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POMEN NARAVNIH SPOJIN
V FARMACIJI - NEKOC
IN DANES

Ljudje smo za zdravljenje najrazlicnejSih bolezni ze od ne-
kdaj uporabljali pripravke naravnega izvora. Med najpogo-
stejSe vire naravnih spojin spadajo rastling, zivali in mikrobi.
Sode¢ po ohranjenih dokumentih so ze v Mezopotamiji
uporabljali okoli 1000 razli¢nih snovi rastlinskega izvora,
npr. eteriéno olje cedre, smolo mire (iz drevesa Commip-
hora myrrha) in opij iz makovih glavic (1). V egipCanskem
Ebersovem papirusu izpred 1500 let pr. n. St., ki velja za
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POVZETEK

Spojine, izolirane iz rastlin, zivali in mikrobov, so za
zdravljenje ljudi v uporabi ze od pradavnine. Upo-
raba naravnih produktov pri razvoju novih uc¢inko-
vin je dosegla vrh v letih 1970-1980, v t. i. zlati
dobi antibiotikov. Kljub nekaterim velikim uspehom
so pred nekaj desetletji opazili trend upadanja
vpliva naravnih spojin na razvoj novih ucinkovin. Za
to obstaja veC razlogov, med katerimi je zelo po-
membna uveljavitev nekaterih novejsih tehnologij
za odkrivanje ucinkovin, kamor sodita kombina-
torna kemija in reSetanje visoke zmogljivosti, ki ve-
¢inoma temeljita na sinteznih kemijskih knjiznicah.
Kljub velikim pri¢akovanjem pa omenijeni pristopi
niso prinesli zelenih rezultatov, zaradi Cesar se je v
zadnjem obdobju ponovno obudilo zanimanje za
naravne spojine, s katerimi bi lahko obogatili raz-
nolikost obstojecih kemijskih knjiznic. Za obujeno
zanimanje za naravne spojine je odgovoren tudi
razvoj novih tehnologij, ki omogocajo hitrejSo ana-
lizo in vrednotenje tudi kompleksnejsih naravnih
VZOrcev.

KLJUCNE BESEDE:
bioloska aktivnost, naravna spojina, odkrivanje ucin-
kovin, spojina vodnica, visokozmogljivo reSetanje

ABSTRACT

Compounds isolated from plants, animals and mi-
crobes have been used for the treatment of human
diseases since ancient times. The use of natural
products as sources of new drugs reached its peak
in 1970-1980 in the so-called “golden era of antibi-
otics”. Despite some tremendous successes, in the
last decades, interest in the use of natural com-
pounds for drug design has declined. One of the
possible explanations for this is the introduction of
new technologies in the drug discovery process,
such as combinatorial chemistry and high-through-
put screening, which mostly rely on synthetic chem-
ical libraries. Despite huge expectations, these new
technologies did not have the desired success. Be-
cause of this, in the last years, there is a renewed
interest in natural products, which could enrich the
chemical diversity of the existing chemical libraries.
A further reason for the renewed interest in natural
compounds is the development of new technolo-
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gies that enable the analysis and screening of more
complex natural samples.
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biological activity, drug design, high-throughput
screening, lead compound, natural compound

enega izmed najstarejsih in najpomembnejsin dokumentov
z zbranim znanjem o zdravilnih rastlinah, je dokumentiranih
ve¢ kot 700 pripravkov pretezno rastlinskega izvora (2, 3).
Naravne spojine imajo kljucno vlogo tudi v tradicionalni ki-
tajski medicini in v indijski ajurvedi. Stari Grki in Rimljani so
dosegli velik napredek pri razvoju racionalne rabe zdravilnih
rastlin v zahodnem svetu, v Casu zgodnjega srednjega
veka in srednjega veka pa so obsezno grsko-rimsko znanje
ohranili in nagradili v arabskem svetu (4).

Kljub Siroki uporabi zdravilnih rastlin in njihovih pripravkov
pa so njihove ucinkovine ostale nepoznane vse do osem-
najstega oz. devetnajstega stoletja (1). Sele napredek sod-
obne analizne kemije je omogocil razvoj metod za izolacijo,
¢isCenje in ugotavljanje struktur ucinkovin. Leta 1805 je
nemski farmacevt Friedrich Wilhelm SertUrner iz opija izo-
liral morfin, ki je tako postal prva izolirana spojina narav-
nega izvora, ki se je uporabljala kot zdravilo. Kasneje so
izolirali Se Stevilne druge pomembne naravne spojine, kot
so salicin, strihnin, brucin, kinin, kolhicin, kofein, nikotin,
atropin in kokain (1).

Svetovna zdravstvena organizacija ocenjuje, da se priblizno
80 % ljudi pri zdravljenju Se vedno pretezno zanaSa na me-
tode tradicionalne medicine, kjer imajo najvecjo viogo spo-
jine naravnega izvora. Slednje pa imajo zelo pomembno
mesto tudi v sodobni farmacevtski industriji. Zanimiva je
analiza kemijskega izvora v zadnjem obdobju registriranih
ucinkovin, ki sta jo izvedla Newman in Cragg (5, 6). Ugo-
tovila sta, da je od 1562 majhnih molekul, ki so jih odobrili
za klini¢no uporabo v letih 1981-2014, 33 % ucinkovin bo-
disi nespremenijenih spojin naravnega izvora ali njihovih de-
rivatov. Ostalih 67 % je spojin sinteznega izvora, vendar je
le 35 % popolnoma sinteznih, 1. takih, pri razvoju katerih
kot izhodna ni bila uporabliena spojina naravnega izvora.
Ostalih 32 % je bodisi spojin, ki v svoji strukturi vsebujejo
naravne farmakofore, oponasajo naravni substrat ali pa so
jih odkrili z iskanjem naravnim spojinam podobnih spaojin,
npr. s pomodjo virtualnega reSetanja na osnovi liganda. Ti
podatki kaZejo, da je vpliv naravnih spojin na razvoj ucin-
kovin Se vedno zelo velik.

lzmed vseh terapevtskih podrocij je trenutno v razliénih
fazah raziskav najveC naravnih spojin in njihovih derivatov

s protirakavim in protiinfekcijskim delovanjem. Naravne
spojine so bile osnova za odkritje vecine glavnih skupin an-
tibiotikov, kot so B-laktami, aminoglikozidi, tetraciklini, ma-
krolidi, rifamicini itd. Okrog 70 % vseh protiinfekcijskih
ucinkovin in ve¢ kot 70 % vseh protirakavih ucinkovin je
osnovanih na naravnih spojinah (7).

RAZLOGI ZA UPAD
ZANIMANJA ZA NARAVNE
SPOJINE

Kljub nekaterim velikim uspehom smo pred priblizno 20-25
leti zaznali trend upada zanimanja farmacevtske industrije
za naravne spojine. V zaCetku devetdesetih let prejSnjega
stoletja se je zaCela vecina farmacevtskih podjetij pri odkri-
vanju ucinkovin osredotocati na uporabo novejSih tehnik,
kot sta kombinatorna kemija in reSetanje visoke zmogljivosti
(HTS, high-throughput screening), s katerimi so si obetali
hitrejSo identifikacijo spojin zadetkov. ReSetanje visoke zmo-
gliivosti obsega avtomatizirano testiranje velike knjiznice
spojin z namenom hitrejSe identifikacije spojin z delovanjem
na izbrano biolosko tar¢o. Tradicionalni pristopi, ki so vklju-
Cevali dolgotrajno zbiranje naravnih vzorcey, izolacijo aktiv-
nih spojin iz naravnega materiala in zapleteno ugotavljanje
struktur aktivnih spojin, so postali za farmacevtsko industrijo
manj zanimivi. Poleg tega so knjiznice naravnih spojin pro-
blemati¢ne, ker pogosto vsebujejo zmesi produktov z vec
deset ali sto komponentami ali delno ocis€ene produkte.
Interpretacija rezultatov, doblienih s pomocjo testiranja taks-
nih knjiznic, je zato tezavna. Pogosto tudi struktura spojin
naravnega izvora ni dovolj obstojna za uporabo v bolj zah-
tevnih sistemih za reSetanje visoke zmogljivosti.

Da bi resili te pomanikljivosti, se je vecina farmacevtskih
podietij pred nekaj desetletji usmerila k uporabi sinteznih
kemijskih knjiznic. Vecina prvotnih sinteznih kemijskih knjiz-
nic je imela veliko slabosti, saj so bile prevelike in so vse-
bovale spojine, ki so si bile strukturno prevec podobne in
niso imele ustreznih lastnosti, da bi jin lahko razvili do spojin
vodnic (8). Pogosto so taksne knjiznice pridobili s pomodjo
kombinatorne kemije, ki pa je primerna le za omejen nabor
kemijskih reakcij, zaradi Cesar so si bile razli€ne knjiznice
med seboj precej podobne. Testiranje sinteznih knjiznic
zato ni prineslo Zelenih rezultatov (9).

Zaradi upada Stevila novih ucinkovin na trgu, tudi kot po-
sledica uporabe omenjenih strategij, se je v zadnjem Casu
razvoj usmeril k nacrtovanju knjiznic, ki vsebuijejo bolj pre-
mislien nabor manjSega Stevila strukturno bolj raznovrstnih
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spojin. Pri tem so velik pomen ponovno dobile spojine na-
ravnega izvora ali spojine, ki vsebuijejo strukturne frag-
mente, ki so prisotni v naravnih spojinah. Testiranje knjiznic
spajin, ki so osnovane na spojinah naravnega izvora, se je
izkazalo za veliko bolj uspesen pristop. Napredek tehnik,
kot so tekocCinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC),
jedrska magnetna resonanca (NMR), masna spektrometrija
(MS), in skloplienih tehnik, kot je HPLC-MS danes omogo-
¢ajo CiSCenje in karakterizacijo tudi kompleksnejsih vzorcev
in s tem hitrejSo izolacijo Cistih spojin naravnega izvora (10).

LASTNOSTI SPOJIN
NARAVNEGA IZVORA IN
NJIHOVA BIOLOSKA AKTIVNOST

3.1. SEKUNDARNI METABOLITI

Biolosko aktivne naravne spojine pogosto spadajo v sku-
pino sekundarnin metabolitov. To so organske spojine, ki
SO prisotne v organizmu, vendar niso neposredno udele-
zene v procesih rasti, razvoja in razmnozevanja (11). Naj-
pogosteje imajo sekundarni metaboliti klju¢no viogo pri
zascCliti in prezivetju organizma (12). Proizvodnja teh kom-
pleksnih in pogosto toksi¢nih spojin se je med evolucijo
razvila za zaScito pred predatorskimi organizmi ali pa kot
sredstvo za lovljenje plena. Primer taksnih organizmov so
npr. morski polzi iz rodu Conus, ki s pomocjo toksinov, ki
jih proizvajajo, omamijo svojo zrtev (13), ali pa mikroorgan-
izmi, ki v svojo okolico izlo&ajo antibiotike. Podoben pojav,
imenovan alelopatija, poznamo tudi pri rastlinah, kjer te v
okolico spros¢ajo toksiCne snovi, s katerimi zavrejo rast
drugih rastlin v svoji okolici (4).

3.2. KEMIJSKA RAZNOLIKOST SPOJIN
NARAVNEGA [ZVORA

Eni izmed glavnih prednosti spojin naravnega izvora pred
majhnimi molekulami nenaravnega izvora sta njihovi velika
kemijska raznolikost in velika specificnost delovanja. Nara-
vne spojine imajo pogosto vecjo molekulsko maso, vecje
Stevilo stereogenih centrov, vecjo prostorsko kompleksnost
in vecjo fleksibilnost kot vecina majhnih molekul, ki so pri-
sotne v obi¢ajnih kemijskih knjiznicah. Zanimiva je primer-
java med fizikalno-kemijskimi lastnostmi uc¢inkovin v Klini¢ni
rabi in lastnostmi spojin naravnega izvora. Ucinkovine v
povpredju vsebujejo vedje Stevilo dusikovih in zveplovih
atomov ter halogenov, medtem ko naravne spojine vsebu-
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jejo vec kisikovih atomov. Naravne spojine vsebujgjo v pov-
precju vedje Stevilo akceptorjev in donorjev vodikovih vezi,
nizje razmerje med Stevilom aromatskih obrocev in Stevilom
heteroatomov in SirSo porazdelitev molekulskih lastnosti,
kot so molekulska masa, porazdelitveni koeficient (logP)
ter vecji nabor razli¢nih obro¢nih sistemov (14). U¢inkovine,
ki so trenutno v klini¢ni praksi, vsebujejo manj kot petino
obro¢nih sistemoy, ki jih lahko najdemo v naravnih spoji-
nah. Kljub temu pa je zanimiva ocena, da je trenutno na
trgu le 10 % spojin naravnega izvora, ki imajo dve ali ve¢
krSitev pravila petic po Lipinskem (15), kar je enako kot pri
ucinkovinah nenaravnega izvora (16, 17).

3.3. IZVOR BIOLOSKE AKTIVNOST!
SPOJIN NARAVNEGA IZVORA

Ena izmed razlag, zakaj ima tako veliko Stevilo spojin narav-
nega izvora bioloske ucinke na ljudeh, je vpliv dolgotrajnega
sobivanja organizmov znotraj istih bioloskin skupnosti. Med
evolucijo so organizmi, ki so ziveli in se razvijali v istih okoljih,
razvili spojine, ki so vplivale na bioloske procese sosednjih
vrst. Ce so se te spojine izkazale kot uinkovite v evolucij-
skem boju za obstanek, so se ohranile in v tisoCletjih Se op-
timizirale. Ker je Cloveska fiziologija v veliki meri podobna
fiziologiji drugih zivali, ni presenetljivo, da te spojine izkazujejo
bioloSke ucinke tudi na ljudeh (1).

Naravne spojine pogosto vsebuijejo t. i. privilegirane struk-
turne elemente, ki tvorijo interakcije s Stevilnimi bioloSkimi tar-
¢ami. Napredek genomike in strukturne biologije je pokazal,
da je Stevilo razli¢nih poznanih proteinskih zvitij veliko manjse,
kot je ocenjeno Stevilo vseh razliénih druzin proteinov. Struk-
turni motivi so v proteinih pogosto ohranjeni kljub temu, da
obstaja le majhna podobnost v aminokislinskin sekvencah.
Poleg tega imajo lahko podobna proteinska zvitja v razlicnih
proteinih razlicno funkcionalno viogo. Ker se naravne spojine
zaradi evolucijske prilagojenosti dobro vezejo na te ohranjene
strukturne elemente v proteinih, obstaja velika verjetnost, da
bodo delovale na razli¢ne bioloske tarée (18). Dobra lastnost
spaojin naravnega izvora kot spojin vodnic je tudi ta, da imajo
kot produkt naravnega metabolizma vecjo verjetnost, da
bodo substrati za razlicne transporterske sisteme, kar jim
omogoca, da lazje pridejo na mesto svojega delovanja (5).

3.4. PREPRECEVANJE INTERAKCIJ
MED PROTEINI

Zaradi svoje zgradbe in evolucijske prilagojenosti so spo-
jine naravnega izvora primerne tudi za modulacijo ozi-
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roma zaviranje interakcij med razli¢nimi proteini. Za inte-
rakcije med proteini so znadilne velika sti¢na povrSina in
Stevilne interakcije, zaradi Cesar je doseganje visokih ve-
zavnih afinitet z majhnimi spojinami tezko. Zaradi svoje
velikosti in kompleksne zgradbe imajo spojine naravnega
izvora velik potencial za zaviranje teh interakcij in s tem
za razvoj spojin z delovanjem na procese, kot so imunski
odziv, celi¢no signaliziranje, medceli€no prepoznavanije,
mitoza in apoptoza. Primeri uspesnih spojin naravnega
izvora, ki zavirajo interakcije med proteini, ki sodelujejo
pri prevajanju signalov in aktivaciji limfocitov T, so npr.
spojine takrolimus (FK506) (19), askomicin (20) in rapa-
micin (21). Stevilne spojine naravnega izvora in njihovi de-
rivati zavirajo interakcije med proteini, ki sodelujejo pri
procesih polimerizacije mikrotubulov, npr. rastlinski deri-
vat paklitaksel, derivat iz morskih spuzev diskodermolid
(22), vinka alkaloidi, spongistatin (23), kolhicin in epotilon
A (24).

POSTOPEK ODKRIVANJA
UCINKOVIN IZ NARAVNIH
VIROV

Nacrtovanje ucinkovin iz naravnih virov obsega vec¢ po-

membnih korakov. Prvi je nabiranje materiala (A), pri Cemer

je pomembno, da nabiralec uposteva vse veljavne eti¢ne
smernice in mednarodne sporazume. Nato je potrebno

SpOjino iz materiala naravnega izvora na ustrezen nacin izo-

lirati (B), za kar najpogosteje uporabliamo ekstrakcijo. Sledi

presejalno testiranje (C), ki ga lahko izvedemo s Cistimi spo-
jinami ali surovimi frakcijami. Na podlagi presejalnega te-
stiranja je nato potrebno ugotoviti, katera frakcija vsebuje
aktivno komponento, ter jo v nadaljevanju izolirati in ocistiti.

Sledi ugotavljanje strukture spojine (D) in njeno nadaljnje

vrednotenje (4).

A) Za nabiranje naravnega materiala nekdaj ni bilo potre-
bno pridobiti mednarodnih soglasij, zaradi Cesar je pri-
Slo na svetovni ravni do siromaSenja biotske
raznovrstnosti. Da bi zavarovali pravice drzav izvora
in za&cCitili biotsko raznovrstnost, je v devetdesetih
letih prejSnjega stoletja mednarodna skupnost spre-
jela Konvencijo o bioloSki raznovrstnosti (CBD). Kon-
vencija opozarja, da naravni viri niso neomejeni in
stremi k njihovemu ohranjanju.

B) Izolacija bioloSko aktivnih spojin iz naravnega mate-
riala je zahtevna naloga, zlasti Ce so te prisotne v zelo

majhnih koncentracijah. Pogosto aktivha komponenta
predstavlja manj kot en odstotek mase surovega ek-
strakta. Kljub velikemu napredku separacijskih tehnik
sta izolacija in &iS¢enje Se vedno med Casovno najbolj
potratnimi stopnjami. Klju¢nega pomena za usmerja-
nje izolacije je, da imamo na razpolago ustrezen in po-
novljiv bioloski test, s katerim lahko ugotovimo, v
kateri frakciji se nahaja aktivna komponenta. Najpo-
gostejsi in najbolj enostaven nacin izolacije spojin iz
naravnega materiala je ekstrakcija. V primeru mikro-
bov in morskih organizmov ekstrakcijo navadno izve-
demo s celimi organizmi, pri rastlinah, ki imajo bolj
definirane dele, pa lahko iz ene rastline odvzamemo
veC vzorcey, ki jih analizicamo posami¢no. Postopki
ekstrakcije se razlikujejo glede na vrsto vzorca in zah-
teve kasneje uporabljenega bioloSkega testa. Najeno-
stavnejSi primer je ekstrakcija z nizjimi alkoholi
(metanol, izopropanol), pogosto pa uporabljamo me-
todo ekstrakcije po stopnjah, kjer postopoma pove-
Cujemo polarnost topila in na ta nacin selektivho
izoliramo spojine z razlicno polarnostjo (25).

C) K uspehom pri raziskovanju naravnih virov je ogromno
pripomogel tudi razvoj robustnih in visokozmogljivih
presejalnih testov. Visokozmodgljivi testi, kjer lahko te-
stiramo veliko Stevilo vzorcev v zelo kratkem Casu,
postajajo cenegjsi in niso veC dostopni le za veliko far-
macevtsko industrijo. Ker so izolacija, &isCenje in
strukturna karakterizacija produktov naravnega izvora
zelo zahtevni, ¢asovno potratni in dragi, se razisko-
valci pogosto posluzujejo vrednotenja surovih zmesi
spojin, pridobljenih s pomodjo ekstrakcije naravnega
materiala. TakSna testiranja so imela v preteklosti
slabse rezultate, napredek novih tehnologij pa obeta
vecje uspehe tudi na tem podrocju. K temu lahko pri-
pomore tudi, da iz surovih ekstraktov predhodno od-
stranimo spajine, ki bi lahko motile bioloski test, kot
so polifenoli in tanini.

D) Hitrost in natan¢nost analize tudi bolj kompleksnih
molekul sta v zadnjih letih dozivela ogromen napre-
dek, predvsem zaradi hitrega razvoja novih spektro-
skopskih tehnik, kot so tehnike ve&dimenzionalne
NMR. Obcutljivost tehnik NMR se je mo¢no povecala
zaradi uporabe moc&nejsSih magnetov in tehnologije
mikroprob. Te tehnike so zmanjSale potrebne koliine
vzorca za ugotovitev strukture na manj kot miligram.
Pri ugotavljanju strukture je klju¢nega pomena tudi
dolocCitev molekulske formule, za kar najpogosteje
uporabliamo masno spektrometrijo visoke locljivosti
(HRMS) (26). Z uporabo kombinacije opisanih tehnik
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je mogocCe ugotoviti strukturo neznanega vzorca z

maso, manjSo od enega miligrama.
Ce se dologena spojina v biologkih testih izkaze za udin-
kovito, se pojavi potreba po vecjih koli¢inah naravnega ma-
teriala. Tega je mozno pridobiti bodisi s kultivacijo rastline
ali morskega organizma ali, v primeru mikrobnega pro-
dukta, s fermentacijo. Ce je struktura primerna za kemijsko
sintezo v vecjem merilu, je mozen tudi razvoj delne ali to-
talne sinteze. Eden izmed nadinov za pridobivanje zados-
tnih koli¢in rastlinskega materiala je tudi razvoj rastlinskih
tkivnih kultur (27), kar zaradi ekonomskih razlogov zaenkrat
Se ni razSirjeno.

SKLEP

Spojine naravnega izvora so bile v preteklosti nedvomno
najpomembnejSi vir spojin vodnic za razvoj novih ucinkovin.
Pred mnozi¢no uporabo metod reSetanja visoke zmodglji-
vosti je bilo 80 % ucinkovin na trgu naravnega izvora ali pa
narejenih po vzoru naravnih spojin (28). Zaradi tezke do-
stopnosti so do sedaj raziskali le majhen delez vseh narav-
nih virov. Ocenjujejo, da so analizirali le okrog 10 %
poznanih rastlinskih vrst in manj kot 1 % bakterij. Trenutne
raziskave kazejo, da bodo imeli v prihodnosti zelo pomem-
bno vlogo tudi morski organizmi (5). Spojine naravnega iz-
vora bodo imele tudi v prihodnosti pomembno vlogo pri
razvoju novih ucinkovin, saj Ze zaradi svojega izvora zav-
zemajo biolosko zelo pomemben kemijski prostor. Tehnicni
problemi, povezani z uporabo naravnih materialov, posta-
jajo z uvedbo novejsih tehnologij vse manjsi, k razvoju tega
podrocja pa bo zagotovo pripomogel tudi napredek geno-
mike, proteomike ter sintezne in analizne kemije.
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