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Uvodnik

Verjetno je vsakdo med nami obcutil tisto
posebno grenko-sladko nostalgijo, ki nam za
kratek ¢as ukrade miselni tok stresa in skrbi
ter nas popelje v preteklost. Spomini oZivijo,
zdi se nam, kot bi se dogodek, pa ceprav
izpred mnogo let, pripetil v¢eraj. Ko sem pred
kratkim vstopal na avtobus in se ozrl po
sedecih sopotnikih, ki so na svojih mobilnih
telefonih zatopljeno igrali vsak svojo igro za
preganjanje dolgcasa med voZnjo, sem se
spomnil na svoje otrostvo in na takrat vsepri-
sotno prenosno igralno konzolo Game Boy in
nesteto prezivetih ur ob podiranju rekordov
iger, ki smo si jih med seboj izmenjevali s ka-
setami. Tehnolo$ki napredek je proizvodnjo
konzole upokojil istega leta, kot je bilo zaklju-
¢eno sekvenciranje ¢loveskega genoma. Deset-
letje pozneje je pred vami druga leto$nja
Stevilka revije Medicinski razgledi.

Iz grenko-sladke nostalgije me je pre-
dramil Zenski glas iz zvo¢nikov v avtobusu,
ki je povedal, da smo prispeli na postajalisce,
na katerem izstopim. Ob tem dogodku se mi
je porodila ideja, ki je prerasla v leto$nji temat-
ski dogodek, ki ga bomo organizirali v sklopu
Dnevov Medicinskih razgledov 2013 v torek,
19. in sredo, 20. novembra letos. Prvi dan se
bo odvil simpozij z naslovom Uporaba infor-
macijskih tehnologij v vsakodnevni medicinski
praksi, na katerem vam bomo v pestrem in
raznolikem programu predstavili mnogo
obstojecih aplikacij za mobilne telefone,
spletnih orodij in portalov ter specialnih baz
podatkov, ki bodo pritegnile zanimanje tako
zdravnika kot tudi Studenta medicine. Poudarek
smo dali programskim resitvam slovenskih
avtorjev, v program pa smo vkljudili tudi teme,
ki zadevajo informatiko v slovenskem javnem
zdravstvu. Nekatere reSitve bodo predstav-
ljene tudi v Zivo, vabimo pa vas, da s seboj
prinesete tudi svoje prenosnike, tablice ali
pametne mobilne telefone ter predstavljene
resitve preizkusite na svoji napravi — za pove-
zavo v internet in elektri¢no napajanje bo

poskrbljeno. Drugi dan dogodka je tudi letos
posveen Ze tradicionalnemu Studentskemu
medicinskemu raziskovalnemu kongresu,
ki pa v letosnji izvedbi utegne doseci nad-
gradnjo, ki naj do dorecenih podrobnosti
ostane presenecenje. Vljudno vas vabimo, da
se udelezite letosnjih Dnevov Medicinskih
razgledov, za podrobnej$e informacije o do-
godku pa vas vabimo, da pozorno spremljate
uradno spletno stran http://www.medrazgl.si/,
Facebook stran https://www.facebook.com/
medrazgl, Twitter stran https:/twitter.com/
MedRazgl in plakate v prostorih fakultete ter
v Univerzitetnem klini¢cnem centru Ljubljana.

V duhu leto$njega simpozija pa priprav-
ljamo tudi novo uradno spletno stran Medi-
cinskih razgledov, ki bo lu¢ sveta ugledala
v poletnih mesecih. So¢asno pa prenavljamo
nas$ informacijski sistem, na katerem temelji
tudi nasa podatkovna baza naro¢nikov. Ker
Zelimo biti v koraku s ¢asom, vas prosimo,
da nam z vasega e-poStnega naslova posljete
svoje naroCniSke podatke (ime in priimek
ter naslov, na katerega prejemate revijo) na
narocniki@medrazgl.si, da bo nasa komuni-
kacija v zvezi z urejanjem vasega narocniskega
razmerja potekala $e hitreje in bolj nemoteno,
na vaso Zeljo pa vas bomo tudi obvescali o pri-
hajajocih Stevilkah revije, publikacijah v nasi
zalozbi in dogodkih v nasi organizaciji.

Vsaka sprememba prinese nov zagon in
spremembe so gonilo napredka. Spremembe
so kot edina stalnica neizogibne in prav je, da
jih sprejmemo in tako pustimo prosto pot
novemu. Zelimo si, da bi vam z omenjenim
dogodkom in drugimi spremembami ponudili
kakovostne in zanimive vsebine, ki so Ze od
samega zacetka paradni konj Medicinskih
razgledov.

Ob izidu pri¢ujoce Stevilke pa vam Zelimo
veliko bralnih uZitkov!

Jernej Drobez,
glavni urednik
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Preizkusanje obcutljivosti za toploto in hlad
kot dodatna preiskava v presejalnem testu
za diabeti¢no nogo

Testing of Warm/Cold Sensation as an Additional Procedure
in the Diabetic Foot Screening Test

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: diabeticna noga, presejanie, obcutlivost za dotik, obtutlivost za vibraio, obéutljivost za toploto in hlad

IZHODISCA. Za prepredevanje diabeti¢ne gangrene je zelo pomembno zgodnje odkrivanje
bolnikov, ki so ogroZeni za nastanek razjede na nogi. Patofiziologija razjede na diabeti¢ni nogi
je kompleksna, najpomembnejsa etiopatogenetska dejavnika sta nevropatija in motnje arte-
rijske prekrvitve. OgroZene bolnike odkrivamo s sistemati¢nim presejanjem. Presejanje na
nevropatijo je usmerjeno v oceno senzoricne funkcije, po mednarodnih priporodilih je smi-
selna uporaba vec kot ene metode. Najpogosteje uporabljeni metodi sta preizku$anje obcut-
Jjivosti za dotik s standardiziranim 10-gramskim Semmes-Weinsteinovim monofilamentom
in obcutljivosti za vibracijo s 128-Hz glasbenimi vilicami. Tip Therm® je pripomocek za ugo-
tavljanje motenj obcutljivosti za toploto in hlad. Raziskovali smo povezanost med rezultati
treh nastetih presejalnih metod. METODE. Pri 725 sladkornih bolnikih brez predhodnih ampu-
tacij (394 moskih, 331 Zensk, povprecna starost 62,1+ 12,9let) smo opravili presejanje na nevro-
patijo z 10-gramskim Semmes-Weinsteinovim monofilamentom, 128-Hz glasbenimi vilicami
in instrumentom Tip Therm®. Povezanost med presejalnimi metodami smo preverjali s Pear-
sonovim preizkusom primerjave porazdelitev )2, povezanost med starostjo in motnjami obcutlji-
vosti pa s t-testom za neodvisne vzorce. REZULTATI. Izgubo obcutljivosti za dotik z 10-gramskim
Semmes-Weinsteinovim monofilamentom smo ugotovili pri 86 (11,9 %), izgubo obcutljivosti
za vibracijo pri 192 (26,5 %) in nezmozZnost razlikovanja med toplim in hladnim pri 337 (46,5 %)
bolnikih. Med rezultati presejalnih metod smo dokazali statisti¢no znacilne razlike (vsi p<0,05),
a tudi statisti¢no znacilno povezanost (vsi p =0,000). Med bolniki z motnjami obcutljivosti in
tistimi brez njih smo ugotovili statisti¢no znacilne razlike v starosti. ZAKLJUCKI. Desetgram-
ski Semmes-Weinsteinov monofilament, 128-Hz glasbene vilice in Tip Therm® so primerne pre-
sejalne metode za ugotavljanje motenj obcutljivosti. Z njihovo soasno uporabo odkrijemo
ve¢ ogrozenih bolnikov, kot bi jih z uporabo ene same. Motnje ob¢utljivosti za toploto in hlad
so bile v opazovani skupini znacilno pogostejse od motenj obcutljivosti za dotik in vibracijo.

1 Doc. dr. Vilma Urban¢i¢ - Rovan, dr. med., Klini¢ni oddelek za endokrinologijo, diabetes in presnovne
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4 Melita Hohnjec, m. s., Klini¢ni oddelek za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni, Univerzitetni
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ABSTRACT

KEY WORDS: diabetic foot, screening, light touch sensation, vibration sensation, warm,/cold sensation

BACKGROUNDS. Early detection of patients who are at risk for the development of a foot ulcer
is crucial in the prevention of diabetic gangrene. The pathophysiology of diabetic foot ulcer-
ation is complex and its most important etiopathogenetic factors are neuropathy and impaired
arterial blood supply. Systematic screening is necessary to identify patients at risk. Evaluation
of sensory function is the cornerstone of screening for neuropathy. According to international
recommendations, more than one method should be used. The most commonly used meth-
ods are light touch sensation testing with the standardized 10 g Semmes-Weinstein monofil-
ament and vibration sensation testing with a 128 Hz tuning fork. Tip Therm® is an instrument
for the detection of impaired warm/cold sensation. The objective of the study was to inves-
tigate the association between different screening methods. METHODS. Neuropathy screen-
ing with 10 g Semmes-Weinstein monofilament, 128 Hz tuning fork and Tip Therm® testing
was performed in 725 diabetic patients (394 men and 331 women, average age 62.1+12.9 years)
without previous amputation. The association between the screening methods was tested with
the Pearson chi-square test for fit of distribution. The relationship between age and sensory
impairment was also evaluated using the independent samples t-test. RESULTS. Ten gram
Semmes-Weinstein monofilament testing revealed loss of protective sensation in 86 (11.9%)
patients, loss of vibration sensation was detected in 192 (26.5%) patients and the inability
to discriminate warm/cold in 337 (46.5%) patients. Statistically significant differences were
demonstrated between the results of the screening methods (all p < 0.05), but there was also
a statistically significant association between them (all p=0.000). The patients with and with-
out sensory impairment differed statistically significantly with respect to age. CONCLUSIONS.
Ten gram Semmes-Weinstein monofilament, 128 Hz tuning fork and Tip Therm® are suit-
able methods for screening for sensory impairment and their simultaneous use increases the
likelihood of detection of sensory nerve damage. In the observed group, an inability to dis-
criminate between warm and cold was more prevalent than problems with light touch or vibra-
tion sensation.

cij nog pri bolnikih s SB je zacetni dogodek
razjeda na nogi. Velika vecina razjed na dia-
beti¢ni nogi je nevropati¢nega tipa in nastane
na plantarni strani stopala oz. na blazinicah
prstov. Pri diabeti¢ni senzori¢ni nevropatiji
je okvarjena obcutljivost za vibracijo, dotik,
bolecino, toplo/hladno in propriocepcijo. Okva-
ra se razvije postopoma, zato bolnik nanjo ni
pozoren in se je ne zaveda, saj je prizadeta
okoncina »gluha in slepa« za draZljaje, ki pri

IZHODISCA

Diabeti¢na noga je najpogostejsi razlog za
netravmatsko amputacijo spodnjih udov. Pri
bolnikih s sladkorno boleznijo (SB) je amputa-
cij 15-krat ve¢ kot pri osebah brez nje. Zaple-
ti v zvezi z nogo pomenijo veliko medicinsko,
psihosocialno in ekonomsko breme. V veliki
meri jih lahko preprec¢imo z zgodnjim odkri-
vanjem tistih bolnikov, ki so ogroZeni za nasta-
nek razjede na nogi, in z ustreznim ukrepa-

njem (1).

Poglavitni dejavniki tveganja za nastanek
razjede na nogi in gangrene so: okvara Zivéev-
ja (nevropatija), motnje arterijske prekrvitve,
poskodbe in okuzba (2). Pri ve€ini amputa-

zdravi osebi sicer izzovejo obcutek neugod-
ja ali bolecine. Tako se neredko zgodi, da ob
preventivnem pregledu sluéajno odkrijemo
veliko razjedo, ki je bolnik sam prej niti ne
omeni (slika 1) (3).
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Slika 1. Bolnik s senzoricno nevrapatijo in neboleco razjedo velikosti 10 10 cm na spodnjem delu goleni.

Glede na domaca in mednarodna pripo-
rodila je treba vsakemu bolniku s SB vsaj
enkrat letno pregledati noge (1, 4, 5). Pregled
nog oz. presejalni test obsega usmerjeno
anamnezo, oceno deformacij, oceno prekrvi-
tve in oceno obcutljivosti koZe. Namen prese-
jalnega testa za diabeti¢no nogo ni niti postav-
ljanje diagnoze nevropatije niti diagnoze
periferne Zilne bolezni, ampak Zelimo z njim
v populaciji bolnikov s SB aktivno poiskati
tiste, ki so ogroZeni za nastanek razjede na
nogi. To so v prvi vrsti bolniki z motnjami
obcutljivosti, motnjami arterijske prekrvitve
in tisti, ki so v preteklosti Ze imeli razjedo na
nogi. Dokon¢na potrditev suma na nevropa-
tijo in periferne Zilne bolezni presega okvire
presejalnega testa.

Po veljavnih priporo¢ilih mora biti v pre-
sejalni test vkljuCena najmanj ena preiskava za
ugotavljanje nevropatije. Najpogosteje upo-
rabljani preiskavi sta preizkusanje obcutlji-
vosti za dotik s standardiziranim 10-gram-
skim Semmes-Weinsteinovim monofilamen-
tom (SWM) in testiranje obcutljivosti za
vibracijo s 128-Hz glasbenimi vilicami (GV)
(slika 2). Dodatne presejalne metode so testi-
ranje obcutljivosti za bolecino, izzivanje tetiv-
nih refleksov in merjenje praga obcutljivosti

za vibracijo z bioteziometrom (6-9). Z upo-
rabo ve¢ kot ene metode je obcutljivost za
odkrivanje diabeti¢ne distalne simetri¢ne
motori¢ne in senzori¢ne polinevropatije ve¢
kot 87 % (10-13).

Slika 2. Preizkus obcutfiivosti za dotik s standardiziranim 10-gram-
skim Semmes-Weinsteinovim monofilamentom.
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Slika 3. Tip Therm® — pripomocek za ugotaviianje obcutfiivosti
za toplo/hladho.

Ziegler in sodelavci so pokazali, da je
oslabljena obcutljivost za toploto in hlad naj-
pomembne;jsi zgodnji simptom distalne sime-
tri¢ne polinevropatije (14). Tip Therm® je
enostavno in poceni diagnosticno orodje za
ugotavljanje motenj obcutljivosti za toploto
in hlad (slika 3). Sestavljen je iz dveh delov -
kovinskega in plasticnega. Kovina in plastika
izzoveta razli¢ne obcutke toplote na povrsi-
ni koZe, Ceprav ju imamo na enaki (sobni)
temperaturi: zaradi vecje prevodnosti za toplo-
to potegne kovinski del iz koZe vec toplote kot
plasti¢ni, zato ga zdrav preiskovanec obcuti
kot hladnejSega v primerjavi s plasticnim. Ker
posredujejo zaznavo toplote in hladu druga
Zivéna vlakna kot zaznavo dotika in vibracije,
dobimo s tem dodatne informacije o stanju
perifernega Zivéevja (13, 15).

V Diabetoloski ambulanti Univerzitet-
nega klini¢nega centra (UKC) Ljubljana izva-
jamo od leta 1996 dalje redni letni presejalni
pregled nog po protokolu, ki ga je leta 1995
sprejela Delovna skupina za diabeti¢no nogo
(16, 17). Izvid belezimo na standardnem
obrazcu Presejalni test in hranimo v elektron-
ski obliki v Excelovi datoteki (18).

Vletu 2010 smo v standardni nabor prei-
skav dodali k testiranju obcutljivosti za dotik
s SWM $e testiranje obcutljivosti za vibracijo
z GV in testiranje obcutljivosti za toploto in
hlad z instrumentom Tip Therm®. Domneva-
li smo, da bomo z instrumentom Tip Therm®
odkrili motnje obcutljivosti pogosteje kot
s SWM ali GV. V ta namen smo z retrospek-
tivno analizo podatkov, zbranih pri rednem
ambulantnem delu v prvih 12 mesecih soca-
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sne uporabe vseh treh nastetih metod, Zele-
li testirati mere povezanosti med posamez-
nimi presejalnimi metodami in oceniti
smiselnost razsirjenega nabora preiskav.

METODE

V raziskavo smo vkljucili 725 bolnikov s SB
brez predhodnih amputacij (394 moskih in
331 Zensk, povprec¢na starost 62,1 +12,9 let),
ki so bili pregledani v obdobju med 1. 1. 2010
in 31.12.2010. Pri vseh smo opravili pre-
sejalni pregled nog po standardnem pro-
tokolu. Za oceno senzori¢nega ZivCevja
smo opravili testiranje obcutljivosti za dotik
s SWM, obcutljivosti za vibracijo z GV in
obcutljivosti za toploto in hlad z instrumen-
tom Tip Therm®.

Testiranje obcutljivosti za dotik s SWM
smo izvajali na desetih tockah na vsaki nogi.
Monofilament je najlonska nitka, ki je names-
¢ena na drzalo. Pod pravim kotom jo naslo-
nimo na koZo in pritisnemo, da se upogne,
pritisk vzdrzujemo 1,5-2 sekundi. Pacient
odgovori z »da«, ko zacuti dotik z monofila-
mentom. Izgubo obcutljivosti smo opredeli-
li kot nezaznavanje dotika z monofilamentom
na Stirih ali ve¢ tockah na testirani nogi.
Obcutljivost za vibracijo smo testirali na obeh
noznih palcih. Ob¢utljivost za toploto in hlad
smo testirali po navodilih proizvajalca tako,
da smo se z obema topima koncema instru-
menta Tip Therm® v neenakomernih inter-
valih dotikali blazinice bolnikovega palca in
ob tem bolnika, ki je med preiskavo mizal,
sprasevali, kaj ¢uti (19).

Podatke smo vnesli v obstojeco ambulant-
no Excelovo datoteko. Za statisticno analizo
smo uporabili paket SPSS (angl. Statistical
Package for Social Sciences) za Windows 10.1.0.
Za oceno primerljivosti rezultatov med levo
in desno stranjo smo uporabili McNemarjev
preizkus primerjave deleZev dveh odvisnih
vzorcev, za primerjavo rezultatov presejalnih
metod pa paroma Pearsonov preizkus pri-
merjave porazdelitev y2. Pri vseh opazovanih
spremenljivkah smo preverili tudi, ali se
preiskovanci z ohranjeno obcutljivostjo in tisti
zizgubo le-te razlikujejo po povprecni staro-
sti. V ta namen smo izvedli preizkuse skupin
za neodvisne vzorce. Kot statisticno pomemb-
ne smo $teli vrednosti p <0,05.
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REZULTATI

Ugotovitve pri testiranju obcutljivosti s SWM,
obcutljivosti za vibracijo z GV in obcutljivosti
za toploto in hlad z instrumentom Tip Therm®
prikazujeta slika 4 in tabela 1.

Tabela 2 prikazuje primerjavo porazde-
litve rezultatov posameznih preiskovalnih
metod. DeleZ bolnikov z motnjami obcutlji-
vosti za toploto in hlad je bil statisti¢no zna-
C¢ilno vedji od deleza bolnikov z motnjami
obcutljivosti za vibracijo in deleZa bolnikov
z izgubo obcutljivosti za dotik, delez bolnikov
z motnjami obcutljivosti za vibracijo pa je bil
prav tako statisti¢no znacilno vedji od dele-
Za bolnikov z izgubo obc¢utljivosti za dotik.

Mero povezanosti med posameznimi
preiskovalnimi metodami prikazuje tabela 3.
Ugotovili smo znacilno povezanost med rezul-
tati testiranja s SWM in GV kot tudi med SWM
in Tip Therm® ter GV in Tip Therm®.

Med skupinama z izgubo obcutljivosti za
dotik, vibracijo ter toploto in hlad in brez nje
smo dokazali statisti¢no znacilne razlike v sta-
rosti (tabela 4).

RAZPRAVA

Zapleti z nogo se lahko pojavijo pri vsakem
bolniku, ki ima SB, tudi ¢e se zdravi le z die-
to in ima krvni sladkor dobro urejen. Zmanj-
$anje Stevila amputacij spada med temeljne
cilje oskrbe bolnikov s SB. Doseci ga je mogoce
le z naértno obravnavo, pri kateri je na prvem
mestu zgodnje odkrivanje tistih bolnikov, ki
so ogroZeni za nastanek razjede na nogi.
V redni letni pregled nog pri bolnikih s SB -
presejalni test — mora biti nujno vkljucena vsaj
ena preiskava za ugotavljanje nevropatije.
Najpogosteje uporabljani preiskavi sta
preizkusanje obcutljivosti za dotik s SWM in
testiranje obcutljivosti za vibracijo z GV. Preiz-
kus z GV ima pri odkrivanju ogroZenih bolni-
kov majhno napovedno vrednost, saj na njegov
rezultat vplivata nacin izvedbe in preiskovan-
Ceva starost (20-23). Preiskava z bioteziome-
trom je zanesljivejsa, vendar e vedno precej
manj kot testiranje obcutljivosti s SWM, ki je
hkrati kar 30-krat cenejsi. Izzivnost tetivnih
refleksov je teZko objektivno vrednotiti, poleg
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Slika 4. Rezultati testiranja obcutfiivosti za dotik s standardiziranim 10-gramskim Semmes-Weinsteinovim monofilamentom, obcutfivosti

za vibracijo s 128-Hz glasbenimi vilicami in obcutlivosti za toploto in hlad z instrumentom Tip Therm®. 0 — ne ¢uti na obeh nogah,
1= uti na eni in ne Cuti na drugi nogi, 2 — cuti na obeh nogah, SWM — standardizirani 10-gramski Semmes-Weinsteinov monofilament.
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Tabela 1. Testiranje obcutfivosti za dotik, vibracijo ter za toploto in hlad. SWM — standardizirani 10-gramski Semmes-Weinsteinov
monofilament, GV — 128z glasbene vilice, p — vrednost p (McNemarjev fest), sn — statisticno nepomembno.

Metoda Normalen izvid Izguba obéutljivosti p (McNemarjev test)
SWM (levo) 659 (90,9%) 66 (9,1%) 0,185 (sn)
SWM (desno) 651 (89,8%) 74.(10,2%) '

6V (levo) 543 (74,9 %) 182 (25,1%) 0.248 (sn)

GV (desno) 550 (75,9%) 175 (24,1%) '

Tip Therm® (levo) 404 (55,7 %) 320 (44,1%) 0711 (1)
TipTherm® (desno) 401 (55,3%) 323 (44,6%) '

Tabela 2. Primerjava porazdelitve rezultatov posameznih preiskovalnih metod. SWM — standardizirani 10-gramski Semmes-Weinsteinov
monofilament, GV — 128z glasbene vilice, p — vrednost p (Pearsonov preizkus primerjave porazdelitev y?).

Metode Pearsonov preizkus primerjave porazdelitev p

SWM levo,/GV levo 224,298 0,000
SWM desno,/GV desno 153,521 0,000
SWM levo/Tip Therm® levo 1.077,672 0,000
SWM desno,/Tip Therm® desno 935,146 0,000
6Vlevo/Tip Therm® levo 107,187 0,000
GV desno/Tip Therm® desno 123,007 0,000

Tabela 3. Mera povezanosti med posameznimi preiskovalnimi metodami. SWM — standardizirani 10-gramski Semmes-Weinsteinov
monofilament, GV — 128z glasbene vilice, p — vrednost p (Pearsonov preizkus primerjave porazdelitev 7).

Metode Pearsonov preizkus primerjave porazdelitev p

SWM levo,/GV levo 114,464 0,000
SWM desno,/GV desno 171,180 0,000
SWMlevo/Tip Therm® levo 62,176 0,000
SWM desno,/Tip Therm® desno 64,287 0,000
6Vlevo,/Tip Therm® levo 102,216 0,000
6V desno,/Tip Therm® desno 106,118 0,000

Tabela 4. Rezultati presejalnih preiskav glede na starost preiskovancev. SWM — standardizirani 10-gramski Semmes-Weinsteinov monofi
lament, 6V — 128-Hz glasbene vilice, 0 — izguba obcutijivosti, T — normalna obcutlivost, SO — standardni odklon, p — vrednost p.

Starost (povprecna starost + S0)

Metoda 0 1 p

SWM levo 65,98+11,51 61,76+12,96 0,011
SWM desno 67,41+12,07 61,55+12,85 0,000
6V levo 67,98+11,04 60,18+12,88 0,000
6V desno 67,79«11,18 60,34+12,88 0,000
Tip Therm® levo 64,60+11,61 60,22+13,53 0,000

Tip Therm® desno 64,73+11,64 60,08+13,48 0,000
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tega pa so Ahilovi refleksi pogosto ugasli tudi
pri starejsih ljudeh, ki nimajo SB (10). S sta-
rostjo se dokazano zvisa tudi prag za obcut-
Jjivost na bolec¢ino in temperaturo (14). S temi
argumenti smo v letu 1995 kot presejalno pre-
iskavo za odkrivanje nevropatije izbrali preiz-
kus s SWM.

Sonnaville in sodelavci so vletih 1992-1995
v Amsterdamu raziskovali prevalenco razjed
na nogi in dejavnike tveganja za njihov nasta-
nek v populaciji 609 bolnikov s SB, ki so jih
obravnavali zdravniki splo$ne prakse. Prisot-
nost distalne simetri¢ne senzori¢ne nevropa-
tije so ocenjevali na podlagi izzivnosti tetivnih
refleksov (patelarnega in Ahilovega), obcutlji-
vosti za vibracijo z GV in ob¢utljivosti za dotik
s SWM. Motnjo obcutljivosti so opredelili kot
izgubo obcutka za dotik na dveh ali ve¢ izmed
osmih testiranih toc¢k. Pri bolnikih brez raz-
jede na nogi so ugotovili motnje ob¢&utljivosti
za dotik s SWM pri 13,0 %, motnje obcutljivo-
sti za vibracijo pa pri 26,1 %. Tudi pri bolni-
kih z razjedo so bile motnje obcutljivosti za
vibracijo pogostej$e od motenj obcutljivosti
za dotik (42,5% in 29,9 %) (24). Ti rezultati
se dobro ujemajo z rezultati nase raziskave,
v kateri smo motnje obc¢utljivosti za vibracijo
odkrili pri 26,5 % bolnikov, motnje obcutlji-
vosti za dotik s SWM pa le pri 11,9 %.

Glede na rezultate metaanalize treh pros-
pektivnih klini¢nih raziskav, ki so jo objavili
Singh, Armstrong in Lipsky leta 2005, je pri
odkrivanju bolnikov, ogroZenih za nastanek
razjede na nogi, obc¢utljivost preiskave s SWM
66-91%, specificnost pa 34-86% (25). Po dru-
gi strani pa v Mednarodnem dogovoru o dia-
beti¢nem stopalu lahko preberemo opozorilo,
da ni z dokazi podprtih podatkov o tem, na
katerih tockah na stopalu bi morali izvesti
preizkus z monofilamentom (4).

Viswanathan in sodelavci so leta 2002
objavili rezultate raziskave, v kateri so pri-
merjali obcutljivost za dotik s SWM, prag
obcutljivosti za vibracijo z bioteziometrom in
obcutljivost za toploto in hlad z instrumen-
tom Tip Therm® (13). V raziskavo so vkljudi-
1i 910 bolnikov s SB. Izmed 241 bolnikov, ki
niso cutili dotika s SWM, so le stirje (1,7 %)

normalno ¢utili Tip Therm®. Nasprotno pa jih
izmed 669 bolnikov, ki so normalno cutili
SWM, kar 53 (7,9 %) ni cutilo instrumenta
Tip Therm®. Izmed 298 bolnikov, ki so imeli
nevropatijo glede na izvid preiskave z biote-
ziometrom, jih je normalno ¢utilo Tip Therm®
8 (2,7 %). Vsi tisti, ki glede na rezultat prei-
skave z bioteziometrom niso imeli nevropa-
tije, so Tip Therm® normalno cutili.

V nasi skupini, ki je bila nekoliko manjsa
v primerjavi z Viswanathanovo (725 bolni-
kov), je bil deleZ bolnikov z motnjami obc&ut-
ljivosti za toploto in hlad bistveno vi§ji, kar
46,5%. Med bolniki z normalnim izvidom
obcutljivosti za dotik s SWM jih je imelo kar
39,5 % motnjo obcutljivosti za toploto in hlad.

Periferna diabeti¢na nevropatija pri bol-
nikih s SB tipa 2 je ve¢inoma simetri¢na in
razlik med levo in desno stranjo ne pric¢aku-
jemo, niso pa izkljucene. Prav zato smo nare-
dili primerjavo med ugotovitvami na levi in
desni nogi. Odsotnost razlik je bila pric¢ako-
vana in nam je bila posredna potrditev dobre
ponovljivosti ter pravilne izvedbe testa.

ZAKLJUCKI

SWM, GV in Tip Therm® so preprosti, poce-
ni in za uporabo enostavni pripomocki za pre-
sejanje na okvare senzori¢nega Zivcevja. Nasi
rezultati se skladajo z ugotovitvami edine
doslej objavljene raziskave o kvalitativhem
ocenjevanju obcutljivosti za toploto in hlad
z instrumentom Tip Therm®, vendar so bile
v nadi skupini motnje obcutljivosti za toplo-
to in hlad pri bolnikih z ohranjeno obcutlji-
vostjo za dotik s SWM $e mnogo pogostejse.
Analizo bi bilo zato vsekakor smiselno pono-
viti na ve¢jem Stevilu bolnikov. Vsekakor pa
menimo, da je preizkusanje obcutljivosti za
toploto in hlad dobrodosla dodatna preiskava
za ucinkovitej$e odkrivanje bolnikov s SB z zve-
¢anim tveganjem za nastanek razjede na nogi.

ZAHVALA

Zahvaljujemo se prof.dr. JoZetu Rovanu za
pomoc in nasvete pri statisticni analizi podatkov.
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Ocena pookluzivne reaktivne hiperemije
pri bolnikih s hipotirozo

Evaluation of Postocclusive Reactive Hyperemia in Patients
with Hypothyroidism

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: hipotiroza, mikroZilie koZe, funkaiia endotelija, pookluzivna reakfivna hiperemiia, laserska doplerska mefoda

IZHODISCA. S pojmom hipotiroza oznatujemo sklop klini¢nih, patofiziologkih in biokemig-
nih ugotovitev, ki so posledica nezadostne sinteze $¢itni¢nih hormonov. Hipotiroza poveca
tveganje za sréno-Zilna obolenja, ki se v predsimptomatski fazi lahko izrazijo s spremembami
na mikroZilju. Pri bolnikih s hipotirozo smo Zeleli odkriti morebitne spremembe v delovanju
mikroZilja koZe, kar lahko nudi vpogled v funkcijo endotelija. Pri¢akovali smo spremenjeno
reaktivnost mikrocirkulacije koZe na ra¢un zmanj$ane endotelijsko odvisne vazodilatacije.
METODE. Z uporabo laserske doplerske metode smo ocenjevali pretoke krvi na reprezenta-
tivnih mestih (volarna stran podlakti ter blazinica sredinca) pri bolnikih s hipotirozo (N=13)
in pri zdravih (N=15). Za oceno reaktivnosti smo kot provokacijski test uporabili triminut-
ni zazem leve nadlaktne arterije, s katerim ocenimo pookluzivno reaktivno hiperemijo. Hkrati
smo merili tudi temperaturo koZe merilnih mest, trikanalni EKG ter s pomocjo finapress meto-
de sistoli¢ni in diastoli¢ni krvni tlak na digitalnih arterijah prstanca desnice. REZULTATI.
Pretoki, izmerjeni z lasersko doplersko metodo v mirovanju, arterijski tlak na digitalnih arte-
rijah ter frekvenca srca so bili primerljivi med skupinama. Trajanje pookluzivne reaktivne
hiperemije na blazinici prsta je bilo znacilno dalj$e pri bolnikih (p <0,05), pri ploscini pod
krivuljo pookluzivne reaktivne hiperemije pa smo opazili trend povecanja pri bolnikih na obeh
merilnih mestih. ZAKLJUCKI. Sklepamo, da pri hipotirozi najverjetneje pride do tezko zaz-
navnih funkcionalnih sprememb mikroZilja koZe, ki so lahko posledica spremenjene reaktivno-
sti endotelija. Parametri pookluzivne reaktivne hiperemije pri bolnikih s hipotirozo nakazujejo
povecano vazodilatatorno sposobnost v primerjavi z zdravimi, kar ni v skladu z naso hipote-
zo. Rezultati pa so v skladu s §tudijami o povecani vazodilatatorni sposobnosti Zilja pri visokih
vrednostih serumskega tirotropina, neodvisno od ravni $¢itni¢nih hormonov.
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ABSTRACT

KEY WORDS: hypothyroidism, skin microvascular system, endothelial function, postocclusive reactive hyperemia, laser Doppler flowmetry

BACKGROUNDS. Hypothyroidism is a condition in which clinical, pathophysiological and
biochemical changes are found due to thyriod hormone deficiency. Hypothyroidism is asso-
ciated with an increased risk of cardiovascular diseases and an impairment of microvascu-
lar function before manifest clinical signs. Our research aimed to detect potential changes
in skin microvascular function in patients with hypothyroidism which may be indicative of
endothelial dysfunction. We hypothesized that hypothyroidism causes alterations in skin
microvascular reactivity due to a decrease in vasodilator capacity. METHODS. Using laser
Doppler flowmetry we measured skin blood flow in two representative measuring sites (volar
aspect of the forearm and the finger pulp) in patients with hypothyroidism (N=13) and healthy
controls (N =15). Skin microvascular reactivity was evaluated by inducing postocclusive reac-
tive hyperemia obtained by a three-minute occlusion of the left brachial artery. Throughout
the experiment, we measured skin temperature at the measuring sites. Simultaneously,
a three-channel ECG was recorded, as well as systolic and diastolic blood pressure of aa. digi-
tales in the fourth finger of the right hand using finapress device. RESULTS. Baseline laser
Doppler flowmetry, blood pressure of aa. digitales and heart rate were comparable between
both groups. The duration of postocclusive reactive hyperemia at the finger pulp was sig-
nificantly (p <0.05) longer in the group of patients. We also noticed a trend toward an increase
in area under the postocclusive reactive hyperemia curve in patients. CONCLUSIONS. Results
suggest that hypothyroidism induces hardly detectable functional changes in skin microcir-
culation, possibly due to altered endothelial function. Postocclusive reactive hyperemia para-
meters of patients indicate an increased vasodilator capacity compared to healthy subjects,
which is in contrast with our hypothesis. Yet, our results speak in favour of isolated effects
of elevated serum thyroid stimulating hormone.

uvobD

Mikrocirkvlacija koze

Mikrocirkulacija koZe je v zadnjih letih posta-
la dostopen in reprezentativen Zilni model
za raziskovanje fizioloske in patoloske mikro-
cirkulacije (1). Spremembe mikroZilja koZe
lahko nudijo vpogled v generalizirano stanje
mikroZilja, zato so uporabne za preucevanje
Zilnih mehanizmov pri razli¢nih bolezenskih
stanjih, kot so hiperholesterolemija, hiperten-
zija, periferna Zilna bolezen, koronarna Zilna
bolezen, sladkorna bolezen tipa 2, ledvi¢ne
bolezni in tudi bolezni $¢itnice (2-5). Hkra-
ti pa nam minimalno invazivne metode za
oceno odzivnosti mikrozilja koZe omogocajo
odkrivanje predklini¢nih sprememb mikro-
cirkulacije pri populaciji, ki nosi visoko tve-
ganje za sréno-Zilno obolenje (6, 7).

Mikrocirkulacija predstavlja kompleks Zil med
arterijskim in venskim sistemom s premerom
do 300 um. To so arteriole, kapilare, venule in
prekapilarne zapiralke (sfinktri) (8, 9).
Najpomembne;jsi funkciji mikrocirkulaci-
je koZe sta prehrana koznega tkiva in uravna-
vanje telesne temperature (10). Drobno Zilje
koZe delimo glede na funkcijo na dva pretoka:
nutritivni, ki omogoca prehranjevanje koze
in znasa v mirovanju le 20 % celokupnega pre-
toka, ter termoregulacijski, ki omogoca izme-
njavo toplote med telesom in okolico. Ti dve
razli¢ni funkciji pogojujeta dve razli¢ni struk-
turi koZnega mikrozZilja. Nutritivni pretok
sestavljajo nutritivne arterije, kapilare in vene.
Termoregulacijski pretok pa sestoji pretezno
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Slika 1. Struktura mikroZilja koZe na blozinici prsta. AVA — arferiovenske anastomoze.

iz podkoZnega venskega pleteza, ki lahko
zadrZi veliko koli¢ino krvi. V nekaterih pre-
delih so v termoregulacijski nadzor vkljuce-
ne tudi arteriovenske anastomoze (AVA), ki
neposredno povezujejo arterije z venskimi
pletezi (10). AVA so najpomembnejsa poseb-
nost mikrocirkulacije koZe. Nahajajo se na
akralnih predelih koZe brez dlak (volarna
stran dlani, blazinice prstov, stopala, ustnice,
nos, usesa). To so predeli, ki so najveckrat izpo-
stavljeni mrazu. AVA pa so redke na predelih,
porascenih z dlako (npr. hrbtisce roke, volarna
stran podlakti), kjer prevladuje nutritivno
zilje (11). Zaradi dvojnosti v strukturi mikro-
zilja je pri oceni mikrocirkulacije koZe treba
zajeti obe reprezentativni mesti na koZi. Na
sliki 1 je prikazana struktura mikrozilja koZe
na blazinici prsta, kjer so prisotne AVA.
Uravnavanje pretoka v koZi poteka na ve¢
ravneh; ker je pretok skozi koZo namenjen
predvsem uravnavanju telesne temperature,
to funkcijo pa nadzoruje simpaticni Zivéni
sistem, pri nadzoru pretoka skozi koZo pre-
vladuje Ziv¢ni refleksni nadzor. Na mikrocir-
kulacijo pa vplivajo tudi lokalni in humoralni

dejavniki. Pretok skozi koZo je torej uravna-
van preko centralnih in lokalnih mehanizmov
(12, 13). Pri uravnavanju mikrozZilja koze
preko lokalnih mehanizmov verjetno najpo-
membnejSo vlogo igra endotelij s spros¢anjem
vazodilatatorjev in vazokonstriktorjev.

Endotelij in vazodilatacija

Endotelij aktivno prispeva k uravnavanju zil-
nega tonusa z izlo¢anjem vazoaktivnih snovi,
sodeluje pri vnetju, angiogenezi, trombozi in
uravnavanju Zilne prepustnosti. Ker je okvara
teh funkcij eden najpomembnejsih zgodnjih
dejavnikov v procesu aterogeneze, je ocena
funkcije endotelija pomembna tudi s klinic-
nega vidika (14).

Endotelij pod vplivom razli¢nih humo-
ralnih in hemodinamskih draZljajev sprosca
$tevilne vazoaktivne snovi, ki lokalno urav-
navajo Zilni tonus. Okrnjenost endotelijske
funkcije z neravnoteZjem med vazokonstrik-
tornimi in vazodilatatornimi snovmi porusi
homeostazo in predstavlja eno najzgodne;jsih
sprememb v patogenezi sréno-Zilnih bolez-
ni (15). Med pomembne vazodilatatorje sodi-
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jo dusikov oksid oksid (NO), prostaciklin (PGL,)
in endotelijski hiperpolarizirajo¢i dejavnik
(angl. endothelium-derived hyperpolarizing
factor, EDHF). Ker te vazoaktivne snovi delu-
jejo na gladkomisicne celice Zil in torej vzdr-
Zujejo Zilni tonus, govorimo o endotelijsko
odvisni vazodilataciji.

V endotelijskih celicah nastaja NO s pre-
tvorbo L-arginina v citrulin s pomocjo enci-
ma endotelijske sintaze NO (angl. endothelial
nitric oxide synthase, eNOS). Aktivacijo eNOS
in sprosc¢anje NO povzrocijo agonisti recep-
torjev na endotelijski celici, in sicer histamin,
acetilholin, adrenalin, noradrenalin, vazopre-
sin, bradikinin, adenozin difosfat, trombin,
serotonin in Zenski spolni hormoni ter mehan-
ski drazljaji (strizna sila toka krvi, pulziranje
Zilne stene) (15). Nedavne raziskave kaZejo,
da sta funkcija endotelija in posledi¢no Zilna
reaktivnost pri hipertirozi in hipotirozi spre-
menjeni (4, 16, 17).

$éitiéni hormoni in hipotiroza

Séitnica je endokrina Zleza, ki preko hormo-
nov trijodtironina (T,) in tiroksina (T,) urav-
nava presnovno aktivnost organizma ter vpliva
na rast in razvoj celic in organov (18). Bolez-
ni §¢itnice spadajo med najpogostejse endo-
krine motnje. VzdrZevanje primerne funkcije
$Citnice ima zato izjemen bioloski, medicin-
ski in socialni pomen (18).

Sproscanje T, in T, iz $citnice nadzira os
hipotalamus-hipofiza-§citnica, s ¢imer se vzdr-
Zuje stalna serumska koncentracija prostih
$c¢itni¢nih hormonov (19). V obliki T, je 93 %
sproséenega $¢itni¢nega hormona in le 7%
predstavlja T,, vendar se v tkivih vecina T,
s pomocjo encimov dejodaz dejodira v T, ki
predstavlja aktivno obliko hormona (19).
Pomembna je torej predvsem serumska kon-
centracija prostega T,.

Strukturne ali funkcionalne napake v hor-
monski osi povzrocijo pri hipotirozi neza-
dostno proizvodnjo $¢itni¢nih hormonov.
Hipotiroza se pri odraslih izrazi z razli¢nimi
kombinacijami simptomov: utrujenost, miks-
edem, apati¢nost, mentalna upocasnjenost,
zmanjSana toleranca za mraz, povecanje
telesne teZe, hripavost, zaprtje, bradikardija,
redko perikardialni izliv (20). Najdemo tudi
nekatere neznacilne znake, kot so poviSana
serumska koncentracija holesterola in skelet-
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nomisi¢ne kreatin-kinaze (21). Za hipotirozo
je znacilna poviSana serumska vrednost tiro-
tropina (angl. thyroid-stimulating hormone,
TSH), medtem ko so vrednosti prostih $¢itni¢-
nih hormonov v mejah normale ali zniZane.

Uéinki $éitniénih hormonov
na sréno-Zilni sistem

Vpliv §¢itni¢nih hormonov na sréno-Zilni
sistem je posledica genomskih in negenom-
skih u¢inkov T, (21). Prikazuje ga slika 2.

Medtem ko je vpliv T, na srce dobro razi-
skan, pa je malo podatkov o vplivu T, na Zilje,
$e posebej na mikrocirkulacijo in endotelijsko
funkcijo. Nedavne raziskave kaZejo pri hiper-
tirozi povecano Zilno reaktivnost zaradi pove-
¢ane endotelijsko odvisne vazodilatacije, pri
hipotirozi pa okvaro endotelijske funkcije
(4, 16, 17). Pri dolgotrajni hipertirozi ugotav-
ljajo povecano Zilno reaktivnost, posredovano
z acetilholinom, in povec¢ano bazalno tvorbo
NO. Obcutljivost gladkih misic na NO ni
spremenjena, torej je vpletena le endotelijska
komponenta reaktivnosti (16). Na splosno
dokazujejo do sedaj zbrani podatki vlogo T,
pri nadzoru endotelijske funkcije in Zilne
homeostaze na dolgi rok, vendar je prav tako
nekaj podatkov, ki govorijo o akutnih, nepo-
srednih (negenomskih) ucinkih T, na endote-
lij. Ugotovili so na primer akuten padec Zilne
upornosti po infuziji T, do hipertiroticnega
stanja, kar pripisujejo mehanizmu, odvisne-
mu od endotelija (22). Natan¢ni mehanizmi
kroni¢nega in akutnega delovanja T, na endo-
telij e niso dognani. Endotelij proizvaja tri
vazodilatatorje, ki bi lahko bili tarca delova-
nja T;: NO, PGL, in EDHF (23). Izsledki Stu-
dij kaZejo na vecjo vlogo NO v uporovnih Zilah
ter EDHF v mikrocirkulaciji (24).

Vpliv hipotiroze na sréno-zilni
sistem

Pri pomanjkanju T, so spremembe sréno-Zil-
nega sistema nasprotne spremembam zara-
di povisanega T, pri hipertirozi. To pomeni,
da se zmanjsajo utripni volumen, krcljivost
in frekvenca srca, zato se zmanj$a minutni
volumen srca, medtem ko se sistemska Zilna
upornost ter krvni tlak povecata (21, 25).
Nekateri ugotavljajo pri bolnikih s hipotirozo
pospesen nastanek ateroskleroze, kar pove-
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Slika 2. Shema sproscanja in delovanja $titnicnih hormonov na srcno-Zilni sistem. TRH — tiroliberin (angl. thyrotropin-releasing hormone),
TSH — tirotropin (angl. thyroid-stimulating hormone), T, — trjodtironin, T, — tiroksin, MVS — minutni volumen stca, SVR — sistemska
Zilna upornost (angl. systemic vascular resistance), p, — arterjski tlak, V — volumen.

zujejo z visjimi vrednostmi holesterola in krv-
nega tlaka, novejSe raziskave pa pripisujejo
vedjo vlogo pri nastanku in razvoju ateroskle-
roze okvari endotelija zaradi pomanjkanja
$¢itni¢nih hormonov (26, 27).

Za naso raziskavo so pomembni vplivi
pomanjkanja T, na endotelijsko komponen-
to Zilne reaktivnosti v kozni mikrocirkulaciji.
Mehanizmi $e niso povsem pojasnjeni. Prevla-
duje hipoteza o zmanjsani endotelijsko odvi-

sni vazodilataciji pri hipotirozi. Vecina ugo-
tovitev temelji na raziskovanju vecjih uporov-
nih Zil. Ker je endotelij del Zilne stene celot-
nega sréno-Zilnega sistema, verjetno velja
podobno tudi za mikrocirkulacijo koZe.

NAMEN IN HIPOTEZA

Pri bolnikih s hipotirozo smo Zeleli odkriti
morebitne spremembe v delovanju mikroZi-



M. GERGAR, A. MIHOR, S. GABERSCEK, H. LENASI OCENA POOKLUZIVNE REAKTIVNE ...

lja koZe. Primerjali smo reaktivnost mikrocir-
kulacije koZe pri bolnikih s hipotirozo in zdra-
vih. Za oceno reaktivnosti mikroZilja smo
izbrali zaZem brahialne arterije, s katerim oce-
njujemo pookluzivno reaktivno hiperemi-
jo (PRH), in s tem lokalno pogojene mehaniz-
me Zilne reaktivnosti. Pri¢akovali smo, da bo
pri bolnikih s hipotirozo reaktivnost mikro-
cirkulacije manjsa kot pri zdravih. Nedavni
izsledki namre¢ dokazujejo okvaro endoteli-
ja in gladkomisi¢nih celic pri hipotirozi, kar
se lahko kaZe s spremenjeno Zilno reaktivnost-
jo. Predpostavljali smo, da bodo imeli bolniki
zmanj$ano od endotelija odvisno vazodilata-
cijo, kar lahko posredno ocenimo s pomocjo
kazalcev PRH. Zeleli smo tudi opredeliti upo-
rabnost nase raziskave kot pomoznega klinic-
nega orodja za zgodnje odkrivanje hipotiroze.

METODE
Preiskovanci

Vzorec 28 prostovoljcev smo razdelili v dve
skupini. Prvo so sestavljali bolniki, ki so ime-
li novoodkrito hipotirozo razli¢ne etiologije.
Med njimi je bilo deset Zensk in trije moski
(srednja starost 44,545 let), od tega dva red-
na in en obcasni kadilec. Dva bolnika sta pre-
jemala redno terapijo (Crestor®, Claritine®),
ki ne vpliva pomembno na predmet nase stu-
dije, medtem ko je eden Ze prejemal nado-
mestno hormonsko terapijo (Euthyrox®),
vendar je bil $e vedno izrazito hipotiroticen.

Drugo, kontrolno skupino je sestavlja-
lo 11 Zensk in 4 moSki (srednja starost
33,9+2,51et), med katerimi sta dva prejema-
la redno terapijo (Sulfasalazin®, Cipralex®),
ki ne vpliva pomembno na nase rezultate. Vsi
so bili nekadilci. Raziskavo je odobrila Komi-
sija Republike Slovenije za medicinsko etiko.

Metode za oceno mikrocirkvlacije
koZe in njene reaktivnosti

Z lasersko doplersko (LD) metodo merimo
pretoke v kozni mikrocirkulaciji. Poleg bazal-
nih pretokov nas zanima predvsem odzivnost
mikroZilja koZe po standardnih provokacijskih
testih, saj je primerjava odzivnosti bolj obc¢ut-
ljiva ocena okvare mikroZilja kot primerjava
bazalnih pretokov. Za prikaz morebitne raz-
like odzivnosti mikroZilja koZe pri zdravih in
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bolnikih s hipotirozo smo izbrali zaZem arteri-
je. Gre za neinvaziven provokacijski manever,
s katerim lahko ocenjujemo funkcijo endotelija.

Laserska doplerska metoda za merjenje
pretokov v kozi

Gre za semikvantitativno metodo merjenja
pretoka v koZi. Temelji na Dopplerjevem
premiku, ki je sprememba valovne dolZine
svetlobnega Zarka po odboju od gibajocih se
tkivnih elementov, zlasti znotrajZilnih eritro-
citov (28). LD-merilnik po§lje preko sonde,
pritrjene na koZo, Sibek laserski Zarek dolo-
¢ene valovne dolZine priblizno 1 mm v glo-
bino koze (29-31). V tkivu se Zarki od negi-
bajoc¢ih delcev odbijejo z nespremenjeno
valovno dolZino, pri odboju od gibajocih
delcev pa pride do Dopplerjevega premika.
Delez vrnjenih Zarkov, ki kaze Dopplerjev pre-
mik, je sorazmeren volumskemu delezu oz.
Stevilu premikajocih se eritrocitov, medtem
ko je velikost spremembe valovne dolZine
sorazmerna njihovi hitrosti (29-32). Zmno-
Zek Stevila in hitrosti eritrocitov je sorazme-
ren pretoku v preiskovanem volumnu tkiva
in je izraZen v arbitrarnih perfuzijskih eno-
tah (PE).

Uporabili smo LD-merilnik pretokov Peri-
flux 4001 Master/4002 Satellite podjetja
Perimed (Jérfilla, Svedska). Valovna dolzina
je bila 780 nm. LD-sonde smo z obliZem pri-
¢vrstili na dve reprezentativni mesti koze in
jih med meritvami nismo premikali. Zajem
podatkov je bil 500/s. So¢asno smo jih shranje-
vali na osebni racunalnik za nadaljnjo anali-
0. S koZnim termometrom Peritemp PF4005
podjetja Perimed, ki smo ga namestili med
koZo in nosilec LD-sonde, smo hkrati s preto-
kom merili tudi temperaturo koZe.

Pookluzivna reaktivna hiperemija

Za oceno Zilne reaktivnosti, ki je kazalec funk-
cije endotelija, uporabimo PRH (7, 33, 34).
K tej metodi v vedji meri prispevajo lokalni
dejavniki, zato je dober pokazatelj stanja peri-
fernega zilja (28). PRH enostavno izzovemo
s kratkotrajnim zaZemom brahialne arterije,
po sprostitvi katerega se v koZi pojavi strm
dvig pretoka (reaktivna hiperemija), ki nato
v drugi fazi pada proti vrednostim pred zaZe-
mom (35). Pomen tega pojava je placilo pre-
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snovnega dolga, ki je nastal med zaZemom
zaradi prekinitve pretoka (36). V grobem lah-
ko pojav pripiSemo miogenim in metabolic¢-
nim mehanizmom. Pri kratkotrajnem zaZemu
prevladuje hiter miogeni mehanizem, pri dalj-
§i zapori pa prevlada presnovni mehanizem,
ki ga pripisujemo vplivu nakopicenih lokal-
nih presnovkov in mediatorjev (laktat, oglji-
kov dioksid, vodikov ion) (35). Pri slednjem
sodeluje tudi endotelijsko odvisna vazodila-
tacija (7, 34). Med najpomembnej$imi meta-
boli¢nimi mediatorji je NO (30). Pri boleznih,
kjer je endotelij poskodovan, je endotelijsko
odvisna vazodilatacija okrnjena in so parame-
tri PRH spremenjeni (37).
Za analizo odziva Zilja po popustitvi zaZe-
ma smo dolo¢ili naslednje parametre:
* maksimalni pretok po popustitvi zaZema
(LD,),
¢ absolutni prirastek pretoka (LD, v.4.)>
ki se izracuna kot razlika med LD __ in
LD-pretokom v mirovanju (LD
* relativni prirastek (LD
izrac¢una kot LDamp“mda/ hbasal
* casod popustitve zaZemado LD (tpeak),
* Cas od popustitve zaZzema do povrnitve

basal)’ .
), ki se

relativni_prirastek

* plod¢ina/povrsina pod krivuljo PRH (angl.
area under the curve, AUC), ki smo jo izra-
¢unali po formuli: )LD, - (n-LD, ), kjer
n predstavlja $tevilo na 0,1 s zajetih vred-
nosti LD pretoka znotraj t, .

Protokol meritev

Protokol smo doloc¢ili glede na podatke, zbra-
ne v preteklih $tudijah (33, 34, 38). Meritve
so potekale na Institutu za fiziologijo Medicin-
ske fakultete v Ljubljani v laboratoriju s stal-
no sobno temperaturo (24-25 °C) med 9. in
13. uro v zimsko-pomladnem obdobju, vsaj
20 minut po aklimatizaciji v leZecem poloZaju.
Preiskovanci so med meritvami mirno leza-
li in niso govorili. Pred zadetkom in po kon-
cu preiskave smo jim izmerili arterijski tlak
po Riva-Rocciju. Shemati¢ni prikaz protoko-
la meritev je prikazan na sliki 3.
Preiskovancem smo zaZeli brahialno arte-
rijo na levi roki. Uporabili smo manseto za
merjenje krvnega tlaka, ki smo jo namestili
na levo nadlaket, 3 cm nad komol¢no kotanjo.
Prvo LD-sondo smo namestili na blazinico sre-
dinca leve roke, kjer prevladuje funkcional-
no, z AVA bogato Zilje, drugo pa na volarno

bazalnih vrednosti LD-pretoka (t,,,) in stran leve podlakti, kjer prevladuje nutritiv-
|I =l 'uI ' )
N\ 7\
EKG
—
———————— \\ FINAPRESS
LD in Temp
PROTOKOL:

5 min mirovanje

3 min zazem

5 min po zazemu

Slika 3. Shematicni prikaz protokola meritev. LD — laserska doplerska metoda, Temp — temperatura.
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ni pretok, pri ¢emer smo pazili, da smo se
izognili ve¢jim povrhnjim venam. Hkrati
smo na teh mestih merili temperaturo koZe.
Na prsni kos preiskovancev smo namestili tri-
kanalni EKG. Z aparatom Finapress® BP
monitor (Ohmeda 2300, Englewood, ZdruzZe-
ne drzave Amerike) smo na digitalnih arte-
rijah prstanca desnice ves ¢as meritve
spremljali sistoli¢ni in diastoli¢ni krvni tlak
ter sréno frekvenco. Preiskavo smo zaceli
s petminutnim merjenjem LD-pretoka v miro-
vanju, nato smo za tri minute napihnili man-
Seto do suprasistoli¢ne vrednosti 200 mmHg.
LD-pretok smo spremljali §e pet minut po
popustitvi zaZema.

Laboratorijske krvne
preiskave

Merili smo serumsko koncentracijo TSH,
prostega T, (pT,) in prostega T, (pT,). Meritve
so potekale v laboratoriju Klinike za nuklear-
no medicino Univerzitetnega klini¢nega cen-
tra Ljubljana s testi TSH3-Ultra, fT, in fT; na
analizatorju ADVIA Centaur (Siemens Medi-
cal Solutions Diagnostics). Metoda dolo¢anja
je kemiluminiscenc¢na, imunometri¢na in kom-
petitivna.
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Statistiéna ohdelava podatkov

Srednje vrednosti LD-pretoka, sistolinega in
diastolicnega krvnega tlaka, frekvence in
temperature koZe v mirovanju smo izracuna-
li s pomodjo programske opreme Nevrokard
(Medistar, Slovenija) iz povprecja petminut-
nega posnetka pred zaZemom. Parametre
PRH smo dolo¢ili s pomoc¢jo programske opre-
me Nevrokard (Medistar, Slovenija).

Absolutne in relativne vrednosti smo pri
skupinah preiskovancev primerjali s Studen-
tovim neparnim t-testom. Ce porazdelitev ni
bila normalna, smo uporabili Mann-Whitney-
jev test. Za primerjavo podatkov znotraj sku-
pin smo uporabili parni t-test. Vsi podatki so
izrazeni kot srednje vrednosti * standardna
napaka (SN).

REZULTATI
Znaéilnosti preiskovancev

Tabela 1 prikazuje splosne podatke o preisko-
vancih v obeh skupinah. Med skupinama so
bile statisticno znacilne razlike v starosti ter
sistoli¢nem in diastolicnem tlaku (vsi p<0,05).

V tabeli 2 so navedeni podatki o serum-
skih vrednostih TSH, pT, in pT, v obeh sku-

Tabela 1. Splo3ni podatki o preiskovancih. Podane so stednje vrednosti + standardna napaka. p_i,.,, P, — Sistolicni in diastolicni

tlok na brahialni arteriji po metodi Riva-Rocci, N — Stevilo preiskovancey, SN — standardna napaka.

Bolniki s hipotirozo (N=13) Zdravi (N=15)

Starost (leta) 445+4,5 339+25
Telesna vigina (cm) 166,6+1,2 170115
Telesna te7a (kg) 64,8+3,0 70,3+3,2
Py (MMHg) 131,7+4,3 117,6+3,1
Py (MMHg) 83,2+2,8° 76,117

'p<0,05

Tabela 2. Podatki o serumski koncentraciji TSH, pT in pT, ter njihove referenche vrednosti. Podane so srednje vrednosti + standardna
napaka. S-TSH— koncentraciia serumskega firotroping, S:pT, — koncentracia serumskega frjodofironing, S-pT, — koncentraciia serumskega
tetrajodotironina, N — Stevilo preiskovancey, SN — standardna napaka.

Bolniki s hipotirozo (N=13) Idravi (N=15) Referentne vrednosti
STSH (mE/L) 39,05+15,22 1,97+0,35¢ 0,35-5,5
ST (pmol /1) 3,95+0,20 4,82+0,11° 3,5-6,5
ST, (pmol/L) 9,22+0,7 14,21+0,47° 11,5-22,7

9p<0,001



MED RAZGL 2013; 52

Tabela 3. Podatki o vrednostih merjenih parametrov v mirovanju obeh skupin. Podane so srednje wrednosti + standardna napaka. LD,
LD-pretok koZe obeh merilnih mest v mirovanju, PE — perfuziiske enofe, T,

asal

o — temperatura koZe obeh merilnih mest v mirovanju,

1. mesto — blazinica prsta levega sredinca, 2. mesto — volarna stran leve podlakti, p,., P — Sistolichi in diastolichi Hok na digitalih

arterijoh prstanca desnice, N — Stevilo preiskovancev.

Bolniki s hipotirozo (N=13)

Zdravi (N=15)

1. mesto 2. mesto 1. mesto 2. mesto
Dy, (PE) 237 £42 7,3£0,70 201+27 8,111
Thusul 0 31,511 33+0,2 33,2+0,6 32,8+04
Py (MMHg) 120,7+7,2 113,5+8,8
Py (MMHG) 79159 77524,
Srna frekvenca (s-') 67,6+3,3 63,2421

p<0,0001 (razlika med 1. in 2. mestom)

pinah ter njihove referen¢ne vrednosti. Med
skupinama so bile statisti¢cno znacilne razlike
v vrednostih serumskega TSH, pT, in pT, (vsi
p<0,001).

Vrednosti v mirovanju

V mirovanju smo ocenjevali LD-pretok
in temperaturo koZe na obeh merilnih mestih,

sistoli¢ni in diastoli¢ni tlak na digitalnih arte-
rijah (lat. aa. digitales) prstanca desnice in
sréno frekvenco (dobljeno z analizo interva-
la R-R EKG-posnetka). Vrednosti predstav-
ljamo v tabeli 3. Med skupinama ni bilo sta-
tisti¢no znadilnih razlik. Znotraj skupin pa je

bila statisti¢no znacilna razlika v LD-pretokih

tas (s)

LD pretok (PE)
80
I'Dmnx < 60
i w0
Eé
20+ AuC
I'Dbusnl < I yin okl gy
0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
1penk
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Slika 4. Nativni posnetek LD-pretoka na volarni strani leve podlakti po popustitvi zaZema brahialne arterije pri enem od zdravih preisko-
— [Drpretok v mirovanju pred zazemom, LD — najvedji LD-pretok po popustitvi zazema, LD

vancev. LDy,
f

peak

nefo-gmplituda

zivne reaktivne hiperemije (angl. area under the curve), PE — perfuzijske enofe.

— prirastek pretoka,
— das od popustitve zazema do LD, +, — cais od popustitve zaZema do vzpostavitve LD, , AUC— plostina pod krivufjo pookly-
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v mirovanju med obema merilnima mestoma
(p<0,0001).

Pookluzivna reaktivna
hiperemija

Popustitev zaZema je povzrocila statisti¢no
znacilen porast LD-pretoka nad bazalnim
na obeh merilnih mestih znotraj obeh skupin
(p<0,0001). Tipi¢en potek LD-pretokov ter
prikaz parametrov PRH po popustitvi zaze-
ma prikazuje slika 4.
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Tabela 4, slika 5 in slika 6 prikazujejo
vrednosti parametrov PRH na obeh merilnih
mestih pri skupini zdravih in bolnih preisko-
vancev.

Med skupinama je bila statisti¢no znacil-
na razlika le pri t, blazinice levega sredin-
ca (p<0,05), pri ‘ostalih parametrih PRH
obeh na merilnih mestih pa med skupinama
ni bilo statisti¢no znacilnih razlik, vendar je
bil opazen trend veéje AUC pri bolnikih.
Prav tako ni bilo statisti¢nih razlik med sku-
pinama in znotraj obeh skupin v vrednostih

Tabela 4. Vrednosti nekaterih parametrov pookluzivne reaktivne hiperemije 1. in 2. merilnega mesta pri zdravih in bolnih. Podane so

srednje vrednosti + standardna napaka. 1. mesto — blozinica prsta levega sredinca, 2. mesto — volama stran leve podlakti, LD,
— najvedi LD-pretok po popustitvi zaZema, LD

LD pretok v mirovanju pred zoZemom, LD

bosal

- (D, 1D, basal / wbasa/’

relativni_prirastek mox

L — prirastek pretoka, ot~ (0 od popustitve zazema do LD, N — Stevilo prelskovancev PE — perfuzijske enote.
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Slika 5. Cas od popustitve zaZema leve brahialne arterije do vzpostavitve LD pretoka v mirovanju pred zaZemom na 1. in 2. merilnem

mestu pri zdravih in bolnih. Podatki so predstavlieni kot srednje vrednosti + standardna napaka.
stedinca, 2. mesto — volarna stran leve podiakti, * —p<0,05, t,,

1. mesto — blazinica prsta levega

~ das od popustitve zaZema do vzpostavitve LD .
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Slika 6. Ploscina pod krivuljo pookluzivne reaktivne hiperemije 1. in 2. merilnega mesta pri zdravih in bolnih. Podatki so predstavijeni
kot srednje vrednosti + standardna napaka. 1. mesto — blazinica prsta levega sredinca, 2. mesto — volarna stran leve podiakt], AUC —
ploscina pod krivuljo (angl. area under the curve), PE — perfuzijske enote.

temperature koZe, tlaka na digitalnih arterijah
in sréne frekvence pred, med in po zaZemu.

RAZPRAVLJANIJE

Zeleli smo ugotoviti vpliv hipotiroze na reak-
tivnost mikrozZilja koZe, zato smo opazovali
dve skupini preiskovancev: zdrave osebke in
bolnike s hipotirozo. Pri¢akovali smo spreme-
njeno odzivnost mikroZilja koZe pri bolnikih
s hipotirozo. Glede na razlike v statusu §Cit-
ni¢nih hormonov med obema skupinama je
bil izbor preiskovancev ustrezen. Pri bolnikih
s hipotirozo smo v primerjavi z zdravimi opa-
zili razlike v nekaterih parametrih PRH, ki
lahko kaZejo na povecano vazodilatatorno
sposobnost mikrozilja koZe.

Znaéilnosti preiskovancev
in vrednosti v mirovanju

Pri bolnikih s hipotirozo smo ugotovili stati-
sti¢no znacilno vi§je vrednosti krvnega tlaka,
izmerjenega po metodi Riva-Rocci na brahial-
ni arteriji na zaCetku meritev po aklimatiza-
ciji. Hkrati pa smo ves Cas meritve s finapress
aparatom na digitalnih arterijah prstanca
desnice spremljali sistoli¢ni in diastoli¢ni
krvni tlak ter sr¢no frekvenco. S to metodo pa
razlike v tlaku med skupinama niso bile sta-

tisti¢no znacilne. Tudi pri primerjavi vredno-
sti sréne frekvence med skupinama nismo
ugotovili statisticno znacilnih razlik.

Prav tako med skupinama nismo ugotovili
statisti¢no znacilnih razlik v bazalnih LD-pre-
tokih in temperaturi koZe na blazinici prsta
roke in volarne strani podlakti. Pri bolnikih
s hipotirozo bi pri¢akovali niZji LD-pretok in
temperaturo koZe v mirovanju kot pri zdra-
vih. Séitniéni hormoni namre¢ zmanj$ajo
gladkomisi¢ni tonus prevodnih in uporovnih
arteriol ter vzdrZujejo bazalno razpoloZljivost
NO v endotelijskih celicah, kar oboje prive-
de do vazodilatacije in s tem padca sistemske
Zilne upornosti (angl. systemic vascular resi-
stance, SVR) (16, 39). Zato pri pomanjkanju
$¢itni¢nih hormonov opaZajo porast SVR in
nizje bazalne pretoke v koZi ter niZjo tempe-
raturo koZe (5, 25). Razlog za odstopanje
nasih rezultatov je lahko velika prostorska
variabilnost LD-metode, torej bi lahko mini-
malne razlike v postavitvi LD-sonde povzro-
¢ile velike razlike v LD-pretokih. Drugi razlog
je lahko, da je bilo v skupini bolnikov ve¢
pomenopavzalnih Zensk. Pri predmenopav-
zalnih Zenskah so namrec¢ dokazali niZje bazal-
ne pretoke v koZi prstov kot pri moskih ali
pomenopavzalnih Zenskah, za kar naj bi bili
odgovorni Zenski spolni hormoni (40).
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Ceprav ni bilo statisti¢no znaé&ilnih razlik
v bazalnih LD-pretokih, smo pri rezultatih
opazili obraten trend od pri¢akovanega, torej
da imajo bolniki s hipotirozo nekoliko vedje
povprecne vrednosti pretokov v mirovanju.
Mozno razlago nudijo nedavne raziskave, ki
ugotavljajo neposreden vpliv TSH na pove-
Canje endotelijsko odvisne vazodilatacije
v uporovnih in prevodnih arterijah. Ta vpliv
je neodvisen od §¢itni¢nih hormonov (41, 42).
Pri bolnikih po tiroidektomiji so opazili znat-
no povecano bazalno razpoloZljivost NO po
dodajanju humanega rekombinantnega TSH
(angl. recombinant human thyroid-stimulating
hormone, rhTSH) (42). Ker je veCina nasih
bolnikov imela povisan serumski TSH, pT, pa
v spodnjem obmod¢ju normalnih vrednosti,
lahko sklepamo, da bazalni pretoki v mirova-
nju pri bolnikih kaZejo trend povecanja v pri-
merjavi z zdravimi na ra¢un povisanega TSH,
hkrati pa se vpliv pomanjkanja §¢itni¢nih hor-
monov na endotelij ni izrazil, saj ni bil znaten.

Pookluzivna reaktivna
hiperemija

Pri bolnikih s hipotirozo smo glede na rezul-
tate nekaterih raziskav pricakovali podaljsa-
nje Casa do maksimalnega pretoka pri PRH
ter zniZanje vrednosti nekaterih (Ce ne vseh)
standardnih parametrov PRH na obeh meril-
nih mestih, vendar so bile nase ugotovitve
nasprotne (17, 43-45). Statisti¢no znacilno
podaljSan t, in trend vecje AUC v skupini
bolnikov lahko kaZeta na povecano vazodila-
tatorno sposobnost mikrozilja pri bolnikih, ki
jo lahko delno pripisemo endoteliju. Nakaza-
no vedjo vazodilatatorno sposobnost bolnikov
s hipotirozo si lahko razloZimo s poviSanimi
serumskimi vrednostmi TSH in serumskimi
vrednostmi pT, blizu normale. Le en bolnik
je imel izrazito zniZan serumski pT,.
Dokazano je, da imajo endotelijske celi-
ce receptorje za TSH (41, 46, 47). Vprasanje
je, ali ima vezava TSH na te receptorje v re-
snici kaksen fizioloski pomen. Pri in vitro razi-
skavah na kulturah cloveskih endotelijskih
celic so ugotovili hiter porast koncentracije NO
in padec koncentracije vazokonstriktorja
endotelina po izpostavljenosti visokim kon-
centracijam TSH (48). Poleg tega ve¢ in vitro
ter in vivo Studij dokazuje, da TSH spodbuja
proizvodnjo vnetnih citokinov tumorje nekro-
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tizirajocega dejavnika (angl. tumor necrosis fac-
tor alpha, TNF-o) in interlevkina-6 (IL-6), ki
povzrocita vazodilatacijo, odvisno od endo-
telija (49, 50). Te ugotovitve nasprotujejo vlo-
¢i TSH kot pospesevalca aterogeneze ter mu,
nasprotno, pripisujejo vlogo v vzdrZevanju Zil-
ne homeostaze. Napoli in sodelavci navajajo
hiter in dolgotrajen neposreden ucinek
rhTSH, neodvisen od T, na endotelijsko odvi-
sno vazodilatacijo. Ugotavljajo namre¢, da je
po intraarterijski infuziji rhTSH Zilna reaktiv-
nost na acetilholin ve¢ja. Menijo, da vazodi-
latacija zaradi vpliva TSH ni posledica
sistemskih hemodinamskih sprememb, saj so
hemodinamski parametri med preiskavo osta-
li nespremenjeni (46).

Mozno je torej, da je v nasi raziskavi trend
povecane reaktivnosti Zilja bolnikov pri PRH
posledica neposrednega vpliva TSH na endo-
telij, saj so imeli nasi bolniki pT, v spodnjem
obmod¢ju normalnih vrednosti, TSH pa je bil
znatno povisan. Tudi mi med provokacijo
nismo opazili statisticnih razlik v krvnem tla-
ku, merjenem na digitalnih arterijah, in sréni
frekvenci znotraj skupin in med skupinama.
Vendar tezko primerjamo rezultate nase Stu-
dije z zgoraj omenjenimi, ker so slednje teme-
Jjile na raziskovanju prevodnih in uporovnih
arterij z uporabo drugac¢nih metod, zato ne
smemo prehitro sklepati, da podobno velja za
mikroZzilje kozZe.

Najverjetneje med skupinama nismo nas-
li statisti¢no znacilnih razlik v ostalih parame-
trih PRH, ker sprememb sploh ni bilo ali pa
so bile spremembe v reaktivnosti mikroZilja
tako majhne, da jih s funkcijskim testom nismo
zaznali. Druga, prav tako verjetna moznost pa
je, da je do okvar endotelija vendarle prislo.
Ugotovili so, da se pri boleznih, ki okvarijo
endotelij in torej zmanjsajo razpoloZljivost
NO, v zgodnji fazi okvare kompenzatorno
poveca spro$éanje ostalih vazodilatatorjev,
med katerimi glavno vlogo igra EDHF. To
dokazujejo raziskave na Zivalskih modelih in
na ljudeh (51, 52).

Rezultati nade raziskave niso v skladu s Ste-
vilnimi ostalimi. Z metodo pletizmografije za
merjenje pretokov v podlakti so pri bolnikih
s hipotirozo ugotovili zniZano endotelijsko
odvisno vazodilatacijo po infuziji acetilholi-
na (43). Z uporabo ultrazvocne tehnike so pri
bolnikih s subklini¢no hipotirozo merili pre-
tok brahialne arterije po predhodnem zazZe-
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mu le-te in ugotovili zmanj$ano odzivnost
endotelija (17). Pri Zenskah s hipotirozo so
z metodo pletizmografije preiskovali odziv-
nost uporovnih arterij v kozi podlakti in ugo-
tovili znacilno premosorazmerno povezanost
med trajanjem PRH in serumskimi §¢itni¢ni-
mi hormoni (44). Nasi rezultati lahko odsto-
pajo od zgoraj navedenih, ker so pri slednjih
preiskovali prevodne arterije (lat. a. brachia-
lis) ali uporovne arterije, nas pa je zanimala
predvsem mikrocirkulacija koZe, kjer so regu-
lacija pretoka in metode merjenja pretokov
drugacne.

Po drugi strani obstajajo nejasnosti glede
vpliva T, na vazodilatatorno sposobnost Zilja.
Pri podganah s hipertirozo so namrec¢ v na-
sprotju z drugimi raziskovalci ugotovili zmanj-
$ano vazodilatatorno sposobnost aorte (53).
Ugotovitev bi bila lahko v prid nasim rezulta-
tom, vendar pa jo teZko posplosimo na mikro-
zilje ¢loveka.

Prednosti in slabosti nase
raziskave

KoZa je lahko dostopen organ ter omogoca oce-
no mikrozilja z neinvazivnimi metodami (7).
Prav tako nam lahko omogoca vpogled v ge-
neralizirano stanje mikroZilja (2, 13). Hkrati
pa na kozno mikrocirkulacijo vplivajo Ziv¢ni,
humoralni ter lokalni dejavniki, in ni meto-
de, ki bi izolirano ocenjevala prispevek posa-
meznih dejavnikov, kar predstavlja omejitev
pri vrednotenju rezultatov (54).

Najvecja pomanjkljivost nase Studije je hete-
rogenost med skupinama glede starosti. Sku-
pina bolnih je bila namre¢ statisti¢no znacilno
starejSa. Vendar bi v skladu z ugotovitvami
o zmanj$ani endotelijsko odvisni vazodilataci-
ji pri staranju pricakovali, da bi bile razlike v pa-
rametrih PRH med starostno homogenima
skupinama bolnih in zdravih $e vedje.

Slabost nase $tudije je tudi, da sta bili sku-
pini verjetno heterogeni glede ravni Zenskih
spolnih hormonov. Nihanju spolnih hormo-
nov, ki je prisotno pri Zenskah, bi se lahko
izognili, ¢e bi bili vsi preiskovanci moskega
spola. Skupino bolnikov s hipotirozo so sicer
sestavljale preteZno Zenske v pomenopavzal-
nem obdobju, vendar je bilo v skupini zdra-
vih veliko predmenopavzalnih Zensk.

Prednosti in slabosti najdemo tudi v upo-
rabljenih metodah. Glavne prednosti LD-me-

tode so neinvazivnost, preprostost uporabe
ter zajem izklju¢no povrhnjega dela koZe brez
globlje lezecih tkiv. Ima tudi nekaj pomanj-
kljivosti, saj je zaradi anatomije in fiziologi-
je mikrocirkulacije koZe precej prostorsko in
Casovno variabilna, poleg tega pa ne meri
absolutnih vrednosti pretoka (11, 29-32).
Pomanjkljivostim se izognemo z uporabo
provokacijskih testov, s katerimi merimo rela-
tivne spremembe pretoka, kar omogoca pri-
merljivost (7, 29). Pomanjkljivosti PRH so, da
z njo tezko zaznamo majhne okvare mikro-
zilja, da je precej variabilna in da je ocena
funkcije endotelija le posredna, saj gre na
lokalni ravni za kompleksno prepletanje
metaboli¢nih kot tudi miogenih mehanizmov.
Kljub temu se metoda pogosto uporablja, saj
je neinvazivna in omogoca oceno lokalno
pogojenih mehanizmov (7, 28, 30, 33, 34).
Nenazadnje moramo poudariti, da bi za vec-
jo zanesljivost rezultatov potrebovali vedje Ste-
vilo preiskovancev.

ZAKLJUCKI

Zeleli smo primerjati reaktivnost mikrozilja
koZe pri bolnikih z novoodkrito hipotirozo in
zdravih prostovoljcih. Reaktivnost smo oce-
njevali s standardnim provokacijskim testom
(triminutni zaZem brahialne arterije), s kate-
rim ocenjujemo predvsem lokalno pogojene
mehanizme Zilne reaktivnosti.

Bolniki so imeli znacilno vi§je serumske
koncentracije TSH kot zdravi in niZje koncen-
tracije pT, in pT,, vendar so bile vrednosti pT,
znotraj obmocja normalnih vrednosti. Ome-
njene vrednosti lahko opredelimo kot blago
hipotirozo.

Med skupinama ni bilo statisticno znacil-
nih razlik v bazalnih LD-pretokih, sréni frek-
venci ali arterijskem tlaku, izmerjenem na
digitalnih arterijah. Nasprotno so imeli bol-
niki vi$je vrednosti arterijskega tlaka, izmer-
jenega na brahialni arteriji (p <0,05).

Dokazali smo statisti¢no znacilno podalj-
$an Cas trajanja PRH na blazinici prsta
(p<0,05) in nakazano visje vrednosti AUC, kar
potrjuje naso hipotezo o spremenjeni lokal-
no pogojeni reaktivnosti mikrozilja koZe pri
bolnikih. Vendar omenjene spremembe kaZe-
jo na povecano vazodilatatorno sposobnost,
kar ni v skladu s predpostavko o endotelijski
disfunkciji pri bolnikih. Rezultati pa so v skla-
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du s Studijami o povecani vazodilatatorni spo-  sprememb v mikroZilju koZe, ki so lahko posle-
sobnosti Zilja pri visokih vrednostih serum-  dica spremenjene reaktivnosti endotelija.
skega TSH, neodvisno od ravni pT, in pT,. Dodatne raziskave so potrebne za osvetlitev

Sklepamo, da pride pri blagi hipotirozido =~ mehanizmov spremenjene reaktivnosti in

minimalnih, teZko zaznavnih funkcionalnih  uporabo metode v klini¢ne namene.
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Anatomija Stirih jetrnih sistemov in delitev
jeter na funkcionalne enote

Anatomy of Four Liver Systems and Liver Division
into Functional Units

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: jetra, funkcionalna anatomija, jefrna sekdiia, jetrni segment

Funkcionalna anatomija jeter temelji na razporeditvi §tirih sistemov znotraj jeter: portalne-
ga in arterijskega ter sistema Zol¢nih vodov in jetrnih ven. Na osnovi znotrajhepati¢nega poteka
in vejitve sistemov razdelimo jetra na levo in desno polovico, tiri sekcije 0z. na osem segmen-
tov. Vsaka enota ima svoj portalni pedikel, ki ga sestavljajo veja portalne vene in jetrne arte-
rije ter Zol¢ni vod. Vsaka polovica jeter, sekcija oz. segment je zato samostojna funkcionalna
enota. Cetrti jetrni sistem, sistem jetrnih ven, poteka proti spodnji votli veni in ima drugaéno
smer kot portalni pedikli. Glavne jetrne vene potekajo v intersekcijskih ravninah in zagotav-
Jjajo vensko drenaZo iz dveh sosednjih sekcij. Poznavanje funkcionalne anatomije jeter, ki vklju-
Cuje delitev jeter na segmente in sekcije, je osnova za natanc¢no lokalizacijo patoloskega procesa
v jetrih, za varno kirursko terapijo in radioloske posege.

ABSTRACT

KEY WORDS: liver, functional anatomy, liver section, liver segment

Functional anatomy of the liver is based on three-dimensional arrangement of four liver sys-
tems — portal, arterial, biliary and the system of hepatic veins. On the basis of the intrahepatic
course and branching pattern of the systems, the liver is divided into the left and right hemili-
ver, four sections or eight segments. Each liver unit has its own portal pedicle, composed of
portal, arterial and biliary branch and is therefore functionally independent. The fourth liver
system is the system of hepatic veins which run towards the inferior vena cava in other direc-
tion than the portal pedicle. The main hepatic veins follow the intersectional planes and pro-
vide venous drainage for the two adjacent sections. Knowledge of the liver functional anatomy,
including liver division into segments and sections, is the basis for accurate localization of
pathological process in the liver and safe surgical treatment and radiological intervention.
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Klasi¢na morfoloska anatomija natan¢no opi-
suje povrsinske znacilnosti jeter: desno in levo
sagitalno brazdo (fissura sagittalis dextra et
sinistra) z vsebino, jetrne vezi, odtise sosed-
njih organov in strukture v jetrni lini (porta
hepatis). Meja med desnim in levim jetrnim
reznjem (lobus hepaticus dexter et sinister)
poteka na diafragmalni ploskvi po jetrnem fal-
ciformnem ligamentu (ligamentum falciforme
hepatis), na visceralni pa po levi sagitalni
brazdi. Desni jetrni reZenj je vecji od levega,
ker mu pripadata kvadratni in repati reZenj
(lobus quadratus et lobus caudatus), ki lezita
desno od leve sagitalne brazde (slika 1). Naj-
pogosteje je opisan le izvenhepati¢ni potek
jetrnih Zil in Zol¢nih vodov, kar pa je premalo
natan¢na osnova za sodobne kirurske pose-
ge na jetrih.

STIRJE »VOTLI« JETRNI
SISTEMI IN DELITEV JETER

V preteklosti so posegi na jetrih kirurgom
vzbujali strah, ker so jetra obravnavali kot
»gobo, napolnjeno s krvjo«. Skozi jetra namrec¢
potekajo poleg limfnega $e Stirje »votli« siste-
mi: dva aferentna — portalni in arterijski - ter
dva eferentna - sistem jetrnih ven in Zol¢ni
sistem. Raziskave Hjortsj6ja, Healeyja in
Schroyja ter Couinauda so pripeljale do novih
spoznanj o poteku in razporeditvi stirih siste-
mov znotraj jeter ter tako do funkcionalne
anatomije jeter, ki je omogocila razvoj anatom-
sko naravnane jetrne kirurgije (1-3). Danes
uporabljamo za prikaz notranje anatomije
jeter predvsem zelo natan¢ne morfoloske
preiskovalne metode (racunalniska tomo-
grafija, pregled z ultrazvokom in magnetnore-
sonancno slikanje). Moderna jetrna kirurgija
temelji na funkcionalni anatomiji in s tem na
delitvi jeter na podenote na osnovi vejitve jetr-
nih Zil in Zol¢nih vodov. Poznavanje poteka,
medsebojnega odnosa in razli¢ic vseh §tirih
jetrnih sistemov omogoca varne, anatomsko
naravnane resekcije jeter z ohranitvijo ¢im ve¢
funkcionalnega tkiva in ob ¢im manjsi izgu-
bi krvi.

Na osnovi vejitve in poteka Zil ter Zol¢nih
vodov razdelimo jetra na funkcionalno samo-
stojne enote: na levo in desno polovico, nada-
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lje na §tiri sekcije in kon¢no na osem segmen-
tov. V nadaljevanju prispevka je poimenova-
nje jetrnih enot skladno s Terminologijo jetrne
anatomije in resekcij Brisbane 2000 (angl. The
Brisbane 2000 Terminology of Liver Anatomy
and Resections) (2-4).

Portalni pedikel

Portalni pedikel je trias struktur, ki ga sestav-
ljajo veje portalne vene (vena portae hepatis),
jetrne arterije, pritoki Zolénih vodov in mez-
govnice (slika 2 — mezgovnice na sliki niso vid-
ne). Portalni pedikel vstopa v vsako jetrno
enoto in ji zagotavlja funkcionalno samostoj-
nost. Skozi jetrno lino (porta hepatis) vstopa
v jetra glavni portalni pedikel, ki ga sestavljajo
portalna vena, jetrna arterija (arteria hepati-
ca propria) in skupni jetrni vod (ductus hepa-
ticus communis). Glavni portalni pedikel se
deli na levi in desni portalni pedikel, vsak za
svojo polovico jeter. Levi in desni portalni
pedikel se nadalje razdelita vsak na dva sek-
cijska portalna pedikla za tiri jetrne sekcije.
Vsak sekcijski portalni pedikel oskrbuje svo-
jo jetrno sekcijo in se praviloma deli na dva
segmentna portalna pedikla. Segmentni por-
talni pedikel vstopa v jetrni segment, ki je
osnovna in hkrati najmanjsa funkcionalno
samostojna jetrna enota.

Znotraj segmenta se strukture portalne-
ga pedikla nadalje deljjo in potekajo pravilo-
ma skupaj in skladno. Neskladnost v poteku
portalnega, arterijskega in Zol¢nega sistema
se pogosteje pojavi na nivoju sekcijskega ali
glavnega portalnega pedikla.

Sistem jetrnih ven

Vsaka jetrna enota potrebuje za funkcional-
no samostojnost $e Cetrti »votli« sistem, sistem
jetrnih ven, ki ima drugacen potek kot por-
talni pedikli. Jetrne vene ne vstopajo v jetrno
enoto (npr. jetrni segment) skupaj s portal-
nim pediklom, pac pa potekajo med jetrnimi
enotami ter se na koncu zdruZijo v dve ali tri
glavne jetrne vene, ki se vlivajo v spodnjo vot-
lo veno (vena cava inferior).

Od ravni hepatoduodenalnega ligamen-
ta (ligamentum hepatoduodenale) preko jetrne
line pa do segmentne ravni se dokaj pogosto
pojavljajo razli¢ice poteka in vejitve portalne-
ga, arterijskega in Zol¢nega sistema. Prav tako
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ligamentum falciforme

ligamentum teres hepatis

vesica fellea
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glavni portalni
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Slika 1. Klasicna anatomska delitev in strukture na povrsini jeter. A — Diafragmalna ploskev. Jetmi falciformni ligament (ligamentum
falciforme hepatis) razmejuje desni (lobus dexter) in levi (lobus sinister) jetmi reZenj. B — Visceralna ploskev. V levi sagitalni brozdi
(fissura sagittalis sinistra), ki razmejuje desni in levi jetmi reZen;, je spredaj okrogla jefrna vez (ligamentum feres hepatis) in zadaj
venski ligament (ligamentum venosum). V desni sagitalni brazdi (fissura sagittalis dextra) leZi spredaj Zolcnik (vesica fellea), zadaj
pa poteka spodnja votla vena (Ivena cava inferior). Skozi jetrmo lino (porta hepatis) vstopa glavni portalni pedikel s porfalno veno
(vena portae hepatis) na sredini, levo ob njej je jetrna arferjja (arferia hepatica propria), desno pa skupni jetmi vod (ductus hepaticus
communis).
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| portalni sistem

__ sistem Zolnih vodov

W arterijski sistem

sistem jetrnih ven

Slika 2. Porfalni pedikii na koroziiskem preparatu jetmih Zil in Zolcnih vodov. 6 — glavni portalni pedikel, D — desni porfalni pedikel,
L = levi portalni pedikel, 2, 3, 7 — segmentni portalni pedikli za 2., 3. in 7. jetmi segment.

so dokaj pogoste razli¢ice jetrnih ven. V na-
daljevanju je opisan prevladujoci nacin pote-
ka in vejitve vseh $tirih jetrnih sistemov.

JETRNE VENE IN
FUNKCIONALNE ENOTE

Sistem jetrnih ven se pri¢enja s centralno
veno (vena centralis), ki je v sredi$¢u jetrnega
reznji¢a (lobulus). Od ravni centralne vene do
spodnje votle vene se vene postopno zdruzu-
jejo. Venozna kri odteka iz jeter po treh glav-
nih jetrnih venah (venae hepaticae): po zgornji
desni, srednji in levi jetrni veni. Srednja in
leva jetrna vena se tik pred zlitjem v spodnjo
votlo veno pogosto zdruZita v skupno deblo.
Poleg glavnih so vedno prisotne $e kratke
(subhepati¢ne) vene, ki vodijo neposredno
v spodnjo votlo veno, pogosto pa se v spod-
njo votlo veno vliva tudi spodnja desna jetrna
vena. Glavne jetrne vene predstavljajo osno-
vo za delitev jeter na levo in desno polovico

oz. na sekcije in zagotavljajo vensko drenazo
dvema sosednjima sekcijama (slika 3).
Ravnina, ki poteka v osi srednje jetrne
vene, od diafragmalne povrsine jeter skozi sre-
dino Zol¢nika do spodnje votle vene, deli jetra
na desno in levo polovico oz. poteka poste-
riorno med 4. in 8. segmentom ter anterior-
no med 4. in 5. segmentom. Meja med obema
polovicama na povr$ini jeter ni vidna. Rav-
nina, ki poteka v osi zgornje desne jetrne
vene, od diafragmalne povrsine jeter do spod-
nje votle vene, predstavlja mejo med desno
posteriorno in desno anteriorno sekcijo oz.
poteka zgoraj (zadaj) med 7. in 8. segmentom
ter spodaj (spredaj) med 5. in 6. segmentom.
Tudi ta meja na jetrni povrsini ni vidna.
Leva jetrna vena razmejuje levo lateralno od
leve medialne sekcije le v zgornjem (zadnjem)
delu jeter, nato pa poteka v levi lateralni sek-
ciji. Levi jetrni sekciji sta sicer razmejeni
z levo sagitalno brazdo oz. s falciformnim liga-
mentom, pod katerim lahko poteka vena, ki
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Slika 3. Potek jetmih ven fer delitev jefer na sekciie in segmente. DIV — zgorja desna jefma vena, SJV — srednja jetrma vena, LIV — leva
jetrna vena, SD — skupno deblo, 2—8 — jetrni segmenti. Prvi jetmi segment in portalni pedikli na sliki niso prikazani zaradi preglednosti.

se vliva v levo jetrno veno ali skupno deblo
leve in srednje jetrne vene.

PORTALNI SISTEM

Portalna vena nastane z zdruZitvijo zgornje
mezenterine vene (vena mesenterica superior)
in lienalne vene (vena lienalis). Do jetrne line
poteka v hepatoduodenalnem ligamentu,
skupaj z jetrno arterijo in glavnim Zol¢nim
vodom. V jetrni lini se praviloma deli na
desno in levo vejo, za desno in levo polovico
jeter. Desna veja se nadalje deli na anterior-
no in posteriorno sekcijsko vejo. Anteriorna
sekcijska veja se deli na segmentne veje za
5.1in 8. segment, posteriorna sekcijska veja pa
na segmentne veje za 6. in 7. segment. V de-
sni polovici jeter v nasprotju z levo polovico
potekajo veje portalne vene praviloma sklad-
no z arterijskim in Zol¢nim sistemom.

Leva veja portalne vene, ki je bila delno
vkljucena v fetalni krvni obtok, ima nekoli-
ko drugacen potek. Od jetrne line do leve sagi-

talne brazde poteka v frontalni ravnini (ho-
rizontalni oz. transverzalni del), nato ostro
zavije navzpred in poteka v globini leve sagi-
talne brazde proti sprednjemu jetrnemu
robu (umbilikalni del). Od zavoja oz. preho-
da med obema deloma poteka navzad proti
spodnji votli veni venski ligament (ligamen-
tum venosum), ki predstavlja obliterirani ven-
ski duktus (ductus venosus). V fetalnem
obdobju venski duktus povezuje levo vejo por-
talne vene s spodnjo votlo veno. Portalne veje
za segmente leve polovice jeter se praviloma
odcepijo iz umbilikalnega dela. Prva je veja
za 2. segment, ki se odcepi nekoliko distalno
od venskega ligamenta in poteka posterolate-
ralno. Vene za 3. in 4. segment se najpogoste-
je odcepijo kot Sop vej na koncu umbilikalnega
dela - veje za 3. segment potekajo anterolate-
ralno, veje za 4. segment pa antero- in poste-
romedialno. V levi polovici jeter, predvsem na
sekcijski ravni vejitve, portalni sistem ne pote-
ka skladno z arterijskim in Zolénim sistemom.

189
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Ceprav so bile Couinaudove raziskave jetr-
nih sistemov klju¢ne za razvoj moderne jetr-
ne kirurgije, pa je s kirurkega vidika njegova
delitev jeter na funkcionalne enote, ki temelji
na vejitvi portalne vene, manj primerna (3).
Po Couinaudu je leva polovica jeter razdelje-
na na lateralno sekcijo, ki obsega le 2. segment
in medialno sekcijo, ki obsega 3. in 4. segment.
Lateralna sekcija, ki jo napaja segmentna
portalna veja za 2. segment, je tako bistveno
manjsa (pribliZzno ena Cetrtina leve polovice
jeter) od medialne sekcije, ki jo napaja preo-
stali umbilikalni del leve portalne vene.
Kirursko uporabnejsa je delitev jeter na osno-
vi zdruZevanja in poteka Zol¢nih vodov, ki sta
jo predlagala Healey in Schroy (2).

ZOLCNI SISTEM IN DELITEV
NA FUNKCIONALNE ENOTE

Jetrne celice izlocajo Zol¢ v drobne Zol¢ne
kapilare, ki se postopno zdruzujejo v vedno
vedje Zol¢ne vode, na koncu pa se izoblikuje
skupni jetrni vod (ductus hepaticus communis),
ki izstopa iz jeter skozi jetrno lino. Iz vsake-
ga jetrnega segmenta izstopa en, lahko pa tudi
dva ali redko ve¢ segmentnih Zol¢nih vodov.

V desni polovici jeter se segmentna voda
iz 5.1n 8. segmenta zdruZita v anteriorni sek-
cijski vod, segmentna voda iz 6. in 7. segmen-
ta pa v posteriorni sekcijski vod. Oba desna
sekcijska voda se zdruZita v desni jetrni vod.
Zol¢ni vodi v desni polovici jeter praviloma
potekajo skladno s portalnim in arterijskim
sistemom.

V levi polovici jeter Zol¢ni vodi potekajo
skladno le z arterijskim, ne pa tudi s portal-
nim sistemom. Voda iz 2. in 3. segmenta se
v podro¢ju leve sagitalne brazde zdruZita
v skupni (sekcijski) vod, ki se mu v distalnem
poteku pridruZi Se en, lahko pa tudi ve¢ vodov
iz 4. segmenta. S pridruZitvijo slednjega oz.
slednjih nastane levi jetrni vod. Levi in desni
jetrni vod se v jetrni lini zdruZita v skupni jetr-
ni vod. Ker iz 2. in 3. segmenta praviloma izha-
ja en skupni (sekcijski) vod, sestavljata
omenjena segmenta eno enoto — levo lateralno
sekcijo. Cetrti segment, ki je priblizno enako
velik kot 2. in 3. segment skupaj, pa predstav-
lja drugo enoto - levo medialno sekcijo.

V desni polovici jeter torej potekata por-
talni in Zol¢ni sistem praviloma skladno,

MED RAZGL 2013; 52

v levi polovici pa se njuna poteka razlikujeta.
S kirurskega vidika predstavlja v levi polovi-
cijeter Zol¢ni sistem bolj$o osnovo za delitev
na funkcionalne enote, zato temelji delitev
celih jeter na funkcionalne enote na poteku
in zdruZevanju Zol¢nih vodov.

ARTERIJSKI SISTEM

1z celiakalnega trunkusa (truncus coeliacus)
izvira kot ena od treh vej skupna jetrna arte-
rija (arteria hepatica communis). Njena kon¢-
na veja je jetrna arterija, ki oskrbuje jetra
z arterijsko krvjo. V jetrni lini se razveji na levo
in desno vejo. V desni polovici jeter poteka
nadaljnja vejitev na sekcijske in segmentne
veje skladno z vejitvijo portalnega in Zol¢ne-
ga sistema, v levi polovici jeter pa le skladno
z Zol¢nim sistemom.

DELITEV JETER IN
POIMENOVANUJE
JETRNIH ENOT

V preteklosti so bili strokovnjaki s podrocja
jetrne kirurgije zelo neenotni glede delitve
jeter na funkcionalne enote in tudi poimeno-
vanje posameznih jetrnih enot je bilo zelo raz-
li¢no. Ena skupina je zagovarjala Couinaudo-
vo terminologijo in delitev jeter, ki temelji na
vejitvi portalnega sistema. Druga skupina je
zagovarjala delitev jeter na osnovi zdruZeva-
nja zol¢énih vodov, ki sta jo predlagala Hea-
ley in Schroy, in iz te delitve izhajajoco ter-
minologijo (2). Ker iz poimenovanja jetrnih
enot (anatomska terminologija) izhaja poi-
menovanje resekcij posameznih delov jeter
(kirurska terminologija), je bilo zaradi spora-
zumevanja med jetrnimi kirurgi nujno poe-
notenje anatomske in kirurske terminologije.
Leta 2000 je v avstralskem mestu Brisbane
Terminoloski odbor IHPBA (angl. Internatio-
nal Hepato-Pancreato-Biliary Association), ki
ga je sestavljalo osem svetovno uveljavljenih
jetrnih kirurgov, predlagal poenoteno Termi-
nologijo jetrne anatomije in resekcij Brisba-
ne 2000 (4). Poenotena terminologija temelji
predvsem na delitvi jeter na osnovi zdruZe-
vanja Zol¢nih vodov, delno pa tudi uposteva
Couinaudovo terminologijo.

Jetra torej razdelimo na levo in desno
polovico, nadalje na $tiri sekcije in konéno na
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osem segmentov. Delitev jeter na funkcional-
ne enote s poenoteno terminologijo za posa-
mezne jetrne enote je prikazana nasliki 3 (4).

Delitev prvega reda -
dve polovici jeter

Jetra so razdeljena na desno in levo polovi-
co s sredinsko jetrno ravnino, ki poteka sko-
zi lezi§Ce Zol¢nika in Zleb spodnje votle vene
(Cantilova ¢rta). Meja med polovicama na
povrsini jeter ni vidna, ker pa poteka v osi sred-
nje jetrne vene, jo lahko med operativnim
posegom prikaZzemo z ultrazvo¢no preiskavo.

Delitev drugega reda -

stiri sekcije

Desna polovica jeter je razdeljena z desno
intersekcijsko ravnino na anteriorno in poste-
riorno sekcijo. Meja med desnima sekcijama
na povrsini jeter ni vidna, lahko pa jo prika-
Zemo z ultrazvocno preiskavo, ker poteka v osi
zgornje desne jetrne vene. Leva polovica jeter
je razdeljena z levo intersekcijsko ravnino na
medialno in lateralno sekcijo. Meja med levo
lateralno in levo medialno sekcijo je dobro
vidna tako na diafragmalni, saj jo tvori falci-
formni ligament, kot tudi na visceralni povr-
$ini jeter, kjer jo tvori leva sagitalna brazda.

Delitev tretjega reda -
osem segmenfov

Vsaka jetrna sekcija, z izjemo leve medialne
sekcije, je razdeljena z intersegmentno rav-
nino na dva segmenta. Meje med segmenti
na povrsini jeter niso vidne. Desna anterior-
na sekcija je razdeljena na 5. in 8. segment,
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tretjega reda poimenujemo levo medialno
sekcijo 4. segment. Del leve polovice jeter med
sredinsko jetrno ¢rto in levo sagitalno braz-
do oz. falciformnim ligamentom lahko torej
poimenujemo na dva nacina: leva medialna
sekcija ali 4. segment.

Prvi segment je del jeter, ki leZi pred spod-
njo votlo veno in ga v klasi¢ni morfoloski ana-
tomiji imenujemo lobus in processus caudatus.
Ima vse lastnosti funkcionalno samostojne
enote tako kot drugi jetrni segmenti, vendar
ga obicajno opisujemo lo¢eno — glede na potek
Zil in Zol¢nih vodov namrec delno pripada levi
in delno desni polovici jeter. Zile za ta del jeter
izvirajo iz bifurkacije portalne vene in iz ana-
stomoznega arterijskega pleteza v jetrni lini,
Zol¢ni vodi pa se vlivajo v desni in levi jetr-
ni vod. Venska kri iz tega predela odteka po
kratkih jetrnih venah navzad v spodnjo vot-
lo veno.

ZAKLJUCEK

Funkcionalna anatomija jeter temelji na pote-
ku votlih jetrnih sistemov, ki predstavljajo
osnovo za delitev jeter na sekcije in segmen-
te. Poznavanje funkcionalne anatomije je nuj-
no za anatomsko orientirane kirurske posege
na jetrih, ki zagotavljajo manjso izgubo krvi
pri operacijah, manj pooperativnih zapletov
in ohranitev ¢im ve¢ funkcionalnega jetrne-
ga tkiva.
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Kognitivne sposobnosti po ishemicni
mozganski kapi

Cognitive Impairment after Ischemic Stroke

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: kognitivne sposobnosfi, moZganska kap, koncept picle prekrvavitve, slikowne tenike, demenca

Mozganska kap zaradi vpliva na kognitivne sposobnosti ostaja najpogostejsi vzrok smrtnosti
in zmanjSane zmoZnosti na svetu. Po preboleli mozganski kapi lahko bolniki fizi¢no dobro
okrevajo, a se kljub temu zaradi izpada kognitivnih sposobnosti ne morejo vrniti na delo ali
Ziveti samostojno. Izpad kognitivnih sposobnosti zavzema vse oblike med dvema skrajnost-
ma, prvo predstavlja izpad posamicne kognitivne sposobnosti, ki je vezana na lokaliziran moz-
ganski infarkt ali hipoperfuzijo tkiva ob podrodju infarkta. Drugo skrajnost pa predstavlja glo-
balen izpad kognitivnih sposobnosti, ki je pogosto povezan s klini¢no neizraZeno Zilno boleznijo,
kot so okvara bele moZzganovine ali klini¢no neizrazeni mozganski infarkti. Preucevanje izpa-
dov kognitivnih sposobnosti, ki se pojavijo zaradi moZganske kapi, je zapleteno zaradi razlik
v posameznih opredelitvah izpadov kognitivnih sposobnosti in dejstva, da bolnikom pred kap-
jo ocene kognitivnih sposobnosti ne opravimo. Ker mozganska kap vpliva tudi na povezave
med posameznimi podrod¢ji mozganov, ki so odgovorna za izvajanje kognitivnih sposobno-
sti, te povezave pa se nahajajo v beli moZzganovini, lahko z novimi slikovnimi tehnikami, kot
sta traktografija in prikaz magnetizacijskega prenosa, s katerimi ocenjujemo prej omenjene
subklini¢ne bolezni, pripomoremo k boljsi oceni po mozganski kapi nastalega izpada kogni-
tivnih sposobnosti. Ker se raziskave ¢edalje bolj osredotocajo na vlogo tistih dejavnikov tve-
ganja za razvoj demence, ki jih lahko preprecimo, je vloga mozganske kapi pri razvoju izpada
kognitivnih dejavnosti in nastanka demence lahko nov dejavnik, ki ga moramo skrbno obrav-
navati.

ABSTRACT

KEY WORDS: cognition, ischemic stroke, misery perfusion, imaging techniques, dementia

Stroke is the primary cause of morbidity and disability throughout the world, mainly because
of its effect on cognitive functions. After stroke, individuals can recover from physical dis-
ability, but might be unable to return to their previous occupation or independent living because
of cognitive impairments. Cognitive dysfunction encompasses all deficits, which range from
local ones resulting directly from the area of infarction or from hypoperfusion of the adja-
cent tissue, to more global cognitive impairment that is usually related to other underlying
subclinical cerebrovascular disease, such as white matter disease or subclinical infarcts. Research
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of cognitive dysfunction after stroke is complicated because of its varying definitions and
lack of cognitive function measurement before stroke. Additionally, stroke can affect white
matter connectivity, so newer imaging techniques, such as diffusion tensor imaging and mag-
netisation transfer imaging, which can be used to assess subclinical damage are important
tools for better assessment of cognitive dysfunction following stroke. Recent and current stud-
ies are increasingly focused on the role of preventable risk factors in the development of demen-
tia. Since stroke is one such preventable risk factor, its role is a new issue that requires attention

and treatment.

uvobD

MoZganska kap je vodilni vzrok smrtnosti na
svetu. Posledice moZganske kapi se ne kazejo
zgolj v motori¢nih izpadih, temvec tudi v upa-
du kognitivnih sposobnosti (KS). Po ishemicni
mozganski kapi (IMK) se pri bolnikih najpo-
gosteje pojavljata afazija (oslabljena ali izgub-
ljena zmozZnost notranje govorice) in sindrom
zanemarjenja nasprotnostranske polovice
telesa. Afazija se pojavi pri 15-66 % bolnikov
po IMK. DelezZ afazij je odvisen od tega, kate-
ro populacijo preucujemo in kak$ne govorne
teste uporabimo. Afazija se tipi¢no pojavi po
IMK v dominantni polobli moZganov, ki je obi-
¢ajno na levi strani (1, 2). Enako kot afazija
se po IMK v dominantni polobli lahko pojavi
ideomotori¢na apraksija, pri kateri gre za nes-
posobnost opravljanja namenskih gibov pri
ohranjeni motoriki. Ce gre za IMK v nedomi-
nantni polobli moZganov, se podobno pogosto
kot afazija v dominantni tu pojavlja sindrom
zanemarjenja nasprotnostranske polovice tele-
sa. Natancneje, sindrom zanemarjenja najde-
mo pri 40 % bolnikov po IMK v desni moZgan-
ski polobli (3). Ostali izpadi KS, ki nastanejo
kot posledica IMK ali hipoperfuzije, so okvara
delovnega spomina, pozornosti, ucenja, racu-
nanja, vidne zaznave in okvara izvrsilnih spo-
sobnosti (kot so sprejemanje odlocitev, nacrto-
vanje, organizacija, reSevanje problemov) (3).

Podrobno oceno KS redko napravimo
takoj po IMK. Raziskave, ki proucujejo KS ob
nastanku IMK, kaZejo na to, da se KS spremi-
njajo soCasno z mozganskim krvnim pretokom
v prizadetem podrocju (4-7). V subakutnem
in kroni¢nem obdobju po moZganski kapi je
raziskovanje KS omejeno, ker nimamo splo-

$nih opredelitev, kaj sestavlja IMK in kako
izpad KS doloc¢imo. Ce proutimo raziskave,
ki obravnavajo dobro klini¢no izrazene IMK,
lahko ugotovimo, da velikokrat podcenjuje-
jo obseg moZganskoZilne okvare. To se pojavi
zato, ker je imelo lahko veliko bolnikov s kli-
ni¢no izraZeno ali neizrazenimi IMK v prete-
klosti ve¢ subklini¢nih mozganskih infarktov,
ki so povzrodili okvaro bele moZganovine.
V nasprotju s prej omenjenimi raziskavami
pa veliko raziskav Zilne demence vkljucuje
IMK, ki je ali ni bila klini¢no izrazena (8). Zna-
no je, da je IMK pomemben vzrok demence,
ki ga lahko preprecimo. Zato bi morali bolje
razumeti patofizioloske mehanizme, s kate-
rimi sta IMK in demenca povezani.

KOGNITIVNE SPOSOBNOSTI
V AKUTNEM OBDOBJU
ISHEMICNE MOZGANSKE
KAPI

Akutno obdobje IMK zajema vse dogodke
znotraj 24 ur od nastanka kapi. Glede na mesto
nastanka IMK v moZganih lahko le-ta povzro-
¢i afazijo, sindrom zanemarjanja, apraksijo,
izgubo senzorike po polovici telesa, izgubo
vidnega polja in hemiparezo. Jedro ishemic¢ne-
ga podrodja si lahko prikaZzemo z magnetnore-
sonan¢nim slikanjem (angl. magnetic resonan-
ce imaging, MRI), ki je difuzijsko obteZena
(angl. diffusion weighted imaging, DWI) (6).

Glede na prizadetost KS, ki ga povzroci
IMK, lahko sklepamo na njen izvor (vzrok),
glede na prizadet podtip KS pa na poskodo-
vano strukturo v moZganih (kot primer lahko
vzamemo govor, ki je kognitivna sposobnost,
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kot podtip pa vzamemo razumevanje govora,
skladnjo povedi itd.). Primer vzro¢ne poveza-
ve nastanka je lahko prizadetost govornih sre-
dis¢ in sredi$¢ za obdelavo prostorskih infor-
macij. Ker so omenjena sredi$¢a (govor in
prostorske informacije) v moZganski skorji, je
za IMK, ki nastane zaradi sr¢ne embolije, bolj
verjetno, da povzroci afazijo ali sindrom zane-
marjenja. Razlog je v tem, da emboli z izvo-
rom v srcu pogosteje, kot se to dogaja pri dru-
gih vrstah moZganske kapi, potujejo do stikov
sive in bele moZganovine ali do podrocja
spodnjih vej srednje moZganske arterije (2-9).
Glede na tip govornega primanjkljaja (npr.
okvara razumevanja, nezmoznost pravilne
skladnje povedi, izgovorjave, branja, ¢rkova-
nja ali poimenovanja) in vrste zanemarjenja
(4. ali bolnik zanemarja predmete v levi polo-
vici vidnega polja ali levo polovico prostora)
pa lahko sklepamo na lokalizacijo ishemi¢nega
podrocja v moZganih (10-12). IMK, ki zajame
hipokampus, lahko povzrodi tudi prehodno
globalno amnezijo, a to se zgodi le redko (12).

Izpad KS pri akutni IMK nastane zaradi
infarkta podrodja mozganov, ki omogoca
izvajanje dolocene KS, in zaradi nezadostne
prekrvavitve sosednjih podrodij infarkta.
Koncept, ki opisuje neusklajenost med zmanj-
$anim moZganskim pretokom krvi in poveca-
njem ekstrakcije kisika iz krvi v povirju
distalno od zapore vedje arterije, imenujemo
koncept picle prekrvavitve (angl. misery
perfusion) in je bil prvi¢ opisan v zacetku
leta 1980 (13). Ostale raziskave so dodatno
dokazale, da nezadostno prekrvavljeno moz-
gansko tkivo lahko postane slabse delujoce in
da ponovna vzpostavitev regionalnega moz-
ganskega krvnega pretoka (npr. z intravensko
alteplazo) lahko izbolj$a prekrvavitev tega
podrocjain s tem KS v akutni fazi IMK (14).
Specifi¢no za bolnike s hemiprostorskim sin-
dromom zanemarjenja je, da imajo lahko
nezadostno prekrvavitev v podro¢ju desne
mozganske poloble, kljub temu da niso utr-
peli infarkta mozganske skorje (4). Podobno
se pri bolnikih s hipoperfuzijo leve moZganske
poloble lahko pojavi afazija, ki se po ponov-
ni vzpostavitvi regionalnega mozganskega
krvnega pretoka izboljsa (15). Te rezultate
so ugotovili tako z racunalnisko tomografi-
jo (angl. computed tomography, CT) kot tudi
2z MRI (16, 17). Poleg tega je stopnja nezadost-

ne prekrvavitve, ki je doloCena z zamikom
v ¢asu med vr$nimi vrednostmi pretoka kon-
trasta z MRI, prilagojenim za spremljanje
mozganskih pretokov (angl. perfusion-weigh-
ted imaging, PWI), povezana s stopnjo izra-
Zenosti sindroma zanemarjanja in afazije.
Slednje nadalje dokazuje vzro¢no povezanost
med hipoperfuzijo in upadom KS (5, 18). Prej
nastete raziskave skupaj z dokazi, da ponov-
na vzpostavitev pretoka v z ishemijo prizadeto
obmocdje izboljsa stanje upada KS, podpirajo
hipotezo, da podrocja hipoperfuzije na PWI ne
predstavljajo samo benigne oligemije, ampak
tudi prizadeto tkivo. Hujsa stopnja od loka-
lizirane hipoperfuzije ali infarkta, ki je vzrok
upada KS, je globalni kognitivni izpad, ki
vkljucuje poslabsanje spomina, pozornosti,
izvr$ilnih funkcij in vidnoprostorskih sposob-
nosti (19-21). Ta vzorec upada KS je podoben
tistemu, ki je opisan pri Zilnem upadu K8, kar
nakazuje, da so mnogi od teh zgodnjih pri-
manjkljajev pomembni pri kasnej$em razvoju
demence (20). Pogostnost kateregakoli upada
KS v prvih nekaj tednih po IMK obravnava
vec¢ raziskav, ki so ugotovile, da je deleZ kate-
regakoli upada KS nad 70 %. Veliko zgodaj
nastalih upadov KS se po akutni IMK izboljsa
v nekaj tednih ali mesecih po dogodku (21).

KOGNITIVNE SPOSOBNOSTI
V SUBAKUTNEM OBDOBJU

V subakutnem ¢asovnem okviru, ki ga opre-
delimo kot obdobje treh mesecev po moZgan-
ski kapi, je ocenjeni deleZ bolnikov, ki imajo
upad KS, med 50% in 90 % (22, 23). Te raz-
like v delezih lahko delno razloZimo z razli-
kami v populacijskih raziskavah in obstojem
podzvrsti IMK. Kot primer lahko vzamemo
raziskavo, ki so jo opravili Jaillard in sodelav-
ci (23). V raziskavo so vkljucili predvsem bol-
nike s kardioemboli¢nimi moZganskimi
infarkti in infarkti zaradi zapore vecjih zil,
ki pa so imeli manj lakunarnih moZganskih
infarktov. Poleg tega so uporabljali dokaj ne-
popolno opredelitev upada KS. Nys in sode-
lavci so izpade KS opredelili lo¢eno od pod-
vrste mozganske kapi (20). Dokazali so, da
ima upad KS manj kot 50 % bolnikov s sub-
kortikalno IMK. Za primerjavo so pri bolni-
kih s kortikalno IMK upad KS ugotovili pri
74 % bolnikov.
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Ker se Stevilni izpadi KS, ki nastanejo kot
posledica IMK, v prvih nekaj tednih ali mese-
cih izboljSujejo, raziskave, ki ocenjujejo KS
nekaj mesecev po IMK, niso povsem verodo-
stojne. Nekaj izbolj$anja KS lahko pripisemo
rekanalizaciji, nekaj moZganski plasti¢nosti,
nekaj izboljsanja pa je posledica prenosa
izvrSevanja kognitivne funkcije iz prizadetega
obmodja na sosednja podrodja iste ali sosednje
mozganske poloble (24). Na podrodjih hipo-
perfuzije v moZganskem tkivu izven jedra
infarkta, kjer nastane upad KS zaradi t.1. di-
fuzijsko-perfuzijskega neskladja, se ponava-
di vecina KS popolnoma povrne tri mesece
po mozganski kapi (25).

Ceprav zdravljenje upada KS po kapi ni
predmet tega pregleda, se zavedamo, da je
rehabilitacija pomemben sestavni del izbolj-
$anja upadov KS v obdobju od akutnega do
subakutnega obdobja. V nedavni raziskavi, ki
jo je opravil Lazar s sodelavci, so ugotovili, da
je tudi najmanjSa govorna rehabilitacija pri
osebah z afazijo po moZganski kapi poveza-
na z do 70% okrevanjem govorne dejavno-
sti (26).

INDIVIDUALNE RAZLIKE
MED UPADI KOGNITIVNIH
SPOSOBNOSTI

Na splosno velja, da je visja starost pomem-
ben dejavnik slabsega funkcionalnega in kog-
nitivnega izida po IMK (20, 27-29). Eden
izmed razlogov je lahko dejstvo, da imajo sta-
rejsi posamezniki, ki zbolijo za IMK, pogosto
$e druge pridruZzene bolezni. Tako lahko
zasledimo, da je bolezen drobnega mozgan-
skega Zilja (angl. cerebrovascular small vessel
disease) pri starej$ih odgovorna za nastanek
20 % klini¢no neizraZenih ishemij, ki jih lah-
ko ugotovimo samo s slikovnimi diagnostic-
nimi metodami, odstotek klini¢no izraZenih
ishemij, ki nastanejo kot posledica prej ome-
njene bolezni, pa znasa 25 %. V obeh prime-
rih pa nastala ishemija povzrodi subkortikalno
ishemicno bolezen, ki je najpogostejsa in
najbolj homogena oblika upada KS zaradi Zil-
ne bolezni (30-32).

Za vi§jo starost je bilo tudi dokazano, da
je pomemben napovedni dejavnik razvoja
demence ali motnje KS v kroni¢nem obdob-
jupo IMK (33). Pri starejsih bolnikih v akut-
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nem obdobju IMK so lahko pogostejsi tudi
specificni upadi KS. Ve¢ raziskav je npr.
pokazalo, da je hemiprostorsko zanemarjanje
pogostejse pri starejsih kot pri mlajsih bolni-
kih (3, 34). Posebnost te oblike sindroma
zanemarjanja je tudi, da pri njej ne zasledi-
mo povezave med velikostjo prizadetega
podrocja mozganske skorje in njenim pogo-
stej$im nastankom (35). Za afazijo, ki se
pojavi po IMK,; se zdi, da je pogostejsa pri sta-
rejsih in da se z vsakim letom starosti tveganje
za njen razvoj poveca za 3 % (2). Obravnava-
nje starosti kot napovednega dejavnika za
upad KS po IMK je v prvi vrsti omejeno z vec-
jo verjetnostjo slab$e kognitivne zmoznosti Ze
pred nastankom IMK in s pogostejsim poja-
vom kardioemboli¢nih IMK, ki so posledica
atrijske fibrilacije. Ta vrsta IMK pogosteje od
drugih vrst IMK privede do ishemije moz-
ganske skorje in s tem do okvare govora ali
do sindroma zanemarjenja. Poleg tega pa se
moramo zavedati, da klini¢na slika upada KS
po IMK ni vedno samo enostavna posledica
lokacije IMK ali lokacije obmocja hipoperfu-
zije. Dokazano je, da poleg starosti obstajajo
$e demografski in drugi zdravstveni dejavni-
ki, ki prav tako vplivajo na stopnjo izpada KS
pri posamezniku.

Razlika med spoloma v upadih KS je lah-
ko posledica razlik mehanizmov, ki pri mos-
kih in Zenskah povzro&ijo IMK. Zenske imajo
ponavadi ve¢ kardioemboli¢nih IMK, medtem
ko pri moskih prevladujejo lakunarni moZgan-
ski infarkti. Navedeno dejstvo bi lahko poja-
snilo pogostej$e pojavljanje upadov KS pri
Zenskah (20). Poleg tega Zenske pogosteje kot
moski dozivijo IMK pri vi§ji starosti, kar
pomeni, da so bile lahko njihove KS pred moz-
gansko kapjo zaradi visje starosti slab$e kot
pri moskih (36).

Med ostalimi dejavniki, ki so povezani
s slabSo sposobnostjo KS po IMK, sta tudi
povisana telesna temperatura in hiperglike-
mija. Vendar se na vecino ocen, ki preucujejo
vpliv teh dejavnikov na KS, ne moremo zane-
sti, ker se lahko pojavijo kot posledica obsez-
ne IMK ali kot posledica manj obsezne IMK
v njeni akutni fazi. Poleg tega so si podatki
o vplivu hiperglikemije na KS nasprotujoci
(20, 37). Naslednji dejavnik, za katerega se zdi,
da je pomemben pri dolo¢anju stopnje spe-
cificnih upadov KS v ¢asu IMK, je dolocanje
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ravni hemoglobina. Tako nizke kot visoke kon-
centracije hemoglobina so povezane s slabSo
zmogljivostjo na testih za prisotnost sindro-
ma zanemarjanja (38).

Ostali dejavniki, ki so bili povezani z vec-
jim tveganjem za zgodnje upade KS po IMK,
so $e epilepti¢ni napadi, Ze prebolele mozgan-
ske kapi in slabsa kognitivna sposobnost pred
nastankom IMK (39, 40). Izhodi$¢no stanje
KS posameznika, ki je verjetno zelo pomem-
ben dejavnik pri dolo¢anju prisotnosti ali stop-
nje upada K§, je prakticno nemogoce izmeriti.
Zato je natancna retrospektivna ocena KS
posameznika pred IMK pristranska (41).
Nevropsiholoska diagnostika, ki vkljucuje
primerjanje bolnikovih rezultatov na preiz-
kusih KS s posamezniki iste starosti in izo-
brazbe, lahko pokaZe na kognitivni upad le
posredno. Se posebej velik problem se poja-
vi pri nevropsiholoskih preizkusih, katerih
norme niso korigirane na izobrazbo. Pri
dobro izobraZzenem bolniku z IMK, ki izkazuje
v kognitivnem funkcioniranju izrazito odsto-
panje od normativne skupine, lahko z rela-
tivno gotovostjo zaklju¢imo, da je upad KS
znaten. V vedjih teZavah se znajdemo pri bol-
nikih z niZjo izobrazbo, pri katerih je stanje
KS Ze premorbidno niZje. Zavedati se mora-
mo torej, da imajo mnogi bolniki z dejavniki
tveganja za mozganskoZilne bolezni nekate-
re upade KS Ze pred nastopom mozganske
kapi (42).

Naslednji pomemben dejavnik pri oceni
stanja KS v akutnem obdobju po mozganski
kapi je u¢inek zdravil. Pri nekaterih hospita-
liziranih bolnikih se lahko pojavi nemir ali
celo delirij, zato jih moramo zdraviti s seda-
tivi, ki lahko poslabsajo njihove KS. Ostala
nepsihoaktivna zdravila imajo pri uporabi
v kombinaciji z drugimi zdravili pogosto seda-
tivne stranske ucinke, $e posebno pri starej-
$ih bolnikih (43). Poleg tega so tisti bolniki,
ki imajo demenco Ze pred nastopom IMK, naj-
bolj izpostavljeni tveganju za nastanek deli-
rija ali poslabsanja funkcije njihovih KS. To
$e dodatno oteZuje merjenje upada KS po
IMK (44). V metaanalizi KS pred nastopom
IMK je bilo pri 14 % bolnikov ugotovljeno, da
imajo demenco (45).

Pri razumevanju individualnih razlik
v upadu KS nam je lahko v veliko pomoc kon-
cept kognitivne rezerve, ki ga je pred slabim

desetletjem predstavil Stern na primeru
bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo, lahko pa
nam pomaga tudi pri razumevanju upada KS
po IMK (46). Kognitivna rezerva se nanasa
na »intenziteto mozganske patologije, ki je
potrebna za klini¢no izraZeno simptomatiko«.
Z drugimi besedami, pri bolnikih z enako
intenziteto mozganskoZilne patologije lahko
zaradi razli¢nih kognitivnih rezerv pric¢aku-
jemo razli¢ne stopnje upada KS. Stern ome-
nja naslednje dejavnike, ki pripomorejo k vedji
kognitivni rezervi: Zivljenjski slog, fizi¢na
aktivnost, leta izobrazbe in mentalna aktiv-
nost.

SLIKOVNE TEHNIKE

Zdi se, da na tveganje za razvoj upada KS po
IMK vplivajo tako znacilnosti poteka posa-
mezne vrste IMK kot tudi okvara bele moz-
ganovine in moZganske skorje. Za IMK, ki
zajame vedje podrodje, se zdi, da je poveza-
na z vecjo verjetnostjo razvoja upada KS (20).
A vendar Se ne vemo, ali je to znacilnost, ki
je posledica dejanske velikosti okvarjenega
podrodja, ali pa samo posledica dejstva, da
IMK, ki zajamejo vedje podrodje mozganov,
bolj verjetno prizadenejo tudi skorjo in osta-
la podro¢ja moZganov, ki skrbijo za KS. Raz-
log je ta, da sta velikost in lokacija med seboj
neodvisni znacilnosti IMK. Nekatere razi-
skave so celo ovrgle povezavo med upadi KS,
kot je afazija, in velikostjo ishemi¢nega podroc-
ja pri mozganski kapi, spet druge pa so poro-
¢ale o vi§ji stopnji upada KS pri osebah
s kapjo v podrodju srednje mozganske arteri-
je ter tako podprle hipotezo o povezavi med
velikostjo IMK in upadom KS (20, 47, 48).

Ceprav je prej prevladovalo misljenje,
da lakunarni infarkti ne vplivajo na KS pri bol-
nikih brez demence, novejse raziskave kazejo,
da bi lahko tudi en sam lakunarni infarkt zla-
sti ob so¢asni levkoaraiozi, dolgoro¢no poslab-
$al KS (49-51). V nekaterih primerih pride
prilakunarnem infarktu do tak$ne okvare, da
so simptomi enaki tistim, ki se pojavijo v sub-
akutnem obdobju IMK. Kljub vsemu pa pre-
valenca upada KS v obdobju po infarktu ne
narasca (52).

Druge raziskave, ki ne podpirajo poveza-
ve med lakunarnimi infarkti, velikostjo moz-
ganskega infarkta in upadom KS, porocajo, da
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se tveganje za razvoj tudi samo zmernega upa-
da KS eno leto po enem prebolelem lakunar-
nem infarktu ne poveca (53). Ena od moznih
razlag za nasprotujoce si ugotovitve je, da je
upad KS pri nekaterih bolnikih z lakunarno
kapjo posledica soc¢asne hipoperfuzije skor-
je, ki pri slikanju bolnika v akutni fazi IMK
ni bila o¢itna. Druga razlaga pa nakazuje na
moznost, da bolniki z lakunarno kapjo v dru-
gih raziskavah niso imeli hipoperfuzije moz-
ganske skorje, zato se je njihov upad KS raz-
likoval od upadov KS pri bolnikih v drugih
raziskavah (53).

Vpliv Ze obstojecih patoloskih sprememb
v moZganih na upad KS v akutnem obdobju
po IMK ni jasen. Nekatera porocila pri bolni-
kih z upadom KS navajajo lokalizirana podrodja
moZganske atrofije v srednjem in temporal-
nem girusu ter obseznej$e obmocje hiperin-
tenzivne bele moZganovine kot pri bolnikih
brez kognitivne okvare (54, 55). Vendar pa
obstajajo tudi raziskave, ki ne navajajo pomemb-
nih razlik med bolniki z ali brez upada KS po
IMK ob socasni prisotnosti ali odsotnosti
mozganske atrofije, subklini¢nih infarktov ali
okvar bele mozganovine (20, 39). Analize teh
povezav omejuje odsotnost ocen KS bolnikov
pred nastopom IMK. Bolniki z ve¢ boleznimi
bele moZganovine in vecjo atrofijo imajo bolj
verjetno Ze na zacetku slabso KS in prav to
je lahko razlog za razmisljanje o povezavi med
upadom KS in IMK. Razlike v zacetni KS lah-
ko pojasnijo tudi razlike v pogostosti upadov
KS pri posameznikih z znotrajmozgansko krva-
vitvijo in z ishemi¢no moZgansko kapjo (20).
Med bolniki z znotrajmozgansko krvavitvijo
so tudi tisti z moZgansko amiloidno angiopa-
tijo, od katerih imajo mnogi Ze pred moZgan-
sko kapjo upad KS, ki je lahko nastal zaradi
nevrodegenerativnih sprememb, lahko pa
nastane so¢asno z mozgansko kapjo. Nasled-
nja je skupina bolnikov z okvarami bele moz-
ganovine in na koncu $e bolniki z mikrokrva-
vitvami (56).

Novejse tehnike slikanja, kot sta traktogra-
fija (angl. diffusion tensor imaging, DTI) in pri-
kaz magnetizacijskega prenosa (angl. magne-
tization transfer imaging, MTI), se kaZejo kot
dobra pomoc¢ pri identifikaciji posameznikov
z mikrostrukturnimi nepravilnostmi bele moz-
ganovine. Prav ti bolniki imajo vedje tveganje
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za nastanek upada KS. Zaenkrat so te tehni-
ke $e v fazi raziskav (57, 58).

AKUTNI UKREPI

Ceprav se v tem lanku posegom za specific-
no odpravljanje in izboljSanje upadov KS ne
bomo posebej posvetili, se moramo zaveda-
ti, da mnogo posegov, ki jth napravimo v akut-
ni fazi IMK, vpliva na izpade KS. Za intraven-
sko alteplazo je npr. dokazano, da zmanjsuje
invalidnost po IMK, vendar pa ni nobenih
dokazov, da alteplaza izboljsuje KS v obdob-
ju po IMK (59, 60). Alteplaza naj bi pripomo-
gla k izboljsanju KS v akutnem obdobju po
IMK, a vendar ta ucinek opazimo samo pri
nekaterih bolnikih (74, 15). Reperfuzija moz-
ganske skorje z zacasnim povecanjem krvnega
tlaka pri bolnikih z zoZitvijo vedjih arterij, pri
manjsi skupini bolnikov, ki so brez vecjih
dejavnikov tveganja za sr¢ne bolezni, v akut-
ni fazi IMK kot tudi v kasnejsem poteku, omo-
goca izboljSanje KS. To dejstvo kaze na to, da
ima reperfuzija moZganske skorje ucinke na
KS (61).

DEMENCA IN OSTALI POZNI
IZPADI KOGNITIVNIH
SPOSOBNOSTI

Vecina upadov KS, ki nastanejo zaradi IMK,
se razresi takoj po izteku subakutne faze. Poro-
¢ilo navaja, da je vec kot 25 (83 %) od 36 bol-
nikov z zadetnimi primanjkljaji v verbalnem
spominu in 14 (78 %) od 18 bolnikov s pri-
manjkljaji na podrod&ju vidnoprostorskih spo-
sobnosti okrevalo v obdobju $estih mesecev
po IMK. Ostale domene KS so se popravile
nekoliko kasneje (22). V drugi raziskavi je
43 (54 %) od 80 bolnikov po enem letu $e ved-
no imelo primanjkljaj pozornosti, vendar so
bili primanjkljaji v izvrsilnih funkcijah, govoru
in dolgoro¢nem spominu v primerjavi z akut-
nim obdobjem manjsi (21). Moramo se zave-
dati, da se kljub vzpodbudnim podatkom
nekaterim bolnikom KS s ¢asom poslabsujejo,
¢eprav nimajo klini¢no jasno izraZenih ishe-
micnih dogodkov (62).

Po nastanku IMK se s ¢asom povecuje ver-
jetnost, da bo bolnik doZivel drugo mozZgan-
skoZilno okvaro, klini¢no ali subklini¢no, ki
bo dodatno prispevala k poslab$anju njego-
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vih KS. Za bolnike, ki so preZiveli ve¢ IMK,
se zdi, da imajo vedje tveganje za upad KS kot
bolniki, ki so preboleli samo eno IMK (28, 45).
Poleg tega so bolniki z ve¢ IMK bolj dovzet-
ni za subklini¢ne oblike mozganskih infarktov.
Uspesnost na testih hitrosti obdelave infor-
macij, spomina in izvr$ilnih sposobnosti je
slabsa pri osebah, ki so prebolele ve¢ IMK (63).

Za IMK je bilo v epidemioloskih raziska-
vah in pri obdukcijah ugotovljeno, da je
mocan dejavnik tveganja za razvoj demence,
vendar kot dejavnik tveganja ni vezana na
specificno vrsto demence, temvec vpliva na
posamicen izpad KS (64, 65). Tudi pri teh
raziskavah se je pokazala povezanost med
IMK in upadom KS§, ki je bil ugotovljen tako
pri Klini¢no izraZenih kot tudi pri klini¢no pri-
kritih IMK (66). Tveganje za razvoj demen-
ce pri bolnikih z enim samim mozZganskim
infarktom pa je bilo manjse kot pri tistih, ki
so doziveli ve¢ moZganskih infarktov. Razvoj
od nastanka IMK do demence gre ponavadi
skozi oblike blagega upada KS. Pri 8 % bolni-
kov blag upad KS, ki nastane po IMK, napre-
duje v demenco (67).

Pendlebury in Rothwell sta naredila siste-
mati¢ni pregled razvoja demence v obdobju
vsaj treh mesecev po IMK (45). Skupaj sta
zbrala 73 raziskav z izvirnimi podatki, ki ne
vkljucujejo le serije hospitaliziranih bolnikov,
ampak tudi nekatere populacijske Studije.
Za studije, v katerih so bili vkljuceni le bol-
niki s prvo IMK; izklju¢eni pa bolniki z demen-
co, ki se jim je razvila pred kapjo, je zbrana
ocena o raz$irjenosti znasala 7,4-12,0 %. Naj-
pomembnejsi napovedni dejavniki demence
po IMK, ki so bili opredeljeni v tem sistema-
ticnem pregledu, vkljucujejo vijo starost, Zen-
ski spol, niZjo izobrazbo, nebelo raso, sladkor-
no bolezen in atrijsko fibrilacijo. Dejavniki, ki
so znacilni za IMK in jih lahko uporabimo za
razvoj demence, vkljucujejo znotrajmozgan-
sko krvavitev, disfazijo, prizadetost leve mo-
Zganske poloble in podatek, ali je bila to prva
ali ponovna IMK. Podobno kot nekatera po-
roc¢ila o napovednih dejavnikih pojavov akut-
ne in subakutne motnje KS po IMK so epilep-
ti¢ni napadi, inkontinenca ali epizoda akutne
zmedenosti v ¢asu kapi povezani z ve¢jim tve-
ganjem za demenco po IMK. Levkoaraioza in
moZganska atrofija, zlasti medialnega senc-
nega reznja, sta prav tako zelo povezani z na-

stankom demence po kapi (45). Mnogi od teh
dejavnikov kaZejo na mozganskoZilno poskod-
bo, ki v mnogih primerih poteka prikrito. Ce
pod izrazom demenca najveckrat razumemo
Alzheimerjevo bolezen (AB), potem ni jasno,
ali so vplivi moZganskih infarktov na razvoj
demence posledica Zilne bolezni, ki nepo-
sredno povzroci nevropatoloske spremembe,
podobne tistim pri AB, ali Alzheimerjeva
bolezen in Zilna nevropatologija delujeta siner-
gisti¢no in tako skupaj privedeta do poslab-
$anja KS (45). Do sedaj zbrani dokazi podpi-
rajo obe hipotezi. Zato je najbolje, ¢e govorimo
o Zilnem prispevku k razvoju AB. Na to nape-
ljuje narascajoce Stevilo dokazov, ki kaZejo na
povezavo med spremembami v koncentraci-
ji holesterola v krvi in razvojem AB (68, 69).
Longitudinalna dolgoro¢na populacijska stu-
dija je dokazala, da je visoka koncentracija
holesterola v krvi pri ljudeh v srednjih letih
dejavnik tveganja za kasnejsi nastanek AB (70).
Nedavna longitudinalna populacijska $tudi-
ja, v kateri so preucevali bolnike z vecjo kon-
centracijo skupnega holesterola in holestero-
la v lipoproteinu majhne gostote (angl. low
density-lipoprotein, LDL) v krvi, je dokazala,
da sta vi§ji koncentraciji LDL in skupnega
holesterola povezani s hitrej§im upadom KS
pri bolnikih z AB (71). Prav tako je bilo izo-
liranih kar nekaj genov, ki uravnavajo meta-
bolizem lipoproteinov in so povezani s kasnej-
§im nastankom AB (72). Rezultati Studije
z naslovom Serum lipo-protein profile and
APOE genotype in Alzheimer’s disease so potr-
dili, da je sprememba v homeostazi holeste-
rola povezana z nastankom AB in da je kon-
centracija LDL-holesterola pri starejsih bol-
nikih z AB ve¢ja kot pri starejsih, ki nimajo
AB (73). Prisotnost APOE e4+ alela se je poka-
zala kot dejavnik tveganja za razvoj AB, ven-
dar pa je mehanizem, ki povzroca vigje tve-
ganje, neodvisen od mehanizma, ki povzroci
povecanje koncentracije holesterola v krvi.
Vendar moramo $e ugotoviti, ali je hiperho-
lesterolemija dejavnik tveganja za razvoj AB
ali samo posledica skupnih patofizioloskih
mehanizmov, vklju¢enih v nevrodegeneracij-
ske procese in uravnavanje homeostaze hole-
sterola. Zanimivo je, da je profil lipoprotei-
nov pri bolnikih z AB glede na status APOE e4
s poveCanim LDL-holesterolom drugacen
kot pri tistih z AB, ki APOE e4 nimajo (73).
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Hipoteza, ki se pojavlja pri AB in drugih
nevrodegenerativnih boleznih, je, da pri teh
boleznih pride do spremembe ZivénoZilne
enote — funkcionalne enote, ki zajema Zilne
celice, astrocite in nevrone. Disfunkcija Zive-
nozilne enote povzroci poslab$anje funkcije
mozganskoZilne bariere, disregulacijo preto-
ka krvi skozi mozgane in poslabanje ocistka
amiloida A, kar povzroéi povecanje oligome-
rov in topnih AP oblik amiloida (74). Prav
sprememba ZivénoZilne enote pa naj bi bila
zacetni dogodek pri patogenezi nevrodegene-
rativne bolezni (75).

V obdukcijski $tudiji so pri 32,4 % bolni-
kov z nevropatolo$kimi spremembami,
podobnimi AB, nasli infarkte, opredeljene
v t.1. mejnem podrodju, ki ga prehranjujeta
sprednja in srednja moZganska arterija. Zna-
Cilnost tega obmodja je, da tam ni kolate-
ral (76). Nasprotno pa so dokazali v raziska-
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Gregor Recnik'

Diferencialna diagnoza bolecine v krizu
pri otrocih in mladostnikih

Differential Diagnosis of Back Pain in Children and Adolescents

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: hrbtenica, spondiloliza, uklestenje medvretencne ploscice, zlom apofiznega obrota

Epidemioloske Studije so pokazale, da je bole¢ino v krizu izkusilo Ze 50 % otrok, mlajsih od 151et.
V vecdini primerov gre za nenevarno misi¢no-vezivno bolecino, povezano bodisi z nosnjo pre-
tezkih Solskih nahrbtnikov ali prekomerno $portno aktivnostjo bodisi s prisilnim sede¢im polo-
Zajem in neaktivnostjo. Kadar bole¢ina v nekaj tednih ne izzveni, je treba zaceti razmisljati
o resnejsi patologiji kostnega sistema — obolenjih hrbtenice. PridruZeni sistemski simptomi
in znaki pri najmlajsih vzbudijo sum na mozno okuZbo medvreten¢nega prostora ali malig-
ni proces. Nenadno nastala boledina, ki se iz kriZa $iri v spodnje okoncine, je pri najstnikih
pogosto povezana z zlomom apofiznega obroca in ukle$¢enjem medvretencne ploscice. Ponav-
ljajoca se bolecina v krizu, ki se pojavi po §portnem udejstvovanju in delno mine v obdobju
mirovanja, je zelo sumljiva za spondilolizo. Pri starejSem fantu s topo, tezko dolocljivo bole-
¢ino v krizu in jutranjo okorelostjo bi lahko 8lo za zacetek ankilozantnega spondilitisa. V pris-
pevku so predstavljeni najpomembne;jsi alarmantni znaki, ki nas v razmisljanju usmerijo pro¢
od benignih miSi¢no-vezivnih bolecin v smer resnejse, pogosto tezko obvladljive patologije
hrbtenice.

ABSTRACT

KEY WORDS: spine, spondylolysis, herniated disc, apophyseal ring fracture

Epidemiological studies have shown that about 50% of children younger than 15 years have
already experienced low back pain. In most cases, this can be attributed to either wearing
overweight school backpacks or excessive sports activity on the one hand, as well as to forced
sedentary position and inactivity on the other. If the pain is still present after a few weeks,
we should start thinking about a more serious pathology of the bone - spine diseases. Associated
systemic symptoms and signs in the youngest should raise suspicion of a possible interver-
tebral space infection or malignancy. Sharp pain spreading to the lower extremities in a teen-
ager is often associated with fracture of the apophyseal ring or herniation of the intervertebral
disc. Recurring back pain that occurs after sports and partly diminishes during rest is very
suspicious of spondylolysis. An older boy with morning stiffness and a dull low back pain
that is difficult to determine, could be experiencing the start of ankylosing spondylitis. This
paper presents the disturbing signs that alarm us to think about a more serious spinal patho-
logy, which is often difficult to manage.

1 Asist. dr. Gregor Re¢nik, dr. med., Oddelek za ortopedijo, Univerzitetni klini¢ni center Maribor, Ljubljanska
ulica 5, 2000 Maribor; gregorrecnik@yahoo.com
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O bolecini v krizu pri otrocih in mladostni-
kih se govori vse pogosteje, saj so epidemio-
loske $tudije pokazale, da ima epizodo
tovrstne bolecine do 15. leta starosti kar 50 %
otrok (1). Pri 90% od teh bolecina izzveni
v naslednjih Sestih tednih. Ceprav se stevilo
najstnikov, ki toZijo za bole¢inami v krizu,
povecuje, je le majhen deleZ podvrzZen zdrav-
stveni obravnavi in ustreznim diagnosti¢nim
postopkom. Bolec¢ina v krizu pri najmlajsih
otrocih je Se posebej zaskrbljujoca, saj je mogo-
Ce skoraj vedno dokazati klini¢no pomemb-
no stanje, z zdravljenjem katerega ni pametno
odlasati. Po drugi strani pa pri vsakem otroku,
ki navaja bolecine v kriZu, ni treba (in tudi ni
upravic¢eno) opraviti §tevilnih slikovnih pre-
iskav, ki so na voljo. Znano je, da Ze povecana
masa v $olskem nahrbtniku poveca mozZnost
za nastanek bolecine v kriZu pri SolajoCem se
otroku (2). Naloga zdravnika, ki med svojim
rutinskim delom v ambulanti obravnava
otroka ali mladostnika z bolecino v kriZu, je,
da izlu§di tiste posameznike, za katere obstaja
realna moZnost nezanemarljive patologije
in da v tem primeru sproZi ustrezni diagno-
sti¢ni postopek oz. bolnika preusmeri v orto-
pedsko ambulanto.

ANAMNESTICNE ZNACILNOSTI
BOLECINE V KRIZU

Pri razmejitvi, kateri otrok potrebuje nadalj-
njo klini¢no obravnavo in kateri le simptomat-
sko zdravljenje z mirovanjem, blagimi proti-
bolecinskimi sredstvi in fizioterapijo, nam
je v pomo¢ usmerjena anamneza, predvsem
podatki o znacilnosti bolecine.

Akvuina boleéina v krizvu
po poskodbi

Akutna bolecina po poskodbi se lahko poja-
vi pri ukle$¢enju medvretenéne ploscice,
zlomu apofiznega obroca ali pri pravem zlo-
mu kosti. Pri otroku pride do zloma kosti ob
visokoenergetski poskodbi z nenadno nasta-
lo hudo boleéino v krizu. Kadar pride do zlo-
ma kostne povrsine brez ustrezne intenzitete
poskodbe, je treba razmisliti o vzporednem
malignem obolenju.
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Siika 1. Shematski prikaz odlomiienega kostno-hrustanchega kostka
apofize z zdrsom le-tega nazaj v hibtenicni kanal (5).

Do ukles¢enja medvretencne ploscice
pride pri starejsih otrocih le ob¢asno. Najvec-
krat je povezano s poskodbo ali ponavljajocimi
se obremenitvami ledvene hrbtenice. V 80 %
se bolecina $iri v spodnje okoncine in se oja-
¢a pri kasljanju ali napenjanju (3). Zlom oz.
zdrs apofiznega obroca se pojavi pri najstnikih
in mladih odraslih. Takrat je vezivni obroc¢
medvretencne ploscice najbolj elasticen,
apofiza krovne plosce pa je najsibkejsi del
medvretencnega prostora. Nastane bodisi kot
posledica nenadne aksialne obremenitve
hrbtenice v predklonu, bodisi kot posledica
ponavljajo¢ih se manjsih poskodb apofizne-
ga obroca. Apofiza se obicajno prelomi na sti-
ku med hrustanénim obro¢em in kostnim
delom v zadnjem spodnjem delu vretenca (sli-
ka 1). Odlomljeni hrustanéno-kostni kos nato
zdrsne v hrbteni¢ni kanal ter povzroc¢i hudo
bolecino v krizu, ki se nato, podobno kot pri
ukle$¢enju medvretencne ploscice, $iri navz-
dol po spodnji okon¢ini (4).

Poéasi nastajajoéa boleéina

v krizv

Pocasi nastajajoca bolecina je znacilna za Sche-
uermannovo bolezen in benigne neoplazme.
Scheuermannova bolezen je razvojna motnja,
ki se pojavi v najstnisSkem obdobju, za kate-
ro sta znacilni povecani prsna kifoza in led-
vena lordoza. Topa bole¢ina je prisotna na
apeksu prsne krivine in v predelu ledvene
hrbtenice. Ojaca se po $portni aktivnosti in
po daljSem sedenju ter se ne $iri v spodnje
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okoncine. Najstniki pogosto obis¢ejo ortoped-
sko ambulanto v spremstvu zaskrbljenih star-
Sev predvsem zaradi slabe drZe in pogosto
zanikajo pomembne bolecine v hrbtenici.

Izmed benignih neoplazem, ki se pojav-
ljajo v hrbtenici, velja na prvem mestu ome-
niti osteoidni osteom. Gre za najpogoste;jsi
hrbteni¢ni tumor pri otrocih z znacilno bole-
¢ino ponodi, ki se po zauZitju Aspirina® del-
no pomiri. Anevrizmalna kostna cista je
lokalno agresivna sprememba, ki se pogosto
kaZe s hudo bolecino v hrbtenici zaradi pato-
loskega zloma. Podobno kot osteoblastom
lahko vra$ca v hrbteni¢ni kanal in povzroca
nevrologke simptome (motnje odvajanja in
Sibkost v spodnjih okoncinah). Bole¢ina v kri-
7u, ki jo povzroca eozinofilni granulom, se
v mirovanju ali z opornicami pogosto zmanj-
$a (6).

Ponavljajoéa se boleéina v krizu

Ponavljajoca se bolecina, ki se pojavi po $port-
nem udejstvovanju in delno mine v obdob-
ju mirovanja, je sumljiva za utrujenostni
prelom pars interarticularis oz. spondilolizo.
Najpogosteje se pojavi na vretencih L5
(v 85 %) in L4; obojestransko se pojavi v 80 %
in enostransko v 20 %, zato moramo ob ugo-
tovljeni spondilolizi na eni strani aktivno

iskati prelom tudi na drugi. Kljub temu da
je prevalenca spondilolize v populaciji okoli
5 %, $tudije nakazujejo, da je spondiloliza pri-
sotna pri kar polovici vseh mladih $portnikov
z bolecino v kriZu, ki ne mine po nekaj ted-
nih (7). Kadar se obremenitve iztegnjene led-
vene hrbtenice ponavljajo, pride do majhnih
poskodb interartikularnega dela vretenca,
ki s¢asoma vodijo v utrujenostni prelom tega
predela. Tovrstnim poskodbam so podvrze-
ni predvsem otroci v §portnih aktivnostih, ki
se izvajajo v poloZajih pretirane ekstenzije oz.
zaklona ledvene hrbtenice (npr. gimnastiki,
atletiki, nogometu, tenisu itd.). Bole¢ina se
lahko iz kriZa $iri v predel stegen (8). Ob neu-
strezni modifikaciji aktivnosti lahko pride pri
obojestranski spondilolizi do zdrsa vretenca —
spondilolisteze (slika 2).

Neobvladljiva boleéina v krizu

Boledina, ki ne mine po protibolecinskih sreds-
tvih in ponoci zbudi otroka iz spanja, pred-
stavlja najbolj alarmantno stanje, saj je pogosto
povezana z okuZbo ali malignim obole-
njem (9). Bakterijska okuZzba medvretencne-
ga prostora se imenuje discitis in je najpogo-
stejsi vzrok za bolecino v krizu pri otrocih,
mlajsih od petih let (slika 3). Pri predsolskih
otrocih krvne Zile prehajajo preko krovnih

Slika 2. Stranski rentgenski posnetek ledveno-krizne hrbtenice s spondilolizo inferarfikulomega
dela vretenca L5 (oznaceno z zvezdico) in posledicnim zdrsom vretenca (spondilofistezo)
na nivoju L5=S1 pri 2 1-letnem dekletu (oznaceno s pustico).
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Slika 3. Sagitaln in prechi magnetnoresonanchi posnetek ledvene hrbtenice z discitisom (oznaceno
s pustico) na nivoju L4—L5 pri devetletnem fantu, ki je popolnoma ozdravel po dolgotrajnem antibio-
ticnem zdravijenju.

plos¢ vretenca in se koncujejo v mehkem
jedru medvretencne ploscice, ki je tako zelo
dovzetno za okuZzbo in razrast bakterij (10).
Otroci ob tem, da navajajo hudo bolecino
v kriZu, $epajo in ne Zelijo hoditi. Pogosto so
prisotne tudi bolec¢ine v trebuhu. Najpogostej-
$i bakterijski povzrocitelj discitisa je Staphy-
lococcus aureus. Osteomielitis se razvije, e se
okuzba raz$iri na sosednje vretence — govo-
rimo o infektivnem spondilitisu.

Prisoinost sistemskih simptomov
in znakov

Pri dolocanju resnosti obolenja nam je najbolj
v pomo¢ prisotnost oz. odsotnost sistemskih
simptomov. PoviSana telesna temperatura je
prisotna v polovici primerov discitisa. Levke-
mija je najpogostej$i maligni vzrok bolecine
v krizu pri otrocih (11). Boledina v krizu je
lahko prvi simptom levkemije, zato je treba
starSe skrbno izprasati o utrujenosti, nejesc-
nosti, izpuscajih ali podkoZnih krvavitvah.
Medtem ko je Ewingov sarkom tisti primar-
ni tumor kosti, ki se ob¢asno pojavi v vre-
tencih, je najpogostejsi zasevek v vretencih
posledica razsoja nevroblastoma. Sibkost,
nezmoznost hoje ali motnje obc¢utkov po tele-
su lahko kaZejo na tumor v hrbtenjaci, najpo-
gosteje astrocitom ali ependimom. Vprasanja
o0 odvajanju vode in blata morajo biti usmerje-
na, saj mladostniki pogosto teh tezav sami ne
omenijo. Kljub temu da hrbtenjacne tumorje
oskrbijo nevrokirurgi, jih pogosto spremlja
bolecina v krizu, zaradi ¢esar so v 50 % pri-

merov primarno napoteni k specialistu orto-
pedske kirurgije (12).

Razdelitev vzrokov za boleéino
v krizv po starosti

Bolecina v krizu pri majhnih otrocih je vedi-
noma povezana z okuzbo ali malignim obo-
lenjem. Ob vroc¢ini, Sepanju ali slabem pocutju
je treba hitro sproziti diagnostic¢ni postopek.
Otroci, starejsi od desetih let, pogosteje nava-
jajo bolecino v kriZu v povezavi s poskodbo ali
preobremenitvami. Tako se kaZejo spondilo-
liza, ukle$¢enje medvretencne ploscice ali zlo-
mi apofiznega obroca. Redko se v najstniskem
obdobju na ta nacin predstavi maligno obole-
nje. Najstniki s slabo dolocljivo bole¢ino v kri-
7u, brez sistemskih ali nevroloskih simptomov,
ki niso pretirano $portno aktivni, pogosto
nimajo misi¢no-skeletnega vzroka za tezave.
Z izkljucitvijo drugih vzrokov lahko podamo
diagnozo psihosomatske bolecine (6).

SESTAVLJEN HRBTENICNI
PREGLED

V kolikor deluje otrok Ze na prvi pogled
bolan, je nujna takoj$nja opredelitev morebit-
ne okuzbe ali malignega obolenja. Pomemb-
no je ovrednotiti, ali otrok lahko sam hodj, saj
nezmoznost hoje kaze na resno obolenje.
S tipanjem trnastih odrastkov hrbtenice lahko
dolo¢imo mesto patologije. Lokalizirana bole-
¢ina je lahko posledica benigne ali maligne
neoplazme, spondilolize ali spondilolisteze.
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Preverjanje gibljivosti ledvene
hrbtenice

7 Adamsovim testom predklona ugotavljamo
ukrivljenost hrbtenice vstran (skoliozo), ki
pa je zelo redko vzrok bole¢inam. Ponavadi
gre za dodatni simptom osnovnega obolenja,
ko se hrbtenica nagne vstran od drazecega
procesa (npr. pri ukles¢enju medvretencne
plosc¢ice, malignih in benignih tumorjih).
S predklonom preverjamo tudi gibljivost hrb-
tenice; normalno se prsna kifoza poudari, led-
vena lordoza pa izravna.

Pri bolecinah se otrok upira gibanju hrb-
tenice in pri predklonu raje skrci kolena. Za
spondilolizo je znacilna bolecina pri zaklonu.
Bolecina se okrepi, kadar se temu pridruZi Se
rotacija ob hiperekstenziji hrbtenice.

Soberjev test uporabimo za dolocitev ome-
jitve obsega giba, tako da v predelu ledve-
no-krizni¢ne hrbtenice dolo¢imo v mediani
liniji razdaljo 10 cm. Ob predklonu se v nor-
malnih pogojih razdalja med mejnima tocka-
ma poveca vsaj $e za 5cm. Revmatolosko
obolenje, za katerega je znacilno zmanjsanje
gibljivosti v hrbtenici, ovrednoteno z manj$im
razmikom trnastih odrastkov v predklonu, se
imenuje ankilozantni spondilitis. Ponavadi gre
za mlajSega moskega s topo, tezko dolocljivo
bolecino v kriZu in jutranjo okorelostjo. Kadar
se pojavi pred 16. letom starosti, je poveza-
no s hujso obliko funkcionalne prizadetosti
v odrasli dobi. Ceprav se lahko pojavi tudi pri
Zenskah, se takrat pojavi kasneje in v milej-
§i obliki. Verjetnost ankilozantnega spondili-
tisa v populaciji je priblizno 1%. Kadar imamo
pred sabo fanta s sumljivimi simptomi in zna-
ki, ki je pozitiven za humani levkocitni anti-
gen B27 in ima oceta s potrjeno boleznijo, se
verjetnost dvigne na 30% (13).

Ugotavljanje prizadetosti
nevroloskih struktur v hrbtenici

Bolecina, ki se $iri v ritnice ali noge, se lah-
ko pojavi v sklopu ukles¢enja medvretenéne
ploscice, zloma apofiznega obroca, spondilo-
lize, zdrsa vretenca ali hrbtenja¢nega tumor-
ja. Za opredelitev draZenja korenine Zivca
v hrbtenici, t.i. prave radikularne bolecine,
opravimo test po Lasegue-Lazarevicu (slika 4).
Dvig spodnje okoncine od podlage sprozi
ostro bolecino, ki se iz kriZa razsiri po zadnji

strani spodnje okoncine do goleni ali prstov
na nogi. Manjsi kot dviga spodnje okoncine
nakazuje hujse draZenje korenine Zivca. Kadar
v skrajni legi s potiskom stopala v dorziflek-
sijo izzovemo $e ostrejso bolecino, govorimo
o pozitivnem Bragardovem znaku, ki je najbolj
specificen za draZenje korenine Zivca v hrb-
tenici pri otrocih z ukles¢enjem medvreten-
¢ne ploscice ali zlomom apofiznega obroca.
Test natega stegenskega Zivca opravimo na
trebuhu, tako da pokr¢imo koleno in ga neko-
liko dvignemo od podlage. Je ekvivalenten
testu po Lasegue-Lazarevicu, kadar lezi stisnje-
na korenina visje v ledveni hrbtenici (L2-14)
in se bolecina razsiri po sprednji strani steg-
na do kolena (8).

Test po Lasegue-Lazarevi¢u je negati-
ven, kadar se bolec¢ina razsiri iz kriza le do rit-
nic oz. stegen. Izvajanje testa tako povzroca
bolecine v krizu in stegnih pri otrocih z za-
tegnjenimi miSicami zadnje stegenske loZe ob
zdrsu vretenca — spondilolistezi. Tudi test
natega femoralnega 7ivca je negativen, kadar
je bolecina prisotna le v predelu kriza ali rit-
nic, kar lahko opazimo pri spondilolizi ali
spondilolistezi. Praviloma gre pri tem za pre-
neseno in nikoli za pravo radikularno bole-
¢ino, razen v kasnejSem obdobju obolenja.

Kljub temu da je lahko bolec¢ina zaradi
pritiska medvretencne ploscice na korenino
Zivca zelo huda, jo le redko spremljajo nevro-
loski izpadi v spodnjih okoncinah. Le-ti so
pogostejsi v primeru vra$¢anja tumorja v Zivéne
strukture. Preverjamo moc¢ palca noge, sto-
pala in kolena, opredelimo motnjo obcutlji-
vosti na dotik in bole¢ino ter preskusimo
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Slika 4. Shematski prikaz testa po Lasegue-Lazarevicu. Ob dvigu
iztegnjene spodnje okoncine se bolecina v primeru pozitivnega
testa, ki nakazuje utesnitev korenine Zivea v hrbtenici, razsiri kot
elektrika po zadnjem delu stegna, kolena in goleni vse do prstov
na nogi.
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patelarni in Ahilov refleks; vedno primerjamo
strani med sabo. Ob sumu na tumor v hrb-
tenjaci, ki je sestavni del osrednjega Zivéev-
izraZene reflekse, prisotnost klonusa v pre-
delu gleZnja, prisotnost znaka Babinski in pre-
skusimo abdominalne reflekse (12). Pregled
na tej stopnji ponavadi Ze opravi zdravnik spe-
cialist, usmerjen na podrodje nevropediatrije.

Orientacijska izkljuéitev
trebusne patologije

Vedno je treba pretipati tudi trebuh. Pogosto
se z bole¢inami v krizu kaZejo okuZbe zgor-
njih secil ali mesecno perilo pri deklicah (14).
Tudi otroci z retroperitonealno leZze¢im vnetim
slepi¢em pogosto navajajo bolecine v krizu. Po
drugi strani pa discitis pogosto spremljajo
bolecine v trebuhu, kar je lahko pogojeno
s tvorbo abscesa na sprednji strani hrbtenice.

DIAGNOSTICNE PREISKAVE

S pomodjo podatkov, ki smo jih pridobili
z anamnezo, in natan¢nim klini¢nim pregle-
dom odredimo usmerjene diagnosti¢ne prei-
skave. Kadar je otrok starejsi od desetih let,
Ce bolecine trajajo manj kot Sest tednov in Ce
med klini¢nim pregledom ne najdemo odsto-
panj, potem lahko najstnika nekaj tednov opa-
zujemo, ne da bi narocili dodatne preiskave.
Standardne rentgenske posnetke hrbtenice
moramo narociti takoj, kadar je otrok mlajsi
od desetih let, ¢e bolecina traja dlje od Sestih
tednov, Ce so prisotni sistemski simptomi in
znaki (vrocina, slabo pocutje, mrzlica, Sibkost
ali izpuscaji) ali ¢e otrok navaja izrazite bole-
¢ine ponocdi (6). Zal ve&ine otrok ne moremo
preprosto razvrstiti v ti dve skupini, zato je
odlocitev o nadaljnjih diagnosti¢nih ukrepih
individualna in zaupana v presojo lece¢emu
zdravniku.

Rentgenski posnetki

Standardni rentgenski posnetki so najboljsi
za orientacijsko oceno strukture hrbtenice.
Na anteroposteriornih in stranskih posnetkih
hrbtenice ocenjujemo ukrivljenost v obeh rav-
ninah, opazujemo zoZitev medvretenénih
prostorov, nepravilnosti v predelu krovnih
plo¢ ter prisotnost osteoliticnih lezij. Na
anteroposteriornih posnetkih moramo vide-
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ti pedikle vseh vretenc, saj odsotnost pedikla
mocno poveca verjetnost za infiltrativni pro-
ces. Ob sumljivem posnetku naredimo $e cilj-
ni posnetek nejasnega vretenca. Na stranskih
posnetkih opazujemo prisotnost spondilolize
ali spondilolisteze. Ob sumu na spondilolizo
opravimo Se polstranske posnetke ledvene
hrbtenice, ki bolje prikaZejo interartikularni
predel.

Kadar na stranskih posnetkih opazimo
skoliozo, ji ne smemo prehitro pripisati vzro¢-
nega pomena, saj je lahko le naklju¢na sprem-
Jjevalna najdba. Idiopatska skolioza le v tretji-
ni primerov povzroca blage bolecine v predelu
prominirajoc¢ih reber na hrbtu, skoraj nikoli
pa niso le-te v ospredju (15). Pri skoliozi z izra-
zitimi bole¢inami moramo pozornost usmeriti
na apeks krivulje, kjer se lahko nahaja benig-
na ali maligna kostna sprememba.

Scintigrafija skeleta

Kadar otrokovi simptomi opozarjajo na kostno
patologijo, ob tem pa so standardni rentgen-
ski posnetki normalni in nevroloski pregled
ne odkrije nenormalnosti, je smiselno opra-
viti trifazno scintigrafijo okostja z radioaktiv-
nim tehnecijem. Scintigrafija je izredno
obcutljiva, vendar manj specifi¢na preiskava
za lokalizacijo kostne patologije. Zaradi pove-
¢ane premene kosti se kot podrocje poveca-
ne aktivnosti prikaZejo tako vnetja kot zlomi
in vefina kostnih tumorjev. Kot nadgrad-
nja se vse pogosteje uporablja kombinacija
z ra¢unalnisko tomografijo, saj ta omogoca e
natanc¢nejso lokalizacijo patologije. Povec¢ano
kopicenje radiofarmaka v posteriornih ele-
mentih hrbtenice zelo natan¢no pokaZze mesto
spondilolize.

Raéunalniska tomografija

Racunalniska tomografija najbolje ovrednoti
spremembe v kostnem delu hrbtenice. Upo-
rabimo jo, kadar vidimo kostno patologijo na
standardnem rentgenskem posnetku ali kadar
scintigrafija skeleta pokaZe intenzivno kopi-
cenje v dolo¢enem vretencu. Preiskava je tudi
uporabna za dolo¢anje nedotaknjenosti pars
interarticularis pri otrocih s sumom na spon-
dilolizo. Ceprav se kostne spremembe dobro
vidijo tudi z magnetno resonanco, pa lahko
zaradi spremljajoCega edema kosti na ta
nacin precenimo velikost kostne lezije (6).
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Slika 5. Sagitalni in precni magnetoresonanchi posnetek uklescene medvretencine ploscice (oznaceno
s pustico) na nivoju L4—L5 pri 13-letnem fantu, ki je bil po osmih tednih nezadovoljivega konzer-
vativnega zdravlienja uspesio operiran in rehabilifiran.

Magnetnoresonanéno slikanje

Magnetnoresonancno slikanje se uporablja za
slikovno diagnostiko hrbtenjace pri vseh otro-
cih z nevroloskimi nenormalnostmi. Z njo
lahko ugotovimo neoplazmo v hrbtenjadi,
siringomielijo, discitis in ukles¢enje medvre-
tencne ploscice (slika 5). Nekateri avtorji celo
priporocajo, da se magnetnoresonancno sli-
kanje opravi pri vseh otrocih, ki imajo bole-
¢ine v krizu, trajajoce vec kot Sest tednov (16).

Laboratorijske preiskave

Pri otrocih z bolecino v krizu, ki je izrazitej-
$a ponodi, ali kadar spremlja bolecine povi-
$ana telesna temperatura, je nujno opraviti
osnovne laboratorijske preiskave, kot so
hemogram, dolo¢itev C-reaktivnega proteina
in sedimentacije. Kadar opazimo izrazito
Sibkost otroka ali Stevilne odrgnine po kozi,
moramo pomisliti na moznost levkemije in
zato narociti razmaz bele krvne slike. Ob sumu
na ledvi¢no patologijo opravimo tudi anali-
zo urina. Sistemski znaki vnetja in prizade-
tost tudi drugih sklepov po telesu govorijo
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Molekularnogenetska identifikacija
skeletnih ostankov

Molecular Genetic Identification of Skeletal Remains

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: skeletni ostanki, kratke tandemske ponovitve, mitohondriiska DNA, mnoZicha grobista, druga svetovna vojna

Prispevek na pregleden nacin predstavlja osnove genetskih preiskav DNA, pridobljene iz ske-
letiziranih ¢loveskih posmrtnih ostankov na primeru molekularnogenetskih identifikacij Zrtev
druge svetovne vojne, ki jih opravljamo v Laboratoriju za molekularno genetiko Instituta za
sodno medicino Medicinske fakultete v Ljubljani. V prispevku podajamo lastnosti DNA, pri-
dobljene iz starih kosti in zob, ter dejavnike, ki vplivajo na njeno ohranitev. Opisana so pri-
porocila za izkop in shranjevanje posmrtnih ostankov za nadaljnjo genetsko identifikacijo,
priporocila za zbiranje vzorcev Se Zivec¢ih sorodnikov in oseb za eliminacijsko podatkovno zbir-
ko ter priporocila za molekularnogenetsko identifikacijo skeletnih ostankov. Natan¢no opre-
deljujemo, katere kosti in zobje so najprimernejsi za genetske preiskave in kak$ni so ukrepi
za preprecevanje kontaminacije endogene DNA kosti in zob. Opisan je postopek ekstrakcije
genomske DNA, postopek dolocitve kolicine DNA v vzorcu, postopki za pridobitev genetskih
profilov avtosomske jedrne DNA, haplotipov kromosoma Y in haplotipom mitohondrijske DNA
ter metode statistinega ovrednotenja verjetnosti sorodstvenih povezav ob ujemanju genet-
skih profilov kosti ali zob s $e Zive¢imi sorodniki.

ABSTRACT

KEY WORDS: skeletal remains, short tandem repeat, mitochondrial DNA, mass graves, World War 1|

This review article describes genetics investigations of DNA from human skeletal remains.
In the molecular genetic laboratory at the Institute of Forensic Medicine, molecular genet-
ic identifications of the World War II mass grave victims are performed. The characteristics
of ancient DNA and the environmental factors which affect its preservation are described.
The recommendations for excavation, storage and molecular genetic identification of skele-
tal remains are presented. Reference samples from relatives and samples for the elimination
database are collected and analyzed for each mass grave. The most appropriate type of bones
and teeth for genetic analyses are described and the measures for preventing contamination
are listed. Procedures for DNA extraction, DNA quantification, DNA typing of autosomal
microsatellites, Y chromosome microsatellites and mitochondrial DNA are described and sta-
tistical calculations of match probability are exposed.

1 Vi§. znan. sod. doc. dr. Irena Zupani¢ Pajni¢, univ. dipl. biol., Laboratorij za molekularno genetiko,
Institut za sodno medicino, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Korytkova ulica 2, 1000 Ljub-
ljana; irena.zupanic@mf.uni-lj.si
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V Zivi celici encimski procesi skrbijo za to, da
ostaja DNA neokrnjena (1). Po smrti organiz-
ma se ravnovesje v celici porusi in DNA je
izpostavljena razgradnji z nukleazami celi¢-
nih lizosomov ter razgradnji z bakterijami in
glivami, ki se prehranjujejo z makromoleku-
lami (2). Ob vezavi DNA na mineralno osnovo
kosti in zob se encimska in mikrobna razgrad-
nja upocasni, zato se lahko DNA ohrani tudi
v zelo starih skeletnih ostankih. Vendar je
pogosto razgrajena na fragmente, katerih dol-
Zina je med 100 in 500 baznih parov (bp) (3, 4).
Ohranjenost DNA v skeletnih ostankih s sta-
rostjo pada, vendar vedno temu ni tako,
saj na ohranitev DNA v najvedji meri vpliva
okolje, v katerem se skeletni ostanki nahaja-
jo (4-6). Najpomembnejsi dejavniki okolja so
temperatura, vlaznost, pH, kemijske lastno-
sti zemlje in prisotnost mikroorganizmov.
Hitra izsuSitev posmrtnih ostankov omogo-
¢aboljso ohranitev DNA, prav tako na ohrani-
tev DNA pozitivno vpliva nizek nivo izpostav-
Jjenosti ultravijolicnemu (UV) sevanju. DNA
se bolje ohrani v zemlji z visoko koncentra-
cijo soli, nevtralnim ali rahlo bazi¢nim pH,
nizko vsebnostjo huminskih kislin in nizko
vlaznostjo (1, 7, 8). Klju¢ni dejavnik ohrani-
tve DNA pa je vsekakor temperatura okolice,
v kateri so se skeletni ostanki nahajali od smr-
ti organizma do izkopa oziroma do molekular-
nogenetskih preiskav. Nizke povprecne letne
temperature omogocajo najboljso ohranitev
DNA, zato najdemo najbolje ohranjeno DNA
v bioloskih vzorcih, najdenih v jamah in traj-
no zamrznjenih tleh (9, 10). Na koli¢ino in
kakovost DNA v skeletnih ostankih pa vpli-
va tudi nacin njihovega shranjevanja po izko-
pu (11, 12). Uspesnost genetske tipizacije je
vedja pri sveze izkopanih skeletih kot pri
skeletih, ki so bili ve¢ let shranjeni pri sobni
temperaturi (npr. v muzejskih zbirkah), zla-
nja skeletnih ostankov pred njihovim shranje-
vanjem, kar zmanjSa pH in koncentracijo
soli v kosteh. Za ¢im daljSo ohranitev DNA
v skeletnih ostankih je najprimernejse njihovo
zamrzovanje (13). Za molekularnogenetske
preiskave so najprimernejse dolge kosti in zob-
je, v katerih se DNA najdlje ohrani (14-16).

Zaradi mocno razgrajene DNA, pridoblje-
ne iz skeletnih ostankov, so molekularnoge-

netske preiskave zasnovane na zelo kratkih
polimorfnih odsekih jedrne in mitohondrij-
ske DNA (mDNA). Tipi polimorfizmov, ki jih
preiskujemo, so natancno opisani v tretji Ste-
vilki 50. letnika Medicinskih razgledov (17).
Poleg avtosomskih mikrosatelitov in mikro-
satelitov, vezanih na kromosom Y, se posluzu-
jemo tudi preiskav sekvenénih polimorfizmov
kontrolne regije mitohondrijske DNA. Ta se
v celici nahaja v $tevilnih kopijah, kar ji omo-
goca dalj8o ohranitev v starih skeletnih ostan-
kih v primerjavi z jedrno DNA (4, 18-20).
V metabolno aktivnih celicah najdemo od
1.000 do 10.000 molekul mDNA. KroZna obli-
ka in mitohondrijska ovojnica $¢itita mDNA
pred razgradnjo z eksonukleaznimi encimi,
zato je manj podvrZena razgradnji kot jedr-
na DNA (21). Mitohondrijska DNA se pri ¢lo-
veku deduje po materi in se za razliko od
kromosoma Y, ki se deduje po ocetu (sledimo
lahko ocetovi liniji), prenese na vse njene
potomce ne glede na spol, kar nam omogo-
¢a sledenje materini liniji. Zaradi odsotnosti
rekombinacije in dedovanja po materi oz. oce-
tu imajo osebe z enakimi zaporedji nukleo-
tidov mDNA skupnega Zenskega prednika in
osebe z enakimi haplotipi kromosoma Y skup-
nega moskega prednika (22). To je osnova za
identifikacijo skeletnih ostankov s pomocjo
analize mDNA in kromosoma Y. Stopnja iden-
tifikacije, ki jo dosegamo s preiskavo mDNA
in s preiskavo mikrosatelitov kromosoma Y,
je zaradi odsotnosti rekombinacije veliko
niZja od stopnje identifikacije, ki jo dosegamo
s preiskavo mikrosatelitov avtosomske jedr-
ne DNA. S tipizacijo mDNA in kromosoma Y
lahko identificiramo le maternalno in pater-
nalno linijo, medtem ko nam mikrosateliti
avtosomske jedrne DNA omogocajo indivi-
dualizacijo posameznika. Zato preiskujemo
pri identifikaciji starih skeletnih ostankov, ¢e
je to le mogoce, tako polimorfizme jedrne
DNA (avtosome in kromosom Y) kot polimor-
fizme mDNA (23).

Pri tipizaciji DNA starih skeletnih ostan-
kov se poleg mocno razgrajene DNA srecu-
jemo tudi z zelo majhnimi koli¢inami endo-
gene DNA, ki jo tezko razlikujemo od veliko
pogostejse sodobne (eksogene) DNA. Prav ta
kontaminacija je resen problem pri preiska-
vah DNA, pridobljene iz starih skeletnih
ostankov (3, 24-27). Do kontaminacije endo-
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gene DNA kosti in zob s sodobno DNA lah-
ko pride ob izkopu, ob neprimernem shranje-
vanju skeletnih ostankov ter ob antropolos-
kih in molekularnogenetskih preiskavah (28).
Zato je treba upostevati priporocila za prepre-
Cevanje kontaminacije in kriterije, ki potrju-
jejo verodostojnost pridobljenih genetskih
profilov (4, 29). Zelo pomembno je, da vzpo-
redno z vzorci kosti in zob testiramo tudi
ekstrakcijske in pomnoZevalne negativne
kontrole ter osebje, ki je sodelovalo pri izko-
pu, shranjevanju in antropoloskih ter genet-
skih preiskavah, kar nam omogoca sledenje
kontaminaciji v primeru, da do nje pride. Za
posamezen skelet je treba tipizirati vsaj dva
vzorca in iz obeh je treba pridobiti identic¢-
ne genetske profile (30).

Molekularnogenetske identifikacije ske-
letnih ostankov bomo prikazali na primeru
Zrtev povojnih mnoZi¢nih pobojev v Sloveni-
jiiz ¢asa druge svetovne vojne. Komisija Vla-
de Republike Slovenije za reSevanje vprasanj
prikritih grobisc¢ je v zadnjih letih evidenti-
rala preko 600 grobisc iz tega obdobja (31).
Natan¢nih podatkov o $tevilu Zrtev v grobis-
¢ih ni, po mnenju zgodovinarja JoZeta Dez-
mana naj bi jih bilo okoli 100.000. Za veéino
grobi$¢ ni nobenih dokumentov, na osnovi
katerih bi lahko opravili molekularnogenet-
sko identifikacijo. Izjemo predstavljajo red-
ka grobisca, najvedje med njimi je grobisce pri
breznu Konfin I, za katerega je bilo mogoce
iz ohranjenih arhivskih virov sestaviti seznam
88 Zrtev (32). V Laboratoriju za molekular-
no genetiko Instituta za sodno medicino smo
genetsko obdelali in pozitivno identificirali
Zrtve treh grobisc, za katera so bili na razpo-
lago poimenski seznami Zrtev, na osnovi
katerih smo lahko zbrali primerjalne vzorce
ustnih sluznic e Zivecih sorodnikov. To so gro-
bis¢a Konfin I, StorZi¢ in Bodoveljska grapa.
Za Konfin I smo pozitivno identificirali 32 Zr-
tev, za StorZi¢ 3 Zrtve in za Bodoveljsko gra-
po 7 zrtev (23, 33-37).

SKELETIZIRANI POSMRTNI
OSTANKI
Zobhje

V primerjavi s kostmi je DNA v zobeh bolj zas-
Citena, saj predstavljajo trda zobna tkiva, ki
obdajajo pulpno votlino, fizi¢no zascito zob-

ne pulpe (38). Trda zobna tkiva se ohrani-
jo v Stevilnih ekstremnih okoljih, saj niso
podvrzena hitri razgradnji po zakopu, raztap-
Jjanju v vodi in prenesejo temperaturo do
1.100 °C (39). Garcia s sodelavci je preuceval
vpliv okolja na razgradnjo DNA v zobeh in
ugotovil, da pride do razgradnje DNA najhi-
treje v vodi, nato v zemlji, najpocasneje pa na
zraku (40). V starih zobeh je DNA izredno sta-
bilna, saj je, podobno kot v starih kosteh, veza-
na na hidroksiapatit (41).

Najbogatejsi vir DNA v zobeh predstav-
lja zobna pulpa. Ta je v pulpni votlini dobro
za$Citena, vse dokler je zob trdno zasidran
v alveolni kosti. Ce je zob shranjen v suhem
okolju, pride do dehidracije zobne pulpe in
mumifikacije, kar zaustavi nekroti¢ne in gni-
lobne procese in omogoca dobro ohranjenost
DNA. Ce obealni aparat zoba popusti in je
mikrookolje vlazno, pulpa hitro zgnije. Tako
Ze tri tedne po pokopu zoba v zemljo
Schwartz zaradi uni¢enja zobne pulpe ni ve¢
uspel pridobiti jedrnega profila, Pfeiffer pa
ugotavlja 90% zmanjSanje kolic¢ine jedrne
DNA po Sestih tednih v zemlji (38, 42). V pri-
merih, ko je posmrtni interval dolg in je ver-
jetnost razgradnje zobne pulpe velika, lahko
opravimo tipizacijo mDNA, katere glavni vir
je dentin — ostanki podaljskov odontoblastov
v dentinskih kanalih, pa tudi cementociti v ce-
mentu (43, 44). Najve¢ DNA dobimo iz zoba,
¢e cel zob zmeljemo, saj zajamemo tudi DNA,
ki se nahaja v trdih zobnih tkivih (39). Koli-
¢ina DNA je odvisna od velikosti zobne pulpe
oziroma skupine zob, zato so ko¢niki najbo-
gatejsi vir DNA. Za izolacijo DNA si zobje po
primernosti sledijo v naslednjem vrstnem
redu: endodontsko nezdravljeni ko¢nik, licnik,
podoc¢nik in sekalec ter endodontsko zdrav-
Jjeni koc¢nik, li¢nik, podoénik in sekalec (45).
Za identifikacijo Zrtev mnoZi¢nih grobis¢
Boles s sodelavci priporoca uporabo zob, saj
je te lazje transportirati kot kosti in omogoca-
jo pridobitev kakovostne genomske DNA (46).

Mornstad je je v dveh loc¢enih postopkih
izoliral DNA iz zobne pulpe in dentina in pri
preiskovancih ugotavljal vpliv kronoloske sta-
rosti na koli¢ino mDNA v dentinu (47). Opa-
zil je upadanje koli¢ine mDNA s starostjo,
kar je v skladu z degenerativnimi starostni-
mi spremembami podalj§kov odontoblastov
in zapiranjem dentinskih kanalov s kristali
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kalcijevega fosfata. Vendar tudi po razkroju
podaljskov odontoblastov ostane v dentinu
med kristali kalcijevega fosfata ujete dovolj
mDNA za uspe$no molekularnogenetsko
identifikacijo. Koli¢cina DNA v endodontsko
zdravljenem - polnjenem zobu je 100-krat
manjsa kot v vitalnem zobu, vendar dovolj
velika za uspe$no pomnoZitev z veriZno reak-
cijo s polimerazo (angl. polymerase chain
reaction, PCR). Prisotnost DNA v endodont-
sko oskrbljenem zobu kaZe na prisotnost DNA
v trdih tkivih zoba (dentin in cement), saj je
bila zobna pulpa odstranjena. Prisotnost
kariesa in plombirnih materialov na ekstrak-
cijo DNA in njeno pomnoZevanje ne vpliva,
zato plombirnih materialov pred mletjem
zoba ni treba odstranjevati (39). V primeru
eksplozij ali letalskih nesrec je pogosto treba
opraviti molekularnogenetsko identifikacijo
iz fragmentiranih zob.

Gaytmenn in Sweet sta ugotavljala, kate-
ri del zoba vsebuje najve¢ DNA (48). Zob sta
v raziskavi razdelila na $tiri dele: grizno in
vratno polovico zobne krone ter na vratni dve
tretjini korenine in apikalno tretjino korenine.
Ugotovila sta, da je najvi§ja koncentracija
DNA v vratnih dveh tretjinah korenine (zob-
na pulpa, dentin in cement), sledita vratni del
krone (zobna pulpa, dentin in sklenina) ter
apikalna tretjina korenine (zobna pulpa, den-
tin in cement), najmanj DNA pa je v grizni
polovici krone (dentin, sklenina in morda
divertikli zobne pulpe). Sama koli¢ina DNA
se tako med posamezniki kot med skupina-
mi zob moc¢no razlikuje, koli¢ina in kakovost
izolirane DNA pa je odvisna tudi od patolos-
kega stanja zoba, zobozdravstvenih posegov,
Casa, ki je pretekel od ekstrakcije zoba do izo-
lacije DNA, in starosti donorja (42). Tsuchi-
mochi je z metodo Chelex uspesno izoliral
genomsko DNA iz zob (zobne pulpe), ki jih
je za 2 minuti izpostavil temperaturi 300 °C,
zelo dobre rezultate pa je s to metodo dosegel
tudi pri identifikaciji zoglenelih trupel (49).
Pri izpostavljenosti zoba temperaturam 500 °C
ali vec je prislo do karbonizacije zobne pulpe
in posledi¢nega unicenja DNA. Sweet je pri
zoglenelem truplu iz zobne pulpe neizraslega
modrostnega zoba pridobil 1,35 yg DNA (50).
1z sveZe izpuljenih in neposkodovanih ko¢ni-
kov, ki sta jih zmlela v prah, sta Sweet in Hil-
debrand ekstrahirala 0,5-97,5 ug DNA (pov-

prec¢no 30pg), Schwartz pa 15-20 g DNA
(39, 42). Sweet je pridobil mikrosatelitski je-
drni profil iz zob trupla, ki je bilo ekshumi-
rano 3,5 let po pokopu, Alvarez Garcia pa iz
zob, starih do 501et (40, 51). Boles je iz zob
trupel, izkopanih 101let po pokopu, pridobil
10-50 ng DNA na posamezen zob in uspesno
tipiziral mDNA (46). Baker je pridobil mDNA
iz 3.000let starih zob (52). V nasem laborato-
riju smo uspeli pridobiti 11 ng DNA/g zobnega
prahu in kompletne jedrne genetske profile
iz preko 300 let starih zob, izkopanih v Auer-
spergovi kapeli na trZnici v Ljubljani (rezul-
tati $e niso objavljeni).

Kosti

V kostnem tkivu se DNA nahaja v osteocitih,
ki so obdani z mineralizirano kostno maso.
V enem mm? kosti je 20.000-26.000 osteoci-
tov (53). Kostnina je tkivo, zgrajeno iz celic
in medceli¢nine. Medceli¢nino sestavljajo
organske (predvsem kolagen tipa I) in anor-
ganske sestavine (najpogoste;jsi so kalcijevi in
fosfatni ioni, prisotni pa so e bikarbonatni,
magnezijevi, kalijevi in natrijevi ioni). Kalci-
jevi in fosfatni ioni tvorijo kristale hidroksia-
patita, iz katerih so plosce, ki leZijo vzdolZ kola-
genskih vlaken. Povezava kolagenskih vlaken
s kristali zagotavlja trdnost in odpornost kost-
nine. Ce kost dekalciniramo, sicer ohrani obli-
ko, vendar postane mehka in upogljiva. Ce pa
odstranimo organsko medceli¢nino, kost prav
tako ohrani obliko, vendar postane krhka in
lomljiva (54). Kemp in Smith sta zagovornika
hipoteze, ki pravi, da omogoca stabilnost DNA
in njeno ohranitev v starih skeletnih ostan-
kih vezava DNA na hidroksiapatit, ki predstav-
Jja glavno kostno maso (55). Mehanizem veza-
ve DNA na hidroksiapatit je negotov, predvi-
devajo pa, da se negativno nabite fosfatne sku-
pine molekule DNA veZejo na hidroksilna
mesta na hidroksiapatitu. To hipotezo potrjuje
dejstvo, da se ob povecani degradaciji hidrok-
siapatita ohrani v kosti manj DNA. Moc¢na
vezava kolagenskih in nekolagenskih prote-
inov na hidroksiapatit prepredi razgradnjo
hidroksiapatita, do katere bi sicer zaradi zuna-
njih vplivov (temperatura in razli¢ni kemij-
ski dejavniki) lahko prislo.

Za preiskavo DNA iz skeletnih ostankov
so po mnenju Edsona s sodelavci najprimer-
nejSe dolge kosti, zlasti stegnenice in kosti
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reber, sledijo golenice in kosti vretenc, mede-
nic¢ne kosti, nadlahtnice, lopatice in ¢eljusti
z zobmi, med najmanj primerne za genetske
preiskave pa Edson s sodelavci Steje kosti loba-
nje (16). S primerjalno Studijo uspesnosti
tipizacije jedrne DNA na skeletnih ostankih
(tipizirali smo zobe, stegnenice in golenice)
iz masovnih grobis¢ druge svetovne vojne smo
v na$em laboratoriju ugotovili, da so za tipi-
zacijo DNA najprimernejsi zobje, tem sledi-
jo stegnenice in slednjim golenice (56). Do
podobnih zakljuckov sta prisla tudi Milo§ s so-
delavci in Misner s sodelavci (14, 15).

Prve uspes$no izvedene preiskave DNA,
pridobljene iz nekaj mesecev do deset let
starih kosti, so opravili Lee, Hochmeister in
Hagelbergova (53, 57-60). Sledili so jim $te-
vilni raziskovalci in v odvisnosti od starosti
in stopnje poroznosti kosti analizirali jedrne
mikrosatelite ali polimorfizme mDNA (14, 34,
37, 61-81). Hagelbergova je pri molekularno
antropoloskih preiskavah kosti, starih od 300
do 5.5001et, ugotovila, da je ohranjenost DNA
v kosteh odvisna predvsem od pogojev, v ka-
terih so se skeletni ostanki nahajali, manj pa od
same starosti skeletnih ostankov (59). Lee je
iz nekaj mesecev stare kosti brez predhodne
dekalcinacije pridobil od 0 do 500ng DNA/mg
kosti, Hochmeister je iz nekaj mesecev do
11 let starih kosti s predhodno dekalcinacijo
pridobil od 25 ng do 3,3 ug DNA/g kosti, Ya-
momoto je iz 16 let starega skeleta novorojen-
caiz 1gstegnenice pridobil 5ng DNA, Seo je
iz 10let starih skeletnih ostankov novorojen-
ca pridobil iz 1,5 g kosti 6 ug DNA, Tahir pa
iz 27 let starega ekshumiranega skeleta 8 ng
DNA/gkosti (57,53, 61, 62, 80). V nasem labo-
ratoriju smo uspeli pridobiti do 100ng DNA/g
kostnega prahu in kompletne jedrne genet-
ske profile iz 65 let starih kosti, izkopanih iz
povojnega mnozi¢nega grobisc¢a v kraski jami
Konfin I (34, 35).

V Laboratoriju za molekularno geneti-
ko Instituta za sodno medicino izberemo za
genetsko preiskavo za vsak skelet iz posamez-
nega povojnega grobisca eno dolgo kost (naj-
primernej$a je stegnenica) in dva zoba (po
moznosti dobro ohranjena in endodontsko
nezdravljena ko¢nika), kar je mogoce le ob
izkopu skeletov v anatomski legi. Ce izkop ske-
letov ni bil opravljen v anatomski legi, izbe-
remo za molekularnogenetske preiskave vse

leve ali vse desne stegnenice, najdene v gro-
biscu. Ves skeletni material fotodokumentira-
mo in primerno ozna¢imo ter zamrznemo do
postopka izolacije DNA.

UKREPI ZA PREPRECEVANJE
KONTAMINACLJE DNA

Kemijski in bioloski dejavniki okolja, ki so jim
¢loveski posmrtni ostanki izpostavljeni, pov-
zroCajo razgradnjo genetskega materiala in
kontaminacijo z DNA bakterij in gliv. Tovrst-
nih sprememb DNA, ki v najvecji meri vpliva-
jo na uspes$nost tipizacije jedrne ali mDNA,
ne moremo prepreciti. Preprec¢imo pa lahko
najnevarnejsi tip kontaminacije, to je konta-
minacija s ¢loveskim bioloskim materialom
o0z. sodobno DNA. Zaradi nizke vsebnosti DNA
in njene razgrajenosti v starih bioloskih mate-
rialih so tovrstni vzorci zelo dovzetni za kon-
taminacijo s sodobno DNA. V reakciji PCR
sodobna DNA tekmuje z endogeno DNA kosti
in zob in kon¢ni rezultat tipizacije je v najslab-
Sem primeru genetski profil sodobne — kon-
taminacijske DNA (55). Do kontaminacije
s sodobno DNA lahko pride pri izkopu in shra-
njevanju skeletov ali med samo tipizacijo v la-
boratoriju. Najpogostej$a je povrsinska kon-
taminacija zaradi neprimernega rokovanja
(prijemanje skeletnih ostankov brez sterilnih
za$¢itnih laboratorijskih rokavic). Povrsinsko
kontaminacijo odstranjujemo z razli¢nimi
metodami. Med njimi so najpogostejse spira-
nje v vodi, detergentu, kislini, etanolu ali beli-
lu, obsevanje z UV-svetlobo, pri kosteh fizi¢no
odstranjevanje povrsine in kot zadnja, prido-
bitev DNA iz materiala, odvzetega iz notra-
njosti kosti ali zoba. Za ucinkovito odstranje-
vanje povrsinske kontaminacije se obicajno
uporabljajo razli¢ne kombinacije nastetih teh-
nik.

Uporabo belila (natrijev hipoklorid, NaOCI)
kot sredstva za odstranjevanje kontaminaci-
je iz povrsine starih kosti ali zob je preuceval
Kemp (55). Ugotovil je, da belilo unié¢i kon-
taminacijsko DNA na povrsini kosti ali zob,
¢e je pred izolacijskim postopkom vzorec
vsaj 15 min obdeloval s 3-6 % belilom. NaOCl
z oksidativnim delovanjem razcepi kontami-
nacijsko DNA na kratke fragmente ali celo
posamezne baze, kar sta dokazala Prince in
Andrus z neuspelim pomnoZevanjem 76 bp
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dolgega fragmenta DNA, obdelane z 10 %
NaOCl (belilo Clorox) (82). Za endogeno DNA
je Kemp ugotovil, da ostane neposkodova-
na, tudi Ce je kost obdeloval s 6% belilom
21ur (55). Vzrok za to je izredna stabilnost
DNA, ki je v stari kosti verjetno vezana na
hidroksiapatit. Ta $¢iti DNA pred kemijsko
razgradnjo.

Fizi¢no odstranjevanje povrsine kosti ali
izrezovanje materiala iz notranjosti za ucin-
kovito odstranitev povrsinske kontaminacije
po Kempovem prepricanju ni zadostno, saj
lahko kontaminacijska DNA prodre globlje
v kost (55). Zato je treba ti dve tehniki kombi-
nirati z drugimi tehnikami. Kemp celo pripo-
roca za dekontaminacijo povrsine le 15-minut-
no spiranje v 6 % belilu, kar je po njegovem
mnenju najucinkovitejse, najhitrejse in cenov-
no vsem dostopno (55). Belilo je iz kosti ali
zob odstranil z veckratnim zaporednim spi-
ranjem (1-2 minuti) z ultracisto, bidestilira-
no vodo. S to tehniko je u¢inkovito odstranil
povrsinsko kontaminacijo iz 500-10.000 let
starih skeletnih ostankov.

Rennick je preuceval vpliv razli¢nih teh-
nik za odstranjevanje mehkega tkiva iz povr-
Sine kosti na razgradnjo endogene DNA (83).
Ugotovil je, da $tiriurno kuhanje v 3 % razto-
pini belila povzroca degradacijo endogene
DNA, medtem ko kuhanje v vodi ali v vodni
raztopini detergenta (Alconox) in natrijeve-
ga karbonata (ohranja bazi¢nost raztopine)
na endogeno DNA ne vplivata razgrajevalno.
Zato za odstranjevanje mehkega tkiva iz povr-
$ine kosti namesto belila priporo¢a uporabo
detergenta Alconox.

Pri zobeh je zobna pulpa, ki je glavni vir
DNA, zaprta v pulpni votlini in obdana s trdi-
mi tkivi (sklenina, dentin in cement), zato je
manj izpostavljena kontaminaciji (49). Veci-
na raziskovalcev uporablja za dekontaminaci-
jo povrsine zob zaporedno spiranje v detergen-
tu, etanolu in vodi ter obsevanje z UV-svetlobo
(39,48, 52). Ce je zob poskodovan (zlomljen
ali prizadet z zobno gnilobo), njegovo povr-
$ino dekontaminiramo le s spiranjem v vodi
in obsevanjem z UV-svetlobo (39).

Poleg povrsinske kontaminacije s sodob-
no DNA je mozZna $e kontaminacija s pred-
hodnimi produkti reakcije PCR ali kontami-
nacija reagentov, plastike in druge laboratorijske
opreme. Pri molekularnogenetskih preiska-

vah za preprecevanje kontaminacije s sodob-
no DNA v Laboratoriju za molekularno gene-
tiko Instituta za sodno medicino vedno sle-
dimo mednarodnim priporocilom (4, 22, 29,
30, 55, 64, 65, 84-89). Za zagotavljanje kako-
vosti in preprecevanje kontaminacije v genet-
skem laboratoriju upostevamo veliko ukrepov,
med katerimi so najpomembne;jsi naslednj:

* Da vzorca ne kontaminiramo z lastnim bio-
loskim materialom, pri delu uporabljamo
Ciste laboratorijske rokavice, ki jih pogosto
menjavamo, kirursko masko za nos in usta
(prepreci kontaminacijo s slino ob kaslja-
nju, kihanju ali govorjenju), zas¢itno kapo
in ocala ter sveZ laboratorijski plas¢. Pri
obdelavi kosti in zob z nizko vsebnostjo
DNA uporabljamo dvojne laboratorijske
rokavice. Rokavice pri obdelavi razli¢nih
vzorcev menjavamo, da ne kontaminira-
mo vzorcev med seboj.

* Vse laboratorijske povrsine pred koncanim
delom in po njem odistimo s komercialno
dostopnim razkuZilom, vodo in etanolom,
pri Cemer uporabimo papirnate brisace za
enkratno uporabo. Povrsine ocistimo tudi
med vzoréenjem in obdelavo razli¢nih
skeletnih elementov.

* Uporabljamo vodo in laboratorijsko plasti-
ko, za katero proizvajalec zagotavlja, da je
prosta DNA (ne vsebuje DNA).

* Vse orodje za ¢iscenje, brusenje in mletje
kosti in zob pred uporabo umijemo z 10 %
detergentom Alconox (Alconox Inc.), ste-
rilno bidestilirano vodo in 80 % etanolom
ter ga steriliziramo.

* Vse reagente, orodje in laboratorijsko pla-
stiko po steriliziranju preko no¢i postavimo
pod UV-svetlobo. Dodatno jih obsevamo
z UV-svetlobo $e vsaj 30 minut pred upo-
rabo.

 Zavsak vzorec kosti ali zob uporabimo Cisto
in sveZe orodje.

* Za vsak vzorec uporabimo sveZe sterilne
rokavice, ki jih po potrebi med obdelavo
posameznega vzorca tudi menjavamo.

* Z rokavicami na rokah se ne dotikamo
obraza.

* Vzorce DNA, pridobljene iz kosti ali zob,
analiziramo lo¢eno od referencnih vzorcev
ali vzorcev za eliminacijsko podatkovno
zbirko od postopka izolacije DNA pa vse
do kon¢nih rezultatov tipizacije.
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* Kontaminacijo s predhodnimi produkti
reakcije PCR preprecimo s fizi¢no lo¢itvi-
jo prostorov, kjer kosti in zobe ¢&istimo in
meljemo, od tistih, kjer izoliramo genom-
sko DNA, pripravljamo reakcijske mesanice
za PCR in analiziramo produkte pomno-
Zevanja. Po koncani reakciji PCR se produk-
ti iz analitskega prostora nikoli ne vracajo
v prostor za pripravo kosti in zob, prostor
za izolacijo DNA ter prostor za pripravo
reakcijskih mesanic za PCR. Postopke pred
reakcijo PCR in po njej je treba izvajati v lo-
¢enih prostorih.

* Vse reagente shranjujemo v skladu z navo-
dili proizvajalca.

* Vzporedno z DNA kosti in zob v reakciji
PCR pomnoZujemo negativno kontrolo,
katere pomnoZitev nas bi opozorila na
kontaminacijo reagentov ali laboratorijske
plastike s predhodnimi produkti pomno-
Zevanja ali kontaminacijsko DNA.

¢ Negativne kontrole vklju¢imo tudi v sam
postopek izolacije genomske DNA, s ¢imer
preverjamo Cistost uporabljene laborato-
rijske plastike in izolacijskih reagentov.

* Vzporedno z DNA kosti in zob pri mDNA
sekvenciramo tudi negativno kontrolo.

» Uporabljamo nastavke za pipete s filtri, ki
preprecujejo aerosolno kontaminacijo in
so bili pred uporabo vsaj 30 minut izpo-
stavljeni delovanju UV-svetlobe.

* V prostoru, kjer kosti in zobe Cistimo in
meljemo ter iz njih izoliramo DNA, ne
obdelujemo bioloskih materialov, ki vse-
bujejo velike koli¢ine DNA (npr. kri, slina),
pac pa je ta prostor namenjen izkljuéno
delu s starimi kostmi in zobmi.

* Pri kosteh in zobeh izolacije in pomnoZe-
vanje ponovimo dvakrat, s ¢imer preveri-
mo identi¢nost dobljenih rezultatov.

¢« mDNA vedno sekvenciramo v obe smeri,
s ¢imer zagotovimo pravilnost dolocitve
nukleotidnega zaporedja.

IZKOP SKELETNIH OSTANKOV
IN NJIHOVO SHRANJEVANIJE

Stari skeletni ostanki vsebujejo zelo malo DNA
ali je ta mocno razgrajena. Zato je pravilen pri-
stop k izkopu skeletnih ostankov, antropologki
obdelavi in shranjevanju tovrstnega bioloske-
ga materiala za uspe$nost genetske identifi-

kacije klju¢nega pomena. Nepravilni postop-
ki pri rokovanju s skeletnimi ostanki in njiho-
vo neprimerno shranjevanje lahko privedejo
do kontaminacije in razgradnje endogene
DNA kosti in zob, posledica ¢esar so napac-
ni rezultati molekularnogenetskih analiz ali
neuspes$na analiza (23, 90).

Pri izkopu skeletnih ostankov je z vidika
nadaljnjih genetskih preiskav treba uposteva-
ti troje. Obvezna je uporaba Ccistih rokavic,
previdno ravnanje v smislu bioloske kontami-
nacije (ob prehladu, kasljanju ali kihanju je
treba nositi masko za usta in nos) in shranje-
vanje skeletnih ostankov v zra¢ne zaboje. Ni
primerna uporaba vre¢ iz neprodu$ne umet-
ne mase, saj se v njih kosti ne morejo susiti
in lahko pride do gnitja in razpadanja. Zno-
traj zaboja naj bodo posamezni anatomski deli
skeleta (npr. lobanja z zobmi) dodatno zas-
¢iteni tako, da so shranjeni v Ciste papirna-
te vrece, ki morajo biti ustrezno oznadene
(opremljene z eviden¢nimi $tevilkami skele-
ta, ki mu lobanja pripada). Najprimerne;jsi je
navaden papir, ki ni odi$avljen in kemicno
obdelan. Skeletne ostanke je treba ustrezno
dokumentirati (oznaciti in fotografirati) in
shranjevati v Cistih, zra¢nih in suhih prosto-
rih, kjer so za razvoj mikroorganizmov slab-
$i pogoji (91).

Za antropolosko obdelavo skeletnih ostan-
kov je najprimerneje antropologa oskrbeti
z razkuzilnimi sredstvi, laboratorijskimi roka-
vicami, kapami, maskami in plasci za enkrat-
no uporabo ter ga seznaniti s pravilnim naci-
nom rokovanja s skeletnimi ostanki (uporaba
za$Citnih oblacil, razkuZevanje delovne povr-
$ine in indtrumentov ter menjavanje rokavic).

ELIMINACIJSKA
PODATKOVNA ZBIRKA

Do kontaminacije posmrtnih ostankov s ¢lo-
veskim biolo$kim materialom oziroma sodob-
no DNA lahko pride, kot smo Ze omenili, ob
izkopu, ob neprimernem shranjevanju skelet-
nih ostankov ter ob antropoloskih in moleku-
larnogenetskih preiskavah (28). V genetskem
laboratoriju se lahko kontaminacijska DNA
nahaja v laboratorijski plastiki, reagentih ali
so fragmenti DNA vezani na aerosolne del-
ce v zraku (92). Da lahko omogocimo sledlji-
vost v primeru pojava kontaminacije, moramo
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za posamezno grobisée pripraviti eliminacij-
sko podatkovno zbirko, ki vsebuje vse osebe,
ki v katerikoli fazi zbiranja, shranjevanja,
antropoloske in molekularnogenetske preiska-
ve pridejo v stik s skeletnimi ostanki. Treba
je pridobiti brise ustnih sluznic vseh, ki so
sodelovali pri izkopu, vseh, ki so sodelovali pri
antropoloski Studiji, in vseh, ki sodelujejo pri
molekularnogenetski identifikaciji. Osebam,
ki sestavljajo eliminacijsko podatkovno zbir-
ko, je treba dostaviti komplete za odvzem bri-
sa ustne sluznice na sterilno vatirano palcko
z navodili za pravilen odvzem. Poleg brisov
ustne sluznice je treba pridobiti tudi podpi-
sano izjavo o strinjanju s preiskavo. Za vse ose-
be, ki so vkljucene v eliminacijsko podatkovno
zbirko, je treba pridobiti genetske profile jedr-
ne avtosomske DNA, mDNA in za osebe mos-
kega spola $e haplotipe kromosoma Y (33-37).

REFERENCNE OSEBE -
SORODNIKI ZRTEV

Za zbiranje referen¢nih oseb — Se Zivecih
sorodnikov je treba v medijih objaviti seznam
domnevnih Zrtev grobisca in telefonsko Ste-
vilko tajni$tva Instituta za sodno medicino,
kjer lahko svojci pridobijo vse potrebne infor-
macije o nadaljnjem postopku zbiranja brisov
ustne sluznice. Po pogovoru s svojci in izbi-
ri primernih referen¢nih oseb sorodnikom po
posti posljemo komplet za odvzem brisa
ustne sluznice, ki vsebuje sterilno, zascite-
no vatirano pali¢ico in navodila za pravilen
odvzem brisa ustne sluznice ter sterilne roka-
vice. Prav tako sorodniki prejmejo v podpis
izjavo, da se strinjajo s preiskavo in z objavo
rezultatov genetske identifikacije. Svojci nam
po posti vrnejo brise ustnih sluznic in podpi-
sane izjave. Za primerjavo avtosomskih mikro-
satelitov jedrne DNA kot referen¢ne osebe
uporabimo najbliZje sorodnike Zrtev, za pri-
merjavo polimorfizmov mDNA uporabimo
sorodnike po materini liniji, ki so lahko v bliz-
njem ali daljnem sorodu z Zrtvijo, za primer-
javo haplotipov kromosoma Y pa uporabimo
bliZnje ali daljne sorodnike po ocetovi liniji.
Za vse sorodnike pridobimo genetske profi-
le za avtosomsko jedrno DNA, profile kromo-
soma Y pridobimo za sorodnike po ocetovi
liniji, profile mDNA pa za sorodnike po mate-
rini liniji.

Molekularnogenetsko identifikacijo Zrtev
povojnih mnoZi¢nih grobis¢ sestavlja vec
korakov. Prvi je pridobitev DNA iz skeletnih
ostankov ter iz sline sorodnikov Zrtev in oseb,
ki sestavljajo eliminacijsko podatkovno zbir-
ko. Temu sledi dolo¢itev kolicine DNA v vzor-
cih ter pridobitev genetskih profilov avtosom-
ske jedrne DNA, haplotipov kromosoma Y in
mDNA za kosti in zobe, referenéne osebe
in osebe iz eliminacijske podatkovne zbirke.
Preveriti je treba Cistost ekstracijskih in pom-
nozevalnih negativnih kontrol. Pridobljene
genetske profile kosti in zob primerjamo z ge-
netskimi profili oseb iz eliminacijske podat-
kovne zbirke nato pa $e z genetskimi profili
referen¢nih oseb - $e Zivecih sorodnikov Zrtev.
V kon¢ni fazi ob ujemanju profilov kosti in
zob Zrtev grobis¢ z referencnimi osebami sta-
tisti¢no ovrednotimo verjetnost sorodstvenih
povezav.

PRIDOBITEV (IZOLACIJA ALI
EKSTRAKCIJA) GENOMSKE DNA

Metoda izolacije DNA iz kosti je ena najzah-
tevnejSih in najdaljsih izolacijskih metod
v forenzi¢nih genetskih preiskavah. Ker je
v starih kosteh prisotnih veliko inhibitorjev
reakcije PCR (predvsem huminske kisline iz
zemlje) in je vsebnost DNA nizka, je treba
izbrati tak$no izolacijsko metodo, ki omogoca
pridobitev ¢im vedje koli¢ine DNA in odstra-
nitev inhibitornih snovi v ¢im vedji meri (93).
Dekalcinacija z 0,5 M etilendiaminotetraocet-
no kislino (angl. ethylenediaminetetraacetic
acid, EDTA) nam omogoca locitev kostnih
celic od medceli¢nine (79). Pri sveZih kosteh
in zobeh za pridobitev genomske DNA ni
potrebna predhodna dekalcinacija, pri starih
skeletnih ostankih pa nam predhodna dekal-
cinacija omogoca pridobitev veéje koli¢ine
DNA (53). Tako je Loreillu s sodelavci uspe-
lo s popolno demineralizacijo kosti pridobi-
ti zadostne koli¢ine DNA iz starih skeletnih
ostankov, ki brez demineralizacije niso dali
nobenih rezultatov (94). Vec¢ raziskav je poka-
zalo, da umivanje skeletnih ostankov in roko-
vanje z njimi brez zasc¢ite kontaminira povr-
$ino in do doloéene mere tudi notranjost kosti
in zob s sodobno DNA, pri ¢emer je kontami-
nacija notranjosti odvisna od ohranjenosti in
stopnje poroznosti skeletnih ostankov (95-97).
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Zato je treba skeletizirane posmrtne ostan-
ke odistiti mehansko in kemic¢no, obsevati
z UV-svetlobo in upostevati vse ukrepe za
zagotavljanje kakovosti in preprecevanje
kontaminacije, ki smo jih nasteli v poglavju
Ukrepi za preprecevanje kontaminacije DNA.
Postopek izolacije genomske DNA vkljucuje
tri korake: ¢iSCenje, mletje in ekstrakcijo DNA
iz kostnega in zobnega prahu (98).

Ciséenje kosti in zob

Povrsinsko kontaminacijo pri kosteh in zobeh
odstranimo s kombinacijo naslednjih tehnik:
fizicno odstranjevanje povrsine (pri zobeh ta
postopek zamenjamo z obsevanjem z UV-svet-
lobo) ter spiranje v detergentu, vodi in etano-
lu. Od stegnenice (enako velja za druge dolge
kosti) z Zago, ki ji vstavimo nov sterilni list,
odreZemo priblizno 10 cm dolg kos kompakt-
ne kosti in ga vzdolZno prereZemo. S povrsine
vzdolZno prerezanega dela kosti in iz zoba
s skalpelom odstranimo zemljo. Nato kost in
zob spiramo v sterilni bidestilirani vodi ter
ju preko noci posusimo. Sledi tehtanje in
odstranjevanje povrsinske kontaminacije pri
kosteh z brusenjem in pri zobeh z obsevanjem
z UV-svetlobo na obeh straneh po 30-60 mi-
nut. Kost vpnemo v primeZ (Proxxon) in z li-
nearnim brusenjem s pomocjo brusilnika
(Minicraft MB 8571) in razli¢nih brusilnih
nastavkov (Proxxon) odstranimo povr$insko
plast, debelo 2-3 mm. Da pri brusenju ne
pride do pregrevanja kosti, jo veckrat ohla-
dimo s teko¢im dusikom. Segrevanje kosti
lahko namre¢ povzroci razgradnjo endogene
DNA (64). O¢iscen del kosti, katerega teZa obi-
¢ajno ne presega 4-6 g (teZa zob je manjsa),
s kroZzno diamantno Zagico (Proxxon) odre-
Zemo od preostalega dela kosti. Sledi kemic-
no ciscenje kosti in zob s 5% detergentom
Alconox (Alconox Inc.), sterilno vodo in 80 %
etanolom.

Mletje kosti in zob

Za ekstrakcijo zadostne koli¢ine DNA iz sta-
rih skeletnih ostankov je treba iz kosti in zob
pridobiti fin prah, za kar ni primeren vsak
homogenizator. Pri zelo malih delcih prahu
je demineralizacija ucinkovitej$a in hitrej-
$a (99). Kostni in zobni prah pridobimo ob
uporabi tekocega dusika z mletjem v homo-

genizatorju TissueLyser (Retsch), pri Cemer
uporabimo kovinske komore s kovinskimi
kroglami. S teko¢im dusikom ohladimo tako
kovinske komore kot o¢is¢ene fragmente kosti
in zobe ter jih meljemo 1-2 minuti pri frek-
venci 30 Hz. Dobljeni prah prenesemo v epru-
veto, stehtamo in zamrznemo do postopka

ekstrakcije genomske DNA.

Ekstrakcija DNA

Genomsko DNA ekstrahiramo iz 0,5 g kostne-
ga ali zobnega prahu po 72-urni dekalcinaci-
ji v raztopini 0,5 M EDTA. Vzorcu dodamo
proteinazo K in inkubiramo preko nodi pri
56 °C. Po centrifugiranju iz supernatanta ob
uporabi kompleta EZ1 DNA Investigator Kit
in istoimenske raziskovalne kartice (Qiagen)
izoliramo genomsko DNA v napravi Biorobot
EZ1 (Qiagen). Celoten postopek ekstrakcije
je avtomatiziran, traja le 20 minut in ne zah-
teva uporabe nevarnih organskih topil, kot sta
fenol in kloroform. Temelji na tehnologiji
magnetnih delcev, pri kateri se nukleinske
kisline veZejo na s silicijem prevlecene povr-
$ine magnetnih delcev v prisotnosti kaotro-
pi¢nih soli (gvanidin tiocianat — GuSCN ali
gvanidin hidroklorid - GuHCI ali natrijev
jodid — Nal), ki so izredno ucinkovite pri ¢is-
¢enju nukleinskih kislin (100). Kaotropi¢ne
soli namre¢ lizirajo celice, denaturirajo pro-
teine, inaktivirajo nukleaze ter pospesujejo
vezavo DNA na paramagnetne, s silicijem pre-
vlecene delce. Celoten ekstrakcijski postopek
poteka v plasti¢cnem nastavku za pipete, ki je
zavarovan s filtrom in ga po uporabi zavr-
Zemo. Tudi izolacijski reagenti so v zaprtem
sistemu, jih ni treba ro¢no pipetirati in so za
enkratno uporabo, kar mo¢no zmanj$a moz-
nost kontaminacije. Pri skeletnih ostankih
z nizko vsebnostjo DNA je slednje izrednega
pomena. Veliko u¢inkovitost ekstrakcije DNA
s tehnologijo magnetnih delcev so potrdile
Stevilne Studije (101-104). V ekstrakcijskem
postopku pridobljeno DNA kosti in zob
zamrznemo do postopka kvantifikacije in tipi-
zacije jedrne in mDNA. V postopek ekstrak-
cije genomske DNA vklju¢imo negativne
kontrole, s ¢imer preverjamo cistost izolacij-
skih reagentov in plastike. Iz sline sorodnikov
in oseb za eliminacijsko podatkovno zbirko
pridobimo genomsko DNA v napravi Biorobot
EZ1 (Qiagen) ob uporabi kompleta EZ1 DNA
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Investigator Kit in istoimenske raziskovalne
kartice (Qiagen).

KVANTIFIKACIJA ALl
DOLOCITEV KONCENTRACLJE
DNA V VZORCU

Kadar preiskujemo moc¢no poskodovano (raz-
grajeno) DNA ali ko je $tevilo kopij molekul
DNA v vzorcu zelo nizko, je treba pred pom-
noZevanjem v reakciji PCR vzorce kvantifici-
rati, saj lahko le s tem zagotovimo kakovost
preiskav, ki temeljijo na metodi PCR. Ob upo-
rabi zelo nizke koncentracije zaCetne DNA
(pod 20 kopij (60pg) prijedrni DNA) se namre¢
zaradi stohasti¢nega ucinka moznost napak
pri pomnoZevanju v reakciji PCR poveca zara-
di nepomnozZenih alelov (105). Za kvantifi-
kacijo DNA je na razpolago veliko razlicnih
metod; najnovejsa temelji na kvantitativni
reakciji PCR v realnem casu (angl. real-time
PCR) in ima od vseh znanih kvantifikacijskih
metod najvecjo obéutljivost (105-107). Kvan-
tifikacija jedrne in mDNA nam sluZi kot zadet-
ni presejalni test, saj lahko na osnovi rezul-
tatov kvantifikacije ocenimo, ali je vzorec kosti
ali zob primeren za tipizacijo mikrosatelitov
jedrne DNA ali le za tipizacijo mDNA. Dolo-
¢imo lahko optimalno koli¢cino DNA za uspe-
$no analizo, s ¢imer zmanj$amo porabo DNA
in ohranimo vzorec za nadaljnje neodvisne
preiskave (108). Kvantifikacijski testi nam
omogocajo tudi zaznavo inhibitornih snovi
v vzorcu (107).

Vsak vzorec DNA (pridobljen iz kosti, zob,
sline sorodnikov in oseb za eliminacijsko podat-
kovno zbirko) pred pomnoZevanjem v reak-
ciji PCR kvantificiramo z metodo kvantita-
tivne reakcije PCR v realnem ¢asu. Metoda
temelji na zaznavi 5-nukleazne aktivnosti Taq
DNA-polimeraze ob uporabi s fluorescentni-
mi barvili oznacCenih sond in detekcijskega
sistema, pri katerem spremljamo napredo-
vanje pomnoZevanja s PCR v realnem casu.
Racunalniski program v povezavi s standard-
no krivuljo avtomatsko izra¢una koncentra-
cijo DNA v preiskovanem vzorcu. Za kvan-
tifikacijo jedrne DNA uporabimo komplet
Quantifiler Human DNA Quantification kit
(Applied Biosystems), s katerim pomnoZuje-
mo 62bp dolg intronski odsek gena TERT
(gen za telomerazno reverzno transkriptazo),

ki se nahaja na kromosomu 5. Z notranjo pozi-
tivno kontrolo, ki je dodana vsakemu vzorcu,
ugotavljamo prisotnost inhibitornih snovi
v vzorcu DNA. Z uporabo tega kompleta lah-
ko natanéno doloc¢imo koli¢ino DNA v prei-
skovanem vzorcu v obmodju od 23 pg/pl do
50 ng/pl.

V nasem laboratoriju smo uspeli pridobiti
do 100ng DNA/g kostnega prahu iz 84 stegne-
nic, izkopanih iz povojnega mnozi¢nega grobis-
¢a v kraskem breznu Konfin I, do 8,6 ng DNA/g
kostnega prahu iz treh stegnenic grobi$éa pod
Storzi¢em, do 55 ng DNA/g zobnega prahu iz
dveh koc¢nikov skeleta iz grobis¢a pod Stor-
Zitem in do 16 ng DNA/g kostnega prahu iz
25 stegnenic, izkopanih iz grobisc¢a Bodovelj-
ska grapa (23, 34, 35, 37). Jedrne DNA nismo
zaznali pri izolacijskih negativnih kontrolah,
kar kaZe na Cistost postopka izolacije in odsot-
nost kontaminacije vzorcev med postopkom
izolacije.

GENETSKI PROFILI
AVTOSOMSKE JEDRNE DNA,
HAPLOTIPI KROMOSOMA Y
IN HAPLOTIPI MITOHONDRUJSKE
DNA

Za hkratno pomnoZevanje avtosomskih mikro-
satelitov je obicajno potrebno 250 pg DNA
(50 dvoveriznih kopij) in 28-30 ciklov reak-
cije PCR, vendar z novimi pomnoZevalnimi
kompleti pridobimo popolne genetske profi-
le tudi iz manj kot 100 pg DNA (56).
Neuspes$no pomnozevanje jedrnih avto-
somskih mikrosatelitov je lahko posledica:

* prevec razgrajene DNA (treba bi bilo upo-
rabiti zacCetne oligonukleotide, ki dajejo
krajSe produkte pomnoZevanja),

* zelo nizkih koncentracij DNA (uporabiti bi
bilo treba vedje Stevilo ciklov reakcije PCR),

* inhibicije reakcije PCR zaradi prisotnosti
inhibitornih snovi (DNA bi bilo treba red-
¢iti z vodo v volumskem razmerju vsaj 1:20,
v reakcijo PCR bi bilo treba vkljuciti goveji
serumski albumin (angl. bovine serum albu-
min, BSA) in povecati koli¢ino polimeraze)
ali

* prisotnosti polimorfizma (mutacije) v nu-
kleotidnem zaporedju, kamor bi se morali
vezati zaCetni oligonukleotidi.
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Pri prvih treh tockah je vzrok neuspe$nega
pomnoZevanja pojav prioritetnega pomnoze-
vanja enega alela, pri zadnji tocki pa pojav
tihih alelov zaradi mutacije.

Pri molekularnogenetski preiskavi kosti
in zob Zrtev iz grobis¢ je treba opraviti tipiza-
cijo jedrne avtosomske DNA, mikrosatelitov
na kromosomu Y, treba pa je dolociti tudi
nukleotidno zaporedje regij HVI in HVII
mDNA. Jedrno avtosomsko DNA tipiziramo
s tremi komercialno dostopnimi kompleti.
Profile, dobljene s kompletom AmpFISTR
NGM® PCR Amplification Kit (Applied Biosy-
stems), preverimo $e s kompletom Investi-
gator ESSplex Kit (Qiagen) in s kompletom
MiniFiler (Applied Biosystems), ki nam omo-
goca pomnozevanje kratkih mikrosatelitov pri
mocno razgrajeni DNA. Tipizacijo mikrosa-
telitov na kromosomu Y izvedemo z zapo-
rednima pomnoZitvama s kompletom YFiler
(Applied Biosystems), s sekvenciranjem pa
dolo¢imo nukleotidno zaporedje regij HVI in
HVII mDNA (109).

Pri referencnih osebah - $e Zivecih sorod-
nikih opravimo tipizacijo jedrne avtosomske
DNA s kompletom AmpFISTR NGM® PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems). Za
sorodnike po materini liniji je treba dolo¢i-
ti nukleotidno zaporedje regij HVI in HVII
mDNA, za sorodnike po ocetovi liniji pa opra-
viti tipizacijo mikrosatelitov na kromosomu Y,
za kar uporabimo komplet YFiler (Applied
Biosystems).

Pri osebah za eliminacijsko podatkovno
zbirko opravimo tipizacijo jedrne avtosomske
DNA s kompletom AmpFISTR NGM® PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems), dolo-
¢imo nukleotidno zaporedje regij HVI in
HVII mDNA, pri mogkih osebah pa opravimo
Se tipizacijo mikrosatelitov na kromosomu Y,
za kar uporabimo komplet YFiler (Applied
Biosystems).

Pridobitev genetskih profilov
aviosomske jedrne DNA

S pomnoZevalnim kompletom AmpFISTR
NGM® PCR Amplification Kit (Applied Biosy-
stems) soCasno pomnozimo 15 avtosomskih
mikrosatelitov (D3S1358, THO1, D21S11,
D18S51, D10S1248, D1S1656, D2S1338,
D16S539, D2251045, vWA, D8S1179, FGA,
D2S441, D128391, D19S433) in odsek ame-

logeninskega homolognega gena X in Y, ki
nam omogoca doloditev spola. Za ta komplet
je optimalna koli¢ina zaCetne genomske DNA
0,5 ng. Vzporedno z vzorci kosti in zob iz gro-
bis¢ pomnozimo negativno kontrolo.

S kompletom Investigator ESSplex Kit
(Qiagen) so¢asno pomnoZzimo 15 avtosomskih
mikrosatelitov (D3S1358, THO01, D21S11,
D18S51, D10S1248, D1S1656, D2S1338,
D16S539, D2251045, vWA, D8S1179, FGA,
D2S441, D12S391, D19S433) in odsek ame-
logeninskega gena. Za ta komplet je optimal-
na koli¢ina zacetne genomske DNA 0,35 ng.
Vzporedno z vzorci kosti in zob iz grobis¢ pom-
nozimo negativno kontrolo.

S kompletom MiniFiler (Applied Biosy-
stems) soCasno pomnoZimo 8 avtosomskih
mikrosatelitov (D135317, D7S820, D2S1338,
D21S11, D16S539, D18S51, CSF1PO in FGA)
in odsek amelogeninskega gena. Za ta kom-
plet je optimalna koli¢ina zacetne genomske
DNA 0,5-0,75 ng. Vzporedno z vzorci kosti in
zob iz grobi$¢ pomnoZimo negativno kontrolo.

Fluorescentno oznacene produkte naste-
tih kompletov, ki se med seboj razlikujejo po
dolZini in po barvi, lo¢imo z avtomatskim gen-
skim analizatorjem ABI PRISM® 3130 Gene-
tic Analyser (Applied Biosystems), ob upo-
rabi tekocega polimera POP 4 in notranjega
velikostnega standarda GeneScan-500 LIZ
Size Standard (Applied Biosystems) ter notra-
njega velikostnega standarda 550 BTO (Qia-
gen). Genetske profile dolo¢imo z racunal-
niskim programom Data Collection v 3.0 in
GeneMapper ID v 3.2 (Applied Biosystems).

Genetske profile grafi¢no prikazemo
z elektroferogrami, na katerih vsak vrh ustre-
za enemu alelu mikrosatelita. Os x nam poda-
ja dolZino fragmentov DNA (aleli so oznaceni
s Stevilom ponovitev osnovnih motivov), os
y pa intenziteto fluorescentnega signala v re-
lativnih enotah fluorescence (angl. relative
Sfluorescence units, RFU). Pri kompletu Amp-
FISTR NGM (Applied Biosystems) so z mo-
dro barvo oznaceni Stirje mikrosateliti (od
najkrajSega do najdaljSega si sledijo po veli-
kosti v naslednjem vrstnem redu: D10S1248,
vWA, D16S539 in D251338), z zeleno trije
mikrosateliti (D85§1179, D21S11 in D18S51)
ter odsek amelogeninskega gena, homologne-
ga kromosomoma X in Y, ki nam omogoca
dolocitev spola. S ¢rno barvo so oznaceni $tirje
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mikrosateliti (D22S1045, D19S433, THO1
in FGA) in z rdeco barvo §tirje mikrosateliti
(D28441, D351358, D1S1656 in D128391). Pri
kompletu Investigator ESSplex (Qiagen) so
z modro barvo oznaceni Stirje mikrosateliti
(od najkrajSega do najdaljSega si sledijo po
velikosti v naslednjem vrstnem redu: THOT,
D3S1358, vWA in D21511) ter odsek amelo-
geninskega gena, z zeleno pet mikrosatelitov
(D16S539, D1S1656, D19S433, D8S1179 in
D2S1338). S ¢rno barvo so oznaceni Stirje
mikrosateliti (D10S1248, D2251045, D12S391
in FGA) in z rdeco barvo dva mikrosatelita
(D28441 in D18S51). Pri kompletu MiniFiler
(Applied Biosystems) sta z modro barvo ozna-
¢ena dva mikrosatelita (D13S317 in D7S820),
z zeleno prav tako dva mikrosatelita (D2S1338
in D21811) ter odsek amelogeninskega gena,
s ¢rno barvo dva mikrosatelita (D16S539 in
D18S51) in z rdeco barvo zadnja dva mikro-
satelita (CSF1PO in FGA).

Na sliki 1 sta prikazana elektroferograma
genetskih profilov skeleta (zoba) iz povojne-
ga grobisca Storzi¢, ki smo ju pridobili s kom-
pletoma AmpFISTR NGM® (Applied Biosy-
stems) in Investigator ESSplex Kit (Qiagen).

Pri molekularnogenetskih identifikaci-
jah Zrtev povojnih pobojev smo uspeli prido-
biti avtosomske jedrne genetske profile iz kar
98% stegnenic, izkopanih iz grobisca v kraskem
breznu Konfin I, iz vseh treh skeletov grobisca

pod StorZiem ter iz 18 od skupno 25 kosti,
ki smo jih tipizirali za grobi$ce Bodoveljska
grapa (23, 34, 35, 37).

Pridobitev haplotipov
kromosoma Y

S kompletom YFiler (Applied Biosystems)
socasno pomnozimo 17 mikrosatelitov kromo-
soma Y: DYS456, DYS3891, DYS390, DYS3891I,
DYS458, DYS19, DYS385a/b, DYS393, DYS391,
DYS439, DYS635,DYS392, Y GATA H4, DYS437,
DYS438 in DYS448. Za ta komplet je optimal-
na koli¢ina zacetne genomske DNA 0,5-1ng.
Vzporedno z vzorci kosti in zob iz grobi$¢ pom-
nozimo negativno kontrolo.

Fluorescentno oznacene produkte reak-
cije YFiler lo¢imo z avtomatskim genskim ana-
lizatorjem ABI PRISM® 3130 Genetic Analyser
(Applied Biosystems), ob uporabi tekocega
polimera POP 4 in notranjega velikostnega
standarda GeneScan-500 LIZ Size Standard
(Applied Biosystems). Genetske profile dolo-
¢imo s pomocjo racunalniskih programov Data
Collection v 3.0 in GeneMapper ID v 3.2 (App-
lied Biosystems).

Genetske profile grafiéno prikazemo
z elektroferogrami, na katerih vsak vrh ustre-
za alelu mikrosatelita. Os x nam podaja dol-
Zino fragmentov DNA (aleli so oznaceni
s §tevilom ponovitev osnovnih motivov), os y
pa intenziteto fluorescentnega signala v (RFU).
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Slika 1. Elektroferograma popolnih genetskih profilov aviosomskih mikrosatelitov skelefa (zoba) iz povojnega grobista StorZic, ki smo
ju pridobili s kompletoma AmpFISTR NGM® (Applied Biosystems) in Investigator ESSplex Kit (Qiagen).
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Slika 2. Hlektroferagram papolnega genetskega profila mikrosatelitov kromosoma Y skeleta (zoba) iz povojnega grobista StorZi, ki smo

ga pridobili s kompletom YFiler (Applied Biosystems).

Pri kompletu YFiler (Applied Biosystems) so
z modro barvo oznaceni $tirje mikrosate-
liti (od najkrajSega do najdaljSega si sledi-
jo po velikosti v naslednjem vrstnem redu:
(DYS456, DYS3891, DYS390 in DYS3891I),
z zeleno §tirje mikrosateliti, (DYS458, DYS19,
DYS385a in DYS385b), s ¢rno pet mikrosate-
litov (DYS393, DYS391, DYS439, DYS635 in
DYS392) in z rdeco barvo Stirje mikrosateli-
ti (Y GATA H4, DYS437, DYS438 in DYS448).

Rezultati tipizacije mikrosatelitov komple-
ta YFiler so prikazani na sliki 2 (pomnozili
smo DNA, pridobljeno iz skeleta (zoba) iz gro-
bisca Storzic).

Pri molekularnogenetskih identifikaci-
jah Zrtev povojnih pobojev smo uspeli prido-
biti haplotipe kromosoma Y iz kar 98 % steg-
nenic, izkopanih iz grobi$¢a v kraskem breznu

Konfin I'in iz vseh treh skeletov grobi$ca pod
Storzicem (34, 35, 37).

Pridobitev haplotipov
mitohondrijske DNA

Za dolocitev haplotipa mDNA v reakciji PCR
pomnoZimo celotno regijo HVIin HVII; HVI
z zacetnima oligonukleotidoma L15997/
H16401, HVII pa z L00029/H00408 (109, 110).
Vzporedno z vzorci kosti in zob iz grobis¢
pomnoZimo negativno kontrolo. PomnoZitve-
ne produkte precistimo z ultrafiltracijskimi
enotami Centricon-100 (Millipore Corpora-
tion) in sekvenciramo z metodo avtomatskega
neposrednega fluorescentnega sekvencira-
nja ob uporabi kompleta BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, verzi-
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ja 1.1 (Applied Biosystems). Regiji HVI in HVII
v skladu z mednarodnimi priporo¢ili vedno
sekvenciramo v obeh smereh in tako s sek-
venciranjem tezke verige preverimo nukleo-
tidno zaporedje, dobljeno s sekvenciranjem
lahke verige mDNA (22). Produkte sekvenc-
ne reakcije precistimo s kolonami Micro-
Spin® G-50 (Amersham Biosciences) in jih
lo¢imo z avtomatskim genskim analizatorjem
ABI PRISM® 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystems), ob uporabi tekoCega polimera
POP 4 in racunalniskih programov Data Col-
lection v 3.0 in AB DNA Sequencing Analy-
sis Software v 5.2 (Applied Biosystems). Pri-
dobljena nukleotidna zaporedja primerjamo
v regiji HVI v obmodju 16030-16381, v regi-
ji HVII pa v obmodju 55-388 z Andersono-
vo referencno sekvenco, ki jo uporabljamo kot
referen¢no nukleotidno zaporedje pri razisko-
vanju polimorfizmov ¢loveske mDNA (111).

Rezultate tipizacije mDNA prikazujemo
v obliki elektroferogramov, pri katerih vsak
vrh ustreza eni bazi, baze pa se razlikujejo
med seboj po barvi. Z modro barvo je oznac¢en
citozin (C), z zeleno adenin (A), s ¢rno gva-
nin (G) in z rdeco timin (T).

Na sliki 3 je prikazan elektroferogram
nukleotidnega zaporedja celotne hipervaria-
bilne regije HVII lahke verige mDNA skele-

ta (zoba) iz grobisca Storzi¢, ki smo ga pri-
dobili z metodo avtomatskega neposrednega
fluorescentnega sekvenciranja.

Pri molekularnogenetskih identifikaci-
jah Zrtev povojnih pobojev smo uspeli prido-
biti haplotipe mDNA iz kar 98 % stegnenic,
izkopanih iz grobi$c¢a v kraskem breznu Kon-
fin I, iz vseh treh skeletov grobisc¢a pod Stor-
Zi¢em ter iz vseh 25 skeletov, ki smo jih tipi-
zirali pri grobis¢u Bodoveljska grapa (23, 34,
35, 37).

STATISTICNI 1IZRACUN
VERJETNOSTI SORODSTVENIH
POVEZAV

Dobljene genetske profile (avtosomske, haplo-
tipe kromosoma Y in mDNA) kosti oziroma
zob in referen¢nih oseb med seboj primerja-
mo in ugotavljamo, ali imajo skupen izvor ali
ne. Kadar se dva profila med seboj ne ujema-
ta, bioloska vzorca nimata skupnega izvora.
Ob ujemanju genetskih profilov potrdimo
skupen izvor in statisticno ovrednotimo moc¢
genetskega dokaza. Verjetnosti sorodstvenih
povezav za avtosomske mikrosatelite izracu-
namo s statisticnim programom DNA VIEW
v. 28.71 (2011) avtorja C. H. Brennerja (Ber-
keley, ZDA), pri ¢emer upostevamo alelne
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Slika 3. Sekvenca celote hipervariabilne regije HVII lahke verige mDNA skeleta (zoba) iz grobista StorZic,

dobljena z metodo avto-

matskega neposrednega fluorescentnega sekvenciranja ob uporabi kompleta BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

(Applied Biosystems).
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frekvence v slovenski populaciji in predhod-
no verjetnost 1/n+1, pri ¢emer predstavlja n
Stevilo Zrtev v grobisc¢u (112-115). Verjetno-
sti sorodstvenih povezav za haplotipe kromo-
soma Y in za haplotipe mDNA pa izracunamo
na osnovi frekvenc haplotipov (P) v razli¢nih
podatkovnih zbirkah (116). Frekvenco haplo-
tipa kromosoma Y dolo¢imo s pomoc¢jo podat-
kovne zbirke YHRD (angl. Y chromosome
haplotype reference database), frekvenco haplo-
tipa mDNA pa s podatkovno zbirko EMPOP
(angl. European mDNA Database), pri cemer
za oceno frekvence haplotipa uporabimo meto-
do $tetja ter upostevamo korekcijski faktor za
napake pri vzorcenju (85, 117-120). Korek-
cija je potrebna zaradi razmeroma majhnih
podatkovnih zbirk in velikega $tevila haploti-
pov, zaradi Cesar pogosto opazimo nov haplo-
tip, ki ga v obstojeci podatkovni zbirki ni:

P=y+2/n+2, 1)

pri cemer je P frekvenca haplotipov, y Stevi-
lo opazenih haplotipov v podatkovni zbirki,
n pa §tevilo oseb s tem haplotipom (22, 120).
Verjetnosti sorodstvenih povezav podamo
v obliki verjetnostnega razmerja, ki ga oznaci-
mo s kratico LR (angl. likelihood ratio). Poleg
LR podamo tudi vrednost za naknadno ver-
jetnost sorodstva, ki jo oznacimo s kratico PP
(angl. posterior probability) in uposteva pred-
hodno verjetnost dogodka. Za predhodno
verjetnost upostevamo $tevilo Zrtev v grobis-
¢u, kot pozitivno identificirane Zrtve pa upo-
Stevamo tiste Zrtve, pri katerih dosegamo
naknadno verjetnost 99,9 % (115, 121, 122).
Pri avtosomskih mikrosatelitih nam LR pove,
kolikokrat bolj verjetno je, da izkopane kosti
ali zobje pripadajo osebi, ki je v sorodu z re-
feren¢no osebo, kot da pripadajo neki nakljuc-
no izbrani z referencnim vzorcem nesorodni
osebi iz slovenske populacije. Ob identi¢nem
haplotipu mDNA kosti ali zob in referencne
osebe nam LR pove, kolikokrat bolj verjetno
je, da pripadajo izkopane kosti in zobje ter
referencna oseba isti maternalni liniji, kot da
pripadajo razliénima maternalnima linija-
ma. Ob identi¢nem haplotipu kromosoma Y
pa nam LR pove, kolikokrat bolj verjetno je,
da pripadajo izkopane kosti in zobje ter refe-
rencna oseba isti paternalni liniji, kot da pri-
padajo razlicnima paternalnima linijama.

Kromosom Y in mDNA nam ob preiska-
vi avtosomske jedrne DNA sluZita kot zelo
koristna dodatna sistema pri identifikaciji
Zrtev mnoZi¢nih pobojev ob koncu druge
svetovne vojne v Sloveniji, saj lahko v preiska-
vo vkljué¢imo tudi daljne sorodnike po oceto-
vi in materini liniji, hkrati pa lahko s pomocjo
kromosoma Y in mDNA pri bliznjih sorodni-
kih, npr. bratih in sestrah, pove¢amo izracu-
nano statistiéno verjetnost sorodstva med
Zrtvijo in Se Zive¢im sorodnikom (120, 123).
Kadar opazimo med kostmi (ali zobmi) in
sorodniki ujemanje avtosomskih jedrnih
genetskih profilov in haplotipov mDNA, upo-
rabimo pri oceni skupnega verjetnostnega raz-
merja (LRc) pravilo produkta (123). Enako
naredimo, kadar opazimo ujemanje avtosom-
skih jedrnih genetskih profilov in haplotipov
kromosoma Y (120).

Za avtosomske mikrosatelite jedrne DNA
in genetske oznacevalce mDNA velja, da se
dedujejo neodvisno. Z vidika matemati¢ne
verjetnostne teorije torej predstavljata jedr-
ni profil in haplotip mDNA osebe dva neod-
visna dogodka, zato lahko pri oceni skupnega
verjetnostnega razmerja (LRc) uporabimo pra-
vilo produkta in ga izra¢unamo po enacbi:

LRc=LR, x LR o (123).(2)

avtosomski STR)

Prav tako se dedujejo neodvisno avtosomski
mikrosateliti in mikrosateliti kromosoma Y,
zato lahko tudi pri teh genetskih oznaceval-
cih uporabimo pravilo produkta in skupno
verjetnostno razmerje izratunamo po enacbi:

LRc=LR, X LR gy (120). (3)

avtosomski STR)

Dobljene genetske profile (avtosomske, kro-
mosoma Y in mDNA) kosti in zob primerjamo
tudi s profili oseb iz eliminacijske podatkov-
ne zbirke, s ¢imer ugotavljamo, ali je prislo
do kontaminacije vzorcev kosti in zob s sodob-
no DNA.

PRIMER POZITIVNE
IDENTIFIKACIJE ZRTVE
POVOJNEGA MNOZICNEGA
GROBISCA

Pozitivno molekularnogenetsko identifika-
cijo Zrtev povojnih mnozi¢nih grobis¢ prikazu-
jemo na primeru ene od Zrtev poboja v kraskem
breznu Konfin L. Zrtev JG smo identificirali
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s primerjavo s $e Ziveco sestro AK, ki nam je
sluzila za primerjavo jedrnih avtosomskih
mikrosatelitskih polimorfizmov in haplotipov
mDNA. Desna stegnenica 43 pat (oznaka pat
oznacuje patologijo kosti — zlom) in desna
stegnenica 48 pat imata identi¢ne genetske
profile avtosomske jedrne DNA, kromoso-
ma Y in mDNA, kar kaZe na to, da obe kosti
pripadata isti osebi iz grobisca. Desni stegne-
nici 43 in 48 pat sta prelomljeni, fragmentirani
kosti. Na sliki 4 je prikazana desna stegneni-
ca 43 pat in fragment, ki smo ga odvzeli za
genetsko preiskavo. Na sliki 5 pa je prikazana
desna stegnenica 48 pat in fragment, ki smo
ga odvzeli za genetsko preiskavo.

Desni stegnenici 43 in 48 pat imata iden-
ti¢en haplotip mDNA kot sorodnica AK (glej
tabelo 1). Haplotip mDNA desnih stegnenic
43 in 48 pat ter sestre AK smo v evropski kav-
kazijski podatkovni zbirki, ki vsebuje 4.476 ha-
plotipov, opazili enkrat. Vrednost za LR za ta
haplotip je 1.493, kar pomeni, da je 1.493-krat

bolj verjetna hipoteza, da pripadata desni
stegnenici 43 in 48 pat in AK isti maternalni
liniji, kot hipoteza, da pripadata razli¢nim
maternalnim linijam. V tabeli 2 so prikaza-
ni genetski profili jedrne avtosomske DNA
desnih stegnenic 43 in 48 pat ter sestre AK.

Za analizirane mikrosatelite smo izracu-
nali LR, katerega vrednost je 681 (to pomeni,
da je 681-krat bolj verjetno, da fragmenta
desnih stegnenic 43 in 48 pat pripadata bra-
tu AK, kot da pripadata neki naklju¢no izbra-
ni, AK nesorodni osebi iz slovenske popula-
cije). Naknadna verjetnost sorodstva (PP) je
87,3 %, pri ¢emer smo upostevali kot predhod-
no verjetnost sorodstva vrednost 0,01. JG smo
identificirali s polimorfizmi jedrne avtosom-
ske DNA in mDNA, zato smo izracunali
skupno verjetnostno razmerje LRc, katerega
vrednost je 1x10°. Naknadna verjetnost
sorodstva (PP) je 99,99 %, pri ¢emer smo upo-
Stevali kot predhodno verjetnost sorodstva
vrednost 0,01. V tabeli 3 sta prikazana haplo-

e E ot b

il

PR, MRS R

SR

+ BT A L
: B Pl g )
A LA
" ._'-I X
[
am I'.I:
i |
|
<] I = EF I i ‘1._1‘_1:1 e
= e,
[y i . e ey S e gy ey
e | WP Ml Pl Bk £ A AR ik, F &

Slika 5. Desna stegnenica 48 pat iz grobista Konfin | in fragment, odvzet za genetsko preiskavo (oznaka pat oznacuje patologijo kosti— zlom).
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tipa kromosoma Y desnih stegnenic 43 in
48 pat. Obe kosti imata identi¢en haplotip kro-
mosoma Y, kar poleg identi¢ne avtosomske
jedrne DNA in mDNA govori v prid temu, da
obe kosti pripadata Zrtvi JG.

Zrtev ]G iz grobis¢a Konfin I, za katero
smo kot primerjalni genetski material upora-
bili DNA Se ZiveCe sestre, smo pozitivno iden-
tificirali, saj je izraCunana naknadna verjet-
nost presegala vrednost 99,9 % (115, 121, 122).

Tabela 1. Haplotipi regij HVI in HVIl mDNA desnih stegnenic 43 in 48 pat in sestre Zrtve AK. (RS — cambriska referencna sekvenca,

pat — patologija kosti, zlom.

Vzorec Razlike glede na CRS Obmotje

Desna stegnenica 43 pat HVI: 16093C, 16224C, 16311C HVI: 16030-16381
HVII: 736, 152C, 2636, 315.1C HVII: 55-388

Desna stegnenica 48 pat HVI: 16093C, 16224C, 16311C HVI: 16030-16381
HVII: 736, 152C, 2636, 315.1C HVII: 55-388

Sestra Zrtve AK HVI: 16093C, 16224(, 16311C HVI: 16030-16381
HVII: 736, 152C, 2636, 315.1C HVII: 55-388

Tabela 2. Genetski profili jedre aviosomske DNA desnih stegnenic 43 in 48 pat in sestre AK. Amelog. — odsek amelogeninskega gena,

pat — patologija kosti, zlom.

Vzorec DESII79  D2ISIT  D7S820  GSFIPO  DISI3S  THOI  DI3S3I7  DI6SSH
Desna segneni
o 13 W W W0 M 777 93 8 13131
Desna segneni
o 013 W W W0 M 777 93 8 1131
StozmeM 14 14 30 382 10 1 10 12 17 17 7 93 8 13 12 13
Vzorec DISI338  DI9SA33 WA TPOX  DIBSSI  Amelog.  DSSBI8 oA
Desna segneni
B 025 12015 16 16 8 8 12 18 X ¥ U N 2B
Desna segneni
o W 2% 12005 16 16 8 8 12 18 X Y N 1 B A

Sestra Zrive AK 23 25 12 13 14 16

8 8 12 14 X X 1 12 19 2

Tabela 3. Haplotipa kromosoma Y desnih stegnenic 43 in 48 pat. pat — patologija kost;, zlom.

Vaorec DYSAs6  DYS3BS  DVS390  DVS3BIN  DVSASS  DVSI9  DVS385/h  DYS303
Egsg;“eg"e"““ 18 13 2% 2 14 5 a5 13
Egsg;“eg"e"‘“’ 18 13 2% 2 14 5 N1
Vaorec DIS391  DVS439  DVS635  DYSI92  DVSH4  DYSA37  DVSA38  DYSAdg
E?ngreg"emm 10 0 i 1l 1 14 1l 2
Desna stegnenica I 1 " . 2

T 10 1 23
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Z 7rtvijo JG smo povezali dve fragmentirani
stegnenici, ki sta imeli identi¢ne genetske pro-
file avtosomskih mikrosatelitov, mikrosate-
litov kromosoma Y in mDNA, kar kaZe na
moznost, da prelomljeni kosti predstavljata
proksimalni in distalni del iste kosti (v gro-
bis¢u Konfin I je bilo 40 ranjencev, ki so bili
prepeljani iz Bolni$nice Ljubljana na moris-
¢e in so imeli zlomljene ali amputirane ude).
Pri identifikaciji Zrtev iz grobisc¢a Konfin I
izklju¢ujemo moznost kontaminacije endoge-
ne DNA kosti med izkopom (pri zbiranju
in shranjevanju kosti), med antropolosko ter
med genetsko preiskavo. Verodostojnost genet-
skih profilov kosti iz grobi$¢a Konfin I potrju-
jejo Ciste izolacijske in pomnoZevalne negativ-
ne kontrole, ponovljivost rezultatov zaporednih
pomnoZevanj z razliénimi pomnoZevalnimi
kompleti in neujemanje genetskih profilov
kosti z osebami iz eliminacijske podatkovne
zbirke.

ZAKLJUCEK

Ob upostevanju mednarodnih priporoc¢il in
v nasem laboratoriju razvitih postopkov smo
uspesno identificirali Zrtve povojnih pobojev
iz grobisca Konfin I, Storzi¢ in Bodoveljska
grapa (23, 33-37). Opisane ekstrakcijske in
tipizacijske metode za avtosomsko DNA, kro-
mosom Y in mDNA so izredno ucinkovite, saj
smo iz vec kot 65 let starih kosti in zob pri-
dobili zelo kakovostno DNA, ki smo jo lahko
pomnoZili z uporabo komercialno dostopnih
pomnoZevalnih kompletov ter uspesno tipi-
zirali ne le mDNA, temvec tudi jedrno DNA.
Pokazalo se je, da je za identifikacijo starih
skeletnih ostankov smiselno analizirati tako
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Sladkorna bolezen tipa 1 in zdravljenje
z inzulinsko ¢rpalko v otrostvu
in mladostniskih letih

Diabetes Mellitus Type 1 and Subcutaneous Continuous Insulin
Infusion (Insulin Pump) Therapy in Children and Adolescents

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: sladkorna bolezen fipa 1, ofroci, mladostniki, inzulinska crpalka, senzor, presnovna urejenost

Sladkorna bolezen je pogosta motnja v delovanju endokrinega sistema. Po oceni Svetovne zdravs-
tvene organizacije in Mednarodnega zdruZenja diabetikov bo Stevilo obolelih kmalu doseglo
250 milijonov. Med njimi je 5 % bolnikov, ki potrebujejo inzulin takoj, ko zbolijo. V tem pri-
meru govorimo o sladkorni bolezni tipa 1. Sladkorno bolezen tipa 1 imajo najveckrat mladi
ljudje, med njimi prevladujejo otroci in mladostniki, prav tevilo otrok z novo odkrito slad-
korno boleznijo pa v zadnjih 50 letih strmo narasca. Dobro vodenje sladkorne bolezni je izjem-
nega pomena, saj s primerno dolgoro¢no presnovno urejenostjo sladkorne bolezni lahko
odloZimo ali prepre¢imo pozne zaplete bolezni, kot so nefropatija, periferna in avtonomna
nevropatija ter retinopatija, za ve¢ desetletij. Danes pri dobrem vodenju sladkorne bolezni
postajajo nepogresljiv pripomocek inzulinske ¢rpalke s sodobnimi, hitro delujo¢imi inzulin-
skimi analogi, vedno bolj pa tudi sistemi za nepretrgano merjenje sladkorja v medceli¢nini.

ABSTRACT

KEY WORDS: type 1 diabetes mellitus, children, adolescents, insulin pump, sensor, metabolic control

Diabetes is a common endocrine disorder. According to the data from the World Health
Organization and the International Diabetes Federation, almost 250 million people are suf-
fering from diabetes around the world, approximately 5 % of which need insulin immediately.
They have diabetes mellitus type 1. Most patients with type 1 diabetes are young. The num-
ber of children with newly diagnosed diabetes has been increasing rapidly during the past
50 years. Strict metabolic control is extremely important for delaying diabetes complications
for several decades; such complications are retinopathy, nephropathy, peripheral and auto-
nomic neuropathy. Insulin pumps, modern insulin analogues and continuous glucose mo-
ntoring systems can help us achieve these goals in a large group of patients.

1 Doc. dr. Natasa Bratina, dr. med., Klini¢ni oddelek za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni,
Pediatri¢na klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Bohori¢eva ulica 20, 1000 Ljubljana; nata-
sa.bratina@kks-kamnik.si

2 Prof. dr. Tadej Battelino, dr. med., Klini¢ni oddelek za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni,
Pediatri¢na klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Bohoriceva ulica 20, 1000 Ljubljana
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uvobD

Sladkorna bolezen (SB) sodi med pogostejse
motnje Zlez z notranjim izlo¢anjem. Na sve-
tu je obolelih Ze skoraj 250 milijonov ljudi,
predvidevanja kaZejo, da naj bi Stevilo obo-
lelih do leta 2035 preseglo celo 350 milijonov
ljudi (1, 2). Danes prevladuje v drzavah raz-
vitega sveta SB tipa 2 (SBT2), le nekaj odstot-
kov bolnikov pa potrebuje inzulin takoj kot
edino mozno obliko zdravljenja. V tem prime-
ru govorimo o SB tipa 1 (SBT1), ki je avtoi-
munsko obolenje, ki postopno unicuje celice
beta trebusne slinavke in veckrat nastopi pri
ljudeh s tveganim genetskim ozadjem (3).

Kateri zunanji dejavniki prispevajo poleg
tveganega genetskega ozadja k razvoju SBT1,
$e vedno ni povsem znano, preucevali pa so
vplive dojenja, cepiv, virusnih okuzb, v zad-
njem Casu pa tudi vpliv onesnazenosti okolja,
vitamina D, in stresa (4-10). Teorija pospe-
Sitve v prvi vrsti poudarja, da je pri dovzet-
nih posameznikih hitrost apoptoze celic beta
visoka, vendarle pa ni zadostna za dokoncen
razvoj SBT1. Sele debelost naj bi skupaj s te-
lesno neaktivnostjo privedla do inzulinske
rezistence, to pa je drugi korak v razvoju SBT1
(11-13). Izrednega pomena je v tem krogu
tudi genetska dovzetnost za razvoj SBT1, ozna-
Cuje jo zasnova za antigene poglavitnega
histokompatibilnostnega kompleksa pri ¢love-
ku (angl. human leukocyte antigen, HLA) (3).
Taksna celica beta, ki je metabolno zelo aktiv-
na, je tako izredno ogroZena, nastopi njena
disfunkcija in postopen propad, kar privede
do klini¢ne slike SBT1. Torej naj bi bila SBT1
le kon¢ni del SBT2, ki pa je izjemno naglo
potekala in bila prezrta. Higienska teorija
temelji na teoriji, da smo s spremenjenim
nacinom Zivljenja spremenili imunski odziv
nasega telesa, ki se namesto proti naravnim
imunogenim molekulam obraca proti lastnim
tkivom (11-15).

SBT2 je mnogo pogostejsa, za njo je obo-
lelo Ze preko 236 milijonov ljudi na vsem sve-
tu. Najverjetneje na vsakega bolnika s SBT2
7ivi $e eden, ki ne ve, da ima SBT2, ki bo tako
najveckrat prepozno odkrita. Za to obliko SB
$e vedno najveckrat obolevajo odrasli, preko-
merno prehranjeni ljudje, osnovna znacilnost
pri tej obliki SB je inzulinska rezistenca (16).
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Pri otrocih in mladostnikih gre najveckrat
za SBT1, ¢eprav s porastom debelosti vedno
vec drzav poroca tudi o povecani pogostno-
sti SBT2. Pri SBT1 govorimo o popolnem
pomanjkanju inzulina, znaki bolezni se poja-
vijo, ko je v telesu manj kot 10 % obicajne koli-
¢ine inzulina. Takrat se srecamo s klasi¢nimi
znaki, kot so poliurija, polidipsija, izrazita Zeja
in hujsanje (3).

ZDRAVLIJENJE SLADKORNE
BOLEZNI PRI OTROCIH
IN MLADOSTNIKIH

Raziskave, kot sta DCCT (angl. The Diabetes
Control and Complications Trial) in UKPDS
(angl. The United Kingdom Prospective Diabe-
tes Study), so dokazale, da natan¢no uravna-
na glikemija dolgoro¢no zmanj$a nevarnost
poznih zapletov SB (17-20). Sodobna diabe-
tologija zato priporoca natancno odmerjanje
inzulina glede na raven krvnega sladkorja ter
splos$no zdravstveno stanje bolnika in njegove
nacrtovane aktivnosti. Poleg varovalne pre-
hrane je izjemnega pomena tudi redna tele-
sna aktivnost. Sodobni inzulini, mehanski
injektorji, ki omogocajo tudi na 0,5 enote (E)
natan¢no odmerjanje inzulina, skupaj s po-
gostim merjenjem krvnega sladkorja pripo-
morejo k cilju stabilne glikemije — vrednost
glikoziliranega hemoglobina Alc (HbAlc)
vsaj pod 8 % pri otrocih in mladostnikih, pri
odraslih pod 7 % ali celo pod 6,5% (18, 19).

Kadar s klasi¢nimi nacini urejanja SB
z mehanskimi injektorji ne doseZemo primer-
ne urejenosti SB, lahko bolniku in njegovi
druZini tudi v Sloveniji Ze ve¢ kot deset let
predlagamo najsodobnejSo obliko urejanja SB
z inzulinsko ¢rpalko. V Casu prvega sprejema
v bolni$nico zdravljenje SBT1 v otrostvu pric-
nemo s pomocjo mehanskih injektorjev in upo-
rabo srednjedolgodelujocih analogov ter
kratkodelujocih inzulinov. Otrok ali mladost-
nik prejmeta $tiri odmerke inzulina dnevno,
srednjedolgodelujoci inzulinski analog v pred-
Solskem obdobju injiciramo zjutraj, pri Solar-
jih in mladostnikih v vecernih urah. StarSe in
otroke pouc¢imo o principih samokontrole ter
varovalni prehrani in pomenu redne Sportne
aktivnosti. V obdobju pred tretjim letom staro-
sti pa zdravljenje takoj priénemo z inzulinsko
¢rpalko, saj tako bolj natanéno odmerjamo
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inzulin ter zmanj$amo stres za malcka in starse.
Starejsi otroci inzulinsko ¢rpalko pri¢nejo upo-
rabljati po koncu stabilnega obdobja remisije.

Inzulinska ¢rpalka je sodoben pripomocek,
ki omogoca natancno (tudi na 0,025E na
odmerek) odmerjanje inzulina. Izpopolnjene
sodobne generacije ¢rpalk bolniku pomagajo
pri odlo¢itvi glede pravega odmerka inzulina
s posebnim racunalom, ki je vgrajeno v pro-
gramsko opremo, tehni¢na uporaba je enostav-
na in zanesljiva, tako da se postopkov ravnanja
s ¢rpalko kmalu priucijo tudi otroci, pa tudi lai¢-
no osebje $ol in vrtcev, kar je nujno potrebno,
da se lahko otrok vrne v domace okolje (21).

Sestavni deli ¢rpalke so poleg Crpalke
same, ki je elektronsko krmiljena in omogo-
Ca pristop v posamezne programe s Stirimi ali
petimi gumbi ter vsebuje prostor za brizgalko,
napolnjeno z inzulinom, Se set za dovajanje
inzulina, brizgalka in sproZilna naprava za
vstavitev seta v telo. Nekatere od sodobnih
¢rpalk imajo programe na zaslonu prevede-
ne v slovenski jezik, kar olaj$a rokovanje z njo
otrokom in druZinskim ¢lanom, ter samo
priucitev (22).

RAZISKAVE O UPORABI
CRPALK

Preden je ¢rpalka prodrla na vodilno mesto
v zdravljenju SB, je minilo ve¢ desetletij.
Potrebne so bile tevilne raziskave tako pri
odraslih bolnikih kot pri otrocih in mladost-
nikih s SBT1, da so prevladali dokazi, da gre
za sodobno in varno metodo dovajanja inzu-
lina v podkoZje, katere uporaba ni povezana
s pogostimi zapleti, kot so tezke hipoglikemi-
je (23-26). Velika vecina raziskav je dokazala,
da se s ¢rpalko urejenost SB izboljsa, kot poka-
zatelj urejenosti je najveckrat vzet HbAlc.
Velika metaanaliza, objavljena v letu 2008, je
dokazala, da je v povprecju vrednost HbAlc
ob uporabi inzulinskih ¢rpalk manjsa za
0,61 %, hkrati pa pade verjetnost tezkih hipo-
glikemij kar za $tirikrat (24). To pomeni, da
se izboljSano urejenost SB doseZe na racun
stabilnejse glikemije in ne zaradi pogostejsih
hipoglikemij. Rezultati so bili podobni, kadar
so zajeli bolnike z dobro vodeno SB ali tiste
s slabo vodeno SB, nose¢nice, malcke, skupine
s SBT1 ali SBT2 (23, 25). Raziskave v skupi-
nah otrok in malckov so bile enako klju¢nega

pomena, saj se je pogosto postavljalo vprasa-
nje, ali je uporaba ¢rpalk v otroskem obdob-
ju varna in smiselna (27, 28).

Danes ob ¢rpalki vedno pogosteje uporab-
Jjamo tudi sistem za nepretrgano merjenje
sladkorja v medceli¢nini. Od leta 2000, ko smo
prvic uporabili tak sistem v Sloveniji, je veli-
ko raziskav dokazalo pomen redne uporabe
senzorjev za dolgoro¢no izboljSanje urejeno-
sti SB in zmanj$ano variabilnost sladkorjev
(29-32). V ve¢ raziskavah smo sodelovali
tudi na Pediatri¢ni kliniki. Raziskava Guard
Control je tako prikazala, da je uporaba sen-
zorjev v skupini otrok in mladostnikov s slabo
urejeno SBT1 pomembno vplivala na stabili-
zacijo sladkorja in izbolj$anje presnovne ure-
jenosti. Raziskava SWITCH je vkljucila otroke
in mladostnike s SBT1 in zadovoljivo ureje-
no SB. Tudi tokrat so rezultati prikazali izbolj-
Sanje urejenosti SBT1 brez tveganja tezkih
hipoglikemij. Raziskava Navigator, ki je zaje-
la dobro urejene odrasle bolnike ter mladost-
nike, pa je potrdila, da tudi v skupini bolnikov
z dobro presnovno urejenostjo nepretrgana
uporaba senzorjev lahko dodatno izboljsa
presnovno urejenost. Pomemben je podatek,
da se je kljub padcu HbA1lc zmanjsalo Stevi-
lo in trajanje hipoglikemij (29, 32). Tako pri
uporabi senzorjev v otrostvu raziskave kazejo,
da je uspeh odvisen od redne uporabe sen-
zorjev. V kolikor jih malcek, otrok ali mladost-
nik uporabljajo vec kot 80 % Casa, je doseZen
stabilen padec HbAlc. Tudi kadar govorimo
o bolnikih z dobro urejeno SB, bomo dosegli
enak ucinek na urejenost SBT1, kot ¢e pogle-
damo bolnika s slabse vodeno SB. Danes so
izdane tako smernice za uporabo ¢rpalk kot
tudi senzorjev, ki jih vedno vedja skupina
otrok uporablja tudi v Sloveniji (33-35). Ob
prehodu na zdravljenje z inzulinsko ¢rpalko
in/ali senzorjem je izjemnega pomena dobro
poznavanje tehnologije, ki jo prinasa ¢rpalka,
ter pravilni napotki za varno uporabo ¢rpal-
ke v razli¢nih situacijah, kot so stres, $port,
hipoglikemija in ketoacidoza (36-39).

OSNOVNI POJMI PRI DELU
S CRPALKO

Bazalni nivo inzulina

Ko nadrtujemo odmerke inzulina za prehod
na inzulinsko ¢rpalko, bo novi celodnevni
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skupni odmerek inzulina najpogosteje za
15-20 % nizji kot na prej$nji inzulinski shemi.
Bazalnemu inzulinu je namenjenih 40-50 %
celotnega odmerka inzulina. S tem pojmom
oznacdimo tisto koli¢ino inzulina, ki doteka
v telo nepretrgoma in jo nacrtujemo vnaprej
zarazli¢na ¢asovna obdobja. Tako lahko nacr-
tujemo razli¢ne bazalne odmerke za ¢as pou-
ka, fenomen zore, popoldansko redno telesno
aktivnost. Bazalni odmerek lahko spremeni-
mo vsakih 30 minut na 0,025 E natancno.
Vecinoma zados$ca §tiri do pet razli¢nih bazal-
nih odmerkov.

Pri odrasli osebi tako inzulin ponavadi
tece s povprecno hitrostjo priblizno 1E/h, pri
otrocih pa ponavadi veliko manj, pri mal¢kih
véasih le 0,050 E/h. Pri posameznikih s tan-
ko plastjo podkoZnega mascevja (manj kot
10 mm) se inzulin vsrkava dvakrat hitreje kot
pri tistih, ki imajo debelejSo plast maséevja
(vec kot 20 mm).

Zaéasni bazalni odmerek

Pri vedini ¢érpalk je moZno ob dolocenih situa-
cijah (hipoglikemija, stres, $portna aktivnost)
bazalni odmerek inzulina zacasno spremeniti.
Ob hipoglikemiji tako lahko ¢rpalko bodisi
popolnoma ustavimo ali pa zacasno znizamo
bazalni odmerek na OE za cas od 30 do
60 minut. To pomeni, da bolnik v tem ¢asu
ne bo dobival inzulina, programiranega v ba-
zalnih odmerkih, po koncanem casovnem
obdobju, ki smo ga programirali v funkciji
zacCasnih bazalnih odmerkov, pa bo ¢rpalka
brez dodatnega pritiska na gumb pricela
ponovno dovajati obic¢ajne koli¢ine inzulina.
Podobno lahko v stresnih situacijah (izpit,
sprasevanje v $oli) zacasno zviSamo odmerek
za 0,2 ali 0,1 E/h oziroma, kar je $e laZe, nacr-
tujemo povecanje bazalnega odmerka za dolo-
¢eno obdobje v odstotkih. Tudi ob dalj casa
trajajocCi telesni aktivnosti (npr. peturno kole-
sarjenje) bolnik nastavi zacasni bazalni odme-
rek, ki je 50 % niZji od obicajnega. Kadar ima
naporen trening zveder, zniZzamo bazalni
odmerek preko cele noci za 0,1-0,2 E/h ali
10-20%.

Bolusi - odmerki inzulina

V inzulinski ¢rpalki uporabljamo le hitro delu-
joce inzulinske analoge (Humalog®, Apidra®,
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Novorapid®). Zato lahko ob primerni glike-
miji odmerke ali boluse inzulina vbrizgamo
tik pred obrokom. Casovni razmik je torej
odvisen od visine krvnega sladkorja pred
obrokom.

A vendar velja upoStevati pravila, kaj
narediti, Ce je sladkor izjemno visok ali preni-
zek. Kadar je krvni sladkor zelo visok (preko
14 mmol/1), bomo s predhodnim korekcijskim
odmerkom inzulina najprej skusali sladkor
zniZati v zaZeleno obmocje. Obrok bomo nato
pojedli ¢ez 15-30 minut z rednim inzulinskim
kritjem obroka. Kadar pa je sladkor prenizek,
velja, da je treba krvni sladkor najprej stabi-
lizirati v obmocje preko 4,0 mmol/l in Sele
nato injicirati predvideni odmerek inzulina
za obrok.

Odmerke inzulina pred posameznimi
obroki prilagajamo koli¢ini in sestavi hrane
(Stetje ogljikovih hidratov v hrani), to¢no raz-
merje dolo¢i diabetolog in sledi pravilu 500
ali 300 (odrasli ali otroci), kar pomeni, da Ste-
vilo 500 delimo s predvidenim celodnevnim
odmerkom inzulina. Tako na primer bolnik,
ki porabi 50 E inzulina, dnevno potrebuje 1 E
za 10 g ogljikovih hidratov (500:50=10).
Podobno izra¢unamo tudi korekcijski odme-
rek inzulina (razmerje, ki pove, za koliko
mmol/l nam 1E zniZa krvni sladkor). Tu pra-
vilo imenujemo 100, in torej Stevilo 100 deli-
mo s celodnevno koli¢ino inzulina. Tako bo
nas$ bolnik, ki porabi 50E inzulina v enem
dnevu, z 1 E inzulina zniZal krvni sladkor za
2 mmol/1 (100:50=2). Vendar velja posebno
opozorilo — korekcija naj nikoli ne preseze
0,1 E/kg telesne teZe, saj bi predvsem teZji bol-
nik, ki porabi veliko inzulina, pri izjemno viso-
kem sladkorju lahko z velikim korekcijskim
odmerkom utrpel tezko hipoglikemijo.

Sodobne ¢rpalke danes Ze olajsajo delo
uporabniku s pomocjo posebnega racunala,
kjer v poseben program vnesemo podatke
o ogljikohidratnem razmerju za posamezne
obroke, dejavnik obcutljivosti, ¢as delovanja
inzulina in ciljne sladkorje. Tako po vnosu
potrebnih podatkov (krvni sladkor in koli¢ina
ogljikovih hidratov v obroku) ¢rpalka samo-
dejno izracuna, koliko inzulina potrebujemo,
pri ¢emer uposteva tudi »aktivni inzulin« -
preostali inzulin v naSem telesu od predhod-
nih odmerkov inzulina. V program lahko vne-
semo razlicna ogljikohidratna razmerja za
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obroke, tudi dejavnik obcutljivosti je lahko
drugacen v ¢asu pouka ali vecernih urah in
enako tudi tar¢ni sladkorji. Pripomocek je
dobrodosel predvsem v skupini mlajsih otrok
ter kot pomo¢ vzgojiteljicam in uditeljem.

Set za dovajanje inzulina

Set za dovajanje inzulina je sestavljen iz briz-
galke in cevke, povezane s kanilo, ki jo vsta-
vimo v podkoZje. Kanila ima kovinsko vodilo,
ki olaj$a vstavitev seta — prebod koZe — in jo
takoj odstranimo. Seti so razli¢no oblikovani,
lahko se vstavijo v podkoZje rocno ali s pomoc-
jo posebne sproZilne naprave. Tudi glede
materiala so razlike, kanila je lahko poliure-
tanska ali kovinska, dolZina cevke 60 ali 90 cm,
brizgalka pa je lahko velika 1,5 ali 3 ml.

Set za dovajanje inzulina najpogosteje
vstavimo v trebuh, saj je tam vsrkavanje inzu-
lina najhitrejSe. Pri majhnih otrocih lahko
vstavimo kanilo tudi v glutealni predel (zu-
nanji predel zadnjice). Stevilni posamezniki
vstavijo kanilo tudi v nadlahet, v stegno ali
v ledveni predel. Sete menjavamo na dva do
tri dni in tako zmanj$amo mozZnost nastan-
ka lipohipertrofije in lokalnega drazZenja ali
celo vnetja koZe pod obliZem. Redko na mestu
vstavitve seta opazimo rdecino, ki ne izgine
v nekaj urah po menjavi seta. Takrat obsta-
ja nevarnost okuzbe tega predela. Umiritev
procesa skuSamo doseci sprva s toplimi
obkladki z dodanim razkuZilom ali milom ve¢-
krat dnevno po 20 minut. V¢asih je potrebno
lokalno antibioti¢no, redko pa kirursko zdrav-
ljenje.

Sistem za neprefrgano merjenje
sladkorja v medceliénini

Sistem za nepretrgano merjenje krvnega
sladkorja omogoca natancen vpogled v niha-
nje krvnega sladkorja. Sistem opravi 288 me-
ritev sladkorja v 24 urah in jih na ekranu
Crpalke ali drugega sprejemnika izpise v ob-
liki krivulje ali trenutne vrednosti sladkorja.
Alarm uporabnika opozori, da je sladkor
v medceli¢nini previsok ali prenizek in da
mora dodatno izmeriti $e sladkor v kapilar-
ni krvi in glede na to vrednost pravilno ukre-
pati. Sestavljen je iz oddajnika, ki ga poveZemo
s senzorjem, ki zbira podatke o glukozi v med-
celi¢nini in jih brezZi¢no prenese v sprejem-

nik. Senzor deluje encimsko, vsebuje encim
glukoza-oksidazo. Sestavljen je iz sterilne
upogljive elektrode, ki vsebuje prej omenjeni
encim, in je za$¢iten s poliuretanskim polime-
rom. Sladkor se analizira na deset sekund in
se nato kot elektri¢ni signal posreduje v spre-
jemnik. Sprejemnik vrednosti sladkorja ana-
lizira in racuna povpredje sladkorja v medce-
li¢nini v zadnjih petih minutah. Ker senzor
belezi sladkor v medceli¢nini, nastajajo raz-
like med izmerjeno ravnijo sladkorja v krvi ter
senzorskim rezultatom, zabeleZenim na ekra-
nu. Razlika je najmanjsa v obdobju stabilnih
sladkorjev in se povecuje v Casu hitrega porasta
ali padca sladkorja (po obroku, stres, hipogli-
kemija), takrat razlika med ravnijo sladkorja
v krvi in medceli¢nini znasa tudi ve¢ mmol/l,
na kar moramo uporabnika opozoriti in pose-
bej educirati o vrednotenju rezultatov meri-
tev sistema za kontinuirano merjenje gluko-
ze (angl. continuous glucose monitoring).

Odéitavanje érpalke

Vse sodobne ¢rpalke lahko s pomodjo racu-
nalnigkih programov od¢itamo. Tako realno
razberemo, kako bolnik rokuje s ¢rpalko in
kako vodi svojo SB. Razberemo lahko celo-
dnevno porabo inzulina, nastavitve bazalnih
odmerkov, $tevilo in koli¢ino danih bolusov
ter njihov razpored preko dneva, koli¢ino zau-
Zitih ogljikovih hidratov in tudi Stevilo meri-
tev sladkorja ter njihove povprecne vrednosti.

KAJ MORAMO VEDETI
PRI UPORABI INZULINSKE
CRPALKE?

Zaloge (depo) inzulina
v telesu

ODb uporabi inzulinske ¢rpalke so zaloge inzu-
lina v telesu zelo majhne. Tako Ze kratkotrajna
prekinitev dotoka inzulina privede do znakov
pomanjkanja inzulina (ketoacidoza). Ze v ne-
kaj urah pride do bruhanja, slabosti in prisot-
nosti ketonov v urinu. Vec¢jo zalogo inzulina
v telesu imajo debeli ljudje. Izra¢unali so, da
se pri posamezniku s 40 mm plastjo podkoz-
nega mascevja, z bazalnim odmerkom 1E/h
ustvari zaloga inzulina v koli¢ini 6 E, kar vedi-
noma zadosca za dve do tri ure.
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Ker so zaloge inzulina v telesu tako majhne,
ketoacidoza nastopi Ze po nekaj urah tezav
s &rpalko ali setom. Ce se set iztakne preko
nodi, se bo otrok Ze zjutraj zbudil z zacetnimi
znaki ketoacidoze — z bruhanjem in slabost-
jo. Zato je pomembno, da ob visokih sladkor-
jih in slabem pocutju vedno preverimo tudi
vsebnost ketonov in sladkorja v urinu.

Kaj privede do ketoacidoze?

Vzroki so lahko Stevilni, na primer izpad
katetra ali pretisnjen set, povecana potreba po
inzulinu med boleznijo, vneta koZa na prede-
lu vstavitve seta, set, vstavljen v predel lipo-
hipertrofije, ali pa to, da je bil inzulin izpostav-
ljen zmrzali ali ekstremno visoki temperaturi.
Izredno pomembno je hitro in pravilno ukre-
panje! Vedno, kadar se otrok ali mladostnik
slabo pocuti in je krvni sladkor preko 14 mmol/l,
je treba v urinu preveriti nivo sladkorja in
ketonskih teles. Takoj je treba vbrizgati naj-
vedji dovoljeni korekcijski odmerek inzulina
(0,1 E/kg telesne teze). Ce sumimo, da je nekaj
narobe s setom ali ¢rpalko, inzulin vbrizgamo
z mehanskim injektorjem ali penom. Krvni
sladkor preverjamo vsako uro. Ce se nakazu-
je trend padanja, enak ali niZji odmerek inzu-
lina dodamo vsako uro, dokler ne pade slad-
kor v krvi vsaj pod 14 mmol/l. Bolnik pociva,
pije po poZirkih neoslajen napitek, sedaj je Cas,
da preverimo delovanje ¢rpalke in po odstra-
nitvi seta pregledamo vbodna mesta. Ce dru-
Zina ukrepa pravocasno in se posvetuje Se
z diabetoloskim timom, je sprejem v bolnisni-
co redko potreben. Le kadar bolnik ob bru-
hanju in slabosti ne pomisli na ketoacidozo
in se posvetuje s Centrom za diabetes Sele po
ve¢ urah od pri¢etka simptomov, bo potreben
sprejem v bolni$nico.

Hipoglikemija

Hipoglikemija je akuten zaplet SB, ko krvni
sladkor pade pod 3,5 mmol/], ali pa stanje
naglega padca krvnega sladkorja, ko krvni
sladkor $e ni padel pod 3,5 mmol/l, obenem
pa so Ze izraZeni znaki hipoglikemije. Ob hi-
poglikemiji lahko ¢rpalko popolnoma zausta-
vimo ali pa zacasno zniZzamo bazalne odmerke
na 0 E/h za 30-60 minut. ZauZijemo Zivila,
ki vsebujejo enostavne sladkorje, ki hitro
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dvignejo nivo krvnega sladkorja (glukozni gel,
glukozni napitki, jedilni sladkor, med ipd.). Za
dvig krvnega sladkorja za 3—4 mmol/l v ¢asu
15-20 minut potrebujemo 2-3 g Ciste gluko-
ze oz. b g jedilnega sladkorja na 10 kg telesne
teze.

Pogostnost meritev krvnega
sladkorja

Osnovno navodilo za uporabnika ¢rpalke je,
da preko dneva opravi vsaj §tiri do Sest meri-
tev krvnega sladkorja pred glavnimi obroki in
malicami, med katerimi sta zelo pomembni
meritvi sladkorja na te$ce in pred spanjem.
Prav tako je pomembna kontrola sladkorja in
ketonov v urinu (vsaj vsako jutro in vedno,
ko je krvni sladkor preko 14 mmol/], ali ob sla-
bem pocutju).

Bolezen, povisana telesna
temperatura

Ob bolezni in $e posebno pri povisani telesni
temperaturi je potreba organizma po inzuli-
nu povecana. Takrat se v vecji meri izlo¢ajo
stresni hormoni (kortizol, adrenalin, gluka-
gon), katerih uc¢inek je nasproten inzulinu in
s svojim delovanjem viSajo krvni sladkor.
Zato v tem primeru odmerkov inzulina ne zni-
Zujemo, tudi ¢e otrok nima apetita in manj
je. Ko bolnik opazi, da narasca krvni sladkor,
najprej poveca bazalne odmerke za 10-20 %.
Tudi boluse pred obroki je treba povecevati
za 20 ali ve¢ odstotkov. Le pri driski z bruha-
njem (gastroenteritisu) so potrebe po inzu-
linu lahko manjse.

Kadar bolnik potrebuje urgenten opera-
tivni poseg ob poskodbi, vnetju slepica ali pa
je nacrtovan reden operativni poseg, je moz-
na uporaba Crpalke tako med samim opera-
tivnim posegom kot v fazi intenzivne nege in
terapije. V takem primeru je kljucno takojs-
nje sodelovanje operaterja, anestezista ter dia-
betologa v pripravljenosti v Centru za diabe-
tes, ki izda natanc¢na navodila, kako rokovati
s ¢rpalko v takem primeru.

Telesna aktivnost

Pri telesni aktivnosti, ki je kratkotrajna, lah-
ko ¢rpalko odloZimo, Se posebej seveda takrat,
ko gre za kontaktne $porte, kjer bi lahko ¢rpal-
ko poskodovali (borilne vescine, koSarka,
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odbojka), enako velja za izrazito aerobne
aktivnosti, kjer je poraba energije velika in tre-
ning traja eno uro ali dlje. Pri daljsih, manj
intenzivnih aktivnostih priporo¢imo upora-
bo zacasnega bazalnega odmerka, ki ga zni-
Zamo vsaj za polovico ali $e bolj. To lahko
ugotovimo le s pogostimi meritvami krvnega
sladkorja v ¢asu telesne aktivnosti. Po napor-
nem treningu je treba zaloge glukoze v telesu
obnoviti, zato preko no¢i lahko zmanj$amo
bazalni odmerek inzulina za 0,1-0,2 E/h.
S tem se bolnik uspes$neje zavaruje pred hipo-
glikemijo.

Inzulinsko ¢rpalko uporabljajo tudi vrhun-
ski $portniki, saj jim omogoca natan¢no nacr-
tovanje treningov, obenem pa je mozna takojs-
nja prilagoditev odmerkov inzulina. Med
slovenskimi mladostniki ter odraslimi bolni-
ki s SBT1 trenutno inzulinsko ¢rpalko upo-
rablja vesla¢ v kajaku na divjih vodah, ki dose-
ga mednarodne uspehe, veslac v Cetvercu, ki se
je udelezil svetovnega prvenstva v letu 2011,
kosarkar v drZavni reprezentanci, vrhunska
rokometaSica, maratonci, karateisti itd. Seve-
da potrebujejo veliko izkuSenj, sodelovanje
med trenerji in diabetologom, dietetikom,
pogoste meritve sladkorja, natan¢no odmer-
janje ogljikovih hidratov ter nacrtovanje tre-
ningov, da dosegajo vrhunske rezultate.

VIZIJA RAZVOJA

SODOBNE DIABETOLOGIJE

V PRIHODNOSTI - MOZNOSTI
SODOBNE TEHNOLOGIUJE

Uporaba sistema za nepretrgano merjenje
sladkorja v medceli¢nini in hkratna uporaba
sodobnih inzulinskih ¢rpalk za zdravljenje
SBT1 je vodila v raziskave algoritmov, ki bi
samodejno nadzirali glikemijo v $tevilnih
centrih tako v Evropi kot v Zdruzenih drza-
vah Amerike. Vletu 2011 se je v raziskave iz
tega podro¢ja vkljudila tudi Slovenija v mul-
ticentri¢ni raziskavi skupaj z Izraelom in
Nemcijo. V raziskavah izhajamo iz spoznanja,
kako pomemben je dober nadzor nad krvnim
sladkorjem za preprecevanje poznih zapletov
SB. Tudi danes ob uporabi najsodobnejse teh-
nologije strah pred tezko hipoglikemijo bol-
niku ali njegovim starSem prepreci, da bi
vzdrzevali stabilne vrednosti sladkorja, saj se
anksioznost lahko poglablja do te mere, da je

vodenje SB poru$eno. Razvoj sistema zapr-
te zanke — avtomatskega nadzornega sistema,
ki povezuje ¢rpalko in senzor za nepretrga-
no merjenje sladkorja v medceli¢nini, ponu-
ja inovativen nacin stabilizacije ravni krvnega
sladkorja. Zaprta zanka bi zmanjSala tveganje
tako hipoglikemije kot tudi hiperglikemije.
Projekt DREAM (angl. Diabetes Wireless Arti-
ficial Pancreas Consortium) je usmerjen v razvoj
algoritma povratne zveze, ki se imenuje MD -
Logic Artificial Pancreas (MDLAP). Algori-
tem temelji na teoriji predvidevanj, s kateri-
mi skuSamo zagotoviti stabilno glikemijo.
Gre za sistem zaprte zanke, ki je prilagojen
vsakemu bolniku, z moZnostjo sprotnega uce-
nja in vgrajenimi varnostnimi opozorili za
hipo- in hiperglikemijo. Zahteven racunalnis-
ki program na podlagi spremljanja gibanja
sladkorja v medceli¢nini izraCunava predvide-
no gibanje sladkorja v naslednji ¢asovni eno-
ti ter ga s pomocjo natanénega odmerjanja
inzulina stabilizira v zaZelenem okvirju. Tre-
nutno v raziskavi preizkusamo uspesnost algo-
ritma v obdobju nodi.

SLOVENSKE IZKUSNJE

PRI UPORABI INZULINSKE
CRPALKE PRI OTROCIH

IN MLADOSTNIKIH

S SLADKORNO BOLEZNIJO
TIPA 1

Inzulinska ¢rpalka je nasla pomembno mesto
v sodobni diabetologiji. Na Pediatri¢ni klini-
ki v Ljubljani jo sedaj uporabljamo dvanajsto
leto. V celotnem obdobju smo uvedli Ze ve¢
kot 750 érpalk, vec kot 50 otrok in mladost-
nikov uporablja senzorje za nepretrgano mer-
jenje sladkorja. Stare generacije ¢rpalk
zamenjujejo najbolj sodobne, cakamo na raz-
voj novih inzulinov, novih ¢rpalk, tudi zaprte
zanke, kjer bi ¢rpalka v povezavi s senzorjem
samodejno uravnavala sladkor.

Ze sedaj lahko potrdimo, da je prehod na
zdravljenje z inzulinsko ¢rpalko v nasi skupini
bolnikov uspesen, saj je desetletna analiza
podatkov o dolgoro¢ni urejenosti SB ter more-
bitnih zapletih zdravljenja s ¢rpalko tudi na
Pediatri¢ni kliniki pokazala, da gre za varno
zdravljenje. Crpalko uporablja ve kot 70%
nasih bolnikov. V obdobju desetih let smo ure-
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jenost vsem otrokom, mladostnikom in §tu-
dentom s SBT1 izboljsali, saj je HbAlc v tem
Casu padel z 9,1 % na 7,53 %, kar hkrati napo-
veduje, da smo vecini bolnikov zmanjsali tve-
ganje za zaplete SB za polovico ali ga odmak-
nili za nekaj desetletij.

ZAKLJUCEK

Inzulinska ¢rpalka je sodoben pripomocek, ki
otroku, mladostniku ali odraslemu bolniku
s SBT1 izboljsa kakovost Zivljenja ter vodenje
SBT1. Natan¢nej$e odmerjanje inzulina, upo-
raba racunala v ¢rpalki, vkljucitev sistema za
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napretrgano merjenje sladkorja v medce-
li¢nini vecini bolnikov omogocijo stabilizaci-
jo sladkorja, niZje vrednosti HbAlc ter s tem
manj$o nevarnost poznih zapletov SBT1.
Uporaba inzulinske ¢rpalke je moZna v vseh
starostnih obdobjih od neonatalnega obdob-
ja naprej. Dolgotrajna uporaba ¢rpalk prinasa
pomembne izku$nje zdravniku posamezniku
ter Centru za diabetes v celoti. Hiter napre-
dek tehnologije bo v prihodnjem desetletju
nedvomno prinesel dodatne izboljSave pri
vodenju SBT1, ki bodo bolnikom omogocile
$e boljsi nadzor nad SBT1.
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Simona Perci¢!, Alojz Ihan?
Chédiak-Higashijev sindrom

Chédiak-Higashi Syndrome

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Chédiak-Higashiiev sindrom, Klinicni opis, diagnoza, genetsko svetovanie, zdravljenje

Za Chédiak-Higashijev sindrom je znacilna razli¢na stopnja ocesno-koznega albinizma, pona-
vljajoce se okuzbe, pogoste krvavitve in razli¢ni nevroloski izpadi. Je redka avtosomno rece-
sivno dedovana bolezen. Zdravljenje temelji na presaditvi krvotvornih mati¢nih celic, ki popravi
imunologke in hematoloske okvare, vendar o¢esno-kozna in nevroloska simptomatika vztra-
jata. Nezdravljeni bolniki umrejo zaradi hudih bakterijskih okuzb ali razvijejo tako imeno-
vano pospeseno fazo limfoproliferativnosti.

ABSTRACT

KEY WORDS: Chédiak-Higashi syndrome, clinical description, diagnosis, genetic counseling, treatment

Chédiak-Higashi syndrome is characterized by varying degrees of oculocutaneous albinism,
recurrent infections, bleeding disorders and variable neurological involvement. It is a rare
autosomal recessive disorder. The treatment consists of bone marrow transplantation, which
corrects the immunologic and hematologic defects. Nevertheless, oculocutaneous and neu-
rological changes persist. Untreated patients die as the result of bacterial infections or deve-
lop »accelerated phase« lymphoproliferation.

1 Simona Perc¢i¢, dr. med., Institut za varovanje zdravja Republike Slovenije, Trubarjeva ulica 2, 1000 Ljub-
ljana; simona.percic@gmail.com

2 Prof. dr. Alojz Than, dr. med., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza
v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana
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uvobD

Chédiak-Higashijev sindrom (CHS) (v podat-
kovni zbirki bolezni Online Mendelian Inhe-
ritance in Man kot OMIM#214500) je prvi¢
opisal Beguez-Cesar leta 1943 pri treh soro-
dnih otrocih, ki so imeli enako klini¢no sliko
nevtropenije in nenormalna zrnca v levkoci-
tih (1). Steinbrick je porocal o $e enem prime-
ru leta 1948 (2). Kubanski hematolog Chédiak
je porocal o podobnem primeru leta 1952.
Leta 1954 je japonski pediater Higashi poro-
¢al o vrsti primerov bolnikov, pri katerih je
nasel pomanjkanje mieloperoksidaze v zrn-
cih nevtrofilcev (3, 4).

CHS je redka avtosomno-recesivna bole-
zen, za katero so znacilni o¢esno-kozni albini-
zem, ponavljajoce se bakterijske okuzbe zaradi
okvare aktivnosti naravnih celic ubijalk
(angl. natural killer cells, NK), T-celi¢ne cito-
toksi¢nosti, kemotakse in ubijanja bakterij
z granulociti in monociti, napredujoce nevro-
logke okvare in prisotnost velikih, lizosomom
podobnih organelov v vedini celic, ki vsebu-
jejo zrnca in pogoste krvavitve (5-8). Nenor-
malna zrnca so navadno vidna v krvnih
levkocitih in v levkocitih kostnega mozga, Se
posebno pa v granulocitih in v melanocitih
(9, 10). Druge klini¢ne znacilnosti za CHS so
srebrni lasje, preobcutljivost na svetlobo,
horizontalni in rotatorni nistagmus ter hepa-
tosplenomegalija.

Priblizno 85 % bolnikov razvije tako ime-
novano »pospeseno fazo«, v kateri pride do lim-
foproliferativne infiltracije predvsem kostne-
ga mozga in retikuloendotelijskega sistema,
lahko pa tudi do skoraj vseh organov in organ-
skih sistemov (11). Za to fazo so znacilne viso-
ka vroc€ina, zlatenica, hepatosplenomegalija,
limfadenopatija, pancitopenija in krvavi-
tve (12). Temelj za diagnozo je pojav nenormal-
nih orjaskih zrnc v nevtrofilcih, ki so perok-
sidaza pozitivni (9, 10). Bolezen je povzrocena
z mutacijo v genu CHS1/LYST, ki se nahaja
na kromosomu 1, posledica ¢esar je mote-
na morfologija in delovanje lizosoma (8, 11,
13-15). Natan¢en pomen proteina CHS1 je
nepoznan, vendar ga zadnje raziskave bolje
opredeljujejo. Imel naj bi vlogo pri uravnava-
nju prometa vezikul in lizosomalni velikosti
(8, 16, 17). Milejsi fenotip bolezni se pojavi
pri bolnikih, ki nosijo samo eno tockovno

mutacijo, kar povzroc¢i delno aktivnost CHS1.
Bolniki s hujSo fenotipsko obliko CHS imajo
navadno bolj okvarjen ali odsoten gen CHS1.
Vedja kot je okvara lizosoma, hujse so okuz-
be pri bolnikih (8, 11, 14). Tako imenovana
»pospesena faza« je najhuj$a klini¢na oblika
bolezni in ogroza Zivljenje zaradi visoke sto-
pnje okuzb in krvavitev (11, 12, 18). Zdravlje-
nje s kortikosteroidi in etopozidom je poka-
zalo rezultate prehodne remisije, vendar so
ponovitve pogoste in zdravljenje s presaditvi-
jo krvotvornih mati¢nih celic (KMC) je edi-
no konéno zdravljenje (12, 18). Uspeh zdrav-
Jjenja s presaditvijo KMC je odvisen od statusa
bolezni pred presaditvijo. Zdravljenje je
uspesno, ¢e bolnik pred presaditvijo $e ni bil
v »pospeseni fazi« bolezni (18). O¢esno-koz-
na in nevroloska simptomatika vztrajata kljub
presaditvi (14).

KLINICNA SLIKA
Naravni potek bolezni
Delni o¢esno-kozni albinizem

Pomanjkanje pigmenta je spremenljivo in lah-
ko vkljucuje lase, koZo in oci. Pri klasi¢nih obli-
kah CHS so lasje srebrnkasti. Pomanjkanje
pigmenta v koZi ni jasno vidno, razen v pri-
merjavi s temnej$o pigmentacijo ¢lanov dru-
Zine. Pomanjkanje pigmenta v $arenici je
zdruZeno s pomanjkanjem pigmenta v mrez-
nici in nistagmusom. Vid niha od normalnega
do delno okvarjenega. Pigmentni skupki v la-
seh so navadno vidni pod svetlobnim mikro-
skopom (5, 8, 19, 20).

Imunska pomanjkljivost

Pogoste okuZbe navadno nastopijo Ze v otro-
$tvu in so hude. Najpogostejse so bakterijske
okuzbe, pogosti povzrocitelji so stafilokoki in
streptokoki. Prav tako se pojavijo virusne in
glivicne okuzbe. Najpogostejse so okuzbe koZe
in dihalnih poti. Novejsi podatki govorijo o pe-
riodontitisu kot posledici imunske pomanjklji-
vosti. Bolniki z neznacilnim CHS so lahko brez
anamneze hudih okuzb (5-7, 20-27).

Nagnjenost h krvavitvam

Klini¢ne oblike so navadno mile in se kaZe-
jo kot krvavitve iz nosu, sluzni¢ne krvavitve
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in nagnjenost k podplutbam. Krvavitve pri
CHS so lahko nepomembne in ne potrebuje-
jo zdravniskih posegov. Tezave s krvavitvami
naj ne bi povzrocale bolnikove zaskrbljeno-
sti (5, 8, 20, 28).

Pospesena faza Chédiak-Higashijevega
sindroma

Pojavi se pri 85 % bolnikov s CHS in to v ka-
terem koli starostnem obdobju. Klini¢no se
pojavijo vrocina, limfadenopatija, hepatosple-
nomegalija, slabokrvnost, nevtropenija in
vCasih trombocitopenija. Prizadeti so lahko vsi
organi ali organski sistemi. Sprva so razi-
skovalci mislili, da gre za maligno obolenje,
podobno limfomu, danes pa je znano, da gre
za hemofagocitno limfohistiocitozo, ki se
kaZe z vecorgansko prizadetostjo. PospeSena
faza in njeni zapleti so najpogostejsi vzrok smr-
ti pri CHS. Kako ta faza nastane, ostaja nez-
nano. Okuzba z virusom Epstein-Barr je ena
izmed mozZnosti, ki naj bi povzrocila pospe-
$eno fazo, vendar pravih dokazov $e ni. Prav
tako naj bi pospeseno fazo povzrocila odso-
tnost celic NK (11, 12, 18).

Nevroloska obolenja

Kljub uspesnemu izidu imunologke in hema-
toloske simptomatike pri presaditvi KMC pa
se pri CHS pojavijo nevroloska obolenja, ki so
napredujoce narave in se ne popravijo kljub
presaditvi KMC. Nevroloska obolenja so
podobna pri vseh oblikah CHS, tudi pri ne-
znacdilnih. Znacilni so tremor, nizka spoznav-
na sposobnost, motnje ravnotezja, ataksija,
odsotnost tetivnih refleksov ter motori¢ne in
senzori¢ne nevropatije (5, 7, 8, 14, 29, 30). Tar-
dieu s sodelavci je leta 2005 objavil raziska-
vo, v kateri so pri 11 bolnikih s CHS, ki so jim
uspesno presadili KMC pred 20 leti, primer-
jali nevroloska obolenja s tistimi bolniki
s CHS, ki jim KMC niso presadili. Ugotovili
so, da so nevroloska obolenja napredujoce
narave pri obeh skupinah in se med seboj ne
razlikujejo. Avtoriji se strinjajo, da nevrolos-
ke okvare izhajajo iz dolgo trajajoce, napre-
dujoce bolezni in ne iz nevrotoksi¢nega ucin-
ka presaditve KMC ali pospesene faze. Ta dva
dejavnika nista verjetna, ker kljub nevrolos-
kim okvaram ni znakov sistemskega izraZanja
hemofagocitnega sindroma ali toksi¢nosti

zaradi presaditve KMC ali pridruZenih nenor-
malnosti v mozgansko-hrbtenjacni teko¢ini,
ki bi kazala na tak vzrok. Nevroloske okvare
tako najverjetneje nastanejo zaradi nenehne-
ga dolgo trajajocega napredovanja lizosomske
okvare v nevronih in celicah glije. Natan¢ni
mehanizmi pa ostajajo nepoznani (31, 32).

Neznacilni fenotipi

Dolocen, $e neznan deleZ bolnikov s CHS ima
neznacilno ali blago fenotipsko obliko, ki pogo-
sto ostaja neopazZena. Lastnosti neznacilne
oblike so naslednje (8, 11, 14):

* odsotnost o¢esno-koZnega albinizma,

* neznacilne okuzbe ali hude okuzbe v otros-
tvu, ki izzvenijo do odraslosti,

* zmanjs$ano $tevilo trombocitov z blagimi
krvavitvami in

* napredujoCe nevroloske motnje, ki so opi-
sane zgoraj.

Povezava genotip-fenotip

Klini¢ni fenotipi CHS so povezani z moleku-
larnim genotipom. Razli¢ni klini¢ni fenotipi
CHS korelirajo z molekularnimi genotipi;
mutacije z izgubo delovanja (angl. loss of func-
tion) proteina, ki ga kodira LYST, so zdruZe-
ne s hudo obliko CHS, ki se pojavi zelo zgodaj
v Zivljenju, z znacilnimi smrtnimi okuzbami
in hemofagocitno limfohistiocitozo, medtem
ko so mutacije gena LYST z izgubo smisla pro-
teina (angl. missense) blazje, CHS se pojavi
kasneje v Zivljenju s pocasi napredujocimi
nevroloskimi okvarami ali z zacetkom v pu-
berteti z okuzbami, vendar brez hemofago-
citne limfohistiocitoze (11, 14, 33). Natan¢ne
raziskave fibroblastov in melanocitov pri bol-
nikih s CHS z razli¢nimi klini¢nimi fenotipi
so pokazale paleto povecanja znotrajceli¢nih
zrnc pri razli¢énih celi¢nih tipih CHS (14).

Razsirjenost

Od leta 1989 do leta 1999 je bilo v literaturi
objavljenih nekaj ve¢ kot 200 primerov bol-
nikov. Natan¢no razsirjenost je tezko oceniti,
saj so lahko posamezni primeri opisani vec-
krat, po drugi strani pa tisti bolniki z milo obli-
ko bolezni niso vsi prepoznani in predstavljeni
v literaturi (5).
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DIAGNOZA
Kliniéna diagnoza

Na diagnozo CHS pomislimo pri bolnikih
z enim izmed naslednjih znakov (5-10, 14,
19-27, 29, 30, 34, 35):

* Delni o¢esno-koZni albinizem: pomanjka-
nje pigmenta v koZi in laseh, ki se lahko
ugotovi ob rojstvu pri rutinskem pregledu.
Za prepoznavo in diagnozo zmanj$anja pig-
menta v Sarenici, ki se kaZe kot Sareni¢na
transiluminacija, je potreben celostni oftal-
moloski pregled. Pridruzena sta lahko
tudi soCasen nistagmus in zmanj$ana pig-
mentacija mreZnice.

e Orjaski vkljucki v levkocitih: prisotnost
orjaskih vklju¢kov v polimorfonuklearnih
nevtrofilcih in manjkrat v limfocitih je naj-
zanesljivejsi diagnosti¢ni klini¢ni kriterij za
CHS, vendar se ga lahko spregleda pri rutin-
skem pregledu krvne slike. Pomembno
je, da je odvzet in pregledan vzorec krvi iz
periferije.

¢ Imunska pomanjkljivost: pozorni smo na
anamnezo okuzb, $e posebno bakterijskih
okuzb koZe in dihal.

* Milejsa oblika pogostih krvavitev.

* Nevroloski izpadi: nevroloski izpadi so
spremenljivi, vkljucujejo pa upad spoznav-
nih sposobnosti, periferno nevropatijo,
ataksijo in parkinsonizem. Simptomi se
lahko pojavijo kadar koli od otrostva do
zgodnje odraslosti.

Ker je za diagnozo CHS najzanesljive;jsi dokaz
orjaskih vkljuckov v levkocitih, naj bi kombi-
nacija katerega koli zgornjega pojava vodila
k dokazovanju orjaskih vkljuckov v periferni
krvi.

Testiranje

Na peroksidazo pozitivne orjaske vkljucke
vidimo pri bolnikih s CHS v levkocitih, mega-
kariocitih in drugih prekurzorskih celicah
v kostnem mozgu. Prisotnost orjaskih vkljuc-
kov v levkocitih v periferni krvi je trenutno
edini verodostojen histoloski test za potrdi-
tev diagnoze CHS (9, 10).

Diagnozo CHS podpirajo tudi (5-10, 19):

* Celice NK so ve¢inoma v normalnem S$te-

vilu, vendar z manjso aktivnostjo.

* Nevtropenija in okvarjeno nevtrofilno
delovanje (posebno kemotaksa in znotraj-
celi¢no baktericidno delovanje). Imunoglo-
bulini, komplement, tvorba protiteles in
pozna preobcutljivost niso spremenjeni.

 Mikroskopiranje las pod svetlobnim mikro-
skopom kaZe skupke pigmenta (analiza las
je neinvazivna in hitra; ¢e vzorec krvi kaze
orjaska zrnca, naj bi bila narejena analiza
las).

* Motnje trombocitov: nizko $tevilo ali odso-
tnost, nepravilna morfologija, trombociti,
ki vsebujejo kalcij, adenozin-5’-difosfat
(angl. adenosine-5"-diphosphate, ADP), ade-
nozin-5-trifosfat (angl. adenosine-5*tri-
phosphate, ATP) in serotonin, so pomembni
pri sekundarnem valu trombocitne agre-
gacije.

Potek preiskav

Ce so prisotni klini¢ni kriteriji, ki kaZejo v prid

CHS, so potrebne naslednje preiskave:

* odvzem krvi za dokaz nenormalnih zrnc
v levkocitih,

* oftalmologki dokaz ocesno-kozZnega albi-
nizma,

* preiskava trombocitne agregacije,

¢ izkljucitev Hermansky-Pudlakovega sin-
droma in

* molekularno-gensko testiranje gena LYST.

Potrebno je testiranje nosilcev in njihovih
sorodnikov na LYST in mutacije, ki so znacilne
za druZino. Pri nosecnosti s povecanim tve-
ganjem je potrebna prenatalna diagnoza ali
predimplantacijska genetska diagnoza za pre-
poznavanje mutacije, ki povzroca bolezen
v druZini.

DIFERENCIALNA DIAGNOZA

Klini¢na diagnoza pri bolnikih s CHS teme-
lji na pigmentnih okvarah las, koZe in o¢i, kon-
genitalni ali prehodni nevtropeniji, imunski
pomanjkljivosti in nepojasnjeni nevroloski
okvari. Vsaka od teh ugotovitev je lahko spre-
menljivo prisotna pri posameznem bolniku,
zato je treba pazljivo postaviti diagnozo.
Ocesno-kozni albinizem je pogost znak
(obolevnost je 1 na 18.000 ljudi) in se lahko



MED RAZGL 2013; 52

v razli¢nih oblikah pojavi pri drugih boleznih,
vklju¢no pri nekaterih primarnih imunskih
pomanjkljivostih (36).

Hermansky-Pudlakov sindrom (OMIM
#20330) je podobno kot CHS zdruZen z oce-
sno-koZnim albinizmom in motnjami v strje-
vanju krvi, pri nekaterih oblikah pa tudi
s kongenitalno nevtropenijo, ponavljajo¢imi
se bakterijskimi okuzbami in nevroloskimi
motnjami, vendar brez orjaskih zrnc v nev-
trofilcih (37).

Za sindrom Griscelli so znacilni blaga obli-
ka koZne hipopigmentacije in srebrnkasti
lasje, trombocitno Stevilo pa je normalno. Tre-
nutno poznamo tri tipe Griscellijevega sin-
droma. Lo¢imo jih glede na to, kateri gen je
okvarjen (38-40):

* Griscellijev sindrom I (OMIM#214450):
gre za hude nevroloske okvare,

* Griscellijev sindrom II (OMIM#607624):
imunopomanjkljivost in limfohistiocito-
za in

¢ Griscellijev sindrom III (OMIM#609227):
samo hipopigmentacija.

Crossov sindrom (OMIM#608271) se kaZe kot
hipopigmentacija, oCesne okvare in huda
dusevna zaostalost z vecjo okvaro osrednje-
ga Zivéevja. OkuZbe niso glavni problem (36).

Pomanjkljivost endosomalnega prilagodi-
tvenega proteina p14 je novejsi odkrit sindrom
primarne imunske pomanjkljivosti. Klini¢ni
znaki vkljucujejo delni albinizem, nizko rast,
kongenitalno nevtropenijo in limfoidno po-
manjkljivost. Nevtrofilci kaZejo spremenjena
azurofilna zrnca in zmanj$ano mikrobicidno
delovanje fagosomov, v nasprotju z orjaskimi
zrnci v nevtrofilcih pri CHS. Nevroloske mot-
nje pri tem sindromu niso opisane (41).

Za druzinsko hemofagocitno limfohistio-
citozo (OMIM#610382) sta znacilni prolife-
racija in infiltracija hiperaktiviranih makro-
fagov in limfocitov T. KazZe se kot akutna
bolezen z dolgo trajajoco vrocino in hepato-
splenomegalijo. Zacetek je znacilen. Nastopi
v prvih mesecih Zivljenja ali celo znotrajma-
ternicno. Pojavijo se tudi nevroloske okvare,
izpus$caj in limfadenopatija sta redkejsa. Pri-
sotne so citopenija (anemija, trombocitope-
nija in nevtropenija), okvara jeter in hemofa-
gocitoza kostnega mozga. Povprecno preZivetje

otrok s to boleznijo je dva meseca, ¢e niso
zdravljeni (42, 43).

Sindrom Vici (OMIM#256950), za kate-
rim je zbolelo le nekaj ljudi, se kaZe s hipo-
pigmentacijo koZe, kombinirano imunsko
pomanjkljivostjo, agenezo kaloznega korpusa,
obojestransko katarakto in shizo ust ter meh-
kega neba. Pojavijo se okvare spoznavnih spo-
sobnosti, kréi in hude okuzbe dihal (44-46).

ZDRAVLIENJE
Zdravljenje kliniénih znakov

Hematoloske okvare in imunske
pomanjkljivosti

Edini nacin zdravljenja teh okvar je presadi-
tev KMC. Protokol, po katerem poteka pre-
saditev kostnega mozga, navadno vsebuje
kombinacijo etopozida, busulfana in ciklofos-
famida (32). Trenutni standard je presaditev
KMC ¢&im prej po postavljeni diagnozi, pri
¢emer mora biti pospesena faza izklju¢ena in
bolnik v remisiji. Najboljse rezultate dosezZe-
mo, Ce je presaditev KMC pred pospeseno
fazo bolezni. Ob prisotnih znakih pospesene
faze mora biti hemofagocitoza vodena v kli-
ni¢no remisijo pred presaditvijo KMC (18).

Smernice za zdravljenje pospesene faze,
ki so bile objavljene leta 2004, so sestavljene
iz kombinacijskega zdravljenja z etopozidom,
deksametazonom in ciklosporinom A. Neka-
teri bolniki dobijo tudi intratekalno metotre-
ksat in prednizolon (43). Remisija je doseZena
pri 75 % bolnikov v osmih tednih, vendar so
ponovitve pogoste in odgovor na zdravljenje
vse slabsi. Ko nastopi remisija, je indicirana
presaditev KMC (42).

Celotno petletno preZivetje pri 35 otrocih,
ki so jim presadili KMC, je bilo 62 % (18). Pre-
saditev med pospeseno fazo je imela vecjo
smrtnost. Bolniki v remisiji po pospeseni fazi
so imeli visoko stopnjo uspes$ne presaditve
KMC (18).

Ocesne anomalije

Izbolj$anje refraktivnih napak lahko popravi
vid. Za zascito obcutljivih oci pred ultravijoli¢-
nim sevanjem je priporocljiva uporaba sonc¢-
nih ocal.
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Nevroloski izpadi

Zaradi napredujoce narave nevroloskih simp-
tomov naj bi Ze zgodaj ob odkritju bolezni sta-
rejSe bolnike vodili specialisti rehabilitacijske
medicine (5, 7, 8, 14, 29, 30).

Prepreéevanje sekundarnih
zapletov

Pomembna naj bi bila za$cita pred bakterij-
skimi okuzbami. Antibiotike in protivirusna
zdravila bi morali smiselno uporabljati. Razi-
skava, ki jo je objavil Wolf s sodelavci, je doka-
zala, da preventivno zdravljenje ni u¢inkovito,
vendar pride v postev pri ponavljajoc¢ih se
okuzbah (27). Antibioti¢na terapija je indi-
cirana pred invazivnimi posegi in pri izdrtju
zoba. Imunizacijo bolniki najveckrat dobro
prenasajo in je potrebna pri vseh oblikah CHS.

Za nadzor krvavitev naj bi 30 minut pred
invazivnim posegom vnesli dezmopresin
intravensko. Pri resnejsih poskodbah in krva-
vitvah je potrebna trombocitna transfuzija.
Treba se je izogibati vsem nesteroidnim pro-
tivnetnim zdravilom, ker lahko poslabsajo
krvavitve.

Zascita koZe je odvisna od resnosti hipo-
pigmentacije. Ne glede na obliko bolezni je
treba za$(ititi koZo pred soncem zaradi moz-
nosti koZnega raka.

Sledenje

Pri neznacilnih mladostnigkih in odraslih
oblikah CHS moramo letno opraviti (5):

¢ ultrazvok trebuha za spremljanje hepato-
splenomegalije,

» pregled krvi za dolocanje citopenije,

* laboratorijske preiskave za spremljanje
morebitne jetrne okvare vklju¢no s hiper-
trigliceridemijo in hipofibrinogenemijo,

* dolocanje serumskega feritina,

* dolocanje topnega interlevkin-2 receptorja
in

* (e anamneza in klini¢ni pregled kaZeta na
obolenje osrednjega Zivéevja ali druge obli-
ke pospesene faze, premislimo o moZno-
sti biopsije kostnega mozga in/ali lumbalne
punkcije.

Za obe obliki, klasi¢no in neznacilno, je pri-
porodljiv letni pregled pri oftalmologu.

Noseénost in Chédiak-Higashijev
sindrom

V literaturi obstaja samo en prikaz primera,
v katerem je bolnica s CHS (homozigot) rodi-
la normalnega otroka. V tem primeru bolezen
ni vplivala na nose¢nost in porod. Nosecnost
tudi ni vplivala na potek bolezni pri noseci
materi. V literaturi ni nobenega drugega
primera, da bi bolnica s CHS (homozigot na
mutacijo za gen LYST) zanosila. Tako ni podat-
kov o spontanih splavih pri tej bolezni (47).

GENSKO SVETOVANJE

Gensko svetovanje je proces, pri katerem
posameznika ali druZine poucimo o naravi
bolezni, dedovanju in zdravljenju in mu/jim
omogocimo samostojno odlocitev. Gen LYST,
nedavno imenovan CHSI, je edini poznan
gen, ki povzroc¢a CHS (8, 11). Mutacije dru-
gih genov, ki bi povzrocale CHS, trenutno niso
poznane. Ker delovanje uravnalnih proteinov
za lizosomski promet, ki so kodirani z LYST,
v glavnem ostaja neznano, je mozno, da muta-
cije drugih genov, katerih produkti sodeluje-
jo z LYST, prav tako vodijo v CHS (11, 33).

Tveganje za élane druiine

Stars$i bolnih otrok so navadno heterozigoti
in potemtakem nosilci enega mutiranega
alela. Heterozigotni starsi so brez izrazenih
simptomov. Status nosilcev mora biti potrjen
z molekularnim genskim testiranjem. Ce sta
oba star$a heterozigotna, ima vsak otrok teh
dveh starSev 25 % verjetnost, da bo zbolel,
50%, da bo nosilec brez izrazenih simptomov,
in 25% verjetnost, da bo zdrav in hkrati ne
nosilec bolezni. Ko je znano, da je otrok takih
starSev zdrav, je dve tretjini moZnosti, da osta-
ne nosilec. Potomci bolnika, ki ima CHS in
zdravega partnerja, so obvezni heterozigoti
(nosilci) za bolezen, ki jo povzro¢a mutacija
na genu LYST.

Odkrivanje nosilcev
in naértovanje druzine

Za druZine s poveCanim tveganjem je primer-
no testiranje nosilcev, ko je bila v druZini
odkrita mutacija. Optimalen Cas za dolocitev
genetskega tveganja, razvrstitev statusa nosilca
in pogovor o prenatalnem genetskem testira-
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nju ali predimplantacijski genetski diagnosti-
ki (PGD) je pred nosecnostjo. PGD je nacin
ugotavljanja dednih in genetskih bolezni pri
zarodku, ki izkoris¢a tehnike zunajtelesne
oploditve. Omogoca dokaj zanesljivo odkriva-
nje genskih in kromosomskih nepravilnosti
med noseénostjo. V postopku PGD mora par
skozi rutinske postopke zunajtelesne oplodi-
tve, ki omogocajo spocetje in gojenje zarod-
ka izven materinega telesa. Sam postopek je
kombinacija embriologkih tehnik, ki se upo-
rabljajo pri postopkih zunajtelesne oploditve,
ter genetskih metod, ki nam omogocijo za-
znavanje Ze omenjenih nepravilnosti na zelo
omejenem Stevilu razpolozljivih celic. Po
postavitvi diagnoze lahko v maternico vrne-
mo zgolj zarodke, ki so zanesljivo zdravi.
Prenatalna diagnoza za nose¢nosti s po-
veCanim tveganjem je mogoca z analizo DNA
iz zarodnih celic, ki jih dobimo z amniocen-
tezo med 15. in 18. tednom nosecnosti, ali iz
zarodnih celic, ki jih dobimo iz vzorca horion-
skih resic med 10. in 12. tednom nosecnosti.
Mogoce je tudi analizirati zarodne celice, do-
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Lovro Ziberna', Damijana Mojca Juri?

Histaminski receptor tipa 3 - od gena
do terapevtske tarce

Histamine Receptor Type 3 - from Gene to Drug Target

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: histamin, histaminski receptor fipa 3, znofrajcelitne signalne poti, ligandi, osrednie Ziveevie, nevrofarmakologiia

Histaminski receptor tipa 3 je odkril Schwartz s sodelavci leta 1983, vendar so njegov genski
zapis klonirali Sele leta 1999. IzraZzanje histaminskega receptorja tipa 3 je v veliki meri ome-
jeno na osrednje ZivCevje. Za receptorje je znacilna velika stopnja molekularne in funkcijske
heterogenosti, kar je posledica razlik v transkripcijskih in posttranskripcijskih obdelavah mole-
kule. Svojevrstna znacilnost je tudi konstitutivna aktivnost v razmerah in vivo in pestrost zno-
trajceli¢nih signalnih poti, ki preko regulatornih proteinov Go, , vkljucujejo adenilat ciklazo,
fosfolipazo A,, z mitogenom aktivirano protein kinazo in signalno pot Akt/glikogen-sintaza-ki-
naza 3. Omenjene signalne poti so pomembne pri signaliziranju na ravni nevroplasti¢nosti
v osrednjem Zivéevju, zato je razvoj zdravilnih uéinkovin, ki delujejo na histaminske recep-
torje tipa 3, trenutno osrednjega pomena na podrocju histamina v farmacevtski industriji.
Histaminski receptor tipa 3 deluje kot inhibitorni avtoreceptor ali heteroreceptor. Aktivaci-
ja avtoreceptorjev na histaminergi¢nih nevronih pomeni zavrtje proZenja celi¢nih signalov,
zaviranje izgradnje histamina in njegovega spros$canja. Kot predsinapti¢ni heteroreceptor na
ostalih nevronskih populacijah nadzira sproscanje Stevilnih Zivénih prenasalcev, kot so bioge-
ni amini, acetilholin, glutamat in y-aminomaslena kislina. Delovanje histaminskega receptor-
ja tipa 3 je vpleteno v kognitivne procese, obnasanje, uravnavanje budnosti in spanja, lokomocijo,
uravnavanje apetita ter prenos bolec¢inskih drazljajev.

ABSTRACT

KEY WORDS: histamine, histamine receptor type 3, intracellular signalling, ligands, central nervous system, neuropharmacology

Histamine receptor type 3 was discovered in 1983 by Schwartz and coworkers and cloned in
1999. The expression of histamine receptor type 3 is largely confined to the central nervous
system, where differential transcriptional and posttranscriptional processing lead to a high
degree of molecular and functional heterogeneity. Histamine receptor type 3 has unique pro-
perties including constitutive activity in vivo and the recruitment of plasticity-related signal
transduction pathways, including Go, -proteins, adenylyl cyclase, phospholipase A,, mito-
gen-activated protein kinase and Akt/glycogen synthase kinase 3 signalling. These make the
histamine receptor type 3 the most prominent target for histaminergic drug development.
Histamine receptor type 3 can function both as an autoreceptor and as a heteroreceptor. As
an autoreceptor on histaminergic neurons, histamine receptor type 3 activation inhibits cell

1 Asist. dr. Lovro Ziberna, mag, farm., Intitut za farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo, Medicinska
fakulteta, Univerza v Ljubljani, Korytkova ulica 2, 1000 Ljubljana

2 Asist. dr. znan. sod. Damijana Mojca Juri¢, univ. dipl. kem., In3titut za farmakologijo in eksperimentalno
toksikologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Korytkova ulica 2, 1000 Ljubljana; damijana-moj-
ca.juric@mf.uni-lj.si
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firing, histamine synthesis and release. As a presynaptic heteroreceptors on other neurons,
histamine receptors type 3 abundantly control the outflow of various neurotransmitters, inclu-
ding biogenic amines, acetylcholine, glutamate and y-amino butyric acid. The histamine recep-
tor type 3 functioning is associated with cognition, behaviour, wakefulness and sleep
regulation, locomotion, appetite regulation and pain perception.

uvobD

Histamin (2-(1H-imidazol-4-il)etanamin)
je pomemben biogeni amin, ki kot lokalni
hormon, Ziv¢ni prenasalec in/ali nevromo-
dulator uravnava $tevilne fizioloske in pato-
fizioloske procese v organizmu. Nastaja z de-
karboksilacijo aminokisline L-histidin, ki jo
katalitsko uravnava histidin dekarboksilaza,
razgrajuje pa se preko oksidativne deamina-
cije, ki jo katalizira diaminooksidaza in pre-
ko metilacije s histamin-N-metiltransferazo.
Histamin posreduje svoje ucinke preko akti-
vacije histaminskih receptorjev. Na osnovi
preucevanja genskega zapisa, znotrajcelicnih
signalnih poti in edinstvenih farmakolo$-
kih lastnosti so bili do sedaj prepoznani Stir-
je podtipi histaminskih receptorjev, ki so po-
imenovani tip 1 (H,R), tip 2 (H,R), tip 3 (H,R)
in tip 4 (H,R), ki jih uvrd¢amo v razred re-
ceptorjev, sklopljenih z regulatornimi protei-
niG (1, 2).

Histaminski sistem je Ze od prvih Studij
v zacetku prejs$njega stoletja, ki jih je opra-
vil pionir sodobne farmakologije in Nobelov
nagrajenec Sir Henry Hallett Dale, pomemb-
na tarca za razvoj zdravilnih uéinkovin (3, 4).
Odkritje prvih antihistaminikov (antagoni-
stov H,R) leta 1936 je povzrocilo pravi razcvet
raziskav na podrodju histamina (5). Te so
omogocile natanéen vpogled v vlogo in nacin
delovanja histamina v organizmu in prived-
le do odkritja visoko selektivnih antagonistov
H,Rin H,R (antihistaminikov), pomembnih
zdravilnih u¢inkovin, ki danes lajsajo alergij-
ske reakcije in simptome Zelod¢ne razjede
milijonom ljudi po svetu. Izjemnost odkritij
histaminskih raziskav potrjujeta tudi Nobe-
lovi nagradi, ki sta ju prejela dr. Daniel Bovet
leta 1957 in Sir James Black leta 1988.

V zadnjih dveh desetletjih se je zanima-
nje Stevilnih raziskovalcev in histaminergic-
ne farmacevtske industrije usmerilo v poten-
cialno terapevtsko vlogo mediatorjev novejsih
dveh histaminskih receptorjev, H,R in H,R.
H,R je poglavitni dejavnik pri uravnavanju
fizioloskih ucinkov histaminergi¢nega sig-
naliziranja v osrednjem Zivéevju, pomembno
pa vpliva tudi na aktivnost drugih Zivénih pre-
nasalcev. Zadnje raziskave potrjujejo poten-
cialno terapevtsko uporabo ligandov H,R za
zdravljenje razli¢nih nevrodegenerativnih
stanj in motenj spanja. Vloga nedavno odkri-
tega H,R e ni dokon¢no pojasnjena, predkli-
nic¢ne Studije pa nakazujejo udeleZenost pri
vnetnih in imunomodulatornih procesih.

HISTAMINSKI RECEPTOR
TIPA 3

Schwartz s sodelavci je odkril H,R leta 1983,
ko je ugotavljal, da histaminergi¢ne Zivéne
celice uravnavajo svojo aktivnost preko pred-
sinapti¢nega avtoreceptorja tako, da preko
negativne povratne zanke zavirajo proZenje
celi¢nih signalov ter s tem izgradnjo in spros-
&anje histamina v moZganih (slika 1) (6). Stu-
dije porazdelitve receptorja so potrdile, da je
izrazanje H,R v veliki meri omejeno na osred-
nje ZivCevje, kjer je prisoten v ve€ini moZgan-
skih podro¢ij, z najvecjo gostoto v mozganski
skorji, hipokampusu, bazalnih ganglijih in
hipotalamusu (7).

V mozganih vretencarjev se nahajajo tele-
sa histaminergi¢nih Zivénih celic samo v tu-
beromamilarnem jedru posteriornega dela
hipotalamusa, od koder preko ascendentnih
in descendentnih eferentnih poti projecira-
jo Siroko skozi moZgane, tudi v prej omenjena
podrodja. Ta podrodja uravnavajo Stevilne
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Slika 1. Shematski prikaz porazdelitve in delovanja HR na nevronih v sinapsi (16). HA — histamin, H,R — histaminski receptor tipa 1,
H,R— histaminski receptor ipa 2, H,R — histominski receptor fipa 3, R — drugi (nehistaminski) receptorji v osrednjem Zivcevju, NT — Zivchi
prenasalec (nevrotransmitor), NA — noradrenalin, ACh — acefitholin, 5-HT — 5-hidroksitriptamin (serotonin), DA — dopamin, HDC — histidin

dekarboksiloza.

homeostatske fizioloske procese (hipotala-
mus) kot tudi vi§je mozganske funkcije (moz-
ganska skorja in hipokampus) (2). V osred-
njem Zivéevju se H,R izraZa tudi v podrogjih,
ki so povezana z nocicepcijo (specifi¢na podroc¢-
ja v talamusu, dorzalnih koreninskih gangli-
jih in v hrbtenjadi), zato predstavlja potencialno
terapevtsko mesto za uravnavanje bolecinskih
drazljajev (8).

Izrazanje H,R ni omejeno le na histami-
nergi¢ne nevrone, pa¢ pa tudi na nehista-
minergi¢ne populacije Zivenih celic, kjer kot
predsinapti¢ni heteroreceptor uravnava
izgradnjo in spro$c¢anje drugih pomembnih
Zivénih prenaSalcev v mozganih. Pri glo-
davcih in ¢loveku tako aktivacija H,R zavira
spro$canje acetilholina, noradrenalina, dopa-
mina, serotonina, y-aminomaslene kisline
(angl. y-amino butyric acid, GABA), glutama-
ta in nevropeptidov (slika 1) (9-15). Pojavlja
se tudi kot posinapticni receptor na perika-
rionu razli¢nih populacij Zivénih celic, ven-
dar njegova fizioloska vloga na tem mestu Se
ni pojasnjena (7).

Poleg osrednjega Zivcevja se H R izraZa
tudi v perifernih tkivih, predvsem na nevro-
nih perifernega Ziv¢nega tkiva v prebavilih,
dihalnih poteh in sréno-Zilnem sistemu (8).
Stopnja izrazanja v perifernih tkivih je v pri-
merjavi z osrednjim Ziv€evjem nizka, kar pa
je v primeru bodoce uporabe zdravil z delo-
vanjem na ta receptor velika prednost, saj
posledi¢no lahko pri¢akujemo manj perifer-
nih neZelenih ucinkov.

MOLEKULARNA BIOLOGIJA
GENA HISTAMINSKEGA
RECEPTORJA TIPA 3

Genski zapis za H,R je leta 1999 uspesno klo-
niral in natanc¢no dolo¢il Lovenberg s sode-
lavci (17). Izolirana komplementarna DNA
cloveskega H,R (angl. human hystamine re-
ceptor type 3, hH 4R) kodira 445 aminokislin
dolg kisli protein z vsemi lastnostmi proteinov
iz druZine A rodopsinu podobnih, z regulator-
nimi proteini G sklopljenih receptorjev (18).
Glede na stopnjo homologije v aminokislin-
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Slika 2. Razliche izooblike histaminskega receptorja tipa 3 so posledica alternativnega izrezovanja predinformacijske RNA v zapisu za Stir
razlice regije proteina (oznacene a—d) (21). Alternativno izrezovanje v prvi regili (regija a) luhko privede do krajsega N-terminalnega
dela proteina (deleciia aminokislin 7—43), izrezovanje v drugi regiji (regija b) pa povzraci delno deleciio druge transmembranske domene
in prve zunajcelicne zanke (delecija aminokislin 85—98). V regiii ¢ je alternativno izrezovanje najobseZnefse in vodi do razlicno dolge
tretje znofrajcelicne zanke ali do izgradhje histaminskega receptora fipa 3 z odsotnimi transmembranskimi domenami 5, 6 in 7. V regiji d
alternativno izrezovanje vodi do nastanka izooblik z osmimi dodatnimi aminokslinami (446—453) na C-terminalnem delu proteina.

skem zaporedju je hH,R najbolj podoben hH,R
(=60 % homologija na podro¢ju transmem-
branskih domen), mnogo manj pa hH;R in
hH,R (=20% homologija na podrocju tran-
smembranskih domen) (17, 19, 20). To je tudi
razlog za tako pozno dolocitev genskega zapi-
sa receptorja hH,R, saj kloniranje na osnovi
homologij s hH,R in hH,R ni bilo uspesno.
Gen za hH,R se nahaja na kromosomu 20
na lokusu 20q13.133 (HRH3 GenelD: 11255).
Za razliko od genov za hH R in hH,R, ki ju
kodirata eksona brez vmesnih intronov, se
v kodirajoce regije hH,R vrinjajo trije intro-
ni. Posledica take genske strukture je alter-
nativno izrezovanje predinformacijske RNA
(angl. pre-messenger RNA, pre-mRNA) in
s tem izgradnja vec izooblik receptorja. Zna-
nih je preko 20 izooblik hH,R z razli¢no dol-
gimi aminskimi (N-) konci, inkluzijami na
karboksilnem (C-) koncu, z delecijami na
transmembranskih domenah in z razli¢no dol-
go tretjo znotrajcelicno zanko (slika 2) (21).
Izooblike z inkluzijami ali delecijami na tretji

znotrajceli¢ni zanki so deleZne najvecje pozor-
nosti raziskovalcev, saj je ta domena klju¢na
za sklapljanje receptorske molekule z regu-
latornimi proteini G in tudi razlog za razlicne
farmakoloske lastnosti, kot so signalni meha-
nizmi, vezavne afinitete ligandov ali sponta-
na aktivnost. Vse izooblike nimajo izraZene
proteinske G-aktivnosti, vendar se predvide-
va, da sodelujejo pri uravnavanju drugih
funkcionalnih izooblik.

Gen za H,R so do sedaj klonirali tudi pri
razli¢nih Zivalskih vrstah (pri misi, podgani,
morskem prasicku in opici) in pri vseh potr-
dili prisotnost izooblik (22-29). Med recep-
torji obstajajo vrstno specifi¢ne razlike, ki
pomembno vplivajo na molekularne lastno-
sti, in sicer porazdelitev, funkcionalne last-
nosti in farmakologki odziv receptorjev, kar
otezuje raziskovalno delo pri vrednotenju
ucinkovitosti selektivnih ligandov v razmerah
in vivo (30).

Poleg razli¢nih izooblik receptorja so $tu-
dije potrdile tudi genske polimorfizme hH,R.
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Do danes so bili opisani trije polimorfni ale-
li gena (17, 31, 32). Pretvorbo citozina v timi-
din na mestu 839 (C839T) gena za hH,R in
zamenjavo alanina z valinom na aminokislin-
skem mestu 280 (A280V) so odkrili pri bolni-
ku s Shy-Dragerjevim sindromom (idiopatsko
ortostatsko hipotenzijo) — nevrodegenera-
tivno boleznijo osrednjega ZivCevja, za kate-
ro je znacilna tudi napredujoca disfunkcija
avtonomnega Zivéevja (31, 32). Omenjeni
polimorfizem naj bi zaradi mutiranega recep-
torja povzrocil pretirano zaviranje izlocanja
noradrenalina in tako prispeval k etiologiji
omenjenega sindroma (31).

ZNOTRAJCELICNE SIGNALNE
POTI HISTAMINSKEGA
RECEPTORJA TIPA 3

Svojevrstna znacilnost H,R je velika pestrost
znotrajceli¢nih signalnih poti (slika 3) (33).
Pri preucevanju vezave [*S] gvanozin trifos-
fat gama S (angl. [*>S] guanosine triphosphate
gamma S, [*3S]GTPYS) na mozganskih tkivih
podgane so v prisotnosti toksina oslovskega
kaslja ugotovili, da se H,R §klaplja z regula-
tornimi proteini Go,, (34). Studije na rekom-
binantnih in nativnih receptorjih so potrdile,
da H,R preko proteina Go, , inhibira adeni-
lat ciklazo — encim, ki je odgovoren za pre-
tvorbo adenozin-5-trifosfata (angl. adenosi-
ne 5-triphosphate, ATP) v cikli¢ni adenozin-3,
5-monofosfat (angl. 3-5"cyclic adenosine
monophosphate, cCAMP). ZniZanje znotrajce-
licne koncentracije cAMP privede do manjse
aktivnosti protein kinaze A (PKA), ki urav-
nava tako transkripcijo genov preko vezav-
nega proteina za odzivni element za cAMP
(angl. cAMP responsive element binding pro-
tein, CREB), kot tudi aktivnost $tevilnih enci-
mov in receptorjev (35). Preko aktivacije pro-
teinov G, sproZi H,R tudi fosforilacijo z mito-
genom aktivirane protein kinaze (MAP-kina-
ze) in fosfatidilinozitol 3-kinaze (angl. phosp-
hatidylinositol 3-kinase, PI3K), aktivira fosfo-
lipazo A, (angl. phospholipase A,, PLA,), kar
vodi do spro$canja arahidonske kisline, inhi-
bira izmenjevalec Na*/H* in inhibira s K*-in-
duciran prehod kalcijevih ionov v celice (sli-
ka 3) (33).

Inhibicija nivojev cAMP in cAMP/PKA
kaskade ter signalne poti kalcija in od kalmo-

dulina odvisne protein kinaze II predstavlja
glavno signalno pot, preko katere H,R na hista-
minergi¢nih Zivénih koncic¢ih zavira izgrad-
njo in spro¢anje histamina (36-38). Podobni
signalni mehanizmi naj bi bili udeleZeni tudi
pri zaviranju spro$c¢anja drugih Zivénih pre-
nasalcev, ki poteka po aktivaciji heterogene-
ga H,R na nehistaminergic¢nih Zivénih celicah
(39, 40). MAP-kinazna pot uravnava celi¢no
rast, diferenciacijo in preZivetje nevronov,
zato je pomembna pri vzdrZevanju sinapti¢ne
plasti¢nosti in s tem kognitivnih funkcij (npr.
spomin) (41). PI3K aktivira protein kina-
z0 B (znana tudi kot Akt), ki nadalje fosforilira
in s tem inhibira delovanje glikogen-sinta-
ze-kinaze 3P (GSK3p) - poglavitne tau kina-
ze v mozganih (42).

Med embrionalnim razvojem je H,R spe-
cifi¢no izrazen le v dolo¢enih predelih moz-
ganov, zato se predvideva, da je aktivacija Akt
preko teh receptorjev pomembna pri nadzoru
nevronske migracije (43). V odraslem Zivcev-
ju normalna Akt/GSK-3B-kinazna aktivnost
zavira apoptozo nevronov, medtem ko spre-
membe njene aktivnosti spremljajo Alzhei-
merjevo bolezen, nevroloske motnje in shi-
zofrenijo (44-46). V patoloskih stanjih, kot so
ishemic¢ne poskodbe, Alzheimerjeva bolezen
in Parkinsonova bolezen, je bila ugotovljena
tudi pretirana aktivnost PLA, ki poleg ara-
hidonske kisline povzroca sproséanje lipid-
nih mediatorjev, ki proZijo nevronsko apop-
tozo (47).

SPONTANA AKTIVNOST
HISTAMINSKEGA
RECEPTORJA TIPA 3

H kompleksnemu delovanju H,R prispeva
poleg pestrosti znotrajceli¢nih signalnih poti
tudi visoka stopnja spontane (konstitutivne)
aktivnosti, tj. aktivnosti v odsotnosti agoni-
sta (48). H,R je alostericni protein, ki v ravno-
teZznem stanju zavzema razli¢ne konformacij-
ske oblike. Spontano aktivna oblika receptorja
se sklaplja s proteinom G in sproZa znotraj-
celitne signalne poti. Spontana aktivnost
H,R je bila sprva dolocena na celi¢nih linijah,
Kjer je velika gostota nekaterih rekombinantno
izraZenih izooblik sovpadala s spontano inhi-
bicijo adenilat ciklaze, vezavo [**S][GTPYS in
s poveCanim spro$¢anjem arahidonske kisli-
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Slika 3. Znotrajcelicne signalne poti, ki potekajo preko aktivaciie histaminskih receptorjev tipa 3. Receptor preko aktivacije proteinov G

sproZi inhibicijo adenilat ciklaze, fosforilacijo z mitogenom akfivirane proteinske kinaze in fosfoinozitid 3-inaze, spodbuja fosfoli /pu
20 A,, kar vodi do sprostanja arahidonske kisfine, inhibira izmenjevalec Na*/H+in s K*-induciran prehod kalciigvih ionov v celice (21).
M- arahidonska kislina (angl. arachidonic acid), HA— histamin, H.R — histaminski receptor fipa 3, c, 3, 'y— podenote profeinov G,
PLA, — fosfolipaza A, (angl. phospholipase A,), PI3K — fosfatidiinozitol 3-inaza (angl. phosphatidylinositol 3-kinase), Akt — protein
kinaza B, GSK3[3 — glikogen-sintaze-kinaza 33, MAPK — z mitogenom aktivirana protein kinaza, AC — adenilat cikloza, ATP — adeno-
zin-5"trifosfat (angl. adenosine 5*triphosphate), cAMP— ciklicni adenozin-3', 5 monofosfat (angl. 3"5"cyclic adenosine monophosphate),
PKA — protein kinaza A, CREB — vezavni protein za odzivni element za ciklicni adenozin-3°,5 “monofosfat (angl. cAMP responsive ele-

ment binding protein).

ne (49-51). Studije na moZganih glodavcev
so visok deleZ spontano aktivnih H,R dolo-
¢ile tudi v razmerah in vivo in potrdile njihovo
pomembno fiziolosko vlogo, saj naj bi pred-
sinapti¢ni receptor preko tega mehanizma
zaviral nevronsko aktivnost (37, 49-51).
Stopnja spontane aktivnosti receptorja je
odvisna od Zivalske vrste, izooblike, celi¢ne
gostote ter znotrajceli¢nih signalnih poti,
zanjo pa je odgovorno kratko aminokislinsko
zaporedje na C-koncu tretje znotrajceli¢ne
zanke (32, 52). Spontano aktivnost receptor-
ja lahko ucinkovito inhibirajo samo inverzni
agonisti; to so snovi, ki se vezZejo na isti recep-
tor kot agonisti, ga ne aktivirajo, ampak pov-
zroCijo nasprotni ucinek kot agonisti, ker
stabilizirajo receptor v njegovi neaktivni kon-
formaciji. Tako preprecujejo sklapljanje H,R
s proteinom G in posledi¢no aktivirajo endo-
geno spro$canje histamina in drugih 7ivénih

prenaalcev. Stevilni klasiéni antagonisti H,R
(npr. tioperamid, klobenoprit in ciproksifan)
v resnici delujejo kot inverzni agonisti (49, 50).

HISTAMINSKI RECEPTOR
TIPA 3 IN ASTROCITI

Astrociti so najstevilnejse celice glije, ki so
zaradi svoje edinstvene sposobnosti spremi-
njanja funkcije in prilagajanja na spremem-
be v mikrookolju aktivni dejavnik delovanja
osrednjega Zivéevja. Interakcije med astroci-
ti in Zivénimi celicami so klju¢ne za uravna-
vanje strukturne in funkcionalne sinapti¢ne
plasti¢nosti v ¢asu razvoja Zivéevja in pri odra-
slih, posegajo pa tudi v procese regeneracije
poskodovanih moZganov (53-55). Astrociti so
pomembne tar¢ne celice histaminergi¢nih
nevronov. Studije so potrdile, da astrociti iz
razli¢nih predelov osrednjega Zivéevja sesal-
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cev izrazajo H\R in H,R (56-58). Astrociti
privzemajo in razgrajujejo histamin iz okolja,
histamin pa uravnava astrocitno rast in pro-
liferacijo, razgradnjo glikogena ter preko H,R
zviSuje znotrajceli¢no aktivnost kalcija, kar
pomembno prispeva k spros¢anju t.1i. glijal-
nih prenasalcev (glijatransmitorjev) (59-65).
Histamin uravnava tudi izgradnjo astrocit-
nih citokinov in nevrotrofi¢nih dejavnikov
(58, 66-68).

Nasa Studija na astrocitih moZganske skor-
je podgane je pokazala, da poleg Ze znanih
dveh podtipov histaminskih receptorjev te
celice izrazajo tudi H,R (69). Tako kot nevronski
se tudi astrocitni H,R sklaplja s proteini Goy
preko inhibicije adenilat ciklaze zniZuje znotraj-
celi¢ne koncentracije cAMP, aktivira MAP-ki-
nazno signalno pot, preko fosfolipaze C pa
aktivira protein kinazo C. Zanimivo je, da
spontane aktivnosti tega receptorja, ki bi
uravnavala nivoje znotrajceliénega cAMP,
nismo zaznali. Potrdili smo tudi funkcional-
no vlogo astrocitnega H,R, saj histamin preko
aktivacije vseh treh histaminskih receptorskih
podtipov in njihovih znotrajceli¢nih signalnih
poti, ki se zdruZijo na nivoju aktivacije MAP-ki-
nazne poti, spodbuja gensko izraZanje in pro-
teinsko izgradnjo nevrotroficnega dejavnika

nevrotrofina-3 (NT-3) (69). V moZganih pod-
gane so izolirali ve¢ izooblik H,R, zato Zeli-
mo ugotoviti prisotnost teh izooblik tudi na
astrocitih ter prouditi njihove vezavne lastno-
sti in specifi¢ne signalne poti (23). Odkritje
astrocitnega H,R pomembno prispeva k poz-
navanju interakcij med histaminskim siste-
mom in glijalnimi celicami, njegove funk-
cionalne lastnosti pa potrjujejo kompleksno
naravo in nakazujejo udeleZenost pri uravna-
vanju delovanja osrednjega ZivCevija.

LIGANDI HISTAMINSKIH
RECEPTORJEV TIPA 3

Histamin se veZe na H,R z visoko afiniteto,
zato je v zacetni fazi razvoja specifi¢nih ligan-
dov veljalo prepricanje, da je imidazolni
obro¢, ki je strukturna lastnost histamina,
nujen za dosego potrebne afinitete za veza-
vo na receptor. Izgradnja dodatnih funkcio-
nalnih skupin (substituentov) na imidazolni
obroc je preprecila vezavo na H,R, modifika-
cija endogenega liganda v stranski verigi pa
je vodila v izgradnjo 4-substituiranih imida-
zolov — ucinkovitih in selektivnih agonistov
H,R (slika 4) (70). (R)-a-metilhistamin je
danes v farmakologiji najbolj pogosto uporab-
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Slika 4. Histamin in predstavniki sinteznih agonistov histaminskih receptorjev tipa 3.
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Jjen agonist, vendar je njegova uporaba v raz-
merah in vivo precej omejena zaradi visoke
bazi¢nosti in hidrofilnosti ter obseZnega meta-
bolizma prvega prehoda (71).

Z vezavo azometinske skupine na (R)-o-me-
tilhistamin je nastala spojina BP 2-94 - pred-
zdravilo z ve¢jo biologko uporabnostjo in izbolj-
Sanimi farmakokineti¢nimi lastnostmi ter prva
ucinkovina s potencialno terapevtsko uporab-
nostjo za razlicna periferna bolezenska sta-
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nja (72, 73). Zamenjava aminske skupine z izo-
tiosecnino (imetit) in pretvorba fleksibilne
stranske verige v rigidno strukturo z uvedbo
pirolidinskega (SCH50971) ali piperidinske-
ga obroca (imepip) je povecala selektivnost
in afiniteto vezave agonistov na H,R ter spo-
sobnost njihovega prehajanja v osrednje Ziv-
Cevje (74-76). S strukturnimi modifikacijami
se je povecala tudi selektivnost agonistov za
H,R v primerjavi z receptorjem H,R; imetri-
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Slika 5. A — imidazolni antagonisti histaminskega receptorja fipa 3, B — neimidazolni antagonisti histaminskega receptorja tipa 3.
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din je 300-krat in metimepip 2.000-krat selek-
tivne;jsi za H,R (77, 78).

Tako kot prva generacija agonistov je
bila tudi prva generacija antagonistov H,R
osnovana na strukturi histaminskega imida-
zolnega heterocikla (slika 5A). Tioperamid,
ciproksifan, proksifan in klobenprit so velja-
li za referencne spojine, vendar se je izkaza-
lo, da je bazi¢ni imidazolni obro¢ odgovoren
za §tevilne stranske in nepredvidljive ucinke,
kot so interakcije s citokromi P450 in slabo
prehajanje v osrednje Zivcevje (79). Imidazol-
ni antagonisti imajo manjso potencialno tera-
pevtsko uporabnost v primerjevi z neimida-
zolnimi, vendar so zelo uporabni v Stevilnih
neklini¢nih farmakoloskih raziskavah, kot so
vezavne Studije, klasifikacija histaminskih
podtipov, poskusi v razmerah in vitro ipd.

Vrstno specifi¢ne razlike v u¢inkovitosti
imidazolnih antagonistov ter razlike v vredno-
tenju njihove ucinkovitosti v razmerah in vivo
so pospesile iskanje drugacnih bazi¢nih sku-
pin in s tem razvoj neimidazolnih antagoni-
stov H,R (slika 5B). Imidazolni obro¢ so zame-
njali z razlinimi sekundarnimi in s terciarnimi
amini, predvsem v obliki alifatskih heteroci-
klov, kot so npr. piperidin, piperazin, pirolidin,
2-aminopirolidin in morfolin (80). Zaradi mo¢-
nejsih farmakoloskih ucinkov in manjsih far-

makokineti¢nih interakcij danes med neimi-
dazolnimi antagonisti H,R prevladujejo spo-
jine, ki vsebujejo piperidin (slika 5B) (81).

Razvoj zdravilnih u¢inkovin, ki delujejo
na H,R, je usmerjen v izgradnjo spojin, ki so
sposobne ucinkovito inhibirati agonisticno
delovanja histamina in zavirati spontano
aktivnost receptorja. Kompleksno delovanje
receptorja in spremenljivost njegovih lastno-
sti med Zivalskimi vrstami in pri cloveku
zahteva skrbno naértovanje novih selektivnih
antagonistov/inverznih agonistov, ki jih bomo
v prihodnosti lahko uporabljali v klini¢ne
namene. Raziskave na tem podrodju so inten-
zivne, saj je ve¢ takih spojin Ze v fazi IT in I1I
klini¢nega preizkusanja zdravil za zdravljenje
nekaterih bolezni, ki prizadenejo kognitivne
funkcije, stanje budnosti in energijsko homeo-
stazo (tabela 1) (82-84).

POTENCIALNA TERAPEVTSKA
UPORABA LIGANDOV
HISTAMINSKIH
RECEPTORIJEV TIPA 3

Upad kognitivnih funkcij

Kognitivne oz. spoznavne funkcije so tiste
zmoznosti, ki so najbolj znacilne za ¢loveka

Tabela 1. Antagonist]/inverzni agonisti histaminskega receptorja tipa 3, ki so v Klinichih fazah preizkusanja zdravil za zdravijenje bolezni
osrednjega Zivcevja (84). ADHD — mofnjo pomanjkanja pozornosti s hiperaktivnostjo (angl. attention deficit hyperactivity disorder).

Obolenje Utinkovina Indikacija Klini¢na foza

narkolepsija Pitolisant (BF2.649) zZaspanost Il
Pitolisant (BF2.649) katapleksija Il
INF17216498° zaspanost [
PF-03654746 zZaspanost I
6SK-189,254 zaspanost I

Alzheimerjeva bolezen 65K-189,254 blaga/srednja [
MK-0249 blaga/srednja [
PF-03654746 blaga/srednja |

ADHD INJ-31001074 odrasli in ofroci I
(Bavisant)

shizofrenija Pitolisant (BF2.649) kognifivna oskodovanost [
65K-239512° kognifivna oskodovanost [
MK-0249° kognitivna o3kodovanost [

Parkinsonova bolezen Pitolisant (BF2.649) zaspanost Il

? Kemijske strukture Se niso poznane, ker so pod patentno zasito.



264

L. ZIBERNA, D. MOJCA JURIC HISTAMINSKI RECEPTOR TIPA 3 — OD GENA DO ...

in vkljucujejo sposobnost ucenja, pomnje-
nja, koncentracije, motivacije, pozornosti ipd.
Nastajajo v kompleksni mreZi asociacijskih
podrocij mozganske skorje in ostalih delov Ziv-
Cevja (85). Razli¢na nevrodegenerativna obo-
lenja in dusevne motnje, vkljucno z motnjo
pomanjkanja pozornosti s hiperaktivnostjo
(angl. attention deficit hyperactivity disorder,
ADHD), Alzheimerjevo boleznijo (angl. Alz-
heimer’s disease, AD) in shizofrenijo, sprem-
lja upad kognitivnih sposobnosti. Na voljo je
veliko terapevtskih pristopov za zdravljenje
omenjenih stanj (psihostimulansi pri ADHD,
holinesterazni inhibitorji pri AD, antipsiho-
tiki pri shizofreniji), vendar je njihova ucinko-
vitost nepopolna, neZeleni ucinki pa pogosti.

Histaminski sistem je pomemben modu-
lator kognitivnih funkcij (83, 85-87). Hista-
min kot ekscitatorni Zivéni prenasalec, ki
posinapticno vzburja H;R in H,R ter povzro-
¢i obsezno aktivacijo mozganske skorje, spod-
buja budnost in pozornost. Z delovanjem na
H,R uravnava svojo izgradnjo in sproscanje,
pa tudi eksocitozo drugih Zivénih prenasal-
cev. Farmakologka blokada inhibitornega H,R
s selektivnimi antagonisti/inverznimi ago-
nisti lahko spodbudi spros$¢anje Zivenih pre-
naSalcev in aktivira nevronske poti, ki so
udeleZene pri uravnavanju kognitivnih pro-
cesov v osrednjem Zivcevju, zato predstavlja
modulacija H,R obetaven nacin zdravljenja
okrnjenih kognitivnih funkcij in izjemno
zanimivo podrodje predklini¢nih in klini¢nih
raziskav (1, 85).

PredKlini¢ne raziskave so potrdile, da anta-
gonisti/inverzni agonisti H;R aktivirajo hista-
minergi¢ne Zivéne celice in spodbujajo raz-
licne nevrokemijske in vedenjske odzive (16,
83, 86). Studije so potekale na modelnih siste-
mih glodavcev, ki so jim z uporabo antiholi-
nergikov (npr. skopolamin) ali antagonistov
N-metil-D-aspartata (NMDA) (npr. dizocilpin)
oslabili normalno kognitivno delovanje. Ziva-
li so izgubile prostorsko orientiranost in spo-
sobnosti pomnjenja, kar je znacilno za bolni-
ke z AD. Omenjeni posegi so jim oslabili tudi
socialni spomin, kar spremlja AD, shizofre-
nijo in ADHD. Na teh Zivalskih modelih je bilo
mozno oceniti tudi impulzivnost (pomemben
sestavni del ADHD) in izvr$ilno dejavnost
(motena pri shizofreniji) (87).
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Strukturno razli¢ni antagonisti/inverzni
agonisti H,R so v vedenjskih testih na glodav-
cih, kot so socialni spomin, delovni spomin,
prepoznavanje objektov, orientiranje v labi-
rintih ipd., preprecili spremembe, inducira-
ne s skopolaminom. Njihovi prokognitivni
ucinki so bili posledica inhibicije H;R v ho-
linergicnem bazalnem jedru, kar je moc¢no
povecalo nivoje acetilholina - klju¢nega zZive-
nega prenasalca pri uravnavanju pozornosti
in pomnjenja - v mozganski skorji, ugotovlje-
na pa je bila tudi aktivacija dopaminergi¢nih
in noradrenergic¢nih Ziv¢énih celic v prefron-
talni moZganski skorji (83). Z vlogo inhibitor-
jev H,R se ujemajo tudi poskusi na H,R™"-mi-
8ih, ki ne vsebujejo genskega zapisa za H,R.
Te Zivali so imele normalno sposobnost pom-
njenja in ucenja, vendar so bile odporne na
amnesticno delovanje skopolamina (88).

Modulacija spro$¢anja dopamina pred-
stavlja terapevtski izziv za zdravljenje shizo-
frenije, kjer nezadostna aktivnost dopamin-
skega sistema povzroca negativne simptome
in kognitivni upad (89). Ker histaminergi¢ne
Zivéne celice oZivcujejo podrodja, ki so tesno
povezana z razvojem shizofrenije, bi antago-
nisti/inverzni agonisti H,R lahko vplivali na
patofiziologijo bolezni. Raziskave na Zivalskih
modelih za Studij mehanizmov shizofrenije,
pozornosti in kognitivnih sposobnosti so potr-
dile njihovo antipsihoti¢no delovanje, saj so
spodbujali nivoje dopamina in acetilholina
v prefrontalni moZganski skorji, zmanjsali pri-
manjkljaj senzori¢ne aktivnosti ali zavrli
z metamfetaminom povzroceno psihomoto-
ri¢no aktivnost (90).

Antagonisti/inverzni agonisti H,R vpliva-
jo na prenos vec Zivénih prenasalcev v osred-
njem ZivCevju, zato predstavljajo velik izziv
za razvoj ucinkovitih zdravilnih snovi, ki
bodo ponovno vzpostavile okrnjeno delova-
nje Zivénih prenasalcev, brez so¢asnega vpli-
va na normalno delovanje moZganov. Hkra-
ti s predklini¢énimi $tudijami potekajo tudi
klini¢ne raziskave, ki preucujejo prokognitiv-
ne lastnosti antagonistov/inverznih agonistov,
kot so Pitolisant ali BF2.649, GSK-239512,
MK-0249, PF-03654746 in JNJ-31001074 pri
bolnikih z AD ali shizofrenijo (91, 92). Prav
tako je v zacetnih fazah preizkusanja substan-
ca JNJ-31001074, ki je v predklini¢nih Studi-
jah na Zivalskem modelu ADHD ucinkovito
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zavirala pretirano aktivnost in impulzivnost
ter predstavlja obetaven izbolj$evalec kogni-
cije pri motnjah pozornosti (93). Rezultati kli-
ni¢nih $tudij omenjenih ligandov H,R vlivajo
upanje, da bo v prihodnosti mozno tudi z nji-
hovo pomodjo omiliti upad kognitivnih funk-
cij pri bolnikih z razli¢nimi nevrodegene-
rativnimi obolenji in duSevnimi motnjami
(tabela 1).

Kompleksno izmenjavo budnosti in spanja
v cirkadianem ritmu uravnava vec sistemov
Zivénih prenasalcev (histamin, noradrenalin,
glutamat, acetilholin, GABA ter oreksin, ki je
peptidni nevrotransmitor, ki vpliva na hranje-
nje in budnost in katerega pomanjkanje ima
klju¢no vlogo pri narkolepsiji) (85, 94). Fizio-
loska vloga histamina pri tem procesu je bila
prvi¢ omenjena v 70. letih prej$njega stolet-
ja, danes pa je podprta s Stevilnimi Studija-
mi, ki potrjujejo, da projekcije histaminergic-
nih Zivénih celic v moZgansko skorjo in
nekatere druge predele osrednjega Zivéevja
predstavljajo eno glavnih nevronskih poti, ki
spodbujajo zavest in budnost (95). Histami-
nergi¢ni nevroni imajo vecjo prozilno aktiv-
nost v budnem stanju kot v spanju (94). Zavi-
ranje inhibitornega delovanja H,R poveca
vzdrazZnost in odzivnost histaminskih Ziv¢nih
celic in spodbuja spro$¢anje histamina, ki s sti-
mulacijo posinapti¢nih H R povzroci obsez-
no aktivacijo osrednjega Zivéevja (96, 97). Za
vrsto antagonistov/inverznih agonistov H,R
so na razli¢nih Zivalskih modelih potrdili, da
spodbujajo izgradnjo in spro$canje histamina,
ohranjanjo budnost, zmanjsajo fazo spanja s hi-
trim gibanjem ocesnih zrkel (angl. rapid-eye
movement) in skraj$ajo Cas spanja v stanju niz-
ke mozganske aktivnosti, njihova sposobnost
ohranjanja budnosti pa je povezana s pove-
Cano aktivnostjo histaminskega sistema in
drugih ascendentnih sistemov retikularne
formacije (noradrenergi¢nega, holinergicne-
ga ali dopaminergi¢nega) (96, 98, 99).
Obetavni rezultati predklini¢nih raziskav
na razli¢nih Zivalskih modelnih sistemih so
nakazali mozZnost klini¢ne uporabe inverznih
agonistov H,R za zdravljenje simptomov pre-
komerne zaspanosti (narkolepsija s kataplek-
sijo, Parkinsonova bolezen) (16, 84, 96).
Pitolisant ali BF2.649 je bil prvi inverzni

agonist H,R, ki so ga uporabili v pilotskih kli-
ni¢nih raziskavah pri bolnikih z razli¢nimi
motnjami budnosti. Rezultati klini¢nih razi-
skav faze Il in III so pokazali znacilno zmanj-
$anje Stevila in trajanje dnevnega spanja ter
zmanjsanje frekvence katapleksi¢nih epizod
pri bolnikih z narkolepsijo, opazno pa je bilo
tudi zmanj$anje dnevne zaspanosti pri bolni-
kih s Parkinsonovo boleznijo (93). Drugi inverz-
ni agonisti, kot so JNJ-17216498, PF-03654746
ali GSK-189254, $ele vstopajo v fazo I klini¢-
nih raziskav za zdravljenje narkolepsije, zato
rezultati e niso znani (tabela 1).

Debelost je kroni¢na bolezen energijske homeo-
staze, ki postaja zdravstveni problem epide-
micnih razseZnosti. S prekomerno telesno
teZo se pomembno povecuje pojavnost sréno-
Zilnih obolenj, sladkorne bolezni tipa 2, neka-
terih rakavih obolenj, obstruktivne apneje
v spanju in ostalih bolezni, zato predstavlja
ucinkovito zdravljenje debelosti pomemben
izziv za farmacevtsko industrijo. Farmakolosko
zdravljenje debelosti temelji na modulaciji
presnove mascob (orlistat — periferni inhibi-
tor lipaz), uporaba centralnih zaviralcev ape-
tita pa zaradi resnih psihiatri¢nih in sr¢no-
Zilnih neZelenih ucinkov za zdaj ni varna.
Nezadostna ucinkovitost zdravljenja te bolez-
ni zato vodi v iskanje novih terapevtskih pri-
stopov.

Histaminski sistem je udeleZen pri uravna-
vanju apetita in energijske homeostaze (100).
Studije na Zivalskih modelih debelosti so
pokazale, da histamin preko posinapti¢nega
H,Rv ventromedialnem delu hipotalamusa
zavira vnos hrane, akumulacijo mascob in
nivo leptina ter omili inzulinsko rezistenco
(101-104). UdeleZenost H;R in z njim poveza-
ne aktivacije hipotalami¢ne adenozin-5-mo-
nofosfat (angl. adenosine-5-monophosphate,
AMP) kinaze pri uravnavanju apetita so potr-
dile tudi $tudije na modelu misi z izbitim
genom za H R ter neZeleni u¢inki zdravljenja
s klasi¢nimi antihistaminiki (H,R-antagoni-
sti prve generacije), antidepresivi in antipsi-
hotiki z afiniteto do H, R, za katere je znano,
da povecujejo apetit in telesno tezZo pri Ziva-
lih in ljudeh (105). Zaradi omenjene vloge
histamina pri nadzoru apetita so predvidevali,
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da bi lahko z inhibicijo H,R dosegli povisanje
nivojev histamina v osrednjem Zivéevju in tako
zmanj$ali vnos hrane, kar je Studija s kloben-
propitom na Zivalskem modelu debelosti tudi
potrdila (106).

Nekatere raziskave tej hipotezi nasprotu-
jejo. Tako je npr. tiperamid povecal, imetit
(agonist H;R) pa zmanjsal apetit in vnos
hrane; ta ucinek je bil pri misih z izbitim
genom za H;R odsoten (107). Studije torej
kazejo, da je delovanje modulatorjev H,R pri
uravnavanju apetita kompleksno in poleg
histamina odvisno tudi od drugih Zivénih
prenasalcev in njihovih vplivov na oreksin-
ski sistem. Antagonisti/inverzni agonisti H,R,
ki so v klini¢nih fazah preizkusanja zdravil za
zdravljenje narkolepsije ali ADHD, niso imeli
pomembnega vpliva na telesno teZo (tabe-
la 1). Zanimivo bo videti, ali bo faza II klini¢-
ne raziskave s substanco SCH 497079 potrdila
vpliv na zmanj$an vnos hrane in izgubo tele-
sne teze.

Boleéina

Histamin je eden izmed glavnih posrednikov
lokalnega vnetja in je vkljucen tako v peri-
ferno kot tudi v centralno nocicepcijo (108).
Kadar se histamin spro$¢a na perifernih
mestih, povzroca bole¢ino in aktivacijo z bo-
lec¢ino povezanih signalnih poti v primarnih
aferentnih Ziv¢nih vlaknih. V osrednjem Ziv-
Cevju histamin vpliva na prenos bolecinskih
signalov, predvsem preko vpliva na bolecin-
sko zaznavanje v talamusu in moZganski skor-
ji. Pokazali so, da je tioperamid (antagonist
H,R) preprecil zimetitom povzroceno hiper-
algezijo le v pozni fazi, ki je odgovorna za
vnetno bolecino (109). V primeru aplikacije
tioperamida v moZganske prekate (intracere-
broventrikularno) pride do povisanja bolecin-
skega vzdraZnega praga na modelu nevropat-
ske bolecine z delno ligacijo perifernega Zivca,
medtem ko ga sistemska (intravenska) apli-
kacija zniza (110).

Ti podatki kaZejo, da bi lahko bili agonisti
H,R uporabni za zdravljenje vnetnega tipa
bolecine, antagonisti H,R pa za zdravljenje
nevropatske bolecine. Razlaga teh rezulatov
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je Se posebej tezka, saj imajo svojo vlogo pri
prenosu bolecine tudi H,R. Pri tem je treba
omeniti, da sta agonist imetit in antagonist
tioperamid tudi liganda H,R. Uporaba bolj
specifinega antagonista/inverznega agonista
GSK207040 je znacilno inhibirala s kapsaici-
nom povzroceno sekundarno alodinijo (tj. sta-
nje, pri katerem normalno neboleci drazljaji
povzrodijo bolecino) v primerjavi s kontrolno
skupino (111). To dokazuje, da so pri boleci-
ni, povezani z vnetjem, antagonisti H,R ucin-
kovitejsi kot agonisti. Vsekakor bodo potrebne
nadaljnje raziskave, ki bodo natan¢neje poja-
snile vlogo perifernih, spinalnih in moZgan-
skih H,R pri razli¢nih tipih bolecine.

ZAKLJUCEK

Veliko zanimanje raziskovalcev je pripomo-
glo k pomembnemu napredku pri poznava-
nju vloge H,R v osrednjem Zivcevju. Preko
preucevanja molekularnih (izooblike, tkivna
porazdelitev), farmakoloskih (vezavne afini-
tete ligandov) in funkcionalnih lastnosti
(spontana aktivnost, znotrajceli¢ni signalni
mehanizmi) danes bolje razumemo njegovo
izjemno kompleksno naravo. Izgradnja viso-
ko ucinkovitih in selektivnih antagonistov/in-
verznih agonistov H,R je omogocila Stevilne
predklini¢ne $tudije na Zivalskih modelih
ter zaCetne klini¢ne raziskave nekaterih od teh
ligandov za zdravljenje razli¢nih bolezni, ki
prizadenejo kognitivne funkcije, budnost in
energijsko homeostazo.

Cilj razvoja ligandov H,R je terapevt-
ska uporabnost. Iz trenutno javno dostopnih
podatkov je govoriti o uspehu ali neuspehu
posameznih zdravilnih u¢inkovin prehitro, saj
je vecina Klini¢nih raziskav Se v teku. Hkrati
je nemogoce predvideti, ali bodo antagoni-
sti/inverzni agonisti H,R enako uspesni pri
ljudeh, kot so bili pri glodavcih. Razvoj uéin-
kovin, ki delujejo na ta receptor, je intenziven
in finan¢no podprt — odprto ostaja le vprasa-
nje, ali bomo kmalu videli oglasevanje v smi-
slu »postanite pametnejsi in vitkejsi« ali pa bo
interes farmacevtske industrije zaradi dolgo-
trajnosti raziskav zamrl.
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Zdravstvo proti nalezljivim
boleznim skozi ¢as

The Fight against Infectious Diseases over Time

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: epidemiologija, nalezjive bolezni, organizaciia zdravstvene strategiie, karantena, ceplienie, jovnozdravsiven nadzor

Epidemije in pandemije so v zgodovini ¢lovestva terjale najve¢ smrtnih Zrtev, zato so druzbo
in zdravstvo od nekdaj vsestransko zaposlovale. Njihove katastrofalne demografske, gospo-
darske, socialne, psiholoske in druge posledice so privedle do iskanja vzrokov ter moznih druz-
benih in zdravstvenih resitev zanje. Med najuspes$nej$imi zgodnjimi ukrepi je bila uvedba
karanten, s prvo med njimi v Dubrovniku leta 1377. Sele mikrobiologka era je z odkrivanjem
bakterijskih, virusnih in drugih povzroditeljev postavila strokovne temelje racionalni proti-
epidemijski strategiji z ustreznimi navodili in ukrepi, predvsem pa s cepljenji. Za javnozdrav-
stveno strategijo preprecevanja in zatiranja epidemic¢nih bolezni je na mednarodni ravni sprva
skrbela zdravstvena sekcija Drustva narodov, po drugi svetovni vojni pa Svetovna zdravstve-
na organizacija. V pomoc so bila tudi trgovinska zdruZenja, ki so za preprecevanje gospodar-
ske Skode v primeru epidemij Ze od sredine 19. stoletja organizirala mednarodne sanitarne
konference.

ABSTRACT

KEY WORDS: epidemiology, infectious diseases, health organization and strategy, quarantine, vaccination, public health control

Throughout the history of mankind, epidemics and pandemics were the cause of most deaths;
this is why they have always occupied an important place in the society and its health sys-
tem. Their disastrous demographic, economic, social, psychological and other consequences
have led to a search of the causes and possible social and medical solutions for them. One
of the most successful early measures was the quarantine, introduced for the first time in
Dubrovnik in 1377. Since the microbiological era, when bacterial, viral and other agents were
discovered, professional foundations have been set for a rational antiepidemic strategy with
its guidelines and measures, and above all vaccination. At first, the health section of the League
of Nations was responsible for the public health strategy of prevention and fight against epi-
demic diseases at an international level, whereas after World War II, World Health Organization
took over. Trade associations were also very supportive, organizing international sanitary con-
ferences since the mid-19th century in order to prevent economic damage, caused by epi-
demics.
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IZHODISCA

Epidemiologija se ukvarja s pojavom in razsir-
jenostjo dolocene bolezni ter z vrednotenjem
njenega za Cloveka in druzbo ogroZajocega
potenciala. Med njene metode med drugim
sodijo preucevanje vzrokov in Sirjenja nalez-
ljivih bolezni ter oblikovanje ukrepov za nji-
hovo obvladovanje in preprecevanje. Glede
na §tevil¢nost in obseg obolelih lo¢imo: ende-
mije - stalni pojav neke bolezni na dolo¢enem
obmodju (npr. trahom), epidemije — poveca-
no $tevilo obolelih na dolo¢enem obmodju
v dolo¢enem casu - in pandemije — poveca-
no Stevilo obolelih v ve¢ deZelah, celo po vsem
svetu v dolofenem casu (npr. pandemija
kolere, pandemija influence). Za epidemijo
je potrebno zadostno Stevilo dovzetnih za
okuZbo z mikroorganizmi (bakterijami, viru-
si). Karantenske bolezni mora epidemiolos-
ka sluzba obvezno prijavljati Svetovni zdrav-
stveni organizaciji. V¢asih so mednje spadale
tuberkuloza, gobavost, sifilis in koze, danes
pa kolera, rumena mrzlica, otroska paraliza,
pegavi tifus in malarija. Nalezljive bolezni raz-
li¢ni avtorji razli¢no delijo: po povzrociteljih
(bakterijske, virusne, glivi¢ne, zajedavske), po
mestih okuZbe (prehladne, ¢revesne okuzbe,
okuZbe osrednjega Zivéevja, koZe), na otros-
ke bolezni itd. Delimo jih tudi na bolezni, ki
jih prenasajo Zivali (kuga, pegavi tifus, mala-
rija), crevesne bolezni (tifus, paratifus, kole-
ra, griZa, nalezljive driske, zlatenica, otroska
paraliza) in otroske nalezljive bolezni (davi-
ca, Skrlatinka, o$pice, mumps, oslovski kaselj,
rdecke). V Sloveniji moramo veéino nalezlji-
vih bolezni prijavljati epidemiologki sluzbi.
V Jjudskem jeziku je kuga vsaka (najpo-
gosteje smrtonosna) bolezen, za katero se zdi,
da je neobvladljiva, ki se pojavi nenadoma ter
povzro¢i hitro in mnoZi¢no zbolevanje ter
umiranje. Zgodovina kuge v najsirSem pome-
nu besede je torej zgodovina velikih epide-
mij, ki so v kratkem Casu pobile na tisoce ljudi.
ZdruZuje Stevilne nalezljive bolezni, od
bubonske kuge do ¢rnih koz, pegavega tifu-
sa, o§pic, noric, Skrlatinke in §tevilnih danas-
njih kug, med katerimi je v ospredju aids.

uvobD

Epidemije so se zacele pojavljati, ko so ljud-
je organizirano zaZiveli v vecjih skupnostih,

krajih in mestih. Sprva so jih sprejemali kot
naravni pojav, kasneje pa so jih pripisovali
nadnaravnim silam, predvsem zato ker niso
vedeli, kako je do bolezni prislo ter kako bi
jo preprecili in zdravili. Prav zaradi tega so
se proti boleznim borili ve¢inoma na iracio-
nalne nacine (glede na razli¢na filozofska, ver-
ska in druga prepric¢anja). Med pomembnimi
ukrepi preprecevanja epidemij bolezni je
bilo npr. navodilo, zapisano v Bibliji, da je bilo
treba osamiti gobavce in obvezno kopati bol-
nike z gonorejo. Tako drasti¢ne ukrepe, kot
je recimo osamitev obolelih, bi z obi¢ajnim
svetovanjem in prigovarjanjem le tezko dose-
gli. Stari Kitajci so bili dobri opazovalci, saj
so videli, da s prenosom kuZnine koz na neo-
bolele povzrocijo njihovo blago obolenje, ob
epidemijah pa tako zasciteni ne zbolevajo vec.
Tako so prvi uvedli primitiven, vendar ucin-
kovit nacin »cepljenja« — variolizacijo proti
kozam. Tudi stari Grki so verjeli v iracional-
ne vzroke epidemij, npr. Apolon, bog glasbe
in medicine, je po zapisih s kuzno puséico
zanesel epidemijo v sovraznikov tabor pred
Trojo.

Ob epidemijah je med ljudmi zavladala
neobvladljiva panika, zato so beZali po zna-
nem reku »Mox, cito, longe!« — »BezZi takoj,
hitro, dalec!« S tem so epidemije Se bolj $iri-
li. Stari Rimljani so bili u¢inkoviti s poostre-
no higieno, skrbjo za odvoz in seZiganje mrli-
¢ev ter urejanjem pokopalis¢ izven naselij.
Tudi sicer so vpeljali Stevilne higienske in jav-
nozdravstvene ukrepe, spisali sanitarno zako-
nodajo in jo tudi nadzirali.

Stevilnih epidemij starih in anti¢nih naro-
dov ni lahko identificirati. S paleopatoloskimi
raziskovalnimi metodami pa dandanes priha-
jamo do novih ugotovitev. Med najbolje popi-
sanimi kugami anti¢nega sveta je t.1i. atenska
ali Tukididesova kuga (430-425 pr.n.3.), ki
je razsajala med peloponesko vojno. Kmalu
so ugotovili, da lahko bolnike negujejo le tisti,
ki so to bolezen tudi sami preboleli in so v jav-
nost zahajali obleCeni v kuZne maske s ptic-
jimi nosovi, v katerih so imeli aromati¢na
zeli$¢a, pogosto pelin, kar jih je §¢itilo pred
kuznim smradom. Ze stari Egipcani so poz-
nali zvezo med vojnami in epidemijami. Za
nekatere kulture pa celo velja, da so jih ugo-
nobile prav kuzne bolezni, pri Rimljanih naj
bi bila udelezZena malarija.
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Medicinske vede dolgo niso poznale vzrokov
mnoZi¢nega obolevanja. Anti¢ne razlage
o miazmah ali nezdravih zemeljskih izpari-
nah so bile teoreti¢na razlaga za kuzne bolezni
vse do odkritja povzrociteljev bolezni v 19. sto-
letju. Razmigljali so tudi o vrocem, lepljivem
puscavskem zraku, vetrovih in podobnem, ki
naj bi prinesli nekaj neznanega, kar so vsi vdi-
havali. Nemalokrat so pomislili tudi na kuz-
nost vode, sezigali pa so tudi stvari, za katere
so sumili, da bi jih lahko okuzile. Mislili so na
vse tisto, kar so vsi uzivali in ¢emur se niso
mogli izogniti. Hipokrat je o nalezljivih bolez-
nih napisal knjigo z naslovom »O epidemi-
jah« (1). Kuzne bolezni niso izbirale Zrtev ne
po spolu ne po starosti in ne po stanu. Poja-
vile so se kot strela z jasnega in trescile v ko-
gar koli. Zdravniki so zgodaj spoznali, da gre
za prenos bolezni s predmeta na ¢loveka in
s Cloveka na ¢loveka. O tej kontaktni teoriji
si niso upali govoriti na glas, saj bi bili s tem
tudi sami prenasalci bolezni in bi lahko bili
hitro izobéeni (2). Ljudje so iskali tudi krivce
za mnoZi¢ne bolezni. NajlaZe je bilo s prstom
pokazati na tuje in nepriljubljene etni¢ne
skupnosti, kot so Romi, priseljenci in drugi,
ki so jih ponekod tudi izgnali, kamnali ipd.
V srednjem veku so bili za krivce veckrat obto-
Zeni Zidje, ker so bili kot posojevalci denar-
ja obi¢ajno nepriljubljeni. Prav tako so kuzne
bolezni vedno poimenovali po »tujih povzro-
Citeljih« Italijani so sifilis imenovali franco-
ska bolezen, Francozi italijanska, Spanci pa
so ji rekli neapeljska bolezen. V iskanju zuna-
njih krivcev se je od nekdaj kazala nemoc
oblasti in posameznikov pri reSevanju kuznih
bolezni. V srednjem veku so razmisljali, da se
pred njimi lahko za$citijo z »antidoti, t.i. te-
riaki, ki so lahko vsebovali tudi 150 razli¢nih
substanc najbolj bizarnega izvora: od misjih
iztrebkov do zmletih netopirjev, delov kroko-
dilov ter ves imaginarij t.i. »Dreck Apothekex,
kar je vodilo do misti¢nih obredov pri javnem
kuhanju teh pripravkov (3). Te so po malem
uzivali kot antidote, da bi se zascitili pred
okuzbo.

V mestih so ob epidemijah mnoZi¢na umi-
ranja porusila normalno Zivljenje. Zaprtje
mestnih vrat ter prepoved vstopa in izstopa
naj bi preprecila nadaljnje Sirjenje bolezni.
Tudi mnoZi¢ni shodi so bili Ze v anti¢nih casih

oznaceni za neprimerne in so jih kasneje od-
svetovali ali celo prepovedovali. Ker je bilo
izredno stanje nemalokrat dolgotrajno, je pris-
lo do zloma ekonomije, trgovine, primanjko-
valo je hrane, vode itd. Vse manj je bilo tudi
zdravih, ki bi lahko negovali bolnike in poko-
pavali mrlice. Z nepokopanih Zrtev se je
okuzba obicajno Sirila naprej. V najhujsih pri-
merih so kuZne bolezni pripeljale do konca
vojne, pokopale mesta, drzave itd. V Zelji po
preZivetju so se ob epidemijah ljudje razli¢no
obnagali: eni so se zapirali pred svetom, dru-
gi so v smrtnem strahu prestopili vse meje
civiliziranega obnasanja, kradli, se masc¢eva-
1i, ubijali, poZigali, posiljevali in velikokrat tudi
sami koncali s ssmomori. Panike ni bilo lah-
ko prepreciti. V srednjem veku, ko je vlada-
lo prepricanje, da so bolezni kazen za gresno
Zivljenje, so se ob epidemijah ljudje zatekali
v cerkev, k molitvam, procesijam in drugim
verskim obredom. Tam se je zaradi druZenja
bolezen $e bolj $irila. Pojavljali so se tudi bicar-
ji, ki so verjeli, da se z bicanjem lahko spoko-
rijo za grehe in premagajo bolezen.

Kulminacijo med kuZnimi boleznimi
predstavlja t.i. ¢rna smrt, kuga iz sredine
14. stoletja, katere izvora Se danes ne moremo
pojasniti in se ne ve, ali je to res bila bubon-
ska kuga, ki jo prenasajo okuZene podganje
bolhe, morebiti vrani¢ni prisad (antraks) ali
celo hemoragi¢na mrzlica, ki jo povzroca
smrtonosni virus Ebola (4). Zmanj$anje teda-
nje evropske populacije za tretjino ali vec je
pripeljalo do zloma ekonomije in druZbenega
reda. Predvsem pa je nastopilo veliko pomanj-
kanje delovne sile, kar so takratne oblasti rese-
vale z novo populacijsko politiko. Preganjanje
vsakr$nih metod prepreCevanja zanositve in
poroda oz. vseh zvez, ki niso vodile do potom-
stva, je postalo osrednja vsebina t.1i. Carovnis-
kih procesov. V zacetku novega veka so z njimi
izkoreninili prakti¢no vse zdravstveno osebje,
babice, zeli$Carice, »modre Zene«, ki so nosile
empiri¢no znanje ¢lovestva o naravni kontra-
cepciji in naravnih splavih (5). Od urejene
srednjeveske druZine, ki je v povpredju Ste-
la okoli 3-4 otroke, so v novem veku nastale
druZine z ducatom otrok, v katerih je po poja-
vu industrijske revolucije vladala lakota in
velik padec Zivljenjske ravni. Posledi¢no so se
razplamtele socialne bolezni, predvsem tuber-
kuloza.
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Slika 1. Stavba nekdanje karantene v Dubrovniku, kier so od leta 1377 naprej 40 dni zadiZeval vse, ki so prihajali
v luko, da ne bi prinesli kuZne bolezni (vir: Institut za zgodovino medicine Medicinske fakultete v Liublian).

Ce se vrnemo k protikuznim spoznanjem
poznega srednjega veka, zapiSimo, da se je
takrat izkristalizirala misel, da »¢udne«kuZne
bolezni prihajajo od dale¢ z mornarji, trgovci,
vojaki, popotniki in drugimi, kar je leta 1377
pripeljalo do ustanovitve prve karantene na
svetu, in to v Dubrovniku (slika 1). Karante-
ne so se kmalu za tem razsirile po italijanskih,
francoskih in drugih evropskih obmorskih
mestih, kjer so v posebej zgrajenih objektih
40 dni zadrzZevali vse, ki so pripotovali. Menili
so, da je to Cas, v katerem se lahko razvijejo vse
potencialno nevarne nalezljive bolezni (6).

Razvoj epidemiologije se je zacel z rene-
san¢nim reformatorjem te stroke, Italijanom
Girolamom Fracastorom (1478-1553). Ta je
v svojem vodilnem delu »De contagione et con-
tagiosis morbi« leta 1546 zapisal, da nalezlji-
ve bolezni povzrocajo oem nevidne kuzne
Klice (lat. seminaria contagiosa), ki se razmno-
zujejo. Uvedel je pojem inkubacije in imuno-
sti ter s tem postavil temelje epidemiologije.
V primeru kuge je svetoval telesno cistoco,
CistoCo stanovanja in hrane, pokop mrlicev,
razkuZevanje predmetov in kuZnih stano-
vanj, ni pa Se vedel, da kugo prenasajo pod-
ganje bolhe. Potegnil je mejo med bubonsko
kugo in pegavim tifusom (7).

Dve stoletji kasneje je predhodnik sodobne
mikrobiologije, zdravnik slovenskega rodu iz

Solkana dr. Marko Anton Plenci¢ (1705-1786)
v svojem izvirnem delu O bolezenskem kon-
tagiju, katerega prvi del je bil preveden v slo-
venski jezik, zagovarjal specifi¢nost povzro-
¢iteljev bolezni: vsaka bolezen ima svojega
specificnega povzrocitelja (8, 9). Ker je s svo-
jimi spoznanji prehiteval ¢as, je bil sprva pre-
zrt (slika 2) (10).

KuzZne bolezni so bile tudi najhujsa oroz-
ja osvajalnih vojn. Cortezova osvojitev Mehike
in Peruja v 16. stoletju ni potrebovala oroZja:
veliko prebivalstva je pomrlo, ker so jih okuzili
s ¢rnimi kozami in o$picami, ki jih na zahod-
ni celini niso poznali in pred njimi niso raz-
vili imunosti (11). Podobna katastrofa je
doletela severnoameriske staroselce. Najver-
jetneje je z zahodne celine v stari svet prisel
sifilis, ki se je v 16. stoletju razvil v kugo teda-
nje dobe. Povzrocil je mnoZi¢no zapiranje jav-
nih kopali$¢, mest razvrata in zakonski zve-
stobi vrnil druzbeno ustaljeno mesto (12).
Rusenje druzbenih norm se je v medicini vec-
krat pokazalo za vzrok novim boleznim. Po
pojavu sifilisa so zaceli uvajati jedilni pribor
in kroZnike za posameznike, spreminjati nava-
de v zvezi z osebno higieno, opuscati poljub-
ljanje ob sre¢anju, uporabljati parfume za pri-
krivanje smradu obolelih, lasulje za skrivanje
sifilitine plesavosti in si briti brade, ki jih je
bolezen mocéno razreddila (13, 14).
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Slika 2. Naslovnica slovenskega prevoda dela Marka Anfona Plencr
(0 0 bolezenskem kontagiju (lat. De contagii morborum) (vir: InSfitut
za zgodovino medicine Medicinske fakultete v Liubljani).

Posebna endemicna oblika sifilisa se je
pod imenom 8krljevska bolezen pojavila med
prebivalci reskega zaledja, Notranjske in bliz-
nje okolice. V zacetku 19. stoletja je postala
nova kuzZna groznja, ki so jo avstrijske zdrav-
stvene oblasti zatrle s prisilnimi pregledi (vi-
zitacijami) in hospitalizacijami vseh obolelih
do ozdravitve (15). S tako odlo¢nim pristo-
pom je bil endemski sifilis, ki se je $iril na ne-
spolni nacin, med Slovenci in Hrvati iztrebljen
Ze do leta 1850, na Balkanu pa se je obdrzal
$e polnih 1001et, ko ga je v petdesetih letih
20. stoletja s penicilinom iztrebila Svetovna
zdravstvena organizacija (16).

Med epidemi¢ne kuzne bolezni sodi e
kolera, ki se je v obliki velikih pandemij $iri-
la po Evropi v 19. stoletju. Z razvojem trgo-
vine in intenzivnimi stiki med odmaknjenim
vzhodnim in zahodnim svetom so jo trgovci
z bengalskega obmodja raznesli po vsem sve-
tu. Prislovi¢éno umazani Evropejec tedanje
dobe je imel malo moznosti, da bi se izognil tej
bolezni umazanih rok. Prenagala se je kontakt-
no in z okuZeno vodo ter povzrocala hitro
smrt zaradi dehidracije. Stara celina je raz-
vila sistem zacite z ureditvijo vodnjakov, loci-

tvijo odpadnih vod od pitne in drugimi ukrepi.
Po pandemijah v letih 1816-1826, 1829-1851,
1852-1860, 1863-1875 in 1881-1896 se kole-
ra v Evropi ni ve¢ epidemic¢no pojavljala (17).

MIKROBIOLOSKA DOBA:
OD VARIOLIZACIJE
DO VAKCINACIJE

Prvo uspesno zad¢ito pred kuZnimi bolezni-
mi je prinesla Jennerjeva variolizacija (1798)
z vakcino kravjih koz. Angleski zdravnik Edward
Jenner (1749-1823) je z eksperimentalnim
delom potrdil trditev, ki jo je na angleski dvor
preko pisem prenesla Zena angleskega vele-
poslanika v Turdiji, Mary Wortly Montagu
(1689-1762). Turki so kravje koze prenasali na
Jjudi in jih tako zascitili pred virusom Vario-
la vera. To pradavno kitajsko izku$njo, ki so
jo uporabljali Turki, ni pa prodrla do stare
celine, je Jenner leta 1798 objavil v delu
»O delovanju in ucinkih cepiva proti kozamc
(angl. »An Inquiry into the Causes and Effects
of the Variole Vaccine«) (18). Ker so bile koze
ena najhujsih nadlog takratnega evropskega
¢loveka, se je Jennerjev zapis razsiril kot
blisk. K nam ga je prenesel dr. Vincenc Kern
(1760-1829), ki je Se istega leta o tem spisal
knjiZico v nemskem jeziku in jo je naslednje
leto Valentin Vodnik prevedel v slovenski jezik
ter naslovil »Nauk od kose stavljenja« (slika 3)
(19, 20). V delu so po zgodovinskem uvodu
v sedmih tockah razloZeni razlogi za varioli-
zacijo. Metoda je bila na Kranjskem uradno
uvedena leta 1803 in se je kmalu razsirila po
Dolenjski, Notranjski, Gorenjski in drugje.
Na tem mestu ne bi bilo odve¢ omeniti, da
so koze leta 1801 na Postojnskem pokopale
3.000 Jjudi, da je v istem letu v ljubljanski sko-
fiji podleglo 1.200 otrok in da so na racun teh
dramaticnih Stevilk v ¢asu Ilirskih provinc
izdali predpise za zatiranje koz. Ze leta 1812
je bilo na Kranjskem cepljenih 7.200 otrok,
leta 1814 pa so Ze pri sprejemih v drZzavno
sluzbo zahtevali potrdilo o cepljenju (slika 4).
Leta 1822 je bilo predpisano splo$no in obvez-
no cepljenje, dve leti zatem pa so Ze predpisali
kazen za prikrivanje bolnika s ¢rnimi kozami.
Tukaj se zaCne revolucionarno poslanstvo
zamisli o vnosu blage kuZnine v zdrav orga-
nizem, ¢emur sodobno recemo cepljenje, in
vodi do pridobljene imunosti (21). Ker so kuz-
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Slika 3. Oljni portret Vincenca Kema (1760—1829), zacemika cep-
lienja proti kozam pri Slovencih (lost Ginekoloske Klinike v Ljub-
liani) (vir: Institut za zgodovino medicine Medicinske fakultete
v Ljubljani).

ne bolezni ve¢inoma prihajale z vzhoda ali
juga, je avstrijska drZava predvsem proti
kozam na jugu postavila posebno protikuzno
bariero t. 1. kuzni kordon (slika 5) (22).
Razvoj mikrobiologije 19. stoletja je sprva
bakterijskim, kasneje pa tudi virusnim bolez-
nim stopil na prste. Proti bolezenskim mikroor-
ganizmom so vse uspesneje razvijali cepiva,
ki pa nikakor niso za vse bolezni enako uspe-
$na (23). Za kolero in $krlatinko npr. ni uéin-
kovitega cepiva, proti trebusnemu tifusu se
uporablja le v izjemnih primerih, pa tudi cepi-
vo proti kugi ni namenjeno mnoZi¢ni upora-
bi (cepi se le laboratorijske in terenske delavce
ter turiste, ki potujejo v endemi¢na obmoc-
ja). Da so nekatere nalezljive bolezni postale
manj nevarne, so v dolo¢enih obdobjih prispe-
vali nekateri ukrepi in dejavniki, ne le cep-
lienja. Clovestvo pa je v splo§nem s cepljenjem
proti nalezljivim boleznim razvilo odpor-
nost — imunost. Pri Slovencih so bila uvede-
na cepljenja proti kozam leta 1803 (ukinjeno
leta 1978), davici leta 1937, tuberkulozi leta
1945 (ukinjeno leta 2005), tetanusu leta 1951,
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Slika 4. Cepilno potrdilo iz sredine 19. stoletja (vir: Intitut za
zgodovino medicine Medicinske fakultete v Ljubliani).

otroski paralizi leta 1957, oslovskemu kaslju
leta 1959, o$picam leta 1968, mumpsu leta 1979,
rdeckam za deklice leta 1972 (prej pri dekli-
cah zaradi skodljivega ucinka rdeck na plod),
za decke leta 1990 (24). Pogostnost nekaterih
obolenj je narekovala $e nova cepljenja: cep-
ljenje otrok proti bakteriji Haemophilus inf-
luenzae tipa B leta 2000 in odraslih proti viru-
su hepatitisa B leta 1998, pa tudi proti gripi
in klopnemu meningoencefalitisu. V zadnjih
letih se uvaja prostovoljno cepljenje proti pnev-
mokoknim in rotavirusnim okuZbam, noricam
in od leta 2009 proti okuzbam s ¢loveskim papi-
lomavirusom za deklice v starosti 11 oz. 12let.

Se pol stoletja je trajalo, da so znanstve-
niki odkrili antibiotike (penicilin leta 1928)
kot uspesna zdravila proti vecini bakterijskih
okuzb (25). Razvoj medicine in javnega zdrav-
stva 20. stoletja s socialno medicino in higieno,
s sanitacijo bivalnega okolja, prosvetljevanjem
prebivalstva, preventivnim zdravstvenim
delom, rednim nadzorom nad Sirjenjem nalez-
ljivih bolezni idr. pa so preprecili nadaljeva-
nje epidemic¢nega Sirjenja nalezljivih bolezni,
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ki so postale obvladljive. To velja za ves raz-
viti svet, vkljucno s Slovenijo in nekdanjo Jugo-
slavijo (26).

S cepljenjem posameznih s kozami oku-
Zenih skupin prebivalstva v nerazvitem sve-
tu so vletu 1977 uspeli celo iztrebiti ¢rne koze,
ker te nimajo rezervoarja povzrociteljev med
Zivalskimi vrstami. To je eden najvecjih dosez-
kov sodobne medicine. Pri virusnih povzro-
Citeljih drugih bolezni stvar ni bila vedno tako
preprosta, predvsem ne pri virusu influen-
ce A. Viruse so z razvojem biologije in tehni-
ke odkrili v tridesetih letih 20. stoletja in pro-
ti njim pripravili veliko uspe$nih cepiv (27).
Virusi s svojo izjemno spremenljivo naravo
in hitrimi mutacijami predstavljajo nepred-
vidljiv bolezenski agens (28). Gripa je podob-
no kot kolera potrebovala ustrezne pogoje za
Sirjenje po svetu. Stevilne trgovske poti, pred-
vsem pa turizem in hitri transport, so to le na
videz banalno bolezen naredili cloveku nevar-
no. Sodobna pandemija leta 2009 z novim viru-
som influence A tipa HIN1, podtipa virusa
prasicje gripe, je le ena od tovrstnih pandemij.
Pandemije influence so bolj znane in preu-
Cevane predvsem v zadnjih 110 letih ter so
vedno prihajale z Vzhoda. Proti koncu 19. sto-
letja se je razvila vedja epidemija t.i. ruske gri-
pe. Ob koncu prve svetovne vojne med leto-
ma 1918 in 1919 se je pojavila zelo smrtonosna
oblika gripe, povzroCena s pti¢jim virusom
influence A tipa HINT, ki se je razsiril po vseh

BOs EF AT HA

frontah sveta in povzro¢il najbolj katastro-
falno pandemijo vseh ¢asov t.i. $pansko gri-
po (29). Po oceni Svetovne zdravstvene orga-
nizacije je ta gripa pokopala okoli 50 milijonov
ljudi, med njimi predvsem vojake in mlajse
civiliste. Mlajsi so zaradi zdravega imunske-
ga sistema reagirali prekomerno in najpogo-
steje umirali zaradi krvave pljucnice. Za
$pansko gripo je zbolelo okoli 40 % svetovne-
ga prebivalstva, smrtnih Zrtev pa je bilo vec¢
kot padlih med prvo svetovno vojno (30). Pan-
demija gripe se lahko pojavi 3—4-krat v sto-
letju, ker se v tem ¢asu nabere dovolj prebival-
cev, ki so za bolezen obcutljivi. V 20. stoletju
so Spanski gripi sledile $e pandemije influ-
ence A leta 1957 kot azijska gripa, ki je ter-
jala okoli 2 milijona Zrtev, desetletje za tem,
leta 1968, hongkonska gripa, ki so jo uspeli
hitro ustaviti in je terjala okoli 750.000 Zrtev.
Tri desetletja za njo, ob koncu 20. stoletja, se
je na Kitajskem pojavila pti¢ja gripa, ki pa je
zaradi izjemno hitrih preventivnih akcij ter-
jala le nekaj Zivljenj. Pandemija nove gripe iz
leta 2009, ki se (tudi) zaradi izjemno razsir-
jenih letalskih zvez po svetu $iri hitreje kot
katera koli gripa doslej, ima pred seboj mno-
Zico za bolezen dovzetnih ljudi. Dosedanje
izku$nje kaZejo, da virus ni bil tako patogen,
kot so bili nekateri pred njim, upostevanje
navodil za preprecevanje bolezni, za$¢itno
cepljenje in njeno zdravljenje pa so v dobro
posameznikov in vsega clovestva (31).
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V zapisu smo se dotaknili skoraj vseh huj-
$ih epidemicnih in pandemic¢nih bolezni v zgo-
dovini ¢lovestva in prav je, da omenimo Se
aids. Nova bolezen, ki so jo z retrospektivni-
mi analizami bioloskih vzorcev umrlih za nez-
nanimi vzroki dokazali Ze leta 1958 pri nekem
angleskem homoseksualnem mornarju, je
Sele leta 1981 dobila svoje ime, povzroditelja
in pojasnjeni nacin $irjenja. Povzrocata jo dva
podobna cloveska virusa imunske pomanjklji-
vosti (angl. human immunodeficiency virus,
HIV), eden med njimi se je v Afriki prenesel
na Cloveka iz Zivalskega sveta, najverjetneje
z opic zelenih mack (32). Povzrocitelj aidsa,
ki se je iz Afrike razsiril na Haiti, nato pa oko-
li leta 1969 v ZDA in preostanek sveta, ima
danes v Afriki tudi do 25 % okuZenost. Po med-
narodnih zdravstvenih projekcijah bi aids
do leta 2025 lahko pokoncal 31 milijonov lju-
di v Indiji, 18 milijonov na Kitajskem in kar
75-80 milijonov v Afriki (33).

Zivalski rezervoar okuzb za cloveka je bil
in ostaja nevaren, pa naj gre za okuZene pod-
ganje bolhe, ki prenasajo povzroditelje kuge,
z rikecijami, povzrociteljicami pegavega tifu-
sa, okuZene usi, razli¢ne glodavce, prenasal-
ce mrzlic, za antraks, ki ga prenasajo domace
rastlinojede Zivali, ali brucelozo, ki jo prenasa-
jo Stevilne domace in divje Zivali. Tudi ptice,
prasici in opice lahko prenasajo razli¢ne pato-
gene mikroorganizme, bakterije in predvsem
viruse. Proti zoonozam, boleznim, ki se pre-
nasajo z Zivali na ¢loveka, se zdravstvo od nek-
daj zavestno bori. Nevarnostim, da se Zivalski
agens prenese na ¢loveka in postane zanj ne
le nevaren, ampak celo smrtonosen, se o¢itno
pri mnozici znanih nacinov genskega spremi-
njanja, ni lahko izogniti. Pozornost zdravstve-
ne sluzbe mora biti zato usmerjena v budno
spremljanje pojavov in njihovo nadziranje, da
duh ne uide iz steklenice. Zdi se, da je dan-
danes preventiva dovolj dobra, da kuzni agens
ne more uniciti lovestva. Lahko pa je unicu-
jo€ za nerazviti svet in socialno $ibkejse. Raz-
vito zdravstvo lahko obvladuje bolezni, tezava
pa ostaja tam, kjer teh sluzb ni in so zato
posledice toliko hujse. Ceprav neki agens
napada brez »predsodkov« vse ljudi, se privi-
legirana druZba temu navadno ucinkovito
izogne, razvije zasCitna sredstva, cepiva, ki pa
spet ne pridejo do vseh — najbolj prizadeti
ostajajo najrevnejsi sloji prebivalstva.

Epidemije nalezljivih bolezni so v sodob-
nem Casu nadomestile epidemije kroni¢nih
nenalezljivih bolezni, kot so bolezni srca in
oZilja, rak, poskodbe, dusevne bolezni in samo-
mori, bolezni odvisnosti, debelost pa tudi
zmanjs$ana rodnost. Sodobni vzroki nalezlji-
vih bolezni, ki povzrocajo klasi¢ne epidemi-
je in pandemije, ti¢ijo v mobilnosti svetovnih
mnozic, razmahu turizma in trgovine, ruse-
nju druzbenih norm, krizi druzinskega Zivlje-
nja, spolni svobodi in §e v ¢em. Zdravstvo pri
vsem tem ostaja nemocno brez osveséenih in
sodelujoc¢ih mnoZic obolelih in potencialnih
bolnikov. Gmotni problemi v druzbi in zdravs-
tvu predvsem nerazvitega sveta pa lahko
ponovno vodijo do Siritve epidemij nalezlji-
vih bolezni, ki se danes zdijo obvladljive.

ZAKLJUCEK

Preventivni ukrepi, ki sta jih druzba in zdravs-
tvo sprejemala skozi ¢as proti epidemi¢nemu
Sirjenju nalezljivih bolezni, odraZajo dobo svo-
jega nastanka. Pogojevalo jih je takratno zna-
nje in razumevanje kug. Ukrepi kazejo tudi
na racionalne in iracionalne pristope, kot sta
jih narekovala prostor in ¢as. Prepoved druze-
nja, zapiranje mestnih vrat, poostrena higiena,
pokopavanje trupel zunaj naseljj in seZiga-
nje kuznih predmetov so le nekateri klasi¢ni
ukrepi. Sele uvedba karantene v 14. stoletju,
predvsem pa odkritje povzrociteljev nalezlji-
vih bolezni in priprava uspesnih cepiv proti
njim v 19. in 20. stoletju, so epidemijam pri-
strigli krila. Higienski, socialnomedicinski in
javnozdravstveni ukrepi so skupaj z izobraZe-
vanjem in osve$Canjem prebivalstva klasicne
epidemicne bolezni potisnili v arzenal zgodo-
vinskega spomina. Pri tem ne pozabimo, da
brez ekonomske podpore zapisani ukrepi ne
bi bili izvedljivi, saj jih nerazviti svet ne poz-
na. Ker pa ima vsaka doba svojo kugo, epide-
micne bolezni niso stvar preteklosti. Novi ¢asi
prinasajo nove bolezni, nove izzive za med-
narodne zdravstvene organizacije in druzbo
kot celoto. Primer pandemije nove gripe iz
leta 2009, ki pa na sreco ni §la v katastrofal-
ne razseznosti kot pred 901leti $panska gripa,
kaze, kako epidemicne bolezni tudi danes
ogroZajo mednarodno skupnost. Zaradi izjem-
ne mobilnosti ¢lovestva terjajo epidemicne
bolezni toliko vecjo pozornost.
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Sasa Stupar!

Starejsi gospod z motnjami mikcije

V ambulanto pride 67-letni gospod. Zadnjih pet mesecev opaza, da mora urinirati cedalje pogo-
steje, podnevi na priblizno vsako uro. Enkrat do dvakrat na noc se zbudi zaradi siljenja na vodo.
Pacient opisuje, da obcuti napenjangje in potrebo po nujnem odvajanju, nato pa tezko zacne urinirati.
Tok urina je pocasen, Sibek in intermitenten. Pogosto ima obcutek, da se mehur ni popolnoma
izpraznil. Zanika bolecino in pekoc obcutek, ne poroca o prisotnosti krvi v urinu, tudi sprememb
v barvi in vonju urina ne zaznava. Ni sladkorni bolnik in ne opaza povecane Zeje. V casu od pojava
simptomov ni imel poviSane temperature, diareje, slabosti in ni bruhal. Med digitalnim rektalnim
pregledom tipljemo povecano prostato, ki pa je gladka, ¢vrsta, elasticna in brez tipnih vozlicev ali
zatrdlin. Drugih posebnosti v statusu ne najdemo.

Vprasanja

1. Na katero bolezen bi pomislili ob opisanih tezavah?
2. Na katere diferencialne diagnoze bi pomislili?
3. Kaksne nadaljnje preiskave bi naredili?

4. Pri pacientu potrdite vaso delovno diagnozo. Kak$ne so moznosti zdravljenja?

Pravilni odgovori so na naslednji strani.

! Saga Stupar, $tud. med., Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana;
sasha.stupar@gmail.com
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Odgovori

. Na benigno hiperplazijo prostate.

. Na rak prostate, rak mehurja, po§kodbo mehurja, kroni¢no medeni¢no bolecino, vnetje

mehurja, vnetje prostate in zoZitve secnice zaradi drugih vzrokov.

. Analizo urina (da izklju¢imo okuzbe secil in hematurijo), merjenje serumskega kreatinina

(ocena ledvicne funkcije), merjenje serumskega prostatiCnega antigena (zaradi suma na
karcinom prostate), rektalni ultrazvok (ocena velikosti), biopsijo prostate (za histopatoloske
preiskave pri sumu na karcinom), meritve pretoka urina, uretroskopijo (ocena prehodnosti
secnice, pomembno za izbiro zdravljenja).

.V primeru blagih simptomov ne uvedemo posebne terapije, pacienta spremljamo. Pacientu

lahko predpiSemo zaviralce receptorjev alfa ali zaviralce 5-alfa reduktaze. Pri hujsih primerih
je zdravljenje lahko kirursko, z uporabo klasi¢nih metod (transuretralna resekcija prostate,
transuretralna incizija prostate, prostatektomija) ali z minimalno invazivnimi posegi (laserska
terapija, transuretralna igelna ablacija prostate, intrauretralni stenti, transuretralna razsiritev
prostate z balonom).
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Sara Mugerli'

Dismenoreja in dispareunija
pri mladi Zenski

V ginekolosko ambulanto pride 28-letna bolnica, ki pravi, do so menstruacije v zadnjem casu postale
bistveno bolj bolece. Bolecina jo véasih popolnoma onesposobi, nesteroidni antirevmatiki je ne ublaZijo.
Med spolnim odnosom jo veckrat boli v mali medenici. Omeni, da jo pogosto boli kriZ, ob usmerjenem
izprasevanju pove tudi, da je odvajanje blata obicajno bolece. V statusu razen difuzne obcutljivosti
pri bimanualnem pregledu ni nobenih posebnosti.

Vprasanja

Pravilni odgovori so na naslednji strani.

1. Kaj bi bila vasa delovna diagnoza?

2. Kaj e pride diferencialno diagnosti¢no v postev?
3.
4
5

Ali pricakujete kaksne posebne spremembe v laboratorijskih izvidih?

. S katero preiskovalno metodo bi delovno diagnozo zanesljivo potrdili?

. Kaksne so moznosti zdravljenja pri tej bolnici?

1 Sara Mugerli, §tud. med., Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana;
sara.mugerli@gmail.com
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Odgovori

. Endometrioza.

. Adenomioza, medenic¢na vnetna bolezen (angl. pelvic inflammatory disease), leiomiomi,

funkcionalne ciste ali novotvorbe jajénikov, tudi kroni¢no vnetje slepica in divertikulitis.

. Lahko bi bil povisan serumski oznacevalec CA-125.

Opomba: Omenjeni oznacevalec ni zelo obcutljiv in specifi¢en. Pri bolnicah z blago ali
zmerno obliko endometrioze je velikokrat v mejah normale, prav tako pa je lahko povisan
pri Stevilnih drugih bolezenskih stanjih. Primernejsi je za spremljanje uspeha zdravljenja
kot v diagnosti¢ne namene.

. Zlati standard za dokaz endometrioze je diagnosti¢na laparoskopija.

5. Zdravljenje je lahko konzervativno, bodisi s kombiniranimi oralnimi kontraceptivi, analogi

progesterona, antagonisti gonadotropin spros¢ujoc¢ega hormona (angl. gonadotropin releasing
hormone, GnRH) ali danazolom, sinteti¢nim androgenom. Endometrioti¢ne lezije pa se lahko
odstrani tudi kirursko, obicajno laparoskopsko med posegom, ki je bil opravljen v diagnosti¢ne
namene (glej vpr. st. 4).
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Miha Orazem’

33. mednarodni simpozij intenzivne
in urgentne medicine

Med 19. in 22. marcem je Bruselj gostil Ze
33. mednarodni simpozij intenzivne in urgent-
ne medicine, bolje poznan pod kratico ISICEM
(angl. International Symposium on Intensive
Care and Emergency Medicine). Gre za enega
najvedjih tovrstnih srecanj, saj se ga vsako leto
udeleZi skoraj 6.000 zdravnikov, medicinskih
sester in predstavnikov drugih strok, poveza-
nih z intenzivno medicino. V §tirih dneh se
zvrsti vec kot 200 predavateljev, predsednik
simpozija pa je profesor Jean Luis Vincent,
dobro poznano ime na podrodju intenzivne
medicine, tudi glavni urednik strokovne revi-
je Critical Care. Program poteka isto¢asno na
devetih lokacijah kongresnega centra Squa-
re v sredi$¢u Bruslja in raznolikost ponudbe
udeleZencu simpozija Ze skoraj oteZuje izbi-
ro najprivlacnejSega naslova predavanja.
Izbrane teme prinasajo pregled novosti in
zadnjih raziskav v intenzivni medicini v ob-
liki 15-minutnih predavanj, okroglih miz,
pro et contra debat ali dalj$ih predstavitev.
Obravnavane so bile tako »klasi¢ne teme,
med drugim mehanska ventilacija, kardiopul-
monalno oZivljanje, vprasanje nadomesc¢anja
tekocin, biomarkerji v intenzivni medicini,
okuzbe z veckratno odpornimi mikroorganiz-
mi, sedacija in analgezija, kot tudi nekateri
osnovni fiziologki koncepti - npr. mehaniz-
mi odpovedi ledvic in molekularni mehaniz-
mi vecorganske odpovedi. Poleg omenjenega
pa so bili posebej izpostavljeni razli¢ni vidiki
organizacije enot za intenzivno terapijo, inten-
zivna medicina v posebnih okolis¢inah, vpliv

na bolnikove svojce in vprasanja, povezana
z omejitvijo zdravljenja.

Vsako leto poteka tudi predstavitev poster-
jev, letos pa so bili prvi¢ predstavljeni na
zaslonih na dotik, ki so dostopni vse $tiri dni
srecanja. Ze prvi vecer so avtorji ob dvajse-
tih zaslonih ostalim udeleZencem zelo na krat-
ko predstavili svojo temo, strokovna Zirija pa
je nato nagradila tri izmed preko 500 izbra-
nih posterjev.

V razstavnem prostoru kongresnega cen-
tra so se predstavljali proizvajalci medicinske
opreme in nekateri med njimi so z organiza-
cijo enournih satelitnih simpozijev na izbra-
no temo popestrili dogajanje v ¢asu kosila ali
ob koncu dneva. Veliko zanimanja je npr. poZe-
la predstavitev razvoja monitorjev, ki grafic-
no prikazujejo bolnikove Zivljenjske funkcije
in kliniku omogocijo $e hitrejo postavitev
diagnoze ter bodo v naslednjih letih verjet-
no postali stalnica v vecini enot za intenziv-
no medicino.

Neposredno pred zacetkom uradnega dela
srecanja so bili udeleZencem ob dodatni regi-
straciji na voljo teCaji mehanske ventilacije,
ehokardiografije in hemodinamskega moni-
toringa, med samim simpozijem pa $e nekaj
druzabno obarvanih srecanj. Vseh zanimivo-
sti in pomembnih novosti preprosto ni mogo-
¢e vkljuditi v kratko porocilo, zato vsem, ki vas
podrodje Se posebej privlaci svetujem obisk
spletne strani http:/m.intensive.org, kjer lah-
ko najdete mnogo informacij o tem odli¢cnem
simpoziju.

1 Miha OraZem, §tud. med., Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana
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Larisa Kragelj'

Otorinolaringoloski dan 2013

V soboto, 9.3.2013, je v veliki predavalnici
Medicinske fakultete potekal peti Otorinola-
ringoloski dan. To srecanje je bilo namenjeno
zdravnikom druZinske medicine, pediatrom
in vsem ostalim, ki se srecujejo z razreSeva-
njem »otorinolaringoloskih dilem v ambulan-
ti na osnovni ravni« (del v narekovajih je tudi
naslov leto$njega srecanja).

Predavanja so sledila vsem subspecialno-
stim, ki jih zajema otorinolaringologija. Tako
smo lahko poslusali zanimiva predavanja s po-
drogja otologije, avdiologije, rinologije, fonia-
trije in laringo-faringologije. Posebno mesto
so zajemale tudi motnje dihanja med spa-
njem, ki so bile predstavljene tako s stalisca
otrok kot odraslih bolnikov.

Prisluhnili smo lahko Se dvema satelitski-
ma simpozijema z naslovoma Akutni rinitis

in rinosinuzitis pri otrocih in Poznavanje raka
glave in vratu.

Predavatelji so po vsakem predavanju oz.
sklopu odgovarjali tudi na vprasanja iz pub-
like, pri cemer smo lahko dobili odgovore na
Cisto konkretne tezave, s katerimi se zdravni-
ki soocajo pri vsakodnevni obravnavi bolnikov.

Menim, da si srecanje zasluZi posebno
pohvalo tudi zaradi tega, ker organizatorji zna-
jo prisluhniti svojim posluSalcem: teme pre-
davanj so namrec izbrane na podlagi mnenj
in Zelja ob¢instva kongresa prejs$njega leta.

Pohvale veljajo tudi prof. Zargiju kot mode-
ratorju srecanja, saj so se predavanja tudi po
njegovi zaslugi odvijala po predvidenem
¢asovnem razporedu, brez daljsih prekoraci-
tev — slednje pa je na slovenskih srecanjih in
kongresih bolj izjema kot pravilo.

1 Larisa Kragelj, dr. med., Urgentni kirurski blok, Kirurska klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana,
Zaloska cesta 7, 1525 Ljubljana; larisa.kragelj@gmail.com
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Matic Gornik’

Predstavitev delavnic Advanced Life
Support, 30.3.-5.4.2013

Projekt urgentna medicina poteka Ze tri-
najsto leto pod okriljem Drustva Studentov
medicine Slovenije. Nastal je zaradi nezadost-
ne pokritosti podro¢ja urgentne medicine
v Studijskem programu, saj so bili Studentje
mnenja, da niso dovolj pripravljeni za nude-
nje nujne medicinske pomoci. Projekt je zato
zacCel izvajati aktivnosti na tem podrocju:
sprva samo delavnice dodatnih postopkov
ozivljanja (angl. advanced life support, ALS),
v zadnjem Casu pa izvajamo tudi delavnice
urgentnega ultrazvoka in Studentske kongre-
se, kjer obravnavamo zanimive teme s podroc-
ja urgentne medicine.

Delavnice ALS so stalna aktivnost projek-
ta. Urnik smo z leti spreminjali, pred dvema
letoma pa smo v sodelovanju s Katedro za ane-

steziologijo in reanimatologijo sestavili urnik
po smernicah Evropskega sveta za reanimaci-
jo (angl. European Resuscitation Council, ERC),
po katerem delavnice potekajo Se danes.

Za delavnice ALS med $tudenti Ze od
samega zacetka vlada veliko zanimanje. V pre-
teklosti je o udelezbi na delavnicah odlocal
samo Cas prijave, Stevilo mest pa je bilo zara-
di laZjega ucenja ves¢in v manjsih skupinah
omejeno na 20 udeleZencev. Zadnja tri leta
pa smo za vstop na delavnice uvedli vstopni
kolokvij. Prvim 40 prijavljenim posljemo gra-
divo, Studentje doma to gradivo prestudira-
jo in nato pisejo kolokvij. Najboljsih 20 ima
pravico do udelezbe na delavnicah. Kolokvij
je bil med udeleZenci dobro sprejet, veli-
ka vecina ga je v zaklju¢ni anketi pohvalila.

Slika 1. Gasilska resevalna sluzba na delu.

1 Matic Gornik, $tud. med., Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana; matic-

gornik@gmail.com
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Slika 2. UdeleZendi fecajo.

Navedli so, da jim je znanje, ki so ga pridobili,
pomagalo, ker so tako laZje in bolj uc¢inkovito
sodelovali pri delavnicah.

Delavnice so potekale $tiri dni. Prvi dan
smo udeleZence peljali na ekskurzijo v Kranj,
kjer nam je dr. Mitja Mohor predstavil orga-
nizacijo sistema nujne medicinske pomodi
(NMP) v Sloveniji ter organizacijo helikopter-
ske nujne medicinske pomoc¢i (HNMP). Sle-
dila so predavanja gasilcev in reSevalcev ter
prakticen prikaz pristopa gasilca do vozila, ki
je bilo udeleZeno v prometni nesreci (slika 1).
Za konec smo se odpeljali na letalis¢e Brnik;
dr. Eva Pogacar nam je predstavila svoje delo
v HNMP, pilot pa policijski helikopter, ki je
namenjen prevozu bolnikov.

Drugi dan delavnic je potekal na Medi-
cinski fakulteti. Uvodno predavanje dr. Marka
Zlicarja o temeljnih postopkih oZivljanja z upo-
rabo avtomatskega defibrilatorja (angl. auto-
mated external defibrillator, AED) so udeleZen-
ci nadgradili s prakti¢nimi delavnicami, pri
katerih so nam pomagali ¢lani projekta Za 7Ziv-
Jjenje. Po kratkem odmoru je sledilo predava-
nje dr. Primoza Gradiska o ABCDE pristopu
in nato uporaba znanja v simulacijah, ki smo
jih izvedli v simulacijskem centru. UdeleZen-
ce smo razdelili v dve skupini, ki sta nato vsa-
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ka na svoji lutki vadili pristop ABCDE do bol-
nika.

Tretji dan delavnic smo zaceli z zelo zani-
mivim predavanjem dr. Riharda Knaflja, ki
nam je predstavil motnje srénega ritma in
advanced cardiovascular life support (ACLS).
Sledile so prakti¢ne delavnice. Razdeljeni
v §tiri skupine smo se menjavali na $tirih raz-
licnih postajah: intravensko in intraosalno pot
sta Studentom predstavila Damjana Hojak in
Joze Simenko, delavnico o defibrilaciji je vodil
dr. Zli¢ar, delavnico o intubaciji dr. Peter Pore-
dos, delavnico o alternativnih dihalnih pripo-
mockih pa dr. Lea Andjelkovic.

Zadnji dan delavnic je bil za mnoge $tu-
dente $e posebej zanimiv. Zaceli smo s pre-
davanjem dr. Gregorja Poglajna o diferencialni
diagnozi prsne bolecine. Po predavanju in krat-
kem odmoru smo udeleZence razdelili v dve
skupini. Prva je odsla v simulacijski center,
kjer so na lutki vadili razli¢ne scenarije, dru-
ga skupina pa je odsla v prostor za simulacij-
sko medicino, kjer so s pomocjo programa
MicroSIM preizkusili znanje, ki so ga prido-
bili v delavnicah.

Po kon¢anem uradnem delu smo $tuden-
te povabili v srednjo predavalnico, kjer smo
jim razdelili ankete. Njihove predloge in Zelje
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nameravamo upostevati pri organizaciji nasled-
njih delavnic. Izkazalo se je, da so bili Student-
je s potekom in organizacijo delavnic izredno
zadovoljni. Prav tako so bili zadovoljni z iz-
biro mentorjev in delom celotne organizacij-
ske ekipe.

Na teh delavnicah sem bil prvic¢ vodja pro-
jekta. Skupaj z mentorji smo bili mnenja, da
je bila to ena boljsih skupin Studentov in je
organizacijski ekipi projekta dala dodatno
motivacijo za nadaljnje delo (slika 2).
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Grega Kragelj'

Kako do dobre ideje z naglavno lucko -
delovni vikend Medicinskih razgledov

Upgrade, always upgrade. S to pozitivno narav-
nano miselnostjo smo se pred leti v Medicin-
skih razgledih ponovno odlo¢ili za organizacijo
delovnega vikenda, kjer smo imeli priloZnost
za poglobljeno tehnicno ali vsebinsko urejanje
¢lankov, kresanje mnenj in izmenjavo izku-
Senj. Za leto$njo temo smo izbrali oblikovanje
in dokon¢no dodelavo navodil za tehni¢no
urejanje ¢lankov, ki so nastajala z zdruZenimi
mo¢mi (in znanji) zdaj$njih in nekdanjih
urednikov. Nova navodila so bila ve¢ kot po-
trebna, kajti od zadnje posodobitve do danes
se je nabralo toliko ugotovitev in zakonitosti,
da si vsega enostavno ni bilo ve¢ mo¢ zapom-
niti. Ali ste vedeli, da obstaja za celo stran
pravil, kako pravilno napisati enacbo v bese-
dilu?

Pogovorili smo se o celotnem poteku ure-
janja ¢lanka, od avtorjeve oddaje prispevka pa
do konc¢nega izdelka. Kako naj izgleda razlaga
kratice? Ali je neobhodno potrebno zamenjati
tujke z domacimi ustreznicami? Ta in podobna
vpra$anja so urednikov kruh vsakdanji. Koliko
izmenjanih elektronskih sporocil, pregledanih
besedil in nenazadnje, trdega dela, je bilo po-

trebnega, da smo tam, kjer smo. Ampak, kot
je pred priblizno letom dni rekel nekdanji
glavni urednik Bogdan Vidmar, v Medicinskih
razgledih to najbrZ po¢nemo iz &iste dobrote.

Gostoljubna vasica Gorenje, ki je nekje na
pol poti med Zrecami in Roglo, je za dva dni
postala na§ dom. Delovni vikend, ampak s pri-
dihom dopusta, nekje pod pohorskimi gozdovi.
Ce nam je ne bi zagodel dez, bi imeli e foto-
grafijo s clani uredni$tva na travnikih, prekritih
z rumenimi regratovimi cvetovi. Pa ni¢, smo
Se toliko resneje poprijeli za delo.

Upam, da z revijo napredujemo. Uredni-
$tvo sestavljamo izklju¢no Studenti medicine
in dentalne medicine, ki svoje delo opravljamo
prostovoljno. Glede na nam znane podatke
smo edina strokovna revija v Evropi, katere
uredni$tvo sestavljajo izklju¢no Studenti.
V<¢asih reviji kaj dodamo, izpilimo, poskusimo
izbolj8ati. Drugic se bolj posvetimo prilogi, kot
so bile lanskoletne laboratorijske vrednosti.
Prav nikoli se pa $e ni zgodilo, da bi nam bilo
dolgtas. Ceprav je za novo idejo véasih po-
trebna naglavna lucka, ker se tista Zarnica za
idejo kar noce in noce prizgati...

1 Grega Kragelj, stud. med., urednistvo Medicinskih razgledov, Medicinska fakulteta, Korytkova ulica 2,

1000 Ljubljana; grega. kragelj@medrazgl.si
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Zvisana koncentracija glukoze povezana z vecjo
pogostnostjo zapletov v obdobju ob operaciji

Annals of Surgery, januar 2013

Zvisana koncentracija glukoze v krvi je pove-
zana z vecjo pogostnostjo zapletov v obdob-
ju ob operaciji pri bolnikih z ali brez sladkorne
bolezni, je zapisano v porocilu, ki ga je skupi-
na raziskovalcev z University of Washington
v Seattlu (ZDA) objavila v januarski Stevil-
ki revije Annals of Surgery (Ann Surg. 2013;
257: 8-14). Skupina je proucila podatke, zbra-
ne v okviru programa za izbolj$anje kakovo-
sti kirurske oskrbe, zbrane v letih 2005-2010
v 47 bolnis$nicah iz ameriSke zvezne drzave
Washington. V statisti¢ni analizi je ovredno-
tila vpliv zvisanja koncentracije glukoze v krvi
na vsaj 10,0 mmol/l in zdravljenja z inzulinom
na umrljivost, pogostnost ponovnega posega
in pogostnost okuzbe pri 11.633 bolnikih (pov-
precna starost 55,4 + 15,3 let, 65,7 % Zensk),
ki so jim opravili nacrtovano operacijo debele-
ga Crevesa ali danke ali bariatri¢no operacijo.

Zvisano koncentracijo glukoze so vsaj ob
eni meritvi, opravljeni en dan pred operaci-

jo, na dan operacije ter en in dva dni po njej,
ugotovili pri 29,1 % bolnikov. Statisti¢ni izra-
¢uni, opravljeni z upostevanjem medsebojne-
ga prepleta Stevilnih dejavnikov, so pokazali,
da je bila zviSana koncentracija glukoze sta-
tistiéno pomenljivo povezana z ve¢jo pogost-
nostjo okuzbe (razmerje obetov 2,0; 95%
razpon zaupanja 1,63-2,44), vecjo pogostnost-
jo ponovnega posega (1,8; 1,41-2,3) in vecjo
umrljivostjo (2,71; 1,72-4,28). Tveganje za
zaplete je bilo povecano tako pri bolnikih z,
kot pri bolnikih brez sladkorne bolezni. Do-
datne analize so pokazale, da je bila pri bolni-
kih, ki so zaradi zviSane koncentracije glukoze
na dan operacije prejemali inzulin, pojavnost
zapletov Stevilsko vecja kot pri bolnikih s kon-
centracijo glukoze v mejah normalnih vred-
nosti, vendar razlika ni imela statisti¢nega
pomena, in razkrile obratno sorazmerje med
ucinkovitostjo uravnavanja presnove gluko-
ze z inzulinom in opazovanimi izidi.

Zdravljenje s statinom poveca pogostnost
boleé¢ine v misicah

Circulation, januar 2013

Splo$no prepricanje je, da zdravljenje s sta-
tini poveca pogostnost bolecine v misicah,
Ceprav kontrolirane klini¢ne raziskave tega
doslej niso potrdile. Cilj randomizirane razi-
skave STOMP (angl. Effect of Statins on Ske-
letal Muscle Function and Performance), ki so
jo opravili v treh srediscih v ZDA, je bil zato
ovrednotiti pogostnost z zdravljenjem s sta-
tini povezanih misi¢nih simptomov ter uci-

nek zdravljenja na misicno mo¢ in telesno
zmogljivost pri preiskovancih, ki so prejema-
li 80 mg atorvastatina. Porocilo o rezultatih
raziskave je bilo objavljeno v januarski §tevil-
ki revije Circulation (Circulation. 2013; 127:
96-103).

Raziskava je v §tirih letih zajela 420 zdra-
vih preiskovancev iz treh starostnih skupin
(20-391et, 40-54 let, 55 let in ved), ki poprej
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nikoli niso prejemali statinov. Po naklju¢nost-
nem izboru so jih razporedili v skupini, ki sta
$est mesecev (oziroma do pojava bolecine
v miSicah) dvojno zaslepljeno prejemali bodisi
80 mg atorvastatina, bodisi placebo, ter s pre-
gledi dvakrat mesecno sledili pojav mi§i¢nih
simptomov. Meritve mi$i¢ne modi in telesne
zmogljivosti ter laboratorijske preiskave so
opravili pred zacetkom in po zakljucku zdrav-
Jjenja.

V Sestih mesecih zdravljenja ni prislo do
zvi§anja ravni misi¢ne kreatinske kinaze za
desetkratnik zgornje meje normalnih vred-
nosti pri nobenem preiskovancu, ki je preje-
mal atorvastatin, povpre¢na raven kreatinske
kinaze pa je bila pri preiskovancih, ki so preje-
mali to zdravilo, za povpreéno 20,8 +141,1 vec-
ja kot pri preiskovancih, ki so prejemali pla-
cebo. Zdravljenje z atorvastatinom v $estih
mesecih v povpredju ni bilo povezano s sta-
tisti¢no pomenljivo spremembo telesne zmog-
Jjivosti ali miSi¢ne moc¢i po nobenem merilu
(mo¢ oprijema dominantne roke, izometrié-
na in izokineti¢na mo¢ upogiba in iztega
komolca in kolena itd.), 0 novem pojavu nepo-
jasnjene bole¢ine v misicah pa je porocalo
pomenljivo vec preiskovanceyv, ki so prejema-
li atorvastatin (19 proti 10; p=0,05). Preisko-
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vanci, ki so prejemali atorvastatin, so toZili
pretezno o boledinah in kréih v miicah spod-
njih udov (upogibalke kolka, $tiriglava stegen-
ska misica, misice mec), pritozbe preiskovan-
cev, ki so prejemali placebo, pa so bile manj
usmerjene (utrujenost celega telesa, poslab-
$anje bolec¢ine na mestu prej$njih poskodb,
kréi v stopalu).

Raziskovalci so v zakljucku poudarili, da
gre najverjetneje za prvo randomizirano razi-
skavo z dvojno zaslepitvijo, ki je vrednotila udi-
nek zdravljenja z velikim odmerkom statina
na misice. Rezultati so po eni strani potrdili
varnost zdravljenja s tem odmerkom, saj
v Sestih mesecih ni vplivalo na mi$i¢no moc
ali telesno zmogljivost, po drugi strani pa so
potrdili prepricanje, da je zdravljenje s statini
povezano z vecjo pogostnostjo bolecine v mi-
$icah. Zvisanje ravni kreatinske kinaze ob
zdravljenju z atorvastatinom po mnenju razi-
skovalcev skupaj z nekaterimi drugimi ugo-
tovitvami klie po nadaljnjih raziskavah,
v katerih bi vpliv zdravljenja s statinom na misi-
ce vrednotili v $e daljsem ¢asovnem obdobju
tako pri zdravih posameznikih kot pri posa-
meznikih s potrjeno bolec¢ino v misicah, pove-
zano z zdravljenjem s statinom.

Razdeljevanje naloksona odvisnikom
stroSkovno ucinkovit pristop k preprecevanju
smrti zaradi prekomernega odmerka
opioidnega mamila

Annals of Internal Medicine, januar 2013

Smrt zaradi prekomernega odmerka prepo-
vedanega opioidnega mamila je eden najpo-
gostejsih vzrokov nezgodne smrti v ZDA in
v razvitem svetu. Mnenje, da bi lahko ta
dogodek preprecili z razdeljevanjem nalok-

sona odvisnikom, ki bi ga ti uporabili v pri-
meru, da so prica grozeci smrti zaradi preko-
mernega odmerka, je utrdila matemati¢na
analiza, katere rezultate so v januarski Stevil-
ki revije Annals of Internal Medicine (Ann
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Intern Med. 2013; 158: 1-9) objavili razisko-
valci iz dveh ameriskih akademskih sredisc.

Raziskovalci so z Markovovim modelom
ovrednotili stroskovno ucinkovitost razde-
ljevanja naloksona po vec¢ razli¢nih scenari-
jih, ki so vkljucevali 21-letnega novega odvi-
snika od heroina in izku$enej$e odvisnike od
tega mamila. Izra¢unali so, da bi s tako raz-
deljenim naloksonom lahko preprecili 6%
smrti zaradi prekomernega odmerka oziroma
da bi eno smrt preprecili z vsakimi 227 raz-
deljenimi kompleti za odmerjanje naloksona
(95 % razpon zaupanja 71-716). Razdeljeva-
nje naloksona je po teh izra¢unih povecalo

stroske za 53 ameriskih dolarjev in pridobi-
lo dodatnih 0,119 QALY (angl. quality-adjusted
life-year) ob koli¢niku povecane stroSkovne
ucinkovitosti (angl. incremental cost-effective-
ness ratio, ICER) 438 ameriskih dolarjev.
Raziskovalci, ki so se pri izrac¢unih opirali na
rezultate (razmeroma malo$tevilnih) ran-
domiziranih kontroliranih raziskav, so pouda-
rili, da je bilo razdeljevanje naloksona stros-
kovno ucinkovito v analizah vseh scenarijev,
tudi v scenariju najslabsega primera, po kate-
rem je prekomeren odmerek vprico drugih
odvisnikov redek dogodek, nalokson pa ob
njem redko uporabljen.

Razstavljanje tobacnih izdelkov
ob blagajni mladostnike pomembno
spodbuja k nakupu

Pediatrics, januar 2013

Stevilne raziskave so pokazale, da izpostav-
Jjenost oglasom za toba¢ne izdelke v malopro-
dajnih trgovinah spodbuja mladostnike
k pricetku kajenja. Raziskovalci iz ve¢ sredis¢
v Durhamu (ZDA) so zasnovali raziskavo,
v kateri so z uporabo tehnologije navidezne
resnic¢nosti preucili, kako na mladostnike
vpliva izpostavljenost toba¢nim izdelkom in
oglasom zanje ob blagajniskem pultu. Vanjo
je bilo vkljucenih 1.216 naklju¢no izbranih
mladostnikov, starih 13-171let (priblizno 60 %
16-171et), od katerih jih je 39,5 % kadilo, preo-
stalih 60,5 % nekadilcev pa je bilo glede na
odgovore na vprasanja o moznosti, da bodo
v prihodnosti pokadili vsaj eno cigareto, nag-
njenih h kajenju.

Preiskovance so po metodi naklju¢nega
izbora razporedili v skupine, ki so v 3-D vir-
tualni trgovini opravile navidezni nakup, ob
tem pa so bile izpostavljene enemu od Sestih
moznih scenarijev v razponu od tobacnih

izdelkov in oglasov na vidnem mestu ob bla-
gajni do tobacnih izdelkov v zaprti omari brez
oglasov. Preiskovancem so naro¢ili, naj kupi-
jo en prigrizek s prodajne police v trgovini,
eno pijaco iz hladilnika ter po izbiri dva izdel-
ka s polic ob blagajni, za katera jih niso pose-
bej opozorili, da smeta biti tudi tobacna.
Poskus nakupa tobac¢nega izdelka je bil zabe-
leZen, virtualni prodajalec pa ga je zavrnil.
Rezultati so pokazali, da je bil deleZ prei-
skovancev, ki so opazili, da so naprodaj tudi
tobacni izdelki, najvedji v skupini, ki je naku-
povala v trgovini, v kateri so bili tobacni izdel-
ki razstavljeni na policah ob blagajni (85,2 %),
najmanjsi pa v skupini, ki je nakupovala v tr-
govini, v kateri so bili tobac¢ni izdelki ob bla-
gajni v zaprti omari brez vidnih oglasov in
logotipov (32,0 %). Tobacni izdelek je poskusi-
lo kupiti 24,3 % oziroma 16,4 % preiskovan-
cev, ki so kupovali v trgovini z razstavljenimi
tobacnimi izdelki z oziroma brez oglasov, in
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9,0% oziroma 10,8 % preiskovancev, ki so
kupovali v trgovini s toba¢nimi izdelki v za-
prti omari z oziroma brez oglasov.
Raziskovalci so mnenja, da so rezultati
v prid pobudam o prepovedi razstavljanja
tobacnih izdelkov ob blagajni, saj je bil to v tej
raziskavi najucinkovitejsi ukrep, ki je zmanj-
$al verjetnost, da bodo mladostniki poskusi-
li kupiti tobacni izdelek. Prisotnost oglasov za
tobac¢ne izdelke na motivacijo za nakup ni

NOVICE | MED RAZGL 2013; 52

imela bistvenega vpliva. V nadaljnjih raziska-
vah, so poudarili raziskovalci, pa bodo z upo-
rabo iste tehnologije skusali ugotoviti, ali bi
lahko z namestitvijo protikadilskih sporo¢il
ob blagajni u¢inek tam razstavljenih toba¢nih
izdelkov zmanjsali.

Porocilo o raziskavi je bilo objavljeno v ja-
nuarski Stevilki revije Pediatrics (Pediatrics.
2013; 131: 88-95).

Uporaba selektivnih zaviralcev ponovnega
privzema serotonina v nosec¢nosti ni povezana
z vecjo umrljivostjo novorojenckov

The Journal of the American Medical Association, januar 2013

Depresija je v nosecnosti razmeroma pogo-
sta. Uporabo selektivnih zaviralcev ponovnega
privzema serotonina (angl. selective serotonin
reuptake inhibitors, SSRI) pri teh nose¢nicah
so v dosedanjih raziskavah povezali z vecjo
pogostnostjo prirojenih nepravilnosti, odteg-
nitvenega sindroma in plju¢ne hipertenzije
pri novorojencku, manj pa je znanega o po-
vezavi med temi zdravili in obporodno umr-
ljivostjo novorojenckov. Izsledki raziskave,
ki je zajela skoraj 30.000s SSRI zdravljenih
nosecnic iz Skandinavije, niso pokazali, da bi
zdravljenje nosecnic s temi zdravili poveca-
lo umrljivost novorojenckov. Odlocitev o upo-
rabi teh zdravil pri nosecnici z depresijo tako
po mnenju raziskovalcev iz bolni$nice Karo-
linska Institutet v Stockholmu (Svedska) in
drugih skandinavskih sredi$¢ temelji na urav-
noteZenju tveganja drugih skodljivih uc¢inkov
in ogroZenosti nose¢nice zaradi dusevne bolez-
ni. Porodilo o raziskavi je bilo objavljeno v prvi
januarski Stevilki revije The Journal of the
American Medical Association (JAMA. 2013;
309: 48-54).

Raziskovalci so preudili podatke, pros-
pektivno zbrane v razli¢nih obdobjih v le-
tih 1996-2007 iz zdravstvenih registrov na
Danskem, Finskem, Svedskem, Norveskem
in na Islandiji. V analizo so zajeli podatke za
1.633.877 porodov po enoplodni nose¢nosti,
med katero je bil vsaj enkrat izdan recept za
SSRI 29.228 nose¢nicam (1,79 %). Statisti¢na
analiza, v kateri so izlo¢ili medsebojne vpli-
ve Stevilnih dejavnikov (npr. teZo duSevne
bolezni, starost nose¢nice ali kajenje), je
pokazala, da izpostavljenost SSRI ni bila pove-
zana s statisticno pomenljivim povecanjem
mrtvorojenosti (razmerje obetov 1,17; 95%
razpon zaupanja 0,96-1,41), neonatalne umr-
ljivosti (1,23; 0,96-1,57) in poneonatalne
umrljivosti (1,34; 0,97-1,86). Analiza, v ka-
teri so nosec¢nice razslojili glede na popre;js-
nje zdravljenje v bolni$nici zaradi duSevne
bolezni, je povezavo med izpostavljenostjo
SSRI v nosec¢nosti in temi izidi $e dodatno
oslabila.
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Konzervativen pristop k odlocanju
za transfuzijo povezan z boljSim prezZivetjem
po akutni krvavitvi iz zgornjih prebavil

The New England Journal of Medicine, januar 2013

Akutna krvavitev iz zgornjih prebavil je pogo-
sta indikacija za transfuzijo krvi oziroma
rdecih krvnick. Ta ukrep resuje Zivljenje pri
bolnikih, ki jim zaradi obilne krvavitve gro-
zi izkrvavitev, pri bolnikih z manjso krvavi-
tvijo pa je njegova uporaba protislovna, saj so
nekatere raziskave pokazale, da utegne biti
transfuzija pri bolnikih s hipovolemi¢no anemi-
jo 8kodljiva. Spanski raziskovalci iz bolni$nice
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau v Bar-
celoni so odgovore o koristih transfuzije pri
bolnikih s krvavitvijo iz zgornjih prebavil
iskali v randomizirani kontrolirani raziskavi,
v kateri so primerjali konzervativen in libe-
ralen pristop k uporabi tega ukrepa.

V omenjeni bolnisnici so v letih 2003-2009
v raziskavo vkljucili 921 odraslih bolnikov, ki
so zaradi krvavitve iz zgornjih prebavil (he-
matemeza oziroma kri v aspiratu Zelodca,
melena ali oboje) potrebovali bolni$ni¢no
zdravljenje. Vir krvavitve je bila pri 49 % bol-
nikov pepti¢na razjeda Zelodca, pri 21 % bol-
nikov pa varice v poziralniku; 31 % bolnikov
je imelo cirozo jeter. Bolnike so po metodi
naklju¢nega izbora razporedili v skupino,
v kateri so se za transfuzijo rdecih krvnick
odlocali konzervativno (transfuzija ob padcu
koncentracije hemoglobina v krvi na manj kot

70 g/1), in v skupino, v kateri so se za trans-
fuzijo odlocali liberalno (transfuzija ob pad-
cu koncentracije hemoglobina v krvi na manj
kot 90 g/1). Glavni opazovani dogodek je bila
smrt zaradi katerega koli vzroka v prvih
45 dneh sledenja.

Transfuzijo je dejansko prejelo 49 % bol-
nikov, obravnavanih konzervativno, in 85 %
bolnikov, obravnavanih liberalno, so razisko-
valci porocali v prispevku, objavljenem v ja-
nuarski Stevilki revije The New England Jour-
nal of Medicine (N Engl ] Med. 2013; 368:
11-21). V 45 dneh je zaradi katerega koli vzro-
ka umrlo 5 % bolnikov iz skupine s konzerva-
tivno in 9 % bolnikov iz skupine z liberalno
obravnavo (razmerje tveganj za smrt 0,55;
95% razpon zaupanja 0,33-0,92), ceprav je
bila povprecna poraba 1,5 2,3 enot oziroma
3,7+3,8 enot krvi. V skupini z liberalno obrav-
navo so zabeleZili vecjo pojavnost ponovne
krvavitve (16 % proti 10 %) in veéjo skupno
pogostnost zapletov (48 % proti 40 %). Kon-
zervativen pristop k odlo¢itvi za transfuzijo
je najbolj koristil bolnikom s cirozo jeter v raz-
redih Child-Pugh A in B, pri bolnikih s krva-
vitvijo iz pepti¢ne razjede in bolnikih s cirozo
jeter v razredu Child-Pugh C pa je bil stati-
sti¢no enakovreden liberalnemu.

Nizka koncentracija magnezija povezana
z ve¢jim nagnjenjem k fibrilaciji preddvorov

Circulation, januar 2013

Nizko koncentracijo magnezija v serumu so
v eksperimentalnih raziskavah povezali s pa-
togenezo motenj srénega ritma, klini¢ne razi-

skave pa so pokazale, da je povezana z vecjo
pojavnostjo fibrilacije preddvorov po opera-
ciji srca. Raziskovalci iz ve€ sredis¢ v ZDA so
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v januarski Stevilki revije Circulation (Circu-
lation. 2013; 127: 33-8) predstavili porocilo
o izsledkih analize, v kateri so ovrednotili pove-
zavo med koncentracijo magnezija v serumu
in pojavom fibrilacije preddvorov med pre-
bivalstvom z uporabo podatkov, zbranih v ve¢
kot dveh desetletjih sledenja v raziskavi Fra-
mingham Offspring Study.

Analiza je zajela podatke za 3.530 preisko-
vancev, ki so jim v okviru omenjene raziska-
ve v letih 1979-1983 opravili redni zdravnigki
pregled z merjenjem serumske koncentraci-
je magnezija in takrat niso imeli klini¢no o¢it-
ne sréno-Zilne bolezni, vkljuc¢no s fibrilacijo
preddvorov. Preiskovanci so bili ob vstopu
v raziskavo stari povprecno priblizno 44 let,
deleza mogkih in Zensk sta bila pribliZzno ena-
ka. Povprecna serumska koncentracija mag-
nezija je bila pri moskih 0,77 mmol/1 (razpon
0,58-0,98 mmol/1), pri Zenskah pa 0,76 mmol/1
(razpon 0,47-1,01 mmol/1).
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V povprecno 18,6+3,7 letih sledenja
so fibrilacijo preddvorov na novo odkrili pri
228 preiskovancih, njena za starost in spol
specifi¢na pojavnost je bila 9,4 primera
na 1.000 oseba let (95% razpon zaupanja
6,7-11,9 primera na 1.000 oseba let) v Cetr-
tini preiskovancev z najman;j$imi (manj kot
0,73 mmol/l) in 6,3 primera na 1.000 oseba
let (95 % razpon zaupanja 4,1-8,4 primera na
1.000 oseba let) v Cetrtini preiskovancev z naj-
vedjimi (ve¢ kot 0,82 mmol/l) izhodi§¢énimi
vrednostmi serumske koncentracije magne-
zija. Statisti¢na analiza je potrdila, da je bila
pojavnost fibrilacije preddvorov pri preisko-
vancih iz Cetrtine z najmanj$imi vrednostmi
za priblizno 50% in statisti¢no pomenljivo
vedja kot pri ostalih preiskovancih (razmerje
tveganj 1,52; 95% razpon zaupanja 1,00-2,31).
Rezultati niso bili bistveno drugacni, ¢e so iz
analize izvzeli preiskovance, ki so prejemali
diuretik.

Kombinacija midazolama in protipsihoti¢nega
zdravila zagotavlja ucinkovitejSo sedacijo
ob akutnem nemiru

Annals of Emergency Medicine, januar 2013

Bolnike, ki so med obravnavo zaradi nujne-
ga stanja zelo nemirni, ob neuspehu nefar-
makoloskih ukrepov pogosto skusajo pomiriti
z odmerkom benzodiazepina, protipsihotic-
nega zdravila ali obojega. Dokazi o primerjal-
ni ucinkovitosti posameznih zdravil so picli,
zato je skupina avstralskih raziskovalcev
v randomizirani raziskavi z dvojno zaslepitvijo
primerjala u¢inkovitosti in varnosti sedacije
z midazolamom in kombinacijo midazolama
in droperidola ali olanzapina.

V obdobju od avgusta 2009 do marca 2011
so v raziskavo v vkljucili 336 odraslih bolni-

kov, obravnavanih na treh oddelkih za nujno
zdravnisko pomo¢, pri katerih je bila zaradi
hudega nemira potrebna pomiritev z intra-
venskim odmerkom zdravila. Bolniki so po
naklju¢nostnem izboru prejeli odmerek 5 mg
droperidola, 5 mg olanzapina ali placeba (fi-
zioloska raztopina soli), takoj zatem pa Se
odmerke 2,5-5 mg midazolama, dokler ni pris-
lo do ustrezne sedacije. Med skupinami ni bilo
pomenljivih razlik v izhodi$¢nih znacilnostih.

Rezultati so pokazali, da je bil srednji ¢as
do sedacije pri bolnikih, ki so prejeli drope-
ridol in midazolam, za $tiri minute krajsi (95 %
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razpon zaupanja 1-6 minut), pri bolnikih, ki
so prejeli olanzapin in midazolam, pa za pet
minut krajsi (95 % razpon zaupanja 1-6 mi-
nut) kot pri bolnikih, ki so prejeli placebo in
midazolam. Razlika je bila v obeh primerih
statisticno pomenljivo v prid kombinacije
dveh aktivnih zdravil, saj je bila verjetnost, da
bodo bolniki v 60 minutah po prvem odmer-
ku mirni, ob zdravljenju z droperidolom in
midazolamom oziroma zdravljenju z olanza-
pinom in midazolamom 1,61-krat vecja (95 %
razpon zaupanja 1,23-2,11) oziroma 1,66-krat
vedja (95 % razpon zaupanja 1,27-2,17) kot ob

zdravljenju s placebom in midazolamom.
Srednji odmerek midazolama, ki je bil potre-
ben za sedacijo, je bil v skupini, ki je prejela
placebo, za 5 mg vedji kot v skupinah, ki sta
prejeli droperidol oziroma olanzapin. Bolni-
ki, ki so prejeli kombinacijo dveh aktivnih
zdravil, so manj pogosto potrebovali dodatne
ukrepe za pomiritev. Pogostnost nezelenih
ucinkov je bila v vseh treh skupinah podobna.

Porocilo o raziskavi je bilo objavljeno v ja-
nuarski Stevilki revije Annals of Emergency
Medicine (Ann Emerg Med. 2013; 61: 72-81).

Jemanje vitamina D ne zavre napredovanja
artroze kolen

The Journal of the American Medical Association, januar 2013

Artroza kolen je vse vedji javnozdravstveni
problem, vendar zanjo ni na voljo zdravila,
ki bi vplivalo na naravni potek bolezni. Razi-
skovalci iz bolni$nice Tufts Medical Center
v Bostonu in drugih sredi$¢ v ZDA so zato
v klini¢ni raziskavi z naklju¢nostno razporedi-
tvijo bolnikov preudili pomen nekaterih poro-
¢il, da naj bi vitamin D zavrl napredovanje
strukturnih okvar sklepov. Porocilo o ugotovi-
tvah je vjanuarski $tevilki objavila revija The
Journal of the American Medical Association
(JAMA. 2013; 309: 155-62).

V omenjeni bolni$nici so v obdobju od
marca 2006 do junija 2009 v raziskavo vklju-
¢ili 146 bolnikov s simptomatsko artrozo kolen.
Bolniki so bili ve¢inoma belopolti, njihova
povprecna starost je bila 62,4 +8,5let, prib-
lizno 60 % je bilo Zensk. Po metodi nakljuc-
nega izbora so jih razporedili v skupino, ki je
dve leti prejemala oralni odmerek holekalci-
ferola vsaj 2.000 IE dnevno, in v skupino, ki

je prejemala placebo. Zdravljenje je bilo dvoj-
no zaslepljeno, njegov ucinek pa so vrednoti-
li z vprasalnikom WOMAC in slikanjem kolen
z magnetno resonanco (za oceno izgube sklep-
nega hrustanca).

Raziskavo je po protokolu zakljucilo 85 %
bolnikov. Serumska koncentracija 25-OH
vitamina D se je v skupini, ki je prejemala aktiv-
ni pripravek, zviSala za povprecno 40,18 nmol/],
v skupini, ki je prejemala placebo, pa za pov-
precno 5,24 nmol/l. Izhodis¢ni oceni stopnje
bolecine v kolenu in funkcionalnosti sklepa
po vprasalniku WOMAC sta bili v skupini, ki
je prejemala aktivni pripravek, slabsi kot v sku-
pini, ki je prejemala placebo; do zakljucka
zdravljenja sta se v obeh skupinah izboljsali,
vendar razlika med aktivnim pripravkom in
placebom ni imela ne statisti¢nega ne klini¢-
nega pomena. Prostornina sklepnega hrustan-
ca se je med zdravljenjem v obeh skupinah
zmanj$ala za povprecno nekaj ve¢ kot 4 %.
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Abirateron podaljsa prezZivetje bolnikov
z zasevnim rakom prostate

The New England Journal of Medicine, januar 2013

Abirateron je prvo zdravilo iz novega razre-
da zaviralcev citokroma P-450c17, klju¢nega
encima v sintezi androgenov v modih in zunaj
gonad. Dosedanje raziskave so pokazale, da
zdravljenje s tem zdravilom v kombinaciji
z majhnim odmerkom prednizona izboljsa
preZivetje pri bolnikih z zasevnim rakom pro-
state, pri katerih ni bilo odziva na kastracijo.
V januarski Stevilki revije The New England
Journal of Medicine (N Engl ] Med. 2013;
138-48) pa so bili objavljeni novi obetavni
izsledki klini¢nega raziskovanja zdravljenja
s tem zdravilom. Mednarodna skupina razi-
skovalcev je predstavila rezultate randomizi-
rane raziskave zdravljenja z abirateronom in
prednizonom pri bolnikih z napredujo¢im
zasevnim rakom prostate, neodzivnim na
kastracijo, ki poprej niso bili zdravljeni z dru-
gimi zdravili.

Od aprila 2009 do junija 2010 so v razi-
skavo vkljucili skupaj 1.088 bolnikov, ki niso
imeli klini¢no pomembnih simptomov raka,
in jih naklju¢nostno razporedili v skupini, ki
sta poleg prednizona (5 mg dvakrat dnevno)
prejemali Se abirateron acetat (1.000 mg) ali
placebo v enem dnevnem odmerku. Ucinek
zdravljenja so spremljali s slikovno diagnostiko
(raCunalnigka tomografija ali magnetnoreso-
nancno slikanje in scintigrafija kosti) ter merje-
njem ravni za prostato specificnega antigena
sprva vsakih 8 tednov, nato pa vsakih 12 tednov.

Raziskavo so prekinili po drugi nacrtova-
ni vmesni analizi po srednjem ¢asu sledenja
22,2 meseca, ko so zabelezili skupaj 43 % vseh
pri¢akovanih primerov smrti. Srednje pre-
Zivetje brez radiografskega napredovanja
bolezni je bilo 16,5 mesecev v skupini, ki je
prejemala abirateron, in 8,3 mesece v skupi-
ni, ki je prejemala placebo, in je bilo prepric¢-
ljivo statisti¢cno pomenljivo v prid zdravljenju
z abirateronom (razmerje tveganj 0,53; 95 %
razpon zaupanja 0,45-0,62). Do prekinitve
raziskave je umrlo 27 % bolnikov, ki so preje-
mali abirateron, in 34 % bolnikov, ki so pre-
jemali placebo. Zdravljenje z abirateronom je
tako izboljsalo preZivetje za priblizno 25 %
(razmerje tveganj za smrt 0,75; 95 % razpon
zaupanja 0,61-0,93; p=0,01). Raziskovalci so
poudarili, da je bila razlika statisticno pomen-
ljivo v prid zdravljenju z abirateronom tudi
glede preZivetja, vendar zaradi manjSega Ste-
vila primerov smrti ni dosegla ravni statistic-
nega pomena, ki so jo opredelili v protokolu
raziskave (p=0,001). Zdravljenje z abirate-
ronom je izbolj$alo tudi rezultate po drugih
merilih koristi, ob tem pa so v skupini, ki je
prejemala abirateron in prednizon, zabeleZi-
li vecjo pogostnost mineralokortikoidnih sko-
dljivih u¢inkov stopnje 3 ali 4 in zviSanja ravni
jetrnih aminotransferaz.



MED RAZGL 2013; 52

Zdravljenje s serelaksinom ublazi dispnejo
pri bolnikih z akutnim srénim popusc¢anjem

Lancet, januar 2013

Relaksin-2 je vazoaktivni peptidni hormon
s Stevilnimi bioloskimi ucinki, kot je hemo-
dinamska prilagoditev Zenske na nosecnost
s poveCanjem vazodilatacije in delovanja
ledvic, ki bi bili lahko koristni v zdravljenju
bolnikov z akutnim srénim popuscanjem.
Spodbudni rezultati prvih raziskav z rekom-
binantno razli¢ico tega hormona serelaksi-
nom so botrovali ve¢ji raziskavi RELAX-AHF
(angl. Relaxin in Acute Heart Failure), katere
cilj je bil ovrednotiti hipotezo, da zdravljenje
s serelaksinom ublazi dispnejo pri bolnikih
z akutnim srénim popuscanjem bolj kot zdrav-
Jjenje s placebom. Porocilo o rezultatih je bilo
objavljeno v januarski Stevilki revije Lancet
(Lancet. 2013; 381: 29-39), potem ko so bili
izsledki strokovni javnosti predstavljeni na
Znanstvenem zasedanju American Heart Asso-
ciation novembra 2012 v Los Angelesu.
Raziskava z naklju¢nostno razporeditvi-
jo, dvojno zaslepitvijo in placebo kontrolno
skupino je potekala v 96 sredis¢ih v 11 drza-
vah, vanjo pa je bilo vklju¢enih 1.161 bolnikov,
ki so bili najve¢ 16 ur poprej sprejeti v bol-
niS$nico zaradi akutnega srénega popusca-
nja z dispnejo v mirovanju ali ob najmanjsem
naporu, koncentracijo BNP 350 ng/l ali
NT-proBNP 1.400 ng/1 in znaki zastoja v plju-
¢ih na rentgenskem posnetku prsnega kosa.
Bolniki, ki so imeli sistoli¢ni krvni tlak vsaj
125 mmHg, so pred vkljucitvijo v raziskavo
intravensko prejeli Ze najmanj 40 mg furose-
mida (ali ustrezen odmerek drugega diure-
tika zanke). Njihova povprec¢na starost je bila
priblizno 72 let, nekaj ve¢ kot 60 % jih je bilo
moskega spola, vec kot tri ¢etrtine jih je bilo

glede na teZo srénega popuscanja v funkcij-
skih razredih NYHA II ali ITI. Po naklju¢nost-
nem izboru so jih razporedili v skupini, ki sta
ob standardnih terapevtskih ukrepih 48 ur
prejemali Se intravensko infuzijo serelaksina
v odmerku 30 pg/kg/dan ali placeba.

Zdravljenje s serelaksinom je statisti¢no
pomenljivo izbolj$alo oceno stopnje dispne-
je po vidni analogni lestvici v prvih petih dneh
sledenja (oz. natan¢neje povrsino pod krivu-
ljo grafa ocene stopnje dispneje v ¢asu), ni pa
imelo statisticno pomenljivega ucinka na
drugo glavno merilo uc¢inkovitosti, delez bol-
nikov z zmerno ali znatno dispnejo, ocenje-
no z Likertovo lestvico po 24 urah zdravljenja.
Med skupinama ni bilo statisticno pomenljive
razlike v umrljivosti zaradi sr¢no-Zilnih vzro-
kov, pogostnosti ponovnega sprejema v bol-
ni$nico zaradi srénega popuscanja ali okvare
delovanja ledvic in Stevilu preZivetih dni
zunaj bolnis$nice v prvih 60 dneh sledenja, razi-
skovalci pa so v prid zdravljenju s serelaksi-
nom izpostavili statisticno pomenljivo razliko
v umrljivosti zaradi vseh vzrokov v 180 dneh
sledenja.

Raziskovalci so zakljucili, da je predvsem
opaZeno zmanj$anje umrljivosti ob zdravljenju
s serelaksinom skladno z novej$imi pogledi, po
katerih je akutno sréno popuscanje poveza-
no z okvaro ve¢ organskih sistemov, ublazi-
tev teh okvar pa ima lahko koristen uc¢inek na
preZivetje. Rezultati raziskave RELAX-AHF
po njihovem prinasajo dokaze o koristi sere-
laksina pri izbranih bolnikih z akutnim sr¢-
nim popuscanjem.
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Dean Koeves
Klemen Ale$ Pilih
Dominika Zugelj
Lidija Jovié

Polona Zaletel
Miha Ciringer
Polona Lampi¢
Tanisa Brandner
Darja Menard
Ksenija Slavec
Pika Mirt

Bogdan Vidmar
Nina Cvek

Lara Lozar

Andrej Pangerc
Dusa Boskovié¢ - Markez
Marusa Starc
Urska Tréek

Nina Besi¢

Zala Mravljak
Tina Pogac¢nik
Marja Bis¢ak Hafner
Jasmina Staroveski

Anja Lomsek
Maja Kalister
Ana Marion
Ivana Muri
Maja Sercer
Lucija Strmsek
Katja Hleb
Boris Sapac
Mojca Zupancic

26.2.2013
28.2.2013

4.3.2013

4.3.2013

5.3.2013

5.3.2013

6.3.2013

6.3.2013
11.3.2013
12.3.2013
12.3.2013
15.3.2013
15.3.2013
19.3.2013
19.3.2013
19.3.2013
21.3.2013
21.3.2013
21.3.2013
22.3.2013
25.3.2013
25.3.2013
25.3.2013
26.3.2013

26.2.2013
27.2.2013
1.3.2013
5.3.2013
6.3.2013
8.3.2013
14.3.2013
19.3.2013
22.3.2013
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Navodila sodelavcem Medicinskih razgledov

Urednistvo sprejema v obdelavo samo ¢lan-
ke, ki $e niso bili in ne bodo objavljeni drug-
je. Dele ¢lanka, ki so povzeti po drugi literaturi
(predvsem slike in tabele) mora spremljati
dovoljenje avtorja in zaloZnika prispevka za
reprodukcijo.

Navodila so v skladu z Uniform Require-
ments for Manuscripts Submitted to Biomedi-
cal Journals. Popolna navodila so objavljena
na spletnem naslovu: http:/www.icmje.org/.

AVTORSTVO

Avtorji morajo izpolnjevati pogoje za avtors-
tvo. Prispevati morajo k zasnovi in oblikova-
nju oziroma analizi in interpretaciji podatkov,
¢lanek morajo intelektualno zasnovati oziro-
ma ga kriti¢no pregledati, strinjati se mora-
jo s konc¢no verzijo ¢lanka. Samo zbiranje
podatkov ne zadostuje za avtorstvo.

Prispevku priloZite izjavo o avtorstvu in
avtorskih pravicah, ki je objavljena na splet-
ni strani revije http:/www.medrazgl.si. Izja-
vo morajo lastnoro¢no podpisati vsi avtorji.
Dokler izjave ne prejmemo, prispevka ne
bomo uvrstili v uredniski postopek. V sprem-
nem pismu naj bo naveden odgovorni avtor
(s polnim naslovom, telefonsko $tevilko in
elektronskim naslovom), ki bo skrbel za
komunikacijo z uredni$tvom in ostalimi avtor-
ji. Kakr$nekoli spremembe v avtorstvu clanka
(po oddaji ¢lanka v urednistvo) morajo s pod-
pisom potrditi vsi avtorji prvotno oddanega
¢lanka.

ETIENA NACELA

Pri prispevkih, ki obravnavajo raziskave na lju-
deh, mora biti iz besedila razvidno, da so bile
raziskave opravljene v skladu z naceli Helsins-
ko-tokijske deklaracije. Pri prispevkih, ki
obravnavajo poskuse na Zivalih, mora biti iz
besedila razvidno, da so bili opravljeni v skla-
du z eti¢nimi naceli.

TIPKOPIS

Prispevke posljite na naslov urednistva: Medi-
cinski razgledi, Korytkova 2, 1000 Ljubljana.
Pogljite natisnjeno verzijo prispevka, datote-
ko prispevka na zgoséenki in originalne sli-

ke. Tipkopis naj bo natisnjen na belem pisar-
niskem papirju (pisava Times New Roman,
velikost ¢rk 12 pt, razmik med vrsticami 1,5,
Sirina robov najmanj 25 mm), obsega naj
najvec 30 strani. Zgo$¢enka naj bo oznacena
s priimkom prvega avtorja in imenom pris-
pevka. Prispevke lahko posljete tudi po elek-
tronski posti na naslov info@medrazgl.si.

Naslovna stran naj obsega naslov ¢lanka
v slovenskem in angleskem jeziku. Naslov naj
bo kratek in natancen, opisen in ne trdilen
(povedi v naslovih niso dopustne). Navede-
na naj bodo imena piscev z natan¢nimi aka-
demskimi in strokovnimi naslovi ter popoln
naslov ustanove, instituta ali klinike, kjer je
delo nastalo. Avtorji, ki so v objavo poslano
raziskovalno delo opravili s pomo¢jo doloce-
nega podjetja, naj le-to tu navedejo.

Izvlecek in klju¢ne besede. Druga stran naj
obsega izvlecek v slovenskem in angleskem
jeziku. Izvledek naj obsega 150 do 250 besed.
Izvlecek raziskovalnega ¢lanka naj bo struktu-
riran (izhodi$¢a, metode, rezultati, zakljucki),
izvlecki ostalih ¢lankov naj bodo nestruktu-
rirani. V izvlecku naj bo predstavljen osnov-
ni namen c¢lanka, vsebinsko naj povzema in
ne le nasteva bistvene vsebine dela. Izvlecek
ne sme vsebovati kratic in okraj$av. Avtorji naj
navedejo do sedem klju¢nih besed, ki natan¢-
neje opredeljujejo vsebino prispevka.

Struktura €¢lanka. Raziskovalni ¢lanki naj
bodo ¢lenjeni na naslednja poglavja: izhodis-
¢a, metode, rezultati, razpravljanje in zakljuc-
ki. Pregledni ¢lanki in primeri iz klini¢ne
prakse so lahko zasnovani drugace, vendar
naj bo razdelitev na poglavja in podpoglavja
jasno razvidna.

Tabele naj bodo vstavljene v besedilo ¢lan-
ka na mestu, kamor sodijo. Loceno jih oste-
vil¢ite po vrstnem redu, vsaka tabela mora biti
navedena v besedilu. Pod tabelo sodi besedi-
lo, ki naj vsebuje kratek naslov, v njem naj
bodo pojasnjene tudi vse kratice, okrajSave in
nestandardne enote, ki se pojavljajo v tabeli.
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Slike morajo biti profesionalno izdelane ali
fotografirane. Ce so slike priloZene v digital-
ni obliki, naj bodo zadostne kakovosti za tisk.
Fotografije iz radioloskih posnetkov in diapo-
zitivov naj priskrbi avtor sam. Oddajte origi-
nale slik oziroma fotografije, slik ne skenirajte
sami. Crke, tevilke ali simboli na sliki mora-
jo biti jasni, enotni in dovol;j veliki, da so ber-
ljivi tudi na pomanjsani sliki. Fotografijam,
na katerih se lahko prepozna identiteta bol-
nika, priloZite pisno dovoljenje bolnika.

Na zadnji strani slike naj bo napisana
zaporedna Stevilka slike, ime prvega avtorja
in naslov ¢lanka, v dvomljivih primerih naj
bo oznaceno, kaj je na sliki zgoraj oziroma spo-
daj. Slike v digitalni obliki naj imajo zapored-
no Stevilko slike ter ime prvega avtorja.

Vsaka slika mora biti navedena v besedi-
lu. Besedilo k sliki naj se nahaja v ¢lanku na
mestu, kjer naj bi slika bila. Vsebuje naj zapo-
redno $tevilko slike, naslov slike in potrebno
razlago vsebine. Slika mora biti razumljiva,
tudi brez branja ostalega besedila. Pojasniti
morate vse okrajSave s slike.

Merske enote naj bodo v skladu z mednarod-
nim sistemom enot (SI).

Kratic in okraj$av naj v besedilu ne bo pre-
ved, saj se lahko izgubi preglednost nad nji-
mi. Izjema so mednarodno veljavne oznake
merskih enot in splo$no uveljavljene okrajsa-
ve (npr. DNA, EKG ipd.). V naslovih in izvle¢-
ku naj ne bo kratic. Na mestu, kjer se kratica
prvi¢ pojavi v besedilu, naj bo le-ta polno izpi-
sana, kratica pa naj bo napisana v oklepaju.

Literatura. Vsako navajanje trditev ali dog-
nanj drugih morate podpreti z referenco.
Reference naj bodo v besedilu navedene po
vrstnem redu, tako kot se pojavljajo. Referen-
ca naj bo navedena na koncu citirane trditve.
Reference v besedilu, slikah in tabelah nave-
dite leZeCe v oklepaju z arabskimi $tevilkami.
Reference, ki se pojavljajo samo v tabelah ali
slikah, naj bodo o$teviléene tako, kot se bodo
pojavile v besedilu. Osebni dogovori (lahko
je navedeno v besedilu) naj ne bodo navede-
ni kot reference. Seznam citirane literature
naj bo na koncu prispevka. Literaturo citiraj-
te po navodilih, ki so v skladu s tistimi, ki jih
uporablja ameriSka National Library of Medi-

cine v Index Medicus (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/books/bv.fcgi?’rid=citmed). Imena
revij krajSajte tako, kot doloc¢a Index Medi-
cus (popoln seznam je objavljen na spletnem
naslovu http:/www.nlm.nih.gov/).

V citatu navedite vse avtorje. V primeru,
da so avtorji vec kot trije, navedite le prve tri
in pripisite »et al«. Isto velja za navajanje ured-
nikov knjig.

Primeri:

* clanek v reviji:

Petek Ster M, Svab 1. Bolniki s socasnimi
boleznimi v druZinski medicini. Med Razgl.
2008; 48 (2): 205-11.

Bajuk Studen K, PreZelj J, Kocjan T, et al.
Mehanizmi sréno-Zilne ogroZenosti Zensk
s sindromom policisti¢nih ovarijev. Zdrav
Vestn. 2009; 78: 129-35.

Petitti DB, Crooks VC, Buckwalter JG, et al.
Blood pressure levels before dementia. Arch
Neurol. 2005; 62 (1): 112-6.

* clanek v reviji, kjer je avtor
organizacija:

American Diabetes Association. Diabetes
update. Nursing. 2003; Suppl: 19-20, 24.

* volumen s suplementom:
Vesel S. Spremembe na srcu pri Kawasakijevi
bolezni. Med Razgl. 2002; 41 Suppl 2: 139-43.

Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of nic-
kel carcinogenicity and occupational lung can-
cer. Environ Health Perspect. 1994; 102 Suppl 2:
275-82.

 $tevilka s suplementom:

Payne DK, Sullivan MD, Massie MJ. Women's
psychological reactions to breast cancer.
Semin Oncol. 1996; 23 (1 Suppl 2): 89-97.

e posamezni deli ¢lanka

(izvlecki, pisma urednistvu ipd.):
Clement ], De Bock R. Hematological compli-
cations of hantavirus nephropathy (HVN) [iz-
vlecek]. Kidney Int. 1992; 42: 1285.

Jackson B, Fleming T. A drug is effective if
better than a harmless control [pismo ured-
niStvu]. Nature. 2005; 434 (7037): 1067.
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* knjiga:

Ahcan U. Prva pomo¢: priro¢nik s prakti¢nimi
primeri. Ljubljana: Rdeci kriZ Slovenije; 2007.
Jenkins PF. Making sense of the chest x-ray:
a hands-on guide. New York: Oxford Univer-
sity Press; 2005.

Eyre HJ, Lange DP, Morris LB. Informed
decisions: the complete book of cancer diag-
nosis, treatment, and recovery. 2nd ed. Atlan-
ta: American Cancer Society; c2002.

Advanced Life Support Group. Acute medical
emergencies: the practical approach. London:
BM] Books; 2001.

* poglavje v knjigi:

Mozina M, Jamsek M, SarcL, et al. Zastrupi-
tve. In: Kocijanci¢ A, Mrevlje F, Stajer D, eds.
Interna medicina. Ljubljana: Littera picta;
2005. p. 1143-507.

Rojko JL, Hardy WD Jr. Feline leukemia virus
and other retroviruses. In: Sherding RG, ed.
The cat: diseases and clinical management.
New York: Churchill Livingstone; 1989.
p. 229-332.

Kone BC. Metabolic basis of solute transport.
In: Brenner BM, Rector FC, eds. Brenner and
Rector's the kidney. 8th ed. Vol. 1. Philadel-
phia: Saunders Elsevier; c2008. p. 130-55.

* porodila s kongresov:

Ferreira de Oliveira MJ, ed. Accessibility and
quality of health services. Proceedings of
the 28th Meeting of the European Working
Group on Operational Research Applied to
Health Services (ORAHS); 2002 Jul 28-Aug 2;
Rio de Janeiro, Brazil. Frankfurt (Germany):
Peter Lang; c2004.

10th International Psoriasis Symposium;
2004 Jun 10-13; Toronto, ON. Chicago: Skin
Disease Education Foundation; 2004.

Rice AS, Farquhar-Smith WP, Bridges D, et al.
Canabinoids and pain. In: Dostorovsky JO,
Carr DB, Koltzenburg M, eds. Proceedings of the
10th World Congress on Pain; 2002 Aug 17-22;
San Diego, CA. Seattle (WA): IASP Press;
c2003. p. 437-68.
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* doktorska in magistrska dela,
raziskovalne naloge:

Sabovi¢ M. Mehanizem fizioloskega in farma-
koloskega raztapljanja krvnih strdkov [doktor-
sko delo]. Ljubljana: Univerza v Ljubljani; 1992.

Liu-Ambrose TY. Studies of fall risk and bone
morphology in older women with low bone
mass [doktorsko delo]. Vancouver (BC): Uni-
versity of British Columbia; 2004.

Weisbaum LD. Human sexuality of children
and adolescents: a comprehensive training
guide for social work professionals [magistr-
sko delo]. Long Beach (CA): California State
University, Long Beach; 2005.

¢ pravne listine in zakoni:
Zakon o zdravniski sluzbi 1999. Uradni list RS
$t. 98/1999.

* internetna stran:

AMA: helping doctors help patients [inter-
net]. Chicago: American Medical Association;
c1995-2007 [citirano 2007 Feb 22]. Doseglji-
vo na: http://www.ama-assn.org/

¢ ¢lanek na internetu:

Polgreen PM, Diekema DJ, Vandeberg J, et al.
Risk factors for groin wound infection after
femoral artery catheterization: a case-control
study. Infect Control Hosp Epidemiol [inter-
net]. 2006 [citirano 2007 Jan 5]; 27 (1): 34-7.
Dosegljivo na: http://www.journals.uchica-
go.edu/ICHE/journal/issues/v27n1/ 2004069/
2004069.web.pdf

¢ knjiga na internetu:

Kasper DL, Braunwald E, Fauci AS, et al., eds.
Harrison's online [internet]. 16th ed. Colum-
bus (OH): McGraw-Hill Companies; c2006
[citirano 2006 Nov 20]. Dosegljivo na: http:/
www.accessmedicine.com/resourceTOC.aspx?
resourcelD=4

¢ podatkovna baza na internetu:

Online Archive of American Folk Medicine
[internet]. Los Angeles: Regents of the Uni-
versity of California. 1996 [citirano 2007 Feb 1].
Dosegljivo na: http://www.folkmed.ucla.edu/
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¢ ¢lanek na CD-ju, DVD-ju ipd.:
Kauffman CA, Bonilla HF. Trends in antibio-
tic resistance with emphasis on VRE. FPR
[CD-ROM]. 1998; 20 (10).

* knjiga na CD-ju, DVD-ju ipd.:
Kacmarek RM. Advanced respiratory care
[CD-ROM]. Verzija 3.0. Philadelphia: Lip-
pincott Williams & Wilkins; c2000.

* racunalniski program na CD-ju,
DVD-ju ipd.:

Meader CR, Pribor HC. DiagnosisPro: the ulti-
mate differential diagnosis assistant [CD-ROM].
Verzija 6.0. Los Angeles: MedTech USA; 2002.

* neobjavljeni prispevek:
Laking G, Lord J, Fischer A. The economics
of diagnosis. Health Econ. V tisku 2006.

UREDNISKO DELO

Urednistvo vsak prispeli ¢lanek pregleda.
Nato vsebino prispevka oceni strokovni recen-
zent, ki avtorjem ni znan, prav tako strokovni
recenzent ni seznanjen z identiteto avtorjev.
Clanek da uredniitvo v pregled tudi lektor-
ju za slovenski jezik, izvlecek v angleskem jezi-
ku pa lektorju za angleski jezik. Avtor na
koncu dobi vpogled prve krtacne odtise, ven-
dar na tej stopnji upostevamo samo poprav-
ke tiskarskih napak. Krta¢ne odtise morate
vrniti v treh dneh, sicer menimo, da se s po-
pravki strinjate.
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