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1UVOD

Namen in cilj seminarske naloge je predstaviti cisticno fibrozo — od njenega nastanka do
zdravljenja. Predstavili bomo cisti¢no fibrozo (patofiziologija, epidemiologija), zaplete, ki jih
povzrocajo bakterijske okuzbe, diagnostiko te bolezni (predvsem laboratorijske teste oz.
metode) in zdravljenje (predvsem moZnosti genske terapije).

Cisti¢na fibroza je avtosomno recesivna dedna bolezen in je ena najpogostejSih in najbolj
znanih dednih bolezni. Recesivni alel, ki je odgovoren za razvoj cisti¢ne fibroze, nosi vsak
petindvajseti Clovek. Cisticna fibroza je bolezen, ki prizadene razlicne organe, predvsem
respiratorni in gastrointestinalni trakt, vendar se najpogostejSa oblika bolezni kaze kot
obolenje pljuc. Tudi vec€ina smrtnih primerov je posledica pljucne oblike.

Cistic¢na fibroza je posledica okvare gena CFTR, katerega produkt, beljakovina CFTR (angl.
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), vzdrzuje ustrezno elektrolitsko
ravnovesje. Poznamo ve¢ kot 1500 razli¢nih mutacij CFTR, ki se kazejo kot razli¢ne oblike
iste bolezni. Posledica nekaterih mutacij je sinuzitis pri odraslih bolnikih, posledica drugih pa
je lahko resno obolenje pljuc, trebusne slinavke ali jeter pri novorojenckih (Farrell in sod.,
2008). Najpogostejsa mutacija gena je delecija fenilalanina na mestu 508, ki je poznana pod
oznako AF508. Delecija fenilalanina na tem mestu povzro¢i konformacijsko spremembo
beljakovine CFTR in s tem njeno inaktivacijo (Legssyer in sod., 2006).

Najpogostejsa posledica je kopicenje Cvrste, lepljive sluzi v pljucih. S tem sta okrnjeni Cistilna
in samoobrambna funkcija, kar povzro¢i ugodne razmere za razvoj infekcijskih bolezni. V
zgodnji fazi bolezni lahko dokazemo okuzbo z bakterijami Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae in Pseudomonas aeruginosa. Ko bolezen napreduje, je prevladujo¢
vzrok okuzb predvsem bakterija Pseudomonas aeruginosa, ki predstavlja poseben problem
za zdravljenje. Poleg omenjenih so za cisti¢no fibrozo znacilne tudi okuzbe z bakterijami
Burkholderia cepacia in Stenotrophomonas maltophila (Liou in sod., 2001).

Diagnostika cisticne fibroze Se vedno temelji na fenotipskih lastnostih — kroni¢ni kaselj,
produktivni kasSelj, prisotnost nosnih polipov, CT-nepravilnosti paranazalnih sinusov, tipic¢ne
bakterijske okuzbe dihal, pankreatitis, ciroza jeter, zlatenica, hipoproteinemija in drugi znaki
(Farrell in sod., 2008). V zadnjem Casu se postopoma uvaja v diagnostiko genetske metode, s
katerimi lahko poleg diagnoze spoznamo tudi tip mutacije gena CFTR. Tako kot pri vecini
dednih bolezni poteka tudi zdravljenje cisticne fibroze predvsem simptomatsko. Za

zdravljenje se uporablja bronhodilatorje, antibiotike, encime, vitamine in druga sredstva



(Sawicki in sod., 2009). V prihodnosti naj bi zdravljenje potekalo na genskem nivoju, s ¢imer

bi pozdravili bolezen v njenem izvoru.



2 METODOLOGIJA

Raziskovalne naloge smo se lotili tako, da smo po prvem posvetu z mentorico najprej zbrali
ustrezno literaturo in jo prebrali. Potem smo predmet obravnavanja razdelili na podteme in si
jih razdelili glede na zanimanje vsakega izmed nas.

Na sestankih z mentorico smo sproti dolo¢ali smernice.

Raziskovali nismo le na podlagi literarnih virov, pa¢ pa smo se povezali z DruStvom za
cisticno fibrozo Slovenije. Vzpostavili smo stik z ofetom otroka s cisticno fibrozo, g.
Davidom Ozuro. Na njegovo Zeljo smo se osredotocili na nove pristope zdravljenja bolezni,
predvsem na zdravljenje bakterijskih infekcij (Pseudomonas), tezave, ki jih povzrocajo
biofilmi ter dvotirno antibioti¢no terapijo in pomen inhalacijskih antibiotikov.

Omenjenega gospoda smo prosili tudi za pomo¢ pri iskanju zdravnikov v Sloveniji, ki se
ukvarjajo s to boleznijo in preko njega prisli v stik z go. Slavko Grmek Ugovsek, ki nam je
posredovala seznam vseh zdravnikov, ki sodelujejo v strokovnem odboru omenjenega drustva
in medicinskih sester z razli¢nih klinik, ki sodelujejo pri zdravljenju cisti¢ne fibroze.

Osebno smo se obrnili tudi na mag. Andrejo Borinc Beden, dr. med. s Pediatri¢ne klinike v
Ljubljani in ji zastavila nekaj vpraSanj, ki so skupaj z odgovori zbrana pod tocko Priloge. Z
laboratorijsko diagnostiko nam je pomagala prof. dr. Katja Seme, dr. med. iz InStituta za

mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete.



3 REZULTATI

3.1 BAKTERIJSKE OKUZBE

Pseudomonas aeruginosa je ubikvitarna, po Gramu negativna, oportunisticno patogena
bakterija. Je glavni patogen dihal pri bolnikih s cisti¢no fibrozo in je povezana s progresivno
pljucno boleznijo, ki pogosto privede do smrti v prvih Stirih desetletjih Zivljenja. OkuzZi tako
odrasle kot otroke. Vsak bolnik pridobi genotipsko unikaten sev (Ernst in sod., 2007). Dolgo
je vladalo prepricanje, da P. aeruginosa okuzi predvsem odrasle bolnike s cisticno fibrozo.
Beckmann in sod. pa so z uporabo seroloSkih metod ugotovili, da se velik delez otrok s
cisticno fibrozo okuzi Ze v prvih letih Zivljenja. Kljub zdravljenju z antibiotiki doseze P.
aeruginosa pri ve¢ini bolnikov gostoto 10° CFU na mililiter sputuma (D’Argenio in sod.,
2007).

Pseudomonas aeruginosa je med potekom kroni¢ne okuzbe dihalnih poti bolnikov s cisti¢no
fibrozo zaradi selekcijskih pritiskov podvrZzena Stevilnim genetskim spremembam. Ena izmed
pogostejSih mutacij je inaktivacija gena lasR, ki kodira regulator transkripcije LasR. Le-ta se
odziva na N-acil homoserin lakton (ekstracelularni signal, ki ga sintetizira Lasl) in tako
aktivira izrazanje virulentnih dejavnikov. Z inaktivacijo lasR se torej zmanjSa virulentnost
bakterije. LasR uravnava Se Stevilne druge gene, ki so vklju€eni v metabolizem P. aeruginosa.
Posledica inaktivacije lasR je med drugim tudi povecana aktivnost B-laktamaze, ki omogoca
odpornost proti antibiotiku ceftazidimu.

Za obstoj bakterije v gostitelju je nujna uspeSna prilagoditev P. aeruginosa na dihalne poti
bolnikov s cisti¢no fibrozo. Posledica teh prilagoditev je pojav Stevilnih razli¢nih fenotipov:
negibljivi, brez izrazanja genov sekrecijskega sistema tipa III (upadanje citotoksi¢nosti), brez
produkcije razli¢nih dejavnikov (siderofor pioverdin, O-antigen, piocin), s povecano
odpornostjo proti bakteriofagom, strukturnimi spremembami lipida A v zunanji membrani
(dodajanje palmitata, aminoarabinoze in 3-hidroksidekanoata), prekomerno produkcijo
alginata, eksopolisaharidom pri mukoidnem fenotipu, hipermutabilnostjo in spremembami v
prevzemu antibiotikov. K raznolikosti sevov prispevajo Stevilni dejavniki, kot so genotip
pacienta (fiziologija dihalnih poti, imunski odgovor), zdravljenje z antibiotiki, medvrstno
tekmovanje bakterij in trajanje bakterijske kolonizacije (D’ Argenio in sod., 2007).

Poskusi nadzorovanja okuzb dihalnih poti s P. aeruginosa pri pacientih s cistino fibrozo
vkljuCujejo agresivno antimikrobno zdravljenje, katerega posledice so pogosti pojavi

veckratno odpornih sevov, antibioticno profilakso ali supresivno terapijo in aktivno
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imunizacijo. Pri pacientih, ki so se pravkar okuZili, se okuZzbo pozdravi z antibiotiki. Ce pa je
le-ta Ze napredovala v kroni¢no, je ni moc¢ pozdraviti niti z aktivno antibioti¢no terapijo. Zato
bi bila potencialna cepiva, z razvojem katerih se ukvarjajo Stevilni znanstveniki, namenjena
predvsem otrokom s cisti¢no fibrozo oziroma pravkar okuZenim pacientom. Taks$no cepivo
zaenkrat Se ne obstaja (Beckmann in sod., 2005).

Kroni¢na brohnopulmonalna bakterijska okuzba je najpogostejSi razlog smrti pri pacientih s
cisticno fibrozo. Zadnje Studije kaZejo, da je bakterijska zdruzba v pljucih bolnikov
polimikrobna, s tem da so v vsakem vzorcu dokazali prisotnost P. aeruginosa. Rezultati te
Studije so pokazali, da je zdruzba v pljucih pacientov dinamic¢na in da so spremembe v sestavi
lahko posledica zdravljenja z antibiotiki (Doud in sod., 2010).

Naslednja gramnegativna bakterija, ki povzroca okuzbe pri bolnikih s cisticno fibrozo, je
Burkholderia cenocepacia. Je Clen kompleksa Burkholderia cepacia, skupine fenotipsko
enakih ubikvitarnih bakterij. Okuzba z B. cenocepacia je zaskrbljujoCa, odkar je bakterija
postala prenosljiva med bolniki s cistino fibrozo. Povzro¢a nastanek nekrotizirajoce
pljucnice, ki je v vecini primerov smrtna. Bakterija je veckratno odporna, zato je zdravljenje
zelo zahtevno. PreZivi lahko znotraj razli¢nih evkariontskih celic, kot so epitelijske celice,
makrofagi in amebe. Hamad in sod. so dokazali, da se lahko tudi razmnoZuje znotraj
makrofagov (Hamad in sod., 2010). Kot virulentni dejavnik ji sluZijo filamentozne strukture
(angl. cable pili), s katerimi se veZe na celice respiratornega epitelija in mucin. Ammendolia
in sod. so pokazali, da goveji laktoferin u¢inkovito zavira vdor prostozive¢im bakterijam v
alveolarne epitelijske celice ali z Zelezom induciranimi agregati in biofilmi. Rezultati Studije
so pokazali, da je laktoferin sposoben vezave na B. cenocepacia, pri ¢emer so verjetno
vkljuceni pili. Ta interakcija vodi k zmanjSani vezavi bakterij na mucin. Ker so pili vpleteni
pri interakcijah bakterij z mucinom in epitelijskimi celicami, lahko igra vezava laktoferina na
te strukture pomembno vlogo v nevtralizaciji bakterijskih infekcij pri bolnikih s cisticno
fibrozo (Ammendolia in sod., 2010).

Za bolnike s cisticno fibrozo je pomemben patogen tudi po Gramu pozitivna bakterija
Staphylococcus aureus. Le-ta izraza Stevilne virulentne dejavnike, kot so proteini povrSine, ki
pospesujejo kolonizacijo gostiteljevih tkiv, dejavniki, ki preprecujejo fagocitozo (kapsula,
imunoglobulin-vezo¢ protein A) in toksini, ki poskodujejo gostiteljevo tkivo ter sproZijo
bolezenske simptome (Waness, 2010).

Nedavne raziskave so pokazale, da prevalenca okuzb s proti meticilinu odpornimi bakterijami
vrste Staphylococcus aureus (MRSA) pri bolnikih s cisti¢no fibrozo narasc¢a. Zaznali so tudi

atipicne seve MRSA s specifi¢nimi obcutljivostmi na antibiotike in edinstvenimi fenotipi.
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Zaradi klinicne pomembnosti so DNK enega izolata sekvencirali in primerjali z objavljenimi
sekvencami. Ugotovili so, da sev vsebuje bakteriofag, ki je induciran z antibiotiki in sproza
Stevilne prenose ter posledicno Sirjenje determinant virulence in/ali determinant odpornosti
proti antibiotikom. Pojav dobro prilagojenih sevov  MRSA je zaskrbljujo¢ pri taksni
populaciji, ki je kroni¢no kolonizirana in prejema Stevilne antibiotike, saj predstavlja model
za hiter razvoj in pojav »super odpornih« bakterij v specificni nisi (Rolain in sod., 2009).

Pri kroni¢no okuZenih bolnikih s cisticno fibrozo je bil izoliran tudi SCV (angl. small-colony
variant) fenotip Staphylococcus aureus. Za razliko od normalnega so pri tem fenotipu kolonije
drobne, nepigmentirane in nehemoliticne. Razlikuje se tudi v drugih lastnostih, kot so
spremenjena ekspresija virulentnih genov, znotrajcelicna rast v in vitro sistemih,
avksotrofnost za razliCne rastne faktorje in sposobnost preobrazbe v normalni fenotip.
Patogeneza SCV fenotipa ni natan¢no raziskana. Besier in sod. so pokazali, da so pacienti s
SCV fenotipom starejSi, pogosteje kolonizirani s P. aeruginosa in kazejo znake ze
napredovalne bolezni (Besier in sod., 2007).

In vitro je dokazano, da lahko tudi po Gramu negativna bakterija Haemophilus influenzae, ki
okuZi otroke s cisti¢no fibrozo zelo zgodaj v otroStvu, tvori biofilm na epiteliju v spodnjih
dihalih. Bakterije znotraj biofilma imajo povecano odpornost proti antibiotikom. Bakterija
praviloma sodeluje pri kroni¢nih okuzbah plju¢ in akutnih poslabSanjih bolnikov s cisti¢no
fibrozo (Starner in sod., 2006).

Stenotrophomonas maltophilia je prav tako pomemben oportunisticni patogen pri bolnikih s
cisticno fibrozo. Povzroca predvsem nastanek pljucnice. Bakterija je visoko odporna proti
vecini antibiotikov, razen proti sulfametoksazol trimetoprimu (SXT). Pojavljajo se Ze porocila
o odpornosti tudi proti temu antibiotiku, vendar Se mehanizem rezistence ni znan. Izoliran je
tudi SCV fenotip S. maltophilia iz sputuma. Predvideva se, da je preklop iz divjega tipa na
SCV fenotip odvisen od izpostavljenosti SXT. Studija kaZe, da je tudi pojav avksotrofnih S.
maltophilia (za hemin, metionin in timidin) povezan z veckratno odpornostjo proti
antibiotikom (Anderson in sod., 2007). lIzraza razlicne virulentne dejavnike, kot so
fosfoglukomutaza, ki je klju¢ni encim za sintezo eksopolisaharida, bicke, ekstracelularne
proteaze, sintezo razli¢nih lipopolisaharidnih struktur z vsaj 31 razli¢nimi O antigeni in tvorbo

biofilmov (Waters in sod., 2007).



3.2 BIOFILMI

Biofilmi so kompleksne zdruzbe mikroorganizmov, ujetih v polimerni matriks, ki se pritrja na
neko povrsino. Biofilm je torej zgrajen iz bakterijskih celic in matriksa, ki je sestavljen iz
zunajceli¢nih polisaharidov, beljakovin, nukleinskih kislin, vezanih in prostih ionov ter vode.
Bakterije v biofilmih se fizioloSko precej razlikujejo od prostozivecih, planktonskih bakterij
iste vrste. V primerjavi s planktonskim nafinom Zivljenja prinaSa Zivljenje v biofilmih
Stevilne prednosti (viS§jo koncentracijo hranil, stabilno kolonizacijo neke ekoloSke niSe) in
predvsem onemogoci delovanje nekaterih protimikrobnih dejavnikov (tok tekocine,
protimikrobne snovi, imunske celice in protitelesa itd.). Prav zaradi teh pozitivnih lastnosti
predstavlja biofilm nacin Zivljenja Stevilnih patogenih bakterij, ki povzrocajo kroni¢ni otitis
media, okuZzbe secil, dihal, vsadkov, katetrov... (Petrovna in Sauer, 2009). Biofilmi
predstavljajo v medicini velik problem, ker so povzrocitelji okuzb znotraj matriksa precej
neobcutljivi za razli¢ne nacine zdravljenja in za delovanje imunskega sistema. Biofilm mocno
upocasni difuzijo zdravila ali ga celo veZe na svoji povrSini (Carmen in sod., 2006) in mu tako
onemogoc¢i dostop do patogenih bakterij.

Pri cisticni fibrozi se v pljucih razvijejo ugodni pogoji za nastanek biofilmov, ker je
samoobrambna funkcija dihal mo¢no okrnjena — motnje v delovanju mukociliarne dvigalke,
prekomerno izlocCanje sluzi ipd. Biofilme lahko tvorijo bakterije P. areuginosa, S. aureus, H.
influenzae in B. cepacia, vendar so biofilmi P. aeruginosa najpogostejsi in najbolj preuceni.
Raziskave potekajo na kulturah epitelijskih celic.

Bolniki se okuZijo z bakterijo P. aeruginosa predvsem z inhalacijo okuZene zemlje ali vode
(Parks in sod., 2009); pri priblizno 80 % populacije bolnikov se razvije kroni¢na oblika
infekcije do pozne adolescence (Moreau-Marquis in sod., 2008). Za nastanek biofilma je
potrebna ustrezna celi¢na gostota P. aeruginosa, dokaj nizek oksidacijsko-redukcijski
potencial ter prisotnost DNA in F-aktina (Moreau-Marquis in sod., 2008). Nizko
koncentracijo kisika zagotovi debela plast sluzi, ki prekriva respiratorni epitelij, DNA in
aktinski filamenti pa izhajajo iz odmrlih nevtrofilcev (Moreau-Marquis in sod., 2008).
Nastajanje biofilma je kompleksen in mo¢no nadzorovan proces, ki vkljucuje Stevilne gene.
Eden pomembnejSih procesov je hiperprodukcija alginata, ki jo omogoca inaktivacija gena
mucA, alginat namre¢ predstavlja osnovno ogrodje biofilma (Mulet in sod., 2009). Poleg
nastajanja polisaharidnega matriksa je pomembno, da se celice P. aeruginosa ireverzibilno

pritrdijo na epitelij. Temu nato sledi zorenje biofilma. Oba procesa omogocajo geni bfiS,

bfmR in mifR.



Poleg hipermutabilnosti je tvorba biofilma eden glavnih vzrokov za odpornost P. aeruginosa
proti razli¢nim antibiotikom. Znano je, da so prostoZivece celice bolj obcutljive za antibiotike
in druge oblike zdravljenja kot pa celice v biofilmih, zato potekajo Stevilne raziskave, kako
razbiti biofilme in s tem olajSati zdravljenje okuzb. Eden od moznih nacinov zdravljenja
(kroni¢nih) okuzb s P. aeruginosa je uporaba azitromicina. Azitromicin spada v skupino
makrolidnih antibiotikov, ki se vezejo s 23S rRNA in tako preprecijo sintezo beljakovin.
Glede na in vitro testiranje obcutljivosti P. aeruginosa za antibiotike so makrolidi
neucinkoviti (Mulet in sod., 2009), vendar preprecijo tvorbo biofilmov z inhibicijo sinteze
alginata in s prepreCevanjem zaznavanja celicne gostote (angl. quorum sensing) (Mulet in
sod., 2009). Preprecijo sintezo 3-okso-Ciz-homoserin laktona, ki ima pomembno vlogo pri
iniciaciji procesa nastajanja biofilma ter sodeluje pri imunomodulaciji (Tadera in sod., 2001).
Ce nam z azitromicinom uspe prepreéiti nastanek biofilma, obstaja veéja verjetnost, da se
kroni¢na okuzba pljuc s P. aeruginosa ne bo razvila. Pri tem je potrebno tudi akutno okuzbo
¢im prej odpraviti z ustrezno antibioticno terapijo (antibiotike izberemo glede na rezultate
antibiograma). Eden od problemov antibioticnega zdravljenja je tudi slaba prodornost
protimikrobnih snovi zaradi kemijsko-fizikalnih lastnosti biofilma. Minimalno inhibitorno
koncentracijo globoko v biofilmu lahko dosezemo z uporabo ultrazvoka, ki zmanjSa
viskoznost alginata oz. polimernega matriksa, ki obdaja celice P. aeruginosa in tako olajSa

difuzijo zdravila (Carmen in sod., 2006).
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3.3 GLIVICNE OKUZBE

Poleg bakterijskih okuZzb postajajo vedno bolj pomembne tudi okuzbe s patogenimi glivami.
Vecinoma gre za oportunisti¢ne patogene iz rodov Aspergillus, Scedosporium, Exophiala in
Trichosporon (Nagano in sod., 2007). Kot vsi patogeni mikroorganizmi tudi patogene glive
izkoristijo razmere, ki vladajo v pljucih bolnikov s cisti¢no fibrozo (zastajanje sluzi, moteno
delovanje mukociliarne dvigalke). Eden od pomembnih dejavnikov tveganja za razvoj
glivicne okuzbe je tudi jemanje ve¢ antibiotikov (Nagano in sod., 2007). Vecina okuzb se
zaCne z inhalacijo konidijev. Po nastanku infekcije lahko pride tudi do hematogene
diseminacije glive in s tem do okuzbe drugih organov, vendar je ta pojav redek. Bolezni, ki jih
najpogosteje povzroc€ijo glive pri bolnikih s cisticno fibrozo, so alergijska bronhopulmonalna
aspergiloza, zapleti po presaditvi plju¢ (fungemija) in kroni¢ne okuzbe dihal (bronhitis). Iz
izmecka so najpogosteje izolirane glive iz rodu Aspergillus, predvsem A. fumigatus, najdemo
pa tudi Scedosporium apiospermum, Exophiala dermatitidis in  Trichosporon
mycotoxinivorans (Nagano in sod., 2007; Hickey in sod., 2009). Od naStetih gliv je najbolj
zanimiva plesen 7. mycotoxinivorans, ker za razliko od veCine predstavnikov rodu
Trichosporon povzroca okuzbe dihal in ne epidermisa (bela piedra), zaradi Cesar so T.
mycotoxinivorans sprva smatrali kot kontaminacijo in ne kot povzrocitelja (Hickey in sod.,

2009).

3.4 DIAGNOSTIKA CISTICNE FIBROZE

Da bi se izognili nepotrebnim preiskavam in priceli z zgodnjim ustreznim zdravljenjem, je
potrebna CimprejSnja potrditev diagnoze cisticne fibroze. Merila, ki jih uporabljamo za
postavitev diagnoze, so: vsaj dvakratno poviSana koncentracija soli v znoju ali dve bolezenski
mutaciji v genu za CFTR, pozitivni presejalni test novorojencka (IRT), eden ali vec¢ klini¢nih
znakov, znacilnih za cisti¢no fibrozo, ter pojav bolezni pri bliZjem svojcu. Znacilni bolezenski
znaki, ki so vezani na dihalne poti in prebavila, omogocajo relativno enostavno prepoznavanje
bolezni (Beden in sod., 2008).

Pri kroni¢ni bolezni dihalnih poti opazimo:

okuzbo z bakterijami Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas
aeruginosa,

kroni¢ni kaselj, gnojni izpljuvek in nenormalnosti na rentgenskih posnetkih pljuc,

zaporo dihalnih poti, piskajo¢ zvok pri dihanju ter betiCaste prste.
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Motnje prebavne cevi in prehranjevanja se kazejo kot upocasnjena rast, pomanjkanje
lipidotopnih vitaminov, kroni¢ni pankreatitis in prolaps rektuma. Ce je bolezen mogoée hitro
prepoznati, jo potrdimo z merjenjem koncentracije soli v znoju (pilokarpinska iontoforeza).
Metoda se uporablja Ze veC kot 50 let in predstavlja zlati standard za diagnozo cisti¢ne
fibroze. Test je pozitiven, &e je koncentracija soli ve&ja od 60 mmol/L. Studije navajajo, da pri
novorojenckih, mlajSih od 3 mesecev, vrednosti viSje od 40 mmol/L. dokazujejo bolezen
(Rosenstein in Cutting, 1997).

Pri priblizno 2 % bolnikov se razvije atipi¢na (neznacilna) cisti¢na fibroza. To pomeni, da se
bolezen dihal na primer izraZza ob normalni dejavnosti trebusne slinavke. V tem primeru se
uporablja ugotavljanje genotipa bolnika (potrditev homozigota) in ugotavljanje razlike
elektricnega potenciala nosne sluznice (nosni PD).

V nekaterih drzavah je uveden presejalni test novorojenckov, ki pomaga pri zgodnjem
odkrivanju cisti¢ne fibroze. Temelji na dolofanju imunoreaktivnega tripsinogena iz kaplje
krvi v prvem tednu Zivljenja. Dopolnilni nespecifi¢ni testi so pomembni za potrditev diagnoze
in opredelitev stopnje prizadetosti posameznih organov (racunalniSka tomografija pljuc¢ in
trebuha, bronhoalveolarni izpirek, test plju¢ne funkcije, merjenje elastaze v blatu) (Beden in

sod., 2008).

3.5RAZVO]J CEPIV

Cistic¢na fibroza skoraj vedno vodi do kroni¢ne okuzbe dihalnih poti z bakterijo Pseudomonas
aeruginosa. Kljub napredku antibioti¢ne terapije se po kroni¢ni okuZzbi hitro poslabsa plju¢na
funkcija, ki vodi v smrt bolnika. Zato se danes veliko pozornosti posveca razvoju cepiv, s
katerimi bi preprecili okuzbo.

V zadnjih desetletjih so bila razvita Stevilna eksperimentalna cepiva in monoklonska
protitelesa za aktivno in pasivno imunizacijo proti bakteriji Pseudomonas aeruginosa. Cepiva
vsebujejo razli€ne bakterijske antigene, kot so lipopolisaharidi, povrSinski polisaharidi,
zunanji membranski proteini, flageli, pili in DNK sekvence. Ceprav so bila mnoga od teh
preizkusena v predklinicnih raziskavah, so le nekatera dosegla klinicno fazo. Zaenkrat se Se
nobeno od raziskanih cepiv ne uporablja za imunizacijo oseb s cisti¢no fibrozo (Doring in
sod., 2008).

Cepljenje proti bakteriji P. aeruginosa je zazeleno, ker bi na ta nacin preprecili okuzbo
spodnjih dihal. Cepiva, ki temeljijo na OprF-Oprl rekombinantnem fuzijskem proteinu

zunanje membrane P. aeruginosa, znatno visajo nivo IgA in IgG protiteles v spodnjih
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dihalnih poteh. TakSen rezultat cepljenja so znanstveniki opazili Sele po uporabi nosnih in
oralnih cepiv, kar daje novo upanje za bolnike s to boleznijo. Klini¢na Studija je pokazala, da
sta nosno in sistemsko cepivo varni, s sprejemljivimi stranskimi uc€inki. Pri testirancih so po
sistemskem cepljenju opazili blage boleCine na mestu aplikacije, medtem ko poviSane telesne
temperature in glavobola ne. Zaradi uporabe nosnega cepiva se lahko pojavi blago S¢emenje v
nosu in vro€ina, ki se po dveh dneh vrne v normalno.

Nedavno so razvili oralno Zivo cepivo, ki vsebuje rekombinantni sev bakterije Salmonella
typhi CDV908, ki je sposoben izrazanja OprF-Oprl proteina. Pri dveh cepljenih prostovoljcih
so porocali o obc¢utku slabosti, glavobolu in bolecinah v trebuhu.

Cepljenje, s katerim bi preprecili kroni¢no okuzbo spodnjih dihal z bakterijo P. aeruginosa pri
bolnikih s cistiéno fibrozo, je Se vedno velik izziv. Cepivo, ki temelji na OprF-Oprl
rekombinantnem fuzijskem proteinu bakterije P. aeruginosa, ponuja dve mozni izboljSavi.
Prvi¢, da je navzkrizno reaktivno z vsemi znanimi serotipi bakterije P. aeruginosa in drugic,
dokazano poveca protitelesno indukcijo na povrSini spodnjih dihal. Nosno in oralno cepivo
povzro€ata visok nivo OprF-Oprl specificnih protiteles, predvsem IgA razreda, ter sta

ucinkovitejsi od sistemskega cepljenja (Baumann in sod., 2009 ).

3.6 ZDRAVLJENJE CISTICNE FIBROZE

Cisticna fibroza je kompleksna bolezen, katere zdravljenje zahteva celostni pristop in traja
celo bolnikovo Zivljenje. Bistvo je ohranjanje delovanja prizadetih organskih sistemov, torej
dihal, gastrointestinalnega trakta in reproduktivnih organov, ter s tem zagotavljanja ¢im vecje
kakovosti Zivljenja bolnikov in svojcev. Zdravljenje je tako Se vedno le simptomatsko, vse
veC raziskav pa poteka v smeri razvoja genske terapije, s katero bi mutirani oz. okvarjeni gen
nadomestili z delujoco razli¢ico.

V tujini naj bi se vecina bolnikov s cisticno fibrozo zdravila v posebnih centrih z
visokokakovostno oskrbo in stalnim nadzorom bolezni in morebitnih zapletov. Pri tem
sodeluje ekipa razlicnih strokovnjakov — zdravnikov specialistov (pediatrov, internistov,
pulmologov, infektologov, mikrobiologov), medicinskih sester, fizioterapevtov, dietetikov,
socialnih delavcev, farmacevtov ter klini¢nih psihologov — njihovo delo pa usklajuje glavni
zdravnik specialist (http://www.drustvocf.com/cf.php). Siroka skupina oz. komite evropskih
strokovnjakov je pripravil evropsko soglasje o standardih za oskrbo bolnikov s cisticno
fibrozo. Soglasje zajema standarde za rutinsko ocenjevanje, sledenje in zdravljenje bolnikov v

Evropi (Kerem in sod., 2005).
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Pri bolezni je najpomembnejSe prepreCevanje plju¢nih okuZzb, saj te skupaj z vnetji lahko
povzrocijo hude strukturne poSkodbe plju€. Zato bolniki z razli¢nimi tehnikami respiratorne
fizioterapije iz dihalnih poti Cistijo sluz, npr. s posturalno ali poloZajno drenazo, perkusijo,
vibracijsko masazo prsnega koSa, avtogeno drenazo, asistiranim izkaSljevanjem
(http://www.drustvocf.com/cf.php; Jeruc in Tubin, 2009). Soc¢asno bolniki preko inhalatorjev
ali vdihavajo razli¢na aerosolizirana zdravila, ki olajSajo ¢iScenje. To so bronhodilatatorji in
antiholinergiki, ki Sirijjo dihalne poti oz. preprecujejo njihovo zoZenje; encimi DNAze ter
mukolitiki, ki zmanjSujejo viskoznost sluzi; protivnetno pa delujejo nesteroidna protivnetna
zdravila ter kortikosteroidi. Za krepitev plju¢ oziroma dihalnih miSic se priporocajo tudi redne
dihalne vaje ter aerobna telovadba. Pri hudi oslabelosti je ¢iS¢enje mozno tudi s posebnimi
napravami, ki bolniku pomagajo kasljati in mehansko izsesavajo sputum.

Stroka se pri bolnikih s cisticno fibrozo trudi predvsem preprecevati razli¢ne okuzbe dihal, ki
se navadno zacnejo Ze v zgodnjem otroStvu. Za zdravljenje bakterijskih okuzb se uporablja
mnogo razli¢nih antibiotikov, odvisno od vrste povzrocitelja. Pogosti so amoksicilin,
ceftazidim, ciprofloksacin, gentamicin in tobramicin. Doziranje je bodisi inhalacijsko, oralno
ali intravenozno.

Pomen inhalacijskih zdravil je predvsem v tem, da jih vnesemo na Zeljeno mesto delovanja,
torej v dihala, in sicer v zadostni koncentraciji. Iz pljuc naj bi zdravila v manjsi meri prehajala
v druge organe, s Cimer se zmanjSajo sistemski nezaZeleni stranski ucinki, predvsem
toksi¢nost. Z aerosoliziranimi antibiotiki naj bi zdravili prve okuzbe, suprimirali kroni¢ne
okuzbe in ustavili poslabSanje pri akutnih okuZzbah dihal. Pri zdravljenju zgodnjih okuzb z
bakterijo Pseudomonas je Zeljeni rezultat popolna odprava okuZzbe. Pri kronicni izpostavitvi
antibiotikom je pomembno porajanje mikrobne odpornosti, ki naras¢a tako ob uporabi
aerosolnih kot intravenoznih antibiotikov. Vendar je klini¢ni u¢inek inhalacijskih antibiotikov
opazen tudi pri pacientih, ki so znano kolonizirani z visoko odpornimi patogeni, saj je
koncentracija zdravila po inhalaciji mnogo vi§ja od minimalne inhibitorne koncentracije
rezistentnih patogenov. Intravenozni antibiotiki znano zmanjSajo delovanje vnetnih
mediatorjev in s tem preprecijo velik del poSkodb dihal zaradi vnetja. Ta ucinek bi bilo
potrebno preveriti tudi pri delovanju inhalacijskih zdravil. Po podatkih iz leta 2008 (Flume,
2008) je za uporabo pri pacientih s cisticno fibrozo odobrena le inhalacijska raztopina
antibiotika tobramicin (komercialno ime TOBI), Ceprav so poizkusno uporabili Ze mnogo
razliénih  vrst antibiotikov (aminoglikozidi, penicilini, cefalosporini, monobaktami,
polimiksini, florokinoloni, vankomicin). Do odobrenja je prislo na podlagi relativne razlike v

forsiranem ekspiracijskem volumnu v 1 sekundi (FEVi) med zdravljenjem s placebom in
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inhalacijskim tobramicinom, ki je znasala 12 %. Porast FEV| se namre¢ pogosto interpretira
kot izboljSanje funkcije delovanja dihal. Kot pri naértovanju ostalih zdravil moramo tudi pri
potencialnih inhalacijskih antibiotikih testirati mnogo razlicnih faktorjev delovanja ter
stranskih uCinkov. Znan je namreC primer smrti po uporabi neodobrenega inhalacijskega
antibiotika, torej negativni ucinki niso nikdar povsem izkljuceni (Flume, 2008).

Kot pri drugih boleznih, kjer so bakterijske okuzbe kroni¢no prisotne, tudi pri bolnikih s
cisticno fibrozo zaradi stalne uporabe antibiotikov prihaja do pojava bakterijske rezistence.
Temu pojavu se izognemo z dvotirno ali vectirno antibioti¢no terapijo, pri Cemer se
uporabita dve ali veC zdravil v kombinaciji. Taka terapija se uspeSno uporablja tudi pri
zdravljenju AIDS-a, gobavosti in tuberkuloze.

Epizode poslabsanja obicajno spremljajo upad pljucne funkcije. Edina moZnost za preZivetje
je tedaj presaditev pljuc, in sicer obeh plju¢nih kril zaradi morebitne ponovne okuzbe zdravih
pljuc (http://www.drustvocf.com/cf.php).

Motena prebava in absorbcija hranil je vzrok za podhranjenost bolnikov, ki se ji zoperstavimo
s poveCanim energijskim vnosom. Zaradi okvare trebuSne slinavke bolniki uZivajo tudi
nadomestne encime trebuSne slinavke ter lipidotopne vitamine. Pri nekaterih bolnikih je
potrebno  hrano  dodatno  vnasati skozi nosno Zrelno cevko v  Crevo
(http://www .drustvocf.com/cf.php). Pri hudi sladkorni bolezni je vCasih moZna presaditev
trebusne slinavke, pri jetrni bolezni pa presaditev jeter. V izogib konstipaciji se uporabljajo
odvajala in klistiranje. Z jemanjem pripravkov vitamina D in kalcija se prepre¢i nastanek
osteoporoze. Neplodnost premostimo z ekstrakcijo sperme iz testisov in postopki oploditve z
biomedicinsko pomocjo.

Napredujoce znanje o nacinu nastanka bolezni z okvarjenim CFTR vseskozi postavlja nova
potencialna tar¢na mesta za delovanje zdravil. Poleg genske terapije se veliko pozornosti
namenja spojinam, ki bi vplivale na transport, ekspresijo in funkcioniranje CFTR kanalcka.
To so npr. Saperoni, ki bi popravili napake v mRNA okvarjenega CFTR gena ali napake v
okvarjenem CFTR proteinu, ki so odgovorne za njegovo abnormalno produkcijo in
lokalizacijo. Na nivoju celi¢nega jedra bi poleg genske terapije zdravljenje lahko priceli s
spodbujanjem transkripcije. Vec¢ razli¢nih molekul, ki bi delovale na omenjene tarCe, je v
razli¢nih fazah klini¢nege testiranja (Brennan in Geddes, 2004).

Za zdravljenje mutacij razreda I — prezgodnjih stop kodonov — se preizkusajo aminoglikozidi,
ki inducirajo prepis preko prezgodnjih stop kodonov. Pri topiénem nanosu v nosem epiteliju
pacientov s CF izboljsajo delovanje CFTR, vendar je potrebna koncentracija za Zelejeni efekt

previsoka za primernost klini¢ne uporabe. PTC 124 (angl. premature termination codon) je
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derivat brez antibioti¢nega delovanja in toksi¢nosti, ki v klini¢nih testiranjih kaze zanimive
rezultate. K mutacijam razreda II sodi tudi najpogostejSa mutacija AF508, pri ¢emer napacno
zgubani CFTR med transportom razgradijo proteasomi. Mutirani CFTR ima vseeno dolo¢eno
stopnjo aktivnosti pri prenosu kloridnih ionov, zato se kot potencialna zdravila iS¢ejo tudi
substance, ki bi zmanjSale razgradnjo CFTR in aktivirale prenos do membrane. To so t.i.
popravljalci (angl. correctors). Mutacije razreda III zmanjSajo verjetnost odpiranja CFTR
kanalCka, zato se iSCejo substance, ki bi kanalCke aktivirale — to so t.i. ojacevalci (angl.
potentiators). Dokaj ucinkovita in varna substanca je VX770, ki se klini¢no testira pri
pacientih z G551D mutacijo. IzloCanje kloridnih ionov v epiteliju dihal ni omejeno le na
CFTR, izloc¢ajo jih tudi od kalcija odvisni kloridni kanalcki in lahko nadomestijo okvarjeni
CFTR. Klini¢no se testirata dve substanci, ki aktivirata alternativne kanalCke — denufozol in
lankovutid (Moli1901). Zanimiv pristop k zdravljenju je tudi inhibiranje absorbcije natrija
skozi natrijeve kanalCke v epiteliju. Eden the inhibitorjev je amilorid, ki pa v testiranjih ni dal

Zelenih u¢inkov. Razvoj novih substanc Se poteka (Ratjen, 2009).
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4 PRISTOPI ZDRAVLJENJA V PRIHODNOSTI

Smernice za zdravljenje cisticne fibroze se nagibajo k pristopom genskega zdravljenja. Gre za
povsem nove metode, ki se za sploSno zdravljenje danes Se ne uporabljajo, vendar v zadnjih
letih na tem podrocju potekajo mnoge raziskave.

Gensko zdravljenje bi temeljilo na ciljanem spreminjanju genskega materiala ljudi, to pa je v
danasSnjem Casu zelo sporno podrocje. V celice izbranih tkiv bolnikov bi tocno doloCene gene
vnesli s pomocjo ciljano spremenjenih virusov, ki sodijo med retroviruse, lentiviruse,
adenoviruse in adenovirusom sorodne viruse — zadnji sistem je trenutno najbolj obetaven.
Med virusnimi sistemi so adenovirusni vektorji edini, ki so Ze pri§li v fazo klini¢nega
preizkuSanja, vendar je teZava ta, da povzro€ajo vnetni odziv. Vsak virusni sistem ima svoje
prednosti in slabosti, za retroviruse na primer velja, da imajo potencial za stalno izrazanje
vklju¢ene DNA v gostiteljskih celicah.

Za vnos ve€jih delov DNA pa bi namesto virusov lahko uporabili liposom-DNA kompleks.
Prednost slednjega pred virusnimi sistemi je v tem, da ne sproZa imunskega odziva. Raziskave
potekajo tudi na podrocju biolistike, kjer bi v bolnikove celice direktno vnesli golo DNA.
Med vsemi dostopnimi metodami so kationski lipidni DNA kompleksi najenostavnejSa
metoda za vnos genov v celice plju¢nega tkiva. Njihova izdelava je enostavna in cenena,
poleg tega pa se proizvajalci ne srecujejo s teZavami licenciranja, ki so povezane z virusnimi
vektorji. Njihova prednost je tudi v moznosti dostave v pljuca z aerosolom. Zaradi omenjenih
prednosti veliko klini¢nih preizkusanj poteka ravno v smeri raziskovanja in optimizacije tega
sistema. TeZava pri tem pristopu zdravljenja bi bila premajhna uc¢inkovitost. Da bi na primer
izboljSali vnos v celico, preizkuSajo moZznost vgraditve specificnih beljakovin v steno
liposoma, ki bi se specificno vezal na integrine tar¢ne celice.

Raziskave so pokazale, da je najvecji problem, ki spremlja gensko zdravljenje, imunski odziv
pacienta na uporabljene virusne vektorje. Glede na to, da je Zivljenjska doba celic epitelija
pljuc okoli 120 dni — te celice so namre¢ tar€a genskega zdravljenja — to pomeni, da bi bilo
terapijo potrebno ponavljati na nekaj mesecev. Izkazalo se je tudi, da je vsaka naslednja
takSna terapija manj ucinkovita. TeZavo bi morda lahko obsli s sofasno uporabo
imunosupresivov. Za uveljavitev te in podobnih metod je potrebnih Se veliko Studij.

Cilj je v sploSnem najti metodo, pri kateri bi bil vnos DNA v gostiteljeve celice in vkljucitev v
genom prejemnika dovolj u¢inkovit ter izraZanje vnesenih genov ¢im dalj trajajoce.

Najboljsa resitev, ki bi pomenila pomemben korak naprej, pa bi predstavljala genska terapija

»zarodne pljucne celice«.
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Ko receno, genska terapija obeta zdravljenje v prihodnosti, danes pa se hkrati z raziskovanjem
novih moznosti razvoj ukvarja z izboljSanjem obstojecih terapij in iskanjem novih tarc.

Trenutno se izboljSuje sestavo diet, iSCe se razliéne moZnosti za preprecevanje pljucnih
infekcij, oblikuje pacientu prijaznejSe encimske nadomestne terapije, uvaja se nove in

zanesljivejse teste in podobno (BlaZzi¢ in sod., 2006).
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6 PRILOGE

Intervju z mag. Andrejo Borinc Beden, dr. med., Pediatricna klinika Lj. (pulmolog)—
pediater, z dne 22. 5. 2010.

Ali je mozno diagnosticirati cisti¢no fibrozo pri plodu? Kako poteka?

V kolikor je dokazano, da nekdo od svojcev ima cisti¢no fibrozo ali da se je starSem prvi
otrok rodil s to boleznijo, se pri naslednji nosecnosti naredijo genetske preiskave z namenom
diagnostike le-te pri plodu. Ta se dela bolj v smislu genetskega svetovanja, ker se na osnovi
izvidov starSem svetuje in se lahko odlocijo za splav.

Nosecnici se odvzame vzorec amnijske tekoCine (amniocenetza) ter se pregleda. To opravi

ginekolog, ki vodi oz. sledi takSni nosecnosti.

V katerem tednu nosec¢nosti se ta pregled opravi?

Pregled se opravi najkasneje do dvajsetega tedna nose¢nosti.

Kateri so prvi bolezenski znaki, ki jih opazimo pri novorojenckih (otrocih) s cisti¢no
fibrozo?

Novorojencki, ki se rodijo s cisticno fibrozo, slabSe resorbirajo hranila, zato opazimo
nenapredovanje na telesni teZi. To pomeni, da otrok pri enemu mesecu starosti ostane na

porodni tezi.

Koliko otrok v Sloveniji ima to bolezen?

V Sloveniji ima cisti¢no fibrozo 58 otrok.

KoliksSna je povprecna zivljenjska doba bolnikov s cisti¢no fibrozo?

Pri¢akovana Zivljenjska doba bolnikov s cisti¢no fibrozo je 38 let.

Kateri nacini zdravljenja se uporabljajo v praksi?

Za dihala se najbolj uporabljajo antibiotiki za zdravljenje okuZzb, respiratorna fizioterapija in
inhalacija (zmanjSujemo viskoznost izmecka).

V primeru, da ima bolnik prizadeta prebavila, nadomeS¢amo encime trebusne slinavke,

minerale, vitamine ter dajemo zdravila, ki vplivajo na funkcijo jeter.
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Se transplantacija pljuc opravlja v Sloveniji ali drugod v EU?
V Sloveniji ne opravljamo transplantacije plju¢ bolnikom s cistino fibrozo ali zaradi
kakr$nokoli druge bolezni, ki zahteva ta operativni poseg. Pri nas se naredijo vsi potrebni

pregledi, poseg pa se opravi na Univerzitetni bolniSnici Algemeinen Krankenhaus na Dunaju.

Kako dolgo zivijo bolniki po transplantaciji, ¢e je ta opravljena uspesno?

V primeru uspesne transplantacije znaSa petletno preZivetje 80%.

24



