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18. marca 2010 smo slovenske farmacevtke in farmacevti zopet praznovali: Slovensko
farmacevtsko drustvo je prislo v zrela leta. Kako je potekala proslava ob Sestdesetletnici
ustanovitve, si poglejte v Farmacevtskem vestniku.

Marca leta 2000 je AmeriSko zdruzenje javnih lekarn, skupaj z AmeriSkim zdruzenjem za
klinicno farmacijo izdalo stratesko publikacijo s pomenljivim naslovom: »Bela knjiga o
prihodnosti farmacije«. V publikaciji, ki je bila predstavljena sirom po strokovnem svetu,
opisujejo naslednje desetletje (torej od leta 2000 do leta 2010) kot prihodnost za premik
farmacije od zdravila k bolniku, saj naj bi bil zaradi hitrega razvoja spremljajoce
informacijske tehnologije in novih pristopov v farmaciji in medicini, farmacevt porinjen v
ospredje oziroma postal komplementaren zdravniku. Edini pogoj, da bi to dosegli, je
visoka usposobljenost farmacevtov, zato sta natanéno pred desetimi leti obe zdruzenji
pozivali k skladnemu sistemu osnovnega in dodatnega izobrazevanja farmacevtov.
Kon¢ni cilj, ki so ga zapisali najuglednejsi slani obeh zdruzenj, naj bi bil visoko izobrazen
farmacevt, sposoben komplementarnega predpisovanja zdravil, na osnovi podane
zdravnikove diagnoze. In kje smo danes, v svetu in Sloveniji? Kolegi v ZDA realno
ugotavljajo, da so bili cilji pred desetletjem sicer dobro zastavljeni, a je deset let za
dosego cilja prekratka doba. V Sloveniji pa ugotavljamo, da smo pri razvoju farmacije v
povezavi z neposrednim stikom z bolnikom, Se vedno v sekundarnem planu, pri c¢emer
upada zaupanje bolnikov do farmacije, saj so pri¢e neprestanih in novih afer. Kaj se mora
spremeniti, da bomo dosegli vsaj prvo stopni¢ko k kondnem cilju? Zal se vedno bolj
obnagamo po reku, ki je v zadnjem &asu zopet aktualen: »Viada ostaja. Ce ne moremo
spremeniti vladarja, zamenjajmo ljudstvo«. Bomo torej zamenjali bolnike? Ali pa
odgovorno pristopili k izgradnji visokostrokovnega farmacevta, ki bo imel dovolj
kompetenc, ¢asa in znanja za dosego ciljev »bele knjige«? Odlocitev je v nasih rokah.

V tekoCi Stevilki Farmaceviskega vestnika lahko preberemo clanek o fotodinami¢nem
zdravljenju tumorjev z nastankom reaktivnih kisikovih radikalov, ki delujejo neposredno ali
posredno na tumor.Temu sledita dva pripevka kolegov farmacevtskih tehnologov, in sicer
o mikrobioloski kakovosti farmacevtskih izdelkov in o novem tehnoloSkem postopku
pridobivanja kokristalov zdravilne uc¢inkovine in ene od pomoznih snovi, ki omogocajo
optimiranje fizikalnokemijskih lastnosti konénega zdravilnega pripravka. Kolegica Martina
Hrast in izr.prof.dr. Ales Obreza sta pripravila pregled vioge silicijevih spojin v Zivih
organizmih, zadnji prispevek pa nas popelje v sodobno pridobivanje mati¢nih celic iz
mascobnega tkiva, kar je gotovo eno od podrocij, ki zadevajo sodobno farmacijo in
medicino.

Prof.dr. Borut Strukelj
Odgovorni urednik
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60. obletnica Slovenskega
farmaceviskega drustva

Ple¢nikova dvorana Hotela Mons v Ljubljani je bila v Cetrtek, 18. marca
2010 zvecCer premajhna za vse, ki so se zeleli udeleziti praznovanja 60.
obletnice Slovenskega farmacevtskega drustva. Drustvo je praznovalo
ta jubilej v razcvetu pomladne svezine, meseca marca, tri dni pred
koledarsko pomladjo. To ni nakljucje. Je simbol stroke, ki se izredno
hitro razvija, da lahko pomaga ¢loveku, h kateremu je usmerjena.

Ob jubilejih se spominjamo tistih, ki so najbolj zaznamovali nek ¢as, ki
so zasluzni za razvoj in uspehe. Kot izraz spostovanja in v zahvalo za
dolgoletno sodelovanije je izvr$ni odbor Drustva ob praznovanju jubileja
poklonil ¢lanom koncert glasbne skupine EROIKA. Trije izjemni
vokalisti, zbrani v tercetu Eroika MatjaZz Robavs (bariton), Aljaz Farasin
(tenor) in Metod Zunec (tenor) so klasié¢no izobrazeni in $olani pevci, ki
so navdusili okoli 630 udelezencev praznovanija.

| V4

Zadnje desetletje zgodovine Dru$tva so na prireditvi opisali

predsedniki, ki so v tem obdobju vodili Slovensko farmacevtsko drustvo
(na sliki spodaj). Magistra Andreja Cufar je predstavila dejavnost
drustva v prvih letih tega desetletja, dr. Matjaz Jeras obdobje od 2003
do 2007, medtem ko se je dr. Gasper Marc dotaknil tudi prihodnosti.
Njihove govore v celoti objavljamo.

Za sprodceno vzdu§je je poskrbel voditelj praznovanja, gledaliski
igralec, Ga$per Tic¢.

LW NNV

b

Strokovni interes na eni strani in druzabni na drugi, so glavna
motivacija, da ¢lani ostajajo zvesti Drustvu ali se odlocijo za Elanstvo.
Materialna podpora vseh farmacevtskih ustanov, ki so razumele ta
interes, je omogocila delovanje in razvoj drustva v preteklosti. Za
razumevanje se vsem iskreno zahvaljujemo. Posebna zahvala pa gre
vsem sponzorjem, ki so podprli slavnostno prireditev ob 60. obletnici:

(T4 KRKN

& ek

¢lan skupine Sandoz

dvajset let
zdravih vrednot

®MEDIS

Praznovanje 60-letnice so podprli tudi

Kemofarmacija, Salus, Bayer HealthCare, Berlin-Chemie, Medias Int.,
Pfizer, Farmadent, Grunenthal, Janssen-Cilag.
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Govori predsednikov SFD

SFD od 2001 do 2003

Preselitev v
lastne prostore
Slovenci smo znani
po tem, da nismo
radi najemniki,
ampak si Zelimo
imeti  svoje lastno
stanovanje ali hiso.
Po statisti¢nih
podatkih  tako v
Sloveniji v primerjavi
z drugimi evropskimi
drzavami  najveciji
delez prebivalstva
zivi v lastnih stanovanjskih kapacitetah. Ni torej ¢udno, da smo si
farmacevti zeleli imeti svoj lasten »dom« tudi za nase Drustvo. 24 let
je trajalo od ideje za nakup lastnih prostorov do njene realizacije. V
tem desetletju Drudtvo prvi¢ v svoji zgodovini deluje v lastnih
prostorih.  Materialno osnovo, ki je omogocila nakup, je Drustvo
ustvarilo s svojimi projekti. Pomemben delez, ki je zlasti omogogil
dokoncanje projekta, pa smo prispevali ¢lani Drustva z donacijami.
Prostovoljno smo prispevali 3,4 % vrednosti prostorov. Najvecji med
donatorji je bil pokojni prof. Dusan Karba, prvi in dolgoletni
predsednik SFD, ki je tudi prerezal trak ob otvoritvi novih prostorov, 1.
oktobra 2001. Z novimi prostori so se pogoji za delo Drustva bistveno
izboljsali.

Mednarodna dejavnost

SFD je danes mednarodno prepoznavna strokovna organizacija,
zlasti na podroc¢ju farmacevtskih znanosti, kjer delovanje poteka v
tesnem sodelovanju s Fakulteto za farmacijo. Vpetost v mednarodno
okolje omogoca S&tevilnim strokovnjakom, da predstavijo svoje
dosezke mednarodni strokovni javnosti, izboljSa se izmenjava mnenj
in pretok informacij, na ta nacin pa se je vzpostavilo tudi sodelovanje
z uveljavljenimi raziskovalnimi ustanovami iz tujine.

Mejnik v organizaciji drustvenih strokovnih prireditev predstavlja
mednarodna konferenca Evropskega drustva klini¢nih farmacevtov o
farmacevtski skrbi za bolnike po odpustu iz bolniSnice, ki jo je SFD
organiziralo maja 2002 pod vodstvom prof. dr. Stanislava Primozi¢a in
z veliko podporo prof. dr. Franca Kozjeka. Z organizacijskega vidika
je bila konferenca izjemno zahtevna. Tistega leta je drustvo vse ostale
aktivnosti podredilo organizaciji te konference. Celo tradicionalni
majski simpozij se je leta 2002 preselil v jesenski ¢as na Pohorje.
Pridobljene izkusnje pa so bile zelo dragocene in so v celoti odtehtale
vlozene napore. Konferenca je tudi spodbudila organizacijo u¢nih
delavnic, prvi¢ ze jeseni istega leta v sklopu simpozija o protokolih za
samozdravljenje.
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Nasploh je bil zacetek tega tisolletia za mednarodno dejavnost
drustva zelo pomemben. Poleg prej omenjene konference je maja
2003 v Portorozu potekal Se kongres Evropskega zdruzenja Studentov
farmacije — EPSA; septembra 2003 v Ljubljani pa pod okriljem
Evropske federacije farmacevtskih znanosti - EUFEPS 5.
Centralnoevropski  simpozij iz farmaceviske tehnologije in
biotehnologije, katerega pripravo je vodil prof. dr. Ales Mrhar.

ZaloZnistvo in promocija stroke

Neprekinjeno, ze 61. leto izdaja Drustvo svoje glasilo Farmacevtski
vestnik, ki ga prejemajo vsi ¢lani drustva. Od leta 1998 skrbi za
vsebino odgovorni urednik prof. dr. Borut Strukel).

Samozdravljenje je eno izmed podrocji, na katerih farmacevti lahko
zelo suvereno nastopamo in je kot tako izrednega pomena tudi za
promocijo poklica farmacevta. Ta pomen je prepoznalo tudi SFD, ki je
spomladi 2001 na Brdu pri Kranju organiziralo posvet o
samozdravljenju. Ob tem velja posebej izpostaviti zbornik, ki so ga ob
posvetu pripravili farmacevti in v katerem je predstavljena celotna
simptomatika, za katero je takratna zakonodaja predvidela moznost
samozdravljenja. Leto kasneje so bili na simpoziju ob redni letni
skup&cini predstavljeni in objavljeni v Farmaceviskem vestniku
protokoli za samozdravljenje nekaterih simptomov, ki jih je kasneje
verificirala tudi LekarniSka zbornica Slovenije.

Podroéje zakonodaje

Po dolgih in v javnosti zelo odmevnih razpravah, je drzavni zbor junija
2003 konéno potrdil Pravilnik o razvr$€anju, predpisovanju in
izdajanju zdravil za uporabo v humani medicini, ki je po zaslugi
uspesdnega lobiranja lekarniskih farmacevtov na ¢elu z LZS, vpeljal
doloc¢ilo o zamenljivih zdravilih.

Druzabni dogodki

Poseben pecat dajejo Drustvu druzabni dogodki. Veliko jih
organizirajo podruznice. Leta 1996 je Mariborska podruznica prvic
organizirala FarmaSki, leto pozneje je Celjska podruznica pripravila
teniski turnir, iz katerega so se kasneje razvile Sportne igre. Zelo
razgiban druzabni program realizira seniorska sekcija, sledi ji sekcija
farmacevtskih tehnikov, nekaj druzabnega programa je vklju¢eno v
programe strokovnih sre¢anj SFD.

Eden izmed druzabnih dogodkov, pomembnih za celotno drustvo, je
bil farmacevtski ples. Ta je leta 2001 potekal v Celju in leta 2004 v
Ljubljani, kasneje pa je ta druzabna dejavnost Drustva zamrla. Kdo
ve, zakaj? Morda pa se farmacevti raje udelezujemo tistih plesov, na
katerih drugi plesejo tako, kot mi godemo!?

Asist. mag. Andreja Cufar, mag. farm. spec.
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Rosnih Sestdeset let SFD - obhdobje od 2003 do 2007

Drage kolegice in kolegi, spostovani gostje!

Obstoj in delovanje SFD sta, ne glede na letnico, ki jo danes
obelezujemo nekako brez¢asna, v vsakem ¢asovnem preseku mlada,
polna zivljenske energije, usmerjena v prihodnost na temelju dosezkov
in izkuSenj preteklosti ter seveda klju¢no in usodno odvisna od
aktivnosti njegovih ¢lanov. Drustvo omogoc¢a kar najsirSe zdruzevanje
interesov, in sicer znotraj posameznih podruznic, ki delujejo regionalno,
kot tudi v obliki razliénih strokovno profiliranin sekcij. Clani SFD
zastopajo celo paleto strokovnih in poslovnih aktivnosti farmacevtov,
kar je izjemno bogastvo naSe stroke. Ta S$irina je posledica
interdisciplinarnosti pridobljenega znanja, tako tistega v okviru
zahtevnega in visoko kakovostnega Studija kakor tudi tistega, ki ga
pridobimo kasneje, ko delujemo in se strokovno uveljavljamo ter kalimo
na najrazlicnejsih delovnih mestih. S tem, ko se ¢lani SFD izkazujemo
na zelo razli¢nih podrocjih, se krepita prepoznavnost in ugled
farmacevtov kot pomembnih zdravstvenih delavcev, uglednih
strokovnjakov, razvojnikov in znanstvenikov ter nenazadnje tudi
uspesnih menedzerjev. Stroka, ki je sposobna pokrivati tako Siroka in
raznolika podrocja je ziva, propulzivna, optimisticna, ponosna na
dosezke preteklosti in sedanjosti, obenem pa tudi kriti¢na do zamujenih
in ne v celoti dosezenih ciljev ter trdno usmerjena v prihodnost, z vsemi
izzivi, ki jih ta prina8a. Danes smo se zbrali tukaj zato, da Se enkrat ve¢
obelezimo te vrednote in izrazimo naso neomajno zavezo, da bomo s
skupnimi moc¢mi tudi vnaprej skrbeli zanje.

Imel sem ¢Cast, da sem bil na elu SFD dva mandata, in sicer od leta
2003 do leta 2007. S tem sem prevzel dosezke in usmeritve svojih
uglednih predhodnikov, poleg tega pa tudi veliko odgovornost. Zame
je bila to iziemna osebna izkusnja, ki me je Se bolj zavezala stroki in me
povezala s Stevilnimi kolegicami in kolegi, s katerimi Se naprej gojim in
razvijam pristne prijateljske in strokovne vezi. Prav je, da ob tej
slavnostni priloznosti izpostavim nekaj najpomembnejsih mejnikov in
dosezkov, ki smo jih v tem obdobju dosegli skupaj:

Tako smo leta 2004 poskrbeli za zunanjo revizijo poslovanja SFD in
skladno z izsledki spremenili in dopolnili vse drustvene akte.

Leta 2003 je Sekcija farmacevtov javnih lekarn pri¢ela z izvajanjem
svojih rednih letnih simpozijev, dve leti kasneje pa ob tem organizirala

Se Dan lekarn, in sicer septembra, takrat, ko godujeta zavetnika
zdravstva, Sv. Kozma in Damijan. Dan lekarn je postal tradicionalen,
zelo prepoznaven in odmeven dogodek v $irsi javnosti, ki ga vedno
spremlja tudi priprava poljudnih strokovnih brosur z aktualnimi
vsebinami. Kot tak predstavlja izjemno priloznost za promocijo nase
stroke.
Pomemben mejnik predstavlja ustanovitev Farmacevtskega
informacijskega centra (FIC), ki sega v leto 2005. Gre za obsezen in
zahteven projekt, ki poleg nudenja vrhunskih strokovnih informacij in
obves€anja o novostih, ponuja tudi moznost izmenjave mnenj in
izkusenj, seveda vse v elektronski obliki.
Glede na to, da je med ustaljenimi druzabnimi prireditvami nekako
ugasnil interes za farmacevtski ples, smo se leta 2004 odlocili za
organizacijo nove oblike druzenja — martinovanja, kar je bilo med &lani
drustva izjemno dobro sprejeto.
Seveda bi lahko z nastevanjem doseZzkov na S$tevilnih podrogjih
delovanja SFD, od organizacije in izvedbe domacih in mednarodnih
strokovnih in znanstvenih prireditev, periodi¢nega in drugega
zaloznistva, delovanja podruznic in sekcij ter druzabnih in Sportnih
prireditev, nadaljeval, vendar pa bi za to potreboval veliko prevec ¢asa.
Ob tem se moram iskreno zahvaliti vsem tistim prizadevnim kolegicam
in kolegom, ¢lanicam in ¢lanom SFD, ki ste vlozili svoj dragoceni prosti
Cas in trud za to, da smo lahko uresnicili tako Stevilne in raznolike
naloge. Tega pa prav gotovo ne bi zmogli brez generalne sekretarke
SFD, Jelke Dolinar, mag. farm., ki s svojo izjemno skrbnostjo, natan-
¢nostjo, strokovnostjo, organizacijskimi sposobnostmi, predvsem pa z
neizCrpno energijo skrbi za to, da smo pri nacrtovanju in izvedbi
projektov tako zelo uspesni.
Za zakljuCek pa samo Se nekaj misli. Imamo res veliko sreco, da lahko
opravljamo tako plemenit poklic. Bodimo ponosni nanj, aktivni, kriti¢ni,
a tudi optimisti¢ni, predvsem pa povezani in enotni.
Vsem iskreno Zelim, da bi danasnji dogodek izkoristili za prijateljsko
druzenje, izmenjavo izkuSenj in nacrtovanje novih podvigov.
Zahvaljujem se vam za vaso pozornost.

doc.dr. Matjaz Jeras, mag.farm.

Praznovanja se je udelezila vecina nekdanijih
predsednikov Drustva. Na sliki nekateri od njih (z leve):
Roman Dobrovoljc, Tajda Gala Miharija, Franc Kozjek,
Danica llc, Stanislav Primozi¢, Matjaz Jeras, generalna
sekretarka SFD Jelka Dolinar, Franc Vrecer,

lvanka Morosini, Joze Gorenc.
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Govori predsednikov SFD

Rosnih Sestdeset let SFD - ohdobje od 2007 do danes

Drage kolegice, dragi kolegi!

Vesel in ponosen in ganjen
sem, da vas lahko nagovorim
ob tej svecCani priloznosti.
Ganijen, ker ste se tako prijazno
odzvali vabilu v tako velikem
Stevilu —mislim, da Se nihce od
mojih predhodnikov ni imel
priloznosti, da bi spregovoril
tako Stevilnemi obcinstvu. Ta
mocan odziv najlep$e ilustrira
mesto, ki ga ima drustvo v nasi
stroki in pove vec kot katerekoli besede. Ponosen sem, ker sem na Celu
tako mocne in razvejane organizacije, ki so jo oblikovali in zaznamovali
ljudje, ki so znali prisluhniti duhu ¢asa in prepoznati razvojne moznosti.

Moja predhodnika v drustvu in tule na odru, mag. Cufarjeva in dr. Jeras
sta na zanimiv nacin predstavila dogodke, ki so v zadnjem desetletju
drustvo najbolj zaznamovali. Sam sem, kot aktualni predsednik v
nekoliko drugacnem polozaju. Aktivni predsednik je tisti, ki se ukvarja s
tekoCim delovanjem in nacrti za prihodnost. Pa kljub temu bi se ob taki
priloznosti kot je nocoj, za kratek ¢as ozrl tudi v preteklost.

Moje predhodnice in predhodniki so opravili veliko delo! Ob&udujem
njihovo vztrajnost in prizadevnost, ko so marsikaj ustvarili iz ni¢, ko so
delovali v razmerah, ki so bile mnogo slabse, kot pa jih imamo mi danes,
pa so morali pogosto in prepogosto dokazovati in prepricevati, da ta
druzba potrebuje kvalitetno lekarnistvo, da je v tej druzbi potrebno
spodbujati razvoj farmacevtske industrije, predvsem pa, da je nujno
razvijati $olo, ki bo omogocala razvoj stroke. Zato gresta nocoj moja
zahvala in spo$tovanje vsem tistim, ki so in ki ste drustvo v vseh teh
dolgih letih gradili in nam zapustili ne le bogato dedis¢ino, pa¢ pa tudi
na Siroko odprta vrata v prihodnost!

Danes postavlja ¢as pred nas povsem drugacne izzive: moc¢ni smo,
uspesni in perspektivni. Kdo v tej drzavi pise zgodbe o uspehu, ¢e ne
farmacija in kje lahko vidimo prihodnost, ¢e ne na podro¢ju zdravja?
Kljub globalizacijskim spremembam, izrazito nenaklonjenim manjsim in
politi€éno manj pomembnim okoljem - kar zal Slovenija je - imamo
uspesno in napredno farmacevtsko industrijo, ki se je ucinkovito izognila
pred ¢asom modni ¢rnobeli poenostavitvi na inovativni in genericni del;
imamo ucinkovito verigo veledrogerij in ne enim, ne drugim v zadnjih
dvajsetih letih res ni bilo prihranjenega ni¢ od tega, kar je bistveno
spremenilo podobo na$e drzave, pa tudi svetovnega gospodarstva.
Imamo razvejano in razvito lekarnisko mrezo, ki kljub nekaterim tezavam
in nereSenim vprasanjem odli¢no opravlja svoje poslanstvo - bolje kot
v Stevilnih razvitih drzavah.

Seveda nam marsikaj, kar se dogaja v nasi druzbi, ni véeé. Se ves, veliko
je dogodkov, ki nam povzrocajo skrbi. Vendar po drugi strani prav to
dokazuje pomembnost nase stroke. Uspesnost prinasa s seboj tudi
vecjo izpostavljenost in na podrocju farmacije se bodo v prihodnosti
stikali zelo razli&ni interesi in kresala zelo razliéna mnenja. Zivimo v
svetu, ki se spreminja hitreje kot kdajkoli prej. Pa ne le po tehnoloski
plati, napredek farmacije in medicine mo&no spreminja druzbo, njeno
strukturo in zivljenski slog ljudi. Skrb za zdravje, bolezen in zdravljenje
postajajo javna zadeva in eden izmed najbolj izrazenih interesov. Druzba
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pri¢akuje, da bo farmacija v klini¢cno prakso vpeljala nova in uspesnejsa
zdravila. Farmacevti pa dobro vemo, da druzba potrebuje §e mnogo
ve¢. Skrb za zdravje in zdravljenje se razvijata v zelo kompleksen
proces, ki zahteva sodelovanje Stevilnih strokovnjakov, predvsem pa
sodelovanje bolnika. Se nikoli ni bila uspegnost zdravljenja tako zelo
odvisna od sodelovanja bolnika, za kar pa potrebuje obsezno in
kvalitetno podporo. Na tem podrocju je vioga lekarniskega farmacevta
nezamenljiva! Lekarna je tista kljucna tocka, kjer sistem stoji ali pade.
Lekarna je mesto, kjer se srecujejo gospodarstvo, ekonomski interesi in
javna sluzba. Zato je klju¢ni element kvalitetnega sistema, ki lahko
zadosti potrebam uporabnikov, strokovna neodvisnost lekarniSkega
farmacevta. Ceprav jo vsi ves &as poudarjamo in se z njo strinjajo tudi
vsi delezniki, pa kjub temu ni samoumevna. To je podrocje, ki zahteva
stalno angaziranost, stalno poudarjanje, transparentnost in glasnost.
Prav to pa so kljuéne usmeritve nagega drustva. Ce smo bili v preteklosti
predvsem strokovna organizacija, postajamo v vse vecji meri institut
civilne druzbe. Obra¢amo se navzven, odpiramo se k drugim strokam in
tudi k splosni javnosti.

Postajamo torej druzbena organizacija, ki deluje v interesu tistih, ki
zdravstvene storitve potrebujejo. S svojim znanjem, s svojo sposobnostjo
in zmoznostjo njihova pri¢akovanja in potrebe vsekakor lahko izpolnimo.
Prav znanje in smelost, da ga uporabimo, sta tista elementa, ki ju
moramo najbolj negovati. Na zacetku tega prispevka sem omenil, da
sem vesel in ponosen. Ponosen na preteklost in opravljeno delo, vesel
pa prihodnosti. Vesel sem, ker lahko delujem na podroc¢ju, ki ne le, da
druzbi veliko daje, ampak tudi veliko obeta v prihodnje! Lepo je delovati
v stroki, ki je kljub tisocletni tradiciji tako mlada! In zahvala za mladost,
smelost, odlo¢nost gre v veliki meri Soli, ki jo imamo, Fakulteti za
farmacijo. Le-ta se razvija v eno najuspesnejsih ¢lanic Univerze in se
hitro priblizuje skupini najkvalitetnejSih evropskih farmacevtskih Sol.
Visoko jo ocenjujejo Studenti in, kar je najpomembnejSe, farmacija je
postal $tudij izbora v skupini najuspesnejsih dijakov, ki lahko izpolnijo
vpisne pogoje. V srednjih Solah velja, da je Studij namenjen sposobnim,
ambicioznim in delavnim dijakom. Kar je tudi najtrdnejSa garancija za
bodocnost nase stroke!

Na poti, ki nas ¢aka v prihodnosti, so Stevilne prepreke. Moje prepri¢anje
je, da to niso problemi, pa¢ pa izzivi, ki jih pred nas postavlja razvoj.
Pogosto se postavlja vpraSanje, kie so meje nase dejavnosti. Pred
¢asom so mi ga zastavili tudi Studenti, zanimala jih je njihova bodocnost
v stroki. Ni meja, izzivov nam ne bo zmanjkalo in prepri¢an sem, da
mladih kolegic in kolegov, ki so se z njimi pripravljeni spoprijeti, tudi ne!
Prav gotovo bodo moji nasledniki Cez desetletja, ob podobnih
priloznostih kot je ta nocoj, to lahko samo potrdili.

Je pa drustvo namenjeno tudi tistemu najzlahtnejSemu, kar pomeni ta
beseda: druzenju! In naj bo nocojsnji ve€er namenjen prevsem temu, ki
nas Se posebej bogati. Veseli me, da nam ga ob vseh strokovnih
vprasanijih in raznolikosti uspe ohranjati in naj bo to tudi eden od izzivov
v prihodnje!

Omenijal sem glasnost, kot eno izmed nasih vodil v bodo¢nosti. Zato se
mi zdi lepo, da je tudi ta veCer v znamenju — ne toliko strokovne
glasnosti, kot ubranih glasov. Zato prepuscam oder tistim, ki imajo veliko
bolj blago zvenece glasove kot jaz, vam pa zazelim prijeten vecer!

Dr. Gasper Marc, mag. farm.
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Roman Dobrovoljc, predsednik SFD v obdobju 1981-1983 in Franc Najbolj ugledni udelezenci praznovanja prorektorica Univerze v
Kozjek, predsednik SFD v obdobju 1969-71 in 1977-79. Ljubljani, Julijana Kristl, generalni direktor Krke, Joze Colaric,
ki je Castni ¢lan Slovenskega farmacevtskega drustva ter dekan
Fakultete za farmacijo Stanko Gobec.

Tajda Gala Miharija, predsednica v obdobju 1995-97, .
ki jo v nasledil Franc VrecCer. ia
Kolektiv SFD, vodja pisarne Natalija Gerbi¢ in generalna sekretarka
Jelka Dolinar v druzbi s predsednikom SFD.

Dolgoletni glavni urednik Farmacevtskega vestnika Ales Krbavgic Direktor podjetja Medis Tone Strnad in direktorica sektorja za
v pogovoru s Tanjo Zorec. zdravila Martina Brank.
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Clani Pomurske podruznice so se na praznovanje pripeljali skupaj z

Danica lic (v sredini), predsednica SFD v letih 1989-1991 v druzbi s avtobusom. V- Monsu so se srecali s Pomurci iz Ljubljane, dekanom
Slani Gorenjske podruznice — Franc Kozjek, Stanislav Primozi¢, Fakultete za farmacijo in farmacevtsko in§pektorico Andrijano Tivadar.

Breda Kosirnik, in direktorica Gorenjskih lekarn Romana Rakovec.

Predsednik uprave Leka Vojmir Urlep v pogovoru s prorektorico
Univerze v Ljubljani Julijano Kristl in direktorjem Kemofarmacije Praznovanja poveZejo farmacevte javnih lekarn, bolnignidne

Davorinom Pohercem farmacevte in zasebnike.

Veselo razpoloZenje v avli, Samo Kreft, Matjaz Tus in predsednik
Zdravniskega drustva Maribor. Miha Lavri¢ in Bojan Bitenc iz Salusa.
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Fotodinamicno zdravljenje raka

Fotodinamiéno zdravljenje raka
Photodynamic therapy of cancer

Matija Rojnik, Janko Kos

Povzetek: Fotodinami¢no zdravljenje (FDZ) je nacin zdravljenja, pri katerem uporabljamo vidno ali bliznjo IR svetlobo, s katero aktiviramo
fotoobcutljivo spojino (FS) ob prisotnosti kisika. S FDZ zdravimo razli¢ne bolezni, tudi rak. Kombinacija FS, vidne svetlobe in kisika povzroci
nastanek citotoksi¢nih reaktivnih kisikovih zvrsti, ki neposredno ali posredno delujejo na tumor. Po dodatku FS obsevamo obolelo mesto s
svetlobo, praviloma z valovno dolzino nad 600 nm. Zaradi omejene globine prodiranja svetlobe je FDZ najbolj primerna za zdravljenje koznih
tumorjev, medtem ko je zdravljenje drugih vrst raka odvisno od uporabe opti¢nih viaken, s katerimi lahko obsevamo notranje tumorje. Selektivno
kopi¢enje FS v tumorskih celicah dosezemo z vezavo specifi¢nih ligandov, kot so protitelesa, na FS ali pa na dostavne sisteme, v katere
predhodno vgradnimo FS.

Kljuéne besede: fotodinami¢no zdravijenje, fotoobcutljive spojine, rak, dostavni sistemi

Abstract: Photodynamic therapy (PDT) is a treatment using visible or near IR light for activation of the photosensitizer in the presence of oxygen.
It is used in therapy of various diseases including cancer. In PDT a combination of a photosensitising drug, visible light and oxygen causes a
production of cytotoxic reactive oxygen species that have direct or indirect effect on tumour tissue. After administration of a photosensitizer we
expose the diseased tissue to a light usually of a wavelength above 600 nm. Due to the low penetration of the light with this wavelength, PDT
is appropriate for the therapy of skin tumours, while the therapy of other tumours depends on the optic fibres used for light delivery. Selective
concentration of photosensitizers in tumour cells can be achieved by coupling of ligands, such as antibodies on the photosensitiser or on
specific delivery systems loaded by the photosensitizer.

Key words: photodynamic therapy, photosensitizer, cancer, delivery systems

I uvod rakov prebavnega trakta, temoporfin (slika 1), ki ima v Evropski uniji in
na Japonskem dovoljenje za promet pri zdravljenju raka glave in vratu,
V zacetku 20. stoletja so za zdravljenje raka prvi¢ zaceli uporabljati idr. Za zdravljenje koznih bolezni se uporablja aminolevulinska kislina
spojine, ki ob obsevnju s svetlobo primernih valovnih dolzin povzro¢ijo ~ (ALK), katere mehanizem delovanja se razlikuje od ostalih FS in bo
nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti, kar ima toksi¢ne ucinke na  predstavljen v nadaljevanju. Trenutno po svetu poteka preko 200
tumorsko tkivo. Temu pravimo fotodinami¢no zdravljenje (FDZ) in  klini¢nih raziskav, ki vklju¢ujejo uporabo FDZ (1, 2, 4).
danes predstavlja uveljavljeno metodo zdravljenja rakavih in drugih
obolen;.

FDZ se je v zadnjih treh desetletjih izkazalo kot ucinkovito pri
zdravljenju zgodnjih stopenj pljucnega raka, raka poziralnika, raka
mehurja, raka vratu in glave, najbolj primerno pa je za zdravljenje
koznega raka. FDZ lahko uporabljamo tudi pri zdravljenju nekaterih
boleznih o¢i, koze in na mestih, kjer poteka lokalno vnetje (revmatoidni
artritis) ali okuzba (dentalne okuzbe) (1,2).

Prvo zdravilo, ki je bilo leta 1993 registrirano s strani AmeriSke agencije
za hrano in zdravila za uporabo v FDZ, je bil natrijev porfimer, ki se
uporablja za zdravljenje raka mehurja in je trenutno najbolj uporabljena
FS. Vendar je ta spojina slabo selektivna za rakavo tkivo in ima zaradi
dolgega zadrzevanja v organizmu pogoste nezelene ucinke,
predvsem obcutljivost koze na svetlobo. Druga generacija FS, katere
predstavnik je verteporfin (slika 1), ima izboljSano selektivnost za
rakavo tkivo in se hitreje izlo€a. Poleg omenjenih so danes v kliniéni  Figure 1: Photosensitizers with marketing authorisation in European
uporabi $e natrijev porfimer za zdravljenje plju¢nega raka in razli¢nih Union: verteporfin (left) and temoporfin (right) (3).

Slika 1: FS z dovoljenjem za promet v Evropski uniji: verteporfin
(levo) in temoporfin (desno) (3).

Matija Rojnik, mag. farm., Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, ASkeréeva 7, 1000 Ljubljana
prof. dr. Janko Kos, univ. dipl. kem., Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, ASker¢eva 7, 1000 Ljubljana
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2 Mehanizem delovanja

Fotodinami¢na aktivnost FS je osnovana na fotooksidativnih reakcijah,
ki izzovejo biokemijske in morfoloske reakcije v tarénih tkivih. FS najprej
vnesemo, ponavadi intravensko, v primerni formulaciji. Po dolo¢enem
Casu, ko se spojina nakopici v tar¢nem tkivu, sledi obsevanje obolelega
tkiva z lasersko svetlobo primernih valovnih dolzin. Fotoobcutljive spojine,
ki so danes v uporabi, ponavadi obsevamo s svetlobo valovnih dolzin
nad 600 nm. FS absorbira svetlobo in preide v vzbujeno stanje, v katerem
povzroCi tvorbo reaktivnih kisikovih zvrsti preko prenosa elektronov ali
energije, pri ¢emer nastanejo radikali in superoksidi ali pa singletni kisik.
Sledniji naj bi bil odgovoren za vecino citotoksiénih uginkov, ki izhajajo iz
FDZ (5, 6).

Odziv na FDZ je odvisen od uporabliene FS, farmacevtske formulacije,
pogojev obsevanja, oksigenacije tkiva in od tipa celic. Singletni kisik
deluje na zelo kratkih razdaljah, zato je lokalizacija FS v tkivih in celicah
klju¢nega pomena za uspesno zdravljenje. FS so zelo hidrofobne, zato
se ponavadi nalagajo v organelih z membranami (mitohondriji, lizosomi,
Golgijev aparat, endoplazmatski retikulum), kjer pride do primarne
poskodbe. Celice se odzovejo s spremembo izrazanja proteinov, zatno
proizvajati stresne proteine, da bi omejile skodo, ¢e pa so poskodbe
preobsezne, pride do apoptoze ali nekroze celic. Lokalizacija FS v
mitohondrijih in endoplazemskem retikulumu ponavadi vodi v apoptozo,
medtem ko lokalizacija v plazemski membrani ali lizosomih zavira
oziroma prepreci apoptozo.

Na tkivnem nivoju obstajata dva mehanizma unic¢enja tumorja (slika 2):

e posredni, kjer pride do poskodb tumorskega zilja in medceli¢nega
matriksa, kar vodi v hipoksijo, ki je razlog za smrt tumorskih celic;

e neposredni, kjer pride do delovanja FS v samih tumorskih celicah.

Po poskodbi Zilja v tumorsko tkivo vdrejo limfociti, makrofagi in druge
celice imunskega sistema, ki sprozijo vnetje, to pa lahko pripomore k
dolgoro¢ni uspesnosti FDZ (7, 8).

S fluorescenéno mikroskopijo je bil verteporfin lokaliziran v tumorskem
Zilju po 15 minutah, v tumorskih celicah pa $ele po treh urah po vnosu,
kar bi lahko izkoristili za nacrtno uni¢enje posamzenih delov tumorja.
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Ucinkovitost zdravljenja lahko pove¢amo, ¢e hkrati s FDZ izvajamo Se
dodatno zdravljenje, ki zmanj$a nezelene ucinke ali pa ustvari pogoje,
v katerih je tumor bolj dovzeten za FDZ. Pomembna spremljevalka FDZ
je hipoksija, ki nastane zaradi poveCane porabe kisika in zaradi
poskodb tumorskega ozilja. Hipoksija je eden glavnih spodbujajocih
dejavnikov za angiogenezo, ki jo narekuje zilni endotelijski rastni
dejavnik. V ve€ raziskavah je bilo odkrito pove¢ano izlo¢anje zilnega
endotelijskega rastnega dejavnika po FDZ, s ¢imer so raziskovalci
povezovali tvorjenje metastaz in posledi¢no slab$i rezultat zdravljenja.
V eni od raziskav je bil zivalim takoj po FDZ dan inhibitor zilnega
endotelijskega rastnega dejavnika, kar je imelo za posledico bolj
ucinkovito FDZ, poleg tega pa se je zmanjSalo tudi Stevilo metastaz.

Pred nekaj leti je bila odkrita povezava med pove&ano celi¢no
diferenciacijo in u¢inkovitostjo FDZ. Znagilno za tumorske celice je da
bolj proliferirajo, so pa manj diferencirane. Z dodatkom ucinkovin kot
sta vitamin D in metotreksat, vzpodbudimo diferenciacijo v tumorskih
celicah, kar ima za posledico poveCanje njihove dovzetnosti za
protitumorsko zdravljenje. Pokazalo se je, da vnos metotreksata pred
dodatkom FS poveca kopicenje le-te v tumorskih celicah, poleg tega
pa tudi izni¢i efekt povecanega Stevila metastaz zaradi izlo¢anja
Zilnega endotelijskega rastnega dejavnika (1).

FS imajo ve¢ absorbcijskih vrhov, njihova pomembna lastnost pa je
lastna fluorescenca. Ta lastnost je pomembna za diagnostiko, saj lahko
s FS ne le zdravimo, ampak s posebnimi kamerami tudi zaznamo
tumorsko tkivo, ¢e se spojina specificno kopi¢i v tumorskih celicah.
Takemu nacinu diagnosticiranja pravimo fotodinami¢na diagnostika
(FDD). Veliko Kklini¢nih raziskav z uporabo FDD je bilo opravljenih na
bolnikih z rakom mehurja. Po intravezikalnem vnosu ALK ali njenega
heksilnega estra se v tumorjih mehurja specificno poveca tvorba
protoporfirina IX (PplX), ki ga je mogoCe zaznati s fluorescen¢no
endoskopijo. V Klini¢nih raziskavah je bilo pokazano, da je FDD veliko
bolj obcutljiva v primerjavi s trenutno uveljevljenimi metodami za
odkrivanje tumorjev mehurja (9, 10).

V preglednici 1 so prikazane spojine, ki se ze uporabljajo v FDT ali pa
jih preiskusajo v kliniénih studijah. Spojine, ki so odebljene, so
registrirane s strani AmeriSke agencije za hrano in zdravila ali Evropske
agencije za zdravila za uporabo v Zdruzenih drzavah Amerike oz.
¢lanicah Evropske unije (3, 11, 12).

Slika 2: Posredno (A) in neposredno (B)
delovanje FDZ na tumor.

Figure 2: Indirect (A) and direct (B)
effect of PDT on tumour tissue.
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Preglednica 1: Spojine, ki se uporabljajo v klinicni praksi oz.
v klinicnih raziskavah za FDZ (3, 11, 12).
Table 1: Compunds used in clinical practice and clinical trials
for PDT (3, 11, 12).

Spojina Uporaba
5-aminolevulinska karcinom bazalnih celic,
kislina aktinska keratoza
Metilaminolevulinska karcinom bazalnih celic,
kislina aktinska keratoza
Metoksalen luskavica

Natrijev porfimer
Natrijev talaporfin
Lutecijev moteksafin

rak plju¢ in poziralnika

kolorektalni rak in rak jeter

rak prostate, neoplazme

maternicnega vratu

kozni rak, rak vratu in glave, rak dojk
rak glave in vratu

mokra oblika starostne okvare

rumene pege, bolezenska kratkovidnost

Silicijev ftalocianin
Temoporfin
Verteporfin

(]
3 FS za topikalno uporabo
Za topikalno uporabo se danes uporabljata predvsem ALK (slika 3) in
metilni ester ALK. FDZ na osnovi ALK se uspedno uporablja v
zdravljenju aken, bazalnega celicnega karcinoma, Bownove bolezni,
Pagetove bolezni, idr.
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Slika 3: Aminolevulinska kislina (13).
Figure 3: Aminolevulinic acid (13).

ALK je vodotopna molekula in je izhodna spojina v sintezi hema. ALK
je predzdravilo, njen vnos povzro¢i povecano sintezo endogene
fotoobcutljive spojine PplX v celicah. Zaradi omejene kapacitete
encima ferohelataze, ki pretvarja PpIX v hem, se ta spojina kopic¢i v
celicah, kar izkoris¢amo v FDZ. Kopi¢enje ALK je povecano v
tumorskih celicah, kar zmanjSuje nezelene starnske ucinke pri FDZ
(6, 14, 15).

ALK je majhna molekula, zato prehajanje v kozno tkivo iz topikalnih
dostavnih sistemov ni problemati¢no. Omejitev je njena hidrofilna
narava, kar sicer omejuje prehodnost skozi zdravo koZo, so pa
epitelijske bariere, ki pokrivajo neoplazme, bolj dovzetne za prehod
ALK, kar 8e poveca njeno selektivnost. |z omenjenega lahko
razberemo, da je ALK zelo u€inkovita za zdravljenje povrSinskih
koznih obolenj, vendar pa njena hidrofilnost preprecuje prodiranje v
globlje tkivo. ALK je vgrajena v poltrdne farmacevtske oblike, kot so
mazila, kreme in geli. V zadnjem €asu pa so v razvoju novi dostavni
sistemi, ki bi povecali prodiranje ALK v globlje plasti koze.
Najpreprostej$a resitev je sprememba same spojine z lipofilnimi
komponentami (npr. zaestrenje karboksilne skupine) in pa dodatek
pospesevalcev prodiranja (DMSO). ALK se lahko vnasa tudi z oblizi in

bioadhezivnimi geli, za pove¢an vnos pa se uporabljajo tudi Stevilne
fizikalne metode kot so iontoforeza in sonoforeza. Ti dostavni sistemi,
zaenkrat niso izpolnili velikih pri¢akovanj, nekatere pa je potrebno Se
preizkusiti v klinicnih Studijah. Razvoj je na tem podroCju zelo
zazeljen, saj je FDZ idealna metoda za zdravljenje raznih koznih
bolezni (14).

4 FDZ s sistemskim vnosom FS

Pri FDZ s sistemskim vnosom FS je potreben razvoj dostavnih
sistemov, ki selektivno ciljajo tumorske celice, saj bi le tako lahko
zmanjSali nezelene ucCinke takega zdravljenja. Napredek pri razvoju
FDZ s sistemskim vnosom FS je pogojen tudi z napredkom v laserski
tehnologiji, ki je klju¢ni del FDZ. Vidna svetloba namre¢ prodre le
nekaj milimetrov v samo tkivo, tako da od zunaj ne moremo aktivirati
FS, ki se nahajajo globje v telesu. Resitev ponujajo opti¢na vlakna, s
katerimi lahko vnesemo lasersko svetlobo na notranje tumorje.

4.1 Konjugati s FS

Po sistemskem vnosu se vecina FS veze na proteine v plazmi, npr.
albumin in lipoproteine. Zaradi povec¢ane proliferacije tumorjev imajo
tumorske celice na povrSini vec receptorjev za lipoproteine v
primerjavi z normalnimi, kar vodi do kopi¢enja FS, vezane na
lipoproteine, v tumorskih celicah. Tumorske celice imajo vecje
energetske potrebe, zato izrazajo tudi vecje koliCine prenadalcev za
monosaharide. S kovalentno vezavo FS na monosaharide dosezemo
selektivno kopicenje spojine v tumorskih celicah, hkrati pa poveamo
topnost spojine v vodnih medijih.

Peptidni ligandi so majhne molekule, ki jih je relativno lahko
sintetizirati in imajo lahko veliko vezavno afiniteto za specificen
receptor. S konjugatom FS in peptida, ki ima afiniteto do receptorja,
izrazenega predvsem na tumorskih celicah, lahko ciljamo tumorske
celice, teoreti¢no pa bi lahko ciljali celo posamezen del celice (npr.
mitohondrije), kar bi Se dodatno pripomoglo k selektivnosti FDZ. Take
konjugate ponavadi tvorimo med amino skupino peptida in
karboksilno skupino FS, tako da nastane amidna vez. Ti konjugati
imajo podobne lastnosti kot sama spojina, vendar je lahko tvorba
reaktivnih kisikovih zvrsti nekoliko zmanj$ana. Podobono kot konjugati
s saharidi so tudi ti konjugati bolje topni v vodnih medijih kot sama FS.

Za povecanje specificnosti zdravljenja lahko FS konjugiramo tudi s
proteini. Ti proteini so lahko ligandi, ki se vezejo na celi¢ne receptorije,
za katere je znano, da se bolj izrazajo na povrSini tumorskih celic, ali
pa monoklonska protitelesa proti tem receptorjem. Kovalentna vezava
proteinov z FS je lahko teZzavna, saj mora biti ohranjena njihova nativna
struktura, kar pomeni, da morajo reakcije potekati pri milih pogojih.
Konjugacija ponavadi poteka preko amino skupin lizinskih ali
argininskih ostankov in karboksilne skupine na FS. Vezava vecjega
Stevila molekul FS na eno molekulo proteina lahko zakrije mesto
vezave na receptor, kovalentna vez pa lahko povzro¢i spremembo
strukture proteina, kar zmanj$a biolosko aktivnost. To lahko izboljSamo
z uporabo distancnikov (npr. dekstrana), ki jih vgradimo med protein
in FS. Na tak nac¢in lahko na eno molekulo proteina vezemo vec
molekul FS in s tem povec¢amo koncentracijo FS na mestu delovanja.

FS lahko konjugiramo tudi z razlicnimi vecjimi molekulami. Taki
konjugati izkoriS¢ajo ucinek poveCane prepustnosti in zadrzevanja,
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poleg tega pa lahko nanje vezemo vse prej omenjene molekule in so
torej osnova bolj kompleksnih dostavnih sistemov (1, 16).

4.2 Dostavni sistemi za sistemski vnos FS
Znacilnost teh sistemov je izkoris¢anje ucinka povecane prepustnosti
in zadrzevanja. Tumorsko tkivo ima svoje ozilje, katerega endotelijska
bariera je bolj porozna v primerjavi z normalnim oziljem. Vecji dostavni
sistemi prehajajo v tumorsko tkivo, medtem ko je normalna
endotelijska bariera za njih neprehodna. Po drugi strani pa je v
tumorskem tkivu slabo razvit limfati¢ni sistem, ki odvaja prepuscene
snovi iz medceli¢nega prostora, zato ti sistemi ne le prehajajo v
tumorsko tkivo, ampak se tam tudi zadrzujejo. V te dostavne sisteme
lahko vgradimo velike koli¢ine FS, ki se kopi¢i v tumorskem tkivu, kar
poveca ucinkovitosti FDZ.

4.2.1 Miceli

Miceli so okrogli makromolekulski kompleksi, ki se tvorijo spontano, ko
amfifilen polimer zme$§amo z vodno raztopino, v primeru, ko je
dosezena kriticna micelna koncentracija. Hidrofobne enote polimera
tvorijo notranjost micela, kamor lahko vgradimo hidrofobno FS.
Polimerni miceli lahko povecajo ucinkovitost FDZ in vitro z vecjo
internalizacijo v celice. Micele lahko tudi liofiliziramo, kar daje
moznost za dolgotrajno shranjevanje pripravkov. Velika prednost teh
sistemov je njihova enostavna priprava (16).

4.2.2 Liposomi

Liposomi so dostavni sistemi, sestavljeni iz fosfolipidov, pogosto pa je
vklju€en tudi holesterol. Slednji poveca rigidnost sistema in tako
zmanj$a uhajanje spojine ter poveca stabilnost dvosloja, ki je znacilen
za liposome. V vecih raziskavah je bilo potrjeno, da liposomi povecajo
ucinkovitost FDZ. Ugotovljeno je bilo, da se FS, vgrajene v liposome,
lokalizirajo v drugih celi¢nih organelih kot FS, dane v standardnih
raztopinah (16, 17).

Liposomi se v organizmu ne zadrzujejo dolgo zaradi izmenjave lipidov
z lipoproteini, kar vodi v razpad liposomov, po drugi strani pa ti veliki
sistemi po opsonizaciji postanejo lahka tar€¢a mononuklearnega
fagocitnega sistema. Slednje poveca koncentracijo FS v jetrih, vranici
in kosthnem mozgu.

Verteporfin ima v obliki liposomske formulacije dovoljenje za promet v
EU. Uporablja se za zdravljenje bolnikov s subfovealno horoidno
neovaskularizacijo. To je nenormalna rast krvnih zil pod rumeno pego,
osrednjim delom mreznice. Liposomska formulacija verteporfina se
uporablja pri dveh boleznih, mokri obliki starostne okvare rumene
pege in bolezenski kratkovidnosti, redkemu tipu kratkovidnosti, pri
kateri pride do prekomerne rasti ocesnega zrkla. Na trgu je od leta
2007 (17, 18).

4.2.3 Nanodelci

Nanodelci so trdni koloidni delci velikosti 10-1000 nm. Za te dostavne
sisteme je v zadnjih letih veliko zanimanja, tudi pri razvoju dostavnih
sistemov za sistemski vnos FS. Razlogi za to so: v njihovo strukturo
lahko vgradimo hidrofobno spojino; imajo veliko povrsino, primerno za
vezavo peptidnih ali proteinskih molekul; celice jih brez tezav
internalizirajo; mozno je kontrolirati spro$¢anje FS in nenazadnje,
obstaja ze veliko razli¢nih strategij za njihovo pripravo (2, 19).
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Nanodelce lo¢imo na biorazgradljiive in nebiorazgradljive.
Biorazgradljivi nanodelci so narejeni iz polimerov, ki se razgradijo v
bioloskih pogojih, posledica pa je spro$¢anje FS v okolje. Za njihovo
pripravo se ve¢inoma uporabljata polimer mle¢ne kisline in kopolimer
mlec¢ne in glikolne kisline. Njuna velika prednost poleg
biorazgradljivosti je biokompatibilnost razgradnih produktov (mle¢na
in glikolna kislina), zato imajo taki polimeri nizko toksi¢nost. Premer
takih nanodelcev je navadno med 100 in 400 nm, v njih pa lahko
vgradimo veliko koli¢ino FS (okoli 7% m/m) (2, 20).

Nebiorazgradljivi nanodelci se manj uporabljajo za dostavo ucinkovin.
So pa ti nanodelci v primerjavi z biorazgradljivimi nanodelci predvsem
bolj fizikalno stabilni, bolj odporni na spremembe pH-ja ter bolj
ponovljivi glede velikosti in homogenosti. Ker pri FDZ kon¢ni nosilec
delovanja ni sama FS, temvec reaktivne kisikove zvrsti, ki nastanejo
po aktivaciji FS ob prisotnosti kisika, lahko v FDZ uporabljamo tudi
nerazgradljive nanodelce, ki pa morajo biti dovolj porozni, da skozi
njih prehaja svetloba in kisik ter v kon¢ni fazi toksi¢ni produkti reakcij.
Pri uporabi nebiorazgradljivih nanodelcev v FDZ je vecina raziskav
usmerjenih v pripravo nanodelcev z organsko spremenjeno siliko
(ORMOSIL), FS je lahko adsorbirana na povrsini ali pa kovalentno
vezana na samo siliko (2, 16).

Posebna vrsta nebiorazgradljivih nanodelcev so aktivni nanodelci. FS
vgradimo ali kovalentno vezemo na aktivne nanodelce, ki imajo
lastnost, da ob obsevanju z rentgenskimi zarki ali svetlobo valovnih
dolzin v infrarde¢em obmocju oddajajo svetlobo valovnih dolzin okoli
700 nm, kar aktivira vezano FS. Tako obsevanje prodira globlje v telo,
zato so ti nanodelci zelo zanimivi za prihodnji razvoj FDZ (2).

4.2.4 Izbholjsave dostavnih sistemov

Eden glavnih problemov dostavnih sistemov, kot so nanodelci ali
liposomi, je da jih  hitro prepoznajo in fagocitirajo celice
mononuklearno fagocitnega sistema. Fagocitozo lahko vsaj omejimo
z vezavo hidrofilnih molekul na povrsino liposoma oz. nanodelca, kar
naredi slednjega nevidnega za makrofage. Uspehi so bili dosezeni z
vezavo glikolipidov na liposome, dale¢ najuspe$nejsa strategija pa je
vezava polietilenglikola (PEG) na povrsino teh delcev. Molekule PEG
tvorijo izredno gibljive hidrofilne verige na povrsini liposoma oz.
nanodelca, kar prepreci vezavo na fagocite in fagocitozo (5).

Jedro nanmjelca\ /PEG

M \% Fotoobéutljiva spojina
Protitelo ———" !

Slika 4: Shema nanodelca za specificno ciljanje tumorskih celic.
Figure 4: Scheme of nanoparticle for specific targeting of tumour
cells.

Poleg ucinka poveCane prepustnosti in zadrzevanja vecjo
specificnost zagotavlja Se vezava peptidov in proteinov na povrsje
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delca. Primer takSnega nanodelca je prikazan na sliki 4. Za
kovalentno vezavo peptidov in proteinov na polimerno strukturo tudi tu
uporabimo aminske skupine na proteinih in peptidih ter karboksilne in
hidroksilne skupine na nanodelcih. Prednost teh sistemov pred
konjugati je veliko vecja koli¢ina FS, ki jo lahko dostavimo do tumorske
celice. (1, 5).

5 Zakljuéek

FDZ je ze uveljavljeno tako pri razlicnih vrsta rakavih obolenj kot pri
drugih boleznih. Bistvena prednost FDZ je njegova specifi¢nost, saj le
s svetlobo aktivirane FS sprozajo toksi¢ne ucinke, poleg terapevt-
skega ucinka pa omogocajo tudi diagnosti¢no uporabo.

IzboljSanje FDZ predstavlja raziskovalcem pomemben izziv. Razvoj
dostavnih sistemov, ki omogocajo sistemski vnos FS in pa ciljanje
tumorskih celic, je pri tem eden glavnih pristopov, vendar se ti sistemi
razen liposomske formulacije verteporfina Se ne uporabljajo v klini¢ni
praksi.

Pomanjkljivost FDZ je njegova cena, saj moramo tu poleg razvoja
samih spojin in dostavnih sistemov upostevati e lasersko tehnologijo,
ki je nujna za uporabo FDZ. Kljub temu predvidevamo, da bo imel FDZ
v prihodnosti zelo pomembno vlogo pri zdravljenju rakavih obolen;.

[ ]
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Gensko zdravljenje raka
Cancer gene therapy

Nina Kocevar, Maja Cemazar, Gregor Sersa

Povzetek: Gensko zdravljenje je uporaba genov za zdravljenje bolezni. Velik delez raziskav poteka na raku, saj imajo trenutne metode zdravljenja
omejeno ucinkovitost in nezelene ucinke. V prispevku najprej na kratko predstavimo osnovne principe genskega zdravljenja. Sledi opis glavnih
dostavnih sistemov, ki jih delimo na virusne in nevirusne ter glavnih pristopov genskega zdravljenja pri raku. Te lahko razdelimo na imunoloske,
kjer izkoris¢amo imunski sistem za pobijanje rakavih celic preko antigenskih, stimulatornih in kostimulatornih molekul, ter molekularne, kjer
izkori§¢amo inaktivacijo onkogenov, vstavitev tumorje zaviralnih genov, uporabo interferenéne RNA, encime za aktivacijo zdravil, onkoliti¢ne
viruse, inhibicijo angiogeneze in vstavitev genov za odpornost na zdravila v hematopoetske celice.

Kljuéne besede: rak, gensko zdravljenje, virusni vektorji, nevirsni vektorji, pristopi za zdravljenje

Abstract: Gene therapy uses genes to treat diseases. Large amount of research is based on cancer because current methods for cancer
treatment have limited efficiency and unwanted side effects. In the following article we first present the basic principles of gene therapy. Next,
we describe the main delivery systems, which are viral and non-viral, and then the main therapeutic strategies of cancer gene therapy. These
can be divided into immunological, where we take advantage of the immune system for cancer cell killing through antigenic, stimulatory and co-
stimulatory molecules, and molecular, where we take advantage of oncogene inactivation, tumor suppresor gene insertion, RNA interference,
prodrug activating enzymes, oncolytic viruses, angiogenesis inhibition and insertion of drug resistance genes in hematopoietic progenitors.

Keywords: cancer, gene therapy, viral vectors, nonviral vectors, therapeutic strategies

'I uvod raziskavam (4). Tako je Stevilo poskusov z genskim zdravljenjem slabo
desetletje strmo narascalo, vse do smrti 18-letnega bolnika leta 1999
zaradi vnetne reakcije na adenovirusni vektor ter razvoja levkemiji
podobne klonalne proliferacije limfocitov pri dveh otrocih leta 2002 (4).
Po zaustavitvi takrat potekajo¢ih in novih planiranih §tudij, ter
ugotavljanju vzrokov nastanka nezelenih u¢inkov, dandanes njihovo
Stevilo spet pocasi naras¢a in izvajajo se Studije uporabe genskega
zdravljenja pri razli¢nih boleznih.

Rak je bolezen, oziroma skupina bolezni, za katere je znacilna
nekontrolirana rast celic v razli¢nih organih, brez fizioloske funkcije za
ta organ (1). Tumor, ki nastaja, okvarja fizioloSke funkcije organa, zaradi
invazivnosti tumorskih celic pa nastajajo oddaljeni zasevki oz.
metastaze. Uporabljajo se razli¢ni pristopi zdravljenja (kirursko
zdravljenje, radioterapija, kemoterapija), med novejse pa spada gensko
zdravljenje. Gensko zdravljenje je uporaba genov za zdravljenje
bolezni (2). Prvotno so z njim poskusali zdraviti pogoste monogenske ~ V Prispevku bomo najprej na kratko pojasnili osnovne principe
bolezni krvnih celic, kot sta beta talasemija in anemija srpastih celic ~ 9enskega zdravlienja, nato pa opisali glavne dostavne sisteme in
(3). Njihove molekularmne mehanizme so namre¢ dobro razumeli, taréne  Pristope pri genskem zdravljenju raka. Uporabo le-tega v praksi bomo
celice pa so bile lahko dostopne za odvzetje, gensko manipulacijo v osvetlili s primeri klini¢nih Studij, ki so bile objavljene v zadnjih letih v
samem laboratoriju in za ponoven vnos v bolnika. V primerjavi z ~ Znanstvenih revijah ali v podatkovnih zbirkah.

ustaljenim zdravljenjem teh bolezni, presaditvijo hematopoetskih

mati¢nih celic primernih darovalcev, je gensko zdravljenje teoreti¢no 2 osnovni principi geHSkegﬂ
omogoc¢alo moznost uporabe vsem bolnikom. Zanj namre¢ ni bilo I. °
zdraviljenja

potrebno iskati primernih darovalcev, saj so celice za gensko

manipulacijo lahko odvzeli samim bolnikom. Tako so se izognili iskanju V splosnem lahko pri genskem zdravljenju za popravilo okvarjenih
primernih darovalcev in s tem povezanim imunoloskim oviram. Nato se genov uporabliamo razlicne pristope (2):

je tezis¢e v sredini 80-ih let prej$njega stoletja prestavilo na veliko e Nespecificna vstavitev delujotega gena za zamenjavo nedelujocega.
redkejSe bolezni hude kombinirane imunske pomanjkljivosti (SCID,
angl. severe combined imunodeficiency disease), nastale zaradi
okvare v encimu adenozin deaminazi (ADA) (3). Ravno ta bolezen je
postala tar¢a prve odobrene klinicne Studije z genskim zdravljenjem
pri dveh otrocih leta 1990, Studija pa je dala zagon $e novim e Sprememba v uravnavanju doloSenega gena.

e Zamenjava nedelujoCega gena z delujoim s homologno
rekombinacijo.

® Popravilo nedelujoCega gena z reverzno mutacijo.
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Pri zdravljenju rakavih bolezni lahko z genskim zdravljenjem popravimo
0z. zamenjamo genetske okvare, znacilne za rakave celice, npr. z
zamenjavo tumorje zaviralnega gena ali z onemogoc¢anjem izrazanja
onkogena. Poleg tega pa lahko tudi sprozimo smrt tar¢nih tumorskih
celic, npr. z gensko usmerjeno kemoterapijo, z ojacitvijo imunskega
odziva ali s ciljanjem tumorskega Zilja (5). Dostava genetskega materiala
lahko poteka na dva nacina (6): in vivo ali ex vivo. V prvem primeru DNA
dostavimo neposredno v tar¢ne celice tkiva bolnika, kot so nedavno to
naredili na primer Matsumoto in sodelavci (7). V svoji pilotski Studiji so 5
bolnikom z napredovanim melanomom injicirali kationske liposome z
genom za humani interferon (HulFN ) v koZo ali podkoZno. Pogoj za
tako dostavo je, da so celice lahko dostopne in da vektor za prenos
omogoca specificno okuzbo, integracijo in izrazanje Zeljenega gena (6).
V drugem primeru pa gen za zdravljenje vstavimo v celice ex vivo, Eemur
sledi presaditev modificiranih celih v taréno tkivo. Na ta nacin so Hacein-
Bey-Abina in sodelavci v celice kostnega mozga prenesli retrovirusni
vektor, ki je nosil zapis za gen za skupno verigo petih citokinskih
receptorjev, in jih vnesli v 5 bolnikov z na kromosom X-vezano hudo
kombinirano imunsko pomanijkljivostjo (8). Pri tem nacinu je posebe;j
pomembna izbira celic za manipuliranje: morajo biti lahko dostopne,
dolgo Casa preziveti in vivo, sposobne izrazati transgen v visokih
koli¢inah dalj ¢asa ter ne smejo izzvati imunskega odziva (6). V postev
tako pridejo transformirane celi¢ne linije, avtologne primarne celi¢ne
kulture, ki niso imunogene in imajo znizano tveganje za maligno
transformacijo ali zarodne celice, ki imajo potencial se popolnoma
inkorporirati v katerokoli gostiteljevo tkivo in se transformirati v zrelo
celico organa.

Klju¢nega pomena za gensko zdravljenje je dostava zelenega gena v
celice. Za to uporabljamo razli¢ne tipe vektorjev, ki jih v grobem
razdelimo na virusne in nevirusne (2, 9). Virusni ostajajo najpogostejsi; do
sedaj so jih raziskovalci uporabili v priblizno dveh tretjinah klini¢nih Studij
z genskim zdravljenjem (4). V odobrenih, $e trajajo¢ih ali zaklju¢enih
klinicnih Studijah z genskim zdravljenjem se za dostavne sisteme
najpogosteje uporabljajo adenovirusi (24,1% oz. 370 studij), sledijo jim
retrovirusi (21,2% oz. 326 studij), gola/plazmidna DNA (24,1% oz. 370
Studij), virus vakcinije (18,1% oz. 278 $tudij), lipofekcija (7,1% oz. 109
Studij), adenovirusom pridruzeni virus (4,4% oz. 67 §tudij) in virus
herpesa simpleksa (3,3% oz. 51 studij) (10).

Gensko zdravljenje lahko cilja somatske ali zarodne celice. Le v drugem
primeru pride do prenosa spremembe na potomce, je pa tovrstno
zdravljenje vprasljivo (predvsem eti¢no) za izvedbo pri vecjih zivalih in
ljudeh (2).

3 Gensko zdravijenje raka

Zaenkrat je najvec klini¢nih Studij genskega zdravljenja, priblizno dve
tretjini, usmerjenih v gensko zdravljenje raka (4). Gensko zdravljenje raka
je pomemben nov pristop zdravljenja raka, ki temelji na ciljanem in
specificnem zdravljenju, podobno kot zdravljenje s tar¢nimi zdravili. Cil]
obeh pristopov je ¢im bolj specifi¢no ciljati tumorske celice in ¢im manj
prizadeti ne-maligne normalne celice. Ustaljena zdravljenja raka, kot sta
radioterapija in kemoterapija, ne izpolnjujeta vseh teh pogojev, kar
mnogokrat vodi do lokalnih in sistemskih nezelenih u¢inkov. Gensko
zdravljenje raka verjetno ne bo v prvih fazah klinicne uporabe
uporablijeno kot samostojno zdravljenje, ampak v kombinaciji z
radioterapijo in kemoterapijo. Zato je potrebno gensko zdravljenje

prilagoditi kombinaciji z radio in kemoterapijo, tako prostorsko kot
¢asovno. Eden od takih pristopov je nadzor izrazanja vnesenega
transgena z ionizirajo¢im sevanjem ali s citostatiki (6).

Pri vsakem genskem zdravljenju je poglavitnega pomena varen in
ucinkovit vnos genskega materiala, od bolezni pa je odvisno, koliko
¢asa mora le-ta vzdrzati v celicah (9). Tako je ponekod zazeljeno ¢im
dalj8e izrazanje genov, drugje pa je zadosti ze kratko obdobje. Velina
nacinov za gensko zdravljenje raka spada k slednjim. Pri dostavi genov
za zdravljenje je pomembno tudi, ali bomo genski material vnesli
sistemsko ali lokalno (t. i. ciljana dostava). Odlocitev je odvisna od
lokacije oz. dostopnosti tumorja in prisotnosti oddaljenih zasevkov ter
samih sposobnosti dostavnih sistemov (11). Kar nekaj tipov tumorjev je
pripravnih za direktno injiciranje (npr. melanom) ali druge nacine lokalne
aplikacije (npr. peritonealno injiciranje za rak jaj¢nikov) genov za
zdravljenje. Pri oddaljenih zasevkih, na primer, pa pride v postev vnos
materiala v krvni obtok in ciljanje doloCenega mesta. Tu se lahko
zatakne. Dostavni sistemi morajo namreC v krvi preziveti nevarnost
razgradnje in celicne obrambne mehanizme, ko pridejo do izbranega
tkiva se morajo specificno vezati na taréne celice, ko so enkrat v celici,
pa se morajo tam izogniti e znotrajcelicnim oviram. Kot Ze omenjeno,
delimo dostavne sisteme na virusne in nevirusne (Preglednica 1).

3.1 Virusni dostavni sistemi

Virusi so naravno razviti za infekcijo celic in vnos svojega genskega
materiala vanje (9). Pri genskem zdravljenju se uporablja t. i. virusne
vektorje, ki so laboratorijsko spremenjeni, tako da so odstranjeni geni za
njihovo patogenost (npr. oviranje virusnega razmnozevanja z
odstranitvijo strukturnin genov). Kot dostavni sistemi veljajo virusni
vektorji za bolj u€inkovite kot nevirusni, a jih pesti vprasanje varnosti.
Poleg tega so omejeni kar se ti¢e velikosti vkljucka in jih je tezko
proizvajati. V uporabi za gensko zdravljenje raka previadujejo
adenovirusni in retrovirusni vektorji, vektor virusa vakcinije, adenovirusom
pridruzeni virusni vektorji ter vektor virusa herpesa simpleksa.

3.1.1 Adenovirusni vektorji

Adenovirusni vektorji so najpogosteje uporabljeni vektorji za dostavo
genov (12). Sami adenovirusi imajo dvoverizni DNA genom, ki se ne
integrira v gostiteljev kromosom, tako da je tudi izrazanje gena za
zdravljenje prehodno. Lahko okuzijo tako deleCe se kot nedelece se
celice. Za vstop v taréno celico se vezejo na celi¢ni receptor CAR (angl.
coxsackie and adenovirus receptor) in dalje z avp integrini. Najve¢
adenovirusnih vektorjev je narejenih na osnovi serotipa 5. Obstaja ve¢
generacij replikacijsko okvarjenih virusov, katerim izbriSemo gene
zgodnjih (E1A, E2B, E2A, E2B, ES, E4) in/ali poznih (L1, L2, L3, L4, L5)
regij. Prva generacija replikacijsko okvarjenih virusov ne vsebuie regije E1
ter v€asih E3, druga ima poleg tega inaktivirano ali izbrisano regijo E2
in/ali E4, tretja (angl. high-capacity, gutless, helper-dependent) pa ima
izbrisane vse virusne gene z izjemo ITR (angl. inverted terminal repeat)
in signalov za pakiranje virusnih delcev. Adenovirusni vektorji omogocajo
vklju€evanje malo vecjih kosov DNA kot retrovirusni, njihova glavna
slabost pa je, da so zelo imunogeni. To se je izkazalo za usodno pri 18-
lethem bolniku z okvaro v ornitin transkarbamilazi, ki je sodeloval v
pilotski &tudiji genskega zdravljenja (4). Stevilne kliniéne Studije so
vseeno pripeljale do tega, da so oktobra 2003 kitajske oblasti za
zdravljenje ploScatocelicnega karcinoma glave in vratu odobrile
uporabo rekombinantnega adenovirusnega vektorja s kaseto za
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Preglednica 1: Pregled glavnih dostavnih sistemov in njihova uporaba v klini¢nih Studijah pri genskem zdravijenju raka. Podatki so povzeti po

zbirkah Gene Therapy Clinical Trials Worldwide in ClinicalTrials.gov (10, 29).

Table 1: An overview of main gene delivery systems and their application in clinical trials for cancer gene therapy. The data were collected from

databases Gene Therapy Clinical Trials Worldwide and ClinicalTrials.gov (10, 29).

KLINICNE RAZISKAVE PRISTOPI ZA ZDRAVLJENJE IDENTIFIKACIJSKA STEVILKA
STUDIJE
VIRUSNI VEKTORJI
Adenovirusni vektorji Rak dojke, rak prostate, Imunoterapija, zdravljenje s NCT00849459,

rak prostate, gliom, rak jaj¢nikov
in peritonealne votline, rak jeter,
rak glave in vratu, rak mehurja,
rak plju¢

samomorilskim genom, vnos
tumorje zaviralnega gena,
zdravljenje z onkoliti¢nim
virusom

CA-001, NCT00583492,
BE-018, NCT00003450,
NCT00003147, DE-072,
NCT00109655, US-470

Retrovirusni vektorji

Nevroblastom, rak plju¢, gliom,
melanoma, rak jajénikov, rak
trebusne slinavke, rak dojke

Imunoterapija, zdravljenje s
samomorilskim genom,

vnos tumorje zaviralnega gena,
zmanjSevanje toksi¢nosti
kemoterapije

NCT00186862, CN-002,
DE-014, UK-005, US-339,
UK-106, CA-008

Vektor virusa vakcinije

Rak dojke, melanom

Imunoterapija, vnos tumorje
zaviralnega gena

NCT00003761, BE-011,
CH-020

Adenovirusom
pridruzeni virusni vektoriji

Melanom, rak prostate

Imunoterapija, zdravljenje s
samomorilskim genom

CH-025, JP-014

Vektor virusa herpesa
simpleksa

Rak zelodca, gliom, rak
debelega Crevesa, rak glave
in vratu

Imunoterapija, zdravljenje
s samomorilskim genom,
zdravljenje z onkoliti€nim virusom

UK-096, FR-034, NCT00012155,
UK-066

NEVIRUSNI VEKTORJI

Gola DNA

Rak glave in vratu, melanom,
rak ledvic

Imunoterapija

DE-010, CH-045, NCT00096629

Elektroporacija

Melanom

Imunoterapija

NCT00323206

Kationski lipidi

Melanom, levkemija, razli¢ni
solidni tumoriji, rak jajénikov

Imunoterapija, siRNA, vnos
tumorje zaviralnega gena

CA-004, NCT00860522,
NCT00938574, US-415

SiRNA

NCT00689065

Kationski polimeri Razli¢ni solidni tumoriji

izrazanje ¢loveskega p53 (Gendicine™), ki je tako postal prvi
komercializiran proizvod za gensko zdravljenje (13). Poleg omenjenega
tipa pa obstajajo tudi replikacijsko kompetentni (onkoliti€ni) adenovirusi,
ki se razmnozujejo specifi¢no v tarénih tumorskih tkivih (9).

3.1.2 Retrovirusni vekioriji

Retrovirusni vektorji so bili prvi dostavni sistemi uporabljeni v genskem
zdravljenju (14). Genom retrovirusa sestavljata dve identi¢ni enoverizni
RNA molekuli, iz katerih lahko s svojo reverzno transkriptazo napravijo
dvoverizne DNA kopije, ki se integrirajo v genom gostitelja. Ravno ta
lastnost, ki omogoc¢a stabilen genski prenos, pa je hkrati njihova glavna
slabost: v francoski $tudiji na kromosom X-vezane hude kombinirane
imunske pomanijkljivosti se je namre¢ po zacetnem navdusenju pri
dveh otrocih pojavila levkemiji podobna klonalna proliferacija
limfocitov, saj naj bi se retrovirusni vektor integriral v blizino promotorja
protoonkogena LMQO?2 (4). Z izjemo lentivirusov (HIV) se retrovirusi ne
morejo razmnozevati v nedelecih se celicah (14). Izbira tarénih celic je
vezana na tip proteinov ovojnice virusa in na njim ustrezne gostiteljske
receptorje. Vecina vektorjev izhaja iz mi§jega virusa levkemije (angl.
Moloney murine leukemia virus), ki mu odstranimo ve¢ino genoma
(gene gag, pol in env), da ostanejo le ponovitve LTR (angl. long
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terminal repeat) in signal za pakiranje, vanj pa lahko vklju¢imo do 8 kb
tuje DNA. Taki virusi so replikacijsko okvarjeni in za svoje razsirjanje
potrebujejo mediatorske celice, ki dopolnjujejo manjkajoce virusne
funkcije. Poleg retrovirusov z okvarjeno replikacijo so v uporabi,
podobno kot pri adenovirusih, tudi onkalitiéni virusi (9).

3.1.3 Vektor virusa vakcinije

Virus vakcinije, ki spada v druzino poksvirusov, je sodeloval priizbrisu
¢rnih koz in je zato najdlje uporabljen virus pri ljudeh (15). Ima
dvoverizni DNA genom. Tekom zivljenjskega cikla lahko tvori tri oblike
infektivnih delcev, ostane pa v citoplazmi od vstopa v celico do izstopa
novonastalih virusov, tako da ne pride do integracije v gostiteljev
genom. Okuzi lahko tako dele¢e se kot nedelece se celice (9). O
samem receptorju za vstop znanstveniki niso enotnega mnenja, vendar
pa virus lahko okuzi razli¢ne celi¢ne linije (15). Ravno zaradi njihove
zgodovine obstaja veliko razlienih sevov, ki so za funkcijo
rekombinantnih vektorjev razli¢no obdelani: sev Ankara, na primer, je
klasi¢no oslabljen s pasazami v fibroblastih pis¢ancjih embrijev, dalje
sta tu z delecijami modificirana seva NYVAC in Lister itd. Zaradi
velikega genoma ima moznost prenosa velikega vklju¢ka (vsaj 25 kb).
Poleg replikacijsko okvarjenih je tudi tu za gensko zdravljenje raka
mozno uporabiti onkoliti¢ne viruse.



Gensko zdravljenje raka

3.1.4 Adenovirusom pridruzeni virusni vektorji
Adenovirusom pridruzeni virusi so mali parvovirusi z enoveriznim DNA
genomom, ki potrebujejo pri infekciji in replikaciji pomo¢ drugega
virusa (adenovirusa ali herpesvirusa) (16). Ce le-tega ni, vzpostavijo
latentno infekcijo in se bodisi integrirajo v genom na specificno mesto
(domnevno naj bi imeli preferenco za transkripcijsko aktivne regije
kromatina) bodisi vztrajajo kot episom. OkuZijo lahko tako dele¢e se
kot nedele¢e se celice. Serotip 2 (AAV2) uporablja heparin sulfat
proteoglikane kot primarne receptorje ter receptorje za fibroblastni
rastni faktor 1 (ang. fibroblast growth factor 1) in o, B integrine kot
koreceptorje in tako lahko dostopa do razli¢nih tipov tkiv (17). Ravno na
njegovi osnovi so bili narejeni prvi vektorji, danes pa skoraj za vsak
organ obstaja preferenéni serotip (16). Genom adenovirusom
pridruzenih virusov vsebuje dva odprta bralna okvirja, Rep in Cap, ki
ju za gensko zdravljenje odstranimo in tako kot vektorji zadrzijo le
neprevedena zaporedja ITR. Ena izmed glavnih slabosti adenovirusom
pridruzenih virusnih vektorjev (poleg uc¢inka nevtralizirajo¢ih protiteles)
je, da vanje lahko vklju€¢imo manj kot 5 kb DNA (9).

3.1.5 Vektor virusa herpesa simpleksa

Virus herpesa simpleksa je iz druzine herpesvirusov in ima velik
dvoverizni DNA genom (18). Tekom svojega zivljenjskega cikla ima
latentno fazo v obliki episoma in se tako ne integrira v gostiteljski
genom. Okuzi lahko delece se in nedelece se celice. Virus je po naravi
nevrotropen (latentna faza poteka v zivénih celicah), kar lahko
izkori§¢amo pri dostavi genov v mozganske tumorije (9). V vektor ga
preoblikujemo z odstranitvijo nekaterih sekvenc, izrazenih med zgodnjo
infekcijo, kot so ICPO, ICP4, ICP27, ICP22. Zaradi velikega genoma
lahko sprejme vecje vkljuCke kot ostali pogosto uporabljeni virusni
vektorji, in sicer do skoraj 40 kb. Poleg replikacijsko okvarjene razlicice
je zelo uporaben tudi kot onkoliti¢ni virus in se po odstranitvi nekaterih
genov (gen za timidinsko kinazo, ICP34,5, ICP6...) selektivno
razmnozuje le Se v delecih se tumorskih celicah (17, 18).

Zgoraj nastete skupine virusnih vektorjev v genskem zdravljenju raka
prevladujejo. V- manj$i meri se raziskujejo tudi virus atipic¢ne kokosje
kuge, virus vezikularnega stomatitisa, reovirus, poliovirus, virus oSpic
itd. (17).

HaC

HaC

3.2 Nevirusni dostavni sistemi

Nekatere slabosti virusnih dostavnih sistemov, kot sta npr. varnost ali
proizvodnja na veliko, pridejo do manjSega izraza pri nevirusnih
dostavnih sistemih (9). V tej kategoriji za uporabo v genskem zdravljenju
raka prevladujejo gola DNA kot posebna enota ter kationski lipidi in
polimeri (Slika 1). Prva je bila uspesno uporabljena za direktno injiciranje
v tumorje ali kot DNA cepivo, vendar pa jo organizem lahko hitro
odstrani (9). Za zasc¢ito in za zmanjSanje velikosti 0z. kompleksnosti
lahko DNA »vgradimo« v kationske nevirusne dostavne sisteme, kot so
kationski lipidi in kationski polimeri (11). Ti z negativho nabito DNA
interagirajo preko elektrostatskih interakcij, neto naboj celega
kompleksa pa ostane pozitiven, kar v nadaljnji stopnji omogoci
ucinkovito interakcijo z negativno nabitimi celiénimi membranami in
internalizacijo, ki v glavnem poteka z endocitozo (9). Kationske
nevirusne vektorje sicer pesti slabsa ucinkovitost v primerjavi z virusnimi
in so odvisni od svojih fizikalno-kemijskih lastnosti, vendar pa jih z
lahkoto modificiramo, npr. za zmanj$anje nespecifi¢nih interakcij s
sestavinami krvi ali za ciljanje receptorjev na povrsini taréne celice (11).

3.2.1 Gola DNA

Golo DNA lahko neposredno uporabimo za vnos, ¢e jo vnesemo blizu
bolezenskega mesta in stran od elementov, ki bi jo utegnili razgraditi
(19). Tako jo v krvi, na primer, ogrozajo nukleaze (11). V. pomo¢ pri
dostavi nam je lahko elektroporacija — fizikalna metoda za dostavo
razlicénih molekul v celice z aplikacijo kontroliranih zunanjih elektri¢nih
polj, ki zac¢asno povecajo propustnost celi¢ne membrane (20). Z njo so
proucevali uporabo razli¢nih genov za zdravljenje in pristopov. Se
posebej primerna je za dostavo genov, ki ciljajo na tumorsko zilje, saj
Ze metoda sama po sebi deluje zilno razdiralno. V leto$njem letu bomo
priceli tudi na Onkoloskem institutu v Ljubljani s klini¢no Studijo z
uporabo elektroporacije kot dostavnega sistema za antiangiogen gen
pri zdravljenju koznih metastaz melanoma v okviru evropskega projekta
Angioskin.

3.2.2 Kationski lipidi
Kationski lipidi so najbolj prou¢evani izmed nevirusnih vektorjev (19).
Pri fizioloSkem pH so pozitivno nabiti in se vezejo z DNA preko

H
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Slika 1: Primer kationskega lipida DOTAP oz. N-[1-(2,3-dioleciloksi)propil]-N,N,N-trimetilamonijevega metilsulfata (1) ter kationskih polimerov

poli(etilenimina) (2) in poli(L-lizina) (3).

Figure 1: An example of the cationic lipid DOTAP or N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium methylsulfate (1) and cationic

polymers poly(ethyleneimine) (2) and poly(L-lysine) (3).
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elektrostatskih interakcij. Vsi vsebujejo hidrofobno skupino, ki je lahko
iz enega ali dveh mascobnokislinskih ali 12-18 C-atomskih alkilnih
ostankov ali holesterolnega dela ter aminoskupino: hidrofobni del
omogodi v vodnem mediju ureditev v dvoslojne vezikle (liposome),
aminoskupina pa veze DNA in kondenzira v t.i. lipoplekse. Tekom
razvoja so jih modificirali na razli¢ne nacine, npr. z dodatkom nevtralnih
lipidov, kot je holesterol, za poveCanje ucinkovitosti ali s
polietilenglikolom za podaljSanje ¢asa krozenja v krvi (9). V uporabi je
tudi mesanica liposom/protamin/DNA: protamin je peptid, ki kondenzira
DNA, preden se le-ta poveze s kationskimi lipidi. Liposomi tako
reagirajo z ze kondenzirano DNA, pri Eemer nastane manjsi kompleks,
ki najverjetneje podalj$a ¢as krozenja v krvi in olaj$a endocitozo (9).

3.2.3 Kationski polimeri

Kationski polimeri imajo prav tako pri fizioloSkem pH pozitiven naboj, s
katerim elektrostatsko priviacijo negativno nabito DNA v t.i. polipleks
(19). Kot prvega so za gensko zdravljenje uporabili poli(L-lizin). V
nasprotju s kationskimi lipidi je tu veliko dela potekalo na ligandih, ki bi
olajsali celi¢ni privzem. Prav tako so raziskovalci nekatere L-lizine v
polipleksu zamenijali s cisteinskimi ali triptofanskimi ostanki in s tem
povecali uc€inkovitost prenosa ter poliplekse prekrili s hidrofilnimi

Antigen predstavljajoca
celica

Gen za
zdravljenje

polimeri za preprecitev opsonizacije s plazemskimi proteini. Poleg
poli(L-lizina) je najbolj prou¢evan linearen ali razvejan poli(etilenimin)
(9), v to skupino pa spadajo tudi hitosani, dendrimeri in reducibilni
polikationi (9).

Zgoraj opisane kategorije prevladujejo v skupini nevirusnih dostavnih
sistemov, raziskuje pa se tudi dostava genov s kationskimi peptidi, z
razli¢nimi kombinacijami omenjenih vektorjev (npr. lipopolipleksi), z
razli¢nimi nanodelci, z gensko pistolo, z ultrazvokom itd. (10, 19, 21).

3.3 Pristopi k zdravljenjv

Razvoj raka je povezan s Stevilnimi spremembami na genskem nivoju.
Zaradi njegove kompleksne narave gensko zdravljenje na tem
podrocju vsebuje razlicne pristope. Njihova razdelitev je tezka, ker se
med seboj prepletajo. Ena izmed moznosti je delitev na imunoloske
(Slika 2) in molekularne (Slika 3) (22), posamezne pristope pa lahko
tudi kombiniramo z Ze obstojeCimi metodami zdravljenja, npr. z
radioterapijo (5). Kombinacija radioterapije, kot lokalnega zdravljenja,
in promotorjev, katerih delovanje sprozimo z ionizirajo¢im sevanjem,
lahko omogoc¢i nadzorovano izrazanje genov za zdravljenje v tumorju
(t.i. transkripcijsko ciljanje) in s tem prispeva k zmanjSanju toksi¢nosti
za normalno tkivo.

Ol
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Celice
imunskega odziva

Rakava celica
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Slika 2: Shematski pregled imunoloskega pristopa pri genskem zdravijenju raka. Gen za imunostimulatorno molekulo lahko vnesemo v
tumorske celice (1), z in vitro manipulacijo usposobimo antigen predstavijajoce celice aktivno predstaviti tumorski antigen (2) ali
neposredno vnesemo DNA cepivo z antigen-kodirajocimi geni (3).

Figure 2: A schematic overview of the immunological approach in cancer gene therapy. The gene coding for the immunostimulatory molecule
can be inserted in cancer cells (1), the antigen presenting cells can be manipulated in vitro to enable them of active tumor antigen
presentation (2) or DNA vaccine with the antigen coding gene can be directly injected (3).
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V nadaljevanju prispevka bomo na kratko opisali glavne pristope
genskega zdravljenja raka in uporabo le-teh v praksi osvetlili s primeri
klini¢nih Studij, ki so bile objavljene v zadnjih letih v znanstvenih revijah
ali v podatkovnih zbirkah.

3.3.1 Imunoloski pristop

Rakave celice so po naravi imunogene, vendar pa so se sposobne
izogibati imunskemu sistemu. To lahko poc¢nejo zaradi izloCanja
imunosupresivov, znizanega izrazanja antigenov ali molekul
poglavitnega histokompatibilnostnega sistema in pomanjkanja
kostimulacije (22). Posledi¢no imunski odziv organizma ni dovolj za
prepoznavanje in ubijanje tumorskih celic. Gensko zdravljenje, ki
spreminja imunski odziv bolnika (imunoterapija), lahko izkoristimo kot
spodbudo T celi¢ni imunosti, raziskuje pa se tudi celicna in DNA
cepiva z antigen-kodirajo¢imi geni.

3.3.1.1 Prenos gena za imunostimulatorno molekulo

Ena izmed moznosti imunoloskega pristopa je prenos gena za
imunostimulatorno molekulo (npr. citokini), pri ¢emer se aktivirajo
predvsem T limfociti in naravne celice ubijalke (22). Daud in sodelavci
(23) so ta princip uporabili pri bolnikih z metastatskim melanomom, in
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sicer z elektroporacijskim vnosom gena za interleukin -12 (/IL-12). Gre
za prvo kliniéno Studijo za dostavo plazmidne DNA z in vivo
elektroporacijo na ljudeh. Na 24 bolnikih so v svaji klini¢ni studiji . faze
ugotovili, da je postopek varen in ga bolniki dobro prenasajo. Se
posebej pa je vredno izpostaviti, da ima metoda potencial tudi za
zdravljenje oddaljene bolezni. Pri nekaj vklju¢enih bolnikih so se poleg
lezij, v katere so injicirali plazmid, zmanjSale tudi oddaljene,
nezdravljene lezije. Pri polovici teh bolnikov so opazili sistemski odziv
na gensko zdravljenje, bodisi v obliki stabilizirane bolezni bodisi kot
zmanjSanje nezdravljenih lezij, pri treh bolnikih pa celo popolno
regresijo oddaljenih lezij.

3.3.1.2 Celi¢na cepiva

Druga moznost genskega zdravljenja, ki spreminja imunski odziv
bolnika, je in vitro manipulacija antigen predstavljajoCih celic, da so
sposobne aktivne predstavitve tumorskega antigena (22). Ta princip
so uporabili Di Nicola in sodelavci (24), ko so z virusom vakcinije
prenesli v dendriticne celice tirozinazo (antigen, povezan z
melanomom). Genetsko modificirane dendritiéne celice so nato injicirali
v 6 bolnikov z metastatskim melanomom. S klini¢no $tudijo |. faze so
pokazali, da je taks$no cepljenje varno in u¢inkovito spodbuja T celi¢no

o To

Virus

O]

= Q Protein

©

Propad rakave celice

Hematopoetska celica

Slika 3: Shematski pregled molekularnega pristopa pri genskem zdravijenju raka. Ce gen za zdravijenje vnesemo v rakave celice (1), te
propadejo zaradi razmnoZevanja onkoliticnega virusa (1a), zaradi izraZanja tumorje zaviralnega gena, encima za aktivacijo zdravila ali
inhibitorja angiogeneze (1b) ali zaradi inhibicije izraZanja onkogena ali induktorja angiogeneze (1c). Ce gen za zdravljenje vnesemo v
normalne (hematopoetske) celice, te sintetizirajo protein za odpornost na zdravilo (2).

Figure 3: A schematic overview of the molecular approach in cancer gene therapy. If the therapeutic gene is inserted in cancer cells (1), cell
death occurs due to propagation of the oncolytic virus (1a), due to expression of the tumor suppressor gene, prodrug activating
ezyme or angiogenic inducer (1b) or due to inhibition of expression of the oncogene or angiogenic inhibitor (1c). If the therapeutic
gene is inserted in normal (hematopoietic) cells, they synthesize the drug resistance protein (2).
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posredovan odziv na tirozinazo, pri 1 bolniku pa so opazili tudi delni
odgovor na zdravljenje v obliki zmanjSanja podkozne metastaze.

3.3.1.3 DNA cepiva

Poleg zgoraj omenjenih moznosti se raziskuje tudi neposredna DNA
cepiva z antigen-kodirajo¢imi geni, kar so storili npr. Conry in sodelavci
(25). Na 17 bolnikih z metastatskim kolorektalnim karcinomom so
preizku$ali kombinacijo gena za karcinoembrionalni antigen (CEA,
angl. carcinoembryonic antigen), kot tumorskega antigena, in gena za
povrSinski antigen hepatitisa B (HBsAg) kot pozitivno kontrolo
imunskega odziva. Metoda se je izkazala za varno, bolniki so jo dobro
prenasali, objektivnih klini¢nih odgovorov pa pri tej skupini niso opazili,
tako da bodo potrebne dodatne raziskave.

3.3.2 Molekularni pristop

Za tumorije je znacilno spremenjeno izrazanje nekaterih genov, za kar
so lahko krive tudi mutacije. Te spremembe lahko izkoris¢amo za
gensko zdravljenje z molekularnim pristopom in tako na razli¢ne nacine
cilamo onkogene, tumorje zaviralne gene, gene vpletene v
angiogenezo itd. Poleg tega lahko za zdravljenje uporabimo tudi
viruse, ki se selektivno razmnozujejo v rakavih celicah (onkoliti¢ni virusi)
in gene, ki pretvarjajo neaktivna zdravila v aktivna (samomorilski geni).
Cilj omenjenih moznosti je zaustavitev celi¢nega cikla ali programirana
celi¢na smrt (apoptoza) (22).

3.3.2.1 Onkogeni in tumorje zaviralni geni

Ena glavnih genskih skupin, vpletenih v nastanek raka, je skupina
onkogenov. Na njihovo bioloSko aktivnost lahko vplivamo s t.i. anti-
onkogeni (protismiselni oligonukleotidi, angl. antisense
oligonucleotides), ki se vezejo na mRNA preko parjenja baz in tako
inhibirajo onkogeno aktivnost (22). Tak je na primer G3139, 18-merni
fosforotioatni protismiselni oligodeoksinukleotid, ki se veze na mRNA
Cloveskega antiapoptotskega proteina Bcl-2 (26). Liu in sodelavci so
ga proucevali v kombinaciji s karboplatinom in paklitakselom na 46
bolnikih z razli¢nimi tipi ¢vrstih tumorjev. Ugotovili so, da lahko G3139
varno kombinirajo s standardnimi dozami obeh kemoterapevtikov. Prav
tako so opazili znizanje mRNA Bcl-2 v perifernih mononuklearnih
celicah in v tumorskih biopsijah.

Raziskuje se tudi anti-onkogene, ki se vezejo na zaporedje v DNA
(antigenski oligonukleotidi, angl. antigene oligonucleotides) z
vodikovimi vezmi in tako inhibirajo onkogeno aktivnost (22). Carbone in
sodelavci (27) so proucevali uporabnost 11-mernega antigenskega
oligonukleotida, bogatega z gvanini in timini, ki se veze na sekvenco
blizu promotorja P2 onkogena c-myc in z njimi tvori tripleks. Za
povecanje njegove stabilnosti so antigenski oligonukleotid konjugirali
z daunomicinom, ki interkalira v DNA. Ugotovili so, da kompleks
inhibira transkripcijo in vitro in zmanj$a aktivnost promotorja in zniza
endogeno izrazanje c-myc v celi¢nih linijah raka dojke in raka prostate.
Klini¢nih Studij za uporabo pri genskem zdravljenju raka zaenkrat Se ni.

Druga velika skupina, vpletena v nastanek raka, je skupina tumorje
zaviralnih genov (22). Ti nadzorujejo delitev celice in jo lahko, ¢e je
potrebno, usmerijo v apoptozo. Za gensko zdravljenje lahko
prenesemo divji tip proteina v celice z mutiranim genom in tako
nadomestimo njegovo funkcijo. Glavni predstavnik tumorje zaviralnih
genov je p53, ki je mutiran v skoraj 40% rakov. Na principu vstavitve
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diviega tipa p53 deluje ze omenjeni Gendicine™ (13). Gre za
rekombninantni adenovirus, ki ima regijo E1 zamenjano s kaseto za
izrazanje Cloveskega p53. V klini¢ni Studiji . faze so ga preizkusali na
12 bolnikih z rakom glave in vratu. Po uspe$nih rezultatih so ga v
klini¢ni studiji lI/lll. faze pri 135 bolnikih uporabili v kombinaciji z
radioterapijo in ugotovili oCiten sinergisti¢ni ucinek. V teku je tudi
klini¢na Studija IV. faze (13). Zanimivo je, da so izvedene $tudije v obliki
raziskovalnih ¢lankov opisane le v kitajscini in da je v anglescini
dostopen le pregledni ¢lanek, ki na kratko povzema te rezultate (13).

3.3.2.2 Uporaba interferenéne RNA

V posebno skupino pristopov lahko uvrstimo uporabo interferenéne RNA.
Princip delovanja temelji na komplementarnosti med kratkimi dvoveriznimi
RNA (mikro RNA (miRNA), kratke interferenéne RNA (siRNA)) in taréno
mRNA, kar vodi v utiS§anje izbranega gena (28). V grobem razdelimo
kratke dvoverizne RNA molekule na tiste, ki jih sintetiziramo v laboratoriju
in jih vnasamo v celice z dostavnimi sistemi (siRNA) in na endogene
miRNA, ki nastanejo s prepisom iz DNA molekule.

Ena izmed moznosti uporabe so siRNA, ki nastanejo s procesiranjem iz
dalj$e dvoverizne RNA, in jih vnesemo v celice v obliki plazmidne DNA,
ki nosi zapis za daljSo dvoverizno RNA molekulo. Za svoje delovanje se
prikljugijo v multiencimski kompleks RISC-a (angl. RNA-induced silencing
complex) in argonavta 2, kjer se najprej odstrani njihova smiselna veriga.
Tako nastane aktiviran kompleks, ki ga protismiselna veriga siRNA vodi
do komplementarne mRNA tarénih genov in ga veze nanjo. To mRNA
naposled argonavt 2 razreze. SiRNA so Ze v |. fazi klini¢nih testiranj (29).
Tako se npr. na razlicnih solidnih tumorjih preizkusa varnost in
ucinkovitost CALAA-01. Aktivna ucinkovina v CALAA-01 je siRNA, ki
inhibira rast tumorjev preko znizanja izrazanja podenote M2
ribonukleotidne reduktaze (29, identifikacijska Stevilkka NCT00689065).

V sklop interferen¢nih RNA spadajo tudi male nekodirajo¢e miRNA (30),
ki nastanejo s prepisom iz DNA. Njihova funkcija je predvsem
uravnavanje izrazanja proteinov. Povezali so jih z razli¢nimi boleznimi,
med drugim tudi z onkogenim ali tumorje zaviralnim vplivom pri raku,
kadar so deli DNA, ki kodirajo za miRNA mutirani ali se drugace
nepravilno izrazajo. Tako na primer mutirana oblika miRNA ne razgrajuje
mRNA tarénega onkogena, kar vodi v poveCano izrazanje tega
onkoproteina. Gre za novejSe podroCje, kjer $e ni klini¢nih testiranj v
genskem zdravljenju raka. MiRNA se pri svojem delovanju, podobno kot
siRNA, vezejo v multiencimski kompleks in dalje s protismiselno verigo na
mRNA tarénega gena. Njihova vezava lahko vodi bodisi v blokiranje
prevajanja tarcne mRNA bodisi v njeno razgradnjo. Tako so Tsang in
sodelavci (31) na razli¢nih celi¢nih kulturah ugotovili, da miR-18a* cilja
onkogen K-Ras in ima morda tumorje zaviralni vpliv. Zato bi lahko bila
uporabna pri zdravljenju raka. Poleg tega se da miRNA tudi utisati, kot so
to storili Lu in sodelavci s komplementarnimi oligonukleotidi (32). Na
celi¢nih kulturah so prou¢evali moznost utiSanja treh onkogenih miRNA z
enim samim vectar¢nim oligonukleotidnim inhibitorjem in  dobili
spodbudne rezultate. Pred uporabo v genskem zdravljenju raka pri ljudeh
pa bodo seveda potrebne Se nadaljnje raziskave.

3.3.2.3 Samomorilski geni

Naslednji pristop uporablja t.i. samomorilske gene (22). Tu gre za
pretvorbo neaktivne substance z nesesalskimi encimi v fiziolosko
aktivno (citotoksi¢no) obliko. Eden izmed najbolj proucevanih sistemov
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je timidinska kinaza iz virusa herpesa simpleksa, ki fosforilira in s tem
aktivira ganciklovir. Slednji preko apoptotskih in neapoptotskih
mehanizmov unici rakavo celico. Vazen je tudi ucinek na sosednje
celice (angl. bystander effect): toksic¢ni metaboliti se preko medceli¢nih
stikov ali apoptotskih veziklov prenesejo iz gensko spremenjenih celic
v sosednje, gensko nespremenjene. Ta lastnost je koristna, ¢e gre za
Sirjenje v rakave celice in Skodljiva, e gre za Siritev v normalne celice.
Na podoben princip deluje tudi citozin deaminaza iz Escherichie coli,
ki pretvarja fluorocitozin v fluorouracil, ta pa inhibira sintezo DNA in
RNA. Veliko dela z uporabo samomorilskih genov je opravljenega na
gliomih, v zadnjem Casu pa potekajo Studije tudi na raku prostate. Tako
so Nasu in sodelavci (33) v klini¢ni $tudiji |. faze 8 bolnikom v prostato
injicirali adenovirusni vektor s timidinsko kinazo, temu pa je sledila
intravenozna administracija ganciklovirja. S Studijo so potrdili varnostni
profil takega pristopa zdravljenja, rezultati pa kazejo tudi na morebiten
protirakav ucinek sode€ po znizanju nivoja serumskega prostaticnega
specificnega antigena (PSA) bolnikov.

3.3.2.4 Onkoliti¢ni virusi

Virusni vektorji za uporabo pri genskem zdravljenju raka so lahko
replikacijsko okvarjeni ali replikacijsko selektivni (onkoliticni). Sledniji
imajo naravno ali umetno vgrajeno sposobnost tumorske selektivnosti
(34). Na ta nacin so se sposobni razmnozevati in uniciti le tumorske
celice, brez ogrozanja normalnih. Novembra 2005 so kitajske oblasti
odobrile prvo onkoliti€no gensko zdravljenje raka z uporabo genetsko
modificiranega adenovirusa H101 za zdravljenje raka nosno-zrelnega
prostora v kombinaciji s kemoterapijo. Gre za rekombinantni
adenovirus serotipa 5, ki ima izbrisan gen za E1B-55kD in krajSi
segment v regiji E3. Zato naj ne bi mogel inaktivirati p53 v normalnih
celicah za uc¢inkovito razmnozevanje (35). Tumorske celice pa imajo
dostikrat mutiran p53 in naj bi posledi¢no bile dovzetne za virusno
razmnozevanje in citopatske ucinke. Tudi v tem primeru so objave
klini¢nih $tudij z izjemo pilotske $tudije Il. faze (35) dostopne le v
kitajS¢ini, v anglesc¢ini pa zgolj povzete v referenci (34). V klini¢ni Studiji
I. faze so na 15 bolnikih z razli¢nimi tipi raka ugotovili, da je H101 varen
za injiciranje v tumor, zaznali pa so tudi zmanjSanje tumorja pri 3
bolnikih. Ko so opravili $e klini¢no Studijo Il. faze so ugotovili, da
onkoliti¢ni virus deluje bolje v kombinaciji s kemoterapijo. To ugotovitev
so potrdili na Studiji Ill. faze, kjer so bolnike z rakom glave in vratu
zdravili bodisi s kombinacijo H101 in kemoterapije bodisi s
kemoterapijo samo.

3.3.2.5 Angiogeneza

Angiogeneza je tvorba novih Zil iz ze obstojecih in je, med drugim,
potrebna za rast tumorjev (36). Brez nje tezko zrastejo ve¢ kot 2-3 mm.
En izmed pristopov genskega zdravljenja raka je ciljanje na gene,
povezane z angiogenezo. To lahko dosezemo na dva nacina, in sicer
z inhibicijo njenih aktivatorjev ali z vstavitvijo njenih inhibitorjev. Primer
prve moznosti je klini¢na Studija |. faze Wenga in sodelavcev (37). Za
zdravljenje so uporabili Angiozyme, prvi sinteti¢ni ribocim testiran kot
dejavnik za zdravljenje pri ljudeh. Cilja in razreze mRNA receptorja za
zilni rastni dejavnik 1 (VEGFR-1) in s tem zniZza njegovo izrazanje. V
ocenjevanju zdravljenja so na 28 bolnikih s solidnimi tumorji ugotovili,
da je uporaba ribocima varna. Poleg tega se je bolezen pri sedmih
bolnikih stabilizirala za vsaj 6 meseceyv, 2 bolnika pa sta kazala znake
manjsega odziva. V letoSnjem letu bomo priceli tudi na Onkoloskem

in&titutu v Ljubljani s klini¢no $tudijo z uporabo elektroporacije kot
dostavnega sistema za antiangiogen gen pri zdravljenju koznih
metastaz melanoma v okviru evropskega projekta Angioskin.

Nasteti in opisani pristopi prevladujejo v genskem zdravljenju raka.
Poleg teh pa lahko gensko zdravljenje Kkoristi tudi drugace, npr. z
zmanj$anjem nezelenih ucinkov kemoterapije z vstavitvijo genov za
odpornost v hematopoetske celice (22).

4 Sklep

Gensko zdravljenje je zadnja desetletja predmet Stevilnih raziskav, velik
delez pa se jih opravlja na raku. Pri njem je velikega pomena, kako
dostavimo zeleni gen za zdravljenje. V preteklih letih so raziskovalci
veliko truda vlagali v razvijanje novih in spreminjanje starih dostavnih
sistemov. Pri¢akujemo lahko, da bo v prihodnosti uspesno zdravljenje
raka z genskim zdravljenjem vklju¢evalo predvsem kombinacije, bodisi
z ze obstojeC¢imi metodami zdravljenja bodisi z razli¢nimi pristopi
genskega zdravljenja. Na vsaj delno uporabnost tovrstnega zdravljenja
kaze odobritev kitajskih oblasti za uporabo rekombinantnega
adenovirusnega vektorja s kaseto za izrazanje Cloveskega p53 pri
zdravljenju raka glave in vratu ter za uporabo genetsko modificiranega
onkoliti¢nega adenovirusa H101 pri zdravljenju raka nosno-zrelnega
prostora. Ve¢ o koristi in delovanju omenjenih zdravil kot tudi o
dolgoro¢nih nezelenih ucinkih in varnosti na Sirsi populaciji, pa nam
bodo povedale Sele postmarketingke klini¢ne raziskave.

[ ]
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Mikrobioloska kakovost farmacevtskih izdelkov

Mikrohioloska kakovost
farmaceviskih izdelkov

Microbiological quality of pharmaceutical products

Meta Resnik, Janez Keré¢

Povzetek: Farmacevtska industrija velja za eno najbolj reguliranih proizvodnih okolij, saj neposredno vpliva na zdravje ¢loveka. Velik delez k
temu prispeva tudi mikrobioloska kontrola farmacevtskih izdelkov, na katero vpliva bodisi okolje, v katerem jih izdelujemo, bodisi snovi, ki jih
uporabljamo v farmacevtskih oblikah. V danasSnjem nacinu proizvodnje, z zagotavljanjem kakovosti kot prvim pogojem izvajanja dobre
proizvodne prakse, zelimo z natancnimi postopki prepreciti mikrobno kontaminacijo v vseh izdelkih. Farmacevtska podjetja se trenutno srecu-
jejo z zahtevno nalogo izvrSevanja harmonizacije zahtev, ki naj bi kljub poenotenju nudile Se mocnejSo osnovo za zagotavljanje varnosti
izdelkov. Poleg mikroorganizmov, ki so pomembni v farmacevtski industriji, so v ¢lanku predstavljeni klju¢ni dejavniki, ki vplivajo na mikrobno
kontaminacijo farmacevtskih izdelkov in razli¢ni testi za mikrobioloSko kontrolo kakovosti izdelkov.

Kljuéne besede: mikrobioloska kontrola, mikrobna kontaminacija, limitni testi, test sterilnosti, harmonizacija

Abstract: Pharmaceutical industry is known to be one of the most regulated production environments because of its direct effect on human
health. Microbiological quality control of pharmaceutical products contributes a huge part to this whether it is the production environment that
mostly affects them or the substances which are used in the products. With quality assurance as the first approach of performing good manu-
facturing practice in today’s production the aim is to prevent microbial contamination in every product. Nowadays pharmaceutical companies
are dealing with pretentious implementation of harmonised regulations which would offer even better basis for product’'s quality. Besides
microorganisms found in pharmaceutical industry, factors affecting microbial contamination, microbiological control and different tests are

reviewed in the article.

Key words: microbiological quality control, microbial contamination, limit testing, sterility testing, harmonization

1 Mikroorganizmi, pomembni v
farmaceviski industriji

Mikroorganizmi naseljujejo skoraj vsa okolja in so sposobni zelo
hitrega razmnozevanja, kar pomeni, da jim izredna metabolna
prilagodljivost omogo¢a menjavanje in naseljevanje novih ekoloskih
nis. Mednje uvr§¢amo bakterije (prokarioti) in arheje, ter glive,
prazivali in alge kot evkariotski tip mikroorganizmov (1).

1.1 Bakterije

Bakterije so zelo pestra skupina organizmov, ki naseljujejo prakticno
vsa naravna okolja. Bakterijsko celico sestavljajo trije pomembni deli:
tekoCa citoplazma, citoplazemska membrana in celi¢na stena, ki daje
celici trdnost in rigidnost. Primarna identifikacija bakterij poteka na
podlagi razlik v sestavi celicne stene (Slika 1). Gram-pozitivne
bakterije sestavlja debelejSa plast peptidoglikana v steni (po Gramu
se obarvajo modro), gram-negativne pa tanj$a (rde¢e obarvanje po
Gramu). Bakterijski genom ponavadi predstavlja dvoverizna krozna
DNK, vsebuje pa lahko tudi nekromosomske elemente kot so
plazmidi, ki nosijo zapise za edinstvene lastnosti in se prenasajo z
genskimi prenosi. Nekatere vrste lahko oblikujejo dormantne oblike,
ti. spore, ki so zelo odporne in mirujoce strukture. Vsebujejo ves

dedni material, vendar niso metabolno aktivne. Prenesejo zelo
neugodne pogoje, kot so izsusitve, razkuzila (70% etanol) in visoke
temperature (>100°C). Spore tvorijo sporogene bakterije kot npr.
Clostridium in Bacillus. RazmnoZevanje bakterij je nespolno, za rast
pa nujno potrebujejo vodo, hranila, kisik, ustrezno temperaturo in pH
okolja. Glede na potrebo po kisiku lo¢imo obligatne aerobe,
fakultativne anaerobe, obligatne anaerobe, aerotolerantne anaerobe
in mikroaerofile (1, 2).

1.2 Glive

Glive najdemo v vodi, zemlji in zraku, prav tako so tudi del normalne
flore pri ljudeh in Zivalih. Poznamo jih kot nizje (plesni, kvasovke) in
visje glive (npr. gobe). Kvasovke so enoceli¢ni organizmi, vecji od
bakterij in se razmnoZujejo s cepitvijo ali brstenjem. Micelij plesni
sestavljajo filamentozne strukture - hife, na katerih nastajajo spolne ali
nespolne oblike spor (Slika 2). Nekatere glive, npr. patogen Candida
albicans, lahko fenotipsko preklapljajo med kvasno rastjo v nekaterih
okoljih in filamentozno v drugih. Glive uspevajo pocasneje kot
bakterije, zmozne so rasti pri nizjih pH, prenesejo tudi visoke
koncentracije sladkorja. Vecina gliv ni patogena, a so zaradi
odpornosti spor pomembne kot kontaminanti surovin, zlasti tistih
naravnega izvora (1, 2).

Meta Resnik, univ. dipl. mikrobiol., Lek farmacevtska druzba d.d., Verov§kova 57, 1526 Ljubljana
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Slika 1: Celicna stena a) Gram pozitivnih bakterij in b) Gram negativnih bakterij (prirejeno po 3).

Figure 1: Cell wall of a) Gram positive bacteria and b) Gram negative bacteria. (adapted from 3).

Slika 2: Nespolne strukture Aspegillus niger (4).
Figure 2: Asexual structures of Aspegillus niger (4).

1.3 Virusi

Viruse, viroide in prione uvr§¢amo med neziveCe organizme, saj je
njihov obstoj odvisen od gostitelja. V famacevtskem kontekstu so
pomembni zaradi izjemne odpornosti proti sterilizaciji — pari, gama
sevanju in dezinficiensom (1, 2).

2 Viri mikrobne kontaminacije v
farmaceviski industriji

Mikrobi v kon¢nem izdelku lahko izvirajo iz surovin, opreme,
uporabljene v proizvodnem postopku, vode, atmosfere, osebja, ki
sodeluje v procesu ali primarne ovojnine izdelka. Kontaminanti
izdelkov so lahko patogeni ali nepatogeni, ki so sposobni rasti
navkljub prisotnosti protimikrobnih sredstev. Vecino prisotnih
mikrobov uni¢imo s segrevanjem in dezinfekcijo, nekateri celi¢ni
ostanki lahko kljub temu ostanejo toksic¢ni ali pirogeni (2, 5).

Zahteva za mikrobioloSko kakovost surovin dovoljuje prisotnost
dolo¢enega S$tevila nepatogenih mikroorganizmov, ¢e sta bila
ovrednotena tveganje njihovega prezivetja in s tem moznost kvarjenja
kon¢nega izdelka. Hkrati mora biti prou¢eno obnasanje
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mikroorganizmov v prisotnosti protimikrobnih sredstev in ucinkovitost
uni¢enja mikrobov med procesom. Naravne surovine so lahko
tezavne zaradi samega izvora (rastlinskega, Zivalskega), nacina
pridobivanja, obdelave in pogojev shranjevanja, medtem ko so
sintetiCne surovine manj problemati¢ne zaradi neugodnih pogojev
med samo sintezo, mozna pa je kasnejSa kontaminacija npr. z
okuzeno vodo (2, 6).

v !
.

Slika 3: Proces nastajanja bakterijskega biofilma. 1. povratna
(reverzibilna) pritrditev mikrobnih celic; 2. nepovratna
(ireverzbilna) pritrditev; 3. bujna rast mikrobnih celic in
razvoj mikrobne kolonije; 4. razvoj zrelega biofilma, 5. delni
razkroj biofilma in sprostitev mikrobnih celic. Te mikrobne
celice pois¢ejo nove povrsine za naselitev in ponovni razvoj
biofilma (7).

Figure 3: Biofilm maturation. 1. initial (reversible) attachment; 2.
irreversible attachment; 3. cell growth and maturation of
microbial colony, 4. development of mature biofilm; 5.
partial decomposition and dispersion of microbial cells.
These cells then attach to new surfaces and mature into
the biofilm again (7).

Mikrobna ekologija vode ima v farmacevtski industriji velik pomen
zaradi mnogokratnosti njene uporabe, bodisi kot sestavine izdelkov ali
kot Cistilne in hladilne tekoCine. Voda predstavlja zivljenjsko okolje za
mikroorganizme in posledi¢no deluje kot prenasalni vektor. Je med
pogostejSimi vzroki mikrobnih kontaminacij. V industrijski vodi se v



Mikrobioloska kakovost farmacevtskih izdelkov

98% kontaminacij pojavljajo Gram-negativne bakterije (Pseudomonas
spp., Alcaligenes spp., Flavobacter spp., Chromobacter, Serratia sp.,
enterobakterije,...), drugi najdeni izolati so §e Micrococcus spp.,
Cytophaga spp., kvasovke, glive in aktinomicete (2). Zelo pomembno
vlogo igra sposobnost pritrjevanja nekaterin mikroorganizmov na
povrsino, kjer tvorijo biofilm (Slika 3). Ti se lahko formirajo v vodnih
sistemih ali procesnih posodah in predstavijajo vir kontaminacije
izdelka, povzro¢ajo korozijo ter zmanjSujejo ucinkovitost toplotnega
prenosa. Biofilmi so ponavadi zelo odporne oblike mikrobne rasti,
katerih ne unici niti dezinfekcija (2, 5).

Zrak bolj kot naravno zivljenjsko okolje predstavlja za mikroorganizme
prenasalni medij. V zrak se vnaSajo s pradnimi delci, ki se dvigujejo
zaradi aktivnosti v okolju, preko koze in obleke osebja ali z vlaznimi
kapljicami sline. Vsebnost mikrobov v zraku se poviSa tudi pri
rokovanju s kontaminiranim materialom med pripravo farmacevtskih
oblik (8). Najpogosteje v zraku zasledimo sporogene mikroorganizme,
kot sta Bacillus in Clostridium, nesporogene Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Corynebacterium, plesni Aspergillus, Penicillium,
Mucor in kvasovke iz rodu Rhodothorula (1, 2).

V Cistih prostorih osebje kljub za&Citni obleki povzroca dviganje
delcev. lzvor okuzbe so obi¢ajno mikroorganizmi, ki so del normalne
¢loveske mikroflore respiratornega trakta in koze (2, 8). Posebno
pozornost si zasluzita tudi oprema in prostor, zato je treba skrbeti da
sta ustrezno ocis¢ena, posusena, dezinficirana oz. sterilizirana, da sta
iz primernega materiala (npr. oprema iz nerjavecega), s ¢imbolj
gladkimi povrsinami (2).

Ovojnina ima z mikrobioloSkega vidika vlogo, da ohranja izdelek
neoporecen in prepre€uje vstop mikroorganizmov ali vlage, hkrati pa
sama ne sme predstavljati vira kontaminacije. Zelo primerni sta
steklena in plasti¢na ovojnina, saj sta primerni za pranje, preneseta
viSje temperature, Cistilna sredstva in dobro tesnita. Neprimerna
ovojnina je kartonska, ker lahko vsebuje glivne in bakterijske spore,
ima hrapavo povrsino in je ne moremo prati (2).

Mikrobiolosko testiranje spremlja sterilno in nesteriino farmacevtsko
proizvodnjo in podpira razvoj izdelkov tako, da nadzira proizvodni
proces in polnjenje, ter testira kon¢ne izdelke. Mikrobiolosko testiranje
torej zajema nadzor pogojev okolja (zrak, povrsine, medije in osebje),
testiranje mikrobioloSke obremenitve vstopnih surovin in ovojnine,
testiranje prisotnosti bakterijskin endotoksinov (BET), neopore¢nost
shranjevanja in validacijo asepti¢nega postopka polnjenja z gojis¢em

(9).

3 Vpliv mikroorganizmov na
kakovost zdravil

Mikrobne zdruzbe oblikujejo vecji del naravnega procesa recikliranja
bioloSkega materiala v okolju in razgradnja kompleksnih spojin se
pojavi v ostrem boju za ekolosko niSo. Mikrobna pokvarljivost
farmacevtskih izdelkov je lahko rezultat prezivetja patogenih
mikroorganizmov, prisotnosti toksi¢nih mikrobnih metabolitov ali
mikrobne rasti zaradi kemijske razgradnje sestavin farmacevtske
oblike (2).

Za mikrobno kontaminacijo so obcutljive farmacevtske sestavine kot
so npr. organski polimeri. Mikrobi s specificnimi ekstracelularnimi

encimi depolimerizirajo spojine v hranljive fragmente in monomere.
Pod dolo¢enimi pogoji lahko tudi sinteti€ni polimeri, ki naj bi veljali za
bolj odporne, postanejo obcutljivi na te procese. Hitro prilagodljive
pseudomonade lahko izkori§€ajo povrsinsko aktivne snovi. Prisotnost
dolo¢enih mikroorganizmov v nesterilnih pripravkih lahko povzroci
znizanje ali celo inaktivacijo zdravilne ucinkovine. V nekatere izdelke
vklju€ujemo snovi z nizko molekulsko maso - viaZila (glicerol, sorbitol),
ki zmanj8ujejo izgubo vode. Ce niso prisotni v vi§jih koncentracijah, jih
mikroorganizmi lahko zelo hitro razgradijo. Tudi masc¢obe in olja so
lahko tar¢a mikrobne razgradnje, ko so razprSene v vodi (O/V
emulzije). Sladila, ojacevalci okusa in barvila so Ze same po sebi
substrati za mikrobno rast. Ce jih uporabimo v zelo visokih
koncentracijah, znizujejo vodno aktivnost v tekocih izdelkih in
inhibirajo mikrobno rast. Konzervanse uporabljamo kot protimikrobni
sistem za farmacevtske izdelke zato, da med proizvodnim procesom
in do konca roka uporabnosti inhibirajo rast potencialnih
mikroorganizmov. Razgrajuje jih Sirok spekter gram negativnih
bakterij. Problemati¢ni kontaminanti kot npr. pseudomonade so
sposobne razgraditi konzervans tako, da izgubi protimikrobno
delovanje. Farmakopeja predpisuje uradne metode za testiranje
ucinkovitosti konzervansov, za katere moramo preveriti u¢inkovitost
proti potencialnim kontaminantom med uporabo izdelka kot tudi
potencialnim medprocesnim kontaminantom (2, 5, 6, 10).

Zgodnje indikacije pokvarljivosti izdelka so ponavadi organolepti¢ne,
z zaznavnim neprijetnim vonjem in okusom metabolitov. Rast je lahko
lokalizirana na povrsini v obliki filma ali neenakomerno porazdeljena
po viskoznem izdelku. Mikrobi lahko s svojimi pigmenti povzrocijo tudi
razbarvanje izdelka. Sredstva za zgo$cCevanje in redcenje
depolimerizirajo, s tem izdelek izgubi viskoznost in suspendirane
sestavine sedimentirajo. pH izdelka se spremeni glede na kislost oz.
bazi¢nost metabolitov, ki se spros€ajo ob razgradnji. Kemijske
spremembe lahko tako modificirajo izdelek, da ga napadejo mikrobi,
ki so bili s prvotnim pH inhibirani (2, 11).

3.1 Dejavniki, ki vplivajo na mikrobno

kontaminacijo farmaceviskih izdelkov
Koncentracija prisotnih  mikroorganizmov (inokulum) ni vedno
pokazatelj moznosti za kvarjenje izdelka, saj nizka koncentracija
kontaminanta §e ne pomeni pokvarjenega izdelka, ¢e se v njem ni
sposoben razmnozevati. Nizka koncentracija pseudomonad na
primer predstavlja vecje tveganje kot visoka mikrobioloska
obremenitev z glivnimi in bakterijskimi sporami (2, 11).

Preproste zahteve po hranilih in izjemna metabolna prilagodljivost
omogocajo mikroorganizmom izrabo mnogih
farmacevtskega izdelka kot substrat za biosintezo in rast. Naravne
rastlinske in Zivalske snovi Zze same po sebi predstavljajo vir hranil,
demineralizirana voda kljub odsotnosti hranil nudi $e vedno ugodno
okolje za rast Gram negativnih bakterij. Neprezivetje tak$nih
kontaminantov je bolj kot pomanjkanje hranil posledica fizikalno-
kemijskin sprememb ali toksi¢nih ucinkov. Za akutne patogene so
farmacevtski izdelki neugodno okolje, kjer se sicer ne morejo
razmnozevati, lahko pa ostanejo Zivi in infektivni za dolo¢en cas v
trdnih farmacevtskih oblikah (2, 11).

sestavin
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Voda je nujno potrebna za rast mikroorganizmov. Vodno aktivnost
tekoc¢ih oblik lahko znizamo z dodatkom visokih koncentracij
sladkorjev, PEG ali s suSenjem. Na povrsini trdnih farmacevtskih oblik
se lahko akumulira kondenzirana voda v obliki filma, ki je zelo ugoden
za rast gliv (2, 15). Mikrobna rast v okolju je odvisna od razmerja
oksidacij — redukcij (redoks potenciala), saj je potreben kompatibilen
terminalni akceptor za sklenitev dihalnih poti (2). Kvarjenje
farmacevtskih izdelkov se lahko pojavi v obmoc¢ju od -20°C do 60°C.
Temperatura shranjevanja za sestavljene sirupe in veCodmerne
kapljice za o¢i je 8 - 12°C (hladilnik) zaradi zmanjSanja tveganja rasti
mikroorganizmov med uporabo. Voda za injekcije naj bi se pred
pakiranjem in sterilizacijo hranila pri 80°C, da se prepreci rast Gram
negativnih bakterij (2, 11). Ekstremne pH vrednosti preprecujejo
mikrobno rast. Nad pH 8 je rast mikrobov redka, pri izdelkih z nizjim pH
pa je mozen pojav plesni in kvasovk. Kvasovke lahko s presnavljanjem
organskih kislin dvignejo pH, ki je potem ugoden za sekundarno
bakterijsko rast (2). Poleg vseh opisanih dejavnikov ima tudi ovojnina
pomemben vpliv na mikrobno stabilnost farmacevtskih oblik pri kontroli
vstopa kontaminantov med shranjevanjem in uporabo (2).

Na prezivetje mikroorganizmov velikokrat vpliva prisotnost relativno
inertnih materialov, mikrobi so bolj odporni na vro¢ino ali susenje v
prisotnosti polimerov (8krob, Zelatina). Adsorpcija na delce lahko
pomaga pri prezivetju mikroorganizmov v nekaterih okoljih (2).

4 Mikrobioloska kontrola
kakovosti

V 60. letih prejSnjega stoletja so mikrobne kontaminacije predstavljale
velik problem. Na Svedskem je npr. izbruhnila salmoneloza, kjer je bil

vir kontaminacije tiroidni prah (10, 11). V ZDA je leta 1965 ve¢ ljudi
zbolelo za infekcijo s Salmonello zaradi jemanja kapsul, obarvanih s
karminom (12), poznane so tudi kontaminacije raztopine jod-

poloksamera s Pseudomonas aeruginosa (13), uroinfekcije
pseudomonad s klorheksimidinom (14), metaproterenol sulfat
inhalacijske raztopine, kontaminirane s Pseudomonas

gladioli/cepacia (16). To je vodilo do podrobnejsih raziskav in teznje
za zmanj$anje kontaminacij ter ve&ji nadzor in mikrobiolosko kontrolo
kakovosti sterilnih in nesterilnih farmacevtskih izdelkov in snovi za
farmacevtsko uporabo.

4.1 Mikrobioloska kontrola sterilnih
in nesterilnih farmaceviskih izdelkov

in snovi za farmacevisko uporabo
Proizvajalec mora zagotavljati nizko biolosko obremenitev kon¢nega
izdelka s tem, da upos$teva smernice dobre proizvodne prakse med
proizvodnjo, shranjevanjem in distribucijo farmacevtskih izdelkov (9).

S farmakopejami so predpisane splosne zahteve za mikrobiolosko
testiranje sterilnih in nesterilnih zdravilnih u€inkovin, pomoznih snovi in
izdelkov (17, 18, 19, 20). Izdelki so razvr§&eni v posamezne skupine
glede na nacdin uporabe, ter ucinkovine in pomozne snovi glede na
namen uporabe (19), prav tako pa je dolo¢ena pogostost testiranja in
ustrezna metoda (17, 18).

Merilo sprejemljivosti za nesterilne farmacevtske izdelke se vrednoti
na osnovi doloCanja skupnega S$tevila aerobnih mikroorganizmov
(ang. TAMC, total aerobic microbial count), skupnega Stevila plesni in
kvasovk (ang. TYMC, total combined yeast/mould count) in odsotnosti
specifi¢nih mikroorganizmov (Pregl. 1 in 2) (19).

Preglednica 1: Zahteve za mikrobiolosko kakovost nesterilnih in sterilnih farmacevtskih oblik (19).
Table 1: Acceptance criteria for microbiological quality of non-sterile and sterile dosage forms (19).

TAMC
(CFU/g oz. CFU/ml)

Skupina /
Nagcin uporabe izdelka

(CFU/g oz. CFU/ml)

TYMC Specificni

mikroorganizmi

1 Parenteralni izdelki, oftalmiki

Testiranje sterilnosti

Odsotnost viabilnih mikroorganizmov

2A Inhalacijska uporaba (posebne 102
zahteve za tekoCe izdelke
za razpréevanje)

10° Odsotnost (v 1g 0z. ml):

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Na zol¢ odpornih gram negativnih bakterij

2B Izdelki za lokalno uporabo: 102 10!

Oromukozalna uporaba

Gingivalna uporaba Odsotnost (v 1g oz. ml):
Dermalna uporaba Staphylococcus aureus
Nazalna uporaba Pseudomonas aeruginosa
Aurikularna uporaba

TTS izdelki*

Vaginalna uporaba Candida albicans

3A Tekoci izdelki za peroralno 102 107 Odsotnost (v 1g 0z. ml):
uporabo Escherichia coli

3B Trdni izdelki za peroralno 108 102 Odsotnost (v 1g oz. ml):
uporabo Escherichia coli

Rektalna uporaba

* TTS izdelki / transdermalni oblizi (ang. transdermal therapeutic systems / transdermal patches)
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Preglednica 2: Zahteve za mikrobiolosko kakovost farmacevtskih izdekov, ki vsebujejo snovi naravnega izvora in pripravke rastlinskega

izvora (19).

Table 2: Acceptance criteria for the microbiological quality of dosage forms containing raw materials of natural origin and herbal medicinal

products (19).

Skupina / Nacin uporabe izdelka TAMC TYMC Specifi€éni mikroorganizmi
(CFU/g oz. CFU/ml) | (CFU/g oz. CFU/ml)
4A Posebni predpis Ph. Eur.: 104 102 Odsotnost (v 1g oz. ml):

Trdni izdelki za peroralno uporabo,

ki vsebujejo sestavine naravnega

izvora (zivalskega, rastlinskega,
mineralnega) in za katere predhodni
postopek odstranjevanja
mikroorganizmov ni mogo¢. Kompetenten
regulatorni organ mora dovoljevati, da je
zacgetni TAMC ve¢ kot 10° CFU/g oz. ml

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Salmonella (v 10g oz. 10 ml)

Ne vec kot 10?2 CFU na Zol¢ odpornih gram
negativnih bakterij

Pripravki rastlinskega izvora, ki so
sestavljeni iz ene ali ve¢ rastlinskih drog
(celih, razdrobljenih ali v prahovih):

4B Pripravki rastlinskega izvora, katerim 107
se pred uporabo dodaja vrela voda

10° V 1g oz. ml:

Ne vec kot 102 CFU
Escherichia coli

— kvantifikacijski test za E. coli

4C Pripravki rastlinskega izvora, katerim 10°
se pred uporabo ne dodaja vrela voda

104 V 1g oz. ml:

Ne ve¢ kot 10% CFU na Zol¢ odpornih gram
negativnih bakterij

Odsotnost Salmonella (v 10g oz. 10 ml)

Harmonizirana poglavja priporo¢ajo tudi ovrednotenje vpliva drugih
mikroorganizmov, ki niso navedeni. V okviru priCakovanj ameriske
agencije za zdravila (ang. FDA, Food and drug administration)
predpisujejo odsotnost spornih mikroorganizmov, njihovo dolo¢anje
pa zaupajo Vv roke posameznega podjetja in njihovega
mikrobioloskega laboratorija (19, 22).

V skladu s harmonizirano verzijo farmakopeje se prvi¢ pojavijo tudi
splosne zahteve za mikrobioloSko kakovost surovin (Pregl. 3) (19, 23).

Preglednica 3: Splosne zahteve za mikrobiolosko kakovost
surovin (19).
Table 3: Acceptance criteria for the microbiological quality of non
sterile substances for pharmaceutical use (19).

TAMC TYMC
(CFU/g oz. ml) (CFU/g oz. ml)
Surovine 108 102

4.2 Limitni testi

Izbira metode za dolo¢anje mikrobioloske kvalitete je odvisna od
lastnosti izdelka, zahtev, protimikrobne ucinkovitosti in koli¢ine vzorca
na razpolago. Skupno Stevilo aerobnih mikroorganizmov (TAMC) in
skupno S$tevilo kvasovk in plesni (TYMC) dolo¢amo z metodami
membranske filtracije, petrijevih plos¢ ali MPN metode (ang. Most
probable number, metoda najbolj verjetnega Stevila) (17, 18).

Membransko filtracijo ponavadi uporabljamo za vzorce, ki vsebujejo
protimikrobne snovi. Uporabljamo membranske filtre z nominalno
velikostjo por ne vecjo od 45 um. Po filtraciji filter obvezno spiramo s
primernim teko¢im medijem, katerega volumen in koli¢ina spiranja sta
odvisna od velikosti filtra in protimikrobnih lastnosti vzorca, katerih
vpliv je prav tako treba prouciti. Filter potem prenesemo na ustrezno
gojis¢e za detekcijo mikrobov (17, 18). Pri metodi petrijevih plos¢
poznamo vec izvedb. Metodo razmazovanja po povrsini gojis¢a (ang.
spread plate), kjer vzorec nanesemo na povrsino gojis¢a in ga potem
enakomerno razmazemo, ter metodo umesanja (ang. pour plate), pri
kateri v prazno, sterilno petrijevko najprej dodamo ustrezno koli¢ino
vzorca, nato pa dodamo utekoCinjeno trdno gojisCe, ohlajeno na
45°C, ter vsebino petrijevke nezno pomesamo (1). Metodo petrijevih
plos¢ izvajamo vsaj v dveh paralelkah za posamezno gojisce (17).
Metoda MPN je manj natan¢na metoda za vrednotenje mikrobov kot
prejSnji dve, ker ni zanesljiva pri doloCevanju Stevila plesni. Zato jo
uporabljamo za dolo¢evanje TAMC v primerih, ko uporaba druge
metode ni mozna oziroma za izdelke ali surovine z zelo nizko biolosko
obremenitvijo.

Uporabljamo lahko tudi alternativne metode, ¢e le dokazemo
primerljivost s klasi¢nimi metodami (21). Hitre mikrobioloSke metode
farmacevtskim podjetjem omogocajo boljSe in hitrejSe rezultate kot
klasicne metode, so lahko bolj uc€inkovite glede na stroske in
izboljSujejo kvaliteto samega testiranja. V uporabi so neposredne ali
posredne metode detekcije, ponekod je za povecanje signala
potrebna tudi obogatitvena faza. Alternativne metode za kontrolo
mikrobioloske kvalitete omogocajo kvalitativno, kvantitativno analizo,
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ter identifikacijska testiranja. Razlikujemo jih glede na nacin detekcije
celic oz. iskanih sestavin. Poznamo metode na osnovi mikrobne rasti,
kjer ~povecCanje signala dosezemo s kultivacijo celic
(bioluminescenca, mikrokalorimetrija, turbidimetrija, metoda s
fagi,...), direktne metode, kjer lahko posamezne celice lo¢imo med
seboj in jih potem vrednotimo (fluorescentne tehnike, pretocna
citometrija,...), analitske metode posameznih celicnih komponent,
kjer iz izrazanja dolo¢ene komponente lahko sklepamo na prisotnost
mikroorganizmov (fenotipske kot npr. masna spektrometrija,
profiliranje mascobnih kislin, imunoloSke tehnike in genotipske
metode z nukleinskimi kislinami npr. verizna reakcija s polimerazo,
ribotipizacija) in komplementarne metode, ki zdruzujejo klasi¢ne in
alternativne tehnike (mikrocipi) (21, 23).

4.3 Testiranje sterilnosti

Testiranje sterilnosti izvajamo za snovi, izdelke in predmete, za katere
se po farmakopeji zahteva, da so sterilni. Pomembno je, da se
testiranje izvaja v asepti¢nih pogojih, ter da se skuSamo ¢imbolj
izogniti sekundarni kontaminaciji. Testiranje vkljuCuje dve osnovni
gojisci: tekoce tioglikolatno gojis¢e se primarno uporablja za gojenje
anaerobnih bakterij, prav tako lahko odkriva aerobne - inkubiramo ga
14 dni pri temperaturi 30 - 35°C, ter tekoCe gojisce iz soje, ki je
primerno za gojenje gliv in aerobnih bakterij - inkubiramo ga 14 dni pri
temperaturi 20 - 25°C. Pomembno vlogo pri testiranju imajo tudi
negativne kontrole, s katerimi zagotovimo, da pozitivni rezultati niso
posledica kontaminacije gojis¢a (20).

Pri testiranju sterilnosti uporabljamo metodi membranske filtracije in
direktne inokulacije v gojisce. Izbira metode je odvisna od lastnosti
izdelka in vrste farmacevtske oblike, pri ¢emer mora imeti prednost
metoda membranske filtracije. Uporabljamo membranske filtre z
nominalno velikostjo por ne vecjo od 45 um. Za filtracijo vodnih, oljnih
in Sibko alkoholnih raztopin uporabljamo celulozno nitratne filtre, za
filtracijo mo¢no alkoholnih raztopin celulozno acetatne filtre, posebej
prilagojene filtre pa uporabljamo za posamezne specificne izdelke
(npr. antibiotike). Testiranje izvajamo pri asepti¢nih pogojih, treba je
tudi nevtralizirati morebitne protimikrobne aktivnosti z veckratnimi
spiranji ter membrano prenesti v primerno goji¢e ali dodati ustrezno
gojis€e v samo filtrsko enoto za inkubacijo. Analizirati moramo vsaj
minimalno doloceno koli¢ino vzorca. Asepticne pogoje lahko
dosezemo v komori razreda A z laminarnim pretokom zraka, katera je
postavljena v prostor razreda Cistosti B, najlazje pa se sekundarni
kontaminaciji izognemo z delom v izolatorju (24) .

5 Harmonizacija predpisov

V zadnjih dveh desetletjih sta globalizacija in Sirjenje mednarodne
trgovine postavile tudi farmacevtsko industrijo pred izzivalno nalogo,
da razvije celovite standardne kakovosti, ki bi upravljali zahtevna
podrocja registracij, nadzora trga in prostega pretoka zdravil med
¢imve¢ moznimi drzavami. V tej teznji se je zaCela uresniCevati ideja
harmonizacije treh vec¢jih farmakopej, evropske, ameriske in
japonske.

Harmonizacija predpisov je prinesla spremembe tudi v mikrobiolosko
testiranje farmacevtskih izdelkov. Poleg uvedbe novih parametrov
(TAMC, TYMC) in uvajanja harmoniziranih analitskih metod so najvedji
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kompromis zagotovo testiranja za specificne mikroorganizme (22,
25). Spremenile so se tudi zahteve za interpretacijo mejnih vrednosti,
s tem pa posredno povzrocile zaostrovanje (ozanje mej) specifikacij
izdelkov. Trenutno poteka faza uvajanja novosti harmonizirane izdaje,
kar za podjetja pomeni zelo obSiren proces revalidacije obstojecih
metod in usklajevanja specifikacij za njihove izdelke (25, 26).

Sprejemanje zahtev za najvecje trge se vseeno razlikuje glede na
napotke posameznih regulatornih organov. Medtem ko harmonizirana
poglavja lahko zamenjajo poglavja v japonski farmakopeji z
odobritvijo japonskega ministrstva za zdravje, delo in blaginjo, bo
ameriSka agencija za hrano in zdravila lahko zahtevala dokaz
ustreznosti izbrane metode za posamezen material oz. izdelek
neodvisno od osnovne metode opisane v ameriski farmakopeji.
Podjetja morajo za evropski trg upostevati monografije iz evropske
farmakopeje, harmonizirane zahteve pa se lahko uporabijo le kot
dopolnitev (27).

Vklju€evanje zahtev in posodabljanje metod je naloga specifi¢nih
zdruzenj strokovnjakov, ki postopoma uresni¢ujejo harmonizacijo.
Prednost je vseeno ta, da se poleg obveznih predpisov pusca prostor
za najboljSo individualno prilagoditev oz. reSitev, ki najbolj ustreza
posameznemu podjetju in je v rokah njegovega mikrobiologko
usposobljenega osebja.

6 Sklep

Mikrobiolo$ka kontrola kakovosti predstavlja nepogresljiv del vsakega
farmaceviskega podjetja. Njena vloga je nadzor kakovosti
proizvodnih in sterilizacijskih procesov ter konc¢nih izdelkov.
Poenotenje predpisov najvedjih svetovnih farmacevtskih trgov pomeni
njihovo regulatorno zblizevanje, v tako kompleksnem procesu pa je
najpomembnej$e ohraniti osnovni cilj farmacevtskih podjetij, da
zagotavljajo ucinkovita, kakovostna in varna zdravila.
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Kokristali zdravilnih véinkovin

Co-crystals of active pharmacevtical ingredients

Borut Kovaci¢, Odon PlaninsSek, Franc Vrecer

Povzetek: Zdravilne uginkovine lahko obstajajo v trdnem stanju v razlicnih oblikah, ki se med seboj razlikujejo po fizikalno-kemijskih in
farmakolo$kih lastnostih. Lastnosti zdravilne ucinkovine na molekularnem nivoju tradicionalno spreminjamo s tvorbo soli, izolacijo razli¢nih
polimorfnih, psevdopolimorfnih ali amorfne oblike. Zadnja leta se kot dodatna moznost uveljavlja izdelava farmacevtskih kokristalov. Z njimi
lahko pridobimo nove kristalne strukture zdravilne u¢inkovine in s tem spremenimo njene lastnosti, ki so pomembne za razvoj in ucinkovitost
zdravila: topnost, hitrost raztapljanja, temperatura tali§¢a, higroskopnost, kemijska stabilnost, mehanske lastnosti itd. Farmacevtski kokristal je
sestavljen iz zdravilne uginkovine in tvorilca kokristala, ki je lahko ena od t.i. »varnih substanc« oziroma splo$no uporabljena farmacevtska
pomozna snov. Kokristali so zanimivi tudi z vidika intelektualne lastnine, saj kokristalizirana zdravilna ucinkovina lahko v primerjavi s Cisto obliko
izkazuje izboljSane lastnosti, hkrati pa zaradi razli¢nosti strukture potencialno zadostuje kriteriju novosti in inventivnosti, kar pomeni, da jih
farmacevtsko podjetje lahko patentno zasciti in s tem vpliva na situacijo na trgu zdravil.

Kljuéne besede: kokristalizacija, farmacevtski kokristali,lastnosti snovi v trdnem stanju.

Abstract: Active pharmaceutical ingredients (APIl) are found in different solid state forms, which differ in their physicochemical and
pharmacological properties. Properties of APl on molecular scale has been traditionally limited to salt formation, isolation of different
polymorphs, pseudopolymorphs or amorphous form, but in the last few years formation of pharmaceutical cocrystals has emerged as an
additional alternative. By preparing pharmaceutical cocrystals new crystal forms are created for certain drug molecule and they can lead to
altering the properties, which are important for drug development and efficacy: solubility, dissolution rate, melting point, hygroscopicity,
chemical stability, mechanical properties etc. Pharmaceutical cocrystal is composed of AP| and cocrystal former, that can be chosen among
so called »safe substances« or any other widely used pharmaceutical excipient. Cocrystals are also gaining interest from the point of view of
intellectual property. Cocrystallized API can exhibit improved properties and potentially satisfies the criteria of novelty and inventiveness, which
means that a pharmaceutical company can issue a patent and influence the drug market.

Key words: cocrystallization, pharmaceutical cocrystal, solid-state properties.

gostoti, barvi in stisljivosti. Termodinami¢no bolj stabilna oblika (visje
temperatura talis¢a) je slab$e topna od termodinami¢no manj stabilne

1 Uvod

Zdravilne ucinkovine so pri sobnih pogojih ve¢inoma v trdnem
agregatnem stanju v kristalni obliki in so najpogosteje vgrajene v
trdne farmacevtske oblike — tablete ali kapsule. Farmakokineti¢ne
lastnosti zdravilne ucinkovine so pogosto odvisne od njenih fizikalno-
kemijskih lastnosti, znano pa je, da lahko posamezna zdravilna
uCinkovina obstaja v razlicnih oblikah kot so soli, razlicne kristalne
oblike (polimorfi, psevdopolimorfi) in amorfna oblika, katerih kemijske
in fizikalne lastnosti se lahko bistveno razlikujejo. Z metodo &is¢enja in
izolacije (kristalizacije) zdravilne uginkovine lahko vplivamo na njene
fizikalne in kemijske lastnosti. Amorfna oblika zdravilnih u¢inkovin se
hitreje in predvsem bolje raztaplja (viSja topnost) od kristalnih oblik,
vendar jih redko zasledimo v farmacevtskih izdelkih zaradi slabse
kemijske in fizikalne stabilnosti oziroma teZnje po kristalizaciji.
Razli¢ne kristalne oblike (polimorfi) zdravilne ucinkovine se lahko med
seboj razlikujejo v temperaturi talis€a, topnosti, stabilnosti, hitrosti
raztapljanja, intrinzi¢ni topnosti, bioloski uporabnosti, obliki delcev,

oblike. Variranje kristalne oblike zdravilne ucinkovine je tako eden od
nacinov za prirejanje njenih fizikalno-kemijskih lastnosti (1-3). Pri tem
se moramo zavedati, da lahko topnost s spreminjanjem kristalne
oblike spreminjamo samo v omejenem obmocju (v literaturi najdemo
primere, kjer je razlika v topnosti med najbolj in najmanj topno
kristalno obliko manj kot 10-kratna), medtem, ko lahko topnost z
uporabo amorfne oblike pove¢amo tudi za ve¢ kot 1.000-krat (4).

Kokristalizacija ponuja dodatne moznosti in ima velik potencial za
pripravo novih, stabilnih struktur, s katerimi lahko izbolj§amo lastnosti
zdravilnih uc¢inkovin (3, 5). V nasprotju s polimorfi, ki imajo enako
kemijsko strukturo, so kokristali spremenjene kemijske entitete, ki
nastanejo z interakcijo dveh ali vec razli¢nih molekul. Po svoji strukturi
so kokristali najbljizje solvatom saj gre v obeh primerih za
heteromolekularne strukture, pri ¢emer je osnovna razlika med obema
v agregatnem stanju. Pri kokristalih sta tako zdravilna u¢inkovina kot
tvorilec kokristala pri normalnih pogojih v trdnem stanju, pri solvatih
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pa je ena komponenta v teko¢em stanju. V primerjavi z razli¢nimi
kristalnimi oblikami, lahko z izdelavo kokristalov dosezemo vecje
razlike v fizikalno-kemijskih lastnostih zdravilne u¢inkovine. Lastnosti,
ki so pomembne za farmacevtsko uporabo zdravilne uginkovine in jih
lahko »prirejamo« s tvorbo kokristala, so temperatura tali§¢a, topnost,
hitrost raztapljanja, stabilnost, higroskopnost, mehanske lastnosti in
bioloska uporabnost (5).

2 Farmaceviski kokristali

Kokristali spadajo v skupino t.i. ve¢komponentnih kristalov, kamor
glede na naravo molekul v kristalni redetki uvr§€¢amo tudi solvate,
klatrate, inkluzijske komplekse in soli (slika 1) (6). Izraz »kokristal« se
je ze leta 1968 pojavil v znanstveni literaturi, ko so avtorji opisali
veckomponentni kristal, ki je sestavljen iz pirimidina in purina (7, 8).
Zaenkrat §e nimamo enotne definicije pojma »kokristal«, saj v literaturi
naletimo na razli¢ne definicije s strani razli¢nih avtorjev (preglednica
1) (9-18).
enotne kristalinicne snovi, njihovo kristalno reSetko sestavljajo
nevtralne komponente (molekule) v stehiometrijskem razmerju
(ponavadi 1:1, 1:2 ali 1:3) in so pri sobnih pogojih v trdnem
agregatnem stanju. Najpogosteje je kokristal sestavljen iz dveh
molekul, t.j. iz taréne molekule in tvorilca kokristala. Zasledimo pa tudi

V splosni definiciji lahko povzamemo, da so kokristali

kokristale, ki so sestavljeni iz treh ali ve¢ molekul, v tem primeru je
ponavadi taréna molekula v obliki solvata ali soli (16, 19, 20).

Preglednica 1: Definicije kokristala in farmacevitskega kokristala*.
Table 1: Definitions of a cocrystal and pharmaceutical cocrystal®.

V farmacevtskem kokristalu nastopa zdravilna u¢inkovina kot taréna
molekula, tvorilec kokristala pa je lahko neaktivna snov ali druga
zdravilna ucinkovina. Tvorilci kokristala, ki so primerni za
farmacevtsko uporabo, so lahko mnoge uveljavljene pomozne snovi,
ki se uporabljajo v farmacevtski ali prehrambeni industriji, oziroma so
lahko to substance, ki jim FDA dodeli oznako GRAS (angl. generally
regarded as safe- splo$no varne substance) (17, 21).

Veckomponentni kristali

Kokristali

Solvati, klatrati,
inkluzijski kompleksi

Nevtralna
Snov
+

sol

Nevtralna
Snov
+
topilo

Bazi¢na
snov
+
kislina

Kisla snov
+
baza

Slika 1:Klasifikacija veCkomponentnih kristalov. Prirejeno iz (6).

Figure 1: Classification of multicomponent crystals. Adapted from (6).

Avtor Definicija kokristala Lit. vir
Desiraju, 2003 »veCkomponentne kristale, v katerih so molekule med seboj povezane s specifi€nimi 9
nekovalentnimi interakcijami, ne moremo imenovati kokristali, temve¢ molekulski kompleksi«
Dunitz, 2003 »Kristalini¢ni molekulski kompleksi, solvati, inkluzijske zmesi, klatrati in druge vrste 10
veckomponentnih kristalov, v katerih so raznovrstne molekule med seboj mo¢neje povezane
kot v enostavnih zmeseh«
Aakerdy, 2005 »snov, ki je zgrajena iz posameznih nevtralnih molekulskih vrst; ioni in ioni kovin 11
prehoda so izkljuceni«
»sestavljeni so iz reaktantov, ki so trdni pri sobni temperaturi«
»strukturno homogena kristalini¢na snov, ki vsebuje dva ali ve¢ komponent v stehiometrijskem
razmerju«
Jones, 2006 »kristalini¢ni kompleks dveh ali ve¢ nevtralnih molekularnih komponent, ki so povezane v kristalno 12
reSetko z nekovalentnimi povezavami, pogosto z vodikovo vezjo«
Bond, 2007 »sinonim za veckomponentni molekulski kristal« 13
Childs, 2007 »kristalinicna snov iz dveh ali ve¢ komponent (atom, ion ali molekula), ponavadi v stehiometrijskem
razmerju«
Stahly, 2007 »molekulski kompleks, ki vsebuje dve ali ve¢ razli¢nih molekul v skupni kristalni reSetki« 15
Nangia, 2008 »veCkomponentna tvorba v trdnem stanju, ki jo sestavljata dve ali ve¢ komponent in so povezane 16
z eno ali ve¢ medmolekulskimi interakcijami«
Zaworotko, 2006 * »sestavljeni so iz molekularne ali ionske zdravilne uc¢inkovine in tvorilca kokristala, ki je v trdnem 17
agregatnem stanju pri sobnih pogojih«
Schultheiss, 2009 * »sestavljeni so iz nevtralne ali ionske zdravilne ucinkovine in nevtralnega tvorilca kokristala, 18
ki sta povezana z nekovalentnimi, prosto reverzibilnimi povezavami«
»tvorilec kokristala je lahko farmacevtsko sprejemljiva snov«
»vsaj ena znacilna fizikalnokemijska lastnost«

farm vestn 2010; 61 31



Pregledni znanstveni clanki - Review Scientific Articles

Raznovrstne molekule v kokristalu povezujejo nekovalentne
interakcije, med katere pristevamo vodikove vezi, koordinacijske vezi,
halogenske vezi, hidrofobne interakcije, van der Waalsove vezi, -t
interakcije in elektrostatske vezi (npr. dipol-dipol) (22). Zaradi jakosti
in usmerjenosti je vodikova vez najpomembnej$a interakcija v
kokristalni formaciji (slika 2) (19, 23). Strukturne enote oz.
funkcionalne skupine, ki povezujejo molekule med seboj z
nekovalentnimi povezavami, imenujemo sintoni. V farmacevtskih in
bioloskih sistemih sta pomembna sintona karboksi dimer O-H-O pri
karboksilnih kislinah in karboksamidni dimer N-H--O pri amidih (5). V
primeru, da je v molekuli zdravilne ucinkovine in tvorilca kokristala
prisotnih ve¢ funkcionalnih skupin, obstaja ve¢ja moznost tvorbe
farmacevtskega kokristala (24). Analiza 100 najpogosteje
predpisovanih zdravilnih u¢inkovin je pokazala, da ima 39% zdravilnih
ucinkovin vsaj eno nevtralno hidroksilno skupino in 30% jih ima vsaj
eno karboksilno skupino, kar se tudi ujema z delezem ucinkovin s
hidroksilno ali karboksilno skupino, ki so navedene v Merckovem
indexu (25-27).

5

Slika 2: Primer kokristala teofilin:salicilna kislina: molekuli sta
povezani v skupno kristalno strukturo z vodikovimi vezmi
(prekinjene Crte) preko funkcionalnih skupin (23).

Figure 2: An example of teophylline:salicylic acid: molecules are
connected together in crystal structure with hydrogen
bonds (dotted lines) via functional groups (23).

3 Pomen in lastnosti
farmaceviskih kokristalov

Cetudi so kokristali ze dolgo znani (7, 8), pa se je zanimanje zanje
povecalo konec 80ih let 20. stoletja z odkritjem, da je kokristale mozno
uporabiti v supramolekulski kemiji, za organsko sintezo brez uporabe
topil oz. sintezo v trdnem stanju, v tehnologiji nelinearne optike (NLO)
in za razvijanje fotografskih filmov (28-31). Tudi farmacevtski kokristali
so $e relativno slabo raziskani, vendar pa farmacevtska znanost in
industrija kazeta zanje vedno vecje zanimanje ravno zaradi Stevilnih
novih moznosti pri razvoju zdravil. Najvecji potencial kokristalov so
moznosti za izbolj8anje lastnosti zdravilnih ucinkovin brez kemijske
spremembe molekule (5,17,32,33).

Zdravilne ucinkovine tradicionalno uporabljamo v obliki soli,
polimorfov, solvatov oziroma hidratov, s Cimer zelimo vplivati na
fizikalno-kemijske lastnosti. Pri tem se sreCujemo z razli¢nimi tezavami
in omejenim naborom ustreznih protiionov ali topil (6, 34).

Pri farmacevtskih kokristalih teoreticno obstaja vecje Stevilo
potencialnih tvorilcev kokristala za dolo¢eno zdravilno ucinkovino in s
tem veCje moznosti za prirejanje fizikalno-kemijskih lastnosti.
Spremenjene lastnosti lahko ve&inoma razloZzimo kot posledico
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spremenjene lege molekule v kristalni reSetki in medmolekulskih
povezav ter so zelo odvisne od lastnosti tvorilca kokristala. Lastnosti,
ki so pomembne za farmacevtsko uporabo zdravilne ucinkovine in ki
jih lahko spreminjamo s tvorbo kokristalov so:

e Temperatura tali§¢a: Kokristali imajo temperaturo talis¢a razli¢no
od temperature talis¢a posameznih komponent (5, 35, 36).
Zanimivo je tudi, da pod to temperaturo ni nobenih drugih termicnih
dogodkov. S tem, ko s tvorbo kokristala znizamo temperaturo
tali§¢a zdravilne ucinkovine, se lahko izognemo tezavam,
povezanih z njeno termolabilnostjo v procesih, ki potekajo pri vi§jih
temperaturah, t.j. v talini (5).

e Hitrost raztapljanja, topnost, bioloSka uporabnost: V raziskavah
dolo¢anja hitrosti raztapljanja kokristalov se je izkazalo, da se pri
raztapljanju tezko topna zdravilna uc¢inkovina v kokristalu lahko
obnasa podobno kot ¢ista amorfna oblike zdravilne u¢inkovine in
lahko doseze tudi do 20-krat vijo koncentracijo v primerjavi s Cisto
kristalinicno obliko (primer itrakonazol (37)), kljub temu, da ima
¢ista kristalini¢na oblika manjse delce (35). Pri tem lahko nastane
prenasi¢ena raztopina zdravilne ucinkovine v mediju. Kokristali,
nasprotno kot amorfi, ne vplivajo samo na kinetiko raztapljanja,
temvec tudi na ravnotezno topnost. Literaturni podatki kazejo, da je
to povecCanje manj izrazito kot v primeru soli zdravilnih uginkovin
(28). Topnost in hitrost raztapljanja kokristalizirane zdravilne
ucinkovine sta v veliki meri odvisni od tvorilca kokristala. V primeru
kokristalov fluoksetinijevega klorida se je izkazalo, da je kokristal z
benzojsko kislino slabse topen, kokristal s fumarno kislino rahlo
bolje topen, medtem ko u€inkovina v kokristalu z jantarno kislino
takoj doseze dvakrat visjo koncentracijo, preden se pretvori v
stabilno obliko in doseZe ravnotezno topnost Ciste ucinkovine (20).

Eden od vzrokov za povecano hitrost raztapljanja in topnost je
lahko sprememba pH medija, v katerem poteka test raztapljanja
med raztapljianjem ene od komponent. Se posebej to velja za
ucinkovine, ki ionizirajo v vodi ali imajo pH-odvisno topnost in ko je
izbrani medij nepufrana vodna raztopina ali kar sama voda (5, 18,
20). V pufranih medijih pa je povec¢ana topnost zdravilne u¢inkovine
lahko posledica solubilizacijskega ucCinka raztopljenega
kokristalnega partnerja oz. tvorbe bolje topnega kompleksa; slabsa
topnost pa je lahko posledica dosezenega topnostnega produkta
zaradi raztapljanja kokristalnih komponent (38). V primeru
kokristalov, ki imajo nizjo ali viSjo temperatura tali§¢a, lahko
sklepamo na SibkejSe ali mocnejSe medmolekulske povezave, kar
vpliva na hitrost disociacije kokristala in s tem na hitrost raztapljanja
(18). Farmakokineti¢ne Studije na psih potrjujejo, da lahko z
ustrezno kokristalizacijo slabo topne in dobro permeabilne
zdravilne uc¢inkovine, zaradi katere se ta hitreje raztaplja in ima visjo
topnost, izboljSamo absorpcijo in biolosko uporabnost zdravilne
ucinkovine (35).

e Higroskopnost: Molekule so v kokristalu med seboj povezane v
enotno kristalno resetko na nacin, ki temelji na komplementarnosti
funkcionalnih skupin in vodikovih vezi, kar v nekaterih primerih
inhibira proces vgradnje molekule topila, ki prav tako temelji na
komplementarnosti sistema (5). Basavoju s sodelavci je pripravil
kokristal indometacin-saharin v stehiometrijskem razmerju 1:1, ki je
nehigroskopen v primerjavi s ¢istim indometacinom. Pri merjenju
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dinami¢ne sorpcije vlage (Dynamic vapour sorption — DVS) se je komplementarni komponenti, ki se med seboj lahko povezeta v urejeno
izkazalo, da nastali kokristal veze zanemarljivo koli¢ino vode  strukturo preko vodikovih ali drugih nespecifi¢nih nekovalentnih vezi. V
(<0,05%) pri 95% relativni vlaznosti, kar je manj kot v primeru primeru ti. »inZeniringa kristalov« o0z. nacrtovane priprave
stabilne oblike indometacina (0,07%) ali v primeru fizikalne zmesi  farmacevtskih kokristalov, pa je ponavadi prvi korak analiza obstojec¢ih
indometacina in saharina (0,10%) (36). Pojav manjSe  kristainih oblik. Ta se ponavadi izvr$i z uporabo Cambridgeove
higroskopnosti kokristalov v primerjavi s ¢isto ucinkovino ni pravilo. strukturne podaktovne baze (angl. Cambridge Structural Database -
Tako so Trask in sodelavci ugotovili, da kokristal kofeina in oksalne  CSD), ki nam posreduje statistiéno analizo kristalnih oblik in
kisline ni higroskopen, medtem ko kokristali kofeina z malonsko in  razporeditve molekul v kristalu in s tem poda empiriéno informacijo o
maleinsko kislino vezejo vodo, pri Cemer kokristal razpade in  tem, kako so orientirane funkcionalne skupine in kakéne so moznosti
nastane hidrat kofeina (39). medmolekulskih povezav preko supramolekulskih sintonov (17). Ko je
izbrana uc¢inkovina za kokristalizacijo, je potrebno izbrati pomozno snov
z ustrezno strukturo. Sposobnost zdravilne ucinkovine in tvorilca
kokristala, da se vgradita v kokristal, je povezana z njunima
molekulskima strukturama, lego molekul v kristalu, moznostjo nastanka
fotokemijska stabilnost molekule odvisna od strukture kristala in ~ vodikovin vezi in gibljivostjo molekul, zato ni mogoce zagotovo
razporeditve molekul v njem. Spremenjena konformacija molekule napovedati, ali bo med dvema kompoenetama potekla kokristalizacija.

v kokristalu je razlog za izboljgano kemijsko stabilnost te uginkovine ~ Zaenkrat so potrebni empiricni poskusi (5). Razvoj kokristalov lahko
(5). racionaliziramo, ¢e upoStevamo pravila tvorbe vodikovih vezi med

trdnimi komponentami (17):

¢ Kemijska stabilnost: Tvorba kokristala v dolo¢enih primerih izbolj$a
kemijsko stabilnost zdravilne udinkovine, ¢e je stabilnost oz.
nastanek razpadnega produkta pogojena z dolo¢eno konformacijo
molekule v trdnem stanju. V primeru molekule karbamazepin je

e Mehanske lastnosti: Oblika kristalov in velikost delcev zdravilne
ucinkovine sta pomembni lastnosti trdnih kristaliniénin snovi, ki 1. Vsi dobri donorji in akceptorji protona sodelujejo pri tvorbi
lahko vplivajo na razvoj in proces izdelave zdravil (preto&ne vodikove vezi.
lastnosti, stisljivost, sedimentacija, hitrost raztapljanja) (40). Zaradi >
drugacne notranje strukture kristala se lahko spremeni tudi zunanja
oblika ali morfologija in s tem mehanske lastnosti delcev, vendar se
moramo pri tem zavedati, da ima na obliko delcev zelo velik vpliv 3. Najboljsi donorji in akceptorji protona, ki ostanejo prosti po tvorbi
postopek kristalizacije (40, 41). Ob enakih pogojih (ko)kristalizacije medmolekulskih vezi, tvorijo znotrajmolekulske vodikove vezi med
norfloksacina v  prisotnosti saharina so nastali delci seboj.
norfloksacinijevega saharinata dihidrata (sol), ki so imeli obliko
dolgih, tankih iglic, hkrati pa so nastali tudi delci kokristala
norfloksacin saharinat:saharin (kokristal soli in nevtralne molekule)
v obliki dolgih, plo&¢atih iglic (19).

. Sest-&lenski obrog, ki ga tvorijo medmolekulske vodikove vezi,
nastane lazje kot znotrajmolekulske vodikove vezi.

Upostevanje teh pravil nam olajSa izbiro komplementarne
kompononte, saj bo tako ve&ja verjetnost tvorbe medmolekulskih
vodikovih vezi in s tem moznost vgraditve obeh komponent v kokristal.
Omenimo lahko, da v opisanih kokristalih najpogosteje nastopa ena
e Farmakoloske lastnosti: Kot smo omenili, tvorba kokristalov lahko ~ molekula s karboksilno skupino in druga z dusikovim heterociklom v
vpliva na vecjo hitrost raztapljanja in s tem tudi na bioloSko  strukturi (preglednica 2).
uporabnost, kar pomeni, da dosezemo vi§jo koncentracijo
zdravilne uc¢inkovine v plazmi kot po aplikaciji istega odmerka Ciste
ucinkovine in s tem mocnejsi ucinek.

Kokristale najpogosteje pripravimo z obarjanjem raztopljenih
komponent ali z mletiem zmesi komponent (5):

Kokristalizacijo iz raztopin najpogosteje izvajamo z metodo
poCasnega odparevanja topila iz raztopine z ekvimolarnim oz.
stehiometrijskim razmerjem koncentracij kokristalnih komponent.
Lahko wuporabimo tudi metodo, pri kateri najprej raztopimo
komponente pri vi§ji temperaturi, nato pa raztopino ohlajamo, da
potece kristalizacija (5). Pri kokristalizaciji iz raztopine je pomembno,
melamin:cianurska kislina 1:1 prakticno netopen v vodi in zato da imata obe komponenti podobno topnost, drugace se najprej obori

pride do obarjanja kokristala v ledvicah, kar je povzrocilo zamasitev le manj topna komponenta. Priporocliivo je, da uporabliamo za
ledvignih tubulov (33). kokristalizacijo tiste u¢inkovine in pomozne snovi, ki lahko tvorijo ve¢

polimorfnih oblik. Ce obstaja molekula v ve& polimorfnih oblikah, ima
vecjo strukturno fleksibilnost in ni ujeta le v dolo¢en tip kristalne

Leta 2007 je FDA prejela pritozbe lastnikov domacih zivali zaradi
Stevilnih poginov zivali, ki jo je povzrocila hrana. Vzrok smrti je bila
ledvi¢na odpoved. Po preiskavi so odkrili, da sta okvaro ledvic
povzrocili dve relativno netoksi¢ni substanci — melamin in cianurska
kislina, ki sta bili v hrani prisotni v manjsi koli¢ini, kot je toksi¢ni
odmerek. Naknadne raziskave so pokazale, da je kokristal

4 Me'l'°de ObllkOVGI‘lﬂ reSetke. To pomeni vedjo verjetnost, da se molekula postavi v
Ld.za n.ranlu) in pr.prave primerno konformacijo za hkraten obstoj v kristalni reSetki z drugo
molekulo (49). Vseeno sam polimorfizem ni zagotovilo, da je izbrana

okristalov (49) P 9 J

spojina ustrezna komponenta za kokristalizacijo, klju€no vlogo pri tem
igra jakost heteromernih medmolekulskih interakcij preko sintonov, ki
morajo presegati homomerne znotrajmolekulske interakcije (19, 50).

Kristalizacija ve¢komponentnih kristalov v stehiometrijskem razmerju
je rezultat razlicno mocnih povezav, ki povzroCajo agregacijo
istovrstnin  molekul — homomeri in med razli¢nimi molekulami —
heteromeri (5). Kokristali lahko nastanejo naklju¢no, ¢e sta v zmesi
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Preglednica 2: Pregled nekaterih v literaturi opisanih farmacevtskih kokristalov in vpliv na lastnosti zdravilne ucinkovine.
Table 2: Review of some pharmaceutical cocrystals reported in the literature and influence on API’s properties.

Zdravilna u¢inkovina Tvorilec kokristala Metoda priprave Izbolj$ana lastnost Literaturni vir
Fluoksetinijev klorid Jantarna kislina |z raztopine Intrinzi¢na hitrost raztapljanja 20
Fumarna kislina
Indometacin Saharin |z raztopine, mletje Higroskopnost, hitrost raztapljanja 36
Itrakonazol |zonikotinamid |z raztopine Hitrost raztapljanja 37
Jantarna kislina
Kofein Oksalna kislina Mletje Stabilnost 39
Glutarna kislina
Metil galat Stisljivost 42
Karbamazepin Nikotinamid |z raztopine Higroskopnost, hitrost raztapljanja, 43
Saharin bioloSka uporabnost
Teofilin Oksalna, maleinska, |z raztopine, mletje Higroskopnost 44
malonska, glutarna
kislina
Sildenafil Acetilsalicilna kislina |z raztopine Topnost, intrinzi¢na hitrost raztapljanja 45
Norfloksacin Izonikotinamid |z raztopine Topnost 46
Celekoksib Nikotinamid |z raztopine Hitrost raztapljanja 47
Megestrol acetat Saharin 1z raztopine Intrinzi¢na hitrost raztapljanja 48
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Slika 3: Kokristalizacija iz raztopine: dominacija homomernih
znotrajmolekulskih interakcij vodi do rekristalizacije,
dominacija heteromernih medmolekulskih interakcij vodi do
kokristalizacije. Prirejeno iz (11).
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Figure 3: Cocrystallization from solution: domination of homomeric
intramolecular interactions leads to recrystallization,
domination of heteromeric intermolecular interactions leads
to cocrystallization. Adopted from (11).

Tvorba kokristalov v trdnem stanju temelji na mehanski aktivaciji
komponent z mletiem. To je t.i. metoda »zelene kemije«, ki je
alternativa pripravi kokristalov iz raztopine (19). Znano je, da se z
mletjem pogosto porusi kristalna resetka in nastane amorfna snov,
prav tako literatura navaja primere tvorbe razli¢nih polimorfnih oblik
u¢inkovine kot posledice mehanske obremenitve pri mletju (51).
Prednost te metode je, da je hitrej8a z odsotnostjo tezav povezanih z
razlicno topnostjo komponent, zato je primernejSa za reSetanje
(»screening«).

Ce kokristalizacija poteka preko amorfne faze snovi, je hitrost
kokristalizacije odvisna od pogojev mletja (temperatura) in od
temperature steklastega prehoda reaktantov. Tako v primeru tvorbe
kokristala karbamazepin-saharin z mletjiem obeh komponent proces
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kokristalizacije potece hitreje pri sobni temperaturi kot v hladnejsih
pogojih, kjer je amorfna faza bolj stabilna (51).

Dodatek pomozne snovi z nizko temperaturo steklastega prehoda
deluje kot mehcalo, saj zniza temperaturo steklastega prehoda zmesi
in tako poveCa mobilnost molekul in hitrost kokristalizacije. Voda je
primer ucinkovitega mehc&ala, saj je tvorba kokristalov pospesena, ko
uporabijo hidratirano kristalno obliko reaktanta ali ko pri mletju
uporabljamo zelo majhno koli¢ino vode (5, 51). Trask in sodelavci (52)
so primerijali kokristale kofeina in glutarne kisline, ki so bili pripravljeni
z mletjem ob uporabi majhne koli¢ine (nekaj kapljic) razli¢nih topil.
Ugotovili so, da nastanejo razlicne kokristalne strukture, oz. so
molekule obeh komponent drugace razporejene v kokristalni resetki,
ko komponente zmeljejo brez topila (nastane oblika 1), z dodatkom
nepolarnega topila (n-heksan, cikloheksan, heptan; nastane oblika ),
ali z dodatkom bolj polarnega topila (kloroform, diklorometan,
acetonitril, voda; nastane oblika Il).

Kokristalizacija  lahko nehote poteka med razli¢nimi procesi v
proizvodnji ali med skladi§¢enjem zdravil. Zavedati se je treba, da ta
proces poteka hitreje pri vigji relativni vliaznosti. Tvorbo kokristalov bi
torej morali dodati spisku moznih pretvorb k Ze dodani tvorbi
polimorfov in solvatov, ki so posledica mehanskih, termi¢nih in
kemijskih vplivov med izdelavo, transportom in shranjevanjem zdravil
(5, 51).

5 Metode karakterizacije
kokristalov

Kokristalne komponente so v kokristalu med seboj povezane in
orientirane drugace, kot sicer vsaka posamezna komponenta. Zato so
za karakterizacijo primerne vse metode, ki nam podajajo informacijo
o kristalni strukturi. V procesu izdelave kokristalov nas najprej zanima,
ali je kokristalizacija uspe$no potekla. To lahko preverimo z
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diferen¢no dinami¢no kalorimetrijo (DSC), termogravimetri¢no analizo
(TGA), rentgensko praskovno analizo (XRPD),
infrardeco (IR) spektroskopijo. Rezultat teh analiznih metod so
posamezni spektri. V primeru, da kokristal ne nastane, so spektri
vzorcev vsota spektrov izhodnih komponent. Ce pa komponente po
procesu priprave tvorijo skupno kristalno strukturo, so pripadajoci
spektri drugacni — v DSC spektru vidimo eno samo talis¢e; v XRPD
spektru se pojavijo odkloni pri kotih, ki jih ni v XRPD spektrih izhodnih
komponent; v Ramanskem in IR spektru zaznamo signale, ki so
rezultat novih interakcij in drugaéno »fingerprint« obmocije. Vendar s
temi metodami ne moremo potrditi prisotnosti kokristala, saj tudi pri
tvorbi soli ali solvata nastanejo edinstveni spektri. Potrebne so
metode, ki lahko zaznajo stopnjo prenosa protona med dvema
komponentama in s tem podajo informacijo o tvorbi ionske interakcije
ali vodikove vezi. Zato je najzmogljivejSa analizna metoda za
strukturno karakterizacijo kokristalov rentgenska difrakcija na
monokristalu (Single Crystal X-Ray Diffraction). Ta metoda nam poda
absolutno kristalno strukturo in s tem moznost, da razberemo
razmerje molekul v kokristalu, prostorsko urejenost molekul ter vrsto in
polozaj interakcij v kokristalu. Vendar za to analizno metodo
potrebujemo kristale ustrezne velikosti in kvalitete, kar pogosto
predstavlja problem, saj kokristali, ki jih pripravimo z mletjem,
praviloma niso primerni za tak$no analizo. Mo¢no analizno orodje
predstavlja tudi jedrska magnetna resonanca v trdnem stanju
(CP/IMAS NMR), s katero lahko dolo¢imo polimorfe in razberemo
interakcije v kokristalu. Metoda se dobro dopolnjuje z rentgensko
praskovno analizo (18, 52-56).

Ramansko in

6 Farmaceviski kokristali
in intelektvalna lastnina

Farmacevtska in biotehnoloSka podjetja se Se posebej zanasajo na
rigorozno zascito intelektualne lastnine, ki hkrati tudi 8¢iti prihodke od
lastnih proizvodov, saj so s to panogo povezane $tevilne regulatorne
ovire, visoki razvojni stroski in vselej prisotna tveganja, da se stroski
razvoja izdelka ne bodo povrnili med njegovim trzenjem. Kokristali, v
katerih je zdravilna ucinkovina povezana s tvorilcem kokristala lahko
izpolnjujejo pogoje patentne zasgite (57).

Patent lahko podelijo izumu, ki izpolnjuje tri pogoje (58):

® Novost: Izum oziroma tehni¢na resitev je nova, Ce ni obsezena s
stanjem tehnike, se pravi, da ni bila pred datumom vlozitve patentne
prijave dostopna javnosti z ustnim ali pisnim opisom, z uporabo ali
na katerikoli drug nacin.

e Inventivnost: lzum je na inventivni ravni, ¢e za strokovnjaka
predmet izuma oc€itno ne izhaja iz stanja tehnike.

e Industrijska uporabnost: Izum je industrijsko uporabljiv, Ce se
predmet izuma lahko proizvede ali uporabi v katerikoli gospodarski
dejavnosti, vklju¢no s kmetijstvom.

Kokristalizacija pomeni alternativno modifikacijo zdravilne u¢inkovine
v trdnem agregatnem stanju, kar pomeni, da gre za podobno
spremembo, kot jo dosezemo s tvorbo soli in zatorej pravno zadostijo
kriteriju novosti za patentibilnost.

Za koncept inventivnosti pri kokristalih lahko najdemo analogijo v
kristalnih oblikah zdravilnih ucinkovin. Dodatni patenti na novih
kristalnih oblikah ze znanih uc€inkovin pogosto dodatno podalj$ajo

ekskluzivno dobo zdravila na trziséu.

Farmacevtski kokristali z zdravilno u¢inkovino imajo vec¢inoma enako
terapevtsko uporabnost, kot jo ima sama zdravilna ucinkovina in je
patentno zascCitena z originatorjevo prijavo. Industrijska uporabnost se
v primeru kokristalov izkazuje v prednostih, ki jih imajo kokristali zaradi
izbolj$anih fizikalno-kemijskih lastnosti v primerjavi s samostojno
zdravilno ucinkovino. Industrijska uporabnost se nanasa tudi na
izvedljivost postopka v industrijskem merilu.

Z vidika patentne zas$cite imajo nove oblike zdravilnih u€inkovin velik
pomen za farmacevtska podjetja. To lahko pomeni dodatno trzno
prednost za podijetje, ki lahko vlozi dodatne prijave za $¢itenje novih
trdnih oblik in s tem Casovno podaljSano ekskluzivnost svojega
izdelka na trgu oz. omogoCa generichemu proizvajalcu, da
pred¢asno vstopi na trg.

7 Zakljuéek

Povzamemo lahko, da ima v razvoju zdravil in zdravilnih u¢inkovin
velik pomen izbira kristalne oblike. Tako postajajo raziskave
farmacevtskih kokristalov del predformulacijskih studij, v katerih so do
sedaj prevladovale raziskave polimorfov, soli in solvatov zdravilnih
ucinkovin. Pomemben prispevek kokristalov v farmacevtski industriji
opazimo na podroc¢ju prirejanja fizikalno-kemijskih lastnosti snovi,
vendar se moramo zavedati, da lahko s tvorbo kokristala vplivamo
tudi na farmakoloSke lastnosti, predvsem na vecjo biolosko
uporabnost in s tem na toksi¢nost zdravila.

Nekateri farmacevtski kokristali izkazujejo fizikalno-kemijske,
farmacevtsko-tehnoloske in komercialne prednosti, kar pomeni, da so
lahko tudi predmet patentne za&Cite in omogocajo generi¢nim
farmacevtskim podjetjem moZznost pred&asnega trzenja zdravila.

Po drugi strani se je potrebno zavedati, da je podrocje kokristalov e
relativno novo in zato ne dovolj raziskano za rutinsko uporabo v
industriji, kar pred raziskovalce postavlja izziv, ki omogoca prelitje
raziskovalnih dosezkov v njihovo aplikativno uporabo.

Zahvala: Operacijo delno financira Evropska unija, in sicer iz
Evropskega socialnega sklada.
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Vloga silicijevih spojin v Zivih
organizmih

The role of silicon compounds in living organisms

Martina Hrast, AleS Obreza

Povzetek: Za rastline je silicij esencialni element, saj njegovo pomanjkanje povzroCi SibkejSo strukturo rastlinskih organov in poveca verjetnost
za nepravilno rast, razvoj in reprodukcijo rastlin. Silicijeve spojine povec¢ajo odpornost rastlin proti boleznim, ki jih povzro€ajo glive, bakterije in
drugi skodljivci, zmanj$ajo toksi¢nost nekaterih kovinskih ionov in povecajo toleranco za slanost prsti. V zivalskem in ¢loveskem telesu vlioga
silicija e ni popolnoma razjasnjena. Dokazali so, da silicij vpliva na kalcifikacijo kosti in razvoj skeleta. Pomembno vliogo ima v osteogenih celic,
zavira resorpcijo kosti ter vpliva na celjenje poskodb v telesu. Dandanes poteka veliko raziskav o uporabi silicija pri terapiji osteoporoze in
Alzheimerjeve bolezni. O peroralni toksi¢nosti silicija je malo podatkov, medtem ko Ze dolgo vemo, da vdihavanije silicijevega dioksida povzrodi
azbestozo ali silikozo. Glede na dnevne potrebe silicijevih spojin je vnos s hrano dovolj velik, zato dodatno vnasanje le-teh nima racionalne
osnove.

Kljucne besede: silicij, esencialni element, kalcifikacija kosti, toksicnost

Abstract: Silicon has essential role in plant growth and reproduction by alleviating both biotic and abiotic stresses including diaseases, pests,
heavy metal toxicity and salinity of soil. Silicon in animal and human conective tissue also plays a important role. It has a physiological role in
bone calcification process, and in development of skeleton. Silicon inhibits resorption of bone, affects the healing of injuries and is a major ion
of osteogenic cells. Intensive research into the use of silicon in osteoporosis and Alzheimer’s diasease has therefore been carried out in recent
years. Few data are available on the oral toxicity of silicon, meanwhile it is known for decades that inhalation of silica causes silicosis or
asbestosis. Supplementation of silicon is not needed because the daily dietary intake of silicon with food is sufficient.

Key words: silicon, essential element, bone calcification, toxicity

prisotni v steklu, keramiki in cementu, silikoni sestavljajo tehni¢no zelo
uporabne materiale, kot so olja, maziva in plasti¢ne mase, poleg tega
pa se silicijeve spojine uporabljajo v elektronski industriji kot
polprevodniki (4, 5).

1 Uvod

PricujoCi prispevek nadaljuje serijo ¢lankov o esencialnih elementih,
objavljenih v Farmacevtskem vestniku (1-3). Ime elementa izhaja iz
latinske besede silex, kar pomeni kremen. Elementni silicij je leta 1824
z redukcijo silicijevega tetrafluorida s kalijem pripravil Svedski kemik
Jons Jacob Berzelius. Silicij je drugi najbolj razsirjen element v naravi,
takoj za kisikom, nahaja se tudi v soncu, zvezdah in je glavna
sestavina meteoritov, znanih pod imenom aeroliti. V zemeljski skorji
ga je okoli 26 %. Elementni silicij v naravi ni prisoten, saj ima zelo
veliko afiniteto do kisika, pri ¢emer nastanejo silicijev dioksid in silikati.
V vodi se lahko zelo majhna koli¢ina SiO, raztopi in tvori silicijevo(IV)
kislino (ortosilicijeva kislina, H,SiO,), ki je bioloko uporabna. Le-ta je
obstojna pri pH nizjem od 9 in pri koncentraciji nizji od 2mM. Pri visjih
koncentracijah pote¢e spontana polikondenzacija (4, 5).

2 Silicij v rastlinah

Silicij je izredno pomemben esencialni element za rastline, saj
njegovo pomanjkanje povzroci SibkejSo strukturo rastlinskih organov
in poveca verjetnost za nepravilno rast, razvoj in reprodukcijo rastlin.
V rastlinah je njegova koncentracija zelo razli¢na in se giblje med 0,1
in 10 % suhe teze. Na podlagi tega lahko sklepamo, da obstaja ve¢
mehanizmov privzema in transporta silicija v rastlinah. Silicij se v
zemlji nahaja v obliki silicijeve(lV) kisline, ki jo rastline crpajo s
pasivnim transportom. Privzem H,SiO, lahko poteka tudi z aktivnim

Silicijev dioksid in silikati so zelo Siroko uporabni na najrazcli¢nejsin
podroc¢jih, tudi v farmaciji. Med najpomembnejsSe silikate spadata
kalijev glinenec ali ortoklaz, (K(AISi;Og)), ki sestavlja granit, gnajs in
porfir, ter kaolinit (Al,(Si,O.)(OH),), ki je sestavni del gline. SiO, je prav
tako sestavni del granita, gnajsa in kremenovega peska. Kremen je
najpomembnejsi vir za pripravo silicija in njegovih spojin. Silikati so

transportom, preko prenasalca Lsi1. Po privzemu silicijeve(lV) kisline
v rastlino, se v njej v vodnih pogojih tvorijo silicijevi polimeri — silikati.
Na polimerizacijo vplivajo koncentracija silicijeve kisline, temperatura,
pH in prisotnost ostalih ionov, nizkomolekularnih organskih molekul in
polimerov. V vseh primerih nastanejo polimeri s siloksansko vezjo Si-
O-Si. Polimeri se razlikujejo v strukturi in fizikalno-kemi¢nih lastnostih,
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farm vestn 2010; 61 37



Pregledni znanstveni clanki - Review Scientific Articles

kot so npr. gostota, topnost, viskoznost. Ti polimeri se nato vgradijo v
celicno steno, lumen dolo¢enih celic, medceli¢ni prostor in pod
kutikularni sloj (6).

Silicij zve¢a odpornost rastlin proti boleznim, ki jih povzrocajo glive ali
bakterije in zatira bolezni, ki jih povzrocajo insekti in drugi Skodljivci.
Za tako delovanje naj bi bila odgovorna dva mehanizma. Silicijeve
spojine so nalozene pod kutikulo in tvorijo dvojno plast, ki deluje kot
mehanska ovira, ki prepreci penetracijo gliv. Poleg tega polimere
silicija nahajamo tudi v celi¢ni steni, kjer tvorijo mehansko bariero, ki
otezi insektom zvecenje listov in zuzelkam, da z bodalom prodrejo
skozi rastlinsko tkivo (7). Drugi mehanizem so odkrili pred kratkim, saj
so pri rastlinah, ki so jim v gnojilo dodajali silicijeve spojine, opazili
zvecano aktivnost hitinaz, peroksidaz, polifenol-oksidaz in flavonoida
fitoaleksina, ki naj bi delovali protiglivi¢no.

Silicij v rastlinah zmanj$a toksi¢nost kovinskih ionov, kot so Mn?*,
Cd?+, AB* in Zn?*. Povzrogi bolj enakomerno razporeditev Mn?* v
rastlinskem tkivu in zmanj$a koncentracijo raztopljenih manganovih
soli, tako da zveca adsorpcijo Mn?* na celi¢no steno. Signifikantno
zmanj8a lipidno peroksidacijo membrane, ki jo povzro¢ajo Mn?* ioni,
in ojaca delovanje encimskih (preko SOD) in neencimskih (askorbat,
glutation) antioksidantov. Silicij z aluminijevimi ioni tvori slabo topen
aluminijev silikat oziroma hidroksialuminijev silikat in na ta nacin
zmanj8a koncentracijo toksi¢nih Al**. Prav tako poveca nastajanje
fenolnih spojin, ki lahko tvorijo kelate z Al** ioni. Silicij zmanj$a tudi
toksi¢nost Cd?*. Natrijev metasilikat (polimerni Na,SiO,) in druge silicij
vsebujoCe spojine zviSajo pH prsti in tako zmanj$ajo privzem Cd?+ v
rastline. Silicij tvori s Zn?* netopne silikate in s tem zmanj$a njihovo
delovanje (8).

Silicij poveca toleranco rastlin za slanost v okolju po ve¢ mehanizmih.
Najprej zmanjsa izparevanje vode iz listov, kar zmanjSa osmotski
stres. V koreninah zveca aktivnost H*-ATPaze in H*-fosfataze ter tako
zveca privzem in transport K* in zmanj$a privzem in transport Na* iz
korenin do listov. Dodajanje silicija zmanjSa permeabilnost plazemske
membrane celic listov in izbolja strukturo kloroplastov, ki jih
prekomerna koli¢ina NaCl zelo pos$koduje. Silicij zve¢a aktivnost
superoksid-dismutaze, peroksidaze, katalaze in glutation-reduktaze
in koncentracijo glutationa v koreninah in listih ter zmanjsa
koncentracijo malonilaldehida. S tem naj bi vplival na strukturo,
integriteto in funkcijo plazemske membrane preko zmanj$evanja
lipidne peroksidacije membran (8).

3 Silicij v Zivalskem telesu

Ze od leta 1970 potekajo intenzivne raziskave o pomenu silicija pri
zivalih. Prve raziskave na podganah in misih so pokazale, da se silicij
nahaja pretezno v tistih delih kosti, kjer poteka aktivha mineralizacija,
medtem ko je pri zrelejsSih kosteh, kjer koncentracija kalcija naraste
zaradi vecje vsebnosti hidroksiapatita, njegova vsebnost nizja. Na
podlagi tega so prisli do zaklju¢ka, da silicij vpliva na zgodnjo fazo
kalcifikacije kosti (9).

V nadaljnjih raziskavah so ugotavljali spremembe pri zivalih
(podganah in pis¢ancih), ki so jih hranili s hrano, v kateri je
primanjkovalo silicija. Pri obeh vrstah so opazili relativno atrofijo vseh
organov, koza in sluznice pa so bile rahlo anemi¢ne. Razvoj skeleta je
bil zavrt, prav tako je bila manjsa lobanja, ki je imela tudi zgradbo
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matriksa izrazito druga¢no (10). Pomanjkanije silicija je vplivalo tudi na
sklepe, ki so bili manjsi in so vsebovali manj sklepnega hrustanca.
Sklepni hrustanec je imel signifikantno nizjo vsebnost heksozaminov,
kar jasno kaze na vlogo silicija pri tvorbi glikozaminoglikana v
hrustancu (11, 12).

V eni od raziskav, kjer so telickom v pitno vodo dodajali silicijevo(lV)
kislino, so ugotovili znacilno zvec¢ano koncentracijo kolagena in
hidroksiprolina v dermisu in opazili pozitivno korelacijo med serumsko
koncentracijo silicija in koncentracijo hidroksiprolina v hrustancu (13).
Z rentgensko analizo mladih kosti, ki so v fazi aktivne rasti, so
ugotovili, da je silicij, poleg kalcija, fosforja in magnezija, glavni ion
osteogenih celic. Vsebnost silicija je bila zelo visoka predvsem v
osteoblastih, kjer se silicij nahaja v mitohondrijih (12, 14).

Na podlagi nekaterih raziskav predvidevajo, da silicij zavira resorpcijo
kosti. Preucevali so u¢inek monometiltrisilanola na trabekularne kosti
pri podganah, ki so jim odstranili jaj¢nike. Ugotovili so, da se zveca
povrSina, ki jo na kosti prekrivajo osteoblasti in mineralizacija
metafiznega dela trabekularnih kosti, poleg tega pa se zmanj$a
Stevilo osteoklastov in povrSina kosti, ki jo zasedajo. To je povzrocilo
vecji volumen trabekularne kosti pri ovariektomiranih podganah v
primerjavi z zdravimi. Ovariektomiranim podganam so dodajali tudi
natrijev metasilikat, pri Eemer so ugotovili, da je izguba kostne gostote
manjSa, poleg tega se zveCa longitudinalni razvoj stegnenice v
primerjavi z zdravimi zivalmi (15).

V kasnejsih raziskavah so dokazali, da pomanjkanje silicija vpliva na
celienje poskodb v telesu. Pomanjkanje silicija podalj$a cas tvorbe
kolagena na poskodovanem delu in zmanjSa aktivnost jetrne ornitin-
aminotransferaze, ki pretvarja ornitin v prolin, ki je glavni prekurzor
sinteze kolagena. Poleg tega so ugotovili, da pomanjkanje silicija
zmanj$a koncentracijo eozinofilcev, ki spro$¢ajo citokine, ki vplivajo
na celjenje rane, in zmanjSa koncentracijo bakra v kosteh, za katerega
vemo, da vpliva na pre¢no povezovanje kolagena v kosteh (16).
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4 Silicij v éloveku

Silicij je relativno pogost v ¢loveskem telesu, po masi ga je nekoliko
manj kot zeleza in cinka ter ve¢ kot mangana in bakra. Najvi§ja
koncentracija silicija je v vezivnem in kostnem tkivu, med organi pa v
aorti, trahejah, kitah in kozi, saj se veze na glikozaminoglikan in
proteine v vezivnem tkivu. V. manjsi koncentraciji ga najdemo v
parenhimskem tkivu organov, kot so jetra, srce, misice in pljuca, v krvi
pa se nahaja v obliki silicijeve(IV) kisline (15).

Predvidene dnevne potrebe (esencialnost ni dokazana) po siliciju
zna$ajo 10 — 25 mg, z normalno hrano ga dobimo 20-50 mg/dan. 20
% dnevnega odmerka zauzijemo Ze s pitno vodo, ostalo pa pridobimo
s hrano. Najve¢ silicija vsebuje hrana, bogata z Zitaricami (oves,
jeCmen, rizevi in pSeni¢ni otrobi), vendar ga je veliko tudi v bananah,
rozinah, fizolu, korenju, sladkorni pesi in le¢i, medtem ko ga je v mesni
hrani manj. Med pijacami je pogost zlasti v pivu, kjer je njegov vir
je¢menov slad (17). |z predstavljenih Stevilk lahko razberemo, da ne
glede na morebitno esencialnost silicija, le-tega ni potrebno posebej
dodajati, saj potrebne koli¢ine njegovih spojin zauzijemo s prehrano.

Na biolosko uporabnost silicija vpliva vec faktorjev. Le-ta je odvisna
od tipa hrane, sestave hrane, prisotnosti vlaknin in kemizma prisotnih
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silicijevih spojin. Vlaknine zmanjSajo absorpcijo Stevilnih mineralov,
med katere spada tudi silicij. Na absorpcijo Si vplivajo kationi, saj so
v raziskavah na podganah ugotovili, da velika vsebnost kalcija v hrani
zmanj$a absorpcijo silicija. Na podlagi teh raziskav predlagajo dva
mozna mehanizma interakcij. Mozno je, da imata silicij in kalcij enako
pot absorpcije ali pa kalcij tvori s silicijem netopen kalcijev silikat, kar
zmanjSa biolosko uporabnost silicija. Bolj verjeten je drugi
mehanizem, saj tudi magnezij tvori s silicilem netopne silikate.
Magnezij ima pomembno vlogo pri presnovi silicija, saj je magnezijev
ortosilikat njegova najpomembnej$a oblika v urinu, v taki obliki pa se
nahaja tudi plazmi. Nekateri raziskovalci predvidevajo, da
metabolizem silicija uravnavajo steroidni in $¢itni¢ni hormoni, ker naj
bi njihova manjSa koncentracija in aktivnost &Citnice v starosti
zmanijsala njegovo absorpcijo (18).

Absorpcija silicija je zelo odvisna od kemijske oblike, v kateri se
nahaja v zivilih. Najlazje se absorbira v obliki silicijeve(IV) kisline, ki se
nahaja v vodi, mleku in pivu. Slabsa je absorpcija v obliki polimerov,
ki so pogosto prisotni v hrani rastlinskega izvora, saj mora v
gastrointestinalnem traktu najprej pote¢i hidroliza polimerov do
silicijeve(lV) kisline (19). Iz vode in piva se absorbira najmanj 50 %
H,Si0,, medtem ko se iz rastlinske hrane po hidrolizi v povprecju
absorbira 40 %. Mehanizem absorpcije silicija na nivoju molekul Se ni
poznan, vendar predvidevajo, da absorpcija poteka v proksimalnem
delu tankega d&revesa, kjer prevladuje aktivni transport, saj se
ortosilicijeva kislina hitro in dobro absorbira. Nekateri tudi
predpostavljajo, da se lahko H,SiO, transportira paracelularno ali
preko majhnih por transcelularno (15). Plazemske koncentracije se
znatno zvecajo 100-120 minut po zauZitju hrane s silicijem. Silicij se
ne veze na plazemske proteine, ampak je v krvi prisoten v obliki
silicijeve(lV) kisline, ki lahko prosto prehaja v eritrocite in v okoliska
tkiva. Poleg proste kisline je silicij prisoten tudi v obliki silikatov, kot sta
magnezijev in kalcijev silikat. Silicij se hitro izlo¢a skozi ledvica z
glomerularno filtracijo in se izlo¢i iz organizma v 4-8 urah po zauZitju.
Majhen del se ga izlo¢i tudi z blatom. V tubulih se le v manj$i meri
reabsorbira, zato je njegova koncentracija v urinu dober pokazatelj
absorpcije iz gastrointestinalnega trakta (15, 18, 20).

Referen¢ne vrednosti za silicij v serumu se pri moskih in Zenskah
signifikantno razlikujejo, na vrednost pa zelo vpliva starost. Pri moskih,
starih od 18-59 let, referen¢na vrednost znasa 9,7-10,17 umol/L,
medtem ko pri zenskah, starih od 18-44 let, ta znasa 10,0-11,1
umol/L. S starostjo se serumska koncentracija silicija zniza in pri
zenskah, starih nad 74 let, znasa 8,0 umol/L, pri moskih enake starosti
pa 7,7 umol/L (21).

Raziskav o vplivu silicija na ¢lovesko telo je malo. V eni prvih Studij so
ugotavljali vpliv Zeolita A, ki je kemijsko aluminijev silikat, na
osteoblaste in vitro. Ugotovili so, da Zeolit A spodbudi proliferacijo in
diferenciacijo osteoblastov in zavira resorpcijo kosti, povzro¢eno z
osteoklasti. Zeolit A tudi zveCa sprosc¢anje transformirajocega
rastnega faktorja B1 (TGF-B1), ki je citokin in stimulira nastajanje
kolagena. Dokazali so, da imajo dojenckih, ki so jih hranili le s
parenteralno hrano, nizjo serumsko koncentracijo silicija, kar se je
odrazalo v manj8i mineralni gostoti kosti v primerjavi z zdravimi
dojencki (22). Kasneje so dokazali, da koncentracije silicija v okviru
referencnih vrednosti stimulirajo sintezo kolagena tipa 1 v humanih
osteoblatih in fibroblastih ter pospesijo diferenciacijo osteoblastov.

Toc¢en mehanizem Se ni poznan, vendar predvidevajo, da naj bi silicij
deloval preko regulacije prolin-hidroksilaze, ki hidroksilira prolinske
ostanke v kolagenu (23).

V dvojno slepi Studiji so proucevali uCinek s holinom stabilizirane
silicijeve(lV) kisline (ch-OSA) na kozo, ki je postarana zaradi UV
zarkov. Taka koza ima manj kolagena, glikozaminoglikana in
proteoglikana. Prisotne so tudi poskodbe elasti¢nih viaken, ki se
kazejo kot hrapava usnjata povrSina koze z drobnimi ali globljimi
gubami. Zenskam, starim med 40 in 65 let, so 20 tednov dodajali 10
mg Si/dan. Pri vseh preiskovankah so se izboljSale mehanske
lastnosti koZe in njena povrsina v primerjavi s kontrolno skupino, prav
tako se je signifikantno zmanjSala krhkost las in nohtov. Na podlagi
teh rezultatov predvidevajo, da dodajanje ch-OSA vpliva na
regeneracijo ali de novo sintezo kolagenskih vlaken ter izbolj$a
strukturo glikozaminoglikana v dermisu in strukturo keratina v laseh in
nohtih (24).
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5 Silicij in osteoporoza

Glede na prejsnje dokaze o vplivu silicija na rast kosti, so ugotavljali
uporabo silicija pri osteoporozi in njegovem vplivu na mineralno
kostno gostoto. Vemo, da je osteoporoza sistemska, degenerativna
skeletna bolezen, za katero sta znacilni nizka kostna masa in okvara
mikrostrukture kostnega tkiva s posledi¢nim povecanjem kostne
krhkosti in vecjo obcutljivostjo za zlom. Dognali so, da intravenska
aplikacija silicija v obliki monometiltrisilanola zve¢a trabekularni
volumen Kkosti, prav tako se zveCa gostota stegnenice po
intramuskularni aplikaciji. V eni od epidemioloskih Studij so porocali o
povezavi med vnosom silicija in kostno gostoto kolka pri moskih in
premenopavzalnih zenskah, pri ¢emer naj bi imel vecji vnos silicija
pomembno viogo za zdravje kosti (22). Poleg tega so dokazali tudi,
da zvecan vnos silicija pozitivno vpliva na mineralno kostno gostoto
pri pomenopavzalnih zenskah, ki uporabljajo hormonsko nadomestno
zdravljenje (25). Nedavno so dokazali, da uporaba s holinom
stabilizirane silicijeve(lV) kisline (ch-OSA) pri osteopeni¢nih in
osteoporoti¢nih pacientih zve¢a koli¢ino biokemicnega kazalca
tvorbe kosti PINP (prokolagen tip | N-terminalni propeptid), ki je
oznacevalec sinteze kolagena tipa I. Pri srednjih odmerkih ch-OSA (6
mg Si/dan) so opazili zve¢ano mineralno gostoto stegnenice (18).
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6 Toksiénost silicija
O peroralni toksi¢nosti silicija je zelo malo podatkov. Znano je le, da
lahko pri dolgotrajni terapiji z antacidom magnezijevim ftrisilikatom
nastanejo silicijevi kamni v ledvicah, se¢niku in seGevodu (26).

Silicij oziroma silicijeve spojine pa so zelo nevarne, ¢e jih vdihavamo.
Tako poznamo dve bolezni, ki se pojavita kot posledici vdihavanja
prahu azbesta ali silicijevega dioksida (kremena).

Azbestni prah je sestavljen iz drobnih iglic (dolgih 10 do 100 in ve¢
pym in $irokih 0,5 do 15 pm) in lahko pride v telo z inhalacijo. Pri
vdihavanju prah prodre globoko v plju¢a skozi alveolarne prostore do
obeh rebrnih mren, kjer sprozi vnetje. Tam ga alveolarni makrofagi
fagocitirajo in obdajo s kislim mukopolisaharidnim slojem, pri cemer
nastanejo azbestna telesca, ki jih lahko dokazujemo v sputumu. So
prva opazna obrambna reakcija organizma na azbestna vlakna.
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Latentna doba bolezni je dolga od 15-20 let od prve izpostavljenosti
azbestnemu prahu. Azbestna telesca povzrocijo proliferacijo
vezivnega tkiva v alveolarnem intersticiju, ki s€asoma vodi v plju¢no
fibrozo, ki jo imenujemo azbestoza. Simptomi bolezni so stalni kaselj,
dispneja in boleCine v prsih. V zelo napredovalem stadiju lahko
pliju¢na fibroza privede do hude obremenitve desnega srca, ki v
konéni fazi lahko vodi v smrt.

Na toksi¢nost kremencevega prahu vplivajo koli¢ina vdihanega
kristalinicnega kremena, velikost delcev in karakteristika povrSine
delcev. Vecjo toksi¢nost naj bi imel kremencev prah, ki nastane pri
drobljenju in brusenju kremena. Silikoza je intersticijska plju¢na
bolezen, ki je lahko kroni¢na, pospeSena ali akutna. Kroni¢na oblika
bolezni se pojavi po 10 letih od vdihavanja prahu, medtem ko se
pospesena pojavi ze po 2 letih. Akutna silikoza se pojavi kot posledica
zelo visoke izpostavitve kristalnemu silicijevemu dioksidu in se pojavi
lahko Ze po nekaj mesecih od vdihavanja delcev. Pri vseh tipih
azbestoze v plju¢nem parenhimu nastanejo nodularne tvorbe, okoli
katerih se nabirajo kolagenska vlakna, ki jih obkrozajo makrofagi.
Temu sledi plju¢na fibroza, ki uni¢i normalno plju¢no funkcijo. V
zgodniji fazi bolezni je prisotno samo kasljanje, ki mu sledi dispneja ob
naporu in kri v sputumu (27).

Silicijev dioksid je mednarodna agencija za raziskave raka uvrstila v
skupino znanih humanih karcinogenov. In vitro raziskave so pokazale
da SiO, inhibira ucinek superoksid dismutaze, kar naj bi povzrocilo
vecje Stevilo radikalskih poskodb. Vdihan SiO, naj bi povzrocil vecji
nastanek reaktivnih kisikovih spojin, ki poskodujejo DNA in zmanjsajo
sposobnost obrambe celic. Kroni¢no vdihavanije silicijevega dioksida
lahko vodi do bolezni ledvic, ki se odrazajo kot albuminurija in
hipertenzija, pride pa tudi do sprememb v glomerulih in proksimalnih
tubulih (26).
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7 Silicij in aluminij
Aluminij je znan kot nevrotoksi¢en element. Ima aktivno viogo pri
nastanku lezij pri Alzheimerjevi bolezni in predvidevajo, da je vpleten
v nastanek nevrofibrilarnih vozlov v mozganih. Poleg tega je vezan v
beta-amiloidih v mozganih bolnikov s to boleznijo. Aluminij povzroca
tudi apoptozo nevronov tako in vivo kot in vitro (28).

Silicij oziroma silicijeva kislina zmanj$a biolosko uporabnost aluminija,
ker zmanj$a njegovo absorpcijo iz gastrointestinalnega trakta in zvec¢a
spro$¢anje aluminija iz skladis¢ v telesu, vkljuéno s kostmi, in njegovo
izlo¢anje iz telesa (29). Silicij zmanj$a koli¢ino aluminija v mozganih in
tako zmanij$a lipidno peroksidacijo v mozganih. Na poskusih na misih
so ugotovili, da imajo zivali, ki so jim dodajali silicijevo kislino ali pivo,
signifikantno nizjo koncentracijo aluminija v mozganih. U&inkovitost
silicija povezujejo z nastankom netoksi¢nega hidroksialuminijevega
silikata. Tako nekateri znanstveniki predlagajo uvedbo silicija v
terapijo Alzheimerjeve bolezni (28).

8 Sklep

Silicij uvr§&amo med nujno potrebne elemente za rastline, saj njegovo
pomanjkanje povzroci SibkejSo strukturo rastlinskih organov in poveca
verjetnost za nepravilno rast, razvoj in reprodukcijo. Silicij zve¢a tudi
odpornost rastlin na bolezni, ki jih povzro¢ajo glive, bakterije, insekti
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in ostali Skodljivei ter zmanjSa toksi¢nost kovinskih ionov in poveca
toleranco rastlin na slanost v okolju. Njegova vloga pri zivalih in ljudeh
je Se vedno predmet obseznih raziskav. Dokazali so, da silicij vpliva
na zgodnjo kalcifikacijo kosti in razvoj skeleta. Je eden glavnih ionov
osteogenih celic, zavira resorpcijo kosti in vpliva na celjenje poskodb
v telesu. Glede na dnevne potrebe silicijevih spojin je vnos s hrano
dovolj velik, zato dodatno vnaSanje le-teh nima racionalne osnove.
Trenutno poteka kar nekaj raziskav o siliciju, zlasti na podrocju
terapije osteoporoze in Alzheimerjeve bolezni, zato lahko v

prihodnosti pri¢akujemo, da se bodo na trziS¢u pojavile tudi nekatere
silicijeve spojine.

[ ]

9 Literatura

1. Obreza A. Vanadij v zivem organizmu in farmaciji. Farm Vestn 2003; 54:
713-718.

2. Obreza A. Terapevtski pomen anorganskih borovih spojin in njihova tok-
si¢nost. Farm Vestn 2004; 55: 463-468.

3. Obreza A. Molibden kot pomemben element v sledovih. Farm Vest 2008;
59: 16-20.

4. Lazarini F, Brenci¢ J. Splo8na in anorganska kemija. DZS, 1984: 375-398.

5. Lide DR. CRC Handbook of Chemistry and Physics, 89th Edition (Internet
Version 2009), CRC Press/Taylor and Francis, Boca Raton, 2009; 4-33.

6. Currie HA, Perry CC. Silica in plants: biological, biochemical and chemi-
cal studies. Ann Bot (Lond) 2007; 100: 1383-1389.

7. Ma JF, Yamaji N. Functions and transport of silicon in plants. Cell Mol Life
Sci. 2008; 65: 3049-3057.

8. Liang VY, Sun W, Zhu YG, Christie P. Mechanisms of silicon-mediated alle-
viation of abiotic stresses in higher plants: a review. Environ Pollut. 2007;
147: 422-428.

9. Carlisle EM. Silicon: a possible factor in bone calcification. Science 1970;
167: 279-280.

10. Carlisle EM. Silicon: an essential element for the chick. Science 1972;
178: 619-621.

11. Carlisle EM. Biochemical and morphological changes associated with long
bone abnormalities in silicon deficiency. J Nutr 1980; 110: 1046-1056.

12. Carlisle EM. The nutritional essentiality of silicon. Nutr Rev 1982; 40: 193-
198.

13. Calomme MR, Vanden Berghe DA. Supplementation of calves with stabi-
lized orthosilicic acid. Effect on the Si, Ca, Mg, and P concentrations in
serum and the collagen concentration in skin and cartilage. Biol Trace
Elem Res. 1997; 56: 153-165.

14. Carlisle EM. Silicon as a trace nutrient. Sci Total Environ 1988; 73: 95-106.
15. Sripanyakorn S, Jugdaohsingh R, Thompson RPH, Powell JJ. Dietary sili-
con and bone health. British Nutrition Foundation 2005; 30: 222-230
16. Seaborn CD, Nielsen FH. Silicon deprivation decreases collagen formation
in wounds and bone, and ornithine transaminase enzyme activity in liver.

Biol Trace Elem Res 2002; 89: 251-261.

17. Dejneka W, t.ukasiak J. Determination of total and bioavailable silicon in
selected foodstuffs. Food control 2003; 14: 193-196.

18. Jugdaohsingh R. Silicon and bone health. J Nutr Health Aging. 2007; 11:
99-110.

19. Robberecht H, Van Cauwenbergh R, Van Vlaslaer V, Hermans N. Dietary
silicon intake in Belgium: Sources, availability from foods, and human
serum levels. Sci Total Environ 2009; 407: 4777-4782.

20. Jugdaohsingh R, Anderson SH, Tucker KL, Elliott H, Kiel DP, Thompson
RP, Powell JJ. Dietary silicon intake and absorption. Am J Clin Nutr. 2002;
75: 887-893.

21. Bissé E, Epting T, Beil A, Lindinger G, Lang H, Wieland H. Reference val-
ues for serum silicon in adults. Anal Biochem 2005; 337: 130-135.

22. Spector TD, Calomme MR, Anderson SH, Clement G, Bevan L, Demeester
N, Swaminathan R, Jugdaohsingh R, Berghe DA, Powell JJ. Choline-stabi-
lized orthosilicic acid supplementation as an adjunct to calcium/vitamin
D3 stimulates markers of bone formation in osteopenic females: a ran-
domized, placebo-controlled trial. BMC Musculoskelet Disord 2008; 9: 85



Vloga silicijevih spojin v Zivih organizmih

23. Reffitt DM, Ogston N, Jugdaohsingh R, Cheung HF, Evans BA, Thompson
RP, Powell JJ, Hampson GN. Orthosilicic acid stimulates collagen type 1
synthesis and osteoblastic differentiation in human osteoblast-like cells in
vitro. Bone 2003; 32: 127-135.

24. Barel A, Calomme M, Timchenko A, De Paepe K, Demeester N, Rogiers V,

Clarys P, Vanden Berghe D. Effect of oral intake of choline-stabilized
orthosilicic acid on skin, nails and hair in women with photodamaged
skin. Arch Dermatol Res. 2005 ; 297: 147-153.

25. Jugdaohsingh R, Tucker KL, Qiao N, Cupples LA, Kiel DP, Powell JJ.
Dietary silicon intake is positively associated with bone mineral density in
men and premenopausal women of the Framingham Offspring cohort. J
Bone Miner Res 2004; 19: 297-307.

26. Minerals: silicon

27. Wagner GR. Asbestosis and silicosis. Lancet. 1997; 349: 1311-1315.

28. Gonzalez-Muiioz MJ, Meseguer |, Sanchez-Reus MI, Schultz A, Olivero R,
Benedi J, Sanchez-Muniz FJ. Beer consumption reduces cerebral oxida-
tion caused by aluminum toxicity by normalizing gene expression of tumor
necrotic factor alpha and several antioxidant enzymes. Food Chem
Toxicol. 2008; 46: 1111-1118.

29. Perry CC, Keeling-Tucker T. Aspects of the bioinorganic chemistry of sili-
con in conjunction with the biometals calcium, iron and aluminium. J Inorg
Biochem. 1998; 69: 181-191.

farm vestn 2010; 61 41



Pregledni znanstveni clanki - Review Scientific Articles

Matiéne celice iz maséobnega
tkiva in njihova uporaba

Stem cells from adipose tissue and their use

Ariana Barli¢, KreSimir Bozikov

Povzetek: Podkozno mascobno tkivo predstavlja privlacen vir prednisSkih celic predvsem zaradi svoje lahke dostopnosti, obilnosti in
sposobnosti samoobnavljanja. Izvira iz mezodermalne kli¢ne linije in vsebuje stromalno vaskularno frakcijo (SVF — Stromal Vascular Fraction)
celic, ki jo zlahka izoliramo. Ta heterogena populacija celic vsebuje poleg endotelijskih celic, gladko-misi¢nih celic, pericitov, levkocitov in pre-
adipocitov, tudi populacijo multipotentnih mezenhimskih mati¢nih celic imenovanih mati¢ne celice iz masc¢obnega tkiva (ASC — Adipose-derived
Stem Cells). ASC imajo sposobnost diferenciacije v celi¢ne linije mezodermalnega izvora t.j. v adipocite, osteoblaste, hondrocite in miocite.
Interes za uporabo ASC v medicini strmo naras§¢a zaradi njihove sposobnosti razmnozevanja in diferenciacije v in vitro pogojih. Adipogen
potencial ASC bi lahko izkoristili za rekonstrukcije mehkih tkiv. Osteogen potencial bi lahko izkoristili pri tezko celecih se zlomih kosti. Z uspe$no
hondrogeno diferenciacijo bi lahko z ASC zdravili poSkodbe hrustanca in artritis. Raziskave kazejo, da delujejo tudi imunosupresivno, kar bi
lahko izrabili za zdravljenje razli¢nih avtoimunskih bolezni. Kljub velikemu potencialu za uporabo ASC v klinicne namene se je potrebno
zavedati, da ostaja odprtih Se veliko pomembnih znanstvenih in medicinskih vprasanj. V preglednem prispevku podajamo najnovejsa dognanja
na podro¢ju ASC in primere njihove uporabe v kliniki.

Kljuéne besede: mascobno tkivo, mezenhimske maticne celice, diferenciacijski potencial; regenerativna medicina

Abstract: Subcutaneous adipose tissue represents an attractive source of progenitor cells due to its easy availability, abundance and the ability
of self-renewal. It originates from mesodermal cell layer and contains stromal-vascular cell fraction (SVF), which can be easily isolated. This
heterogeneous population of cells contains endothelial cells, smooth-muscle cells, pericytes, leukocytes, pre-adipocytes, and a population of
multipotent mesenchymal stem cells, named adipose-derived stem cells (ASC). ASC have the ability to differentiate into cells of mesodermal
origin — adipocytes, osteoblasts, chondrocytes and myocytes. Because of their high proliferative rate and differentiation capability in in vitro
conditions, interest for their use in medicine is increasing rapidly. Adipogenic potential may have many uses in soft-tissue reconstruction. Their
osteogenic potential could aid repair bone non-union fractures. If successful chondrogenesis could be achieved, ASC could be used to treat
cartilage lesions and arthritic joints. According to recent investigations ASC possess immunosuppressive characteristics. Therefore, different
autoimmune diseases could be treated. However, despite the initial enthusiasm over their use for clinical purposes, many scientific and medical
issues still need to be resolved. In this review we summarize the latest findings about ASC and examples of their clinical use.

Key words: fat tissue; mesenchymal stem cells; differentiation potential; regenerative medicine

'l UVOd kirurSki postopek pridobivanja masc¢obnega tkiva manj invaziven.
Poleg tega lahko pridobimo tudi vecje koli¢ine izhodi§¢nega materiala
z vecjim stevilom predhodniskih celic, saj ima vecina odraslih ljudi
razvitega sveta viSek podkoznega mascevja. V estetski kirurgiji je
liposukcija najpogostejsi operativni poseg, kjer naenkrat odstranimo
tudi ve¢ litrov mascobe. Kot bo opisano kasneje, so MSC iz
mascobnega tkiva, imenovane ASC, multipotentne in predstavljajo
potencial za velik obseg terapevtskih aplikacij. Poleg krvodajalcev, ki
mascobno tkivo (1). MSC so v srediséu znanstvene pozornosti  garujejo kri, bi lahko v prihodnosti pacienti, po opravijeni liposukciji
predvsem zaradi svojega klinicnega potenciala za potrebe  |inoaspirat darovali kot »magcobodajalci«. Poleg avtologne uporabe
regenerativne medicine in drugih celicnih terapij. Nahajajo se v skoraj  (celice odvzete in uporabliene pri isti osebi) je potencial ASC tudi v
vseh do sedaj testiranih tkivih organizma. Poleg kostnega mozga in pripravi alogenskih presadkov (celice odvzete eni osebi in
popkovni¢ne krvi predstavlja najpomembnejsi alternativni vir MSC uporablijene pri drugi osebi), saj kaze, da imajo te celice
mascobno tkivo (2). V primerjavi z aspiracijo kostnega mozga je sam imunosupresivne lastnosti. Ugotovili so, da ASC v in vitro pogojih ne

Kostni mozeg je do nedavnega predstavljal glavni vir odraslih
mati¢nih celic. Poleg hematopoetskih mati¢nih celic vsebuje mozeg
tudi predhodnike stromalnih celic, ki jih imenujemo mezenhimske
mati¢ne celice (MSC - Mesenchymal Stem Cells). Te multipotentne
celice imajo pri ustreznih pogojih gojenja sposobnost diferenciacije v
celice mezodermalnih tkiv, kot so skeletne miSice, kost, hrustanec in

dr. Ariana Barli¢, univ.dipl.biol., Educell d.o.o., LetaliS$ka 33, 1000 Ljubljana
mag. Kresimir Bozikov, dr. med., UKC, Kilini¢ni oddelek za plasti¢no, rekonstrukcijsko, estetsko kirurgijo in opekline, Zaloska 7, 1000 Ljubljana
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izzovejo aloreaktivnosti nekompatibilnih limfocitov. Poleg tega zavirajo
reakcijo mesanih limfocitov (MLR - Mixed Lymphocyte Reaction) ter z
mitogeni stimulirano razmnozevanje limfocitov (3, 4). Glede na
rezultate Studije izvedene na misih lahko z ASC nadziramo tudi
bolezen presadka proti dajalcu (GvHD — Graft-versus-Host-Disease),
ki nastane kot reakcija na alogensko presaditev kostnega mozga (5).
Alogenska uporaba celic odstira torej nove perspektive klinicne
uporabe ASC.

2 Pridobivanje matiénih celic iz
maséobnega tkiva

Mascobno tkivo je sestavljeno iz zrelih adipocitov, preadipocitov,
fibroblastov, celic gladkih misic Zzil, endotelijskih celic, monocitov,
makrofagov in limfocitov. SVF mascobnega tkiva je vedno bolj v
sredi$¢u pozornosti raziskav, ker predstavlja bogat vir ASC (6).

Zaradi velike zmede v sami terminologiji (adipocitne prekurzorske
celice, preadipociti, odrasle mati¢ne celice iz masc¢obe (ADAS -
adipose tissue-derived adult stem cells), stromalne celice iz
mascobe, procesirane lipoaspiratne celice (PLA - processed
lipoaspirate cells),...) so leta 2004 na drugem zasedanju IFATS
(International Fat Applied Technology Society) sklenili, da te celice
imenujemo mati¢ne celice iz mas¢obnega tkiva — ASC (adipose-
derived stem cells). Termin se nana$a na populacijo izoliranih celic, ki
so sposobne pritrievanja na plasti¢cne povrsine (gojilne posode) in
ohranjajo multipotentno sposobnost diferenciacije.

Na izkoristek izolacije mati¢nih celic iz mascobnega tkiva vpliva veliko
dejavnikov:

e starost in debelost donorja

Povec¢an BMI (body mass index) korelira z manjSanjem izkoristka
izolacije mati¢nih celic na gram mascobnega tkiva. Prav tako je
povec¢an BMI povezan s slabo sposobnostjo diferenciacije celic (7).
Staranje naj ne bi vplivalo na Stevilo celic ampak naj bi se odrazalo na
njihovi zmanjs$ani sposobnosti za proliferacijo in diferenciacijo (8).

* mesto odvzema tkiva

Narejenih je vel S&tudij, vendar na to vpraSanje ni dokoncnega
odgovora, saj imata izhodi§¢na velikost biopsije in metoda izolacije
stromalne vaskularne frakcije mo¢an vpliv na kon&no $tevilo izoliranih
celic (9). V glavnem velja, da je idealen vir mas¢obnega tkiva za
izolacijo mati¢nih celic podkozna trebuSsna masCoba miajse,
nedebele zenske.

¢ nacin odvzema

Mascobo lahko odstranimo z izrezanjem ali liposukcijo. Liposukcijo so
prvi priceli uporabljati v Franciji. Metoda se je hitro razsirila po vsem
svetu (10). Studije kaZejo, da je koli&ina preadipocitov pridobljenih z
liposukcijo vecja kot pri izrezani mascobi (11). Tehniko liposukcije ter
nac¢in procesiranja masCobe pred ponovnim avtolognim
vbrizgavanjem (liposkulpturiranje), ki omogoca visoko prezivetje
celic, je opisal Coleman (12). Z uporabo 2 ali 3 mm kanule in
negativnim podtlakom, ki ga dosezemo s pomocjo 10 ml brizge kar
najmanj poskodujemo celice v lipoaspiratu. Lipoaspirat je tudi bolj
kontaminiran z drugimi tipi celic (endotelijske celice, fibroblasti,...) kot

odrezan kos mascobe, kar s stalisS¢a priprave ozilienega tkivno
inzenirskega pripravka predstavlja dodatno prednost. Vecji tkivno
inzenirski pripravki morajo biti namre¢ oziljeni, da se celice v
notranjosti nosilca lahko prehranjujejo (13).

¢ shranjevanije tkiva pred izolacijo

Obic¢ajno je od odvzema tkiva in izolacije celic nek ¢asovni zamik, ki
vpliva na izkoristek celic. Po enodnevnem hranjenju vzorca v
hladilniku je prezivetje celic v aspiratu liposukcije bistveno boljSe kot
pri odrezani masc¢obi (11).

e izolacija celic in nasajevanje

Prvi korak izolacije celic iz lipoaspirata je razgradnja tkiva s
kolagenazo tipa I. Pri odrezanem kosu mas¢obe moramo le-to najpre;j
narezati na manjSe koSc¢ke in Sele nato encimsko obdelati. Po
inaktivaciji encima suspenzijo filtriramo, da odstranimo nerazgrajeno
tkivo. Vzorec centrifugiramo in dobimo SVF kot pelet celic na dnu
centrifugirne posode, ki je dobro lo¢en od plavajoce plasti prostih
lipidov in skoraj homogene populacije zrelih adipocitov (14).

Izolirane celice SVF se nasadijo v gojilno posodo, kjer se zelo hitro
pritrdijo. Celice za rast in razmnozevanje potrebujejo gojilni medij z
dodatkom seruma, ki je CloveSkega ali zivalskega izvora. Ko celice
prerastejo priblizno 80% dna gojilne posode, jih presadimo v novo,
vecjo posodo. Po potrebi lahko celice zamrznemo v tekoCem dusiku,
pri ¢emer se njihova sposobnost razmnozevanja in diferenciacije
ohrani (15).

Slika 1: Vzorec lipoaspirata (A) in vzorec po obdelavi v laboratoriju; s
puscico je oznacen pelet izoliranih celic — SVF (B).

Figure 1: Lipoaspirate sample (A) and sample after treatment in
laboratory; an arrow points to pellet of isolated cells — SVF

(B).
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3 Diferenciacijski potencial ASC
Eksperimentalni podatki in vitro ter in vivo $§tudij kazejo na
multipotentnost ASC ljudi in drugih zivalskih vrst.

V in vitro pogojih je pod vplivom razliénih kemijskih dejavnikov in
rastnih faktorjev diferenciacija mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva v
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mezodermalne celi¢ne linije, kot so adipociti, hondrociti, skeletni
miociti in osteoblasti, relativno enostavna (14). Nekateri raziskovalci
opisujejo tudi njihovo sposobnost diferenciacije v celi¢ne linije ekto- in
endodermalnega tipa kot so neuroni in Schwannove celice (16, 17),
hepatociti (18), pankreati¢ne celice (19) in endotelijske celice (13).

Zaradi sposobnosti diferenciacije v tako razlicne celi¢ne tipe so
mati¢ne celice iz mas¢obnega tkiva potencialno uporabne v klini¢ne
namene za zdravljenje najrazli¢nejsih stanj. Sposobnost diferenciacije
ASC v adipocite bi lahko izrabili za rekonstrukcijo mehkih tkiv dojke ter
drugih defektov, ki so nastali kot posledica razli¢nih poskodb, kirurske
odstranitve tkiva ali opeklin. Hondrogen potencial celic bi lahko
izkoristili za popravilo hrustancnega tkiva v sklepih in medvretencni
plo&¢ici, ter za rekonstrukcijo u$esnih in nosnih defektov. Z
diferenciacijo ASC v kostne celice bi lahko popravljali poskodbe
kostnih defektov, ki so posledica prirojenih napak ali razli¢nih
poskodb in tumorjev. Ob uspesni diferenciaciji v celi¢ne linije endo- in
ektodermalnega tipa bi bile ASC primerne za zdravljenje Sirokega
spektra najrazli¢nejSih bolezenskih stanj kot so npr. regeneracija
sréne misice, ishemi¢ne bolezni Zilja, poskodbe mozgan in perifernih
zivcev, diabetes tipa 1, kroni¢na odpoved jeter,... (6). Pri tem se je
potrebno zavedati, da je v vecini primerov do dejanske uporabe v
kliniéni praksi Se dale¢. Odprtih je namre¢ Se veliko pomembnih
neresSenih znanstvenih in medicinskih vprasanj. Odkriti je potrebno
klju¢ne molekularne poti in mehanizme, ki usmerjajo ASC v dolo¢eno
celicno linijo, zagotoviti njihovo migracijo v poskodovano tkivo ali
organ v in vivo okolju, prepreciti mozno spontano transformacijo celic
v organizmu ter v konéni fazi postaviti temelje za proizvodni proces, ki
bo zagotavljal ustrezno kvaliteto pridobljenih celic v skladu z
zahtevami dobre proizvodne prakse (GMP) (6, 20, 21).

Slika 2: Mikroskopski posnetki maticnih celic iz mascobnega tkiva
(merilo 100 um): nediferencirane maticne celice (A), celice
diferencirane v adipogeno smer z lipidnimi vakuolami (B) in
celice diferencirane v osteogeno smer s temno obarvanmi
depoziti kalcija (C).

Figure 2: Microscopic images of adipose-derived stem cells (scale
bar 100 um): non-differentiated stem cells (A), cells
differentiated into adipocyte lineage with lipid vacuoles (B)
and cells differentiated into osteogenic lineage with dark
colored calcium deposits (C).

[ ] [ X3

4 Kliniéna vporaba danes

V danasnji klinicni praksi se mati¢ne celice iz masS¢obnega tkiva
uporabljajo najveckrat neizolirane - pomeSane med mascobo, ki jo
vbrizgavamo v razli¢ne dele telesa. Coleman je s svojimi klini¢nimi
primeri pokazal, da vbrizgavanje mascobe v obraz ne poveca le
volumna ampak regenerira tudi koZo obraza (22). Ucinke
vbrizgavanja masc¢obe v dojke je opisal Delay s sodelavci (23).
Vbrizgavanje masc¢obe z mati¢nimi celicami izboljSa angiogenezo ter

44 farm vestn 2010; 61

celjenje ran po obsevanju (24). Trenutno najmodernejsi nacin
aplikacije mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva je t.i. cell assisted
lipotransfer (CAL) metoda (25). Pri tem postopku iz polovice
aspirirane masc¢obe izolirajo mati¢ne celice (optimiziran postopek
traja priblizno 90 min), s katerimi obogatijo preostali del mas¢obe ter
vse skupaj injicirajo v mesto, ki ga zelijo zapolniti. Pri tej metodi
avtologne mati¢ne celice pospesujejo angiogenezo, kar je bistveno
za prezivetje presadka in obenem zmanj$ajo postoperativno atrofijo.
Objavljene so ze Studije vbrizgavanja CAL v obraz in dojko (25, 26).

Mati¢ne celice iz mascobe so bile uporabljene tudi za rekonstrukcijo
defektov kosti (27, 28). Lendeckel s sodelavci je defekt lobanje
rekonstruiral s kombinacijo avtologne spongiozne kosti vzete iz
¢revnice ter mati¢nih celic, ki jih je prilepil s fibrinskim lepilom na
resorbilen nosilec. Nosilec so nato vstavili na mesto vrzeli. Tri mesece
po rekonstrukciji je glede na rezultate slikanja z racunalnisko
tomografijo nastalo novo kostno tkivo. Defekt je bil skoraj popolnoma
zarascen (27). Mesimaki s sodelavci je za rekonstrukcijo defekta tkiv
po hemimaksilektomiji uporabil mikrovaskularni prosti rezenj z
ektopi¢no kostjo v njem, ki jo je vzgojil s pomocCjo v prosti rezenj
vstavljenega konstrukta iz mati¢nih celic, rastnega faktorja BMP-2 in
celicnega nosilca. Po osmih mesecih je iz konstrukta nastala zrela
kost (28).

Na podroc¢ju gastroenterologije potekajo zaklju¢ne faze klini¢nih Studij
za zdravljenje kompleksnih perianalnih fistul, ki nastanejo pri Crohnovi
bolezeni in drugih podobnih stanjih. Iz rezultatov raziskave je
razvidno, da mati¢ne celice iz mascobnega tkiva zelo uspesno
sodelujejo pri zdravljenju fistul (29).

Imunosupresivni znacaj ASC so izkoristili tudi Fang s sodelavci v
klini¢ni Studiji Sestih pacientov z akutno GvHD neodzivno na steroidno
zdravljenje. Do umirjanja bolezni je prislo pri petih pacientih, od
katerih so v povpre¢nem obdobju spremljanja zdravljenja Stiridesetih
mesecev preziveli Stirje pacienti (30).

Glede na podatke ameriSskega Nacionalnega instituta za zdravje (NIH;
www.clinicaltrials.gov), poteka trenutno 14 klini¢nih $tudij z uporabo
ASC, med drugim tudi za zdravljenje diabetesa (tip 1 in 2),
kardiovaskularnih bolezni (kroni¢na ishemija miokarda, zdravljenje
pacientov po preboleli sréni kapi) in jetrne ciroze.

5 Zakljuéek

Zaradi lahke dostopnosti, Stevilénosti in sposobnosti diferenciacije v
razli¢ne celi¢ne tipe, predstavljajo ASC odli¢en vir MSC. Kljub temu,
da poteka zaenkrat Se veliko raziskav v in vitro pogojih, so se pojavile
tudi prve klini¢ne aplikacije predvsem na podrocju rekonstrukcijske
kirurgije in regenerativne medicine. Nove perspektive njihove
uporabe odstira tudi dejstvo, da podobno kot mati¢ne celice iz
kostnega mozga, delujejo imunosupresivno. Za zdravljenje razlicnih
prirojenih ali pridobljenih bolezenskih stanj, bi torej lahko uporabljali
ne le avtologne temvec tudi alogenske celice, in sicer v smislu
izrabljanja njihovega imunosupresivhega delovanja (avtoimunske
bolezni, GvHD), kot tudi potenciala diferenciacije. V prihodnosti lahko
pri¢akujemo vedno vecjo uporabo mati¢nih celic v raziskovalne in
klinicne namene. Ma&cobno tkivo zaradi koli¢ine ter enostavnega
dostopa postaja vedno bolj priljubljen vir le-teh.
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Navodila avtorjem

Navodila aviorjem
e

Spodnja poglavia podajajo pomembne
informacije za avtorje. Priporoéamo, da si
aviorji vzamejo éas in preberejo navodila
preden prispevek posljejo v urednistvo
Farmaceviskega vestnika.

Strokovne ¢lanke in druge prispevke objavljamo v
slovenskem, po dogovoru z urednistvom pa tudi v
angleskem jeziku. Vsi poslani rokopisi morajo biti jezikovno in
slogovno neoporecni. Uporabljena terminologija mora biti
ustrezna, s posluhom za uveljavljanje ustreznih strokovnih
izrazov v slovenskem jeziku. Navajanje zas€itenih imen
zdravil in drugih izdelkov ali imen proizvajalcev je
nedopustno. Dovoljeno je le v poglaviju Materiali in metode,
izjiemoma pa $e v primeru, ¢e se objavi popoln seznam vseh
na trziS¢u dostopnih izdelkov.

Strokovni €lanki so recenzirani. Urednistvo poslje vsak
strokovni ¢lanek najmanj dvema recenzentoma v strokovno
oceno. Med postopkom ugotavljanja primernosti prispevka
za objavo v Farmacevtskem vestniku je zagotovljena tajnost.

Sprejem prispevka v urednistvo

Prispevek je sprejet v urednistvo, kadar v urednistvo poleg
rokopisa, v elektronski obliki vloga vsebuje tudi:

1 Spremni dopis:
e naslov prispevka,
e imena in priimki avtorjev z vsemi nazivi,
e imena in naslovi ustanov, v katerih so zaposleni,
e telefonska Stevila in elektronski naslov kontaktne osebe.

2 Izjave:
Lastnoro€no podpisana izjava, da prispevek Se ni bil
objavljen ali poslan v objavo v drugo revijo, ter da se z
vsebino strinjajo vsi soavtorji. V primeru ponatisa slik ali
drugih elementov v prispevku mora avtor priloziti
dovoljenje zalozbe, ki ima avtorske pravice.

Prva verzija rokopisa

Prav verzija rokopisa je poslana v urednistvo v elektronski
obliki v kateri:

e avtorji niso imenovani,

e slike in preglednice so vklju¢ene v besedilo,

e obsega najve¢ 20.000 znakov, vklju¢no s presledki.
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1 Oblika rokopisa

Naslovi rokopisa
Times New Roman 12 pt, krepko, razmik vrstice 1,5;
levo poravnano; enokolonsko.

Vsak naslov je potrebno ostevilCiti z zaporedno
Stevilko ter naslovom, le-ta pa ne sme vsebovati
Stevilk, akronimov, okrajSav in locil, prav tako naj ne
preseze 90 znakov.

Podnaslovi rokopisa
Times New Roman 12 pt, krepko, razmik vrstice 1,5;
levo poravnano; enokolonsko.

Vsak podnaslov je potrebno ostevil&iti z zaporedno
Stevilko ter naslovom, le-ta pa ne sme vsebovati
Stevilk, akronimov, okrajSav in |ocil, prav tako naj ne
preseze 90 znakov.

Besedilo rokopisa
Times New Roman 12 pt, navadno, razmik vrstice 1,5;
levo poravnano; enokolonsko.

2 Vsehina rokopisa
Rokopis naj bo sistematic¢no strukturno urejen in
razdeljena na poglavja.

lzvirni znanstveni ¢lanki naj imajo najmanj naslednja

poglavja:

e Povzetek v slovenskem in angleSkem jeziku
(vsak po najve¢ 150 besed),

e Klju¢ne besede v slovenskem in angleSkem
jeziku (najvec 5),

e Jvod,

e Materiali in metode,

e Rezultati in razprava,

e Sklep,

e |iteratura.

Pregledni €lanki pa

e Povzetek v slovenskem in angleSkem jeziku
(vsak po najve¢ 150 besed),

e Klju¢ne besede v slovenskem in angleSkem jeziku
(najvec b5),

e Poglavja in podpoglavja, ki si smiselno sledijo,

e Sklep,

e |iteratura.
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Vsako trditev

je potrebno potrditi z literaturnim virom, zaporedno
Stevilko literaturnega vira pa navesti na koncu trditve, v
oklepaju pred piko. Ce je referenc ves, so $tevilke lodene
z vejicami in presledki, npr. (1, 3, 8). Na koncu prispevka
naj bo navedenih najve¢ 30 literaturnih virov, po vrstnem
redu, kot se pojavljajo v besedilu.

Slike, preglednice in grafikoni
Slike preglednice in grafikoni morajo biti opremljene s
pripadajo¢im besedilom v slovenskem in angleSkem jeziku.

3.1 Slike

Slike naj merijo v sirino in visino najvec¢ 18 cm.
Dimenzijsko naj se slika ¢imbolj pribliza dejanski velikosti
v tiskani verziji. Velikost besedila na sliki pa je lahko med
8in 12 pt. (opomba: najveckrat v tisku naletimo na

velikost ¢rk10 pt).

Slike morajo biti shranjene in poslane tudi neodvisno od
rokopisa v ustreznem slikovnem zapisu:

e bitni zapis — jpg, png, tiff z loc¢ljivostjo 300 dpi ali ve&
e vektorski zapis — eps, emf, wmf

Oznacene pa naj bodo glede na vrstni red v rokopisu
(slika_1, slika_2, itd).

Velikost se mora ujemati z prej omenjeno velikostjo zaradi
ohranjanja kvalitete in razmerji ob pripravi na tisk!

Vsaka slika mora biti ustrezno oznacena z zaporedno
Stevilko slike in naslovom ter ustrezno referenco, po
kateri je bila povzeta, razen v primeru kadar je avtor
lastnik slike. PripadajoCe besedilo se mora navajati pod
sliko.

Primer:

Slika 1. Logo Slovenskega Farmacevtskega drustva (1).
Figure 1. Logo of Slovenian Pharmaceutical Society (1).

Objava slik je v ¢rno-beli tehniki, kar naj avtorji
upostevajo pri pripravi slik. Objava barvnih slik je mozna
samo Vv primeru, da avtor zagotovi pokritje dodatnih
stroskov barvnega tiska.

3.2 Preglednice

Vsaka preglednica mora biti ustrezno ozna¢ena z
zaporedno Stevilko preglednice in naslovom ter ustrezno
referenco, po kateri je bila povzeta, razen v primeru
kadar je avtor preglednico pripravil sam. PripadajoCe
besedilo se mora navajati nad preglednico.

Primer:

Preglednical. Stevilo objav v Farmacevtskem vestniku v letu
2009 (1).
Table 1. Number of publication in Journal of Pfarmaceutical
Society in 2009 (1).

Tip objave Stevilo objav
Pregledni Clanek X
lzvirni znanstveni Clanek X

3.3 Grafikoni

Vsaka grafikon mora biti ustrezno oznacen z zaporedno
Stevilko grafikona in naslovom ter ustrezno referenco, po
kateri je bil povzet, razen v primeru kadar je avtor
grafikon pripravil sam. Pripadajo¢e besedilo se mora
navajati nad grafikonom.

Grafikoni iz Excela naj bodo uvozeni v besedilo kot
»enhance metafile« z velikostjo teksta med 8 in 12 pt.
Velikost pa naj ne presega v Sirino in visino 18 cm.

Primer:
Grafikon 1. Casovni potek absorpcije (1).
Graph 1. The time-course of absorption (1).
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Poimenovanja in okrajsave

Poimenovanja in okrajSave je potrebno navajati skladno
IUPAC, IUBMB in HUGO. Terminologijo izrazov pa tudi
skladno s uveljavljenimi slovenskimi terminoloskimi izrazi
ter skladno s Formularium Slovenicum in SBD
terminolo$kim slovarjem.

Primer navajanja literature
1. Obreza A. Vanadij v zivem organizmu in farmaciji.
Farm Vestn 2003; 54: 713-718.

2. Danesh A, Chen X, Davies MC et al. The discrimination
of drug polymorphic forms from single crystals using
atomic force microscopy. Pharm Res 2000; 17 (7):
887-890.

3. Doekler E. Cellulose derivatives. In: Peppas NA,
Langer RS. Advances in polymer science 107;
Biopolymers |. Springer-Verlag, 1993: 200-262.
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4. Slovensko Farmacevtsko Drustvo. http://www.sfd.si/.
Dostop: 10-12-2008. (avtor spletne strani. Naslov
prispevka. Spletni naslov. Dostopano: datum dostopa.)

Konéna verzija prispevka

Avtor strokovnega ¢lanka prejme po opravljenem
recenzijskem postopku obvestilo o sprejemu Clanka oz.
navodila glede potrebnih popravkih. Urednistvo pricakuje, da
bo avtor pripombe recenzentov in urednistva uposteval in
najkasneje dva tedna po prejetju recenzij poslal popravljen
prispevek v elektronski obliki na naslov glavne urednice.

Konéna verzija rokopisa
1 Naslovna stran prispevka (prva stran rokopisa) mora
vsebovati:
¢ Naslov prispevka (v slovenskem in angleskem jeziku)
¢ Imena in priimke vseh avtorjev z nazivi, skupaj z imeni
in naslovi ustanov, v katerih so zaposleni
e Koresponden&nega avtorja z njegovimi kontakti

2 Rokopis (druga stran rokopisa) naj v nadaljevanju
vsebuje:

¢ Naslov prispevka (v slovenskem in angleskem jeziku)

e Imena in priimke vseh avtorjev brez z nazivov, imen in
naslovi ustanov, v katerih so zaposleni, v praviinem
vrstnem redu

® Poglavja rokopisa v vrstnem redu in obliki kot je
navedeno zgoraj v katerih so razporejene slike,
preglednice in grafikoni.

3 Spremljajoce slike

Slike morajo biti shranjene in poslane tudi neodvisno od
rokopisa v ustreznem slikovnem zapisu:

e bitni zapis — jpg, png, tiff z loc¢ljivostjo 300 dpi ali ve&

e vektorski zapis — eps, emf, wmf
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Oznacene pa naj bodo glede na vrstni red v rokopisu
(slika_1, slika_2, itd). Velikost se mora ujemati z prej
omenjeno velikostjo zaradi ohranjanja kvalitete in razmeriji
ob pripravi na tisk.

Ostali prispevki

Prispevki za rubriko zanimivosti iz stroke in iz druStvenega
zivljenja imajo praviloma lahko najvec¢ 6.000 znakov
(vklju¢no s presledki). Prispevki za rubriko osebne vesti ne
smejo presegati 3.000 znakov (vklju¢no s presledki).
Prispevke o osebnih vesteh objavlja urednistvo ob jubilejih,
smrti ali za posebne dosezke v aktualnem obdobju.
Urednistvo si pridrzuje pravico, da po strokovni presoji objavi
tudi daljSe prispevke.

Posiljanje strokovnih prispevkov

Prispevke v elektronski obliki korespondenéni avtorji posljejo
na naslov:

Urednistvo Farmacevtskega vestnika
Slovensko farmacevtsko drustvo
Dunajska 184 A, 1000 Ljubljana

T.: 01569 26 01, Fax: 01 569 26 02
e-posta:

glavna urednica: urednica-fv@sfd.si

tajnistvo: tajnistvo-fv@std.si

Krtacne odtise prispevka je avtor dolzan natanéno pregledati
in oznaditi nujne popravke (tiskarske Skrate), s katerimi ne
sme posegati v vsebino prispevka. Korekture poslje avtor v
treh delovnih dneh na zgoraj navedi naslov.

Prvi-avtor prejme tri izvode Farmacevtskega vestnika
brezpla¢no. Clanki so objavljeni tudi na spletnem mestu v
pdf obliki.






21. stoletie bo doba podobnih bioloSkin zdravil,
V Leku, ¢lanu skupine Sandoz, smo zaupali v nase zna-
njg, zato smo danes lahko ponosnl na naso pionirsko
viogo v razvoju podobnih bicloskin zdravil, 2 lastnim
razvojem v genskl tehnologlii smo zafell v osemdese-
tih letih prejSnjega stoletja in sl ustvarili trden temel] za
vstop v biofarmacevtike - tehnologijo prihodnosti,

Danes razvojni center v Mengsu, ki j@ eden od centroy

odiiénosti biofarmacevtike v Movartisu, pomemb-
no prispeva K razvoju podobnih bioloskih zdravil

lek

¢lan skupine Sandoz

za Sandozove trge po vsem svetu ter tudi za do-
madi, slovenski trg. Razvoj in proizvodnja podobnih
bioloskin zdravil sta izjemno zahtevna, saj moramo
proizvajalci v celoti izpolnjevatl enake standarde kot
veljajo za originaina zdravila. Mam je kot prvim uspe-
lo priti do clija.

Z nasimi podobnimi bioloskimi zdravili, ki so dokaza-
no kakovostna, vama in uéinkovita, bo e ved bolni-
kov spet polno zadivelo, Kar se je nekod zdelo kamaj
uresnicljiva ideja, j@ danes dosegljivo vsem nam.

Lek farmaceviska druZba d.d. Verovikova 57, 1526 Ljubljana, Slovenija & www. lek.si




N SALUS

odzivno, kakovostno, ucinkovito

oskrbujemo lekarne,
bolnisnice,
zdravstvene domove,

veledrogerije

ter druge, ki opravijajo

zdravstveno
in veterinarsko
dejavnost

sSirom Slovenije

Ze polna
stiri desetletja

SALUS, Ljubljana, d.d. telefon e-posta S|z
Masera-Spasiceva ulica 10 | +386 (0)1 58991 00 info@salus.si
Sl - 1000 Ljubljana telefaks splet

+386 (0)1 568 10 22 www.salus.si = liNet —




CESTITAMO OB 60. OBLETNICI SLOVENSKEGA
FARMACEVTSKEGA DRUSTVA.
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““ASPIRIN

ASPIRIN micran
ASPIRINbirexr

ASPIRIN'PLUSC
ASIRIN'COMEX

Hvala za vase Rupurut
zaupanje R
in priporoéilo.  Rennie

Bayer HealthCare

Consumer Care

Canesten’
Mycospor Bepanthen’
Bepanthen Plus

Bepanthol



Z Znanjem

nas boljsi jutri

'.p_\-

) Premovir®

brivudin

Menadex ®

deksketoprofen trometamaol

Dodatne informacije so na voljo prit
BERLIN-CHEMIE AG - Podrunica Ljubljana,

BERUN *CHEM’E Tivalska cesta 30, 1000 Ljubljana

telefon 01 300 2160, telefaks 01 300 2169,

k MENARINI berlin.chemie.menarini@siol.net



Fresenius Kabi

T

- popolna :
parenteralna FRESUBIN

prehrana  oRIGINAL FIBRE
1,0 kcal/ml

FRESUBIN
SMOFLIPID  gNERGY

4 vrste mlasﬁﬂfl 1,5 keal/ml
v eni vredi!

FRESUBIN 2 KCAL
OMEGAVEN 2,0 kcal/ml
omega 3
mascobne
kisine  SUPPORTAN
1,5 kcal/ml

1g EPA/200 mi
za onkoloske
DIPEPTIVEN bolnike
glutamin v obliki
dipeptida za
intravensko
infundiranje DIBEN
1,5 keal/ml in 1,0 kcal/ml
za diabetike

an

_lﬁuptlﬂl -

H'h FRESENIUS
international KABI

Medias International, d.o.0.

Telefon: 01 520 2302 . .
www.medias-int.si CB !"I ﬂ g f':' [' I IfE‘

info@medias-int.si
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CHAMPIX

CARDURA XL
e 1 LE

Iz Creda Johnson & Johnson, 1943:

Menimep, da smo najpre) odgovornd sdravndkom, sestraem (n bolrdkom, muateram n o ‘el
it elruggim, ki uporabiio nide G K . stovrdfoe,
Ko l‘n"ill‘\.f.'.'.'.‘..l St rpifionnimr porrebaart, o N Eelo kakovostng vse, Kir ronedimon

Sledimo poslanstvu Creda
in z inovativnimi zdravili
ustvarjamo boljSo prihodnost.

Dermatalogija
Psihiatrija Ginekologija
Virologija

Mevrologija b
Onkologija ﬁ’ Nefrologija

/ 'f Bulccma

-7-'\ JANSSEN CILAG

farmacevtskn del-

d.o.o.




Ustavimo bolecino!
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i Nasa naloga je kvalitetna oskrba lekam, bolnisnic
Zaldiar" sedaj tudi v obliki Sumecih tablet. Zdavstvenih domoy. zobozdravstvenih in velerinarskih
ustanov po vsej Slovenijl, 7e desetietia jim dobavijamo
Siroko izbiro zdravil, zdravstvenin materialov in dentalnih
izdelkov. Nase vrednote temeljijo na odzivnostl, kakovostl in
zangsljivosti.
Zavedamo se potreb nasih strank, zato ves £as stremimo k
napredku. Tudi v prinodnosti bomo zaupanje nasih kupcev
upravicevall s kakovostnimi storitvami in izdelki. Prihodnost
e v zdraviu,

@ FARMADENT

Farmadent d.0.0., Minafikova ulica 6, 2000 Maribor
tel: +386 2 450 28 11, e-mail; info@farmadent.si
wiww, farmadent.gi

ZALDIARe

SUMECE TABLETE
s e




PRVO
VRSTNO

Virsta prvovrstnih izdelkov za zdravje, ki jih prinasamo na police lekarn, bolnisnic
in vasih domov, je strnjena, saj je predolga, da bi jo lahko v celoti objavili. V' njej boste
zlahka prepoznali odli¢ne inovativne izdelke, ki jim ze leta zaupate.

V Medisu vstopamo v svoje tretje desetletje in skupaj z vami gremo novim ¢asom naproti.

vrednot
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Bilobil Eﬂu?ﬁﬂ 8N Bilobil 12"
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zdravila rostlintkega

Novo zdravilo za boljsi spomin in
vecjo moc koncentracije
Bilobil 120 mg vsebuje najvedji odmerek ginka na slovenskem

trgu. Ze & dvema kapsulama na dan zagotovimo najvedii
dnevni odmerek (240 mg), ki ga priporocajo evropske

smernice, Odmerjanje dvakrat na dan omogoda enostavnejse
zdravljenje in zato boljse rezultate zdravijenja. ‘ {‘ ka

—
[T

zdravila rostlintkege izvera

whww.krka.si

Nasa inovativnost in znanje
za ucinkovite in varne
izdelke vrhunske kakovosti.

Pred uporabo natancno preberite navodilo!

O tveganju in neZelenih uéinkih se posvetujte z zdravnikom ali s farmacevtom.



