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Na osnovi epidemioloskin podatkov lahko vendarle pricakujemo
upad okuzb z virusom SARS-CoV-2 v mesecu marcu. To smo na-
povedovali, kot tudi izvedli Stevilna druga obvescanja, ki smo jih v
Slovenskem farmacevtskem drustvu skupaj s Fakulteto za farmacijo
Univerze v Ljubljani pripravili v tem tezkem dveletnem obdobju. S
tem smo opravili naso temeljno dolznost in poslanstvo: izobrazevati
in Siriti znanje na podrocju farmacije. Obenem smo strokovni in laicni
javnosti pokazali, da je slovenska farmacija nepogresljiv del znanosti
in zdravstva. In to poslanstvo vrSimo tudi preko znanstvenih in stro-
kovnih Clankov v Farmacevtskem vestniku.

Prva letosnja Stevilka vsebuje pester nabor informacij. V izvirnem
znanstvenem ¢lanku kolegica Lidija Gradisnik s soavtorji ugotavlja
vpliv slovenske termalne vode na kozne celice, gojene in vitro,
C¢emur sledita dva Clanka o zdravljenju glioblastomov z imunotera-
pijo ter znanima ucinkovinama metforminom in valprojsko kislino.
Zanimiv pristop tarénega zdravljenja kroni¢ne limfocitne levkemije z
antagonisti antiapoptoticnih proteinov opisuje Damjan Avsec s so-
delavci. V zadnjih nekaj letih je veliko znanstvenih dognanj usmer-
jenih v celicno senescenco, povezano s starostnimi patofizioloSkimi
stanji, o cemer piSejo sodelavci skupine Andreja Perdiha. S stro-
kovnega vidika so nanizane pomembne informacije v ¢lanku o pri-
lagajanju odmerjanja protimikrobnih zdravil pri kriticno bolnih,
kolegica Kristina Groti Antoni¢ pa opisuje vpliv Erevesne mikrobiote
na metabolni sindrom pri moskih.

Nova Stevilkka Farmacevtskega vestnika nam prinasa torej obilo
novih spoznanj na raznoterih podrodjih farmacije in zdravstva. Vabim
vas, da se z njimi seznanite in Se dodatno nadgradite svoje znanje.

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

Termalna voda ima zdravilne ucinke na razlicne ko-
zne bolezni, kot so protibolecinski, protivnetni in re-
generativni ucinki. V raziskavi smo testirali ucinke
slovenske termalne vode iz Term Dobrna na gojenih
koznih celicah in vitro, in sicer neobdelano termalno
vodo, z UV-svetlobo sterilizirano termalno vodo, fil-
trirano termalno vodo ter ultracisto vodo in vodo-
vodno vodo kot kontroli. Zivost oz. viabilnost celic
v celicnih kulturah smo dolocali s kolorimetrinim
testom MTT. Termalna voda je rast keratinocitov
statisti¢no znacilno najbolj spodbudila pri redCitvah
1:8in1: 16. Rast fibroblastov je spodbudila pri
vseh redCitvah (1 :2,1:4,1:8in1:16), vendar
ucinki niso dosegli meje statisti¢no znacilnih vred-
nosti. Pri obeh celi¢nih kulturah in pri vseh red¢itvah
je bil vpliv termalne vode na rast celic in vitro podo-
ben vplivu termalne vode, predhodno sterilizirane z
UV-svetlobo. Ugotovili smo, da ima termalna voda
iz Dobrne koristne uCinke na rast in regeneracijo
Cloveskih koznih celic in vitro, zato menimo, da je
priporodliiva za preventivno in terapevitsko uporabo
pri dolo¢enih koznih boleznih.

KLJUCNE BESEDE:
celicne kulture, fibroblasti, keratinociti, koza, ter-
malna voda

ABSTRACT

Thermal water exerts healing effects on various
skin diseases such as antinociceptive, anti-inflam-
matory and regenerative effects. The effects of ther-
mal water from Dobrna springs, Slovenia, were
tested in in vitro skin cell models, including un-
treated thermal water, UV-sterilised thermal water,
filtered thermal water, and ultrapure water and tap
water as controls. Cell viability in cell cultures was
determined using the MTT test. Thermal water stim-
ulated the growth of keratinocytes statistically sig-
nificantly, at 1:8 and 1:16 dilutions. At all dilutions
(1:2,1:4, 1:8 and 1:16), it stimulated the growth of
fibroblasts, however, values were not statistically
significant. In both cell cultures and at all dilutions,
the effects of thermal water and UV-sterilised ther-
mal water on the cell growth were similar. To con-
clude, thermal water from Dobrna has a beneficial
effect on the growth and regeneration of skin cells
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UCINKI SLOVENSKE TERMALNE VODE NA KOZNE CELICE, GOJENE IN VITRO

in vitro. It can therefore be recommended for pre-
ventive and therapeutic use for various skin dis-
eases.

KEY WORDS:
cell cluture, fibroblasts, keratinocytes, skin, thermal
water

UvoD

S staranjem se spreminjajo vsi organski sistemi v telesu,
tudi koZa, vendar zelo razliéno (1). Cloveski organizem ima
razlicne obrambne in reparativne mehanizme, s katerimi
8citi in obnavlja kozo. Epitelijske kozne celice oz. keratinociti
se hitro delijo, rastejo in odpadajo s porozenelih povrhnjih
plasti, s ¢imer se koza obnavlja. Obstajajo pa tudi razli¢ni
nacini, s katerimi lahko vplivamo na zdravje koZe od zunaj
in jin uporabliamo v preventivne in kurativne namene. Znano
je, da ima termalna voda blagodejne ucinke na kozo pri
razlicnih koznih boleznih, kot so alergije, luskavica in der-
matitis (2, 3).

Zgodovinsko gledano ima voda v medicini zelo pomembno
vlogo. Tudi danes je glavna komponenta razli¢nih vrst zdra-
vijenj, ki jih imenujemo spa terapije. Ime izhaja iz latinskega
jezika in pomeni zdravje skozi vodo (sanus per aquam).
Pri spa terapijah uporabljiamo vodo enteralno kot vehikel
za trdne komponente z zdravilnim ucinkom ali pa dermalno
v obliki kopeli v vodi z zdravilnimi ucinki, kar imenujemo
balneoterapija (3, 4). To je starodavna metoda, namenjena
preventivi, zdravljenju in rehabilitaciji, saj ima dokazane bla-
godejne ucinke na Clovesko telo (2, 5). Tako naj bi tovrstna
voda po stiku z obolelo kozo omogocila njeno regeneracijo
in izboljSano zas¢itno funkcijo ter delovala protibolecinsko
in protivnetno (3, 4).

PREGLED DOSEDANJIH
RAZISKAV

Kljub Siroki terapevtski uporabi termalnih vod je na voljo le
malo raziskav, ki bi prou¢evale njihove pozitivne udinke in
mehanizme delovanja na celi¢nih modelih in vitro (2, 4).
Objavljena so porocila, ki potrjujejo ugodne ucinke mine-
ralne sladke in morske vode, pa tudi razlicnih vrst blata,

pogosto v kombinaciji z morskim zrakom oz. morsko klimo
in soncem, na kozo bolnikov z luskavico, atopijskim der-
matitisom in revmatoidnim artritisom s prizadetostjo koze
ter razlicnimi vrstami alergij (3-5).

Pri vnetnih koznih boleznih, ki koZo okvarijo na mikroskop-
ski in makroskopski ravni, so patogenetski procesi, ki se
izrazajo v koznih plasteh in vplivajo tako na celice kot na
druge organske sisteme, posledica imunskih interakcij, v
katerih sodelujejo keratinociti, celice vezivnega tkiva (fibro-
blasti), celice prirojene in pridobliene imunosti ter Stevilni
topni mediatoriji (3, 6). Za blaZzenje in zdravljenje tovrstnih
bolezni pogosto uporabliamo balneoterapijo oz. kopanje v
termalni izvirski ali morski vodi, kar kombiniramo z ustrez-
nimi zdravili in drugimi vrstami naravnih snovi (7).
Mehanizem delovanja mineralne in morske vode na kozne
celice je podoben, a specificen, glede na sestavo topljen-
cev, hitrost ucinkovanja, indikacije za zdravljenje in tera-
pevtske ucCinke. Pri tovrstnem zdravljenju previadujejo lo-
kalni ucinki Stevilnih ionov, npr. natrijevih in kloridnih (4).
Voda in ioni, ki pridejo v stik z vrhnjimi plastmi koze, prodi-
rajo skoznje in nato v koznih celicah spremenijo osmozni
tlak, preko celi¢nih membranskih ionskih kanalCkov pa sti-
mulirajo Zivéne receptorje. Zdraviino delovanje mineralnih
vod je torej posledica mehanizma, ki ga pogojujeta kon-
centracija in vrsta soli, ki jin vsebujgjo. V koznih celicah se
s pomocjo celiéne osmoze sprozi bodisi aktivacija ali zavi-
ranje celicnih apoptoznih ali nekroznih procesov. Osmozni
mehanizem nato vpliva tudi na mehansko obdutljive celicne
transmembranske kanalCke oz. proteine, ki so vklju&eni v
proces signalizacije. V osnovi gre torej predvsem za ucinke
adsorpcije/absorpcije in penetracije v mineralnih vodah
raztopljenih ionov skozi kozo (8).

Proliferacija in migracija keratinocitov in fibroblastov sta bi-
stveni za popravilo in obnovo koZne bariere po razlicnih
poskodbah kozZe (8, 9). Termalne vode, ki vsebuijejo Stevilne
razli¢ne soli in elemente v sledovih, kot sta npr. bor in man-
gan (v nekaterih termalnih izvirih sta prisotna v visokih kon-
centracijah), lahko pripomorejo k boljSemu in hitrejSemu
celienju ran (9). Z uporabo celicnih modelov in vitro so
ugotovili, da imata omenjena mikroelementa pozitivhe
ucinke na kulturo ¢loveskih keratinocitov (8). Opazili so na-
mreC, da je ze po 24-urni inkubaciji kulture keratinocitov v
mediju z dodatkom termalne vode, ki je vsebovala borove
soli v koncentracijah od 0,5 ug/ml do 10 pg/ml in manga-
nove soli v koncentracijah od 0,1 pg/ml do 1,5 pg/ml,
prislo do pospesenega zapiranja oz. preras¢anja mehansko
povzrocene vrzeli (rane) v primerjavi s kontrolno kulturo,
kier je bil prisoten le gojitveni medij. Pri tem pa zaprtje
vrzeli oz. rane ni bilo posledica pospesene celi¢ne prolife-
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racije. Opazene uCinke hitrejSega preraS€anja namerno
povzroCene vrzeli v kulturi keratinocitov so zato pripisali
delovanju bora in mangana, ki ugodno vplivata na celienje
ran tako, da pospesita migracijo koznih epitelijskih celic, ki
rano zato hitreje epitelizirajo in zaprejo (8, 9). Proucevali so
tudi vplive drugih ionov, kot so kalcijevi, cinkovi in manga-
novi (10, 11). Ti spodbujajo proliferacijo in diferenciacijo
keratinocitov ter modulirajo izrazanje njihovih integrinskih
receptorjev. To so transmembranski proteini, ki so povezani
s celiénim citoskeletom. VkljuCeni so v procese celicnega
signaliziranja in omogocajo pritrievanje celic ter njihovo po-
vezovanje z zunajcelicnim ogrodjem. Prisotnost integrinov
omogoca hiter, spremeniljiv in prilagodljiv odziv celice na
povrSinske drazljaje, kar je kljucno za celicno migracijo in
adhezijo v procesih obnove koze in celienja ran (11-13).

O ugodnem delovanju mineralne termalne izvirske vode na
Cloveske keratinocite, gojene in vitro, so porocali tudi Tac-
heau in sod. (14). Pokazali so, da se je povecalo izrazanje
genov, povezanih s homeostazo koze. Pomembne spre-
membe so tako opazili na nivoju uravnavanja epidermalne
kohezije in medcelicne komunikacije, v bolj uravnotezeni
celi¢ni proliferaciji, v ucinkovitejsih mehanizmih popravijanja
napak dednega zapisa ter v vecjem obsegu izrazanja an-
tioksidantov in poslediéni odpornosti na oksidativni stres
(14, 15). Na celicnem in subcelicnem nivoju mineralne vode
spodbuijajo izrazanje genov, ki so vkljuCeni v zascito celic,
delovanje celicnega cikla, dolgozivost in uravnavanje hidra-
ciie Cloveskih keratinocitov (16). Rezultati raziskav kazejo
tudi na to, da lahko termalno vodo uporabliamo kot po-
membno sestavino za zmanjSevanje ali zaviranje nekaterih
Skodljivih u€inkov, ki povzro¢ajo staranje koze (14, 17-19).
Mineralne vode poleg pospeSevanja proliferacije in dife-
renciacije keratinocitov ugodno ucinkujejo tudi na fibrobla-
ste, pri emer razlicno delujejo na razlino zrele celice (20).
Ugotovili so, da je dodatek mineralne vode v celicno kulturo
izzval predvsem mnozenje mladih, nekoliko manj pa po-
vecal proliferacijo starih fibroblastov (20, 21). Povecanje
celitne proliferacije so pripisali prisotnosti kalcija in ma-
gnezija v testiranih vzorcih vode, saj spodbuijata prolifera-
tivno aktivnost celic preko aktivacije transmembranskih re-
ceptorjev, prenosa znotrajceli¢nih in medceli¢nih signalov
ter povecanja ucinkov topnih rastnih dejavnikov. Za obnovo
koze, predvsem po poskodbah, so pomembni predvsem
mladi fibroblasti, ki se lahko razrastejo v dermisu (20-22).
Mineralne in termalne vode ne ucinkujejo ugodno le na
koZzne, ampak tudi na druge vrste celic, Se posebej na
vnetne, endotelijske in celo celice respiratornega trakta (7,
16). Termalne vode lahko tako uporabljamo za spodbujanje
0z. vzdrzevanje zdravja, preprecevanje in zdravlienje ne-

katerih vnetnih in degenerativnih bolezni koze in sklepov,
pri metabolnih boleznih, boleznih ozilja, dihal ter pri reha-
bilitaciji (23-25). Vse pogosteje jih vgrajujejo tudi v kozme-
ticne izdelke (2, 24).

Namen naSe raziskave je bil prouditi delovanje termalne
vode iz Term Dobrna na kulture koznih celic in vitro, saj
njenih ucinkov na ¢loveske keratinocite in kozne fibroblaste
do sedaj Se niso raziskali. Predpostavili smo, da ima ta
termalna voda ugoden ucinek na rast obeh vrst celic v ce-
liénih kulturah.

MATERIALI IN METODE

Raziskavo smo izvedli v skladu z uveljavljenimi eti¢nimi na-
Celi, ki veljajo pri delu s celi¢nimi kulturami. Eksperimentalni
del raziskave je potekal na Medicinski fakulteti v Mariboru,
v laboratoriju za delo s celi¢nimi kulturami Instituta za bio-
medicinske vede.

3.1 GOJENJE KERATINOCITOV
IN FIBROBLASTOV

Celice celi¢nih linij Cloveskin keratinocitov HaCaT (kerati-
nociti) in koznih fibroblastov Detroit 551 (ATCC CCL-110),
smo kupili pri organizaciji ATCC (American Type Culture
Collection, ZDA). Celi¢ne kulture smo vzpostavili in jih
vzdrzevali po priporocilih ATCC. Keratinocite HaCaT smo
gojili v mediju Advanced DMEM/F12 (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, ZDA) s 5 % FBS (serum govejega zarodka;
Thermo Fisher Scientific, ZDA), 100 E/ml penicilina (Merck,
Nemdcija), 0,1 mg/mL streptomicina (Merck, Nemcija) in
2 mM L-glutamina (Merck, Nemcija), fibroblaste pa v mediju
Advanced DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA) s
5 % FBS (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 100 E/ml penici-
lina (Merck, Nemcija), 0,1 mg/mL streptomicina (Merck,
Nemcija) in 2 mM L-glutamina (Merck, Nemcija).

3.2 TESTNI'IN KONTROLNI VZORCI VOD

Preiskovali smo termalno vodo iz izvira v Termah Dobrna,
kjer smo jo odvzeli v sterilno 500-mililitrsko steklenico in jo
takoj prenesli v celi¢ni laboratorij. Testirali smo naslednje
vzorce: l) naravno termalno vodo, Il) termalno vodo, ki smo
jo predhodno 30 minut sterilizirali z UV-svetlobo, in ll) ter-
malno vodo, ki smo jo sterilizirali s filtracijo skozi filter z ve-
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UCINKI SLOVENSKE TERMALNE VODE NA KOZNE CELICE, GOJENE IN VITRO

likostjo por 0,22 pm (MF-Millipore, Merck, Nemcija). Za
kontrolna vzorca smo uporabili z aparatom Millig (Millipore,
Merck, Nemcija) preciséeno vodo (ultraCisto vodo) in vo-
dovodno vodo. Vse omenjene vzorce smo razreddili v raz-
merjih1:2,1:4,1:8in 1 : 16 v ustreznem mediju, ki
SmMo ga uporabili za gojenje posamezne vrste celic.

3.3 VZPOSTAVITEV CELIVCNIH KULTUR
IN UGOTAVLJANJE ZIVOSTI
GOJENIH CELIC

Keratinocite in kozne fibroblaste smo naselili na mikrotitrsko
ploscico P96 (Falcon, Merck, Nemcija), in sicer po 10.000
celic na vdolbinico. Po 24 urah inkubacije v inkubatorju pri
37 °C, 5 % CO, v zraku ter 95-odstotni viagi smo v kva-
druplikatih k obema vrstama celic dodali razlicne redcitve
posameznega vzorca termalne in kontrolnih vod. Dodatno
(pozitivno) kontrolo so predstavijali keratinociti in fibroblasti,
ki smo jih gaijili izklju€no v prisotnosti ustreznega medija.
Zivost koznih celic v kulturah smo nato po dodatnih 24
urah inkubacije dolocali s kolorimetri¢nim testom MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) (Sigma-
Aldrich, Merck, Nemgija). Zive celice s pomo&jo mitohon-
drijskega NADPH reducirajo tetrazolijevo sol v
modro-vijoli€éno obarvan formazan, katerega intenziteto, ki
je sorazmerna koli¢ini metabolno aktivnih celic, izmerimo
s spektrofotometrom pri valovni dolzini 570 nm. Meritve
smo opravili s pomocjo spektrofotometra Varioskan Flash
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) in izraCunali in podali re-
zultate zivosti celic relativno na kontrolne celice, ki so bile
gojene samo v ustreznem celicnem mediju.

Z invertnim opti¢nim mikroskopom Axiovert 40 (Zeiss,
Nemcija) smo spremljali u¢inke dodatkov razli¢nih vzorcev
in koncentracij termalnih in kontrolnih vod na morfologijo
celic v kulturah, posneli mikrofotografije z digitalno kamero
Axiocam (Zeiss, Nemcija) ter rezultate kvalitativno ovrednotili
in jin primerjali z izsledki meritev testa MTT.

3.4 STATISTICNA ANALIZA

Vse numeri¢ne vrednosti so podane kot aritmeti¢na srednja
vrednost + standardni odklon. Normalno porazdelitev po-
datkov smo preverili z uporabo testa Shapiro-Wilk, na pod-
lagi testa Lavene pa smo ocenili enakost varianc med sku-
pinami. Na podlagi tega smo opravili enosmerno analizo
variance (ANOVA), ki ji je sledil post-hoc test Bonferroni. P-
vrednosti, manjSe kot 0,05 (p < 0,05), smo obravnavali kot
statistiéno znacilne. Statisti¢no analizo podatkov smo opra-

vili s programsko opremo SPSS Statistics 25 (IBM Corp.
Armonk, NY, USA). Za izris grafov smo uporabili programsko
opremo Excel (Microsoft Corp. Redmon, WA, USA).

REZULTATI

4.1 VPLIV TERMALNE VODE NA ZIVOST
GOJENIH KERATINOCITOV

Rast keratinocitov je naravna termalna voda v mediju Ad-
vanced DMEM/F12 statisticno znacilno najbolj spodbudila
pri redCitvi 1 : 16, nekoliko manj (vendar Se vedno stastisticno
znacilno bolj kot v primerjavi s kontrolnimi celicami) pa pri
redCitvah 1 : 8in 1 : 4. Od treh testiranih vzorcev termalnih
vod (naravna, sterilizirana z UV-svetlobo in sterilizirana s fil-
tracijo) sta imeli na rast keratinocitov intaktna naravna ter-
malna voda in voda, sterilizirana z UV-svetlobo, pri redCitvah
1:16in 1 : 8 statistino znacilno najboljsi ucinek med vsemi
testiranimi vzorci. To kaze tudi na dejstvo, da sterilizacija z
UV-svetlobo ne vpliva na pozitivne ucinke termalnih vod.
Rezultati nakazujejo, da je filtracija manj primerna metoda
za sterilizacijo termalnih vod, saj pri redCitvah 1: 4,1 : 8in
1 : 16 filtrirana termalna voda ni izkazovala statisticno zna-
Cilno boljSega vpliva na rast keratinocitov v primerjavi s kon-
trolo. Vodovodna voda je ne glede na redcitev statisticno
znacilno negativno vplivala na zivost keratinocitov, medtem
ko ultracista voda ni imela znacilnega vpliva na zivost celic
pri redCitvah 1 : 4,1 : 8 in 1 : 16. Vse vode so znadiino
znizale rast celic pri redCitvi 1 : 2, kar je najverjetneje posle-
dica prevelike redCitve rastnega medija. Analiza vpliva ter-
malnih vod na zivost keratinocitov je prikazana na sliki 1.

4.2 VPLIV TERMALNE VODE NA ZIVOST
GOJENIH KOZNIH FIBROBLASTOV

Ceprav rezultati niso dosegli statisti€no znacilne vrednosti,
zaznan pozitiven trend nakazuje, da naravna termalna voda
in termalna voda, sterilizirana z UV-svetlobo, spodbujata
rast fibroblastov. Rezultati, pridoblieni na koznih fibroblastih,
se skladajo z rezultati, pridoblienimi na keratinocitih. Za
manj primerno metodo sterilizacije se je ponovno izkazala
filtracija termalne vode. Tudi vodovodna voda je negativno
vplivala na rast koznih fibroblastov ne glede na redCitev.
Vse vode, razen naravne in z UV-svetlobo sterilizirane ter-
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Slika 1: Rezultati testa MITT v keratinocitnih kulturah. Prikazane so povprecne vrednosti Stirih meritev za vsak vzorec in kontrolo, s
pripadajodimi standardnimi odkloni. Zivost keratinocitov je podana relativno na kontrolne celice keratinocitov (rdeéa érta s pripadajoimi
standardnimi odkloni), ki so bile gojene samo v rastnem mediju Advanced DMEM/F12. Zvezdica oznaCuje vzorce, kjer je bila celicna Zivost
bodisi statisticno znacilno (p < 0.05) visja oziroma nizja v primerjavi s kontrolnimi celicami.

Figure 1: MTT test results in keratinocyte cell cultures. The mean values of the four measurements for each sample and the control are
shown with the corresponding standard deviations. Keratinocyte viability was given relative to the keratinocyte control cells (the red line with
the corresponding standard deviations) grown only in the Advanced DMEM/F12 medium. Asterisk indicates samples in which cell viability
was either significantly (p < 0.05) higher or lower than that of the control cells.

malne vode, so zavrle rast koznih fibroblastov pri redcitvi
1: 2, vendar je bil u€inek man;jsi kot pri keratinocitih. Prav
tako so na koznih fibroblastih manj izraziti pozitivni ucinki
termalnih vod, kar kaZze na dejstvo, da je ta celi¢na kultura
manj obcutljiva na dodatek termalnih vod celicnemu mediju.
Analiza vpliva termalnih vod na zivost koznih fibroblastov
je prikazana na sliki 2.

4.3 MORFOLOSKE ZNACILNOSTI
KERATINOCITOV IN KOZNIH
FIBROBLASTOV V CELICNIH
KULTURAH

Z invertnim opti¢nim mikroskopom smo pri 50-kratni po-
vecavi opazovali in posneli keratinocite in kozne fibroblaste

po 24-urni inkubaciji s preiskovanimi vzorci vod, ki so bili
dodani celi¢nim kulturam v redCitvi 1 : 16 v ustreznem me-
diju za gojenje posamezne vrste celic (sliki 3 in 4).

Na mikrofotografijah vidimo, da je bila kultura Sloveske ke-
ratinocitne linije HACAT v vdolbinici mikrotitrske ploSce po
dodatku neobdelane naravne termalne vode v redCitvi
1:16 (slika 3D) po 24 urah inkubacije povsem konfluentna
(prerasCena). Rast celic je bila torej boljSa kot pri pozitivni
kontroli, kjer so celice rasle samo v gojitvenem mediju
(slika 3A). Tudi dodatek vzorcev termalne vode, predhodno
sterilizirane z UV-svetlobo (slika 3E) in sterilizirane s filtracijo
(slika 3F), v redgitvi 1 : 16 v gojitvenem mediju, je spodbuijal
rast keratinocitov v vecji meri kot sam medij (pozitivha kon-
trola). Nasprotno pa je bila rast celic HaCaT po dodatku
ultradiste vode (slika 3B) in vodovodne vode (slika 3C) v
redditvi 1 : 16 slabsa kot v kontrolni kulturi (slika 3A).
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UCINKI SLOVENSKE TERMALNE VODE NA KOZNE CELICE, GOJENE IN VITRO

Citotoksicnost termalne vode na koznih fibroblastih
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Slika 2: Rezultati testa MITT v kulturah kozZnih fibroblastov. Prikazane so povprecne vrednosti stirih meritev za vsak vzorec in kontrolo, s
pripadajodimi standardinimi odkloni. Zivost koZnih fibroblastov je podana relativno na kontrolne celice koZnih fibroblastov (rdeda &rta s
pripadajocimi standardnimi odkloni), ki so bile gojene samo v rastnem mediju Advanced DMEM. Zvezdica oznacuje vzorce, Kjer je bila celicna
Zivost bodlisi statisticno znacilno (p < 0.05) visja oziroma niZja v primerjavi s kontrolnimi celicami.

Figure 2: MTT test results in skin fibroblast cultures. The mean values of the four measurements for each sample and the control are shown
with the corresponding standard deviations. The viability of skin fibroblasts is given relative to the skin fibroblast control cells (the red line with
the corresponding standard deviations) grown only in the Advanced DMEM growth medium. Asterisk indicates samples where cell viability
was either significantly (o < 0.05) higher or lower compared to the control cells.

Izsledki, ki smo jih razbrali iz mikrofotografij kultur koznih
fibroblastov celi¢ne linije Detroit 551, so sovpadali z rezultati
meritev zivosti celic. Po dodatku neobdelane naravne ter-
malne vode v redCitvi 1 : 16 v gojitvenem mediju so celice
v kulturi po 24 urah inkubacije dosegle 100-odstotno konf-
luenco (slika 4D), kar je bil boljsi rezultat od tistega, ki smo
ga opazili pri pozitivni kontroli, kjer smo fibroblaste gajili iz-
klju¢no v mediju (slika 4A). Dodatek ultraCiste vode v redditvi
1: 16 (slika 4B) je izzval celi¢no rast, ki je bila primerljiva s
pozitivno kontrolo (slika 4B). Nekoliko slab$o rast fibrobla-
stov kot v pozitivni kontroli smo opazili po dodatku termalne
vode v redCitvi 1 : 16, ki smo jo predhodno sterilizirali z
UV-svetlobo (slika 4E). Dodatka vodovodne vode (slika 4C)
in filtrirane termalne vode (slika 4F) v redgitvi 1 : 16 v gojit-
venem mediju sta celi¢no rast v primerjavi s pozitivno kon-
trolo (slika 4A) zmanjSala.

4.4 POVZETEK EKSPERIMENTALNIH
REZULTATOV

Z merjenjem zivosti gojenih keratinocitov in koznih fibro-
blastov s testom MTT smo pokazali, da ima termalna voda
iz Term Dobrna statisticno znacilno pozitiven ucinek na
rast keratinocitov in koznih fibroblastov in vitro. Ugotovili
smo, da sta imeli intaktna naravna termalna voda in voda,
sterilizirana z UV-svetlobo, statisticno znacilno najvedji po-
zitiven ucinek na rast obeh vrst koznih celic glede na ustre-
zno kontrolo, pri &emer je bil ucinek odvisen od koncen-
tracije vode v gojitvenem mediju in od vrste celic.

Rast keratinocitov v kulturi je intaktna termalna voda, ki
smo jo dodali gojitvenemu mediju, statisticno znacilno naj-
bolj spodbudila pri redCitvah 1 : 8in 1 : 16, nekoliko manj,
vendar Se vedno statisti¢no znacilno, pa priredCitvi 1 : 4 v
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Slika 3: Digitalne mikrofotografije kultur koznih keratinocitov HaCaT
PO 24-urni inkubaciji z razli¢nimi vzorci vod, dodanih k mediju v
redCitvi 1 : 16; invertni opticni mikroskop Axiovert 40 Zeiss,
opremljen z digitalno kamero Axiocam Zeiss. Vse slike so bile
posnete pri 50-kratni povecavi.

Figure 3: Micrographs of the HaCaT skin keratinocyte cultures after
24 hours of incubation with various water samples added to the
medium at a dilution of 1:16; Axiovert 40 Zeiss invert optical
microscope equipped with the Axiocam Zeiss digital camera. All
images were taken at a 50x magnification.

Ultra ¢ista voda

Naravna termalna voda

Termalna voda, UV Filtrirana termalna voda

Slika 4: Digitalne mikrofotografije kultur koznih fibroblastov po 24-
urni inkubaciji z razli¢nimi vzorci vod, dodanih k mediju v redCitvi 1 :
16; invertni opticni mikroskop Axiovert 40 Zeiss, opremljen z
digitalno kamero Axiocam Zeiss: Vse slike so bile posnete pri 50-
kratni povecavi.

Figure 4: The micrographs of the skin fibroblast cultures after 24-
hours of incubation with various water samples added to the
medium at a dilution of 1:16; Axiovert 40 Zeiss invert optical
microscope equipped with the Axiocam Zeiss digital camera. All
images were taken at a 50x magnification.

primerjavi s kontrolnimi celicami, gojenimi samo v ustrez-
nem rastnem mediju. V kulturah koZnih fibroblastov je imela
najvecji spodbujevalni ucinek na celi€no rast, glede na
kontrolne fibroblaste, redCitev naravne termalne vode v
gojitvenem mediju v razmerju 1 : 16, vendar rezultat ni do-
segel stastisticno znacilne vrednosti. Tudi pri ostalih red-
Citvah (1 : 2,1 :4in 1 : 8) je zaznaven trend pozitivnega
vpliva intaktne termalne vode na rast fibroblastov, vendar
rezultati niso presegli meje statisticne znacilnosti v primerjavi
s kontrolnimi celicami, gojenimi v ustreznem mediju brez
dodatka vod.

Vzorec termalne vode, ki smo ga predhodno sterilizirali z
UV-svetlobo, je izkazoval statisticno znacilne pozitivne
ucinke na rast keratinocitov, medtem ko trend pozitivnega
ucinka na zivost koznih fibroblastov ni dosegel meje stati-

sticne znacilnosti. Med vzorcema naravne termalne vode
in vode, obdelane z UV-svetlobo, glede na redCitev in vrsto
celic ni bilo znacilnih razlik. Oba vzorca sta na zivost celic
najbolje vplivala pri vedjin red&itvah (1 : 4,1 :8in 1 :16).
Za manj primernega se je izkazal vzorec termalne vode, ki
je bil filtriran skozi filter z velikostjo por 0,22 um, saj je zna-
¢ilno negativno vplival na rast koznih fibroblastov pri vseh
redCitvah. StatistiCna primerjava obeh obdelanih vzorcev
vode je pokazala, da je bila rast keratinocitov in koznih fi-
broblastov znacilno boljSa po dodatku termalne vode, ob-
sevane z UV-svetlobo. Vodovodna voda je znacilno nega-
tivno vplivala na zivost obeh celi¢nih kultur ne glede na
redCitev. UltraCista voda ni izkazovala znacilnega vpliva na
rast keratinocitov in fibroblastov v primerjavi s kontrolnimi
celicami, razen pri redcitvi 1 : 2. Rast obeh vrst celic je bila
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UCINKI SLOVENSKE TERMALNE VODE NA KOZNE CELICE, GOJENE IN VITRO

tako v prisotnosti ultraciste vode in vodovodne vode slabsa
v primerjavi z dodatkom naravne in z UV-svetlobo sterilizi-
rane termalne vode. Znacilnih razlik med filtrirano termalno
vodo in ultradisto vodo pri keratinocitih ni bilo, medtem ko
je imela filtrirana termalna voda znadilno slabsi vpliv na rast
koznih fibroblastov kot ultradista voda.

RAZPRAVA

Zaradi Stevilnih blagodejnih u¢inkov na organizem je voda
7e od nekdaj nelodliivo povezana s ¢lovekovim Zivljenjem
(8). S stevilnimi raziskavami so potrdili koristne ucinke ra-
zlicnih mineralnih in termalnih vod na izboljSanje delovanja
posameznih organskih sistemov pri ljudeh (16, 26). Med
objavljenimi rezultati raziskav pa je takih, ki bi vsebovali
podatke o neposrednem delovaniju termalnih in mineralnih
vod na celi¢ne modele in vitro, razmeroma malo, in to kljub
dejstvu, da so zdraviliSke vode zelo pomembne za zravije-
nje razlicnih koznih bolezni (2, 4). Predpostavili smo, da
ima termalna voda iz Term Dobrna ugoden ucinek na rast
celic Cloveskih celi¢nih linij HaCaT (keratinociti) in Detroit
551 (dermalni fibroblasti), gojenih in vitro, s &imer bi potrdili
njene ugodne vplive na regeneracijo koze in podprli pripo-
roCila za njeno uporabo pri podpornem zdravljenju koznih
bolezni (14-16). Poleg tega pa je izraba koristnih ucinkov
posameznih zdraviliskih mineralnih in termalnih vod eden
od nacinov, s katerimi lahko ugodno vplivamo na zaviranje
starostnih sprememb v kozi, ki so poleg samega procesa
staranja organizma tudi posledica Stevilnih Skodljivih viivov
okolja in sprememb oz. okvar genetskega materiala v koz-
nih celicah (27-29).

5.1 IZBIRA TERMALNE VODE ZA
TESTIRANJE

Termalnih izvirov je na geografskem obmocju Slovenije ve-
liko, vode iz njih pa se med seboj razlikujejo glede na svoje
znacilnosti (30). Te so odvisne od zemeljskih plasti, kjer se
voda nahaja, njihove globine in sestave. Pomembni dejav-
niki, ki vplivajo na lastnosti tovrstnih vod, so temperatura
in vrste raztopljenih snovi, ki opredeljujejo njihove fizikalne
in kemijske znacilnosti (16, 31). Termalno vodo iz Term
Dobrna smo izbrali iz ve¢ razlogov, med katerimi je najpo-
membnejSi ta, da ima specificno sestavo. Je alkalna in vse-
buje primerne koli€ine kalcija, magnezija in hidrogenkarbo-

nata. Deluje protivnetno ter proti alergijam (30, 31). Glede
na to, da jo uporabliamo v balneoterapiji, se nam je zdelo
smiselno prouciti njeno delovanje na epidermalne in der-
malne kozne celice. Poleg tega so Terme Dobrna najstarejSe
zdravilis€e na Slovenskem, kjer do sedaj Se ni bilo opravijenih
nobenih raziskav termalne vode v pogojih in vitro na nacin,
kot smo ga nacrtovali (30). V prihodnostibi bilo smiselno ra-
ziskati tudi ostale termalne vode v nasi drzavi in rezultate
primerjati med seboj.

5.2 UPORABA FUNKCIONALNIH KULTUR
CLOVESKIH KERATINOCITOV IN KOZNIH
FIBROBLASTOV ZA PROUCEVANJE
UCINKOV TERMALNE VODE IN VITRO

Celi¢ne kulture smo izbrali skladno z naravo nacrtovanih
eksperimentov in fizioloSkim pomenom uporablienih koznih
celic. Za testiranje smo pripravili Stiri zaporedne dvakratne
razredCitve vzorcev izbranih vod, ki smo jih nato dodajali
ustreznemu gojitvenemu mediju, ki je nujno potreben za
normalno rast celic v kulturi. RedCitve vzorcev testiranih
vod smo pripravili tako, da smo jih dodajali ustreznemu
mediju za gojenje celic v naslednjih razmerjih: 1:2, 1 : 4,
1:8in1:16. Opazena slabsa rast obeh vrst koznih celic
pri visokih zagetnih koncentracijah testiranih vzorcev vod
je bila najverjetneje posledica pomanjkanja potrebnih hra-
nilnih substanc zaradi manjSega deleza gojitvenega medija
v kulturah ter vplivov neustrezne osmolarnosti.

Z dolo&anjem Zivosti celic, gojenih v prisotnosti in odsot-
nosti razli¢nih koncentracij testiranih vzorcev vod, smo po-
trdili naSe raziskovalne hipoteze, kjer smo predpostavili,
da ima termalna voda ugoden ucinek na rast obeh izbranih
vrst koznih celic. Termalna voda iz Term Dobrna je znacilno
pospesila rast keratinocitov in pozitivno vplivala na viabilnost
koznih fibroblastov v kulturah, pri cemer je bil ta ucinek
koncentracijsko odvisen. Tudi izsledki drugih raziskav po-
triujejo, da termalne vode razlicno ucinkujejo na razlicne
vrste celic, kar je najverjetneje posledica obcutljivosti po-
sameznih celi¢nih vrst in njihovih osnovnih fizioloskih zna-
¢ilnosti (14, 16, 32). Keratinociti in fibroblasti potrebujejo
za rast v kulturah in vitro poleg hranil tudi doloCene mi-
kroelemente, katerih koncentracija se ob dodatku termalnih
vod v gojitveni medij zviSa (9, 10, 11). Mehanizmi pozitivnih
ucinkov termalnih vod na celice so kompleksni in potekajo
preko spreminjanja transmembranske propustnosti, urav-
navanja delovanja celicnih kanalCkov in signalnih molekul
ter vplivov na celi¢ni cikel z izrazanjem genov, ki so vkljuceni
v zascito in dolgozivost celic (8, 12, 16).
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Zanimiva je bila tudi ugotovitev, da je od vseh testiranih
vzorcev vod na gojene kozne celice najbolje delovala nara-
vna, neobdelana termalna voda. Statisticno znadilno pri-
merljiv uCinek izkazuje tudi voda, predhodno sterilizirana z
UV-svetlobo, medtem ko voda, filtrirana skozi 0,22 pm mi-
krobioloski filter, na celi¢no rast ni imela dobrega ucinka.
Uporaba termalne vode, obsevane z UV-svetlobo, je za
rast keratinocitov in fibroblastov znacilno boljSa kot dodatek
filtrirane termalne vode, pri Cemer je bila ta razlika najvedja
pri najvecii redcitvi 1 : 16. Tudi vzorca vodovodne in ultraci-
ste vode, v primerjavi z neobdelano in obdelano (sterilizirano
z UV-svetlobo) termalno vodo, nista pokazala tako ugod-
nega ucinka na rast celic. Sestavo vode lahko namre¢ spre-
menimo z razlicnimi kemijskimi in fizikalnimi postopki (2).
Na ta nacin vplivamo tudi na vsebnost snovi, kot so razli¢ni
ioni, ki jin celice potrebuijejo za normalne fizioloSke procese,
to pa se negativno odraza tudi v celi¢nih kulturah in vitro (9,
20). Podobno je tudi v pogojih in vivo, Kjer se koza ob po-
vrSinski uporabi neobdelane termalne vode hitreje obnavlja,
tudi celienje ran je boljSe, poleg tega pa se opazno upo-
Gasnijo procesi staranja v povezavi z genskimi okvarami in
razlicnimi bolezenskimi spremembami (7, 33). Makroskop-
sko je to vidno kot zmanijSevanie ali zaviranje dolocenih zu-
nanjih Skodljivih u¢inkov na kozo, hitrejSe celienje ran in
ugodni kozmeti¢ni ucinki (12, 13, 20, 22). Glede na rezultate
nasih eksperimentov lahko zaklju¢imo podobno: delovanje
termalne vode iz Term Dobrna na keratinocite in kozne fi-
broblaste, gojene in vitro, je bilo pozitivno, saj je ta pospesila
njihovo rast pri vseh testiranih redcitvah, Se posebej pa pri
najvecji (1 : 16). Vpliv termalne vode je na zivost in rast ke-
ratinocitov statitisticno znacilno pozitiven, medtem ko opa-
Zen pozitiven trend ni dosegel statisticno znacilne vrednosti
pri koznih fibroblastih. Z izsledki naSe raziskave se tako pri-
druzujemo ugotovitvam do sedaj sicer redkih raziskav, ki
so v celi¢nih kulturah in vivo podobno potrdili ugodne uCinke
razli¢nih termalnih vod (23, 24).

Uporaba celi¢nih kultur v laboratorijskih pogojih je eden iz-
med najuporabnejsih, najzanesljivejsih in ekonomicnih na-
¢inov testiranja razlicnih snovi in vitro (34, 35). Celicne
kulture, ki smo jih vzpostavili, so dobro uspevale, poleg
tega pa smo z njihovo uporabo nadzorovali eksperimen-
talne pogoje. Pri nadaljnjin raziskavah in vitro na podro¢ju
uporabnosti termalnih vod bi lahko uporabili tudi druge
vrste celic ali tkiv, razli¢ne vrste celi¢ninh modelov, drugacne
eksperimentalne pogoje in dodajanje znanih rastnih dejav-
nikov. Poleg tega pa bi lahko v prihodnje na gojenih celicah
primerjalno preizkusili uCinke delovanja razlicnih termalnih
in mineralnih vod, morske vode in tudi vodnih ekstraktov
zdravilnega blata.

SKLEP

V raziskavi smo potrdili, da je delovanje termalne vode iz
Term Dobrna na keratinocite in kozne fibroblaste v pogojih
in vitro ugodno, saj pospesuije rast obeh vrst celic. Na os-
novi teh ugotovitev sklepamo, da ima pozitiven ucinek na
rast in regeneracijo poglavitnih tipov koznih celic, zato me-
nimo, da je njena uporaba priporocljiva tudi za preventivho
in terapevtsko uporabo pri koznih boleznih.
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POVZETEK

Glioblastom je najpogostejsi primarni maligni tumor
mozganov in hkrati tudi najbolj smrtonosna in agre-
sivna oblika tumorija, ki se pojavija v mozganih. Pov-
precno prezivetje bolnikov z glioblastomom je kljub
prejetju standardne terapije le 12 do 15 mesecev. V
zadnjih letih se kot napredna moznost zdravljenja
glioblastoma pojavija imunoterapija, ki je pri zdra-
vlienju nekaterih drugih rakov dozivela izjemen
uspeh. Posebnost glioblastoma je visoka stopnja
imunosupresije, ki je predvsem posledica poveca-
nega izrazanja PD-1, PD-L1, TGF-( in metaloproteaz
ter znizanega izrazanja MHCI. Imunoterapevtski pri-
stopi za zdravljienje glioblastoma, ki so presli v tretjo
fazo Klini¢nih preskuSanj, so peptidna cepiva proti
EGFRVIII, ki pa se na koncu niso izkazala kot najbolj
uspesna. Podobno tudi celi¢na terapija z dendriti-
¢nimi celicami in s citokini induciranimi celicami ubi-
jalkami ter terapija z zaviralci imunskih kontrolnih
tock (npr. nivolumab) ni prinesla Zelenih rezultatov.
Znanstveniki so za zdravljenje glioblastoma razvili
tudi celice CAR-T, usmerjene proti HER2, IL-13Ra2
in EGFRVIII, a niso imele znatnega dolgotrajnega
uCinka na paciente. Prihodnost imunoterapije pri
zdravljenju glioblastoma je predvsem v izboljSanju
trenutnih terapij in kombinaciji ve¢ pristopov.

KLJUCNE BESEDE:
CAR-T, glioblastom, imunoterapija, klini¢na razi-
skava

ABSTRACT

Glioblastoma is the most common primary malignant
brain tumor, and at the same time the most aggres-
sive and deadliest form of tumor occurring in the
brain. The average survival of patients with gliobla-
stoma, despite receiving standard therapy, is only
12-15 months. In recent years, immunotherapy has
emerged as an advanced treatment option for glio-
blastoma and has been extremely successful in treat-
ing some other cancers. A special feature of gliobla-
stomis a high level of immunosuppression, which is
mainly due to increased expression of PD-1, PD-L1,
TGF-B and metalloproteases and decreased expres-
sion of MHCI. Immunotherapeutic approaches for
the treatment of glioblastoma that have passed into
the third phase of clinical trials are peptide vaccines
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against EGFRVIII, which in the end did not prove to
be the most successful. Similarly, cell therapy with
dendritic cells and cytokine-induced killer cells and
therapy with immune checkpoint inhibitors (eg
nivolumab) did not produce the desired results. Sci-
entists have also developed CAR-T-targeted HER2,
IL-13Ra2, and EGFRVIII for the treatment of glioblas-
toma but they did not have a significant long-term
effect on patients. The future of immunotherapy in
the treatment of glioblastoma lies primarily in the im-
provement of current therapies and the combination
of several approaches.

KEY WORDS:
CAR-T, clinical trials, glioblastoma, immunotherapy

UvoD

Glioblastom je najpogostejSi primarni tumor centralnega
zivénega sistema in je tudi eden izmed najbolj smrtonosnih
rakov, saj petletno prezivetje po diagnozi znasa le 5,5 %.
Glioblastom je redek rak in se v Zdruzenih drzavah Amerike
pojavlja s pogostostjo 3,2 primera na 100.000 prebivalcev
(1). Pogosteje se pojavlja pri starejSi populaciji z mediano
povprecne starosti 64 let (2). Po razdelitvi Svetovne zdrav-
stvene organizacije glioblastom spada v ¢etrto, najbolj ma-
ligno stopnjo gliomov. Vzrokov za nastanek gliomov v veliki
meri ne poznamo. Med dejavnike tveganja sodijo izposta-
vljenost ionizirajoemu sevanju in nekateri redki druzinski
sindromi, kot je npr. Li-Fraumenijev sindrom (3). Prvi znaki
bolezni so povezani predvsem z mestom tumorja in so
lahko zelo jasni, kot je npr. izguba vida, spremembe pri
sporazumevanju ali otrplost. Lahko pa so tudi blagi, npr.
utrujenost, blage tezave s spominom in motnje razpoloze-
nja (2). Znacilnosti tumorskih celic so netipi¢na jedra, celi¢ni
pleomorfizem, visoka mitotska aktivnost, nekroza in mi-
krovaskularna proliferacija (1). Zdravljenje bolnikov, miajsih
od 70 let, obsega najvecjo mozno odstranitev tumorja, ra-
dioterapijo in kemoterapijo s temozolomidom (2). Kljub
zdravljenju vecina bolnikov umre 15 mesecev po diagnozi
(4). Neuspesnost klasi¢ne terapije je med drugim posledica
izraZzanja proteinov, ki izloCajo protitumorske ucinkovine iz
celice, in izrazanje encima O-6-metilgvanin-DNA metil-
transferaze (MGMT). Ta namre¢ odstrani poskodbe, ki jih
je povzroCil temozolomid. Poleg tega so v tumorju prisotne

tudi glioblastomske maticne celice (5), ki so Se posebno
odporne na zdravljenje s temozolomidom in radioterapijo
(4, 6). Za glioblastom je znacilna tudi visoka stopnja hete-
rogenosti tako znotraj tumorja kot tudi med tumoriji razlicnih
bolnikov, kar dodatno otezuje nacrtovanje novih zdravil (4).
Zaradi izijemno visoke stopnje smrtnosti bolnikov so nova,
ucinkovitejSa zdravila nujno potrebna.

Eden izmed trenutno najbolj obetavnih nacinov zdravijenja
raka so imunoterapevtski pristopi, ki temeljijo na izboljSanju
imunskega odziva telesa na tumor ali pa na ciljanju specifi-
¢nih tumorskih antigenov (7). Leta 2018 so raziskovalcema
Jamesu Allisonu in Tasuku Honju podelili Nobelovo nagrado
na podrocju imunoterapije, in sicer za odkritie zaviralcev
imunskih kontrolnih tock (8, 9). Imunske kontrolne tocke so
namre¢ kljuCen del imunskega sistema, saj skrbijo za na-
tan¢no uravnavanje imunskega odziva. Rakave celice med
drugim izrazajo tar¢e imunskih kontrolnih tock (10). S tem
preprecijo njihovo prepoznavanje in odstranitev z naravnimi
celicami ubijalkami oz. citotoksi¢nimi limfociti T ter tako za-
vrejo delovanje imunskega odziva. Prvi imunoterapevtik, ipi-
limumab, so odobirili leta 2011 za zdravljenje metastatskega
melanoma. Kmalu zatem so odobrili ve¢ zdravil za zdravijenje
razlicnih rakov, kot so npr. majhnoceli¢ni rak plju¢, nemajh-
noceli¢ni rak pliuc¢ in rak materni¢nega vratu (8).

V tem dlanku bomo najprej na kratko opisali posebnosti
imunskega sistema pri glioblastomu in predstavili imuno-
terapevtske pristope za njegovo zdravijenje, ki so se izkazali
kot najbolj obetavni in so presli v tretjo klinicno fazo pre-
skusanj. Nato bomo predstavili ostale obetajoCe imunote-
rapevtske nacine zdravljenja glioblastoma.

IMUNSKI SISTEM
V GLIOBLASTOMU

Dolgo ¢asa je veljalo prepriCanje, da je centralni ziveni sistem
organ v imunoloskem mirovanju, ki ga vzdrzujejo izklju¢no
celice mikroglije. Le-te pa pred vsemi interakcijami perifer-
nega imunskega sistema Sciti krvno-mozganska pregrada.
V zadnjih dvajsetih letih so ugotovili, da se znotraj centralnega
zivénega sistema prepletajo elementi prirojenega in prid-
oblienega imunskega sistema. Poleg tega je krvno-mozgan-
ska pregrada pri poskodbah in vnetjih ter pri razvoju tumorjev
propustna in tako dostopna imunskim celicam (11). Kot pri-
mer, aktivirani limfociti T, ki se nahajajo v vratnih bezgavkah,
lahko prehajajo skozi krvno-mozgansko pregrado in vstopijo
iz limfnega sistema v centralni ziveni sistem (12, 13).
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Ceprav ima centralni Ziveéni sistem edinstveni imunski me-
hanizem, je za glioblastom znacilna visoka stopnja imuno-
supresije (slika 1). Na sliki so prikazani posamezni mehanizmi,
ki v tumorju glioblastoma delujejo imunosupresivno. Fonseca
je s sodelavci raziskoval zbiranje celic mikroglije in makrofa-
gov v glioblastomu in dokazal, da mikroglija z uravnavanjem
transformirajoCega rastnega faktorja beta (TGF-B) preko
stika s tumorskimi celicami spodbuja napredovanje tumorja
(12, 14). Maligne glioblastomske celice izrazajo in izloajo
imunosupresivne dejavnike, kot so prostaglandini E2 in ci-
tokini (TGF-B in IL-10), ki rekrutirajo regulatorne celice T, in-
hibirajo proliferacijo in aktivnost efektorskih celic T in antigen
predstavitvenih celic ter zavirajo zorenje dendriticnih celic
(12, 13). V zaCetni fazi razvoja tumorja infiltracija regulatornih
celic T z izrazanjem ligandov imunskih kontrolnih tock, ki ci-
totoksiénim limfocitom T prepredijo proliferacijo in sprostitev
imunsko aktiviranih citokinov, prispeva k zasdéiti tumorja (11).
S tumorjem povezani makrofagi (TAM M2), ki imajo imuno-
supresivni fenotip, izloCajo faktorje, kot je npr. TGF-B, in s
tem zaustavijo citotoksicne celice T ter rekrutirajo metalo-
proteazo MMP14. V pozitivni povratni zanki s tumorjem po-
vezani makrofagi izloCajo MMP14, ki stimulira tumorske ce-

lice, da pri¢nejo izlo¢ati MMP2 in MMP9, in s tem pospesijo
unicenje zunajceliCnega ogrodja in odstranitev apoptoticnih
celice, kar oboje vodi k razsiritvi tumorja (11).

Bloch je porocal, da makrofagi, izolirani iz periferne krvi bol-
nikov z glioblastomom, izrazajo poviSano raven liganda pro-
gramirane celicne smrti (PD-L1), ki aktivira receptor PD-1 in
s tem omeji delovanje citotoksi¢nih limfocitov T (14, 15).
Celice glioblastoma se lahko z izrazanjem receptorjev
FASL, B7 in PD-L1 vezejo na negativne regulatorne faktorje
imunskih funkcij in tako inhibirajo aktivnost citotoksi¢nih
limfocitov T in spodbudijo »imunski pobeg« glioblastoma
(16). Znizano izrazanje klasi¢nih molekul poglavitnega hi-
stokompatibilnostnega kompleksa (MHCI) in prekomerno
izrazanje dolocenih neklasi¢nih molekul MHCI (HLA-G,
HLA-E) lahko inhibirata citotoksi¢nost citotoksi¢nih limfo-
citov T in citotoksi¢nost celic T, kar prav tako prispeva k
imunskemu pobegu tumorja (12, 17). Sredis¢e imunskega
pobega so med drugim tudi glioblastomske mati¢ne ce-
lice, saj predstavljajo samoobnavljajo¢o se populacijo tu-
morskih celic, ki so odgovorne za Sirjenje glioblastoma,
angiogenezo, odpornost na kemo- oz. radioterapijo in
imunsko slabljenje.
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Slika 1: Imunski pobeg celic glioblastoma (GB).
Figure 1: Immune escape of glioblastoma (GB) cells.
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Glioblastomske maticne celice prispevajo k spremenjeni
imunogenosti, zmanjSanemu izrazanju kompleksa MHCI
in ekspresiji PD-L1. Slednja sprozi indukcijo T-celi¢ne aner-
gije in prepreci imunski odgovor. Glioblastomske mati¢ne
celice na svoji povrsini nimajo kostimulatornih molekul
CD80 in CD86, ki sta potrebni za aktivacijo antigen speci-
ficnih citotoksicnih limfocitov T (18, 19). Izlo¢ajo tudi TGF-
B, ki stimulira rast tumorja, galektin-3, ki sproZi citotoksi¢no
T-celi¢no apoptozo, in arginazo ter periostin, ki spodbujata
diferenciacijo okoliskih s tumorjem povezanih makrofagov
M2. Z izloCanjem vseh teh dejavnikov lahko glioblastomske
mati¢ne celice usmerjajo in nadzorujejo svoje imunsko mi-
krookolje (11, 20).

IMUNOTERAPIJA
PRI ZDRAVLJENJU
GLIOBLASTOMA

3.1 KLINICNE FAZE

Zdravila morajo prestati Stevilna dolgotrajna in zahtevna
preskusanja pred njihovo odobritvijo na trgu. Klini€na pre-
skusanja zdravil razdelimo v Stiri faze (21-23). V prvi klini¢ni
fazi zdravilo testiramo na manjsi skupini (do 100) zdravih
posameznikov ali pa na rakavih bolnikih z napredujoco bo-
leznijo, kjer dolo¢imo varen odmerek zdravila in identifici-
ramo mozne nezelene ucinke (21, 22). V drugi Klini¢ni fazi
zdravilo testiramo na vecjemu Stevilu rakavih bolnikov (100
do 500) in dolo¢imo ucinkovitost zdravila in dodatne ne-
zelene ucinke (21, 22). V tretji klini¢ni fazi, ki je obi¢ajno
randomizirana, pa zdravilo testiramo na Se vec¢jem Stevilu
bolnikov (1000 do 5000), da dolo€imo ucinkovitost zdravila
ter mozne nezelene ucinke in nato uspesnost primerjamo
z obstojedimi zdravijenji (21, 22). Cetrta faza obsega ovred-
notenje zdravila, ko je to Ze na trgu.

3.2 KLINICNE RAZISKAVE V DRUGI IN
TRETJI FAZI PRESKUSANJA

V tretjo fazo klini¢nih preskusanj za zdravijenje glioblastoma
so presli imunoterapevtski pristopi, kot so peptidna cepiva
in cepiva iz dendritinih celic, celi¢na terapija ter inhibitorji
imunskih kontrolnih tock (preglednica 1).

3.2.1 Peptidna cepiva
Peptidna cepiva so lahko usmerjena proti enemu ali vec
antigenom. Peptidno cepivo, usmerjeno proti mutiranemu

receptorju za epidermalni rastni faktor (EGFR),
NCT01480479, je sestavlieno iz 14 aminokislin dolgega
neoplazemskega epitopa, vezanega na hemocianin iz mor-
skih polzey, in granulocitne in monocitne kolonije spod-
bujajoCega dejavnika. EGFR je namre¢ obetajo¢a taréa
glioblastoma, saj je prekomerno izrazen pri 34 do 63 %
bolnikov. Od teh jih ima 25 do 64 % delecijo 801 baznih
parov, ki zapisujejo 267 aminokislin zunanje domene re-
ceptorja, in jo oznacujemo z EGFRVIII. Mutacija povzroCi
konstitutivno aktivacijo receptorja, neodvisno od vezave
liganda (24). Klini¢no raziskavo so izvedli na bolnikih s pri-
marnim glioblastomom z izrazenim EGFRVIII, ki so prejeli
standardno zdravljenje (kirurSko odstranitev tumorja ter
radio- in kemoterapijo), pri ¢emer med zakljuckom stan-
dardne terapije in zaCetkom imunoterapije bolezen ni na-
predovala. Raziskavo so pred¢asno prekinili, saj vmesna
analiza rezultatov skupine bolnikov z minimalnim ostankom
rakavih celic (minimal residual disease) ni pokazala razlike
med smrtnostjo bolnikov v kontrolni skupini in bolnikov, ki
so prejeli cepivo (25). Med razvojem in Klini¢nimi presku-
Sanji so ugotovili, da ekspresija EGRFVIII ni stabilna, saj
50 % ponavljajocih se glioblastomskih tumorjev spontano
preneha izrazati EGRFVIII (26). Prav tako neuspesna je
bila raziskava personaliziranega peptidnega cepiva,
UMINO00006970, usmerjenega proti ve€jemu Stevilu an-
tigenov (dvem do Stirim), izbranih na podlagi analize bol-
nikovih protiteles IgG (27). Kljub neuspeSnosti teh raziskav
so v trenutnem razvoju Se drugi terapevtski pristopi, med
drugim celice CAR-T, mikrobna cepiva in protitelesa z ve-
zanim toksinom, usmerjena proti EGRF ali EGRFVIII (28,
29).

3.2.2 Celi¢na terapija z dendriti¢nimi celicami

Dendriticne celice so pomembna povezava med priroje-
nim in pridobljenim imunskim sistemom. Njihova vioga je
zajetje, procesiranje in predstavitev potencialnih antigenov
celicam T in z usmerjanjem diferenciacije naivnih celic T
vplivajo na delovanje celi¢ne imunosti. Ucinkovito cepivo
iz dendriti¢nih celic sprozi imunski odziv, pri katerem pride
do eliminacije oz. inaktivacije regulatornih celic T, propada
imunosupresivnega tumorskega okolja in aktivacije ucin-
kovitih citotoksi¢nih limfocitov T in celic pomagalk (30).
Raziskave tretjih klini¢nih faz preskusanj dendriti¢nih celic
za zdravljenje glioblastoma Se niso zaklju€ene. Na voljo
SO le vmesni rezultati oz. rezultati sekundarnega cilja ra-
ziskave NCT00045968. Med klini¢no raziskavo je 90 %
vseh bolnikov, izbranih za sodelovanje, prejelo cepivo,
zato rezultate primerjajo s preteklimi raziskavami in klini-
¢nimi praksami. Mediana prezivetja vseh bolnikov je bila
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Preglednica 1: Seznam imunoterapij za zdravijenje glioblastoma v drugi in tretji klinicni fazi.
Table 1: List of immunotherapies for glioblastoma treatment in the second and third phases of clinical trials.

IME IN OZNAKA FAZA a7
KLINICNIH KLINICNE | BOLEZEN UDELEZEN CEV TERAPIJA KONTROLA | TARCA | REZULTAT
RAZISKAV RAZISKAVE
. . peptidno cepivo -
ACT IV primarni GB , , .
NCTO01480479 If EGFRVIIlL 745 rindopepimut/ GM- | TMZ + KHL | EGFRVIIl | neuspe$na
CSF + TMZ
ponavijajoci se , . razlicni
[TK-1 peptidno cepivo . .
UMINO00006970 [If GB HLA A24 |78 TK-A placebo tun.worsth neuspesna
pozitivni antigeni
cepivo DC z . vmesni rezultati “?
avtolognim razicni nakazujejo na §
NCT00045968 Il primamni GB | 331 L placebo +TMZ | tumorski |~ J
tumorskim lizatom antien izboljSanje
+TMZ 9 prezivetia
GB nemutiran razlicni ni podatka (v
DEN-STEM IDH, MGMT- . , L
NCT03548571 [1/111 metiian 60 cepivo DC ST turrlworsllq prldolblvanju B
antigeni | kandidatov) X
promotor %
ivo D | ligni i ki O
ADCTA oonaviaiods s ceplvg C, pacek?o, razlicni . ni Ipod.at aI(V >
NCT04277221 [If GB 118 bevacizumab kot | bevacizumab | tumorski | pridobivanju w
ST kot ST antigeni | kandidatov) E
pd
izboljSa <ZE
INNOCELL , , prezivetie brez N
NCT00807027 I primarni GB | 180 CIK+ ST ST tumor T =
bolezni -
D
CheckMate 143 ponavijgjoci se . . . o
NCT02017717 [If GB 626 nivolumab bevacizumab | PD-1 neuspesna
ponavijgjoci se ' ,
CheckMate 498 Radioterapija + .
NCT02617589 I GB MQMT— 550 nivolumab ST PD-1 neuspesna
nemetiliran
ne izboljSa
primarni GB 2;?;’32?/:&22
CheckMate 548 MGMT . )
NCTO2667587 If metiiran 693 nivolumab + ST placebo + ST | PD-1 bolezni,
celokupno
promotor -
prezivetje Se
testirajo

GB - glioblastom, ST — standardna terapija (temozolomid in radiacija), KHL — hemocianin iz morskih polzev (keyhole limpet hemocyanin), CIK —
s citokini inducirani citotosicni limfociti T, EGFRVIII — epidermalni rastni faktor z delecijo 267 aminokislin zunanje domene receptorja, GM-CSF —
granulocitne in monocitne kolonije stimulirajoCi faktor, TMZ — temozolomid, HLA-A24 — humani levkocitni antigen A24, DC — dendiriticne celice,
MGMT — metil-gvanin metiltransferaza, IDH — izocitrat dehidrogenaza, PD-1 — receptor programirane celicne smrti 1. Podatki za vse klinicne
raziskave, razen UMINOOO006970, so pridobljeni s spletne strani www.clinicaltrials.org (dostop: junij 2020). Podatki za Klinicno raziskavo
UMINO00006970 so pridobljeni na spletni strani https://rctportal.niph.go.jp (dostop: junij 2020).
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23,1 meseca v primerjavi z od 15 do 17 mesecev pri
kontrolnih bolnikih v preteklih klini¢nih raziskavah in 34,7
mesecev v primeru bolnikov z metiliranim promotorjem
MGMT (31). V statusu pridobivanja kandidatov sta Se dve
klinicni raziskavi s cepivi iz dendriti¢nih celic. Pri klini¢ni
raziskavi NCT03548571 so bolnikove nezrele dendritiCne
celice, pridobliene iz monocitov, transficirali z mRNA, ki
so jo izolirali iz bolnikovih rakavih mati¢nih celic. Poleg
bolnikovih dendriti¢nih celic, transficiranin z mMRNA, so
cepivu dodali tudi dendritiCne celice, transficirane z mRNA
survivina in telomeraze (WTERT, human telomerase reverse
transcriptase). Mediana prezivetja dvajsetih bolnikov brez
napredovanja bolezni, ki so prejeli cepivo z dendritiCnimi
celicami z mRBNA rakavih mati¢nih celic, je bila v prvi in
drugi klini¢ni fazi (NCT00846456) 694 dni, v primerjavi s
kontrolno skupino, kjer je bila mediana prezivetja 236 dni.
Tretja klinicna faza NTC03548571 je namenjana bolnikom
z glioblastomom divjega tipa in nemetiliranim promotorjem
MGMT (32). Drugo cepivo (klinicna raziskava
NCT04277221) so pripravili iz avtolognih dendriti¢nih celic
in avtolognih celic tumorja. Namenjeno je bilo bolnikom s
ponavljajo¢im se glioblastornom. Cepivo so v fazi klini¢nih
preskusanj I/l preizkusili na 17 bolnikih s primarnim ali
ponovnim glioblastomom, ki so prestali kirurSko odstra-
nitev tumorja, pri Cemer so bolniki s primarnim gliobla-
stomom po operaciji prejeli Se radioterapijo. Za kontrolno
skupino so sluzili predhodno obravnavani bolniki z glio-
blastomom, ki so prejemali standardno terapijo, in so se
s preiskovano skupino ujemali po spolu in starosti. Glede
na kontrolo se je mediana prezivetja povecala s 380 dni
na 520 dni za bolnike z glioblastomom, prezivetje po treh
letih se je povecalo s 3,2 % na 37,5 % bolnikov in
18,8 % bolnikov je Zivelo ve¢ kot pet let po terapiji. Delez
prezivetja bolnikov kontrolne populacije po petih letih je
bil 0 % (33).

3.2.3 Celi¢na terapija s s citokini induciranimi
celicami ubijalkami

Za zdravljenje glioblastoma so testirali tudi celi¢no terapijo
(klinicna raziskava NCT00807027), pri kateri so uporabili s
citokini inducirane celice ubijalke (CIK, cytokine induced
killer cells). To so od poglavitnega histokompatibilnostnega
kompleksa neodvisni citotoksi¢ni limfociti T, pridobljeni iz
perifernin monocitov bolnikov, ki so gojeni in vitro z dodat-
kom interlevkina 2 in protitelesa proti CD3. Terapijo so pre-
izkusili na bolnikin s primarnim glioblastomom. Rezultati
s0 pokazali, da terapija ni izboljSala celokupnega prezivetja
bolnikov v primerjavi s kontrolno skupino, izboljSala pa je
prezivetje brez napredovanja bolezni (34).

3.2.4 Zaviralci imunskih kontrolnih to¢k

Zaviralci imunskih kontrolnih to¢k so najpogosteje protite-
lesa, ki se vezejo na specificne receptorje ali ligande kon-
trolnih to¢k z namenom prekinitve zaviralnih signalov. Za
glioblastom je znadilno izrazanje liganda PD-L1 v razlicnem
obsegu. Dokazali so nadizrazanje PD-L1 pri 88 % bolnikov
s primarnim glioblastornom in 72,2 % bolnikov s ponavlja-
joCim se glioblastomom (35). V Kklinicni raziskavi
NCT02017717 so primerjali ucinkovitost nivolumaba v pri-
merjavi z bevacizumabom. Razlik v celokupnem prezivetju
med skupinama bolnikov ni bilo (36). Nivolumab klinicno
preskusajo tudi pri bolnikih z nemetiliranim promoterjem
MGMT, ki so manj odzivni na zdravljenje s temozolomidom.
V raziskavi NCT02617589 bodo primerjali celokupno pre-
zivetje bolnikov, ki bodo poleg radioterapije prejeli nivolu-
mab, in bolnikov, ki bodo poleg radioterapije prejeli temo-
zolomid. Prav tako poteka raziskava, kjer nivolumab
preskusajo na bolnikih s primarnim glioblastomom in me-
tiliranim promotorjem MGMT.

TERAPIJA S T-CELICAMI S
HIMERNIMI RECEPTORJI ZA
TUMORSKE ANTIGENE ZA
ZDRAVLJENJE GLIOBLASTOMA

Eden izmed najbolj obetavnih imunoterapevtskih pristopov
v zadnjih letih je terapija z modificiranimi celicami T, ki izra-
7ajo himerne receptorje za tumorske antigene (CAR, chi-
meric antigen receptor). Celi¢na terapija CAR-T je razme-
roma nova terapija v onkologiji, ki pa je ze sploSno priznana
za zdravlienje B-celi¢nega limfoma in levkemije (37).
Avtologne celice T iz bolnikov lahko z genskim inzenirstvom
modificiramo tako, da izrazajo himerne receptorje — CAR
za tumorske antigene. UspeSno modificirane celice po
ekspanziji vnesemo nazaj v bolnika, kjer povzro&ajo taréno
uni¢enje tumorskih celic, ki izrazajo specifien antigen (slika
2). Na sliki je prikazan nacin uporabe celic CAR-T pri bol-
niku in sestava receptorja CAR.

CAR so fuzijski proteini, sestavljeni iz zunajcelicne domene,
ki specificno veze tar¢no molekulo, izrazeno na povrSini
tumorskih celic, zunajcelicne povezovalne in transmem-
branske domene ter znotrajceliCne aktivatorske domene,
ki omogoca aktivacijo limfocitov T (slika 2). Zunajcelicna
domena je v vecini primerov antigen prepoznavni enoverizni
variabilni fragment protitelesa (scFv), znotrajceli¢na pa
C-veriga T-celi¢nega receptorja CD3. Glavna prednost teh-
nologije CAR-T je ravno modularnost, saj omogoca za-
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Slika 2: Potek celicne terapije CAR-T in sestava CAR.

Figure 2: The course of CAR-T cell therapy and the composition of CAR.

menljive in strukturno razlicne moznosti za vsako funkcio-
nalno domeno ter posledi¢no izgradnjo raznovrstnih re-
ceptorjev z razli¢nimi strukturnimi lastnostmi in specifi-
¢nostmi za antigene. NovejSe generacije receptorjev
vsebuijejo tudi znotrajceli¢ne kostimulacijske domene iz re-
ceptorjev CD28 in 4-1BB, ki ojacajo aktivacijo limfocitov T.
Posledi¢no ob vezavi antigena na zunajceli€no domeno
pride do povec¢ane produkcije citokinov, proliferacije in di-
ferenciacije ter obstojnosti celic T, kar Se izboljSa delovanje
terapije (38). UCinkovitost in uspesnost tehnologije CAR-T
temelji na tem, da zaobide dva klju¢na koraka, ki sta sicer
nujno potrebna za aktivacijo pridoblienega imunskega od-
ziva: potrebo po predstavitvi antigenov v kontekstu molekul
poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa in po-
trebo po kostimulacijskih signalih (14, 37).

Antigen prepoznavne domene dajejo celicam CAR-T spe-
cificnost za antigene, ki se pogosto izrazajo v tumorskih
celicah. Tumorski antigeni, ki so doslej najbolj raziskani kot
mozne tarCe CAR za zdravlienje glioblastoma, so IL-13Ra2
(receptor za interlevkin-13 z alfa 2-verigo), EGFRVIII in
HER2 (receptor ElovesSkega epidermalnega rastnega de-

javnika 2) (14, 37). Povecano izrazanje IL-13Ra2 spodbuja
napredovanje tumorja in poveca stopnjo malignosti, zato
je receptor tudi negativni prognosti¢ni indikator bolezni
(39). V prvi Kliniéni fazi, kjer so preskusali varnost in ucin-
kovitost celi¢ne terapije CAR-T za IL-13Ra2, so odkrili, da
je terapija varna in da obstaja le majhno tveganje za sicer
pogoste zaplete tovrstnih terapij, kot je sindrom sproS¢anja
citokinov (40, 41). Pri enemu od treh testiranih bolnikov je
priSlo do regresije tumorja in pove¢ane koncentracije cito-
kinov v cerebrospinalni tekocini, a se je po 7,5 mesecih
tumor ponovno pojavil (40, 42). Najbolj raziskan tumor
specificni antigen je EGFRVIII (43). Raziskave infiltracije
celic CAR-T v tumorsko tkivo pri desetih bolnikih, so po-
kazale, da je pri vecini bolnikov prislo do zmanjSanja izra-
zanja EGFRVIII v odstranjenih tumorjih po enkratni periferni
infuziji EGFRVIII celic CAR-T. Pri nobenem bolniku ni prislo
do recesije tumorja, kljub temu pa je potrebno poudariti,
da je bila to skupina s sicer slabo prognozo (44). Tirozin-
kinazni receptor HER2, ki je povecano izrazen pri doloCenih
oblikah glioblastoma, je potencialna taréa celic CAR-T (45).
Periferna infuzija celic HER2 CAR-T je pokazala relativho
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varnost te metode tako kot tudi obstojnost celic CAR-T
skozi Gas (meritve so bile opravljene v Sasovnem obdobju
enega leta). Sedmim od 16 bolnikov se je bolezen stabili-
zirala za obdobje osmih tednov do 29 mesecev, pri enem
bolniku je prislo do delne regresije tumorja (46).

Rezultati prvih klini¢nih raziskav s celicami CAR-T dokazu-
jejo, da je terapija varna, poleg tega pa se modificirane ce-
lice T lahko infiltrirajo v glioblastomsko tkivo, kjer so ob-
stojne in se aktivirajo, in pri enem bolniku so celo odstranile
precejSnjo koli¢ino malignega tkiva (14, 40). Kljub temu pa
je bilo pri Stevilnih raziskavah ocitno, da imajo terapije, ki
vkljuéujejo samo celice CAR-T, nezadostno protitumorsko
aktivnost. Natanc¢ni vzroki ostajajo Se neznani, predposta-
vljgjo pa, da ciljanje samo enega antigena pri zelo hetero-
genem tumorju, kot je glioblastom, ni zadostno za odstra-
nitev vseh rakavih celic. To teorijo potrjuje tudi dejstvo, da
so bili najboljSi rezultati terapije CAR-T dosezeni pri rakih,
ki so zelo klonalni, kot so levkemije in limfomi. Zato bo v
prihodnjin Klini¢nih raziskavah potrebno preiskati uCinke
terapije CAR-T, ki ciligjo na ve¢ razlicnih tumorskih antige-
nov hkrati (14, 37, 47). Trivalentne celice CAR-T, ki ciljajo
tri pogoste glioblastomske antigene (HER2, IL-13Ra2,
EphA2) so Ze zasnovane (48). Eden izmed glavnih razlogov
za nepopolno ucinkovitost terapije bi lahko bil ta, da do
sedaj ustvarjene celice CAR-T ne prepoznajo in posledicno
ne unicijo glioblastomskih mati¢nih celic, ki lahko nato pov-
zroCijo ponovitev bolezni (49). V drugih raziskavah so ugo-
tovili, da so celice CAR-T, ki ciliajo na IL13Ra2, HER2 in
EGFRuVII, sposobne odpraviti diferencirane celice gliobla-
stoma in glioblastomske mati¢ne celice, kar kaze, da cito-
toksi¢nost, ki jo posreduje CAR ni odvisna od mati¢nosti
celic glioblastoma (45, 50-52). Vendar se kljub temu razi-
skave osredotocajo tudi na celice CAR-T, usmerjene proti
antigenom, ki so specificni za glioblastomske matic¢ne ce-
lice. Eden izmed takih markerjev je transmembranski gli-
koprotein CD133, pri katerem so CD133-CAR-T pokazale
spodbudne rezultate v predklini¢nih raziskavah (49). T-
celice CD133-CAR so pokazale predklini¢no citotoksi¢nost
proti glioblastomskim mati¢nim celicam, pridoblienim iz
bolnikov, pa tudi protitumorski odziv pri bolnikih s tumoriji v
jetrih, trebusni slinavki in debelem &revesu. Vendar pa se
CD138 izraza tudi v nevralnih mati¢nih celicah, s ¢imer se
porajajo varnostni pomisleki pri uporabi CD133-CAR za
bolnike z glioblastomom (51, 53).

Raziskujejo tudi ucinek dodatnih modifikacij celic CAR-T s
sistemom CRISPR/Cas9, kjer bi z delecijo genov, kot je
diacilglicerol-kinaza (DGK), dosegli manjSo obdutljivost celic
CAR-T na imunosupresivne ucinke tumorskega mikrookolja
(54). Pristopi za izboljSanje ucinkovitosti celic CAR-T vklju-

Cujejo tudi kombinirane terapije z zaviralci imunskih kon-
trolnih tock (55). Trenutno potekajo prve klini¢ne raziskave,
ki kombinirajo celice EGFRVII-CAR-T s protitelesom pem-
brolizumab in IL-13Ra2-CAR-T celice s protitelesoma ipi-
limumab ter nivolumab.

ZAKLJUCEK

Pri bolnikih z glioblastornom je zaradi visoke stopnje umr-
ljivosti kljub zdravljenju s standardno terapijo Se vedno po-
treba po iznajdbi ucinkovitejSega zdravila. Kljub imunosu-
presivnemu mikrookolju glioblastoma in prekomernemu
izrazanju nekaterih antigenov je imunoterapija veljala za
obetaven nacin zdravljenja glioblastoma. Prvi imunotera-
pevtski pristop je temeljil na cilianju specificnih tumorskih
antigenov (npr. peptidno cepivo, usmerjeno proti EGFRVII).
Slabost teh cepiv je predvsem, da tumorske celice pogosto
nehajo izrazati tar¢ni antigen. Poleg tega so se tudi perso-
nalizirana peptidna cepiva, usmerjena proti vecjem Stevilu
antigenov, izkazala kot neuspesna.

Drugi pristop temelji na izboljSanju imunskega odziva na
tumor, saj glioblastom deluje na svoje okolie imunosupre-
sivno. Najvedji uspeh zakljucenih klini¢nih preskusanj v tretji
fazi je izboljSanje prezivetja bolnikov s primarnim gliobla-
stomom brez napredovanja bolezni pri uporabi celicne te-
rapije s s citokini induciranimi citotoksic¢nimi limfociti T, ven-
dar se celokupno prezivetje glede na kontrolno skupino ni
podaljSalo. Na odgovor, kako uspeSna so cepiva iz den-
driti¢nih celic, je potrebno pocakati na zakljuCek tretje faze
klinicnih preskusan;.

Pri pregledu imunoterapij, ki so v tretji klinicni fazi, zaklju-
¢ujemo, da trenutno nobena ni uspesno prestala tretje kli-
ni¢ne faze in imela dolgotrajnega ucinka na prezivetje. Zato
je poleg izboljSave obstojeCih imunoterapij nujno tudi iskanje
novih pristopov, kot je npr. terapija z modificiranimi celicami
T (CAR-T). Prvi rezultati kazejo, da je terapija uspesna
predvsem pri rakih z visoko stopnjo klonalnosti, kot sta
levkemija in B celi¢ni limfom. Pri glioblastomu, za katerega
je znacilna visoka stopnja heterogenosti, cilianje samo
enega antigena ni zadostno, zato je pomembno snovanje
vecvalentnih celic CAR-T, ki bi ciljale razli¢ne tumorske an-
tigene hkrati. Raziskujejo tudi modifikacije celic CAR-T in
kombinacije terapij, npr. zaviralci imunskih kontrolnih tock
skupaj s celicami CAR-T. Poleg kombiniranja razlicnih te-
rapij bo v prihodnje potrebno iskanje novih tumorsko spe-
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cificnin antigenov in napovednih bioloskih oznacevalcey,
kot so mutacijsko breme tumorija in neocantigenski odtis, ki
bi lahko predstavljali u¢inkovite tarCe za imunoterapijo.
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POVZETEK

Glioblastom je najpogostejSa in najbolj agresivna
oblika primarnega mozganskega tumorja pri Clo-
veku. Zdravijenje, ki omogoca podaljSanje Zivlienjske
dobe pacientov do 15 mesecev, obsega operativni
poseg, obsevanje in kemoterapijo. Zaradi specificne
lokacije tumorja je odkrivanje novih zdravil zapleteno
in drago, zato je repozicioniranje ze znanih zdravil
¢asovno in ekonomsko ucinkovit pristop za odkri-
vanje alternativnih oblik zdravijenja. Stevilna Ze ob-
stoje¢a zdravila, katerih prvotni namen ni zdravljenje
raka, so ze izkazala svoj potencial pri zdravijenju
glioblastoma. Pri zdravljenju glioblastoma pozornost
posvecamo ucinkovinam, ki lahko prehajajo krvno-
mozgansko pregrado: antidiabetikom, antipsihoti-
kom in antiepileptikom. Raziskave kazejo, da lahko
kombinacije antidiabetika metformina oz. antiepi-
leptika valprojske kisline s standardno terapijo za
glioblastom podaljSajo prezivetje bolnikov. Kljub
vsem do sedaj znanim dejstvom, pa je potrebno
natancneje opredeliti mehanizme delovanja in vioge
repozicioniranih ucinkovin pri razvoju in zdravljenju
glioblastoma, da prepre€imo nepotrebne zaplete in
morebitne Skodljive ucinke.

KLJUCNE BESEDE:
glioblastom, metformin, repozicioniranje zdravil, val-
projska kislina

ABSTRACT

Glioblastoma is the most common and lethal brain
malignancy. Standard treatment consists of surgery,
radiotherapy and chemotherapy, and results in life
expectancy of 15 months after diagnosis. Due to
the specific location of the tumor, designing new
drugs is complicated and expensive. Drug repur-
posing is an economic and time-saving way for
identification of alternative treatment options. Nu-
merous existing drugs whose initial purpose was
not to treat cancer, have already proven successful
against glioblastoma. For glioblastoma, attention is
paid to antidiabetic drugs, antipsychotics and
antiepileptics that can easily cross the blood-brain
barrier. Studies show that adding the antidiabetic
metformin or antiepileptic drug valproic acid to the
standard glioblastoma therapy might prolong patient
survival. However, the exact mechanisms of action
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should further be studied and possible interactions
should be examined in order to avoid unnecessary
complications and adverse effects.

KEY WORDS:
drug repurposing, glioblastoma, metformin, valproic
acid

UvoD

Glioblastom je vrsta mozganskega tumoria, ki se razvije iz
zvezdasto oblikovanih celic glia — astrocitov. Populacijo
celic, v katerih se pri¢ne razvoj tumorja, imenujemo mati¢ne
celice glioblastoma. Glede na klasifikacijo Svetovne zdrav-
stvene organizacije (WHO, World Health Organization) glio-
blastom uvrs¢amo med astrocitome razreda IV, najbolj
agresivne maligne tumorije te vrste (1). V letih 2012-2016
so med mozganskimi tumorji in tumoriji centralnega ziv-
¢nega sistema diagnosticirali kot glioblastom 14,6 % vseh
tumorjev in 48,3 % malignih tumorjev (2). Potek bolezni je
odvisen od lokacije in dinamike Sirjenja tumorja, povprecen
Gas prezivetja zdravljenega pacienta je 15 mesecev (3).

Diagnozo podamo na podlagi preiskave z magnetno re-
sonanco (MRI, magnetic resonance imaging) ali z raCunal-
nisko tomografijo (CT, computed tomography). Standardni
postopki zdravljenja (slika 1) so namenjeni ohranjanju sta-
bilnega stanja pacienta in zacasnemu izboljSanju kakovosti
zivlienja. Terapevtski pristopi vkljuCujejo operativni poseg,
obsevanje in kemoterapijo. Ce lokacija tumorja omogoca
kirursko odstranitev brez vpliva na funkcionalne sposob-
nosti bolnika, izvedemo operativni poseg. K daljSi zivijenjski
dobi pripomore zgolj popolna odstranitev tumorja skupaj
z drugimi oblikami zdravljenja (4). Pri bolnikih, starejSih od
65 let, dolodimo status metilacije promotorja encima Q8-
metilgvanin DNK metiltransferaze (MGMT, OS-methylgua-
nine-DNA methyltransferase), ki ima pomembno vlogo pri

popravilu poskodb DNK, do katerih prihaja med kemote-
rapijo. Bolnike, starejSe od 65 let, ki imajo metilirano obliko
MGMT, zdravimo samo z obsevanjem (4, 5). Bolniki z me-
tiliranim MGMT in bolniki, mlajSi od 65 let, pa zdravljenje
nadaljujejo s kombinacijo obsevanja in kemoterapije s te-
mozolomidom (TMZ) ter dodatno kemoterapijo s TMZ (4,
5) (slika 1). Poleg protitumorskega delovanja je pomembna
lastnost zdravil za glioblastom tudi sposobnost prehajanja
krvno-mozganske pregrade. V okviru standardne terapije
je na voljo le nekaj alternativ: protitelo bevacizumab proti
vaskularnemu endotelijskemu rastnemu dejavniku (VEGF,
vascular endothelial growth factor) ter citostatiCne spojine
nitrozosecnine (karmustin in lomustin) (5).

Nizka stopnja prezivetja pacientov z glioblastomom je v
veliki meri posledica pogoste ponovitve tumorja po zdra-
vlienju. K ponovitvi pripomorejo genetska raznolikost, vras-
Canje v zdrava sosednja tkiva, hipoksi¢no in imunosupre-
sivno okolje tumorja ter razvoj odpornosti na zdravljenje,
Se posebej maticnih celic glioblastoma, ki imajo sposobnost
samoobnavljanja in diferenciacije (6, 7). Pojavlja se potreba
po razvoju novih zdravil, ki zahteva veliko ¢asa in denarija,
boljSa ucinkovitost pa ni zagotovljena. Razvoj vecine novih
tarénih terapij se ustavi pri klinicnemu preskusanju zaradi
neucinkovitega prehoda krvno-mozganske pregrade (7).

REPOZICIONIRANJE ZDRAVIL

V zadnjih letih se uveljavlja koncept repozicioniranja zdravil,
ki temelji na iskanju nove terapevtske uporabnosti ze ob-
stoje¢ih zdravil, prvotno namenjenih za zdravljenje drugih
bolezni (6). Repozicioniranje izvedemo s farmakoepide-
mioloSkimi raziskavami, na podlagi katerih povezemo upo-
rabo zdravila z napredovanjem tumorja ali z metodami in
silico, Kjer z uporabo bioinformacijskih algoritmov analizi-
ramo razli¢ne baze podatkov (NCBI TuPhenome-Genome
Integrator, Human Protein Atlas, GeneCards, DrugBank

Obsevanje in

Slika 1: Standardni potek zdravljenja pacientov z glioblastomom.
Figure 1: Standard therapy for patients with glioblastoma.
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itd.) in ugotavljamo nove povezave med zdravili, tarCami
in boleznimi (8). Glavne prednosti repozicioniranja zdravil
SO nizji stroski raziskav, manj viozenega Casa in manjSa
moznost neuspeha zaradi ze opravljenih predklini¢nih pre-
skusanj in s tem znanih farmakokineti¢nih in toksikoloskih
lastnosti (6). Za odobritev novega namena obstojeCega
zdravila v Evropski uniji ni standardiziranih postopkov ozi-
roma regulativnin smernic, potrebno pa je predloziti za-
dostne dokaze predklini¢nih preskusanj in podpreti z ustre-
zno strokovno literaturo (9, 10). Stevina e obstojeca
zdravila, katerih prvotni namen ni zdravljenje raka, so Ze
izkazala svoj potencial pri zdravljenju glioblastoma (11).
Mednje uvrs¢amo antimalarike, antidiabetike, protivnetna
zdravila, zaviralce popravljalnih mehanizmmov DNK, zavi-
ralce razli¢nih signalnih poti in angiogeneze, zdravila za
sréno-zilne, dermatoloske in plju¢ne bolezni ter zdravila,
ki ciliajo epigenetske modifikatorje (12, 13). V ¢lanku smo
se osredotocCili na antidiabetik metformin in antiepileptik
valprojsko kislino, ki dokazano prehajata krvno-mozgansko
pregrado (7).

2.1 VLOGA ANTIDIABETIKOV

Povecana proliferativna aktivnost rakavih celic zahteva
vedjo potrebo po substratih, ki so potrebni za normalen
potek glavnih biosinteznih poti celice, ter poveca in spre-
meni nacin porabe hranil. V zadnjih letih je prouCevanje
metaboloma rakavih celic omogocilo razumevanje, kako
lahko presnovne spremembe, ki so povezane z rakom,
povzrocijo terapevisko odpornost in kako jin lahko upora-
bimo kot tar¢e za zdravljenje. Posledi¢no se je pozornost
usmerila v iskanje zdravil, ki vplivajo na presnovne procese
ogliikovih hidratov, beljakovin in lipidov (14).

Osnovno zdravlienje glioblastoma vkljucuje kombinacijo
obsevanja in kemoterapije. Najbolj ucinkovit citostatik je
TMZ. Njegov mehanizem delovanja v osnovi temelji na me-
tilaciji gvanidinske baze DNK v O8-metilgvanidin, kar pov-
zroCi motnje v podvojevanju DNK in tako vodi v apoptozo
rakavih celic (15). Mehanizem delovanja TMZ na rakave
celice vklju€uije Stevilne signalne poti, med drugim aktivacijo
adenozin monofosfat kinaze (AMPK, 5' adenosine
monophosphate-activated protein kinase) (16). Eden izmed
pristopov zdravljenja glioblastoma je zato dodatno pove-
Canje aktivnosti AMPK, s Cimer se lahko poveca ucinkovi-
tost TMZ. Pri tem ima pomembno viogo metformin (14).

Metformin
Metformin ima Stevilne fizikalno-kemijske lastnosti, ki bi
lahko pozitivno doprinesle k njegovi uporabi v zdravljenju

mozganskih tumorjev, ¢e bi bila njegova ucinkovitost za to
indikacijo odobrena. Metformin je majhna, amfoterna mo-
lekula, topna v vodi, hkrati pa ima zaradi nepolarne verige
ogljikovodikov tudi lipofilne lastnosti, ki mu omogocajo ve-
zavo na lipidne domene celicne membrane (17). Dokazali
so tudi njegovo sposobnost prehoda krvno-mozganske
pregrade (18) .

Metformin je prva izbira pri zdravljenju sladkorne bolezni
tipa 2. Gre za bigvanidin, ki zmanjSa nastajanje glukoze v
jetrih, upocasni absorpcijo glukoze v Crevesju ter poveca
obdutliivost celic na inzulin (19). Delovanje metformina je
na molekulski ravni kompleksno in Se vedno ni popolnoma
raziskano, znano pa je, da deluje preko z AMP aktivirane
protein kinazne poti in preko poti, ki ni odvisna od AMPK
(20).

Metformin aktivira AMPK, ki preko razli¢nih signalnih poti
inhibira mehanisti¢no taro za rapamicin (MTOR, mam-
malian target of rapamycin) (slika 2). Stevilne raziskave
so potrdile povecano aktivnost mTOR v glioblastomu,
zato je inhibicija tega eden izmed obetavnih terapevtskih
pristopov zdravljenja (21). mTOR deluje kot serin/treonin
protein kinaza, ki regulira celicno rast in delitev, sintezo
proteinov in lipidov, avtofagijo, celi¢no gibljivost ter prepi-
sovanje DNK, njegova inhibicija pa vodi v zaviranje rasti
tumorja (22).

Drugi mehanizem protitumornega delovanja metformina
temelji na oksidativnem stresu. Metformin inhibira kom-
pleks 1 v dihalni verigi, ki je odgovoren za prenos elek-
tronov z NADH na ubikinon. Inhibicija kompleksa 1 vodi
v spremenjena mitohondrijski transmembranski potencial
in raven kalcija, zaradi Cesar je motena sinteza ATP, kar
povzroCi povecan oksidativni stres, ki negativno vpliva
na celice (23). V raziskavah so dokazali zmanjSano aktiv-
nost kompleksa 1 v glioblastomskih celicah po vnosu
metformina (23). Zaradi kompleksnosti signalnih poti,
preko katerih deluje metformin, Se ne poznamo natan-
¢nega mehanizma delovanja metformina na rakave celice
(22).

Do sedaj so dokazali, da soCasen vnos metformina med
terapijo s TMZ poveca citotoksi¢nost TMZ, kar ima za po-
sledico vecje uniCenje rakavih celic v primerjavi z monote-
rapijo (23). Podoben ucinek so opazili tudi pri soCasni te-
rapiji z obsevanjem (24). Dokazali so tudi, da metformin s
svojim delovanjem poveca obcutljivost glia celic in mati¢nih
celic glioblastoma na TMZ in vitro in in vivo (25). Pri slad-
kornih bolnikih, ki se zdravijo z metforminom, niso odkrili
povezave z zmanijSanim tveganjem za razvoj glioblastoma,
vendar pa se prezivetje sladkornih bolnikov z glioblasto-
mom podaljSa za 10,13 mesecev (26). Ker je uporaba
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METFORMIN

Kompleks 1

Slika 2: Celicne tarce metformina. Povzeto po (22).
Figure 2: Cellular targets of metformin. Adopted from (22).
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metformina povezana z boljSim prezivetjiem pacientov z
glioblastomom, na tem podro&ju Ze izvajajo klinicna pre-
skuSanja. Trenutno so registrirane $tiri klinicne raziskave, v
katerih preskuSajo uporabo metformina v terapiji gliobla-
stoma, ena raziskava pa se je ze zakljucila, vendar njeni
izsledki Se niso znani (27).

Kljub vsem do sedaj znanim dejstvom pa bi bile potrebne
dodatne raziskave, s katerimi bi natancneje opredelili me-
hanizem in vlogo metformina pri razvoju in zdravljenju glio-
blastoma.

2.2 UPORABA ANTIPSIHOTIKOV

Pogosto imajo bolniki z glioblastomom tudi pridruzene du-
Sevne motnje, kot so depresija, tesnoba, psihoza in akutno
stanje zmedenosti (28). Za izboljSanje kakovosti zivljenja
teh bolnikov in lajSanje dusevnih motenj jim pogosto pred-
pisujemo antipsihotike (29). Prednosti uporabe znanih an-
tipsihotikov so sposobnost prehoda krvno-mozganske pre-
grade, kjer dosezejo enakomerno porazdelitev, in ze

obstojece Klinicne raziskave (28). Podatki iz epidemioloskih
raziskav kazejo, da uporaba antipsihotikov zmanjSuje po-
javnost gliomov pri pacientih s shizofrenijo v primerjavi s
splosno populacijo (80, 31). Povezavo med tipicnimi an-
tipsihotiki in glioblastornom predstavljajo dopaminski re-
ceptorji D, ki jih tipi¢ni antipsihotiki blokirajo in s tem one-
mogocijo profileracijo, invazijo in rast glioblastomskih celic.
Atipi¢ni antipsihotiki lahko delujejo preko zaviranja dopa-
minskih receptorjev D,, D, in D, (npr. klozapin in olanzepin)
in serotoninskega receptorja 5-HT,, (npr. klozapin in olan-
zepin), regulacije aktivnosti AMPK (npr. olanzepin in kve-
tiapin) ali kot epigenetski modifikatorji (npr. valprojska ki-
slina).

Razdelitev antipsihotikov, ki jih uporabliamo v klinicni praksi,
je prikazana v preglednici 1. Poleg dusevnih motenj pri 22
do 60 % obolelih z glioblastomom prihaja do epilepticnih
napadov (7). V ¢lanku smo se osredotodili na valprojsko
kislino, ki je ena izmed najbolj raziskanih in najpogosteje
predpisanih zdravilnih ucinkovin za prepreCevanje in zdra-
vljenje epilepti¢nih napadov.
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Preglednica 1: Najpogestejsa zdravila z vplivom na osrednji Zivéni sistem, ki jih raziskujejo kot potencialne zdravilne ucinkovine za zdravijenje

glioblastoma.

Table 1: Most common drugs affecting the central nervous system that are examined as potential drugs for glioblastoma treatment.

Zdravilna uéinkovina | Nacin delovanja Bolezen Vloga pri zdravljenju glioblastoma | Vir
Tipi¢ni antipsihotiki zaviralci receptorja | shizofrenija, akutna | proliferacija, ! invazija in rast (7)
(haloperidoal, D, manija, bipolarna neodvisno od sidranja, | receptor
trifluoperazin, motnja, psihoza, AMPA glutamat, } mitohondrijska C-
flufenazin, tioridazin, Tourettov sindrom oksidaza, t avtofagija, ublazitev
perfenazin, aktivacije signalne poti PISK-
klorpromazin) Akt/mTOR
AtipiCni antipsihotiki motilci in zaviralci shizofrenija, bipolarna | ¥ namnozevanie celic in vitro in in vivo, | (7,
(olanzapin, klozapin, receptorja 5-HT,,, motnja, klinicna } celiéna viabilnost, { fosforilacija AKT |29,
asenapin, lurasidon, agonisti 5-HT,,, M, | depresija, (Serd73) in GSK-33 (Ser9), ustavitev | 32,
Ziprazidon) D, H, ter receptorjev | anksioznost, celicnega cikla v GO/G1 fazi, vplivna |33)

a, in a, Huntingtonova raven AMPK

bolezen

Antiepileptiki podaljSajo epilepsija, migrena, { celiCna rast, { angiogeneza, t (7,
(valprojska kislina, inaktivacijo Na* bipolarna motnja obcutljivost na obsevanje, t apoptoza, | 28,
karbamazepin, napetostno hiperacetilacija histonov in zastoj 34)
levetiracetam, odvisnega kanala, celicnega cikla
topiramat) zaviralci GABA

transaminaze
Pomirjevala in uspavala | povecajo frekvenco | tesnoba, epilepticni t obdutljivost na kemoterapijo, (7)
(benzodiazepini odpiranja CI napadi, mesecnost, | ustavitev celicnega cikla v fazi GO/G1
diazepam, lorazepam, |ionskega kanala noc¢ne more
triazolam, temazepam)
Tricikli¢ni antidepresivi | antagonisti anoreksija, tesnoba, |t avtofagija, t fragmentacija jeder in (7,
(amitriptilin, imipramin, | receptorja D, duSevne motnje vitro, 4 signalna pot AKT/mTOR, 35,
klopiramin, doksepin, | preprecujejo ponovni utiSanje lastnosti mati¢nih celic, 36)
amoksapin, privzem citostati¢no delovanje
klorpromazin) noradrenalina in

serotonina v

presinaptic¢ni koncic

AMPA; a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionska kislina, PIBK-Akt/mTOR; PISK, fosfatidilinozitol 3-kinaza/AKT, protein kinaza
B/mTOR, sesalska (mehanisticna) taréa rapamicina, GSK-3B; glikogen sintaza kinaza 3 beta, GABA; gama-aminobutanojska kislina, 5-HT2A;
serotoninski receptor, 5-HT1A; serotoninski receptor, M1; muskarinski receptor, D; dopaminski receptor, D2; dopaminski receptor, H1;

histaminski receptor, al in a2; adrenergicna receptorja

Valprojska kislina

Valprojska kislina (VPA) je derivat valeri¢ne kisline, ki deluje
nevrozascitno, antimani¢no in protimigrensko (37). VPA je
antiepileptik z dobro poznanim toksikoloskim in farmako-
loSkim profilom. Bolniki z glioblastomom prejemajo VPA
za zdravljenje in prepreCevanje epilepticnih napadov.

V gliomu VPA spodbuija izrazanje od ciklina odvisne kinaze
(CDK, cyclin-dependent kinase) inhibitorja p21, s &imer

povzroCi zastoj celi€nega cikla ter poveca izrazanje a- in
B-izoform topoizomeraze I, ki je tesno povezana s sintezo
DNK in popravljalnimi mehanizmi (38). VPA ima razlicne
vloge pri zdravijenju glioblastoma (slika 3): zavira celicno
proliferacijo, povzro¢a diferenciacijo in apoptozo ter poveca
obcutliivost glioblastomskih celic na obsevanje (39). Na
glioblastomskih celi¢nih linijah so dokazali, da VPA znatno
povecCa ucinek TMZ in obsevanja, neodvisno od statusa
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proteina MGMT. UcCinek je verjetno posledica sposobnosti
VPA, da sprosti kromatin, kar povzroci povecano stopnjo
metilacije in s tem vecje poskodbe v strukturi DNK.
Znanstvene raziskave kazejo, da imajo proteini, ki jin celice
izloCajo, pomembno vilogo pri razli¢nih fizioloskih in pato-
loskih procesih. Z znizanjem ravni leptina v mascobnih ce-
licah VPA vpliva na apetit, v rakavih celicah debelega Cre-
vesja pa zniza raven izlo¢anja VEGF in vpliva na
angiogenezo. V celicah glioblastoma lahko VPA, odvisno
od odmerka, znatno zmanj$a izlo€anje VEGF in posledi¢no
inhibira angiogenezo (40).

lzvedli so analizo sekretoma, zbirke izloCenih proteinov,
glioblastomskih celic po izpostavitvi VPA (41). Rezultati ka-
zejo, da glioblastomske celice pospesuijejo izloCanje amfi-
regulina (AR), ki spada med ligande epidermalnega rast-
nega dejavnika (EGFR, epidermal growth factor receptor).
Druge raziskave in vitro in in vivo pa kazejo, da utiSanje AR
poveca obcutljivost glioblastomskih celic na zdravijenje s
TMZ. Izrazanje AR je povezano tudi s povecano aktivacijo
zunajceli¢ne s signali regulirane kinaze (ERK, extracellular-
signal-regulated kinase) preko EGFR, ki doprinese k na-
predovanju raka (41).

VPA lahko aktivira tudi signalno pot Wnt/3-katenin (42).
Wnt/B-katenin je evolucijsko ohranjena signalna pot, kiima
klju¢no vlogo pri embriogenezi in samoobnavijanju maticnih
celic, nepravilno delovanje te signalne poti pa je povezano
z gliomagenezo in invazivnostjo. Po izpostavitvi gliobla-
stomskih mati¢nih celic VPA se poveca izrazanje tar¢nih
genov Wnt/B-katenin AXIN2, CD44 in DKK1. Dokazali so
tudi, da VPA zmanjSa metabolno aktivnost in proliferacijo
glioblastomskih matic¢nih celic. Ker je signalna pot Wnt/3-
katenin vpletena v migracijo, je inkubacija glioblastomskih
celiénih linij z VPA privedla do znacilnega zmanjSanja mi-
gracije in invazije. Signalna pot Wnt/B-katenin ima biva-
lentno vlogo, saj so si rezultati raziskav nasprotujoCi. Taki
rezultati kazejo na heterogenost glioblastoma oz. na pri-
sotnost celic z razli¢nimi molekulskimi lastnostmi in vple-
tenost razli¢nih signalih poti pri regulaciji celi¢nih procesov.
Stevilne raziskave so pokazale, da VPA podaljsa Ziviienjsko
dobo bolnikov z glioblastornom. VPA zavira histon deace-
tilazo (HDAG, histone deacetylase), zmanjSa proliferacijo
in povzroCa apoptozo glioblastomskih celic (34). Trenutno
je registriranih deset klinicnih raziskav, ki ocenjujejo upo-
rabnost VPA pri zdravljenju glioblastoma (43). Avtorii klinicne

Celi¢no proliferacijo
Celi¢ni cikel
Angiogenezo
Metabolno aktivnost glioblastomskih
maticnih celic
Migracijo

Invazijo

Valprojska kislina

Izrazanje CDK inhibitorja p21
Diferenciacijo in apoptozo

Povecano izrazanje o- in - izoform
topoizomeraze II

Povecano obcutljivost
glioblastomskih celic na obsevanje

Mocnejsi uéinek TMZ in obsevanja
Aktivacijo Wnt/ B-katenin signalne
poti

Slika 3: Vloge valprojske kisline pri zdravijenju glioblastoma.
Figure 3: Roles of valproic acid in glioblastoma treatment.
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raziskave (44) so pokazali, da je uporaba VPA v kombinaciji
s TMZ in obsevanjem doprinesla k podaljSanju povprecne
dobe prezivetja bolnikov s 14,6 mesecev brez VPA na 29,6
mesecev z VPA. Pri klininem preskuSanju uporabe VPA
je potrebno opozoriti, da se koncentracija peroralno zauZzite
VPA razlikuje od tiste, ki doseze mozgane. Pri uporabi
dnevnega odmerka 15 do 20 mg/kg VPA za zdravlienje
bolnikov z epilepsijo je koncentracija v plazmi med 0,3 in
0,7 mM (45). Zaradi vezave s serumskim albuminom je
koncentracija VPA v mozganih precej nizja, giblie se med
0,04 in 0,2 mM. V eksperimentalnih in klini¢nih raziskavah
uporaba visjih koncentracij VPA ni smiselna, saj bi presegli
najvedji dnevni odmerek ucinkovine, ki je primerna za zdra-
vijenje.

Pri nac¢rtovanju terapij, ki vsebujejo VPA v kombinaciji s
TMZ, se je potrebno zavedati, da VPA zavira histon dea-
cetilaze, ki povzrocijo demetilacijo genov, in posledi¢éno
sproSCa kromatinsko strukturo ter poveCa dostopnost
DNK. V primeru, da histon deacetilaze demetilirajo pro-
motor gena MGMT, lahko na TMZ obdutljive celice posta-
nejo na TMZ odporne in s tem nevtralizirajo u¢inek TMZ v
Gasu zdravljenja (39). Zaradi moznosti, da VPA postane
antagonist TMZ je nujno podrobneje raziskati moznosti
njunih interakcij. Kljub Stevilnim poskusom in raziskavam
natancnega mehanizma protitumorskega delovanja VPA
ne poznamo.

SKLEP

Glioblastom je trdovraten mozganski tumor, ki se po stan-
dardnem zdravljenju z operativnim posegom, obsevanjem
in kemoterapijo pogosto ponovi. Alternativnih zdravil v upo-
rabi je malo, saj morajo poleg protitumorskega delovanja
tudi ucinkovito prehajati krvno-mozgansko pregrado. Re-
pozicioniranje zdravil je nov pristop k iskanju ucinkovitejSe
terapije, ki poskusa najti Se neodkrite lastnosti zdravil, pri-
marno namenjenih zdravljenju drugih bolezni. Najvecji po-
tencial imajo zdravila, ki dokazano prehajajo krvno-mo-
zgansko pregrado, med katere uvr§¢amo antipsihotike,
nekaj dokazov za ucinkovitejSe zdravljenje pa obstaja tudi
za antidiabetike. Najbolj obetavne repozicionirane zdravilne
ucCinkovine te vrste so metformin, valprojska kislina in tipicni
antipsihotiki. Glede na to, da kljub dolgoletnim raziskavam
ni zadostnega napredka pri zdravljenju glioblastoma, se
zdi, da je repozicioniranje zdravil korak v pravo smer, saj

za razliko od tradicionalnega pristopa odkrivanja zdravil
cilja vec¢ razli¢nih tar¢ oz. poti v celicah, ki vodijo v zaCetek
ali napredovanije raka. Antipsihoti¢na in antidiabeti¢na zdra-
vila ponujajo novo upanije za bolnike z glioblastomom, ven-
dar je najprej potrebno natancno prouditi in poglobiti razu-
mevanje mehanizma protitumorskega delovanja in
predvideti mozne komplikacije.
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POVZETEK

Kroni¢na limfocitna levkemija je najpogostejsa lev-
kemija pri odraslih v Zahodnem svetu, za katero je
znadilno kopicenje monoklonskih limfocitov B v krvi,
kostnem mozgu in limfatiénih organih. Desetletja je
zdravlienje temeljilo na kemoterapiji in kemoimunoter-
apiji, ki so ju v zadnjem desetletju skoraj v celoti nado-
mestile majhne tarc¢ne molekule. Te delujejo bodisi na
receptorsko pot celic B bodisi na antiapoptoticni pro-
tein Bel-2. Apoptoza je kljucen proces v homeostazi
limfocitov B, pri emer osrednjo viogo igrajo antiapop-
toticni proteini iz druzine Bcl-2. Ker je vzdrzevanje ma-
lignih limfocitov B odvisno od antiapoptoticnih pro-
teinov, predstavijajo njihovi antagonisti pomembne
ucinkovine v boju s kroni¢no limfocitno levkemijo. V
tem pregledu predstavijamo razvoj, pomen in prihod-
nost antagonistov antiapoptoti¢nih proteinov v
tarénem zdravljenju kroniéne limfocitne levkemije.

KLJUCNE BESEDE:
apoptoza, Bcl-2, kroni¢na limfocitna levkemija,
venetoklaks

ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia is the most common
leukemia among adults in the Western world, and is
characterised by the progressive accumulation of
monoclonal B lymphocytes in the blood, bone mar-
row and lymphatic organs. For decades, the treat-
ment was based on chemotherapy and chemoim-
munotherapy, which have been almost entirely
replaced by the small targeted molecules over the
past decade. These act on either the B cell receptor
pathway or the antiapoptotic protein Bcl-2. Apop-
tosis is an imporatant process for the homeostasis
of B lymphocytes, with antiapoptotic proteins from
the Bcl-2 family playing a central role. Because the
maintenance of malignant B lymphocytes depends
on antiapoptotic proteins, antagonists of these pro-
teins represent important drugs in the fight against
chronic lymphocytic leukemia. In this review, we pre-
sent the development, significance and future of an-
tagonists of antiapoptotic proteins in the targeted
treatment of chronic lymphocytic leukemia.

KEY WORDS:
apoptosis, Bcl-2, chronic lymphocytic leukemia,
venetoclax
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uvoD

Kroni¢na limfocitna levkemija (KLL) z ve¢ kot 100 na novo
diagnosticiranih bolnikov letno predstavija najpogostejso
levkemijo v Sloveniji (1). V Zahodnem svetu zna8a incidenca
bolezni 4-5 bolnikov na 100.000 prebivalcev letno in s
starostjo mo¢no narasCa. Mediana starosti ob postavitvi
diagnoze je 72 let. Ob predvidenih demografskih spre-
membah in staranju prebivalstva lahko pri¢akujemo porast
Stevila bolnikov s KLL (2).

Za KLL je znadilno kopiCenje na videz zrelih, a funkcijsko
nesposobnih CD5+/CD19+ monoklonskih limfocitov B v
krvi, limfati¢nih tkivih in kostnem mozgu. Bolezen vecinoma
odkrijemo naklju¢no pri rutinskih pregledih krvi. Za
postavitev diagnoze je potrebna prisotnost ve¢ kot 5 x
10%L CD5+/CD19+ monoklonskih limfocitov B v venski
krvi, ki vztraja najmanj tri zaporedne mesece (2, 3).
Zdravimo le bolnike z aktivho obliko bolezni (2). Na podrocju
zdravijenja KLL je v zadnjem desetletju prislo do korenitih
sprememb. Dolga desetletja je zdravljenje temeljilo na kemo-
terapiji v obliki alkilirajoCih sredstev (npr. ciklofosfamid, ben-
damustin) in purinskih analogov (npr. fludarabin) ter kemo-
imunoterapiji, kjer so obstojeCi kemoterapiji prikljucili
monoklonsko protitelo proti CD20 rituksimab (2, 4, 5). Sheme
zdravljenj so podrobneje predstaviiene v Clanku Podgornik
et al. (4). Zal so bile pri zdravijenju s kemoterapijo in kemo-
imunoterapijo dolo¢ene omejitve, npr. potrebna je bila dobra
fiziCna pripraviienost bolnika za zaCetek zdravienja, bolniki
pa so kljub temu imeli Stevilne nezelene ucinke (5, 6). Poleg
tega kemoterapija in kemoimunoterapija nista ucinkoviti v
primeru delecije oz. mutacije gena za tumorski zaviralec p53
(del/mut TP53) (2). Zaradi vsega naStetega ni presenetljivo,
da so ju v zadnjem desetletju skoraj popolnoma nadomestile
majhne tarcne molekule, ki ciligjo bodisi receptorsko pot
celic B bodisi antiapoptoticni protein Bel-2 (B-celi¢ni limfom
2) (6). Tem ucinkovinam je skupno to, da v celicah KLL delu-
jejo citotoksicno. Prvi v tej seriji so zaviralci Brutonove tirozin
kinaze (ibrutinib, akalabrutinib) in fosfatidilinozitol 3-kinaze
(idelalizib, duvelizib), ki preprecijo prezivetvene signale preko
B-celi¢nega receptorja (2, 6). Posledicno sprozijo apoptozo
celic KLL in njihovo odstranjevanje iz krvnega obtoka. Kljub
iziemni klinicni u¢inkovitosti zaviralci receptorske poti celic B
pri nekaterih bolnikih niso ucinkoviti ali pa jih le-ti ne prenasajo
(7). V teh primerih lahko uporabimo antagonist antiapop-
totiCnega proteina Bcl-2 venetoklaks (7), ki neposredno proZi
apoptozo v celicah KLL. V tem pregledu predstavljamo

pomen apoptoticne celicne smrti v homeostazi limfocitov B
ter trenutni kliniCni razvoj antagonistov antiapoptoti¢nih pro-
teinov za zdravlienje KLL.

APOPTOTICNA CELICNA
SMRT V LIMFOCITIH B

Apoptoza je vrsta programirane celiCne smrti, za katero
so znacilni kréenje citoplazme, kondenzacija kromatina,
fragmentacija jedra in uvihanje plazmaleme, kar v koncni
fazi vodi do nastanka majhnih veziklov, znanih kot apop-
toti¢na telesca. Slednje preko fagocitne aktivnosti privze-
majo okoliske celice, ki jih s pomocjo lizosomov dokon¢no
razgradijo (8). Osrednjo vlogo v apoptozi imajo ¢lani druzine
Bcl-2, ki jih na osnovi njihove funkcije delimo na antiapop-
toti€ne proteine (npr. Bcl-2, Bel-xL in Mcl-1), proapop-
toticne proteine (npr. Bax, Bak) in aktivatorie (npr. BIM,
BAD, BID, PUMA, NOXA) (9-11).

Apoptoza poteka po dveh poteh, intrinziéni in ekstrinzi-
¢€ni (slika 1). Intrinzicna pot vkljuCuje aktivnost BIM, ki sprozi
homooligomerizacijo proapoptoticnih ¢lanov druzine Bcl-
2, poimensko Bak in Bax, preko proteinske domene BH3.
Vsidranje oligomerov v zunanjo membrano mitohondrijev
povzroCi permeabilizacijo in sproSCanje citokroma c, kar
vodi v sestavljanje in aktivacijo apoptosoma, konéni rezultat
tega je aktivacija efektorskih kaspaz (slika 1) (12). Po drugi
strani pa ekstrinzicna pot poteka mimo mitohondrijev in
vkljuCuje aktivacijo membranskih receptorjev celi€ne smri
ter direktno aktivacijo efektorskih kaspaz (13). Obe poti
imata klju¢no vlogo v homeostazi, kontroli protitelesnega
odziva in toleranci limfocitov B. Tako je preko intrinziCne
poti uravnavano prezivetje limfocitov B s funkcionalnim B-
celicnim receptorjem (BCR), ki so obenem nereaktivni proti
lastnim antigenom, preko ekstrinzi¢ne poti, z membranskim
receptorjem Fas, pa odstranjevanje avtoreaktivnih in
nizkoafinitetnih klonov, ki nastanejo med somatsko hiper-
mutacijo (14). Danes je dobro znano, da aktivacija BCR
vodi v povecano aktivnost NFKB in s tem povecan prepis
antiapoptoti¢nih Clanov druzine Bcl-2, kot so Bcl-2, Bcl-
xL in Mcl-1 (13). Po mehanizmu je antiapoptoti¢na aktivnost
slednjih posledica vezave in odstranjevanja proapoptoti¢nih
¢lanov druzine Bcl-2 (Bax, Bak).

Natan¢no uravnavanje pro- in antiapoptoti¢nih signalov je
kljucno za homeostazo celic B-limfocitne vrste. Ker je sig-
nalna pot NFkB konstitutivno povecana, ni presenetljivo, da
je porusenije ravnotezja v apoptoticnih poteh v prid prezivetja
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Slika 1: Intrinzicna in ekstrinzicna pot apoptoze.
Figure 1: Intrinsic and extrinsic pathway of apoptosis.

prisotno pri vrsti novotvorb limfocitov B, kot so folikularni
limfom, difuzni velikoceli¢ni B-limfom, KLL in diseminirani
plazmocitom (15). Ker imajo pri tem poglavitno viogo Clani
druzine Bcl-2, so posamezni predstavniki te druzine osrednja
tarCa pri razvoju novih protilevkemicnih tarénih zdravil.

ANTAGONISTI
ANTIAPOPTOTICNIH
PROTEINOV

Proteini druzine Bcl-2 vsebujejo Bcl-2 homologne (BH)
domene, med njimi antiapoptoticni predstavniki vsebujejo

§tiri domene BH (BH1 do BH4), proapoptoticni predstavniki
pa samo domeno BHS3 (16). Proapoptoticna domena BH3
se veze v hidrofobni zep antiapoptoti¢nih proteinov in
neposrednih aktivatorjev z domeno BH3 (npr. BIM, BID,
PUMA) (9, 16) ter tako sprozi apoptozo. Antagonisti Bcl-2
torej posnemajo domeno BH3 (mimetiki BH3) (16), se
vezejo na antiapoptoti¢ne proteine, prepredijo naravno in-
terakcijo antiapoptoti¢nih in proapoptoti¢nih ¢lanov druzine
Bcl-2 in posledi¢no sprozijo apoptozo (slika 2).

3.1 VENETOKLAKS

Venetoklaks (znan tudi kot ABT-199) so razvili iz mimetika
BH3 prve generacije navitoklaksa (ABT-263) (17). Bil je prvi
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Slika 2: Selektivnost antagonistov antiapoptoticnih proteinov pri KLL in mehanizem njihovega delovanja.
Figure 2: Selectivity of antagonists of antiapoptotic proteins in CLL and the mechanism of their action.

antagonist Bcl-2, ki sta ga Evropska agencija za zdravila
(European Medicines Agency, EMA) in ameriSka Agencija
za hrano in zdravila (Food and Drug Administration, FDA)
odobrili za zdravljenje KLL (7, 18). V EU je v kombinaciji z
obinutuzumabom odobren za zdravljenje predhodno nez-
draviiene KLL (prva linija) in v kombinaciji z rituksimabom
za zdravljenje bolnikov s KLL, ki so prejeli vsaj eno pred-
hodno zdravijenje (druga linija). Kot monoterapija je indiciran
pri bolnikih, pri katerih kemoimunoterapija zaradi genetskih
nepravilnosti (del/mut TP53) ni ucinkovita, za zaviralce re-
ceptorske poti celic B pa niso primerni oz. jih ne prenasajo,
ter za bolnike brez omenjenih genetskih nepravilnosti, ki
se na kemoimunoterapijo in zaviralce receptorske poti celic
B ne odzivajo (18).

Venetoklaks je bil odobren na podlagi rezultatov o ucinkovi-
tost in varnosti iz randomizirane, multicentri¢ne, odprte
klinicne raziskave lll. faze (MURANO; NCT02005471), v
kateri so primerjali kombinaciji venetoklaks-+rituksimab (VR)
in bendamustin-+rituksimab (BR) na 389 bolnikih s pred-
hodno zdravljeno KLL. O udinkovitosti pri¢ajo podatki o
prezivetju brez napredovanja bolezni, saj je bilo 36-
mesecCno prezivetje brez napredovanja pri VR (71,4 %)

znacilno vecje od skuping, ki je prejemala BR (15,2 %).
Bolniki, zdravljeni s kombinacijo VR, so imeli 81-odstotno
zmanjSanje tveganja za napredovanje ali smrt v primerjavi
z BR, prav tako je bil delez bolnikov z negativnim minimal-
nim preostankom bolezni (v periferni krvi) po koncanem
zdravljenju 72,5 % (121/167) pri VR, kar je znacilno ve¢ v
primerjavi z BR (20 % (26/128)) (7).

Varnostni profil venetoklaksa so dodatno ovrednotili v dveh
raziskavah lll. faze (CLL14 in MURANO), dveh raziskavah
Il. faze (M13-982 in M14-032) in ene raziskave |. faze (M12-
175), celokupno na 758 bolnikih s KLL. Pri zdravljenju z
venetoklaksom v kombinaciji z rituksimabom ali obinu-
tuzumabom so najpogosteje poroc¢ali o nevtropeniji, driski
in okuzbah zgornijih dihal, pri zdravljenju v obliki monoter-
apije pa o nevtropeniji, driski, slabosti, anemiji, utrujenosti
in okuzbah zgornijih dihal (7).

Resen in zivljenje ogrozujo¢ ucinek pri zdravljenju z vene-
toklaksom je sindrom tumorskega razpada (tumor lysis
syndorme, TLS), ki se sicer lahko zgodi kadar koli tekom
terapije, najpogosteje pa pri njenem uvajanju. Sindrom
tumorskega razpada oznacuje hiter razpad tumorskih
celic s sprostitvijo celicne vsebine v krvni obtok in se
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kaze laboratorijsko in klinicno s poviSanjem kreatinina in
seCne kisline, pojavom aritmij ter akutno odpovedjo led-
vic. Najhitreje ga opazimo po spremenjenih laboratorijskih
parametrih (kalij, kalcij, se€na kislina, fosfat) (19). Njegovo
resnost potrjuje podatek, da je zaradi krajSega obdobja
titriranja (dva do tri tedne) in vecjega zaCetnega odmerka
v |. fazi klinicne raziskave kar 13 % bolnikov dozivelo
sindrom tumorskega razpada, tri so doziveli akutno
odpoved ledvic, dva pa sta umrla (7). Danes se sindrom
tumorskega razpada pojavi pri 2 do 3 % bolnikov na
venetoklaksu, pri Cemer je za prepreCevanje zapletov
klju¢na pettedenska titracija odmerka (zacetni odmerek
20 mg, nato tedensko 50/100/200 do 400 mg enkrat
dnevno), pri bolnikih z visokim tveganjem pa uvedba za-
SCite z alopurinolom. Dodatno lahko pojav sindroma tu-
morskega razpada prepre¢imo z zadostno hidracijo bol-
nika. Svetuje se, da se 6-8 in 24 ur po prvem odmerku
venetoklaksa pozorno spremlja laboratorijske oznace-
valce sindroma tumorskega razpada, ob sumu nanj pa
prilagodi odmerek oz. zacasno prekine z zdravljenjem
(12, 19).

3.2 NAVITOKLAKS

Navitoklaks (ABT-263) so razvili iz ABT-737, ki deluje an-
tagonisti¢no na Bcl-2, Bel-xL in BcL-W in s tem povezano
deluje citotoksi¢no in ojaCa delovanje zaviralcev protea-
soma pri diseminiranem plazmocitomu. Zaradi potrebe po
vedji bioloSki uporabnosti zdravila so iz ABT-737 razvili
strukturni analog navitoklaks (preglednica 1) (20). Iz struk-
turne podobnosti sledi podobno antagonisticéno delovanje
na Bcl-2, Bel-xL in Bcl-W. V |. fazi klinicnega preskuSanja
na bolnikih z neodzivno ali ponovljeno KLL se je izkazal za
ucinkovitega (NCT00481091) (21). Deloval je pri bolnikih,
ki so bili neodzivni na fludarabin in pri nosilcih napovedno
neugodne del/mut TP53. Mediana prezivetja brez napre-
dovanja je bila 25 mesecey, pri 35 % (9/26) bolnikov so
zabelezili delni odziv. Zabelezeni odzivi so bili dolgotrajni.
Kljub izkazani ucinkovitosti so pri bolnikih na navitoklaksu
zabelezili kar nekaj nezelenih ucinkov, kot so driska, slabost,
bruhanje, utrujenost, trombocitopenija in nevtropenija.
Medtem ko so bili z gastrointestinalnim traktom povezani
nezeleni ucinki manj resni, sta bila od odmerka odvisna
trombocitopenija in nevtropenija resnejSa nezelena ucinka
(stopnije 3 ali ved); pojavila sta se pri 28 % bolnikov (21). V
raziskavi so pokazali, da je nizko izrazanje Mcl-1 in visoko
razmerje BIM : Mcl-1 in BIM : Bcl-2 povezano z dosegan-
jem odziva. Navitoklaks ne zavira Mcl-1, vendar pobija tudi
celice, ki izrazajo Mcl-1. Predpostavljajo, da vezava navi-

toklaksa na Bcl-2 sprosti BIM iz kompleksa z Bcl-2, tako
da prosti BIM antagonizira delovanje Mcl-1 (21).

3.3 OBATOKLAKS

Obatoklaks (GX15-070) je antagonist pan-Bcl-2, kar
pomeni, da deluje antagonistiéno na vse antiapoptoticne
pripadnike druzine Bcl-2 (Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Bcl-W).
Pan-Bcl-2 antagonisti¢na aktivnost je najverjetneje posled-
ica relativno enostavne strukture v primerjavi s selektivne-
jSimi antagonisti proteinov Bcl-2 (preglednica 1). V primer-
javi z navitoklaksom obatoklaks antagonizira tudi Mcl-1.
Mcl-1 je pogosto povecano izrazen pri KLL, ki je odporna
na fludarabin, in korelira z neugodnimi napovednimi de-
javniki (22).

V I. fazi Klinicne raziskave, v kateri so ugotavljali najvedji
odmerek, ki ga bolniki s ponovljeno KLL (N = 13) Se pre-
nasajo v kombinaciji s fludarabinom in rituksimabom (petd-
nevni cikel, Sest ciklov), so ugotovili, da je obatoklaks v
obliki triurne infuzije 1. in 3. dan cikla varno zdravilo, ki ga
bolniki dobro prenasajo (NCTO0612612). 85 % bolnikov
se je na terapijo odzvalo, pri 54 % so zabeleZili popoln
odziv (23). Vendar pa obatoklaks v obliki monoterapije ni
izkazal objektivnih odzivov pri folikularnem limfomu, Hodgki-
novem limfomu in mielofibrozi. Dodatno so njegov klini¢ni
razvoj omejili nejasen mehanizem delovanja, saj deluje tudi
v sistemih brez Bak in Bax, infuzijska nevrotoksi¢nost ter
antagonizem pan-Bcl-2. Slednje bi lahko izkoriScali v
premagovanju Mcl-1 in Bcl-xL posredovane odpornosti na
selektivne antagoniste Bcl-2. Po drugi strani pa neselek-
tivno delovanje botruje seriji nezelenih ucinkov, vklju€no s
trombocitopenijo, saj je Bcl-xL kljuCen za homeostazo
trombocitov (23).

3.4 S55746

S55746 je najnovejSi selektivni antagonist Bcl-2 (pregled-
nica 1). V I. fazi klinicnega preskuSanja se je v obliki
monoterapije izkazal za varnega, bolniki s KLL (N = 12) so
ga dobro prenaSali (NCT02920697). NajpogostejSa nehe-
matoloSka nezelena ucinka sta bila glavobol in kaselj, naj-
pogostejSi nezeleni ucinki stopnje 3 ali ve¢ so bili hema-
toloski, predvsem nevtropenija. Kilini€no ali laboratorijsko
niso zaznali sindroma tumorskega razpada, so pa zabeleZili
Sestkrat vecjo biolosko uporabnost (AUC) in maksimalno
plazemsko koncentracijo v primeru jemanja s hrano (24).
Na osnovi ustreznega varnostnega profila in potriene
ucinkovitosti pri bolnikih s KLL bodo s testiranjem S55746
nadaljevali, najverjetneje v obliki kombinacijske sheme.
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Preglednica 1: Pregled antagonistov antiapoptoticnih proteinov pri KLL.
Table 1: Overview of the antagonists of antiapoptotic proteins in CLL.

TarCa Ucinkovina Struktura Mehangm Faza preskusanja | Stevilka NCT
delovanja
Pia
venetoklaks (fo . NCT02005471
Bcl-2 (ABT-199) ‘ O ‘o\ antagonizem Bcl-2 | lll, odobren 2016 NCT02242942
5 &
Bcel-2, Bel- =ﬁNﬁ ,
i asrre | ey, |aesenmea), /
Bcl-W) 2 QN
\'i‘ S\©
®
Bcl-2, Bal- . NN .
! navitoklaks SRS . antagonizem Bcl-2,
XL (in (ABT-263) e ok Bol-xL in Bol-w || NCT00481091
Bcl-W) o © -
N/\)\/s
27770
|
Bcl-2, Bal- ~°
xL, (Mcl-1, fg;ﬁ%klgsg) N aniagonzem Fan- 1, NCT00612612
Bcl-W) N
Bcl-2 S55746 antagonizem Bcl-2 |1 (KLL, NHL, MM) | NCT02920697
MIK665 .
Mcl-1 (564315) antagonizem Mcl-1 |1 (DP, NHL, DVBL) | NCT02992483
Mcl-1 ABBV-467 antagonizem Mcl-1 |1 (DP) NCT04178902
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Mcl-1 AMG 176 antagonizem Mcl-1 |1 (DP, AML) NCT02675452
Mcl-1 Eér'égk'aks% antagonizem Mcl-1 |1 (DP, NHL, AML) | NCT03465540

AMIL — akutna mieloicna levkemija, DP — diseminirani plazmocitom, DVCBL - difuzni velikocelicni limfom B, KLL — kronicna limfocitna

levkemija, NHL — ne-Hodgkinov limfom.

3.5 SELEKTIVNI ANTAGONISTI MCL-1

Se neizkorig&en pristop za prozenje apoptoze v KLL pred-
stavljajo selektivni antagonisti Mcl-1 (preglednica 1). Slednje
sicer Ze Klini¢no presku$ajo za zdravlienje razli¢nih malignin
obolenj limfocitov B. V I. fazi klinicnega preskusanja bodo
za zdravljenje ponovljenega/neodzivnega diseminiranega
plazmocitoma ovrednotili MIK665 (S64315)
(NCT02992483), ABBV-467 (NCT04178902), AMG 176
(NCT02675452) in AMG 397 (NCT03465540). Rezultati
klinicnega preskusanja na bolnikih z diseminiranim plaz-
mocitomom bodo pokazali, ali je uporaba selektivnin an-
tagonistov Mcl-1 smiselna za zdravljenje tudi drugih ma-
lignih obolenj limfocitov B.

ODPORNOST NA ANTAGONISTE
ANTIAPOPTOTICNIH
PROTEINOV

Uporabo venetoklaksa poleg nezelenih ucinkov omejuje
pojav odpornosti. Ker je venetoklaks hkrati substrat in za-
viralec p-glikoproteina in prenasalca ATP-vezavna kaseta
poddruzine G2 (ABCG2), klinicno ta dva mehanizma naj-
verjetneje nista pomembna za razvoj in ohranjanje
odpornosti (25). Po mehanizmu delovanja se venetoklaks
reverzibilno in visoko selektivno veze na BH3-vezavno
mesto Bcl-2, s Simer izpodrine proapoptoti¢ne proteine z
elementom BH3 (7). Med prvimi vzroki odpornosti na vene-
toklaks so zato proucCevali Bcl-2 ter proteine okoli te tarce
(Mcl-1, Bel-xL). Pred kratkim so pri bolnikih, ki so postali
neodzivni na venetoklaks, prepoznali dve genetski spre-
membi v Bcl-2. RazliCica ¢.302G>T povzroci zamenjavo

glicina z valinom na mestu 101 (p.G101V), kar ima za
posledico 180-krat manjSo vezavno afiniteto venetoklaksa
do Bcl-2. Razli¢ica se je pojavila pri priblizno 50 % bolnikov
z napredovano boleznijo, priblizno 2-3 leta po zacetku tera-
pije. Obenem je razli€ica ¢.302G>T zadostna za odpornost
na venetoklaks in za bolnike izredno neugodna (26). Kmalu
za tem je Tausch s sodelavci odkril do tedaj neporocano
razliCico ¢.307G>T, ki ima za posledico zamenjavo aspartata
s tirozinom na mestu 103 (p.D103Y) v BH3-vezavnem Zepu
Bcl-2. Pojavila se je pri 25 % bolnikov, ki so postali odporni
na venetoklaks. Aspartat na mestu 103 je odgovoren za vi-
soko afiniteto venetoklaksa do Bcl-2, in sicer preko tvorbe
vodikovih vezi z indolnim obrocem venetoklaksa. Tako za-
menjava s tirozinom vodi v izgubo afinitete, zaradi usmer-
jenosti stranske verige pa se obenem zmanjSa Se prostorska
razpoloZljivost vezavnega zepa (27). Pojav razlicic v genu
Bcl-2 pa ni edini mehanizem odpornosti KLL na venetok-
laks. Do danes so porocali o povecani aktivnosti in izrazanju
Bel-xL in Mcl-1, ki nadomestita funkcijo Bcl-2, in aktivaciji
prezivetvenih signalnih poti BCR in PISK/Akt/mTOR (28,
29). Pere¢ problem odpornosti na venetoklaks bo potrebno
reSevati s kombinacijami zdravil, ki ciljgjo razlicne tarCe v
KLL, razvojem antagonistov Bcl-2, ki bodo odporni na pojav
razliCic, ter vpeljavo selektivnih antagonistov drugih anti-
apototi¢nih proteinov v klinicno prakso.

PRIHODNOST ANTAGONISTOV
ANTIAPOPTOTICNIH
PROTEINOV V KLINIKI

Danes venetoklaks posebej intenzivno raziskujejo kot do-
datek zaviralcem receptorske poti celic B. Trenutno
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potekajo klini¢ne raziskave II. in lll. faze, ki vrednatijo varnost
in ucinkovitost venetoklaksa v kombinaciji z zaviralcema
BTK ibrutinibom (NCT03943342, NCT03226301) in akal-
abrutinibom (NCT03868722) samostojno ali z dodanim
anti-CD20 protitelesom obinutuzumabom (NCT02758665,
NCT03701282, NCT03836261, NCT03580928). Poleg za-
viralcev BTK venetoklaks kombinirajo tudi z zaviralcem
PISK idelalizibom in anti-CD20 protitelesom rituksimabom
(NCT03639324). SoCasen razvoj zaviralcev receptorske
poti celic B in anti-CD20 protiteles je vodil v preskusanje
novih kombinacij. Tako venetoklaks vrednotijo v shemi z
novim zaviralcem PISK umbralizibom in novejsim anti-CD20
protitelesom ublituksimabom (NCT03801525) ter novim
zaviralcev BTK zanubrutinibom samostojno
(NCT03336333) ali v kombinaciji z obinutuzumabom
(NCT03824483).

V prihodnosti lahko torej pricakujemo kombinacije antag-
onistov Bcl-2 s tar¢nimi zdravili, ki ciljajo receptorsko pot
celic B. Najverjetneje bodo svoje mesto v kliniki dobili tudi
antagonisti Mcl-1, vsaj pri KLL, ki kaze odpornost na vene-
toklaks zaradi poveCanega izrazanja Mcl-1. PriCakujemo
lahko pestro dogajanje okoli razvoja antagonistov anti-
apoptoticnih proteinov tako pri KLL kot pri ostalih malignih
obolenjih limfocitov B.
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POVZETEK

Staranje predstavija klju¢ni dejavnik tveganja za razvoj
vecine kroni¢nih bolezni. Slednje pogosto zahtevajo
neprekinjeno farmakoloSko zdravljenje, negativno
vplivajo na kakovost Zivlienja posameznika ter pred-
stavljajo Sirsi izziv sodobne druzbe, Se posebej kot
znatno breme za zdravstveni sistem. Trenutno pote-
kajo intenzivne raziskave na podrodju staranja, ki bi
v prihodnosti lahko omogocile razvoj novih terapevt-
skih pristopov. Slednji ciligjo na biokemijske poti,
udelezene v procesu staranja. Na ta nacin bi lahko
bolj vzrocno zdravili ve€ s starostjo povezanih kroni-
¢nih bolezni. Eden izmed pomembnih pojavov v pro-
cesu staranja je celi¢na senescenca, kiima pomem-
bno viogo pri Stevilnih s starostjo povezanih boleznih
in posledic¢no predstavija perspektivno tar¢o. Prve
obetavne spojine, ki ciligjo na senescentne celice,
so tudi e vstopile v klinina preskusanja. V prispevku
predstavliamo razliéne poti nastanka senescence,
obravnavamo nekaj kljucnih lastnosti senescentnih
celic ter opiSemo trenutno poznane pristope njihove
detekcije in modulacije v terapevtske namene.

KLJUCNE BESEDE:
oznadevalci, senescentne celice, senolitiki, seno-
morfiki, staranje

ABSTRACT

Aging is a key risk factor for the development of
most chronic diseases. The latter frequently require
continuous pharmacological interventions, which
affect the individual’s quality of life and pose a major
challenge for modern society, as a significant burden
on its health system. Currently, intensive research
is conducted in the field of aging, which could
eventually enable the development of novel
therapeutic approaches targeting the biochemical
pathways involved in this process, resulting in a
more causal treatment of the age-related chronic
diseases. Among the hallmarks of aging, cellular
senescence plays a significant role in the
development of many age-related diseases, and it
thus represents a promising target. The first
promising compounds targeting these cells have
already entered clinical trials. Here, we present the
mechanisms leading to senescence, outline some
of the key properties of senescent cells, and
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describe current approaches of their detection and
targeting for therapeutic purposes.

KEY WORDS:
aging, biomarkers, senolytics, senomorphics, se-
nescent cells

STARANJE

Zaradi daljSe Zivlienjske dobe, kot posledice visje stopnje pre-
zivetja v zgodniih letih, ter soCasnega upada rodnosti se delez
ostarelega prebivalstva nenehno povecuje. Poleg tega demo-
grafski kohort prebivalstva, znan kot »baby boomerji«, ki zajema
posameznike, rojene med letoma 1946 in 1964, pocasi do-
sega obdobje starosti. Slednje napoveduje velik svetovni de-
mografski premik, imenovan tudi »srebrni cunami (silver tsu-
nami)«, ki bo prinesel mnoge izzive na Stevilnih socialnih in
ekonomskih podrogjih, vklju¢no z zdravstvom. S staranjem

se namreC veca dovzetnost za s starostjo povezane bolezni.
Nekatere najpomembnejSe so sréno-ziine bolezni, mozganska
kap, kroni¢ne pliucne bolezni, rak, diabetes, osteoartroza ter
demenca. S starostjo se poveca tudi tveganje za multimor-
bidnost — tj. so¢asno prisotnost vec bolezenskin stanj (1).
Staranje definiramo kot proces ¢asovno odvisnega upa-
danja funkcionalnega delovanja organizma, ki vodi do vecje
ranljivosti in na koncu smrti. Odvija se hitro (npr. pri kva-
sovkah, ogorcici, sadni musici), postopno (npr. pri misih in
Cloveku), lahko pa poteka tudi zelo po&asi (npr. pri kamniti
ribi, Zelvi, bristlekonskem boru) (2). Tako je staranje kom-
pleksen vecdimenzionalen proces, katerega celoten potek
Se slabo razumemo in je zelo odvisen od posamezne vrste
organizma. Vedno ve¢ raziskav se ukvarja z mehanisticnim
razumevanjem staranja in raziskovalci so definirali nekatere
splosne znadilnosti staranja, ki so med seboj povezane in
znacilne za vecino organizmov, predvsem pa za sesalce,
torej tudi Eloveka. Te so: genomska nestabilnost, krajSanje
telomer, epigenetske spremembe, izguba proteostaze, de-
regulirano zaznavanje hranil, mitohondrijska disfunkcija,
celicna senescenca, izCrpanost matic¢nih celic ter spreme-
njena medceli¢na komunikacija (slika 1) (3, 4).
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Slika 1: Shematski prikaz splosnih znacilnosti staranja (prirejeno po (3)).
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Iz&rpanost matiénih cey
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Figure 1: Schematic representation of the hallmarks of aging (adapted from (3)).
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S trenutno uveljavljenimi terapijami se prvenstveno osre-
doto¢amo na zdravljenje posamezne bolezni. Zdravilne
ucinkovine praviloma blazijo simptome ali pa se ukvarjajo
z odpravljanjem posledic teh bolezni. V- mnogih primerih
zal to le malo prispeva k izboljSanju celotnega zdravstve-
nega stanja, saj so v poznejsih letih Zivlienja navadno pri-
sotne Se Stevilne druge zdravstvene tezave in komorbid-
nosti. Proces staranja tako predstavlja gonilo zdravstvenih
tezav v poznejSem Zivlienjskem obdobju, zato predstavija
pomembno tarCo za zdravila prihodnosti. Poleg tega so
raziskave pokazale, da je daljSa Zivlienjska doba povezana
tudi z daljsSim obdobjem odsotnosti s starostjo povezanih
bolezni (5). To mlado podrocje raziskav se je zacelo inten-
zivneje razvijati v novem tisodletju. Zelja, da bi z mehanisti-
énim poznavanjem procesov staranja omogocili tudi ucin-
kovitejSe zdravljenje, predstavija eno izmed velikih
raziskovalnih prioritet in izzivov 21. stoletja.

CELICNA SENESCENCA

2.1 OPREDELITEV

Celitna senescenca je eden splosnih znakov staranja. Gre
za stanje trajne ustavitve celi¢nega cikla, ki sta ga Hayflick
in Moorhead prvi¢ opisala ze leta 1961 na kulturi Cloveskih
fibroblastnih celic (6). Senescentne celice se ustavijo v fazi
celiénega cikla G1 (ali tudi v fazi G2) kot odgovor na kraj-
Sanje telomer, genotoksicni stres ter prekomerno izrazanje
ali inaktivacijo nekaterih genov, kot sta npr. gena RAS in
PTEN. Senescenca je vklju¢ena tudi v fizioloSke procese,
kot so celjenje ran, fibroza, preoblikovanje tkiv in embrio-
nalni razvoj, in ima tako pomembno vlogo za organizem.
Senescentne celice so podvrzene Stevilnim spremembam,
ki so odvisne od vrste celice in stresnega dejavnika. S po-
mocjo komponent imunskega sistema omogocajo tudi la-
stno odstranjevanje, vendar se s starostjo zacnejo kopiciti
(1, 7). Senescentne celice so opredelili kot vzroCni dejavnik
pri staranju sesalcev, saj njihova odstranitev upocasni sta-
ranje pri misih (8-10). Ena izmed njihovih klju¢nih lastnosti
je s senescenco povezan sekretorni fenotip (senescence-
associated secretory phenotype, SASP), ki ga sestavlja
veC dejavnikov, vkljucno s kemokini, citokini, rastnimi de-
javniki in proteazami, in ga bomo natancneje opisali v na-
daljevanju. Posledi¢no so tesno povezane z vnetiem, ki
prav tako predstavlja pomembno znadilnost staranja (11).

Kopi¢enje senescentnih celic je povezano tudi z razvojem
s starostjo povezanih bolezni, predvsem z aterosklerozo,
osteoartrozo, osteoporozo, nevrodegeneracijo, rakom, kro-
ni¢no ledvi¢no boleznijo, sladkorno boleznijo tipa ena in
tipa dva. Prav tako imajo te celice domnevno vliogo pri
AIDS-u, idiopatski pljucni fibrozi, jetrni steatozi in benigni
hiperplaziji prostate (1). Kot zanimivost omenimo Se, da so
med pandemijo covida-19 raziskave nakazale, da SARS-
CoV-2 prednostno cilia senescentne celice v pljucih, ki
prekomerno izrazajo dve predlagani tarci — dipeptidil pep-
tidazo 4 (DPP4, znana tudi kot CD26) in angiotenzin kon-
vertazo 2 (ACE-2) (12).

2.2 MEHANIZMI NASTANKA
SENESCENTNIH CELIC

V sploSnem poznamo tri mehanizme, ki vodijo do senes-
centnih celic (slika 2). Senescenco, ki omogoca pravilen
potek nekaterih fizioloSkih procesov, kot so celienje ran
(13), preoblikovanje tkiv in embrionalni razvoj (14), imenu-
jemo senescenca V fizioloskih procesih. Preostala mehan-
izma povzrocCajo razliéni stresorji. Replikativha senescenca
se pojavlja zaradi progresivnega krajSanja telomer (15),
prezgodnja senescenca (1) pa nastane kot celi¢ni odziv
na drazljaje, ki povzrocajo nepopravijive poskodbe (npr.
oksidativni stres, ionizirajoCe sevanje, nekatere terapije) ali
prekomerno/pomanijkljivo izrazanje/aktivnost nekaterih ge-
nov (16).

2.2.1 Replikativna in prezgodnja senescenca
Replikativha senescenca je povezana s podvajanjem mo-
lekule DNA. Telomere so ponovljive sekvence nukleotidov
TTAGGG na koncih kromosomoyv, ki 8¢itijo genetsko infor-
macijo. Ker po vsaki celi¢ni delitvi pride do skrajSanja ne-
podvojene DNA, so telomere krajSe v hitro delecih se tkivih,
kot so adipociti, levkociti in fibroblasti (17).

Obicajno po priblizno 50 celi¢nih delitvah (6) krajSanje telomer
prepoznamo kot poskodbo DNA, ki izzove specifien odziv,
imenovan tudi DDR (DNA damage response) (18). Domne-
vamo, da poSkodba DNA najprej aktivira kinazi ATM
(ataxia-telangiectasia mutated) in ATR (ataxia-telangiectasia
and Rad3-related protein), ki nato aktivirata Sirok spekter
beljakovin, vklju€no s kinazo kontrolne tocke 2 (Chk2). Sled-
nja posreduije signalizacijo poSkodbe DNA razlicnim dejav-
nikom, ki sodelujejo pri zaustavijanju celicnega cikla, apoptozi
in popravijanju DNA. Ti vkljuCujejo fosforilacijo ter posledicno
stabilizacijo in aktivacijo proteina p53, kar vodi do transkrip-
cije proteina p21. Sledniji inhibira od ciklina odvisno kinazo
2 (CDK?2) in tako prepreci fosforilacijo proteina retinoblastoma
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Senescenca v fizioloskih procesih
Embrionalni razvoj
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Ustavitev celicnega cikla S AIDS
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Slika 2: Celicno senescenco, udelezeno v mnogih bolezenskih stanjih, izzovejo razlicni dejavniki in jo razdelimo na replikativno in prezgodnjo
senescenco ter senescenco, udelezeno v fizioloskih procesih. Glede na tip celice in induktor imajo senescentne celice razlicne znacilnosti.
Figure 2: Cellular senescence, involved in many disease states, is triggered by various factors, and is divided into replicative and premature
senescence and senescence involved in physiological processes. Depending on the cell type and inductor, senescent cells possess different

characteristics.

(Rb). Prepisovanje beljakovin, potrebnih za napredovanje
celiénega cikla v naslednjo stopnjo (faza S), je zato ustaviieno,
kar vodi v zaustavitev celicnega cikla v fazi G1 (1, 19, 20).
Prezgodnja senescenca predstavlja Siroko in raznoliko sku-
pino tvorbe senescentnih celic, katerih mehanizmi nastanka
so Se vedno slabo opredeljeni. Navadno je povezana z ra-
zlicnimi stresorii, ki senescenco sprozijo preko od DDR
odvisnih ali neodvisnih poti. Dejavniki, ki so se v dosedanjih
raziskavah izkazali za pomembne, vkljucuijejo protein p194T
(protein iz lokusa CDKN2a, ARF) ali p16"™“2, prekomerno
izrazanje dejavnika transkripcije faze S E2F3 in prekomerno
izrazanje ali znizanje izrazanja nekaterih genov (npr. RAS,
BRAF, MYC, PTEN) (19).

2.3 URAVNAVANJE KOLICINE
SENESCENTNIH CELIC S
POMOCJO IMUNSKEGA SISTEMA

V uravnavanje koli¢ine senescentnih celic je udelezen tudi
imunski sistem. Le-ta jih odstrani s trenutno Se slabo ra-

zumljenim procesom, ki vklju€uje prirojen in pridobljen
imunski odziv. Pri odstranjevanju so vklju¢ene razlicne vrste
imunskih celic, vklju¢no z makrofagi, nevtrofilci, celicami
naravnimi ubijalkami (NK) in T-limfociti CD4+. Prav tako naj
bi bile vklju¢ene tudi komponente SASP (kemokini in cito-
kini), ki sluzijo kot kemoatraktanti za NK in druge imunske
celice, ter nekateri izrazeni adhezijski (npr. ICAM-1, VCAM-
1) in drugi proteini (npr. MICA (MHC class | polypeptide—
related sequence A), UL16 vezodi protein 2 (ULBP2) in
malondialdehid (MDA)-vimentin) (1).

Prav tako Se vedno ne razumemo popolnoma, zakaj se
senescentne celice pri¢nejo kopiCiti v poznejSem zivljenj-
skem obdobju. Nedavno so ugotovili, da senescentni der-
malni fibroblasti izrazajo molekulo glavnega histokompati-
bilnega kompleksa (MHC) razreda Ib, HLA-E. HLA-E je v
vecdji meri izrazen pri starejSih posameznikih. Interagira z
zaviralnim receptorjiem NKG2A, ki je prisoten na celicah
NK in visoko diferenciranih T-limfocitih CD8* (21, 22). Inte-
rakcija med NKG2A in HLA-E zavira oCistek senescentnih
celic s celicami NK in CD8*, ki imajo izrazen receptor
NKG2A. In vitro zaviranje interakcije HLA-E/NKG2A krepi
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imunski odziv proti senescentnim celicam, kar kaze na
vlogo HLA-E pri njihovem kopicenju (23)."

ZNACILNOSTI
SENESCENTNIH CELIC

Poleg trajne zaustavitve celi¢nega cikla imajo senescentne
celice Se nekaj znacilnosti, ki jih lo€ijo od drugih celic. Naj-
prej kazejo spremembe v morfologiji in delovanju, kar vodi
v moteno celicno komunikacijo z okoliskimi celicami (24).
Senescentne celice lahko prostorsko prerazporedijo hete-
rokromatin v t. i. s senescenco povezana heterokromatin-
ska zariSCa (senescence-associated heterochromatin foci,
SAHF), kar lahko vodi v spremenjeno izrazanje genov (25).
Kot odgovor na posSkodbo DNA se v senescentnih celicah
lahko pojavijo tudi segmenti DNA s spremembami v kro-
matinu, ki ojacajo senescenco (DNA segments with chro-
matin alterations reinforcing senescence, DNA-SCARS)
(26). Te in Se nekatere druge modifikacije, ki spremljajo ce-
liéno senescenco, so izpostavljene na sliki 2.

Razli¢ne senescentne celice se v svojih znacilnostih lahko
tudi mocno razlikujejo, zato je razvoj ustreznih oznacevalcev
za njihovo prepoznavanje in nadaljnje nacrtovanje ucinko-
vitin terapevtikov precej otezen (27). Dosedaniji pristopi de-
tekcije in terapije v vecini temeljijo na poznavanju klju¢nih
znacilnosti senescentnih celic, kot so: (i) s senescenco po-
vezan sekretorni fenotip, (i) specifi¢ne poti, ki omogocajo
prezivetje teh celic in prepredijo apoptozo, in (i) s senes-
cenco povezana B-galaktozidazna aktivnost.

3.1 S SENESCENCO POVEZAN
SEKRETORNI FENOTIP — SASP

Kot smo omenili, senescentne celice razvijejo edinstven
sekretorni fenotip, imenovan SASP (senescence-associa-
ted secretory phenotype), ki ga sestavljajo raznoliki citokini,
kemokini, rastni dejavniki, proteaze, lipidi in nemakromo-
lekularni elementi (npr. dusikov oksid, reaktivne kisikove
zvrsti). Nekatere komponente SASP so pogostejSe od dru-
gih, vendar se razlikujejo med razli¢nimi senescentnimi ce-
licami, odvisno od induktorjev senescence in tipa celic (1).
Pri nastanku SASP v posamezni senescentni celici sodelujejo
razliéni dejavniki, med katerimi so najpomembnejSo viogo
izkazali jedrni faktor kB (NF-kB), protein p53, CCAAT/oja-
Cevalno-vezavni protein in protein GATA4. Nastanek SASP
poteka v treh fazah: najprej se zgodi hitra z DDR povezana

faza, ki ji sledi zgodnja faza samoojacanija, kjer se pricnejo
sproscati dejavniki SASP. V zadniji, zreli fazi pride do popol-
nega izrazanja posameznega fenotipa SASP. Nekateri de-
javniki, kot sta interlevkina 1ain B (IL-1a, IL-10), se izrazijo
prej kot drugi in vplivajo na nadaljnjo strukturo SASP (1).
Senescentne celice lahko preko SASP delujejo na parakrini
ali avtokrini nacin ter povzrocajo provnetno mikrookolje ter
tako spodbujajo lastno odstranjevanje z aktivacijo in re-
krutiranjem imunskih celic. V nekaterih primerih povzro€ajo
odpornost na zdravila (npr. protirakave ucinkovine) in an-
giogenezo. Preko teh mehanizmov lahko SASP vzdrzuje
senescenco in jo povzro&a v sosednijin celicah (28). Ceprav
je senescenca v osnovi obrambni mehanizem pri raku,
lahko senescentne celice prek SASP tudi spodbujajo kan-
cerogenost. SASP ima torej preko spodbujanja vaskulari-
zacije in celicne proliferacije tako tumor promotorske kot
tudi protitumorne lastnosti (spodbujanje senescence in
imunskega ocCistka) (29). Prav zato je za stabilnost orga-
nizma klju¢no pravilino ravnotezje.

3.2 POTI, KI OMOGOCAJO PREZIVETJE
SENESCENTNIH CELIC

Podobno kot rakave tudi senescentne celice razvijejo me-
hanizme, ki jim omogocajo njihovo dolgoro¢no prezivetje
in izognitev programirani celi¢ni smrti — apoptozi. Senes-
centne celice se apoptozi lahko izognejo z aktivacijo pro-
teinov iz druzine Bcl (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xl, Mcl-1 in Bfl-1) ali
preko vpliva na p53-p21-serpin in fosfoinozitid-3-kinazno
(PIBK)/AKT pot. Pri odpornosti proti apoptozi sodelujejo
tudi od efrina odvisna receptorska liganda, efrina B1 in
B3, zaviralec aktivatorja plazminogena tipa 1 (PAI-1) (27),
s hipoksijo inducirani dejavnik 1a (HIF-1q) ter proteini vro-
Cinskega Soka (HSP90) (30). Pri teh se izrazanje pro- in
antiapoptoti¢nih proteinov lahko razlikuje glede na vrsto
celice (27). To pomeni, da se posamezna vrsta senescen-
tnih celic lahko razlicno odzove na moduliranje izbrane
»poti prezivetja«, kar posledicno omogoca tudi specificno
cilianje na posamezen tip senescentnih celic.

3.3 S SENESCENCO POVEZANA B-
GALAKTOZIDAZNA AKTIVNOST

Encim B-D-galaktozidaza (3-Gal) je evkariontska hidrolaza,
ki cepi koncne B-galaktozne ostanke iz naravnih substratoy,
kot so gangliozidi, glikoproteini in glikozaminoglikani. Je li-
zosomalni encim, ki optimalno deluje pri pH, ki je blizu na-
ravnemu okolju lizosoma (pH 4,0-4,5) (31).
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Leta 1995 so Dimri in sod. v senescentnih loveskih fibro-
blastnih celicah odkrili s senescenco povezano 3-galakto-
zidazno aktivnost pri pH 6. Detekcija encimske aktivnosti
pri pH 6 se je v primerjavi z drugimi celicami izkazala kot
specificna za senescentne celice (32) in je posledica po-
vecane koncentracije lizosomalnega encima in njegove re-
zidualne aktivnosti pri suboptimalnem pH, kar so potrdili
tudi na nivoju izrazanja genov (33).

OZNACEVALCI ZA DETEKCIJO
SENESCENTNIH CELIC

Za uspeSen studij senescentnih celic je klju¢na njihova
udinkovita identifikacija. Ravno ta korak predstavlja po-
memben izziv pri proucevanju celicne senescence, saj tre-
nutno Se ne poznamo dovolj obcutljivega in specificnega
oznacCevalca. Tezavo predstavija dejstvo, da prej opisane

znacilnosti senescentnih celic niso prisotne v enakem ob-
segu v vseh vrstah senescentnih celic, medtem ko nekatere
od njih sploh niso specifitne za senescentne celice. Zato
za detekcijo senescentnih celic vecinoma uporabliamo
kombinacije njihovih znacilnosti (27). Najpogosteje po vi-
zualni in rastni analizi celic celi€ne kulture testiramo Se na
vsaj dva od naslednjih potencialnin oznaCevalcev: s se-
nescenco povezana -galaktozidazna aktivnost, povecana
prisotnost proteina p16, SAHF in DNA-SCARS (oznacevalci
poskodb DNA) (34) (preglednica 1).

SENESCENTNE CELICE KOT
TERAPEVTSKE TARCE

Senescentne celice so vzrocno povezane s staranjem in
imajo pomembno vlogo pri nastanku vec¢ s starostjo pove-
zanih bolezni (29). Zato predstavljajo nove potencialne te-

Preglednica 1: Pregled najpomembnejsih oznacevalcev senescentnih celic (1, 35).
Table 1: Overview of most important biomarkers of senescent cells (1, 35).

kemiluminiscencnega substrata (Galacton)

OZNACEVALEC METODA ZA DOLOCANJE REFERENCA
Morfoloske spremembe (velikost jedra in barvanje DNA s fluorescentnimi barvili
. . X ) . . ) 34
oblika) vizualni pregled za velikost in obliko celice
Ustavljena replikacija I?rdp/Edp test 34
Stetje celic
Prlgvotnost protelnov, znacilnih za ustavitev metoda, osnovana na imunskem odtisu 34
celicnega cikla
uporaba kromogenega (X-Gal),
B-galaktozidazna aktivnost pri pH = 6,0 fluorescentnega (C,,FDG) ali 34, 36

Komponente SASP

sendvi¢ ELISA
kvantitativha proteomika na osnovi SILAC 34
profiliranje MRNA

S senescenco povezana heterokromatinska
goris¢a (SAHF) in njihovi oznacevalci

barvanje DAPI-imunofluorescenca 34

DDR (zaris€a poskodb DNA in teles PML)

PML

oznacevanje zariS¢ poskodovane DNA/teles PML,
pregled Stevila, velikosti zariS¢ in kolokalizacije teles 34

DAPI - 4’,6-diamidino-2-fenilindol, BrdU — bromodeoksiuridin, EQU — 5-etinil-2’-deoksiuridin, X-Gal — 5-bromo-4-kloro-3-indolil-3-D-
galaktopiranozid, C12FDG - 5-dodekanoilaminofiuorescein di-B-D-galaktopiranozid, SASP — s senescenco povezan sekretorni fenotip,
ELISA — encimskoimunski test, SILAC — stabilno oznacevanje izotopa z aminokislino v celicni kulturi, telesa PML — promielocitska levkemicna
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Slika 3: Povezava staranja, kopicenja senescentnih celic in s starostjo povezanih bolezni ter strategije ciljanja senescentnih celic s

potencialnimi zdravilnimi ucinkovinami.

Figure 3: Relationship between aging, accumulation of senescent cells and age-related diseases along with existing strategies of targeting

senescent cells with potential drugs.

rapeviske tarCe za zdravljenje teh bolezni. Locimo dve
strategiji za regulacijo Skodljivih ucinkov senescentnih celic:
(i) specificno odstranjevanje senescentnih celic ali (i) mo-
dulacija njihove funkcije in morfologije oz. upoCasnitev nji-
hovega nastanka (slika 3) (1).

Senolitiki so spojine, ki povzro¢ajo specificno odstranjeva-
nje senescentnih celic. To dosezemo z delovanjem na v
senescentnih celicah aktivirane poti, zlasti tiste, ki sodelujejo
pri njihovi odpornosti proti apoptozi. Sem sodijo tarce, kot
S0 proteini iz druzine Bcel, p53, p21, PI3K, AKT in HSP9O.
Poznamo tudi nekatere druge tarCe, kot so FOXO4 (fork-
head box protein O) in histonske deacetilaze (1).
Senomorfiki, redkeje imenovani tudi senostatiki, so spojine,
ki delujejo na fenotip senescentnih celic in tako zmanjsajo
njihove Skodljive ucinke na okolisko tkivo ali zakasnijo na-
stop senescence in pri tem ne povzrocajo apoptoze se-
nescentnih celic. Izraz je pomanikljiv, saj se prekriva z dru-
gimi izrazi v literaturi, kot sta inhibitorji SASP (37) in
geroprotektoriji (38). Ker obe omenjeni skupini delujeta na
fenotip senescentnih celic, ju tu uvrSamo med senomorfike.
Senomorfiki torej zavirajo tvorbo SASP. Kot terapevtske
tarCe so v uporabi sirtuin 1 (SIRT1), mehanisti¢na tarca ra-
pamicina (MTOR), NF-kB, p38-mitogen aktivirana protein-

ska kinaza (P38MAPK), s kinazo aktivirana protein kinaza
2 (MK2), MDM2, glukokortikoidni receptoriji in IL-1a. Izraz
senomorfiki lahko nadalje razsirimo in vanj vklju¢imo spo-
jine, ki modulirajo delovanje in morfologijo senescentnih
celic in zavirajo njihovo tvorbo. Te spojine lahko modulirajo
telomerazno aktivnost, spreminjajo razmerja nekaterih ok-
sidantov in antioksidantov, ki so pomembni za nastanek
senescence, ali vplivajo na celi¢ne organele, kot so lizosomi
in mitohondriji (1).

Poleg senalitikov in senomorfikov uporabliamo tudi druge
pristope, s katerimi vplivamo na senescentne celice, npr. na
njihovo odstranjevanje s komponentami imunskega sistema,
ki temelji na specificnih proteinih, izrazenih na povrsini teh
celic. Novejse raziskave so pokazale, da na koli¢ino senes-
centnih celic vpliva tudi mikrobiota (39). Nekateri senomorfiki
S0 predstavijeni v preglednici 2, medtem ko so strukture iz-
branih predstavnikov obeh skupin podane na sliki 4.
Ceprav so raziskave vpliva na senescentne celice v tera-
pevtske namene vecinoma Se v zacetnih stopnjah, so ne-
katere spojine Ze vstopile v razlicne faze klini¢nih raziskav;
nekatere od njih so predstavljene v preglednici 3.

Razvoj optimalnega dostavnega sistema se obi¢ajno zacne
po identifikaciji potencialne ucinkovine, ko ze poznamo
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Preglednica 2: Pregled identificiranih spojin z aktivnostjo na senescentnih celicah.
Table 2: Overview of identified compounds with activity on senescent cells.

SENOLITIKI

TARCA/TARCNE POTI

SENOMOREFIKI

TARCA/TARCNE POTI

Navitoclax (ABT-263) (40),
ABT-737 (41)

Bcl-2, Bal-xI, Bel-w

metformin (42)

ni natanéno znano

Piperlongumin in analogi
(50)

Bcl-2, Bel-xI, Bel-w, Mcl-1,
Bfl-1

metilensko modrilo (52)

resveralogi (53)

ekspresija »splicing«

Panobinostat (65)

histonska deacitilaza

Kortizol, kortikosteron (66)

glukokortikoidni receptor

MitoTam (67)

dihalna veriga

17-B-estradiol (68), danazol
(69)

telomeraza

2-deoksi-D-glukoza (70)

GLUTs

UMK57 (71)

kinezin-13

nanodelci MoS, (72)

avtofagicni fluks lizosomov

pinitol (73)

Nrf2 pot

saksagliptin (74)

DPP4

GLUTs — glukozni transporterji, Nrf2 — jedrnemu dejavniku eritroid 2 soroden dejavnik 2, IKK — kinaza IkB

faktorjev
- S SB203580 (55), UR-13756 _
Dasatinib (54) tirozin kinaza (56), BIRB-796 (23) P38MAPK é
<
Kvercetin (54), fisetin (45, Sferp|n|, PI3K in druge PF-3644022, MK2.1l (56) MK2 =
57) kinaze g
Iy : nutilin 3A, MI-63 (59) MDM2 2
Kardiotonidni glikozidi (58) | N2 /K"transportna ATP-aza £
(podenota ), NOXA pot | p 171 (60) SIRT3 N
pd
FOXO4-DRI (61) FOXO4-p53 interakcija ginsenozid F1 (62) P38MAPK &
—
Geldanamicin, 17-DMAG razlicne poti, vkljucno s Q
63) HSP-90 resveratrol (64) SIRTH i

Venetoclax (ABT-199) (41) | Bcl-2 rapamicin (43) mTOR
NEMO vezo¢a domena
WEHI-539 (+ABT-199) (44), Son (NBD), vezana na domeno | IKK
A1331852, A1155463 (45) 8K (46)
melatonin (47) Stevilne poti
SCIC2, SCIC2.1 (48),
TW-37 (40) Bcl-2, Bel-xI, Mcl-1 omentin-1 (49) SIRT1 ‘%?
platikodin D (51), T el ?

njene fizikalno-kemijske, farmakokinetske in farmakodi-
namske lastnosti, taréno mesto delovanja ter potencialna
zunajtaréna mesta. Ceprav $e nobene uginkovine s tem
mehanizmom delovanja niso vpeljali v terapijo, najdemo v

literaturi Ze nekaj poskusov razvoja dostavnih sistemov, ki
bi omogodili specificno cilianje senescentnih celic in tako
zmanjSali tveganje za nezelene ucCinke. Tako npr. nanodelci
iz poroznega ogrodija iz silicijevega dioksida, obdani z ga-
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Slika 4: Izbrane spojine, ki delujejo kot senolitiki ali senomorfiki (75).

Figure 4: Representative compounds that act as either senolytics or senomorphics (75).




Preglednica 3: Pregled izbranih Klinicnih raziskav s senolitiki in senomorfiki (1).
Table 3: Overview of selected clinical studies with senolytics and senomorphics (1).

NASLOV KLINICNE RAZISKAVE

BOLEZEN

FAZA

UCINKOVINA

KODA RAZISKAVE

Senescenca, krhkost in delovanje
mezenhimskih mati¢nih celic pri
kroni¢ni bolezni ledvic: ucinek
senolitiénih uginkovin

kroni¢na ledvi¢na
bolezen

faza 2

dasatinib + kvercetin

NCT02848131

Cilianje senescentnih celic s
senolitiki za izboljSanje zdravja
okostja pri starejsSih ljudeh

faza 2

dasatinib + kvercetin
fisetin

NCT04313634

Pilotna raziskava za proucevanje
varnosti in izvedljivosti senoliticne
terapije za modulacijo
napredovanja Alzheimerjeve
bolezni (stomp-ad)

Alzheimerjeva bolezen

faza 1, faza 2

dasatinib + kvercetin

NCT04063124

Senolitiéna zdravila zmanjsujejo z
osteoartritisom povezano
degeneracijo artikularnega
hrustanca: klinicno preskusanje

osteoartroza, koleno

faza 1, faza 2

fisetin

NCT04210986

Dvojno slepo, s placebom
kontrolirano preskusanije »anti-
aging«, proavtofagijskih ucinkov
metformina pri odraslih s
prediabetesom

prediabetes

faza 3

metformin

NCT03309007

Metformin v raziskavah
dolgozivosti (MILES)

faza 4
(zakljucena)

metformin

NCT02432287

Vpliv zaviralcev mTOR in druge
intervencije metabolnih procesov
pri ostarelih: imunske, kognitivne
in funkcionalne posledice

faza 2
(zakljucena)

rapamicin

NCT02874924

laktooligosaharidi, omogocajo specificno dostavo v senes-
centne celice, pri Cemer izkoris¢amo povisano aktivnost
lizosomske [B-galaktozidaze v senescentnih celicah (76,
77). Se en primer specifiéne dostave so nanodelci iz kalci-
jevega karbonata, obdani z laktozo (Lac-PEG-COOH), ko-

IZZIVI IN NADALJNJI RAZVOJ
PODROCJA

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI

Senescenca je razmeroma mlado, hitro razvijajoce se razi-
skovalno podrogje. Se zlasti to velja za podrogje poten-
cialnih terapevtikov. Se vedno je prisotnih mnogo neznank,
na katere moramo z raziskavami poiskati ustrezne odgo-
vore. Najprej omenimo potrebo po natanénejSem pozna-

farm vestn 2022; 73

njugirano z monoklonskimi protitelesi proti v senescentnih
celicah prekomerno izrazenem proteinu CD9 (78). Ned-
vomno bo imel primeren dostavni sistem za uspeh terapije,
usmerjene na senescentne celice, klju¢no vlogo zaradi po-
trebe po zagotavljanju specificnega delovanja.
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vanju mehanizmov tvorbe senescentnih celic ter njihovih
znacilnosti. Prav tako moramo pojasniti razloge za njihovo
kopiCenje ter odkriti mehanizme, ki omogocajo njihovo
ucinkovito odstranjevanje pri mlajSih posameznikin. Potre-
ben bo tudi nadaljnji razvoj obcutljivih oznadevalcev za nji-
hovo detekcijo (slika 5).

Eden izmed klju¢nih izzivov pri raziskovanju celi¢ne se-
nescence je odsotnost specificnega oznacevalca za de-
tekcijo senescentnih celic. ObstojeCe strategije sicer
omogocajo uspesSno identifikacijo senescentnih celic,
vendar zahtevajo uporabo kombinacije razmeroma ne-
specificnih oznacevalcev, kar pomeni ve¢ Casa in sred-
stev, potrebnih za raziskave. Pomemben korak je bil stor-
jen z nedavno predstavljenim »Atlasom SASP« (79),
obsezno proteomsko bazo topnih beljakovin in ekso-
somskih dejavnikov SASP, pridobljenih iz razli¢nih tipov
celic, ki so bile podvrzene senescenci preko razli¢nih in-
duktorjev (79).

Ustrezni zivalski modeli so naslednji raziskovalni izziv, saj
rezultatov, pridobljenih iz teh modelov (identificirani poten-
cialni terapevtiki, mehanizmi), ni vedno mogoce nepo-
sredno prenesti na Cloveka. MiSi so najpogosteje upora-
bljani testni zivalski modeli, Ceprav med njimi in lovekom
obstaja precej razlik med procesi staranja in izrazanjem
bolezni. S prilagoditvijo njihovega genskega zapisa je mo-
goce zagotoviti ustreznejSe in natancnejSe misje modele.
TakSen primer so »humanizirane« misi, ki so imunsko osla-
bliene in imajo prisotne funkcionalne ¢loveske hematopo-
etske in imunske celice ter tkiva (npr. ksenografti). Z vidika
vecdje sorodnosti je v raziskavah staranja smiselna uporaba
necloveskih primatov. Uporaba slednijih je zelo zahtevna,
saj je povezana s Stevilnimi etiénimi vprasanji, zahtevnim
vzdrzevanjem, dolgozivostjo ter majhnim Stevilom potom-
cev. Podobno kot pri mi§jih modelih pa bi v prihodnosti
mogocCe lahko razvili tudi modele necloveskih primatov s
pospesenim staranjem (1).

NADALINJE

U§trezni
ozr_lacevalg:i za
diagnostiko

RAZISKAVE
NA PODROCJIU
CELICNE
Razvoj zdravii SENESCENCE
/\‘ \L/ \J,
¢ ) Natan¢ni mehanizmi nastanka

Karakteristike
Mehanizmi za
kopicenje/odtranjevanje

Slika 5: Ponazoritev nekaterih bodocih izzivov raziskav na podrodju celicne senescence.
Figure 5: lllustration of future research challenges in the field of cellular senescence.
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Senescentne celice so ena izmed klju¢nih znadilnosti sta-
ranja, zato predstavijajo potencialno novo terapevtsko tarco.
Vse ve¢ raziskav potrjuje vzro¢no povezavo med kopiCe-
njem senescentnih celic in vecjo pojavnostjo razli¢nih s sta-
rostjo-povezanih bolezni. V vecini primerov njihovo vplete-
nost potrdi tudi izboljSanje simptomov po njihovi odstranitvi
ali utiSanju dela SASP, ki je z njimi povezan. Ta opazanja
nakazujejo, da bi morda Ze preprosto odstranjevanje se-
nescentnih celic ali manipulacija z njihovim fenotipom s se-
nolitiki ali senomorfiki lahko vodila k podaljSanju obdobja
odsotnosti s starostjo povezanih bolezni in tako izboljSala
potek nekaterih bolezni (npr. idiopatska pliu¢na fibroza, rak,
genetske bolezni, povezane s kratkimi telomerami).

V nekaterih primerih (npr. celienje ran, embrionalni razvoj)
so senescentne celice tudi koristne za organizem, zato bo
pravilna terapevtska uporaba nedvomno zelo zahtevna in
povezana z mnogimi izzivi. Toda zaradi Stevilnih mehaniz-
mov njihovega nastanka in posledic¢no raznolikin znacilnosti
senescentnih celic predvidevamo, da bo mogoce doseci
tudi selektivno odstranitev 0z. modulacijo zgolj posameznih
tipov teh celic. To bo omogocilo, da se bomo izognili mo-
rebitnim negativnim posledicam in nezelenim ucinkom tak-
Sne terapije.

Na podrocju celi€ne senescence se torej srecujemo z mno-
gimi izzivi, vklju€no z izostankom specificnega oznacevalca
za enostavno odkrivanje senescentnih celic, neustreznimi
zivalskimi modeli in nezadostnim razumevanjem temeljnin
konceptov celi¢ne senescence. Rezultati intenzivnih raziskav
trenutno nakazujejo, da jih lahko smatramo kot obetavne
tarCe za razvoj novih orodij in paradigem za bolj vzro¢no
zdravljenje bolezni, povezanih s starostjo. Pomen in objek-
tivni domet delovanja na senescentne celice bo seveda
pokazala prihodnost. Ze rezultati trenutno potekajodih kii-
ni¢nih raziskav bodo kmalu postregli s prvimi podatki o po-
tencialu tega pristopa za bodoco terapevtsko uporabo.
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UvoD

Odmerjanje protimikrobnih zdravil pri bolnikin v intenzivni
enoti predstavija velik izziv. UpoStevati moramo lastnosti
protimikrobnega zdravila, posebnosti bolnika in obcutljivost
mikroorganizma (1, 2). Izbrati je treba protimikrobno zdravilo,
ki bo ucinkovito proti najverjetnejSemu povzroditelju, po-

POVZETEK

Odmerjanje protimikrobnih zdravil pri bolnikih v in-
tenzivni enoti predstavija velik izziv. |zbrati je treba
protimikrobno zdravilo, ki bo ucinkovito proti najver-
jetnejSemu povzroditelju, pomembna pa je tudi izbira
ustreznega odmerjanja, ki bo zagotavljalo terapevt-
ske koncentracije na mestu okuzbe. Pri izbiri od-
merka je treba upoStevati lastnosti protimikrobne
ucinkovine (hidrofilnost ali lipofilnost, farmakokineti-
¢no/farmakodinamicni indeks ucinkovitosti), poseb-
nosti bolnika (telesna masa, vpliv kriticne bolezni na
farmakokinetiko, ledvicno delovanje — akutna ledvi-
¢na odpoved, pospeSena ledvicna funkcija, more-
bitna prikljucitev na dializno napravo in/ali zunajtelesni
krvni obtok) ter obcutliivost mikroorganizma. Pre-
gledni ¢lanek podrobneje povzema dejavnike, ki jih
je treba upostevati pri prilagajanju odmerjanja proti-
mikrobnih zdravil pri bolnikih na intenzivni enoti.

KLJUCNE BESEDE:

dializne metode, farmakokineticno/farmakodinami-
¢ni indeks, kriticno bolni, pospesena ledvicna funk-
cija, protimikrobna zdravila

ABSTRACT

Dosing of antimicrobial drugs in critically ill patients
remains challenging. Choosing an appropriate an-
timicrobial drug with effectiveness against the most
likely pathogen, as well as the selection of an ap-
propriate dosing regimen that will provide therapeutic
concentration at the site of infection, is essential.
When choosing a dosing regimen we should con-
sider the phamacokinetic properties of the selected
antimicrobial agents (hydrophilicity and lipophilicity,
pharmacokinetic/pharmacodinamic index), the pa-
tient’s individual parameters (body weight, effect of
critically illness on pharmacokinetics, kidney function
— acute kidney failure, augmented renal clearance
or possible application of different dialysis tech-
niques, and extracorporeal membrane oxygenation)
and susceptibility of the causative pathogen. This
review article summarises factors to be considered
in adjusting the dosing regimen of antimicrobial
drugs in critically il patients.

KEY WORDS:

augmented renal clearance, antimicrobial drugs,
critically ill patients, dialysis techniques, pharma-
cokinetic/pharmacodynamic index
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membna pa je tudi izbira ustreznega odmerjanja, ki bo za-
gotavljalo terapevtske koncentracije na mestu okuzbe (3).

LASTNOSTI
PROTIMIKROBNEGA
ZDRAVILA

2.1 HIDROFILNOST IN LIPOFILNOST
PROTIMIKROBNIH UCINKOVIN

Na osnovi topnosti protimikrobne ucinkovine razdelimo na
lipofilne in hidrofilne. Vpliv lipofilnosti in hidrofilnosti na pro-
cese porazdelitve, metabolizma in izlo¢anja prikazuje pre-
glednica 1 (3).

2.2 FARI\/IAKOPSINETICNO/FARI\/IAKODINAI\/II(VJNI
INDEKSI UCINKOVITOSTI

Ob prilagajanju odmerjanja protimikrobnih zdravil je treba
upostevati farmakokineti¢no/farmakodinamicno (FK/FD) raz-
merje oz. t. i. FK/FD-indeks udinkovitosti. Protimikrobna

zdravila delujejo koncentracijsko ali ¢asovno odvisno. Pri
koncentracijsko odvisnih je ucinek najvedii takrat, ko dose-
zemo ¢im vedje razmerje med najvisjo koncentracijo proti-
mikrobne ucinkovine (C,_,) in minimalno inhibitorno kon-
centracijo za mikroorganizem (MIK) (indeks ucinkovitosti =
C..o/MIK) (3). Te protimikrobne ucinkovine imajo daljsi po-
antibioti¢ni ucinek in delujejo baktericidno tudi nekaj Casa
po tem, ko koncentracija ucinkovine pade pod MIK (4). Pri
Casovno odvisnih protimikrobnih zdravilih pa najvedji uinek
dosezemo, ko je koncentracija proste (nevezane) protimi-
krobne ucinkovine ¢im dljie nad MIK (indeks ucinkovitosti =
ft (free time) > MIK) (3). Poantibioti¢ni ucinek tovrstnih pro-
timikrobnih zdravil je kratek ali ga ni, zato je baktericidni
ucinek hitro izni¢en, ko koncentracija pade pod MIK (4).
Nekatera protimikrobna zdravila izkazujejo »meSano« delo-
vanje. Pri teh je izid zdravljenja povezan z razmerjem med
povrsino pod krivulio v 24 urah (AUC,,) in MIK za bakterijo
(indeks ucinkovitosti = AUC,,,/MIK) (3). Odmerjanje na pod-
lagi FK/FD-indeksa izboljSa uCinkovitost zdravijenja, zmanjSa
tveganje za pojav nezelenih ucinkov in zmanj$a pojavnost
rezistence (5, 6). Primerjavo med ¢asovno in koncentracijsko
odvisnimi protimikrobnimi zdravili prikazuje slika 1.

Pri koncentracijsko odvisnih protimikrobnih zdravilih je zdra-
vlienje najbolj uspesno, kadar apliciramo vecCje odmerke

Preglednica 1: Vpliv lipofilnosti in hidrofilnosti na procese porazdelitve, metabolizma in izlodanja protimikrobnih ucinkovin (3).
Table 1: The effect of lipophilicity and hydrophilicity on the distribution, metabolism and elimination of antimicrobial agents (3).

OSNOVNE FARMAKOKINETICNE
LASTNOST!

HIDROFILNE UCINKOVINE

LIPOFILNE UCINKOVINE

Volumen porazdelitve

majhen, porazdelitev v telesno vodo

velik, porazdelitev v telesno mascobo

Prodiranje v tkivo slabo dobro
Metabolizem obi¢ajno se ne metabolizirajo da, v jetrin
IzZloGanje nespremenijeni preko ledvic metaboliti preko ledvic/zolca

betalaktami (penicilini, cefalosporini,

karbapenemi, monobaktami) Klindamicin
aminoglikozidi azoli
vankomicin tigeciklin
Primeri protimikrobnih ucinkovin - , N
kolistin fluorokinoloni

fluorokinoloni*

linezolid

daptomicin

*fluorokinoloni imajo tako hidrofilne kot lipofilne lastnosti
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CASOVNO ODVISNI ANTIBIOTIKI

Indeks ucinkovitosti
T>MIK

Koncentracija
Koncentracija

PAU - kratek

cas

KONCENTRACIJSKO ODVISNI ANTIBIOTIKI

Cmax Indeks ucinkovitosti

Cmax / MIK
AUC / MIK

PAU - podaljSan

cas

Slika 1: Primerjava med ¢asovno in koncentracijsko odvisnimi protimikrobnimi zdravili (PAU — poantibioticni uCinek; C,. — najvisja
koncentracija; AUC — povrSina pod krivuljo, MIK — minimalna inhibitorna koncentracija; t > MIK = ¢as nad MIK) (povzeto po (33)).

Figure 1: Comparison of time-dependent and concentration-dependent antimicrobial drugs (PAU — post-antibiotic effect;, Cmax — maximum
concentration; AUC — area under the curve, MIK — minimum inhibitory concentration; t > MIK — time above MIK) (adapted from (33)).

na dalj§i ¢asovni interval. Primer je odmerjanje aminogli-

kozidov s podaljSanim odmernim intervalom, ko celokupni

dnevni odmerek apliciramo enkrat dnevno (7).

Pri Casovno odvisnih protimikrobnih zdravilih zelimo dosedi

¢im vedji delez odmernega intervala s koncentracijo proste

protimikrobne ucinkovine nad MIK (ft > MIK). Vecji delez ft
> MIK pri betalaktamskih antibiotikih in s tem vecjo ucin-
kovitost lahko dosezemo, Ce:

e poveCamo dnevni odmerek (posledica: povecanje tve-
ganja za nezelene ucinke in poveCanje stroSkov zdra-
vljenja);

e apliciramo enak dnevni odmerek, razdelien na ve¢ od-
merkov (posledica: pogostejSa aplikacija);

® ob nespremenjenem odmerjanju podaljSamo ¢as infun-
diranja — s tem znizamo najvisjo koncentracijo (C,_) in
zato zmanjSamo tudi tveganje za nezelene ucinke proti-
mikrobne ucinkovine (npr. nevrotoksi¢nost cefepima),
hkrati pa povisamo najnizjo koncentracijo (C_;.). S povi-
Sanjem C_,  podaljSamo Cas, ko je koncentracija proti-
mikrobne ucinkovine nad MIK, bistveno pa ne spreme-
nimo celokupne izpostavljenosti (AUC,, je primerljiva s
tisto pri uporabi kratkotrajne infuzije);

e apliciramo protimikrobno zdravilo v kontinuirani infuziji —
koncentracija proste protimikrobne uc€inkovine je v sta-
cionarnem stanju ves Cas konstantna in je teoreticno
lahko ves ¢as nad MIK (3).

Ker nastopi stacionarno stanje (in s tem ustrezna koncen-
tracija protimikrobne ucinkovine v krvi) Sele po preteku
petih razpolovnih dob, je pri uporabi kontinuiranih in po-
dalianih infuzij treba aplicirati prvi odmerek kot polnilni
odmerek, in sicer v obliki intermitentne (kratkotrajne) infuzije.

32 4

Koncentracija (mg/l)

10 12 14 16 18 20 22 24
Cas (h)

Slika 2: Primerjava odvisnosti koncentracije betalaktama v plazmi od
casa pri uporabi kratkotrajne infuzije (tanka linija), podaljSane infuzije
(Grtkana linjja) in kontinuirane infuzije s polnilnim odmerkom
(poudarjena linija) (4).

Figure 2: Comparison of betalactam plasma concentrations versus
time using intermittent infusions (thin line), prolonged infusions
(dashed line) or continuous infusion with a loading dose (highlighted
line) (4).
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Tako dosezemo koncentracijo nad MIK prej (4). Slika 2 pri-
kazuje odvisnost koncentracije betalaktamskega antibiotika
v plazmi od ¢asa pri kratkotrajni infuziji, podaljSani infuziji
in kontinuirani infuziji s polnilnim odmerkom.

Preglednica 2 prikazuje razdelitev protimikrobnih zdravil
glede na njihov FK/FD-indeks in povzema strategije za iz-
boljSanje ucinkovitosti.

POSEBNOSTI BOLNIKA

3.1 TELESNA MASA

Na farmakokinetiko protimikrobnih ucinkovin vpliva tudi
bolnikova telesna masa, zlasti na volumen porazdelitve
(V). Pri debelosti je volumen porazdelitve povecan pred-
vsem pri lipofilnih protimikrobnih u¢inkovinah (npr. fluoro-
kinoloni), vsaj delno pa tudi pri hidrofilnih. Vse pogosteje
se priporoCa, da se odmerjanje protimikrobnih zdravil pri-
lagaja telesni masi ali telesni povrsini, zlasti pri polnilnih
odmerkih (7).

Za vankomicin in daptomicin je znano, da je najustreznejSe
odmerjanje na podlagi dejanske telesne mase, pri amino-
glikozidih pa odmerek pri bolnikih s preveliko telesno maso
preracunamo na prilagojeno telesno maso. Za protimi-
krobna zdravila, ki nimajo priporocil o odmerjanju glede na

telesno maso, pri obilnejSih bolnikih izberemo odmerjanje
na zgornji meji priporodil (8).

3.2 SPREMENJENA FARMAKOKINETIKA
PRI KRITICNO BOLNIH

Kriti€no bolni imajo spremenjeno farmakokinetiko protimi-
krobnih ucinkovin. Absorpcija peroralno, subkutano ali in-
tramuskularno vnesenih uc¢inkovin je obi¢ajno zmanjSana,
v najvecji meri pa je spremenjen volumen porazdelitve. V
zacetni fazi sepse je volumen porazdelitve povecan zaradi
povecCane prepustnosti kapilar in veCjega vnosa tekocin.
Dodatno se poveca ob priklopu bolnika na dializni aparat
ali na zunajtelesni krvni obtok (3). Pri vseh protimikrobnih
zdravilih je nujno, da pri kriticno bolnih uporabimo prvi od-
merek kot polnilni odmerek, zlasti pri hidrofilnih protimi-
krobnih uc¢inkovinah (7). Zaradi pogoste hipoalbuminemije
je pri kriti€éno bolnih spremenjena tudi vezava uc¢inkovin na
plazemske proteine. Pogosto se pri kritiéno bolnih razvije
eno- ali veCorganska odpoved, ki spremeni tako metabo-
lizem kot izloGanje protimikrobnih ucinkovin (3). Ocistek
protimikrobnih ucinkovin vpliva na prilagajanje vzdrzeval-
nega odmerjanja (5).

3.2.1 Ustreznost standardnih odmernih rezimov
protimikrobnih zdravil

Odmerke protimikrobnih zdravil so sprva preskusali na

zdravih prostovoljcih in Sele nato na bolnikih. Registra-

cijske raziskave obi¢ajno ne zajamejo kriti€no bolne po-

Preglednica 2: Strategije za izboljSanje ucinkovitosti protimikrobnih zdravil glede na njihov FK/FD-indeks (3, 5, 6).
Table 2: Strategies to improve efficacy according to antimicrobial PK/PD index (3, 5, 6).

CASOVNO ODVISNI »MESANI« | KONCENTRACIJSKO ODVISNI
Cmax/MIK
FK/FD indek > MIK A MIK
K/ deks ft uc,,/ AUC, /MK
betalaktami vankomicin . G
o . . aminoglikozidi
(penicilini, linezolid . .
. . - L fluorokinoloni
Primeri ucinkovin cefalosporini, kolistin .
: . .. | daptomicin
karbapenemi, tetraciklini .
, S metronidazol
monobaktami) tigeciklin
. . e »veCkr manj«
Strategije za doseganje ustrezne FK/FD ec .va t po‘ a J . .
" e podaljSane infuzije e »manjkrat po vec«
tarce . . ;
e kontinuirane infuzije
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pulacije, zato ob prihodu novega protimikrobnega zdravila
na trg pogosto ni dobrih podatkov za ustrezen odmerni
rezim pri kriticno bolnih. Zaradi spremenjene farmakoki-
netike (zlasti poveCanega volumna porazdelitve) je tve-
ganje, da obiCajno odmerjanje ne doseze terapevtskih
koncentracij, veliko, zlasti v zgodnjih fazah zdravljenja
5).

Za bolnike na intenzivni enoti je znana velika interindivi-
dualna raznolikost v doseganju terapevtskin koncentracij
betalaktamov. Opazili so predvsem doseganje prenizkih
koncentracij, te pa so povezane s slabsSim klini¢nim izi-
dom in s poveCano pojavnostjo odpornih mikroorganiz-
mov. V raziskavi DALI Robertsa s sod. (9) so v preseCnem
dnevu zajeli 361 kriticno bolnih iz 68 bolnisnic, ki so se v
tistem trenutku zdravili z enim izmed osmih proucevanih
betalaktamov. Bolnikom so dolodili plazemsko koncen-
tracijo proste ucinkovine na polovici odmernega intervala
in tik pred naslednjim odmerkom. Izracunali so vrednost
ft > MIK. Ugotovili so, da izmed 248 bolnikov z okuzbo,
jih 16 % ni doseglo niti najbolj konzervativne tar¢e 50 %
ft > MIK. 67 bolnikov je prejemalo betalaktam v obliki
podaljSane infuzije, bolniki v tej skupini so pogosteje do-
segali ustrezno vrednost ft > MIK. Ugotovili so tudi, da
obstaja pozitivha povezava med doseganjem FK/FD-
tarCe in pozitivnim klini¢nim izidom zdravljenja; le-ta je
bil ugodnejsi pri doseganju 100 % ft > MIK napram ti-
stemu pri doseganju 50 % ft > MIK. Avtorji poudarjajo,
naj se betalaktami odmerjajo individualno (9). Do pod-
obnih zaklju¢kov so prisli tudi Wrong in sod. (10), ki so
pri 330 kriticno bolnih dolocali koncentracijo prostega
betalaktama v plazmi. Ugotovili so, da bi za doseganje
100 % ft > MIK 33,1 % bolnikov potrebovalo visje od-
merke od predpisanih, za doseganje tar¢e 100 % > 4-
krat MIK pa kar 63,4 % bolnikov (10).

Optimiziranje odmerjanja protimikrobnega zdravila na in-
tenzivni enoti je nujno; idealno bi bilo prilagajanje od-
merjanja individualnemu bolniku s pomocdjo terapevt-
skega spremljanja koncentracij (TDM) pri vseh
protimikrobnih zdravilih. V preteklosti se je TDM izvajal le
pri prilagajanju odmerjanja protimikrobnih zdravil z ozkim
terapevtskim obmodjem z namenom zmanjSevanja tok-
si¢nosti (vankomicin, aminoglikozidi). Danes je priporoc¢-
liivo odmerjanje prilagoditi na podlagi TDM tudi za proti-
mikrobna zdravila s Sirokim terapevtskim oknom,
predvsem z namenom doseganja ucinkovitosti in zmanj-
Sanja pojavnosti odpornih mikroorganizmov. Pri kriti¢no
bolnih se priporoca rutinsko izvajanje TDM za aminogli-
kozide, vankomicin, teikoplanin, linezolid, vorikonazol in
betalaktame (11).

3.3 VPLIV LEDVICNEGA DELOVANJA NA
FARMAKOKINETIKO

3.3.1 Ocena ledvi¢ne funkcije na intenzivni enoti
Stevilna protimikrobna zdravila se iz organizma izlo&ajo
preko ledvic, zato je za izbiro ustreznega vzdrzevalnega
odmerjanja treba poznati ledviéno delovanje. Najpogostejse
enacbe za izraCun ocistka kreatinina so prouc¢evali na sta-
bilnih bolnikih in niso validirane za uporabo pri bolnikih na
intenzivni enoti. Po nekaterih podatkih je za dokaj natanéno
in hitro oceno ocistka kreatinina pri kriticno bolnih naju-
streznejSa uporaba cistatina C (kar je drago ter neustrezno
ob disfunkciji S¢itnice in pri bolnikih, ki prejemajo visoke
odmerke kortikosteroidov ob ledvi¢ni disfunkciji), okvirno
pa bi lahko uporabili tudi modificirano Jelliffejevo enacbo,
Jelliffejevo enacbo in nazadnje enacbo MDRD (modification
of diet in renal disease) z vkljuCenimi Sestimi spremenljiv-
kami (6-variable MDRD). Za populacijo kriticno bolnih naj
ne bi uporabljali Cockcroft-Gault enacbe ali enacbe MDRD
z vkljuCenimi Stirimi spremenljivkami (4-variable MDRD)
(12).

3.3.2 Akutna ledvi¢na odpoved na intenzivni
enoti

Pri kritiéno bolnih se ob¢asno pojavi akutna ledvic¢na od-
poved. Tudi pri akutni ledvicni odpovedi se pojavlja vpra-
Sanje, kako najbolje oceniti delovanje ledvic. Smernice
KDIGO (kidney disease improving global outcome) se ne
opredelijo glede uporabe ustrezne enacbe za izracun
oCistka kreatinina pri akutni ledvicni odpovedi, saj za to ni
dovolj podatkov (13). Pri bolnikih, kjer akutna ledvi¢na od-
poved vztraja, priporogajo uporabo izmerjenega ocCistka
kreatinina z zbiranjem urina v krajSem ¢asovnem intervalu
ali pa uporabo modificirane Jelliffejeve enacbe. Potrebni
so dnevno spremljanje ledvi¢ne funkcije, redna ocena vo-
lumskega statusa bolnika in ukinitev oz. prilagoditev od-
merkov nefrotoksicnih zdravilnih u€inkovin (14).

Pri kriticno bolnih je prvih 48 ur protimikrobne terapije klju-
¢no obdobje za dober Klini¢ni izid zdravljenja okuzbe (15).
Bolniki, ki imajo akutno ledviéno odpoved ob hudi okuZbi,
praviloma prejmejo prilagojene odmerke protimikrobnih
zdravil. V raziskavi Crassa in sod. (16) so ugotovili, da je
bila akutna ledvi¢na odpoved pri 57,2 % bolnikov le pre-
hodna in se je ledvicno delovanje izboljSalo v roku 48 ur.
Pri akutni ledviéni odpovedi se spremembe v koncentraciji
S-kreatinina z ozirom na ledvi¢no funkcijo zgodijo z zami-
kom. Ker so bili standardno priporoceni odmerki protimi-
krobnih zdravil preizkuSeni na stabilnih bolnikih s kroni¢no
ledvi€no boleznijo, je mozno, da bolniki z akutno ledvi¢no
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odpovedjo s prilagojenim odmerjanjem protimikrobnih zdra-
vil (predvsem tisti s prehodnim ledvi¢nim poslabSanjem) v
prvih 48 urah prejmejo prenizke odmerke, kar se lahko
odrazi v neucinkovitosti zdravljenja. Avtoriji zato priporocajo,
da bolniki z akutno ledvi€éno odpovedjo v prvih 48 urah
prejmejo polne odmerke, kar velja za protimikrobna zdravila
s Sirokim terapevtskim oknom. V primeru, da akutna led-
vi¢na odpoved vztraja, naj se po 48 urah odmerjanje prila-
godi (16).

3.3.3 Nadomestno ledvi¢no zdravljenje

Kriticno bolni ob&asno potrebujejo nadomestno ledvicno
zdravljenje. Obstaja ve¢ metod nadomestne ledvicne te-
rapije, in sicer intermitentne metode (IHD - intermitentna
hemodializa, SLED - sustained low-efficiency dialysis) in
kontinuirano nadomestno ledvi¢no terapijo (CRRT, conti-
nuous renal replacement therapy). Na odstranjevanje pro-
timikrobnega zdravila med procesom dializnega zdravljenja
vplivajo lastnosti zdravila in lastnosti izbrane metode. Med
procesom dialize se v ve¢jem obsegu izloCajo hidrofiine
ucinkovine, ucinkovine z nizko molekulsko maso, majhnim
volumnom porazdelitve (< 1 I/kg) in nizko stopnjo vezave
na plazemske proteine. Odstranjujemo lahko le prosto (ne-
vezano) ucinkovino v plazmi (3). Preglednica 3 prikazuje
primerjavo razli¢nih metod nadomestnega ledvi¢nega zdra-
vijenja.

Vecina protimikrobnih zdravil se iz organizma izlo€a preko
ledvic. Pri bolnikih z akutno ledvi¢no odpovedjo je ocCistek
sorazmerno man;jsi in je povezan z bolnikovo rezidualno
ledvic¢no funkcijo in neledviénim ocistkom. Med dializo se
protimikrobna ucinkovina dodatno odstranjuje preko dial-
izne metode, zato je celokupni ocCistek med dializo pove-
¢an. Ocistek na uro je najvecji med intermitentno hemo-
dializo in najmanjsi pri kontinuirani nadomestni ledvicni

terapiji. Ker pa dializne metode trajajo razli¢no dolgo (in-
termitentna hemodializa obi¢ajno 3 do 4 ure, sustained
low-efficiency dialysis 6 do 12 ur, kontinuirana nadomestna
ledvicna terapija 24 ur), je celokupni odistek ucinkovine
najvedji med kontinuirano nadomestno ledvi¢no terapijo in
najmanjSi med intermitentno hemodializo (17).
Pri bolniku, ki ga priklju¢imo na dializo, je treba prilagoditi
odmerjanje protimikrobnih zdravil, ki se pretezno izlo€ajo
preko ledvic. Najve¢ podatkov glede prilagajanja odmerja-
nja med dializo obstaja zlasti za intermitentno hemodializo
in vecina teh podatkov je pridobliena iz populacije stabilnih
bolnikov s kroni¢no ledvi¢no boleznijo. Taki podatki niso
neposredno prenosliivi na populacijo kriticno bolnih (18).
SploSne smernice za prilagoditev odmerjanja protimikrobnih
zdravil pri kritiéno bolnih, ki prejemajo dializno zdravljenje,
povzemajo da:
e polnilnega odmerka obi¢ajno ni treba prilagajati;
e Ce se protimikrobna ucinkovina izloCa iz organizma preko
ledvic, se odstranjuje tudi z dializno metodo;
e uporabimo priporocila o odmerjanju glede na vrsto dialize,
Ce le-ta obstajajo;
e ko bolnika odklopimo od dialize, je znova potrebna prila-
goditev odmerjanja (19).
Priporocila glede odmerjanja protimikrobnih zdravil pri kri-
ticno bolnih na dializi sicer obstajajo, a se med seboj po-
gosto nekoliko razlikujejo (ena izmed novejSih so objavili
Hoff s sod. (20)).

3.3.4 Hiperfunkcija ledvic

Pri kriticno bolnih se lahko pojavi tudi t. i. pospesena led-
viéna funkcija (augmented renal clearance, ARC). Vzrok
za njen nastanek ni popolnoma pojasnjen, morda je pove-
zan z nastankom sistemskega vnetnega odziva zaradi
sepse, travme, opeklin ali velike operacije. Nekateri dom-

Preglednica 3: Primerjava razlicnih metod nadomestnega ledvicnega zdravijenja (3).

Table 3: Comparison of different renal replacement methods (3).

PRETOK KRVI PRETOK DIALIZATA | PRETOK ULTRAFILTRATA | TRAJANJE |PROCES
Intermitentne metode
IHD 300-500 ml/min | 500-800 ml/min / 3-4 h difuzija
SLED 160-200 mi/min | 100-300 ml/min / 6-12h difuzija
Kontinuirane metode
CVVH 50-300 ml/min |/ 8-65 ml/min 24 h konvekcija
CVWHD  |50-300 ml/min | 8-65 ml/min 0-6 ml/min 24 h difuzija
CVWWHDF | 50-300 ml/min | 8-65 ml/min 8-65 ml/min 24 h difuzija in konvekcija

IHD — intermitentna hemodializa, SLED — sustained low-efficiency dialysis, CVVH — kontinuirana venovenska hemofiltracija, CVWVHD —
kontinuirana venovenska hemodializa, CVWHDF —kontinuirana venovenska hemodiafiltracija
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nevajo, da je pospesSena ledvicna funkcija posledica izra-  je izvedljivo, je priporocena uporaba TDM, sicer pa pri bol-
zanja delovanja t. i. ledvi¢ne rezerve (21). nikih s pospeSeno ledvicno funkcijo uporabimo najvecje
Pospesena ledvicna funkcija je definirana kot oCistek krea-  mozne odmerke ob skrbnem spremljanju bolnika. Zaradi
tinina, ki presega vrednost 130 mli/min/1,73 m? (22), poja-  nepredvidenega ¢asa trajanja pospesene ledvi¢ne funkcije
vila pa naj bi se pri 20 do 65 % bolnikih v intenzivni enoti,  je treba pri teh bolnikih ledviéno funkcijo spremljati dnevno
najpogosteje pri mladih (pod 50 let), bolnikih s politravmo, — (22), merjenje ocCistka kreatinina pa ponoviti vsaj sedmi
poskodbo glave, subarahnoidno krvavitvijo ali opeklinami,  dan po sprejemu na intenzivno enoto (23).

povezana je tudi z nizjim rezultatom SOFA (toCkovnik za ~ Odmerjanje protimikrobnih zdravil pri bolnikih s pospeSeno
oceno motenj v delovanju organov, sequential organ failure  ledvi¢no funkcijo povzemajo pregledni Clanki Heffernana s
assessment). PospeSena ledvicna funkcija se lahko pojavi  sod. (5), Mahmouda s sod. (22) in Hobbsa s sod. (23).

le prehodno, lahko pa traja tudi nekaj tednov. Po nekaterih

podatkih je najbolj izrazena med Cetrtim in petim dnevom 3.4 VPLIV ZUNAJTELESNE

na intenzivni enoti, okoli sedmega dne pa se ledvi¢na funk-

cija normalizira (23). Najbolje je, da ledvicno delovanje ru- MEMBRANSKE OKSIGENACIJE NA
tinsko ocenjujemo ¢ez celotno hospitalizacijo na intenzivni FARMAKOKINETIKO
enoti (22).

Pri opredeljevanju ocistka kreatinina pri pospeSeni ledvicni  Zunajtelesna membranska oksigenacija (extracorporeal
funkciji najpogostejSe uporabljane enacbe podcenijo de-  membrane oxygenation, ECMO) je zunajtelesna naprava,
lovanje ledvic (MDRD, Cockcrof-Gault, CKD-EPI). Za od- ki jo uporabljamo kot za¢asno podporo dihalne in/ali sréne
krivanje bolnikov z vecjim tveganjem so razvili nekaj to¢-  funkcije pri kriticno bolnih. Sestavijena je iz kanalov, cevk,
kovnikov (ARC scoring system, ARTIC scoring system).  Crpalke in membranskega oksigenatorja. Membranski ok-
Trenutno je prednostno priporocena uporaba toCkovnika  sigenator in cevke predstavijajo veliko povrsino, na katero
ARC (22). Primerjavo obeh prikazuje preglednica 4. se lahko adsorbirajo (0z. sekvestrirajo) predvsem lipofilne
Bolnikom, pri katerih s toCkovnikom ocenimo vecje tvega-  protimikrobne ucinkovine, kar lahko vodi do njihovih nizjih
nje za pospeSeno ledvicno funkcijo, izmerimo odistek krea-  koncentracij v plazmi. Na povrSino cevk in oksigenatorja
tinina z metodo zbiranja urina v ¢asovnem intervalu med 8  se lahko vezejo tudi plazemski proteini, zato se lahko zniza
in 24 ur. Kadar izmerimo ocistek kreatinina nad 130 ml/min,  tudi plazemska koncentracija ucinkovin z visoko vezavo
pospeseno ledvicno funkcijo potrdimo, izmerjen oCistek  na plazemske proteine. ECMO torej vpliva na farmakoki-
kreatinina pa nato uporabimo tudi za prilagoditev odmer-  netiko zlasti lipofilnih protimikrobnih u€inkovin in tistih z vi-
janja protimikrobnih zdravil z izloCanjem preko ledvic (22).  soko vezavo na plazemske proteine. Hkrati je povecan vo-
Izmerjeni ocCistek kreatinina je namre¢ bolje povezan z  lumen porazdelitve tudi hidrofilnih protimikrobnih u€inkovin,
ocistkom protimikrobne ucinkovine v primerjavi z izraCu-  kar je pomembno zlasti ob zaCetku zdravijenja in vpliva na
nanim ocistkom kreatinina po drugih enacbah (23). Kadar  izbiro polnilnega odmerka (24).

Preglednica 4: Primerjava dveh tockovnikov za opredeljevanje tveganja za pospeseno ledvicno funkcijo (22).
Table 4: Comparison of two scoring systems for determining the risk for augmented renal clearance (22).

TOCKOVNIK ARCTIC
(ARC »IN TRAUMA INTENSIVE CARE«)

TOCKOVNIK ARC

S-kreatinin < 62 umol/l = 3 tocke
Moski spol = 2 tocCki

Starost < 56 let = 4 tocke
Starost med 56-75 let = 3 tocke

starost < 50 let = 6 tock
Kriterij travma = 3 toCke
SOFA <4 =1 tocka

Interoretaciia 0-6 toCk = nizko tveganje za ARC < 6 toCk = nizko tveganje za ARC
P J 7-10 tock = visoko tveganje za ARC > 6 toCk = visoko tveganje za ARC

Obdutljivost 100 % 84 %

Specificnost 71 % 64 %
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Vecina podatkov glede odmerjanja protimikrobnih zdravil
pri bolnikih na ECMO izhaja iz neonatalnih raziskav, v zad-
njem ¢asu pa se zaradi njene pogostejSe uporabe pri odra-
slih pojavija vse ve¢ podatkov tudi za to populacijo. Veliko
starejsih farmakokineti¢ninh raziskav betalaktamov pri bol-
nikih na ECMO so opravili na modelih ex vivo, rezultati ra-
ziskav pa so bili pogosto nasprotujoli. Na primer, Shekar
s sod. (25) so v raziskavi ex vivo ugotovili vecjo sekvestracijo
meropenema. Isti avtorji so dve leti kasneje opravili razi-
skavo in vivo vpliva ECMO na farmakokinetiko merope-
nema in ugotovili, da pomembnih razlik v farmakokineticnih
parametrih med bolniki na ECMO in brez ECMO ni bilo
(26). Tudi raziskava Donadella s sod. (27) je pokazala, da
je farmakokinetika meropenema in piperacilin/tazobaktama
primerljiva z bolniki brez ECMO (27).

V zadnjih letih so objavili nekaj preglednih Clankov, ki so
povzeli odmerjanje protimikrobnih zdravil pri bolnikih na
ECMO. Glede na trenutne podatke pri odmerjanju beta-
laktamov pri tovrstnih bolnikin upostevamo enaka pripo-

roCila kot za kriti€no bolne brez ECMO. Kadar je mogoce,
priporo¢ajo uporabo TDM (28, 29, 30). Enako povzema
tudi v letu 2020 objavljeni pregledni ¢lanek Abdul-Aziza s
sod. (31). Povzetek odmerjanja protimikrobnih zdravil pri
bolnikih na ECMO-u je predstavljen v preglednici 5.
Novembra 2020 so objavili raziskavo Kiihna s sod. (32), ki
so pri bolnikih na ECMO izmerili koncentracije $tirih razli¢nih
protimikrobnih ucinkovin — piperacilina, meropenema, cefta-
zidima in linezolida. Vse so aplicirali v obliki kontinuirane infu-
Zije, preverjali so verjetnost za doseganje tarCe ft > 4-krat
MIK. V raziskavo so prospektivno vkljucili 105 kriticno bolnih,
od tega jih je 30 potrebovalo ECMO. Ugotovili so, da je bila
verjetnost za doseganje Zelene tarCe precej manjsSa pri
ECMO-bolnikih v primerjavi z bolniki brez ECMA za piperacilin
in za linezolid. Pri piperacilinu v ECMO-skupini 48 % bolnikov
ni doseglo zelene tarCe, v skupini brez ECMO pa le 13 %.
Pri linezolidu v ECMO-skupini 35 % bolnikov ni doseglo
tarce, v skupini brez ECMO pa le 15 %. Pri meropenemu in
ceftazidimu razlik med skupinama bolnikov ni bilo (32).

Preglednica 5: Povzetek odmerjanja protimikrobnih zdravil pri bolnikih na ECMO (povzeto iz virov (28, 29, 30).
Table 5: Summary of antimicrobial dosing in ECMO patients (28, 29, 30).

UCINKOVINA FARMAKOKINETIKA ODMERJANJE
Betalaktami nespremeniena e enako kot pri ostalih kriticno bolnih

P J e priporocljive podaljSane ali kontinuirane infuzije
Azitromicin nespremenjena e enako kot pri ostalih kriticno bolnih
Tigeciklin nespremenjena e enako kot pri ostalih kriticno bolnih
Ciprofloksacin
Levofloksacin nespremenjena e enako kot pri ostalih kriticno bolnih
Moksifloksacin
Vankomicin
Amikacin nespremenjena e odmerjanje na podlagi TDM
Gentamicin
Oseltamivir nespremenjena e enako kot pri ostalih kriti€no bolnih
Linezolid ni dobro raziskano ® 600 mg/12 ur ustrezno le, Ce je MIK < 1
Flukonazol o . - - . .
Vorikonazol s0 lipofilni, razlicna e vedji polnilni odmerki, nato standardno odmerjanje
Posakonazol farmakokinetika e razli¢ni rezultati raziskav
Kaspofungin naceloma e enako kot pri ostalih kriti€no bolnih
Mikafungin nespremeniena e razli¢ni podatki
Anidulafungin P J e 0b neodzivu mozno poviSati odmerek
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Glede na v zadnijih letih vse pogostejSo uporabo ECMO pri
odraslih kriticno bolnih je pri¢akovati, da bodo farmakokine-
tine raziskave protimikrobnih zdravil vkljuCevale tudi bolnike,
ki potrebujejo ECMO. Te raziskave bodo osnova za smernice
predpisovanja protimikrobnih zdravil pri kritiéno bolnih.

OBCUTLJIVOST
MIKROORGANIZMA

Odmerjanje protimikrobnih zdravil na osnovi FK/FD-indek-
sov ni povezano samo z vecjo ucinkovitostjo zdravljenja,
paC pa so ob doseganju ustreznih FK/FD-tar¢ dokazali
tudi manjsi pojav odpornih mikroorganizmov tudi pri kriti€no
bolnih. Najbolje preiskovana je sicer povezava med FK/FD-
indeksom in pojavom odpornosti pri kinolonskih protimi-
krobnih zdravilih. Pri betalaktamih je priporoCeno, da ft >
MIK dosezZe vsaj okoli 50 % odmernega intervala, so pa
dokazali, da je baktericidni ucinek najvecji ob doseganju
koncentracije v plazmi vsaj 4-krat MIK, ta vrednost pa je
dobro povezana tudi z zaviranjem selekcije odpornih mi-
kroorganizmov (6).

Ob zacetni izbiri protimikrobnega zdravila pri kriti€no bolnih
najpogosteje povzrocitelja ne poznamo, zato tudi ne vemo,
kakSen je MIK mikroorganizma za empiri€no uvedeno pro-
timikrobno zdravilo. Ker imajo bolniki na intenzivni enoti
vecje tveganje za okuzbo z mikroorganizmi z visjim MIK; je
priporocljivo, da odmerjanje protimikrobnih zdravil prilagodi
glede na FK/FD-tar¢o s predvidevanjem najviSjega moz-
nega MIK. Nekateri viri hkrati priporocajo, da ne zmanjSamo
intenzivnosti odmerjanja niti ob potrditvi nizjiega MIK. Izoli-
rana bakterija namre¢ ni nujno reprezentativna za celotno
populacijo, vzoréenje morda naklju¢no ni zajelo odpornejse
subpopulacije mikroorganizmov, hkrati pa prihaja tudi do
variabilnosti pri samem dolo¢anju MIK (5).

Pojav odpornih sevov bakterij pri kriticno bolnih lahko
zmanjSamo s kombinacijsko terapijo protimikrobnih zdravil.
Na tak nacin izboljSamo prodiranje v tkivo, sinergisti¢no
delujemo na biofilme in inhibiramo produkcijo toksinov,
vendar le pri dolo€enih bolnikih in doloCenih mikroorganiz-
mih. Z manjSim tveganjem za razvoj odpornosti je povezano
tudi trajanje zdravljenja. Za klini€no ucinkovitost naj bi za-
dostovalo stiri do pet dni zdravijenja. Po ve€ kot desetih
dneh zdravljenja se poveca verjetnost za pojavnost od-
pornih sevov, zato je za prepreCevanje odpornosti najoolj
ucinkovit pristop: »Uporabi najviSje mozne odmerke krajsi
Casl« (Hit hard and stop early!) (6).

SKLEP

Odmerjanje protimikrobnih zdravil pri kriticno bolnih je zah-
tevno. Za hitro doseganje ucinkovitosti uporabimo polnilni
odmerek. Odmerjanje naj sledi poznavanju FK/FD-indeksov
za posamezno protimikrobno zdravilo (npr. uporaba po-
daljanih ali kontinuiranih infuzij pri betalaktamih). Pri proti-
mikrobnih zdravilih s Sirokim terapevtskim oknom lahko
okvirno prvih 24 do 48 ur uporabimo polne odmerke pro-
timikrobnega zdravila, tudi za bolnike s slabsSim ledvi¢nim
delovanjem, nato pa odmerjanje prilagodimo trenutni led-
viéni funkciji. Pri prilagajanju upoStevamo morebitno pri-
sotno pospeseno ledvicno funkcijo, uporabo dializnih me-
tod (pazimo na prilagoditev odmerjanja pri vklopu oz.
odklopu od dializne naprave) ter uporabo zunajtelesne
membranske oksigenacije. Kadar je mogoce, prilagajamo
odmerjanje s pomodjo TDM. Z dobrim poznavanjem prin-
cipov farmakokinetike lahko optimiziramo odmerjanje pro-
timikrobnih zdravil, s tem pove¢amo ucinkovitost in varnost
zdravljenja, hkrati pa zmanjSamo tveganje za razvoj od-
pornih mikroorganizmov.
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POVZETEK

Metabolni sindrom je skupek povezanih klinicnih in
presnovnih dejavnikov tveganja, ki napovedujejo
tveganje za sladkorno bolezen tipa 2 in sréno-zilne
bolezni. Vklju€uje centralno debelost, moteno pres-
novo glukoze, aterogeno dislipidemijo in arterijsko
hipertenzijo. Nizek prosti ali biorazpoloZljivi testo-
steron pri moskih je neodvisni dejavnik tveganja za
nastanek metabolnega sindroma in obratno, meta-
bolni sindrom lahko vodi do nastanka hipogona-
dizma preko neposrednega zaviranja testikularne
osi. Crevesna mikrobiota je sestavijena iz mikroorga-
nizmov, ki naseljujejo prebavila, vkljucno z bakteri-
jami, glivami, enoceli¢nimi evkarionti in virusi. Cre-
vesna mikrobiota je dejavnik, ki lahko mocéno vpliva
na zdravje ljudi in lahko prispeva k nastanku slad-
korne bolezni tipa 2, kroni¢ne vnetne bolezni Cre-
vesja ter drugih stanj. Rezultati predklinicnih in kli-
nicnih raziskav kazejo na povezavo med
pomanjkanjem testosterona in spremenjeno mikro-
bioto, ki lahko vpliva na razvoj debelosti. Raziskave
VvV povezavi s Srevesno mikrobioto so odprle povsem
nove moznosti za razumevanije patogeneze razli¢nih
bolezni in moznih nacinov zdravijienja.

KLJUCNE BESEDE:
debelost, hipogonadizem, metabolni sindrom,
mikrobiota, sladkorna bolezen tipa 2, testosteron

ABSTRACT

Metabolic syndrome is a cluster of clinical and
metabolic risk factors that predict the risk for type
2 diabetes and cardiovascular diseases. It includes
central obesity, impaired glucose metabolism,
atherogenic dyslipidemia and arterial hypertension.
Low free or bioavailable testosterone in males is an
independent risk factor for metabolic syndrome,
and conversely, metabolic syndrome can lead to
hypogonadism through a direct inhibition of testic-
ular axis. Intestinal microbiota consists of microor-
ganisms inhabiting gastrointestinal tract, including
bacteria, fungi, unicellular eukaryotes and viruses.
The intestinal microbiota is a factor that can have a
major impact on human health and can contribute
to the development of type 2 diabetes, chronic in-
flammatory bowel disease and other conditions.

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI

Metabolni sindrom je skupek povezanih klini¢nih, bioke-
mijskih in presnovnih dejavnikov tveganja, ki napovedujejo
tveganje za sladkorno bolezen tipa 2 in umrljivost zaradi
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between testosterone deficiency and altered mi-
crobiota, which may affect the development of obe-
sity. Research related to intestinal microbiota has
opened up entirely new possibilities for understand-
ing the pathogenesis of various diseases and po-
tential treatments.

KEY WORDS:
hypogonadism, microbiota, metabolic syndrome,
obesity, testosterone, type 2 diabetes

sréno-zilnih bolezni (miokardni infarkt, mozganska kap
in drugi zapleti). Metabolni sindrom vkljuCuje centralno
debelost, moteno presnovo glukoze, aterogeno dislipi-
demijo in arterijsko hipertenzijo (1). Njegova patogeneza
je kompleksna in vkljuCuje razlicne dejavnike, kot so av-
tonomna disfunkcija, oksidativni stres, kronicno vnetje
nizke stopnje ter odpornost na inzulin (2).

V zadnjih letih so ugotovili, da je tudi neravnovesje Cre-
vesne mikrobiote dejavnik tveganja za razvoj metabol-
nega sindroma. Bakterije ali njihove sestavine, kot so
endotoksini, vstopijo v krvni obtok in povzrogijo nizko
stopnjo vnetja, kar povzroCi neravnovesje v Crevesni mi-
krobioti in zmanjSanje tesnosti Crevesnega epitelija (3).
Sprememba ¢revesne mikrobiote je dejavnik, ki lahko
mocno vpliva na nastanek razli¢nih bolezni.

Crevesna mikrobiota je sestavljena iz mikroorganizmov,
ki naseljujejo prebavila, vkljuéno z bakterijami, glivami,
enoceli¢nimi evkarionti in virusi. Sestavlja jo priblizno 104
mikroorganizmov, kar je desetkrat veC kot celokupno
Stevilo celic pri odraslih (4). Njihovo stevilo, vrsta in funk-
cija se razlikujejo po celotnem prebavnem traktu, najve¢
pa jih najdemo v debelem &revesu.

V debelem Crevesu prevladujejo naslednja debla koristnih
bakterij: Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Pro-
teobacteria, Fusobacteria in Verrucomicrobia, pri Cemer
Firmicutes in Bacteroidetes predstavljata 90 % Crevesne
mikrobiote. Firmicutes sestavlja ve¢ kot 200 razli¢nih ro-
dov, kot so Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Entero-
coccus in Ruminicoccus. Bacteroidetes sestavljajo ro-
dovi, kot sta Bacteroides in Prevotella. Deblo
Actinobacteria v glavnem predstavlja rod Bifidobacterium
5).

Pri odraslih ljudeh so najpogostejSe bakterije iz druzin
Bacteroidaceae, Clostridiaceae, Prevotellacaeae, Eubac-
teriaceae, Ruminococcaceae, Bifidobacteriaceae, Lac-
tobacillaceae in Enterobacteriaceae. Sestava Crevesne
mikrobiote se razlikuje med posamezniki in je — med dru-

gim — odvisna od indeksa telesne mase, zivljenjskega
sloga, prehranjevalnih navad in stopnje telesne dejavnosti
©)

Crevesna mikrobiota ima pomembno viogo pri presnovi
ogljikovih hidratov, lipidov in aminokislin ter prispeva k
ohranjanju Crevesne prepustnosti. Mikrobiota tudi zago-
tavlja encime, ki jih CloveSki genom ne kodira, med dru-
gim encime za razgradnjo doloCenih polisaharidov in po-
lifenolov ter za sintezo vitaminov (6).

Raziskave v povezavi s Crevesno mikrobioto so odprle
povsem nove moznosti za razumevanije patogeneze ra-
zliénih bolezni in moznih nacinov zdravljenja. PoruSeno
ravnovesje v sestavi Crevesne mikrobiote (disbioza), po-
sledica katerega so spremembe v metabolnih produktih
mikrobiote, vpliva na zdravje ljudi in lahko prispeva k na-
stanku sladkorne bolezni tipa 2, kroni¢ne vnetne bolezni
Crevesja, celiakije, karcinoma debelega Crevesa, alergij,
Alzheimerjeve in Parkinsonove bolezni, jetrne encefalo-
patije ter drugih bolezenskih stanj (4, 7, 8).

CREVESNA MIKROBIOTA IN
METABOLNI SINDROM

Crevesna mikrobiota sodeluje z razliénimi signalnimi potmi
gostitelja. Disbioza tako lahko vodi do sprememb imun-
skih odzivov, aktivnosti zivénega sistema in delovanja
hormonov in s tem do nagnjenosti k presnovnim boleznim
(5). Crevesna mikrobiota lahko vpliva na raven peptidov,
kot so leptin, grelin, glukagonu podoben peptid-1 (GLP-
1), holecistokinin (CCK), YY (PYY) ter serotonin (5-HT), ki
se izloCajo iz enteroendokrinih celic. Grelin je hormon, ki
ima vlogo spodbujevalca apetita, medtem ko vecina Cre-
vesnih hormonov, vkljuéno s CCK, PYY in GLP-1, zavira
apetit.

Crevesna mikrobiota uravnava &revesni metabolizem
preko osi mikrobiota-Crevesje-mozgani. Rezultati raziskav
so pokazali, da je raven grelina v serumu v negativni po-
vezavi s Stevilom bakterij Bifidobacterium, Lactobacillus
in Eubacterium ter v pozitivni povezavi s Stevilom bakterij
Bacteroides in Prevotella. Raven leptina je v negativni po-
vezavi s Stevilom bakterij Clostridium, Bacteroides in Pre-
votella ter pozitivni povezavi s Stevilom bakterij Bifido-
bacterium in Lactobacillus. Preko regulacije izloCanja
peptidov lahko Crevesna mikrobiota vpliva na vagusno
aferentno pot in nato preko osi mikrobiota-Crevesje-mo-
Zgani uravnava presnovo v crevesju (7).
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Posebne spremembe v Erevesni mikrobioti so povezane s
sladkorno boleznijo tipa 2, pogosti spremljevalec katere je
pri moskih bolnikih funkcionalni hipogonadizem. V raziskavi,
v kateri so primerjali sestavo mikrobiote Crevesja pri 16
bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2 in 12 zdravih preisko-
vancih, so opazili, da so bakterije iz rodu Bacteroides, ki
razgrajujejo vecinoma ogljikove hidrate, bolj razsirjene pri
teh bolnikih, obenem pa so pri njih opazili upad Stevila
bakterij iz rodu Bifidobacterium, ki razgrajujejo ogliikove
hidrate z nizko molekulsko maso (9). V drugi raziskavi so
ugotovili pozitivno korelacijo med ravnjo glukoze v plazmi
in razmerjem med Stevilom bakterij iz debel Bacterioides
in Firmicutes. V isti raziskavi so tudi pokazali, da imajo
osebe s sladkorno boleznijo tipa 2 povecano koli¢ino po
Gramu negativnih bakterij (Bacteroides, Prevotella in Be-
taproteobacteria) v Crevesju (8).

Zdravljenje z antibiotiki je povezano z nenadnimi in koreni-
timi spremembami Crevesne mikrobiote. Opravili so epi-
demioloSke raziskave, ki so poskuSale ugotoviti, kaksna je
povezava med vplivom antibioticnega zdravijenja pri do-
jenckih in tveganjem za nastanek debelosti. Rezultati so
pokazali povezavo med zdravljenjem z antibiotki v zgod-
njem zivljenjskem obdobju in povecanim indeksom telesne
mase kasneje (10). Raziskava iz leta 2014 je poroCala o
znatno vedji pojavnosti prekomerne telesne mase pri otro-
cih med 9. in 12. letom starosti, ki so bili v prvem letu zi-
vlienja izpostavljeni antibiotikom, ne glede na odmerek
zdravila in dolZino trajanja zdravljenja (11). Nato so izvedli
dve kohortni raziskavi z velikim vzorcem otrok, ki so bili
antibiotikom izpostavljeni prenatalno. V prvi raziskavi so
otroci, izpostavljeni antibiotikom v drugem ali tretjem tri-
mesecju, imeli za 84 % vedje tveganje za nastanek debe-
losti, pri Eemer je bila pozitivna in statisticno znacilna po-
vezava z indeksom telesne mase, obsegom pasu in
deleZzem telesne mascobe (12). Podobno so pokazali v
drugi raziskavi Solskih otrok s prekomerno telesno maso,
ki so bili ze intrauterino izpostavljeni antibiotikom, zlasti
tisti z nizjo telesno maso ob rojstvu (13). Omenjene razi-
skave nakazujejo mozne dolgoro¢ne posledice zgodnje iz-
postavljienosti antibiotikom in poudarjajo potrebo po ustrez-
nem predpisovanju antibiotikov v otrostvu. Za ugotavljanje
dolgorocnih posledic za presnovo in zdravje srca in ozilia
ter za razvoj strategij za ublazitev teh ucinkov, kadar je
uporaba antibiotikov nujna, bi bile potrebne dodatne razi-
skave, s katerimi bi ugotouvili, ali je uporaba antibiotikov v
prenatalnem obdobju povezana z debelostjo otrok in ali
SO spremembe v Crevesni mikrobioti novorojenckov v
ozadju omenjenih rezultatov, ter dolocili mehanizme, na
katerih ta povezava temelji.

VPLIV DEBELOSTI NA
REPRODUKTIVNO ZDRAVJE
MOSKIH

Debelost je najpogostejSi etioloSki dejavnik, ki je povezan
z razvojem funkcionalnega hipogonadizma (14). Funkcio-
nalni hipogonadizem je biokemijski in klinicni sindrom, za
katerega so znacilni znizana raven testosterona v serumu
(celokupnega testosterona pod 11 nmol/l in/ali prostega
testosterona pod 220 pmol/l) in simptomi motene spolne
funkcije (zmanjSan libido, erektiina disfunkcija, odsotnost
ali zmanjSana pogostost jutranjin erekcij), ki se pojavijo v
odsotnosti strukturne patologije hipotalamo-hipofizno-te-
stikularne osi in posebnih patoloskih stanj, ki zavirajo hi-
potalamo-hipofizno-testikularno os pri moskih (15). Gre
torej za funkcionalno motnjo hipotalamo-hipofizno-testiku-
larne osi, ki je potencialno reverzibilna.

PatofizioloSki mehanizmi, odgovorni za nastanek funkcio-
nalnega hipogonadizma zaradi debelosti, so kompleksni.
Med hipogonadizmom in debelostjo obstaja dvosmerna
povezava: nizek prosti ali biorazpoloZljivi testosteron pri
moskih je neodvisni dejavnik tveganja za nastanek meta-
bolnega sindroma in sladkorne bolezni tipa 2 (16). In
obratno, metabolni sindrom lahko vodi do nastanka hipo-
gonadizma preko neposrednega zaviranja tvorbe testo-
sterona, znizanja serumske koncentracije vezalne beljako-
vine za spolne hormone (sex hormone-binding globulin,
SHBG) in povecane aktivnosti encima aromataze v adipo-
citih, kar ima za posledico povecano pretvorbo testoste-
rona v estradiol (17). Debelost mocno zavira delovanje hi-
potalamo-hipofizno-testikularne osi. Normalen homeostazni
odgovor hipotalamo-hipofizno-testikularne osi na znizan
testosteron je povecano izlocanje gonadotropinov in sti-
mulacija testisov (18). Pri moskih z debelostjo je ta odgovor
zavrt zaradi neposrednega zaviranja izlocanja luteinizirajo-
Cega hormona preko zapletenega ciklusa hipogonadizem-
debelost-adipocitokini, delovanja aromataze ter vpliva lep-
tinske rezistence v hipotalamusu (19). Mas¢obno tkivo je
metabolno zelo aktivno in izloCa vec kot 30 bioloSko aktiv-
nih peptidov, npr. leptin, ter imunomodulatorne adipocito-
kine, kot sta TNF-a in IL-6 (20). Normalno leptin poveduje
sproS¢anje luteinizirajoGega hormona in folikle stimulirajo-
¢ega hormona (FSH) z neposrednim stimulativnim ucinkom
na hipofizo (preko vezave na leptinske receptorje) in hipo-
talamus (reko vpliva na gonadotropin spros¢ajoci hormon
(GnRH)). Pri debelosti se znatno poveca raven leptina, kar
povzroCi funkcionalno stanje odpornosti na leptin, z osla-
blienim delovanjem leptina in posledi¢nim upadom funkcije
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hipotalamo-hipofizno-testikularne osi (21). Vnetni adipoci-
tokini TNF-a, IL-6 in IL-1(8 poslabsajo funkcijo hipotalamo-
hipofizno-testikularne osi in posledi¢no povzrocijo zmanj-
Sano proizvodnjo testosterona (slika 1) (22).

Crevesni hormoni GLP-1, gastriéni inhibitorni polipeptid
(GIP), peptid YY, polipeptid slinavke (PP), grelin in amilin,
prav tako vplivajo na delovanje hipotalamo-hipofizno-te-
stikularne osi (23).

Obstajajo Stevilni dokazi, da debelost povzrodi neposredno
okvaro mod in spermatogenezo. Ugotovili so, da je raven in-
zulinu podobnega peptida 3 (INSL3), ki je oznacevalec dife-
renciacije in funkcije Leydigovih celic, znizana pri debelih mo-
Skih, kar je verjetno posledica primarne disfunkcije Leydigovih
celic (24). Podobno velja tudi za koncentraciji inhibina B in
anti-MUllerievega hormona (AMH), produktov Sertolijevih celic

mod, ki sta pomembna za regulacijo spermatogeneze; tudi
ti upadata z naras€anjem indeksa telesne mase (25, 26).
Metaanalize so povezale debelost s pomembno povecanim
tveganjem za znizanje Stevila in gibljivosti semencic ter s
povecanjem fragmentacije DNK znotraj semencic, kar pov-
zro€a zmanjSanje plodnosti (27).

CREVESNA MIKROBIOTA IN
HIPOGONADIZEM

Raziskave kazejo na povezavo med pomanjkanjem testo-
sterona pri moskih in spremenjeno mikrobioto, te spre-
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Slika 1: Shematski prikaz patofiziologije povezave hipogonadizma in metabolicnega sindroma; SHBG — vezalna beljakovina za spolne
hormone (sex hormone binding globulin), GnRH — gonadotropin-sprosc¢ajoci hormon (gonadotropin-releasing hormone), LH - luteinizirajoci
hormon, PMK — proste mascobne kisline, TNF-a — faktor tumorske nekroze a (tumor necrosis factor ), IL — interlevkin.

Figure 1: Schematic representation of hypogonadism-metabolic syndrome connection; SHBG — sex hormone binding globulin, GnRH —
gonadotropin-releasing hormone, LH — luteinising hormone, PMK — free fatty acids, TNF-a — tumor necrosis factor a, IL — interleukin.
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membe pa lahko prispevajo k nastanku debelosti. Razi-
skave na misih so pokazale, da je hipogonadizem, ki je
nastal po kastraciji, povzrocil trebusno debelost pri tistih
misih, ki so se prehranjevale s hrano z visoko vsebnostjo
mascob, ne pa tudi pri misih, ki so se hranile z zanje obi-
¢ajno prehrano. Prehrana z visoko vsebnostjo mascob
spremeni presnovo lipidov in vpliva na ¢revesno mikrobioto,
ki sodeluje pri razvoju trebusne debelosti (28). Rezultati
raziskave, v kateri so raziskovali interakcijo med hrano z
visoko vsebnostjo mascob in znizanim testosteronom na
modelu kastriranih misi, so pokazali, da je hipogonadizem
povzrocil debelost, povecanje trebusne mascobe, zvisanje
ravni trigliceridov, zviSanje ravni glukoze v krvi na tesce ter
spremembo Crevesne mikrobiote (29).

Sestava Crevesne mikrobiote pri zdravih posameznikih se
bistveno razlikuje od sestave pri debelih posameznikih, kar
kaze na to, da ima lahko &revesna mikrobiota pomembno
vlogo pri debelosti. Pri debelih ljudeh je povisano razmerje
bakterij debel Firmicutes in Bacteroidetes v primerjavi z
vitkimi ljudmi (30).

Rezultati ve¢ raziskav kazejo, da je upadanje funkcije gonad
pri moskih s prekomerno telesno maso oz. pri diabetikih
posledica kroni¢no poviSanih ravni endotoksina. Po teoriji
GELDING (Gut Endotoxin Leading to a Decline In Gonadal
function) o z debelostjo povzro¢enem hipogonadizmu na-
mreC debelost in z njo povezana slaba prehrana (z visoko
vsebnostjo mascob ali kalorij) povzro¢a razgradnjo Creve-
sne sluznice, kar olajSa prehod Srevesnih bakterij iz lumna
Crevesja v sistemski obtok. Moc¢ni imunski stimulanti, pri-
sotni v bakterijah, kot je npr. bakterijski lipopolisaharid (en-
dotoksin), povzrocajo kroni¢no vnetje nizke stopnje v telesu
(presnovna endotoksemija), citokini IL-13, TNF-a in IL-6
pa poslabSajo steroidogenezo testisov v intervencijskih
Studijah na zivalih in na ljudeh (31).

Vpliv endotoksina na testosteron pri zdravih vitkin moskih
so raziskovali v raziskavi, v kateri so dajali endotoksin vitkim
moskim, starim 18 do 40 let. Endotoksin je povzrodil vnetje
pri teh moskih v priblizno Sestih urah, ravni celokupnega
testosterona in luteinizirajoCega hormona sta se znizali,
kar nakazuje, da lahko poveCana prepustnost Crevesja
spodbuja znizanje ravni testosterona celo pri zdravih mo-
Skih, ki so v reproduktivni dobi (32).

Trenutno prevladujoCa teorija z debelostjo povezanega hi-
pogonadizma je, da je znizanje ravni testosterona posledica
kombinacije zmanjSanega izloCanja luteinizirajocega hor-
mona iz hipofize in neposredne okvare funkcije gonad (14).
Mascobno tkivo namre€ vsebuje aromatazo, ki je odgo-
vorna za pretvorbo testosterona v estrogen, kar zniza raven
testosterona. Poleg tega estrogen vpliva na hipotalamo-

hipofizno-testikularno os, kar ima za posledico zmanjSanje
frekvence in amplitude izloCanja luteinizirajoCega hormona.
Ker je ta glavni drazljaj za povecanje proizvodnje testoste-
rona iz Leydigovih celic v modih, njegovo zmanjsano izlo-
¢anje povzroci dodatno zmanjSanje izlocanja testosterona
(33).

PROBIOTIKI IN PREBIOTIKI

Z uporabo probioti¢nih ali prebioti¢nh pripravkov lahko
spreminjamo ¢revesno mikrobioto, kar lahko izbolj$a zdra-
vje liudi (34). Glavna rodova po Gramu pozitivnih bakterij,
probiotiki. Tudi druge vrste bakterij, kot so Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli Nissle, Streptococ-
cus thermophilus in Saccharomyces boulardii, uporabliamo
kot probiotike. Probioti¢ne bakterije lahko pomagajo pre-
preciti presnovno endotoksemijo z zaviranjem rasti poten-
cialno Skodljivih po Gramu negativnih bakterij preko znizanja
pH debelega Crevesa in povecanja izloCanja antibakterijskih
imunoglobulinov in baktericidnih spojin v Crevesni sluznici
(85). Probioti¢ne bakterije so sposobne proizvajati kratko-
verizne mascobne kisling, ki povedujejo proizvodnjo sluz-
nice v celicah znotraj stene debelega Crevesa, s Cimer za-
gotavljgjo fizicno pregrado, ki zmanjSuje neposredni stik
stene debelega Crevesa z bakterijami v Crevesnem lumnu,
kar zmanjSuje moznost za prehod teh bakterij v krvni obtok.
Iz koristnih bakterij pridobliene kratkoverizne mascobne
kisline krepijo proizvodnjo epitelijskih beljakovin, ki prepre-
Sujejo prehod makromolekul, kakrsna je endotoksin, med
Crevesne epitelijske celice (36). Delujejo tudi kot signali, ki
vplivajo na presnovo ogljikovih hidratov in Crevesno fiziolo-
gijo s spodbujanjem izlo¢anja hormonov, kot je grelin, in
sproS¢anja Crevesnih peptidov PYY in GLP-1, ki regulirajo
sitost (37).

Prebiotiki so prehranski substrati, ki selektivno spodbujajo
razmnozevanje in aktivnost koristnih bakterij v &revesju.
Prebiotiki so najpogosteje kompleksni oligosaharidi, ki jih
encimi gostitelja ne prebavijo, in zato koncajo v debelem
Crevesu, kjer spodbujajo rast in razmnozevanije Crevesne
mikrobiote. Prebiotiki so inulin, galaktooligosaharidi, fruk-
tooligosaharidi, ksilooligosaharidi, pektin, beta glukani in
Skrob (38). Pogosto je najucinkovitejsi nacin za izboljSanje
Crevesnega mikrobioma kombinirana uporaba probiotikov
s prebiotiki — t. i. simbiotska terapija (34).
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Raziskave na zivalih potrjujejo tezo o potencialni ucinkovi-
tosti probiotikov za povecanje funkcije mod pri debelih
moskih. Uzivanje probioti¢ne zmesi, ki je vsebovala Lacto-
bacillus in druge probioti¢ne bakterije pri podganah, ki so
jihhranili s hrano z visoko vsebnostjo mascob, je preprecilo
oksidativni stres v modih in s tem povezano zmanjSano
spermatogenezo (39).

V drugi raziskavi so imele misi, ki so se prehranjevale s
hrano, ki je vsebovala probioti¢ne bakterije Lactobacillus
reuteri, v primerjavi s kontrolno skupino vecjo gostoto Ley-
digovih celic, visji serumski testosteron ter povecano sper-
matogenezo (40). Ta blagodejni ucinek probiotikov na re-
produktivno funkcijo moskih osebkov najverjetneje
posreduje imunski sistem, saj je zaviranje vnetja povzrodilo
tudi izboljSanje proizvodnje testosterona in spermatoge-
neze.

ZDRAVLJENJE METABOLNEGA
SINDROMA IN FUNKCIONALNEGA
HIPOGONADIZMA

Pri zdravljenju metabolnega sindroma se posluzujemo ne-
farmakoloskih in farmakoloSkih ukrepov ter v indiciranih
primerih tudi bariatricne kirurgije. NefarmakoloSki ukrepi
zajemajo spremembo zivljenjskega sloga, dieto (15- do
30-odstotno zmanjSanje vnosa kalorij) ter zmerno intenzi-
vno vadbo 120 do 150 minut na teden (41).
Farmakoterapija lahko pomaga bolnikom pri prepreCevanju
razvoja soCasnih bolezni zaradi debelosti. Zdravljenje z
zdravili je priporocljivo za bolnike z indeksom telesne mase
ITM = 30 kg/m? ali ITM = 27 kg/m? in z boleznimi, poveza-
nimi z debelostjo (hipertenzija, sladkorna bolezen tipa 2,
sindrom apneje v spanju). Zdravila je potrebno predpisovati
v skladu z njihovimi indikacijami in omejitvami. Zdravilne
ucCinkovine za zdravljenje debelosti, ki so trenutno registri-
rane pri nas, so:

- orlistat (zaviralec absorpcije mascob iz prebavil, ki je re-
verzibilni zaviralec gastri¢ne in pankreati¢ne lipaze),

- kombinacija bupropiona in naltreksona (bupropion je ana-
log amfetamina — antidepresiv ter selektivni zaviralec po-
novnega privzema noradrenalina in dopamina; naltrekson
je opiatni antagonist, zaviralec apetita s centralnim delo-
vanjem na proopiomelanokortinske nevrone) in

- liraglutid (agonist GLP-1, ki se izlo¢a postprandialno, sti-
mulira izloCanje inzulina, deluje centralno in zavira apetit; v
Sloveniji je odobren le za zdravljenje sladkorne bolezni tipa
2) (42).

Ucinkovitost farmakoterapije je treba oceniti po prvih treh
mesecih zdravljenja. Ce je doseZena izguba telesne mase
zadovoljiva (> 5 % izgube mase pri bolnikih brez sladkorne
bolezni tipa 2 in > 3 % pri bolnikih s to boleznijo), z zdra-
vljenjem nadaljujemo. Pri bolnikih, ki se niso odzvali na
zdravljenje, pa zdravljenje prekinemo.

Bariatricni kirurSki posegi so najucinkovitejSa metoda za
zdravljenje debelosti. Indikacije za poseg so ITM > 40
kg/m? brez sladkorne bolezni tipa 2 in ITM > 35 kg/m? za
bolnike s sladkorno boleznijo tipa 2. Po opravljenem kirur-
Skem posegu se spremeni anatomska struktura prebavil,
s Cimer se spremeni vnos hranil, praznjenje zelodca in iz-
loGanje zelodcéne kisling, vpliva pa tudi na ¢revesno mikro-
bioto in zgradbo zol¢ne kisline. Pri bolnikih s sladkorno
boleznijo tipa 2 se po posegu znizata telesna masa in
raven glikiliranega hemoglobina (HbA,c). Vioga Crevesne
mikrobiote pri prognozi po opravljeni bariatri¢ni operaciji je
Se vedno predmet raziskav (3).

V skladu s teorijo GELDING je klju¢ do ucinkovitega zdra-
vljenja z debelostjo povzrocenega hipogonadizma izbolj-
Sanje pregradne funkcije Crevesja, s Cimer preprecimo pre-
hod endotoksina iz Crevesnega lumna v krvni obtok in
zmanj$amo vnetje, ki slabSa delovanje mod. Potencialno
zdravljenje, ki je usmerjeno v ta proces, je zauzitje probio-
ticnih bakterij, ki izboljSujejo celovitost Crevesne stene s
sproSCanjem kratkoveriznin mascobnih kislin, ki hranijo
sluznico Crevesja in izboljSajo njeno celovitost (31). Zma-
njasa se tudi presnovna endotoksemija, kar lahko posledi-
¢no privede do izboljSanega delovanja mod (43).
Presaditev fekalne mikrobiote (fecal microbiota transplant,
FMT) je Siroko raziskovana metoda zdravljenja ponavijajocih
se okuzb z bakterijo Clostridium difficile, ki ima za cilj ob-
novitev Crevesne mikrobiote. Na podlagi ugotovitev o po-
tencialni vzroni povezavi med Crevesno mikrobioto in de-
belostjo v raziskavah na Zivalih so v raziskavah na ljudeh
poskusali presaditi Crevesno mikrobioto iz zdravih in vitkih
darovalcev v debele prejemnike z metabolnim sindromom.
V raziskavi, ki je ocenjevala presnovne parametre pri bol-
nikih z debelostjo in metabolnim sindromom, je presaditev
fekalne mikrobiote po 18 tednih privedla do prehodno iz-
boljSane obcutljivosti na inzulin, vendar ni prinesla koristi
glede na druge Klinicne parametre (HbA,c, glukoza na
teSCe, lipidogram, indeks telesne mase) (45). Dejavniki, ki
omejujejo SirSo uporabo presaditve fekalne mikrobiote,
med drugim vkljuCujejo teZzave z izbiro darovalcev, stroske
presejanja darovalcev, pomanjkanje optimiziranih metod
za pripravo in aplikacijo fekalne mikrobiote. Dejavniki okolja
in genetika prejemnikov lahko preprecijo uspesnost, kljucno
pa je tudi upostevanje prehranskih dejavnikov za doseganje

farm vestn 2022; 73



optimalnih ucinkov te terapije. Poleg tega je potrebno po-
drobneje raziskati varnost in nezelene ucinke presaditve
fekalne mikrobiote, predvsem dolgoroCne. ZakljuCujemo,
da se presaditev fekalne mikrobiote zaenkrat kaze kot obe-
tavna, a zahteva nadaljnje vrednotenje, saj so bile obstojece
raziskave pri bolnikih z debelostjo in metabolnim sindro-
mom opravljene na majhnem Stevilu in predvsem pri bol-
nikih z debelostjo nizje stopnje (44).

Po veljavnih smernicah Evropskega endokrinoloSkega zdru-
Zenja sta uspesna izguba telesne mase in zdrav Zivljenjski
slog prvi izbor zdravljenja in uspesen ukrep za zdravljenje
bolnikov s funkcionalnim hipogonadizmom. Posledi¢no se
zaradi teh sprememb lahko zviSa raven celokupnega te-
stosterona. Pri bolnikih, ki imajo znizano raven testosterona
in klinicne znake hipogonadizma, lahko po izkljucitvi kon-
traindikacij predpiSemo nadomestno zdravljenje s testo-
steronom, ki lahko ucinkovito odpravi psiholoske in fizicne
simptome pomanjkanja testosterona (15, 46). Nadomestno
zdravljenje s testosteronom zavira spermatogenezo in po-
gosto povzro¢a azoospermijo (47), zato ga je potrebno v
Casu nacrtovanja druzine in zdravljenja neplodnosti ukiniti.
Sprememba prehrane, ki privede tudi do izboljSanja &re-
vesne mikrobiote, je torej priporocljiva v sklopu ukrepov za
zdravljenje funkcionalnega hipogonadizma. Pri bolnikih,
kjer zaradi kontraindikacij (karcinom dojke, karcinom pro-
state, neopredeljen tumor prostate, sréno popuscanje hude
stopnje, veczilna koronarna bolezen, zdravlienje z gluko-
kortikoidi, spalna apneja hude stopnije, primarna eritroci-
toza) nadomestno zdravljenje s testosteronom ni mozno,
pa je njena vloga Se toliko pomembnejsa.

SKLEP

Izguba telesne mase in poviSanje deleza miSicne mase v
primerjavi z mascobo vodi v zmanjSanje pojavnosti bolezni
srca in ozilja in drugih zdravstvenih stanj, povezanih z de-
belostjo, kot je funkcionalni hipogonadizem. Sprememba
zivlienjskega sloga (sprememba prehrane in povecanie te-
lesne dejavnosti) vodi k zmanjSanju telesne mase, vendar
je zelo malo bolnikov sposobnih dolgorono upostevati
spremembe v nacinu zivljenja. Dejavniki, ki prispevajo k
metabolnemu sindromu, so posledica zapletenih notranjih
dejavnikov gostitelja, kot sta genetika in Crevesna mikro-
biota, ter zunanijih dejavnikov, kot sta prehrana in zivljenjski
slog. Medtem ko je genetika doloCena, lahko s spremembo

Crevesne mikrobiote potencialno ublazimo tveganje za na-
stanek metabolnega sindroma. Terapevtski pristopi, ki ne-
posredno spreminjajo ¢revesno mikrobioto (probiotiki, pre-
biotiki, antibiotiki in drugi terapevtski posegi) in vplivajo na
0s mikrobiota-Crevesje-mozgani, so lahko koristni pri zdra-
vlienju metabolnega sindroma in z njim povezanih stanj,
zato je v prihodnosti na to podrocje smiselno usmeriti Se
ved raziskav.
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FAKULTETA ZA FARMACIJO
UNIVERZE V LJUBLJANI NA
SLAVNOSTNI PODELITVI
POCASTILA SVOJE ZOISOVE
NAGRAJENCE

izr. prof. dr. Mojca Lunder, mag. farm., Sara Lucu
Fakulteta za farmacijo Univerze v Ljubljani

Na slavnostnem delu Raziskovalnega dneva Fakultete
za farmacijo Univerze v Ljubljani, 15. decembra 2021,

Zoisova nagrajenka za Zivijenjsko delo prof. dr. Julijana Kristl
in prejemnik Zoisove nagrade prof. dr. Stanislav Gobec
(avtor fotografije: Boris Gumilar).

SO posebno pozornost namenili pocastitvi treh profe-
sorjev s fakultete, ki so prejemniki Zoisovih nagrad in
priznanj za leto 2021. V okviru dogodka so pripravili tudi
krajSi pogovor, v katerem so nagrajenci delili nekaj svojih
misli o vlogi in pomenu Fakultete za farmacijo in farmacije
nasploh.

Kot je dejal prof. dr. Stanislav Gobec, »ima Slovenija
vsekakor kriticno maso zelo dobro usposobljenih ljudi,
ki so sposobni prebojev na podrocju biomedicinskih ra-
ziskav na splosno in seveda tudi na podroCju razvoja
novih zdravil. Te ljudi bi bilo treba kvalitetno med seboj
povezati in jim omogoditi dostop do sredstev, delno pa
njihovo raziskovalno delo tudi usmeriti. Naceloma je to
mozno enostavno doseci s pravimi razpisi in namenskimi
sredstvi. «

Sogovorniki so se dotaknili tudi prostorske stiske na fa-
kulteti, saj so pogoji za delo bistven dejavnik pri dose-
ganju vrhunskih znanstvenih dosezkov. Prof. dr. Marko
Anderluh je prepri¢an, da so v zadnjih dvajsetih letih de-
lavci Fakultete za farmacijo pokazali, da so bile investicije
v infrastrukturo zelo upravi¢ene, saj dokazujejo kon-
stantno kvantitativno in kvalitativno rast dosezkov na
malodane vseh podrogjih delovanja. Obenem pa je opo-
zoril, da so na fakulteti »prisli do omejitvenega dejavnika
in nepremostljive ovire — to je prostor za delo. To se je
morda Se najbolj pokazalo med epidemijo covida-19,
saj je primanjkljaj prostorov vplival na pedagoski in razi-
skovalni izplen. Zato so investicije v novo stavbo Fakul-
tete za farmacijo ne samo potrebne, temve¢ nujne za
ohranjanje slovenske odlicnosti na podroc¢ju vseh vej
farmacije. «

Prof. dr. Julijana Kristl je dodala, da bo Fakulteta za far-
macijo »kos prihajajo¢im trendom le, ¢e bo mocna, po-
vezana in solidarna Ze na primarni ravni, saj bo potem
tudi v hibridni in nadnacionalni. Obvladati pa bo morala
tudi aktualne znanstvene in strokovne vsebine, ki bodo
svetovno konkurencne. Strinjam se, da Fakulteta za far-
macijo potrebuje vec¢ prostorov za raziskovanje, enako
potrebni pa so doktorski studentje, ki bodo razvijali ideje
in ustrezne vescine za soocanje z izzivi prihodnosti.«
Zato je apelirala na Ministrstvo za izobrazevanje, znanost
in Sport in Javno agencijo za raziskovalno dejavnost Re-
publike Slovenije, da zagotovita ve¢ sredstev za skrben
razvoj znanstvenih kadrov v Sloveniji.

Kljub omenjenim izzivom pa so ravno Zoisovi nagrajenci
neposreden dokaz, da je Fakulteta za farmacijo Univerze
v Ljubljani nedvomno izjemno uspesna, inovativna in vo-
dilna izobrazevalna in raziskovalna ustanova v sloven-
skem prostoru.
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ROCHE - 125 LET
PRAZNOVANJA ZIVLJENJA,
25 LET V SLOVENIJI

mag. Petra Rupar, mag. farm, Mateja Malnar Stembal
Roche farmacevtska druzba, d. o. o.

Fritz Hoffmann je bil med prvimi, ki so spoznali, da je indu-
strijska proizvodnja zdravil kljuéna za napredek v boju proti
boleznim. Veriel je, da je treba povezati znanost z gospo-
darstvom in znanstveno raziskane farmacevtske spojine
spremeniti v standardizirana zdravila, jih distribuirati po
svetu in tako reSiti na milijone Zivlienj. Njegova vizija je po-
stala resni¢nost, ko je 1. oktobra 1896, kot 28-letnik, usta-
novil podjetje F. Hoffmann-La Roche & Co v Baslu v Svici.
Od takrat je Roche prerasel v eno vodilnih svetovnih zdrav-
stvenih podietij, ki Se vedno ostaja v druzinski lasti. V svojih
125 letih je prehodil pot od industrijskega izdelovalca vita-
minov in zdravil do mednarodnega zdravstvenega podietja,
ki v ve€ kot 100 drzavah zaposluje prek 100.000 strokov-
njakov.

V Rochu prinasamo celovite zdravstvene resitve, saj pod
eno streho zdruzujemo diagnostiko, farmacevtiko in po-
datkovno analitiko. Tako lahko na bolezni gledamo bol]
holisti¢no in si prizadevamo za posamezniku prilagojeno
zdravljenje, Kjer bi vsak bolnik dobil pravo zdravljenje ob
pravem Casu. Glede na edinstvene znacilnosti posameznika
zelimo kar najbolj prilagoditi vsak korak na njegovi poti
zdravljenja. Povzrocitelje bolezni odkrivamo ze na moleku-
larni ravni, upoStevamo genetsko sliko in Zivijenjski slog,
ob uporabi baz podatkov in algoritmov pa lahko predvi-
dimo, kako se bo posameznik odzval na dolo¢eno zdravilo
oziroma zdravljenje.

Nasi prioriteti zagotovo ostajata razvoj inovativnih zdravil
in diagnosti¢nih resitev ter vlaganje v znanost. Roche je
med najvedjimi vlagatelji v raziskave in razvoj v industrij,
lani smo za to namenili ve¢ kot 13 milijard Svicarskih fran-
kov. 1I5¢emo nove terapevtske resitve za bolezni, kjer je Se
vedno zelo velika in neizpolnjena potreba po zdravijenju.
To so redki raki ali pa bolezen tako velikih razseznosti, kot
je Alzheimerjeva bolezen, ki ne prizadene le bolnika, ampak
tudi njegovo druzino.

NaSe temeljino terapevtsko podrocje ostaja onkologija s
tar¢nim zdravljienjem in imunoterapijo ter dolgorocno novimi
tehnologijami, kot so cepiva proti raku. Intenzivno razisku-
jemo in prinaSamo inovacije tudi na podrocju nevroznanosti
in redkih bolezni, oftalmologije in nalezljivih boleznih, vklju-

¢no s covidom-19. V zadnijih letih smo registrirali prebojni
terapiji za multiplo sklerozo in hemofilijo ter prvo peroralno
zdravilo za spinalno misiéno atrofijo. V tretiem Cetrtletju
leta 2022 pri¢akujemo podatke iz enega nasih najvecjih
programov, ki je usmerjen v Alzheimerjevo bolezen.
Roche je s svojim portfeliem tudi eden klju¢nih ponudnikov
diagnosti¢nih resitev predvsem na podrocju kardiologije,
zdravljenja zenskih bolezni, diabetesa in virologije.

V Sloveniji smo prisotni ze 25 let in danes zaposlujemo
vec kot 80 strokovnjakov. Ponosno sledimo svojemu po-
slanstvu »Doing now what patients need next« ter si priza-
devamo, da so nase prebojne inovativne zdravstvene resi-
tve ¢im hitreje na voljo slovenskim bolnikom. Slovenija je
pogosto med drzavami v Evropi, kjer so nasi produkti naj-
prej dostopni. Od leta 2010 smo slovenskim bolnikom za-
gotovili kar 24 novih zdravil za 64 indikacij.

Klju¢ nasega uspeha je, da v ospredje vedno postavljamo
dobrobit za bolnike, svoje zaposlene ter partnerstvo z dru-
gimi delezniki.

ROCHE v Sloveniji

Po osamosvojitvi Slovenije
leta 1991 in razpadu enot-
nega jugoslovanskega trga so
se v Sloveniji organizirala za-
stopstva in konsignacijska
skladis¢a tujih farmacevtskih
druzb. Tako so zagotovili nji-
hovo boljSo preglednost in
delovanje v razmerju do
zdravstvenih delavcev in organizacij. V marcu leta 1996
so ustanovili Podruznico druzbe Roche v Ljubljani, ki
se je kasneje v skladu z zakonodajo preoblikovala v
Roche farmacevtsko druzbo, d. o. o.

Irena Debeljak, mag. farm., je sodelovala pri ustanovitvi
podruznice, pred tem pa je zastopanje Rocha od leta
1982 vodila preko zastopstva Jugomontane v Beo-
gradu in nato v Sloveniji preko veledrogerije Salus. Nato
je kot prokuristka vodila Roche v Ljubljani do svoje
upokojitve leta 1999.

Izjava Irene Debeljak, mag. farm, ob 125-letnici Rocha:
»Zelo ponosna sem, da sem bila skupaj s svojimi so-
delavci del zgodbe o uspehu farmacevtske druzbe
Roche. O tem smo se lahko prepric¢ali tudi ¢lani Sekcije
za zgodovino farmacije pri SFD, ko smo leta 2019 med
strokovno ekskurzijo obiskali druzbo Roche v Baslu v
Svici.«
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ZMAGO JELINCIC
DONIRAL IZJEMNO ZBIRKO
ZGODOVINSKIH PUBLIKACI

prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.
Fakulteta za farmacijo Univerze v Ljubljani

Fakulteta za farmacijo Univerze v Ljubljani je bogatejSa za
iziemno zbirko strokovnih in znanstvenih revij, publikacij in
Casopisov, ki jih je nesebi¢no doniral g. Zmago Jelin&ic
Plemeniti, mag. farm. V zbirki je 165 strokovnih in znan-
stvenih knjig ter Casopisov s podrocja farmakognozije in
galenske farmacije, predvsem iz 19. in 20. stoletja.

S svojo donacijo nas je g. Zmago Jelin¢i¢ Plemeniti spomnil
na globok pomen stavka, ki bi se ga morali zavedati vsi
rodovi slovenske farmacije, Se prav posebej pa tisti, ki so
Sele zakorakali v to ¢udovito podrocCje zdravja in znanja:
»Kdor ne spostuje svoje zgodovine, ni vreden, da Zivi za
prihodnost.«

Iskrena zahvala g. Zmagu JelinCi¢u Plemenitemu, mag.
farm.

POMANJKANJE ZDRAVIL
V EVROPSKI UNIJI

dr. Marjetka Korpar, mag. farm., spec.
Javni zavod Lekarne Ptuj

Pomanjkanje zdravil je vztrajajoC problem v Sloveniji in v
drugih evropskih drzavah. Po podatkih raziskave Evrop-
skega zdruzenja lekarniskih farmacevtov (PGEU, Pharma-
ceutical Group of European Union) iz leta 2021 je bilo po-
manjkanje zdravil prisotno v vseh 27 Clanicah PGEU, ki so
sodelovale v anketi. Najveckrat je Slo za pomanjkanje zdravil
za sréno-zilni sistem (85 % sodelujocih drzav), zdravil za
ziveni sistem (78 %) ter zdravil za dihalni sistem (74 %). V
Gasu anketiranja je 52 % sodelujoCih drzav navedlo po-
manjkanje vec kot 200 zdravil, dve drzavi celo vec kot 400
zdravil. 41 % sodelujoCih drzav je navedlo, da nimajo opre-
deliene definicije pomanjkanja zdravil na nacionalni ravni,
in 37 %, da nimajo vzpostavljenega sistema za poroCanje
o pomanjkanju zdravil. V povprecju je lekarniSko osebje
porabilo 5,1 uro na teden za resevanje tezav zaradi po-
manjkanja zdravil.

Vir:
1. PGEU Medicine Shortages, Survey 2021 Results.
https.//www.pgeu.eu/publications/pgeu-medicine-shortages-
survey/, dostop: februar 2022

LETO 2021: EVROPSKA
AGENCIJA ZA ZDRAVILA
IZDALA KAR 92 POZITIVNIH
MNENJ ZA NOVA ZDRAVILA

prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.
Fakulteta za farmacijo Univerze v Ljubljani

V letu 2021 je Evropska agencija za zdravila (EMA) obrav-
navala 104 vloge za izdajo pozitivnega mnenja za dovolje-
nje za promet v EU. Sedem viog so umaknili viagatelji sami,
pet viog so na EMI zavrnili, kar 92 pa so jih ocenili pozitivho.
Od teh so dobila pozitivno mnenje zdravila, v katerih je 53
novih zdravilnih ucinkovin. Podelili so 19 statusov zdravil
sirot in podobnih bioloskih zdravil. Po podrocjih zdravljenja
S0 pozitivno ocenili 20 zdravil za zdravljenje rakavih bolezni,
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18 zdravil za zdravljenje nevroloskih bolezni, osem zdravil
je dobilo pozitivno mnenje s podrocja imunologije in rev-
matologije, sedem cepiv in zdravil s podrocja covid 19,
osem zdravil s podrocja endokrinologije, Stiri zdravila v
okviru dermatologije in osem zdravil s podrocja hematolo-
gije, Stiri zdravila s podro¢ja metabolizma, tri zdravila za of-
talmoloske bolezni, tri zdravila v alergologiji, prav tako tri

zdravila za zdravljenje reproduktivnin motenj, dve zdravili
za ostale infekcije, dve cepivi (izven podrodja covid-19) ter
po eno zdravilo za podrocja gastroenterologije, diagnosti-
¢nih preparatov ter psihiatrije.

Vir:
1. EMA Press Release, News 15. 02. 2022
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DOGODKI SFD

Simpozij ob 47. skupscini SFD
Portoroz, Kongresni center Bernardin
12.-14. maj 2022
OSREDNJE TEME:

Izbrane novosti na podrocju zdravljenja z zdravili
Ali lahko sladkorno bolezen zdravimo Se bolje
Oskrba ran

Simpozij Sekcije farmacevtskih tehnikov
Rogla, Hotel Planja
27.in 28. maj 2022
TEMA: Samozdravijenje med in po virozi

9. mednarodna BBBB konferenca
V organizaciji SFD in FFA bo od 15. do 17. septembra 2022 v Ljubljani potekala
mednarodna konferenca z naslovom: Pharma sciences of tomorrow.

SPET NA VOLJO:
e-izobrazevanje: S KOMUNIKACIJO NIMAM TEZAV
3 licencne toCke, proti placilu kotizacije, prijave zbiramo preko spletne strani www.sfd.si.

NOVO:
POSODOBLJENE INFORMACIJE O COVID-19, o virusu, cepivih in zdravilih
Na zaprtih straneh spletne strani SFD med strokovnimi predavanji brez licen¢nih tock
najdete kratek video prof. dr. Boruta Struklja o novostih v zvezi z epidemijo covid-19, do
katerega lahko dostopajo €lani SFD brezplacno.

CETRTKI ZA HOMEOPATIJO
Izobrazevanje obsega 3-urna predavanja na dveh nivoji (vsak nivo 24 predavanj).
Brez licenc¢nih tock, proti placilu kotizacije.

Napovedujemo druzabni dogodek: SPORTNE IGRE
Preddvor, 11. junij 2022

VABLJENI!

Vec€ informacij na www.sfd.si
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Pot do zdravja

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

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

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

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

01 47098 00 | www.kemofarmacija.si

Q.

KEMOFARMACUA

Infiniti MRM



