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PREDGOVOR

Farmakologija je zelo zanimiva veda, s katero se ve€ina zdravnikov, zobozdravnikov in
farmacevtov vsakodnevno ukvarja, Studentje pa jo imajo bistveno manj radi. Farmakologija
zahteva drugacen nacin $tudija, znanje se le pocasi kopici, povezave med naucenimi dejstvi pa
se vzpostavijo Se z dodatnim ¢asovnim zamikom. In Sele tedaj neko€ neizgovorljiva imena
zdravil postanejo smiselna in odvratno debel ucbenik farmakologije ni vec¢ katalog ali
telefonski imenik.

Ne glede na spremembe u¢nih nacrtov, v katerih je v€asih ve¢ v€asih manj ur farmakologije,
te-ta vedno predstavlja most med predkliniko in kliniko in uvod v terapevtiko. Za razumevanje
delovanja zdravil ne sme$ pozabiti biokemije, fiziologije, pri predpisovanju zdravil je poleg
klini¢nih predmetov nujno poznavanje patologije, patoloske fiziologije in mikrobiologije.
Uporabnosti farmakoloskega znanja se navadno zave Sele mladi zdravnik, zobozdravnik in
farmacevt, ko je prepuscen samostojnemu stiku s ¢edalje bolj zahtevnim in farmakolosko

osvescenim bolnikom.

Ucbeniki farmakologije v slovenskem prostoru so redki. Po pionirju slovenske farmakologije
profesorju Petru Lencetu, ki je napisal Farmakologijo za medicinske sestre 1956,
Farmakologijo za I. fazo Studija stomatologije (1962), Kratek pregled farmakologije (1967 in
1967), s(m)o sodelavci Instituta za farmakologijo izdajali le na$ najprepoznavnejsi ucbenik
Navodila za predpisovanja zdravil. Prva Navodila je napisala Metka V. Budihna (1981, 1983).
V izdajah iz leta 1990 in 1993 se je uc¢benik nekoliko razsiril in preimoval v Navodila za
pisanje receptov. Ucbenik so napisali Metka Budihna, Lovro Stanovnik in Ladko KoroSec.
Leta 2008 so Metoda Lipnik-Stangelj, Silvije Cernel¢, Ladko Korosec in Lovro Stanovnik
napisali Recepturo.

V letu 1999 so izSla Izbrana poglavja iz farmakologije — Priprava za prakti¢no delo Studentov.
Avtorji so bili Tatjana Irman Florjanc, Ladko KoroSec in Lovro Stanovnik. To so bila s
teoreti¢nimi osnovami podprta navodila za prakti¢ne vaje, ki so takrat potekale na Institutu za
farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo v okviru Studija farmakologije za Studente
medicine, stomatologije in farmacije.

S tem ucbenikom, ki je teoreticno precej razsirjen in prilagojen novemu programu in poteku
pouka, Zzelimo Studentom sploSne medicine, dentalne medicine in farmacije olajsati prvi stik s
farmakologijo, jim prebuditi farmakoloSko radovednost in olajSati »kroni¢ni« stik s
farmakologijo. Tudi maraton se vedno za¢ne s prvim korakom.

Ucbenik je namenjen studentom sploSne medicine, dentalne medicine in farmacije za boljSo
pripravo na vaje iz sploSne farmakologije in toksikologije. V poglavje Toksikologija pa so
vkljucene tudi vsebine, ki manjkajo v ostali predpisani literaturi za predmet.
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1. OSNOVE FARMAKODINAMIKE

Lovro Stanovnik in llonka Ferjan

Velika vecina zdravil deluje tako, da se veZe na sestavine organizma. Mesta vezave zdravil
imenujemo receptorji za zdravila v najsirSem pomenu besede. Lahko so zunaj celic, ve¢inoma
pa gre pri receptorjih za celi¢ne sestavine. Da zdravilo povzroci terapevtski u¢inek mora v
vecini primerov delovati specificno. To pomeni, da se molekula zdravila veze le na doloceno
celi¢no sestavino in posamezna celi¢na sestavina prepozna samo doloceno vrsto zdravila.
Glede na njihovo funkcijo je celi¢nih receptorjev za zdravila vec vrst:

e receptorji za endogene prenaSalce (mediatorje) - to so receptorji v 0Zjem pomenu besede,
pogosto jih imenujemo tudi farmakoloski receptorji. Najveckrat so v celi¢ni membrani,
lahko pa so tudi v citoplazmi ali v jedru.

¢ ionski kanali; ti lahko nastopajo kot samostojni receptorji, lahko so del farmakoloskega
receptorja ali pa so funkcionalno sklopljeni z njim.

e transporterji, namenjeni prenasanju molekul skozi celicne membrane,

e encimi, ki so velikokrat neposredna tar¢a delovanja zdravil.

RECEPTORJI ZA ENDOGENE PRENASALCE (FARMAKOLOSKI RECEPTORJI)

Farmakoloski receptor je proteinska molekula, ki prepozna endogeni kemijski drazljaj in nanj
odgovori. Ta vrsta receptorjev je najpogosteje povezana z uc¢inkom zdravil, bodisi da ta
delujejo na receptorje neposredno ali pa spremenijo njihovo delovanje na posreden nacin. S
temi receptorji se ukvarja veliko farmakoloskih raziskav. Odkrivajo vedno nove podtipe,

njihovo strukturo in delovanje. To pa odpira pot v sintezo novih in vse bolj selektivnih zdravil.

AGONISTI IN ANTAGONISTI

Pri zdravilih, ki delujejo neposredno na receptorje, lo¢imo dve kategoriji: agoniste in
antagoniste. Zdravila, ki ob vezavi na receptor tega aktivirajo in izzovejo ucinek, tako kot

endogeni mediator, so agonisti.

Druga zdravila se vezejo na receptor, sama ob tem ne izzovejo ucinka, pac pa preprecujejo
vezavo agonistom; to so antagonisti. Antagonisti se lahko vezejo na isto mesto na receptorju

kot agonisti in z njim tekmujejo za vezavo, govorimo o kompetitivnem antagonizmu. Ce je ta



vezava reverzibilna, je to reverzibilni kompetitivni antagonizem, ¢e je ireverzibilna, pa imamo
opraviti z ireverzibilnim kompetitivnim antagonizmom. Vezava antagonista na receptor je
reverzibilna, kadar lahko agonist izpodrine agonista z receptorja. (primer: propranolol je
kompetitivni antagonist na adrenergi¢nih receptorjih 3.) Pri ireverzibilni vezavi pa nastane
med antagonistom in receptorjem moc¢na kovalentna vez. Agonist v tem primeru ne more
izpodriniti antagonista z receptorja. Cas delovanja ireverzibilnega antagonista je odvisen od

sinteze novih receptorskih molekul.

Antagonist se lahko veZe na receptorju tudi na drugo mesto kot agonist in s tem spremeni
konformacijo receptorja tako, da se spremenijo lastnosti receptorja in s tem tudi delovanje
agonista; lahko se veze na katero od komponent, ki povezujejo aktivacijo receptorja z u¢inkom,
in tako zmanjSa delovanje agonista; v takih primerih gre za nekompetitivni antagonizem, ki je

glede na vrsto vezave antagonista spet lahko reverzibilen ali ireverzibilen.

Doslej omenjenim vrstam antagonizma, ko se antagonist veze na isti receptorski sistem kot
agonist, pravimo farmakoloski antagonizem. Poznamo pa Se druge vrste antagonizma, kjer

gre za le to, da eno zdravilo zmanj$a u¢inek drugemu, ne glede na mehanizem. Sem sodijo:

- kemi¢ni antagonizem, Kjer gre za kemi¢no interakcijo med antagonistom in agonistom, $e
preden se ta veze na receptor (primer: tvorba kelatov med kelirajo¢im reagentom in tezkimi

kovinami)

- fizioloSki antagonizem, pri katerem agonist in antagonist delujeta na razli¢na prijemalisca,
celo v razliénih organih, ter povzroc€ita ucinke, ki si nasprotujejo (primer: histamin z vezavo na
histaminske receptorje zveca izloCanje Zelod¢ne kisline, inhibitor protonske ¢rpalke pa z

zaviranjem delovanja protonske ¢rpalke izlo¢anje zelod¢ne kisline zavre)

- farmakokineti¢ni antagonizem, Kjer antagonist zaradi interakcij z agonistom na enem ali
ve¢ farmakokineti¢nih nivojih (absorpcija, porazdelitev, metabolizem, izlo¢anje) zmanjsa
koncentracijo agonista na mestu delovanja (primer: indukcija metabolnih encimov z

barbituratom pospesi metabolizem antikoagulanta in tako zmanjsa njegov ucinek).



PRIKAZOVANJE IN MATEMATICNI OPIS ODNOSA MED KONCENTRACIJO
AGONISTA IN UCINKOM

Iz analize odnosa med koncentracijo agonista in njegovim u¢inkom je mogoce sklepati na
lastnosti agonista in receptorja, na katerega se veze. Pri raziskavah delovanja agonistov in

antagonistov na receptorje navadno uporabljamo izolirane organe ali tkiva.

U¢inek agonista z naraS¢anjem koncentracije raste do dolo¢ene maksimalne vrednosti;
funkcija, ki ta odnos najbolje opisuje, je pravokotna hiperbola. Grafi¢no je odnos med
koncentracijo agonista in njegovim ucinkom prikazan na sliki 1. Za prikazovanje tega odnosa
je na abscisni osi (koncentracija agonista) navadno logaritemska skala, ker se tako osrednji del
krivulje lahko obravnava kot premica in je s tem olajSana primerjava ucinkov razli¢nih
agonistov. Parametri, ki dolo¢ajo funkcijo odnosa med koncentracijo agonista in u¢inkom, so
naslednji: maksimalni ucinek - En, in koncentracija agonista, ki izzove polovico maksimalnega
ucinka - ECs ( - efektivna koncentracija, ki izzove 50% maksimalnega uc¢inka). Ker se ta
parameter uporablja tudi pri poskusih na celi Zivali, tam pa uporabljamo doze in ne
koncentracij, se v€asih uporablja tudi oznaka EDs, tudi pri poskusih na izoliranih organih, ko
gre dejansko za koncentracijo. Navadno uporabljamo molarne koncentracije agonistov in

antagonistov.



Em =

Em/2 Em/2

»

ECso [A] log ECso log [A]

Slika 1.1 : Grafi¢ni prikaz odnosa med koncentracijo agonista in njegovim u¢inkom. Na levem
grafu je na abscisni osi linearna skala, na desnem logaritemska. Ep,, - maksimalni u¢inek, [A] -
koncentracija agonista, ECsg - koncentracija agonista, ki izzove uc¢inek, enak polovici

maksimalnega ucinka.

Funkcija, ki povezuje koncentracijo agonista [A] z njegovim u¢inkom E je naslednja:

E, [A]

= m (Enac¢ba 1.1)

Ce uvedemo v enaébo 1.1 $e parameter p, ki dolo¢a naklon krivulje, prikazane v desnem grafu
slike 1 (v enacbi 1.1 ima vrednost 1), dobimo naslednji odnos, ki je posebna oblika t.i.

logisti¢ne funkcije:

__E[A
EC,," +[A]

(Enacba 1.2)

Ce je p <1, je krivulja, ki jo opisuje enacba 1.2, bolj polozna, &e je p > 1, je krivulja bolj strma.



S pomocjo teh enacb lahko dolo¢imo za agoniste maksimalni u¢inek in ECsp, Enac¢bo 1.1 lahko
pretvorimo tudi v linearno obliko, podobno enacbi po Lineweaver-Burku, ki jo poznamo iz

encimske kinetike:

1

Pri grafi¢nem prikazovanju enacbe 1.3 je odvisna spremenljivka (na osi y) na levi strani

enacaja, neodvisna spremenljivka (na osi Xx) paje —=. S pomocjo linearne transformacije

[A
laze dolo¢imo Er, in EDsg kot iz enacb 1.1 ali 1.2, kar pa ob splosni dostopnosti racunalniskih
programov za prilagajanje izbrane funkcije eksperimentalnim podatkom (curve fitting) ne
predstavlja posebne prednosti. Pri enac¢bi 1.3 je presecisée premice z ordinatno (y) osjo enako
recipro¢ni vrednosti maksimalnega ucinka. Graf na sliki 1.2 prikazuje odnos med

koncentracijo in u¢inkom, kot ga opisuje enacba 1.3.

1/E

1€,

1/[A]

Slika 1.2: Grafi¢ni prikaz odnosa med koncentracijo agonista in njegovim u¢inkom, pri
katerem na abscisno os nanasamo recipro¢no vrednost koncentracije agonista (1/[A]), na
ordinatno pa recipro¢no vrednost u¢inka (1/E). Preseci$¢e premice z ordinatno osjo nam kaze
recipro¢no vrednost maksimalnega ucinka (1/Ep), naklon premice je dolo¢en z razmerjem



Agonisti se lahko med sabo razlikujejo v Er, in ECs. Za zdravilo z ve¢jim E,, pravimo, da je
bolj ucinkovito, za zdravilo z manjSim ECs pravimo, da je mocnejse; govorimo torej o
ucinkovitosti zdravila, ki ga dolo¢a njegov maksimalni u¢inek, in o mo¢i zdravila, Ki je

doloc¢ena z ECsg. Namesto ECsy (EDsp) se pogosto uporablja pD, (—log EDsp).

Ob prisotnosti antagonista se krivulja odnosa med koncentracijo in u¢inkom agonista spremeni,
kot je prikazano na sliki 3: Pri reverzibilnem kompetitivnem antagonizmu se maksimalni
ucinek ne zmanjsa, krivulja pa se pomakne v desno, v obmocje ve¢jih koncentracij agonista;
pri nekompetitivnem antagonizmu se maksimalni u¢inek zmanjsa in krivulja se lahko pomakne

v desno.

A A+[B] , A
E

A+[B]

ECy, ECy log[A] log [A]

Slika 1.3: Grafi¢ni prikaz odnosa med koncentracijo agonista in njegovim uc¢inkom ob
prisotnosti reverzibilnega kompetitivnega antagonista (levi graf) in ob prisotnosti
nekompetitivnega antagonista (desni graf). [A] — molarna koncentracija agonista, [B] —
molarna koncentracija antagonista, ECso— molarna koncentracija agonista, ki izzove uéinek,

enak polovici maksimalnega ucinka, EC'sp — ECsp Spremenjen zaradi delovanja antagonista.

Za dolocanje moci antagonistov se uporablja vrednost pAy, Ki je negativni desetiski logaritem

tiste koncentracije antagonista, ki u¢inek dvojne koncentracije agonista zniza na u¢inek enojne
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(definicija po Schildu). Vrednost pA; je pri reverzibilnih kompetitivnih antagonistih enaka
disociacijski konstanti kompleksa antagonist-receptor. S pomocjo dolo¢anja vrednosti pA; za

iste pare agonist-antagonist na razli¢nih tkivih je mogoce dolociti razli¢ne podtipe receptorjev.

TEORIJE RECEPTORJEV

Povezavo med aktivacijo receptorjev in u¢inkom agonista opisujejo teorije receptorjev; te
izhajajo iz razli¢nih predpostavk in skusajo pojasniti eksperimentalno ugotovljene znacilnosti

ucinka zdravil.

Se najmanj tvegana je predpostavka, da se agonist veZe na receptor po zakonu o delovanju mas.
Ob reverzibilni reakciji agonista A z receptorjem R nastane kompleks AR, ki nato preko

vmesnih stopen;j privede do uc¢inka E.

Hitrost reakcije v smeri nastajanja kompleksa (v,) je:
v = k. [Al[R,] (Enacba 1.4)

pri Cemer je k, hitrostna konstanta v smeri nastajanja kompleksa, [A] molarna koncentracija

agonista in [Rp] molarna koncentracija prostih receptorjev.
Hitrost reakcije v nasprotni smeri (v,) pa je:
v, = k,.[AR] (Enacba 1.5)

pri Cemer je k, hitrostna konstanta v smeri disociacije kompleksa in [AR] molarna

koncentracija zasedenih receptorjev.

V ravnotezju velja:

V1=V>
in
AR
ﬁ — M =Ky, (Enacba 1.6)
k  [AR]

K, Je ravnotezna disociacijska konstanta kompleksa agonist-receptor.
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Teorije, ki posku$ajo pojasniti in kvantitativno ovrednotiti interakcijo med agonistom in

receptorjem, se ze v tej fazi med seboj razhajajo.

Hitrostna teorija, uvedel jo je Paton, izhaja iz predpostavke, da je u¢inek agonista odvisen od
hitrosti nastajanja kompleksa agonist-receptor. S to teorijo je mogoce razloziti nekatere
eksperimentalne podatke; npr. pogosto opazimo, da takoj po dodatku agonista nastopi hiter in
mocan ucinek, ki dokaj hitro upade do neke ravnotezne vrednosti, podobno kot se spreminja

hitrost nastajanja kompleksov.

Druge teorije predpostavljajo, da je za u¢inek agonista odloc¢ilna koncentracija kompleksa

agonist-receptor, oziroma delez z agonistom zasedenih receptorjev. To so okupacijske teorije.

Povezavo med koncentracijo agonista in koncentracijo kompleksa agonist-receptor lahko ob

upostevanju nekaterih predpostavk izvedemo iz enacbe 1.6:

_[R]LA
T K, +[A

[AR]

(Enacba 1.7)

[R] je koncentracija vseh receptorjev: [R]=[AR]+[R,].

Najbolj preprosta je klasi¢na okupacijska teorija, t.i. Ariénsova teorija, ki temelji na
predpostavki, da gre med koncentracijo kompleksa in u¢inkom za premo sorazmeren odnos,

sorazmernostni faktor je t.i. intrinzi¢na aktivnost zdravila (& ):
E=a [AR| (Enacba 1.8)

maksimalni u¢inek je dosezen, ko so zasedeni vsi receptorji:

E.=a X[Rt] (Enacba 1.9)
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Intrinzi¢na aktivnost je mera za sposobnost agonista, da izzove ucinek, in ima lahko vrednosti
od 0 do 1. Vrednost 1 imajo polni agonisti, vrednost 0 antagonisti, vmesne vrednosti pa t.i.
delni agonisti. Njihov maksimalni u¢inek je manjsi od maksimalnega ucinka polnih agonistov

in lahko delujejo tudi kot antagonisti. Precej zdravil kaze lastnosti delnih agonistov.

Z zdruzitvijo enacb 1.7, 1.8 in 1.9 dobimo:

__EA

= K, + [A] (Enacba 1.10)

Ce enacbo (1.10) primerjamo z enacbo (1.1), vidimo, da ECs ustreza Kp; po klasi¢ni
okupacijski teoriji je torej disociacijsko konstanto kompleksa agonist-receptor, Kp, mogoce

dolo¢iti neposredno iz funkcije odnosa med koncentracijo agonista in uc¢inkom.

Predpostavke tega pristopa pa ne drzijo v vseh primerih. Pri poskusih z ireverzibilnimi
antagonisti se je pokazalo, da pri nekaterih moc¢nih agonistih za dosego maksimalnega ucinka
ni potrebna zasedenost vseh receptorjev. To je privedlo do t.i. ni¢elnega pristopa pri
(okupacijskih) teorijah receptorjev, ki ga je uvedel Stephenson. V analizo odnosa med
koncentracijo kompleksa AR in u¢inkom je uvedel nov pojem: stimulus, ki je premo
sorazmeren koncentraciji kompleksa agonist-receptor. Sorazmernostni faktor je imenoval
ucinkovitost - ¢ (efficacy). Funkcija, ki povezuje stimulus (S) s kon¢nim u¢inkom agonista, ni
znana (zato nicelni pristop) in je odvisna od tkiva, na katerem deluje agonist. Ti odnosi so

ponazorjeni v naslednjih enacbah:

S = e.[AR] (Enacba 1.11)
in
E =f (S) (Enacba 1.12)

Ce zdruzimo enacbe 1.7, 1.11 in 1.12, dobimo:

13



E=f Lel([%][[ﬁib]\]J (Enacba 1.13)

Pri tem sta funkcija f in [R¢] lastnosti tkiva (celice), u¢inkovitost e in Kp pa lastnosti agonista.

Medtem ko je pri klasi¢ni okupacijski teoriji Kp mogoce dolociti kar neposredno iz krivulje
odnosa med koncentracijo in u¢inkom agonista (enak je EDsp), pa je pri Stephensonovi nic¢elni
teoriji za to potreben Se ireverzibilni antagonist in Sele iz dveh krivulj (agonist sam in ob
prisotnosti antagonista) lahko dolo¢imo disociacijsko konstanto kompleksa agonist-receptor,
Kb.

Z napredovanjem molekularne farmakologije in z boljSim poznavanjem strukture in delovanja
receptorjev je prislo do razvoja alostericne teorije, ki temelji na modelu dveh stanj (two state
model). Receptor naj bi obstajal v dveh oblikah, aktivni in neaktivni, ki lahko prehajata ena v
drugo in sta njuni koncentraciji v ravnotezju. Ta teorija dopusca doloceno aktivnost
receptorskega sistema in s tem ucinek tudi brez prisotnosti agonista. Vezava agonista, ta se
veze predvsem na aktivno obliko, pomika ravnoteZje na stran aktivne oblike in s tem povecuje
ucinek. Antagonist, ki se veZe v enaki meri na obe obliki, ne spremeni osnovne aktivnosti
receptorja, preprecuje pa vezavo agonistu. Zdravila, ki se z vecjo afiniteto vezejo na neaktivno
obliko receptorja, zmanjSujejo bazalno delovanje receptorja in se imenujejo inverzni agonisti

ali negativni antagonisti.

DOLOCANJE UCINKOVITOSTI KOMPETITIVNIH ANTAGONISTOV

Levi graf na sliki 1.3 lahko razSirimo, tako da uporabimo ve¢ koncentracij kompetitivnega
antagonista B (B1, B2 in B3), pri ¢emer je BI < B2 < B3. Vecje koncentracije kompetitivnega
antagonista pomaknejo krivuljo odnosa med koncentracijo agonista in u¢inkom bolj v desno

(Slika 1.4).
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4 A A+BL A+B A+B

— —] -

>
[A]l [AI1 [AI2 [AI3  Log [A]

Slika 1.4: Prikaz odnosa med koncentracijo agonista in u¢inkom, ko je agonist sam in ob
prisotnosti rasto¢ih koncentracij kompetitivnega antagonista B. [A]' so molarne koncentracije

agonista ob prisotnosti ustreznih koncentracij antagonista, ki izzovejo enak ucinek kot [A].

Kako lahko opiSemo odnos med koncentracijo agonista in njegovim uc¢inkom ob prisotnosti
kompetitivnega antagonista? Ne glede na teorijo receptorjev lahko trdimo, da je ob enakih

ucinkih z agonistom zaseden enak delez receptorjev.

Iz enacbe 1.7 lahko izrazimo delez zasedenih receptorjev (y), ki ga opredelimo kot razmerje

med koncentracijo kompleksa agonist-receptor (RA) in koncentracijo vseh receptorjev (Ry):

(Enacba 1.14)
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Ko je prisoten kompetitivni antagonist (B), je delez z agonistom zasedenih receptorjev (y')

seveda manjsi:

: [A]

AT+ K, (L [B] Ky )

(Enacba 1.15)

pri tem je [B] molarna koncentracija antagonista, Kg pa disociacijska konstanta kompleksa

antagonist receptor.

Ob enakih ucinkih je delez zasedenih receptorjev enak:

(Al _ [A]

[A[+Ka [A] +K, (1+[B]/K,)

(Enacba 1.16)

Pri tem je [A] koncetracija agonista brez antagonista, [A]' pa koncentracija agonista, ko je

prisoten antagonist.

Iz enacbe 1.16 lahko izvedemo naslednjo povezavo:

[ ] K_B (Enacba 1.17)

Ce razmerje koncentracij agonista ob prisotnosti antagonista in agonista brez antagonista (in ki
izzoveta enak ucinek) oznac¢imo z DR (dose ratio — razmerje doz oz. koncentracij), vstavimo to

v enacbo 1.17 in jo logaritmiramo, dobimo iz enacbe 1.17 izraz:
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log (DR-1) = log [B] - log K (Enagba 1.18)

Enacba 1.18 je enacba premice. Ce na ordinarno os nanasamo log (DR-1) na abscisno pa

Vv v

ustrezne logaritme koncentracije antagonista, dobimo na presecis¢u premice z abscisno 0sjo
vrednost pA;, ki smo jo uvedli kot mero za u€inkovitost antagonista ze na zacetku tega

podpoglavja in navedli, kako jo je opredelil Schild.
Navedimo nekaj lastnosti pA;:
e Visok pA; — velika specifi¢nost in u¢inkovitost antagonista (in narobe)

e Podobne vrednosti pA; za isti par agonist — antagonist na razli¢nih tkivih (organih) —

podobni receptorji
e Vrednosti pA; istih antagonistov v kombinaciji z razli¢nimi agonisti so enake

e Razlicen pA; z istim antagonistom na razli¢nih tkivih kaze na razli¢ne podtipe receptorjev.

IZOLIRANI ORGANI

Za $tudij odnosa med koncentracijo zdravila in u¢inkom navadno uporabljamo izolirane
organe, ker je na njih u€inek agonistov precej laze merljiv in manj obcutljiv za 'motnje' kot pri
poskusih na celi Zivali, kjer homeostatski mehanizmi spremenijo osnovni u¢inek in je
koncentracija agonistov in antagonistov ob receptorju spremenjena zaradi farmakokinetskih
dogajanj. Tako je na izoliranih organih laze nadzorovati koncentracijo agonista na mestu
delovanja, tj. ob receptorju.

Organ ali del organa izoliramo tako, da ga bolj ali manj odstranimo iz organizma, ga damo v

posebno raztopino in tam merimo njegovo delovanje.
Izolirane organe uporabljamo za naslednje vrste poskusov:

¢ dolocanje parametrov odnosa med koncentracijo in u¢inkom za razne agoniste in doloCanje

disociacijske konstante kompleksa agonist-receptor,

e primerjava u¢inkovitosti in moci razlicnih agonistov,
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e doloc¢anje vrste antagonizma in lastnosti antagonistov (pAy),

e dolocanje (pod)tipov receptorjev (s pomocjo specificnih antagonistov), na katere deluje

dolo¢eno zdravilo,

Glede na stopnjo izolacije lo¢imo razli¢ne tipe izoliranih organov; najveckrat se uporabljajo
taki, ki so iz organizma povsem odstranjeni in dobivajo kisik, potrebne ione ter hranivo iz

modificirane fizioloSke raztopine, prirejene potrebam organa.

Glede na vrsto ucinka so izolirani organi miSi¢ni, pri katerih na bolj ali manj direkten nacin

merimo mi$icno kontrakcijo, in Zlezni, pri katerih merimo sekretorni odgovor.

Misi¢no kontrakcijo merimo in registriramo na razli¢ne nacine: ¢isto mehansko, ko se
kontrakcija prenese in ojaci preko vzvodov in mehansko zapisuje, ali z uporabo
mehanskoelektricnih pretvornikov, ki kontrakcijo pretvorijo v elektri¢ni signal, ki ga nato

registriramo ali neposredno obdelamo z racunalnikom.

Kot izolirane organe uporabljamo dele misi¢nih organov poskusnih zivali (diafragma, srce,
crevo, uterus, duktus deferens, razne zile, traheja) ali Zleze (Zelodec, slinavke), pac glede na to,

katere agoniste in antagoniste oziroma katere receptorje Zelimo raziskovati.
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2. OSNOVE FARMAKOKINETIKE

Metoda Lipnik Stangelj, Lovro Stanovnik in Lovro Ziberna

Farmakokinetika je podrocje farmakologije, ki proucuje vplive organizma na zdravilo in sicer
gibanje in presnovo zdravila v organizmu, kar se kaZze v spremembah koncentracije zdravila v
razli¢nih predelkih organizma. Osnovni farmakokineti¢ni procesi so:

e absorpcija,

e distribucija (porazdelitev),

e metabolizem (biotransformacija, presnova) in

e eliminacija (odstranjevanje),

kar s kratico oznacujemo kot ADME.

Pri prehajanju zdravil med razli¢nimi predelki v organizmu so pomembne pregrade med njimi,
to so predvsem membrane celic v razli¢nih tkivnih strukturah: stena prebavil, ledviéni tubuli,
stena kapilar in celice, ki obdajajo kapilare v razli¢nih organih (hematoencefalna bariera,

placenta, Zleze, ledvice, jetra, ....).

LASTNOSTI PREGRAD MED PREDELKI ORGANIZMA

Znotrajcelicno tekocino locuje od zunajceli¢ne celicna membrana, ki jo sestavlja lipidni
dvosloj. Pri prehodu skozi epitelno plast (Crevo, ledvice) mora zdravilo preiti dve celi¢ni
membrani. Pred prihodom zdravila v kri mora to preciti kapilarni endotel, katerega sestava se
razlikuje med organi. Med endotelnimi celicami v vecini tkiv so pore, ki jih napolnjuje
proteinski matriks, ki tudi deluje kot filter za prehajanje snovi. V placenti in v osrednjem
zivéevju so med endotelnimi celicami tesni stiKi, v osrednjem zivéevju plast endotelnih celic
obdajajo periciti in celice glije, ki Se dodatno zmanjSujejo prehajanje zdravil v osrednje
zivevje. V jetrih, vranici in endokrinih Zlezah so med endotelnimi celicami izrazitejSe pore , ki

omogocajo lazji prehod snovi.

Procesi pri prehajanju pregrad so naslednji:

o direktna difuzija skozi plasti lipidov,
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e vezava na transmembranske prenaSalne proteine (transporterje),
e difuzija skozi vodne pore — posebni transmembranski proteini (akvaporini),
e pinocitoza.

Poglejmo si podrobneje nekatere od teh procesov:

DIFUZIJA

S tem procesom preko membran prehajajo nepolarne molekule; te so ve¢inoma dobro topne v
lipidih. Prehajanje je odvisno od:
e koncentracijskega gradienta in

e koeficienta permeabilnosti, ki je pretezno doloc¢en s porazdelitvenim koeficientom (P):

_ topnost v lipidih
topnost v vodi

P

Vecina zdravil so bodisi Sibke kisline ali Sibke baze; pri tem je za topnost v lipidih pomembna

stopnja disociacije (ionizacije): nedisociiran del je ve¢inoma dobro topen v lipidih.

Stopnja ionizacije v doloc¢enem okolju pa je odvisna od pH tega okolja in od vrednosti pKa

ucinkovine. Povezavo med pH in pKa opisuje Henderson-Hasselbachova enacba:

BH”
log,, [ (6] ] = pK, — pH za Sibko bazo in
log,, % = pK, — pH za Sibko Kislino

Pri tem je pKa negativni logaritem ravnoteznostne konstante disociacije za kislino, [BH"]
koncentracija ionizirane oblike baze, [B] koncentracija neionizirane oblike baze, [AH]

koncentracija neionizirane oblike kisline in [A"] koncentracija ionizirane oblike Kisline
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PREHAJANJE S PRENASALCI

Na ta nacin se prenasajo fizioloSko pomembne molekule (sladkorji, aminske kisline, ioni,
transmitorji ...) pomemben pa je ta nacin tudi za zdravila, podobna endogenim snovem.
Loc¢imo dva nacina tega prenosa:

e Facilitirana difuzija — prenos le v smeri koncentracijskega gradienta.

e Aktivni transport: prenos je sklopljen z Na'- elektrokemiénim gradientom.

Pri obeh nacinih lahko pride do zasicenosti (saturacije) pri visoki koncentraciji liganda in do

kompeticije za vezavno mesto med razlicnimi ligandi.

Ta proces igra pomembno vlogo pri prehajanju zdravil v hematoencefalni barieri,

gastrointestinalnem traktu, ledvi¢nih tubulih, biliarnem traktu in placenti.

Med pomembnejSimi prenaSalci je glikoprotein P, ki igra vlogo pri absorpciji in distribuciji
Stevilnih zdravil. Najdemo ga v prebavilih, v astrocitih ob zilah v moZzganih, v ledvi¢nih tubulih
in biliarnem sistemu. Smer prenosa, ki ga ta glikoprotein posreduje, je taka, da zmanjSuje

absorpcijo zdravil in njihov prehod na mesto delovanja.

ABSORPCIJA

Absorpcija zdravila pomeni vstop zdravila z mesta vnosa (aplikacije) v sistemski krvni obtok.
Delez zdravila, ki z mesta aplikacije pride v sistemski krvni obtok, se pri razlicnih zdravilih in
med bolniki razlikuje, kar je odvisno od ve¢ dejavnikov: nacina aplikacije, farmacevtske
oblike, fizikalno-kemic¢nih lastnosti zdravilne u¢inkovine, lastnosti organskega sistema, skozi

katerega zdravilo vnaSamo, ter fizioloskih in patoloskih procesov v organizmu.

Nacini aplikacije

Zdravila lahko dostavimo v organizem na ve¢ na¢inov. Lo¢imo dve glavni poti dostave:
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e skozi prebavila — enteralna aplikacija in

e mimo prebavil — parenteralna aplikacija.

Pri vnosu skozi prebavila je aplikacija zdravila lahko:
e peroralna — zdravilo bolnik zauzije,
e sublingvalna — zdravilo bolnik obdrzi pod jezikom,
e rektalna — zdravilo se aplicira v rektum.
Pri zadnjih dveh nacinih se zdravilo izogne prehodu skozi jetra in s tem metabolizmu e pred

vstopom v sistemsko cirkulacijo (metabolizem prvega prehoda).

Nacini parenteralne aplikacije so Stevilni, najpogostejsi so:
o aplikacija na druge epitelne povrsine: koza, kornea, vagina in nosna sluznica
e inhaliranje
e injiciranje ali infundiranje, ki ga poznamo vec vrst:
- intravensko (i.v.)
- subkutano (s.c.)
- intramuskularno (i.m.)
- intratekalno (i.t.)
- idr.

Intravenski vnos zagotavlja, da celotna koli¢ina apliciranega zdravila pride v sistemski obtok.

Vcasih Zelimo, da zdravilo deluje le lokalno, v omejenem podrocju telesa (koza, razlicne

sluznice, dihalne poti). V teh primerih pa sistemska absorpcija ni zaZelena.

Farmacevtske oblike

Hitrost in mesto spro$€anja ucinkovine iz zdravilnega pripravka je odvisno od izbrane
farmacevtske oblike. Poznamo farmacevtske oblike, iz katerih se u¢inkovina sprosti hitro, pa
tudi take, iz katerih se u¢inkovina sprosca postopoma ali z zakasnitvijo. Farmacevtska oblika

doloca tudi, v katerem delu prebavil (pri peroralnih pripravkih) se bo uc¢inkovina sprostila.
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fizikalno-kemiéne lastnosti zdravilne uéinkovine

Prehajanje bioloskih membran je v veliki meri odvisno od topnosti v mascobah (lipofilnosti) in
velikosti delcev. Pri Sibkih organskih kislinah oz. bazah je lipofilnost odvisna od stopnje

disociacije.

Lastnosti organskega sistema, skozi katerega vnasamo zdravilo

Razen pri venskem vnosu so med apliciranim zdravilom in sistemskim obtokom prisotne
Stevilne bariere, katerih narava je odvisna od organskega sistema. Pri prebavilih je to ¢revesna
sluznica, pri dihalih alveolarna stena, pri koZzi njene razli¢ne plasti. Pri prehajanju preko barier

so pogosto udelezeni transportni sistemi, ki zdravilo lahko prenaSajo v eno ali drugo smer.

Peroralni nacin vnosa zdravil je najbolj pogost in za bolnika najbolj udoben. Vecina zdravil se
po peroralnem vnosu absorbira v tankem crevesu in najvisjo koncentracijo v krvi doseze po 30
do 60 minutah. Je pa absorpcija pri tem na¢inu vnosa spremenljiva in odvisna od fizioloskih in
patoloskih dejavnikov, ki jih omenjamo v nadaljevanju. Med zdravilom v ¢revesu in

sistemskim obtokom predstavlja poleg lokalnih barier oviro tudi prehod skozi jetra.

Vnos zdravil preko pljuc je omejen na pline (inhalacijski splo$ni anestetiki, kisik); za dostop do
sistemske cirkulacije morajo ti preiti alveolarno steno, ki ima veliko absorpcijsko sposobnost.
Seveda pa v dihala vnasamo tudi zdravila, ki so namenjena lokalnemu delovanju (v steni
bronhijev). Epitelij v bronhialnem sistemu namre¢ predstavlja u¢inkovito bariero za eksogene
snovi. Za razliko od bronhialne sluznice pa je nosna sluznica primerna tudi za aplikacijo
zdravil, pri katerih Zelimo doseci sistemske ucinke (analogi peptidnih hormonov — GnRH,

kalcitonin, antidiureti¢ni hormon ... ).

Koza predstavlja u¢inkovito bariero med zunanjim in notranjim okoljem, kljub temu pa lahko
pride preko koze tudi do sistemske absorpcije eksogenih snovi. To je pomembno za aplikacijo
nekaterih zdravil (gliceril trinitrat, estradiol, nikotin, morfin — aplikacija z obliZi) predstavlja
pa tudi moZnost absorpcije toksi¢nih snovi (CClg, organska topila, tetraetil svinec, Zivo srebro,

organofosforni insekticidi, ...)
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Fizioloski in patoloski procesi

Pri vseh mestih vnosa zdravil prekrvljenost organa oz. tkiva pomembno vpliva na obseg in
hitrost absorpcije Prekrvljenost je odvisna od fizioloSkega stanja, spremenjena je tudi v

patoloSkih razmerah. Poleg tega je podvrzena vplivu raznih zdravil.

Na obseg in hitrost absorpcije iz prebavil poleg prekrvljenosti vplivajo Se druge fizioloSke
razmere v prebavilih:

e prisotnost hrane in drugih zdravil,

e intenzivnost peristaltike in

e pH v prebavilih,
pri Cemer so te lastnosti med sabo povezane.
V patoloskih razmerah so spremenjene Ze prej omenjene lastnosti poleg tega pa lahko pride do

sprememb sluznice (spremenjena funkcionalnost in absorpcijska povrsina), do spremenjene

sekrecije Zlez in Zol¢a in/ali do sprememb crevesne flore.

Pri dihalih vpliva na absorpcijo tudi spremenjena absorpcijska povrSina (emfizem) in

spremenjena dihalna kapaciteta.

Pri patoloSko spremenjeni kozi se lahko absorpcija znatno poveca.

Parametri absorpcije

Potek plazemske koncentracije zdravila, apliciranega per os v enem odmerku, je prikazan na
Sliki 2.1.. Koncentracija zdravila v plazmi v zaCetku hitro in nato vse pocasneje narasca do
vrha in nato upada. Velikost vrha koncentracije (Crmax) in Cas, ki je potreben za dosego tega
vrha (tmax), Nam povesta nekaj o tem, kaj se z zdravilom dogaja na poti v sistemski obtok in
tudi o njegovi eliminaciji iz organizma. Oba parametra sta pomembna, kadar primerjamo

lastnosti originalnega zdravila in njegove kopije (generik).
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Slika 2.1: Spreminjanje koncentracije zdravila v plazmi s ¢asom po enkratnem odmerku
peroralno vnesenega zdravila. Crmax - vrh koncentracije zdravila v plazmi, tmax - ¢as, v katerem

je dosezen Cax

BioloSka uporabnost

BioloSka uporabnost (BU) zdravila je kvantitativno merilo obsega absorpcije zdravila in
predstavlja delez apliciranega odmerka zdravila, ki v nespremenjeni obliki pride v sistemski
krvni obtok.

Biolosko uporabnost dolo¢amo s pomocjo povrsine pod krivuljo (AUC - angl. area under the
curve), ki ponazarja odnos med koncentracijo zdravila v plazmi in ¢asom po aplikaciji zdravila

v enkratnem odmerku (slika 2.2).

Za dolocitev BU dolo¢imo razmerje med povrSino pod krivuljo spreminjanja plazemskih
koncentracij zdravila s ¢asom, ki jo dobimo po peroralni (oz. intramuskularni, rektalni, ...)

aplikaciji zdravila v enkratnem odmerku, in povrsino pod krivuljo spreminjanja plazemskih
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koncentracij zdravila s ¢asom, ki jo dobimo po intravenski aplikaciji tega zdravila v enakem

enkratnem odmerku (enacba 2.1).

AUC,,
AUC,,

BU = (Enacba 2.1)

Pri tem je BU bioloSka uporabnost zdravila, AUCpo plos¢ina pod krivuljo, ki ponazarja odnos
med koncentracijo zdravila v plazmi in ¢asom po peroralni aplikaciji tega zdravila v enkratnem
odmerku, AUCy plos¢ina pod krivuljo, ki ponazarja odnos med koncentracijo zdravila v

plazmi in Casom po intravenski aplikaciji tega zdravila v enkratnem odmerku.

Koncentraciia v nlazmi

Slika 2.2: Spreminjanje koncentracije zdravila v plazmi s ¢asom: po intravenskem vnosu tega

zdravila v enkratnem odmerku ter po peroralnem vnosu enakega odmerka.

AUCpo plosc¢ina pod krivuljo, ki ponazarja odnos med koncentracijo zdravila v plazmi
in ¢asom po peroralni aplikaciji tega zdravila v enkratnem odmerku

AUCy ploscina pod krivuljo, ki ponazarja odnos med koncentracijo zdravila v plazmi

in ¢asom po intravenski aplikaciji tega zdravila v enkratnem odmerku
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Bioloska uporabnost ima vrednosti od 0 do 1, pri ¢emer vrednost 1 predstavlja 100 %

absorpcijo. Imenujemo jo tudi faktor absorpcije (f ali F) (angl. fraction absorbed).

Na biolosko uporabnost vplivajo Ze omenjeni faktorji, ki vplivajo na obseg absorpcije zdravila,

pa tudi tisti, ki vplivajo na metabolizem ob prvem prehodu skozi jetra.

O bioloski uporabnosti govorimo predvsem pri zdravilih, ki jih dajemo peroralno; je pa pojem

uporaben tudi pri drugih nacinih aplikacije zdravil (razen, seveda, pri intravenskem).

Bioloska uporabnost pri razli¢nih vnosih zdravil:

® pri p.o. vnosu je 5 do 100%

® pri rektalnem vnosu je 30 do 100%

® prii.m., s.c. in transdermalnem vnosu je 75 do 100%

PORAZDELITEV (DISTRIBUCIJA)

Po absorpciji se zdravilo porazdeli po organizmu. Na porazdelitev zdravila vplivajo lastnosti
bolnika (starost, spol, stanje, konstitucija telesa), fizikalno-kemi¢ne lastnosti zdravilne
ucinkovine (lipidotopnost, velikost molekule, pKa), lastnosti tkiva (razlike v lastnostih med
pregrade (npr. placenta, krvno-moZzganska pregrada) ter fizioloski in patoloski procesi (npr.
prekrvljenost, pretok, pH, vnetje) v organizmu. Nekatera zdravila se v velikem obsegu vezejo
na proteine v plazmi (npr. acetilsalicilna kislina), zato na njihovo porazdelitev mo¢no vpliva
plazemska koncentracija albumina, ali pa se kopicijo v posameznih tkivih (npr. tetraciklini v
kosteh in zobeh). Porazdelitev zdravila vpliva na njegov Cas delovanja in na nastanek

morebitnih depojev, iz katerih se lahko kasneje u¢inkovina sproséa.
Obseg porazdelitve zdravila dolo¢amo z volumnom porazdelitve (Vg) zdravila. Volumen

porazdelitve zdravila je tisti navidezni volumen, v katerem bi se porazdelilo zdravilo, da bi bila

celotna koli¢ina absorbiranega zdravila v njem enakomerno porazdeljena, in sicer v
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koncentraciji, ki je enaka koncentraciji tega zdravila v plazmi. Volumen porazdelitve zdravila
dolo¢amo s pomocjo razmerja med celotno koli¢ino absorbiranega zdravila in koncentracijo

tega zdravila v plazmi (enacba 2.2).

Vv, = D_Q (Enacba 2.2)
CO

Pritem je V4 - volumen porazdelitve zdravila, BU - bioloSka uporabnost zdravila, D -
odmerek zdravila, Cy - zacetna koncentracija zdravila v plazmi (v ¢asu 0; ta je doloc¢en z

ekstrapolacijo padajocega dela krivulje), Q - celotna koli¢ina absorbiranega zdravila

Zdravila, ki se v velikem obsegu kopiéijo v predelkih izven plazme, imajo lahko vecji Vg, kot
je celotni volumen telesnih tekocin. Prehod iz znotrajzilnega (vaskularnega) prostora v
ekstravaskularni prostor je odvisen od koncentracije prostega zdravila v plazmi, saj le ta
frakcija lahko prehaja iz kapilar. Ce je velik deleZ zdravila vezan na plazemske beljakovine, bo

to zdravilo v manjsi meri prehajalo iz zil in se bo zato manj kopicilo v tkivih.

PRESNOVA (METABOLIZEM)

Vneseno zdravilo predstavlja tujek v telesu, zato ga poskusa organizem ¢im prej odstraniti iz
telesa. Iz organizma se najlazje izlocajo vodotopne snovi, zato pri presnovi nastajajo ¢im bolj
vodotopni metaboliti.

Presnovne reakcije potekajo predvsem v jetrih, lahko pa potekajo tudi v prebavilih, pljucih,
kozi in plazmi (npr. hidroliza). Na presnovo vplivajo lastnosti bolnika, kot so njegov genotip,
starost, razvade in bolezni. Poleg tega na presnovo vplivajo tudi fizikalno-kemijske lastnosti

zdravila ter indukcija in/ali inhibicija presnovnih encimov.
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Faze metabolizma

Presnovne reakcije potekajo ve¢inoma v dveh fazah:

1. v L. fazi potekajo reakcije razgradnje ali kataboli¢ne reakcije. Sem spadajo oksidacije,

redukcije, hidrolize, dealkilacije, deaminacije ipd. Produkti, ki nastanejo, so pogosto bolj

reaktivni in lahko tudi bolj toksi¢ni. Povecana reaktivnost produktov 1. faze je hkrati priprava

molekule na Il. fazo presnove. NajpogostejSe reakcije v tej fazi so oksidacije. Katalizirajo jih :

encimi iz druzin citokrom P450 (CYP) oksidaz. Poleg jetrnih celic se ti encimi nahajajo
tudi v drugih tkivih (osrednjem zivéevju, kozi...). Udelezeni so tako pri biosintezi
endogenih sestavin organizma (npr. steroidov, zol¢nih kislin, eikozanoidov), kot tudi
pri presnovi ksenobiotikov. Za slednje velja majhna selektivnost za substrat, zato je
veliko moznosti za kompeticijo med razlicnimi substrati in CYP oksidazami. Za encime
druzin CYP oksidaz velja tudi moznost indukcije in inhibicije, ki so skupaj s
kompeticijo vir mnogih interakcij med zdravili. Znani induktorji CYP oksidaz so
barbiturati, rifampicin, omeprazol, fibrati, pa tudi etanol. Po drugi strani mnoge snovi
zavirajo metabolizem v jetrih, npr. cimetidin, imipramin, kotrimoksazol, metronidazol,
amjodaron, ciprofloksacin. Metabolne encime zavira tudi sok grenivke.

Za encime CYP oksidaz je znacilna velika variabilnost porazdelitve izoencimov, Ki je
posledica polimorfizma genov med posamezniki in/ali rasami.

drugi encimi: alkohol-dehidrogenaza (etanol), ksantin-oksidaza (6-merkaptopurin),

monoamin-oksidaza (biolosko aktivni amini: noradrenalin, adrenalin, serotonin idr.).

2. Ce nastali produkt I. faze metabolizma $e vedno ni dovolj vodotopen, sledi Il. faza

metabolizma, za katero so znacilne anaboli¢ne (sintezne) reakcije. Najpogosteje so to

konjugacije, pri katerih nastanejo konjugati z glukuronsko kislino (UDP-

glukuronoziltransferaza), z glutationom (glutation-S-transferaza), z Zvepleno kislino

(sulfotransferaza), z ocetno kislino (N-acetiltransferaza), z metilno skupino (tiopurin-

metiltransferaza). Konjugati so obicajno farmakoloSko neuc¢inkoviti in bolj vodotopni, kar

olajsa njihovo izloc¢anje skozi ledvice.
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Mnoga zdravila pri ponavljajo¢ih odmerkih povecujejo aktivnost tako mikrosomalnih oksidaz
kot tudi konjugacijskih encimov (npr. rifampicin, karbamazepin). Ta u¢inek imenujemo
indukcija, in je posledica povecane sinteze encimov ali pa upocasnjene razgradnje encimov.
Indukcija pospesi razgradnjo, lahko pa tudi poveca toksi¢nost zdravil, pri katerih so metaboliti
I faze toksi¢ni. Obratno lahko nekatera zdravila zavirajo aktivnost encimov, in podaljsajo

zadrzevanje zdravila v organizmu.

Metabolizem prvega prehoda

Poseben pomen pri presnovi zdravil ima t. i. metabolizem prvega prehoda, t.j. razgradnja
zdravila, Se preden le-to dospe v sistemski krvni obtok. Metabolizem prvega prehoda lahko
poteka ze v celicah ¢revesne sluznice, predvsem pa poteka pri prvem prehodu skozi jetra.
Zdravila, ki se v velikem obsegu razgradijo, Se preden dospejo v sistemski krvni obtok, so:
acetilsalicilna kislina, nitroglicerin, levodopa, lidokain, metoprolol, morfin idr. Metabolizem
prvega prehoda je pomemben, ker lahko mo¢no zmanjsa biolosko uporabnost zdravila. Zaradi
tega so potrebni vecji odmerki, zaradi individualne variabilnosti v obsegu metabolizma pa
variira tudi bioloska uporabnost takega zdravila. Nekaterih zdravil zaradi majhne bioloske

uporabnosti ne moremo uporabljati peroralno in moramo uporabiti druge poti vnosa zdravila.

Vrste metabolitov

Metabolizem je prvenstveno namenjen pretvorbi snovi v vodotopno obliko, ki se lahko izloc¢i

skozi ledvice. Pri tem pa se pri zdravilih po navadi spremeni tudi njihov ué¢inek.
1. V vecini primerov pri presnovi nastanejo metaboliti, ki so brez ucinka.

2. V nekaterih primerih se farmakodinamic¢ni profil zdravila pri presnovi spremeni. TakSen

primer je acetilsalicilna kislina, ki ima protivnetni in antitromboti¢ni u¢inek. Po hidrolizi
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nastane iz nje salicilna kislina, ki ima prav tako protivnetni u¢inek, nima pa antitromboti¢nega
ucinka.

3. Farmakodinamic¢ni ucinek lahko po presnovi ostane enak ali podoben. TakSen primer so
benzodiazepini, pri katerih imajo mnogi u¢inkovite metabolite, ki delujejo Se potem, ko izvorna
spojina Ze povsem izgine iz telesa (npr. diazepam in njegova presnovka nordiazepam in
oksazepam). U¢inkovit je tudi morfin-6-glukuronid, ki je metabolit morfina.

4. Metabolit je lahko tudi toksi¢na spojina, npr. trifluoroocetna kislina, ki je metabolit halotana,
fluorid, ki je metabolit metoksiflurana, akrolein, ki je metabolit ciklofosfamida. V¢asih pride
do nastanka toksi¢nih metabolitov Sele v primeru, ko je prekoracen dovoljeni odmerek, in se
zdravilo pri¢ne presnavljati po drugih encimskih poteh. TakSen toksi¢en metabolit je N-acetil-
p-benzokinonimin, ki nastane pri prekomernem odmerjanju paracetamola.

5. V nekaterih primerih postane spojina farmakolosko ucinkovita Sele po presnovi snovi, ki jo
vnesemo v telo. V takem primeru govorimo o vnosu pred-zdravila, pri katerem izkoristimo
telesu lastne presnovne procese, ki pretvorijo spojino v metabolit, ki ima farmakodinami¢ne

udinke.

Entero-hepati¢no kroZenje

Razli¢ni hidrofilni konjugati, predvsem glukuronidi, se koncentrirajo v zol¢u in se skupaj z
njim izloc¢ajo v ¢revo. V Crevesu hidrolizirajo, sproscena ucinkovina pa se ponovno absorbira.
Ta pojav imenujemo entero-hepati¢no kroZenje. Posledica takSnega krozenja je:
- nastanek rezervoarja u¢inkovine, ki Krozi in predstavlja pomemben delez
celokupne koli¢ine u¢inkovine v organizmu
- podaljsan ¢as delovanja zdravila.

Primera taksSnih snovi sta morfin in etinilestradiol.
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IZLOCANJE (EKSKRECIJA) OZ. ODSTRANJEVANJE (ELIMINACIJA)

Odstranjevanje (eliminacija) zdravila in njegovih metabolitov iz telesa poteka na ve¢ nac¢inov:
hidrofilna zdravila se izlo¢ajo preko ledvic, lipofilna, ki se v ledvicah slabo izlo¢ajo (vezava na
plazemske beljakovine, difuzija iz ledvi¢nih tubulov nazaj v sistemski obtok) pa so podvrzena
biotransformaciji, ki jih pretvori v bolj vodotopne metabolite; ti se hitreje izloc¢ajo preko ledvic.
Stevilni metaboliti zdravil se izloajo z Zolé¢em, kjer pa so pogosto podvrzeni spremembam v
¢revesu in ponovni absorpciji. Zaklju¢imo lahko, da so glavni organ za odstranjevanje zdravil
iz organizma ledvice, pomembna so tudi jetra s svojo biotransformacijsko in sekretorno vlogo.
Pri inhalacijskih sploSnih anestetikih so pomemben organ za eliminacijo pljuca. Izlo¢anje
zdravil v mleku je bolj kot za mater, pomembno za dojencka. Izlo¢anje s slino in znojem je bolj
kot za kinetiko zdravil pomembno iz estetskih razlogov (Cesen). Eliminacija se zacne takoj ob

vnhosu zdravila v telo.

FARMAKOKINETSKI MODELI IN PARAMETRI

Kvantitativno merilo sposobnosti izlo¢anja zdravila je ocistek ali klirens (CI) (angl.
clearance) zdravila. Ker so ledvice najpomembnejsi organ za izloCanje zdravil in ker je bil
klirens najprej opredeljen za ledvice, si poglejmo definicijo ledvi¢nega klirensa: To je volumen
plazme, ki vsebuje kolic¢ino zdravila, ki se v enoti ¢asa izlo¢i preko ledvic. Izra¢unamo ga s

pomocjo enacbe 2.3:

Cl =4 "u (Enacba 2.3)

Clyen - ledvicni klirens, C, in C, koncentracija zdravila v urinu oz. v plazmi in Vy pretok urina

Za vsakega od organov, ki pomembno prispevajo k eliminaciji zdravila, lahko izraCunamo

klirens. Poleg ledvi¢nega pogosto govorimo o jetrnem klirensu (Clpep ), Ki tudi pomembno

32



prispeva k celokupnemu klirensu (Cly), Ki je opredeljen kot volumen plazme, Ki se v enoti ¢asa
popolnoma ocisti dolo¢ene snovi, ne glede na pot eliminacije. Cly je vsota klirensov organov,

udelezenih pri eliminaciji zdravila, in je mera za hitrost eliminacije zdravila iz organizma:

Hitrost eliminacije zdravila=C Io><CItot (Enacba 2.4)

Klirens je farmakokinetski parameter, ki ni odvisen od modela, s katerim opisujemo

farmakokinetiko zdravila.

Red farmakokinetskih procesov

Pri analizi farmakokinetskih procesov se vecinoma ukvarjamo z upadanjem koncentracije
zdravila v plazmi, saj je ta proces precej bolje dostopen analizi kot naras€anje njegove
koncentracije v teku absorpcije. Vec€ina farmakokinetskih procesov je takih, da je hitrost
upadanja koncentracije zdravila v plazmi sorazmerna njegovi koncentraciji; v teh primerih
govorimo o kinetiki 1. reda ali o linearni kinetiki. Funkcija, ki opisuje upadanje koncentracije
zdravila pri tej kinetiki, je eksponentna, prikazana v enacbi 2.6 in naslednjih enacbah. Poznamo
tudi kinetiko O (nicelnega) reda, kjer je hitrost upadanja koncentracije zdravila neodvisna od
njegove koncentracije, torej konstantna (n.pr. etanol). V tem primeru je funkcija linearna. Vrsta
kinetike je lahko odvisna tudi od koncentracije zdravila v plazmi: pri nizjih koncentracijah gre
za kinetiko 1. reda (linearno kinetiko), pri visokih koncentracijah pa lahko pride do zasi¢enja
mehanizmov eliminacije, hitrost eliminacije je v takem primeru neodvisna od koncentracije
zdravila (kinetika 0. reda). (Slika 2.3)
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~ e | inearna kinetika (1. reda)

~ = == Kinetika 0. reda

Slika 2.3: Prikaz upadanja koncentracije zdravila (ordinatna os) v ¢asu (abscisna os) pri

kinetiki 1. reda (linearna Kinetika) in pri kinetiki 0. reda.

Farmakokinetski modeli

Za lazjo interpretacijo farmakokinetskih procesov uporabljamo farmakokinetske modele, s
katerimi ponazorimo dogajanje v organizmu. Najbolj preprost je enoprostorski
(enokompartmentni) model; prikazan je v Sliki 2.4. Zdravilo vstopa s procesom absorpcije ali
neposredno (ob intravenskem injiciranju) v osrednji prostor (kompartment), v katerem se
relativno hitro enakomerno porazdeli, tako da je njegova koncentracija v celotnem prostoru
enaka. Ta osrednji kompartment lahko ustreza anatomskemu kompartmentu (npr. plazma) ni pa
to nujno, ¢e zdravilo hitro prehaja v dolocene predele intersticija. 1z osrednjega kompartmenta

se zdravilo s procesom eliminacije odstranjuje.

34



i.v. aplikacija absorpcija

ka

! !

osrednji (centralni)
kompartment

Vo

lke

eliminacija

Slika 2.4: Enoprostorski (enokompartmentni) model. Zdravilo lahko vnesemo v osrednji
kompartment direktno (i.v. injiciranje) ali vanj vstopa s procesom absorpcije. 1z osrednjega
kompartmenta se zdravilo odstranjuje s procesi eliminacije. kj in ke konstanta hitrosti

absorpcije oz. eliminacije, V4 volumen porazdelitve.

Pri $tevilnih zdravilih pa njihove farmakokinetike ni mogoce opisati s tem modelom in je treba
uporabiti model ve¢ kompartmentov, za vecino zdravil zadoscata dva. Dvokomparmentni

model je prikazan na Sliki 2.5.
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i.v. aplikacija absorpcija

ks
osrednji (centralni) K1z ~. periferni (tkivni)
kompartment ~< p kompartment
21

V1 V2

I

e

eliminacija

Slika 2.5: Dvoprostorski (dvokompartmentni) model. Zdravilo vstopa v osrednji kompartment
in se iz njega tudi eliminira. Iz osrednjega kompartmenta pa prehaja v periferni kompartment
in iz njega nazaj v osrednjega. Kk in ke konstanta hitrosti absorpcije oz. eliminacije, Vi volumen
osrednjega kompartmenta, V, volumen perifernega kompartmenta, ki, in ky; konstanta hitrosti

prehajanja iz osrednjega v periferni oz. iz perifernega v osrednji kompartment.

Spreminjanje plazemske koncentracije zdravila pri enoprostorskem modelu

Funkcija, ki opisuje hitrost upadanja koncentracije zdravila pri kinetiki 1. reda, v

enoprostorskem modelu, je prikazana v enacbi 2.5:

dC
—E = keCp (Enacba 2.5)

dt

iz tega lahko ob omejitvi pogojev in z integriranjem izvedemo:

—k
C,=C,-e (Enatba 2.6)
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Pri tem je C, — koncentracija zdravila v plazmi, Cy - zacetna koncentracija v plazmi, C;—

koncentracija v plazmi v ¢asu t, ke — konstanta hitrosti eliminacije.

Z logaritmiranjem dobimo:

In Ct =In Co - ket (Enacba 2.7)

Za ¢as, v katerem pade koncentracija zdravila v plazmi na polovico (razpolovni ¢as

zdravila - t,), velja:

C
In (7"} =InC, —k.t,, (Enacba 2.8)
in:
. In2 0,693
InC,—-In2=InC,-kt,, in t, R (Enacba 2.9)

Farmakokinetski parameter ty, se uporablja veliko pogosteje kot konstanta hitrosti eliminacije.

Iz enacb 2.2, 2.4, 2.5 in 2.9 lahko izvedemo povezavo med celokupnim klirensom (Clit),

volumnom porazdelitve zdravila (Vg) in razpolovnim ¢asom (ty):

0,693-V
by, = Cl — (Enacba 2.10)
tot

37



Podobne relacije kot za eliminacijo zdravila veljajo za njegovo absorpcijo, le da je tam
koncentracijo zdravila na mestu absorpcije in konstanto hitrosti absorpcije praktiéno nemogoce

dolociti. Tudi pri procesih absorpcije gre ve¢inoma za kinetiko 1. reda.

dc,
5 tp =—k,-C, (Enacba 2.11)

kjer je: Cpr koncentracija zdravila na mestu absorpcije (prebavila), ka konstanta hitrosti

absorpcije.

Spreminjanje koncentracije zdravila v plazmi po peroralni aplikaciji je rezultanta dveh

procesov, tistega ob absorpciji (enacba 2.11) in ob eliminaciji zdravila (Enacba 2.6):

dC
dt

pri tem je Cy, koncentracija zdravila v prebavilih, ks in ke pa konstanta hitrosti absorpcije oz.

p p— . —
- ka C pr keC p (Enacba 2.12)
eliminacije.

Z integriranjem funkcije (2.12) dobimo funkcijo, ki opisuje spreminjanje koncentracije zdravila

v plazmi po peroralni aplikaciji:

_ a -kt _ —k,t
C,=GC (e € ) (Enacba 2.13)
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Cp je koncentracija v plazmi v ¢asu t, Cq je zaCetna koncentracija zdravila v plazmi,
opredeljena z odmerkom in volumnom distribucije (enacba 2.2), kj in ke pa konstanta hitrosti

absorpcije oz. eliminacije.

Co lahko dolo¢imo tudi z ekstrapolacijo padajocega dela krivulje v grafu na sliki 2.1 na

ordinatno os, ¢e na ordinatni osi uporabimo logaritemsko skalo (Slika 2.6)

In C,

In koncentracije v plazmi

cas

Slika 2.6: Casovni potek plazemske koncentracije zdravila, danega per os. Dolo¢itev presedisca
descendentnega dela krivulje z ordinatno osjo (ekstrapolacija na ordinatno os). Pri intravenski

aplikaciji je to zaCetna koncentracija zdravila oz. koncentracija v ¢asu 0 (Co).

39



Enakomerna intravenska infuzija zdravila

Ce v organizem intravensko infundiramo zdravilo s konstantno hitrostjo (v mol/min), njegova
koncentracija v plazmi eksponentno nara$ca, saj obenem poteka eliminacija zdravila (ta je pri
kinetiki 1. reda eksponentna funkcija), do neke ravnotezne koncentracije (Css, SS — steady
state), ko postaneta hitrost vnosa in eliminacije enaki. Casovni potek koncentracije zdravila v
plazmi v takem primeru je prikazan na sliki 2.8. Koncentracija zdravila v plazmi ob

dolo¢enem casu (C; ) po zacetku infuzije je ponazorjena z enacbo 2.14.

C, =C.(1-e™) (Enatba 2.14)

pri ¢emer je C; koncentracija zdravila po dolocenem ¢asu od zacetka infuzije, Css koncentracija

zdravila v ravnoteznem stanju in ke konstanta hitrosti eliminacije

Koncentracija zdravila v plazmi

v

Cas infuzije
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Slika 2.7 Casovni potek koncentracije zdravila v plazmi ob infuziji zdravila s konstantno
hitrostjo. Css koncentracija zdravila v plazmi ob ravnotezju. Cas, potreben za dosego

ravnotezne koncentracije, je 3 — 5 t,.

Iz enacbe 2.14 lahko izraCunamo cas, ki je potreben, da se doseze (skoraj) ravnotezna

koncentracija zdravila v plazmi: za 95% ravnotezne koncentracije je potrebno 4,3 ty,.

V ¢asu ravnotezne koncentracije zdravila v plazmi ( C, = Cs ) je hitrost vnosa zdravila v

organizem enaka hitrosti njegove eliminacije (Enacba 2.4).

Hitrost vnosa zdravila = C;xCl (Enacba 2.15)
in
Cu= hitrost vnosa zdravila (Enaba 2.16)

Cl

tot

Pri tem je Cli: celokupni klirens zdravila.

Veckratna peroralna aplikacija zdravila

Kadar zdravilo dajemo peroralno v enakomernih ¢asovnih presledkih (ki morajo biti krajsi kot
3-5 ty,; v tem Casu namre¢ koncentracija v plazmi pade (skoraj) na ni¢), je potek koncentracije
podoben, kot tisti na Sliki 2.7, le da v tem primeru koncentracija zdravila niha ob koncentraciji,
prikazani na Sliki 2.7. Potek koncentracije zdravila v plazmi pri veckratnem dajanju je prikazan
na Sliki 2.8.
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Slika 2.8 Casovni potek koncentracije zdravila v plazmi pri ponavljajoih se razli¢nih

peroralnih odmerkih (10, 20, 30 40) zdravila. Interval dajanja je pri vseh odmerkih enak.

Pri takem nacinu dajanja so vrhovi koncentracije v ¢asu, ko je ravnotezje ze dosezeno (na desni

strani Slike 2.8) — Css max, doloceni z enacbo 2.17:

SS,max 0,693 _» (Enacba 2.17)

Pri tem je F — bioloSka uporabnost zdravila, T - interval med dozami, Vss — volumen

distribucije v ravnotezju, dolo¢en z naslednjo funkcijo:
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v _tiC

ss 0,693 (Enacba 2.18)

0,693
lzraz t,, je eliminacijska konstanta zdravila.

Ravnotezna minimalna plazemska koncentracija zdravila (koncentracija tik pred naslednjo

dozo), Cssmin, pa je dolocena z enac¢bo 2.19:

F -doza
— 0,693
_>2 T
C o Vss e b2
SS,min _ 0,693 o (Enacba 2.19)
1 _ e t1/2

Razlika med obema koncentracijama, ACss, je (izvedeno iz enac¢b 2.17 in 2.19):

F -doza F -doza F -doza
- - — 0,693 Y 0,693
Vs Vs T L Vs vl .
ACq=—fmm o ¢ * = |l€ " (Enacba 2.20)
1—e tys 1—e tyo l—e tyo

Nihanje koncentracije je najbolj odvisno od intervala med dozami in od ty, zdravila.

Povedano je Ze bilo, da za dosego ravnotezne koncentracije zdravila v plazmi potrebnih 3 -5
ty,. Pri zdravilih z dolgim t, uporabljamo shemo doziranja s tako imenovano polnilno dozo,
kjer zacnemo zdravljenje z visoko dozo, kar nam skrajSa Cas, ko je dosezena Zelena

koncentracija zdravila v plazmi.
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3. OSNOVE TOKSIKOLOGIJE

OPREDELITEV TOKSIKOLOGIJE

Toksikologija (gr.: toksikon - pomeni strup, ki ga uporabimo na puscici) je veda, ki preucuje
Skodljive uc¢inke kemikalij na bioloSke sisteme. Zacetki toksikologije so povezani z uporabo
naravnih strupov ali toksinov ze v ¢asu pred antiko. Izraz strup predstavlja kvantitavni koncept,
ki ga je postavil Paracelsus (1493-1541) z izjavo: "Vse je strup in ni¢ ni neskodljivo, samo
odmerek lo¢i zdravilo od strupa.” S to izjavo je postavil tudi temelj toksikologije kot
znanstvene vede. Strup je lahko katerakoli snov, ki Skodljivo vpliva na organizem. Za strupene
snovi, ki so danes na trzis¢u in imajo oznako mrtvaske glave na embalazi, je postavljena mejna
vrednost oz. kriterij, ki jih opredeljuje. Ce gre za zauZitje, mora snov, ki je oznaéena kot strup,

povzrociti smrt pri polovici poskusnih Zivali pri odmerku < 300 mg/kg telesne teze.

Zastrupitev ali intoksikacija je lahko nenamerna (akcidentna) ali namerna (suicidna, homocidna
oz. kriminalna) zastrupitev ne glede na vrsto strupa. Mnoge zastrupitve potekajo dokaj tipicno
v obliki t.i. toksikoloskih sindromov (toksindromov) po Mofensenu (tabela 1). Blage in zelo
hude zastrupitve lahko potekajo atipi¢no in pomenijo resen diagnosticen problem. Nekatere
zastrupitve pa lahko skoraj popolnoma posnemajo dolocena internisti¢na in nevroloska
obolenja oziroma njihove bolezenske simptome in znake (akutna jetrna odpoved, komatozna

stanja, plju¢ni edem, ipd.).

Pri zdravilih pa moramo lo¢iti predvsem med pojmoma predoziranje in Skodljivi nezeleni
ucinki zdravil (NUZ). Predoziranje je nenamerna, zmotna prekoracitev terapevtskega odmerka
zdravil, ki se kaZe s toksikolosko simptomatiko. NUZ so po opredelitvi Svetovne zdravstvene
organizacije tisti Skodljivi u¢inki zdravil, ki so bila dana lege artis — t.j.: 1) v pravem odmerku;
2) na pravilen nacin; 3) upoStevajo¢ pravo indikacijo ter vse kontraindikacije. S toksikologijo

pa se pri zdravilih sre€amo tudi v neklini¢ni fazi razvoja novega zdravila.

Toksikologija je kot multidisciplinarna veda razdeljena na razli¢na podro¢ja. Klini¢na
toksikologija obravnava zastrupitve pri ljudeh. Pri zastrupitvah na delovnem mestu se vkljuci

industrijska oziroma poklicna toksikologija. Ta se ukvarja tudi s kroni¢nimi ucinki, kot je
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rakotvornost. Ce gre za izpostavljenost ¢loveka preko okolja (voda, zrak, tla) snovem kot so
npr. pesticidi, pa gre za okoljsko toksikologijo. Druga delitev toksikologije je na
eksperimentalno in epidemiolosko, ki se med seboj dopolnjujeta. Pri eksperimentalni
toksikologiji, ki jo izvajamo na poskusnih Zivalih, so jasno dolo¢eni parametri kot so preskusna
in kontrolna skupina, pot izpostavljenosti (zauZitje, vdihavanje, absorpcija preko koze) in
odmerek. Po drugi strani pa je lahko med ¢lovekom in preskusnimi zivalmi bistvena razlika v
fiziologiji, anatomiji, farmakokinetiki in farmakodinamiki, kar otezuje prenos rezultatov iz
zivali na ¢loveka. Zato si pomagamo z varnostnimi faktorji. Epidemiologija pa preucuje
samega Cloveka, razmere izpostavljenosti so sicer slabo definirane, a odgovarjajo resnicnemu
scenariju. Obstajajo pa Se razne druga podrocja in razdelitev toksikologije (npr. toksikologija
tar¢nih organov, molekularna in celi¢na toksikologija, rakotvornost, ekotoksikologija,

regulatorna toksikologija itd.).

Tabela 1: Nekateri toksindromi (povzeto po seminarju iz Klini¢ne toksikologije; CZ KCLJ)

TOKSICNA SNOV SIMPTOMI IN ZNAKI

ANTIHOLINERGIKI tahikardija, midriaza, rdeca in suha koza,

(atropin in derivati, tricikli¢ni antidepresivi, | hipertermija, delirij, psihoza, hipertenzija/

fenotiazini, antihistaminiki) hipotenzija, konvulzije, koma

SIMPATIKOMIMETIKI tahikardija, hipertenzija, znojenje,
hipertermija, hiperaktivnost, midriaza,
tremor, delirij, konvulzije, psihoza

OPIOIDI mioza, bradikardija, hipotenzija, bradipneja,
hipotermija, evforija, hiporefleksija,
hipoventilacija, koma
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TOKSICNA SNOV SIMPTOMI IN ZNAKI

ORGANOFOSFORNI INSEKTICIDI mioza, motnje vida, hipersalivacija,
hiperlakrimacija, hiperbronhosekrecija,
bronhospazem, znojenje, abdominalni kr¢i,
driska, polakisurija, bradikardija/tahikardija,
tahipneja, zmedenost, motnje zavesti do
kome, acidoza

BARBITURATI, SEDATIVI hipotenzija, bradipneja, apneja, zmedenost,
motnje zavesti do kome, midriaza/mioza,
nistagmus, hiporefleksija, koZzne bulozne
spremembe

SALICILATI hiperventilacija, bruhanje, hipertermija,
letargija, tinitus, delirij, sopor, koma,
krvavitev, acidoza

Izpostavljenosti

Kemikalija ima Skodljiv ucinek, ¢e doseze ciljno mesto v ustrezni koncentraciji in je trajanje

izpostavljenosti ustrezno dolgo.
Izpostavljenost glede na trajanje in frekvenco:

e enkratna: akutna

e ponavljajoca se: subakutna, subkroni¢na, kroni¢na.

Za eno in isto kemikalijo je lahko toksi¢en u¢inek po enkratni izpostavljenosti razlicen od
toksi¢nega ucinka po ponavljajoci se izpostavljenosti (kroni¢na izpostavljenosti majhnemu

odmerku). Primer je benzen: enkratna izpostavljenost — depresija CZS; ponavljajoca se
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izpostavljenosti - levkemija. Pri danasnjih varnostnih standardih je najve¢ja pozornost

namenjena kroni¢nim uc¢inkom.

Tabela 2: Trajanje in frekvenca izpostavljenosti.

Izpostavljenost / TRAJANJE TRAJANJE
FREKVENCA T y y :

poskusne zivali ¢lovek (slabse definirano)*

akutna / ENKRATEN do 24 ur enkraten vnos ali epizoda

ODMEREK

subakutna / PONAVLJAJOCIT do 1 meseca

SE ODMEREK

subkroni¢na / nekaj mesecev nekaj tednov — nekaj mesecev

PONAVLJAJOCI SE

ODMEREK

kroni¢na / PONAVLIJAJOCI celo Zivljenjsko obdobje nekaj mesecev — nekaj let

SE ODMEREK

*nenamerna izpostavljenost loveka preko okolja, kot potrosnika in na delovnem mestu

Biomarkerji v toksikologiji

Pri oceni izpostavljenosti kemikalijam in oceni toksi¢nih u¢inkov si pomagamo z razli¢nimi
biomarkerji. Uporabo biomarkerjev pri oceni izpostavljenosti imenujemo biomonitoring.
Loc¢imo tri osnovne skupine biomarkerjev:

e markerji izpostavljenosti

je sama spojina ali njen metabolit, ki ga merimo v telesu (kri) ali po njegovem izlo¢anju iz
telesa (urin, solze,...). Npr. svinec v krvi.

e markerji toksi¢nega odziva

kvantitativna sprememba v telesu, iz katere sklepamo na izpostavljenost in na u¢inek na
zdravje. Npr. neplodnost pri moskih pri izpostavljenosti anorganskemu svincu.

e markerji ob¢utljivosti
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so pokazatelji naravnih znacilnosti organizma, zaradi katerih je odziv na izpostavljenost
kemikaliji bolj obcutljiv. Pomagajo dolociti, katere znacilnosti so bolj obcutljive in dolociti ¢as,
ko je izpostavljenost najbolj Skodljiva. Pri astmatikih vrednost forsiranega ekspiracijskega
volumna v prvi sekundi izdiha (FEV1; To je volumen zraka, ki ga izdihnete na vso moc v prvi
sekundi izdiha. Ta vrednost je zmanjSana pri zoZanih dihalnih poteh.) pomaga oceniti
obcutljivost posameznika na brevetoksin (toksi¢na snov, ki nastane med cvetenjem morske

alge Karenia brevis).

ODNOS MED ODMERKOM IN TOKSICNIM UCINKOM
Kadar je toksi¢en uc¢inek odvisen od odmerka lahko meritve izvajamo na dva nacina:
e obravnavamo celotno populacijo (odgovor vse ali nic)
e obravnavamo odziv pri posamezniku (postopen odziv)
Kriteriji za toksi¢en uc¢inek so razlicni:

e Letalnost — velika variabilnost, ker je kon¢ni ucinek odvisen od mnogih procesov.

Preskusi na zivalih, ki vkljucujejo letalnost kot Kkriterij, se ukinjajo.

e Biokemicni, fizioloski in patoloski u¢inki kot kriteriji za toksi¢nost so bolj natan¢ni.

Odgovor vse ali ni¢

e LDso (angl.: lethal dose)

Je parameter, Ki ga uporabljamo za akutno toksi¢nost (slika 1). LDso [mg/kg telesne teze] je
odmerek, ki povzro¢i smrt pri 50 % izpostavljenih osebkov. LCs uporabljamo pri

vdihavanju. Testiranje na Zivalih za doloc¢anje LDsg pri zauZitju je ukinjeno.
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Slika 1: Grafi¢ni prikaz LDsy. Na abscisni osi je za odmerek logaritemska skala. Na ordinatni
osi je smrtnost izraZzena na tri nacine: pri zgornjem grafu je smrtnost v procentih, pri srednjem
grafu je frekvenca smrtnosti in pri spodnjem grafu je smrtnost v probitih (probit, angl.
probability unit). Analizo probit uporabljamo pri preu¢evanju vplivov, ki imajo le 2 razli¢ni
vrednosti. V primeru LDsg je to Ziv ali mrtev. Ce kumulativo frekvenc nana$amo nad
spremenljivko "z", dobimo sigmoidno krivuljo. Ce transformiramo ordinatno skalo s pomogjo
normalnega fraktila, se sigmoidna krivulja preoblikuje v premico. Ce operiramo z negativnimi

Stevili, tem vrednostim priStejemo 5, da dobimo pozitivno Stevilo.

e TDs (angl.: toxic dose)

TDso [mg/kg telesne teze] je odmerek, ki povzroci toksi¢en odziv pri 50 % izpostavljenih

osebkov. Toksi¢ni odziv moramo opredeliti in ne sme biti smrtnost (letalnost).
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e TI (angl.: therapeutic index) = LDsq /EDsp (TDsg /EDsg )

V najSirsem smislu terapevtski indeks predstavlja razmerje med odmerkom, ki izzove smrt in

odmerkom, ki izzove zazelen farmakoloSki ucinek. Pri sedanjih varnostnih kriterijih je

uporaben predvsem pri predoziranju.

- e =
0= /
© /
N farmakolodki udinek toksidni uéinek o/ smrtnost
=
S /
=
, 7
-8 ................................................ ?. ........................ o
= / ’(
/ T
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ED¢, TDy LDsgg
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Slika 2: Graf predstavlja primerjavo med odnosom vse ali ni¢ za farmakoloski uc¢inek (ED; npr.

anestezija), toksi¢ni u¢inek (TD; npr. poskodba jeter) in letalni odmerek (LD).

Postopen odgovor

NO(A)EL (angl.: No Observed (Adverse) Effect Level)

Je parameter ki ga uporabljamo pri ponavljajo¢ih se odmerkih. NO(A)EL [mg/kg telesne

sy

LO(A)EL (angl.: Low Observed (Adverse) Effect Level)

Je parameter, ki ga uporabljamo pri ponavljajocih se odmerkih, ¢e ni na voljo NOAEL.

aw e

ucinek.

50



toksi¢en uginek
.

odmerek (mg/kg)

Slika 3: Grafi¢ni prikaz odnosa med koncentracijo kemikalije in toksi¢nim u¢inkom z NOAEL

in LOAEL.

PESTICIDI

Pesticid je vsaka spojina ali zmes razli¢nih spojin, ki je namenjena prepre¢evanju, uni¢evanju,
odvracanju ali zmanjSanju Skode, ki jo povzroca nezeleni organizem. Uporabnik nikoli ne
prihaja v stik s Cistimi aktivnimi snovmi, ampak z razli¢no formuliranimi pripravki, ki se jih
prodaja pod komercialnim imenom. Pripravki so sestavljeni iz aktivne snovi (ene ali vec),
pomoznih snovi (polnila, stabilizatorji, ...) in necisto¢. V¢asih je lahko necistoca ali pomozna
snov bolj toksi¢na kot aktivna snov. V zvezi s pesticidi Zelimo doseci selektivno toksi¢nost. To
pomeni, da mora biti pesticid toksicen za ciljno skupino organizmov in netoksic¢en za ¢loveka.
Torej morajo izkoristiti neko posebno metabolno, biolosko (rodenticidi: podgane ne morejo
bruhati) ali drugo lastnost ciljnega organizma. Absolutna selektivnost pa je izredno redka.

Pesticide delimo glede na ciljno skupino organizmov, ki jih uni¢ujejo (tabela 3).

Tabela 3: Razdelitev pesticidov glede na ciljno skupino, ki jo unicujejo

Ciljna skupina organizmov Skupina pesticidov
Glive fungicidi

Zuzelke insekticidi

Prsice akaracidi
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Ciljna skupina organizmov Skupina pesticidov
Pleveli herbicidi

Drevje arbocidi

Nematodi nematocidi

Polzi limacidi

Glodalci rodenticidi

Glede na podro¢je uporabe delimo pesticide na fitofarmaceviska sredstva (uporaba v
kmetijstvu za zas¢ito rastlin, ki jih gojimo za prehrano, krmo ali v okrasne namene) in biocide

(uporaba v zaprtih prostorih; npr. razkuzila, sredstva za konzerviranje).

MEHANIZEM DELOVANJA IN ZNAKI ZASTRUPITVE TER NACELA
ZDRAVLJENJA PRI POSAMEZNIH SKUPINAH PESTICIDOV

Insekticidi

Insekticidi so nevrotoksicni. Osnovni mehanizem delovanja je enak za sesalce in zuzelke.

Na CZS delujejo ekscitatorno.

Organoklorni insekticidi
Organoklorni insekticidi so kemijsko klorirani ogljikovodiki, kovalentno imajo vezanega enega
ali ve¢ klorovih atomov na alkilnem ali ciklicnem ogrodju ogljikovodikov. Razdeljeni so v tri

skupine:

0 KLORIRANI DERIVATI ETANA (npr.: DDT)

DDT - klorofenotan

CCly

52



Slika 4: Strukturna formula DDT-ja

0 CIKLODIENI (npr.: aldrin, dieldrin, heptaklor, endrin)

Slika 5: Strukturne formule nekaterih ciklodienov

0 HEKSAKLOROCIKLOHEKSANI (npr.: lindan)

lindan cl

C‘/f
", el

e “,
CIv g7
Cl

Cl

Slika 6: Strukturna formula lindana

V Stiridesetih letih prejSnjega stoletja so DDT Siroko uporabljali za zatiranje malarije v Afriki
in na drugih epidemicnih obmog¢jih, saj je bil cenovno najbolj ugoden in ucinkovit sinteti¢ni
insekticid tistega asa. Danes je uporaba organoklornih insekticidov mo¢no omejena. Z
Stockholmsko konvencijo iz leta 2004 je omejena uporaba DDT-ja ter prepovedana aldrina,
dieldrina, heptaklora, mireksa, klordekona in klordana. Lindan je pri nas prepovedan z
Rotterdamsko konvencijo, vendar je v nekaterih drzavah Se dovoljen, a je uporaba omejena
(npr. ZDA).

Mehanizem delovanja: mehanizem delovanje DDT-ja na CZS ni povsem poznan. Je
modulator Na* kanalov na membrani aksona, in sicer prepre¢i njihovo zaprtje. S tem podalj$a
depolarizacijo in tako omogoci proZenje zaporednih akcijskih potencialov na enem aksonu po
enem samem drazljaju, kar vodi v tremor (T-sindrom). Ostali mehanizmi so blokada K*
kanalov, zaviranje Na'/K*-ATP-aze in spro§¢anja acetiholina (ACh). Ciklodieni in

heksaklorocikloheksani so kompetitivni antagonisti ionotropnih GABA receptorjev, zmanjsa se

prepustnost CI” kanalov, sledi le delna repolarizacija. Zmanjsajo postsinapti¢no inhibitorno
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delovanje GABA. Poleg tega zavirajo Ca®*/Mg**-ATP-azo in tako zvisajo koncentracijo Ca** v

celici, posledica Cesar je spros¢anje ACh.

Farmakokinetika: organoklorni insekticidi so lipidofilni. Dobro se absorbirajo pri zauzitju, v
stiku s koZo in pri vdihavanju, prehajajo tudi skozi posteljico. Majhni odmerki DDT-ja,
kloriranih ciklodienov in lindana inducirajo citohrom P450 v hepatocitih in s tem vplivajo na
metabolizem steroidnih hormonov (predvsem estrogena) in zdravil. Metabolizem je pocasen.
Izlocijo se predvsem s fecesom. V telesu se ob daljsi izpostavljenosti kopic¢ijo v mas¢obnem

tkivu, CZS in materinem mleku.

Akutna toksi¢nost: ciklodieni in lindan lahko pri akutnih zastrupitvah pri ¢loveku povzrocijo

smrt. Po strupenost pri zauzitju pri poskusnih zivalih so si zelo razli¢ni:
0 Strupena pri zauzitju: lindan (LDso = 88 mg/kg); DDT (LDso = 250 mg/kg).
0 Ni strupen pri zauZitju: metoksiklor (LDso = 6000 mg/kg).

Simptomi in znaki zastrupitve: prvi simptomi in znaki se pojavijo od 45 min do ve¢ ur po
zauzitju. Kazejo se kot nevroloSke motnje: pareze obraznih miSic in jezika, omoti¢nost,
ataksija, tremor in v resnih primerih napredujejo v stupor, komo ter konvulzije. Lahko
nastopijo vedenjske spremembe kot je zaskrbljenost in razdrazljivost. 1zpostavljenost velikim
koli¢inam DDT-ja vodi v motnje srénega ritma, respiratorno odpoved in smrt. Zastrupitev s

ciklodieni se kaze kot nenadni epileptiformni napad.

Zdravljenje: zdravljenje je simptomatsko, predvsem dajemo Kisik, konvulzije pa kontroliramo

z benzodiazepini. Absorpcijo iz GIT zmanjSujemo z aktivnim ogljem. Protistrupa ni.

Kroni¢na toksi¢nost: zaradi kopicenja v telesu so kroni¢ni uc¢inki pogostejsi kot akutni. Tar¢ni
organi so zivéevje (npr. polinevritis), kri (npr. anemija, agranulocitoza) in kardiovaskularni
sistem (npr. tahikardija preko delovanja na CZS, skleroti¢ne in distrofi¢ne poskodbe

miokarda). Njihovi predstavniki so na listi motilcev hormonskega ravnotezja. Metoksiklor
zmanj3a Stevilo spermijev. Po IARC-ovi lestvici (International Agency of Research on Cancer)
spadajo lindan, DDT, klordan, heptaklor v skupino 2b (mozni kancerogeni za ¢loveka). Dokazi,
da DDT povzro¢a neoplazije limfatiGnega sistema, CZS, plju¢, jeter in dojke pri ¢loveku so

zaenkrat nezadostni ali pa so nekonsistentni.
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Organofosforni insekticidi
Prvo organofosforno spojine so razvili v Nem¢iji med 2. svetovno vojno, in sicer je bil to
tetraetil pirofosfat (TEPP), ki je zamenjal insekticid nikotin. Kmalu zatem so sintetizirali

dimefoks, sarin, tabun in paration.

O

11
"R OF

Slika 7: Osnovna strukturna formula organofosfornih pesticidov

Mehanizem delovanja: organofosfati ireverzibilno zavirajo acetilholinesterazo (AChE) in
tako povzrocijo kopicenje ACh, ki je agonist muskarinskih in nikotinskih receptorjev. Po
zacetni stimulaciji pride do blokade Zivéno-miSi¢nega prenosa in ohlapne ohromelosti. GABA
in dopamin kot inhibitorna prenasalca v CZS omogo¢ata zadasno kompenzacijo ekscitatornih
uc¢inkov ACh. Glavna mesta delovanja ACh so: postganglijske sinapse parasimpatika,

motori¢ne ploiéice skeletnih misic, avtonomni gangliji ter CZS.

Farmakokinetika: organofosfati so lipidotopni, dobro se absorbirajo pri zauzitju, v stiku s
kozo in pri vdihavanju. Metabolizem poteka s pomoc¢jo citohroma P450. Nekateri metaboliti so

bolj toksiéni kot izhodna snov. Vecinoma se izlo¢ajo v urinu kot produkti hidrolize.

Akutna toksi¢nost: ve¢inoma so predvsem akutno toksi¢ni. Po strupenosti pri zauzitju jih

delimo na:
0 malo toksicne: bromofos, malation (LDs, > 1000 mg/kg)
0 zmerno toksicne: diazinon, kvinalfos, diklorvos, dimetoat (LDsp = 50 — 1000 mg/kg)
0 zelo toksicne: paration, (bojni strupi: soman, sarin, VX) (LDsy < 50 mg/kg)

Toksi¢no lahko dodatno deluje tudi organsko topilo (toluen, ksilen), v katerem je raztopljena

aktivna snov.
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Simptomi in znaki zastrupitve: razvijejo se nekaj ur po akutni izpostavljenosti. Pri zauZitju
velikih koli¢in se lahko pojavijo Ze po 5 min. V¢asih zacetnim neizrazitim simptomom sledi
holinergi¢na kriza Sele po 48 urah. Nevroloski simptomi so odvisni od ravnotezja med ucinki
na muskarinskih in nikotinskih receptorjih ter od vpletenosti CZS. Ceprav je mioza najbolj

stalen znak, pa njena odsotnost ne izkljucuje zastrupitve z organofosfati.

0 Akutni: spodbujanje muskarinskih receptorjev se kaze kot slabost, bruhanje, driska,
znojenje, slinjenje, cezmerno izlo¢anje bronhialne sluzi, bronhospazem, mioza,
bradikardija in abdominalne kolike. Za znake prekomernega delovanja holinergi¢nega
sistema uporabljamo kratico DUMBELS (angl.: Diarrhea, Urination, Miosis,
Bronchospasm, Emesis, Lacrimation, Salivation). Spodbujanje nikotinskih receptorjev

povzroca misic¢ne fascikulacije, tremor, v hujSih primerih tudi paralizo misic. Klini¢no

je pomembna paraliza dihalnih misic, ki ob bronhialni hipersekreciji in bronhospazmu
vodi v hudo dihalno stisko. Spodbujanje receptorjev CZS povzroé¢a sprva agitacijo in

konvulzije, v hujSih primerih komo in zastoj dihanja ter srca.

0 Subakutni: ko znaki akutne zastrupitve ze izzvenijo, se lahko pojavijo znaki periferne
polinevropatije, ki pa niso posledica zaviranja AChE, ampak nevrotoksi¢ne esteraze.
Za periferno nevropatijo je znacilna ohlapna ohromelost z misi¢no $ibkostjo,
zmanjSanjem kitnih refleksov in obcutljivostjo na dotik. Ko simptomi periferne
polinevropatije izzvenije, se pojavi priblizno 6 mesecev po akutni izpostavljenosti
spasti¢na ohromelost.Zanjo so znacilni hiperaktivni kitni refleksi in atrofija misic,
Razvije se kot posledica poskodbe motonevrona iz piramidne poti in je bila preje zaradi

periferne nevropatije prikrita . Okrevanje po vec letih ni vedno popolno.

Diagnoza: zastrupitev potrdimo z anamnesti¢nimi podatki in razmeroma tipi¢no klini¢no sliko.
Vecinoma imajo znacilen grenkoben vonj. Najzanesljivejsi dokaz zastrupitve je znizanje
aktivnosti AChE v eritrocitih za ve¢ kot 25 %. V eritrocitih in zivénem sistemu je encim enak.
Obstaja tudi plazemska (pseudo) holinesteraza, za katero pa je znacilno veliko nihanje tekom
dneva, aktivnost se hitro zmanjSa in hitro obnovi in je zato manj primerna za dokazovanje

zastrupitve.

Zdravljenje: Zastrupljenca moramo Kkar se da hitro umakniti iz kontaminiranega prostora.
Nato poskrbimo za odstranitev obleke in spiranje strupa s povrsine telesa. Pomembno je

vzdrzevanje prostih dihalnih poti in podpora dihanja s kisikom ter nadzorovanje ostalih vitalnih
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funkcij. Protistrup je atropin, ki je antagonist muskarinskih receptorjev. Na nivoju
zivénomisi¢nega stika, kjer je nikotinski receptor, atropin ne ublazi paralize. Ravno tako ne
prepreci dihalne odpovedi. Za reaktivacijo AChE dajemo pralidoksim in obidoksim. Ucinkujeta
na miSi¢no Sibkost, fascikulacije in motnjo zavesti. Zdravljenje z njima pa lahko traja ve¢ dni,

zlasti pri zastrupitvi z bolj lipofilnimi oblikami organofosfatov.

Karbamatni insekticidi

Mehanizem delovanja: osnovno delovanje je enako kot pri organofosfatih, le da karbamati
kratkotrajno in reverzibilno zavirajo AChE.

Primeri karbamatnih insekticidov: aldikarb, karbaril, primikarb, propoksur ipd.

Farmakokinetika: krvnomozgansko pregrado slabo prehajajo in slabSe se absorbirajo skozi

kozo kot organofosfati.

Simptomi in znaki zastrupitve: klini¢na slika je podobna blazji zastrupitvi z organofosfati,
pojavi se Ze 30 minut do 2 uri po zauZitju. Sprva nekoliko zniZana aktivnost plazemske AChE
se hitro normalizira, medtem ko je pri zastrupitvi z organofosfornimi insekticidi lahko zniZana
ve€ dni ali celo tednov. Znaki zastrupitve pa so lahko kljub normalni aktivnosti AChE Se

prisotni.

Zdravljenje: zastrupitev zdravimo z atropinom.

Piretrini in piretroidi

Piretrini so naravni insekticidi, pridobljeni iz krizantem (Chrysantemum cincerariaefolium).
Zaradi njihove slabe obstojnosti in Siroke potrosnje se ze nekaj ¢asa uporabljajo predvsem
sinteti¢ni analogi imenovani piretroidi, ki so bolj obstojni, vendar tudi bolj strupeni.
Uporabljajo se v obliki aerosolov v razprSilcih, zato je tudi pot zastrupitve najpogosteje z
vdihavanjem. So pogosta komponenta "hisnih" insekticidov (biocidi). Zamenjali so

organofosforne insekticide, ker so manj akutno toksi¢ni.
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Mehanizem delovanja: piretroidi tipa | delujejo enako kot DDT. So modulator Na* kanalov

na membrani aksona, in sicer prepreci njihovo zaprtje. S tem podalj$ajo depolarizacijo in tako
omogoci prozenje zaporednih akcijskih potencialov na enem aksonu po enem samem drazljaju,
kar vodi v tremor (T-sindrom). Piretroidi tipa Il (imajo ciano skupino) so tudi modulatorji Na*
kanalov; v primerjavi s tipom I, Se bolj podalj$ajo njihovo odprtost. S tem omogocijo
dolgotrajno depolarizacijo z blokado prevajanja drazljajev kar vodi v horeoatetozo. Pri visokih
koncentracijah naj bi delovali tudi kot antagonisti GABA receptorjev.

Farmakokinetika: absorbirajo se pri zauZitju, z vdihavanjem prahu in razprSene meglice, v
man;jSi meri tudi v stiku s koZo. Porazdelijo se po vsem telesu vklju¢no z mozgani. Izloc¢ijo se z

zol¢em in urinom.

Selektivna toksi¢nost: piretroidi So mnogo bolj toksi¢ni za insekte kot za sesalce zaradi razlik
v natrijevih kanal¢kih med vrstami. Poleg tega so sesalci zmozni hitre biotransformacije
piretroidov z estersko hidrolizo in/ali hidroksilacijo. Za razliko od sesalcev so vodni organizmi

izrazito obcutljivi na piretrine.

Toksi¢nost: Piretrini in piretroidi se smatrajo za zmerno toksic¢ne. Piretrini so izraziti alergeni
v primerjavi z drugimi insekticidi. Pri astmatikih in drugih atopikih lahko povzrocijo
preobcutljivostno reakcijo. Ta se pri vdihavanju piretrinov lahko kaze kot lokalno drazenje
koze, o€i in sluznic zgornjih dihal, pa tudi spodnjih dihal: kasljanje, dispneja, bolecina v prsih,
napad podoben astmaticnemu. Obstaja navzkrizna reaktivnost pri ljudeh, ki so alergi¢ni na
zvrkljo (plevel, ki raste predvsem v vzhodni in juzni Sloveniji; Zvrklje in krizanteme so v isti

botani¢ni skupini). Za razliko od piretrinov, piretroidi ne povzroc¢ajo alergijskih reakcij.

Simptomi in znaki zastrupitve: po zauzitju vecje koli¢ine piretroidov se pojavijo: slabost,
bruhanje, driska, parestezije, glavobol in omotica, v hujSih primerih pa zaradi prizadetosti
zivénega sistema (vpliv na GABA receptorje) tudi nemir, tremor, ataksija, konvulzije, nezavest

in depresija dihanja.

Zdravljenje: zdravljenje je simptomatsko. V primeru stika s kozo in sluznicami se opravi
lokalna dekontaminacija. Pri zauZitju uporabimo aktivno oglje in odvajalo. Zelodec izpiramo le

v primeru zauzitja vec¢je kolic¢ine koncentriranega pripravka.
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Kroni¢na toksi¢nost: pri kroni¢ni izpostavljenosti piretrinom se lahko pojavi preobcutljivostni
pnevmonitis. Nekateri piretroidi so na listi motilcev hormonskega ravnotezja, vendar njihove

ucinke Se preucujejo. Ravno tako pa je sporna nevrotoksi¢nost nekaterih predstavnikov.

Herbicidi

Selektivni herbicidi delujejo na dolo¢eno rastlinsko vrsto in so za ostale relativno neskodljivi,
uporabljajo se predvsem v kmetijstvu in na domacih vrtov. Neselektivni herbicidi so v uporabi
za ¢is¢enje industrijskih obmodij, Zelezniskih prog ipd. Kontaktni herbicidi unicijo le tisti del
rastline, na katerega ga nanesemo, medtem ko se sistemski absorbirajo preko korenin ali listov
in se po Zilnem sistemu razporedijo po rastlini. Glede na mesto delovanja na rastlini lo¢imo ve¢
skupin: 1) inhibitorji sinteze aminokislin; 2) inhibitorji sinteze lipidov, 3) regulatorje rasti; 4)
inhibitorji fotosinteze; 5) inhibitorji pigmentov; itd. Herbicidi so za ¢loveka razli¢no toksi¢ni.
V strokovni javnosti skrb zaradi toksi¢nosti herbicidov naraS¢a zaradi vse ve¢ primerov

pronicanja teh spojin v podtalnico.

Derivati fenoksiocetne kisline

0 2,4-D (2, 4- diklorofenoksiocetna kislina) je bil eden prvih znanih herbicidov in je v

SirSi uporabi pri gojenju Zita Se danes. Posnema rastlinski rastni hormon auksin,

povzroci nekontrolirano rast in odmrtje rastline.

0 2,4,5-T(2, 4, 5-triklorofenoksiocetna kislina) je malo toksic¢en, vendar je bila uporaba
ukinjena zaradi kontaminacije z 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksinom (TCDD), do
katere pride med proizvodnjo. TCDD je kancerogen, teratogen, imunotoksic¢en in

hepatotoksicen.

24 -D:

Mehanizem delovanja: porusi strukturo in funkcijo celicne membrane; moti celicni
metabolizem; je odklopnik oksidativne fosforilacije. Strukturno je podoben ocetni kislini in je
sposoben tvoriti analog acetil-koencima A. Acetil-koencim A je je vpleten v metabolizem

glukoze in v sintezo holesterola, steroidnih hormonov in ACh. Motnje teh poti so v skladu z
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mnogimi toksi¢nimi uéinki, ki so jih opazili pri sesalcih, npr. spremenjen profil holesterola,
miotonija, sréne aritmije, misicni kréi, imunotoksicnost in nevrotoksi¢nost. Ugotovili so tudi,

da povzroca apoptozo.

Farmakokinetika: dobro se absorbira pri zauzitju, slabse skozi kozo in pri vdihavanju. Veze

se na serumski albumin. Izlo¢i se vecinoma nespremenjen z urinom.
AKkutna toksi¢nost: strupenost pri zauZitju, LDs, (podgane) = 639 mg/kg.

Simptomi in znaki zastrupitve: drazi o¢i in koZo (ne v obliki estrov). Povzroca slabost,
Sibkost, utrujenost, glavobol in v nekaterih primerih nevrotoksi¢nost vklju¢no z vnetjem
zivénih koncicev. Lahko pride do poskodb skeletnih miSic in odpovedi ledvic. Opazili so tudi

vedenjske motnje (zmedenost, agresivnost).
Zdravljenje: simptomatsko.

Kroni¢na toksi¢nost: ni trdnih dokazov, vendar ga povezujejo z ne-Hodgkinovimi limfomi in
amiotrofi¢no lateralno sklerozo (degenerativna bolezen motori¢nih nevronov pri delavcih v
fitofarmacevtskih tovarnah. IARC (2008) 2,4-D ni razvrstil kot za ¢loveka rakotvorno snov.
Obstaja zaskrbljenost, da deluje kot motilec hormonskega ravnoteZja, predvsem zaradi uc¢inkov

na $¢itnico.

Derivati bipiridila

Najpomembnejsi predstavnik je parakvat. Je neselektivni herbicid. Zaradi akutne toksi¢nosti je
njegova uporaba v Slovenije prepovedana. Parakvat v rastlini vezZe proste elektrone, ki
nastanejo med fotosintezo v klorofilu. Pri tem nastanejo prosti kisikovi radikali, ki poSkodujejo

celi¢no membrano.

Mehanizem delovanja: glavni tar¢ni organ parakvata so pljuca. Alveolarne epitelijske celice
tipa I 'in 11 imajo na svoji membrani specifi¢ni transporterje za beljakovino spermin, ki je po
strukturi in velikosti podobna parakvatu, zato lahko prehaja v omenjene celice. Parakvat kot
induktor nastanka prostih kisikovih radikalov (predvsem superoksidnega aniona) posSkoduje

celiéno membrano alveolarnih epitelijskih celic, ¢emur sledi proliferacija fibroblastov in razvoj
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pljuéne fibroze. Ceprav poteka privzem hitro (Vmax je 300 nmol/g pljuénega tkiva/h), se zaéne
proliferacija fibroblastov Sele ve¢ dni po zauzitju, simptomi in smrt zaradi kardiorespiratorne
odpovedi pa lahko tudi po veé tednih. Ceprav ima dikvat enak mehanizem delovanja kot

parakvat, je njegova afiniteta za plju¢no tkivo manjsa.

Farmakokinetika: pri vdihavanju se parakvat slabo absorbira, ker je premer delcev prevelik,
da bi dosegli alveolarno pregrado. Zato so primeri sistemske toksi¢nosti zelo redki. Absorbcija
skozi koZo in z zauzitjem je majhna. Ne glede na pot vnosa, so glavni tar¢ni organ pljuca.
Nalaga se tudi v miSicah, zato lahko parakvat najdemo ve¢ tednov v krvi in urinu. Se ne
razgradi, ampak se reducira v nestabilne proste radikale. Skoraj 100% se ga izlo¢i z urinom v

24 urah.

Akutna toksi¢nost: parakvat je akutno najbolj toksi¢ni med herbicidi, smrtni odmerek

parakvata za ¢loveka je 4 mg/kg telesne mase. Dikvat je manj toksi¢en od parakvata.

Simptomi in znaki zastrupitve: pri zauZitju parakvata nastanejo jedke poSkodbe prebavnega
trakta, spremljajo jih bolecine v zrelu, vzdolZ poziralnika in v Zelodcu. Povzroca slabost,
bruhanje, drisko in bolecine v trebuhu (akutni gastroenteritis). PoSkodbe sluznice so
povrsinske, redkeje pride do perforacije Zelodca in obseznih gastrointestinalnih krvavitev. Dva
do pet dni po zauzitju lahko pride do ledvi¢ne odpovedi in hepatocelularne nekroze. Parakvat je
za ledvica direktno toksicen in povzro€i tubulopatijo, ki je reverzibilna. Nekroza jeter je
centrilobularna in v ve€ini primerov zmerna. Zapoznel razvoj ireverzibilne pljucne fibroze je

odgovoren za slabo prognozo zastrupitve. Tudi umetna ventilacija ne upoc¢asni tega procesa.

Zdravljenje: ukrepi morajo biti hitri. Pomembna je temeljita odstranitev strupa iz prebavil z
izpiranjem Zelodca in ¢revesja in absorpcijo na aktivno oglje. Zaradi akutnega gastroenteritisa
je pomembno nadomescati teko¢ino. Kljub hipoksemiji se moramo izogibati dajanju kisika v
visokih koncentracijah, ker lahko pospesi nastanek pljucne fibroze. Z imunosupresivnim
zdravljenjem s kortikosteroidi in ciklofosfamidom lahko delno zavremo vnetje in zmanjSamo

nevarnost pljucne fibroze.

Kroni¢na toksi¢nost: izpostavljenosti parakvatu lahko sledi parkinsonizem. Parakvat je po
kemijski strukturi podoben MPTM (metil-g-fenil-tetrahidropiridin), za katerega je znano, da

povzroci parkinsonizem pri cloveku.
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Fosfometilne aminokisline
Fosfometilne aminokisline so neselektivni herbicidi s Sirokim spektrom delovanja. Najbolj
znana predstavnika sta glifosat in glufosinat.

Glifosat

Je strukturni analog glicina in inhibitor sinteze aromatskih aminokislin, kar povzro¢i odmrtje

rastline.

Farmakokinetika: pri zauzitju je absorpcija majhna, skozi kozo je absorpcija zanemarljiva.

Vecinoma se izlo€i z urinom v nespremenjeni obliki.

AKkutna toksi¢nost: ni akutno toksic¢en pri zauzitju LDso (podgana) > 5000 mg/kg. Kljub temu
S0 poznani smrtni primeri pri zastrupitvi. Menijo, da so razlog zanje pomozne snovi v

pripravku in ne sam glifosat,

Simptomi in znaki zastrupitve: v stiku z o¢mi povzro¢i konjunktivitis, ¢e o¢i ne speremo pa
tudi reverzibilne poSkodbe roZenice. Pri zastrupitvi z nizkim odmerkom: bruhanje, slabost,
driska in bole¢ine v ustih, zrelu in trebuhu. Pri zmerni zastrupitvi: ulceracije prebavil,
hipotenzija, poskodbe jeter in ledvic. Resna zastrupitev: respiratorna in ledvi¢na odpoved,

konvulzije, koma in smrt.

Zdravljenje: simptomatsko.

Rodenticidi

Prvi rodenticid je bil strihnin, ki so ga uporabili v 16. st. v Nem¢iji. Zaradi njihovega nacina
uporabe (v obliki vab na teZzko dosegljivih mestih) so manj ekolosko obremenilni, vendar lahko

pride do nenamernega zauZzitja.

Antikoagulanti
Med antikoagulante spadajo:

o0 Hidroksikumarini 1. generacije: varfarin
o Hidroksikumarini 2. generacije: brodifakum, bromadiolon, difenakum, flokumafen, ipd.

o Derivati indandionov: npr. klorofacinon.
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Mehanizem delovanja: so kompetitivni inhibitorji encima vitamin K epoksid reduktaze, ki

vitamin K epoksid reducira v njegovo aktivno obliko hidrokinona.

Farmakokinetika: dobro se absorbirajo pri zauzitju, v stiku s kozo in pri vdihavanju.
Razgradnja varfarina in indandionov poteka preko hidroksilacije. Antikoagulanti 2. generacije
se izlo¢ijo v nespremenjeni obliki, razen difenakum, kjer prevladujejo metaboliti. Akumulirajo

se v jetrih in mascevju. Izlocajo se predvsem s fecesom.

Tabela 4: Akutna toksi¢nost antikoagulantov pri zauZitju (pri podganah):

AKTIVNA SNOV LDso [mg/kg]
varfarin 58
brodifakum 0.26
bromadiolon 1.13
difenakum 1.8
flukomafen 0.46
klorofacinon 20.5

Simptomi in znaki zastrupitve: znaki se razvijejo z zakasnitvijo, in sicer en ali ve¢ dni po
zastrupitvi. Simptomatsko se zastrupitev kaze v obseznih krvavitvah (izkasljevanje krvi,

krvavitev iz dlesni in nosu, kri v urinu,...), ki vodijo v hipovolemi¢ni Sok.

Zdravljenje: ob skrajSanju protrombinskega ¢asa pod 50 % je indicirano dajanje vitamina K; S
¢imer omogocimo sintezo koagulacijskih faktorjev. V nujnih primerih ga dajemo intravensko.
Pri hujsih krvavitvah so potrebne krvne transfuzije in dodatno nadomescanje koagulacijskih
faktorjev. Ker se indandioni in antikoagulanti 2. generacije dalj casa zadrzujejo v telesu, poteka

tudi zdravljenje z vitaminom K dalj ¢asa.

Teratogenost varfarina: je dokazano teratogen za ¢loveka. Ucinki: aksialne in apendikularne
deformacije skeleta, hipolasti¢en nos, nenormalnosti o¢i, brahidaktilija, skolioza in

nepravilnosti CZS.
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Alfakloraloza
Mehanizem delovanja: je centralni depresor. Njegov metabolit kloralhidrat se uporablja v
terapevtske namene kot hipnotik, ¢eprav njegove uporabe ve¢ ne priporo¢ajo. Tocen

mehanizem delovanja ni poznan. Verjeten mehanizem je modulacija receptorjev GABA.

Farmakokinetika: hitra absorpcija pri zauzitju. Metabolizem poteka preko kloralhidrata v
trikloroetilen. Prehaja ¢ez posteljico, nahaja se tudi v materinem mleku. Izloc¢a se z urinom in

zol¢em.
AKkutna toksi¢nost: strupenost pri zauZitju, LDs, (podgane) = 300-400 mg/kg.

Simptomi in znaki zastrupitve: depresija CZS, mii¢ne fascikulacije. Smrt nastop zaradi
zastoja dihanja, hipotermije in moten;j srénega ritma. Nezeleni ucinki pri terapevtski uporabi

kloralhidrata so bruhanje, tremor, ataksija, zmedenost ter redko levkopenija in eozinofilija.

Zdravljenje: zdravimo s kisikom, v¢asih je potrebna umetna ventilacija. Zaradi senzitizacije
miokarda za kateholamine je uc¢inkovit propranolol. Nadomestiti moramo tekocino in

elektrolite ob ustreznem odvajanju urina.

Aluminijev fosfid

Mehanizem: kovinski fosfidi (npr. Al, Mg, Zn) takoj reagirajo z vodo (in/ali s HCI v Zelodcu)
da nastane plin fosfin (PH3) (IUPAC: fosfan), ki mo¢no drazi sluznico. Fosfin je zelo reaktiven
in povzroci oksidativen stres, ki vodi v razlicne nespecifi¢ne citotoksi¢ne ucinke. S svojo
vezavo inhibira razli¢ne encime vkljucno z encimi celicnega dihanja (npr. inhibira oksidativno
fosforilacijo). Mo¢no inhibira katalazo kar vodi v akumulacijo H,O, in s tem lipidno
peroksidacijo in denaturacijo proteinov celi¢cne membrane. Redko inhibira citohrom oksidazo
za ve¢ kot 50%, zato klini¢ni znaki niso podobni zastrupitvi s cianidi ali H,S. Posledica
spremenjene permeabilnosti celicne membrane so spremembe v koncentraciji plazemskih
elektrolitov. Spremembe EKG in aritmije so verjetno posledica spremenjenim plazemskih
koncentracij K, Mg in Ca ali pa spremenjenih intracelularnih ionskih koncentracij. Povec¢ano
nastajanje prostih kisikovih radikalov lahko vodi v methemoglobinemijo. Multiorganska
odpoved nastopi verjetno zaradi direktnega citotoksi¢nega uc¢inka. Posledici okvare srca, pljuc
in oZilja sta hipoksija in hipoperfuzija. Zaradi poSkodbe prebavil in plju¢ lahko pride do

infekcije.
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Farmakokinetika: hitra absorpcija pri zauZitju ali vdihavanju. Skozi kozZo je absorpcija
zanemarljivo majhna. Okoli 40% absorbiranega fosfina se izlo¢i z urinom kot fosfit ali

hipofosfit.

AKkutna toksi¢nost: LDsg (zauZitje, podgane) = 11,5 mg/kg. Zelo strupen pri vdihavanju, LCsg
(podgane, 4h) = 0,014 mg/L.

Simptomi in znaki zastrupitve: obicajno se pojavijo v nekaj urah, vendar se stanje mo¢no
poslabsa v prvih 24 ur. Lokalni gastrointestinalni u¢inki so retrosternalna bolecina, bruhanje,
driska in abdominalne bolecine. Multiorganska odpoved z akutno sr¢no odpovedjo, Sokom,
ARDS (sindrom dihalne stiske pri odraslem), akutno ledvi¢no in jetrna odpovedjo vodijo v
smrt. Centralni u¢inki (kr¢i, koma) se pojavijo samo pri resnih zastrupitvah in se lahko pojavijo
sekundarno zaradi multiorganske odpovedi. Direktna toksi¢nost za kardiomiocite v kombinaciji
z acidozo in nenormalnimi koncentracijami elektrolitov (predvsem K, Ca in Mg) vodijo v
aritmije, ki so pogosto letalna komplikacija. Pojavijo se lahko bradiaritmije in tahiaritmije
(atrijske in ventrikularne). Pri zastrupitvah s plinom fosfinom se pojavijo podobni simptomi
kot so opisani zgoraj, le da so bolj izraziti respiratorni u¢inki. Izpostavljenost majhnim
koli¢inam fosfina lahko povzroci drazenje nosne in ocCesne sluznice, kasljanje, glavobol,
utrujenost, slabost, bruhanje in abdominalne bolecine. Pri resni izpostavljenosti se pojavi

dispneja, pljucni edem, sréne aritmije in hipotenzija.

Zdravljenje: podporno zdravljenje z intenzivno kardiovaskularno in respiratorno podporo in
korekcijo elektrolitov. Dajanje kisika mo¢no poveca toksi¢nost fosfina, zato ga dajemo samo
moc¢no hipoksemi¢nemu bolniku z zelo slabo prognozo ali paliativno. Izpiranje zelodca
naredimo pri bolniku, ki je zauzil potencialno toksi¢en odmerek. Specifi¢nega antidota ni.
Acetilcistein je v zivalskih modelih zmanjsal toksi¢nost. Optimalen odmerek naj bi bil podoben

tistemu pri zastrupitvi s paracetamolom.
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4. DELOVANJE ZDRAVIL NA OSREDNJE ZIVCEVJE

Katarina Cerne, Mojca Krzan in Lovro Ziberna

V moZzganih zdravila vplivajo na u¢inkovanje prenasalcev informacij v osrednjem Zivcevju.
Zdravila lahko ucinek prenaSalcev povecajo, kadar jih je premalo (npr. ko zaradi staranja ali
prekrvavitvenih motenj propadajo ziv¢ne celice, ki prenaSalce izlocajo), 0ziroma delovanje

prenaSalcev zmanjSajo, kadar so ti zaradi bolezni prekomerno aktivni. Zdravila lahko tudi

zmanjS$ajo ucinkovanje prenasalcev, kadar je njihovo izlo€anje ali u¢inkovanje prekomerno.

Mesto delovanja vecine zdravil, ki u¢inkujejo na osrednje Zivcevje, je sinapsa.

PRENASALCI V OSREDNJEM ZIVCEVJU

PrenaSalci informacij v osrednjem Ziv¢evju lahko ucinkujejo kot nevrotransmitorji (zelo hitro
milisekunde - sekunde), nevromodulatorji (pocasneje sekunde — minute) ter nevrotrofi¢ni

dejavniki (najpocasneje — ure — dnevi).

Nevrotransmitorji (npr. dopamin, acetilholin, glutamat, noradrenalin in drugi), so molekule, ki
prenasajo informacije iz ene zivéne celice v drugo. Prenasalci se sprostijo iz presinapti¢nih
zivenih celic in se vezejo na post in presinapti¢ne receptorje, jih aktivirajo in sprozijo zaporedje

kemic¢nih reakcij, kar se odraza z u¢inkom prenasalca.

Nevromodulatorji se spro$¢ajo iz ziv¢nih celic in iz celic glije in povzro¢ajo poc¢asnejse pre- in
postsinapti¢ne ucinke. Iste snovi lahko uc¢inkujejo kot nevrotransmitorji in kot

nevromodulatorji (npr. serotonin, dopamin, nevropeptidi, NO).

Nevrotrofi¢ni dejavniki se spros¢ajo predvsem iz celic glije in preko tirozin kinaznih
receptorjev, ki uravnavajo izrazanje dolocenih genov ter nadzirajo rast in dozorevanje razli¢énih

populacij zivénih celic.

Da lahko neko snov poimenujemo prenaSalec, ne sme prehajati skozi krvnomozgansko
pregrado. To pregrado prestopajo predstopenjske molekule, iz katerih se v telesih Zivénih celic
tvori prenasalec; ta se uskladisci v vezikle, ki se nahajajo v blizini zivénih koncicev (v veziklih

so prisotne relativno visoke koncentracije prenasalcev, zascitenih pred encimsko razgradnjo).
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VzdraZenje zivéne celice povzroci, da se iz meSickov v Zivénih koncicih sprosti prenaSalec v
sinapti¢no Spranjo. Vanjo sprosceni prenasalec mora povzrociti odziv na sosednji, t. i.

postsinapti¢ni Zivéni celici.

presinapti¢na Zivcna celica

astrocit
: ;
K+
g < Nat 4
sinteza
j t rt
predstopnja prenasalca transporter - 2 ransporter
2 .
3
receptor
: receptor
] 4
receptor '
ucinek

postsinapticna zZivcna celica

Slika 4.1: Shematski prikaz dogajanj v sinapsi. (1,2) Nevrotransmitor se sintetizira in nato uskladis¢i v
presinapticne vezikle s pomocjo vezikularnih transporterjev. (3) Sprostitev nevrotransmitorja v sinapti¢no $pranjo.
(4) Interakcija nevrotransmitorja s presinapti¢nimi, postsinapti¢nimi receptorji in receptorji celic glije. (5)
Spros€en nevrotransmitor se prenese nazaj v presinapti¢ni nevron in okolisko glijo s pomo¢jo membransko

vezanih proteinov.

Poleg Ze naStetega obstajata Se dva pomembna pogoja za opredelitev prenaSalca v osrednjem

zivéevju. Z vezavo na doloCene postsinapti¢ne in presinapticne receptorje mora povzrociti
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ucinek, a obenem morajo obstajati mehanizmi za odstranjevanje prenaSalca iz sinapti¢ne

Spranje. V fizioloSkih razmerah mora biti ucinek prenasalca casovno omejen.

Dogodki v sinapsi so prikazani na Sliki 4.1.

TVORBA IN SKLADISCENJE PRENASALCEV

Telo Zivene celice sintetizira prenaSalne molekule iz predstopenjskih molekul, ki jih v telo
vnesemo s hrano ali pa nastajajo v telesu. V primeru acetilholina je predstopnja holin,
monoaminski prenasalci nastajajo iz aminokislin tirozina, fenilalanina in triptofana. GABA in

glutamat iz glukoze preko intermediatov Krebosvega cikla.

Na splo$no nevrotransmitorji nastajajo v citoplazmi zivénih celic. Shranjuje se v mesickih, ki
so prisotni v neposredni blizini mesta sproS¢anja. Tak nacin shranjevanja omogoca, da je
prenasalec zasc¢iten pred morebitno encimsko razgradnjo; po potrebi se lahko naenkrat sprostijo
zelo velike koli¢ine prenaSalca v sinapso. Po spros¢anju lahko koncentracija prenasalca v

sinapsi doseZe vrednost 1 M.

Sproscanje prenaSalcev

Spros¢anje prenasalca lahko poteka z eksocitozo; manjse koli¢ine prenasalcev se lahko v

zunajceli¢ni prostor prenesejo prek transportnih proteinov.

Inaktivacija prenaSalcev

Potem ko se je prenaSalec vezal na ustrezne receptor Zivéne celice in prenesel informacijo, se
mora njegovo delovanje ¢im prej koncati, da se prepreci pretirano drazenje. Signal mora biti

zelo natan¢no uravnan — tako glede jakosti kot tudi trajanja.

Odstranjevanje prenasalcev z mesta delovanja in s tem prenehanje njihovega u¢inkovanja

poteka po Stirih mehanizmih:

1. Difuzija — koncentracija prenaSalca, ki je v sinapsi prisoten v visoki koncentraciji (do 1

M), postopoma pade, ker se prenaSalec sCasoma porazdeli v zunajcelicno tekocino.
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Proces je potraten, ker se prenasalci s tem procesom izlo¢ijo in se ne morejo ponovno

uporabiti.

2. Ponovni privzem v zZivéne celice — predvsem monoaminski prenasalci in glutamat se
znova privzame v zivéne celice, iz katerih se je predhodno sprostil. Ta proces

omogocajo transportne beljakovine.

3. Privzem v celice glije — glutamat in histamin se ne privzameta le v ziv¢ne celice,
temvec tudi v astrocite, kjer se lahko s pomocjo encimov razgradijo v neaktivne
metabolite. Glutamat se lahko v astrocitih razgradi v neaktivni glutamin, Ki se sprosti v
zunajceli¢ni prostor, se privzame v zivéne celice, kjer iz glutamina nastane glutamat

(glutaminsko-glutamatni cikel, reciklaza nevrotransmitorja).

4. Encimska razgradnja — vecina prenasalcev se razgrajuje znotrajceli¢no. Izjema je
acetilholin, ki ga razgrajuje zunajceli¢na acetilholin-esteraza v acetat in holin. Slednji se

privzame v Zivéno celico in se uporabi pri sintezi acetilholina.

Na vse omenjene procese, razen difuzije, lahko vplivamo z zdravili. Kot primer bo
predstavljena dopaminska sinapsa, kjer lahko pove¢amo u¢inek endogenega prenaSalca
dopamina oz. poveCamo njegovo sintezo, ¢e zauzijemo predstopnjo v sintezi dopamina (levo-
DOPA); lahko tudi povec¢amo spros¢anje dopamina iz zivénih celic (npr.: amantadin,
metamfetamin, metilfenidat). U¢inek dopamina lahko podaljsamo tudi s tem, da prepre¢imo
njegovo razgradnjo z jemanjem inhibitorjev encima monoamin-oksidaza B.: selegilina in
rasagilina, ali entakapona ter tolkapona, ki zavirata aktivnost encima katehol-O-
metiltransferaze (COMT). Nenazadnje lahko uporabimo agoniste dopaminskih receptorjev
npr.: apomorfin, pramipeksol, ropinirol. Ponovni privzem dopamina lahko zavremo s

kokainom, metilfenifatom in metamfetaminom.

Pretirano delovanje dopamina v osrednjem Ziv¢evju lahko zmanjSamo z uporabo antagonistov
in delnih agonistov dopaminskih receptorjev. Primeri so: klorpromazin, haloperidol in drugi
antipsihotiki razen aripiprazola, ki je delni agonist dopaminskih receptorjev.
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FARMAKOKINETICNE LASTNOSTI ZDRAVIL, KI VPLIVAJO NA OZ

Da lahko zdravilo preide v osrednji Zivéni sistem mora prehajati krvnomozgansko pregrado.
Krvno mozgansko pregrado lahko prehajajo zdravila z difuzijo, olajSanim transportom s
pomocjo prenasalcev, s prehajanjem skozi vodne kanale, aktivnim transportom ter

endo(trans)citozo.

Absorpcija

Z difuzijo skozi membrane lahko v osrednje ziv€evje vstopajo v mascobah topna zdravila npr.
benzodiazepini, barbiturati, antipsihotiki; skozi paracelularne vodne poti vodotopne snhovi z
majhno molekulsko maso; s pomocjo transportnih proteinov lahko v osrednje Ziv¢evje vstopajo
nekatere snovi, ki so nabite: aminokisline, L-dopa, natrijev valproat, vinka alkaloidi; s
transcitozo pa v mozgane vstopajo nekateri protein kot npr. albumin, inzulin in transferin (Slika
4.2).

paracelulamo  transcelularno transporterji receptorska adsorptivna
transcitoza transcitoza

Qlukoza

vodotopne snovi uﬂﬂﬁﬁﬂbﬂt‘ aminokisline inzulin albumini in drugi
e snovi idi transferin mski proteini
. nukleczidi \caoiai vinke HREEIEHL
ciklosporin
AT .
kri 4
tesni stik '
ot N
endateli ;
mofgani 7
astrocit astrocit

Slika 4.2: Nacini prehajanja zdravil skozi krvnomozgansko pregrado.
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Prehod snovi in zdravil v osrednje zi¢evje omejujejo: molekulska masa polarnost in elektricni

naboj.

Distribucija in eliminacija

Porazdelitev zdravil v osrednjem zivcevju je odvisna od krvnega pretoka. Ker je osrednje
zivéevje dobro prekrvljeno, se ve€ina, predvsem v mascobah topnih zdravil hitro porazdeli po
mozganih in u¢inek hitro nastopi, predvsem, ¢e so bila aplicirana intravensko (intravenski
anestetiki). Dobra prekrvavljenost mozganov pa poskrbi tudi za hitro izplavljanje zdravil in
zato je ucinek v osrednjem Ziv€evju ¢asovno omejen. V mascobah topna zdravila lahko dlje
ucinkujejo, ker se nalagajo v mas€obnem tkivu zunaj osrednjega zivcevja, iz tega depoja
ponovno prehajajo v kri in lahko ponovno vstopajo v mozgane (benzodiazepini). Prav tako
lahko centralni ucinek zdravil podaljSajo aktivni metaboliti nekaterih zdravil, ki prehajajo v

osrednje zivcevje (npr. benzodiazepini).

Metabolizem

Zdravila se v osrednjem ziv¢evju le minimalno strukturno spremenijo.

SKUPINE ZDRAVIL, Kl UCINKUJEJO V OSREDNJEM ZIVCEVJU

Zdravila, ki u¢inkujejo v osrednjem zivcevju lahko razdelimo po kemicni strukturi (npr.
benzodiazepini, butirofenoni), po mehanizmu delovanja (inhibitorji monoamino-oksidaze A),
po ucinku na vedenje (halucinogeni, depresorji osrednjega zivcevja), po klini¢ni uporabi

(antiparkinsoniki).

Svetovna zdravstvena organizacija je leta 1967 predlagala naslednjo razdelitev, Ki je povzeta v
tabeli 4.1.
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Tabela 4.1: Pregled zdravil, ki u¢inkujejo v osrednjem Zivcevju.

Skupina zdravil

Opis

Primeri

Splosni anestetiki

zdravila, ki se
uporabljajo za kirursko
anestezijo

inhalacijski anestetiki: fluorirani
ogljikovodiki: izofluran, sevofluran,
desfluran, duSikov oksid; intravenski
anestetiki: propofol, ketamin, etomidat

Anksiolitiki in sedativi

zdravila, inducirajo
spanje in zmanj$ajo
anksioznost

modulatorji receptorja GABA-A:
barbiturati, benzodiazepini (diazepam,
alprazolam, temazepam...),
nebenzodiazepinski modulatorji
receptorja GABA-A (zolpidem,
zaleplon), buspiron

Antipsihotiki

zdravila, ki olaj$ajo
simptome shizofrenije

klasi¢ni antipsihotiki (haloperidol,
klorpromazin), atipi¢ni antipsihotiki
(sulpirid, klozapin, risperidon,
sertindol, kvetiapin, olanzapin,
aripiprazol)

Antidepresivi

zdravila, ki olaj$ajo
simptome depresije

inhibitorji ponovnega privzema
serotonina (fluoksetin, paroksetin,
citalopram, sertralin); inhibitorji
ponovnega privzema noradrenalina
(nortriptilin, maprotilin) neselektivni
inhibitorji privzema (amitriptilin,
klomipramin), inhibitorji ponovnega
privzema dopamina in noradrenalina
(bupropion), antagonisti serotoninskih
receptorjev/inhibitorji ponovnega
privzema serotonina (trazodon),
NaSSAa (mirtazapin) inhibitorji
MAO-A (moklobemid), litij.

Analgetiki

zdravila, ki se
uporabljajo za nadzor
bolecine

narkoti¢ni analgetiki — naravni: morfij,
kodein; sinteti¢ni: petidin, fentanil,
metadon

Stimulatorji 0Z

zdravila, ki povecajo
budnost in povzrocajo
evforijo

amfetamini, kokain, kofein

Psihozomimetiki

zdravila, ki povzrocijo
motnje zaznavanja,
predvsem vidne
halucinacije in vedenje

LSD, meskalin in fenciklidin
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Skupina zdravil

Opis

Primeri

Nootropi¢na zdravila

zdravila, ki izboljsajo
spomin in kognitivne
funkcije

inhibitorji acetilholinesteraze
(donepezil, galantamin, rivastigmin),
antagonisti receptorjev NMDA
(memantin), piracetam, metilfenidat

Nekaterih od centralno delujocih zdravil ni v zgornji klasifikaciji, zato jih navajamo posebe;j

(tabela 3.2.).

Tabela 3.2. Zdravila, ki tudi delujejo v osrednjem zivéevju, vendar niso zajeta v klasifikaciji

WHO.

Skupina zdravil

Opis

Primeri

Antiepilepti¢na zdravila

zdravila, ki preprecujejo
epilepticne napade

inhibitorji natrijevih kanalov:
karbamazepin, valprojska kislina,
lamotrigin, zonisamid fos-fenitoin;
inhibitorji kalcijevih kanalov: etosukcimid;
GABA-ergic¢na zdravila: benzodiazepini:
klonazepam, klobazam, diazepam,
midazolam; barbiturati: fenobarbiton,
primidon; tiagabin, inhibitorji receptorjev
za glutamat; topiramat; ostala: felbamat,
gabapentin, pregabalin, levetiracetam
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Zdravila, ki bodo uporabljena na vaji Neklini¢no preizkusanje zdravil z u¢inkom na
osrednje Zivéevje

Klorpromazin

Sintetiziran leta 1950, zaCetek uporabe 1953.

Farmakodinamika

Mehanizem delovanja: antagonist na naslednjih receptorjih - dopaminskih D2, histaminskih
H1, muskarinskih, adrenergi¢nih a1, serotoninskih 5SHT1 in 5-HT2.

Uc¢inki: izboljsanje pozitivnih (npr. halucinacije, blodnje pogosto preganjalne narave,
stereotipni gibi), ne pa negativnih (npr. pomanjkanje Zelje po stiku z ljudmi, zaduSeno
Custvovanje) simptomov shizofrenije (motnje zaznavanja in misljenja), zmanjSanje gibanja,

antiemeti¢no delovanje.

Nezeleni ucinki: ekstrapiramidni zanki (distonija, parkinsonizem, akatizija, tardivna
diskinezija) posledica zavore dopaminskih receptorjev v nigrostriatni poti; motnje libida,
ginekomastija, galaktoreja (blokada dopaminskih receptorjev v tuberoinfundibularni poti);
antimuskarinski znaki (zamegljen vid, suha usta, sedacija, zmedenost, zaprtje in zadrzevanje
urina); ortostatska hipotenzija in glavobol (blokada adrenergi¢nih receptorjev), sedacija (zavora

histaminskih receptorjev H1) motnje v regulaciji telesne temperature.
Farmakokinetika

Absorpcija: variabilna, neodvisna od prisotnosti hrane. Bioloska uporabnost po zauzitju: 30-
50%.

Distribucija: hiter prehod v osrednje Ziv€evje in skozi posteljico, vezava na albumine v plazmi

95-98%, velik volumen distribucije 17 L/kg.

Metabolizem: obseZen metabolizem prvega prehoda; razgradnja v jetrih prek CYP1A2 in
CYP2D6 v preko 100 razli¢nih aktivnih metabolitov.

Eliminacija: 1 % nespremenjenega, ostalo metaboliziranega z urinom, fecesom, mlekom; t 1,
16-30 h.

Uporaba: v psihiatriji zelo redko, v paliativni medicini kot antiemetik in zdravilo, ki preprecuje

kolcanje.
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Fenobarbiton
Sintetiziran leta 1904, zacetek uporabe 1912.

Farmakodinamika

Mehanizem delovanja: veZe se na podenoto a receptorja GABA-A in podaljSa odprtje kanala

za CI', zaviralec receptorjev za glutamat AMPA, zavora kanalov za Na".

U¢inki: splo$na depresija osrednjega zivcevija.

Nezeleni ucinki: sedacija, zaspanost, drugi centralni u€inki: omoti¢nost, nistagmus, ataksija.
Pri starejSih razdrazenost in zmedenost, pri otrocih paradoksalno povzroc¢a hiperaktivnost.

Redek nezelen ucinek je amelogenesis imperfecta.
Farmakokinetika
Absorpcija: je dobra, bioloSka uporabnost po zauZitju znasa skoraj 90 %.

Distribucija: se hitro razporedi v osrednje zivéevje, vezava na proteine v plazmi 20-45 %,

volumen distribucije 0,60 L/kg.

Metabolizem: razgradnja v jetrih (hidroksilacija) preko CYP2B6, ki ga jemanje fenobarbitona

inducira in konjugacija.
Eliminacija: ty, 2-7 dni. V glavnem se izloc¢a prek ledvic.

Uporaba: antiepileptik pri vecini napadov razen pri absencah, najpogosteje uporabljen

antiepileptik pri otrocih mlajsih od 3 let.
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5. POSKUS NA ZIVALIH - PRIMERI PREIZKUSANJA ZDRAVIL Z DELOVANJEM
NA OSREDNJE ZIVCEVJE

Katarina Cerne

Za uvajanje novih zdravil moramo v predklini¢ni fazi preizkusanja opraviti poskuse tudi na
celi Zivali (in vivo). Za ugotavljanje u¢inkov zdravil na osrednje Zivéevje so na voljo posebni
zivalski modeli, predvsem na podganah in miSih. Lahko si predstavljamo, da pri zivalskih
modelih potrebujemo veliko domiselnosti, da razvijemo test, s katerim lahko ovrednotimo
ucinke na vedenje, kognicijo in custva. Obicajno je za to potrebno vec testov. Poleg
ucinkovitosti pa moramo v predklinicni fazi zdravila preizkusiti tudi glede nevrotoksicnosti, Se
posebej razvojne nevrotoksicnosti, ki je vkljucena v reprodukcijsko Studijo. Centralni ucinki so

med tistimi, katerih preizkuSanje na celi Zivali najtezje nadomestimo z metodami in vitro.

Lociti moramo dva koncepta:

- Zivalski modeli, ki ponazarjajo ¢lovekovo vedenje: predstavljajo modeli, kjer Zivali
nauc¢imo doloc¢enega vedenja, ki ga primerjamo z vedenjem c¢loveka. Pri tem uporabimo
posebne situacije in testne naprave. Ti so uporabni za preucevanje nevrobioloskih mehanizmov

vedenja in kognicije, povezanih s ¢lovekovim vsakodnevnim zivljenjem (ucenje, spomin, itd).

- Zivalski modeli, ki ponazarjajo nepravilnosti v delovanju moZganov ¢loveka:
predstavljajo modeli posebnih stanj, kot so shizofrenija, strah, depresija, amnezija,
Parkinsonova bolezen. To lahko doseZzemo s posebnimi tehnikami poSkodb dolocenih predelov
osrednjega ziv¢evja (npr. Parkinsonova bolezen izzvana z enostranskim (6-
hidroksidopaminski model) ali obojestranskim unic¢enjem substance nigre (model MPTP, 1-
metil,4.fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridun), tretiranjem z zdravili in kemikalijami (npr.:
metamfetamin za shizofrenijo; kainat, NMDA, pilokarpin za epilepsijo) ter z genetskimi

spremembami.

Irwing (1959) je v svojih poskusih dokazal, da mora biti Stevilo zivali v presejalnem poskusu

najmanj tri. Za Studij u¢inkov snovi, ki delujejo na osrednje Zivcevje, je sestavil skalo
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opazovanyj, ki jih je vrednotil od 0 do 8 tock. Pri farmakolosko aktivni snovi mora biti vrednost

posameznega testa vsaj 4, da je snov vredno preizkusati Se napre;j.

Tabela 5.1: Profil delovanja snovi na osrednje zivéevje po Irwing-u

Vedenje Nevroloski profil Profil avtonomnega Toksi¢nost
Zivénega sistema
1.1. Zavest 2.1. Centralna ekscitacija | 3.1. Ocesni znaki LDso
e Zivahnost e preplasenost e premer pupile
e polozaj (lega) e Straubov e odprtina ocesa
zivali fenomen o eksoftalmus
e stereotipija e tremor
e pasivnost e konvulzije .
e uriniranje
1.2. RazpoloZenje e salivacija
e vokalizacija | 2.2. Motoricna e lakrimacija
e nemir nekoordinacija
e razdraZljivost e telesni polozaj - _
e agresivnost e lega udov 3.3. Splosni znaki
e preplasenost e opotekanje J p!loerekC_l_Ja
 nenormalna hoja * hipotermija
e test obracanja e barva koze
1.3. Motoricna (refleks vstajanja) e sr¢na frekvenca
aktivnost e frekvenca dihanja
e spontana
aktivnost 2.3 Misicni tonus
o reaktivnost | yonis udov
e odzivanje na - .
dotik moc¢ oprijemanja
e odzivanje na | tonus abdomna
bolecino
2.4. Refleksi
refleks uhlja
kornealni refleks
fleksorski refleks
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PREIZKUSANJE ANKSIOLITIKOV

Poleg custvene komponente strahu obstajajo tudi merljivi vedenjski in fizioloski ucinki, ki se
pojavijo tudi pri zivalih. Strah izzove vedenjsko inhibicijo kot odgovor na novo situacijo, ko ni

nagrade (a jo zival pricakuje), je ogrozajoca ali boleca.

Zival damo v nepoznano okolje. Obicajen odziv je negibnost telesa za nekaj ¢asa, Geprav je
zival pozorna. Negibnost je posledica strahu. Ce damo Zivali anksiolitik, se ¢as negibnosti
skrajSa.

Pogosto uporabljen test je dvignjen prekrizan labirint (angl. elevated plus maze) (Slika 5.1.)
Naprava je dvignjena in jo predstavljata dve rami, ki sta prekrizani v obliki znaka plus. Dve
strani ene rame sta zaprti, medtem ko sta dve strani druge rame odprti. Zival poloZimo na

presecisce obeh ram in izmerimo, koliko ¢asa je Zival v vsaki rami. Glodavci obi¢ajno raje

izberejo zaprto ramo. Benzodiazepini mocno podaljsajo Cas, ko je zival v odprti rami.

Slika 5.1: Dvignjen prekrizan labirint za preizkuSanje anksiolitikov

Lahko uporabimo tudi test konflikta. Podgano nauc¢imo, da pritisne na palico, da dobi hrano.
Nato vpeljemo element konflikta: zvo¢ni signal, ki mu obcasno sledi "kaznovanje" v obliki
elektroSoka kot dodatek k nagradi v obliki hrane. Normalno zival ne pritisne ve¢ na palico
(vedenjska inhibicija) in se tako izogne Soku, kadar zaslisi zvok. Anksiolitik pa deluje tako, da

zival kljub kazni Se vedno pritiska na palico. Ostala psihotropna zdravila in analgetiki v tem
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smislu niso ucinkoviti. To je dokaz, da anksiolitiki ne delujejo tako, da zvisSajo prag za

boleéino.

V drugih testih lahko agresivno vedenje izzovemo eksperimentalno s poskodbo septuma
mezencefalona ali tako, da mi$ drzimo osamljeno v kletki (miSi normalno Zive v skupini in se
tako pocutijo varne) in nato vpeljemo tujo mis. Anksiolitiki v takSni situaciji zmanjsajo

agresivnost.

PREIZKUSANJE ANTIPSIHOTIKOV

Znatilna lastnost shizofrenije je pomanjkanje 'selektivne pozornosti'. Clovek se hitro navadi na
drazljaj, ki je pogost in nima posledic, in se odzove le na drazljaj, ki je nepri¢akovan ali mocan.
Sposobnost shizofrenega bolnika, da lo¢i med pomembnim in nepomembnim drazljajem, pa je
ocitno prizadeta. Tako denimo tiktakanje ure izzove enako pozornost kot govorjenje prijatelja.
‘Latentna inhibicija' je oblika vedenjskega testa, ki ga uporabljajo kot zivalski model za ta tip
senzori¢ne habituacije. Podgano izpostavimo 'pogojenemu’ drazljaju (kot je zvonec), ki mu
sledi 'nepogojeni’ drazljaj (S0k v noge) in se mu lahko izogne tako, da pritisne palico. Podgana
se hitro naudi, da ko zaslisi zvonec, pritisne na palico. Ce pa je prej veckrat slisala zvonec, ne
da bi mu sledil Sok v noge, bo potrebno ve¢ Casa, da se nauci (latentna inhibicija), ker se je
navadila na zvonec in ga sploh ve¢ ne slisi. Latentna inhibicija je veckrat slabsa pri shizofrenih
bolnikih ter pri zivalih tretiranih z amfetamini ali psihotomimeti¢nimi u¢inkovinami, kot je

LSD, in se ponovno vzpostavi z antipsihoti¢nimi zdravili.

ETICNA VPRASANJA IN POSKUSI NA ZIVALIH

Brez poskusov na zivalih razvoj zdravil §e ni mogoc€. Pri tem ne smemo pozabiti, da poskusne
zivali niso zgolj objekti poskusa, temvec da so subjekti, zato moramo ravnati z njimi primerno,

brez povzroc¢anja nepotrebnih stresov, bolecin ali drugih oblik trpljenja.
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V zadnjem Casu se hitro razvijajo t.i. alternativne metode, katere vodi rdeca nit miselnega

sistematreh R :

Nadomestitev (angl. Replacement): nadomestitev z metodo, ki ne uporablja poskusnih zivali

(in vitro, exvivo, in silico zamenjava)
ZmanjSanje (angl. Reduction):  zmanjSati Stevilo poskusnih Zivali na najmanjSe mozno.

IzboljSanje (angl. Refinement):  z izboljSano tehniko opraviti poskus na zivali tako, da bo
zanesljivo uspel in da bo stres za zival najman;jsi in

najkrajsi.

Ce izvajamo poskuse na Zivalih nam Zakon o za§¢iti Zivali natan¢no doloca pogoje, ki jih

moramo za za$c¢ito Zivali zagotoviti, Ce izvajamo tovrstne poskuse.
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