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UVODNIK

Bliza se konec leta, ko obi¢ajno vsak zase miselno preleti dogodke
zadnjega leta. Predvsem se radi spomnimo uspehov in dosezkov,
saj nas utrjujejo v prepricanju, da smo na pravi poti. Verjamem, da
vsak lahko nasteje nekaj veselih dogodkov, uspehov, prijetnih sre-
Canj, kar nas umiri in obda z lepimi obcutki. In prav taki trenutki nam
dajo tudi moc¢ za naslednje leto, za nove podvige.

V tem letu so nevrofiziologi iz skupine znanstvenikov z Univerze Ka-
lifornija, Berkeley (Del Bonis-O’Donnell s sodelavci), z natan¢nim
merjenjem sproscanja dopamina dokazali, da je zadovoljstvo ob pri-
Cakovanju novega dogodka za nase moZgane bolj stimulirajoCe in
prijetno kot dogodek sam. Zato se veselimo prihoda novega leta in
delimo sreco tudi bliznjim in okolici.

Tudi v Stevilki Farmaceviskega vestnika, ki jo drzite v rokah, smo na-
redili zgodovinski »pogled nazaj«: spostovana profesorja, dr. Krbav-
Ci¢ in dr. Pecar, sta pripravila zanimivo branje o odkritjiu morfina in
poti do njegove uveljavitve kot zdravilne ucinkovine, ki je v Siroki upo-
rabi $e po dvesto letih. Clanek kolegov Muminovica in prof. Malesica
pojasnjuje nevarnosti hipervitaminoz vitaminov C in D, izvirni znan-
stveni Clanek Mohar Lorbegove in Bogovic MatijasSiceve pa se dotika
podrocja kakovosti probioticnih prehranskih dopolnil z vidika zako-
nodaje o zdravstvenih trditvah. Zadnjih nekaj let, ko predstavijajo
inovativna bioloSka in podobna bioloska zdravila vedno vecji del
sodobne farmakoterapife, je potencialna imunogenost eno od naj-
pomembnejsih vpraSanj z vidika varnosti. Kako do tega neZelenega
pojava pride in kakSna mora biti kakovost bioloskega zdravila, da
pojav imunogenosti zmanjSamo oziroma preprecimo, se bomo po-
ucili v preglednem znanstvenem C&lanku, ki ga je pripravil dr. Tomaz
Bratkovic.

V imenu uredniskega odbora Farmacevtskega vestnika zelimo vsem
bralcem uspehov in zdravja polno leto 2018!

Prof. dr. Borut Strukelj
Odgovorni urednik
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uvoD

POVZETEK

Ob dvestoletnici uradnega priznanja odkritia morfina
predstavljamo Friedricha Wilhelma Adama SertUr-
nerja, njegovo Zzivljienjsko pot od lekarniSkega po-
mocnika do lekarnarja in raziskovalca, ki je prvi izo-
liral morfin iz opija, ga preizkusil (na zivalih in na
ljudeh), uspel po vec¢ kot desetih letih prepricati o
svojem odkritju tudi strokovno javnost in sklenil svoje
zivlienje kot prvi odvisnik od morfina. Njegovo od-
kritje je spremenilo poglede na izolacijo ucinkovin iz
rastlinskega materiala in posledi¢no izolacijo novih

Izolacija morfina, opij, Sertlrner, 1803-1805, 1817

ABSTRACT

This year marks a 200th anniversary of the first iso-
lation of morphine from opium conducted by
Friedrich Wilhelm Adam Sertlrner. He was working
as a pharmacy assistant and later became a re-
searcher whose discovery had a significant influence
on the isolation of other alkaloids from plants.
Sertlrner gave an impetus to development of ex-
perimental pharmacology and improvement of iso-
lation techniques, semi-synthetic and total synthetic
chemistry, and structure-activity studies in the phar-
maceutical chemistry. He tested the isolated com-
pound in animals and humans, managed to con-
vince the professional community of his discovery
after more than ten years, and became the first
morphine addict.

KEY WORDS:
Isolation of morphine, opium, Serttrner, 1803-1805,
1817

dogodka. Poskusali bomo tudi potegniti vzporednice med
takratnimi in danasnjimi Casi z ambicijo poiskati odgovore
na hipoteti¢no vprasanje, ali bi bilo v danasnjin Casih Se
mogoce odkriti morfin.

Nenavaden primer je enemu od avtorjev tega prispevka
(prof. Krbavéicu) pred leti omogocil dostop do originalnega
tipkopisa, posvecenega 150. obletnici rojstva Friedricha

Leto 2017 predstavija dvestoletnico priznanja odkritia mor- ~ Wilhelma Adama Sertlrnerja (v nadaljevanju Sertlrner).
fina. Ob tej priloznosti bomo osvetlili okolje in pomen tega  Tipkopis (1) mu je zaupala magistra Breda Bernot (slika 1)
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Slika 1: Breda Bernot* na oknu lekarne Raths-Apotheke v Hamelnu
(slika je iz osebnega arhiva B. Bernot).

Figure 1: Breda Bernot in pharmacy Raths-Apotheke in Hameln
(photo: personal archive of B. Bernot).

Slika 2: Lekarna Raths-Apotheke (slika je iz osebnega arhiva B.
Bernot).

Figure 2: Pharmacy Raths-Apotheke (photo: personal archive of B.
Bernot).

* Breda PoZar Bernot (rojena 17. 07. 1921 v Narinu, obéina Pivka) se je po italijanski okupaciji Istre in Primorske z druzino preselila v BreZice.
Po koncani gimnaziji v Ljubljani je zaCela s Studijem farmacije na Viseucilisu v Zagrebu. Zaradi vojne je Studij delno prekinila in diplomirala 29.
julija 1947. Takoj po diplomi je bila razporejena na delo v Ljubljano, v Lekarno MikloSic v zgradbi Zavoda za zdravstveno zavarovanje. Zaradi
Stevilnih ambulant zdravstvenega doma v tej stavbi je imela lekarna pomembno viogo pri oskrbovanju pacientov z galenskimi in magistralnimi
zdravili ter s takrat prihajajo¢imi gotovimi zdravili. Magistra Breda Bernot je svetovala pri izdelavi galenskih zdravil v laboratoriju, predvsem pa
je bila priliubliena pri neposredni izdaji zdravil pacientom. V tej lekarni je delovala vse do upokojitve. Za zasluge v lekarnistvu in za delo v
drustvu je na simpoziju Slovenskega farmacevtskega drustva v Portorozu 2006 prejela Minarikovo priznanje. Od magistre Brede Bernot smo

se poslovili 20. avgusta 2015 na ljubljanskih Zalah.

kot spomin na svoje delo v lekarni Raths-Apotheke v Ha-
melnu (slika 2), ki je Se danes aktivna lekarna v rokah dru-
Zine Kerstein, naslednikov Sertlrnerja. Magistra Bernot, ki
je bila zaposlena kot farmacevtka receptarius v Lekarni
MikloSi¢ v Ljubljani, je priSla v Raths-Apotheke na izpopol-
njevalni Studijski obisk v obdobju od 2. 1. 1957 do 1. 4.
1957. Njen obisk v tej lekarni, katere prvotni lastnik je bil
Sertlrner, tako povezuje naso farmacijo z odkriteliem mor-
fina.

Avtor zgoraj omenjenega tipkopisa (1), dr. Glnther Gustav
Kerstein (1904-1979), je bil v petdesetih letih prejSnjega
stoletja lastnik lekarne Raths-Apotheke. To lekarno je Ser-
trner pridobil leta 1820. Lekarna je bila najprej namescena
v hiSi mestnega sveta, ki jo je tudi ustanovil; od tod njeno
ime (die Rathausapotheke oz. skrajsano die Raths-Apo-
theke). Na tak nacin so nastajale lekarne tudi v drugih se-
vernonemskih mestih, medtem ko so se v juznonemskinh
mestih imenovale mestna lekarna oz. v nemscini die Stadit-




sapotheke. SCasoma so te lekarne presle v zasebno last
lekarnarjev, pogosto pa so kot znamenje pomembnosti
obdrzale prejsSnje ime.

Po Sertlrnerjevi smrti je lekarno prevzel njegov sin Viktor
SertUrner (1834-1887), ki je lekarno preselil v sosednjo
stavbo. Viktor Sertlrner gospodarsko ni bil posebno uspe-
Sen. Po njegovi smrti je bil od leta 1890 dalje lastnik te le-
karne dr. Wilhelm Kerstein in od takrat do danes lekarno
vodijo njegovi nasledniki.

Magistra Bernot se je v ¢asu svojega Studijskega izpopol-
njevanja priljubila lekarniski druzini Kerstein ne le zaradi
strokovnega znanja, temve¢ tudi zaradi svoje prisrCne
osebnosti. Po vrnitvi v Ljubljano je do smrti vzdrzevala
pisne stike z njimi. O tem pric¢a tudi spominski album, iz
katerega sta sliki 1 in 2, ter podarjeni tekst (1) dr. Kersteina
(originalni tipkopis) o Sertlrnerjevem Zzivljenju in delu. Dr.
Kerstein je imel poleg lekarniSkega dela tudi predavateljsko
mesto za zgodovino kemije in farmacije na Univerzi J. W.
Goethe v Frankfurtu. Povzel je nekatere po druzinskem iz-
roCilu Se dostopne podatke in to strnil v opisu Sertlrnerje-
vega dela (2), ki ga je magistra Bernot prevedla in v ured-
nistvu magistre Marije Brencic izdala kot publikacijo Sekcije
seniorjev Slovenskega farmacevtskega drustva (2005) (3).
Bivanje magistre Bernot v nekdaniji Sertlrnerjevi lekarni in
njene pisne vire (1, 2, 3) izkoriS¢amo, da bralcem priblizamo
takratne razmere in predstavimo okolis¢ine odkritja morfina
tudi z vidika danasnjin razmer raziskovanja.

SERTURNER IN OKOLISCINE
IZOLACIJE MORFINA

Sertlrner se je rodil 19. 6. 1783 v kraju Schlo8 Neuhaus,
ki je danes del Paderborna. Umrl je 20. 2. 1841 zaradi
uremije. Pri petnajstih letih je v enem letu (1798) izgubil
oCeta in kmalu zatem Se botra ter tako ostal brez sredstev
za prezivlianje. Zato se je leta 1799 zaposlil pri tamkajs-
njem provizorju, lekarnarju Franzu Antonu Cramerju, v
knezjeskofijski lekarni v Paderbornu. Zagel je kot u¢enec
(discipulus) brez ustrezne predhodne izobrazbe, ko je bil
star Sestnajst let. Ob koncu Solanja je kot pomocnik pri-
stopil k izpitu za samostojnega lekarniSkega delavca (fa-
boratorius) pri dezelnem zdravniku (physicus) dr. Schif-
frerju. Z izbranimi pohvalami mu je ta leta 18083 izstavil
spri¢evalo in Sertlrner je potem Se pet let delal v Pader-
bornu, do leta 1808. Ko so knezjeSkofijsko lekarno ukinili,
je nadaljeval lekarnisko prakso v lekarni v mestu Einbeck

na Spodnjem Saskem. Leta 1809 je opravil Se lekarniski
izpit, vendar zaradi spremenjenih zakonov po koncu Na-
poleonove vladavine ni mogel obdrzati koncesije. Leta
1820 mu je uspelo kupiti lekarno v mestu Hameln ob
Wezeri, Kjer je delal do smrti. Pri rutinskih delih v lekarni
mu je veliko pomagala Zena Leonore von Rettberg, s ka-
tero se je poroCil leta 1821. Njegov provizor v Hamelnu je
bil vsa leta lekarnar Carl Firnhaber, ki ga je razbremenil
pri lekarniSkem delu in mu omogocal pogloblieno razi-
skovalno delo (1, 2, 4).

Danes bi lahko rekli, da se je Sertlirner izobrazeval »ob
delu«. Pri tem je bil uspesen, saj je prehodil pot od ucenca
do lekarnarja. Zal takratna akademska stroka, predvsem
zdravniski krogi, izobrazevanja »ob delu« ni priznavala. Od-
sotnost akademske izobrazbe mu je ves Cas povzroCala
tezave in mu grenila zivlienje, kar se je odrazalo tudi na
njegovem psihi¢nem pocutju.

Med trdim delom lekarniSkega pomocnika se je srecal s
tezavo odmerjanja pri izdelavi pripravkov iz opija. Sertlrner
in tudi mnogi drugi so poskusali najti resitev za spremenljivo
in nepredvidlivo mo¢ opijeve tinkture, opijevih trituracij in
takratnih drugih pripravkov iz opija. Znano je, da so opij v
tistih Casih pogosto ponarejali in da je bil odvisno od geo-
grafskega izvora ter nacina nabiranja razlicno ucinkovit za-
radi razlik v vsebnosti ucinkovine (principium somniferum)
pri razli¢nih dobavah opija (5).

Sertlrner se je kot zagnan mladenic lotil iskanja in izolacije
principium somniferum iz opija. Pri delu je uporabljal
skromno opremo, ki je bila na voljo v lekarni, delal pa je v
Casu, ko je bila lekarna zaprta. Najbolj pomembno pa je
bilo, da je imel za raziskovalno delo proste roke in ga
lastnik lekarne pri delu ni oviral (1).

Ce dogajanje predstavimo v lugi danasnjega ¢asa: Sertiir-
ner (mladi raziskovalec brez mentorja) se je samoiniciativno
lotil raziskovalnega projekta, ki je na zaCetku kazal znacil-
nosti aplikativnega projekta brez predvidljivih posledic in
gospodarskih ucinkov. Raziskoval je v svojem prostem
Casu in brezpla¢no. Niimel napisane niti odobrene vsebine
raziskovalnega projekta, nihce tudi ni recenziral njegove
ideje, ki bi jo, gledano skozi danasnjo optiko, z veliko ver-
jetnostjo zavrnili zaradi Cisto banalnih dejstev: izvajalec pro-
jekta ni imel mentorja, ustrezne izobrazbe niti ustrezne
opreme. Tudi vsebinski zadrzki recenzentov bi bili najbrz
unicujodi za projekt, ker Sertlirner na zaCetku svojega iska-
nja principium somniferum ni vedel, da bo imel njegov pro-
dukt alkalne lastnosti. V tem delu njegova raziskava ze po-
sega v podroc¢je temeljnih raziskav, ker je odkril, da so v
opiju alkalne spojine z moc¢nim bioloSkim delovanjem. Od-
kritje je kasneje pripeljalo do izolacij Se Stevilnih novih alka-
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loidov iz drugih rastlin. Ce bi v »projektu« navedel, da bo
izoliral alkalne komponente, bi ga recenzenti gladko zavrnili,
ker je v tistih Casih splosno veljalo mnenje Carla Scheeleja,
da so v rastlinah samo kisle ali nevtralne spojine. Scheele
je namre¢ pred tem iz rastlin izoliral citronsko, jabol¢no,
oksalno in galno kislino, kar naj bi bil zadosten dokaz, da
so v rastlinah samo kisline. Vidimo torej, da je bilo Sertr-
nerjevo delo »Cisto« raziskovanije, ki bi ga zelo tezko delili
na temeljino oziroma aplikativno. Rezultati so bili tako prak-
ticno uporabni kot temeljni, ker so pomenili prelom s starimi
pogledi.

Danasnji kriteriji za prijavijanje raziskovalnih projektov bi
torej mladega Sertlrnerja ustavili ze na samem zacCetku.
Takratne razmere k sreci niso bile tako strukturirane in tako
podrobno opredeliene kot danes. Zal pa so obstajali drugi
razlogi, ki bi lahko mladega Serttrnerja onemogocili ze na
zaCetku, Ce bi SirSa okolica vedela za njegovo pocetje. Na
slednje sklepamo preko kasnejsih dogodkov, ko mu zdrav-
niSka stroka dolgo ¢asa ni dala priznanja za njegovo od-
kritje, niti se ni zavedala pomena odkritih alkalnih spojin v
rastlinah. Zato je bila dejanska prehojena pot mladega Ser-
trnerja povsem logi¢na: raziskave so potekale v odsotnosti
vedenja strokovne javnosti ter v manj poznanem oz. ne-
poznanem kraju na obrobju glavnih znanstvenih in razi-
skovalnih tokov. SertUrner je imel samo mocno voljo, mo-
tivacijo in jasen cilj, ki ga je zelel doseci. Sproti je logic¢no
reSeval tezave ovrednotenja delnih in konc¢nih rezultatov
ter, kar je glavno, imel je proste roke pri delu. Tako je
odkritie principium somniferum leta 1805 priSlo povsem
nepri¢akovano iz majhnega nemskega mesta Paderborn
v Vestfaliji po sedmih letih raziskovalnega dela. Zaradi
obrobnosti Padeborna je odkritie ostalo nepoznano Sirsi
stroki Se dvanajst let.

Raziskovalci so ze v Sertlrnerjevih ¢asih o svojih dosezkih
porocali v znanstvenih revijah. Tudi takrat je veljalo, da ob-
java dosezka v manj poznani reviji in v nacionalnem jeziku
(nemscina) ne pomeni kaj dosti. Opisano se je zgodilo tudi
SertUrnerju. Svoje poskuse je opisal v dveh pismih, ki ju je
leta 1805 poslal uredniku Johannu Bartholomé&ausu
Trommsdorffu, ki je takrat izdajal farmacevtsko revijo Jour-
nal der Pharmazie. LLeta 1806 je v 14. zvezku izslo porodilo
z naslovom Darstellung der reinen Mohnséure (Opium-
Séure) nebst einer chemischen Untersuchung des Opiums
mit vorzdglicher Hinsicht auf einen darin neu entdeckten
Stoff und die dahin gehdrigen Bemerkungen vom Herrn
Serttirner in Paderborn (Opis iste makove (opijeve) kisline
in kemijske raziskave opija s posebnim poudarkom na v
njem novo odkrito snov in s pripadajoimi opombami go-
spoda Sertlrnerja iz Paderborna) (2).
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Trommsdorff je bil do Sertlrnerjevih prispevkov zadrzan in
je v uvodu k ¢lanku svetoval ponovitve poskusov z vecjo
koli¢ino opija. Sertlirner je svetovane ponovitve razumel
kot nezaupanje in se na to mnenje ni takoj odzval, a je ob
svojem lekarniSkem delu nadaljeval s poskusi. Skupno jih
je izvedel ve¢ kot 57, ponovno pa se je oglasil Sele deset
let kasneje, ko je ze delal v Ratsapotheke v Einbecku (2).
Morda bi bilo danes povsem drugace, ker bi imel »danasniji«
Sertlrner svojo domaco spletno stran, kjer bi objavil svoje
odkritje in verjetno bi ga kmalu opazili.

Ob odkritju morfina, ko je Sertlirner leta 1805 Ze imel v ro-
kah izolirani morfin, se je torej na prizoris€u pojavil dvom
urednika. Kaj je botrovalo nezaupljivosti Trommsdorffa, ne
vemo. Njegova reakcija pa na Sertlrnerja ni delovala najbolj
spodbudno, saj se je zavil v molk kar za deset let. Danes
lahko razmisliamo tudi, da Sertlrnerjeva odloCitev da, s
pismom uredniku revije strokovno javnost seznani s svojim
odkritjemn, ni bila prava pot, ker je bila revija lokalnega do-
sega, nemscina pa takrat ni bila jezik znanstvene elite Ev-
rope.

Ce pogledamo, kaj se je v tistih ¢asih dogajalo v $irsih
okvirih, ne moremo mimo Charlesa Derosneja, ki je bil le-
karnar in kemik v Parizu. Tudi on se je ukvarjal z opijem. V
svojih raziskavah se je leta 1803 z ekstrakcijo opija z eta-
nolom in z obarjanjem z vodno raztopino amonijevega kar-
bonata dokopal do zmesi alkaloidov opija. Doblijena zmes
je dajala alkalno reakcijo, kar je Derosne zmotno pripisal
onecisCenju z amonijakom. Njegovi napori za odstranitev
te »necistote« niso bili uspesni, ker pa je tudi sam razmisljal
v skladu s takratnim vedenjem, da so v rastlinskem mate-
rialu le kisle ali nevtralne spojine, je zaradi alkalne reakcije
izolata opustil nadaljnje delo. Derosne, ki je svoje raziskave
objavil v Parizu v francosCini, za razliko od Sertlrnerja,
ucinkov svojega izolata ni biolosko vrednotil (1, 6). Gledano
SirSe je bilo morda celo pozitivno, da Sertlirner, ki je leta
1803 zacel svoje raziskave v knezjeskofijski lekarni v Pa-
derbornu, objav Derosneja ni poznal.

Ker so Serturnerju oporekali primat pri odkritju morfina (pri-
pisovali so ga Derosneju), je veliko kasneje Pierre Robiquet
na Ecole Superieure de Paris na prosnjo francoskega fizika
in naravoslovca Josepha Louisa Gay-Lussaca podrobno
raziskal Derosnejev izolat in ugotovil, da je vseboval nar-
kotin, danes bolj znan pod imenom noskapin (slika 3) (6).
S tem je odkritie morfina dokonéno pripadlo Sertlrneriju,
leto odkritja pa je postalo 1805. Za razumevanje pomemb-
nosti tega dogodka se je pomembno spomniti, da v ta-
kratnem svetu nizke komunikacijske intenzitete raziskovalca
sploh nista vedela drug za drugega. Opozoriti pa moramo
Se na nekaj: znanstvene elite so bile takrat locirane v pre-
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stolnicah Evrope, med katerimi sta bila Pariz in francoSc¢ina
pred drugimi, in lekarniski asistent v lekarni v Paderbornu
ni bil del te elite.

SERTURNERJEVA IZOLACIJA
MORFINA IN NJEGOVO
VREDNOTENJE

Sertlrner je uspel najprej iz opija izolirati dotlej neznano ki-
slino, ki jo je poimenoval opijska kislina. Danes jo imenu-
jemo mekonska kislina ali 3-hidroksi-4-okso-4H-piran-2,6-
dikarboksilna kislina (slika 3). To odkritie se je skladalo s
Scheelejevim nazorom, da so v rastlinah kisle ali nevtralne
snovi. Na tej stopnji pa je SertUrner napravil odlocilen pre-

boj. S poskusom na psu je ugotovil, da mekonska kislina
ne deluje uspavalno, kar je pomenilo, da je ta kislina le ena
izmed sestavin opija, ni pa nosilka uspavalnega delovanja
2).

Povsem logicen je bil nadaljnji korak. Sertlrner je vso po-
zornost posvetil mati¢nici, ki je ostala po odstranitvi me-
konske kisline. |z nje je po naalkaljenju z amonijakom izoliral
trdno snoy, ki je kristalizirala iz raztopine v etanolu. Ugotovil
je, da izolirana snov ni topna v vodi, dobro pa se topi v
ocetni kislini. Z dobljenimi kristali mu je tokrat uspelo uspa-
vati psa, ki se je kmalu prebudil, bruhal in je bil potem Se
dolgo nemiren. Temni, aromatic¢no disedi filtrat, ki je ostal
po odstranitvi trdne snovi, ni imel nikakrSnega ucinka: po-
skusna mis je prezivela aplikacijo filtrata brez Skode (2).
Sertlrnerja lahko zato upravi¢eno proglasimo tudi za za-
Cetnika farmacevtske kemije.

Ry = Rz =-H, R:q: -CH3 morfin
Ry= -CHJ. Rz =-H, R3= "CH) kodein
Ry =Rz = -COCH3, Ry=-CH; heroin

e
-
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R0
<D naskapin OH
ali narkotin
5 oH, HO
(9]
OCH;
HsCO
0
H3CH,CO0C
petidin
N
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HiC
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Slika 3: Strukture mekonske kisline, alkaloidov iz opija (morfin, kodein, noskapin, papaverin in tebain), polsinteznih derivatov morfina (heroin in
apomorfin), antagonista morfina (nalokson) in sinteznih analgetikov (petidin, metadon, fentanil in tramadol).

Figure 3: Structures of meconic acid, alkaloids from opium (morphine, codeine, noscapine, papaverine and thebaine), semi-synthetic
derivatives of morphine (heroin and apomorphine) morphine antagonist (naloxone) and synthetic analgesics (pethidine, methadone, fentany!

an, tramadol).
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SertUrner je nadaljeval preizkusanje delovanja morfina na
sebi, potem ko so mu prijatelji, ki so sprva sodelovali v
preizkuSanju, zaradi neugodnih in mo¢nih uc¢inkov odpo-
vedali sodelovanje (7). Zal Sertiirner v tej stopniji svojih ra-
ziskav ni vedel, da izolirana snov povzro&a zasvojenost.
Danes bi ga v skladu z danasnjo zakonodajo najbrz celo
kazensko preganjali zaradi posedovanja, uporabe, pridelave
oziroma izdelave prepovedanih drog. Iz tako razli¢nih pri-
stopov v obdobju dvestotih let lahko zaklju¢imo, da mora
biti vsako odkritie umeS&eno v svoj zgodovinski okvir in
okolisCine (Cas in prostor), ki odkritie spremljajo. Mnogo
odkritij, ki so prehitevala svoj ¢as, niso sprejeli in praviino
ovrednotili ali pa so bila celo smrtno nevarna za odkritelje.
Sele leta 1816 je Sertlirner o izolaciji principium somnife-
rum, kakor je odkrito snov sam imenoval, porocal v reviji
Gilbert's Annalen der Physik, kjer je opisal tudi samopreiz-
kus delovanja izolirane snovi. S prijatelji je zauzil v priblizno
45 minutah trikrat po pol grana (1 gran je priblizno 60 mg)
v razredCenem etanolu raztoplienega morfina, skupno vsak
1,5 grana, torej skoraj 90 mg. Pred uspavanjem so se ko-
maj resili z zauzitier mocnega kisa, ki je takrat veljal za
protistrup pri zastrupitvi z opijem. Resilo jih je bruhanje, ki
s0 ga blazili z magnezijevim karbonatom. Nato so za vec
ur zaspali. Morda jih je reSila tudi kakSna primes v izoliranem
alkaloidu, npr. noskapin. Od tega trenutka dalje ni bilo vec
nobenega dvoma: principium somniferum oz. morfin je bil
odkrit (8).

Danes vemo, da odmerek 200 mg morfina povzroCi smrt
pri odraslem Cloveku, ki se Se ni sre¢al z njim. Pri preob-
¢utljivin ljudeh je lahko dovolj ze 60 mg, odvisniki pa po
daljfem Casu lahko prenesejo tudi 3 g na dan (7).

Clanek v Gilbert's Annalen der Physik je opazil Gay-Lussac,
takratni urednik revije Annales de chimie et de physique,
ki je takoj spoznal pomembnost odkritja. Kot zanimivost
povejmo, da se je bolj kot na pomembnost odkritja »alkalne
in ucinkovite« spojine v rastlinskem materialu, osredotodil
na vprasanje, zakaj je bilo odkritje toliko Casa spregledano,
in na novost, da spojina tvori kristalno sol s kislino. Zaradi
njegove ocene o pomembnosti odkritja je ze spomladi leta
1817 poskrbel za prevod dela v francoscino in objavo v
Annales de chimie et de physique (3). S tem je vest o od-
kritju morfina postala dostopna vsej strokovni javnosti in
zato letos zaznamujemo dvestoletnico od priznanja odkritja
morfina.

Sertlrner je iz opija izolirano snov z izrazitim uspavalnim
ucinkom imenoval Morphium (Morpheus je bil grski bog
spanja). Nekoliko kasneje je Gay-Lussac na osnovi odkritja
morfina predlagal za alkalne snovi rastlinskega porekla
enotno koncnico -in (slovenscina) oz. ine (anglescina) in je
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Sertuernerjev morfij preimenoval v morfin. Ze leta 1819
(leto po objavi) je nemski kemik Wilhelm Meissner predlagal
za vse snovi z alkalno lastnostjo, izolirane iz rastlinskin
virov, skupno ime alkaloidi (9). Morfin je torej prvi alkaloid,
izoliran iz rastlinskega materiala.

Na tem mestu se ponovno sreCamo z viogo urednika, ki je
bila za SertUrnerja in za razvoj naravoslovnih znanosti tokrat
ugodnejSa, Ceprav bi lahko iz reakcije Gay-Lussaca sklepali,
da se takrat Se ni v celoti zavedal pomembnosti Serttir-
nerjevega odkritja. Taka situacija je po svoje razumljiva,
ker pomembna odkritja dobijo praviloma svojo vrednost in
pomen sele v letih, ki sledijo odkritju. Spoznanje o prisot-
nosti alkaloidov, alkalnih spojin v rastlinah, ki tvorijo kristalne
soli s kislinami in imajo raznovrstne in navadno mocne fi-
zioloSke ucinke, je sprozilo plaz izolacij drugih alkaloidov,
kar je ena najpomembnejsih posledic Sertlrnerjevega od-
Kritja.

Sertlrner je s to objavo iz8el iz anonimnosti majhnega
nemskega mesteca in med prvimi ga je v Nemciji leta 1817
s priznanjem pocastila Sozietét flir Gesammte Mineralogie,
ki ga je imenovala za zunanjega rednega ¢lana z naslednjo
utemeljitvijo: »Na osnovi Vasih posebnih zaslug na podrocju
kemijskih znanosti Vam podpisano drustvo podeljuje zu-
nanje izredno clanstvo«. Povejmo Se, da je bil podpisnik
priznanja takratni predsednik drustva Johann Wolfgang
von Goethe, bolj znan kot pesnik, pisatelj, dramatik a tudi
znanstvenik in drzavnik v Weinmaru. Prav Goethe je dose-
gel, da je filozofska fakulteta v Jeni Sertlrnerju, ki sicer ni
imel formalne akademske izobrazbe, podelila Eastni naziv
ar. phil. honoris causa (2).

Temu priznanju je sledilo Se vec€ drugih (v mestih Marburg,
Berlin, St. Petersburg, Passau in Pariz), zal pa tudi na-
sprotniki in zavistnezi med nemskimi in francoskimi znan-
stveniki niso mirovali. Ti so dolgo menili, da primat pri od-
kritju morfina pripada Derosneju ali Seguinu. Oba sta sicer
izolirala nekatere sestavine opija, a nista spoznala njihovih
alkalnih lastnosti, niti nista imela dokaza o uspavalnem de-
lovanju svojih produktov (6). Kot smo ze omenili, so za
Derosnejev izolat kasneje ugotovili, da sploh ni vseboval
morfina, temve¢ alkaloid noskapin.

Ko je bil led prebit in ko so razpolagali z izoliranim morfinom,
se je nadaljnji razvoj usmeril v optimiziranje postopkov in
doseganije vegje Sistote. Ze leta 1831 je dr. Wiliam Gregory,
profesor, zdravnik in kemik v Edinburgu, ugotovil, da je bil
tudi SertUrnerjev morfin kljub is€enju kontaminiran z no-
skapinom. Zato je izboljSal postopek izolacije, ki je tokrat
dal zelo &ist morfin (10).

Istega leta (1831) in Stiringjst let po mednarodni objavi so
Clani Institute de France ugotovili, da je bilo Serttrnerjevo

farm vestn 2017; 68



odkritie tako pomembno, da so mu podelil Montyonovo
denarno nagrado (2000 takratnih frankov) za odkritja v na-
ravoslovju z utemeljitvijo: »Za prepoznanje alkalne narave
morfina in tudi za odprtje poti, ki je privedla do velikih medi-
cinskih odkritij.« Na tem mestu bi lahko to vest zakljudili,
vendar bomo za celovitejsi vpogled v takratno dogajanje
dodali §e nekaj stavkov, ki kazejo na nacionalno (ali politicno)
komponento dogajanja. Dodatek bo morda koga od bralcev
napeljal na iskanje vzporednic z danasnjim dogajanjem v
svetu. Skratka, leta 1831 so nagradili Sertlirnerja z 2000
franki, dve leti pred tem (1829) pa dva Francoza, ki sta
uporabila Sertlrnerjevo metodo za izolacijo kinina iz skorje
kininovca, s priblizno petkrat visjo denarno nagrado (4, 11).
Avtorja ¢lanka meniva, da je to lep primer, da je dvesto let
prekratek Cas za vedje spremembe v Cloveskih glavah.

VPLIV ODKRITJA MORFINA
NA SIRSEM PODROCJU
NARAVOSLOVNIH IN

MEDICINSKIH ZNANOSTI

Odkritie morfina, njegove alkalne narave in njegovega de-
lovanja je odprlo pot novim velikim odkritiem na naravo-
slovnem in medicinskem podroc¢ju. Sertlrner je spremljal
odmeve na svoje dosezke v javnosti od leta 1803, ko je
zacel s poskusi v Paderbornu, do leta 1817, ko je doCakal
mednarodno publikacijo z objavo v Annales de chemie et
de la phisyque. Njegov dosezek ni samo odpravil ozkega
in omejevalnega Scheelejevega gledanja, kakSne snovi so
v rastlinah, temvec je odprl tudi razvoj novega ekstraktiv-
nega pridobivanja rastlinskih ucinkovin in posledicno niji-
hovega farmakoloSkega vrednotenja ter tako spodbudil
razvoj eksperimentalne farmakologije.

Njegovo odkritje je pospesilo razvoj racionalne in optimizi-
rane izolacije alkaloidov v poveCanem merilu in s tem omo-
gocilo nastanek farmacevtske industrije in industrijskega
pridobivanja ucinkovin iz rastlinskih virov. Iz lekarniskih la-
boratorijev so se na primer razvili: Pelletierjeva in Caven-
toujeva tovarna alkaloidov kininovca v Parizu, Merckovo
podjetje v Darmstadtu, ki je zaCelo industrijsko pridobivanje
alkaloidov iz uspavalnega maka (Papaver somniferum L.)
in za njima Se Stevilna druga podijetja. Za industrijsko pri-
dobivanje alkaloidov je bilo odkritje racionalne ekstrakcije
morfina po zaslugi prof. Gregoryja klju¢nega pomena (10).
Zaradi posebne lastnosti morfina, ki v molekuli zdruzuje
tako alkalne lastnosti terciarnega duSika v izokinolinskem
delu kot kisle lastnosti fenolne hidroksiine skupine v aro-

matskem obrocu, je pri izolaciji razumljiva zahteva po zelo
natancnem doseganju pH, pri katerem pride do optimal-
nega obarjanja alkaloida iz vodne raztopine (5).

Leta 1832 je Pierre-Jean Robiquet iz opija izoliral alkaloid
kodein (slika 3), ki ga je v opiju do 2 %. Kodein ima upora-
bno delovanje kot antitusik. Danes ga zaradi majhne vse-
bnosti v opiju pridobivamo polsintezno iz morfina ali iz te-
baina. V letu 2013 je bila poraba kodeina na svetovni ravni
okoli 249 ton (12). Leta 1849 je George Merck, sin usta-
novitelja druzbe Merck, iz mati¢nice izoliral Se papaverin
(slika 3). Njegovo spazmolizno delovanje so odkrili veliko
kasneje, Sele na zaCetku dvajsetega stoletja (6, 13).

Ko se je morfin pojavil v dovolj Sisti obliki in v vecjih kolici-
nah, se je zaCelo obdobje kemijskih modifikacij morfina,
Ceprav njegove strukture takrat sploh Se niso poznali. Go-
vorimo lahko o zacetku farmacevtske kemije, predvsem
podrocja, ki se ukvarja z raziskovanjem povezav med spre-
membo strukture ucinkovine in njenim farmakoloSkim de-
lovanjem. Tako je leta 1853 Henry How z Univerze v Glas-
gowu segreval morfin z razliénimi alkiljodidi v etanolu s
ciliem pridobiti kodein. Cilja ni dosegel, izdelal pa je prve
polsintezne analoge morfina. Pri tej reakciji je priSlo do
kvaternizacije na dusiku morfina, produkti pa so imeli ku-
rariformno delovanje. Podobno so obdelali tudi druge takrat
znane alkaloide, ki so prav tako v poskusih pokazali kura-
riformno delovanje, npr. delo Alexandra Cruma Browna
(Univerza v Edinburgu) leta 1869. Istega leta sta Augustus
Mathiessen in Charles Alder Wright s segrevanjem morfina
s klorovodikovo kislino pripravila apomorfin (slika 3), ki ima
mocno centralno povzroceno emeti¢no delovanje. Struk-
turo apomorfina so ugotovili Sele leta 1902 (14).
Pomembno je bilo tudi leto 1874, ko je angleski kemik in
zdravnik Charles Romley Alder Wright sintetiziral diacetil-
morfin (slika 3) (14). Takratno odkritje ni bilo delezno vecje
pozornosti. Morda je bilo odkritje bolj posledica pojava
acetanhidrida, ki so ga zaceli v industrijskem merilu upo-
rabljati kor reagent za acetiliranje. Z acetanhidridom je po-
vezana tudi sinteza acetilsalicilne kisline, ki so jo zaceli
proizvajati v podjetju Bayer.

Triindvajset let kasneje (1897) sta v Bayerju diacetilmorfin
»ponovno« sintetizirala kemika Albert Eichengriin in Felix
Hoffman, ki sta delala pod vodstvom Heinricha Dreserja.
Sledniji je vodil farmakologko preizkusanje. Zeleli so napraviti
kodeinu podobno ucinkovino oziroma z acetiliranjem po-
vecati biolosko uporabnost morfina. To jim je tudi uspelo,
ker je bil dobljeni diacetilmorfin (heroin) peroralno dvakrat
ucinkovitejsi od morfina. Glede na raziskave Heinricha Dre-
serja so diacetiimorfin oznacili kot analgetik. Od 1898 do
1910 ga je Bayer trzil pod imenom Heroin. Sele leta 1913
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so ugotovili, da povzro€a odvisnost, zato so prenehali z
njegovo proizvodnjo. Kot zanimivost povejmo, da so do
leta 1912 prodajali heroin v ZDA v tabletah brez recepta
(pakiranje sto tablet s po 30 mg heroina) kot antitusik za
ceno 1 $ (6, 14).

V zgodovini morfina sta pomembna Se dva ¢asovna mej-
nika: leta 1923 so odkrili strukturo morfina (John Masson
Gulland in Robert Robinson, Univerza Sv. Andreja, Skotska)
in leta 1950 so to strukturo potrdili s totalno sintezo tega
alkaloida (Marshall Gates in Gilg Tschudi, Univerza Roche-
ster, New York).

S tem pa razvoj analgetikov z mocnim delovanjem Se zda-
le¢ ni bil kon¢an. Dodati moramo Se alkaloid tebain (slika
3), ki so ga izolirali iz iranskega maka (Papaver bracteatum
Lindl.) leta 1832 (Tribouméry). Naravni tebain nima po-
membnejsih farmakoloskih ucinkov, je pa zelo primeren
alkaloid za nadaljnje kemijske spremembe in za pripravo
Stevilnih farmakolosko pomembnih ucinkovin. V letu 2012
so v te namene izolirali 146 ton tebaina (12). Nadaljnji
razvoj analgetikov z mo¢nim delovanjem se je iz naravnih
alkaloidov in njihovih kemijskih modifikacij prevesil na po-
droCje sinteznih spojin, ki v svoji strukturi posnemajo po-
samezne strukturne elemente morfina, za katere so ugo-
tovili, da so bistveni za analgeticno delovanie (6).

Preden nadaljujemo s predstavitvijo dogodkov iz zadnjega
obdobja pretecenih dvestotih let, moramo omeniti Se po-
membno odkritie leta 1853. Do takrat so bili morfin in
njegovi pripravki namenijeni izklju¢no peroralni uporabi.
Za lajSanje bolecin je bil morfin v obliki razli¢nih soli so-
razmerno drago peroralno zdravilo, ki pa so ga znali zelo
natan¢no odmerjati. Velik napredek je bil prehod iz pero-
ralne aplikacije na parenteralno. Zasluge za to ima zdrav-
nik Alexander Wood, ki je leta 1853 uvedel uporabo pod-
kozne injekcijske brizgalke (15). Po injiciranju raztopine
soli morfina se pokaze takojSnje protibolecinsko delovanje,
kar je pomenilo velik napredek v kirurgiji in interni medicini.
Temna stran tega napredka je bilo priblizno 40.000 od-
visnikov kot posledica intenzivne parenteralne uporabe
morfina med drzavljansko vojno v Ameriki (1861-1865)
(16, 17).

RAZVOJ ANALGETIKOV
Z MOCNIM DELOVANJEM
V DVAJSETEM STOLETJU

Sertlrnerjeva izolacija morfina, moznost pridobivanja vecjih
koli€in Cistega alkaloida in kemijske modifikacije molekule
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morfina so postopoma vodile v globlie razumevanje po-
mena posameznih strukturnih delov kompleksne molekule
alkaloida. Razvoj kemije je omogodil pripravo spojin, ki
imajo v svojih, praviloma preprostejsih, strukturah za anal-
geticno delovanje odgovorne strukturne elemente molekule
morfina (6, 13). Raziskave sta v glavnem poganjala dva
pomembna dejavnika. Zeleli so dobiti uginkovite analgetike,
ki ne bi povzroCali zasvojenosti, hkrati pa novi analgetiki
ne bi bili odvisni od rastlinskih virov.

Tik pred zagetkom druge svetovne vojne (1937) so v Nem-
Ciji v Farbwerke Hoechst sintetizirali spojino z oznako
Hoechst 10820 s potencialnim analgeti¢nim delovanjem.
Ucinkovino danes poznamo pod imenom metadon (slika
3). Patent za spojino so viozili 11. 9. 1941, po vojni pa so
zavezniki (ZDA) zaplenili vso dokumentacijo in leta 1947
se je ucinkovina pojavila pod imenom metadon. V ZDA so
ga uporabljali kot analgetik (Eli Lilly and Company) pod za-
&¢itenim imenom Dolophine (6).

Leta 1939 je Otto Eisleb pri iskanju novih sinteznih antiho-
linergikov sintetiziral petidin. Otto Schaumann (IG Farben)
je nato ugotovil, da spojina ni antiholinergik, temve¢ deluje
kot analgetik. Po vojni so sledile Se nove sintezne generacije
analgetikov z moc¢nim delovanjem, na primer anilidopiperi-
dinski analgetik fentanil (Paul Janssen: sinteza leta 1959,
uporaba leta 1960 kot intravenozni anestetik; slika 3), ci-
kloheksanski analgetik tramadol (sinteza leta 1962, uporaba
leta 1977; slika 3) in drugi (6).

Ker so bile zastrupitve z morfinom (prevelik odmerek in
Zloraba) dokaj pogoste, so intenzivno iskali tudi v smeri
ucinkovin, ki bi imele morfinu nasprotno delovanje pri ucin-
kih na dihalni center. Z maodifikacijo molekule (6, 13, 18,
19) so nasli prve ucinkovite antagoniste morfina, npr. na-
lokson (slika 3). Nalokson je pripravil je Jack Fishman leta
1961 (New York). Ucinkovina po parenteralni aplikaciji takoj
odstrani depresijo dihalnega centra, ki jo povzro€a morfin
(6, 19). Deluje kot Cisti morfinski antagonist.

Naslednji in najbrz zadnji velik korak pri razvoju ter razu-
mevanju delovanja analgetikov z mo¢nim delovanjem so
bila odkritja v letih 1970 do 1975, da v naSem telesu ob-
stajajo endogeni receptorji za morfin in njegove derivate
(13). Se ves&, ugotovili so, da so ti receptorji namenjeni en-
dogenim snovem (peptidom) z analgeti¢nimi in drugimi
ucinki. Odkritje endogenih opioidov (endorfinov in enkefa-
linov) in njihova pomembnost pri uravnavanju Sirokega
spektra fizioloSkih funkcij sta morfin, njegove derivate in
sintezne analoge postavila v popolnoma nov polozaj. Mor-
fin, njegovi polsintezni derivati oziroma sintezni moc¢ni anal-
getiki so naenkrat postali u¢inkovine, ki bolj ali manj ucin-
kovito posnemaijo fizioloSke endorfine in enkefaline. Oboji
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so peptidni prenasalci zivénih impulzov, ki delujejo v kom-
pleksnem enkefalinergicnem delu centralnega zivénega si-
stema in na periferiji (13, 20).

Najprej so bili znani le trije tipi receptorjev za endorfine,
MOR-m, KOR-k in DOR-d, ki se jim je kasneje pridruzil Se
Cetrti, NOR (21, 22). Pri posameznih tipih receptorjev so
nasli tudi podtipe. Nato so se raziskave nadaljevale po po-
polnoma novih smernicah in danes iS€emo selektivne ago-
niste oziroma antagoniste za posamezen tip oz. podtip re-
ceptorja. Od omenjenih raziskav si obetamo »&istejSe«
farmakoloSke ucinke oziroma analgeti¢no delovanje brez
povzroCanja zasvojenosti.

Kljub vsemu pa je morfin po dvestotih letih Se vedno upo-
rabna in ucinkovita zdravilna uc¢inkovina (12), kar pomeni,
da se je Sertlrner s svojim odkritiem neizbrisno zapisal v
zgodovino. Malo je takih odkritij, ki za seboj v nadaljinjem
razvoju povzrocijo spremembe na tako Sirokem podrocju:
od farmacevtske kemije, farmakologije do odkritja mehan-
izma delovanja ter razumevanja procesov regulacije

DOGODKI, POVEZANI Z
MORFINOM V NASIH OKOLJIH

Med obema vojnama je bil pri nas zaradi Cistote zelo cenjen
makedonski opij, zlasti s podrodij Velesa in Kavadarja. To
je posebej veljalo za opij, pridoblien z zarezovanjem nezrelih
makovih glavic. Na zraku posuSeni mlecek so oblikovali v
hlebcke in ga previdno susili. Na sliki 4 je pribor za prido-
bivanje mleCka makovih glavic iz VrgoCevega ucbenika
Uputa u farmakognoziju (5). Kemijski praktikum farmacevt-
sko-biokemijske fakultete v Zagrebu je v Sestdesetih letih
prejSnjega stoletja nudil Studentom farmacije enkratno iz-
kusnjo separacije alkaloidov makedonskega opija na osnovi
Gregoryjevega postopka.

Manj znano je, da je potekalo pridobivanja morfina iz opija
tudi v Sloveniji. V Kemic¢ni tovarni v Hrastniku, ki jo je usta-
novil TrzaCan Jurij Gossleth leta 1860, so na zaCetku izde-
lovali zlasti anorganske kemikalije. Leta 1931 so nemski
lastniki odprli obrat Alka in do leta 1939 so v njem pridobili
okoli 1200 kg alkaloidov opija. Proizvajali so med drugim
pantopon, morfin in iz slednjega polsintezno kodein ter
apomorfin. Po vojni so od jeseni 1945 do leta 1946 iz ma-
kedonskega opija v Hrastniku ponovno pridobivali alkaloide
opija. Vemo, da so od 1. do 15. oktobra 1945 izdelali
3900 g morfina (baze) in 6690 g kodeina (baze). Delovali
so pod imenom Drzavna tovarna alkaloidov Hrastnik vse

Slika 4: Pribor za zbiranje posusenega mlecka z makovih glavic (5).
Figure 4: Tools for collecting opium (5).

do leta 1950, ko so vso tehnologijo obrata Alka oddali to-
varni Alkaloid v Skopju (22). Kasneje je predelavo opija v
celoti prevzel Alkaloid.

SKLEP

Sertlrnerjevo odkritie morfina je v pretecenih dvestotih
letin neizbrisno zaznamovalo velik del naravoslovnih, me-
dicinskih in z medicino povezanih podrocij. Prehojena raz-
vojna pot je pripeljala do tolikSnega Stevila novih odkritij
(slika 5), da podobne primere na drugih podrocjih znanosti
tezko najdemo. Poleg tega je morfin danes Se vedno v
uporabi, njegov diacetilirani derivat heroin pa kraljuje med
prepovedanimi drogami. Odkritje morfina ni ostalo v ozkih
farmacevtskih in medicinskih okvirih, temvec se je dotaknilo
tudi drugih podrocij naravoslovnih znanosti.

V tem vzorcu vidimo delno vzporednico s Sertlirnerjem.
Njegovo delo ni bilo klju¢no vezano in posveceno samo
izolaciji morfina iz opija, ukvarjal se je tudi s Stevilnimi dru-
gimi tezavami tedanjega Casa. Njegova razmisljianja so bila
pred takratnim Casom in jih zato njegovi sodobniki niso
sprejeli. Vemo na primer, da je raziskoval moznost pridobi-
vanja dietiletra iz etanola in zveplove(VI) kisline. Kot prvi je
predpostavil, da je kolera infekcijska bolezen, ki jo povzro-
¢ajo mikroorganizmi. Zal si je v obeh primerih nakopal ne-
godovanje drugih »strokovnjakov« in njegovih idej niso
sprejeli, njegove Clanke pa so zavracali, Ceprav se je v
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OD PRVE OBJAVE ODKRITJA MORFINA (1805) DO NJEGOVEGA MEDNARODNEGA PRIZNANJA (1817)

omenjenih primerih kasneje izkazalo, da je imel prav. Zaradi
teh »strokovnih« zavracan] je v zadnjem obdobju zivljenja
trpel za kroni¢no depresijo, svoje pa je prispevala tudi od-
visnost od morfina. Verjetno je bilo njegovo asovno ome-
jeno in uspesno ter s priznanjem nagrajeno raziskovanje
na podro¢ju nacrtovanja ronega strelnega oroZzja, razvoja
nabojev in drugega streliva, le kompenzacija za zavraCanje
njegovih prej omenjenih dosezkov.

Ce na koncu strnemo vse napisano, nam pretedena dve-
stoletna razvojna pot ponudi Se nekaj zanimivih zakljuckov.

Brez dvoma so bili francoski raziskovalci (lekarnariji in kemiki)
v tedanji Franciji pomemben del znanstvene elite. Vendar
je preboj (izolacija morfina) prisel iz Nemdcije (Paderborn). V
Nemciji so napravili tudi prve sintezne analgetike (petidin
in metadon). To bi lahko bila potrditev, da so imeli v Nemdiji
dobro razvito kemijo. V zagetku dvajsetega stoletja, zlasti
pa po vojni, se je raziskovalno polje premaknilo na anglo-
sasko (anglesko) podrodje, hkrati pa so zacCele izginjati na-
cionalne meje med raziskovalci. Znanost je postala ena
sama, globalna znanost.

francoski raziskovalci

angleski in ameriSki raziskovalci

1941 v Nem¢iji vlozen
patent za metadon

nemski raziskovalci

Selektivni agonisti in
lantagonisti na endorfinskih
receptorjih

1970-1975 okdritje endogenih
receptorjev in endorfinov

1950 totalna sinteza morfina:
M. Gates in G. Tschudi

1939 v Nem¢iji
sintetizirajo petidin
Otto Eisleb

1923(5) Skotski kemik & biokemik]
J. Masson Gulland
odkrije strukturo morfina

1916 odkrijejo spazmoliticno
aktivnost papaverina, ZDA

1897 ponovna sinteza heroina

v Bayerju
1874 Charles R. Alder Wright
sintetizira heroin
1832 izolacija tebaina,
kodeina (Pierre J. Robiquet) (1831 odkritje morfina nagradi}
in papaverina (Merck) Institute de France

Uporaba Sertiirnejeve metode
omogodi izolacije drugih
alkaloidov, nastanejo tovarne.

Eksperimentalna farmakologija
Rudolf Buchheim

francoski kemik ugotovi,
da je Derose izoliral narketin

Pojem "alkaloid" in skupna konénica za alkaloide

1817 Pierre Robiquet, F817 prevod v Annales de chimie et du physique.
Uradni zacetek rabe morfina

1816 Sertiirner objavi odkritje v|
Gilbert's Annalen der Physik

1806 Sertiirner objavi odkritje
v Journal der Pharmazie

1805 Sertiiner izolira

1803 francoski
lekarnar Charles Derosne

najprej mekonsko kislino
in nato morfin

I

izolira neko snov iz opija \

MAK/OP1J

prvi dokazi ze 5000 let
let pred nasim $tetjem

Slika 5: Glavni mejniki v dvesto let trajajoCi razvojni poti od izolacije morfina do danes. Dosezki so razvr$Ceni po ¢asu in po nacionalnosti

raziskovalcev.

Figure 5: The most important mile stones during the last 200 years from isolation of morphine to present. The contributions are presented

according to time and nationality of the researchers.
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Cisto na koncu se vpragajmo, ali bi Sertiirner dandanes
lahko odkril morfin. Raziskava bi morala najbrz potekati v
okviru raziskovalnega projekta, kjer bi takoj nastopilo vec
tezav: SertUrner ne bi mogel sodelovati v raziskavi, ker ni
imel ustrezne izobrazbe, ker ni imel mentorja (Ce bi ga
obravnavali kot mladega raziskovalca), ker do takrat Se ni
ni¢esar objavil in ker ni imel primernih sredstev za razisko-
vanje. Poleg tega bi tako aplikativni kot temeljni projekt
zelo verjetno naletela na neodobravanje recenzentov, ker
v prvem primeru ne bi kazal mozne gospodarske ucinko-
vitosti, v drugem pa bi bilo tezko prepriCati recenzente o
obstoju alkalnih spojin v rastlinskem materialu. Sertlrner
se je takrat z zagnanostjo podal v reSevanje tezav odmer-
janja pripravkov opija, vse drugo se je pojavljajo sproti in
Ce ni bilo resitey, jih je pac moral odkriti. SreCa, ki jo je imel
pri delu, je bila v tem, da je imel proste roke pri raziskovanju
in moznost nemotenega dela. Nekatere svetovne korpo-
racije danes ze nudijo podobne raziskovalne razmere svo-
jim raziskovalcem.
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UvoD

Vitamini so esencialne organske molekule, ki jih ne moremo
sintetizirati sami, a jih med drugim tudi nujno potrebujemo

POVZETEK

Askorbinska kislina (vitamin C) in vitamin D v obliki
prehranskin dopolnil sta iziemno pogosto upora-
bljana pri zdravih ljudeh z raznovrstno prehrano,
kljub nedokazanim ugodnim uc¢inkom jemanja pri
tej populaciji. Uporaba vitaminov je v vecini primerov
dolgotrajna in ni nadzorovana s strani strokovnjakov,
kar ima lahko za posledico toksi¢ne ucinke zaradi
presnove in kopicenja teh snovi in njihovih produktov
v telesu. V Clanku predstavliamo nevarnosti hiper-
vitaminoz askorbinske kisline in vitamina D, kako
jih ugotavljamo ter kakSen vplivimajo previsoki vnosi
teh dveh vitaminov na organe in organske sisteme.

KLJUCNE BESEDE:
vitamina C in D, hipervitaminoza, prehransko do-
polnilo, toksi¢ni ucinki

POVZETEK

Vitamins C and D are very common as dietary sup-
plements in healthy people who have good nutrition
habits, even though actual beneficial properties of
these products have not been demonstrated. Usage
of these dietary supplements is, in most cases,
chronic and not controlled by medical profession-
als, which can result in toxic effects due to metab-
olism and accumulation of vitamins and their prod-
ucts in the human body. This article will interpret
dangers of hypervitaminosis of ascorbic acid and
vitamin D, how to determine them and the effects
of hypervitaminosis on the human body.

KEY WORDS:
vitamins C and D, hypervitaminosis, dietary sup-
plement, toxic effects

za metabolizem. Vecina vitaminov je prekurzorjev koenci-
mov, nekateri pa so prekurzorji hormonov ali pa delujejo
kot hormoni ali antioksidanti (1). Prehranska dopolnila z vi-
tamini (zelo pogosto C in D) so iz dneva v dan bolj prilju-
bliena. Oglase videvamo v trgovinah, ¢asopisih, na televiziji
in spletu. Ko pridemo v stik z vitamini v obliki prehranskih
dopolnil, navadno vidimo le pozitivne ucinke, saj nam mediji
zagotavljajo boljSe zdravje in bolj kakovostno zivijenje, saj
naj bi delovali po zmotnem principu »Cim vec, tem bolje«.
Uzivanje prehranskih dopolnil z vitamini izvira iz dejstva,
da le-te tretiramo kot varne snovi, ki naj ne bi dosegale
toksi¢nih vrednosti v telesu. Kot prehranska dopolnila tudi
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niso izpostavljeni varnostnim testom, specificnim za zdra-
vila. Kupimo pa jih lahko tudi v lekarni (2, 3).

Zal koncentracij vitaminov pri osebah, ki jemijejo prehranska
dopolnila z vitamini, ne doloCamo, a bi jih pogosto morali,
da ne bi prislo do hipervitaminoz (preobilja vitaminov v te-
lesu in motenj, ki iz tega izvirajo). Dnevne potrebe po vita-
minih pri ljudeh se razlikujejo, saj so odvisne od stanja
presnove posameznika, spola, starosti, fizioloskih stanj,
kot so nose¢nost, dojenje, fizi€na aktivnost in prehrana (1,
4, 5). Raznovrstna prehrana zagotovi dnevne potrebe po
vitaminih pri zdravih posameznikih, a je potrebno upostevati
npr. izgube vitamina C, ki se pojavijo zaradi nacina skla-
dis€enja in priprave hrane (kuhanje, oksidacija, alkalno
okolje itd.) (1,6-11).

Koncentracije vitaminov v klini¢nih preiskavah redko dolo-
¢amo. Slednje bi morali izvajati pogosteje, saj pri hipovita-
minozah navadno Se ni Klini¢nih znakov, ti so opazni Sele
pri avitaminozah. Koristno bi bilo tudi spremljati koncen-
tracije vitaminov pri vitaminski terapiji, saj bi se s tem izognili
hipervitaminozam (12).

1.1 ASKORBINSKA KISLINA - VITAMIN C
Po koli¢ini potrebuje &lovek, od vseh vitaminov, najvec
askorbinske kisline (6). Pred odkritiem askorbinske kisline,
so se ljudje seznanili s simptomi in znaki, ki se pojavijo ob
njenem pomanjkanju. Severnoevropski mornarji so bolezen
poznali pod imenom skorbut. Do slednjega je prislo zaradi
pomanjkanja vitamina C, ker na ladji niso imeli svezega
sadja in zelenjave.

Biolosko aktivna oblika vitamina C je L-askorbinska kislina,
ki je mocan reducent in se reverzibilno oksidira do dehi-
droaskorbinske kisline. Slednja ima majhno fizioloSko aktiv-
nost, a je kot reducent enakovredna L-askorbinski kislini
(10). Rastline in vecina zivali lahko askorbinsko kislino sin-
tetizirajo same iz glukoze preko vmesnih produktov, kot
so D-glukoronska kislina, L-glukonska kislina in L-gluko-
nolakton. S pomocjo L-glukonolakton-oksidaze pretvorijo
L-glukonolakton v askorbinsko kislino. Slednjega procesa
nekateri sesalci, vklju¢no z ljudmi, niso zmozni, zato so
zanje edini viri askorbinske kisline sveze sadje in zelenjava
(citrusi, jagode, melone, paradiznik, brokoli itd.), pozimi pa
sta to krompir in zelje (5-7, 10).

Potrebna koli€ina askorbinske kisline, ki preprecuje klinicne
znake skorbuta, znasa 10 miligramov na dan (mg/d), kar je
najverjetneje blizu minimalnih dnevnih potreb za odraslo
osebo. Pomembno je poudariti, da 10 mg/d ni zadostna
koli¢ina za vzdrzevanje primerne koncentracije askorbinske
kisline v tkivih organizma (10). V literaturi navajajo razlicne
vrednosti dnevnih potreb Cloveka po askorbinski kislini. Ve-

¢ina jih priporo¢a med 1,0 in 1,2 mg na kilogram telesne
mase oziroma priblizno 75 mg/d za zenske in 90 mg/d za
moske (5, 10). Potrebe so visje pri kadilcih, nosecnicah in
dojecih materah ter bolnikih s kroni¢nimi boleznimi, pri upo-
rabi kortikosteroidov in antikoncipiensov (5, 6). ZmanjSane
vrednosti askorbinske kisline v serumu so ugotovili pri razli-
¢nih vnetjih, virozah, po mozganski kapi, pri alkoholnem
hepatitisu, cirozi in karcinomu jeter, virusnem hepatitisu,
sladkorni bolezni in arterijski bolezni koronarnih zil. PoveCana
potreba po askorbinski kislini se pojavi tudi pri stresu in ra-
zli¢nih travmah, ker pride do padca koncentracije v plazmi.
Vecina askorbinske kisline se v teh primerih mobilizira iz
celega telesa v nadledvi¢no zlezo ali pa na podrodje travme.
Ce se v teh stanjih odlo¢imo za nadomes&anie askorbinske
kisline, je vsekakor koristna in pomembna predhodna la-
boratorijska ugotovitev njenega pomanjkanja v telesu (5).
Za dojencke je iziemno pomembno, s kakSnim mlekom jih
hranimo, saj materino mleko vsebuije veC askorbinske ki-
sline kot kravje mleko. To je tudi eden izmed razlogov, da
je zelo priporo¢eno dojenje otroka vsaj do prvega leta sta-
rosti. Materino mleko vsebuje v povprecju priblizno 50
mg/L askorbinske kisline. Dojeni otroci dobivajo na zadetku
dohranjevanja, med Cetrtim in Sestim mesecem Zivljenja,
dovolj askorbinske kisline. TovarniSko pripravljena adapti-
rana mleka, ki jih uporabliamo v primeru, ko mati nima
mleka, so obogatena z askorbinsko kislino v zadostni ko-
ligini. Ce dojendka hranimo s kravjim mlekom, moramo v
prvin mesecih Zivljenja askorbinsko kislino dodajati v obliki
prehranskih dopolnil, v .odmerku 30 mg/d. Obicajna me-
Sana prehrana (dohranjevanie), s katero pricnemo med Ce-
trtim in Sestim mesecem otrokovega Zivljenja, zagotavlja
otroku zadostno koli¢ino askorbinske kisline (13).
Referencne vrednosti askorbinske kisline so odvisne od
Gasa meritve, saj uzivamo v razlicnih letnih ¢asih razliéno
hrano, kar pa vpliva na njeno koncentracijo v serumu. Re-
ferencni interval za skupni vitamin C (askorbinska kislina in
dehidroaskorbinska kislina) v plazmi, dolo¢en s spektrofo-
tometricno metodo, znasa 23-85 pmol/L (14). Leta 1999
sta Malesi¢ in MeSko objavila referencne vrednosti askor-
binske kisline, dolo¢ene zdravim ljudem februarja in marca,
ki so znaSale 27,6-93,6 pmol/L (5). Starostniki imajo manjSe
vrednosti. Pomanjkanje vitamina C je izrazito pri koncen-
tracijah, ki so manjSe od 11 pmol/L (5). Pri starostnikih je
zato smiselno pomanjkanje ustrezno popraviti, zlasti ¢e se
pojavijo tudi simptomi.

1.2 VITAMIN D
Vitamin D (kalciferol, 25(OH)D) spada v skupino lipidotopnih
vitaminov, zaradi Cesar se skladis¢i v telesu v adipoznem
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tkivu za daljSe obdobje. Cirkulirajoce vrednosti 25(0OH)D
so vecje poleti in manjSe pozimi, a le pri ogrozenih skupi-
nah, kot so starejsi, vegetarijanci in osebe, odvisne od al-
kohola. NajpogostejSa vzroka pomanjkanja vitamina D sta
malabsorpcija mascob ter huda obolenja ledvic ali jeter
(pri slednijih zato, ker ne pride do hidroksilacije vitamina D,
ali D, do kalcifediola) (15).

Razpolovni Cas vitamina D in njegovih metabolitov prikazuje
preglednica 1. Za razliko od vodotopnih vitaminov, kot sta
vitamina C in B, vitamini, topni v mas¢obah, ne delujejo
kot koencimi (16). Vitamin D je vitamin, ki nastane tudi en-
dogeno v kozi, pod vplivom ultravijolicne svetlobe (UV),
kot vitamin D, (D,) in z absorpcijo iz hrane v prebavilih, kot
vitamin D, (D). Vitamin D se nato v telesu metabolizira s
hidroksilacijo vitaminov D, in D, v aktivno obliko; 1,25-di-
hidroksiholekalciferol [1,25-(OH),-D], poimenovan tudi kal-
citriol, ki se veze na znotrajcelicne receptorje in stimulira
ali zavre transkripcijo tar¢nih genov. Vitamin D igra po-
membno viogo pri uravnavanju plazemskih koncentracij
kalcija in fosfata (17, 18). S hrano pridobimo najve¢ vitamina
D iz ribjega olja, jeter in jajcnega rumenjaka. Mleko ni dober
vir vitamina D, razen ¢e le-tega dodamo. Materino mleko
ga prav tako vsebuje premalo, zato priporo€amo dodajanje
vitamina D dojenim otrokom (16, 18, 19).

Vitamin D dajemo otrokom v obliki farmacevtskega pri-
pravka (tablete ali kapljice), neprekinjeno od prvega meseca
do konca prvega leta zivljenja, vsak dan v odmerku 400 U
(tj. kontinuirana profilaksa). V drugem in tretjem letu dajemo
isti odmerek, a le v zimskih mesecih. Pri nedonosenih otro-
cih in/ali dvojckih, ki se rodijo z manjSimi zalogami kalcija
in vitamina D ter hitro rastejo, se profilaksa rahitisa pri¢ne
ze v drugem tednu Zivljenja, obi¢ajno z nekoliko vedjim
odmerkom vitamina D, in sicer 1000 1U/d (13). Pri nekaterih
dojenckih se lahko pojavi hiperreaktivhost na majhne od-
merke vitamina D. Do toksi¢nih vrednosti vitamina D lahko,
pri majhnih otrocih, pripelie nenamerno zauzitje tablet, ki
SO namenjene odraslim, zato je potrebno pazljivo rokovanje
s pripravki z vitaminom D (17).

Manjse serumske koncentracije 25(0OH)D so prisotne pri
premajhni izpostavljenosti soncu, nezadostnem vnosu vita-
mina D s hrano, malabsorpciji, hepatocelularni bolezeni, pri

Preglednica 1: Vitamin D in njegovi metaboliti v plazmi (16).
Table 1: Vitamin D and its plasma metabolites (16).

poveCanemu katabolizmu zaradi terapije z antikonvulzivi ter
pri preveliki izgubi zaradi nefrotskega sindroma. ManjSe kon-
centracije 1,25(0H),D opazimo pri stanjih, kot so: ledvicna
odpoved, hiperfosfatemija, hipomagnezemija, hipoparatiroi-
dizem in pri psevdoparatiroidizmu. Referenéne vrednosti vi-
tamina D so odvisne od metode, s katero jih dolo€amo.
Reprezentativne vrednosti so: 25(0OH)D — (25-162 nmol/L)
ter 1,25(0H),D - (36144 pmol/L) (16). PriporoCeni dnevni
vnosi vitamina D za osebe, stare 70 let ali manj, znasajo
600 IU (1 pg vitamina D = 40 IU) ter 800 IU/d za starejSe
od 70 let (20). Priporocene zgornje vrednosti dolgotrajnega
jemanja vitamina D so 1000 IU za otroke, mlajSe od enega
leta starosti, ter 2000 IU za starejSe otroke in odrasle. Hi-
pervitaminoza lahko nastane zaradi prevelikega vnosta sin-
teznih analogov vitamina D (25(0H)D, 1,25(0H),D). Intok-
sikacija z vitaminom D ne more nastati kot posledica
prevelike izpostavljenosti soncu, najverjetneje zaradi tega,
ker lahko UV Zarki spremenijo D, in njegove prekurzorje v
neaktivne metabolite. Ceprav vitamin D poveca absorbcijo
kalcija v Crevesju, je dominanten mehanizem hiperkalcemije
mocno povecana resorpcija kostnine (21). Na produkcijo
vitamina D, v kozi vplivajo zemljepisna Sirina, letni Cas, sta-
ranje, uporaba kozmeti¢nih izdelkov za zas¢ito proti soncu
in pigmentacija koze (17, 19, 21).

Koncentracije cirkulirajocin metabolitov vitamina D variirajo s
starostjo in so zveCane med nosecnostjo. Koncentracija
1,25(0H),D je mnogo vecja med nose¢nostjo in v otroski
dobi v primerjavi z odraslimi osebami. Cetudi obstajajo do-
gnanja, da se koncentraciji 25(0OH)D in 1,25(0H),D v krvi z
leti zmanjSujeta, naj bi bilo to posledica slabe prehrane in
zmanjSane izpostavljenosti soncu. Koncentracije teh meta-
bolitov se s starostjo niso spreminjale v raziskavah, ki so bile
omejene na zdrave in fizicno aktivne posameznike (16, 22).

1.3 PRIPOROCENI DNEVNI VNOSI TER
DOPUSTNA ZGORNJA MEJA
VNOSA ASKORBINSKE KISLINE IN
VITAMINA D

PriporoCeni dnevni vnosi in zgornje meje so prikazani v
preglednici 2.

Snov Koncentracija (hmol/L) Prosta oblika (%) Razpolovni ¢as
Vitamin D <0.5-52 / 1-2 dni

25(0OH)D 25-162 0,03 2-3 tedne
1,25(0H),D 0,036-0,144 0,4 4-6 ur
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Preglednica 2: Priporo¢eni dnevni vnosi* ter dopustna zgornja meja vnosa askorbinske kisline in vitamina D (10, 23).
Table 2: Recommended daily intake and upper tolerable limit of ascorbic acid and vitamin D (10, 23).

Starost Priporoc¢eni dnevni | Priporoceni Dopustna zgornja meja | Dopustna
vnos askorbinske |dnevni vnos vnosa askorbinske zgornja meja
kisline (mg/d) vitamina D (ug/d)?® | kisline (mg/d) vhosa vitamina

D (ug/d)

Dojencki 0-12 mesecev | 40-50 5 ni doloc¢eno 25

Otroci 1-3 leta 15 5 400 50

Otroci 4-8 leta 25 5 650 50

Moski 14-18 let 75 8 1800 50

Moski 19-50 let 90 5 2000 50

Moski 51-70 let 90 10 2000 50

Moski > 70 let 90 15 2000 50

Zenske 14-18 let 65 5 1800 50

Zenske 19-50 let 75 5 2000 50

Zenske 51-71 let 75 10 2000 50

Zenske > 70 let 75 15 2000 50

Nosecnost 85 8 18002000 50

Laktacija 120 5 1800-2000 50

* Priporoceni dnevni vnosi predstavljajo povprecno zauzito koncentracijo na dan, ki zagotovi prehranske potrebe vecine

(97-98 %) zdrave populacije.

aV obliki holekalciferola, pri emer velja, da je 1 pg holekalciferola enako 40 IU vitamina D.
b Te vrednosti veljajo za ljudi, ki niso zadosti izpostavljeni sonéni svetlobi.

Dopustna zgornja meja je maksimalna vrednost vnesenega
hranila na dan, ki verjetno ne bo imela nezelenih ucinkov
na zdravje pri splosni populaciji.

RAZPRAVA

2.1 TOKSICNOST ASKORBINSKE
KISLINE

Toksi¢nost askorbinske kisline je relativno majhna. Pri apli-
kaciji 2—-4 g/d se lahko pojavi iritacija gastrointestinalnega
sistema. Najpogosteje se kaze kot trebusni kréi in diareja,
ki pa je posledica osmoze zaradi neabsorbirane askorbin-
ske kisline (10). Zaenkrat nimamo dokazov, ki bi nakazovali
na kancerogenost ali teratogenost askorbinske kisline. Gla-
vni izpostavlieni organi toksi¢nim ucinkom askorbinske ki-
sline so gastrointestinalni trakt, ledvice in krvni sistem (24).
Pri posameznikih, ki imajo pomanjkanje glukoza-6-fosfat-

dehidrogenaze, se ob velikih odmerkih askorbinske kisline
lahko pojavi hemoaliticna anemija (25).

Objavliene so Stevilne raziskave, ki dokazujejo ali zavracajo
povezavo med tvorbo oksalata in poveCano pojavnostjo
ledviénih kamnov. Nekateri avtorji opozarjajo, da morajo
pacienti s ponavljajoco se tvorbo ledvi¢nih kamnov in tisti,
ki imajo ledvicno okvaro z motnjo v metabolizmu askor-
binske kisline ali oksalata, omeijiti dnevni vnos askorbinske
kisline na 100 mg/d (26).

Askorbinska kislina povec¢a absorpcijo Fe?* v gastrointe-
stinalnem traktu ter regulira privzem celi¢nega zeleza in
njegov metabolizem. Slednje omogoca s stimulacijo sin-
teze feritina, inhibira lizosomsko degradacijo feritina in
zmanj$a iztok celi¢nega zeleza. Prav tako askorbinska
kislina stimulira privzem Zeleza iz nizkomolekulskih Ze-
lezo-citratnih kompleksov (27). Askorbinska kislina ima
vpliv na status zalog zeleza v telesu, a ne more privesti
do kopiCenja toksi¢nih vrednosti le-tega pri zdravih ljudeh
(28). Maksimalna dovoljena koncentracija askorbinske ki-
sline v serumu je 193 pmol/L, zato je pri dolgotrajni terapiji
potrebno nadzorovati raven askorbinske kisline v serumu,
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predvsem pri bolnikih, ki so na kroni¢ni intermitentni he-
modializi (29).

2.2 TOKSICNOST VITAMINA D

Vedno vecje zanimanje za prehranska dopolnila z vitami-
nom D je privedlo do porasta njihnove uporabe in posledicno
do vecjega tveganja za hipervitaminoze ter tudi mozne
toksi¢ne uCinke na organizem. Znaki intoksikacije organ-
izma z vitaminom D so povezani s hiperkalcemijo, saj vita-
min D povzro¢i povecano resorpcijo kalcija iz gastrointe-
stinalnega trakta ter stimulira demineralizacijo kosti. Znaki
hiperkalcemije so zaprije, letargija, zmedenost, poliurija in
polidipsija. Posledi¢no lahko privede do povecane kalcifi-
kacije mehkih tkiv, kar vodi v konjuktivitis, ektopi¢ne kalci-
fikacije, hipertezijo in sréne aritmije (30-33).

Posebno pozornost je potrebno nameniti uvozenim in/ali
nereguliranim prehranskim dopolnilom. Prav tako je po-
membno ozaves&anje o zdravilcih, ki ponujajo tako ime-
novana naravna zdravila, ki pa niso regulirana tako kot
prava zdravila in je zato velika verjetnost za prisotnost
napacnih koncentracij sestavin v pripravku, kar lahko
hitro privede do negativnih izidov. Najpogostejsi vzroki z
vitaminom D inducirane hiperkalcemije, so napake v od-
merjanju razlicnih oblik vitamina D, predvsem 1,25(0H),D.
Sledniji je indiciran pri hipoparatiroidizmu, renalni osteo-
patiji in malabsorpciji. Vitaminske preparate z vitaminom
D pogosto uporabljamo tudi za zdravljenje osteoporoze.
Hiperkalcemija pri pacientih z osteoporozo lahko nastopi
ze pri vnosu 0,5 ug kalcitriola dvakrat na dan ob hkrat-
nem vnosu kalcija 0,5 g/d. Prav tako lahko nastopi hi-
perkalcemija zaradi zgoraj navedene terapije pri pacientih
s psoriazo. Zaradi nepravilnega odmerjanja in nekotroli-
rane terapije raste pojavnost hiperkalcemij. Polovi¢ni raz-
polovni Cas hiperkalcemije pri vnosu prekomernega od-
merka traja priblizno tri tedne (34). Hipervitaminoza
vitamina D je zlasti nevarna pri pacientih, ki prejemajo
zdravila s kardiotoni¢nimi glikozidi Skrlatnega naprstca
(Digitalis purpurea), ker hiperkalcemija poveca toksi¢nost
te terapije (17).

ZAKLJUCKI

Pri Stevilnih bolezenskih stanjin je potreben vnos askor-
binske kisline. Vsekakor je pred tem koristna laboratorijska
ugotovitev pomanjkanja askorbinske kisline v telesu. Na

zalost trenutno pri nas v laboratorijih klini¢ne biokemije ru-
tinsko ne dolocajo askorbinske kisline.

Terapija z vitaminom D v kombinaciji s preparati kalcija je
zelo nevarna, zato je pri kateri koli indicirani uporabi nujno
laboratorijsko spremljanje. Dolgotrajno zdravljenje s pri-
pravki vitamina D je lahko nevarno, saj ne poznamo anti-
dota ob prekomernem vnosu. Rutinska kontrola, ki nam
prikaze dejansko stanje vitamina D v telesu, je doloCanje
oblike 25(0OH)D, kar je sicer precej drago. Ce pa slednje ni
mozno, moramo pri dolgotrajni terapiji vsaj kontrolirati se-
rumske koncentracije kalcija.
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POVZETEK

Trg probiotikov v Evropski uniji je mo¢no zaznamo-
vala Uredba o prehranskih in zdravstvenih trditvah
za zivila, ki je v Sloveniji stopila v polno veljavo leta
2013. Kljub prizadevanju industrije in kopi¢enju
znanstvenih dokazov o ucinkih probiotikov na go-
stitelja v registru dovoljenih zdravstvenih trditev za
zivila Se vedno ni nobene za probiotike. Poleg tega
raziskovalci ze vrsto let opozarjajo na nezadostno
kakovost probioticnih izdelkov glede vsebnosti in
zivosti deklariranih mikroorganizmov. Namen te ra-
ziskave je bil ugotoviti, kako se omenjene regula-
torne spremembe odrazajo na oznacevanju in ka-
kovosti probioticnih  prehranskih  dopolnil iz
slovenskih lekarn. Ugotovili smo, da se je vecina
proizvajalcev odzvala na nova pravila, saj so opustili
navajanje zdravstvenih trditev. Kakovost izdelkov se
je nekoliko izboljSala, saj jih je 42 % popolnoma
ustrezalo deklaraciji, medtem ko je bilo v raziskavi
iz leta 2009 taksnih le 25 %.

KLJUCNE BESEDE:
probioti¢na prehranska dopolnila, zdravstvene trdi-
tve, kakovost probioti¢nih izdelkov, PCR

ABSTRACT

The EU probiotics market has been strongly af-
fected by the Regulation on nutrition and health
claims for foods, which came into full effect in
Slovenia by 2013. Despite efforts of the industry
and accumulation of scientific evidence on the ef-
fects of probiotic microorganisms to the host, there
are still no probiotic claims in the EU register of au-
thorised health claims for foods . In addition, re-
searchers have been pointing out for many years
the insufficient quality of probiotic products related
to the content and viability of declared microor-
ganisms. The aim of the present study was to de-
termine how these regulatory changes are reflected
in the labeling and quality of probiotic supplements
from Slovenian pharmacies. We found out that
most producers considered the new rules, as they
abandoned the health claims on the labels. The
overall quality of the products on the market was
slightly improved, as 42 % of them were in agree-
ment with the label compared to only 25 % in the
previous testing in 2009.

farm vestn 2017; 68



KEY WORDS:
probiotic food supplements, health claims, quality
of probiotic products, PCR

UvoD

Probioticne bakterije zauzijemo pretezno z zivili in prehran-
skimi dopolnili, v manjSi meri pa z zdravili in Zivili za posebne
prehranske namene. Za prehranska dopolnila v Evropski
uniji (EU) na splosno veljajo zakonska dolocila in smernice,
ki urejajo varnost, kakovost in oznacevanie zivil. V Sloveniji
je za prehranska dopolnila od leta 2014 pristojno Ministr-
stvo za zdravje, pri Cemer nadzor nad prehranskimi dopolnili
izvaja Zdravstveni inSpektorat RS (ZIRS). Pomembnejse
novosti je leta 2013 prinesel Pravilnik o prehranskih do-
polnilih (1), ki je ukinil zahtevo po prijavijanju prehranskih
dopolnil, ki so v prometu v Sloveniji. ObveS&anje 0 novem
prehranskem dopolnilu, preden pride na slovenski trg, pa
je obvezno za tista prehranska dopolnila, ki so oznacena z
zdravstvenimi trditvami (2, 3). Za to podrocje je pristojna
Uprava za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin, ki
deluje v okviru Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in pre-
hrano.

V EU trenutno prehranskih dopolnil s probiotiénimi mikro-
organizmi ni dovolieno oznacCevati, predstavijati ali oglase-
vati z zdravstvenimi trditvami, ker v registru prehranskih in
zdravstvenih trditev za Zivila Se ni nobene dovoljene zdrav-
stvene trditve za probiotike (4). Razlog za to ti¢i v zelo
strogih stalis¢ih Evropske agencije za varnost hrane (EFSA)
glede zdravstvenih trditev. Z namenom zagotavljanja visoke
ravni varstva potrosnikov tudi na tem podrocju je leta 2006
izSla Uredba (ES) §t. 1924/2006 Evropskega parlamenta
in Sveta o prehranskih in zdravstvenih trditvah na Zzivilih
(5). Za odobritev zdravstvene trditve za zivila, med katera
uvrs¢amo tudi prehranska dopolnila, je treba predloziti
agenciji EFSA trdne znanstvene dokaze, pridobliene v ob-
seznih kontroliranih klini€nih raziskavah. Kljub dolgoletnim
raziskavam in prizadevanjem raziskovalcev in industrije ter
Stevilnim znanstvenim dokazom za posamezne probioticne
seve zaenkrat skozi sito presoje organov EFSA e ni priSla
nobena zdravstvena trditev za probiotike. Edina primera
odobritve uporabe zdravstvenih trditev za probiotike na
podro&ju Evrope (brez Rusije), v Svici, sta »podpora prebavi
s skrajSanjem Casa prehoda« za probiotic¢ni sev HOWARU
Bifidobacterium lactis HNO19 (Danone, DuPont), ki ga je
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Svicarski zvezni urad za varno hrano in veterino odobril
leta 2014, ter »prispeva k normalnemu delovanju prebauvil
z izboljSanjem konsistence blata in skrajSanjem ¢asa pre-
hoda« za Lactobacillus casei Yakult, ki ga je isti organ od-
obril leto kasneje (6).

Drugje po svetu je nadzor nad prehranskimi dopolnili, vklju-
¢no s probioti¢nimi, zelo razli€no urejen. V Kanadi, na pri-
mer, so lahko probioti¢na prehranska dopolnila, ki jin uvrs-
¢ajo v t. i. »naravne izdelke za zdravje«, opremliena z
informativnimi zdravstvenimi trditvami, ki jih po presoji do-
kumentacije odobri organizacija Health Canada (7, 8). V
ZDA ima podobno viogo Food and drug administration
(FDA), ki pri prehranskih dopolnilih dovoljuje trditve o zmanj-
Sanju tveganja za razvoj bolezni (9, 10). Bolj razsSirjene so
trditve, ki opisujejo viogo doloCene sestavine (npr. probio-
ti¢nih bakterij) pri vzdrzevanju zdravja oz. vpliv na dolocene
funkcije organizma, ne smejo pa omenjati bolezni in za ra-
zliko od zdravstvenih trditev ne potrebujejo odobritve s
strani FDA pred vstopom izdelka na trg. V azijsko-pacifiski
regiji probioti¢ne izdelke, kot so pri nas prehranska dopol-
nila, uvrs€ajo v kategorijo funkcionalne hrane. V Indiji nova
zakonodaja, ki bo stopila v veljavo 2018, ne bo dovoljevala
trditev o zdravljenju bolezni, pa¢ pa trditve o izboljSanju
funkcij, ohranjanju zdravja, zmanjSevanju tveganja za bo-
lezni, vplivanju na imunski sistem in proti staranju (11, 12).
Na Japonskem je leta 2015 zacela veljati nova zakonodaja,
ki je dopolnila prejsnii strozji sistem Foshu (food for specified
health uses) in ki dopusS¢a uporabo odobrenih trditev o
delovaniju tudi pri Zivilih (13).

V Sloveniji je Uredba o prehranskih in zdravstvenih trditvah
na zivilih, po prehodnem obdobju, ko je zazivel tudi register
dovoljenih zdravstvenih trditev (Register Skupnosti v zvezi
s prehranskimi in zdravstvenimi trditvami, 20. ¢len Uredbe
1924/2006) (2-5), stopila v polno veljavo z letom 2013, ko
je Uprava za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin
zacela izvajati inSpekcijski nadzor. Na nove zahteve so se
morali odzvati tudi Stevilni proizvajalci probioti¢nih zivil in
prehranskih dopolnil, pri katerih so bile bolj ali manj nepo-
sredne zdravstvene trditve zelo razsiriene. Te omejitve ne
veljajo za zdravila s probiotiki ali za Zivila za posebne zdrav-
stvene namene s probiotiki, ki sodijo v domeno Zakona o
zdravilih (14) oz. Pravilnika o zivilih za posebne zdravstvene
namene (15).

Slovenska raziskava iz leta 2009 o kakovosti probioti¢nih
izdelkov, naprodaj v slovenskih lekarnah (16), kot tudi so-
rodne raziskave v drugih evropskih drzavah v tistem ob-
dobju so pokazale vrsto pomanikljivosti tovrstnih izdelkov,
med katerimi so prevladovale nedoseganje deklariranega
Stevila Zivih probioti¢nih bakterij, odsotnost deklariranih
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bakterij in uporaba nepravilnih ali pomanjkljivin imen priso-
tnih sevov (17-22).

MATERIALI IN METODE

2.1 PROBIOTICNI IZDELKI

Probioticne izdelke smo kupili v lekarnah in spletnih lekar-
nah v Sloveniji. Do analize smo jih shranjevali v razmerah,
navedenih na ovojnini izdelka.

2.2 UGOTAVLJANJE STEVILA
DEKLARIRANIH BAKTERIJSKIH
SKUEJIVN Z METODO STETJA NA
PLOSCAH

Stevilo mikroorganizmov posameznih skupin, rodov oz.

vrst smo ugotavljali z nacepljanjem vzorcev na selektivha

gojis¢a. Stevilo bifidobakterij smo ugotavijali v skladu s

standardom ISO 29981:2010 (23): gojis¢e TOS (Yakult) z

mupirocinom (50 mg/L), anaerobna inkubacija, 72 ur pri

37 °C. Skupno Stevilo laktobacilov smo ugotavljali na go-

jis€u Rogosa (Merck) z anaerobno inkubacijo 72 ur pri 37

°C. Stevilo laktobacilov vrste Lactobacillus acidophilus smo

ugotavljali v skladu z ISO 20128:2006 (24) na gojiséu MRS

(Merck) z dodatkom klindamicina (0,1 mg/L) in ciproflok-

sacina (10 mg/L), z anaerobno inkubacijo 72 ur pri 37 °C.

Stevilo bakterij vrste Streptococcus thermophilus smo ugo-

tavijali na gojis€u M17 (Merck), po 24-urni inkubaciji pri 37

°C. Stevilo enterokokov smo ugotavijali na gojiséu CAE

(HiMedia) z dodatkom 2,3,5-tripenteniltetrazolijevega klo-

rida (0,01 %) po 72-urni inkubaciji pri 37 °C. Za ugotavijanje

Stevila bakterij vrste Bacillus coagulans smo primarne ra-

zredditve vzorcev najprej 10 min segrevali pri 80 °C ter

nato nacepili na gojis¢e TSA, ki smo ga inkubirali 72 ur pri

30 °C.

2.2 |IZOLACIJA DNA

Za ugotavljanje prisotnosti deklariranih bakterijskih vrst smo
uporabili DNA, ki smo jo izolirali iz meSanice kolonij, zraslih
na ustreznih selektivnih gojiscih. Pri izdelkih, pri katerih ni-
smo uspeli potrditi dolocenih vrst, smo uporabili Se DNA,
izolirano neposredno iz izdelka. DNA smo izolirali z uporabo
komercialnega kompleta reagentov Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Najprej smo bakterijske celice
lizirali, tako da smo suspenziji bakterijskin kolonij oz. su-
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spenziji izdelka (30 do 50 mg izdelka v 600 pl 50 mM
EDTA, pH 8,0) dodali lizocim (10 mg/ml; Sigma) in muta-
nolizin (25 U/ml; Sigma) ter inkubirali 60 min pri 37 °C.
Ostale korake izolacije smo izvedli po navodilih proizva-
jalca.

2.3 POTRJEVANJE PRISOTNOSTI
DEKLARIRANIH BAKTERIJSKIH
VRST S PCR

Prisotnost posameznih vrst probioti¢nih bakterij smo ugo-
tavljali s pomodcjo metode verizne reakcije s polimerazo
(PCR), pri c¢emer smo uporabili za posamezno vrsto spe-
cificne zaCetne oligonukleotide, in sicer za Bifidobacterium
(B.) animalis ssp. lactis, B. longum (25), B. bifidum, B. lon-
gum ssp. infantis (26) in B. breve (27); Lactobacillus (L.)
acidophilus, L. paracasei, L. casei (28), L. plantarum, L.
salivarius (29), L. reuteri in L. rhamnosus (30), L. gasseri
(27) in L. delbrueckii ssp. bulgaricus (31); Enterococcus
faecium (32); Streptococcus thermophilus (33) in Bacillus
coagulans (34).

REZULTATI IN RAZPRAVA

Pregled ponudbe prehranskih dopolnil s probioti¢nimi bak-
terijami oz. z zivimi mle€nokislinskimi bakterijami ali bifido-
bakterijami v slovenskih lekarnah v letu 2016 je pokazal,
da se izbor tovrstnih izdelkov delno pokriva z izborom iz
leta 2009 (8 izdelkov), nekaterih izdelkov ni ve¢ naprodaj
(13 izdelkov), nekaj pa je novih (10 izdelkov) (16). Naleteli
smo tudi na probioti¢ni izdelek, ki je uvrs€en v skupino
zivil za posebne zdravstvene namene. V pregled smo ga
vkljucili zato, ker je po sestavi in formulaciji zelo podoben
sorodnim izdelkom, ki se trzijo kot prehranska dopolnila.
Opisi na ovojnini ali prilozenih listi¢ih pri sedmih izdelkih, s
katerimi smo se srecali ze leta 2009, so bili precej spre-
menijeni (preglednica 1).

Vecinoma so proizvajalci opustili navajanje pomocdi pri vzpo-
stavitvi porusene Erevesne mikroflore, blagodejnega delo-
vanja na imunski sistem, preventivnega delovanja pri dietah
in nekaterih bolezenskih stanjih (driska odraslih in otrok,
driska ob antibioti¢ni terapiji, kroni¢ne vnetne bolezni Cre-
vesja, atopijski dermatitis, razlicne alergije in kroni¢na za-
prija), prispevanja k dobri presnovi nujno potrebnih hranilnih
snovi ali boljSega pocutja oseb v zrelih letih. Omenjeni
opisi, ki smo jih zasledili v prejSnji raziskavi, sicer niso ne-
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Preglednica 1: Opisi na probioti¢nih prehranskih dopolnilih iz slovenskih lekarn
Table 1: Descriptions on the probiotic dietary supplements from Slovenian pharmacies

Opis v ¢asu predhodne raziskave (2009)

Opis danes

»pomembni pri hitrem vzpostavljanju bakterijske flore in
delovanja Crevesja po zdravljenju z antibiotiki, diareiji,
stresu in prehranskih motnjah«

»zive mle€nokislinske bakterije in vitaminic;

na spletu: »izdelek je koristen med in po zdravljenju z
antibiotiki, pri zaprtju na potovanju, pri zastrupitvah doma
in na pocitnicah, kadar imamo oslablijeno odpornost, tudi
zaradi stresa«

»za osebe v zrelih letih — po 50. letu starosti, da bi ostale
aktivne, vitalne, da bi se dobro podutile;

»probiotiki prispevajo k dobri presnovi esencialnih
hranilnih snovi v prebavilih«;

»aktivator zdravja, prehransko dopolnilo z zivimi kulturami
mlecnokislinskih bakterij, vitamini, minerali, rastlinskimi
izvlecki in luteinoms«

»bakterije v kombinaciji z ostalimi sestavinami sodelujejo
pri presnovi in pomagajo ohranjati zdrav imunski sistem«

»pomaga ohranjati in vzpostavljati ravnovesje v Crevesni
mikroflori, ki prepre€uje razmnozevanje Skodljivih MO«

»probiotiCne tablete«;
»ta bakterija je prilagojena na bivanje v prebavilih in je
varna (klinicne Studije)«

»pomaga hitro uravnoteziti Crevesno floro pri
spremenjenih ¢revesnih funkcijahs;

»probioti¢ne bakterije zagotavljajo normalno prebavno in
imunsko funkcijo Crevesja«

»kombinacija probioti¢nih kultur in vitaminov skupine B;
»mlecnokislinske bakterije (probioti¢ne kulture) so
sestavni del ¢revesne mikroflore, ki zagotavlja normalno
prebavo in imunsko funkcijo Crevesja«

»ta bakterija sodi med naravno mikrofloro materinega
mleka pri zdravih materah;

»Vv telesu nastopa kot naravna sestavina ¢revesne florex;
»pomaga ohranjati in vzpostavljati ravnovesje v Crevesni
mikroflori, ki preprecuje razmnozevanje Skodljivih MO«

»probiotiCne tablete«;
»ta bakterija je prilagojena na bivanje v prebavilih in je
varna (klinicne Studije)«

»izdelek je namenjen za ohranjanje ravnotezja v Crevesni
mikroflori med zdravljenjem z antibiotikom in po njem ter
s tem poveca raven koristnih bakterij v Crevesju«

»zive probioti¢ne bakterije, ki se optimalno dopolnjujejo in
so obi¢ajno prisotne v nasih prebavilin«

»vpliva na ravnovesije Crevesne flore«

lzdelka ni ve€ na trgu

»prispeva k dobri presnovi nujno potrebnih hranilnin snovi
(vitamini, minerali)«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»probioti¢ne bakterije, ki jih ta prasek vsebuje, delujejo
zaviralno na Skodljive bakterije in tako pomagajo
vzdrzevati ravnotezje v Crevesni mikroflori«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»za izboljSanje sploSnega pocutja pri zaprtju;
»za izboljSanje normalne prebave«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»uravnava ravnotezje mikroflore v gastrointestinalnem
traktu v primeru diareje, gastrointestinalnih infekcij pri
zdravljenju z antibiotiki;

»spodbuja imunski sistemc;

»zmanjSa alergicne reakcije«

Izdelka ni ve¢ na trgu
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»izboljSa stanje bakterijske flore;
»probiotiki ugodno delujejo na prebavo in pomagajo
vzdrzevati Crevesno mikrofloro«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»pomaga pri vzpostavitvi porusene Crevesne mikroflore«

lzdelka ni ve€ na trgu

»blagodejno deluje na imunski sistemc;
»vzpostavi probioti¢no ravnotezje«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»blagodejni vpliv na prebavo, saj vzpostavi ravnovesje
¢revesne mikroflore«;

»izdelek uporabliamo preventivno, pri dietah, pri
bolezenskih stanjih: driska odraslih in otrok, prevencija
driske ob antibioti¢ni terapiji, kroni€ne vnetne bolezni
Crevesja, atopijski dermatitis, razlicne alergije in kroni¢na
zaprtja«

Izdelka ni ve¢ na trgu

»naravni regulator Crevesne flore, ki pomaga pri
ohranjanju in vzpostavitvi ravnovesja normalne Srevesne
flore«

Izdelka ni veé na trgu

»probiotiki sodelujejo pri krepitvi naravne obrambe telesac

Izdelka ni ve¢ na trgu

Izdelka Se ni bilo na trgu

»vsebuje zive kulture mlecnokislinskih bakterij«

Izdelka $e ni bilo na trgu

»kombinacija 8 razli¢nih vrst koristnih bakterij«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»probioticni kompleks s prebiotiki«:na spletu: »probioticni
kompleks vsebuje probiotike ter prebiotike - oboji odlicno
vplivajo na samo prebavo in so nam v precejsnjo
pomocx, »prehransko dopolnilo je primerno jemati ob
terapijah z antibiotiki, saj tako nadomesca odmrle
bakterije«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»vsebuje koristne bakterije in prebioti¢na viakna«;»za
osvezevanje Crevesne flore«;»priporocljivo po tretiranju z
antibiotiki in po ¢revesnih infekcijah, za ponovno
vzpostavitev mikrobnega ravnotezja«;na spletu: »vsebuje
7 razli¢nih vrst koristnih probioti¢nih bakterijskin kultur,
»priporo¢amo za namene dobre prebave in kot dodatek
pri najrazli¢nejsih antibioti¢nih terapijah«, »zagotavija
vsesplosno dobro pocutje«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»probiotik za usta, grlo in uSesac

lzdelka Se ni bilo na trgu

»probiotik z Zivimi mle€nokislinskimi bakterijami«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»probiotik za zdravo Crevesje in prebavo«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»mlecnokislinske bakterije in probiotiki«

Izdelka Se ni bilo na trgu

»za uravnotezeno Srevesno mikrofloro«

lzdelka Se ni bilo na trgu

»tablete z mlecnokislinskimi bakterijami za odpornostx;
»vsebuje sedem razli¢nih, naravnih, ¢loveku lastnih sevov
mlec¢nokislinskih bakterij (Laktobacili in
Bifidobakterije)«;»priporocljiv med potovaniji, med
zdravljenjem z antibiotiki ter ob spremenjeni prehrani.«




posredne zdravstvene trditve, pa vendarle potrosnika na-
govarjajo k uporabi pri doloCenih bolezenskih stanjih, zato
danes niso sprejemiljivi. Pri vecini izdelkov, s katerimi smo
se srecali ze v prejsnji raziskavi, na ovojnini ne najdemo
opisov, ki bi omenjali uginkovanje dodanih bakterij, pac pa
omenjajo, da so te bakterije zive, dobro prilagojene na zi-
vljenje v prebavilih in varne. Pri enem izdelku smo samo
na spletni strani zasledili opis, da je dopolnilo koristno pri
zdravljenju z antibiotiki, zaprtju na potovanjih, zastrupitvah
in oslablieni imunosti (35). Pri treh izdelkih smo zabelezili
opise, ki omenjajo prebavo oz. presnovo in imunsko funk-
cijo Crevesja, kar pa je ze vprasljivo glede zahteve iz Pravil-
nika o prehranskih dopolnilih, da pri oznaCevanju, pred-
stavljanju in oglaSevanju prehranskim dopolnilom ne
smemo pripisovati lastnosti preprecevanja, zdravljenja ali
ozdravljenja bolezni pri ljudeh (1, 36). Trditve se sicer ne
nanasajo neposredno na seve v izdelku, nakazujejo pa
mozne nacine delovanja.

Med prehranskimi dopolnili, ki jih leta 2009 Se ni bilo na
slovenskem trgu, smo se pri Sestih srecali z nedovoljenimi
trditvami, kot so »vplivajo na prebavo, »primerno jih je je-
mati ob terapijah z antibiotiki«, »probiotik za usta, grlo in
uSesa«, »probiotik za zdravje Crevesa in dobro prebavox,
»za uravnotezeno Crevesno mikrofloro«, »mlecnokislinske
bakterije za odpornost« ali »priporocljiv med potovaniji, med
zdravljenjem z antibiotiki ter ob spremenijeni prehranix.
Zanimiv je primer enega od proizvajalcey, ki je doloCen Cas
trzil tri izdelke z istim sevom in razli¢nimi formulacijami, pri
¢emer sta bila dva deklarirana kot prehransko dopolnilo,
eden pa kot zivilo za posebne zdravstvene namene. Pri
tem sta bili cilina populacija in farmacevtska oblika izdelka,
ki so ga trzili kot Zivilo za posebne zdravstvene namene, in
enega od prehranskih dopolnil identi¢ni. V tem primeru se
lahko vpraSamo o upravi¢enosti uvrs¢anja takih izdelkov v
povsem razli¢ne kategorije. Ni presenetljivo, da so se ocitno
razlikovale tudi oznake na omenjenih izdelkih, saj je bilo zi-
vilo za posebne zdravstvene namene opremljeno z nekaj
zdravstvenimi trditvami (»za dietetsko uravnavanije prebav-
nih motenj pri dojenckih od rojstva dalje in otrocih«, »driske
med zdravljenjem z antibiotiki«, »vzdrzevanje uravnotezene
Crevesne mikrobiote«), prehransko dopolnilo pa ne. Kasneje
SO sicer izdelek, ki je bil v iz kategorije zivil za posebne
zdravstvene namene, prekvalificirali v prehransko dopolnilo,
zdravstvene trditve pa strnili v »za uravnotezeno Crevesno
mikrofloro«, vendar pa pri opisih izdelka v nekaterih spletnih
lekarnah Se vedno ostajajo zapisane prvotne trditve (37,
38).

Ce povzamemo rezultate prvega dela raziskave, v katerem
smo pregledali oznake pri 18 prehranskih dopolnilih (ne-
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katere so bile pri dveh izdelkih identi¢ne, zato je zapisov
v preglednici 1 manj), lahko zaklju¢imo, da je izraz pro-
biotik zapisan pri 11 od 18 pregledanih prehranskih do-
polnil (61 %), ostali proizvajalci pa namesto tega navajajo
opis »mlec¢nokislinske bakterije« ali »koristne bakterije«.
Ceprav neposrednih zdravstvenih trditev, da probiotiki
zdravijo ali preprecujejo dolocene bolezni, nismo zasledil,
pa so skoraj pri polovici pregledanih prehranskih dopolnil
deklaracije vprasljive zaradi trditev, ki lahko navajajo na
zdravstvene ucinke. Od decembra 2012 v EU izraza »pro-
biotik« pri zivilih, vklju¢no s prehranskimi dopolnili, ne bi
smeli uporabljati, saj ze sama beseda namiguje na to, da
izdelek lahko vpliva na zdravie. Mnogi so mnenja, da je
tako omejevanie pretirano, e je izdelek kakovosten (ustre-
zno Stevilo zivih mikroorganizmov, natan¢no opredeljenih
sevov). V okviru slovenskega cilinega raziskovalnega pro-
jekta »Prehranske in zdravstvene trditve na Zivilih« iz let
2011-2013 so navedbe »probiotik«, »probioticne kulture«
in »probioti¢ne bakterije«, ki so jih zasledili pri 33 % pre-
gledanih jogurtov in fermentiranin mle¢nih napitkov, obrav-
navali kot sploSne zdravstvene trditve, ki so znanstveno
neutemeljene (39). Sicer pa uporabo izraza»probiotik« ali
»probioti¢ni« v Sloveniji tudi po letu 2013 na splo$no to-
leriramo.

Zelo razumno se zdi stalis¢e odbora uglednih znanstveni-
kov, delujoCih v okviru Mednarodnega znanstvenega zdru-
zenja za probiotike in prebiotike ISSAP (International Scien-
tific Association for Probiotics and Prebiotics) (40), naj
pojem »probioti¢ni« uporabljamo samo za izdelke, ki vse-
bujejo ustrezno Stevilo zivih, natancno opredeljenih sevov
mikroorganizmov, za katere je mogocCe pri¢akovati, da
bodo delovali v korist zdravja in dobrega pocutja gostitelja.
Razlikujejo med tremi kategorijami izdelkov: tistimi brez
zdravstvenih trditev, tistimi z zdravstvenimi trditvami in pro-
bioti¢nimi zdravili. UvrS€anje v posamezno kategorijo bi
bilo mogoce samo na osnovi dokazov iz klinicnih raziskav,
pri Cemer za prvo kategorijo ne bi bilo potrebno dokazo-
vanje za seve v izdelku, ampak bi zadostovali podatki v li-
teraturi za to vrsto, v drugih dveh kategorijah pa bi bilo to
dokazovanje potrebno. Od probiotikov brez zdravstvenih
trditev bi pri¢akovali sploSne ucinke pri ohranjanju zdravja,
od tistih z zdravstvenimi trditvami u€inke pri podpori zdra-
vljenju, od probioti¢nih zdravil pa neposredne ucinke vpli-
vanja na bolezen, pri Cemer bi se trditve za zdravila in
druge probiotike seveda razlikovale. Menijo, da bi taka
ureditev prispevala k napredku in zagotovila nadaljnji interes
in vlaganja s strani industrije.

Kar zadeva navajanje imen sevov, kar je za probiotike zelo
pomembno in je zapisano ze v smernicah FAO/WHO iz
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leta 2002 (41), rezultati te raziskave kazejo, da je stanje  ni bilo. Nekateri proizvajalci so dopolnili deklaracije z imeni
dobro, saj le pri treh izdelkih nismo nasli oznak za seve,  sevov, en proizvajalec pa je pri dveh izdelkih popravil na-
ampak samo imena vrst (preglednica 2). Pri prejSnji raziskavi  pacno poimenovanije vrste iz Lactobacillus sporogenes, ki
(16) pri vec kot polovici izdelkov (11 od 20) oznak za seve  je zastarelo ime, v pravino Bacillus coagulans.

Preglednica 2: Ustreznost probioticnih prehranskih dopolnil (n = 18) in Zivil za posebne zdravstvene namene (n = 1) iz slovenskih lekarn glede
prisotnosti deklariranih bakterijskih vrst in njihovega Stevila.

Table 2: Suitability of probiotic dietary supplements (n=18) and foods for special medical purposes (n=1) from Slovenian pharmacies in terms
of the presence of labelled bacterial species and their number.

Prehranska dopolnila

L.acidophillus LAB ATCC7050 |18 1,6 x 10 cfu /stekleni¢ko; Bifidobakterije: < ne ustreza -

L. acidophillus LA-14 1,1 x 10" cfu /steklenicko L. | 10° cfu/steklenicko | premajhno Stevilo
L. paracasei LPC-37 acidophilus Laktobacili: < 108 (podobno tudi leta
L. plantarum LP-115 LAB ATCC7050 ter 0,5 x 1019 | cfu/steklenicko; 2009)

B. lactis BL-04 cfu/stekleni¢ko meSanice

ostalih stirih sevov

L. gasseri PA 16/8 19 107 cfu/tableto 3,9 x 107 ustreza

B. bifidum MF 20/5 cfu/tableto (ustrezno tudi leta

B. longum SP 07/3 2009)

L. reuteri Protectis DSM 9 108 cfu/tableto 9,9 x 107 ustreza (leta 2009

17938 cfu/tableto je bilo Stevilo
premajhno)

L. acidophillus La-14 16 7,5 x 108 cfu/kapsulo 2,5 x 108 delno ustreza -

L. bulgaricus Lb-64 cfu/kapsulo Stevilo je 0,48 log

B. coagulans BC599 cfu manj$e od

S. thermophilus St-21 deklariranega (leta

B. animalis lactis Bl-04 2009 izdelek ni bil

B. breve Bb-03 ustrezen)

L. acidophilus L.a-14L. 16 1,5 x 109 cfu/vrecko 1,2 x 10° delno ustreza -

bulgaricus Lb-64 cfu/vreCko Stevilo je za 0,1 log

B. coagulans BC599 manjse od

S. thermophilus St-21 deklariranega,

B. animalis lactis BI-04 prisotnosti ene od

B. breve Bb-03 deklariranih vrst

nismo uspeli potrditi
(leta 2009 izdelek ni
bil ustrezen)

L. reuteri Protectis 14 108 cfu/5 kapljic 2,1 x 107 cfu/ ne ustreza -
5 kapljic premajhno Stevilo
(enako leta 2009)
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B. bifidum 9 5 x 109 cfu/vredko 1,1 x 1010 ustreza
B. lactis cfu/vreCko (ustrezen tudi leta
L. acidophillus (2x) 2009)
L. paracasei
L. plantarum
L. rhamnosus
L. salivarius
E. faecium
L. gasseri PA 16/8 25 1,0 x 107 cfu/tableto 3,6 x 107 ustreza
B. bifidum MF 20/5 cfu/tableto (leta 2009 Stevilo ni
B. longum SP 07/3 bilo deklarirano)
L. acidophilus (La-14) 15 Ob proizvodnii: 1,1 x 10 cfu | Laktobacili skupaj: | ne ustreza —
L. casei (Lc-11) /kapsulo Konec roka 1,1 x 10° Stevilo je
L. rhamnosus (Lr-32) uporabnosti: 4 x 10° cfu/kapsulo premajhno(laktobac
L. salivarius (Ls-33) cfu/kapsulo; Bifidobakterije ili za 0,44 log cfu,
S. thermophilus (St-21) L. acidophilus (La-14): 1,2 x | skupaj: 1,7 x 108 bifidobakterije za
B. bifidum (Bb-02) 10° cfu/kapsulo cfu/kapsulo 0,55 log cfu,S.
B. longum (BI-05) L. casei (Lc-11): 6 x 108 S. thermophilus: 7,1 | thermophilus za
B. lactis (BI-04) cfu/kapsulo x 107 cfu/kapsulo 0,75 log cfu)

L. rhamnosus (Lr-32): 6 x 108 | Skupaj: 1,3 x 10°

cfu/kapsulo cfu/kapsulo

L. salivarius (Ls-33): 6 x 108

cfu/kapsulo

S. thermophilus (St-21): 4 x

108 cfu/kapsulo

B. bifidum (Bb-02): 2 x 108

cfu/kapsulo

B. longum (BI-05): 2 x 108

cfu/kapsulo

B. lactis (BI-04): 2 x 108

cfu/kapsulo

Laktobacili skupaj: 3 x 10°

cfu/kapsulo

Bifidobakterije skupaj: 6 x 108

cfu/kapsulo
L. plantarum 18 L. plantarum: 1 x 10° Laktobacili skupaj: | Podatek o
L. casei cfu/kapsulo 5,6 x 108 vsebnosti je podan
L. rhamnosus L. casei: 8 x 108 cfu/kapsulo | cfu/kapsulo le ob Casu izdelave,
L. acidophilus L. rhamnosus: 7 x 108 Bifidobakterije zato ocena
B. lactis cfu/kapsulo skupaj: 5,6 x 108 ustreznosti ni

L. acidophilus: 5 x 108
cfu/kapsulo

B. lactis: 5 x 108 cfu/kapsulo
Laktobacili skupaj: 3,0 x 10°
cfu/kapsulo

Bifidobakterije skupaj: 5,0 x
108 cfu/kapsulo

(ob Casu izdelave)

cfu/kapsulo

mogoca. Ene od
deklariranih vrst v
izdelku nismo
uspeli potrditi.
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L. rhamnosus |L.rGG-100 12 1,6 x 10° cfu/2 kapsuli 2,6 x 10° cfu/2 ustreza
B. breve BB S01 kapsuli
S. thermophilus ST-228
L. casei subsp. casei LC-88
L. bulgaricus LB-271
L. acidophilus LA-99
B. longum BL-11
L. acidophilus 10 dni 3,0 x 10° cfu/kapsulo;L. < 1000 cfu/kapsulo | ne ustreza —
S. salivarius K12 acidophilus: 2,0 x 10° Stevilo je premajhno
cfu/kapsulo S. salivarius: 1,0
x 10° cfu/kapsulo
L. rhamnosus LR-32 16 2,0 x 109 cfu/2 vrecki Skupaj: 6,4 x 10° | ustreza
B. lactis BL-04 cfu/2 vrecki
B. bifidum (HA-132) 16 2,0 x 10° cfu/kapsulo Laktobacili skupaj: | ustreza
B. longum (HA-135) Laktobacili skupaj: 1,6 x 10° |1,8 x 10° cfu/g
L. acidophilus (HA-122) cfu/kapsulo kapsulo
L. paracasei (HA-196) Bifidobakterije skupaj: 4,0 x Bifidobakterije
L. rhamnosus (HA-111) 108 cfu/kapsulo skupaj: 2,7 x 108
L. acidophilus: 2,0 x 108 cfu/kapsulo
cfu/kapsulo L. acidophilus: 2,1
x 10° cfu/kapsulo
Skupaj 4,2x10°
cfu/kapsulo
L. rhamnosus GG 21 1,4 x 10° cfu/7 kapljic 1,8 x 10° cfu/7 ustreza
kapljic
L. rhamnosus GG 10 1,4 x 10° cfu/7 kapljic 3,1 x 108 cfu/7 ne ustreza -
kapljic Stevilo je premajhno
L. rhamnosus GG 21 1,0 x 10° cfu/kapsulo 5,4 x 10° delno ustreza
cfu/kapsulo (Stevilo je za 0,27
log cfu manjSe od
deklariranega)
L. acidophilus 10 109 cfu/tableto 8,0 x 108 delno ustreza
L. casei cfu/tableto (Stevilo je za 0,10
L. plantarum log cfu manjSe od
L. reuteri deklariranega)
L. rhamnosus
B. longum

S. thermophilus




ZIVILA ZA POSEBNE ZDRAVSTVENE NAMENE

S. thermophilus DSM 24731 |15
B. breve DSM 24732

B. longum DSM 24736

B. infantis DSM 24737

L. acidophilus DSM 24735
L. plantarum DSM 24730
L. paracasei DSM 24733

L. delbrueckii ssp. bulgaricus

4,5 x 10" probioti¢nih
bakterij/vreCko

8,0 x 10M
cfu/vrecko

ne ustreza -
Stevilo sicer ustreza
deklaraciji, vendar
nismo uspeli
potrditi prisotnosti
treh deklariranih
vrst

DSM 24734
B. rod Bifidobacterium
L. rod Lactobacillus
B. rod Bacillus
S. rod Streptococcus
E. rod Enterococcus

cfu Stevilo kolonijskih enot (colony forming units)

Imena deklariranih vrst, ki smo jih v izdelku potrdili z za vrsto specificno PCR, so odebeljena.

Kar zadeva Stevilo in prisotnost deklariranih bakterij, nismo
zasledili bistvenega izboljSanja glede na predhodno razi-
skavo, ki je opozorila na premajhno Stevilo Zivih bakteri]
kar pri 75 % pregledanih izdelkov (16). Pri osmih izdelkih,
ki so bili vkljuCeni v obe raziskavi, smo pri polovici ugotovili
Stevilo kolonijskih enot, manjSe od deklariranega, v obeh
raziskavah (pri dveh tokrat za manj kot 0,5 log, ). Dva iz-
delka sta se izkazala za ustrezna v obeh raziskavah, dva
pa le v zadnji. Od izdelkov, s katerimi smo se prvi¢ srecali
v tej raziskavi, so bili Stirje izdelki ustrezni, pet pa jih je
vsebovalo manj zivih bakterij od deklariranih, pri Cemer
jih v enem izdelku sploh nismo zasledili, pri dveh pa so
bila odstopanja manjsa od 0,5 log,,. Razlik, manjsih od
polovice log,,, navadno ne obravnavamo kot pomembno
odstopanje od deklariranih vrednosti, saj moramo upo-
Stevati tudi obi¢ajna odstopanja metode Stetja na plos¢ah
(42). Pri enem izdelku je bil deklariran podatek o Stevilu
probioti¢nih bakterij ob ¢asu proizvodnje, tako da o
ustreznosti ne moremo soditi. Eden izmed izdelkov, ki
smo ga kupili v spletni lekarni, je imel ob dobavi do izteka
roka trajanja le Se 30 dni. Ker je v izdelku 90 kapsul,
zauzili pa naj bi eno na dan, ni mogoc¢e, da bi vse tablete
zauzili znotraj navedenega roka trajanja. Ob naro€ilu iz-
delka nas na to niso opozorili, medtem ko smo pri drugi
spletni lekarni opazili, da so probioti¢ni izdelek, ki je bil
tik pred iztekom roka uporabnosti, prodajali po 50 % niZji
ceni.

Izdelek iz skupine zivil za posebne zdravstvene namene je
glede Stevila zivih bakterij v izdelku ustrezal navedbam na
deklaraciji, vendar pa nismo uspeli potrditi prisotnosti kar
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treh od osmih deklariranin bakterijskin vrst. Pri prehranskih
izdelkih je vecina izdelkov (13 od 16) vsebovala vse dekla-
rirane vrste, pri treh izdelkih pa prisotnosti ene od petih
oz. Sestih deklariranih vrst nismo potrdili.

Skladnost vsebnosti probioti¢nih bakterij z deklariranimi
Stevili kolonijskih enot (cfu/g ali cfu/encto izdelka) ter pra-
vilnost pri navajanju drugih podatkov (pravilna imena sevov,
priporoCeni odmerki izdelka, podatki o drugih sestavinah)
mora biti zagotovljena ze zaradi upostevanja krovne Zivilske
zakonodaje (Zakon o zdravstveni ustreznosti zivil in izdelkov
ter snovi, ki prihajajo v stik z zivili), v kateri je zapisano, da
morajo biti vsa prehranska dopolnila varna za uzivanje in
primerno oznacena (36).

Na pomanijkljivosti probioti¢nih izdelkov, predvsem pre-
hranskih dopolnil s probiotiki, raziskovalci opozarjajo ze
vrsto let (16-22). Tudi nedavne raziskave kazejo, da kako-
vost 8e vedno ni zadovoljiva. Od 52 probioti¢nih prehran-
skih dopolnil z ameriSkega trzis¢a jih 33 % ni zadostilo de-
klariranim Stevilom kolonijskin enot, Se ve¢ (42 %) pa je
bilo takinh s pomanjkljivimi taksonomskimi podatki, manj-
kajoCimi vrstami ali prisotnostjo nedeklariranih vrst (43).
Samo en izdelek od 16, prav tako z ameriSkega trzisca, je
vseboval prav vse deklarirane vrste oz. podvrste bifido-
bakterij (44). Prehranska dopolnila z italijanskega trzis¢a
(14) so se nekoliko bolje odrezala glede Stevila kolonijskih
enot, saj na polovici roka uporabnosti le pri treh izdelkih
Stevilo ni dosegalo deklariranega, tri mesece pred iztekom
pa pri petih. Poleg tega je bil en sev napacno poimenovan
(L. casei namesto L. paracasei) (45). V pet let starejSi razi-
skavi (2011), v kateri so zajeli 24 prehranskih dopolnil s
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probiotiki z italijanskega trzis¢a, so nadli veC neustreznih
(42 %), kar zadeva Stevilo kolonijskih enot. Poleg tega pri
Stirih izdelkih niso izsledili Zivih predstavnikov katere od
deklariranih vrst, pri dveh od teh pa so posamezne vrste
izostale tudi pri molekularnih analizah, kjer zajamemo tudi
nezive bakterije (42). Pregled 25 izdelkov s poljskega
trzis€a, med katerimi je bilo najveC prehranskih dopolnil
(16), nekaj Zivil za posebne zdravstvene namene (7) in dva
medicinska izdelka, je prav tako pokazal nekaj pomaniklji-
vosti (46). Pri treh izdelkih so odkrili neujemanije deklariranih
vrst z najdenimi, pri treh pa Zivih bakterij niso detektirali.
Veliko izdelkov je vsebovalo premalo zivih bakterij, pri Eemer
S0 bile opazne velike razlike med serijami in glede na ¢as,
ki je minil od proizvodnje. V predhodni slovenski raziskavi
smo s preiskovanjem bakterijskih kolonij z za vrsto speci-
ficno PCR vecinoma (pri 14 izdelkih od 20) potrdili prisot-
nost navedenih vrst, z iziemo izdelkov z velikim Stevilom
razli¢nih bakterijskin sevov (6-8 sevov), pri katerih v nobe-
nem primeru med zivimi bakterijami nismo nasli vseh na-
vedenih vrst (16).

Medtem ko za ugotavijanje Stevila Zivih probiotikov v izdelkih
ne moremo brez klasi¢nega Stetja na plos&ah, vsaj dokler
bodo proizvajalci navajali Stevilo probiotikov v teh enotah,
pa so za potrjevanje deklariranih vrst ali podvrst nujne mo-
lekularne metode. Kot kazejo zgoraj omenjene raziskave,
je najbolj razsirjena za te namene metoda veriznega pom-
nozevanja s polimerazo (PCR). Moramo pa upostevali, da
skupno bakterijsko DNA lahko pridobimo neposredno iz
izdelka ali pa iz izraslih kolonij. V prvem primeru nam re-
zultati analiz ne povedo niCesar o zivosti predstavnikov
najdene vrste, v drugem primeru pa ciljamo le na zive bak-
terije v izdelku oz. natan¢neje na kultivabilne bakterije. Da-
nes so na voljo tudi izboljSane metode, kot je metoda PCR
v realnem Casu, ki v kombinaciji s tretiranjem vzorcev s
propidijevim monoazidom (PMA-PCR) omogoc¢a razliko-
vanje neposSkodovanih bakterij od mrtvih (47). Tudi teko-
¢inska citometrija se uveljavlja kot standardna metoda za
preiskovanje zivosti probioti¢nih bakterij v izdelkih, vendar
za razliko od PMA-PCR ne omogoca razlikovanja med
vrstami (48).

Kar zadeva kontaminante, jih najlaze izsledimo z zmoglji-
vejSimi molekularnimi metodami, kot so sekvenciranje nove
generacije (NGS, next generation sequencing) ali hibridi-
zacija na mikromrezah DNA. S temi analizami morebitne
kontaminante sicer odkrijemo, ne vemo pa, ali so dejansko
Zivi, nezivi ali pa smo zasledili le DNA, ki pripada nedekla-
riranim vrstam, zato v teh primerih proizvajalcem tezko
ocitamo odstopanje od kakovosti. Toda tudi taki pristopi
si utirajo pot v kontrolo kakovosti probioti¢nih izdelkov.

Tako imenovana »FDA GutProbe«, na primer, je uporabna
za identifikacijo deklariranih bakterij v izdelkih z zmesjo
probioti¢nih sevov, do ravni vrste in seva, ter za ugotavijanje
razlike v sestavi med serijami, kar je uporabno predvsem
za zagotavljanje dobre proizvodne prakse (49). Uporabno
in vse dostopnejse je tudi masovno globinsko sekvenciranje
pomnozkov za 16S rDNA, ki je najbolj razsirjen filogenetski
oznacCevalec, pri ¢emer uporabimo celotno bakterijsko
DNA iz vzorcev in lahko za veliko vzorcev naenkrat dobimo
vrstno sestavo in kvantitativno relativno zastopanost po-
sameznih vrst (43). Tak pristop je mozen Sele danes, ko
S0 na voljo celi genomi za Stevilne bakterijske vrste in ko je
ugotavljanje celih genomov pri industrijskih sevih postalo
dosegljivo. Dokler genomi posameznih industrijskih sevov
niso javno dostopni, pa prednosti lahko izkoristijo le proiz-
vajalci sami. Morovic in sod. (43), na primer, so izkoristili
tako javno dostopne genome kot tiste iz lastne podatkovne
zbirke (Du Pont Nutrition and Health), da so skonstruirali
zaCetne oligonukleotide za multiplex PCR, ki so jo uspesno
uporabili za potrjevanje deklariranih in detekcijo nedeklari-
ranih vrst ali podvrst v komercialnih probioti¢nih izdelkih
na ameriSkem trgu.

Dejstvo, da metoda Stetja na plos&ah, ki jo tradicionalno
uporabljamo za ugotavljanje kakovosti probioti¢nih izdel-
kov, ni najprimernejsa, je splosno sprejeto. Med glavnimi
pomanijkljivostmi te metode je nezadostna selektivnost
razpolozljivih gojiS¢, kar lahko vodi v precenjeno Stevilo
posameznih probioti¢nih bakterij. Upostevati moramo tudi,
da sposobnosti razmnozevanja oz. kultivabilnosti probio-
ticnih bakterij v laboratorijskih razmerah ne moremo enaciti
z zivostjo in aktivnostjo. A dokler proizvajalci deklarirajo
probioticne bakterije na izdelkih v enotah cfu/g ali
cfu/enoto izdelka, Stetje na ploscah (50) ostaja nepogre-
Sliva metoda za ugotavljanje kakovosti, vsaj kar zadeva
deklarirano Stevilo probioti¢nih sevov v izdelku. HitrejSe in
velikokrat tudi cenejSe naprednejse metode pa so le do-
brodosla alternativa, uporabna v rutinski kontroli med
proizvodnjo. Za potrjevanje identitete sevov ali vrst pa so
omenjene alternativne metode povsem primerne. Metodi
PCR ali multiplex PCR ostaja Se vedno najuporabnejSa za
potrievanje vrste ali podvrste, pri ¢emer najbolj razsirjien
filogenetski oznacevalec 16S rDNA v zadnjem Casu na-
domescajo z drugimi, kot je npr. gen za glukoza-6-fosfat
izomerazo (pgi) (43).

V Casu, ko smo sooceni s spreminjanjem urejanja podrocja
probiotikov, ne samo v Evropi, ampak tudi v drugih delih
sveta, je pomembno slediti spremembam in razvoju metod,
ki so uporabne tudi za kontrolo kakovosti probioti¢nih iz-
delkov.
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SKLEP

Proizvajalci so se do neke mere odzvali na nova pravila EU
o prehranskih in zdravstvenih trditvah na zivilih, ki veljajo
tudi za prehranska dopolnila. To je opazno v oznacevanju
izdelkov na deklaracijah (ovojnina oziroma prilozeni listiCi z
informacijami) in njihovem oglaSevanju ter trzenju, kjer so
proizvajalci, razen redkih izjem, opustili navajanje pri¢ako-
vanih ucinkov na zdravje ljudi. Podobno kot smo ugotovili
Ze v raziskavi kakovosti probioti¢nih izdelkov iz slovenskih
lekarn pred sedmimi leti, tudi izsledki te raziskave kazejo
na nezadostno kakovost probioti¢nih prehranskih dopolnil,
ki se kaze v odstopaniju pri Stevilu Zivih probioti¢nih bakterij
oz. v odsotnosti deklariranih vrst, ter na potrebo po redni
kontroli kakovosti tovrstnih izdelkov.
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UvoD

Sodobna bioloska zdravila omogocajo spoprijemanje z bo-
leznimi, ki so Se pred nekaj desetletji veljale za neobviadijive.
Stevilnih bolezenskih stanj seveda tudi danes ne znamo
ozdraviti, a z razkritji molekularnin mehanizmov patofizio-
loskih procesov se je moc¢no razsiril nabor prijemalis¢, na
katera lahko zelo selektivno delujemo s strukturno zaple-
tenimi (proteinskimi) u¢inkovinami in posledi¢no vsaj ucin-
kovito zavremo napredovanije bolezni ali izboljSamo kako-
vost bolnikovega zivljenja. Proteinske ucinkovine izdelujemo
z genskim inzenirstvom (npr. hormone, citokine, dejavnike
koagulacije in terapevtske encime), sintezno (le zelo majhne
proteine, zgrajene iz do ~50 aminokislinskih ostankov) ali
s hibridomsko tehnologijo (monoklonska protitelesa). Izra-
zamo jih v celi¢nih kulturah ali transgenih organizmih, ki jih
gojimo v nadzorovanih laboratorijskih pogojih, in jih izoli-
ramo ter precistimo v vecstopenjskih procesih. Proizvodni
proces izrazito vpliva na kakovost bioloske ucinkovine in
je eden osrednjih dejavnikoy, ki sooblikujejo njen imunogeni
potencial (1). Aplikacija bioloskih zdravil pri mnogih pre-
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POVZETEK

Odziv imunskega sistema prejemnika na ucinkovino
je eden od najpomembnejsih in hkrati najpogostejSih
nezelenih ucinkov, povezanih z aplikacijo bioloskih
zdravil. Protitelesa, usmerjena proti ucinkovini, lahko
vplivajo na metabolizem in zadrzevanje ucinkovine
v organizmu ali neposredno tekmujejo z endogenimi
receptorji za njeno vezavo in so zato odgovorna za
znizano ucinkovitost zdravlienja. Dejavniki, ki vplivajo
na imunogenost, so Stevilni in ne povsem pojasnjeni.
Prispevek poskusa povzeti aktualno razumevanje
zapletenih procesoy, ki vodijo do indukcije protiteles,
in na osnovi tega pojasniti, katere ukrepe lahko
sprejmemo za omejevanje imunogenosti v vseh fa-
zah zivljenjskega cikla bioloSkega zdravila.

KLJUCNE BESEDE:
bioloSka zdravila, imunogenost, protitelesa proti
ucinkovini

ABSTRACT

Immunogenicity is one of the most important as
well as most common adverse effects accompa-
nying the application of biological drugs. Anti-drug
antibodies can either affect metabolism and bio-
logical half-life of therapeutic proteins or compete
with endogenous receptors for drug binding,
thereby being responsible for the loss of efficacy
over time. Factors contributing to immunogenicity
are diverse and not fully understood. In the paper,
current understanding of complex processes lead-
ing to induction of anti-drug antibodies is presented.
Appropriate actions to mitigate immunogenicity of
biological drugs are also discussed.

KEY WORDS:
biological drugs, immunogenicity, anti-drug anti-
bodies

jemnikih izzove imunski odziv, kar se najveckrat kaze kot
pojav protiteles proti ucinkovini. Protitelesa so odgovorna
za spremenjeno farmakokinetiko bioloske ucinkovine, lahko
pa z vezavo na ucinkovino neposredno onemogodijo njeno
vezavo na receptor (2). Nekatera bioloSka zdravila pri sub-
populacijah bolnikov sprozijo alergijske reakcije ali sindrom
sproscéanja citokinov, ki veljata za resna nezelena ucinka.
V prispevku bomo pojasnili Klini€ne posledice imunogenosti
in jih podkrepili s primeri. Predstavili bomo imunske me-
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IMUNOGENOST BIOLOSKIH ZDRAVIL

hanizme, ki vodijo do pojava protiteles proti bioloSkim ucin-
kovinam, in dejavnike, ki vplivajo na imunogenost. Na
kratko bomo povzeli metodoloSke pristope za napovedo-
vanje imunogenosti u¢inkovine med predkliniCnimi raziska-
vami in za spremljanje imunogenosti bioloSkega zdravila v
okviru Klini¢nih vrednotenj. Orisali bomo tudi ukrepe za
omejevanje imunogenosti.

KLINICNE POSLEDICE 3
IMUNOGENOSTI BIOLOSKIH
ZDRAVIL

Protitelesa ali imunoglobulini (Ig) pripadajo ve¢ strukturnim
in funkcijskim razredom. Zreli naivni limfociti B proizvajajo
transmembranska nizkoafinitetna protitelesa razredov M ali
D, t. i. B-celi¢ne receptorje (BCR). Aktivacija limfocitov B
zahteva interakcijo pripadajocih antigenov z BCR in (obi-
¢ajno) sodelovanje limfocitov T (glejte tudi 3). To vodi v pro-
liferacijo in diferenciacijo limfocitov B, izlo€anje protiteles in
afinitetno maturacijo ter zamenjavo izotipa imunoglobulinov
v protitelesa razredov G, A ali E. Celice potomke aktivira-
nega limfocita B tako proizvajajo protitelesa z nespreme-
njeno antigensko specificnostjo, a z novimi funkcijami, ki jih
doloCa konstantna regija imunoglobulina. Posledice imun-
skega odziva na ucinkovino so med drugim odvisne od ra-
zreda in podrazreda protiteles (3). Tako na primer IgE po-
vezujemo z alergijskimi reakcijami, IgM zaradi visoke valence
vezavnih mest za antigene (navkljub nizki afiniteti) ucinkovito
aktivirajo komplement in premrezijo Fc-receptorje na imun-
skih celicah, IgG, imajo visok nevtralizacijski potencial itd.
Odziv imunskega sistema na biolosko ucinkovino kot tujek
je razmeroma pogost pojav, a v vecini primerov so nezeleni
ucinki blagi ali s klinicnega vidika celo neopazni. Pred raz-
vojem tehnologije rekombinantne DNA, ko so terapeviske
proteine pridobivali izkljuéno z izolacijo iz zivalskih ali Clove-
Skih tkiv in so uporabljali manj sofisticirane metode Ciscenja
ucinkovin, je bila verjetnost alergijskih reakcij pri prejemnikih
bioloskih zdravil neprimerno vecja. Danes so iatrogene ana-
filakticne reakcije razmeroma redke. Do njin pride, kadar
pacient biolosko zdravilo prejme veckrat. Ob prvem stiku z
ucinkovino (senzitizaciji) imunski sistem tvori protitelesa ra-
zreda E, ki se s konstantno regijo usidrajo na receptorje
FceR na bazofilcin in mastocitih, pri naslednji aplikaciji zdra-
vila pa ucinkovina z vezavo na protitelesa izzove degranu-
lacijo teh imunskih celic in sproS€anje vnetnih mediatorjev
histamina, levkotrienov in prostaglandinov (4). Druga vrsta
t. i. infuzijskih reakcij, sindrom sproscanja citokinov, ni po-
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gojena s predhodno senzitizacijo, temveC sloni na aktivaciji
nespecificnih imunskih komponent, kot so sistem komple-
menta, fagociti in naravne celice ubijalke. Znacilna je za
monoklonska protitelesa, usmerjena proti povrsinskim an-
tigenom (rakavih) celic, kakrSna sta rituksimab in alemtu-
zumab. Iz uni¢enih celic (kot tudi iz rekrutiranin imunskih
celic) se lahko sprostijo vecje koliCine citokinov (4, 5). V
obeh primerih simptomi segajo od blagih, kot so srbedica,
rdecica in poviSana telesna temperatura, ki jih blazimo z
antihistaminiki in antipiretiki, do Zivljenjsko ogrozajocih, ki
zahtevajo prekinitev infuzije in urgentno zdravljienje.
Protitelesa, ki jih tvori prejemnikov imunski sistem proti
ucinkovini, praviloma pospesijo njeno izlocanje na racun
obseznega odstranjevanja s fagociti retikuloendotelijskega
sistema (2, 6). Pogosto zato belezimo upad ucinkovitosti
zdravljenja s ¢asom. Dejstvo, da so bioloske ucinkovine
imunogene, zaplete odnos med farmakokinetiko in farma-
kodinamiko in s tem otezuje napovedovanje odzivnosti na
zdravilo. V nekaterih primerih protitelesa podaljSajo bioloski
razpolovni ¢as uginkovine. Ce so imunski kompleksi relati-
vno majhni, predstavljajo slabse substrate za fagocitozo;
k daljSemu zadrzevanju ucinkovine v telesu pripomorejo z
recikliranjem prek vezave na neonatalne Fc-receptorje v
endosomih endotelijskih celic ter z omejevanjem glome-
rulne filtracije (2, 6, 7).

Posebna vrsta protiteles proti bioloSki ucinkovini so nev-
tralizacijska protitelesa (2). Ta zasedejo vezavna mesta za
receptor na povrsini molekule terapevtskega proteina, s
¢imer z receptorji tekmujejo za vezavo udinkovine. Nepo-
sreden vpliv protiteles na farmakodinamiko so med drugim
opisali za rekombinantni rastni hormon (8), eritropoetin (9)
in dejavnik koagulacije VIII (10). Stevilne biologke uginkovine
so posnetki endogenih molekul, zato obstaja nevarnost,
da nevtralizacijska protitelesa ob navzkrizni reaktivnosti
onemogocijo delovanje tudi telesu lastnim proteinom. Naj-
bolj razvpit je izbruh popolne aplazije rdec¢ih krvnick pri
bolnikih, zdravljenih z rekombinantnim eritropoetinom (9)
(glejte 3.2.2). Edini preostali terapevtski poseg pri neod-
zivnosti na eritropoetin je redna transfuzija.

IMUNSKI MEHANIZMI,

ODGOVORNI ZA POJAV

PROTITELES PROTI
BIOLOSKIM UCINKOVINAM

Proteinske ucinkovine lahko v sploSnem sprozijo tvorbo
protiteles po dveh poteh. V prvi pri aktivaciji limfocitov B
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sodelujejo T-celice pomagalke (1, 11), zato jo imenujemo  nastajajo visokoafinitetna protitelesa razreda IgG, ki so pri-
od limfocitov T odvisna aktivacija limfocitov B (slika 1A).  sotna v visokih titrih. Znacilno je tudi oblikovanje imunskega
Povezujemo jo predvsem z (rekombinantnimi) proteinskimi  spomina, saj nekateri aktivirani limfociti B postanejo dol-
ucinkovinami, ki ne izhajajo iz CloveSkega organizma (torej  goZive spominske celice B, ki se v primeru ponovnega
s takimi, ki v strukturi nosijo tuje T-celi¢ne epitope). Pritem  stika z antigenom hitro preobrazijo v efektorske celice (plaz-

naivni -
limfocit Th
MIE | naivni
limfocit B
naivni
limfocit B

ol i
aktiviran ]_ aktiviran

limfocit Th limfocit B

spominska
B-celica
spominska
T-celica

plazmatka

Slika 1: Dve poti proZenja tvorbe protiteles proti proteinski ucinkovini (prirejeno po (12)). A. Od limfocitov T odvisna aktivacija limfocitov B:
Antigen predstavitvena celica (APC) fagocitira protein [1], ga razgradi na krajSe antigenske peptide, ki jin predstavi na svoji povrsini vezane na
poglavitni histokompatibilnostni kompleks razreda Il (major histocompatibility complex class Il, MHC ll) [2]. Naivna T-celica pomagalka (Th) s
T-celicnim receptorjem (TCR) »prepozna« pripadajoci T-celicni epitop in socasno prejme se dodatne aktivacijske signale (posredovane s
CD80/86 na CD28), kar sproZi aktivacijo in proliferacijo Th [3]. Naivni limfocit B »prepozna« B-celic¢ni epitop enakega antigena z B-celicnim
receptorjem (BCR), antigen internalizira [4], razgradi in predstavi T-celicne epitope na MHC Il [5]. Slednje »spoznajo« predhodno aktivirani
limfociti Th, ki spodbudijo proliferacijo specificnih limfocitov B in njihovo diferenciacijo do plazmatk in dolgoZivih spominskih limfocitov B.
Podobno kot pri aktivaciji Th tudi aktivacija limfocitov B zahteva dodatno stimulatorno signalizacijo (vezavo CD40L na CD40). B. Neposredna
(od limfocitov T neodvisna) aktivacija limfocitov B: Ponavijajoci epitopi na povrSini proteinskega agregata so odgovorni za zdruzevanje BCR
na povrsini naivnih limfocitov B, kar sproZi znotrajcelicno signalizacijo, ki vodi v aktivacijo in diferenciacijo do plazmatk. Kostimulatorni signali v
obliki ligandov receptorjev TLR tudi prispevajo k aktivaciji, proliferaciji in diferenciaciji limfocitov B, podobno velja za nekatere citokine, ki jih
izloCajo naravne celice ubijalke in limfociti T. LPS — lipopolisaharid.

Figure 1: Two pathways leading to anti-drug antibodies (adopted from (12)). A. T-cell dependent B-cell activation: Antigen-presenting cell
(APC) takes up a protein by phagocytosis, processes it and displays short antigenic peptides bound to major histocompatibility complex Il
(MHC ). Naive helper cell (Th) “recognizes” the cognate T-cell epitope via T-cell receptor (TCR). Concurrent stimulatory signals (conveyed by
CD80/86 binding to CD28) trigger activation and proliferation of Th lymphocytes. Naive B-cell “recognizes” the B-cell epitope of the same
antigen via B-cell receptor (BCR), internalizes the antigen, processes it and displays T-cell epitopes bound to MHC Il. These, in turn, are
“recognized” by previously activated Th-cells, responsible for proliferation of specific B-cells and inducing their differentiation into antibody-
producing plasma cells and long-lived memory B-cells. As with Th-cell activation, activation of B-cells requires additional stimulatory
signaling (binding of CD40L to CD40). B. Direct (T-cell independent) activation of B-cells: Epitope arrays on the surface of protein aggregates
induce clustering of BCRs on naive B-cells, leading to intracellular signaling, resulting in activation and differentiation into plasma cells. Co-
stimulatory signals, such as TLR ligands, contribute to the activation, proliferation and differentiation of B-cells, as do cytokines secreted by

natural Killer cells and T-cells. LPS - lipopolysaccharide.
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IMUNOGENOST BIOLOSKIH ZDRAVIL

matke). Alternativno aktivacija limfocitov B lahko poteka
tudi brez pomoci T-celic pomagalk, pri ¢emer sodelujejo
periferne dendritiCne celice, ki predstavijo antigen limfoci-
tom B (1). Neposredna aktivacija limfocitov B (slika 1B) je
pogojena s prisotnostjo agregatov — topnih ali netopnih
skupkov proteinov v nativni ali denaturirani obliki, povezanih
s kovalentnimi ali nekovalentnimi vezmi — ki s ponavljajocimi
povrsinskimi epitopi izzovejo zdruzevanje B-celi€nih recep-
torjey, in sekundarnih signalov — snovi, ki izzovejo aktivacijo
nespecificnih imunskih mehanizmov (eksogenih ali endo-
genih ligandov t. i. vzoréno prepoznavnih receptorjev (pat-
tern-recognition receptors), npr. receptoriev TLR (Toll-like
receptors)) (12). Po tej poti nastala protitelesa so praviloma
nizkoafinitetna in pretezno pripadajo razredu IgM. Brez so-
delovanja T-celic pomagalk se imunski spomin ne oblikuje.

3.1 IMUNOGENOST CLOVESKIH
PROTEINOV

Imunski sistem se naceloma ne odziva na avtologne (en-
dogene) proteine (in rekombinantne »posnetke« endogenih
proteinov). Razlog za to sta negativna selekcija limfocitov,
ki med dozorevanjem v primarnih limfaticnih organih pridejo
v stik s telesu lastnimi proteini, in odsotnost kostimulacije
ob stiku zrelih limfocitov z avtoantigenom. Nasprotno je
verjetnost odziva na telesu tuje proteine (neoantigene) bi-
stveno vecja — pojav je relativno hiter in obsezen. Kljub
temu opazamo, da tudi ¢loveski proteini lahko sprozijo
tvorbo protiteles. To se kaze tako v primeru avtoimunskih
bolezni kot (relativno pogosto) pri aplikaciji rekombinantnih
ucinkovin. Govorimo o pojavu porusenja tolerance do las-
tnih antigenov. Domnevno je toleranca do lastnih antigenov
nepopolna (tj. limfociti B in T, specifi¢ni za posamezne av-
toantigene, med procesom dozorevanja ne odmrejo v ce-
loti), kadar je stopnja izrazanja endogenega proteina nizka
(1). Preziveli limfociti ob stiku z (rekombinantnim) antigenom,
a brez dodatnih stimulatornih signalov, postanejo anergicni
(11). Ce pa prejmejo e kostimulatorne signale (danger si-
gnals; npr. snovi, ki se sprosc¢ajo iz poSkodovanih tkiv,
evolucijsko ohranjene sestavne dele patogenov ali protein-
ske agregate), pride do imunskega odziva (12). Pojav pro-
titeles proti ucinkovini kot posledica porusenja imunske
tolerance je dolgotrajen proces in je obiCajno povezan s
kroni¢no aplikacijo bioloskega zdravila.

3.2 DEJAVNIKI, KIVPLIVAJONA
IMUNOGENOST BIOLOSKIH UCINKOVIN

Dejavniki, ki vplivajo na imunogenost proteinskih ucinkovin,
SO raznovrstni in jih ne razumemo popolnoma. V sploSnem
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jih lahko razdelimo na 1) dejavnike, povezane s samim
produktom (npr. narava proteina, izbran ekspresijski sistem,
pogoiji, ki jim je uCinkovina izpostavljena v fermentorju, med
procesom izolacije, formulacije in pri shranjevanju, ucinko-
vitost odstranitve necistot), 2) dejavnike, povezane s pre-
jemnikom (npr. morebitna imunokompromitiranost, bole-
zensko stanje, genetsko ozadje) in 3) dejavnike, povezane
z zdravljenjem (npr. koterapija z imunosupresivnimi zdravili,
pogostost aplikacije, odmerek).

3.2.1 Vpliv narave proteina in izbire
ekspresijskega sistema na imunogenost
proteinske uc€inkovine

Ceprav vsi proteini, torej tudi &loveski, lahko inducirajo na-

stanek protiteles, je pojav bistveno bolj verjeten pri bioloskih

ucinkovinah s tujimi T-celi€nimi epitopi. Primeri taksnih
ucinkovin so streptokinaza, trombolitik iz beta-hemoliti¢nih
streptokokoyv, ali himerna protitelesa, ki vsebujejo dobrsen
del strukture misjih imunoglobulinov. Dolo¢ene bolezni, ki

S0 posledica odsotnosti endogenih proteinov zaradi mutacij

v genih, ki jih kodirajo, zdravimo z aplikacijo eksogenih,

obi¢ajno pridoblienih s tehnologijo rekombinantne DNA

(pristopu pravimo nadomestno zdravljenje). V teh primerih

predstavljajo tudi ¢loveski proteini za prejemnika neoanti-

gene, sgj limfociti med dozorevanjem ne naletijo nanje. To
pojasni opazanja, da pri bolnikih s hujSo obliko hemofilije

A (ko dejavnik koagulacije VIII (fVIIl) endogeno sploh ne

nastaja), ki jih zdravimo z rekombinantnim fVIII, pogosto

pride do indukcije protiteles (t. i. inhibitorjev) (13, 14), ki
modno znizajo ucinkovitost zdravljenja.

Pomemben dejavnik imunogenosti je intrinzi€na bioloska

aktivnost proteina (15). Na primer, incidenca indukcije pro-

titeles pri zdravijenju z imunostimulatornimi molekulami,

kot so aldeslevkin (rekombinantni ¢loveski interlevkin 2

(rhIL-2)) in interferoni, je relativno visoka. Po drugi strani so

rhiL-2 in interferoni izjemno slabo topni, kar utegne biti

vzrok za agregacijo ucinkovine (1).

Bioloska aktivnost nekaterih terapevtskih proteinov je od-

visna od glikozilacije, kar narekuije izbiro ekspresijskega si-

stema (le evkariontske celice so namre¢ sposobne konju-
gacije proteinov s sladkornimi komponentami, zato za
izrazanje proteinov z bolj zapleteno zgradbo uporabliamo
predvsem sesalske celicne kulture in kvasovke). Kvasovke
pripenjajo sladkorje tudi na polozaje, na katerih jin v Clove-

Skih proteinih ni, poleg tega se glikozilacijski profil pri kva-

sovkah (sladkoriji so sestavljeni pretezno iz manoznih ostan-

kov, t. i. hipermanozilacija) mo¢no razlikuje od tistega pri
sesalcih (kjer je nabor sladkorjev SirSi). Napacen glikozila-

cijski profil je lahko vzrok povisane imunogenosti, saj tuji
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oligosaharidi okrepijo fagocitozo antigen-predstavitvenih
celic prek vezave na lektinske vzoréno prepoznavne re-
ceptorje (16) (zlasti v primeru tvorbe agregatov (glejte 3.2.2))
ali predstavljajo neoepitope (17). Izrazit primer je v tem po-
gledu sladkorni epitop Gala1,3GalB1,4GIcNAc-R (krajSe
a-Gal). Primati smo med evolucijo izgubili funkcionalnost
encima UDP-Gal:3GalB1-4GIcNAc al-3-galaktoziltransfe-
raze, odgovornega za sintezo epitopa a-Gal, in pri ljudeh
zaradi senzitizacije s hrano ali s piki klopov predstavljajo
protitelesa, usmerjena proti a-Gal, kar do 1 % vseh imu-
noglobulinov, vkljuCujo¢ razred E (18). Dokumentirani so
primeri, ko so pacienti pri infuziji cetuksimaba (himernega
protitelesa, izrazenega v glodalski celicni liniji CHO (ovarijske
celice kitajskega hr¢ka; Chinese hamster ovary cells)) do-

ziveli anafilakti¢no reakcijo zaradi prisotnosti epitopa a-Gal
(19, 20).

Aktivnost nekaterih terapevtskih proteinov je sicer neodvi-
sna od glikozilacije in jih posledi¢no lahko ekonomi¢no iz-
razamo Vv bakteriji Escherichia coli, a sladkorne komponente
domnevno maskirajo potencialne epitope in izboljSajo top-
nost (tj. prepreCujejo agregacijo ucinkovine). Tako je negli-
koziliran interferon B1b, ki ga izrazamo v E. coli, bolj imu-
nogen od glikoziliranega B1a, izrazenega v celicah CHO
(21).

Profil necistot, ki lahko ucinkujejo kot adjuvanti (npr. lipo-
polisaharidi iz zunanje membrane E. coli, nemetilirani motivi
CpG bakterijske DNA in rezidualni proteini gostiteljskih ce-
lic), je primarno odvisen od izbranega ekspresijskega si-

naivni
limfocit Th

Slika 2: Interakcije proteinskih agregatov z antigen predstavitvenimi celicami (APC) (prirejeno po (12)): Receptorji TLR veZejo agregate, ki
spominjajo na molekularne vzorce, povezane s patogeni (pathogen-associated molecular patterns, PAMP). Receptorji komplementa (CR)
prepoznavajo s komplementom opsonizirane (gliko)proteinske agregate. Na lektinske receptorje (LR) se veZejo glikoproteini s telesu tujimi
sladkorji. Agregati terapevtskih protiteles se lahko veZejo na receptorje za imunoglobulinsko regijo Fc (FcyR). Opisane interakcije so pogoj za
receptorsko posredovano fago- in endocitozo (ni prikazano) kot tudi proZenje signalizacijskih poti, ki vodijo v aktivacijo antigen predstavitvenih
celic in s tem sproscanje citokinov ter povisano izrazanje MHC Il in ligandov kostimulatornih receptorjev (npr. CD80 in CD86). Ti procesi
prispevajo k aktivacijii naivnih limfocitov Th in posledicni aktivaciji limfocitov B (glejte sliko 1).

Figure 2: Interactions of (glyco)protein aggregates with antigen-presenting cells (APC) (adopted from (12)): TLR receptors bind aggregates
mimicking pathogen-associated molecular patterns (PAMP). Complement receptors (CR) interact with complement-opsonized aggregates.
Lectin receptors (LR) bind foreign saccharides. Aggregates of therapeutic antibodies are bound by Fc receptors (FcyR). In addition to
providing stimulatory signals via receptor binding, aggregates are taken up by receptor-mediated phago-/endocytosis (not shown). APC
activation results in cytokine secretion and upregulation of MHC Il and co-stimulatory receptors (e.g., CD80 and CD86). The described
processes contribute to activation of naive Th-cells and (indirectly) B-cells (see Figure 1).
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IMUNOGENOST BIOLOSKIH ZDRAVIL

stema, njihova vsebnost pa od procesa Ciscenja ucinkovine
(glejte 3.2.2).

3.2.2 Vpliv proizvodnega procesa in razmer
shranjevanja bioloskega zdravila na
imunogenost proteinske ucinkovine

Proizvodni proces doloCa lastnosti bioloskega zdravila. Gli-
kozilacijski profil rekombinantnega proteina je primarno od-
visen od izbranega ekspresijskega sistema, a na porazde-
litev glikozilacijskih izooblik mo¢no vplivajo tudi razmere v
fermentorju (22-24). Katere necistote in v kakSnem obsegu
bodo prisotne v konénem zdravilu, je med drugim odvisno
od tega, ali celice rekombinantni protein izloCajo v gojisce
(v nasprotnem primeru je celice potrebno lizirati, pri Cemer
se iz njih ob rekombinantni ucinkovini sprostijo tudi celi¢ni
proteini) in kako nacrtujemo proces izolacije in ¢is€enja,
npr. afinitetna kromatografija je iziemno specificna in omo-
goca odstranitev vecine necCistot, povezanih z ekspresijskim
sistemom, ze v enem koraku (25). Razmere, ki jim je bio-
loska ucinkovina izpostavljena v fermentorju, med izolacijo,
¢isCenjem in formulacijo (poviSana temperatura ali zamr-
zovanje, prisotnost kisika, svetloba, visok tlak, hidroliza s
proteazami in glikozidazami, ekstremi pH in ionske jakosti,
adsorpcija na povrsine, velika koncentracija ucinkovine, z
ucinkovino nekompatibilne pomozne snovi), lahko privedejo
do sprememb na (gliko)proteinu, kot so denaturacija, agre-
gacija, fragmentacija, deamidacija in oksidacija, ki spre-
menijo imunogeni profil u¢inkovine (1). Podobno moramo
biti pozorni tudi na razmere med shranjevanjem in tran-
sportom zdravila ter pri izdaji pacienta opozoriti na poseb-
nosti bioloSkega zdravila.

Agregati proteinske ucinkovine predstavijajo najvedii dejavnik

tveganja za pojav imunogenosti. Antigen predstavitvene ce-

lice namre¢ ucinkoviteje vzorcijo proteinske antigene v agre-
girani obliki v primerjavi z monomeri, kar je osnovni razlog
za vecCjo verjetnost vpletenosti limfocitov Th v oblikovanje
imunskega odziva proti u¢inkovini (12). Ne le da so agregati
boljSi substrat za fagocitozo, prek interakcij z raznovrstnimi
receptorji (slika 2) spodbudijo aktivacijo antigen predstavit-
venih celic, kar se odraza v izlo€anju provnetnih citokinov in
povisanem izrazanju MHC |l ter kostimulatornih membran-
skih proteinov. Podobno lahko tudi rezidualni proteini gosti-

teliskih celic, lipopolisaharidi, bakterijska DNA ali afinitetni li-

gandi, sprosceni iz kromatografskin kolon, aktivirajo

povrsinske in znotrajceli€ne vzoréno prepoznavne receptorje
antigen predstavitvenih celic.

V znanstveni literaturi je opisanih nekaj primerov imunoge-

nosti proteinskih ucinkovin, ki so verjetno posledica prisot-

nosti agregatov v bioloSkem zdravilu (12). Vzrocna analiza
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je sicer tezavna, saj na pojav protiteles vplivajo Stevilni drugi
dejavniki, ki jih slabo razumemao, kot je genetika (glejte 3.2.3),
pa tudi kvantitativna analitika agregatov je tezavna, saj zaje-
majo zelo Siroko obmocje velikosti (od topnih dimerov pa
vse do makroskopskih delcev). Veliko je porocil o poviSani
imunogenosti proteinov, izpostavljenin stresnim dejavnikom,
na zivalskin modelih, medtem ko je vrednotenje imunoge-
nosti med klinicnim preizkuSanjem zdravila tezavno (tako
zaradi relativne redkosti pojavnosti kot pomanjkanja stan-
dardiziranih metod (glejte 4)). Najobolie dokumentiran pojav
indukcije nevtralizacijskih protiteles proti bioloSki ucinkovini,
zaznan s farmakovigilanénim nadzorom, sega v pozna de-
vetdeseta leta in je povezan s spremembo formulacije in/ali
zamenjavo primarne ovojnine rekombinantnega eritropo-
etina, epoetina alfa (9, 26). Pred tem Casom so kot ekscipient
uporabljali humani serumski albumin, izoliran iz plazme krvo-
dajalcev, nakar ga je proizvajalec za evropsko trzisée s ciliem
stabilizacije ucinkovine zamenjal s sinteznima polisorbatom
80 in glicinom. Hkrati so spremenili vsebnik — iz veodmerne
viale so presli na enoodmerne brizge. Produktno spremembo
je spremljal skokovit porast v frekvenci pojavnosti nevtrali-
zacijskih protiteles proti uCinkovini med prejemniki v Evropi.
Vzrok zanjo so pripisali vgrajevanju epoetina v micele poli-
sorbata 80 in s tem posnemaniju strukture proteinskinh agre-
gatov z vidika ponavijgjocih se povrsSinskih epitopov (26).
Druga hipoteza skuSa pojasniti vzrok za nenadno povisano
imunogenost bioloSkega zdravila s spros¢anjem adjuvantov
iz gumijastin batnih tesnil brizg (26). Zanimiv je tudi pojav
nevtralizacijskih protiteles proti epoetinu alfa, opisan med
klini€nim vrednotenjem podobnega bioloSkega zdravila, za-
radi Gesar so raziskavo prekinili (27). Kot vzrok imunogenosti
so identificirali spro$¢anje volframovih spojin iz sten steklenih
brizg, kamor so zasle med proizvodnjo primarne ovojnine.
V kasnejsih poskusih in vitro so dokazali, da razli€ne volfra-
move spojine Ze v koncentracijah 200 ppm izzovejo dena-
turacijo in agregacijo epoetina (28).

3.2.3 Dejavniki, povezani s prejemnikom, Ki
vplivajo na imunogenost bioloske
uc€inkovine

Protitelesa proti ucinkovini se pri nekaterih pacientih pojavijo

relativno hitro, pri drugih pozno ali sploh ne. Razlogi za to

niso povsem pojasnjeni, a verjetno ima pomemben vpliv
genetsko ozadje, saj so v ve¢ raziskavah potrdili povezavo
med alelnim polimorfizmom genov HLA, ki kodirajo kom-
ponente MHC 11, in indukcijo protiteles pri bolnikih, zdra-
vlienih z bioloSkim zdravilom (29, 30). Predpostaviljajo, da

razliCice MHC Il vezejo posamezne antigenske peptide z

razlicno afiniteto. Imunokompetenca prejemnika je Se en
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pomemben dejavnik — pri starejsih bolnikih (ki jim imunski
sistem pesSa) in tistih, ki so¢asno prejemajo imunosupresi-
vne ucinkovine, je verjetnost indukcije protiteles manjsa
(81) (glejte 3.2.4).

3.2.4 Vpliv terapevtskega rezima in koterapije na

imunogenost bioloske ucinkovine
Kratkotrajno zdravljenje z bioloskimi zdravili povezujemo z
manjSo verjetnostjo indukcije protiteles proti ucinkovini, kot
to velja za kroni¢no terapijo. Pri dolgotrajnem zdravijenju
so manjSi odmerki praviloma bolj imunogeni kot veliki od-
merki, kar se sklada s popolnejSo tolerantnostjo imunskega
sistema do obsezneje izrazenih lastnih antigenov. Strategijo
vecjih odmerkov in krajsih odmernih intervalov na zacetku
zdravljenja zato v€asih izkoris€amo za omejevanje imuno-
genosti bioloSkega zdravila (31, 32). Podoben pristop upo-
rabliamo tudi, kadar skuSamo doseci indukcijo tolerance,
ko se protitelesa pri pacientu ze pojavijo. V nekaterih pri-
merih, npr. pri zdravljenju kroni¢nih vnetnih Crevesnih bo-
lezni, je tudi z vidika omejevanja imunogenosti bioloSkega
zdravila (in ne zgolj za dosego sinergisticnega ucinka) smi-
selna soCasna aplikacija imunosupresivnih ucinkovin (slika
3) (31). PorocCajo tudi o vecji incidenci indukcije protiteles
pri intermitentnem zdravljenju v primerjavi z enakomernim
odmerjanjem zdravila (slika 3).
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Slika 3: Incidenca pojava protiteles, usmerjenih proti infliksimabu,
med 72-tedensko raziskavo pri pacientih s Crohnovo boleznijo, ki so
prejemali zdravilo obcasno ali v rednih intervalih (tj. kontinuirano),
bodisi kot monoterapijo ali v kombinaciji z imunosupresivom ((33),
povzeto po (317)).

Figure 3. Incidence of anti-infliximab antibodies at any time during
72-week-trial in Crohn disease patients receiving the drug as
monotherapy or in combination with an immunosuppressive, either
episodically or continuously ((33), adopted from (31)).
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Nacin aplikacije sicer ni dejavnik, ki bi sam po sebi dolo-
Cal imunogenost bioloskega zdravila, a je znano, da je
verjetnost oblikovanija protiteles proti u¢inkovini najvecja
pri subkutani aplikaciji (34). Podkozna tkiva so namrec¢
bogata z antigen predstavitvenimi celicami, klju¢nimi za
oblikovanje mocnega imunskega odziva (slika 1). UCin-
kovina tvori na mestu aplikacije depo, od koder se le
pocasi sprosca in njena lokalna koncentracija je tam zelo
velika, kar prispeva k vecji verjetnosti vzoréenja in imun-
skega procesiranja proteinske ucinkovine. Tudi bezgavke,
kjer se zbirajo zreli naivni limfociti, so v neposredni blizini
podkozja.

SPREMLJANJE
IMUNOGENOSTI MED
RAZVOJEM ZDRAVIL

Evropska agencija za zdravila (EMA) je Ze pred vec kot de-
setletiem oblikovala smernice za ovrednotenje imunoge-
nosti ucinkovin in zdravil med njihovim razvojem; preno-
vljena sploSna smernica bo stopila v veljavo z decembrom
2017 (35). Ker je napovedna vrednost ocen imunogenosti
med predkliniénim razvojem omejena (vezana je na upo-
rabo Zzivalskih modelov, vecina terapevtskih proteinov pa
je Cloveske narave in so zaradi medvrstnih razlik za Zivali
imunogeni), EMA ne zahteva spremljanja odziva imunskega
sistema na ucinkovino Ze v tej fazi razvoja. V nekaterih pri-
merih je kljub temu smiselno izvesti poskuse na Zivalih,
npr. kadar zelimo pridobiti informacije o posledicah imun-
skega odziva na ucinkovino, s katero nimamo bogatih iz-
kusenj. Nekatere alternative poskusom na zivalih v zgodnjih
fazah razvoja so napovedovanje T-celi¢nih epitopov in silico,
vrednotenje vezave na MHC |l in vitro (npr. kompeticija
proteinskih fragmentov (sinteznih peptidov) z visokoafini-
tetnimi agretopi (tj. peptidi, ki se vezejo na MHC 1l)) in
spremljanje citokinskega odziva na ucinkovino in vitro, zlasti
s kokultivacijo dendriti¢nih celic in limfocitov T, izoliranih iz
naivnih prostovoljcev, v prisotnosti potencialnega imuno-
gena (indukcijo citokinov, ki je indikator aktivacije celicne
komponente imunskega odziva, nato spremljamo s tehniko
elispot ali s preto¢no citometrijo) (11). Tudi ti pristopi imajo
le omejeno napovedno vrednost. Zanimivi so tudi modeli
transgenih misi, ki bodisi izrazajo ¢loveski protein, katerega
imunogenost vrednotimo, s ¢imer v osnovi izkazujejo imun-
sko toleranco do ucinkovine, ali nosijo v genomu zapis za
Cloveske gene HLA in tako bolje posnemajo imunsko pro-
cesiranje antigenov pri Cloveku (11).
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Med klini¢nim vrednotenjem zdravila EMA izrecno zahteva
analizo imunogenosti, obi¢ajno vezano na spremljanje po-
java in karakterizacijo protiteles proti ucinkovini, tipicno v
korelaciji z udinkovitostjo (tj. vpliv na farmakokinetiko in
farmakodinamiko) in varnostjo. Protitelesa v serumu pa-
cientov je potrebno spremljati celoten ¢as raziskave. Tako
lahko ocenimo, ali je imunski odziv le prehodnega znacaja
(torej s Casom izzveni) ali pa je persistenten. Analitika pro-
titeles proti ucinkovini poteka po korakih. Praviloma najpre;
uporabimo zelo obcutljiv presejalni test, ki mu sledi potr-
ditveni test, s katerim izlo€imo lazno pozitivne rezultate. V
nadaljevanju z bioloskimi testi preverimo, ali imajo protite-
lesa nevtralizacijski znacaj, in ocenimo Se njihov titer, afini-
teto, izotip in/ali kartiramo pripadajoCe antigenske deter-
minante na proteinski ucinkovini. Pri validaciji testov
uporabliamo tako pozitivno kontrolo (v idealnem primeru
humani serum z visokim titrom protiteles proti ucinkovini,
a ga smemo nadomestiti tudi z Zivalskim serumom) kot
negativno kontrolo (serum naivnih prostovoljcev). Vsakemu
pacientu odvzamemo Se serum pred zaCetkom zdravljenja
z bioloskim zdravilom za oceno nespecificne reaktivnosti z
ucinkovino (baseline signal).

V nekaterih primerih so resni nezeleni ucinki, povezani z
imunogenostjo zdravila, izjemno redki in jih zato ne za-
znamo med Kklini¢nimi raziskavami. EMA zaradi tega pred-
pisuje spremljanje imunogenosti zdravila tudi po sprostitvi
na trg v okviru farmakovigilanénega nadzora, katerega
pomemben del je nacért obvladovanja tveganja. Ta mora
med drugim vsebovati navedbo kazalcev imunskega od-
ziva, podrobne opise metod za detekcijo, kvantifikacijo
in karakterizacijo protiteles, ukrepe za minimizacijo tve-
ganja in omejevanje imunogenosti (npr. nacért prehoda
na intravensko aplikacijo zdravila), navodila zdravstvenim
delavcem, kako ravnati ob pojavu protiteles (npr. pove-
Ganje odmerka, skrajSanje odmernega intervala ali pre-
kinitev zdravljenja) ter komunikacijske kanale ob detekciji
nezelenih ucinkov. Spremljanje imunogenosti je tudi v te;
stopnji vrednotenja zdravila precej problemati¢no, saj
testi niso robustni in standardizirani. Tako prihaja do pre-
cejSnjih odstopanj med rezultati razli¢nih analiznih labo-
ratorijev. NajveC¢ so v uporabi imunokemijski testi (npr.
encimskoimunski test (ELISA: direktna, indirektna, pre-
mostitvena, kompetitivna) ali radioimunski test (RIA)) in
biosenzorji na osnovi povrSinske plazmonske resonance,
s katerimi spremljamo protitelesa proti ucinkovini. Kot
komplementarne pristope uporabljamo teste stimulacije
(spros&anje citokinov) ali proliferacije limfocitov Th ob
stiku z antigen predstavitvenimi celicami, ki so procesirale
ucinkovino.
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Odziv imunskega sistema na ucinkovino je najpogoste;si
nezeleni ucinek, povezan z aplikacijo bioloSkih zdravil. Kli-
ni¢ne posledice je tezko napovedati in so zelo raznolike:
od nezaznavnih do Zivljenje ogrozajodih. Stevilne dejavnike,
ki vplivajo na imunogenost, slabo poznamo, zato je toliko
pomembneje, da posvetamo vecjo pozornost kakovosti
zdravila. Nedvomno lahko z optimizacijo proizvodnje na
vseh korakih (od izbire genske informacije, ki kodira re-
kombinantni protein, do ekspresijskega sistema, ki izvaja
zahtevane posttranslacijske modifikacije, uCinkovitega Cis-
Cenja ucinkovine (npr. zagotavljanje odsotnosti agregatov
in/ali kontaminantov, ki bi utegnili delovati kot adjuvanti) in
pazljive formulacije, ki ohranja nativnho konformacijo tera-
pevtskega proteina) mo¢no omejimo imunogenost, ne mo-
remo pa je povsem odpraviti. Spregledati ne gre niti pravil-
nega shranjevanja bioloSkega zdravila, saj v nasprotnem
primeru tvegamo, da nastajajo s produktom povezane
imunogene necistote tudi kasneje med Zivljenjskim ciklom
zdravila. Kot ucinkovit pristop za omejevanje imunskega
odziva sta se v nekaterih primerih izkazala modulacija te-
rapevtskega rezima in koterapija z imunosupresivi. U¢in-
kovita strategija znizevanja imunogenega potenciala je ko-
njugacija proteinske ucinkovine s hidrofilno verigo
polietilenglikola (t. i. PEGilacija) (36). PEGilacija izboljSa top-
nost proteinov (posredno omejuje agregacijo), ovira pro-
cesiranje proteina v antigen predstavitvenih celicah, maskira
epitope (prepreCuje dostop protiteles do ucinkovine) ter
upocasni eliminacijo iz organizma (posledica so manjSa
nihanja v plazemskih koncentracijah ucinkovine). Zgolj na
eksperimentalnem nivoju se kot moznost omejevanja imu-
nogenosti omenja mutageneza proteinov s ciliem odstra-
njevanja agretopov ali T-celi¢nih epitopov (11). Tezavo pri
tem predstavlja nevarnost, da s poseganjem v strukturo
proteinov izgubimo bioloSko aktivnost ali oblikujemo nove
antigenske determinante.

VsakrSen poseg v proizvodni proces teoreti¢no lahko vodi
v spremembo imunogenega potenciala rekombinantne
ucinkovine, kar utegne biti posledica ze minimalnih fizi-
kalno-kemijskih ali strukturnih sprememb proteina, ki jin z
analiznimi metodami morebiti ne zaznamo. Pri spremem-
bah proizvodnega procesa je zato obiCajno potrebno po-
trditi, da je incidenca protiteles proti u¢inkovini (ter njihov
potencialen vpliv na varnost in ucinkovitost) pri pacientih,
zdravljenih z novim produktom, primerlijiva s tisto, ki jo
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opazimo pri bolnikih, zdravljenih z zdravilom, pripravljenim
po starem postopku. Podobna bioloska zdravila so relativno
nova kategorija zdravil, pri razvoju katerih se naslanjamo
na izkusnje z referen¢nim bioloSkim zdravilom (37, 38). Pri-
pravljiamo jih s proizvodnim procesom, ki je drugacen od
tistega, s katerim je izdelano referenéno zdravilo. To seveda
pomeni, da je mo¢ pri¢akovati razlike v imunogenosti obeh
zdravil. Ceprav je potrebno v sklopu celovitega vrednotenja
podobnih bioloSkih zdravil (similarity exercise) dokazati tudi
podobno imunogenost, obstaja tveganje, da morebitnih
manjSih razlik v imunogenosti zaradi redkega pojava med
klini¢nim vrednotenjem ne bomo zaznali. S tega vidika in
predvsem zaradi interindividualnih razlik v dovzetnosti za
odziv imunskega sistema na ucinkovino avtomaticna za-
menljivost, kakrSna velja za generi¢na zdravila, za podobna
bioloSka zdravila ni priporodljiva, zlasti pri bolnikih s kroni¢no
boleznijo (ki zahteva dolgotrajno zdravljenje), ki se stabilno
odzivajo na aktualno terapijo (osebno mnenje avtorja). V
odgovoru na vpraSanje Mednarodnega foruma znanstve-
noraziskovalnih farmacevtskih druzb (GlZ) o zamenljivosti
in nadomestljivosti med podobnimi bioloSkimi zdravili ter
(referencnimi) originalnimi bioloSkimi zdravili je Javna agen-
cija Republike Slovenije za zdravila in medicinske pripo-
mocke (JAZMP) podala naslednje stalisée: »JAZMP pod-
pira uvajanje PBZ [podobnih bioloskih zdravil], ker mora
biti podobnost oz. primerljivost PBZ v razmerju do zadevnih
referencnih bioloskih zdravil z vidika kakovosti, varnosti in
ucinkovitosti dokazana v okviru postopka pridobitve dovo-
lienja za promet za vsako PBZ. [...] Odlocitev o njihovi
uporabi oz. njihovo zamenjevanje (terapevtski preklop) lahko
poteka v le v klinicnem oz. ambulantnem okolju in mora
biti predmet medicinske obravnave vsakega posameznega
bolnika.« (39). Ob tem velja izpostaviti, da klini¢ne raziskave,
osredotoCene na primerjavo ucinkovitosti in varnosti (vklju-
¢no z imunogenostjo), niso zaznale znacilnih razlik pri pa-
cientih, ki so jim referencna zdravila zamenjali za podobna
bioloSka zdravila, in tistih, ki so obdrzali prvotno terapijo
(40).
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Mentor: prof. dr. Danijel Kikel]
Somentorica: prof. dr. Lucija Peterlin Masi¢

Odpornost bakterij proti vecini protibakterijskin ucinkovin
postaja vse vecji problem, zato se potreba po novih proti-
bakterijskih ucinkovinah povecuje in dejstvo, da posveca
farmacevtska industrija premalo pozornosti odkrivanju novih
protibakterijskih ucinkovin, postaja vse bolj skrb vzbujajoce.
ATP vezavno mesto bakterijske DNA giraze ponuja dobro
priloznost za nacrtovanje novih protibakterijskih ucinkovin.
Podobnost v strukturi med bakterijsko girazo B in podenoto
topoizmeraze IV Par E odpira moznost za nacrtovanje pro-
tibakterijskih ucinkovin s sinergisticnim delovanjem na dve
tarci v bakterijski celici.

V okviru doktorskega dela je doktorandka nacrtovala, sin-
tetizirala in biolosko ovrednotila potencialne pirolkarbok-
samidne inhibitorje DNA giraze z benzotiazolskim skeletom
kot nadaljevanje raziskav inhibitorjev DNA giraze s 4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[d]tiazolnim ogrodjem, ki so jih odkrili ne-
davno. Pripraviiene spaojine so izkazovale mo¢no inhibitorno
aktivnost in vitro na DNA girazo Escherichia coli, nekatere
spojine pa tudi zaviralno aktivnost na DNA girazo Staphy-
lococcus aureus. NajboljSi inhibitor DNA giraze E. coli je
imel vrednost IC., 33 nM. DoloCene spojine so pokazale
dvojno zaviralno delovanje, tako na DNA girazo iz E. coli in
S. aureus kot tudi na topoizomerazo IV iz E. coli in S. au-
reus. Vezavo pripravljenih inhibitorjev v ATP vezavno mesto
DNA giraze smo potrdili s kristalno strukturo kompleksa
giraze B iz E. coli z enim od pripravljenih inhibitorjev. Sinte-
tizirane inhibitorje DNA giraze in topoizomeraze IV smo te-
stirali tudi na protibakterijsko aktivnost na po Gramu pozi-
tivne (S. aureus, Enterococcus faecalis) in po Gramu
negativne bakterijske seve (E. coli, Pseudomonas aerugi-
nosa), vendar niso pokazali znatne protibakterijske aktiv-
nosti. Za eno od spojin smo pokazali, da je substrat efluk-
sne Crpalke AcrAB-tolC, s Cimer lahko razlozimo njeno
slabo protibakterijsko aktivnost na testirane po Gramu ne-
gativne bakterijske seve.

Pripravljene spojine so bile vklju¢ene tudi v projekt reSetanja
spojin, namenjen odkrivanju spojin s protivirusnim delova-
njem, in nekateri benzotiazolni inhibitorji giraze B so izkazali
aktivnost proti virusom influence A in influence B. Ker je
struktura ATP vezavnega mesta DNA giraze zelo podobna
strukturi ATP vezavnega mesta Saperona Hsp90 in ker je
Hsp90 Saperon pomemben pri replikaciji virusa influence,
se je v okviru doktorske disertacije porodila ideja, da je
protivirusna aktivnost benzotiazolnih inhibitorjev giraze B
morda posledica inhibicije Hsp90. Z mikroforeznim testom
so finski partneriji na projektu dokazali vezavo benzotiazolnih
inhibitorjev giraze B na Hsp90. NajboljSe benzotiazolne
spojine so imele vrednosti Kd v nanomolarnem obmocju,
kar je primerljivo z vrednostjo Kd znanega inhibitorja Hsp90,
17-desmetoksi-17-N,N-dimetilaminoetilaminogeldanami-
cina (17-DMAG).

V okviru doktorskega dela je doktorandka tako uspela pri-
praviti spojine, ki imajo inhibitorno delovanje na DNA girazo
kot tudi na topoizomerazo IV bakterij E. coli in S. aureus.
Kristalna struktura ene od njih v kompleksu z DNA girazo
B iz E. coli daje priloznost za nadaljnjo optimizacijo teh
spojin za izbolj$anje njihovih inhibitornih aktivnosti. Ugoto-
vitvi, da imajo pripravljeni benzotiazolni inhibitorji giraze tudi
delovanije proti virusu influence in da se vezejo na Saperon
Hsp90, dajeta dobro izhodiSCe za nadaljnje nacrtovanije in
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razvoj ucinkovin, ki bi imele protibakterijsko in protivirusno
delovanje.

Rezultate, dobljene v okviru doktorske disertacije Marine
Gijorgjieve, smo objavili v ¢lanku v ugledni reviji Journal of
Medicinal Chemistry.

Ivana Klopci¢, mag. farm.

RAZISKAVE ENDOKRINIH
UCINKOV FENOLNIH
ANALOGOV BISFENOLA A IN
NJIHOVIH MESANIC IN SILICO
IN IN VITRO

Mentorica: prof. dr. Marija Sollner Dolenc
Somentor: izr. prof. dr. Janez Mavri

V svojem delu se je Ivana KlopcCi¢ osredotocila na identifi-
kacijo potencialnih hormonskih motilcev fenolnih analogov
bisfenola A (BPA) iz skupin zdravil, onesnazil in kozmeti¢nih
sestavin, na njihovo pleiotropno delovanie ter prou¢evanje
hormonskih ucinkov njihovih meSanic. Z metodo in silico je
s pomocjo prosto dostopnega programskega orodja En-
docrine Disruptome napovedala afiniteto vezave z dvanaj-
stimi razli¢nimi jedrnimi receptorji za izbran niz spojin. Pred-
vsem se je osredotocila na bromirane zaviralce gorenja ter
aminofenolne analoge BPA iz skupine zdravil (npr. diklofe-
nak, paracetamol) ter nekatere kozmeti¢ne sestavine (npr.
avobenzon) ter njihove metabolite. Testirala jih je tudi in
vitro na celicnih linijah s poroCevalskim genom za luciferazo.
Za spojine, ki so izkazovale glukokortikoidno in androgeno
moduliranje, je izvedla Se potrditveni test vezave in vitro.
Med prvimi je za prej omenjene spojine dokazala njihove
razlicne hormonske ucinke na estrogenskem, androgenem,
glukokortikoidnem in tiroidnem receptorju pri koncentracijah,
ki smo jim ljudje lahko izpostavlieni. V drugem delu doktor-
ske disertacije je dokazala, da je hormonski uc¢inek prou-
Cevanih spojin na zgoraj omenjene receptorje odvisen od
hkratne prisotnosti drugih snovi in da imajo hormonsko
aktivni fenolni analogi BPA pleiotropni uc¢inek. Poleg modu-
lacije jedrnih receptorjev se je namreC osredotodila tudi na
njihovo genotoksi¢no in imunomodulatorno delovanje. Re-
zultati na celicni liniji LCL kazejo, da imajo doloceni amino-
fenolni analogi BPA imunomodulatorno delovanje pri kon-
centracijah, najdenih v Cloveski plazmi, ter da na njega
znatno vpliva metabolizem teh spojin. Dokazala je, da lahko
predvsem fenolni analogi BPA kot hormonski motilci glu-

kokortikoidnega receptorja spremenijo imunski odziv izpo-
stavljenih posameznikov. Ker je Se vedno odprto vprasanje
0 genotoksicnosti paracetamola, ki ga je izbrala kot eno iz-
med spajin, ki jo uvrs¢amo med fenolne analoge bisfenola
A iz skupine zdravil in ima endokrino delovanje, je s pomodjo
kvantno-kemijskih metod skupaj s sodelavci prva predstavila
mehanizem direktne interakcije med DNA in toksi¢nim me-
tabolitom paracetamola (NAPQ)) in predpostavila, v kaksnih
pogojih v celici do teh poskodb DNA lahko pride.

UcCinke mesSanic izbranih spojin iz skupin onesnazil in koz-
metiCnih sestavin je dolocila na celicnih linijah na enak
nacin kot hormonske ucinke posameznih spojin. Glede na
dobljene rezultate je zakljucila, da testirane komponente
mesSanic interagirajo ena z drugo. Pokazala je, da ucinki
mesanic niso zanemarljivi ter da jih je nujno vklopiti v oceno
tveganja za zdravje ljudi in njihov vpliv na okolje. Ti rezultati
kazejo, da je potrebno natanc¢no doloditi strategijo za tes-
tiranje meSanic spojin, ki bo temeljila na ustreznih toksiko-
loskih testih (Ze obstojeCe metode in silico in in vitro, novi
bioloSki testi ter modelna orodja za testiranje mesanic
Euromix).

Rezultate svojega raziskovalnega dela v okviru doktorata
je lvana Klopg&i¢ objavila v Sestih izvirnih raziskovalnih ¢lan-
kih v revijah z visokim dejavnikom vpliva, stiri Slanki pa so
poslani v objavo. Svoje delo je predstavila tudi na ve¢ med-
narodnih in domacih znanstvenih konferencah.

Jure Peklar, mag. farm.

/DRAVJE STAROSTNIKOV IN
OSEB S POSEBNIMI
POTREBAMI TER NJIHOVA
UPORABA ZDRAVIL IN
PREHRANSKIH DOPOLNIL

Mentor: izr. prof. dr. Mitja Kos
Somentor: prof. dr. Martin Henman

Kandidat je raziskoval zdravje starostnikov in oseb s po-
sebnimi potrebami ter njihovo uporabo zdravil in prehran-
skih dopolnil, in sicer na podlagi irske longitudinalne razi-
skave staranja TILDA ter raziskave oseb s posebnimi
potrebami IDS-TILDA.

17 % starostnikov je porocalo o redni uporabi prehranskih
dopolnil, 14 % pa o redni so¢asni uporabi tako prehranskin
dopolnil kot tudi zdravil. 4,5 % primerov soCasnih uporab
bi lahko privedlo do Kklinicno pomembnih interakcij.
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Sedativno breme zdravil predstavlja pomemben vpliv na
zdravstveni status starostnikov. Zdravila, ki imajo tudi se-
dativne ucinke, je uporabljalo 19 % starostnikov, in sicer
najbolj pogosto hipnotike in antidepresive. Njihova uporaba
je bila pozitivno povezana s sindromom krhkosti pri sta-
rostnikin. Zdravila s sedativnim u¢inkom je uporabljalo 46
% starostnikov, ki so imeli razvit sindrom krhkosti, 23 %
starostnikov s predstopnjo krhkosti in 9 % oseb, ki niso
imele razvitega sindroma krhkosti.

Uporaba zdravil in prehranskih dopolnil je med osebami s
posebnimi potrebami skoraj dvakrat visja v primerjavi s
populacijo, prou¢evano v raziskavi TILDA. Breme zdravlje-
nja z zdravili tako predstavlja pomemben vidik ustrezne
obravnave teh oseb.

Katarina Bolko Seljak, mag. farm.

TEHNOLOSKI PRISTOPI ZA
RAZVOJ NA LIPIDIH
OSNOVANIH TRDNIH
SISTEMOV

Mentorica: prof. dr. Mirjana Gasperlin
Somentor: prof. dr. Janez Ker¢

Podrocje doktorske disertacije Katarine Bolko Seljak je
razvoj novih na lipidih osnovanih sistemov za izboljSanje
biofarmacevtskih lastnosti vanje vgrajenih ucinkovin ter
pretvorba teh sistemov v trdne farmacevtske oblike, tako
enoenotne (tablete) kot veSenotne (mikrokapsule). Za mo-
delno ucinkovino smo izbrali polifenol naravnega izvora
resveratrol, katerega SirSo terapevtsko uporabo ovirata nje-
gova slaba topnost in predsistemski metabolizem.

V nalogi je doktorandka razvila inovativen na lipidih osnovan
samomikroemulgirajoCi sistem z resveratrolom, s katerim
je uspela znagilno izboljSati njegovo topnost in obseg spros-
Canja ter na modelu podganjega Crevesa in celic Caco 2
dokazati znacilno zmanjSan efluks njegovih metabolitov
zaradi zaviranja sekretornih prenasalceyv, pri ¢emer formu-
lacija ni vplivala na integriteto in vitalnost celi¢ne linije in
vitro. V zadnjem delu je doktorandka uspesno nacrtovala
in izvedla adsorpcijo teko¢ih SMES na trdne nosilce, ki so
omogocili izdelavo tablet, pri Cemer so se ohranile samo-
mikroemulgirajoCe lastnosti. Tako je potrdila, da so SMES-
i perspektiven dostavni sistemi za izboljSanje biofarma-
cevtskih, farmakokineti¢nih in toksikoloSkih lastnosti
resveratrola.

Rezultati doktorske naloge so mednarodno primerljivi in
objavljeni v stirih ¢lankih z dejavnikom vpliva, petega pa
smo poslali v objavo.

Z novimi dognaniji, pridobljenimi na podlagi kompleksnih
rezultatov doktorske naloge, je kandidatka doprinesla po-
memben znanstveni prispevek k tehnoloski in industrijski
konkurencnosti trdnih SMES za peroralno dostavo slabo
topnih uc¢inkovin.

Samo Rozman, mag. farm., spec. klin. farm.

FARMAKOKINETICNE
LASTNOSTI IN KLINICNA
UCINKOVITOST RITUKSIMABA
PRI BOLNIKIH Z DIFUZNIM
VELIKOCELICNIM LIMFOMOM B

Mentor: prof. dr. Iztok Grabnar
Somentorica: izr. prof. dr. Barbara JezerSek Novakovi¢

V doktorski disertaciji je Samo RoZzman obravnaval bioloSko
zdravilo rituksimab. Rituksimab v kombinaciji s kemotera-
pijo izboljsa prezivetje bolnikov z difuznim velikoceli¢nim
limfomom B. Prognosticni dejavniki, ki bi napovedovali
uspesnost zdravljenja, pa so slabo opredeljeni. Nekatere
raziskave kazejo, da je kljub enakim odmerkom serumska
koncentracija rituksimaba vecja pri bolnikih, ki se na zdra-
vlienje odzovejo, kot pri bolnikih, pri katerih zdravljenje ni
uspesno. Spremljanje farmakokinetike bi zato morda lahko
sluzilo kot napovedni dejavnik uspesnosti zdravijenja in za
identifikacijo bolnikov, ki potrebujejo vecje odmerke ali ve¢
krogov zdravljenja.

Za preskus te hipoteze je Samo Rozman izvedel Kklini¢no
raziskavo na bolnikih z novoodkritim velikoceli¢nim limfo-
mom B. Bolnikom je v vsakem krogu zdravljenja dolocil
koncentracijo rituksimaba v krvnem serumu z encimsko-
imunsko metodo. DoloCil je tudi genski polimorfizem re-
ceptorja Fc-gama. Za farmakokineticno analizo je uporabil
pristop populacijske farmakokineti¢ne analize z nelinearnim
modeliranjem meSanih ucinkov. Kliniéni odgovor je bil oce-
njen v skladu s Chesonovimi kriteriji.

Samo Rozman je ugotovil, da farmakokinetiko rituksimaba
najbolie opisuje dvoprostorni model s konstantnim in ¢a-
sovno spremenljivim ocistkom. Konstantni oCistek je nizji
pri starejSih bolnikih in tistih z manjSo telesno maso, volumen
centralnega prostora pa je vecji pri moskin. Bolniki, pri ka-
terih je priSlo do napredovanja bolezni, so imeli poCasnejsi
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upad Casovno spremenljivega oCistka rituksimaba in zato
vi§ji celokupni odistek ter manjSe serumske koncentracije
rituksimaba. Hitrost upada ¢asovno spremenljivega oCistka
rituksimaba zato lahko sluzi kot napovedni dejavnik uspes-
nosti zdravljenja. Med razli¢nimi genotipi receptorja Fc-
gama kandidat ni ugotovil znacilno razli¢nega odgovora na
zdravlienje. Opazil pa je trend boljSega odgovora pri bolnikih,
ki so homozigoti za valin na mestu 158.

Rezultati disertacije so inovativni v . mednarodnem merilu,
predstavijajo pomemben doprinos k znanosti, imajo pa
tudi potencialno uporabno vrednost pri izboljSanju zdra-
vljenja bolnikov z difuznim velikoceli¢nim limfomom B.

Tomaz Nerat, mag. farm.

VPLIV VODLJIVOSTI BOLNIKOV
S SLADKORNO BOLEZNIJO
TIPA 2 NA BREME BOLEZNI IN
STROSKOVNO UCINKOVITOST
ZDRAVIL

Mentor: izr. prof. dr. Mitja Kos

Kandidat je ovrednotil sodelovanje bolnikov s sladkorno
boleznijo tipa 2 pri zdravljenju z zdravili ter njegov vpliv na
breme bolezni in stroSkovno ucinkovitost.

Bolniki s sladkorno boleznijo tipa 2 v Sloveniji dobro sode-
lujejo pri zdravljenju z zdravili (91 %). V primeru ustrezne
prehrane so bolniki srednje sodelujoCi (60 %) in v primeru
telesne aktivnosti dobro sodelujoCi (90 %). Kljub visoki
stopnji sodelovanja pri jemanju zdravil pa so imeli vkljuceni
bolniki sorazmerno slabo urejeno glikemijo. Breme plaCnika
zdravstvenega varstva (obvezno in dopolnilno zavarovanie)
v Sloveniji je bilo ovrednoteno na 99.120.419 EUR oz.
4,18 % planiranih javnih stroSkov za zdravstvo. Navedeni
delez je primerljiv z rezultati v drugih zahodno evropskih
drzavah.

Pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2 so najbolj uSinkovite
naslednje intervencije, ki vplivajo ha sodelovanje bolnikov:
intervencije, ki vplivajo na sodelovanje bolnikov pri zdra-
vijenju z zdravili, mediteranska dieta, aerobna, rezistentna
in kombinirana telesna aktivnost. Dozivljenjska simulacija
napredka bolezni z vkljuCenimi intervencijami ni prinesla
celokupnega prihranka za placnika. Med navedenimi vo-
denimi intervencijami so bile z vidika placnika najbolj ucin-
kovite tiste, ki vplivajo na sodelovanje bolnikov pri zdra-
vljenju z zdravili.

Rezultati disertacije nakazuijejo, da upoStevanje informacij
0 sodelovanju pacientov pri zdravijenju z zdravili pormembno
vpliva na rezultate stroSkovne ucinkovitosti.

Luka Kristanc, dr. med., dipl. biol.

UCINKI POROTVORNEGA
NISTATINA NA LIPIDNE
MEHURCKE CELICNIH
VELIKOSTI

Mentor: doc. dr. Bojan Bozi¢
Somentorica: prof. dr. Marija Sollner Dolenc

V svoji disertaciji je Luka Kristanc pomembno nadgradil
obstojeCe znanje o delovanju polienskega antimikotika ni-
statina na fosfolipidne membrane. Za podrocje polienov je
uporabil izviren metodoloski pristop, saj je prouceval odzive
posamicnih fosfolipidnih mehurckov celi¢nih velikosti. Pri
teh mehurckih je lahko sledil nastajanju membranskih iz-
rastkov in razli¢nim vrstam pokov, kar je omogocalo kvan-
titativno opredelitev delovanja nistatina na membrane. Nje-
gov najvecji prispevek k znanosti je dognanje, da ze pri
koncentracijah znotraj obmocja kliniéno priporocenih se-
rumskih koncentracij nistatina pride pri membranah, ki vse-
bujejo ergosterol, do enakih sprememb kot pri membranah,
ki vsebujejo holesterol, pri skoraj desetkrat vecjih koncen-
tracijah nistatina. Raziskave na mehurckih je primerjal z
odzivi pri celicah, zato imamo sedaj bistveno boljSi vpogled
na delovanje nistatina pri celicah.

V doktorski disertaciji je predstavil vsebino treh svojih ¢lan-
kov, ki so objavljeni v uglednih mednarodnih revijah.

Jernej Luzar, mag. farm.

IDENTIFIKACIJA IN
OVREDNOTENJE MIMOTOPQOV
|ZBRANIH ALERGENOV FEL D 1
INARAH 2

Mentorica: izr. prof. dr. Mojca Lunder
Somentor: izr. prof. dr. Peter KoroSec

Jernej Luzar je v svoji doktorski nalogi razvijal nove pristope
za specificno imunoterapijo alergij. Specificna imunoterapija
z alergeni je sicer ucinkovit vzro¢ni nacin zdravljenja, vendar

358 farm vestn 2017; 68




njeno uporabo pri nekaterih alergijah omejuje tveganje za
anafilaktiCne reakciie. Jernej Luzar je zato svoje raziskave
usmeril v iskanje ustreznih fragmentov alergenov z zmanjSano
ali odsotno alergogenostjo. Identificiral je peptidne mimetike
epitopov najpomembnejSega alergena pri alergiji za macko
in alergiji za araSide. Z ra¢unalniskim prileganjem je dolodil
najverjetnejSe mesto na alergenu, ki ga mimotopi posnemajo.
Pokazal je, da mimotopi ohranijo afiniteto do IgE iz serumov
alergi¢nih pacientov, vendar ne aktivirajo njihovih efektorskih
celic in posledicno ne sprozijo izloCanja mediatorjev alergijskih
reakcij oziroma niso alergogeni. Mimotope je nato s pomodjo
tehnologije rekombinantne DNA izrazil na povrsini imunogenih
nosilcev, ki bi omogocili sublingvalno dostavo, spodbudili
ustrezen imunski odziv in omogocili razvoj imunske tolerance
na alergen. Kot imunogeni nosilec za mimotope macjega
alergena je uporabil nitaste bakteriofage in za mimotope aler-
gena iz araSidov mle¢nokislinske bakterije. Pokazal je, da
imunogeni nosilci z izrazenimi mimotopi spodbudijo T celi¢ni
imunski odziv, usmerjen v tip 1.

Rezultati njegovega dela pomembno prispevajo k razvoju
pripravkov za varno in ucinkovito zdravljenje alergij.

Alja Plosnik, univ. dipl. kem. tehnol.

ENDOKRINE IN
GENOTOKSICNE LASTNOSTI
SESTAVIN KOZMETICNIH
IZDELKOV 1Z PODATKOVNE
BAZE COSING Z METODAMI IN
SILICO IN LUCIFERAZNIMI
REPORTERSKIMI TESTI

Mentor: doc. dr. Marjan Vracko GrobelSek
Somentorica: prof. dr. Marija Sollner Dolenc

V svoji disertaciji je Alja Plosnik obravnavala kemikalije, ki
jihruporabliamo v kozmeti¢ni industriji in ki jih na evropskem
trgu ureja Evropska kemijska uredba REACH in Evropska
kozmeti¢na uredba. Ti uredbi predpisujeta tudi oceno niji-
hovih fizikalno-kemijskih, ekotoksikoloskih in toksikoloskih
lastnosti. Kandidatka je izbrala iz baze kozmeti¢nih sestavin
Coslng nabor spojin, za katere je dolocCila genotoksi¢ne in
endokrine lastnosti z metodami in silico in in vitro.

V delu je zdruzila tri sklope raziskav: modeliranje QSAR,
Kier je uporabila programski paket CAESAR; molekulsko

sidranje na jedrne receptorije, kjer je uporabila program DI-
SRUPTOME, in teste in vitro, ki jih je izvedla na dveh
celicnih linijah, ki izrazata tri receptorje: MDA-kb2 za an-
drogene in glukokortikoidni receptor in GH3.TRE-Luc za
tiroidni receptor.

Doktorandka je z uporabo omenjenih metod predstavila
hiter in u€inkovit sistem za presejevanije nizov spojin glede
na izbrane toksikoloske lastnosti. Tak$na obravnava velikih
nizov spojin igra pomembno vliogo v zakonski regulaciji
kemikalij. Disertacija pa je tudi prispevek k bazi¢ni znanosti,
saj je obravnavala toksikoloske uginke vzdolZ celotne tok-
sikoloske poti, to je od ucCinkov na molekulski in celi¢ni
ravni (sidranje in testi in vitro) do uc€inkov na organizmih in
populaciji (modeli QSAR). Disertacija opisuje dokaze, ki
kazejo na povezavo med vezavo na jedrne receptorje, mu-
tagenostjo, kancerogenostjo in razvojno toksi¢nostjo.

Iz svoje doktorske disertacije je Alja PloSnik objavila tri
¢lanke v uglednih mednarodnih revijah, eden pa je poslan
v objavo.

Osama Fathy Abdelwahab Mohamed Aly
Mousa, mag. med. biokem.

VLOGA PROTEINOV KLOTHO IN
CYR61 PRI ZGODNJEM
ODKRIVANJU AKUTNE
POSKODBE LEDVIC PO
OPERACIJI SRCA

Mentor: izr. prof. dr. Milan Skitek
Somentor: doc. dr. Ale$ Jerin

Osama Mousa je na osnovi podatkov iz literature oblikoval
hipotezi o novih oznacevalcih pri zgodnji diagnostiki akutne
ledvicne poskodbe. Raziskoval je mozne korelacije med
ravnmi proteina Klotho in proteina 61 (CYR61), bogatega
s cisteinom, v serumu ter zgodnjim napovedovanjem
akutne ledvicne okvare pri hospitaliziranih bolnikih po ope-
raciji srca s kardiopulmonalnim obvodom.

Doktorand je v okviru disertacije razvil metode, podprte s
tehnologijami, ki jih uspesno uporabliamo v podobnih ra-
ziskavah. Dokazal je, da lahko CYR61 v serumu upora-
bliamo kot prihodnje orodje za stratifikacijo in razvrsCanje
akutne ledvicne okvare po stopnjah glede na resnost, da
protein Klotho v serumu lahko odkrije bolnike z visokim
tveganjem za resno akutno ledvi¢no okvaro v prvih ¢asov-
nih intervalih operacije srca s kardiopulmonalnim obvodom
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(diagnosti¢na mo¢ proteina Klotho v serumu ni bila zado-
stna zaradi verjetnih vplivov starosti, oksidativnega stresa
in ateroskleroze) in da je kombinacija proteina Klotho in
kreatinina v serumu lahko uporabna za napoved odpovedi
ledvic v daljSem ¢asovnem obdobju po kardiopulmonalnem
obvodu.

Disertacija predstavlja pomemben doprinos k znanosti na
podrodju spoznavanja in pojasnjevanja dogajanja pri akutni
ledviéni poskodbi, zlasti po operacijah na srcu. Iz svoje
doktorske disertacije je Osama Fathy Abdelwahab Moha-
med Aly Mousa objavil dva Clanka v uglednih mednarodnih
revijah, dva pa sta poslana v objavo.

Barbara Zorec, mag. farm.

PROUCEVANJE FIZIKALNIH
METOD IN DOSTAVNIH
SISTEMOV ZA POVECANJE
DERMALNEGA VNOSA
UCINKOVIN

Mentorica: doc. dr. Natasa Pavsel]
Somentorica: prof. dr. Julijana Kristl

Barbara Zorec je v svoji doktorski disertaciji proucevala
povecCanje dermalnega vnosa zdravilnih ucinkovin. Zaradi
zascitne funkcije koZze je pasivni prehod zdravilnih u¢inkovin
preko koze v zadostnih koli¢inah prakticno nemogo¢, zato
v ta namen uporabliamo razlicne metode pospesevanja
dermalnega in transdermalnega vnosa. Doktorsko delo je
bilo osredotoceno na tri aktivne metode pospeSevanja:
elektroporacijo koze z uporabo kratkih visokonapetostnih
elektri¢nih pulzov, kontrolirano mikroablacijo zunanjih plasti
koze s frakcionalnim laserjem in sonoporacijo koze z niz-
kofrekvencnim ultrazvokom, tem metodam pa je dodan
pasivni pristop z enkapsulacijo ucinkovine v razli¢ne tipe
nanoveziklov.

V doktorski disertaciji je doktorandka s kombinacijo teore-
tiCnega in eksperimentalnega pristopa prispevala pomem-
bno znanje na podroc¢ju mehanizmov delovanja omenjenih
treh fizikalnih metod pospeSitve dermalnega in transder-
malnega vhosa. Z uporabo eksperimentalnega modela in
protokolov, ki se priblizajo razmeram in vivo, je povecala
relevantnost svojega raziskovalnega dela. Znanje, prid-
oblieno na omenjenem podrodju, predstavlja pomemben
prispevek k znanosti in bo pripomoglo k nadaljnjemu raz-
voju novih nacinov vnosa molekul v telo preko koze.

Svoje dosedanije delo je doktorandka objavila v sedmih iz-
virnih znanstvenih Clankih (od tega v Stirih kot prva avtorica),
enemu preglednemu Clanku in petih znanstvenih prispevkin
na konferencah z mednarodno udelezbo.

Ana Mitrovi¢, mag. farm.

VLOGA CISTEINSKIH
KATEPSINOV B IN X IN NJUNIH
INHIBITORJEV PRI EPITELNO-
MEZENHIMSKEM PREHODU
TUMORSKIH CELIC

Mentor: prof. dr. Janko Kos

Ana Mitrovi¢ je v doktorskem delu raziskovala viogo ka-
tepsinov B in X v epitelno-mezenhimskem prehodu tumor-
skih celic, procesu, ki pove€a migracijsko zmogljivost in
invazivnost tumorskih celic in njihovo odpornost na apop-
tozo. V ta namen je razvila razli¢ne celicne modele in sledila
izrazanje in aktivnost katepsinov B in X ter vrednosti pri-
merijala z epitelijskimi in mezenhimskimi oznacevalci in ce-
licnim fenotipom. Ovrednotila je tudi veliko Stevilo spojin,
ki bi lahko bile potencialni zaviralci omenjenih katepsinov,
ter preverila njihovo delovanje na in vitro in in vivo modelih
tumorske migracije, invazije, angiogeneze in metastaziranja,
procesov, ki so povezani z epitelno mezenhimskim preho-
dom. Dokazala je, da so vecje koncentracije katepsinov B
in X povezane z invazivnim mezenhimskim celi¢nim fenoti-
pom in spodbujajo epitelno mezenhimski prehod. Na-
sprotno pa lahko obraten proces mezenhimsko-epitelnega
prehoda sprozimo z njunim hkratnim utiSanjem. Kot mo-
¢nejsSi promotor epitelno mezenhimskega prehoda se je
izmed obeh katepsinov izkazal katepsin B, katerega izra-
zanje je odvisno od transformirajoCega rastnega dejavnika
B1, Cigar signalna pot je klju¢na za sprozitev epitelno me-
zenhimskega prehoda pri raku. Izmed velikega Stevila te-
stiranih zaviralcev katepsina B, ki lahko preprecijo epitelno-
mezenhimski prehod, se je kot primeren izkazal ze znani
antibiotik nitroksolin, Se boljSe farmakoloske lastnosti in
protitumorno delovanje pa so izkazovali nekateri njegovi
derivati. Kot u€inkovit inhibitor katepsina B je identificirala
tudi kompleks kliokinola z rutenijem.

Ana Mitrovi¢ je rezultate doktorskega dela do sedaj obja-
vila v sedmih znanstvenih Clankih v uglednih revijah z de-
javnikom vpliva in jih predstavila na mednarodnih konfe-
rencah.
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Damijan Knez, mag. farm.

NACRTOVANJE, SINTEZA IN
VREDNOTENJE POTENCIALNIH
UCINKOVIN ZA ZDRAVLJENJE
ALZHEIMERJEVE BOLEZNI Z
MULTIPLIM MEHANIZMOM
DELOVANJA

Mentor: prof. dr. Stanislav Gobec

Alzheimerjeva bolezen je napredujoca motnja centralnega
zivénega sistema, ki vodi v propad nevronov v specifi¢nih
predelih mozganov, posledicno izgubo spomina ter motnje
drugih kognitivnih funkcij. Kompleksna patofiziologija bo-
lezni, v kateri so udelezeni Stevilni patoloSki procesi, naka-
Zuje, da je za uspesno zdravljenje te bolezni potrebno ciljati
na ve¢ tar¢ hkrati. Encim butirilholin-esteraza predstavija
eno izmed atraktivnih tar¢ za lajSanje simptomov Alzhei-
merjeve bolezni v njenih poznih stadijin. V svoji disertaciji
je Damijan Knez na osnovi strukture selektivnih zaviralcev
butirilholin-esteraze nacrtoval, sintetiziral in biokemijsko
ovrednotil spojine, ki zavirajo ta encim, poleg tega pa imajo
Se dodatne ucinke, pomembne za terapijo Alzheimerjeve
bolezni. V prvi seriji multifunkcionalnih spojin na osnovi ni-
troksolina je tako pripravili derivat, ki selektivno kelira Cu(ll)
ione in preprecuje agregacijo amiloida 3 do toksicnih fibrilov.
Na osnovi znanega pikomolarnega zaviralca butirilholin-
esteraze, razvitega na Fakulteti za farmacijo Univerze v
Ljubljani, je nadalje sintetiziral dva derivata 8-hidroksikino-
lina, ki poleg kelacije dvovalentnih ionov, udelezenih pri
Alzheimerjevi bolezni, delujeta antioksidativno, nevropro-
tektivno pred toksiénimi oblikami amiloida 8, prepredita re-
doks aktivnost keliranih bakrovih ionov in znizata znotraj-
celi¢ni nivo reaktivnih kisikovih zvrsti. V svoji disertaciji je
doktorand razvil tudi serijo dualnih zaviralcev butirilholin-
esteraze in monoamin-oksidaze B. Kot najbolSi se je izkazal
derivat N-propargilpiperidina, ki v nizkem mikromolarnem
obmocdju zavira oba encima, in vitro prehaja krvno mo-
zgansko pregrado in deluje nevroprotektivno pred toksi-
¢nim amiloidom (3.

Iz svojega dosedanjega raziskovalnega dela je Damijan
Knez v soavtorstvu objavil 17 izvirnih znanstvenih ¢lankov
in en pregledni ¢lanek, vse v uglednih mednarodnih revi-
jah z dejavnikom vpliva, dva ¢lanka pa sta poslana v ob-

javo.

Alenka Premus Marusi¢, mag. farm.

POJAVNOST PLJUCNE
EMBOLIJE IN GLOBOKE
VENSKE TROMBOZE V
POVEZAVI S
FARMAKOTERAPIJO
HOSPITALIZIRANIH KIRURSKIH
BOLNIKOV V POMURJU

Mentor: prof. dr. AleS Mrhar
Somentor: prof. dr. Danijel Petrovi¢

Alenka Premus Marusic je v svoji doktorski disertaciji pred-
stavila prikaz obvladovanja venske tromboze pri izbranih
bolnikih. Doktorandka je pokazala, da lahko po trenutno
veljavnih smernicah kirurSke bolnike razvrstimo v ustrezne
razrede tveganja za pojav venske tromboze s pomocjo
Caprinijevega modela. Pri vsakem bolniku glede na dejav-
nike tveganja dolo¢imo, kaksna je za bolnika ustrezna
tromboprofilaksa. Klju¢na kandidatkina ugotovitev je, da
je v kontrolni skupini terapijo za preprecevanje venske
tromboze v skladu s smernicami prejemalo 77 % bolnikov,
medtem ko je ta delez v testni skupini znasal le 56 %. Ver-
jetnost za pojav venske tromboze je znaciino vecja, Ce
preventivha antikoagulantna terapija z zdravili za prepre-
Cevanje venske tromboze ni v skladu s smernicami.
Zdravljenje s koncentriranimi eritrociti je bilo povezano z
vecjim tveganjem za pojav pljuc¢ne embolije pri kirurskih
bolnikih, ne pa tudi pri bolnikih globoko vensko trombozo.
Zato bi bilo potrebno bolnike, ki med zdravljenjem prejmejo
koncentrirane eritrocite, bolj previdno spremljati v poope-
rativnem obdobju.

Polifarmakoterapija pri kirurskih bolnikih je povezana z
veCjo verjetnostjo za nastanek venske tromboze, vedja
verjetnost za dogodke venske tromboze pa je prisotna
predvsem pri bolnikih z interakcijami tipa X med zdravili v
njihovi farmakoterapiji. Povezava med vecjo pojavnostjo
venske tromboze pri kirurSkih bolnikin ob uporabi nekaterih
zdravil ni bila statisticnho znacilno dokazana, povezava med
hiponatriemijo, trombocitopenijo ali trombocitozo in po-
operativno pojavnostjo venske tromboze pa je pri hipona-
triemiji nakazana.

PredloZena disertacija z metodoloskimi pristopi in doblje-
nimi rezultati predstavlja pomemben izvirni prispevek k
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znanosti na podrocju tromboprofilakse in zdravljenja z zdra-
vili pri hospitaliziranih kirurskih bolnikih. Poseben prispevek
predstavlja ugotovitev, da sta polifarmakoterapija in zdra-
vlienje s koncentriranimi eritrociti pomembna dejavnika, ki
bi ju morali vkljuciti v Caprinijev model in ovrednotiti vsaj z
eno tocko.

Samo Lesnik, mag. farm.

RAZVOJ RACUNALNISKE BAZE
BIOIZOSTERNIH ZAMENJAV IN
PROGRAMA ZA VIRTUALNO
RESETANJE NA OSNOVI
LIGANDA

Mentor: doc. dr. Janez Konc
Somentor: prof. dr. Stanislav Gobec

V svoji disertaciji je Samo LeSnik razvil novo bazo, program
in spletni streznik za virtualno resetanje na osnovi liganda,
ki omogoc¢ajo prepoznavo podobnosti med molekulami na
osnovi bioizosternih zamenjav. Razvil je bazo bioizosternih
zamenjav, tako da je prilegal vsako vezavno mesto na vsa-
kem proteinu iz proteinske baze PDB z vsemi drugimi ve-
zavnimi mesti. Kokristalizirane ligande v prileganih vezavnih
mestih je nato fragmentiral in izmeril stopnje prileganja med
vsemi pari fragmentov. Predpostavil je, da so fragmenti, ki
so0 prostorsko dovolj blizu v prileganih vezavnih mestih pro-
teinov, bioizosterno zameniljivi.

Razvil je program za virtualno resetanje na osnovi liganda,
ki je bil uspedno eksperimentalno validiran na primeru inhi-
bitorjev butirilholin-esteraze. Program je v bazi ve¢ milijonov
malih molekul prepoznal aktivne, a skeletno raznolike spo-
jine. Nekaj od teh je tudi bolje aktivnih kot izhodis¢na akti-
vna molekula. Razvil je tudi spletni streznik, ki omogoca
hitro in preprosto iskanje bioizosternih zamenjav.

Rezultati doktorandovega dela so izviren znanstveni pri-
spevek na podrodju farmacije in bodo prispevali k hitremu
iskanju novih, skeletno razli¢nih zdravilnih ucinkovin. Pro-
grame, ki jih je razvil Samo LeSnik, so ze veckrat uporabili
tudi tuji avtorji, saj omogocajo uspesen, ucinkovit in z ek-
sperimenti podprt razvoj novih kandidatov za zdravilne
ucinkovine.

Iz svoje doktorske disertacije je Samo Lesnik objavil deset
Clankov v uglednih mednarodnih revijah, od tega je pri
petih Clankih prvi avtor.

Snezana Markovié, univ. dipl. kem.

UPORABA NIR
SPEKTROSKOPIJE ZA STUDIJ
KLJUCNIH FIZIKALNO-
KEMIJSKIH PARAMETROV
NEKATERIH FARMACEVTSKIH
OBLIK

Mentor: prof. dr. Janez Ker¢

Doktorska disertacija Snezane Markovi¢ je osredotoCena
na podrocje raziskav s pomocjo NIR-spektroskopije Vv la-
boratoriju (off-line) in med tehnoloskim procesom (in-line).
Glavni cilji disertacije so bili prouciti informacije, skrite v
NIR-spektrih, in razsiriti uporabo te spektroskopske metode
pri raziskovanju procesnih mehanizmov in lastnosti farma-
cevtskih oblik med razvojem in proizvodnjo farmacevtskih
oblik in dolo¢anju fizikalno-kemijskih parametrov, ki so po-
vezani z razliénimi mehanizmi sproSCanja zdravilne udin-
kovine iz proucevanih farmacevtskih oblik (pelete s prireje-
nim sproS¢anjem in obloZzene tablete s prirejenim
sproS¢anjem), ter interakcij zdravilne ucinkovine s pomoz-
nimi snovmi v liofilizatu.

Doktorandka je v disertaciji potrdila postavljeni hipotezi
in dokazala, da lahko z NIR-metodami kvalitativno in kvan-
titativno ugotavljamo klju¢ne parametre polizdelkov in
koncnih izdelkov. Ugotovila je, da so znaclilnosti gastro-
rezistentne obloge, kot sta debelina in sestava obloge,
kriticni parametri za zagotavljanje kakovosti in funkcio-
nalnosti farmacevtskega izdelka. Z novo inovativno teh-
niko interprocesne NIR-metode z medprocesnim vzor-
C¢enjem je dosegla enako dobre rezultate kot z zelo
obsezno multivariantno analizo statisticne kontrole pro-
cesa (MSPC). Prav tako je z NIR-metodo uspeSno doka-
zala ter kvalitativno in kvantitativno analizirala medmole-
kulsko estrsko vez med zdravilno ucinkovino in manitolom
v strukturi liofilizirane pogace, kar z drugimi metodami ni
bilo mozno.

Doktorska disertacija predstavlja izvirne prispevke k zna-
nosti, od katerih so bile nekatere ze objavljene v medna-
rodnih znanstvenih revijah z dejavnikom vpliva. Njeno delo
in rezultati bodo bistveno prispevali k izboljSanju razume-
vanja lastnosti in mehanizmov izbranih tehnoloskih proce-
sov za izdelavo proucevanih, pa tudi drugih farmacevtskih
oblik.
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Mateja Lumpert, mag. farm., univ. dipl.
mikrobiol.

ETNOFARMAKOLOSKE
RAZISKAVE UPORABE RASTLIN
IN GLIV NA OBMOCJU KRASA
IN DOLENJSKE S PRIMERI
FITOKEMIJSKE
KARAKTERIZACIJE

Mentor: prof. dr. Samo Kreft
Somentorica: doc. dr. Nina Ko¢evar Glavac

Mateja Lumpert je v okviru svojega doktorata raziskovala
ljudsko uporabo zdravilnih rastlin v Sloveniji. Pri tem je
kombinirala metodo terenskih intervjujev, nabiranje rastlin
in laboratorijske analize. Njeno delo je obsegalo tri sklope,
ki so objavljeni vsak v svojem znanstvenem Clanku.

V prvem sklopu je primerjala uporabo zdravilnih rastlin na
Krasu in pod Gorjanci. Evidentirala je uporabo 94 vrst
rastlin in pri vsaki tudi enega ali ve€ nacinov in namenov
uporabe. Ugotovila je, da ljudje kljub razlicnim klimatskim
in kulturno-zgodovinskim okoliS¢inam uporabljajo zelo po-
doben nabor rastlin. Zelo pogosto uporabljane rastline (be-
zeg, Sipek, kamilica, zajbelj in rman) uporabljajo priblizno
enako pogosto v obeh regijah. Razlike so samo pri redkeje
uporabljanih rastlinah, kot sta Setraj in komarcek, katerih
uporabo je na Krasu navedla priblizno polovica sogovorni-
kov, na Gorjancih pa nih¢e. Pri pliucniku je situacija obratna,
doktorandka je ugotovila nekaj uporabe na Gorjancih, med-
tem ko ga na Krasu niso uporabljali. Ve¢ razlik je ugotovila
pri namenu uporabe, npr. kamilico so na obmodju Gorjan-
cev uporabljali za zdravljenje okuzb dihal, bolezni prebavil
in vnetja o¢i, na Krasu pa kot pomirjevalo.

V drugem delu doktorata je Mateja Lumpert raziskovala
uporabo rdec¢e musnice za lovlienje muh. Tako na Krasu
kot na Gorjancih so to gobo poznali skoragj vsi informanti.
Toda na Krasu so od 25 informantov le trije, ki so bili po
rodu iz drugih delov Slovenije, vedeli za njeno uporabo za
lovlienje muh. Na Gorjancih je 13 informantov od 25 opisalo
to uporabo. Skupno je kandidatka zabelezila devet razli¢nih
metod priprave rdeCe musnice, ki so se razlikovali po tem,
ali in koliko so musnico zdrobili, ali so jo kuhali ter ali so jo
pripravili z mlekom ali z vodo. V laboratorijski raziskavi je
ugotovila, da koli¢ina sproS¢enih ibotenske kisline in mu-
scimola, ki sta glavni u€inkovini v musnici, s ¢asom na-

ras¢a. Sprosc¢anje ni bilo odvisno od topila, pa vendar so
ljudje vecCkrat uporabljali mleko kot vodo. Dodatna toplotna
in mehanska obdelava sta pospesili spros¢anje ucinkovin.
V tretjem delu doktorata je Mateja Lumpert potrdila obstoj
redke tradicije uporabe strupene rastline preobjede (Aco-
nitum napellus) v zdraviine namene na Sol¢avskem. Tink-
turo korenin so uporabljali peroralno proti vrocini, boledi-
nam, kaslju in za sploSno stimulacijo telesa. Z laboratorijsko
analizo je doktorandka dokazala vsebnost akonitina v ek-
straktih, dobljenih pri informantih.

Ana Krese, mag. farm.

VPLIV HIDRODINAMSKO-
MEHANSKIH DOGODKOV IN
SESTAVIN HRANE NA
SPROSCANJE UCINKOVINE IZ
OGRODNIH TABLET

Mentorica: prof. dr. Marija Bogataj

Farmacevtske oblike (tablete) so po peroralni aplikaciji iz-
postavljene Sirokemu spektru razli¢nih pogojev, od katerih
je moc¢no odvisno sproScanije zdravilne ucinkovine, pa tudi
njena absorpcija in v konéni fazi terapevtski ucinek. Kako
se bo ucinkovina sproSc¢ala iz farmacevtske oblike, je od-
visno od same oblike, od njene sestave in od pogojev na
mestu sproScanja. V okviru svoje naloge je doktorandka
najprej dolodila pogoje v napravi za testiranje sprosc¢anja,
razviti na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani, v katerih
se hitrost gibanja tablete in frekvenca spreminjanja njene
hitrosti priblizata parametrom in vivo gibanja tablete. Sledila
je opredelitev izbrane farmacevtske oblike, tablet s hidrok-
sipropilmetilcelulozo, z vidika vrste polimera in ionske moci
medija ter prisotnosti sladkorjev in pektina, kot komponent
hrane, v medijih. Poleg sproS¢anja je spremljala tudi na-
brekanje tablet in sodelovala pri uvedbi nove metode s ka-
merami. V tretiem segmentu naloge je smiselno povezala
prva dva: mehanske vplive in vplive sestave medija na
sproscanje iz ogrodnih tablet. Testiranje sprosc¢anja v dveh
sistemih z razlicnimi mehanskimi obremenitvami oblike je
pokazalo vec¢jo mehansko obcutljivost hidroksipropilmetil-
celuloznih ogrodij v medijih z vecjimi koncentracijami to-
pliencev.

Dobliene rezultate je Ana Krese objavila v dveh znanstvenih
¢lankih v revijah z dejanvikom vpliva.
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Marko KroSelj, mag. farm.

NACRTOVANJE, SINTEZA IN
VREDNOTENJE
RADIOOZNACENIH LIGANDOV
/A SOMATOSTATINSKE IN
HOLECISTOKININSKI-2
RECEPTOR

Mentorica: doc. dr. Tanja Gmeiner
Somentorica: prof. dr. Irena Mlinari¢-Ras¢an

V svoji disertaciji je Marko KroSelj nacrtoval, sintetiziral in
ovrednotil nove radiooznacene analoge minigastrina, po-
membne za razvoj varnejse in ucinkovitejSe terapije bolnikov
z rakom, ter uspesno sintetiziral hibridno molekulo, ki zdru-
zuje minigastrinski in somatostatinski del in je potencialno
sposobna vezave na razlicne tipe receptorjey, ki so izrazeni
na nevroendokrinih tumorijin. Novi analogi izkazujejo izbolj-
Sano serumsko stabilnost in vitro ter izboljSano razmerje
kopi¢enja v tumoriju in ledvici na Zivalskem modelu in vivo,
kar je pomembno s stalis¢a izboljSanja varnostnega profila
radiofarmaka in njegove ucinkovitosti.

Iz svoje doktorske disertacije je doktorand v uglednih med-
narodnih revijah objavil pet ¢lankov, ki celovito pokrivajo
problematiko razvoja radiofarmaka — od nacrtovanja in
vrednotenja radiooznacCenih ligandov ter avtomatizirane
priprave radiofarmakov do vpliva geometrije virov sevanja
pri izvajanju meritev radioaktivnosti pri pripravi in odmerjanju
radiofarmakov.

Rezultati raziskav so na predklinicnem nivoju pokazali,
da so novi radiooznaceni analogi minigastrina, ki jih je
Marko KroSelj razvil v okviru disertacije, potencialno var-
nejSi in ucinkovitejSi od analogov, ki so v fazi klinicnega
preskuSanja za uporabo pri obravnavi bolnikov z medu-
larnim rakom Sc¢itnice. Primerni so za oznacevanije z ra-
zli¢nimi radioaktivnimi izotopi, ki so v uporabi v diagno-
stiCne ali terapeviske namene, kar omogoca t. i.
teranosticni pristop obravnave onkoloskih bolnikov.
Uspesno razvita metoda za avtomatizirano radioozna-
¢evanje minigastrinskih analogov omogoc¢a nizjo sevalno
obremenitev osebja in omogocCa hitrejSo oziroma lazjo
translacijo novih izsledkov v Kklini¢no prakso in persona-
liziran pristop pri obravnavi bolnikov.

lzvirmni rezultati in zakljuCki so osnova in pomemben pri-
spevek v razvoju multireceptorskega pristopa prikazovanja
in ciliane terapije nevroendokrinih tumorjev in medularnega
karcinoma Scitnice.
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PRIPRAVIL:
Prof. dr. Borut étrukelj, mag, farm.

Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

NOVA GENSKA ZDRAVILNA
UCINKOVINA ZA ZDRAVLJENJE
HUNTINGTONOVE BOLEZNI

Huntingtonova bolezen je neozdravljiva nevrodegenerati-
vna genetska okvara, ki nastane zaradi mutacije na enem
od alelov gena za protein huntingtin, ki ga najdemo na Ce-
trtem kromosomu. V okvarjenem genu je nekaj deset kopij
tripleta baz CAG, kar vodi do tvorbe nenormalnega pro-
teina in vpliva na misi¢no koordinacijo in na nekatere ko-
gnitivne funkcije. Prvi znaki bolezni se navadno pojavijo
med 32. in 40. letom starosti, v nekaterih primerih pa ze
prej, tudi pred 20. letom. Bolezen prizadene 4 do 15 po-
sameznikov na 100.000 prebivalcev v Evropi, medtem ko
je na Japonskem zelo redka. Bolezen prizadene enako po-
gosto moske in zenske. Trenutno Se nimamo zdravila za
zdravljenje Huntingtonove bolezni, njene simptome lahko
le blazimo. Farmacevtska druzba lonis Pharmaceuticals je
razvila zdravilno uc¢inkovino na osnovi protismiselne tehno-
logije DNA z delovnim imenom lonis-HTTRX, ki se veze na
informacijsko RNA za huntingtin in zmanjsa Stevilo okvar-
jenih kopij RNA, kar posledi¢no vodi do izboljSanja bole-
zenskih znakov. Trenutno poteka faza Il KliniCnega
preskusanja, ki vkljuCuje 46 bolnikov v Kanadi, Nemciji in
Veliki Britaniji. To je prvi primer zmanjSanja proteina, ki vodi
do znakov bolezni, v centralnem zivénem sistemu. Druzba
lonis Pharmaceuticals je skupaj s partnersko druzbo
Roche za zdravilo z ucinkovino lonis-HTTRXx pripravila do-
kumentacijo za registracijo zdravila s statusom zdravila si-
rote na obeh agencijah za zdravila, ameriSki FDA in
evropski EMA.

Vir: https://www.medscape.com, 11. 12. 2017

FDA JE ODOBRILA
BUPRENORFIN V
PARENTERALNI OBLIKI ZA
APLIKACIJO ENKRAT
MESECNO

AmeriSka Agencija za hrano in zdravila je odobrila subku-
tano obliko buprenorfina, ki ga apliciramo enkrat mesec¢no.
Buprenorfin, ki ga uporabljamo za zdravljenje odvisnosti od
opiatov, je bil doslej na voljo le v obliki podjezi¢nih tablet ali
polimernih filmskih ploscic. Zaradi specificnosti bolnikov, ki
pogosto nimajo dostopa do dnevnih odmerkov buprenor-
fina oziroma pacientu prijaznejse oblike glede na oddalje-
nost od zdravstvenih centrov, je druzba Indivor Inc. razvila
subkutano obliko buprenorfina z imenom Sublocade. Je v
obliki prednapolnjene injekcije za enkratno uporabo, kot
vehikel pa vsebuije hidrofilni polimer, ki omogoca pocasno
sproS¢anje ucinkovine. Varnost in ucinkovitost pripravka
so dokazali v dveh klini¢nih raziskavah na 848 bolnikih z
diagnosticirano srednje do mo¢no opiatno odvisnostjo, ki
SO za vzpostavitev primarnega odmerka najprej zaceli z
zdravljenjem s podijezi¢no tableto, po vzpostavitvi stabil-
nega odmerka pa nadaljevali s subkutano obliko buprenor-
fina enkrat mesecno. Rezultati obeh raziskav so pokazali,
da je bil u¢inek buprenorfina dosezen skozi daljsi ¢as (merili
so pojav morfinskih metabolitov v urinu kot znak ponov-
nega jemanja morfina oziroma derivatov), kot najpogo-
stejSe nezelene ucinke pa so opisali zaprtost, slabost,
bruhanje, srbenje in glavobol. Nova oblika je namenjena
odraslim v starosti nad 17 let in starostnikom do 65. leta.
Vir: FDA Press Release, 2. 12. 2017

MODRA TABLETKA V VELIKI
BRITANIJI KOT RECEPTA
PROSTO ZDRAVILO

V Veliki Britaniji bo od marca 2018 sildenafil, ki ga po svetu
trzijo pod imenom Viagra, na voljo v jakosti 50 mg na ta-
bleto kot recepta prosto (OTC) zdravilo. Odlocitev, ki jo je
sprejela angleSka Agencija za zdravila (MHRA) je temeljila
na zadnjem poroCilu o izjemni porasti ponarejenih zdravil
za zdravljenje erektilne disfunkcije. V zadnjih petih letih so
samo inSpektorji MHRA zasledili za 150 milijonov funtov
ponarejenih tablet z dvomljivima kakovostjo in varnostjo
(nekateri pripravki so bili brez sildenafila, nekateri z razli-
¢nimi nedovoljenimi dodatki in vecinoma so bile tablete na-
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rejene izven okolja dobre proizvodne prakse). OTC-zdravilo
s tabletami v 50 mg jakosti bo na voljo pod imenom Viagra
Connect, posebej pa bo oznaceno, da ni primerno za bol-
nike s hujSimi tezavami s srcem in oziliem ter jetrnimi in led-
viénimi disfunkcijami.

Vir: https://www.medscape.com, 11. 12. 2017

POMENSTRUALNA MIGRENA:
PREDLAGAJMO ZELEZO!

Raziskovalci z Univerze v Severni Karolini so v znanstveni
reviji Headache objavili raziskavo, kjer so proucevali 119
zensk, ki so pogosto tozile zaradi pojava pomenstrualnih
migrenskih napadov. Ta se lahko pojavi z avro ali brez nje
in nastopi takoj po koncani menstruaciji ali v zadnjih dnevih
menstruacijskega cikla. V povprecju so bile bolnice stare
36,8 let, z indeksom telesne mase 26,6, od tega jih je bilo
88 % bele rase. Vsem bolnicam, ki so tozile zaradi pomen-
strualne migrene, so ugotavljali vrednosti spolnih hormonov
in proteina feritina, ki v telesu deluje kot skladis¢na belja-
kovina za zelezove ione. Ugotovili so vzroéno povezavo
med nizkim nivojem feritina (pod 50 ng/m, ki velja za spod-
njo normalno mejo, v povprecju so imele bolnice 21,9
ng/ml) in jakostjo migrenskega glavobola.

Vir: https://www.medscape.com, 21. 11. 2017

TRIPTANI VARNI'V
NOSECNOSTI

Raziskava, ki so jo raziskovalci objavili v julijski Stevilki
znanstvene revije Cephalagia, dokazuje, da triptani niso
teratogeni in ne povzroCajo splavov ali prezgodnijih poro-
dov, torej so varni za uporabo v ¢asu nosecnosti. Pred-
hodna spoznanja so namre¢ dopuScala moznost, da naj
bi triptani, ki jinh uporabljamo kot protibolec¢inske zdravilne
ucinkovine za lajSanje simptomov migrenskih glavobolov,
lahko povzrocali prezgodnje porode, splave in celo tera-
togeno delovali na plod. V prospektivni raziskavi so proudili
izsledke pri 432 nosecCnicah, ki so med celo nosecnostjo
jemale triptane, ki so jih primerjali z izsledki 475 nosecnic,
ki niso jemale triptanov, a so imele migrenske napade, ter
z rezultati pri 1733 nosecnicah brez migrenskih napadov.
Nosecnice so uvrstili v enotne skupine glede starosti, ka-
jenja, pitja alkohola, telesne mase, Stevila predhodnih
otrok in splavov. Izsledki raziskave kazejo, da pri nosecni-
cah, ki so med celo nosecnostjo jemale triptane (sumatri-
pan, zolmitripan ali rizatripan) ni bilo statisticno znacilnih
odstopan;j pri prezgodnjin porodih, prelahkih novorojenc-

kih, Stevilu spontanih splavov, preeklampsiji ali teratogenih
poskodbah plodu.
Vir: https://www.medscape.com, 20. 11. 2017

Z NOVO TEHNOLOGIJO
PROTI DOPINGU

Raziskovalna skupina sodelavcev Katedre za farmacevtsko
biologijo na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani (izr.
prof. dr. Mojca Lunder, doc. dr. Tomaz Bratkovi¢, asist. dr.
Peter Molek in prof. dr. Borut Strukelj kot vodja projekta) v
sodelovanju z doc. dr. Lovrom Ziberno z Medicinske fakul-
tete Univerze v Ljubljani, prof. dr. JoSkom Osredkarjem z
Univerzitetnega Klinicnega centra v Ljubljani in s Slovensko
protidopinsko agencijo je kot prva pripravila prototip splo-
Sne platforme na osnovi detekcije neznanih peptidov, pro-
teinov ali peptidomimetikov, kar je po intenzivni strokovni
evalvaciji Svetovna protidopinSka agencija WADA prepo-
znala kot iziemno obetavno novo tehnologijo in projektu
namenila dodatna finan¢na sredstva.

Platforma temelji na detekciji katere koli (znane in neznane)
snovi, ki se veze na receptorje oziroma ligande in s tem iz-
zove stimulativni fizioloski u¢inek. Glavni prednosti predla-
ganega sistema sta torej univerzalnost in visoka stopnja
obdutljivosti, kar bo zagotovo pripomoglo k uspesnejSemu
dokazovanju prepovedanih snovi v Sportu.
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[ZPOPOLNJEVALNO )
IZOBRAZEVANJE IZ KLASICNE
HOMEOPATIJE

Lidija Blazi¢, mag. farm., UrSka HoCevar, mag.
farm., Indira Zanco, mag. farm

Na Mednarodni akademiji za klasicno homeopatijo v Grdiji
so tudi letos organizirali poletne ve¢dnevne osnovne in iz-
popolnjevalne seminarje iz klasicne homeopatije ter semi-
narje za obravnavo tezkih primerov (od 29. 5. do 7. 6.
2017). Ze ved let se tem izobrazevalnim skupinam z med-

narodno udelezbo homeopatov pridruzujemo tudi magistri
farmacije, zdravniki in veterinariji iz Slovenije. Letosnjega
izpopolnjevalnega seminarja smo se, poleg 130 udelezen-
cev s celega sveta, udelezile tri magistre farmacije: Lidija
Blazi¢, Urska Hodevar in Indira Zanco. Vecina slovenskih
udelezenceyv izpopolnjevalnega seminarja je osnovno zna-
nje iz klasi¢ne homeopatije po Georgu Vithoulkasu Ze pri-
dobila na dvoletnem intenzivnem izobrazevanju preko e-
ucenja, individualno ali v organizirani skupini pod vodstvom
slovenske koordinatorke Katarine Lucije Glas, dr. med. Gre
za v svetu priznano in razSirjeno izobrazevanje, akreditirano
s strani Stevilnih medicinskih in farmacevtskih fakultet in
ustanov. V letoSnjem letu je akreditacijo sprejel tudi Zdrav-
stveni savet Srbije.

Cilj izpopolnjevalnega izobrazevanja iz klasicne homeopatije
je utrditi znanje homeopatije na temeljnih originalnih Hah-
nemannovih dognanjih, spoznati razli¢ne pristope pri ho-
meopatski obravnavi pacienta in razjasniti vprasanja, ki se
porajajo pri vsakdanjem delu. Na Mednarodni akademiji
za klasicno homeopatijo poteka ucenje z obravnavo pri-
merov iz prakse in z analizo tezav, ki jih predstavijo pacienti
v zivo. Ob tem se praviloma razvijejo zivahne razprave, ki
posegajo tako na podrocje homeopatske teorije kot tudi
na podrocje repertorizacije in materije medike. Na podlagi
teorije 0 ravneh zdravja ocenimo prognozo in predviden
potek zdravljenja ter dolo¢imo, katera potenca izbranega
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zdravila je za obravnavanega pacienta najoptimalnejSa. Ob
tem se velikokrat dotaknemo tudi navodil in priporodil, ki
S0 zapisani v Hahnemannovem prirocniku Organonu, ki je
Se danes neprecenljiv vir znanj in izkusen;, tudi za sodobne
in ze izkuSene homeopate.

Na letoSnjem izpopolnjevalnem izobrazevanju iz klasi¢ne
homeopatije smo obravnavali ve€ kot petnajst razli¢nih pri-
merov, tudi zelo zahtevnih. Zelo zanimiv in poucen je bil
primer 9-letnega dec¢ka z blago cerebralno disfunkcijo, ki
se je kazala kot motnje spomina in branja. Pri jemanju
anamneze ga je prof. Vithoulkas podrobno izprasal in ugo-
tovili smo, da ima tezave predvsem z imeni in branjem.
Prvo polovico besede je Se uspel prebrati praviino, naprej
pa ni lo. Se vedno je mogil posteljo, uhajalo mu je tudi
blato. Zelo rad je imel mleko, neprestano bi ga pil, ter slad-
karije. Zelo obcutljiv je bil na mraz. Takrat mu je najvecjo
tezavo v Soli povzro&ala motnja pozornosti (ADHD) ter ob-
Casno agresivno obnaSanje. Ko se je razjezil, je krical in
tolkel okoli sebe, nato pa stekel v sobo, zaloputnil z vrati in
nikogar ni spustil blizu.

Na osnovi simptomov in rezultatov repertoriziranja je prof.
Vithoulkas deCku predpisal Rhus toxicodendron visoke
potence v enkratnem odmerku.

Iz tega primera je razvidno, da se fizicni nemir in okorelost,
ki sta znacilna za Rhus toxicodendron, lahko pojavita tudi
na mentalno-emocionalni ravni. V mirovanju so sklepi otr-
deli, kot bi bili zarjaveli, in le z neprestanim gibanjem po-
stanejo bolj gibljivi (fizicna raven). Emocionalno se okorelost
kaze kot nezmoznost izrazanja spontane topline ter kot
hladnost in odmaknjenost. Mentalno pa se okorelost kaze

kot fiksne ideje in kot motnje spomina. Pravimo, da bolnik
mentalno otrdi.

Rhus toxicodendron torej ni samo zdravilo za odpravljanje
tezav pri bole¢inah v miSicah in sklepih, ki jih spremlja to-
gost prizadetega dela. Uporaba tega zdravila je razSirjena
pri duSevnih motnjah, globokih patologijah zivénega si-
stema, srca in skoraj vseh drugih organskih sistemov.
Lahko ga uporabliamo prakti¢no za vsako stanje, ki vsebuje
klju¢ne simptome Rhus toxicodendron, kot so praznoverie,
ritualisticno obnasanje, obdutek zastruplienosti, strah za
posel in strah za otroke. Veliko teh simptomov izhaja iz
okorelosti in nemira. Od fizi¢nih simptomov so za Rhus to-
xicodendron znadilni zelo srbeci kozni izpuScaji z mehurcki,
ki se izboljSajo v topli kopeli, pokanje v sklepih in rdeca
konica jezika. V postelji so taksni bolniki nemirni in se ne-
prestano obracajo, ko pa vstanejo, se jim v glavi pogosto
zvrti. TeZzave se poslab$ajo na mrazu in v hladnem ter viaz-
nem vremenu, izboljSajo se po gibanju. Bolnik je Zejen in
bi neprestano pil mrzlo mleko, kar je bilo zelo izrazito tudi
pri naSem pacientu.

Prakticni primeri in primeri v Zivo so neprecenljive vrednosti
za nabiranje izkuSenj in Sirjenje znanja, zato na izobraze-
vanju na Mednarodni akademiji za klasicno homeopatijo ni
presenetljiva StevilCna udelezba homeopatov s celega
sveta.

Tako pridobliena znanja iz klasi¢ne homeopatije in nove
mednarodne povezave, ki nastajajo v Grciji med homeo-
patskimi strokovnjaki, so prava pot k izgradnji kakovost-
nega homeopatskega svetovanja, tudi v slovenskih lekar-
nah.
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7. KONFERENCA
FARMACEVTSKIH ZNANOST!
BALATON-BALTIC-BLED-
BOSPOUR

Prof. dr. Julijana Kristl, Fakulteta za farmacijo,
Univerza v Ljubljani

Med 5. in 7. oktobrom 2017 je v Balatonflredu ob Blatnem
jezeru na Madzarskem potekala ze sedma mednarodna
konferenca farmacevtskih znanosti Balaton-Baltic-Bled-
Bospour (7. BBBB) pod pokroviteljstvom EUFEPS-a in v
organizaciji Madzarskega farmacevtskega drustva Socie-
tas Scientiarum Pharmaceuticarum Hungarica. BBBB je
ena izmed pomembnejsih konferenc farmacevtskih zna-
nosti, ki povezuje strokovnjake od severa do juga Srednje
Evrope, kar se je odrazilo v pestri mednarodni udelezbi,
celo iz Bliznjega in Daljnega vzhoda. Predstavniki Sloven-
skega farmacevtskega drustva smo solidno zastopali slo-

vensko farmacevtsko znanost, tako po vsebini kot Stevilu.
Sodelovali smo ze v organizacijskih pripravah, na sami
konferenci pa smo izErpno predstavili svoje raziskovalne
dosezke in bili vklju¢eni v moderiranje predavanj, posterjev
in razprav.

Program je obsegal enajst plenarnih predavanj, ki so bila
razdeliena v Stiri tematske sklope: Trendi v razvoju zdravil in
inovacij, Novosti pri zdravljenju rakavih bolezni, Translacijska
medicina in biofarmaceuvtiki ter BioloSko podobna zdravila.
V obliki ustnih predstavitev je bilo podanih 67 prispevkov o
aktualnih farmacevtskih temah, kot so sinteza novih spaojin,
analiza zdravil, odkrivanje novih tar¢, razvoj novih dostavnih
sistemov, bolniSni¢na farmacija, biofarmacevtiki, nanofar-
macevtiki, novosti v proizvodniji ter regulativa zdravil. Razvoj
na vseh podroc¢jih se nenehno spreminja ter vnasa nove
predpise in obveznosti za celotno podrocje zdravil, od ideje
v razvoju do trzenja in spremljanja uporabe.

Vabljena predavanja iz Slovenije so imeli prof. dr. Ales Mrhar
(Translation of clinical pharmacy research into practice: a
Slovenian case), izr. prof. dr. Mojca Kerec Kos (Changes in
pharmacokinetics in patients with chronic heart failure), izr.
prof. dr. Petra Kocbek (Development of hollow nanostruc-

Udelezenci iz Slovenije (z leve proti desni: mag. Matja? Tus, predsednik SFD, ter izr. prof. dr. Rok Dreu, prof. dr. Ales Mrhar; asist. dr. Spela
Zupancic, asist. Janja Mirtic, asist. dr. Matevz Lustrik, prof. dr. Mirjana Gasperlin, prof. dr. Stane Srcic, izr. prof. dr. Mojca Kerec Kos, prof. ar.
Julijana Kristl, izr. prof. dr. Petra Kocbek, asist. Tanja Potrc, asist. Maja Bjelosevic in doc. dr. Pegi Ahlin Grabnar s Fakultete za farmacijo

Univerze v Ljubljani).

>

=
19p]
L
>
LL
Z
L
>
=
9p]
)
o
a




DRUSTVENE VESTI

tures for magnetically-assisted drug delivery) in asist. dr.
Spela Zupangi& (Nanofibers — a promising delivery system
for beneficial bacteria).

Izpostavljene so bile predvsem novosti na podrocju (nano
in bio)tehnologije in nacrtovanja eksperimentov, klinicne
farmacije in translacijske medicine. Cesmov Sloveniji lahko
ponosni na razvoj (nanojtehnologije in kliniéne farmacije,
ker so udelezenci z navdusenjem sprejeli nase predstavitve
na predavanjih in posterjih, pa smo bistveno Sibkejsi na
podrocju razvoja translacijske medicine v primerjavi s pred-
stavitvijo Madzarov. Njihove translacijske centre tvorijo in-
terdisciplinarni timi za doloCeno klinicno indikacijsko po-
droCje, ki so povezani s sorodno evropsko in svetovno
mrezo. To vodi do zadostnega Stevila klinicnih primerov,
Stevila zdravnikov specialistov in raziskovalcev (informatikov,
biokemikov, genetikov, diagnostikov in drugih), ki hkrati ra-
ziskujejo in si izmenjujejo klinicne izkusnje in raziskovalne
rezultate v medsebojnih razpravah. Poleg tega pa jim to
predstavlja tudi lazji dostop do sredstev EU in reSitev na
zastavljeni izziv (pankreatitis), pa ne le za tim, ki je z idejo
zacCel, pac pa za celotno mrezo.

Na konferenci so predstavili 188 raziskovalnih posterjev,
med njimi tudi sedem posterjev iz Katedre za farmacevtsko
tehnologijo na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani.
Novost so bile raznovrstne vsebing, razdeliene v Sestnajst
tematskih sekcij po deset do dvanajst posterjev, z virtualno
(elektronsko) in ustno predstavitvijo ob elektronskih po-
sterjih. Udelezenci smo si lahko sami ogledovali posterije,
v Casu, namenjen predstavitvam, pa je vsak prvi avtor
ustno pojasnil vsebino svojega posterja v nekaj minutah,
nakar je bil ¢as za eno ali ve¢ vprasanj. Ta novi nacin

kratkih predstavitev je celovitejSi, hkrati pa bistveno zah-
tevnejsi, saj pride v kratkem ¢asu do izraza Se vec avtorjevih
kompetenc (sposobnost priprave znanstveno relevantne
vsebine, njegovih komunikacijskih in retori¢nih sposobnosti,
pa tudi graficnega oblikovanja). Dodatna posebnost tovr-
stne tehni¢ne moznosti je sprotno evidentiranje ogledov
posameznega posterja in nabiranje tock.

Zirija je pregledala ocene vseh posterjev in predstavitev ter
izbrala dva najboljSa prispevka in ju nagradila. Asist. Janjo
Mirti€ s Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani so izbrali
in nagradili za najboljSi raziskovalni poster (Microencapsu-
lation of probiotics as biotherapeutic agents for their local
delivery) na 7. BBBB. Cestitke!

Na sre€anju predstavnikov drustev za aktivnosti BBBB iz
Estonije in Finske, Madzarske, Slovenije (prof. J. Kristl in
prof. M. Gasperlin) in Turdije je tekla beseda o uspehu do-
sedanijih sre¢anj in o nacrtih za prihodnost. Soglasno smo
se dogovorili, da bo 8. BBBB v Turciji, mestu Izmir, v okt-
obru 2019 in 9. BBBB leta 2021 v Sloveniji, tradicionalno
v organizaciji Slovenskega farmacevtskega drustva in Fa-
kultete za farmacijo Univerze v Ljubljani.

Po predavaniih in ob posterjih smo imeli tudi priloznost za
navezovanje stikov z raziskovalci iz drugih drustev, univerz
in institutov ter izmenjavo izkusenj na njihovem podrocju
raziskovalnega dela in delovanja. Organizator 7. BBBB v
BalatonflUredu je poskrbel, da smo spoznali tudi madzarske
kulinari¢ne stvaritve in nacionalno tradicijo.

Ocenjujemo, da smo udelezenci 7. BBBB iz Slovenije uspe-
8no predstavili nasa inovativna raziskovalna podrod&ja, dobili
nagrado in navezali nekaj novih stikov, kar skupaj odtehta
ure in dneve, potrebne za raziskave in razvoj.

Y ) i
Nagrajenka Janja Mirti¢ s predstojnico Katedre za farmacevtsko
tehnologijo prof. Mirjano Gasperlin, mentorico prof. Julijano Kristl in
izr. prof. Petro Kocbek.
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Prof. lldiko Csoka in prof. Ales Mrhar, soorganizatorja dvanajstega
simpozija CESPT sta obvestila in povabila udelezence v Szeged na
MadZarsko med 20. in 22. septembrom 2018.
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v imenu uredniStva Farmacevtskega vestnika se Vam ob koncu leta toplo zahvaljujem za vse ideje,
prizadevnost in pomoc, kritike, pohvale in seveda za vas dragoceni Cas, ki ste ga namenili soustvarjanju
Farmacevtskega vestnika. Naj vas tudi tokrat spodbudim k prihodnjim sodelovanjem, da bodo nase vsebine
Se bolj zanimive, kakovostne in uporabne. Zelo veseli bomo vasih razmisljanj, aktualnih prispevkov
in strokovnih vsebin, s katerimi bomo nadgrajevali svoja znanja.
Naj vam leto, ki prihaja, prinese veselja, zadovoljstva in veliko drobnih radosti.
Naj bo bogato zdravja in dobre volje ter drobnih in neponoviljivih trenutkov, ki nas delajo srecne.
Vse najlepse v 2018!
doc. dr. Nina Koc¢evar Glavac, glavna urednica Farmacevtskega vestnika

Recenzenti:
dr. Alenka Premus$ Marusic e prof. dr. AleS Mrhar e prof. dr. AleS Obreza e doc. dr. Barbara Artnik
doc. dr. Bojan Doljak e prof. dr. Borut Strukelj ® dr. Bostjan Martinc ® Cvetka Bacar ¢ Cvetka Pernat
izr. prof. dr. Damjan Jane$ e Danila Hriber&ek e prof. dr. Darko Cerne ® Demetrij Petrica © dr. Dominik Gaser
prof. dr. Franc VreSer ® Helena Pav&ar e izr. prof. dr. Igor Locatelli ® asist. dr. Irena Prodan Zitnik
prof. dr. Iztok Grabnar ® mag. Jana Kodri€ e Janez Toni e izr. prof. dr. Janez Mravljak e prof. dr. JoSko Osredkar
dr. Jure Peklar ¢ dr. Katja Cvan Trobec e asist. dr. Lea Knez ¢ izr. prof. dr. Leja Dolenc Grosel;
prof. dr. Lucija Peterlin MasSi¢ ¢ asist. Maja Jost e Maja Petre © prof. dr. Marija Bogataj
izr. prof. dr. Marija Petek-Ster e doc. dr. Martina Gobec e prof. dr. Marko Anderluh  Matej Dobravc Verbic
prof. dr. Mirjana GasSperlin ® prof. dr. Mitja Kos e izr. prof. dr. Mojca Kerec Kos e izr. prof. dr. Mojca Lunder
Mojca Stubelj ® doc. dr. Monika Stalc  dr. Nada Rotovnik Kozjek e doc. dr. Nina Kogevar Glavad
mag. Nina Pisk e asist. dr. Peter Molek ¢ Polonca Drofenik
prof. dr. Samo Kreft e izr. prof. dr. Tanja Hojs Fabjan e Tanja Zorin  doc. dr. Tomaz Bratkovi¢
izr. prof. dr. Tomaz Vovk e Vesna Fari¢ Tus

RAZPIS ZA PODELITEV DRUSTVENIH PRIZNANJ V LETU 2018

Odbor za podelievanje drustvenih priznanj objavlja razpis za podelitev drustvenih priznanj v letu 2018.
Podruznice in sekcije prijavijo kandidate skladno z dolocili Pravilnika o podeljevanju drustvenih priznanj najkasneje do
31. januarja 2018.

Za utemeljitev uspesnosti kandidata mora predlagatelj navesti pozitivne spremembe v delovnem okolju, ki so
posledica kandidatovih aktivnosti. 1z predioga mora biti razvidno, kako je kandidat v smislu kvalitete in kvantitete
presegel svoje obveznosti, ki izhajajo iz opisa del in nalog delovnega mesta, ki ga zaseda. Predlogi morajo biti
pripravijeni na obrazcih, ki so sestavni del Pravilnika. Predlog za podelitev drustvenih priznanj mora predlagatelj
poslati skupaj s prilogami v enem izvodu v elektronski obliki na naslov: info@sfd.si

in v.enem izvodu v tiskani obliki tajniStvu Slovenskega farmacevtskega drustva najkasneje do 31. januarja 2018.

Elektronsko oddane prijave, posredovane po elektronski posti, morajo biti popolnoma enake kot pisne,
poslane z navadno posto.
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MAG. SCI. ELIZABETA RUSTJA

Kako &as hitro bezi. Se danes se spomnim, kako je dalj-
nega leta 1956 v laboratorij v kleti Realke prislo nasmejano
dekle, stopilo do moje delovne mize in reklo: »Jaz sem Eli.«
Tako sva se spoznala in pri¢elo se je dolgoletno prijatelje-
vanje in sodelovanje. V Studentskih letih prepisovanje dnev-
nikov vaj, posojanje zapiskov in izmenjava znanj, ne
zavedajocC se, kaj nas Caka v bodoc¢nosti. Eli je bila Stipen-
dist lekarne iz Novega mesta, vendar je kar hitro preSla v
Krko, ki je bila tedaj Se v povojih. Tu se je hitro znasla.
Njena strokovna usposobljenost, prizadevnost in dobro
znanje tujih jezikov jo je pripeljalo v oddelek za nove proiz-
vode, Ki je bil za Krko motor razvoja. V njem so sprejemali
odlocitve o sodelovanju s tujimi farmacevtskimi tovarnami
in prevzemaniju licen¢nih proizvodov v program Krkinega
razvoja. S svojo neposrednostjo, znanjem in resnostjo je
znala navezati ne samo poslovne, temvec tudi prijateljske
vezi z vrhunskimi strokovnjaki iz farmacije in medicine Sirom
sveta. Tako je sodelovala s Krkinimi poslovnimi partnerji v
Svici, Angliji, Nemdiji, Rusiji, Ameriki, na Nizozemskem,
Poljskem in Japonskem. V Krko je pripeljala mnoga po-
membna zdravila in s tem omogocila njihovo uporabo na
prostoru nekdanje Jugoslavije, Krki pa omogocila prodor
s svojimi proizvodi v drzave Vzhodne Evrope in s tem njen
nepri¢akovano hiter razvoj iz male v veliko farmacevtsko
tovarno. Zato lahko re€emo, da sta Krko, kakrSna je danes,
zasnovala mag. Milo$ Kovadi¢ in mag. Elizabeta Rustja.

Kljub obilici dela je Eli nasla ¢as tudi za izpopolnjevanje svo-
jega znanja. Vpisala se je na podiplomski Studij na tedanii
VTOZD Farmacija v Ljubljani in ga leta 1990 uspes$no za-
kljuCila z zagovorom magistrske naloge s podrocja farma-
kokinetike. Leta 1991 so jo imenovali za direktorico
Sektorja za razvoj in raziskave Krke. Tedaj je bila Krka ze
velika farmacevtska tovarna, vendar so se razmere v svetu
mocno spremenile. Slovenija je postala samostojna drzava
kot tudi mnoge druge drzave po svetu. Zakoni o zdravilih
v novo nastalih drzavah so se mo¢no spremenili. Spreme-
nili pa so se tudi licen¢ni odnosi. Kot direktorica Sektorja
za razvoj in raziskave je morala preusmeriti sodelovanje v
slovenske centre znanja, da bi oblikovala moc¢ne ekipe za
razvoj tehnologije kemijskih sintez, fermentativne tehnolo-
gije ucinkovin in novih tehnologij oblikovanja zdravil. Pove-
zala se je z ustreznimi fakultetami in instituti in tako
oblikovala strategijo razvoja genericnih zdravil v Krki, ki je
danes eden najpomembnejSih proizvajalcev genericnih
zdravil na svetu. S tem pristopom je pomagala tudi sloven-
skim raziskovalnim organizacijam. Podprla je mnoge niji-

hove aplikativne raziskovalne projekte, ki so se tako lahko
kadrovsko okrepili in opremili z mnogimi za raziskave nuj-
nimi aparati. Ves ¢as je podpirala tudi ustanovitev samo-
stojne farmacevtske fakultete v Ljubljani in pomagala pri
izgradnji nujno potrebne zgradbe fakultete.

In kje je najino dolgoletno sodelovanje? Tako kot je Eli iz le-
karne presla v tovarno, sem sam z Zavoda presel na fa-
kulteto. Zato se je name obrnila z mnogimi problemi, s
katerimi se je sreCala. Skupaj sva organizirala prvi labora-
torij za stabilnost zdravil, laboratorij za biofarmacijo in far-
makokinetiko. Ob pomodi Fakultete za farmacijo, ki je
izvedla od leta 1992 do leta 2003 vec kot 90 bioekvivalen-
¢nih raziskav, je Krka uspesno registrirala svoja zdravila
doma in v svetu. In ne samo to. Po osamosvojitvi Slovenije
sva skupaj tujim strokovnjakom predstavljala naso novo
zakonodajo na podrocju registracije zdravil, da bi pridobila
njihovo zaupanije in naklonjenost za nadaljnje sodelovanje.
Vrsto let sva sodelovala tudi v Slovenskem farmacevtskem
druStvu. Skupaj vsa organizirala mnoga strokovna sre¢a-
nja, ki so se jih farmacevti iz vse Jugoslavije radi udeleze-
vali. Zato ji je Slovensko farmacevtsko drustvo leta 1994
podelilo Minarikovo odlicje.

Se danes se rad spominjam tega sodelovanja, predvsem
pa veselim vsakokratnega srecanja. In Eli je ostala Eli, pre-
dana, tudi v pokoju, svoji Krki. Ko sem ji na zadnjem sre-
Canju potarnal o bole€inah v rami, mi je hitro postregla z
Nalgesinom S, ki je najboljSe protibolecinsko zdravilo na
svetu.

Zelim Ti &e veliko sreénih let in uspe$nega sodelovanja.

Franc Kozjek

372 farm vestn 2017; 68




MAG. ROMAN DOBROVOLJC

Poznam ga ze vec kot 60 let in vedno se mi je zdel malo
trmast, vendar Sute€ Gorenc. Neko¢€ mi je rekel, da Ceprav
nisem Gorenc, sem tudi »fejst« fant. To sem Stel kot veliko
pohvalo, zlasti ko mi je ob novem letu napisal: »Kje ste stari
prijatelji? Ali vas bom Se kdaj nasel?«

Tako kot 8e pri mnogih drugih je tudi pri njem pri odlocitvi
za Studij farmacije odlocilno viogo odigrala Stipendija, ki mu
jo je podelila lekarna iz Kamnika. To je bilo za njega in za
njegove starSe velika financna razbremenitev. Spoznal pa
je tudi, da je Studij farmacije zanimiv in poklic magistra far-
macije upostevan. Med Studijem farmacije se nisva prav
veliko druzila. Deloma zato, ker nisva obiskovala istega let-
nika, deloma pa zato, ker je Roman vsak prosti as izkori-
stil, da je pobegnil v rojstni Kamnik. Tudi po kon€anem
Studiju se kar nekaj Casa nisva sreCevala. Takoj se je za-
posilil v lekarni v Kamniku, da odsluzi svojo Stipendijo, in je
v Ljubljano priSel Sele po nekaj letih. Na prigovarjanje prof.
DuSana Karbe je sprejel sluzbo analitika na Zavodu za far-
macijo in kontrolo zdravil. Sprva mu ni bilo lahko, ker je ra-
zlika med lekarniskim in laboratorijskim analiznim delom
zelo velika. Samo ob podpori in spodbudah tedanje direk-
torice Zavoda mag. Breclieve in prof. Karbe je vztrajal, se
vpisal na podiplomski Studij iz analitike zdravil v Beogradu
in ga tudi koncal.

Leta 1977 je kon¢no prevzel vodenje Zavoda za farmacijo
in priel z njegovo kadrovsko in prostorsko prenovo. Po-
znavajoC dejavnosti evropskih nadzornih medicinskih labo-
ratorijev je vpeljal nove metode analitike zdravil in poskrbel
za moderno analizno opremo, kar naj bi Zavodu zagotovilo
enako kakovost dela, kot so jo imeli drugi jugoslovanski in
tudi evropski tovrstni laboratoriji.

Prislo je leto osamosvojitve in pricele so se povsem druge
razmere za delo Zavoda. Zavod ni bil ve€¢ samo eden od
jugoslovanskih kontrolnih laboratorijev, temve¢ najpo-
membnejSi drzavni laboratorij za analizo kakovosti zdravil,
registriranih v Sloveniji. Potrebno je bilo urediti zahtevano
zakonodajo, ponovno registracijo vseh zdravil, ki so bila v
uporabi na podro¢ju Slovenije, uvesti njihovo evidenco in
se povezati z ustreznimi evropskimi institucijami. Cilj mag.
Romana Dobrovoljca je bil, da bi Zavod za farmacijo in
kontrolo zdravil postal »mala FDA« za Slovenijo. Dosegel
je, da je Zavod postal ¢lan Zdruzenja evropskin nadzornih
medicinskih laboratorijev (OMCL), kar je pomenilo, da so
bile njegove analize in ekspertize povsem ekvivalentne ana-
lizam drugih evropskih drzav. Vendar mu je zdravstvena
politika v Sloveniji to preprecila. Ustanovila je Agencijo za

zdravila, Zavod prikljucila Agenciji, s Cimer se je njegov
pomen za slovensko farmacijo bistveno spremenil. Mag.
Dobrovoljc se je takrat umaknil, od3el v pokoj in prepustil
usodo Zavoda mlaj§im generacijam, ki se pomembnosti te
ustanove niso nikoli zavedali.

Mag. Dobrovoljc je bil aktiven tudi izven okvira Zavodovih
dejavnosti. Vrsto let je bil asistent pri predmetu analiza
zdravil na fakulteti za farmacijo. Tako je mnoge generacije
bodocih farmacevtov seznanjal s problemi kakovosti zdravil
in njihovo kontrolo. Na tem podrocju je oral ledino, pripra-
vljal navodila za laboratorijske vaje, jih izvajal v laboratoriju
in postavljal temelje bodocih predmetov s podrocja analize
zdravil na Studiju farmacije.

Clani Slovenskega farmacevtskega drustva so ga leta
1981 izvolili za predsednika drustva z dveletnim manda-
tom. V tem Casu si je prizadeval za napredek farmacije v
Sloveniji in njen ugled v Jugoslaviji in v svetu. Zavzemal se
je predvsem za nenehno izpopolnjevanje farmacevtskega
kadra, saj se je zavedal, kako hitro se na podrocjih medi-
cine in farmacije znanja dopolnjujejo. Poleg tega je v tem
Casu iskal tudi reSitve za prostorske tezave Zavoda. Zdruzil
je moci in sredstva vse farmacevtske stroke in nadgradil
stavbo Zavoda. S tem je omogodil ne samo izvajanje novih
dejavnosti Zavoda, temvec¢ tudi Slovenskemu farmacevt-
skemu drustvu, ki je iskalo poslovne prostore, omogocil
vecletno gostovanje v teh prostorih. V teh letih je Zavod za
farmacijo resni¢no predstavljal dom slovenske farmacije.
Ne samo velik farmacevt, Roman je tudi odli¢en fotograf.
Na vseh nasih sreCanjih, ga je spremljal fotografski aparat,
s katerim je belezil »rajske lepote naSe domovine«, kot se
je rad izrazil. Nastajale so prave fotografske umetnine, ki
jih Zzal hrani samo za sebe. Ob njih in pesnitvah Gregorcica,
PreSerna, Lermontova, La Fontaine-a in drugih umetnikov
pesniske besede se povsem raznezi in zazivi. Zato, Ceprav
sam pravi, da nima ve¢ nacrtov, nam s svojo zivljenjsko
energijo in upornostjo lahko pripravi e marsikatero lepo
presenecenje.

Franc Kozjek
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Spodnja poglavja podajajo pomembne informacije
za avtorje. Prosimo, da jih pri pripravi ¢lankov
dosledno upostevate.

Strokovne in znanstvene ¢lanke ter druge prispevke
objavljamo v slovenskem jeziku, po dogovoru z uredni-
Stvom tudi v anglescini. Vsa besedila morajo biti jezikovno
in slogovno neoporecna. Uporabliena terminologija mora
biti ustrezna, s posluhom za uveljavijanje ustreznih stro-
kovnih izrazov v slovenskem jeziku. Navajanje zascitenih
imen zdravil in drugih izdelkov ali imen proizvajalcev
je nedopustno. Dovolieno je le v poglavju Materiali in me-
tode, iziemmoma tudi v primeru, Ce je naveden popoln se-

znam vseh na trziS€u dostopnih izdelkov.

Strokovni in znanstveni ¢lanki so recenzirani. Ured-
nistvo poslie vsak strokovni in znanstveni ¢lanek v recenzijo
najmanj dvema recenzentoma. Med postopkom ugota-
vljanja primernosti prispevka za objavo v Farmaceviskem
vestniku zagotavljamo tajnost avtorstva.

SPREJEM PRISPEVKA V UREDNISTVO

Clanke in druge prispevke sprejemamo v urednigki posto-
pek, Ce vloga za objavo, poslana po elektronski posti,
poleg Clanka ali drugega prispevka, vsebuje tudi spremni
dopis z izjavo. Izjavo lahko avtor odda tudi preko spletnega
obrazca.

1. Spremni dopis

¢ naslov Clanka ali drugega prispevka;

e imena in priimki avtorjev z njihovimi nazivi;

e imena in naslovi ustanov, v katerih so zaposleni;

e telefonska Stevilka in elektronski naslov koresponden-
¢nega avtorja;

e izjava, da Clanek oziroma prispevek Se ni bil objavljen ali
poslan v objavo v drugo revijo ter da se z vsebino strinjajo
Vsi soavtoriji.
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2. Dovoljenje za objavo slik:

V primeru ponatisa ali minimalnih sprememb slik ali drugih
elementov v prispevku mora avtor priloziti dovolienje lastnika
avtorskih pravic za objavo v Farmacevtskem vestniku.

PRVA VERZIJA CLANKA

V prvi verziji strokovnega ali znanstvenega Clanka, ki jo av-
torji posliejo urednistvu v recenzijo, avtorji niso imenovani.
Celotni obseg Clanka ne sme presegati 20.000 znakov,
vklju¢no s presledki, obseg kratkega strokovnega Clanka
pa ne sme presegati 10.000 znakov, vkljucno s presledki.
Urednitvo si pridrzuje pravico, da po strokovni presoji ob-
javi tudi daljSe prispevke.

1. Oblika

Osnovna navodila

e Pisava Times New Roman; obojestranska poravnava.
Avtorji naj se izogibajo urejanju in oblikovanju besedila
(razen enostavnih ukazov, kot so krepko (bold), lezeCe
(italics), pod¢rtano (underline) itd.).

» Naslov: ne vsebuije Stevilk in okrajSav ter ne presega 90
znakov, vklju¢no s presledki.

* Naslov poglavja/podpoglavja: ostevilcen je z zapo-
redno Stevilko, ne vsebuije okrajSav in ne presega 90 zna-
kov, vkljuéno s presledki.

2. Vsebina ¢lanka
Clanek je ustrezno strukturiran na poglavja/podpoglavja.

2.1 lzvirni znanstveni ¢lanek:

e povzetek v slovenskem in angleSkem jeziku (vsak po naj-
vec 150 besed);

e kljucne besede v slovenskem in angleSkem jeziku (najveC
5);

® uvod;

e materiali in metode;

e rezultati;

e razprava®;

o sklep;

e |iteratura.

* Rezultati in razprava so lahko zdruzeni.

2.2 Pregledni strokovni ali znanstveni ¢lanek:

e povzetek v slovenskem in angleSkem jeziku (vsak po naj-
ve¢ 150 besed);
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e kljucne besede v slovenskem in angleSkem jeziku (najvec 5);
e poglavja in podpoglavja, ki si smiselno sledijo;

e sklep;

e |iteratura.

2.3 Kratki strokovni ¢lanek — primer iz klini¢ne
prakse:

e povzetek v slovenskem in angleSkem jeziku (vsak po naj-
ve¢ 150 besed);

e klju¢ne besede v slovenskem in angleSkem jeziku (najvec 5);

e uvod v primer (splosno o bolezni, epidemiologija, farma-
koekonomika);

e prikaz primera (opis pacienta, dosedanje zdravljenje in
pacientov odziv, anonimizacija vseh osebnih podatkov);

e razprava (povzeto po literaturi — opredelitev dokazov, ki
vplivajo na obravnavo pacienta, npr. smernice, raziskave,
obstojeCe klini¢ne prakse itd.);

e ukrepanje s svetovanjem (predstavitev ukrepov in sveto-
vanja 0z. vodenja pacienta na podlagi zbranih podatkov);

e sklep (pacientov odziv na predlagane ukrepe in klinicna
uporabnost zbranih podatkov);

e |iteratura.

Vsaka trditev je podkrepliena z literaturnim virom, za-
poredna Stevilka literaturnega vira pa je navedena na koncu
trditve v oklepaju. Ce je literaturnih virov ve&, so Stevilke
loGene z vejicami in presledki, na primer (1, 3, 8) ali (1-3,
5). Prispevek vsebuje najveC 40 literaturnih virov, ki so
navedeni v vrstnem redu, kot se pojavljajo v besedilu.

3. Slike in preglednice

Slike in preglednice so v besedilu Elanka oziroma prispevka.
Oznacene so z zaporedno Stevilko ter opremljene s pripa-
dajo¢im besedilom v slovenskem in angleskem jeziku, ki
je navedeno pod sliko (primer 1) oziroma nad preglednico
(primer 2). V besedilu slike ali preglednice so navedeni tudi
ustrezni literaturni viri, razen v primeru, kadar je avtor Clanka
oziroma prispevka tudi avtor slike ali preglednice.

Primer 1:

Slika 1: Logo Slovenskega Farmacevtskega drustva (1).
Figure 1: Logo of the Slovenian Pharmaceutical Society (1).
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Primer 2:

Preglednica 1: Stevilo objav v Farmacevtskem vestniku v
letu 2009 (1).

Table 1: Number of publications in the Journal of Pharma-
ceutical Society in 2009 (1).

Vrsta objave Stevilo objav

Pregledni Clanek X

[zvirni znanstveni ¢lanek X

Slike merijo v Sirino in viSino najve¢ 17 cm. Dimenzijsko se
morajo ¢im bolj priblizati dejanski velikosti v tiskani verziji.
Zazelena velikost besedila na sliki ali grafu je med 8 in 10
pt pri velikosti 1 : 1. Grafi in slike iz excela so uvozeni v
besedilo kot »enhanced metafile«. Slike mora avtor poslati
skupaj s kon¢no verzijo prispevka tudi neodvisno od
besedila prispevka v ustreznem slikovnem zapisu:

bitni zapis — jpg, png ali tiff — z lo¢ljivostjo najmanj 300 dpi,
vektorski zapis — eps, emf ali wmf.

4. Poimenovanja in okrajSave

Poimenovanja in okrajSave so navedeni skladno po IUPAC,
IUBMB in HUGO. Terminologija je skladna s Farmacevtskim
terminoloskim slovarjem, Formulariumom Slovenicumom
in terminoloskim slovarjem Slovenskega biokemijskega
drustva.

5. Navajanje literature

Za navajanje literaturnih virov uporabljamo »Vancouver ref-
erence style«. Spodaj podajamo najpogostejSe primere
navajanja literature iz Clanka (1) in ¢lanka v elektronski reviji
(2), knjige (3) in elektronske knjige (4), poglavia v knijigi (5) in
poglavia v elektronski knjigi (6) ter spleta (7). Ce je avtorjev
posameznega Clanka vec kot Sest, navedemo le prvih Sest,
nato sledi »et al.«<. PodrobnejSa navodila in drugi primeri
navajanja referenc so dostopni v dokumentu »Quick refer-
ence guide: Vancouver Citing & Referencing style«
(http://guides.lib.monash.edu/citing-referencing/vancouver).

1. Hallal AH, Amortegui JD, Jeroukhimov IM, Casillas J, Schulman
Cl, Manning RJ, et al. Magnetic resonance
cholangiopancreatography accurately detects common bile
duct stones in resolving gallstone pancreatitis. J Am Coll Surg.
2005 Jun;200(6):869-75.

2. Stockhausen L, Turale S. An explorative study of Australian
nursing scholars and contemporary scholarship. J Nurs
Scholarsh [Internet]. 2011 Mar [cited 2013 Feb 19];43(1):89-96.
Available from:
http.//search. proquest.com.ezproxy.lib.monash.edu.au/docview
/858241255%accountid=12528
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3. Carlson BM. Human embryology and developmental biology.
4th ed. St. Louis: Mosby; 2009. 541 p.

4. Shreeve DF. Reactive attachment disorder: a case-based
approach [Internet]. New York: Springer; 2012 [cited 2012 Nov
2]. 85 p. Available from: http://ezproxy.lib.monash.edu.au/
login?url=http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4614-1647-0

5. Blaxter PS, Farnsworth TP, Social health and class inequalities.
In: Carter C, Peel JR, editors. Equalities and inequalities in
health. 2nd ed. London: Academic Press; 1976. p. 165-78.

6. Halpen-Felsher BL, Morrell HE. Preventing and reducing
tobacco use. In: Berlan ED, Bravender T, editors. Adolescent
medicine today: a guide to caring for the adolescent patient
[Internet]. Singapore: World Scientific Publishing Co.; 2012
[cited 2012 Nov 3]. Chapter 18. Available from:
http://www.worldscientific.com/doi/pdf/10.1142/97898143244
96_0018

7. Diabetes Australia. Diabetes globally [Internet]. Canberra ACT:
Diabetes Australia; 2012 [updated 2012 June 15; cited 2012
Nov 5]. Available from:
http://www.diabetesaustralia.com.au/en/Understanding-
Diabetes/Diabetes-Globally/

KONCGNA VERZIJA CLANKA

Korespondencni avtor Clanka prejme po opravijenem re-
cenzijskem postopku obvestilo o sprejemu ali zavrnitvi Clanka
oziroma navodila glede potrebnih popravkov. Urednistvo
pri¢akuje, da bo avtor pripombe recenzentov in urednistva
dosledno uposteval in najkasneje dva tedna po prejetju
recenzij popravljeni prispevek v elektronski obliki poslal na
naslov glavne urednice. Vse popravke mora vidno oznaditi.

1. Naslovna stran (prva stran) vsebuije:

e naslov prispevka (v slovenskem in angleSkem jeziku);

e imena in priimke vseh avtorjev z nazivi, skupaj z imeni in
naslovi ustanov, v katerih so zaposleni;

e ime korespondencnega avtorja in njegov elektronski
naslov.

2. Besedilo

Poglavja in podpoglavja ¢lanka si sledijo v vrstnem redu in
obliki, kot je navedeno pri navodilih za prvo verzijo Clanka,
vKlju¢no s slikami in preglednicami.

3. Slike

Slike mora avtor poslati tudi neodvisno od besedila Slanka
ali prispevka v ustreznem slikovnem zapisu. Velikost slik
se mora ujemati s prej navedenimi zahtevami zaradi ohra-
njanja kakovosti in razmerij ob pripravi na tisk.
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DRUGI PRISPEVKI

Prispevki za rubrike »Zanimivosti iz stroke«, »lz drustvenega
zivlienja«, »Predstavitev knjige« vsebujejo praviloma najved
6.000 znakov, vkijucno s presledki. Prispevki za rubriko
»Osebne vesti« ne smejo presegati 3.000 znakov, vkljucno
s presledki. Prispevke o osebnih vesteh objavlja urednistvo
ob jubileju, smrti ali za posebne dosezke ¢Elanov Sloven-
skega farmacevtskega drustva v aktualnem obdobju. Ured-
nistvo si pridrzuje pravico, da po strokovni presoji objavi
tudi daljSe prispevke.

KOREKTURE IN TISKANA OBLIKA
FARMACEVSTKEGA VESTNIKA

Krtacne odtise oblikovanega prispevka morajo avtorji na-
tan¢no pregledati in oznaditi nujne popravke, s katerimi ne
smejo posegati v vsebino prispevka. Korekture vrne kore-
spondencni avtor v urednistvo v elektronski obliki naj-
kasneje v treh delovnih dneh.

Prvi avtor prejme tri izvode tiskanega Farmacevtskega
vestnika.

POSILJANJE PRISPEVKOV

Avtoriji posliejo Elanke in druge prispevke v elektronski obliki
na naslov glave urednice:
urednica-fv@sfd.si.

FARMACEVTSKI VESTNIK NA SPLETU

Farmacevtski vestnik je v pdf obliki prosto dostopen na
spletni strani Slovenskega farmacevtskega drustva
(http://www.sfd.si/?viewPage=19).

AVTORSKE PRAVICE

© Slovensko farmacevtsko drustvo

Brez pisnega dovolienja urednistva Farmacevtskega vest-
nika so prepovedani reproduciranje, distribuiranje, javna
priobcitev, predelava in kakréna koli druga uporaba avtor-
skega dela ali njegovih delov v kakrSnem koli obsegu in
postopku kot tudi tiskanje in predelava elektronske oblike.
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Za boljse Zivljenje. Ze vse od 1896.

Tradicija napredka znanostiin
medicine. V¢eraj, danes in jutri.
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CINQAERO

reslizumab

Huda eozinofilna astma lahko nadzoruije Zivljenja.** Z novo obliko zdravljenja z zdravilom CINQAERO®
proti IL-5, lahko pripomorete k nadzorovanju ravni eozinofilcev.? Zdravilo CINQAERO® dokazano
zmanjSuje poslab$anja, izboljSuje FEV1 in poveCuje kakovost Zivljenja pri odraslih s hudo astmo in z
> 400 celic/pL eozinofilcev v krvi, katerih astma ostaja neustrezno nadzorovana, kljub standardom
oskrbe."? Studije kaZejo, da so ti trije uginki zdravila CINQAERO® zgodnji in trajni.*2

Trije ucinki zdravila CINQAERO® - kot novo dodatno zdravljenije pri odraslih
bolnikih s hudo eozinofilno astmo, ki kljub uporabi visokih odmerkov inhalacijskih
kortikosteroidov z drugim zdravilom za vzdrzevalno zdravljenje ni ustrezno urejena."?

* Indikacija, ki je bila v Evropi odobrena za uporabo zdravila CINQAERO®, ni bila prisotna pri vseh bolnikih, ki so bili del populacije v $tudiji. Zdravilo CINQAERO® se lahko predpisuje zgolj v skladu s Povzetkom glavnih znagilnosti zdravila ter bolnikom, za katere je indicirano.

Vi

http://www.ginasthma.org. Accessed March 2016. 4. Chung KF. Wenzel SE, Brozek JL et al. Eur Respir J, 2014; 43: 343-73.

Skraj$an povzetek glavnih znacilnosti zdravila CINQAERO®

V Za to zdravilo se izvaja dodatno spremljanje varnosti.
Tako bodo hitreje na volio nove informacije o njegovi varnosti.
Zdravstvene delavce naprosamo, da porocajo o katerem koli
domnevnem neZelenem ucinku zdravila.

Ime zdravila CINQAERO 10 mg/ml koncentrat za raztopino
za infundiranje. Kakovestna in koliGinska sestava
En ml koncentrata vsebuje 10 mg reslizumaba (10 mg/
mi). Ena viala z 2,5 ml vsebuje 25 mg reslizumaba. Ena
viala z 10 ml vsebuje 100 mg reslizumaba. Reslizumab
je humanizirano monoklonsko protitelo, pridoblieno iz
misjih mielomskih celic (NSO) s tehnologijo rekombinantne
DNA. Farmacevtska oblika koncentrat za raztopino za
infundiranje (sterilen koncentrat). Bistra do rahlo motna,
opalescentna, brezbarvna do rahlo rumena raztopina s
pH 5,5. Prisotni so lahko beljakovinski delci. Terapeviske
indikacije Zdravilo CINQAERO je indicirano kot dodatno
zdravljenje pri odraslih bolnikih s hudo eozinofilno astmo, ki
Kijub uporabi visokih odmerkov inhalacijskih kortikosteroidov
z drugim zdravilom za vzdrzevalno zdravlienje ni ustrezno
urejena. Povzetek odmerjanje in nacina uporabe
Odmerjanje Zdravilo CINQAERO se dae kot mtravenska
infuzija enkrat na §tiri tedne. 5o/ 1199 kg.

TI7] | ®euiva

Priporoceni odmerek je 3 mg/kg telesne mase. Potrebno
koli¢ino (v ml) iz vial(e) je treba izracunati kot je navedeno
0,3 x bolnikova telesna masa (v kg). kg i
199 kg Priporoéeni odmerek se doseze z uporabo rezma
odmerjanja na osnovi vial v preglednici 1 v SmPC. Priporoeni
odmerek temelji na bolnikovi telesni masi in ga je treba
pm\agod\tl samo za znatne spremembe v telesni masi. /rgiane
Zdravilo CINQAERO je namenjeno dolgotrajnemu
zdravijenju. Nacin uporabe mtravenska uporaba. Zdravilo
CINQAERO je samo za intravensko infundiranje. Ne sme
se uporabljati subkutano, peroralno ali intramuskularno.
Povzetek kontraindikacije PreobCutfjivost na ucinkovino
ali katero koli pomozno snov. Povzetek posebnih opozoril
in previdnostnih ukrepov Reslizumab se ne sme
uporabljati za zdravlienje akutnih poslab$anj astme. Med
zdravljenjem se lahko pojavijo simptomi, povezani z astmo,
ali poslabsanja. Bolnikom je treba narogiti, naj takoj poiscejo
zdravnisko pomoc, ¢e astma po uvedbi zdravijenja ostane
neurejena ali se poslab3a. PreobCutliivostne in z dajanjem
oovezane reakcije V povezavi z reslizumabom so porocali
o akutnih sistemskih reakcijah, vkljutno z anafilakticnimi
reakcijami. Te neZelene ucinke so opazili med infundiranjem

ali v 20 minutah po koncu infundiranja. Bolnike je treba
spremljati med dajanjem reslizumaba in Se ustrezen Cas
po tem. Ce se pojavi anafilakticna reakcija, je treba dajanje
reslizumaba takoj ustaviti in nuditi ustrezno zdravijenje;
zdraviienje z reslizumabom je freba trajno prekiniti.
Infestacije s paraziti (helminti) Eozinofilci so lahko vpleteni
v imunski odziv na nekatere infestacije s helminti. Bolnike
z obstojeimi infestacijami s helminti je treba zdraviti pred
uvedbo zdravljenja z reslizumabom. Ce se bolniki okuZijo med
zdravlienjem z reslizumabom in se ne odzovejo na zdravijenje
z antihelmintiki, je treba razmisliti o za¢asnem prenehanju
zdravlienja. Vsehnos ja To zdravilo vsebuje manj kot
1 mmol natrija (23 mg) na odmerek, kar v bistvu pomeni ,brez
natrija“. Povzetek medsebojnega delovanja z drugimi
zdravili in druge oblike interakcij Formalnih Kiinicnih
Studij medsebojnega delovanja zdravil z reslizumabom niso
izvedli. Podatki i i kazejo, da ni verjetno, da bi IL-5 in
reslizumab vplivala na astivnost CYP1A2, 3A4 ali 2B6. Na
podlagi znacilnosti reslizumaba se medsebojno delovanje
z zdravili ne priCakuje. Rezultati analize populacijske
farmakokinetike potrjujejo, da so¢asna uporaba antagonistov
levkotrienskih receptorjev ali sistemskih kortikosteroidov ne

CINQAERQ® SmPC, april 2017. 2. Castro M, Zangrilli J, Wechsler ME et al. Lancet Respir Med, 2015; 3: 355-66. 3. Global Strategy for Asthma Management and Prevention. Global Initiative for Asthma (GINA) 2015. Dostopno na internetu na naslovu

vpliva na farmakokinetiko reslizumaba. Reslizumaba niso
preucili pri- bolnikih, ki socasno jemljgjo imunosupresivna
zdravila, razen peroralnih kortikosteroidov (PKS), zato je profil
varnosti in ucinkovitosti reslizumaba pri teh bolnikih neznan.
Reslizumaba niso preucili pri bolnikih, ki so prejeli Ziva cepiva.
Povzetek nezelenih ucinkov Najpogostejsi neZeleni
ucinek, o katerem so porocali med zdraviienjem, je bila
zvecana vrednost kreatin-fosfokinaze v krvi, ki se je pojavila
pri priblizno 2 % bolnikov. Anafilakticna reakcija se je pojavila
pri manj kot 1 % bolnikov. O mialgiji so poroali pri 0,97 %
bolnikov (10 od 1.028) v skupini s 3 mg/kg reslizumaba v
Studijah astme, nadzorovanih s placebom, v primerjavi z
0,55 % bolnikov (4 od 730) v skupini s placebom. Imetnik
dovoljenja za promet Teva Pharmaceuticals Limited,
Ridings Point, Whistler Drive Castleford, West Yorkshire, WF10
5HX, Velika Britanija. Nacin in rezim izdaje zdravila /-
Predpisovanje in izdaja zdravila je le na recept, zdravilo pa se
uporablja samo v javnih zdravstvenih zavodih ter pri pravnih
in fizicnih osebah, ki opravljajo zdravstveno dejavnost. Datum
zadnije revizije zdravila april 2017.

Samo za strokovno javnost.

Datum priprave: november 2017

Za podrobnejse informacije o zdravilu, prosimo, preberite celoten Povzetek glavnih znadilnosti zdravila, ki je objavljen na spletni strani Evropske
agencije za zdravila (www.ema.europa.eu) ali se obrnite na zastopnika imetnika dovoljenja za promet z zdravilom v Sloveniji, Pliva Ljubljana d.o.0.,
Pot k sejmiscéu 35, 1231 Ljubljana-Crnuce, tel: 01 58 90 399, e-mail: info@tevasi.si.
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