlji vpogled v vliogo testosterona
pri okuzbi s SARS-CoV-2. Prihodnje raziskave so potrebne
tudi za pojasnitev posledic okuzbe, razvoj metod za zmanj-
Sanje vpliva SARS-CoV-2 na reproduktivno zdravje pri mo-
Skih in obravnavanje dolgoro¢nih posledic hude bolezni.
Ker dolgoro¢ni ucinki okuzbe pri moskih Se niso na voljo, je
pomembno, da moski, ki so preboleli covid-19 in jih skrbijo
morebitne posledice bolezni, pois¢ejo zdravniSko pomoc.
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9. MEDNARODNA BBBB KONFERENCA
9™ BBBB INTERNATIONAL CONFERENCE ON PHARMACEUTICAL SCIENCES

PHARMA SCIENCES OF TOMORROW

izr. prof. dr. Alenka Zvonar Pobirk, mag. farm., prof. dr. Ale§ Obreza, mag. farm.

Otvoritveni nagovor predsednika konference prof. dr. AleSa Obreze.

Od 15. do 17. septembra 2022 je v Ljubljani potekala 9.
mednarodna konferenca farmacevtskih znanosti, ki zdru-
zuje predvsem znanstvenike s podrocij Bospor, Baltik, Ba-
laton, Bled (od tod kratica BBBB).

Prvo tovrstno srecanje je potekalo leta 2005 na MadZzar-
skem (Siofok), nato 2007 v Estoniji (Talinn-Tartu), 2009 v
Turciji (Antalya), 2011 v Sloveniji (Bled), 2013 v Grciji (Atene)
in 2015 na Finskem (Helsinki). Leta 2017 se je s konferenco
na Madzarskem (Balatonflred) zacel novi cikel konferenc
BBBB, v letu 2019 je sledila Turcija (Izmir), letos pa je bila
po triletnem premoru zaradi epidemije SARS-CoV-2 po-
novno organizator Slovenija.

426

Konferenco v Ljubljani sta organizirala Fakulteta za farmacija
Univerze v Ljubljiani in Slovensko farmacevtsko drustvo.
Potekala je pod pokroviteljstvom dveh mednarodnih zdru-
zenj: Evropske federacije farmacevtskih znanosti (European
Federation of Pharmaceutical Sciences, EUFEPS) in Ev-
ropske federacije za medicinsko kemijo (European Fede-
ration for Medicinal Chemistry, EFMC), kar je pripomoglo
k odmevnosti konference v mednarodnih strokovnih in
znanstvenih krogih. V skladu z duhom konference BBBB
so se k organizaciji in promociji dogodka pridruzila tudi
farmacevtska drustva drzav ustanoviteljic, to je Madzarske
(Hungarian Society for Pharmaceutical Sciences), Estonije
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in Finske (Estonian Academical Society of Pharmacy, Fin-
nish Pharmaceutical Society) ter Turije (Turkish Pharma-
ceutical Technology Scientists Association).

V letosnji konferenci smo zdruzili razliCne farmacevtske
znanstvene discipline, kar se je odrazalo v raznolikosti vse-
bin konference. V obliki dveh vzporednih sekcij so potekala
predavanja s podrocja farmacevtske tehnologije in na-
notehnologije (pet sekcij: Novi trendi na podrodju indu-
strijske farmacije; Izzivi na podrocju formuliranja in dostave
malih molekul in bioloskih ucinkovin; Iztiskanje vroce taline
in tehnologija 2D/3D tiskanja v farmacevtski proizvodnyji;
Oblikovanje pacientom prijaznih farmacevtskih oblik; Izzivi
sodobne farmacije), farmacevtske kemije (dve sekciji:
Nove molekule za zdravijenje nevrodegenerativnih bolezni
ter bakterijskih in virusnih okuzb), farmacevtske analitike
(sekcija Novodobna onesnazevala v okoljskih vzorcih in
farmacevtskih izdelkih), kliniéne farmacije in laborato-
rijske biomedicine (sekcija Terapevtsko spremijanje zdra-
vil in farmakogenomika kot orodjji personalizirane medicine
za izboljSanje ucinkovitosti in varnosti zdravil) in biotehno-
logije (sekcija Peptidi kot ucinkovine in selektivni vezalci
bioloskih makromolekul; m-RNA cepiva). Mladi raziskovalci
so se lahko udelezili tudi prakti¢nin delavnic na Fakulteti

za farmacijo, na katerih so spoznali osnove elektrostat-
skega sukanja in pretocne citometrije.

Socasno s konferenco pa je potekala tudi razstava sod-
obne tehnoloske in analizne opreme, tehnologij in izdelkov
ter novih materialov razli¢nih proizvajalcev na SirSem po-
dro¢ju farmacije. Poleg osnovne konference smo organi-
zirali Se predkonferenéni simpozij v ast profesorjema prof.
dr. Julijani Kristl in prof. dr. Stanetu Sr€icu ob upokojitvi, ki
je predstavlien v loGenem prispevku.

Konferenca je kljub globalno zahtevnim zdravstvenim in
politicnim razmeram v marsi¢em presegla nasa pric¢ako-
vanja. Tridnevnemu dogodku je tako prisostvovalo skoraj
250 udelezencev iz 19 razlicnih evropskih drzav in ZDA.
Na otvoritvi konference so udelezence pozdravili predsed-
nik konference prof. dr. Ale§ Obreza, prorektor Univerze v
Ljubljani za raziskovanije in razvoj prof. dr. Anton Ramsak,
dekanja Fakultete za farmacijo prof. dr. Irena Mlinari¢ Ras-
¢an in prof. dr. AleS Mrhar kot ¢lan ustanovnega odbora
konferenc BBBB.

Svoj pogled na vprasanja in izzive s podrocja farmacevtskin
znanosti, ki bodo nedvomno aktualni tudi v prihodnosti, je
v okviru plenarnih predavanj predstavilo Sest mednarodno
priznanih znanstvenikov iz SirSega Evropskega prostora:

i

Clani organizacijskega odbora konference.
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Utrinek z otvoritve konference.

Udelezenci konference s Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani.

prof. dr. Stanislav Gobec (Fakulteta za farmacijo Univerze
v Ljubljani), prof. dr. Daniel Markl (University of Strathc-
lyde, Zdruzeno kraljestvo), dr. Sulev Reisberg (University
of Tartu, Estonija), prof. dr. Niklas Sandler (Nanoform,
Finska), prof. dr. Helder Santos (University of Groningen,
Nizozemska) in prof. dr. Gerhard Winter (Ludwig Maxi-
milian University of Munich, Nemgija). V okviru 26 sekcijskih
predavanj (15 tujin in 11 domacih), 40 kratkih predstavitev
(21 tujih in 18 domacih) in 76 posterjev (47 tujih in 29 do-
macih) pa so rezultate svojega dela predstavili tako ze uve-
ljavljeni raziskovalci kot tudi doktorski Studenti, ki so Se na
zacetku svoje raziskovalne poti. Slednje je v skladu z os-
novnim namenom konferenc BBBB, ki je tudi spodbujanje
medgeneracijskega sodelovanja med znanstveniki in razi-
skovalci na razli¢nih stopnjah kariere.

Eden od pomembnih rezultatov tega sreCanja bo tudi izid
posebne Stevilke farmacevtske znanstvene revije z dejav-
nikom vpliva European Journal of Pharmaceutical Sciences,
kjer bodo objavljeni izbrani znanstveni prispevki s konfe-

rence. Kot gostujoCi uredniki so povablieni predsednik kon-
ference prof. dr. AleS Obreza, predsednik znanstvenega
odbora prof. dr. Rok Dreu, generalna sekretarka konference
izr. prof. dr. Alenka Zvonar Pobirk in ¢lanica organizacij-
skega odbora izr. prof. dr. NataSa Karas Kuzelicki.

K izpolnitvi glavnega namena konference, to je omogociti
in uCvrstiti sodelovanje med domacimi in tujimi raziskovalci
in strokovnjaki, tako iz akademske sfere kot industrije, pa
je zagotovo pripomogel tudi sproScen druzabni program in
nenazadnije tudi dezevno vreme, ki je Se dodatno spodbu-
jalo druzenje pod streho konferen¢nega prostora in nave-
zovanje novih stikov. PodrobnejSe informacije o konferenci
so dostopne na spletni strani: https://bbbb2022.sfd.si/.
Velik uspeh in odmevnost konference potrjuje zadovolj-
stvo, izrazeno s strani Stevilnih udelezencev simpozija,
tako z znanstvenim programom kot organizacijo dogodka.
Na konferenci predstavljene vsebine so ponudile oz. na-
kazale odgovore na obstojece in prihajajoCe izzive sod-
obnega farmacevtskega razvoja. Slednjih je mnogo, pot

Delegacija iz Estonije, ki bo gostila naslednjo konferenco BBBB.

Predavatelji in ostali udeleZenci z MadZarske.
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do uspeha pa vodi skozi interdisciplinarni pristop, kar je
dodatna vzpodbuda za Se intenzivnejSe raziskovalno po-
vezovanje, tudi v obliki mednarodnih aktivnosti v skupini
BBBB.

K uspesnosti konference je seveda prispevala tudi finanéna
podpora platinastih sponzorjev Krke d. d. Novo mesto in
Leka, d. d., Clana skupine Sandoz, zlatega sponzorja Bri-
nox, srebrnega sponzorja Asahi KASEI, bronastih spon-
zorjev Merck, MletPrep, Munit, ABL&E-JASCO, Labtim,
Harke, Chemass, Fluidnatek, Mettler Toledo in Simplivia
ter ostalih sponzorjev, za kar smo vsem zelo hvalezni.
Upamo, da smo s konferenco in vsemi spremljajocimi do-
godki upravicili tudi njihova pricakovanja.
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SPONSORS
PLATINUM SPONSORS

(T4 KRKN

KRKA

At Krka, our dedication lies in producing high quality products, and keeping
people healthy is what motivates us. From start to finish, everything we do
revolves around our patients and our attempts to help them preserve and im-
prove their health. Each day, more than 50 million patients in 70 markets are
treated with our medicines, which are marketed under our own brand names.
This is possible because of our innovative products, investments, and market
expansion. Stable sales growth, multiple research projects, and sound busi-
ness performance have seen us grow into a multinational pharmaceutical
business group with almost 13,000 employees.

ek

¢lan skupine Sandoz
a Sandoz company

LEK

Novartis is the leading provider of medicines in Slovenia operating through
Lek, Novartis Pharma Services and Sandoz. We are delivering the Novartis
strategy: to become focused medicines company powered by technology
leadership in R&D, word-class commercialization, global access and data sci-
ence. Together we build and maintain our reputation as a dynamic, ethical
and trusted pharmaceutical company.

GOLD SPONSOR

BRINOX

process systems

BRINOX

Brinox is a company with almost forty years of experience offering complete
turnkey process solutions and equipment for the biopharmaceutical, phar-
maceutical, and food industries.

Brinox guides the customer along the entire path from a complex process
challenge to an optimal solution, tailor-made to meet the customer's needs.
With the aim of producing first-rate products and systems, we carry out all
the steps necessary for success, from research and development, process
engineering, design, manufacturing, automation, testing and qualification, in-
stallation and all after-sales services.

SILVER SPONSOR

AsahiKASEI

ASAHI KASEI EUROPE

ASAHI KASEI

We, the Asahi Kasei Group, contribute to life and living for people around the
world.

Asahi Kasei is the leading manufacturer and supplier of microcrystalline cel-
lulose. We leveraged five decades of experience and our proprietary morphol-
ogy design technology to create high-performance MCC products with unique
properties. With their superior flowability and compactibility, our materials bring
formulation design and tableting efficiency to a new level, particularly for high
dose, small tablet, and low-compactibility drug formulations.
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BRONZE SPONSORS
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SIMPOZIJ V (VDAVST: PROFESORJEMA JULIJANI KRISTL
IN STANKU SRCICU OB NJUNI UPOKOJITVI

prof. dr. Mirjana Gasperlin

Ljubljanski farmacevtski tehnologi: prof. Kristl, prof. Korbar, prof. Srcic¢ in prof. Gasperlin.

V sredo, 14. septembra 2022, je na Fakulteti za farmacijo
(UL FFA) potekal simpozij v ¢ast profesorjema Julijani Kristl
in Stanku Sr&icu ob njuni upokojitvi. Mednarodno uvelja-
vlienima profesorjema farmacevtske tehnologije in nano-
tehnologije so se s predavaniji poklonili njuni doktorandi,
dogodka pa so se udelezili Stevilni sodelavci s fakultete ter
kolegi iz Slovenije in tujine. Simpozij je bil uvod v deveto
konferenco BBBB, ki je potekala v Ljubljani.

Uvodni pozdrav je slavljencema in gostom namenila de-
kanja UL FFA prof. dr. Irena Mlinari¢-Ras¢an, nato pa je
pogled na ljubljansko Solo farmacevtske tehnologije, ki
sta jo bistveno zaznamovala omenjena profesorja, podal
direktor razvoja in proizvodnje zdravil v Krki dr. Ale$ Rotar.
Sledila sta dva dela, ki sta bila posvecena vsakemu pro-
fesorju, uvodoma pa je njuno poklicno pot in pecat, ki

ga pusCata v stroki in znanosti, orisala prof. dr. Mirjana
Gasperlin, predstojnica Katedre za farmacevtsko tehno-
logijo.

Prvi del simpozija je bil namenjen profesorici Kristl, med-
narodno priznani znanstvenici na podrocju farmacevtske
(nano)tehnologije, ki je uvedla to perspektivno vejo znanosti
v stroko pri nas, univerzitetni uciteljici, ki je raziskovalne
dosezke vseskozi vkljuCevala v pedagosko delo, in predani
mentorici, katere Studenti in Studentke so prejeli vrsto na-
grad, med drugim $§tiri prestizne nagrade L'Oreal-Unesco
za zenske v znanosti. Profesorica Kristl je v svoji karieri
uspeSno opravljala pomembne vodstvene funkcije na FFA
(dekanja fakultete, predstojnica katedre) in UL (prorektorica
za izobrazevanje). Kot strokovnjakinja je s svojim znanjem
in strateSkim razmisljanjem sooblikovala razvoj stroke v




Slavlienca ob uvodnem nagovoru dekanje

Sloveniji z vodilnimi pozicijami v razli¢nih strokovnih zdru-
zenjih in komisijah. Z moc¢no vpetostjo v mednarodni pro-
stor je Sirila ugled UL FFA tudi izven domacih meja. Izbrana
raziskovalna podrocja in svoj pogled na prof. Kristl kot
mentorico so z nami delile njene doktorandke, danes uve-
ljavljene znanstvenice, in sicer:

e dr. Zrinka Abramovi¢, Lek, d. d., Liposomi in transfe-
rosomi: preboj v dermalni in transdermalni dostavi
ucinkovin,

e dr. Karmen Teskac¢ Plajnsek, Marifarm, d. o. 0., Razvoj
nanodelcev in njihovo vstopanje v celice, in

e doc. dr. Spela Zupangi¢, UL FFA, Nanovlakna: obetavni
dostavni sistem in material za regeneracijo tkiv.

Drugi del simpozija je bil posvecen prof. dr. Stanku
Srcicu, prav tako mednarodno prepoznanemu strokov-
njaku, ki je s svojim raziskovalnim delom odpiral in Siril

znanstvena podrocja nase fakultete. V svoji bogati karieri
je bil predstojnik katedre in prodekan za Studijske zadeve,
med Studenti je veljal za iziemnega predavatelja, ki zna
navduSevati, zato je bil zelo priljublien tudi kot mentor
pri diplomskih, magistrskih in doktorskih nalogah. S svo-
jim strokovnim delom, ¢lanstvom v uredniskih odborih
mednarodnih revij, strokovnih zdruzenjih in mrezah je
pomembno prispeval k povezovanju fakultete z gospo-
darstvom in SirSim mednarodnim okoljem. Vrsto let je
deloval kot ekspert za veterinarska zdravila pri Evropski
agenciji za zdravila. Tudi prof. Srci¢a so v raziskovalni
lu€i s pogledom, zazrtim v preteklost in sedanjost ter
uprtim v prihodnost, predstavili njegovi doktorandi, in si-
cer:

e prof. dr. Rok Dreu, UL FFA, Raziskave na podrocju
tehnologij izdelave pelet: od peletnih jeder do ve-
¢enotnih tablet,

e doc. dr. Biljana Jankovi¢, Lek, d. d., in UL FFA, Mehan-
ske lastnosti farmacevtskih u€inkovin: izzivi v teoriji
in praksi, in

e asist. dr. Zoran Lavri¢, UL FFA, NQR karakterizacija
trdne snovi na podro¢ju farmacije.

Simpozij sta s svojimi obcutki in spomini na prehojeno pot
ter z nasveti za prihodnost nam, ki smo od njiju prevzeli
Stafetno palico in s tem odgovornost za nadaljnji razvoj in
prepoznavnost slovenske farmacevtske tehnologije, za-
kljucila slavljenca. Kljub temu, da smo se s simpozijem
poklonili plodnima karierama dveh eminentnih farmacevt-
skih tehnologov, smo prepricani, da njuno delo in poslan-
stvo Se zdale¢ ni kon¢ano, le oblike sodelovanj bodo odslej
nekoliko drugacne.

Cestitke prof. Sréidu.

Cestitke prof. Kristlovi.
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DRUSTVENE VESTI

FIP 2022 — POROCILO

Sada Zavirdek Mikoli¢, mag. farm., podpredsednica SFD

Letosnji jubilejni 80. Svetovni kongres farmacije in farma-
cevtskih znanosti (FIP World Congress of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences) je potekal od 18. do 22. 9. 2022
v Sevilli. Po dveh letih premora zaradi epidemije covid-19
so bili vsi, tako organizatoriji kot tudi udelezenci, zelo veseli
ponovnega snidenja v zivo. Bilo je skoraj 5000 udelezencev
iz 104 drzav, kar je zagotovo najvecja udelezba do sedaj.
SocCasno je potekal tudi 22. Nacionalni farmacevtski kon-
gres Spanije.

Sevilla je glavno mesto pokrajine Andaluzija in predstavija
kulturno in finan¢no sredisée juzne Spanije. Prireditveni
center (Palacio de Exposiciones y Congresos), v katerem
je potekal kongres, je nekoliko izven sredis¢a mesta. Omo-
goca veliko prostora za razstavljalce in veliko Stevilo dvoran
za predavanja.

Dan pred otvoritvijo kongresa je potekala skupScine FIP-a
(FIP Council Meeting). Na skupSc¢ini lahko sodelujejo pred-

stavniki 144 ¢lanskih organizacij. Skup$cina je bila organi-
zirana v hibridni obliki in je med drugim obravnavala finan-
¢no porocilo 2022 in predlog financnega porocila za 2023,
ki ga je tudi potrdila. FIP v prihodnje (post-covidna faza)
nadrtuje organizacijo vseh kongresov in sreCanj v zivo. Na-
slednji, 81. kongres FIP bo v Brisbanu, v Avstraliji.
Skupscina je med ostalim potrdila tri dokumente: FIP global
competency framework for educators and trainers in phar-
macy, The role of pharmacy professionals in point-of-care
testing in Statement of Policy on continuing professional
development. Priro¢niki, ki jih je izdal FIP: Chronic respira-
tory diseases — A handbook for pharmacists, Knowledge
and skills reference guide for professional development in
chronic respiratory diseases, Knowledge and skills refe-
rence guide for professional development in cancer care.
Povezave do dokumentov najdete na spletni strani SFD in
na straneh FIP.
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Letosnja skupScina je bila volilna. Novi predsednik FIP-a
je postal Paul Sinclair, farmacevt iz Avstralije. Dosedanii
predsednik Dominique Jordan se poslavija s funkcije. G.
Sinclair je farmacevt koncesionar na primarnem nivoju. S
FIP-om sodeluje Ze vrsto let, in sicer kot predsednik Sek-
cije lekarn na primarnem nivoju (Community Pharmacy
Section, 2014-18) in predsednik Odbora za lekarnisko
prakso (FIP’s Board of Pharmaceutical Practice) od leta
2018.

V nagovoru je poudaril klju¢ne izzive med pandemijo co-
vid-19, Kjer je prevzel aktivno vodilno in povezovalno viogo
organizacije FIP, ki je nudila Stevilna izobrazevanja v pomoc¢
Clanskim organizacijam med pandemijo.

Otvoritvena slovesnost je potekala v avditoriju kongresnega
centra, kjer so imeli nagovore g. Dominique Jordan, pred-
sednik FIP, g. Jesus Aguilar Consejo, predsednik Sveta
Farmacevtov Spanije (General de Colegios Farmacéuticos),
g. Antonio Mundz, zupan Seville, ga. Carolina Darias San
Sebastian, ministrica za zdravje Spanije, in g. Juan Manuel
Moreno, predsednik Odbora za zdravje Andaluzije.
Nagrade in priznanja FIP so bili podelieni za leta 2020,
2021 in 2022.

Osrednja tema kongresa je bila Zdruzena farmacija in okre-
vanje zdravstvenega sistema po pandemiji (Pharmacy uni-
ted in the recovery of health care).

Kongres je bil predvsem usmerjen v predstavitev dobrih
praks ter izkuSenj in okrevanije po epidemiji covid-19. Pred-
stavili so izzive, s katerimi so se soodali v Spaniji v &asu
epidemije in kako so uspeli ohraniti lekarne odprte in do-
stopne pacientom. Uspesno se je razvila telefarmacija in
tudi razli¢ni nacini digitalizacije storitev za paciente. FIP je
bil usmerjen v visoke eti¢ne standarde in odgovornost do
storitev tudi za ranljivejSe skupine ljudi, ki so bili med epi-
demijo prikrajSani. Pomembno je povezovanje zdravnikov
in farmacevtov na podrocju ceplienja ter vioga farmacevtov

DRLD CON
18-22 September

pri zagotavljanju farmacevtskih storitev v dobi digitaliza-
cije.

NaSa zavzetost je klju¢na, da ustvarjamo bolj kakovosten
in uspesnejsi zdravstveni sistem v drzavi, kjer zivimo. Far-
macevti na primarnem, sekundarnem in terciarnem nivoju
v vsaki drzavi, tudi Sloveniji, smo odgovorni, da izpolnju-
jemo poslanstvo nasega poklica in izboljSujemo ugled po-
klica v javnosti.
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DRUSTVENE VESTI

18. DAN SLOVENSKIH LEKARN -

/DRAVILA IN OTROCI

Masa Koritnik Zadravec, mag. farm., spec.

Z letosnjim dnevom slovenskih lekarn smo se odlocili po-
zornost nameniti nasim najmlajSim pacientom. Z izbrano
temo in aktivnostmi v lekarnah Zelimo prispevati k pove-
Canju prepoznavnosti lekarniSke dejavnosti in poklica far-
macevta v zdravstvu, predvsem pa k varnejsi in pravilnejSi
uporabi zdravil in drugih izdelkov, dosegljivih v lekarni.

Cilnosti in posebnosti otrok dotaknili tudi najpogostejsin zdrav-
stvenih tezav pri otrocih, ceplienja in nalezljivin bolezni pri
otrocih ter farmacevtskih oblik za otroke in njihove praviine
uporabe. V posebnem poglavju smo se osredotodili tudi na
10, kaj ngj o skrbi za otrokovo zdravje vedo starsi in kaj otroci.

V okviru letoSnjega dneva slovenskih lekarn smo izvedii
tudi nagradni nate¢aj z naslovom »Skrbim za svoje
zdravje«. NateCaj je bil namenjen ozavesanju najmlajSih
¢lanov druzbe o tem, kako zelo je pomembno skrbeti za
svoje zdravje in dobro pocCutje. S tem smo Zeleli vsem
vri¢evskim otrokom in otrokom prve triade osnovne Sole
priblizati zdrav nacin zivljenja. Otroci ali njihovi starSi so
imeli moznost oddati risbe osebno v lekarnah ali jih poslati
po posti na sedez Slovenskega farmacevtskega drustva.
Med vsemi prejetimi izdelki je komisija izbrala Sest najbol]
izvirnih risb, ki bodo soustvarjale tudi novoletno voscilnico
Slovenskega farmacevtskega drustva.

dan slovenskih lekarn
26. september 2022
0 PRAVILNI IN VARNI UPORABI ZDRAVIL

/DRAVILA

SLOVENSKO FARMACEVTSKO DRUSTVO
m——
SLOVENIAN PHARMACEUTICAL SOCIETY
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20. SIMPOZIJ SEKCIJE FARMACEVTOV JAVNIH LEKARN -
NOVOSTI NA PODROCJU MAGISTRALNIH ZDRAVIL

Masa Koritnik Zadravec, mag. farm., spec.

NOVOSti na
my o podro(;‘
Blstry ;o 9u

. drayi]
25 oktohe,

Hval, Voo
“aupanje|

Simpozij je po dveh letih potekal v zivo v Domus Medica.
Vsekakor je bilo po dolgem ¢asu lepo spremljati medse-
bojna sreCanja kolegic in kolegov z razli¢nih koncev
drzave. Nekaj nevSecnosti je udelezencem simpozija pov-
zroGilo dezevno vreme in z njim povezani cestni zastoji,
a je bila dvorana v uvodnem delu simpozija ze lepo za-
polnjena.

Na simpoziju smo se seznanili z novostmi na podrocju
magistralnih zdravil. Poleg magistrov farmacije iz zunanjih
in bolnisni¢nih lekarn smo med predavatelje povabili tudi
strokovne kolege z Zavoda za zdravstveno zavarovanje
Slovenije (ZZZS) in Javne agencije RS za medicinske pri-
pomocke (JAZMP). V prvem sklopu predavanj je bil pred-
stavljen pomen Kodeksa magistralnih zdravil, svoj pogled
na podroCje magistralnih zdravil sta predstavila ZZZS in
JAZMP, kar je odprlo vprasanja na temo magistralnih zdra-
vil, od samega prevzema substanc, obdelave receptov
magistralnih zdravil in aktualnih omejitev izdelave magi-
stralnih zdravil z dolo¢enimi u€inkovinami.

Temu primerna je bila tudi sklepna diskusija, v kateri je po-
leg predavateljev sodeloval tudi vodja oddelka za zdravila
pri Zavodu za zdravstveno zavarovanje Slovenije prim.
mag. Jurij Furst. Vprasanja in dileme udelezencev so malce
premakanili Gasovnico simpozija, vsi udeleZzenci so tudi dobili

moznost poslati vpraSanja na pisarno Slovenskega farma-
cevtskega drustva (pisarna@sfd.si), ki bo poskrbelo, da
bodo strokovnjaki Z7ZS, JAZMP in LekarniSke zbornice
Slovenije pripravili odgovore in bo dokument z vprasanii in
odgovori nanje posredovan v vse lekarne.

Letosniji simpozij je bil jubilejni, zato smo v pocastitev okro-
gle obletnice v program vkljucili tudi slavnostni del, in sicer
je udelezence nagovoril predsednik Slovenskega farma-
cevtskega drustva prof. dr. Marko Anderluh, mag. farm.,
dogajanje pa je s svojimi glasbenimi uspesSnicami popestrila
tudi slovenska pevka Ditka.

V naslednjih dveh sklopih predavanj je bilo predstavljeno
obvladovanije kakovosti in vodenje dokumentacije o pripravi
magistralnega zdravila ter njegova ocena tveganja, prav
tako tudi kakovost vhodnih farmacevtskih substanc in ovoj-
nine ter ustrezna zascitna oprema. Seznanili smo se s pri-
pravo sterilnih magistralnih zdravil ter novostmi in izzivi na
podrocju magistralnih zdravil v zunaniji in bolniSnicni le-
karni.

Simpozij so udelezenci dobro sprejeli, tematiko so ocenili
kot zelo aktualno ter potrebno SirSe predstavitve in obde-
lave, saj se je v preteklih letih na podro¢ju magistralnih
zdravil izoblikovalo kar nekaj novosti, s katerimi se farma-
cevti dnevno sreCujemo.
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DRUSTVENE VESTI

11. SIMPOZIJ SEKCIJE KLINICNIH FARMACEVTOV -
HEMATOLOSKI BOLNIK IN ZDRAVILA

Sara Kenda, mag. farm., spec.

3. in 4. junija 2022 je v hotelu Radin v Radencih potekal 11.
simpozij Sekcije Kklini¢nih farmacevtov na temo Hematoloski
bolnik in zdravila. Kot obi¢ajno so se simpozija udelezili ve-
¢inoma specialisti klini¢ne farmacije in specializanti ter drugi
magistri farmacije, ki jih podrocje klinicne farmacije zanima.
Petkov del simpozija se je zaCel s ¢astnim predavanjem
predsednika ESCP z naslovom »Future opportunities in
clinical pharmacy«. Sledlili so trije sklopi predavanj: hemo-
staza/tromboza, anemija in izbrana poglavja iz hematologije
ter hemato-onkologija. Predavanja in diskusije so bili izCrpni,
ne glede na to pa so poslusalci med odmori z veseliem
pregledovali posterje ter razstavne prostore Stevilnih raz-
stavljalcev.

Kljub zelo napornemu programu so imeli udeleZzenci Se
dovolj energije, da so se udelezili odli¢ne degustacije vin,
po kateri je sledila vecerja. Vecer se je zakljucCil z zabavo z
DJ-em v klubu Swing.

Sobotni program se je zacel s postrsko sekcijo. Ceprav so
poslusalci zjutraj izgledali nekoliko utrujeni od prejSnjega
dne, je bila diskusija na postrski sekciji dokaz, da so imeli
Se dovolj energije ter da gre raziskovanje na podrocju kli-
ni¢ne farmacije v pravo smer. Sledile so tri delavnice, na
katerih so poslusalci krozili razdeljeni v tri skupine. Po kon-
¢anih delavnicah je sledilo satelitsko predavanje na temo
novega zdravila za zdravljenje covid-19, nato pa razglasitev
najboljSega posterja. Zaradi izenatenega rezultata iz jutra-
njega glasovanja je bilo potrebno ponovno glasovanije, pri
¢emer se je odvila prava drama, saj je bil na koncu odlodilen
en sam glas.

Letni simpozij Sekcije Klini¢nih farmacevtov je dobro obi-
skan simpozij, na katerem se izmenja veliko znanja in iz-
kusenj ter spleta prijateljske vezi. Verjamem, da so udele-
zenci simpozij zapustili s pozitivnimi obcutki in motivacijo
za dobro delo tudi v prihodnje.

EVROPSKA NOC RAZISKOVALCEV NA FAKULTETI ZA FARMACIJO

izr. prof. dr. Alenka Zvonar Pobirk, izr. prof. dr. Janez Mravljak

V skladu z vizijo Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani
o delovanju v dobrobit slovenskih drzavljanov z ustvarja-
njem in Sirienjem znanstvenih spoznan;j in s tem soobliko-
vanjem nase skupne prihodnosti, smo tudi letos na zadniji
petek v mesecu septembru organizirali No¢ raziskovalcev
2022. Gre za vseevropski projekt »Evropska no¢ razisko-
valcev«, sofinanciran s strani Evropske komisije, pri katerem
razlicne Clanice Univerze v Ljubljani sodelujemo s projektom
»Humanistika, to si til«. Slednji se izvaja Ze od leta 2017,
letos pa je bila No¢ raziskovalcev prav posebna, saj smo
jo po dveh letih epidemije ponovno izvedli tako, kot je naj-
lepsa — v Zivo!

Aktualni projekt v letih 2022 in 2023 nosi naslov »Clovek
zivali in Zival Cloveku«. Letos je na dezevni septembrski
petek za okoli 150 vedozelinih obiskovalcey, od tega pri-
blizno 90 otrok, odli¢no poskrbela 25-Elanska ekipa zapo-
slenih in Studentov. Udelezenci so na Fakulteti za farmacijo
spoznali znanstveno delo raziskovalk in raziskovalcev s

strokovnih podrocij farmacije, kozmetologije in laboratorij-
ske biomedicine. Izbirali so lahko med 12 aktivhostmi,
devet od teh je potekalo v laboratorijih in/ali predavalnicah.
Skozi slednje so obiskovalci dobili odgovore na vprasanja,
kot so: kako svetijo kresnicke, kako lahko izoliramo DNA —
molekulo zivljenja iz razli¢nih bioloSkih materialov, kako se
izdela Sampon za hiSnega ljubliencka in kako lescilo za
ustnice iz Cebeljega voska, kaj se skriva za izrazi slonckova
zobna pasta in magi¢ne gliste, katera zdravila so zivalim
prijazna, so racunalniske metode alternativa testiranju na
zivalih in kako zdravimo simptome pasje demence?

Stevilne kemijske eksperimente smo podkrepili tudi z znan-
stveno razlago odvijajocih se kemijskih reakcij, obiskoval-
cem pa prikazali tudi aparaturo za elektrostatsko sukanje,
ki smo jo za to no¢ preimenovali v »nanopajkas, ter sodo-
ben postopek 3D tiskanja in s tem pogled v prihodnost
farmacije. Na ogledu v lekarni Mirje so obiskovalci podrob-
neje spoznali delo lekarniSkega farmacevta in njegovo viogo
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pri varni in ucinkoviti uporabi (veterinarskih) zdravil, prostore
lekarne in njihovo namembnost, nasi raziskovalci pa so z
izvedbo okrogle mize, naslovljene »Etika uporabe zivalskih
modelov v raziskavah v farmaciji in medicini« letos sodelo-
vali tudi na glavhem odru prireditve v Ljubljani. Na No¢ ra-
ziskovalcev smo premierno predvajali tudi videoposnetek
s prikazom laboratorijskega dela z Zivalskimi celi¢nimi lini-
jami, ki je na kanalu YouTube na voljo vsem zainteresiranim.
Vse delavnice, ki jih v okviru tega projekta izvajamo na Fa-
kulteti za farmacijo, so prilagojene razlicnim skupinam obi-
skovalcev, Se zlasti pa zelimo skoznje priblizati raziskovalno
delo najmlajsim, ki se Sele spoznavajo s celotnim spektrom
poklicey, ter vzbuditi zanimanje za znanost in poklic razi-
skovalca. V okviru projekta smo tako ze v poletnih mesecih
obiskali tudi Stiri skupine vrtCevskih otrok in priblizno 60
Solarjev, ki smo jim predstavili poklic farmacevta, otroci pa

so se kot »farmacevti-pomocniki« preskusili v izdelavi
kreme.

Preko vseh delavnic se je ponovno potrdila velika interdi-
sciplinarnost znanj, ki jih pokriva Fakulteta za farmacijo.
Vsi sodelujoCi ocenjujemo, da so tovrstni dogodki izjem-
nega pomena tudi za farmacevtsko stroko in predstavijajo
dragoceno priloznost seznanitve SirSe javnosti z nasim ra-
ziskovalnim in pedagoSkim delom.

Znan je tudi Ze datum prihodnje Evropske nodi raziskoval-
ceyv, ki bo potekala 29. 9. 2023 in bo v duhu projekta po-
novno razSirjala nasa obzorja in naSe obete delala prijaz-
nejSe. Podrobnejsi opis aktivnosti je dostopen na spletni
strani: https://www.ffa.uni-lj.si/docs/default-source/do-
godki/2022/evropska-no%C4%8D-raziskovalcev-
2022.pdf?sfvrsn=2. Lepo vabljeni, da se nam pridruzite v
¢im vecjem Stevilul
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DRUSTVENE VESTI

FARMAHRIBI 2022

Patricija Dolinar, mag. farm.

V soboto, 10. septembra 2022, smo v Gorenjski podruznici
Slovenskega farmaceviskega druStva uspesSno izpeljali
projekt »Farmahribi 2022«. S 43 udelezenci smo se v
druzbi vodnikov Franca Golmajerja iz PD Radovljica in Ma-
teja Trobca, naSega stanovskega kolega in Clana PD Se-
zana, tokrat podali po netradicionalni turi. Pohod smo
zaceli pri slapu Savica. Po slabih dveh urah klepetave hoje

smo prisli do Doma na Komni, kjer smo ob pogledu na Bo-
hinjsko jezero in okoliSke gore nazdravili z Gorenjsko gren-
¢ico in pojedli obilno kosilo, ki nam ga je omogocilo
podijetje Krka, d. d. V dolino smo odnesli sonce in skupno
obljubo, ki pravi, da se v vsaj tako pestri zasedbi ponovno
sreCamo naslednje leto.
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Getoala

V urednistvu smo ponosni in hvalezni, da smo s kakovostnim delom
tako avtorjev kot recenzentov tudi v letu 2022 oblikovali pester letnik vsebin
Farmacevtskega vestnika. Utrjevanje in nadgrajevanije starih ter pridobivanje novih znanj
sta temelja, na katerih si zelimo graditi naso stroko tudi v prihodnje.
V tgj Iuci bi Zeleli vse bodocCe avtorje spodbuditi zlasti k pisanju originalnih znanstvenih ¢lankov,
ki nam predstavljajo veliko dodano vrednost.

Naj na koncu vsem vam in tudi cenjenim bralcem zazelim vse najlepse v letu, ki prihaja.

Srednol

izr. prof. dr. Nina Koc¢evar Glavac, glavna urednica Farmacevtskega vestnika

Clanke, objavijene v letu 2022, so recenzirali:

Alenka Kovadi¢ ® Ana Mitrovi€ e Andrej Perdih e Barbara Breznik
Bostjan Martinc e Darja Gramec Skledar ® Helena Pavsar e Igor Locatelli ® Igor Pravst
Janja Zupan e Janko Kos ® Jerneja Ambrozi¢ Avgustin e Josko Osredkar
Karmen Boncina e Katarina Bolko Seljak e Lea Knez
Lidija Vrboviek e Lucija Peterlin Masié © Maja Rupnik ® Marija Petek Ster
Marija Sollner Dolenc e Marjetka Korpar e Martina Gobec ¢ Masa BoSnjak
Maga Kenda ® Matevz Skerget ® MatjaZ Jeras  Metka Novak
Mirjana GasSperlin ® Mojca Jensterle Sever e Mojca Kerec Kos ® Nace Zidar
NatasSa Karas Kuzelicki ¢ Nejc Horvat ® Nejc Horvat © Nika Marija LovSin
Nina Kocevar Glavac ¢ Nina Pisk e Polona Gri¢nik Vozelj ¢ Polonca Drofenik
Ante Skrobonja ® Rok Frlan ® Rok Herman © Samo Kreft
Samo Rozman ¢ Samo Zver © Sara Kenda © Spela Perdic¢
Spela Zupangié » Spela Zerovnik ® Tanja Tomsi¢ » Teja Glavnik
Tihomir Tomasic¢ e Tijana Markovi¢ ® Tomaz Bratkovi¢
Tomaz Vovk e UrSa PeCar FonoviC e UrSka Blaznik e UrSka Nabergoj Makovec
Venceslava Bavéar ® Zvjezdana Cviié ® Zane Temova Rakus$a e Ziga Jakopin
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DRUSTVENE VESTI

RAZPIS ZA PODELITEV PRIZNANJ
SLOVENSKEGA FARMACEVTSKEGA
DRUSTVA V LETU 2023

Odbor za podelievanje drustvenih priznanj objavija
RAZPIS ZA PODELITEV PRIZNANJ SFD V LETU 2023.

Predloge za podelitev Minarikovega odli¢ja, Minarikovega priznanja
ali priznanja Castnega ¢lana Drustva lahko podajo podruznice in sekcije,
potem ko jih potrdi ob¢ni zbor podruznice oz. sekcije.
Rok za prijavo kandidatov te¢e od objave razpisa v Farmacevtskem vestniku do vklju¢no

31. januarja 2023.

Predlagatelji morajo najkasneje do vklju¢no 31. januarja 2023 na naslov
Slovensko farmacevtsko drustvo, Dunajska cesta 184A, 1000 Ljubljana (za OPDP)

predloziti ustrezno datirano, podpisano in zigosano dokumentacijo,
ki jo zahteva 7. Clen Pravilnika o podeljevanju priznanj Slovenskega farmacevtskega drustva:

e izpolnjen obrazec za podelitev odli¢ja/priznanja/priznanja Castnega ¢lana (dostopen na povezavi:
https://www.sfd.si/o-drustvu/drustvena-priznanja/obrazci/),
e utemeljitev,
e pri predlogu za Minarikovo odlicje tudi bibliografijo,
e sklep organa, ki je predlog potrdil,

e izjavo predlagatelja, da jamdi za verodostojnost podatkov, vkljucenih v predlog za podelitev odlicja in

priznanj, ter da zagotavlja, da je pri izboru uposteval Kodeks farmacevtske etike ¢lanov SFD,
e soglasje kandidata (pridobi predlagatel)).

Dodatno se poslje elektronski izvod vioge, ki naj vsebuje zgoraj zahtevano dokumentacijo,
pri ¢emer naj bo besedilo utemeljitve v wordu, in sicer na naslov pisarna@sfd.si.
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Ucinki slovenske termalne vode na kozne celice, gojene in vitro/
The influence of thermal water from Slovenia on in vitro cultured skin cells
(Gradisnik L, Zeleznik D, Krajnc B, Maver U, Erzen A, Milojevi¢ M, Velnar T)

O lekarnarju Petru Eugenu Susnju in njegovem izvodu knjige Friedricha Woéhlerja/
About the pharmacist Petar Eugen SuSanj and his book copy written by Friedrich Wéhler (Fabjancic |, Obreza A)

191

Ozavescenost pacientk, farmacevtov in predpisovalcev o farmakovigilanénih ukrepih

za varno uporabo retinoidov/

Awareness of pharmacovigilance measures for safe use of retinoids among female patients, pharmacists
and prescribers (Prelesnik S, Cebron Lipovec N, Kos M)

199

Poznavanje demence in podpore osebam z demenco med obiskovalci zdravstvenin domov v Savinjski regiji/
Knowledge of dementia and support for people with dementia among visitors of health care services
in the Savinjska region (Glavnik T, Felc B, Jazbar J, Felc 2)

210

Stroskovna ucinkovitost uporabe 23-valentnega polisaharidnega pnevmokoknega cepiva pri odraslin v Sloveniji/
Cost-effectiveness of vaccinating adults with the 23-valent pneumococcal polysaccharide vaccine in Slovenia
(Hren R, Rotar Pavli¢ D, Vinkovi¢ AT)

351

S poznavanjem prehranskih vrednosti zivil do uravnotezenega prehranjevanja/
With knowledge about food nutrition values to a balanced diet (Dolinar J, Tivadar A, Gerbi¢ AM)

364

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI - REWIEW SCIENTIFIC ARTICLES

Imunoterapija pri zdravljenju glioblastoma: kako dalec (Se) do klini¢ne uporabe?/
Immunotherapy in the treatment of glioblastoma: How far (yet) to clinical use?
(Knez L, Krivec E, Zottel A, Samec N)

13

Repozicioniranje zdravil: metformin in valprojska kislina za zdravljenje glioblastoma/
Drug repurposing: metformin and valproic acid for glioblastoma treatment

(Zuzek Z, Bol¢ina L, Kump A, JovCevska )

23

Tar¢no zdravljenje kroni¢ne limfocitne levkemije z antagonisti antiapoptoti¢nih proteinov/
Antagonists of antiapoptotic proteins in the targeted therapy of chronic lymphocytic leukemia
(Avsec D, Podgornik H, Mlinari¢-Ras¢an )

31

Celi¢na senescenca: nova terapevtska tar¢a pri zdravljenju s starostjo povezanih boleznih/
Cell senescence: a new therapeutic target for the treatment of age-related diseases
(Prasnikar E, Borisek J, Perdih A)

40

Prilagajanje odmerjanja protimikrobnih zdravil pri kriti€no bolnih/
Dose adjustments of antimicrobial drugs in critically ill patients (Cvikl Knehtl M)

54

Vpliv ¢revesne mikrobiote na metabolni sindrom pri moskih/
Impact of gut microbiota on metabolic syndrome in men (Groti Antoni¢ K)

65

Zdravila za napredno zdravljenje: naslednja generacija zdravil
Advanced therapy medicinal products: next generation of medicines (Svajger U, Cukjati M)

79

Nove moznosti zdravljenja spinalne misicne atrofije/
New options for the treatment of spinal muscular atrophy (Berlec A)

89

Zdravljenje koronavirusne bolezni 19 z zdravili/
Overview of COVID-19 therapeutics (Morgan T)

95
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Monoklonska protitelesa za prepreCevanje migrene/
Monoclonal antibodies for the prevention of migraine (Bratkovi€ T)

107

Novosti pri zdravljenju z zaviralci SGLT2 in agonisti receptorjev GLP-1/
Novelties in the treatment of SGLT2 inhibitors and GLP-1 receptor agonists (Martinc B)

115

Sladkorna bolezen in covid-19: sindemija ali le medsebojna opazovalca/
Diabetes and covid-19: syndemic or just casual bystanders
(Volgangek S, Jani¢ M)

129

Polimerna nanovlakna za dostavo ucinkovin in regeneracijo tkiv pri zdravljenju raka/
Polymer nanofibers for drug delivery and tissue regeneration in cancer treatment
(Potr¢ T, Erdani Kreft M, Kocbek P)

222

Semaglutid — prvi peroralni agonist receptorjev GLP-1 za zdravljenje sladkorne bolezni tipa 2/
Semaglutide — The first oral GLP-1 receptor agonist for the treatment of type 2 diabetes
(Jovanovi¢ M, Janci¢ E, Jani¢ M, Janez A, Lunder M)

231

Protibakterijske spojine z multiplim delovanjem/
Antibacterial compounds with multiple mode of action (Durcik M, llas J)

241

Analizne tehnike za vrednotenje (ne)stabilnosti proteinov/
Analytical techniques for evaluation of protein (in)stability (Osel N, Roskar R)

252

Pregled razvoja metod za doloCanje vitamina D v krvi/
Development of methods for the measurement of vitamin D in blood — Review
(Mleku$ Kozamernik K, Kocjan T, LaniSnik Rizner T)

261

Estrogeni hormoni in estrogensko delujoCi kemijski motilci endokrinega sistema: Ali vplivajo na izrazanje DNA?/
Estrogen hormones and estrogenically active endocrine disruptors: Do they influence DNA expression?
(Grobin A, Trontelj J, Strukelj B)

375

Neklini¢no preverjanje varnosti zdravil, namenjenih pediatri¢ni populaciji/
Non-clinical safety testing of medicines intended for the paediatric population
(Klinc 1, Sollner Dolenc M)

384

Prebavne lipaze in njihov pomen pri aplikaciji zdravil/
Digestive lipases and their significance in drug delivery (Rede K, Bogataj M)

395

Pomen cisteinskih peptidaz pri nevrodegenerativnih boleznih/
Importance of cysteine peptidases in neurodegenerative disorders (BolCina L, Kos J, Pislar A)

403

Tar¢no zdravljenje kroni¢ne limfocitne levkemije z zaviralci Brutonove tirozin kinaze/
Targeting Bruton’s tyrosine kinase in chronic lymphocytic leukemia
(Avsec D, Podgornik H, Skerget M, Miinarié-Ras&an 1)

410

Vpliv SARS-CoV-2 na reproduktivno zdravje pri moskih/
Effects of SARS-CoV-2 on male reproductive health (Groti Antoni¢ K)

418

STROKOVNI CLANKI - PROFESSIONAL ARTICLES

Novosti pri zdravljenju poviSanega holesterola/
Novel treatment approaches against elevated levels of cholesterol (Strukelj B)

137

Inzulini za zdravljenje sladkorne bolezni — novosti in posebnosti/
Insulins for the treatment of diabetes — novelties and special features (Kovadic A)

141

Merjenje glukoze v krvi, izziv za lekarniskega strokovnega delavca/
Measuring blood glucose levels — a pharmacist’s challenge (Novak F)

147

Medicinski pripomocki za oskrbo rane/Medical devices for wound care (Faganeli N)

152

Ceplienje v lekarnah/Vaccination in Community Pharmacy (PotoCnik Benci¢ D)

158

Predstavitev in pomen Kodeksa magistralnih zdravil/
Codex of extemporaneously prepared medicines and its relevance (Kumpers€ak Duh M) 87
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SLOVENSKO FARMACEVTSKO DRUSTVO
SLOVENIAN PHARMACEUTICAL SOCIETY

am Zelisrecne 2020

*Risbica je nastala v okviru otroSkega likovnega natecaja na temo Skrbim za svoje zdravje.



Zaupajte svojim idejam in pocutili se boste svobodne.
~ Ustvarjajte in bodite ponosni na svoja dejanja.
Cenite svojo ljubezen in ljubljeni boste.
Negujte duha in bodite mocni.

V podjetju Alkaloid verjamemo v lastne stvaritve.
Cenimo in negujemo silo, ki poganja

zivljenje in gradi popolno harmonijo,

ki ji recemo ZDRAVIJE.

ALKALOID



BELEZKE

BELEZKE:
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Pot do zdravja

Nas cilj so zdravi in sre¢ni ljudje. Smo veledrogerija za prodajo zdravil z najsirso ponudbo izdelkov
za humano in veterinarsko medicino v Sloveniji. Odlikujejo nas hitrost, varnost in zanesljivost. Svoje

delo opravljamo sréno in predano. Prav zaradi tega nam zaupajo Stevilne lekarne in bolnisnice
ter druge zdravstvene in veterinarske ustanove.

Zavedamo se, da nam prihodnost ponuja nesteto izzivov. Premagamo jih lahko z nenehnim

izpopolnjevanjem. S kakovostnimi storitvami in s Siroko izbiro zdravil ter drugih izdelkov bomo
zaupanje svojih kupcev opravicevali tudi v prihodnje!

01 47098 00 | www.kemofarmacija.si

Q.

KEMOFARMACUA

Infiniti MRM





