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Celicna terapija z regulatornimi limfociti T — celice kot zdravila

Celiéna terapija z regulatornimi
limfociti T = celice kot zdravila

Cell therapy using regulatory T cells = cells playing the role of drugs

Urban Svajger, Matjaz Jeras

Povzetek: V zadnjih letih je prislo do velikega napredka v razumevanju biologije regulatornih celic T in nacina njihovega delovanja v fizioloskih
in patofizioloSkih pogojih. Regulatorne celice T danes uvrs¢amo med klju¢ne akterje v vzdrzevanju imunske homeostaze pri cemer je njihova
vloga pri oblikovanju imunskega odziva neizpodbitna. Stevilna odkritja glede razliénih vrst, mehanizmov delovanj, kot tudi razvoj na podro&ju
pridobivanja ter manipulacije regulatornih celic T v laboratorijskih pogojih, so sprozila zanimanje za morebitno uporabo regulatornih celic T v
terapevtske namene. Imunoterapija z regulatornimi celicami T bi v primerjavi s klasi¢nimi nacini imunosupresije lahko nudila Stevilne prednos-
ti. Kljub obetom, ki jih prikazujejo zivalski modeli, pa ¢akajo prenos tega znanja na ljudi in posledi¢no klinicno uporabnost Stevilne prepreke. V

tem preglednem &lanku podajamo najnovej$a dognanja na podrocju regulatornih celic T v smislu njihove uporabnosti za celi¢ne terapije.

Kljuéne besede: Regulatorne celice T, Tr1, Treg, celicna terapija

Abstract: In recent years there has been a major progress in understanding the biology of regulatory T cells and the way they function in
physiological and pathophysiological conditions. Today, regulatory T cells are considered cruical players in the maintenance of immune
homeostasis and carry an indisputable role in shaping the immune response. Numerous findings revealing various types, mechanisms of
action, as well as improved methods of obtaining and manipulating regulatory T cells in laboratory environments, have raised interest in the
possibility of using regulatory T cells for therapeutic purposes. Immunotherapy using regulatory T cells could hold many advantages over
conventional immunosupression treatments. Despite promising results obtained using animal models, there are still many obstacles in the
way of transfering this knowledge to human studies and consequently to clinical use. In this review we summarize the latest findings on regu-

latory T cells in context of their use for cellular therapies.

Keywords: Regulatory T cells, Tr1, Treg, cell therapy

1 Uvod

V imunologiji poznamo regulatorne limfocite T ze dobri dve desetletji.
V zadnjih desetih letih pa se je razumevanje biologije teh celic
poglobilo do te mere, da jih danes obravnavamo kot enega od
temeljnih dejavnikov, ki so kljuéni za vzdrzevanje imunske homeostaze,
in sicer tako v fizioloSkih kot patofizioloskih pogojih. S Stevilnimi
raziskavami so nedvoumno dokazali, da sta neustrezno delovanje ali
celo odsotnost regulatornih celic T v ¢loveskem organizmu jasno
povezana s pojavom avtoimunskih obolenj, medtem ko njihova
neokrnjena prisotnost zagotavlja vzpostavitev in vzdrzevanje imunske
tolerance na telesu lastne in tuje antigene (1-3). Poznamo Stevilne
podvrste regulatornih celic T, ki sodijo tako v populacijo CD4* kakor
tudi CD8* limfocitov T (4). V tem preglednem ¢lanku se bomo zaradi
obseznosti podro¢ja osredotodili predvsem na dve poglavitni in hkrati
najbolj raziskani vrsti regulatornih celic T, ki sta Se posebej zanimivi
zaradi njune potencialne uporabe za imunske celi¢ne terapije. To so
CD4+CD25*FoxP3* regulatorni limfociti T (Treg), ki se med
odrasanjem razvijejo v prizeljcu kot samostojna celi¢na vrsta in so v
posamezniku prisotne ze od njegovega rojstva. Prepoznavnost celic

Treg je vezana predvsem na njihovo Kkonstitutivno izrazanje
transkripcijskega dejavnika FoxP3. Druga vrsta regulatornih celic T se
oblikuje v periferiji iz naivnih (neaktiviranih, nespominskih) limfocitov
CD4*, in sicer pod to¢no dolo¢enimi pogoji. Te tako imenovane
regulatorne celice Tr1 so sposobne proizvajati velike kolicine
imunosupresivnega interlevkina-10 (IL-10), ki igra poglavitno viogo v
zaviranju imunskih odzivov. Obe vrsti celic, Treg in Tr1, lahko
pridobimo in namnozimo v pogojih in vitro oziroma ex vivo, seveda v
specifi¢nih okoljih, ki jih lahko vzpostavimo v celi¢nih kulturah. To pa
pomeni, da bi tako pripravljene celice ob upostevanju zahtev dobre
proizvodne prakse (GMP), lahko uporabili za terapevtske namene.
Prednosti tovrstnih celi¢nih terapij bi lahko bile, v primerjavi z obi¢ajno
imunosupresijo, kot jo poznamo danes, stevilne. Antigensko specificne
regulatorne celice bi namrec lahko zavrle prekomerne imunske odzive
(kroni¢na vnetna stanja), natanko tam, kjer se dogajajo, torej na to¢no
dolo¢enem mestu v telesu, s ¢imer bi se izognili nespecifi¢ni sistemski
imunosupresiji, ki povzroca stevilne nezelene ucinke. S taksno terapijo
razli¢nih avtoimunskih obolenj ter uporabo regulatornih celic T pred in
po alogenskih presaditvah tkiv in organov, bi lahko vzpostavili
dolgotrajno imunsko regulacijo/toleranco in vivo. Ker bi bile regulatorne
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celice T pripravljene iz bolnikovih oziroma transplantirancevih lastnih
celic, bi s tem odpadla nevarnost aloreaktivnosti in alosenzibilizacije
in tako kot smo ze omenili, ne bi bilo potrebno uporabljati klasi¢nih
imunosupresivov. Uporabnost imunosupresivnih celi¢nih terapij je
zaradi Stevilnih spodbudnih rezultatov preiskav v zivalskih modelih ve¢
kot o¢itna, vendar zaenkrat §e vedno obstajajo Stevilne nejasnosti, kdaj
in v kolikSni meri bi lahko izsledke tovrstnih predklini¢nih Studij uporabili
pri ¢loveku. Najpomembnej$a vpraSanja, ki se ob tem porajajo so
namre¢ naslednja: katera vrsta regulatornih limfocitov T bi bila
najprimernej$a za uporabo v humani celi¢ni terapiji, kateri postopek
priprave tak$nih celic in vitro oz. ex vivo bi bil najvarnejsi in
najucinkovitejsi ter katere ¢loveSke bolezni bi bile najprimernejSe in
najdovzetnejSe za taksno obliko zdravljenja.

2 Regulatorne celice T in
mehanizmi njihovega
delovanja

Limfocite T delimo v dve osnovni skupini, in sicer celice CD4+ in CD8*,
znane tudi kot celice pomagalke (CD4*) in celice ubijalke (CD8*). Obe
skupini vsebujeta Stevilne celi¢ne podvrste. Med njimi razlikujemo
naivne, ki §e niso prisle v stik z antigenom, spominske, aktivirane
oziroma efektorske in supresorske oz. regulatorne celice T. Prav zadnje
so zaradi sposobnosti nadzorovanja imunskih odzivov v fizioloskih in
bolezenskih stanjih ze nekaj let v srediSCu pozornosti Stevilnih
raziskovalcev. Poznamo vec vrst regulatornih celic, ki sodijo v obe
osnovni skupini limfocitov T, CD4* in CD8* (tabela 1). V nadaljevanju
bomo podrobneje opisali dve najbolj raziskani vrsti omenjenih celic, in
sicer naravno prisotne limfocite Treg, ki jih opredeljuje prisotnost
povrsinsko izrazenih molekul CD4+CD25*FoxP3* ter celice Tr1, ki lahko
nastanejo na periferiji iz naivnin CD4+* limfocitov T in katerih poglavitna
znacilnost je obsezno proizvajanje IL-10. Celice Treg nastanejo pri
ljudeh po rojstvu v prizeljcu in pri odraslem ¢loveku predstavljajo le 5-
10 % vseh CD4+ limfocitov T (5). Ob izplavitvi v periferijo je repertoar
njihovih T-celi¢nih receptorjev (TCR) usmerjen v prepoznavanje
organizmu lastnih antigenov. Njihovo proliferacijo v telesu omogoc¢a
specifi¢no prepoznavanje lastnih antigenov ob hkratni stimulaciji ko-
stimulatorne molekule CD28 in prisotnosti interlevkina 2 (6,7). Za Treg
celice je znacilno izrazanje naslednjih povrsinskih molekul: CD62L (L-
selektin), CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen) ter GITR
(Glucocorticoid-Induced Tumour-Necrosis factor Receptor-related
protein). Specifi¢ni transkripcijski dejavnik FoxP3* je klju¢nega pomena
za imunosupresorsko delovanje celic Treg. V misih, ki so jim odstranili
gen za FoxP3, je prislo do drastiCnega upada celic Treg in posledi¢no
do hitrega razvoja hude oblike limfoproliferativnega avtoimunskega
sindroma. Podobno bolezensko stanje razvijejo posamezniki, ki trpijo
za redko recesivno genetsko motnjo imenovano IPEX
(Immunedysregulation, Polyendocrinopathy and Enteropathy, X-linked
syndrome). Bolezenski znaki pri takSnih bolnikih se kaZejo v zelo
agresivnem razvoju avtoimunskih obolenj, ki vodijo v zgodnjo smrt. Vse
to pa je posledica razli¢nih mutacij v genu za FoxP3 (8). Mehanizem
delovanja limfocitov Treg naj bi bil v veliki meri odvisen od tesnih
medceli¢nih stikov, poleg tega pa tudi od sposobnosti Treg, da
proizvajajo in izlo¢ajo topne imunosupresivne molekule. Danes vemo,
da igrata poglavitni vlogi pri zaviranju imunskih odzivov, s strani Treg,
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CTLA-4 in povrsinsko vezani transformirajoci rastni dejavnik b (TGF-b)
(9,10).

Tabela 1: Razlicni podtipi CD4+ in CD8+ regulatornih celic T
Table 1: Various subtypes of CD4+ and CD8+ regulatory T cells

Celicni tip Mesto izvora Predlagan mehanizem
supresije

CD4* celice T

CD4+CD25*FoxP3+ Prizelic In vitro: celi¢ni kontakt

(Treq) celice In vivo: razliéni
mehanizmi delovanja

CD4+IL-10*FoxP3- Periferija IL-10, TGF-B

(Tr1) celice (ne nastane v vseh
primerih)

CD4*TGFb* (Th3) Periferija TGF-B

celice

CD8* celice T

CD8*CD25* celice T Prizeljic TGF-B in CTLA-4

CD8+*CD28 celice T Periferija ILT3, ILT4

CD8+*CD62+*CDh122* Ni definirano Ni definirano

celice T

CD8*IL-10* celice T Periferija IL-10

Celice Tr1, za razliko od Treg nastanejo v periferiji iz naivnih CD4+
limfocitov T, za kar pa so potrebni to¢no dolo¢eni pogoji. Eden izmed
najpomembnejsih dejavnikov, ki vpliva na razvoj celic Tr1 je citokinsko
mikrookolje. Osrednjo vlogo pri tem igra IL-10. Sprva so ga uvrscali
med citokine, ki so jih sposobne proizvajati le celice pomagalke vrste
Th2 in ob tem ugotovili, da zavira odzive celic pomagalk vrste Th1 (11).
Danes vemo, da igra IL-10 osrednjo vlogo pri nadzorovanju poteka
vnetnih procesov, saj zavira imunske odzive limfocitov T in ohranja
vzpostavljeno imunsko toleranco (12). Celic Tr1 zaenkrat ne moremo
opredeliti s pomocjo znacilnih povrsinskih molekulskih oznacevalcev,
saj jih do sedaj Se niso odkrili, zato pa imajo zelo specificen profil
proizvodnje citokinov. Tako je za celice vrste Th1 znacilno izlo¢anje IL-
2 in drugih pro-vnetnih citokinov, med katere sodi interferon-y (IFN-y),
ki je med drugim mocan aktivator makrofagov. Nasprotno pa celice
vrste Th2 proizvajajo citokine, ki klju¢no vplivajo na razvoj protitelesne
(humoralne) imunosti: IL-4, IL-5, IL-13 in IL-10. Limfociti Tr1 tvorijo zelo
malo oziroma ni¢ IL-4 in IL-2, imajo pa veliko sposobnost proizvajanja
IL-10 in v dolo¢enih okolis¢inah tudi TGF-B (tabela 1) (13). IL-10
predstavlja osrednji mehanizem imunosupresivnega delovanja celic
Tr1. Svoj delez k temu prispeva tudi TGF-B, za katerega pa $e ni
povsem jasno ali ga celice Tr1 lahko proizvajajo v vseh primerih.

Imunosupresorski mehanizmi delovanja celic Treg in Tr1 se med seboj
sicer razlikujejo, nikakor pa se ne izklju€ujejo. Vezani so na povrinsko
izrazene molekule in biolosko aktivne dejavnike, ki jih omenjene celice
izlo€ajo v okolje, kot na primer avtokrino in parakrino delujoci citokini,
ki delujejo na vrsto imunskih in tkivnih celic v razli¢nih stopnjah njihove
aktivacije, kot je v primeru avtoimunega diabetesa prikazano na sliki
1.
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Slika 1: Imunska regulacija patologije diabetesa tipa 1 z
regulatornimi celicami T. B-celicne antigene privzamejo
dendriticne celice in jih posledicno predstavijo celicam T v
bezgavkah. CD4+ in CD8+ celice T, specificne za omenjen
antigen se aktivirajo ter migrirajo nazaj v Langerhansove
otocke kjer poskodujejo pankreaticne celice. Tako Tr1 kot
Treg celice lahko kontrolirajo patolosko aktivnost efektorskih
celic T in dendfriticnih celic na mnogih stopnjah razvoja
bolezni.

Figure 1: The pathogenesis of type 1 diabetes and its control by
regulatory T cells. B-cell antigens are taken up by dendritic
cells which subsequently present these antigens to T cells
in the lymph nodes. CD4+ and CD8+ T cells specific for
these antigens are activated and afterwards migrate to
Langerhans islets where they cause pathology. Tr1 as well
as Treg cells are able to control the pathological activity of
effector T cells and dendritic cells through mutiple stages
of disease development.

3 Celiéne imunske terapije

Celi¢ne terapije lahko definiramo kot uporabo Zivih ¢loveskih ali
zivalskih celic za popravilo oziroma nadomestilo okvarjenega tkiva. O
celi¢ni terapiji je pred 500 leti, v svoji knjigi Die Grosse Wundartznei,
govoril ze Paracelsus. V prakso jo je leta 1931 vpeljal dr. Paul Niehans,
ko je namesto transplantacije paratiroidne Zleze junca v bolnico zaradi
pomanjkanja Casa presadek razkosal na drobne delce ter ga
dispergiranega v sterilni slanici neposredno injiciral v umirajoc¢o
bolnico. Zdravije se ji je hitro izboljSalo in Zivela je $e nadaljnih 30 let.
Imunski odzivi so rezultat kompleksnega delovanja razli¢nih vrst celic,
makrofagov, dendriti¢nih celic, CD4* in CD8* limfocitov T, limfocitov
B, itd. Te medsebojno komunicirajo preko Stevilnih citokinov,
kemokinov, hormonov in ostalih sporocilnih oziroma signalizacijskih

biomolekul ter tako bodisi pospesujejo ali zavirajo imunski odziv.
Imunski odzivi lahko organizem varujejo pred nevarnimi dejavniki kot so
bakterije, virusi in rakave celice, lahko pa organizmu tudi §kodijo, v
kolikor se usmerijo proti telesu lastnim antigenom (avtoimunost,
kroni¢na vnetja). Tudi v primeru alogenske transplantacije pretirana
aloimunska odzivnost organizma na presadek ali presadka na
prejemnika nikakor ni zazelena, saj lahko resno ogrozi bolnikovo
zivljenje. Pri zdravih ljudeh obstajajo $tevilni mehanizmi takoimenovane
osrednje imunske tolerance, ki poskrbijo, da se potencialno nevarni
limfociti, tisti katerih T-celi¢ni receptor (TCR) prekomerno prepoznava
telesu lastne antigene, odstranijo ze med samim nastajanjem
repertoarja omenjene celi¢ne vrste v prizeljcu. Navkljub temu pa se v
periferijo vedno izplavi nekaj taksnih celic, ki kaZejo doloeno zvi§ano
mero avtoreaktivnosti. Njihovo aktivacijo imunski sistem preprecuje
predvsem z vzpostavljanjem periferne tolerance, s kompleksnim
procesom, v katerem igrajo osrednjo vlogo regulatorne celice T.

V okviru imunskega sistema torej delujejo razlicne vrste celic in drugih
dejavnikov, ki omogocajo njegovo aktivacijo ali supresijo. Celi¢na
terapija z bolnikovimi regulatornimi limfociti T, predhodno pripravljenimi
v dovolj velikih koli¢inah in vitro ter nato prenesenimi nazaj v njegov
organizem, ne bi predstavljala le nadomestila njihovega premajhnega
Stevila, pac pa tudi dodatno imunsko celi€no komponento, ki bi lahko
uravnoteZila prekomerne lokalne ali sistemske imunske odzive. Celice
kot terapevtsko sredstvo, bi torej lahko u€inkovito in brez nezelenih
vplivov nadomestile dolo¢ene farmakolo$ke ucinkovine oziroma bi
lahko sluzile kot dopolnilo klasi¢nim oblikam zdravljenja (adjuvantna
terapija).

4 Naéini pridobivanja
regulatornih celic Tr1 in
CD4+CD25+FoxP3+ limfocitov
Treg

Za osamitev limfocitov T iz vzorcev periferne krvi ter nato pripravo
zelenih celic in vitro za njihovo kasnej$o uporabo in vivo, moramo nujno
zagotoviti pogoje dobre proizvodne prakse. Vse korake proizvodnje
celi¢nih pripravkov pa morajo spremljati tudi najvi§ji standardi kontrole
kakovosti, vklju¢no s popolno sledljivostjo (slika 2).

4.1 PomnoZevanije celic Treg in vitro

Poglavitna ovira pri pridobivanju limfocitov Treg je njihovo zelo majhno
Stevilo v periferni krvi vsakega posameznika. Celice Treg predstavljajo
namrec le 5-10 % celokupnega Stevila celic CD4*. Najbolj razsirjen
postopek za izolacijo specific¢nih vrst imunskih celic iz periferne krvi je
izolacija s pomocjo feromagnetnih kroglic, na katere so vezana
specifi¢na protitelesa, ki prepoznavajo znacilne povrsinske molekule
na tar¢nih celicah. Po dodatku omenjenega reagenta v celi¢cno
suspenzijo le-to spustimo skozi kolono, ki jo postavimo v mo¢no
magnetno polje. To nato zadrzi le ciljno populacijo imunskih celic.
Odvisno od namena lahko nato uporabimo bodisi zadrzane, na
feromagnetne kroglice vezane celice, ali pa tiste, ki so neovirano
zapustile kolono. Pri osamitvi limfocitov Treg je bistvenega pomena
njihova Cistost, ki mora biti nad 99%. V nasprotnem primeru namrec¢
obstaja tveganje, da so v pridobljeni celi¢ni suspenziji prisotni tudi pred
kratkim aktivirani naivni in spominski limfociti T, ki prav tako izrazajo
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CD25. Kadar torej uspemo osamiti ustrezno Cisto populacijo celic Treg,
jih lahko ustrezno namnozimo in vitro. Znacilnost omenjenih celic je, da
se v pogojih in vitro precej nerade mnozijo. Ta problem lahko resimo
tako, da njihove T-celi¢ne receptorje (TCR) poliklonsko stimuliramo s
protitelesi proti molekulam CD3 in CD28, ki predstavljajo
najpomembnejSe elemente v kompleksu aktivacijskih molekul T
celitnega receptorja, ob tem pa uporabimo zelo visoke koncentracije
IL-2. Tako namnoZeni limfociti Treg obdrZijo svoje imunosupresivne
lastnosti ter izrazajo pomembne povrSinske molekule kot sta L-selektin
in kemokinski receptor CCR7, ki omogo¢ajo potovanje celic v
bezgavke, potem ko jih vrnemo bolniku. Z opisanim postopkom pa zal
lahko poleg celic Treg u¢inkovito namnozimo tudi morebiti prisotne
aktivirane in spominske limfocite T, s ¢imer seveda zmanjSujemo
imunosupresivno ucinkovitost takSnega pripravka. V prizadevanijih, da
bi to preprecili, so do danes uspeli razviti en sam postopek, s katerim
so uspeli dosecCi selektivno proliferacijo celic Treg, in sicer v
prisotnosti rapamicina. Rapamicin je imunosupresivna uc¢inkovina, za
katero so ugotovili, da v ustreznih koncentracijah omogoca selektivno
namnozevanje limfocitov Treg, medtem ko zavira proliferacijo
efektorskih in spominskih celic CD4+*CD25* T (14).

4.2 In vitro priprava celic Tr1, ki
proizvajajo interlevkin-10

Za pripravo celic Tr1 in vitro potrebujemo naivne CD4+*CD45RA*
limfocite T, osamljene iz periferne krvi darovalca oziroma bolnika. To je
populacija celic T brez aktiviranih efektorskih CD4+*CD25* in
spominskih CD4+*CD45RO" limfocitov T. Poglavitna prednost priprave
celic Tr1 pred pripravo limfocitov Treg je v tem, da je v periferni krvi
prisotno veliko vecje Stevilo izhodnih naivnih celic T (do 30% vseh
mononuklearnih krvnih celic) kot pa Treg (le okoli 5% vseh CD4* T
limfocitov). Vecina CD4* limfocitov T v periferiji je naivnih, kar pomeni
da $e niso prisli v stik z antigenom, ki bi ga lahko prepoznali s svojimi
specifiénimi TCR. Ce Zelimo iz naivnih limfocitov celic T pripraviti bodisi
efektorske ali regulatorne (imunosupresivne) celice Tr1, moramo
zagotoviti ustrezne specificne pogoje in vitro, s pomocjo katerih lahko
usmerjamo njihovo preobrazbo. Pri tem je odlo¢ilen izbor citokinov, ki
jih med aktivacijo izhodne populacije celic T dodamo v kulturo. Medtem
ko razvoj efektorskih celic T pomagalk vzpodbujajo pro-vnetni citokini
kot je na primer IL-12, nastanku limfocitov Tr1 celic botruje zlasti

Slika 2: Celosten prikaz razvoja in vrednotenja pridobivanja
regulatornih celic T za uporabo v terapiji. Prikazani so
potrebni koraki za pridobitev regulatornih celic T v obliki
medicinskega pripravka. Izolacija, diferenciacija, njihova
pomnoZitev ter koncna infuzija v pacienta morajo biti
opravljeni ob upostevanju pravil dobre proizvodne prakse.

Figure 2: General display of development and assessement of
preparation of regulatory T cells for use in cell therapy. The
necessary steps for generation of regulatory T cellc in
terms of a medicinal product are shown. Cell isolation,
differentiation, expansion along with the final infusion into
the patient should be preformed in accordance with good
manufacturing practice (GMP).
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prisotnost IL-10. V sploSnem obstajajo trije razli¢ni nacini priprave
regulatornih celic Tr1 in vitro:

1. S poliklonskim drazenjem TCR s protitelesi proti ko-aktivacijskim
molekulam CD3 in CD28, ob prisotnosti interlevkina-10 in interferona
alfa (IFN-o) (15). V tem primeru se izognemo predhodni pripravi
antigen-predstavljajoc¢ih celic (APC), konkretno najuc¢inkovitejsih
med njimi, dendriti¢nih celic.

2. Z nezrelimi dendritiénimi celicami (DC). Dendriticne celice so
najpomembnejSe APC in lahko v neaktiviranem oziroma nezrelem
stanju vzpodbudijo nastanek regulatornih limfocitov T in vitro. Za ta
proces potrebujemo 3 do 4 tedne, znotraj katerih v definiranih
pogojih gojimo naivne limfocite CD4* T v prisotnosti nezrelih DC.
Tako pripravljene celice Tr1 proizvajajo velike koli¢ine IL-10 (16). V
nasprotju s prej omenjenim postopkom takSen nacin indukcije
limfocitov Tr1 ni poliklonski. Kadar izberemo drazilne nezrele DC in
odzivne naivne celice T razliénih oseb, taksne DC aktivirajo le
aloantigensko specifi¢ne limfocite T, ki proliferirajo in ustrezno
diferenciirajo, medtem ko ostale celice propadejo. V primeru, da so
drazilne in odzivne celice avtologne, kar pomeni, da pripadajo
istemu darovalcu, moramo nezrelim DC dodati specificen peptid, ki
ga nato predstavijo naivnim limfocitom T in pri tem aktivirajo le tiste
odzivne klone, ki so sposobni prepoznati tak§en antigen, vezan na
lastne molekule poglavithnega kompleksa tkivne skladnosti razreda Il
(HLA- 11). Na taksen nacin so ze uspe$no pripravili regulatorne
limfocite Tr1, ki so specificno zavrli imunske odzive na to¢no
dolo¢ene avtoantigene, kot sta naprimer GAD65 (diabetes) ali
mielinski bazi¢ni protein (multipla skleroza) (17,18).

3. S tolerogenimi DC. Na dendriticne celice lahko med njihovo
diferenciacijo vplivamo z dodatkom razli¢nih imunosupresivnih
citokinov, predvsem IL-10, TGF-B ali pa u€inkovin kot so
kortikosteroidi, vitamin D, in njegovi derivati (19) ter drugimi proti-
vnetno delujogimi uc¢inkovinami (20) in s tem pridobimo taksne APC,
ki imajo izrazite imunosupresivne lastnosti. Z njimi lahko ucinkovito
izzovemo nastanek potentnih in antigensko-specifi¢nih regulatornih
limfocitov T. TakSen nacin priprave celic Tr1 je vedno bolj aktualen,
saj omogoca njihovo pridobitev v mnogo krajem Casu kot ob
uporabi nezrelih DC.

5 Bolezni, ki bi jih lahko zdravili
z regvulatornimi limfociti T

Predklini¢ne Studije na zivalih nazorno kazejo, da si v prihodnosti lahko
od uporabe regulatornih limfocitov T veliko obetamo, saj so sposobni
uravnavati pretiran obseg imunskih odzivov. Dandanes se v kliniki
pogosto sreCujejo z nezelenimi imunskimi odzivi, Se posebej pri
avtoimunskih obolenjih in alogenskih presaditvah tkiv in organov.
Vecino predklini¢nih $tudij so do sedaj opravili na misih, in sicer v
okviru razli¢nih modelov avtoimunskih obolenj in transplantacij organov
ali kostnega mozga (tabela 2). V okviru tovrstnih raziskav so uspesno
preprecili nastanek diabetesa tipa 1, multiplo sklerozo oziroma EAE -
eksperimentalno izzvani encefalomielitis, revmatoidni artritis, vnetne
Crevesne bolezni, sistemski lupus eritematozus in Stevilna druga
obolenja (17,18,21-28). Enako uspesen je bil prenos regulatornih
limfocitov Tr1 oz. Treg v misi, ki so jim presadili alogenski kostni mozeg
ali organe (29-32). Na osnovi uspes$nih poskusov na zivalih si danes

prizadevamo za razvoj takSnih protokolov, ki bi omogo¢ali zdravljenje
enakih bolezni tudi pri ljudeh. Ovire, s katerimi se sreCujemo na poti k
temu cilju pa so predvsem tehni¢ne narave in so vezane na razvoj
optimiziranih postopkov, ki bi nam omogocali pridobivanje dovolj
velikih koli¢in regulatornih limfocitov T v okviru pogojev, ki jih narekuje
dobra proizvodna praksa.

Alogenska transplantacija kostnega mozga oziroma krvotvornih
mati¢nih celic (KMC) je primer, v okviru katerega Stevilni imunologi
predvidevajo uspedno uporabo regulatornih celic T za ublazitev
intenzivnih aloimunskih reakcij, ki lahko nastanejo ob tak§nem posegu.
Gre za tako imenovano reakcijo GvHD (Graft versus Host Disease), ko
efektorske aloimunske celice, ki se nahajajo v presajenem
daroval¢evem kostnem mozgu prepoznajo prejemnikov organizem kot
tuj in ga zato napadejo. Za zdravljenje takSnega stanja v tekocCih
eksperimentalnih klini¢nih Studijah preucujejo delovanje in u¢inkovitost
poliklonskih regulatornih celic Treg. Tovrstne limfocite T lahko
uporabimo tudi za zdravljenje avtoimunskih bolezni, pri Cemer pa so
tiste, ki so antigensko specifi¢ne, dejansko najuc¢inkovitejSe, saj lahko
z njimi ne le izbolj8amo, ampak celo ozdravimo tovrstna patoloska
stanja. Antigensko-specificne regulatorne celice Tr1, pripravljene v
pogojih in vitro, ucinkovito zavirajo avtoimunske reakcije zoper
naslednje avtoantigene: inzulin in GAD65, ki sta klju¢na tar¢na
antigena pri diabetesu tipa |, mielinski bazi¢ni protein pri multipli
sklerozi ter kolagen vrste Il pri revmatoidnem artritisu (33). Zlasti pri
diabetesu bi bila tak§na zgodnja imunoregulatorna intervencija, ko je
delovanje pankreati¢nih B-celic Se prisotna, klju¢nega pomena za
ohranitev njihove aktivnosti.

Uporaba regulatornih limfocitov T bi bila zaradi njihove netoksi¢nosti
oziroma varnosti zelo primerna tudi v primeru alogenskih presaditev
organov. Na taksen nacin bi namre¢ lahko vzpostavili dolgotrajno
imunsko toleranco na presajene aloantigene in s tem zagotovili popoln
sprejem transplantov. Vec€ina danes uporabljanih imunosupresivnih
ucinkovin zaradi svojih nespecifi¢nih sistemskih ucinkov izzove Stevilne
nezele reakcije. S pripravo aloantigensko-specifi¢nih regulatornih
limfocitov T in vitro (predvsem Tr1) pa bi lahko doZivljenjsko zavirali
Skodljive aloimunske odzive na razli¢ne presadke. Tako naprimer v
znanstvenem institutu San Raffaele v ltaliji preiskujejo moznost
imunosupresivnih intervencij z antigensko-specifi¢nimi limfociti Tr1, in
sicer v kombinaciji z imunosupresivi, ki ne vplivajo na aktivnost
omenjenih celic (34).

Genetske bolezni, ki pogojujejo zmanj$ano sposobnost zaviranja
imunskih odzivov so prav tako zeljeni cilj zdravljenja z
imunoregulatornimi limfociti T. V primeru recesivne motnje IPEX, kjer
gre za mutacije v genu FoxP3, je vzdrzevanje imunske homeostaze v
telesu moc¢no okrnjeno. V misih s podobnim sindromom so s prenosom
avtolognih limfocitov Treg, pripravljenih in vitro, uspesno omilili
nastanek Stevilnih avtoimunskih obolenj. Pri ljudeh pa je omenjena
situacija veliko bolj zapletena, saj FoxP3 ne izrazajo le regulatorne
celice T, temve¢ tudi aktivirani efektorski limfociti T. PodrobnejSe
poznavanje takénih in podobnih mehanizmov imunogenetskih moten;
je vsekakor bistveno za uspesne terapije na tem podro¢ju (35).
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Tabela 2: Celicna terapija imunsko posredovanih bolezni z regulatornimi celicami T je uspesna v stevilnih Zivalskih modelih.

Table 2: Cell therapy of immune-mediated diseases using regulatory T cells has met with success in many animal models.

Bolezen Vrsta regulatornih celic T Zivalski model Ucinek na bolezen Viri
Avtoimune bolezni
Diabetes tipa 1 CD4+CD25*FoxP3* celice specificne NOD.Rag 7 migi s prenesenimi Preprecitev bolezni 21
za BDC2.5 antigen diabetogenimi celicami T
Tr1 celice specificne za GADB5 antigen | NOD.SCID misi s prenesenimi Preprecitev bolezni 17
diabetogenimi celicami T
Multipla skleroza OVA-specificne Tr1 celice MiSi, imunizirane s homogenatom | Preprecitev inducirane 18
hrbtenjace bolezni
Revmatoidni artritis CD4+CD25*FoxP3* celice Misi — artritis induciran Preprecitev napredovanja | 25
s kolagenom bolezni v zgodniji fazi
Vnetne ¢revesne bolezni| CD4*CD25*FoxP3* celice Imunokompromirane misi Ozdravitev ze 27
s prenesenimi patoloskimi vzpostavljene bolezni
celicami T
OVA-specificne Tr1 celice Imunsko oslabljene misi Preprecitev nastanka 26
s prenesenimi patoloskimi bolezni
celicami T
Sistemski lupus |z prizeljca izolirane CD4*CD25*FoxP3* | Misji model Vzpostavljen nadzor nad 28
eritematozus celice patolo$kim procesom
Transplantacije
Graft-versus-host-disease | CD4*CD25*FoxP3* celice Presaditev alogenskega Preprecitev smrti zaradli 29
(GVHD) kostnega mozga pri misih GVHD
Aloantigensko-specificne Tr1 celice Presaditev alogenskega Preprecitev smrti zaradi 30
kostnega mozga pri misih GVHD
Zavrnitev presajenega CD4+CD25*FoxP3* celice pomnozene Presaditev alogenih pankreasnih | PrepreCena zavrnitev 32
organa ex vivo otockov pri misih presadka
Tr1 celice inducirane in vivo Presaditev alogenih pankreasnih | PrepreCena zavrnitev 31
otoCkov pri misih presadka

6 Zakljuiek

Regulatorni limfociti T so bili na podro¢ju imunologije $e nedolgo tega
delezni le malo zanimanja, v zadnjih letih pa so se uveljavili kot
poglavitni regulatorji imunskih odzivov in danes predstavljajo obetajoce
dejavnike, namenjene zdravljenju imunsko pogojenih bolezni. Celi¢ne
terapije avtoimunskih in kroni¢nih vnetnih bolezni, kakor tudi
imunomodulacije poteka alogenskih transplantacij predstavljajo nove
terapevtske pristope, ki bi lahko v mnogocem presegli ustaljene nacine
zaviranja nezelenih oziroma prekomernih u¢inkov delovanja imunskega
sistema. Poglavitna slabost uporabe klasi¢nih imunosupresivov, kot so
kortikosteroidi, ciklosporin, rapamicin in ostalih je namre¢ v tem, da
poleg Stevilnih ostalih stranskih ucinkov, nespecifi¢no in na splo$no
zavirajo imunsko reaktivnost, kar lahko vodi v vecjo dovzetnost za
infekcije in vecje tveganje za nastanek malignih obolenj. Z uporabo
antigensko specifi¢nih, avtolognih, torej posameznemu bolniku ali
prejemniku presadka lastnih regulatornih celic T, pripravljenih in vitro,
pa bi se v celoti izognili vsem omenjenim nezelenim ucinkom. Kljub
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tako obetajo¢im napovedim oziroma pri¢akovanjem pa $e vedno
obstajajo Stevilna vpradnja, na katera bomo morali odgovoriti, preden
bomo zaceli regulatorne limfocite T uporabljati v humani medicini. Eno
od najpomembnejsih je vsekakor tehni¢na izvedba priprave tovrstnega
celicnega terapeviskega sredstva. Tako bo naprimer osamitev
zadostne izhodne koli¢ine CD4+*CD25*FoxP3* limfocitov Treg, zaradi
njihovega zelo omejenega Stevila v periferni krvi vedno tezavna, Se
zlasti pri bolnikih z avtoimunskimi boleznimi, pri katerih naj bi bilo
njihovo Stevilo Se manjSe. Regulatorne celice Tr1 lahko, kot smo ze
omenili, pridobimo iz naivnih CD4* limfocitov T, ki jih je v perifernem
krvnem obtoku dovolj, vendar pa zaenkrat §e nimamo na razpolago
dovolj u€inkovitih protokolov, s katerimi bi lahko v razmeroma kratkem
¢asovnem obdobju pripravili obsezne populacije tovrstnih antgensko-
specificnih celic in vitro. Ne glede na vrsto in zacetno Stevilo izhodnih
populacij limfocitov T, jih bo v vsakem primeru potrebno zelo u¢inkovito
gojiti, funkcijsko usmerjati in pomnoZevati ter pri tem ves cas
izpolnjevati zahteve in pogoje, ki jih narekuje dobra proizvodna praksa.
Poleg tega je, v nasprotju s transgenimi miSmi, pri ljudeh prisotna
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izrazita inter-individualna biolo$ka variabilnost. Pri tem moramo omeniti
zlasti razlike v izijemno polimorfnih genih in molekulah HLA (Human
Leukocyte Antigens), ki sodijo v poglavitni kompleks tkivne skladnosti
in ki pogojujejo ucinkovitost predstavljanja, tako telesu lastnih kot tujih
antigenov, limfocitom T. To dejstvo seveda $e dodatno povecuje
zahtevnost priprave ucinkovitih antigensko-specifi¢nih regulatornih
celic T. In nenazadnje, laboratorijska oprema, visoko izobrazeno in
specializirano osebje in vsi potrebni reagenti, ki jih potrebujemo za
izdelavo celi¢nih terapevtikov, predstavljajo velik finan¢ni zalogaj. Kljub
Stevilnim zahtevnim izzivom pa ostaja podrocje raziskav optimalne
priprave, delovanja in potencialne klini€ne uporabe regulatornih
limfocitov T §e naprej zelo aktualna tema. O tem pric¢a izjemno veliko
Stevilo znanstvenih publikacij, ki so bile na tem podrocju objavljene v
zadnjih nekaj letih. K temu pa je in bo tudi v prihodnje, po svojih
najboljsih moceh, prispevala tudi nasa raziskovalna skupina.

Avtorji se zelijo zahvaliti Tomazu Dolinarju za grafi¢no oblikovanje
prispevka.
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Koencim Q,, kot prehransko
dopolnilo in zdravile

Coenzyme Q,, as a Dietary Supplement and Drug

Janko Zmitek, Katja Zmitek

Povzetek: Koencim Q,, (CoQ,,) ima nenadomestljivo viogo prenaSalca elektronov med kompleksi mitohondrijske dihalne verige ter aktivnega
nosilca protonov prek notranje mitohondrijske membrane, s ¢imer sodeluje v procesu nastajanja gradienta protonov in sinteze ATP. CoQ,, je
hkrati tudi edini endogeni masc¢obotopni antioksidant v telesu. Del ga zauzijemo tudi s hrano. Njegova bioloSka vlioga temelji na redoks ravnotezju
med (oksidirano) ubikinonsko in (reducirano) ubikinolno obliko, med katerima neprestano prehaja. Redoks stanje zauzitega CoQ,, (ubikinon /
ubikinol) ne vpliva na njegovo funkcijo v telesu. Studije kaZejo, da se koncentracije celokupnega CoQ,, v najaktivnejsih telesnih organih s staran-
jem zmanjSujejo, raziskovalci pa so pokazali tudi pozitiven prispevek dodajanja CoQ,, pri razlicnih zdravstvenih stanjih. Ker se zaradi svojih
fizikalnih lastnosti tako ubikinon kot ubikinol zelo slabo absorbirata iz prebavnega trakta, je potrebno posebno pozornost posvecati biodostop-
nosti proizvodov. Prvi vecji korak za povecevanje biodostopnosti CoQ,, predstavlja razvoj oljnih suspenzij (mehkih kapsul) z ubikinonom in kas-

neje ubikinolom, nadaljnjega pa razvoj vodotopnih oblik CoQ,,. Predstavljen je tudi pregled izdelkov s CoQ,, na slovenskem trZiscu.
Kljuéne besede: CoQ10, ubikinon, ubikinol, biorazpoloZljivost, biodostopnost, varnost, koencim Q,,

Abstract: Coenzyme Q. is a lipophilic compound playing an important role in the mitochondrial respiratory chain, where it acts as an electron
carrier and as a carrier of proton transfer across membranes. It is also well known for its antioxidant properties. In the body CoQ,, mostly has
an endogenous origin and is only partly derived by food. The biological role of CoQ, is built on its redox equilibrium and continuous transfor-
mation between (oxidised) ubiquinone and (reduced) ubiquinol forms. Its function in the body is not affected by the form in which it is con-
sumed. A decline in CoQ,, levels can be observed with increasing age, especially in the most active organs, while the beneficial effect of sup-
plementation has been observed in many medical conditions. Due to its physical properties CoQ,, is very poorly absorbed from the gastroin-
testinal tract. Oil suspensions (soft-gel capsules) of ubiquinone and later ubiquionol represent the first important steps in increasing the bioavail-
ability, while a further breakthrough was achieved with the development of water-soluble forms. An overview of CoQ,, products available on the
Slovenian market is presented.

Key words: CoQ10, ubiquinone, ubiquinol, bioavailability, safety, coenzyme Q,,

Koencim Q,, je amfifilna molekula, ki ima zaradi dolge nepolarne
stranske verige moc¢no prevladujo¢ lipofilni znacaj. Zato se v telesu
pojavlja le v treh oblikah: v micelnih agregatih, v lipidnih membranah,
ali vezan na proteine (2). Vec¢inoma se nahaja v membranah
mitohondrijev, medtem ko je v citosolu le okrog 10% skupnega
koencima Q,, (2). Vse bioloske funkcije CoQ,, temeljijo na njegovem

1 Uvod

Koencimi Q so lipofiine molekule, ki so naravno prisotne v vsaki zivi
celici, zaradi njihove velike razsirjenosti v naravi (ubikvitete) pa jih
imenujemo tudi ubikinoni (1). Kemijsko gre za 2,3-dimetoksi-5-metil-6-
poliizoprenil-1,4-benzokinone, ki jih poimenujemo glede na dolzino
polizoprenske verige: stranska veriga koencima Q,, sicer

najpogostejSe oblike v Eloveku in vecini sesalcev, je tako sestavljena
iz 10 izoprenskih enot. Prvi¢ so ga izolirali leta 1957 v okviru raziskav
mitohondrijskega transportnega sistema, v naslednjih letih pa so
potrdili tudi njegovo klju¢no vliogo v procesih oksidativne fosforilacije
(1). Pomembne raziskave za razumevanje vloge koencima Q,, v
celi¢nih energetskih procesih je vodil Peter D. Mitchell, ki je leta 1978
za svoje delo prejel Nobelovo nagrado.

redoks ravnotezju, saj relativno enostavno prehaja med (polno
oksidirano) ubikinonsko, semikinonsko in (polno reducirano) ubikinolno
obliko (Slika 1), pri ¢emer redoks potencial ubikinon/ubikinol [Em(m)]
zna$a okrog 0,1 V (1). Za enostavnejSo obravnavo v tem prispevku je
termin koencim Q,, (CoQ),,) uporabljen za ravnotezno zmes, medtem
ko sta termina ubikinon in ubikinol uporablijena, ko govorimo
neposredno o oksidirani 0z. reducirani obliki.
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Slika I: Redoks stanja ubikinon
koencima Q,,
(0]
Fi I: R
igure edox forms _0 / H red.
of coenzyme .
Qo \0 10 oks.
(0]

Medtem ko je CoQ,, koencim razli¢nim membranskim encimom, je
najbolje raziskana njegova klju¢na vlioga v kompleksih mitohondrijske
dihalne verige: NADH-CoQ),, reduktazi (kompleksu 1), sukcinat-CoQ,,
reduktazi (kompleksu I1) in ubikinol-citokrom ¢ reduktazi (kompleks III)
(2). Ima zelo pomembno vliogo prenasalca elektronov med navedenimi
kompleksi in tako sodeluje pri nastajanju membranskega gradienta
protonov, potrebnega za delovanje ATP sintaze. Ker sta za redukcijo
ubikinona v ubikinol poleg dveh elektronov potrebna tudi dva protona,
bi bil CoQ,, lahko v proces nastajanja gradienta protonov vklju¢en tudi
neposredno, ¢e bi redukcija in oksidacija CoQ,, potekali na nasprotni
strani membrane (3). Slednje je bilo z veliko verjetnostjo potrjeno pri
kompleksu I, medtem ko mehanizem uporabe redoks energije za
prenos protonov preko notranje mitohondrijske membrane v komplesih
I'in Il e ni povsem jasen (2). Za natancnejsi opis vloge CoQ,, v
mitohondrijskih procesih priporo¢amo ogled preglednega ¢lanka na to
temo, ki so ga pred kratkim pripravili Lenaz in sodelavci (2).

Znano je, da procesi oksidativne fosforilacije (Se posebej v kompleksih
I in 1ll) predstavljajo najvecji izvor reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS,
reactive oxygen species), npr. peroksidov in radikalov (2). Ireverzibilna
Skoda, ki jo le-te povzrocajo na razlicnih biolosko pomembnih
molekulah v celicah, je tesno povezana s procesi staranja. Zelo
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Slika Il: PoloZaj redoks ravnoteZja CoQ10 v razli¢nih organih
in plazmi (7)

Figure II: CoQ10 redox equilibrium in different organs
and plasma (7)

semikinon ubikinol
(0] OH
(0] = H red. _0O = H
10 oks. e 10
OH OH
Ol
(0] = H
10
OH

pomembno lastnost CoQ,, zato predstavljajo njegove antioksidativne
lastnosti. CoQ,, je kljutna komponenta telesnega obrambnega
mehanizma zoper ROS, saj je edini endogeni mascobotopni
antioksidant (4). Pri tem ne gre zanemariti, da ga je najve¢ prav v
mitohondrijih, glavnem izvoru ROS (4). Dokazano je bilo tudi njegovo
sinergisti¢no delovanje z drugimi antioksidanti, npr. a-tokoferolom (5).

Koncentracije CoQ,, so v razli¢nih delih telesa zelo razlicne; najve¢ ga
je v najbolj aktivnih organih, t.j. v srcu, ledvicah in jetrih (6). Tudi polozaj
redoks ravnotezja CoQ,, je v razli¢nih delih telesa razlicen. Tako je
npr. v plazmi in ledvicah ravnotezje pomaknjeno v smeri reducirane
oblike, medtem ko se v moZganih in plju¢ih CoQ,, nahaja pretezno v
obliki ubikinona (Slika II).

[ ] [ ] [ ] [] [ X3
2 Pomanjkanje in kliniéna raba
V ¢Cloveskem telesu je skupaj okrog 2 grama CoQ,; njegov povprecni
razpolovni ¢as je 4 dni in telo ga dnevno nadomesti okrog 0,5 g
predvsem z endogeno sintezo, deloma pa tudi s hrano (6,8).

V splognem je pomanjkanje CoQ,, v telesu lahko posledica motnje v
biosintezi, pomanjkljivega vnosa s hrano, ali pa prevelike porabe v
organizmu (9). Njegova biosinteza se za¢ne iz tirozina preko kaskade
osmih aromatskih prekurzorjev, v proces pa je vklju¢enih tudi ve¢
vitaminov: C, B2, B6, B12, folna kislina, niacin in pantotenska kislina
(10). Ucinkovitost sinteze s staranjem telesa pada, Se posebej velik
padec koncentracije CoQ,, pa so opazili v najaktivnejsih organih (Slika
Ill) (6). Tako se npr. koncentracija v srcu zacne nizati Ze po 20. letu
(110 mg/kg) in se do 80 leta zniza za skoraj 60% (47 mg/kg) (6). Tudi
Vv vranici se v enakem obdobju koncentracija zmanj$a za 60%, medtem
ko je zmanjSanje v ledvicah in jetrih nekaj manjSe (35 oz. 17%).
Endogena sinteza CoQ,, je lahko zmanj8ana tudi pri rednih uzivalcih
inhibitorjev HMG-CoA reduktaze, zdravil za znizevanje holesterola
(statinov) (11). Statini namre¢ kompetitivno inhibirajo tvorbo
mevalonata, ki je prekurzor tako pri biosintezi holesterola kot koencima
Q,,. kar je verjetno povezano z nastankom statinskih miopatij (11).
Pomanijkanje CoQ,, so opazili tudi v razli¢nih bolezenskih stanjih (12),
pri ljudeh z neuravnotezeno prehrano in kadilcih (13).

Pomembno viogo koencima Q,, v klini¢ni rabi sta pred nedavnim v
slovenski strokovni literaturi Zze predstavila Paviin (14) in Rus (9), zato
je v tem prispevku ne bomo podrobneje obravnavali. Dobro poznana
je sicer uporaba Q,, pri srénem popuscanju, kasneje pa so ga kliniki
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Slika lll: Starostno povezane spremembe koncentracije CoQ10 v
nekaterih cloveskih organih (6)

Figure lll: Age-related changes in concentrations of CoQ10 in
selected human organs (6)

kot pomozno zdravilo zaceli uporabljati tudi pri mnogih drugih stanijih,
npr. pri Parkinsonovi bolezni, akutnem infarktu, migreni, esencialni
hipertenziji, Alzheimerjevi bolezni, Friedreichovi ataksiji, statinski
miopatiji, makularni degeneraciji, neplodnosti moskih, diabetesu,
periodontitisu in v kombinaciji s kemoterapijami (14). Indikacijsko
obmocdje za kliniéno rabo se je v zadnjih letih moc¢no razsirilo, tudi na
podrocija, kjer nimamo uspesnih zdravil. Objavili so prispevek CoQ,, k
zmanj$anju oksidativnega stresa v kozi (15), pred kratkim pa tudi prva
porocila o njegovih potencialnih vplivih na zaviranje nastanka katarakte
(16) ter zmanjsanje moznosti za preeklampsijo med nosec¢nostjo (17).
Za zanesljivo potrditev vpliva CoQ,, na preprecevanje ali zdravljenje
razlicnih bolezni bo potrebno opraviti §e ve¢ dobro nacrtovanih
klinicnih raziskav.

[ ] [ ] [ ]

3 Eksogeni koencim Q,, in hrana

Z upadanjem ucinkovitosti endogene sinteze postaja pomembnejsi
eksogeni vnos. Najbolj logi¢en zunanji vir je hrana, vendar raziskave
kazejo, da je tak8en vnos zaradi nizke naravne vsebnosti CoQ,, v Zivilih
majhen. V razvitem svetu dnevno Clovek, ki uziva uravnotezeno in
raznovrstno hrano, zauZije povpre¢no le 3-6 mg koencima Q. (18).
Doslej znane $tudije vsebnosti koencima Q,, v hrani je pred kratkim
celovito pregledal Pravst s sodelavci(18); ugotovili so, da na vsebnost
CoQ,, v zivilih precej vpliva tudi geografsko poreklo. Vsebnost CoQ,,
v izbranih Zivilih je prikazana v Preglednici I. S koencimom Q,, so
najbogatejsi rde¢e meso (govedina do 40 mg/kg) in migrirajoCe ribe
(sardine do 64 mg/kg); opazili so pomembne razlike med posameznimi
deli zivali. Bogati so tudi orescki (arasidi 27 mg/kg) in rastlinska olja
(olivno do 160 mg/kg). Mnogo manj CoQ,, lahko najdemo v mieku in
mle¢nih izdelkih, zlasti v tistih z manj mas¢obami (do 2 mg/kg), v sadju
in zelenjavi ga je vec¢inoma pod 5 mg/kg. Med slednjimi so najbogatejsi
petersilj (do 26 mg/kg), cvetaca (do 9 mg/kg) in avokado (10 mg/kg).
V splognem je opaziti vecjo vsebnost CoQ,, v zivilih z ve¢ mascobami,
opazne pa so tudi razlike glede na pridelavo in tehnolosko obdelavo.
Podatki kazejo, da se s predelavo zivil, zlasti z odstranjevanjem
mascob, v katerih se koencim Q,, raztaplja, njegova vsebnost
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Preglednica I: Vsebnost CoQ,, v nekaterih Zivilih (18)

Table I: CoQ,, content in various foods (18)

Hrana Konc. CoQ,, [mg/kg]
Meso

- govedina 16-40

- svinjina 13-45

- perutnina 8-25
Ribe

- sardine 5-64

- sku$e (rde¢e meso) 43-67

- sku$e (belo meso) 11-16
Olja

- koruzno (Italija) 106-139
- olivno (ltalija) 109-160
- son¢ni¢no (ltalija) 10-15
Orescki

- arasidi 27

- orehi 19

- mandlji 5-14
Zelenjava

- petersil] 8-26

- brokoli 6-9

- cvetaCa 2-7
Sadje

- avokado 10

- &rni ribez 3

- jagode 1

zmanjSuje. Razlike v objavljenih vsebnostih CoQ,, v enakih Zivilih so
precejs$nje, razlog za to pa bi lahko bil tudi v razli¢nih uporabljenih
analitskih metodah. Podatke je zato potrebno obravnavati previdno,
tiste, ki se ne nanasajo na to¢no dolo¢en izdelek oz. vzorec, pa jemati
zgolj kot orientacijske.

Z obi¢ajnim nac¢inom prehranjevanja ni mogoce zadostiti povecanim
potrebam po CoQ,,, $e zlasti ne z nizkomascobno hrano. Zato so se
na trzis¢u pojavila funkcionalna zivila, obogatena s tem koencimom, s
katerimi je mogoce za nekajkrat povecati njegov povprec¢ni naravni

dnevni vnos v telo.

4 Dodajanje koencima Q,,

V zadnjih letih so pravi razmah doziveli formulirani izdelki s CoQ,, v
razli¢nih farmacevtskih oblikah, s katerimi lahko v telo vnasamo precej
vecje koli¢ine tega koencima, kot to lahko dosezemo s hrano.

4.1 Absorpcija in prenos CoQ,,

Koencim Q,, je rumena kristalini¢na snov s tali§¢em okrog 50°C in
relativno veliko molekulsko maso (Mr = 863) (1). Zaradi svoje kemijske
zgradbe je netopen v vodi, hkrati pa je omejena tudi njegova topnost
v lipidih. Posledi¢no se zelo slabo absorbira iz prebavnega trakta.
Ucinkovitost absorpcije je odvisna od ve¢ dejavnikov, tudi od nacina
zauZitja in odmerka CoQ,,. Absorpcijo lahko povec¢amo s hkratnim
uzivanjem hrane (19) in z delitvijo enega vec¢jega na ve¢ manjsih
odmerkov CoQ,, tekom dneva (20). Studije na glodalcih so pokazale
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Preglednica II: Delez odmerka CoQ,, v plazmi po zauzitju v ¢asu najvisje koncentracije

Table II: The amount of CoQ,, in plasma following a single oral dose at the time of the peak plasma level

ZauZita oblika CoQ,, Delez odmerka v plazmi v ¢asu t_ Referenca
obrok, pripravljen iz svinjskega srca (hrana) 3,9% (23)
kristalini¢ni CoQ,, 0,2-1,6% (24,25)
oljne suspenzije ubikinona 1,6-3,6% (25,26)
oljne suspenzije ubikinola 1,8-2,6% (24,27)
CoQ,, v obliki vodotopnega Q10CD kompleksa (slika 1V) 4,5-4,8% (26)

Opomba: Predpostavljen volumen plazme 2,5L.

le 2-3% absolutno absorpcijo CoQ,, (21), pri ljudeh pa je nekoliko visja
- predvidoma nekje do 10% (22). U¢inkovitost absorpcije CoQ,, je zelo
odvisna tudi od oblike, v kateri ucinkovino zauzijemo. Rezultati
farmakokineti¢nih Studij na ljudeh so pokazali, da je v krvi v ¢asu
maksimalne krvne koncentracije CoQ, () navadno do 5% zauzitega
odmerka CoQ,, (nekaj primerov je navedenih v Preglednici Il) —
najmanj v primeru kristalini¢ne ucinkovine (0,2-1,6%), in najve¢ po
zauzitju vodotopnih oblik CoQ,, (4,5-4,8% za vodotopni Q10CD
kompleks). Poudariti je potrebno, da izratunane vrednosti predstavljajo
le stanje v izbranem Casu (t_, ) in jih zato ne smemo obravnavati kot
priblizke absolutne absorpcije, temvec le kot njen minimum.

prebawvni trakt limfa jetra krvni obtok

tanko Eravo

Slika IV: Shematski prikaz absorpcije in transporta CoQ,,

Figure IV: Scheme absorption and transport of CoQ),,

Mehanizem absorpcije in prenosa CoQ,, (Slika IV) je zelo podoben kot
pri a-tokoferolu (vitamin E), podobni lipofilni molekuli. Sama absorpcija
temelji predvsem na emulzifikaciji s pomoc&jo Zol¢nih kislin v tankem
Crevesu; ni znano, da bi kateri del ¢revesa pri tem imel specificno
vlogo. Med absorpcijo pride v enterocitih do naravne redukcije
koencima, ki se v krvi pojavi predvsem v reducirani obliki (28).
Metabolizem CoQ,, pri ¢loveku ni dobro raziskan; vecina raziskav je
bila narejena na zivalih. Kot kaZe se CoQ,,metabolizira v vseh tkivih,
izloa pa se predvsem z blatom (28). Maksimalno koncentracijo v krvni
plazmi dosezemo v 2-6 urah po zauzitju (29), po prenehanju dodajanja
pa se krvna koncentracija v nekaj dneh povrne na izhodis¢no raven ne
glede na obliko zauzite substance.

4.2 Poveéevanje biodostopnosti
Poglavitni vzrok za nizko biodostopnost ubikinona in ubikinola je
nezadosten ¢as za absorpcijo v prebavnem traktu, kar je znacilno tudi

za nekatere druge v vodi netopne snovi. Kot smo ze omenili ima na
absorpcijo CoQ,, najvecji vpliv uporabljena oblika ucinkovine oz.
formulacija proizvoda.

Oljne suspenzije ubikinona

Za povecCevanje absorpcije in s tem biodostopnosti so raziskovalci
uporabili razli¢ne strategije v smeri optimizacije formulacij in razvoja
novih oblik CoQ,, (29). Pogost princip v taksnih primerih je
zmanjsevanje delcev do mikro in nano velikosti, vendar v tem primeru
tak pristop ni bil u€inkovit. Prvi uspesni pristop je bila tvorba suspenzij
v razliénih oljih (mehke kapsule), pri ¢emer na povecevanije absorpcije
CoQ,, iz teh izdelkov pomembno vplivajo mnogi dodatki, npr.
emulgatorji, kot je pokazal npr. Weis s sodelavci z raziskavami vpliva
formulacije in dodatkov na biodostopnost CoQ,,. Mehke Zelatinske
kapsule s CoQ,, v sojinem olju z dodatki polisorbata 80 samega ali v
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Weis et al. Zmitek et al

Slika V: Primerjava dveh Studij relativne biodostopnosti CoQ,,: v prvi
so mehke kapsule s suspenzijo CoQ,, v sojinem olju (Pharma Nord)
[PN oljina susp.] primerjane s kristalinicnim CoQ,, [Weis in sodelavci
(25)], v drugi pa z vodotopno obliko CoQ,, (kompleks z
B-ciklodekstrinom; Q10CD) [Zmitek in sodelavci (26)]

Figure V: Comparison of two relative bioavailability studies for
CoQ,,: soft-gel capsules with CoQ,, in a soybean oil suspension
(Pharma Nord) [PN oljna susp.] were compared to crystalline CoQ,,
in the first study [Weis et al. (25)], and with a water-soluble form of
CoQ,, (complex with B-cyclodextrin; Q10CD) in the second one
[Zmitek et al. (26)]
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kombinaciji z lecitinom je primerjal s trdimi kapsulami, v katerih je bil
kristalini¢ni CoQ,, (25). Rezultati so pokazali velik vpliv sestavin na
biodostopnost CoQ,,, ki je bila pri najucinkovitejsi formulaciji na ravni
162% biodostopnosti osnovnega kristalinicnega CoQ,, (Slika V) (25).

Oljne suspenzije ubikinola

Okrog leta 2000 so se na trzis¢u pojavile mehke kapsule s suspenzijo
reducirane oblike CoQ,,. O razmeroma dobri biodostopnosti posebnih
t.i. aktivnih kapsul, v katerih je bila ta substanca emulgirana z digliceril
monooleatom in lecitinom v repi¢inem olju, je poro¢al Hosoe s
sodelavci (27). Studija zal ni bila izvedena primerjalno proti drugim
proizvodom in je zato neposredna primerjava z ostalimi oblikami CoQ,,
dokaj problemati¢na, testirana formulacija aktivnih kapsul pa na
slovenskem trzis¢u ni dostopna. Ne glede na to lahko z upostevanjem
doslej znanih podatkov sklepamo, da je biodostopnost oljnih suspenzij
ubikinola boljsa od kristalinicne uc¢inkovine, morda pa tudi od oljnih
suspenzij ubikinona. Za potrditev tega bodo potrebne dodatne
raziskave, saj po nasih informacijah primerjalna studija biodostopnosti
oljne suspenzije ubikinola glede na oljno suspenzijo ubikinona $e ni
bila izvedena. Tudi delezi odmerka CoQ,,, ki so bili doloceni v krvi v
Casu maksimalne koncentracije (po zauzitiu CoQ,, v obliki oljnih
suspenzij ubikinola) niso zelo prepricljivi (Preglednica Il).

Solubilizirane (vodotopne) ohlike CoQ,,

Solubilizacija lipofilnih snovi je pogosta strategija za povecevanje
njihove absorpcije v telesu (30). Pristopi za dosego tega cilja so v
praksi zelo razli¢ni, npr. izdelava razli¢nih inkluzijskih kompleksov,
tvorba micel, idr. Slednja strategija je bila za povecevanje
biodostopnosti koencima Q,, prvi¢ uporabljena leta 1997, ko je Chopra
s sodelavci na zdravih prostovoljcih pokazal, da je biodostopnost
testirane solubilizirane oblike CoQ,, za 90% vecja od biodostopnosti
kristalinicnega CoQ,, (31). Uspesnost tega pristopa se je pokazala $e
pri nekaterih drugih solubiliziranih oblikah CoQ,, (32), tudi pri
vodotopnem kompleksu koencima Q,, in B-ciklodekstrina (Q10CD,
Slika VI) (26,33). Vodotopnost je v tem primeru posledica specificne
strukture B-ciklodekstrina, ki ima hidrofobno notranjost, v katero se
ujame molekula CoQ,, in precej bolj hidrofilno zunanjost. Po razpadu
kompleksa pod vplivom Zzelodénega soka, s Cimer se sprostijo
posamezne molekule CoQ,, za absorpcijo, pa se B-ciklodekstrin izloci
iz organizma v nespremenjeni obliki. Ta derivat Skroba se tudi sicer
pogosto uporablja v farmaciji za solubilizacijo lipofilnih susbstanc ter
stabilizacijo. Povec¢ano biodostopnost vodotopnega Q10CD napram
mehkim kapsulam z oljno suspenzijo je najprej pokazala Studija na psih
(33), kasneje pa je bilo to potrjeno tudi na zdravih prostovoljcih (26).
Rezultati slednje Studije so pokazali, da je biodostopnost testirane
vodotopne oblike Q10CD v povprecju na ravni 220% biodostopnosti
referen¢nih oljnih kapsul (Slika V) (26).

Zal zaradi izkazane dobre biodostopnosti nekaterih vodotopnih oblik
CoQ,, vse pogosteje prihaja do zlorab tega termina. Nekateri
proizvajalci tako svoje proizvode zavajujoCe oznacujejo kot vodotopne
in jim pripisujejo povec¢ano absorpcijo CoQ,,, Ceprav takdnih lastnosti
dejansko ne izkazujejo. Primeri tak$nih oblik, ki v vodi ve¢inoma tvorijo
bolj ali manj stabilne suspenzije, so razli¢ne zmesi, v katerih je npr.
ucinkovina adsorbirana na trden matriks (npr. na SiO, ali celulozo).
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molekula beta-ciklodekstrina
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Slika VI: Shematski model vodotopnega Q10CD - inkluzijskega
kompleksa CoQ,, in B-ciklodekstrina (18)

Figure VI: Schematic model of water-soluble QCD- inclusion
complex of CoQ,, and B-cyclodextrin (18)

4.3 Ubikinon proti ubikinolu

Vlogo koencima Q,, v telesu dolo¢a redoks ravnotezje med
ubikinonsko in ubikinolno obliko (Slika I), zato nobena od obeh oblik v
nobenem primeru ne more biti obravnavana kot prednostna. Zauzita
oblika ne vpliva na funkcijo CoQ,, v telesu, saj takoj po absorpciji
ubikinona pride do spontane redukcije, zaradi ¢esar se CoQ,, v krvni
plazmi pojavi pretezno v reducirani obliki (28). V znanstveni literaturi
nismo nasli nobenih opazanj, da bi na u¢inkovitost pretvorbe ubikinona
v ubikinol kakorkoli vplivala starost ljudi, niti ne, da bi s starostjo pesala
tvorba endogenega ubikinola bolj kot ubikinona.

5 Varnost in odmerjanje v
zdravju in bolezni

Koencim Q,, je naravno prisoten tako v telesu kot hrani, zato ni
presenetljivo, da klini¢na testiranja na tiso¢ih bolnikov z zelo razli¢nimi
odmerki (tudi do 3000 mg) niso pokazala pomembnih stranskih u¢inkov
(84). Redko se pojavijo porocila o posameznih blagih
gastrointestinalnih teZzavah, ki pa niso bile povezane z uzivanjem CoQ,,
(ni povezave med zauzitim odmerkom in odzivom). Ocena tveganja po
metodi opaZenih varnih vrednosti (OSL, observed safe level) je
pokazala veliko varnost dnevnih odmerkov do 1200 mg (34). Rezultati
farmakokineti¢nih Studij kazejo, da zunanji vnos ne vpliva na endogeno
sintezo CoQ,,, ter da se CoQ,, po kon¢anem dodajanju ne akumulira
v plazmi ali tkivih (35). Koencim Q. je v obliki razlicnih farmacevtskih
oblik po vsem svetu dostopen ze preko 20 let, veCinoma kot
prehransko dopolnilo (35).

Priporocen dnevni odmerek (RDA) za CoQ,, ni dolocen, saj je v telesu
le-ta pretezno endogenega izvora in se potrebe med posamezniki
lahko bistveno razlikujejo. Trenutno se sme v Sloveniji priporocati
dopolnjevanje prehrane do dnevnega odmerka 50 mg CoQ,,. Ta
odmerek je relativno nizek, tudi v primerjavi z dovoljenimi odmerki v
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Preglednica llI: Okvirni dnevni odmerki CoQ,, v razli¢nih stanjih

Table IlIl: Frame guidelines for the supplementation of CoQ,, in different conditions

Stanje Odmerek Opomba

Zdravi otroci / (po posvetu z zdravnikom)
Zdravi ljudje do 40. leta do 50 mg

Zdravi ljudje nad 40. letom 50 - 100 mg

Zdrave nosecnice in dojece matere /

(po posvetu z zdravnikom)

Ljudje z dejavniki tveganja (tudi uporabniki statinov)

okrog 100 mg

(po posvetu z zdravnikom)

Bolniki z razli¢nimi bolezenskimi staniji

navadno nad 300 mg

(po posvetu z zdravnikom)

Opombe: V Sloveniji se trenutno sme priporocati dopolnjevanje prehrane do dnevnega odmerka 50 mg CoQ,,

nekaterih drugih evropskih drzavah (npr. 200 mg v Belgiji). Razpon
priporo¢enih odmerkov CoQ,, v literaturi je razmeroma velik in povezan
predvsem z namenom uporabe (preventiva, dejavniki tveganja, razlicna
bolezenska stanja) (Preglednica lll). Glede na razvoj novih formulacij s
povecano biodostopnostjo je v prihodnosti mogoce pri¢akovati, da
bodo priporogila za odmerjanje vezana na uporabljeno obliko.

Absolutne kontraindikacije uporabe CoQ,, niso znane (36). Uporaba
pri zdravih otrocih, nosec¢nicah in dojecih materah se iz previdnostnih
razlogov svetuje po nasvetu zdravnika. V nekaj Studijah na posameznih
pacientih so opazili potencialno interakcijo z antitrombotikom
varfarinom, kar pa so ovrgli s placebo kontrolirano Studijo na 24
stabilnih pacientih, ki so 4 tedne poleg varfarina uzivali e 100 mg
CoQ,, (36).

6 Izdelki s koencimom Q,,
na trzisév

Na slovenskem trziS€u je dostopnih precej izdelkov z razli¢nimi
oblikami CoQ,, ki imajo status zdravila, ki se izdaja brez recepta v
lekarnah in specializiranih prodajalnah, ali pa prehranskega dopolnila.
Izdelke razli¢nih distributerjev, ki jih je mogoce kupiti v lekarnah, smo
zbrali v Preglednici IV. Na pobudo uredniStva smo v preglednico
vkljucili tudi maloprodajne cene izdelkov, ki smo jih za enostavnejso
primerjavo preracunali na ceno v EUR za 30 mg CoQ,,, obi¢ajno
priporo¢enim dnevnim odmerekom. Na podlagi podatkov o sestavi
izdelkov smo izdelke glede na dostopne podatke o njihovi potencialni
biodostopnosti razdelili v pet razredov:

¢ A:izdelki s kristalini¢nim CoQ,,, za katerega je znacilna slaba
absorpcija;

e B: izdelki z oljno suspenzijo ubikinona, katere biodostopnost ni bila
preverjena, vendar je verjetno boljSa od kristaliniénega CoQ,;

e C: izdelki z oljno suspenzijo ubikinona, katerih biodostopnost je z
objavljenimi $tudijami dokazano bolj$a od kristalinicnega CoQ,;

¢ D: izdelki z oljno suspenzijo ubikinola, katere biodostopnost je
bolj$a od kristalini¢cnega CoQ,;

e E: izdelki z vodotopno obliko CoQ,, katere biodostopnost je z
objavljenimi Studijami dokazano bolj$a od oljne suspenzije
ubikinona (C).

V slovenskih spletnih trgovinah po pri¢akovanju lahko najdemo kar
nekaj proizvodov s kristalinicnim CoQ,,, ki se iz prebavnega trakta zelo

slabo absorbira, natan¢en pregled stanja na trzis¢u pa je presenetljivo

pokazal, da so taksni izdelki tudi na policah nasih lekarn (Preglednica
IV). Primer tak$nih proizvodov so npr. trde kapsule s 30 mg CoQ,, v
zmesi z belim rizem v prahu (NOW Koencim Q). Na trzis¢u so tudi
proizvodi s kristalinicnim CoQ,,, za katere proizvajalci navajajo trditev
o vodotopnosti, vendar iz deklaracij proizvodov ni razvidno, da je
dejansko uporabljena vodotopna oblika ucinkovine. Primeri takdnih
proizvodov so npr. pelete s 50 mg CoQ,, v stiku (GOGO Q,, Energy) in
trde kapsule s 50 mg CoQ,, (Sensilab Koencim Q10). Za pojasnilo v
zvezi s tem in informacijo o uporabljeni obliki u€¢inkovine smo se obrnili
na oba distributerja omenjenih proizvodov, ki nista zanikala uporabe
kristalinicnega CoQ,, niti nista pojasnila podlage za uporabo trditve o
vodotopnosti. NajpogostejSa farmacevtska formulacija koencima Q.
so mehke kapsule s CoQ,, v oljni suspenziji; na trzis¢u so proizvodi z
20 mg (Pharma Effect Koencim Q) ali 30 mg CoQ,, (Fidi Koencim 10,
Natural Wealth Koencim Q,,in BioQinon Q). Za slednji proizvod je bila
dokazana povecana biodostopnost v primerjavi s kristalinicnim CoQ,,
(Slika V). Na slovenskem trzis¢u so dostopne tudi kapsule z oljno
suspenzijo ubikinola (Ubiquinol CoQH-CF), za katere se predvideva
povecana biodostopnost v primerjavi s kristalinicnim CoQ,,, njihove
biodostopnosti v primerjavi z oljnimi suspenzijami ubikinona pa niso
Studirali. V zadnjih letih so se na trziS¢u pojavili tudi prvi proizvodi z
vodotopno obliko Q10CD, za katero so dokazali izbolj$ano
biodostopnost tudi v primerjavi z oljnimi suspenzijami ubikinona (Slika
V). Taksno obliko ucinkovine vsebujejo Sumece tablete z 10 mg
(Sensilab Q,, Koencim mladosti) in tablete s 30 mg CoQ,, (Quvital
tablete) ter sirup s 15 mg CoQ,/mL (Quvital forte sirup).

Pri primerjavi cen proizvodov na trziS¢u moramo upos$tevati, da se le-te
dokaj hitro spreminjajo. Analiza ni pokazala jasne zveze med ceno,
farmacevtsko obliko proizvoda in uporablijeno obliko uginkovine.
Presenetljiva je relativno visoka cena proizvodov s kristalini¢no
uc¢inkovino (0,39 - 0,61 EUR). V Casu priprave tega prispevka so bili
tako najcenejsi kot najdrazji tisti proizvodi, ki vsebujejo CoQ,, v obliki
vodotopnega kompleksa Q10CD: najcenejSe so bile tablete in sirup
(Quuvital tablete in Quvital forte sirup; 0,33 EUR), drazje pa Sumece
tablete (Sensilab Q,, Koencim mladosti; 1,17 EUR), pri katerih pa je
potrebno upostevati, da poleg CoQ,, vsebuijejo Se vitamine (B1, B2, B,
B12, C, E, biotin, niacin, pantotenska in folna kislina). Mehke kapsule z
ubikinonom so dostopne v relativno ozkem cenovnem intervalu med
0,40 in 0,47 EUR (Natural Wealth in Pharma Effect Koencim Q,,, Fidi
Koencim 10 ter BioQinon Q,,), tiste z ubikinolno obliko CoQ,, pa so
skoraj enkrat drazje (Ubiquinol CoQH-CF; 0,79 EUR).
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Preglednica IV: Nekateri izdelki s CoQ,, dosegljivi v Sloveniji kot zdravila brez recepta ali prehranska dopolnila za peroralno uporabo

Table IV: Selected products with CoQ,, available in Slovenia in the form of drugs available without prescription or food supplements for

peroral use

Razred | Oblika Izdelek Vsebnost Cena za Opomba | Studija
CoQ,, 30 mg CoQ,, biodostopnosti
(maj 2009)

A trde kapsule NOW Koencim Q,, (Bimedia) 30 mg / kap. 0,41€ Q10 /

A trde kapsule Sensilab Koencim Q,, (Farmicom) 50 mg / kap. 0,39€ Q10* /

A pelete v stiku GOGO Q10 Energy (Fidimed) 50 mg / stik 0,61€ Q10* /

B mehke kapsule Fidi Koencim 10® (Fidimed, BRp) 30mg/kap. |0,44€ SU /

B mehke kapsule Natural Wealth Koencim Q,, (Difar) 30mg/kap. |0,48€ SU /

B mehke kapsule Koencim Q,, (Pharma Effect) 20 mg / kap. 0,40€ SuU /

C mehke kapsule Pharma Nord Bio-Qinone® Q. 30 mg / kap. 0,47 € SU (25)
(Mic Menges)

D mehke kapsule NOW Ubiquinol CoQH-CF® (Bimedia) | 50 mg/kap. |[0,79€ SUR /

E tablete Quuvital tablete® (Novval) 30 mg / tab. 0,33€ Q10CD (26,33)

E sirup Quuvital® forte sirup (Novval) 15 mg/ mL 0,33€ Q10CD (26,33)

E Sumece tablete Sensilab Q,, koencim mladosti 10 mg / tab. 1,17 € Q10CD (26,33)
(Farmicom)

Opombe: V tabelo so vklju€eni proizvodi, ki so bili pomladi 2009 v prodaji v naklju¢ni lekarni (Mariborske lekarne). Imena izdelkov in blagovne
znamke so iz registra zdravil in seznama notificiranih prehranskih dopolnil (poleg imena proizvoda je naveden zastopnik). Vecina proizvodov
sodi med prehranska dopolnila, eden (oznacen z oznako BRp) pa je zdravilo, ki je na voljo brez recepta. Pri vsebnosti CoQ,, je navedena
vsebnost celokupnega CoQ,,, morebitne druge aktivne komponente (npr. vitamini) niso vklju¢ene. Maloprodajne cene izdelkov so za enos-

tavnejSo primerjavo enotno preracunane na 30 mg CoQ,,. Pri proizvodih, ki so na trzis¢u dostopni v razli¢nih pakiranjih, smo v tabelo vkljucili

proizvod z najnizjo ceno na 30 mg CoQ,,. Okrajsave: Q10 = uporabljen kristalinicen CoQ

100 Q10" = proizvajalec navaja vodotopnost, vendar

nam ni posredoval dokazov, s katerimi bi to trditev podkrepil; SU = uporabljena oljna suspenzija ubikinona; SUR = uporabljena oljna suspen-
zija ubikinola; Q10CD = uporabljen vodotopni kompleks CoQ,, in B-ciklodekstrina (Q10CD).

Tako kot na vecini svetovnih trzis¢ ima tudi pri nas glavnina izdelkov s
koencimom Q,, status prehranskih dopolnil. Proizvodnja le-teh je v
primerjavi s proizvodnjo zdravil manj kontrolirana, so pa proizvajalci
skladno z veljavno zakonodajo dolzni zagotoviti ustrezno vsebnost
ucinkovine in stabilnost proizvoda v predpisanem roku uporabe.
Ustreznost prehranskih dopolnil v Sloveniji nadzira Zdravstveni
inSpektorat. O njihovi kakovosti se §e posebej v povezavi z dolo¢enimi
proizvajalci med strokovno javnostjo ob¢asno pojavljajo dvomi, katerih
upravi¢enost bi lahko ovrednotili le z rednimi neodvisnimi kontrolnimi
pregledi. Da so standardi zagotavljanja kakovosti proizvodov med
proizvajalci zelo razlicni, lahko sklepamo tudi iz izkudenj, ki smo jih
dobili ob pripravi tega pregleda. Tako so nam nekateri proizvajalci oz.
distributerji sami posredovali dokaj natan¢no dokumentacijo o
prodajanih izdelkih (npr. specifikacije, analitske izvide, analitska
porocila o stabilnosti v roku uporabe), nekateri pa so se npr. na nasa
vprasanja odzvali z informacijo, da gre za poslovne skrivnosti.

7 Sklep

Koencim Q,, je naravno prisoten v vsaki telesni celici. Ima
nenadomestljivo vlogo prenasalca elektronov med kompleksi
mitohondrijske dihalne verige in je aktivno vklju¢en v prenos protonov
prek notranje mitohondrijske membrane in posledi¢en nastanek
gradienta protonov, kar je gonilo tvorbe ATP. CoQ,, je hkrati tudi edini
endogeni mascobotopni antioksidant. V telesu je vecinoma
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endogenega izvora, deloma pa ga zauzijemo tudi s hrano. Viogo
koencima Q,, v telesu doloc¢a redoks ravnotezje med ubikinonsko in
ubikinolno obliko; njegova funkcija v telesu ni odvisna od tega, ali ga
zauzijemo v obliki ubikinona ali ubikinola. Zivila sicer vsebujejo relativno
malo CoQ,,, $e najveC ga je v rdeCem mesu, migrirajoCih ribah,
nekaterin rastlinskin oljih in oreskih. Studije kaZejo, da se
koncentracije CoQ,, v najaktivnej$ih telesnih organih s staranjem
zmanjsujejo. Zato, zaradi dokazane varnosti uzivanja in dobrih izkusen]
v Klini¢ni rabi postaja dodajanje CoQ,, vse popularnej$e. Najbolj
smotrno je pri stanjih, za katera je bil ugotovljen primanjkljaj CoQ,, v
telesu, ali pa pozitiven ucinek te ucinkovine na potek bolezni ter
preventivno zaradi antioksidativnega ucinka. Njegov ucinek v telesu
lahko pripiSemo tako vzpostavljanju normalnega toka elektronov v
dihalni verigi, kot antioksidativnim lastnostim. V literaturi ni podatkov, da
bi zunanji vnos inhibiral endogeno sintezo CoQ,,; po prenehanju
dodajanja se krvna koncentracija v nekaj dneh povrne na izhodis¢no
raven. V prihodnosti bo sicer potrebno opraviti §e ve¢ dobro
nacrtovanih klini¢nih raziskav, da bi lahko zanesljivo potrdili vpliv CoQ,,
na preprec¢evanije ali zdravljenje bolezni.

Zaradi svojih fizikalnih lastnosti se tako ubikinon kot ubikinol zelo slabo
absorbirata iz prebavnega trakta. Ta vidik mora Se posebej upostevati
strokovna javnost, saj $irsi javnosti ni enostavno razumljiv. Posebno
pozornost je potrebno zato posvecati biodostopnosti proizvodov, Se

posebej, ker je na trziS¢u kar nekaj proizvodov, za katere se utemeljeno
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pricakuje slaba absorpcija CoQ,. Zal v zelji po &imbolj prepriéljivin
Stevilkah distributerji pogosto operirajo z zavajujo¢imi podatki in se
sklicujejo na Studije, v katerih so bili njihovi ali njihovim podobni
proizvodi testirani le v primerjavi z oblikami z dokazano najslabso
biodostopnostjo, npr. s kristalinicno u¢inkovino, ki jih neutemeljeno
razglasajo za standardno obliko na trziS¢u. NajpogostejSo obliko na
trziSCu sicer predstavljajo mehke kapsule z oljnimi suspenzijami
ubikinona, na katerih je bila prvi¢ pokazana bolj$a absorpcija CoQ,.
IzboljSana absorpcija CoQ,, je znadilna tudi za oljne suspenzije
ubikinola, nadaljnji razvojni korak pa je bil narejen z razvojem
vodotopnih oblik CoQ,,. Zal so nekateri proizvajalci zageli izkorig¢ati
osvesCenost javnosti o dobri biodostopnosti nekaterin tak$nih
vodotopnih oblik. Na trzis¢u se namreC pojavljajo proizvodi s
kristalinicnim CoQ,,, za katere proizvajalci neupravi¢eno trdijo, da
vsebujejo vodotopne oblike koencima Q,,. Slabe prakse agresivne
promocije izdelkov, ki jih zal vse pogosteje uporabljajo tudi dobro
uveljavljeni distributerji, je mogoCe pokazati tudi na ve¢ drugih
primerih. Tako nekateri proizvajalci na svojih izdelkih pretirano
izpostavljajo koencim Q,,, Ceprav ga izdelki dejansko vsebujejo zelo
malo (le kak§en miligram), ali pa izdelke oglasujejo z neresni¢nimi
trditvami. Tako npr. uporabo ubikinolne oblike CoQ,, distributer
promovira z neresni¢no trditvijo, da s staranjem pri ljudeh slabi
sposobnost pretvorbe ubikinona do ubikinola, ter da naj bi bilo zato
uZivanje ubikinola bolj primerno. Z uporabo omenjenih promocijskih
tehnik, ki jih v&asih tezko prepozna tudi strokovna javnost, prodajalci z
namenom pospesevanja prodaje povzrocajo zmedo na trzis¢u in
zavajajo potrosnike.

[ ]
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Encimi iz naddruiine kratkoveriinih
dehidrogenaz/reduktaz kot nove
farmakoloske tarée

Enzymes of the short-chain dehydro?enase/ reductase
superfamily as new pharmacological targets

Mojca Brunskole, Tea LaniSnik Rizner, Jure Stojan

Povzetek: Encimi iz naddruzine kratkoveriznih dehidrogenaz/reduktaz (SDR) predstavljajo zelo veliko proteinsko druzino. Ceprav jih povezuje-
jo Stevilne strukturne podobnosti, je njihova substratna specificnost razlicna. Udelezeni so v metabolizmu steroidnih hormonov, masc¢obnih
kislin, alkoholov, retinoidov, prostaglandinov in ksenobiotikov. V ¢loveskem genomu je identificiranih okrog 70 SDR. Vpleteni so v Stevilne
(pato)fizioloske procese, zato so zanimivi s stalis¢a zdravljenja genetskih, hormonsko odvisnih in metaboli¢nih bolezni, kot so: galaktozemija,
fenilketonurija, rak dojke, endometrija, prostate in debelega ¢revesa, dislipidemija, debelost in arterijska hipertenzija.

Kljuéne besede: kratkoverizne dehidrogenaze/reduktaze (SDR), cloveske SDR, metaboli¢ne bolezni, hormonsko odvisne bolezni, SDR kot far-
makoloske tarce

Abstract: Short-chain dehydrogenases/reductases (SDR) constitute a large protein family. Although they have several structural features in
common, they act on a highly diverse set of substrates. They are involved in metabolism of steroid hormones, fatty acids, alcohols, retinoids,
prostaglandins and xenobiotics. Around 70 SDR members are identified within the human genome. In human body they participate in numer-
ous distinct (patho)physiological processes, thus they are very interesting therapeutic targets for the treatment of genetic, hormone dependent
and metabolic diseases like galactosemia, phenylketonuria, breast cancer, endometrium, prostate and colon cancer, dyslipidemia, obesity and
arterial hypertension.

Key words: short-chain dehydrogenases/reductases (SDR), human SDR, metabolic diseases, hormone dependent diseases, SDR as pharma-
cological targets

Najdemo jih pri bakterijah, glivah, rastlinah, zuzelkah in vretenéarjih
(3). Naddruzino SDR so vpeljali po odkritju razlik med alkohol-
dehidrogenazami zuzelk in vreten&arjev (4). Alkohol-dehidrogenaza
vinske musice se je razlikovala od tedaj znanih jetrnih in glivnih alkohol-
dehidrogenaz po vezavnem mestu za koencim NAD*, ki se je nahajalo
na N-terminalnem delu. Novo odkritim alkohol-dehidrogenazam so
dolocCili drugacen mehanizem delovanja ter visoko ohranjeno YxxxK
zaporedie, ki je vkljudevalo aminokislini aktivnega mesta. Ceprav je

1 Uvod

Encimi iz naddruzine kratkoveriznih dehidrogenaz/reduktaz (SDR) so
postali predmet intenzivnih raziskav predvsem v zadnjem desetletju.
Z leti je bilo odkritih vedno vec predstavnikov te naddruzine —trenutno
je poznanih preko 3000 encimov SDR, od tega je okrog 70 &loveskih
(1). Kljub stevilnim skupnim strukturnim znagilnostim imajo ti encimi v
zivih organizmih zelo raznoliko vliogo. Zaradi njihove vpletenosti v
razlicne patofizioloske procese so zanimivi s terapevtskega stalis¢a

kot tar¢e za nove zdravilne u¢inkovine pri zdravljenju razli¢nih bolezni.
V ¢&lanku predstavljamo strukturo in delovanje encimov SDR,
podrobnejsi opis ¢loveskih encimov SDR in njihovo vpletenost v
bolezenske procese.

[ ] [ ]
2 Predstavitev encimov SDR
Encimi SDR tvorijo veliko, po delovanju zelo raznoliko skupino
proteinov, s trenutno znanimi preko 3000 primarnimi strukturami (1, 2).

prvotno prevladovalo mnenje, da je SDR naddruzina sestavljena le iz
prokariontskih dehidrogenaz in alkohol-dehidrogenaz zuzelk, se je
zanimanje zanjo povecalo z odkritiem sesalske 15-hidroksiprosta-
glandin-dehidrogenaze in 17B-hidroksisteroid-dehidrogenaze, ki sta
tipi¢na predstavnika naddruzine SDR (5).

Osnovna struktura vecine encimov SDR je sestavljena iz 250 do 350
aminokislinskih preostankov, pogosto imajo tudi N- oz. C-terminalne
transmembranske domene, pripete signalne peptide ali pa so del

asist. Mojca Brunskole, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Institut za biokemijo, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana
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multiencimskih kompleksov (2). Ceprav imajo encimi SDR le 15-30 %
identicnih  aminokislinskih  preostankov, imajo vsi podobno
tridimenzionalno zgradbo - enodomenski vzorec zvitja, kjer se
izmenjuje 7 ali 8 o-vijacnic s 7 ali 8 B-ploskvami (o/B-vzorec zvitja, znan
kot Rossmannovo zvitje) (5, 6). Vecina encimov SDR je v dimerni ali
tetramerni obliki (5). Znani so le trije encimi SDR, ki so aktivni v
monomerni obliki: prasi¢ja testikularna karbonil-reduktaza ter ¢loveski
karbonil-reduktazi 1in 3 (7, 8).

Za encime SDR je znagilno, da imajo Stevilne visoko ohranjene
segmente (preglednica 1). Primerjave aminokislinskih zaporedij,
kemijske modifikacije, to¢kovno usmerjene mutacije in kristalografske
analize so pokazale, da vecCina teh segmentov sodeluje pri vezavi
koencimov ali pa so del katalititnega mesta encimov SDR (9). Visoko
ohranjeno zaporedje TGxxxGxG na N-terminalnem delu in NNAG motiv
vzdrzujeta strukturo sredis¢ne B-ploskve in predstavljata del vezavnega
mesta za koencim. OlajSata pravilno postavitev in vezavo koencima,
Ceprav se z njim ne povezeta direktno. S koencimom pa se lahko
povezejo nekateri drugi aminokislinski preostanki — Asp, Ala, Thr ter Pro
ali Gly iz PG motiva (preglednica 1). V aktivnem mestu se nahajajo
kataliticni aminokislinski preostanki Ser, Tyr in Lys, pri emer je v celotni
naddruzini SDR najbolj ohranjen Tyr (2). Novejsi podatki kazejo, da je
za kataliticno aktivnost pomemben tudi visoko ohranjen Asn, ki tako s
Ser, Tyrin Lys pri vecini SDR tvori kataliti¢no tetrado (2, 10). Raziskave
so pokazale, da Ser stabilizira lego substrata, hidroksilna skupina Tyr pa
deluje kot kataliticna baza. Pri znizanju pKa hidroksilne skupine Tyr
sodeluje Lys, ki se poveze z nikotinamidno ribozo kofaktorja. Vsi trije
tako tvorijo sistem za prenos naboja pri kislinsko-bazi¢ni katalizi (2). Asn
s povezavo z Lys preko vmesne molekule vode stabilizira lego Lys,
dodatno pa omogoca tudi prenos protona med koencimom,
substratom, Tyr, 2-OH riboze, Lys, vodo in Asn v aktivnem mestu (10).

Podobno zvitje encimov SDR in ohranjeno YxxxK zaporedje kazeta na
to, da imajo ti encimi tudi podoben reakcijski mehanizem. Encimske
reakcije sledijo zaporednemu bi-bi mehanizmu, kjer se v aktivno mesto
najprej veze koencim, nato substrat. Sledi encimska reakcija, aktivho
mesto potem najprej zapusti produkt in Sele nato spremenjen koencim.

Preglednica 1: Motivi zaporedij pri encimih SDR (ostevilcenje
poloZajev se nanasa na oStevilcenje aminokislinskih
preostankov pri 3/17B-HSD (PDB koda 1HXH)) (2)

Table 1: Sequence motifs found in SDR enzymes (positions refer to
residue numbering as in 3p/17p-HSD (PDB code 1HXH)) (2)

MOTIV POLOZAJ VLOGA

TGxxxGxG 12-19 obmocje vezave koencima;
vzdrzevanije sredi§¢ne B-ploskve

D 60 stabilizacija zepa, kamor se veze
adeninski obro¢; Sibka vezava
s koencimom

NNAG 86 — 89 stabilizacija sredi§¢ne B-ploskve

N 111 aktivno mesto

S-Y-K 138, 151, 155 | aktivno mesto

N 179 povezava med zanko, ki pokrije
aktivno mesto in aktivnim mestom

PG 183 - 184 povezava s koencimom

T 188 vodikova vez s karboksamidnim
delom nikotinamidnega obroc¢a
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Spros¢anje koencima iz aktivnega mesta pri tem predstavlja hitrost
omejujoCo stopnjo celotne encimsko katalizirane reakcije (9).

Koencimsko specifi¢nost encimov SDR dolo¢ajo aminokislinski ostanki
v Bafmotivu na zacetku Rossmannovega zvitja (11). Pomemben je
elektrostatski naboj aminokislinskega ostanka v neposredni blizini 2’-
hidroksi (oz. fosfatne) skupine adenozinske riboze koencimov.
Kristalografsko doloc¢ene tridimenzionalne strukture klasi¢nih encimov
SDR so pokazale, da je pri od NAD(H)-odvisnih encimih SDR na koncu
druge B-ploskve kislinski ostanek, pri od NADP(H)-odvisnih pa bazi¢ni
(11, 12). Od NAD(H)-odvisne encime glede na polozaj kislinskega
preostanka za drugo B-ploskvijo razdelimo na poddruzine cD1d, cD1e,
cD2 in cD3. Glede na polozaj bazi¢nega preostanka pa od NADP(H)-
odvisne encime razdelimo v cP1, cP2 ali cP3 poddruzino (11).

Encime SDR nadruzine lahko razvrstimo v ve¢ EC (Enzyme
Commission) razredov: oksidoreduktaze (EC 1), liaze (EC 4) in
izomeraze (EC 5), pri ¢emer je med njimi vecina oksidoreduktaz (2).
Vpleteni so v metabolizem steroidov, prostaglandinov, alifatskih
alkoholov in ksenobiotikov. Izni¢enje genov in genetske variacije so
pokazale, da imajo SDR pomembno viogo tudi pri razvoju in
homeostazi pri ljudeh, Zuzelkah in rastlinah (2, 13).

3 Encimi SDR pri ljudeh

Ceprav se v &loveskem genomu nahaja okrog 70 genov, ki kodirajo za

encime iz SDR naddruZine, sta med njimi delno opisani le dve tretjini.

Za nekatere je poznano izrazanje v razlicnih tkivih in substratna

specificnost, vendar pa je vecina ¢loveSkih SDR slabo opisana —

strukturne informacije na primer so na voljo za samo okrog 20 encimov

(1). Glede na delovanje lahko ¢loveske SDR razdelimo v tri glavne

skupine:

e encimi intermediarnega metabolizma (kemijske reakcije pri
presnavljanju molekul iz hrane v molekule celi¢nih in zunajceli¢nih
struktur);

e encimi metabolizma hormonov, mediatorjev in ksenobiotikov;

e encimi z neznano vlogo, ki so bili identificirani kot odprti bralni
okvirji (ORF) (14).

3.1 Encimi intermediarnega metabolizma

Encimi intermediarnega metabolizma sodelujejo pri kemijskih reakci-
jah pretvorbe sladkorjev, sinteze aminokislin, B-oksidacije mas¢obnih
kislin, ketogeneze, idr. Med encime SDR iz te skupine uvr§¢amo:
UDP-galaktoza-epimerazo, ki katalizira epimerizacijo UDP-glukoze
(slika 1) in UDP-N-acetilglukozamina v UDP-galaktozo in UDP-N-
acetilgalaktozamin; sepiapterin-reduktazo in dihidroksipteridin-

CH,0OH OH CH,0H
o}
HO UDP-galaktoza-epimeraza 9
HO HO
O Suoe O 6.uoe
UDP-glukoza UDP-galaktoza

Slika 1: Epimerizacija UDP-glukoze v UDP-galaktozo
z UDP-galaktoza-epimerazo

Figure 1: Epimerization of UDP-glucose to UDP-galactose
by UDP-galactose epimerase
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reduktazo, ki imata pomembno vlogo pri sintezi tetrahidrobiopterina;
ter R-3-OH-butirat-dehidrogenazo, dienoil-CoA-reduktazo ter trans-enoil-
CoA-reduktazo, ki so vklju¢ene v B-oksidacijo mascobnih kislin in
ketogenezo (14).

3.2 Encimi metabolizma hormonov,

mediatorjev in ksenobiotikov
Encimi metabolizma hormonov, mediatorjev in ksenobiotikov
predstavljajo najvecjo skupino ¢loveskih encimov SDR. Mednje so
uvr§Ceni  encimi s hidroksisteroid-dehidrogenazno (HSD) in
prostaglandin-dehidrogenazno aktivnostjo ter encimi, ki metabolizirajo
retinoide:
* 3B-hidroksisteroid-dehidrogenaze/ AS-A*-izomeraze;
e 11B-hidroksisteroid-dehidrogenaze;
e 17B-hidroksisteroid-dehidrogenaze;
e retinol/retinal-dehidrogenaze;
e karbonil-reduktaze/PGDH (14).

3B-hidroksisteroid-dehidrogenazni/ A>-A*-izomerazni (3p-HSD) izo-
encimi  so odgovorni za  oksidacijo in izomerizacijo
AS5-3B-hidroksisteroidnih prekurzorjev v A*-ketosteroide (slika 2) —
katalizirajo torej nujno potreben korak sinteze vseh vrst steroidnih
hormonov  (glukokortikoidov, mineralokortikoidov, progesterona,
estrogenov in androgenov). Pri ¢loveku sta znani dve izoobliki 38-HSD:
tip |, ki se nahaja v placenti in perifernih tkivih ter tip Il, ki se v glavnem
izraza v nadledvi¢ni Zlezi, jaj¢nikih in testisih. V obeh primerih gre za
bifunkcionalna encima, torej encima s 3p-HSD in AS-A* izomerazno
aktivnostjo, pri cemer sta obe stopnji reakcije povezani s koencimom
— NAD* se s 3B-HSD aktivnostjo reducira v NADH, le-ta pa potem
aktivira izomerazno aktivnost istega encima (15).

11B-hidroksisteroid-dehidrogenazi (113-HSD) tipa 1 in 2 uravnavata
delovanje glukokortikoidnega hormona kortizola (slika 3) — uravnavata
pretvorbo med ligandom, ki se veze na receptor, kortizolom in njegovim

0] o]
3B-HSD
HO HO

pregnenolon progesteron
Slika 2: Pretvorba pregnenolona v progesteron s 38-HSD

Figure 2: Conversion of prognenolone to progesterone by 3-HSD

o CHyOH ou CH0H

8] 0
HIB-HSD tip |
——
tip 2
o (8]

kortizon kortizol

Slika 3: Pretvorba med kortizonom in kortizolom z 11B-HSD tipoma
1in2

Figure 3: Interconversion between cortisone and cortisol by
11B-HSD type 1 and 2

prekurzorjem kortizonom, ki se na receptor veze z manjso afiniteto.
11B-HSD1 reducira neaktivne glukokortikoide v aktivne in s tem
omogoc¢a njihovo vezavo na receptorje, 113-HSD2 pa deluje kot
dehidrogenaza in tako za$citi intrinzicno neselektivne periferne
mineralokortikoidne receptorje v ledvicah pred aktivacijo s kortizolom,
namesto z aldosteronom (1).

17B-hidroksisteroid-dehidrogenaze (17B-HSD) so encimi, vkljuceni v
zadnjo stopnjo biosinteze androgenov in estrogenov in katalizirajo
oksidoredukcijske reakcije hidroksi oz. keto skupine na mestu 17
steroida (16). Pretvarjajo visoko aktivne 17-hidroksisteroide v nizko oz.
neaktivne 17-ketosteroide in obratno. Danes je poznanih ze 14 tipov 17p-
HSD, vendar je med njimi le 11 taksnih, ki jih uvr§¢amo v naddruzino
SDR in jih najdemo tudi pri ¢loveku: tip 1, 2, 3,4, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14.
Med seboj se razlikujejo po koencimski in substratni specifi¢nosti,
znotrajceli¢ni lokalizaciji in tkivno specificnem izrazanju (1).

17B-HSD tip 1, 2 in 3 so klju¢ni encimi pri homeostazi steroidnih
hormonov (16). 17B-HSD tip 1 (slika 4) je dimerni encim, ki katalizira
redukcijo estrona v estradiol (1). V glavnem je izrazen v jaj¢nikih,
dojkah in placenti (1). Tudi 17B-HSD tip 2 je vklju¢en v metabolizem
estrogenov, vendar je njegovo delovanje ravno obratno delovanju tipa
1 - katalizira oksidacijo estradiola v estron (testosterona v andro-
stendion, ...) in s tem zmanj$a izpostavljenost tkiv pred delovanjem
estrogenov. Izrazen je v $tevilnih tkivih: dojkah, maternici, prostati,
jetrih, ledvicah in razli¢nih epitelijskih celicah (17). 173-HSD tip 3 je
klju¢ni encim sinteze testosterona — izrazen je predvsem v testisih in
katalizira redukcijo androstendiona v testosteron (slika 5) (16).

Ostali tipi 17B-HSD imajo SirSo substratno specificnost. 173-HSD tip 4
je vpleten v metabolizem steroidov in B-oksidacijo mas¢obnih kislin:
oksidira estradiol v estron, dolgoverizne in razvejane mascobne kisline,
sodeluje pri sintezi zol¢nih kislin. Encim je prisoten v $Stevilnih tkivih,
vendar pa je v najvecji meriizrazen v jetrih (16). 17B-HSD tip 7 katalizira
pretvorbo estrona v estradiol v rumenem telescu (mocno je izrazen v
drugi polovici nosec¢nosti), ima pa tudi 3-keto reduktazno aktivnost, ki
inaktivira dihidrotestosteron — katalizira torej aktivacijo estrogenov in
inaktivacijo androgenov. Nasli so ga v placenti, jaj¢nikih, dojkah,
testisih, prostati in jetrih (18). Vloga 178-HSD tip 8 v ¢loveskem telesu
$e ni popolnoma jasna. Nahaja se v jetrih, ledvicah, jajénikih in testisih
ter nekaterih drugih tkivih (16). Katalizira inaktivacijo estradiola,
testosterona in dihidrotestosterona, domnevajo, da je vpleten tudi v
metabolizem mascobnih kislin (18). 17B-HSD tip 10 je homotetramerni
mitohondrijski encim s Siroko substratno specifi¢nostjo: katalizira
pretvorbo estradiola in dihidrotestosterona, ima 3a-HSD aktivnost,
oksidira lahko 20B- in 21-hidroksilni skupini, katalizira metabolizem
izolevcina ter oksidacijo razvejanih in nerazvejanih mascobnih kislin,
sodeluje pa tudi pri metabolizmu zol¢nih kislin (16, 19). V mozganih
naj bi bil odgovoren za metabolizem nevrosteroidov — katalizira
oksidacijo alopregnanolona in alotetrahidrodeoksikortikosterona, ki sta
pozitivna alostericna modulatorja GABA, receptorja. Izrazen je v
prostati, jetrih, mozganih in srcu (19).

17B-HSD tipi od 11 do 14 so bili odkriti v zadnjih nekaj letih. 178-HSD
tip 11 oksidira estrogene in androgene — najbolj$i substrat je 50-
androstan-3f,17p-diol (16). Nasli so ga v steroidogenih tkivih, trebusni
slinavki, ledvicah, jetrih, plju¢ih, nadledvic¢ni Zlezi in srcu (20). 178-HSD
tip 12 selektivno katalizira pretvorbo estrona v estradiol in je visoko
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ekvilin

Slika 4: Tridimenzionalna struktura 17B-HSD tip 1 s koencimom in
ekvilinom (ucinkovina, ki se uprablja pri estrogenski
nadomestitveni terapiji) v aktivnern mestu (pdb koda 1EQU).
Prikazane so tudi aminokisline kataliticne tetrade: Asn114,
Ser142, Tyr155 in Lys159.

Figure 4: Three-dimensional structure of 17p-HSD type 1 complexed
with coenzyme and equilin (used in estrogen replacement
therapy) (pdb code 1EQU). Amino acids of the catalytic
tetrad are also shown: Asn114, Ser142, Tyr155 and Lys159.

O OH

17B-HSD tip 3

o tip 2 o

androstendion testosteron

Slika 5: Pretvorba med androstendionom in testosteronom
s 17B-HSD tipoma 3 in 2

Figure 5: Interconversion between androstenedione and testosterone
by 17B-HSD type 3 and 2

izrazen v jaj¢nikih in dojkah. 17B-HSD tip 12 je s svojo ketoacil-koencim
A (CoA) reduktazno aktivnostjo vklju¢en tudi v podalj$evanje
mascobnih kislin (21). 17B-HSD tip 13 je specificno izrazen v jetrih in
je z lipidnimi kapljicami povezan protein. Njegovo N-terminalno
zaporedje sluzi kot signal za usmerjanje v endoplazmatski retikulum in
lipidne kapljice (22). 17B-HSD tip 14 oksidira in s tem inaktivira steroide
(estradiol) v jetrih, mozganih in placenti (23).

Stevilni encimi SDR so vkljugeni tudi v metabolizem retinoidov. Glede
na koencimsko in substratno specificnost jih razdelimo v dve
poddruzini: retinol-dehidrogenazam podobni SDR (RoDH-podobni
SDR) in retinaldehid-reduktazi 1 podobni SDR (RalR1-podobni SDR).
So od NAD* in NADP+*-odvisne retinoid-oksidoreduktaze, pri ¢emer od
NAD*-odvisni encimi katalizirajo oksidacijo retinola do retinaldehida,
od NADP+-odvisni encimi pa katalizirajo redukcijo retinaldehida nazaj
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Slika 6: Pretvorba med retinolom in retinaldehidom
z retinol-dehidrogenazami in retinaldehid-reduktazami

Figure 6: Interconversion between retinol and retinaldehyde by
retinol dehydrogenases and retinaldehyde reductases
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— COOH CBRI COOH
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prostaglandin E, prostaglandin F,,
Slika 7: Redukcija prostaglandina E2 s CBR1

Figure 7: Reduction of prostaglandin E2 by CBR1

v retinol (slika 6). Med ¢loveske RoDH-podobne SDR uvr§¢amo 11-cis-
retinol-dehidrogenazo, RoDH-4 in RoDH-podobno 3a-HSD - vsi imajo
3o-hidroksisteroid-dehidrogenazno in retinol-dehidrogenazno aktiv-
nost. Retinaldehid-reduktazo 1 (RalR1) ali retinol-dehidrogenazo 11
(RDH11) ter RDH12, RDH13 in RDH14 pa uvr§¢amo med RalR1-
podobne SDR. Obe poddruzini encimov sta izrazeni v jetrih, prostati,
mozganih, testisih, srcu in stevilnih drugih tkivih (24).

Karbonil-reduktaze (CBR), ki jih uvr§¢amo med SDR, so monomerni
citosolni encimi z oksidoreduktazno aktivnostjo. Mednje uvr§¢amo
¢loveske CBR1, CBR3, CBR4 in 15-hidroksi-prostaglandin-
dehidrogenazo. CBR1 je zastopana v Stevilnih tkivih (jetra, epidermis,
mozgani, tanko ¢revo, centralni zivéni sistem ...) in reducira (slika 7)
Stevilne biolosko in farmakolosko aktivne karbonilne spojine — kinone,
ketoaldehide, aromatske aldehide in biogene aldehide, ima pa tudi od
NADP*-odvisno 9-keto-prostaglandin-reduktazno in 15-hidroksi-
prostaglandin-dehidrogenazno aktivnost (25). O fizioloski vlogi
¢loveskih CBR3 in CBR4 ni podatkov. CBR3 je izrazen v jaj¢nikih,
trebusni slinavki in ¢revesju, CBR4 pa v Zelodcu, hipofizi in maternici
(25, 26). Od NAD-odvisna 15-hidroksi-prostaglandin-dehidrogenaza
inaktivira prostaglandine in je izrazena v $Stevilnih organih pri sesalcih
(25).

3.3 SDR identificirani kot odprti bralni
okvirji (ORF)

Vloga nekaterih SDR, ki so bili identificirani kot odprti bralni okvirji, ni

pojasnjena, medtem ko naj bi bili drugi povezani z malignimi obolenji

— hepatokarcinogenezo, folikularnim limfomom, rakom dojk, idr. (14). V

teku so razli€ne molekularne in biokemijske raziskave, ki posku$ajo

opredeliti viogo SDR iz te skupine pri boleznih pri ¢loveku.

4 SDR kot farmakoloske tarée

Ker imajo SDR zelo pomembno fiziolosko vlogo v c¢loveskem
organizmu, so zanimivi tudi kot farmakoloske tar¢e. Za nekatere med
njimi je bilo dokazano, da so povezani z genetskimi in metaboli¢nimi
motnjami. Raziskave in razvoj inhibitorjev Stevilnih hidroksisteroid-



Encimi iz naddruZine kratkoveriznih dehidrogenaz/reduktaz kot nove farmakoloske tarce

Preglednica 2: Cloveske SDR in bolezni s katerimi so lahko povezane (HSD — hidroksisteroid-dehidrogenaza; RDH — retinol-dehidrogenaza;

CBR - karbonil-reduktaza)

Table 2: Human SDR forms and associated diseases (HSD — hydroxysteroid-dehydrogenase; RDH — retinol dehydrogenase; CBR — carbony!

reductase)

ENCIM BOLEZEN

ENCIMI INTERMEDIARNEGA METABOLIZMA

UDP-galaktoza-epimeraza galaktozemija tip Il
dihidropteridin-reduktaza fenilketonurija tip 11

ENCIMI METABOLIZMA HORMONOV, MEDIATORJEV IN KSENOBIOTIKOV

3B-HSD tip 1 kongenitalna adrenalna hiperplazija

11B-HSD tip 1 odpornost na inzulin, dislipidemija, debelost, arterijska hipertenzija
17B-HSD tip 1 rak dojk, jajénikov in endometrija, endometrioza

17B-HSD tip 2 rak dojk, endometrija, Erevesja in prostate, endometrioza
17B-HSD tip 3 psevdohermafroditizem

17B-HSD tip 4 rak endometrija, endometrioza, Zellwegerjev sindrom

17B-HSD tip 7 rak endometrija, endometrioza

17B-HSD tip 8 policisti¢ne ledvice

17B-HSD tip 10 du8evna zaostalost, nevrodegeneracija, Alzheimerjeva bolezen
11-cis-RDH zakasnjena adaptacija na svetlobo, fundus albipunctatus
RDH12 avtosomalna recesivna retinalna distrofija

CBR1

metastaziranje rakavih celic, rast tumorjev, angiogeneza

dehidrogenaz in drugih encimov iz SDR naddruzine so v teku in
predstavljajo zelo obetavno podrogje za nove farmakolo$ke pristope.

Variante alelov gena za UDP-galaktoza-epimerazo so vzrok za
pomanjkanje UDP-galaktoze in s tem za galaktozemijo tipa Il
(preglednica 2), variante alelov dihidropteridin-reduktaznega gena pa
lahko povzrocijo fenilketonurijo tipa Il = znano je, da je biopterin
pomemben kofaktor pri hidroksilaciji tirozina (14). Pomanjkanje 33-HSD
tip 1 je vzrok za nastanek redke oblike kongenitalne adrenalne
hiperplazije, ki vodi do razli¢nih stopenj izgubljanja soli pri ljudeh obeh
spolov ter nepopolnega razvoja genitalij pri novorojenckih (15). 11p-
HSD tip 1 je povezana z nastankom metabolicnega sindroma
(odpornost na inzulin, dislipidemija, debelost in arterijska hipertenzija),
zato je razvoj inhibitorjev tkivno specifi¢ne aktivacije glukokortikoidov
zanimiv s stali§€a zdravljenja metaboli¢nih in kardiovaskularnih bolezni
(27). 11B-HSD tip 1 je induciran ob vnetju, zato lahko pride pri motnjah
v njegovem delovanju do nepopolnega protivnetnega odziva (28).

Tudi 17B-HSD so zanimive tare za razvoj novih zdravilnih u¢inkovin,
saj so udelezene v Stevilnih fizioloskih in patofizioloskih procesih.
Primarna vloga 178-HSD tip 1 in 2 je uravnavanje delovanja estrogenov
v ¢loveskem tkivu. Ceprav sta v tkivu dojk izraZeni obe izoobliki, v
zdravem tkivu prevladuje oksidativna aktivnost (torej tip 2), medtem ko
v malignem tkivu prevladuje tip 1 — inhibitorji 173-HSD tipa 1 so zato
zanimivi s stali§¢a zdravljenja od estrogenov odvisnih vrst raka dojke
(17). Za reduktivne 17B-HSD (tip 1, 3, 7), ki aktivirajo steroidne
hormone, je znacilno, da so lahko vpletene v razvoj hormonsko
odvisnih oblik raka (npr. rak dojke, jaj¢nikov in prostate) (1, 17).
ZmanjSano izrazanje 17f3-HSD tip 2 pa lahko vodi do raka na Crevesju,
prostati in dojkah (29). Stevilni 17B-HSD izoencimi so povezani tudi z
rakom endometrija in endometriozo — predvsem gre za zmanj$ano
izrazanje tipov 2 in 4 ter povecano izrazanje tipov 1 in 7 (30, 31).
Mutacije gena za 17B-HSD tip 3 preprecijo pretvorbo androstendiona
v testosteron, kar lahko povzro¢i psevdohermafroditizem pri moskih

(18). Neaktivnost 17B-HSD tip 4 vodi do nastanka Zellwegerjevega
sindroma — oboleli obi¢ajno umrejo v prvem letu Zivljenja (16). Nizko
izrazanje gena za 17B-HSD tip 8 naj bi bilo povezano z nastankom
policisti¢nih ledvic (14). Mutacije gena za 17B3-HSD tip 10 povezujejo
s Stevilnimi Kklinicnimi stanji — od blage dusSevne zaostalosti do
progresivne nevrodegeneracije pri otrocih. Encim je zanimiv s stalis¢a
zdravljenja Alzheimerjeve bolezni, saj ima veliko afiniteto do
B-amiloidnih peptidov in bi bil lahko povezan z mitohondrijsko
disfunkcijo pri Alzheimerjevi bolezni. Ugotovili so, da Stevilne maligne
epitelne celice prostate vsebujejo visoke koncentracije tega izoencima,
zato bi lahko imeli njegovi inhibitorji tudi protirakavo delovanje. Zaradi
vloge 17B-HSD tip 10 pri oksidaciji pozitivnih alosteri¢nih modulatorjev
GABA, receptorja je pospesena vazava GABA na receptor, kar ima za
posledico antikonvulzivni in anksiolitiéni u¢inek (19).

Da imajo SDR pomembno fizioloSko vlogo v metabolizmu retinoidov
dokazujejo mutacije Cloveskega gena, ki kodira za 11-cis-RoDH, saj
so le-te povezane z zakasnjeno adaptacijo na temo in fundus
albipunctatusom. Mutacije gena, ki kodira za RDH12, naj bi bile
povezane z resno avtosomalno recesivno retinalno distrofijo (24).
Cloveska CBR1 ima zaradi znizevanja koncentracije PGE, pomembno
vlogo tudi pri preprecevanju metastaziranja rakavih celic, rasti tumorjev
in njihovi angiogenezi (32, 33).

5 Sklep

Ceprav $tevilni encimi SDR &e niso popolnoma opisani, o njihovem
pomenu v ¢loveskem telesu pri¢a njihova Steviléna zastopanost ter
raznolika fizioloska vloga. Zaradi vpletenosti v razli¢ne patofizioloske
procese so predvsem v zadnjem desetletju predmet Stevilnih raziskav.
Zanimivi so s stali§¢a novih terapevtskih pristopov k zdravljenju
razlicnih genetskih, hormonsko odvisnih, metaboli¢nih ter drugih
bolezni. Zaradi velike strukturne sorodnosti encimov SDR in njihove
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zastopanosti v razli¢nih tkivih predstavlja raziskovalcem Se poseben
izziv odkritje u¢inkovin s selektivnim in tkivno specificnim delovanjem.

6
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Regulatorna vioga Ca’* ionov pri spros¢anju mediatorjev vnetja iz mastocitov

Regulatorna vioga Ca?* ionov pri
spros¢anju mediatorjev vnetja iz
mastocitov

The regulatory role of Ca?* ions in the secretion of
inflammatory mediators from mast cells

llonka Ferjan

Povzetek: Mastociti so celice vezivnega tkiva, ki imajo klju¢no vlogo pri vnetju in alergijskih reakcijah. Po imunoloski ali neimunoloski stimulaciji
spro$c¢ajo Stevilne posrednike (mediatorje) vnetja. Spro$¢anje mediatorjev je v veliki meri odvisno od koncentracije prostih Ca?* ionov v celici.
Po aktivaciji mastocita se prosta koncentracija Ca®* v celici mo¢no zveca, kar vpliva na spro8¢anje vnetnih mediatorjev iz mastocitov.
Spremembe proste koncentracije Ca®* v celici so odvisne od aktivnosti nekaterih ionskih izmenjevalnih sistemov v mastocitu; Na*/Ca®*-izmen-
jevalca, Na*/K+* - ATPaze ter Ca?*-ATPaze. Aktivnost teh izmenjevalcev je odvisna od koncentracije zunajceli¢nih in znotrajceli¢nih Ca?* ionov.
Stevilne zdravilne uginkovine in endogene spojine vplivajo na koncentracijo zunajceli¢nih in znotrajceli¢nih Ca?* ionov ter na aktivnost ionskih
izmenjevalnih mehanizmov mastocita. Kombinirano delovanje izmenjevalnih mehanizmov mastocita lahko pripomore pri spremenjenem
spro$¢anju mediatorjev med vnetno ali alergijsko reakcijo.

Kljuéne besede: mastociti, Ca2+ ioni, ionski izmenjevalni mehanizmi mastocitov, sproscanje mediatorjev vnetja

Abstract: Mast cells play a central role in inflammatory and allergic reactions. In response to immunologic or non-immunologic stimuli they
release a variety of inflammatory mediators. The secretion of the mediators is strongly dependent on the concentration of the cytosolic calcium.
Immunologic or nonimmunologic stimmulation of mast cells increases intracellular concentration of free Ca®* and thus influences on the medi-
ators release from mast cells. The changes of intracellular free Ca?* depend on the activity of Na*Ca®*- exanger, Na*/K* - ATPase and Ca®*-
ATPase of mast cell. Several drugs and endogenic compounds can modify the concentration of intracellular free Ca®* ions by influencing the
activity of the exchange mechanisms of mast cell. Combined actions of these exchange mechanisms serve to change mediators release from
mast cells in inflammatory or allergic reactions.

Key words: mast cells, Ca2+ ions, ionic exchangers of mast cells, secretion of inflammatory mediators

Po aktivaciji mastocitov z razli¢nimi imunoloskimi (kompleks antigena

1 Uvod

Mastociti (tkivni bazofilci) so celice vezivnega tkiva, ki imajo kljusno N dven IgE protiteles) ali neimunoloskimi (Stevilne endogene ali

vlogo pri procesu vnetja in pri alergi¢nih reakcijah (1,2). Plazmina
membrana mastocitov vsebuje specificne membranske receptorije, ki
imajo visoko afiniteto za vezavo imunoglobulina IgE (3,4). Povezava
dveh molekul IgE z antigenom povzro¢i imunolosko aktivacijo celice.
Na membrani mastocita so pa poleg receptorjev za vezavo IgE
protiteles prisotni tudi Stevilni drugi receptorji za vezavo endogenih in
eksogenih spojin, ki lahko povzroc¢ijo neimunolosko spro$¢anje
mediatorjev vnetja (5,6,7). Med neimunolo$ke spros¢evalce sodijo
bazi¢ni sprosc¢evalci; mono-, di- in poliamini (spojina 48/80) ter peptidi,
kalcijeve ionofore, lektini (concanavalin A) in citokini (interlevkini) ter
rastni dejavniki (zivéni rastni dejavnik — NGF).

eksogene spojine) stimulusi spro$¢ajo mastociti Stevilne kemijske
posrednike (mediatorje) vnetja. Mediatorje vnetja delimo v dve skupini.
V prvo skupino Stejemo tiste spojine, ki so ves ¢as shranjene v zrncih
celic (histamin, serotonin, eozinofilni kemotakti¢ni faktor, nevtrofilni
kemotakti¢ni faktor, lizosomski encimi) in se iz njih sprostijo po aktivaciji
celice z ustreznim stimulusom. Drugo skupino mediatorjev vnetja pa
sestavljajo spojine, ki nastajajo v mastocitu med procesom vnetja in se
nato tudi spros$¢ajo iz mastocita. Mednje sodijo: arahidonska kislina,
prostaglandini, prostaciklini, citokini (interlevkini), rastni dejavniki
(ziveni rastni dejavnik).

asist. dr. llonka Ferjan, mag.farm., Institut za farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo, Medicinska fakulteta, Korytkova 2, 1000 ljubljana
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Pri procesu spros¢anja mediatorjev vnetja imajo pomembno viogo
kalcijevi ioni. Spros¢evalce mediatorjev vnetja lahko razdelimo na tiste,
ki potrebujejo za svoje delovanje zunajceli¢ne kalcijeve ione (3,8) in
tiste, ki niso povsem odvisni od zunajceli¢nih kalcijevih ionov, njihovo
delovanje pa zavisi od znotrajceli¢ne koncentracije prostih kalcijevih
ionov (8,9). V prvo skupino spros¢evalcev pristevamo imunoloske
sproScevalce, lektine, ionofore, citokine (interlevkine) in rastne
dejavnike (Ziveni rastni dejavnik). V drugo skupino spro$¢evalcev pa
sodijo neimunoloski polibazi¢ni spros¢evalci — poliamini (spojina 48/80)
in peptidi.

2 Mehanizem sproséanja
mediatorjev vnetja iz
mastocita

Vezava sproS$€evalca na membrano mastocita preko aktivacije
proteina G aktivira encime (fosfolipazo C, proteinsko kinazo C) v
membrani mastocita, ki imajo pomembno viogo pri mehanizmu
sekrecije vnetnih mediatorjev iz mastocita (4,10).

Aktivacija fosfolipaze C povzro€i razgradnjo fosfatidilinizitola (8,11). Pri
tem nastanejo naslednji metaboli¢ni produkti: diacilglicerol (DAG),
fosfatidilna kislina in inozitol trifosfat.(IP,). IP, sprozi odprtje kalcijevih
kanalov v plazemski membrani in s tem vdor Ca®* v citoplazmo
mastocita in dvig koncentracije prostih Ca?* v citoplazmi. IP, povzroci
tudi sprostitev Ca®* iz endoplazmatskega retikuluma (ER) v citoplazmo
in tudi na ta nacin zvec¢a koncentracijo prostih Ca®* v mastocitu. DG
aktivira proteinsko kinazo C, ki omogo¢a fosforilacijo proteinov. To ima
pomemno vlogo pri delovanju mikrotubulov in mikrofilamentov in tako
tudi pri premikanju granul z mediatorji vnetja k plazmini membrani, kar
omogoca kasnejSe zlitie membrane granul z plazmino membrano
mastocita in proces eksocitoze.

Osnovni stimulus za spro$¢anje mediatorjev vnetja iz aktiviranih
mastocitov je povecana koncentracija znotrajceli¢nih prostih Ca?* (12).
Kratkotrajnemu zvecanju znotrajceli¢nih prostih Ca®* sledi odstranitev
Ca?* iz citoplazme v celi¢ne zaloge (membranske zaloge za Ca?®*,
endoplazmatski retikulum) ali v izvenceli¢no tekocino (13,14). Pri
uravnavanju proste koncentracije Ca?* v celici imajo pomembno viogo
specifi¢ni na membrano vezani proteini (Na*/Ca?* - izmenjevalni
sistem, Ca?* - ATPaza ter Na*/K* - ATPaza), ki skrbijo za transport Na*,
K+ in Ca®* v citoplazmo celice in iz nje (15). Omenjeni transportni
proteini uravnavajo znotrajcelicno koncentracijo prostih Ca?* pri
Stevilnih evkariotskih celicah.

3 Transporini proteini, ki skrbijo
za vravnavanje koncentracije
Ca2+ v celicu,l.

Na+/Ca2+ - izmenjevalni sistem.

Na*/Ca?* - izmenjevalec je reverzibilni transportni protein, ki omogoc¢a
izmenjavo treh Na* skozi celi¢no membrano za en Ca?* (16,17). V
fizioloskih razmerah Na*/Ca?* - izmenjevalec transportira Na* iz
zunajcelicnega prostora, kjer je njihova koncentracija vecja v
citoplazmo, kjer je koncentracija Na* manjsa. Transport Na* v smeri
nizjih koncentracij daje izmenjevalcu gonilno mo¢ za transport Ca®* v
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smeri proti koncentracijskemu gradientu, torej ven iz celice. Ce se
spremeni smer koncentracijskega gradienta za Na*, izmenjevalec
deluje v obratni smeri in transportira Na* iz celice in Ca?* v celico. Smer
delovanja izmenjevalnega sistema je torej odvisna od koncentracije
Na* in Ca?* v celici in v mediju, kjer se celica nahaja.

Na+/K+ - ATPaza.

Na*/K* - ATPaza je transmembranski encim, ki je odgovoren za aktivni
transport Na* iz celice in K+ v celico (18). Na ta nac¢in se vzdrzuje
membranski potencial celice. Transport Nat in K* pri tem poteka v
nasprotni smeri koncentracijskega gradienta. Zato je za ta proces
¢rpanja ionov potrebna energija, ki se tvori pri hidrolizi ATP molekul.

Ce se aktivnost Na*/K* - ATPaze zmanij$a, se koncentracija Na* v celici
zveda. Zvetana koncentracija znotrajceli¢nih Na*+ aktivira Na*/Ca?* -
izmenjevalec in povzro¢i zamenjavo znotrajcelicnih Na* za
zunajcelitne Ca?*. Kot posledica tega se zveca znotrajcelitna
koncentracija Ca®*, kar ima lahko za posledico aktivacijo tevilnih
celi¢nih encimov in razli¢nih celi¢nih procesov.

Ca2+ - ATPaza.

Ca?* -ATPaza je encim, ki se nahaja na plazmini membrani celice, kot
tudi v celici na membrani endoplazmatskega retikuluma. Ca?*-ATPaza
skrbi za aktivni transport Ca?+ iz citoplazme v celi¢ne zaloge (celi¢na
membrana, endoplazmatski retikulum, mitohondriji), kot tudi iz celice v
zunajceli¢no tekodino. Pri tem potujejo Ca2* proti koncentracijskemu
gradientu za Ca?* . Ker Ca?*-ATPaza omogoca prehod Ca?* v smeri od
nizje koncentracije k visji koncentraciji, je zato potrebna energija, ki se
sprosc¢a pri hidrolizi ATP molekul (19). Gre torej za energetsko odvisen
aktivni proces.

(]

4 Pomen Ca2+ pri procesu
sproséanja mediatorjev vnetja
iz mastocita

V mastocitu je v stanju mirovanja koncentracija prostin Ca®* zelo nizka

(100 nmol/L) (21). Po aktivaciji mastocitov z imunolo$kim ali z

neimunolo$kim spro$c¢evalcem pride v mastocitu do kratkotrajnega

zvetanja koncentracija prostin Ca?* v celici (12,20), kar povzrodi
sprodCanje Stevilnih mediatorjev vnetja. Veclja koncentracija
znotrajceli¢nin Ca?* vpliva na $tevilne celicne funkcije, kot so
fosforilacija specificnih proteinov, aktivacija celi¢nih encimov in

aktivacija mikrofilamentov, ki potiskajo zrnca z mediatorji vnetja k

celi¢ni membrani. Sledi proces zlita membrane zrnc s plazmino

membrano in sprostitev mediatorjev vnetja iz zrnc v zunajceli¢ni
prostor.

Vecina kalcija v mastocitih (>99%) je vezanega na proteine v
citoplazmi celice ali shranjenega v celi¢nih zalogah (13,14,22).
Najvedja zaloga Ca®* v mastocitih je endoplazmatski retikulum (ER).
Na membrani ER se nahajajo receptorii za IP,, ki nastane po aktivaciji
celice s spros¢evalcem vnetja. Vezava IP, nareceptorje na plazmino
membrano celice ali na ER v celici sprozi odprtje kalcijevih kanalov v
membrani ER ter plazemski membrani in s tem dvig koncentracije
prostin Ca?* v citoplazmi, kar vodi v sprog¢anje vnetnih mediatorjev.
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5 Vzdrievanje nizke
koncentracije prostih Ca2+ pri
neaktiviranih mastocitih

Po vsaki aktivaciji mastocita s spro$€evalcem, kateri sledi zveCanje
intracelularne proste koncentracije Ca®*, se mora koncentracija prostih
Ca?* v celici hitro znizati. Pri tem je pomemben transport Ca®* iz
citoplazme celice v endoplazmatski retikulum oziroma v zunajceli¢no
tekogino. Tako se vspostavi ponovno nizka koncentracija prostin Ca*
v celici. Pri tem imajo podobno, kot pri Stevilnih drugih celicah tudi pri
mastocitu pomembno viogo specificni na membrano vezani proteini
(Ca?*-ATPaza, Na*/K* - ATPaza in Na*/Ca?* - izmenjevalni sistem), s
pomocdijo katerih se Ca?* odstrani iz citoplazme (15).

Ca2+ - ATPaza.

Ca?* -ATPaza omogoca aktivni transport Ca®* iz citoplazme mastocita
in tako znizuje koncentracijo prostin Ca?*v celici (20). V mastocitih sta
dve vrsti Ca?* -ATPaze. Prva vrsta se nahaja na citoplazmatski
membrani mastocita, druga vrsta pa na membrani endoplazmatskega
retikuluma (12). Tako prehaja Ca?* iz citoplazme v celi¢ne zaloge
(celicna membrana, endoplazmatski retikulum, mitohondriji), kot tudi
iz celice v zunajceli¢no tekocino (19).

Na+/K+ - ATPaza in Na+/Ca2+ - izmenjevalni sistem
V stanju mirovanja mastocita ima pomembno vliogo koncentracija Na*
v mastocitu (15 mM) in v zunajceli¢ni tekocini (134 mM) v kateri se
mastocit nahaja. Na*/K* - ATPaza omogoc¢a aktivni transport Na* iz
celice in K* v celico in tako vzdrzuje visoko koncentracijo Na* v
izvenceli¢ni tekodini. Ca?* iz citoplazme mastocita se zato lahko
zamenjajo z Na* iz medija s pomocjo Na*/Ca®* - izmenjevalnim
sistemom, ki se nahaja na plazmini membrani mastocita (18, 19). Na ta
nacin se lahko koncentracija Ca®* v citoplazmi mo¢no zniza.

6 Mehanizmi, ki so vpleteni pri
[N ]
spremembi intracelularne
[ X ] (] [ 1] [ ]
koncentracije prostih kalcijevih
[ ] [ ] [ ]
ionov v mastocitu po delovanju
[ X3 [ ] (X ]
razliénih spojin.
Stevilne endogene spojine in zdravilne u&inkovine lahko vplivajo na
spremembe znotrajceli¢ne proste koncentracije Ca?*.

Intracelularna koncentracija prostih Ca?* se lahko zvec¢a kot posledica:

1) vstopa Ca?* iz zunajceli¢ne tekoc&ine v celico (23,24).
Tako delujejo Stevilni imunolos$ki in neimunoloski sproscevalci
vnetnih mediatorjev (17,25).

2) sprostitve Ca®* iz znotrajceli¢nih vezavnih mest (9).
Stevilne baziéne spojine (peptidi in spojina 48/80) lahko preko
zanje specifi¢nih vezavnih mest aktivirajo encim fosfolipazo C. IP,,
ki pri tem nastaja povzroCi zve¢anje znotrajcelicne proste
koncentracije Ca®*, kar sproZi proces spro$¢anja mediatorjev
vnetja iz mastocitov.

3) inhibicije privzema Ca?* v intracelularne zaloge (22).1
Privzem Ca?* v zaloge poteka s pomodjo transportnih proteinov

Na*/Ca®* - izmenjevalnega sistema in Ca®*-ATPaze. Lipofilne
zdravilne uc¢inkovine (antipsihotiki in antidepresivi) v vecjih
koncentracijah lahko inhibitorno vplivajo na omenjene transportne
sisteme in na ta nacin zavro privzem Ca®* v njihove zaloge. Tako
se zveca koncentracija prostin Ca®* v celici, posledica Cesar je
lahko spro$c¢anje vnetnih mediatorjev iz mastocitov (26,27). V
eksperimentalne namene se za inhibicijo Ca?*-ATPaze uporablja
tapsigargin (22).

4) inhibicije encima Na*/K* - ATPaze.
Ce se aktivnost Na*/K* - ATPaze zmanij$a, to povzro&i kopi¢enje
Na* v mastocitu (18,19). S pomocjo Na*/Ca®* - izmenjevalnega
sistema se nato Na* iz citoplazme izmenjuje s Ca?* iz zunajceli¢ne
tekoCine ali iz celi¢nih zalog, kar zveCa znotrajcelicno
koncentracijo prostih Ca?* in to je stimulus za spros¢anje vnetnih
mediatorjev.
Med zdravili, ki se uporabljajo kot inhibitorji Na*/K+ - ATPaze so
poznani kardiotoni¢ni glikozidi. Kardiotoni¢ni glikozidi preko
inhibitornega uc¢inka na Na*/K*+ - ATPazo lahko potencirajo proces
spros$¢anja mediatorjev vnetja, ki ga povzroci tako imunoloska, kot
neimunoloska aktivacija mastocitov (19).
Po drugi strani pa nekatere zdravilne ucinkovine (antipsihotiki ali
antidepresivi) lahko zaradi svoje velike lipofilnosti inhibirajo
spro$canje Ca®* iz znotrajceli¢nih vezavnih mest. Zato se
koncentracija prostih Ca?* v citoplazmi mastocita po imunologki ali
neimunoloski stimulaciji ne more ustrezno zvecati, da bi prislo do
sprostitve mediatorjev vnetja iz mastocita. Na ta nacin lahko zgoraj
omenjene spojine zavrejo proces spros¢anja mediatorjev vnetja iz
mastocitov (26,27).

7 Sklep

Sprememba proste koncentracije Ca®* v mastocitu ima pomembno
vlogo pri sprogéanju mediatorjev vnetja. Stevilne endogene spojine kot
tudi zdravilne ucinkovine lahko na razli¢ne nacine preko spremembe
proste koncentracije Ca?* v celici vplivajo na proces spro$éanja
mediatorjev vnetja iz mastocita in na ta nacin potencirajo ali inhibirajo
vnetni odgovor organizma.
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Sodobni pristopi k izdelavi
frdnih disperzij z izholjSano
biolosko uporahnostjo uéinkovin

Contemporary approaches to solid dispersions
production with improved drug bioavailability

Odon Planinsek

Povzetek: Velik delez novih zdravilnih u¢inkovin je tezko vodotopnih, kar omejuje njihovo absorpcijo. Povecevanije bioloske uporabnosti teh
spojin je eden izmed najvedjih izzivov razvoja sodobnih farmacevtskih oblik. Z razvojem trdnih disperzij lahko pogosto presezemo omejitve
drugih metod povecevanija hitrosti raztapljanja, kot so: tvorba soli, solubilizacija z uporabo sotopil ali zmanjSevanje velikosti delcev in dosezemo
zeleno spro$canje ucinkovine. Po stiku trdne disperzije z vodnim medijem pride do hitre raztopitve pomozne snovi, tezko topna ucinkovina pa
se sprosti v obliki koloidnih delcev z veliko specifiéno povrsino, s imer se povecata njena hitrost raztapljanja in bioloSka uporabnost. Prispevek
obravnava omejitve, ki so v preteklosti preprecevale industrijsko proizvodnjo trdnih disperzij, kamor spadajo predvsem zapleteni postopki
izdelave, slaba ponovljivost fizikalno-kemijskih lastnosti, omejitve povezane z razvojem ustrezne farmacevtske oblike in fizikalna nestabilnost.
Prav tako so opisane tudi tehnologije, ki danes omogoc¢ajo industrijsko proizvodnjo trdnih disperzij, kot so: oblaganje sladkornih jeder v
zvrtinCenih plasteh, iztiskanje talin, neposredno polnjenje zelatinskih kapsul s talinami, uporaba povrsinsko aktivnih snovi in tehnologija s
superkriti¢nimi fluidi.

Kljuéne besede: trdne disperzije, bioloska uporabnost, hitrost raztapljanja

Abstract: Large percentage of new drug compounds are poorly water soluble. Bioavailability increase of these compounds represents one of
the major chalenge in the development of drug formulations. To achieve desired drug release, the development of solid dispersions can
overcome the limitations of approaches such as salt formation, solubilization by cosolvent or particle size reduction. After the solid dispersion
is exposed to aqueous media, the carrier dissolves and the drug is released as fine colloidal particles with large surface area that increases
dissolution rate and bioavailability. Article discusses limitations that dissabled industrial production of solid dispersions in the past which include
laborious methods of preparation, low reproducibility of physicochemical characteristics, difficult dosage form development and low physical
stability. Technologies which today enable industrial production of solid dispersion such as spraying on sugar beads using fluidized bed coating
system, hot-melt extrusion, direct capsule filling, use of surface active carriers and supercritical fluid technology are also described.

Key words: solid dispersions, bioavailability, dissolution rate

II uvod Analiza modificirane Noyes-Whitneyeve enacbe omogoca pregled

Raztapljanje u&inkovine v biologkih medijih je poleg njene nekaterih moznosti za izboljSanje hitrosti raztapljanja (dC/dt) v vodi

permeabilnosti najpomembnejsi parameter, ki vpliva na biolosko  teZko topnih ucinkovin (Enacba 1) (2).
uporabnost. Pove¢amo jo lahko z izdelavo soli, ki pa ni mogoca pri
uporabi nevtralnih ucinkovin. Tudi pri uporabi Sibkih kislin ali baz je ac AD(C:C)

- RN, o . = M
lahko ta metoda neprakti¢na, kadar izboljSanje raztapljanja prepreci at h
pretvorba soli v prvotno obliko kisline oziroma baze. Solubilizacija
ucinkovin v organskih topilih ali v vodnem mediju z uporabo
povrsinsko aktivnih snovi v kombinaciji s sotopili vodi v izdelavo
tekodih formulacij, ki so s stalid¢éa komercializacije izdelka manj  Spojine ob Casu tin h debelina difuzijske plasti v stiku s povrsino
zazelene od trdnih farmacevtskih oblik (1). delca, ki se raztaplja.

A je povrSina, ki je na razpolago za raztapljanje, D difuzijski koeficient
spojine, C, topnost spojine v mediju za raztapljanje, C koncentracija

izr. prof. dr. Odon Planinsek, mag. farm., Katedra za farmacevtsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, ASkeréeva 7, 1000 Ljubljana
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Prva moznost za povecanje hitrosti raztapljanja je povecanje
povrSine, ki je na voljo za raztapljanje. To lahko dosezemo z
zmanj$evanjem velikosti delcev ali z izboljSanjem mocenja snovi, ki se
raztapljia. Uporaba razli¢nih mlinov ali nadzorovane kristalizacije ima
omejitve glede minimalne velikosti delcev, ki jih lahko izdelamo. Poleg
tega je rokovanije s finimi delci v proizvodnji zelo zahtevno. Teoreti¢no
lahko stanj$§amo tudi debelino difuzijske plasti, ¢esar pa prakti¢no,
glede na definirane hidrodinami¢ne pogoje v telesu, ne moremo
dosedi. Bolj smiselno je zagotavljanje ,sink* pogojev, ki pa so odvisni
predvsem od permeabilnosti mukoze, sestave in volumna teko&in v
prebavni cevi. Permeabilnost mukoze lahko povec¢amo z dodatkom
ustreznih pomoznih snovi, ki pa v preteklosti niso dale najboljsih
rezultatov. Aplikacija uc¢inkovine takoj po zauzitju hrane omogocCa
izboljSanje raztapljanja in podaljSanje ¢asa, ki je na voljo za
raztapljanje. Vpliv hrane na raztapljanje lahko napovedujemo s
testiranjem raztapljanja v biorelevantnih medijih (3). Uporaba razli¢nih
formulacijskih pristopov predstavlja verjetno najbolj zanimivo skupino
moznosti za izbolj8anje hitrosti raztapljanja tezko topnih ucinkovin.
Poleg obarjanja razli¢nih kristalnih oblik, tvorbe amorfov ali
psevdopolimorfov, lahko za ta namen izdelujemo tudi trdne disperzije.

[ ] [ X ] [ ] (X ]

2 Definicija trdne disperzije

Trdna disperzija je disperzija ene ali ve¢ aktivnih komponent v
inertnem nosilcu, oziroma ogrodju, ki je v trdnem agregatnem stanju.
Pripravimo jo lahko s taljenjem, raztapljanjem ali kombinacijo obeh
metod. Pri tem lahko pride do Ze omenjene pospeSitve ali do
upocasnitve spro$c¢anja. Med pomozno snovjo (nosilcem) in
ucinkovino lahko pride do razli¢nih interakcij. Nastanejo lahko razli¢ne
strukture, kot so: enostavna evtekti¢na zmes, trdna raztopina, amorfna
raztopina in amorfna suspenzija, amorfni precipitat v/na kristalnem
nosilcu, kompleksna spojina ali kombinacije nastetih struktur (4). Trdne
disperzije sta prva predstavila Sekiguchi in Obi (5). Evtekti¢na zmes v
vodi tezko topne zdravilne ucinkovine sulfatiazola in fizioloSko
inertnega, vodotopnega nosilca secnine, se po peroralni aplikaciji
hitreje absorbira in izlo¢i iz telesa, kot sam sulfatiazol. Strukture in
mehanizmi, ki vplivajo na raztapljanje so bili v Farmacevtskem vestniku
predstavljeni v sklopu metod za povecCevanje topnosti in hitrosti
raztapljanja u¢inkovin opisane leta 2002 (6).

3 Prednosti izdelave trdnih
disperzij

Zaradi povecanja hitrosti raztapljanja pride do povec¢anja hitrosti in
obsega absorpcije zdravilne ucinkovine. Odmerek zdravilne
u¢inkovine lahko zato tudi zmanjSamo. Posledica povelane
absorpcije je lahko tudi zmanjSanje predsistemskega metabolizma.
Tako je povecana hitrost raztapljanja 17--estradiola v ¢revesju vzrok
za nasi¢enje encimskih sistemov, ki so odgovorni za predsistemski
metabolizem (4).

(X ] [ ] [}
4 Omejitve izdelave trdnih
[ ] (1]
disperzij
Uporaba razli¢nih preslabo definiranih metod izdelave, slaba
ponovljivost izdelave, tezave pri izdelavi ustrezne farmaceviske
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oblike, omejitve glede povecCevanja proizvodne serije ter fizikalna in
kemijska nestabilnost so v preteklosti prepreCevale komercializacijo
trdnih disperzij.

4.1 Omejitve povezane z metodo izdelave
Temperature, ki so jih mnogi raziskovalci uporabljali pri izdelavi trdnih
disperzij s taljenjem, so bile v zaCetku razvoja zelo visoke (nad 100°C
pri uporabi kombinacije acetaminofen-urea, ali nad 200°C v primeru
uporabe sladkorjev) (7, 8). Nizjo temperaturo so uporabili za taljenje
nifedipina in PEG 6000 (85°C) (9). Ohlajanije talin so izvajali z uporabo
ledene kopeli, pri Cemer so nekateri uporabili meSanje, drugi ohlajen
zrak ali pa so talino nadzorovano pocasi ohlajali. Disperzije je bilo
treba do ve¢ dni shranjevati pri nizki temperaturi, da je prislo do
strjevanja, ki je omogocilo naknadno drobljenje.

Glavna omejitev uporabe metode raztapljanja za izdelavo trdne
disperzije je neustrezna topnost ucinkovine in pomozne snovi v istem
topilu. Zaradi nizke topnosti ene od komponent je za izdelavo trdne
disperzije potrebno uporabiti velik volumen topila. Tako sta npr. Chiou
in Riegelman (10) 0,5g grizeofulvina in 4,5g PEG 6000 raztapljala v
500 ml etanola. Nekateri avtorji so tezavo reSevali tako, da so uporabili
sotopila, drugi pa tako, da so le ucinkovino raztopili v organskem
topilu in jo v obliki raztopine dodali staljeni pomozni snovi (11).

4.2 Omejitve zaradi neponovljivosti

fizikalno-kemijskih lastnosti
Poleg razlicnih moznosti, ki so na voljo npr. za ohlajanje taline ali
metod suSenja raztopine pri izdelavi trdnih disperzij, tudi mnogi drugi
parametri vplivajo na lastnosti produkta. Sem priStevamo hitrost
segrevanja, maksimalno temperaturo segrevanja, ¢as vzdrzevanja
maksimalne temperature, metodo in hitrost ohlajanja, metodo mletja in
konc¢no velikost delcev. Kristalinicnost komponente v trdni disperziji je
pogosto odvisna od segrevanja do tiste temperature kjer nastane
bistra raztopina ucinkovine in pomozne snovi (11). Nepopolno
raztapljanje komponent v talini, podobno kot njuno razmerje ali velikost
delcev zdrobljene disperzije, vodi v spremembe v raztapljanju (11,12).

Tudi pri izdelavi trdne disperzije z metodo raztapljanja mnogokrat
nastane amorfna oblika ucinkovine. Delez kristalini¢nosti oziroma
amorfnosti je odvisen od razmerja ucinkovina-pomozna snov ter od
mnogih drugih parametrov kot so: narava topila, razmerje u¢inkovina-
topilo ali pomozna snov-topilo, nacin ter hitrost susenja.

4.3 Omejitve povezane z razvojem

farmaceviske oblike
Za ustrezno klini¢no uporabo in komercializacijo zdravila je potrebno
trdno disperzijo vgraditi v kapsulo ali tableto. Pri tem se lahko pojavijo
tezave glede moznosti drobljenja delcev, ki so premehki. Druge
tezave so lepljivost, slabe pretocne lastnosti, nestisljivost,
nekompatibilnost ucinkovine s pomoznimi snovmi in nestabilnost
trdnih disperzij. V literaturi najdemo nekaj opisov relativno neuspesnih
razvojev farmacevtskih oblik, ki vsebujejo trdne disperzije. Ford in
Rubinstein sta staljeno disperzijo indometacina in PEG (talis¢e
disperzije je 100 °C) dodajala zmesi natrijevega $krobnega glikolata
in kalcijevega hidrogehkarbonata v meSalniku pri 70°C ter tako
izdelala granule (13). Te sta nato strjevala en dan pri 25°C, dodala Mg
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stearat in izdelala tablete. Konéne tablete z maso 600 mg so
vsebovale le 25 mg indometacina. Kljub temu, da je bil delez
pomoznih snovi zelo visok, izdelane tablete niso razpadle. Tezave
povezane s slabo razpadnostjo tablet so posledica lastnosti
pomoznih snovi, kot je npr. PEG, ki pri tabletiranju delujejo kot dobra
veziva. Tako se med stiskanjem lahko zmeh¢ajo ali stalijo, napolnijo
pore med delci ter s tem med raztapljanjem preprecijo razpad tablete.
Poleg tega mehanizma lahko med stiskanjem pomozna snov prekrije
delce razgrajevala.

Povecevanje serije pri metodi izdelave trdne disperzije z
raztapljanjem bi zahtevalo velike koli¢ine uporabe in odparevanja
organskih topil. Za znizanje stroSkov proizvodnje bi bilo na ta nacin
izdelano trdno disperzijo smiselno oznaciti kot aktivno farmacevtsko
substanco in proizvodnjo delcev prenesti v tovarno, kjer poteka
sinteza in izolacija ucinkovin (1). Seveda, bi bilo pri tem treba
ugotoviti, ali predpisi omogocajo taksno proizvodnjo zdravil.

4.4 Fizikalno-kemijska nestabilnost trdnih
disperzij

V literaturi je najpogosteje obravnavana fizikalna nestabilnost trdnih
disperzij kristalizacija u¢inkovine in/ali pomoznih snovi. Trdne disperzije,
izdelane z metodo taljenja, veCinoma vsebujejo del ucinkovine, ki je
molekulsko dispergiran, kar je odvisno od topnosti. Drugi del se nahaja
v amorfnem ali kristalnem stanju, kar je odvisno od pogojev izdelave te
disperzije. Ce je uginkovina v obliki molekulske disperzije prenasiena,
ali se nahaja v amorfni obliki, lahko s staranjem kristalizira. Podobno se
lahko dogaja s pomoznimi snovmi. Chiou je ugotovil, da grizeofulvin
kristalizira v disperziji s PEG 6000, kadar je njegova koncentracija nad 5
% medtem, ko pri nizji koncentraciji ostane raztopljen in se s ¢asom ne
spreminja (14). Istemu pojavu sta Ford in Rubinstein pripisala znizanje
hitrosti raztapljanja indometacina iz disperzije s PEG 6000 (15). Poleg
tega sta ugotovila vecje znizanje hitrosti raztapljanja pri viSje
koncentriranih disperzijah. Splo$no lahko re¢emo, da lahko na stabilnost
disperzije, ki vsebujejo amorfne spojine, vplivajo pogoji shranjevanja
(predvsem temperatura in vlaga) in razmerje komponent v trdni
disperziji. Tako predvsem poviSana relativna vlaga (npr. med 60 in 75 %)
povzro€i popolno kristalizacijo u€inkovine v trdni disperziji v relativno
kratkem ¢asu (npr. nekaj tednov) (16).

Pretvorba amorfne v kristalno obliko je najpomembnejSe vprasanje
stabilnosti tudi pri disperzijah, izdelanih z metodo raztapljanja. Tudi tu
vlaga bistveno vpliva na kristalizacijo ucinkovine v trdni disperziji.
Ugotovljeno je, da lahko pri nizji relativni vlagi PVP zadrzi kristalizacijo
uginkovin. Stabilizacija amorfne u¢inkovine v disperziji s PVP naj bi bila
posledica tvorbe vodikovih vezi (17). Poleg izbire ustrezne pomozne
snovi je za stabilizacijo trdne disperzije bistveno tudi njeno razmerje
glede na ucinkovino.

5 Izboljsave, ki omogoéajo
industrijsko proizvodnjo trdnih
disperzij

5.1 Polnjenje kapsul s talinami

Trdne disperzije lahko izdelamo tako, da talino polnimo neposredno v
trdne Zelatinske kapsule in jo ohladimo na sobno temperaturo. V ta

namen lahko uporabimo obstoje¢o opremo za kapsuliranje. V kapsuli
nastane Cep, iz katerega se po stiku s topilom v prebavni cevi
spro$cajo sestavine disperzije. Temperatura polnjenja ne sme preseci
70°C, ker vi$ja temperatura vpliva na lastnosti kapsule. Tehnologija se
najprej ni izkazala, saj so ugotovili, da se uc€inkovina iz disperzije, kljub
zagotovitvi ,sink* pogojev, ne raztaplja bistveno hitreje, kot v Cisti obliki.
Razlog za tak$no obnasanje ucinkovine je hitro raztapljanje pomozne
snovi, ki povzroCi nastanek plasti ucinkovine na povrsini ogrodja trdne
disperzije in prepreci njeno nadaljnje sproscanije. Te teZzave so uspesno
reSevali tako, da so k PEG dodajali povrsinsko aktivne snovi kot so
polisorbat 80, ali fosfatidilholin (18,19). Kljub temu, da spro$¢ena
ucinkovina ostane neraztopliena v mediju za raztapljanje, ko njena
koncentacija preseze topnost, drobne kapljice nastale emulzije ali
disperzije delcev, omogocajo izboljSanje absorpcije.

5.2 Sodobne povriinsko aktivne snovi za

izdelavo trdnih disperzij

Dve pomembni povrsinsko aktivni snovi, ki ju uporabljamo za izdelavo
trdnih disperzij sta Gelucire 44/14 in vitamin E R-alfa-tokoferil
polietilen glikol 1000 sukcinat (TPGS). Gelucire 44/14 je zmes gliceril
in PEG 1500 estrov z dolgimi mas&obnimi kislinami in je oficinalna
spojina v evropski farmakopeji. Vrednost 44 oznacuje temperaturo
talis¢a, vrednost 14 pa hidrofilno-lipofilno ravnotezje (HLB). Vitamin E
TPGS ima HLB vrednost 13 ter tali§¢e 38°C. Za uporabo v trdnih
disperzijah ga meSamo s pomoznimi snovmi, ki zvi$ajo njegovo
temperaturo talis¢a (1).

Raziskave bioloske uporabnosti trdnih disperzij s tovrstnimi spojinami
so dale mnoge vzpodbudne rezultate. Aungst in sodelavci so
poroc¢ali, da se bioloSka uporabnost inhibitorja HIV proteaze z oznako
DMP323 ob zvisanju odmerka s 85 mg na 350 mg zniza z 49,6% na
5,2%, kadar so uporabili PEG kot pomozno snov v trdnih disperzijah.
Pri uporabi disperzij, ki so vsebovale Gelucire 44/14, je bil padec
bioloSke uporabnosti pri istem pove¢anju odmerka mnogo manjsi (z
68,9% na 49,5%) (19). Bioloska uporabnost v vodi tezko topne
ucinkovine z oznako RP69698 pri psih je bila 4,5 krat vecja (27,6% v
primerjavi s 6%), ko so uporabili trdno disperzijo PEG 3350-Labrasol-
polisorbat 80 kot takrat, ko so uporabili vodno suspenzijo, ki je
vsebovala 0,5% metilceluloze (19).

Uporaba povrsinsko aktivnih snovi v trdnih disperzijah je omejena,
kadar je uc¢inkovina v pomozni snovi preslabo topna, saj je volumen
taline disperzije prevelik, da bi ga lahko napolnili v kapsulo. V
takS§nem primeru lahko delce ucinkovine dispergiramo v talini
pomozne snovi, vendar je vprasanje ali se bo na ta nacin bioloSka
uporabnost dovolj povecala (21). Pri temperaturi shranjevanja trdne
disperzije ucinkovina v pomozni snovi ne sme kristalizirati. Kadar je
topnost ucinkovine v staljeni pomozni snovi mnogo vi§ja od
koncentracije, ki jo nameravamo uporabiti v disperziji, lahko
pritakujemo, da do obarjanja pri nizji temperaturi ne bo prislo.
Kristalizacija u¢inkovine iz disperzije z Gelucire 50/13, polisorbatom
80 in polioksil 35 ricinovim oljem je bila razlog za umik zdravila Norvir®
s trzi¢a leta 1998 (22).

5.3 Oblaganje jeder v zvrtinéenih plasteh
Raztopino ucinkovine in pomozne snovi lahko razprSujemo na
povr§ino nevtralnih granul, oziroma sladkorna jedra, ki jih nato
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tabletiramo ali pa oblozimo pelete, ki jih polnimo v kapsule. Zdravilo z
itrakonazolom industrijsko proizvajajo tako, da raztopino ucinkovine in
hidroksipropilmetilceluloze (HPMC) v diklorometanu in etanolu
razprsujejo na sladkorna jedra (23). V Wursterjevi komori nastanejo s
trdno raztopino obloZena jedra, ki v fizioloSkih pogojih omogocajo
nastanek prenasi¢ene raztopine ucinkovine in njeno hitro absorpcijo
iz prebavne cevi. HPMC pri tem deluje predvsem kot inhibitor
kristalizacije ucinkovine. Namesto razprSevanja z organskimi
raztopinami lahko za oblaganje uporabljamo talino disperzije
ucinkovine in pomozne snovi (24).

5.4 Iztiskanje taline

NajpomembnejSa aplikacija iztiskanja v farmaciji je izdelava granul ali
pelet enakih velikosti, oblik in gostote. Proces je sestavljen iz meSanja
zmesi praskov (uc¢inkovine in pomoznih snovi), ki ji dodamo tekocino,
nadaljnjega mesanja in potiskanja skozi matrico oziroma perforirano
plo&¢o, da nastane cilindri¢ni ekstrudat. Druga moznost je iztiskanje
talin, ki je bila v farmaciji prvi¢ uporabljena Ze leta 1971 (25). Prednost
uporabe taline za izdelavo trdne disperzije je predvsem v tehnologiji,
ki ne zahteva uporabe topil zaradi ¢esar ni onesnazevanja okolja, ni
potrebno dokazovati rezidualnih topil v proizvodnji in uporabljati
eksplozivno varne opreme. Naprava za iztiskanje (angl. screw
extruder - vija¢ni ekstrudor) vsebuje vijaéni mesalnik, z enim ali
dvema vijakoma, s tako oblikovano povsino, ki omogo¢a mesanje in
transport snovi vzdolz cevi-ohisja imenovanim polz (Slika 1).

V podroCju zbiralnega lijaka izvajamo polnjenje ekstrudorja, ki mu
sledi meSanje, taljenje in iztiskanje homogene zmesi skozi matrico ter
obdelava ekstrudata. Na lastnosti ekstrudata vplivajo predvsem tok
praskov, strizne sile, ¢as zadrzevanja zmesi v aparatu, tlak in hitrost
ohlajanja. Vecina toplote za taljenje zmesi nastane med trenjem
zmesi, ostalo pa dodamo z elektricnim ali tekoCinskim segrevanjem
pladCa cevi. Znacilnost vijatnega ekstrudorja je tudi kratek Cas
potovanja zmesi od polnjenja do iztiskanja, ki znasa do dve minuti.
Temperaturo lahko natanéno nadziramo med 30 in 250 °C. Zaprt
sistem, ki prepreCuje dostop vlage in kisika omejuje razgradnjo
uc¢inkovine. Sistem, ki poleg ucinkovine in pomoznih snovi vsebuje Se
tekoc€ino, ima pomanjkljivosti glede homogenosti, medtem ko lahko
talina ucinkovine in pomozne snovi obstaja kot enofazen sistem v
Sirokem temperaturnem obmociju (26).

Na stabilnost trdnih disperzij vplivajo predvsem medmolekulske
interakcije med ucinkovino in nosilcem ter viskoznost pomozne snovi
(27). Medtem ko je trdna raztopina stabilna, na stabilnost prenasic¢ene

zhiralni

rezanje

ohlajanje drobljenje

mesanje iztiskanje

mesanje in
talienije

Slika 1: Shema dvovijacnega ekstrudorja.

Figure 1: Scheme of a twin screw extrudor.
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disperzije vpliva temperatura steklastega prehoda. V amorfni
disperziji se molekule do neke mere gibljejo, kar vodi v kristalizacijo
ucinkovine oziroma pomozne snovi (27). Zato so medmolekulske
interakcije med ucinkovino in pomozno snovjo zelo pomemben
mehanizem fizikalnokemijske stabilizacije disperzije.

Rosemberg in sodelavci so z ekstruzijo taline razvili sistem ucinkovine
s pomoznimi snovmi, ki med raztapljanjem tvori delce velikosti 1-3 um,
s Cimer se bistveno poveca hitrost raztapljanja (28). Kot pomozne
snovi so uporabili PVP, vinilpirolidonvinilacetat v kombinaciji z
razliénimi povrSinsko aktivnimi snovmi. Tridesetkratno povecanje
hitrosti raztapljanja 17-estradiola so dosegli Hulsmann in sodelavci z
uporabo PVP in Gelucire 44/14 v disperzijah (29). IzboljSanje
raztapljanja se je ohranilo tudi po izdelavi tablet. Pozitivni u&inki
izdelave trdnih disperzij so se pokazali tudi pri raziskavah na ljudeh.
Testiranja na prostovoljcih so pokazala 2,3 kratno povecanje bioloske
uporabnosti itrakonazola iz trdne disperzije izdelane z ekstruzijo taline
Vv primerjavi z registriranim zdravilom v obliki kapsul (30). Z isto
tehnologijo so uspeli izdelati bioekvivaletno zdravilo z ibuprofenom
glede na registrirane tablete, ki vsebujejo ibuprofenom lizinat (31).

5.5 Tehnologija s superkritiénimi fluidi
Superkriti¢ni fluid se nad kriti¢no temperaturo in tlakom nahaja v obliki
ene faze. Njegove lastnosti so primerne za izdelavo razli¢nih
produktov saj ima gostoto podobno tekocinam, stisljivost podobno
plinom in vecjo difuzivnost od tekocin. Poleg tega se lastnosti kot so
viskoznost, difuzivnost, dielektri¢na konstanta in polarnost odvisno od
tlaka in temperature spreminjajo, kar omogoca izbiro ustreznih
pogojev za posamezno aplikacijo. Tehnologijo uporabljamo za
frakcioniranje polimerov, ¢is¢enje povrsinsko aktivnih spojin in drugih
farmacevtskih surovin, za izvajanje polimerizacij in drugih kemijskih
reakcij ter kristalizacije in obarjanja (32). Najpogosteje v teh procesih
uporabljamo ogljikov dioksid, ki ima relativno nizek kriticni tlak in
temperaturo (31,1°C, 73,8 bar). Poleg tega, da je netoksi¢en, negorljiv
in poceni, ga lahko uporabljamo za obdelavo termolabilnih u€inkovin.
Tehnologija s superkriti¢nimi fluidi omogoc¢a izdelavo majhnih delcev
z veliko specificno povrsino, ki imajo dobre pretocne lastnosti in
majhno vsebnost rezidualnih topil (33).

Prva izmed moznosti za izdelavo trdnih disperzij je metoda hitre
ekspanzije iz superkriti¢ne raztopine (RESS -angl. rapid expansion of
supercritical solution). U¢inkovino in pomozno snov raztopimo v CO,
ter skozi Sobo razpr§imo v ekspanzijsko posodo z nizjim tlakom, da
nastanejo delci disperzije. Omejitev te metode za izdelavo trdnih
disperzij za farmacevtsko uporabo je predvsem nizka topnost
ucinkovin in polimerov v superkriticnem CO, (<0,01 %), zaradi ¢esar
bi bila industrijska proizvodnja vegjih koli¢in produkta neprakti¢na (1).

Pri vecini ostalih metod, ki jih uporabljamo pri izdelavi trdnih disperzij
s superkriticnimi fluidi pride do obarjanja delcev. To pomeni, da v
postopku njihove izdelave uporabljamo organska topila. Superkriti¢ni
fluid pri tehniki GAS uporabimo kot netopilo (angl. gas antisolvent -
plin kot netopilo). Uc&inkovino, pomozno snov ali obe komponenti
hkrati raztopimo v organskem topilu. Raztopini v avtoklavu naknadno
dodajamo superkritiéni fluid, ki povzro¢i obarjanje (Slika 2) (34).
Prednost te metode je prevsem v moznosti uporabe razli¢nih topil. Pri
izdelavi disperzij karbamazepina v kombinaciji s PEG, Gelucire 44/14
oziroma vitamin E TPGS s to metodo, so bili rezultati raztapljanja
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raztopina ucinkovine
in pomozZne snovi
v organskem topilu

Soba
topilo + CO,

oborjeni delci topilo + CO,

Slika 2: Shematski prikaz metode uporabe plina kot netopila.

Figure 2: Scheme of gas anti-solvent method.

predvsem zaradi polimorfne transformacije ucinkovine boljsi, kot pri
izdelavi trdnih disperzij z metodo odparevanja topila (35).

Pri metodi PGSS (angl. precipitation from gas saturated solutions -
obarjanje iz raztopin, nasi¢enih s plinom) u¢inkovino in pomozno snov
stalimo ter talino nasitimo s superkriticnim CO,. Po ekspanziji se
topnost zniza in izginjajoCi plin povzroci, da se staljena zmes razgradi
v drobne kapljice. Adiabati¢na ekspanzija povzoc¢i tudi ohlajanje
(Joule-Thomsonov pojav) in oborijo se delci trdne disperzije. Delci, ki
nastanejo so majhni z enakomerno porazdelitvijo velikosti tako, da
naknadno mletje ni potrebno. Prednost tehnike je tudi odsotnost
organskih topil. PGSS proces so uspesSno uporabili pri izdelavi
disperzij nifedipina, felodipina in fenofibrata v kombinaciji s PEG
8000. Raztapljanje u€inkovine iz disperzij je bilo v vseh primerih boljSe
kot v primeru raztapljanja mikronizirane ucinkovine (36,37).

Tehnika SEDS (angl. solution enhanced dispersion by supercritical
fluids - sprememba raztopine v disperzijo s superkriti¢nimi fluidi) je
podobna GAS tehniki. Omogoc¢a obarjanje delcev z uporabo
koaksialne Sobe, skozi katero hkrati razpr8ujemo raztopino ucinkovine
in pomoznih snovi ter superkritiéni fluid. Slednji zacne pronicati v
kapljice raztopine, raztapljati organsko topilo, v katerem se prenasitita
ucinkovina in pomozna snov kar povzroci kristalizacijo in nastanek
delcev. Z uporabo te tehnike je med modelno ucinkovino in Eudragit-
om E100 nastala trdna raztopina (38). Prav tako so trdne raztopine
nastale pri uporabi ve¢ modelnih ucinkovin ter hidroksipropilceluloze,
etilceluloze in polivinilpirolidona (39).

Se ena metoda za izdelavo trdnih disperzij obsega impregnacijo
polimernega ogrodja z ucinkovino, raztoplieno v superktiticnem
fluidu. Uginkovina mora biti dobro topna v superkriticnem fluidu. S to
raztopino nato impregniramo polimer, ki nabrekne in absorbira
ucinkovino (40). Nastane lahko trdna raztopina ali amorfna trdna
disperzija. Z opisano metodo so izdelali amorfno trdno disperzijo
ibuprofena in PVP (41).

5.6 Ostale novejse tehnike

Granuliranje s talinami je ena izmed enostavnej$§ih metod za
reSevanje tezav povezanih z veliko kohezivnostjo mikroniziranih
delcev ucinkovine, ki onemogocajo njihovo enakomerno dispergiranje
v zmesi za direktno tabletiranje. Mikronizirane delce ucinkovine lahko
dispergiramo v talini veziva in jo po kapljicah dodajamo ostalim
pomoznim snovem v hitrovrte¢em mesalniku, v katerem vzdrzujemo

povisano temperaturo, dokler ne nastanejo granule. Po ohladitvi
izdelane granule omogoc¢ajo izbolj$ano raztapljanje u¢inkovine zaradi
povecane specificne povrsine. Podobne rezultate lahko dosezemo s
taljenjem veziva v zmesi z ostalimi komponentami (z u¢inkovino in
polnilom), ki tvorijo granule v hitrovrteem mesalniku. Seo in sodelavci
S0 na opisane nacine izboljsali raztapljanje diazepama iz granul, ki so
kot veziva vsebovale PEG 3000 ali Gelucire 50/13 (42). Vzpodbudne
rezultate raztapljanja so dobili tudi Perissutti in sodelavci z izdelavo
granul ibuprofena z vezivom poloksamer 188 (43) ter Passerini s
sodelavci z izdelavo granul prazikvantela s PEG 4000 oziroma s
poloksamerom 188 (44).

Pomemben korak izdelave delcev trdne disperzije s taljenjem je hitra
ohladitev taline, ki jo lahko dosezemo z uporabo tehnike razpr$evanja
s strjevanjem. V aparatu, ki ga najpogosteje uporabljamo za suSenje
z razprSevanjem vodnih in organskih disperzij, razprSujemo talino
ucinkovine in pomoznih snovi skozi $obo, kjer nastanejo kapljice. Te

1-5oba za razprievanje

2-ohlajanje zraka

3-obmocije ohlajanja kapljic taline
4-ciklon za loéevanje delcev iz zraka
5-filter za odstranjevanje majhnih delcev
B-turbina za generiranje zracnega toka

Slika 3: Shema aparata izdelavo delcev z razprSevanjem s
strjevanjem.

Figure 3: Scheme of an apparatus for particles formation with spray
congealing.

—— 100 um

Slika 4: Mikrodelci trdne disperzije ucinkovine in Gelucire 44/14
izdelane z metodo razprsevanja s strievanjem na Fakulteti
za farmacijo v Ljubljani.

Figure 4: Solid dispersion microparicles prepared with a drug and
Gelucire 44/14 using spray congealing at the Faculty of
pharmacy in Ljubljana.
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se med letom sre¢ajo z ohlajenim zrakom in strdijo, padejo na dno
posode, ali pa s tokom zraka potujejo v ciklon, kjer se locijo od zraka
in zberejo v posodi (Slika 3). Nastanejo sferi¢ni delci trdne disperzije
ucinkovine in pomoznih snovi (Slika 4). Passerini in sodelavci so z
uporabo te metode izdelali trdne disperzije prazikvantela oziroma
karbamazepina in Gelucire 51/13 (44, 45) z izbolj$anim raztapljanjem
ucinkovine glede na fizikalne zmesi istih komponent. lli in sodelavci
so ugotovili, da je raztapljanje glimepirida hitrej$e ob uporabi Gelucire
50/13, kot ob uporabi PEG 6000 in poloxamera 188. V vseh primerih
je bilo raztapljanje ucinkovine iz tak$nih sistemov bistveno hitrejSe kot
raztapljanje same ucinkovine (46).

Evaporacijsko obarjanje v vodno raztopino (EPAS-angl. Evaporative
Precipitation into Aqueous Solution) je nova metoda izdelave trdnih
disperzij. Pri postopku pride do hitre fazne separacije, pri ¢emer
nastanejo nanodelci in mikrodelci v vodi tezko topne ucinkovine.
Uc€inkovino najprej raztopimo v organskem topilu z nizkim vrelis¢em,
jo nato vodimo skozi §obo pri temperaturi vi§ji od vreli§¢a topila in
razprsujemo v segreto vodno raztopino. Hitro odparevanje drobnih
kapljic povzro€i prenasicenje in hitro nukleacijo, zaradi Cesar je velika
verjetnost, da bodo namesto kristalnih nastali amorfni delci. V
organsko topilo, vodo ali obe dodamo povrSinsko aktivno snov, ki
omogoca optimiranje tvorbe delcev in njihovo stabilizacijo. Pri izdelavi
delcev je Soba potopljena v vodno raztopino kar zagotavlja hiter stik
delcev ucinkovine s hidrofilno povrsinsko aktivno snovjo, ki prepreci
kristalizacijo in rast delcev ter vpliva na izboljSanje raztapljanja
posusenih delcev. Stabilno vodno suspenzijo delcev lako posusimo z
razpréevanjem pri povi§ani temperaturi ali z liofilizacijo. Na ta na¢in so
izdelali nano in mikrodelce ciklosporina, ki so ga raztopili v kloroformu
in obarjali v vodni raztopini razli¢nih povrSinsko aktivnih snovi
(fosfatidilholin, Tween, Mryj in Brij) oziroma polimerov (PEG, PVP)
(47). Pri opisani metodi pride do oblaganja delcev uginkovine s
stabilizatorjem, ki se porazdeljuje na medfazi ucinkovina-voda tako,
da se hidrofilni del molekule orientira proti vodi. Po osusitvi je povrsina
delcev hidrofilna, kar bistveno pripomore k izboljanju raztapljanja.
Delez pomoznih snovi je v tem primeru mnogo manjsi kot pri vecini
ostalih metod za izdelavo trdnih disperzij, zaradi Cesar so primerni
tudi za parenteralno aplikacijo.

Prielektrostatski metodi z vrtenjem (angl. Electrostatic Spinning
Method) kombiniramo metode za izdelavo trdne raztopine/disperzije
in nanotehnologijo. Raztopino ucinkovine in polimera ¢rpamo skozi
cev, v kateri jo izpostavimo elektri¢ni napetosti med 5 in 30 kV. Ko
elektricne sile presezejo medfazno napetost med raztopino
uc¢inkovine, pomozne snovi in zrakom, nastanejo vlakna s premerom
v nanometrskem ali mikrometrskem obmocju. Njihov premer je
odvisen od medfazne napetosti, dielektricne konstante, hitrosti
pretoka raztopine in velikosti elektricne napetosti (48). Po odparitvi
topila vlakna zberemo na situ. Proces je omejen z nizkim Stevilom
uporabnih pomoznih snovi, ki so sposobne tvoriti nitke. Na
farmacevtskem podrocju so ga preverili s pretvorbo itrakonazola in
HPMC v nanovlakna, ki so vsebovala amorfno nanodisperzijo
uc¢inkovine v polimernem ogrodju (49). U¢inkovina se je iz vlaken hitro
popolnoma sprostila, medtem ko je bilo spro$¢anje ucinkovine iz
fizikalnih zmesi z isto sestavo minimalno (1-3 %).

Elegantna metoda izdelave trdnih disperzij je segrevanje fizikalne
zmesi u¢inkovine in pomozne snovi z uporabo mikrovalov, ki jih snovi
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absorbirajo in pretvorijo v toplotno energijo. Z izdelavo trdnih disperzij
karvedilola in b-ciklodekstrina so na ta nacin izdelali kompleks s
stehiometrijskim razmerjem 1:2 in izboljSano navidezno vodotopnostjo
glede na ¢isto ucinkovino (50). Moneghini in sodelavci so izdelali
trdne disperzije ibuprofena z B-ciklodekstrinom oziroma PVP/VA
(kopolimer polivinilpirolidona in vinilacetata) (51). V obeh primerih je
prislo do znizanja kristalini¢nosti u¢inkovine oziroma do njene skoraj
popolne amorfizacije, hitrost raztapljanja pa se je glede na
raztapljanje uc¢inkovine iz fizikalnih zmesi bistveno izboljSala.

Trdne disperzije lahko z metodo odparevanja topila izdelamo tudi
tako, da ostane pomozna snov neraztopljena, ucinkovina pa se obori
v porah oziroma adsorbira na povrSini delcev. Takeuchi in sodelavci
so izdelali disperzije z raztapljanjem tolbutamida in suspedniranjem
SiO, v etanolu (52). Vzorce so susili z razpréevanjem ali z
odparevanjem topila pri znizanem tlaku. Ucinkovina se je v
disperzijah oborila v pretezno amorfni obliki. Raztapljanje tolbutamida
je bilo pri uporabi hidrofilnega SiO, (neporozni Aerosil 200 in porozna
Sylisia 350) glede na ¢Cisto u¢inkovino bistveno izbolj§ano. Izbolj$anje
raztaplianja so pripisali boljSemu mocenju, vecji disperzibilnosti
delcev v mediju za raztapljanje, zmanjSanju velikosti delcev in
znizanju kristalini¢nosti ucinkovine. Tako izdelane disperzije imajo
dobre preto¢ne lastnosti in stisljivost, tako da je izdelava tablet mnogo
enostavnejSa kot pri trdnih disperzijah, ki so izdelane s taljenjem.
Uporabimo lahko relativno majhen delez polnila in razgrajevala in
izdelamo tablete, iz katerih se u¢inkovina zelo hitro popolnoma sprosti
(53).

6 Zakljuéek

Trdne disperzije lahko oblikujemo v farmacevtsko obliko s hitrim ali
upocasnjenim spros¢anjem ze v zgodnji fazi razvoja zdravila z
uporabo relativno majhnih koli¢in uc€inkovine, kar je velika prednost
pred ostalimi metodami, s katerimi Zzelimo zagotoviti ¢im vi§jo bioloSko
uporabnost. Kljub intenzivnim raziskavam, ki trajajo ze desetletja, je
razvoj pomoznih snovi in tehnologij za izdelavo trdnih disperzij Sele v
zadnjem obdobju omogocil prihod tovrstnih zdravil na trzisCe.
Nekatera med njimi kot sta Norvir® in Rezulin® je bilo treba zaradi
nestabilnosti in pojava nezelenih stranskih u¢inkov umaknti s trzis¢a,
druga pa se danes zaradi nove dodane vrednosti, uspesno prodajajo.
Uspesno razvita zdravila izdelana z ekstruzijo talin za peroralno
aplikacijo, ki jih danes najdemo na trgu, vsebujejo disperzijo
grizeofulvina in polietilenglikola, nabilona in PVP, troglitazona in PVP.
Obstajajo tudi registrirane oblike, izdelane z ekstruzijo taline za
subkutano aplikacijo in nadzorovano spros$¢anje, ki vsebujejo
goserelin ali buserelin v kombinaciji z PLGA (poli(laktid-ko-glikolid)).
Dve kontracepcijski zdravili vsebujeta polietilen vinilacetat kopolimer
za nadzorovano spro$canje progestina in estrogena iz rezervoarja
(ogrodja), ki ga apliciramo subkutano oziroma vaginalno.

Z izdelavo trdnih disperzij zelimo najpogosteje povecati hitrost
raztapljanja in doseli prenasi¢eno koncentracijo raztopliene
ucinovine na mestu absorpcije. Njihov razvoj je intenziven, ker lahko
izdelamo farmacevtske oblike za razli¢ne aplikacije, vkluéujo¢ najbolj
zazelene, tablete. Pricakujemo lahko, da se bo Stevilo registriranih
zdravil, ki vsebujejo trdne disperzije, v prihodnosti hitro povecevalo.
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Farmakoterapija parodontalnih bolezni

Farmakoterapija parodontalnih
bolezni

Pharmacotherapy of periodontal diseases

Sasa Obermajer

Povzetek: Za odstranjevanje zobnih oblog in zdravljenje gingivitisa so bolnikom na voljo Stevilni izdelki. Njihov cilj je zmanjSanje vnetja dlesni in
s tem prepreciti razvoj destruktivne parodontalne bolezni. Proizvodi so primarno v obliki zobnih past ali ustnih vod, ki vsebujejo aktivne u¢inkovine
klorheksidin, triklosan, kositrov fluorid, kombinacijo eteri¢nih olj, antimikrobnih u¢inkovin in antibakterijskih peptidov. Primerna sestava zobnih past
in ustnih vod je izrednega pomena za ohranitev bioloSke razpolozljivosti u¢inkovin in v nekaterih primerih za izboljSanje njihovih trajnosti. Novi
lokalni dostavni sistemi, kot tudi genska terapija, nudijo moznosti izbolj$anja terapije in hkrati preventive parodontalne bolezni. Sledeci sistemati¢ni
pregled farmakoterapevtskih u¢inkovin predlaga za optimalno zdravje dlesni uporabo pripravkov za odstranjevanije plaka in zdravljenje gingivitisa
kot dodatek bolnikovim oralnim higienskim navadam .

Kljuéne besede: periodontitis, gingivitis, klorheksidin, triklosan, antimikrobne ucinkovine, kovinski ioni, antibakterijski peptidi

Abstract: Multiple antigingivitis and antiplaque products are available for patients. The goal of antiplaque, antigingivitis agents is to decrease
gingival inflammation so that destructive periodontal disease will not develop. These products are primarily in the form of a dentifrice or a
mouthrinse, and the active agents involved include chlorhexidine, triclosan, stannous fluoride, a combination of essential oils, antimicrobial agents
and antibacterial peptides. The proper formulation of these active agents into dentifrices and/or mouthrinses is extremely important to maintain
the bioavailability of the agents and, in some cases, to improve their substantivity. New local delivery systems as well as gene therapy will improve
therapy as well as prevention of this prevalent disease. This systematic review suggests that for optimum gingival health, adults should add an
antiplaque, antigingivitis agent to their oral hygiene regimen.

Keywords: periodontitis, gingivitis, chlorhexidine, triclosan, antimicrobials, metal ions, antibacterial peptides

bolezni. Gre za vnetje gingive (dlesni), ki se klini€no kaze z znaki kot
so rdecica gingive, edem, krvavenje in povec¢an tok tekocine v
gingivalnih zepih (4). Nezdravljen gingivitis lahko napreduje v
parodontitis. Parodontitis je poleg vnetja gingive tudi vnetje vezivnega
tkiva, parodontalnega ligamenta in kosti. Histopatologija lezije pri
parodontitisu je sicer v mnogih pogledih podobna nastanku lezije pri
gingivitisu, vendar s€asoma prevlada izguba parodontalnega tkiva z
izgubo kosti ter nastanek parodontalnih Zepkov (4,5). Parodontitis se
tako klini¢no razlikuje od gingivitisa, pride namre¢ do izgube podpornih
tkiv zoba, zaradi ¢esar postane zob majav in v kon¢ni fazi izpade (4).
Obe bolezni se klasificira glede na etiologijo, klinicno sliko ali
spremljajo¢e dejavnike, ki bolezen poslabsajo (5). Med parodontalnimi
in sistemskimi boleznimi obstaja povezava (1).

1 Uvod

Bolezni obzobnih tkiv, tako gingivitis kot parodontitis, so resne
infekcijske bolezni, ki, kadar ostanejo nezdravljene, vodijo v izgubo
zob. Parodontalne bolezni se pojavljajo tako pri odraslih kot tudi pri
otrocih in najstnikih. Gingivitis prizadane ve¢ kot 70 % otrok starejsih od
7 let (1) in ve& kot 75 % odraslih ter se pri nekaterih odraslih
populacijah priblizuje celo 100 % (2). Resni generaliziran parodontitis
prizadene od 5 do 15 % populacije, medtem ko zmerne oblike
parodontitisa prizadanejo vec¢ino prebivalstva (3). Pomembna je
preventiva, zgodnje diagnosticiranje in zgodnje zdravljenje
parodontalnih bolezni.

Namen ¢lanka je aktualen sistemati¢en pregled farmakoterapije pri

zdravljenju parodontalnih bolezni. Sprejeta klasifikacija parodontalnih bolezni:

1. gingivalne bolezni zaradi zobnih oblog (sem spadajo razli¢ni
gingivitisi),

2 Razdelitev parodontalnih
bolezni

Gingivitis in parodontitis sta dve glavni obliki infekcijskih bolezni, ki
prizadaneta parodoncij. Gingivitis je najmilej$a oblika parodontalne

2. kroni¢ni parodontitis,

3. agresivni parodontitis,

4. parodontitis kot manifestacija sistemskih bolezni in nekrotizirajo¢e
parodontalne bolezni (4).

Sasa Obermajer, dr. dent. med., Stomatoestetika Kuli§, Koren¢anova 34, 1000 Ljubljana
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Slika 1: Prikaz videza zdravega zoba in obzobnega tkiva.

Figure 1: Shematic representation of healthy tooth and periodontal
tissue.

3 Vzroki za nastanek
parodontalnih bolezni

Gingivitis je pogosto posledica neprimerne ustne higiene. Razvoj
gingivitisa potrebuje prisotnost zobnih oblog in bakterij, ki direktno in
indirektno izzovejo patoloSske spremembe v tkivu. Skoraj vse
parodontalne bolezni so povezane z mikroorganizmi oziroma so le ti
njihovi povzrocitelji (4). Prekomerna rast biofilma, ponavadi zaradi

nerednega Cis€enja, je povezana z razvojem parodontalnih bolezni. (6).

Pomembno pa je poudariti, da imajo na parodontalno bolezen mocan

vpliv naslednji dejavniki:

e kajenje,

e genetika (do 30% populacije je gensko dovzetnih za razvoj
parodontalne bolezni, kar pomeni, da navkljub dobri ustni higieni z
vedjo verjetnostjo razvijejo parodontalno bolezen),

e nosecnost, puberteta, menopavza (kot posledica hormonskih
sprememb so dlesni bolj ob&utljive na prisotnost zobnih oblog, hkrati
pa obstaja tudi obratna povezava parodontalne bolezni na
nosecnost; nosece zenske s parodontalno boleznijo so bolj dovzetne
za prezgodnji porod in nedono$enost novorojenékov),

e stres oz. imunski status organizma,

e zdravila.

Med zdravili je potrebno posebej poudariti u¢inkovine fenitoin, natrijev
valproat, ciklosporin A in blokatorje kalcijevih kanalov (npr. nifedipin),
ki povzrocajo hiperplazijo dlesni bodisi neodvisno ali v odgovor na
prisotnost zobnih oblog. Tipi¢ni znaki so sprememba oblike in velikosti
papile, lahko pa se poveca tudi preostala obzobna ter prirasla dlesen.

Na stanje povecane obcutljivosti parodontalnih tkiv v odgovor na zobne
obloge vplivajo tudi peroralni kontraceptivi in antidepresivi.

V SirSem smislu pa na zdravje dlesni vplivajo tudi azatioprin,

protirakave ucinkovine in metotrexat, ki posredno povzrocajo atrofijo,

eritrem ter ulceracije (7).

e stiskanje in Skrtanje z zobmi (bruksizem) ter okluzijska travma,

e sladkorna bolezen (pri sladkorni bolezni je prav tako opazna
navzkrizna povezava, in sicer je pri bolnikih s parodontalno boleznijo
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sama sladkorna bolezen tezje obvladljiva zaradi vpliva parodontalne
infekcije na zmoznost proizvodnje ter porabe inzulina),

e neustrezna prehrana,

e druge sistemske bolezni.

4 Zdravljenje parodontalnih
bolezni

Gingivitis je reverzibilna bolezen. Osnovna terapija pri ljudeh s
kroni¢nim gingivitisom je zmanjSanje Stevila ustnih bakterij in z njimi
povezanih kalcificiranih in nekalcificiranih sedimentov. Terapevtski cilj
odstranjevanja zobnega kamna in zobnih oblog ter lus€enja in glajenja
korenine zoba je zmanjSanje Stevila supra- in subgingivalnih bakterij
pod nivo, ki je sposoben povzrociti kliniéno vnetje dlesni.

Parodontitis je pogojno reverzibilna bolezen. Terapevtsko zdravljenje
razdelimo v tri glavne skupine: anti-infekcijsko zdravljenje oz.
nekirurdko terapijo, resektivno kirur§ko zdravljenje in regenerativno
kirurSko zdravljenje. Anti-infekcijsko zdravljenje odstrani etioloske
dejavnike z odstranjevanjem zobnih oblog in zobnega kamna, supra-
in subgingivalno z lus€enjem in glajenjem korenine. Med najpogosteje
izvajanimi resektivnimi  Kkirur§kimi parodontalnimi terapijami so
gingivektomije, reZenjske operacije (zmanjSevanje globine
parodontalnih Zepov) z ali brez postopkov za podaljSanje klini¢ne
krone ter mehkotkivni presadki. Regenerativha terapija zajema
regeneracijo ali rekonstrukcijo izgubljenega parodontalnega tkiva (5).
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Slika 2: Shematicni prikaz razvoja parodontalne bolezni.

Figure 2: Shematic representation of periodontal disease development.



Farmakoterapija parodontalnih bolezni

4.1 Farmakoterapija parodontalnih

bolezni

Proces nastanka zobnih oblog se lahko spremeni oz. zavre na ve¢
ravneh Se predno masa in kompleksnost zobnih oblog dosezeta nivo,
ki prepreCuje zdravje dlesni. Farmakoterapija lahko tako ucinkuje na
kvaliteto in kvantiteto plaka, odvisno od napredovalosti bolezni.
Pomembno je poudariti, da so bakterije v biofilmih bolj rezistentne na
delovanje protimikrobnih agensov kot prostozivecCe. Tako morajo biti
farmakoterapevtiki uc¢inkoviti predvsem proti zobnim oblogam, ne samo
proti samim bakterijam sline.

Glede na mehanizem delovanja lo¢imo antiadhezivne dejavnike, ki
ucinkujejo na za¢etno adhezijo primarnih bakterij, ki ustvarjajo zobne
obloge (delmopinol), antimikrobne dejavnike, ki imajo bakteriostati¢ni
ali baktericidni u¢inek, in dejavnike, ki zmanjsujejo koli¢ino nastalih
oblog (hipoklorit, proteaze, dekstranaze, mutanaze). Glede na
farmacevtsko-kemijsko klasifikacijo so to antibiotiki, encimi,
bisbigvanidni antiseptiki (klorheksidin, aleksidin, oktenidin), kvartarne
amonijeve spojine (benzalkonijev klorid, cetilpiridinijev klorid), fenoli
(triklosan) in oljne esence, naravni proizvodi (zeli$¢a in rastline), fluoridi,
kovinske soli, oksidanti (peroksiborat), detergenti (natrijev-lavril-sulfat),
aminoalkoholi (oktopenol, delmopinol), natrijev klorid ter drugi
antiseptiki (povidon jod, heksetidin).

Da je lahko farmakoterapevtska ucinkovina pri  zdravljenju
parodontalne bolezni u¢inkovita, mora zadostovati petim pogojem:
inhibira ali zatre ustreznega patogena, dosec€i mora ustrezno mesto
delovanja, imeti mora ustrezno koncentracijo, delovati mora dovolj
dolgo in ne sme povzrocati poskodb.

Farmakoterapija pri zdravljenju parodontitisa je lahko sistemska ali
lokalna.

Lokalno ucinkovine apliciramo v obliki zobne paste, ustne vode,
sprejev, izpiralcev, premazov ali zvecilnih gum.

4.1.1 Antiseptiki

Antiseptiki obsegajo Siroko podrocje kemijskih kategorij, od alkoholov
(etil alcohol, isopropy! alcohol), amidinov in gvanidov (klorheksidin),
halogenov (triklosan), Zzivosrebrovih spojin (nitromersol), fenolov
(eugenol, triklosan, timol), kvaternarnih amonijevih spojin (citilpiridinijev
klorid), kovin (cinkov citrate), barvil do drugih (heksetidin, ocetna
kislina). Razli¢ni mehanizmi delovanja antiseptikov potekajo preko
inaktivacije encimov, spremembe normalne permeabilnosti bakterijske
celicne membrane, denaturacije proteinov, helacije in interkalacije v
DNA. Idealni antiseptik mora imeti dolo¢ene fizikalne, estetske (brez
vonja, ne povzro¢a zabarvanja, bolecin...) in u¢inkovitostne (visoka
germicidna aktivnost, Sirok spekter aktivnosti, dolgotrajna u¢inkovitost)
lastnosti. Hkrati pa je potrebno poudariti, da idealnega antiseptika Se
niso odkrili.

Minimalna inhibitorna koncentracija antiseptika mora doseci bakterije
na vseh izpostavljenih ustnih predelih. Dve podrogji, gingivalni Zzep in
interproksimalno podroc¢je med zobmi, pomembna pri patogenezi
parodontalne bolezni, pa s spiranjem z ustnimi vodami ne moremo
doseci. Tovrstne tezave lahko presezemo z uporabo lokalnih dostavnih

sistemov (8) ter hkratnim mehanskim ¢is¢enjem.

Ceprav so preutili Ze stotine uginkovin in preparatov, e vedno ni
idealnega antiseptika (9). Za klorheksidin bi lahko rekli, da je nekaksen
referencni standard (9), saj se z njim primerjajo in ocenjujejo Stevilni
antiseptiki.

4.1.1.1 Klorheksidin (1, 1-Heksametilen bis(5-(p-klorofenil)bisgvanid)

Klorheksidin je antiseptik, ¢lan skupine bisgvanidov, in je e vedno
referencni standard (zlati standard), s katerim se ocenjuje in primerja
Stevilne druge oralne antiseptike; namre¢ klorheksidin §e vedno velja
za najucinkovitejSe protimikrobno sredstvo pri peroralni uporabi.

N HOHONL
HN H H 'NH
Cl Cl

Slika 3: Kemijska struktura klorheksidina.

Figure 3: Chemical structure of clorhexidine.

Klorheksidin ima baktericidni in bakteriostati¢ni u¢inek na Gram (+) in
Gram (-) bakterije (vpliva na membransko prepustnost bakterij, pri vi§jih
koncentracijah pa povzroc¢a tudi koagulacijo citoplazme).

Najdemo ga v ve¢ kot 100 razli¢nih proizvodih kot edino aktivno
uCinkovino ali v kombinaciji z drugimi ucinkovinami. V Evropi se
obi¢ajno uporablja koncentracija 0,2 %, v Zdruzenih drzavah Amerike
pa 0,12 % (9).

Uporablja se v obliki ustne vode, gelov, sprejev in premazov v
koncentracijah 0,03-2%. Klorheksidin se v zobnih pastah redkeje
uporablja zaradi anionske narave detergentov zobnih past, ki ga
deaktivirajo. Indikacije za uporabo so: perioperativna uporaba (pred
ali po operativnim posegom), v sklopu parodontalne terapije (gingivitis,
parodontitis, nekrotizirajo¢i  ulcerativni  gingivitis/parodontitis),
preventiva kariesa, ustni zadah, suha usta, kot dodatek ustni higieni in
profesionalni profilaksi ter pri hendikepiranih osebah.

Uporaba klorheksidin ustne vode (0,1 do 0,2 %) dva- do trikrat dnevno
je u€inkovita pri zmanj$anju oblog in gingivitisu. U¢inkovitost je vecja
kot pri ostalih ustnih vodah (10,11,12).

Klorheksidinske ustne vode naj bi se glede na izsledke posameznih
Studij uporabljale najprej 30 minut po zobnem $¢etkanju oz. po uporabi
zobnih past, saj le te vsebujejo snovi, ki lahko inaktivirajo klorheksidin
(13,14,15).

Ob oralni uporabi ima Stevilne stranske ucinke: rjavo zabarvanje zob,
zobnih materialov in jezika, motnje okusa, erozije ustne sluznice ter
otekanje parotidne Zleze. Rjavo zabarvanje zob naj bi pravzaprav
povzro€ali prehodni elementi in zveplo, in sicer naj bi klorheksidin
povecal akumuliranje zveplo-vsebujoCih komponent zobnih oblog, ki
nadalje interagirajo z zelezom ter tako povzrocijo zabarvanje oblog
(zabarvanije je tisti stranski ucinek, ki preprec¢i dolgoro¢no uporabo
klorheksidina v preventivne namene).
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Omenimo lahko Se sinergisticno delovanje klorheksidina in bakra, ki
omogoca 10- do 100 krat vec€je zmanjSanje Stevila zivih celic kot pa ga
daje sam klorheksidin.

Ena od oblik oralne aplikacije klorheksidina je klorheksidinski Cip.
Klorheksidinski ¢ip je majhen biorazgradljiv film hidrolizirane Zelatine,
v kateri je vgrajeno 2,5 mg klorheksidinijevega glukonata. Cip ima
obliko nohta (5 x 4 mm) in je debel 0,35 mm. Prednosti uporabe sta
biologka razgradljivost in enostavna aplikacija. Cip je samoretencijski
ter dostavlja ucinkovino v koncentraciji 125 g/ml vsaj 7 dni (16). Pri tej
koncentraciji klorheksidin unic¢i 99% subgingivalne mikroflore (17).
Studije z uporabo klorheksidinskega &ipa so pokazale, da zadrzano
spro$canje klorheksidina iz etil-celuloznih pocasi-spro$cujocinh
dostavnih sistemov uc¢inkovito zmanjsuje Stevilo bakterij v zepih vsaj
17 tednov (18,19). Klorheksidinski ¢ip, uporabljen kot adjunktivna
terapija lus¢enju in glajenju korenin, poveca u¢inek mehanske terapije
ter znatno zmanj8a globino sondiranja gingivalnih zepov, krvavitev
dlesni. in izbolj$a nivo gingivalnega prirastis¢a (20,21). Tekom
zdravljenja naj bi se bolnik izogibal $Cetkanju zdravljenih zob.
Priporocljiva pa je uporaba klorheksidinske ustne vode dvakrat dnevno,
dva tedna. Za najbolj u¢inkovito uporabo Cipa se je izkazala terapija
zepov 5mm ali ve¢ vsake 3 mesece (zmanjsanje globine sondiranja in
Stevila Zepov dlesni nad 5mm ali veg).

4.1.1.2 Triklosan (5-kloro-2-(2,4-diklorofenoksi) fenol)

Triklosan, kloriran bisfenol, je najbolj pogosto uporabliena
protimikrobna ucinkovina v peroralnih proizvodih. U¢inkovit je proti
glivicam, Gram (+) in vecini Gram (-) bakterij ter ima omejeno
ucinkovitost proti Pseudomonas spp. Triklosan ni tako ucinkovit
antiseptik kot klorheksidin, vendar pa kaze tako protimikrobno kot
protivnetno delovanje (inhibira Stevilne pomembne mediatorje vnetja
dlesni) (22,23). Njegovo delovanje se izboljSa z izboljSanjem same
oralne retencije triklosana, z uporabo kopolimerov ali v kombinaciji z
drugimi komplementarnimi protimikrobnimi u€inkovinami.

V kombinaciji s kopolimerom PVM/MA (polivinilmetileter maleinske
kisline) je antimikrobna ucinkovitost triklosana povecana, saj naj bi bil
povecan privzem triklosana na sklenino in epitelijske celice (24).
Triklosan v kombinaciji s PYM/MA znag&ilno zmanj$a zobne obloge in
gingivitis v primerjavi s placebom (25,26,27). V kombinaciji s
silikonskim oljem triklosan znacilno zmanj$a krvavenje ob sondiranju v
primerjavi s samim triklosanom, saj se silikonsko olje adsorbira na trdne
povrSine zob zaradi nizke povrsinske napetosti (28). Triklosan in ionski
detergent natrijev laurilsulfat v ustni vodi znacilno zmanj$ata nastanek
zobnih oblog (29). Sicer tudi ustna voda z 1,5% natrijevim laurilsulfatom
zmanj$a nastanek zobnih oblog, vendar je prednostno dodajanje
triklosana, saj varuje pred tkivnimi poskodbami, ki jih povzro¢a natrijev
laurilsulfat (30). Kombinacija triklosana in cinkovega citrata zmanjSuje
nastanek plaka in tako pripomore pri ohranjanju zdravja dlesni (31).
Triklosan in cinkov citrat imata skupaj komplementarni in aditivni
protibakterijski u¢inek ter zavirata tvorbo zobnih oblog (zmanjsujeta
rast bakterij, inhibirata metabolizem in prevzem glukoze pri bakterijah
ter zmanjSujeta ekspresijo virulenénih dejavnikov bakterij — proteaze)
(32).

Kombinacija triklosana in cinkovega citrata daje boljSe lastnosti v
primerjavi s triklosan-kopolimerom v smislu dostave in retencije
triklosana na oralnih povrsinah in na zobnih oblogah (33).
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V primerjalni Studiji so ugotovili, da je triklosan slabse ucinkovit v
primerjavi s klorheksidinom ali s cetilpiridinijevim kloridom. Triklosan
pri 0,1% daje omejeno inhibicijo plaka in je manj ucinkovit kot 0,01%
klorheksidin. Vse testirane spojine so bile sicer ucinkovitejSe od
kontrole, vendar pri triklosanu ta razlika ni bila vedno statisticno
znacilna (34).

Pozitivna lastnost uporabe triklosana je varnost ter malo nezeljenih
stranskih u¢inkov, med katerimi je napogostejsi kontaktni dermatitis.
Prav tako ne povzro¢a zabarvanja zob.

4.1.1.3 Kovinske soli

Kovinske soli so baktericidne napram ustnim bakterijam, inhibirajo
bakterijske encime in so ucinkovite proti nastanku zobnih oblog (35).
Kovinski ioni imajo protimikrobno delovanje v naslednjem vrstnem redu
Ag* > Cu?* > Sn?* > Zn?* > AI®*. Kositer se uporablja najpogosteje,
navadno v obliki kositrovega fluorida. Kositrove soli v obliki ustnih vod,
gelov ali past so ucinkovite pri zmanjSanju oblog in gingivitisa.
Nezeljena ucinka uporabe sta zabarvanje zob in motnje oku$anja (36).
Cinkove soli se tudi pogosto dodajajo v zobne paste ali ustne vode
(87). Cink ima prednost pred ostalimi kovinskimi ioni, saj ne povzro¢a
zabarvanosti zob in nima $kodljivih sistemskih ucinkov ali u€inkov na
mehka tkiva kot ostali kovinski ioni (38). Zadrzuje se v ustni votlini, hkrati
pa njegova veckratna aplikacija povecuje koncentracijo cinkovih ionov
v zobnih oblogah. Cink ima protimikrobno delovanje in inhibira
nastanek zobnih oblog preko Stevilnih inhibitornih mehanizmov (39,40).
Inhibira tripsinu podobne proteaze bakterije Porphyromonas gingivalis,
inhibira glikolizo in nastanek kislin bakterije Streptococcus mutans (31).

4.1.1.4 Fluorid

Fluorid je obi¢ajno prisoten v zobnih pastah (1.000-1.500 ppm v obliki
natrijevega fluorida ali natrijevega monofluorofosfata). Ima predvsem
protikariozni u¢inek, vendar pa ima le majhen ucinek na zobne obloge
ter komaj opazen protimikrobni u¢inek. Protikariozni mehanizem poteka
preko inhibicije Stevilnih bakterijskih encimov bodisi neposredno ali
posredno, s Cimer zmanj$a hitrost nastajanja kislin v zobnih oblogah po
zauzitju ogljikovih hidratov (42). Hkrati vpliva na remineralizacijo in
demineralizacijo sklenine. Sub-ppm raven fluorida v slini poveca
remineralizacijo sklenine, saj se poveca obarjanje kalcijevih fosfatov in
tvorba fluorohidroksiapatita v zobnih tkivih (43). V obliki kositrovega
fluorida ali amin fluorida pa ima zaradi nefluoridne komponente
molekule znatne antibakterijske lastnosti. Amin naj bi imel povrsinsko
aktivne lastnosti (44) in zavira adhezijo bakterij kot tudi samo rast
bakterij. Kositrov fluorid pa deluje antibakterijsko, v ve&ji meri zaradi
kositrovega iona, ki je klini¢no ucinkovit (45).

4.1.1.5 Eteri¢na olja

Na trziscu je ze vec let prisoten proizvod, ki vsebuje meSanico eteri¢nih
olj s timolom, evkaliptolom, metil salicilatom in mentolom. Je zelo
ucinkovit v preprecevanju nastanka supragingivalnih oblog in
gingivitisa (46).

4.1.1.6 Ostali antiseptiki

Ustne vode z aminom in kositrovim fluoridom kazejo enako ug¢inkovitost
kot ustne vode z eteri¢nim oljem pri zmanj$anju nastanka zobnih oblog
in pri ohranjanju zdravja dlesni, vendar imajo moc¢nejsi antibakterijski
ucinek (47). V primerjavi s klorheksidinom pa ustne vode z aminom in
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kositrovim fluoridom slabSe odstranjujejo zobne obloge, vendar
povzrocijo tudi znacilno manjSe zabarvanje zob.

Sinergisti¢no delovanje kazeta tudi klorheksidin in baker (inhibicija rasti
izbranih oralnih bakterij), in sicer zmanj$ata Stevilo zivih celic za 10-
do 100 krat bolj kot ob uporabi samega klorheksidina.

Prihodnja leta bodo prinesla izboljSave pripravkov z antiseptiki. Nove
generacije bi lahko vklju¢evale kombinacije ze znanih uc¢inkovin, ki
delujejo komplementarno in aditivno. S tem bi povecali u¢inkovitost ter
selektivnost antimikrobnih ucinkovin.

4.1.2 Protimikrobne uéinkovine

Parodontalna bolezen je infekcijskega izvora, povzro¢ena z zobnimi
oblogami kompleksne sestave. Nastane z omejenim S$tevilom
bakterijskih vrst, zato stalno in maksimalno zaviranje nastanka zobnih
oblog ni edina reSitev za zdravljenje parodontalne bolezni. Pri
posameznikih, ki imajo specificno patogeno infekcijo, je potrebna
terapija z ucinkovinami, usmerjenimi proti specificnim patogenom
(specifi¢na hipoteza plaka) (48).

Poleg specifi¢nosti pa je pomembno poudariti, da so lahko nekateri
patogeni za mehanske posege nedosegljivi zaradi sposobnosti invazije
v tkivo (49) ali pa se nahajajo na mestih, ki so parodontalnim
instrumentom nedosegljiva (koreninska razcepis$ca). Poleg tega pa
lahko perzisitirajoCi patogeni rekolonizirajo zobne povrSine tudi iz
nezobnih podrocij (hrbtisce jezika, tonzile).

Z ustreznimi ucinkovinami lahko terapijo parodontalne bolezni
usmerimo le proti posameznim patogenom (zdravilo mora pokazati
delovanie in vitro proti patogenemu mikroorganizmu) in na podrocja, ki
mehanskim tehnikam niso dostopna (dokazati je potrebno, da se
uCinkovita  koncentracija  zdravila, potrebna za uniCenje
mikroorganizma, lahko doseze v subgingivalnem okolju brez vecjih
lokalnih in sistemskih stranskih ucinkov za zadosten cas, da
signifikantno prizadane patogene).

V ta namen se pri farmakoterapiji parodontalne bolezni uporabljajo
ozkospektralni antibiotiki, lahko lokalno ali sistemsko. Ker pa je
subgingivalna flora ponavadi me$ana (aerobna in anaerobna), je
potrebna kombinirana antibioti¢na terapija.

4.1.2.1 Sistemska protimikrobna terapija

V parodontalni terpaiji se v namen sistemskega protimikrobnega
zdravljenja uporabljajo u¢inkovine: tetraciklin, penicilin, klindamicin,
metronidazol ter kombinacija metronidazola, amoksicilina in
klavulanske kisline.

Indikacije za uporabo sistemske antibioti¢ne terapije so refraktarni
parodontitis in agresivni lokalizirani parodontitis ter akutne infekcije
(absces dlesni), v nekaterih primerih pa tudi kroni¢ni in agresivni
parodontitis pri odraslem. Uporaba sistemske antibioti¢ne terapije je
priporocljiva tudi pri pacientih teden ali dva po regenerativnih posegih
ali po vstavitivi vsadkov, saj je v teh primerih kljucnega pomena, da ne
pride do infekcij v zgodnjih fazah obnove tkiva. Tudi v nekaterih
napredovalih primerih parodontalne bolezni lahko zelo specifi¢ne
Skodljive bakterije odstranimo s kratkotrajno terapijo s sistemskimi
antibiotiki. Sistemska protimikrobna terapija je obi¢ajna tudi za
zdravljenje akutnih infekcij (absces dlesni) ter pred terapijo bolnikov, ki

imajo dolo¢ena komprimitivna bolezenska stanja (umetna sréna
zaklopka, prolaps mitralne zaklopke z regurgitacijo...).

Praviloma pri vecini parodontalnih bolezenskih stanj sistemska
antibioti¢na terapija ni potrebna in ucinkovita. Potrebno je poudariti, da
je uCinek antibiotikov kratkotrajen.

4.1.2.2 Nizkodozna sistemska antibioti¢na terapija

Zanimiv uc¢inek nekaterih antibiotikov je, poleg unicevanja bakterij, ki
povzro¢ajo parodontalne bolezni, zmanjSanje telesne produkcije
kolagenaze. Kolagenaza je encim, ki je med drugim potreben pri
odstranjevanju starih tkiv in nadomestitvi z novimi tkivi. Njeno
prekomerno nastajanje, ki je prisotno pri parodontalnih boleznih, pa
uniC¢uje tkivo dlesni. Antibiotik doksiciklin pri nizkih odmerkih, ki ne
delujejo antibioti¢no, zavira u¢inke kolagenaze. Hkrati pa sta prednosti
majhnih doz antibiotikov manjSa moznost razvoja rezistence in manj
stranskih ucinkov.

4.1.2.3 Lokalna antimikrobna terapija

Lokalna dostava antimikrobnih u€inkovin je rezultat ve¢ kot 20-letnega
pionirskega raziskovalnega dela Goodsona iz raziskovalne ustanove
Forsyth Dental Research Center. Cilj je dostava visokih koncentracij
antibiotikov ali antimikrobnih ucinkovin neposredno na mesto
parodontalne okuzbe. Dosezene koncentracije so znatno vecje kot pri
sistemski terapiji, pri Cemer je sistemska dostava minimalna.

V uporabi so tetraciklinsko vlakno, klorheksidinski Cip, doksiciklinski
polimer, metronidazolski gel, minociklinsko mazilo.

a. Tetraciklinsko vliakno

Tetraciklinsko vlakno gradi polimer polietilen vinil acetata, ki je 25%
nasic¢en s tetraciklinom. Vliakno je dolgo 23 cm in ima premera 0,5 mm
ter vsebuje 12,7 mg tetraciklina. Vlakno je fleksibilno in ga zlahka
vstavimo v parodontalni Zep, ki ga skoraj povsem zapolni ter
enakomerno spro$ca ucinkovino 14 dni. V primerjavi s sistemsko
dostavo tetraciklina, je pri vlaknu koncentracija tetraciklina v tekocini
dlesni 1590 g/ml napram 4 do 8 g/ml pri sistemski dostavi, medtem
ko je serumska koncentracija 0,4 g/mlin manjnapram 2 do 4 g/ml pri
sistemski dostavi. Celokupni odmerek po desetih dnevih zdravljenja je
12, 7 mg napram 10.000 g pri sistemski dostavi. Tekom zdravljenja naj
bi se bolnik izogibal $¢etkanju zdravljenih zob. Priporocljiva pa je
uporaba klorheksidinske ustne vode dvakrat dnevno do enega tedna
po odstranitvi vlaken ( vlakna pustimo deloveti 7-14 dni). Terapija s
tetraciklinskim viaknom se je izkazala za ucinkovitejSo glede globine
sondiranja zepov dlesni, nivoja klinicnega prirasti§¢a dlesni in krvavitve
dlesni v primerjavi z lus€enjem in glajenjem korenin (50). Optimalna
mesta za uporabo tetraciklinskih vlaken so parodontalni zepi z globino
sondiranja 5mm ali ve¢, ki krvavijo ob sondiranju in se niso odzvala na
mehansko terapijo.

b. Doksiciklinski polimer

Teko¢ biorazgradljiv dostavni sistem (10% doksiciklin hiklat) otrdi v
parodontalnem zepu in omogoca kontrolirano spros¢anje vgrajenega
doksiciklina. Doksiciklin se tik pred aplikacijo zmeSa s teko¢im
polimerom ter injicira v Zep, ki se nato zapre s cianoakrilatom. Tekom
zdravljenja naj bi se bolnik izogibal &Cetkanju zdravljenih zob.
Priporocljiva pa je uporaba klorheksidinske ustne vode. Doksiciklin je
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bil izbran zaradi mehanizma delovanja, t.j. u€inkovitosti proti Stevilnim
parodontalnim patogenom, zaradi ¢esar je ucinkovit pri zdravljenju
parodontitisa (561,52,53). Doksiciklin znatno zmanjsuje globino
sondiranja in krvavitev ob sondiranju. V primerjavi z lu§¢enjem in
glajenjem korenin dosega 100% rezultate luCenja in glajenja glede
nivoja klini¢nega prirastis¢a dlesni ter globine sondiranja (54).

c. Metronidazolski gel

Metronidazolski gel vsebuje 25% metronidazola. V zepe dlesni se
nanese z injekcijo in topo kanilo. Sistem je biorazgradljiv, vendar pa
zahteva vecCkratne aplikacije. U€inkovitost zdravljenja se je v Stevilnih
Studijah izkazala za primerljivo lus¢enju korenin (55,56).

e. Minociklinsko mazilo

Minociklinsko mazilo vsebuje 2% minociklinskega hidroklorida. V zepe
dlesni se nanese z injekcijo in topo kanilo. Zaradi biorazgradljivosti so
potrebne veckratne aplikacije ucinkovine. Minociklin je ucinkovit pri
uni¢evanju bakterij, ki naj bi povzroCale parodontalne bolezni.
Ucinkovito zmanj$uje globino sondiranja, krvavitev ob sondiranju in
izboljSuje nivo klinicnega prirastis¢a. Minociklinsko mazilo, kot
adjunktivna terapija po luscenju in glajenju korenin, je bolj ucinkovito
kot pa izpiranje ust po lus¢enju in glajenju korenin (57).

Potrebno je poudariti, da uporaba lokalnih antimikrobnih u¢inkovin ne
bo nadomestila terapevtske potrebe po temeljitem lus€enju in glajenju
korenin, ki ostaja najpomembnejSa modalnost v parodontiki.
Tetraciklinsko vlakno se priporo¢a za uporabo pri ponovnem pregledu,
4-6 tednov po luscenju in glajenju korenin, kadar so zepi Se vedno veciji
kot 5 mm in krvavijo pri sondiranju. Doksiciklinski polimer in
metronidazolski gel pa bi se lahko uporabljala kot nadomestilo lus€enju
in glajenju korenin.

Vsi primeri vnetnega parodontitisa niso primerni za lokalno zdravljenje.
Kadar konvencionalna mehanska terapija ni povsem ucinkovita, je
potrebno dodatno in bolj agresivno zdravljenje. V primeru, ko po
lus€enju in glajenju korenin ostanejo lokalizirana mesta, ki se niso
odzvala, je primerna uporaba kontroliranih lokalnih dostavnih sistemov.
V primeru, da ostane prizadetih ve¢ zaporednih zob, pa je najverjetneje
parodontalna operacija najucinkovitejSsa metoda. Ustrezna alternativa
pri atipi€nem parodontitisu (Stevilna prizadeta mesta v vseh kvadrantih,
ki ne odgovarjajo na mehansko terapijo) je tudi sistemsko zdravljenje
z ustreznim antibiotikom, po laboratorijskem testiranju za prisotnost
mikrobov.

Periimplantitis in parodontalni abscess sta tudi primerni indikaciji za
uporabo lokalne antibioti¢ne terapije. Nerazgradljivo tetraciklinsko
vlakno omogoca ustrezno drenazo abscesa, hkrati pa dostavlja visoke
koncentracije tetraciklina v sam absces.

Za izbor ustreznega dostavnega sistema je potrebno upoStevati
ucinkovitost u¢inkovin, njihovo dostopnost, tezavnost rokovanja z njimi
in stroske.

4.1.3 Antibakterijski peptidi

Mozna alternativa antibiotikom so antibakterijski peptidi. Nekateri
derivati antibakterijskih peptidov so ze presli faze razvoja, vkljuéno
humane klini¢ne Studije faze I-Ill. Uporaba humanih antibakterijskih
peptidov kot zdravil doslej §e ni zazivela, in sicer zaradi do sedaj Se
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neznanih bioloskih funkcij teh molekul in velikih stroSkov masovne
proizvodnije (58).

Antibakterijski peptidi so raznolike skupine molekul z majhno
molekulsko maso (59), dolge od 6 do 50 aminokislin (60,61), s Sirokim
spektrom baktericidnega in fungicidnega delovanja, zato jih imenujemo
tudi naravni antibiotiki (62). Kljub Sirokemu spektru delovanja je njihova
citotoksi¢nost do normalnih sesalskih celic zelo nizka.

Vloga antibakterijskih peptidov pa ni samo antimikrobno delovanje, ampak
tudi povezovanje mehanizmov prirojene in pridobliene obrambe
organizma (59). Nevreten&arji imajo le prirojeno imunost, pri vretencarjih
pa je obrambni mehanizem odvisen tako od prirojene kot od pridobljene
imunosti (63). Antimikrobni peptidi so del prirojene imunosti pri
nevretencarjih, pri vretencarjih pa dopolnjujejo pridoblieno imunost, saj so
prva obramba pri vdoru patogenov (64). Hkrati so tudi del mehanizmov
prirojene imunosti kot biosinteza antimikrobnih peptidov. Odvisno od
organizma so prisotni konstitutivno znotraj sekretornih celic ali pa
nastanejo inducibilno pri infekciji (63). Antimikrobni peptidi sodelujejo pri
nekaterih aktivnostih imunskega sistema kot so pospesevanje akutnega
vnetnega odziv (59).

Majhne koncentracije peptidov bi se lahko vezale na tkiva ter preprecile
vezavo bakterij. Ta koncept so testirali v primerjalni Studiji antibakterijskega
peptida nisina in klorheksidina, ki je pokazala, da je nisin ucinkovit pri
odstranjevanju zobnih oblog in ne povzro¢a zabarvanja zob (65).

4.1.4 Genska terapija

Genska terapija v parodontiki $e ni bila sprejeta z uspehom, primarno
zaradi nepopolne tehnologije genske terapije, sekundarno pa ker je
parodontalna bolezen posledica vecih dejavnikov; mikrobne infekcije
in gostiteljevega imunskega odgovora, modificirano z genskimi in
okoliskimi dejavniki. Hkrati gre pri genetiki za probleme z genskimi
variacijami pri razli¢nih populacijah (multipli geni, interakcije med geni
in okoljem, odsotnost dolo¢enega gena kot univerzalno priznani
vzro¢ni dejavnik). Trenutno je genska terapija na nivoju klini¢nih
raziskav na Zivalskih modelih in poteka v smeri spreminjanja
gostiteljevega imunskega odgovora ter specifiénih parodontalnih
patogenov.

Genska terapija poteka z vstavljanjem terapeviskega gena v
pacientovo tar¢no celico preko nosilne molekule oziroma vektorja.
Najpogosteje uporabljen vektor je virus, ki je gensko spremenjen in
nosi normalno ¢lovesko DNA. Klini¢na aplikacija genskega prenosa
poteka lahko in vivo ali ex vivo. Omejitve genske terapije pa so
kratkotrajnost same terapije, imunski odgovor pacienta, problemi z
virusnimi vektorji, stroski in eti¢ni razlogi.

Rekonstruktivna kirurgija (autogeni ali alograftni vsadki) je za bolnika s
signifikantno alveolarno izgubo kosti prednostna pred izgubo zoba,
vendar je izzid nepredvidljiv. Genska terapija posku$a uporabiti telesu
lasten mehanizem tvorbe kosti z vnasanjem terapevtskega proteina v
regenerativno mesto. Studije izvedene na Zivalih so obetavne, vendar
bo pred razvojem genske terapije potrebno resiti Stevilne probleme
povezane s prenosom genov.

a. Tkivno inzenirstvo

Strategija tkivnega inZenirstva je vstaviti terapevtski rastni faktor v
regenerativno mesto. Vnos lahko poteka z ex vivo genskim prenosom
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v tkivnih kulturah in nadaljnjim priras¢anjem celic, ki izrazajo terapevtski
gen. Stevilne celice, kot so ne-osteogeni fibroblasti (iz dlesni in zobne
pulpe), keratinociti, mioblasti, osteoblasti, po adenovirusnem vnosu
izrazajo BMP-7 in BMP-9 gen (BMP, bone morphogenic protein so
multifunkcionalni rastni dejavniki) in so sposobne diferencirati v
osteocite pri vstavitvi v kostno okvaro in vivo.

Adenovirusni vnos gena in vivo v okvarjeno kostno tkivo omogoca
popravke kostnih okvar v razmeroma kratkem Casu. Mezenhimske
izvorne celice so pluripotentne izvorne celice in po genskem
inzenirstvu ter vnosu v kostni defekt z ekspresijo BMP-2 inducirajo novo
kost v kostni okvari in vivo.

PDGF (ang. platelet derived growth factor) ima moc¢an ucinek na
regeneracijo trdih in mehkih tkiv. Indukcija proliferacije je dosezena pri
podaljSani izpostavljenosti (> 7 ur) PDGF, ki pa nam jo omogoca
adenovirusni sistem vnosa gena.

Tudi in vivo vnos gena za kostni sialoprotein v kostni defekt omogoc¢a
uspesno regeneracijo parodontalne alveolne kosti.

Nov nacin vnosa genov predstavlja vgradnja intakine DNA v polimere,
ki se lahko uporabijo kot obloge na vstavljivih pripravah kot so
parodontalni implantati (polozajno specificna genska terapija).
Tovrstna genska sredstva bi lahko izboljSala biokompatibilnost
parodontalnih implantatov.

Kostno remodeliranje uc¢inkovito izbolj$a tudi in vivo vnos genov za
Stevilne proteine, ki sodelujejo pri remodeliranju z metodo
elektroporacije.

b. Cepiva

Injiciranje plazmida z genom =za fimbrialni protein bakterije
Porphyromonas gingivalis v tkivo Zleze slinavke sprozi nastanek IgG
in IgA protiteles, ki lahko neutralizirajo P. gingivalis ter omejijo njeno
pritrjevanje in nastanek zobnih oblog. Znanstveniki so tudi dokazali
ucinkovitost cepljenja z gensko spremenjenim vektorjem Streptococci
gordoni, ki izraza fimbrilarni antigen P. gingivalis. Cepljenje z
rekombinantnim hemaglutininom B, pomembnim virulentnim
dejavnikom P. gingivalis, sprozi produkcijo IgG protiteles ter IL-2, IL-10
in IL-4, kar zagotovi zascito pred izgubo kosti.

Druge strategije prihodnosti genske terapije parodontalne bolezni so
Se genski pristop do antibioti¢ne rezistence biofilma, antimikrobna
genska terapija, vpliv genske terapije na adherenco bakterij, genska
terapija v smeri laboratorijske rasti novih zob, razvoj genskih zdravil
itd.

Lahko predvidevamo, da bo v prihodnosti genski pristop predstavljal
vedno vecdji delez pri terapiji kot tudi preventivi parodontalnih bolezni.
Za zdravnike dentalne medicine kot tudi farmacevte je pomembno, da
sledijo napredku znanosti tako na podrocju biotehnologije in genskega
inZzenirstva kot tudi dostavnih sistemov za lokalno zdravljenje
parodontalnih bolezni, ki lahko bistveno pripomorejo k sami preventivi
ter izboljSanju ucinkovitosti kirurSkega zdravljenja.

[ ]
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Iz drustvenega Zivijenja

k v 0
34. skupséina SFD

25 let je Slovensko farmacevtsko drustvo organiziralo simpozije ob
rednih letnih skups¢inah v Avditoriju v Portorozu. Prvega na temo
»Alergija in zdravila« leta 1983. V tem obdobju je lokacijo zamenjalo
samo tri krat. Preselitev simpozija iz Avditorija v portoroski Bernardin
je vodila zelja po spremembi, ki bo hkrati omogocila ustrezno kakovost
konferenénih prostorov in storitev. Organizatorji, pa tudi udelezenci
simpozija in razstavljalci, so bili s kongresnim centrom Bernardin
zadovoljni.

V treh dneh sreCanja so se zvrstile tri teme. Interaktivno vkljucevanje
udelezencev v obravnavo prakti¢nih klini¢nih primerov na temo
AKUTNE BOLECINE, se je tudi tokrat izkazalo kot u&inkovit nacin za
spodbujanje razprave. Satelitski simpozij je pripravil in vodil prof. dr.
Ale§ Mrhar. Glavna tema ZDRAVILA V ONKOLOGIJI IN PREHRANA
ONKOLOSKIH BOLNIKOV, ki jo je povezoval prof. dr. Borut Strukelj je
potekala v petek, 8. maja. Zadnji dan sre¢anja je bil na programu
satelitski simpozij VLOGA IN UGLED LEKARNISKE SLUZBE, kjer smo,
kljub spodbudam moderatorja simpozija doc. dr. Alesa Mlinarica,
zaman pri¢akovali zivahno razpravo. Natrpan program prvih dveh dni
je vplival na slab$i odziv.

Srecanje smo zakljucili z redno letno skup$¢ino, na kateri so prisotni
potrdili poroc¢ila o delu in poslovanju ter poroc¢ilo nadzornega odbora,
dali razresnico dosedanjim organom SFD ter sprejeli predlog manjsih
sprememb in dopolnitev temeljnega akta SFD.

V razpravi so delegati pozvali k intenzivnejSi viogi drustva pri obravnavi
sprememb in dopolnitev Zakona o zdravstveni dejavnosti, ki lahko
bistveno vpliva na polozaj stroke in poklica v zdravstvenem sistemu.
Sprejet je bil sklep 0 sodelovanju predstavnikov Drustva s Fakulteto za
farmacijo in Lekarni§ko zbornico Slovenije pri pripravi pripomb na
omenjeni zakon.

Razprava na skupscini je ponovno iznesla problematiko Farmakona.
Neredno izhajanje ni le posledica tezav z usklajevanjem vsebin znotraj
uredni§kega odbora, pac¢ pa tudi premajhnega interesa strokovnjakov
za pisanje prispevkov iz klinic¢ne prakse. Skupscina je podprla idejo o
publiciranju druge oblike informativnega biltena v povezavi s FIC-
em.

Za predsednika drustva v mandatnem obdobju 2009-2011 je bil
ponovno izvoljen dr. Gasper Marc. V naslednjem dveletnem obdobju
si bo $e naprej prizadeval za vecjo prepoznavnost stroke v javnostiin
za povezovanje vseh struktur v farmaciji.

Skups$c¢ina se potrdila tudi ¢lanarino za leto 2010, ki bo znasala za
zaposlene farmacevte 32 €, za tehnike 25 €, za Studente in seniorje
pa15€.

Organi drustva

mandat 2009 - 2011
izvoljeni na 34. skupscini SFD

Predsednik SFD

Gasper Marc

1ZVRSNI ODBOR

(¢lani so bili potrjeni na obénih zborih

Podruznice

Celjska podruznica

Marina Urbanc Mokotar

Dolenjska podruznica

Marjan Balkovec

Gorenjska podruznica

Tina Bukovec Kosmac

Ljubljanska podruznica

Tatjana Kogovsek Vidmar

Mariborska podruznica

Matjaz Tu$

Pomurska podruznica

Damir Domjan

Posavska podruznica

Alenka Koritnik

Primorska podruznica

Karolina Zvanut

Zasavska podruznica

Sabina Drobni¢

Sekcije

Homeopatska sekcija

Maru$a Hribar — predsednica

Tanja Segula - &lanica 10

Sekcija bolnisni¢nih farmacevtov

Tajda Gala Miharija

Sekcija farmacevtskih tehnologov

Jernej Zadnik

Sekcija farmacevtskih tehnikov

Zdenko Tausi¢

Sekcija farmacevtskih znanosti

Ale§ Obreza

Sekcija klini¢nih farmacevtov

Natasa Faganeli

Sekcija farmacevtov javnih lekarn

Nina Pisk

Sekcija seniorjev

Lovro Dermota

Sekcija Studentov

Petra Sor§ak

Sekcija za farmacevtsko kemijo

Lucija Peterlin Masi¢

Regulatorna sekcija

Simona Cencelj

Nadzorni odbor

Janez Ker¢, Dionizij Petri¢, Jasna Majdi¢

Disciplinsko sodisc¢e

Ale§ Krbavci¢, lvan Remskar, Darja Franki¢

Odbor za podeljevanje drustvenih priznanj

Ale$ Mrhar, Franc Vrecer, Zofija Vitkovi¢, Martina Klanjs¢ek,

Breda Kosirnik, Slavko Rataj, Lovro Dermota

Izdajateljski svet

Mirjana Gasperlin, Anamarija Zega, Katja Razinger, Mojca Prah

Klemengi¢, Tanja Segula, Mira Abazovi¢, Sonja Rupret
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Drustvena priznanja za leto 2009

AleS Mrhar, predsednik Odbora za podeljevanje drustvenih priznanj

Prejemniki drustvenih priznanj za
leto 2009, skupaj s predsednikom
SFD dr. Gasperjem Marcem
(skrajno desno) in predsednikom
Odbora za podeljevanje
drustvenih priznanj prof. ar.
Alesem Mrharjem (skrajno levo)

Na 34. skup$¢ini so drustvena priznanja prejeli
Minarikovo odli¢je
prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.

Prof. dr. Ales Mrhar je predstavil
utemeljitev za podelitev
Minarikovega odlic¢ja

prof. dr. Borutu Struklju.

Minarikova priznanja

Karmen AmbroZi& Stefe, mag. farm. e doc. dr. Sasa Baumgartner, mag. farm.  mag. Milena Beravs, mag. farm.
Smiljana Blirgermeister, mag. farm., spec. ® Simona Cencelj, mag. farm. ® Tomislav DZankic, mag. farm., spec.
mag. Mihael Florjani¢, mag. farm. ® Borislav Jagodic, mag. farm. e Silva Jenko, mag. farm., spec. ® Marta Jericijo
Valnea Jurecic, mag. farm. ® doc. dr. Ales Mlinari¢, mag. farm.
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Prejemniki drustvenih priznanj za leto 2009 — v prvi vrsti Tartinijevega gledalisca

Nastop Anje Bukovec na slavnostni podelitvi drustvenih priznanj za leto 2009
v Tartinijevemn gledaliscu

Utemeljitve

Magistra Karmen Ambrozi¢ Stefe s svojim
strokovnim znanjem dopolnjuje zdravnikovo delo
v dobro pacienta in s tem ustvarja dodano
vrednost v lekarni, ko jo vodi. Ker se pacienti, ki
vedo, da bodo v lekarni poleg izdelka (zdravila)
dobili tudi storitev (nasvet), v to lekarno vracajo,
lahko re¢emo, da magistra Ambrozi¢ v praksi
udejanja princip izbrane lekarne. V raziskovalni
nalogi z naslovom Sodelovanje med zdravniki in
farmacevti, ki jo je predstavila na kongresu FIP
2002 v Nici, je povzela svoje izku$nje in
prizadevanja na tem podro¢ju ter opozorila na
nujnost izboljSanja tega sodelovanja v Iuci
varnosti in uc¢inkovitosti terapije. Kot predsednica
regijskega Sindikata farmacevtov SIFARM
Gorenjske aktivno sodeluje v timu, ki si prizadeva
doseci ustrezno vrednotenje poklica farmacevta
kot nosilca zdravstvene dejavnosti.

Izr. prof. dr. Sasa Baumgartner je v slovenski
farmacevtski stroki postala prepoznavna preko
svojih aktivnosti v SFD. Kot predsednica Sekcije
farmacevtskih tehnologov je uspes$no organizirala
tri letne simpozije sekcije z aktualnimi vsebinami
za lekarnisko in industrijsko farmacijo, bistven pa
je bil njen prispevek pri organizaciji lanskoletnega
7. Centralno evropskega simpozija iz
farmacevtske tehnologije in  biodostavnih
sistemov. Kot generalna sekretarka simpozija je
z visoko motiviranostjo in vztrajnostjo predvsem
pa z veliko mero ¢loveénosti zasluzna za velik
uspeh simpozija, tako po rekordnem Stevilu
udeleZencev kot tudi po znanstveni relevanci. S
tem simpozijem in z aktivnhostmi v svojstvu
univerzitetne profesorice je postala prepoznavna
tudi v mednarodnem znanstvenem okolju, kar je
odlo¢ilnega pomena za promocijo slovenske
znanstvene misli. Sodeluje tudi v delovni skupini,
ki pripravlja nacionalni dodatek k evropski
farmakopeji Formularium Slovenicum in skupaj s
slovaropisnimi strokovnjaki ZRC SAZU v skupini
za pripravo slovenskega terminoloskega slovarja.
Obe aktivnosti prispevata h krepitvi vioge in
pomena slovenskega jezika v farmacevtski stroki
in znanosti.

Magistra Milena Beravs svojo profesionalno
kariero posveca lekarniskemu delu v Zasavskih
lekarnah, Kkjer je vodila tako bolnignic¢no kot tudi
javno lekarno in si vseskozi prizadeva za
povezanost bolnisnicnega in lekarniskega
farmacevta. Od leta 1979 kot direktorica vodi
Javni zavod Zasavske lekarne. S svojim
dolgoletnim uspe$nim sodelovanjem z organi
lokalne skupnosti in sekcijo javnih zavodov v
okviru Lekarniske zbornice Slovenije je uspela
promovirati pomen farmacevta tako v strokovni
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kot lai¢ni javnosti in potrebo po permanentnem
strokovnem izobrazevanju in sodelovanju z
zdravniki v svojem okolju. Bila je pobudnica in
ustanoviteljica Zasavske podruznice SFD, ki jo je
Stiri mandate vodila kot predsednica. Opravljala
je tudi funkcijo podpredsednice SFD in tozilke
LZS. Magistra Beravs si aktivno prizadeva za
praviéno ovrednotenje ter ustrezno druzbeno
priznanje farmacevtskega poklica.

Magistra Smiljana Buergermeister je uspesno
vodila centralni galenski laboratorij Pomurskih
lekarn, za tem pa tudi kontrolno analizni
laboratorij, kjer je bila zadolzena za organizacijo,
nabavo opreme in uvajanje postopkov za
vrednotenje farmacevtskih surovin in izdelkov. V
Pomurskih lekarnah je uvedla pravila dobre
laboratorijske prakse v lekarniSkih enotah ter
vodenje dokumentacije in sledljivost strokovnega
dela. Od 1997 do 2006 je vodila Galex d.d., ki je
znana farmacevtska druzba doma in v tujini,
sedaj pa deluje kot strokovna direktorica. S svojim
delom je bistveno pripomogla k razvoju farmacije
v Pomurju, s tem pa tudi h krepitvi intelektualne
in materialne baze pomurske regije.

Magistra Simona Cencelj si je vseskozi v svoji
karieri prizadevala za uveljavitev visokih
strokovnih standardov v farmaciji, sprva na
podrocju zagotavljanja kakovosti v klini¢ni praksi,
kasneje pa pri uveljavljanju zakonodaje o zdravilih
v praksi. Leta 2004 je dala pobudo za ustanovitev
Regulatorne sekcije pri SFD, ki jo s kratko
prekinitvijo ves ¢as tudi vodi. S tem je udejanjila
svojo zeljo, da poveze znanje, izkuSnje in
strokovnost farmacevtov, zaposlenih v razli¢nih
podjetjih v okviru regulatorne sekcije, ki se je v teh
letih razvila v enakopravnega sooblikovalca
sodobne slovenske zakonodaje o zdravilih in
dobre regulatorne prakse zakonodajnih organov.
S svojim delom je dokazala, da je mogoce s
konstruktivnim pristopom izbolj8ati regulatorne
postopke in posledicno omogocite boljSo
preskrbljenost slovenskega trga z zdravili ter
njihovo racionalno uporabo. Njeno delo je
vzpodbuda vsem farmacevtom, da naredijo korak
naprej za prepoznavnost in  cenjenost
farmacevtskega poklica.

Magister Tomislav Dzanki¢ je zasluzen za
pomemben prispevek pri ohranjanju tradicije
lekarniStva, za napredek pri laboratorijski in
polindustrijski izdelavi zdravil skladno z naceli
dobre laboratorijske prakse ter za vzdrzevanje
poslovnih odnosov, $e bolj pa strokovnih povezav
med kolegi v Sloveniji in v bivsi Jugoslaviji. Kot
dolgoletni  vodja galenskega laboratorija
Mariborskih lekarn je skrbel za izpopolnjevanje
izdelkov v vsebinskem in tehnoloskem smislu,
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pripravijal pa je tudi vademekume, s Cimer je Siril strokovnost in
prepoznavnost svojega zavoda. Kot rezultat njegovega dela so
Mariborske lekarne kot prvi javni zavod pridobile standard SIST ISO
9001/95. S svojim delom je posredno vplival na nastanek novih galenskih
laboratorijev v Zenici in na Reki.

Magister Mihael Florjani¢ je vodja sluzbe za industrijsko lastnino v
tovarni zdravil Krka. Kot tehnolog v proizvodniji se je na zaCetku kariere
ukvarjal z Dobro proizvodno prakso, nasel pa tudi ¢as za delo v SFD. En
mandat je vodil Dolenjsko podruznico, kasneje pa je postal predsednik
NO. Kot strokovnjak, ki je pripravljen deliti in prenasati svoje znanje na
druge, se je izkazal tudi kot odli¢en mentor ter predavatelj doma in v
tujini. 1zkusnje v proizvodniji je nadgradil z delom na podro¢ju razvoja
novih kemijskih tehnologij in njihovem prenosu v proizvodnjo. Je avtor
veC patentov in soavtor prve objave kristalne strukture polimorfa
famotidina. Svojo pot je nadaljeval kot projektni vodja v farmacevtskem
razvoju, kjer je povezoval in koordiniral aktivnosti na podro¢ju Krkinih
kinolonov, kar je utrlo pot Krkinim zdravilom na trge zahodne Evrope.
Zaradi obseznega znanja, izku$enj s podro¢ja kemije in farmacije je v
prelomnem obdobju, ko je Slovenija med prvimi drzavami izven
Evropske unije pristopila k Evropski patentni konvenciji, prevzel vodenje
Sluzbe za industrijsko lastnino in ima veliko zaslug za zgodnjo
prilagoditev Krke na zahteve nove patentne zakonodaje, kar je zas¢itilo
Krkino znanje. To je omogocilo uspesno prilagoditev poslovanja Krke na
zahteve najrazvitejSih evropskih trzis¢. Sodeluje v mednarodnem
zdruzenju za industrijsko lastnino AIPPI in pri evropskem zdruzenju
generi¢nih proizvajalcev EGA. Je eden redkih farmacevtov v evropskem
in svetovnem merilu, ki se udejstvuje na podrocju industrijske lastnine.

Magister Borislav Jagodi¢ se je z drustvenimi aktivnostmi srecal Ze v
¢asu Studija, ko se je kot predstavnik slovenskih studentov farmacije
udelezil kongresa na Svedskem in tako sodeloval pri zagetkih
mednarodnih izmenjav. Po kon¢anem $tudiju farmacije se je zaposilil v
Celjskih lekarnah kot farmacevt receptar, nekaj ¢asa je vodil lekarno
Gregorciceva, kjer e vedno opravlja dela farmacevta receptarja. Je
dober in uspe$en mentor mladim sodelavcem, bil je predsednik Celjske
podruznice SFD, predvsem pa je med slovenskimi farmacevti poznan
po svoji dolgoletni uspedni publicistiéni dejavnosti. Clanke o zdravilnih
rastlinah je skozi ve¢ desetletij objavljal v Casopisih, pripravljal mese¢ne
kontaktne oddaje na Radiu Celje, deloval na info tocki Celjskih lekarn, je
soavtor §tevilnih publikacij, izdal pa je tudi samostojni publikaciji
Zdravilne zeli in Najbolj$e blago za zdravo telo. Magister Jagodic¢ je zelo
ugleden in spostovan lekarniski farmacevt v Celju, predan stroki in
rodnemu mestu, kjer Ze ve¢ mandatov opravlja tudi funkcijo mestnega
svetnika.

Magistra Silva Jenko je s svojim strokovnim znanjem vseskozi prispevala
k razvoju bolnisni¢ne in klini¢ne farmacije. Sodelovala je v projektih pri
organizaciji bolnisni¢ne farmacije v ljubljanskem klini€nem centru,
posebno priznanje v svojem delovnem okolju pa je dosegla z imenovanii
v strokovne komisije klinicnega centra za zdravila, za antibiotike in za
informiranje. Na nacionalni ravni je sodelovala v komisiji za podro¢je
zdravil in za smiselno porabo protimikrobnih zdravil v Sloveniji. Kot plod
tega dela je v soavtorstvu nastal priro¢nik Priporocila za uporabo
protimikrobnih zdravil v KC, prva izdaja ze leta 1989 in prenovljena
izdaja 2006. Svoje znanje prenasa na mlajSe generacije farmacevtov in
skrbi za njihov strokovni razvoj kot mentorica dodiplomskim in
podiplomskim Studentom za podrogje bolnisni¢ne in kliniéne farmacije,
s predavanji in preko delavnic za kolege in druge zdravstvene delavce

v ljubljanskem klinicnem centru. Uspe$no je zastopala bolni$ni¢ne
farmacevte tudi na mednarodnih simpozijih in srecanjih z aktivno
udelezbo v obliki posterjev in predavanj.

Marta Jericijo je skozi vso svojo delovno dobo dokazovala veliko
pripadnost poklicu, ki ga je izbrala in ljudem, ki jim je skozi ta poklic
sluzila, najprej v .odmaknjenem Cerknem, Kkjer je 11 let delala sama v
lekarni§ki podruznici in prebivalcem zagotavljala tudi stalno
pripravljenost, nato v Novi Gorici, kjer je tudi v veliki lekarni znala ohraniti
pozoren in individualen odnos do obiskovalcev lekarne in do svojih
sodelavcev. V okviru Goriske lekarne je uspesno vodila zeliséno lekarno
in s strokovnim pristopom vzgajala ljudi k pravemu odnosu do zdravilnih
zeli§¢. Vseskozi je aktivno sodelovala v SFD, kot ¢lanica 10 drustva, 10
sekcije farmacevtskih tehnikov in 10 Primorske podruznice in $e danes
ostaja zvesta udelezenka vseh drustvenih strokovnih in druzabnih
dogodkov.

Magistra Valnea Jure€i¢ ja na zacetku svoje poklicne poti sodelovala v
Nacionalnem programu prepre€evanja in zdravljenja odvisnih od
nedovoljenih drog in se zavzemala za aktivnej$o vlogo farmacevtov v
boju proti AIDS-u. O vlogi in moznostih lekarniskih farmacevtov na teh
podrocjih je nastopila tudi s predavanji. Kasneje je magistra Jureci¢
prevzela funkcijo nacionalne koordinatorice za program farmacevtske
skrbi pri sladkorni bolezni in v tej vlogi program tudi pripravila in
promovirala. Razvila je Protokol farmacevtske asistence pri samokontroli
glukoze v kapilarni krvi in Protokol farmacevtske intervencije za zgodnje
odkrivanje sladkorne bolezni, ki ju je leta 2003 sprejel RSK za lekarnisko
farmacijo. Program je veckrat predstavila farmacevtom in zdravnikom,
pa tudi lai¢ni javnosti in bolnikom s sladkorno boleznijo v obliki predavan;
in u¢nih delavnic. Magistri JureCi¢ je uspelo umestiti program
farmacevtske skrbi v nastajajo¢i Nacionalni program za prepre¢evanje
in zdravljenje diabetesa.

Doc. dr. Ale§ Mlinari¢ je deloval ze v evropski zvezi Studentov s
prispevki v revijah. Je avtor 80 strokovnih in poljudnih ¢lankov,
objavljenih v Farmacevtskem vestniku, LekarniStvu, Zdravniskem
vestniku, v reviji Zdravje in drugih strokovnih in poljudnih revijah. Lai¢no
in strokovno javnost redno informira s pisnimi prispevki o novostih pri
zdravilih naravnega izvora ter o prehranskih dopolnilih. S tem bistveno
doprinasa k pravilnemu razumevanju pomena zdravil in vloge
farmacevtov pri zdravljenju z njimi v strokovni in lai¢ni javnosti. Kot dobro
prepoznan farmakognost predava na Medicinski fakulteti mariborske
univerze farmakologijo s toksikologijo Studentom 2. letnika medicine ter
specializantom iz druzinske medicine, poucuje na Srednji Soli za
farmacijo, zdravniki pa ga vabijo na strokovne prireditve kot cenjenega
predavatelja. Vodil je Stevilne delavnice o interakciji med zdravili v okviru
sodelovanja med Lekom in SFD ter delavnice v okviru vsakoletnih
portoroskih simpozijev ob skupscinah SFD. Dve leti je bil urednik biltena
Farmakon, imenovan je bil za ¢lana Komisije za zdravila Il na tedanjem
Uradu za zdravila in za ¢lana Odbora za zdravila rastlinskega izvora pri
EMEA-i. Letos je bil na predlog UO LZS imenovan za c¢lana
zdravstvenega sveta pri Ministrstvu za zdravje. V Mariborskih lekarnah
vodi Sluzbo za raziskave in razvoj.

Dobitnik MlinaFikovega odliéja

Prof. dr. Borut Strukelj sodi med zacetnike genskega inZenirstva, t.|.
razvoja bioloskih in biotehnoloskih postopkov za izdelavo zdravil. Skupaj
s sodelavci mu je uspelo doloditi zgradbo, t.j. nukleotidno zaporedje
vecjega Stevila genov iz zivali, rastlin in gliv. Nekatere tujerodne gene so

farm vestn 2009; 60 189



Iz drustvenega Zivljenja

tudi uspesno vnesli v dedno snov bakterij in gliv,
da so tvorile tujerodne beljakovine. S sodelavci z
univerze v Wageningenu je pripravil transgeno
rastlino  krompirja, ki je odporna proti
koloradskemu hros€u, za kar so dobili
mednarodni patent. Hkrati je prou¢eval uporabo
rastlin kot bioreaktorjev za proizvodnjo uc¢inkovin,
npr. steroidnih hormonov. V zadnjem c¢asu je
raziskovalna skupina prof. Struklja razvila novo
metodo za odkrivanje novih bioloskih zdravil s
pomocjo bakteriofagnega prikaza. Trzno je
zanimiva  proizvodnja  tujerodne  sladke
beljakovine v mle¢no-kislinskih bakterijah, ki bi
lahko kot sladilo nadomestila pesni sladkor.

Navedenih je samo nekaj detajlov o njegovem
znanstvenem opusu, ki govorijo o tem, da je prof.
Strukelj predvsem odli¢en znanstvenik, ki
odstopa od povpre¢ja v slovenskem in tudi
mednarodnem akademskem okolju. O tem
govorijo Stevilna priznanja, ki jih je v svojstvu
raziskovalca prejel do sedaj: PreSernova nagrada
za diplomsko nalogo, Stipendija evropske
organizacije za molekularno biologijo, nagrada
RS za znanstvene dosezke in leta 2007 Zoisovo
priznanje za pomembne dosezke na podrocju
farmacevtske biotehnologije. Odli¢nost na
podro¢ju znanstveno-raziskovalnega dela na
razumljiv in ilustrativen nacin prenasa tudi na
pedagosko in strokovno podro¢je. Generacijam
Studentov na razlicnih fakultetah Univerze v
Ljubljani in drugih univerzah doma in v tujini ter
lekarniskih in industrijskih farmacevtov je poznan
kot odli¢en predavatelj in sogovornik pri
nacrtovanju, izdelavi, vrednotenju in uporabi
bioloskih zdravil. Potrditev odli¢nosti njegove
ekspertize se kaze tudi preko Clanstva v delovni
skupini za biotehnologijo pri EMEA-i, deluje pa
tudi kot zunanji ekspert pri Evropski farmakopeji.
Ob tej priloznosti je potrebno ponovno spomniti
na njegove avtorske in uredniske aktivnosti pri
nastanku monografije BioloSka zdravila, od gena
do uginkovine, ki jo je v slovenskem jeziku izdalo
in zalozilo SFD. S tem je bil narejen velik korak v
razvoju slovenske terminologije na podrocju
farmacevtske biotehnologije, slovenski
farmacevtski stroki pa se je s tem odprla moznost,
da v zaokrozeni obliki spozna vse razseznosti
problematike biologkih zdravil.

Ker je prof. Strukelj izjemno razgledan
strokovnjak, odli¢en znanstvenik in pedagog ter
cenjen predavatelj, svoje znanje pa uspesno
prenasa v svoje okolje, mu IO SFD podeljuje
Mlinafikovo odli¢je.
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Prof. dr. Borut Strukelj, prejemnik Minatikovega odliéja za leto 2009, se je v imenu vseh
nagrajencev zahvalil

Po koncani prireditvi - iskrene Cestitke vsem prejemnikom priznan;!
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Poroéilo o udelezbi na
2. PharmSci Fair v Nici 2009

Med 8. in 12. junijem sem se kot delegat Slovenskega farmacevtskega
drustva, udelezil simpozija farmacevtskih znanosti PharmSciFair v Nici,
Francija. SFD je bilo povablieno k sodelovanju kot eden izmed
podpornikov dogodka in je imelo stojnico s promocijskim materialom.

Posebej za ta dogodek je bila namrec pripravljena posebna Stevilka
Farmacevtskega vestnika, v kateri so bili predstavljeni najpomembnejsi
rezultati, dosezeni v zadnjih letih na podro¢ju farmacevtske znanosti.
Povzetki ve¢ kot 200 ¢lankov in monografij iz najbolj uglednih
znanstvenih revij, indeksiranih z SCI indeksom so bili razvr§&eni po
posameznih podroc¢jih farmacije, spremljalo pa jih je tudi podporno
slikovno gradivo. Zanimanje obiskovalcev za omenjeno brosuro je bilo

zelo veliko, Stevilni delegati so tudi izrazili zeljo po bodocem
sodelovanju s Fakulteto za farmacijo na raziskovalnem podrocju.

V omenjenih dneh so se vrstila Stevilna predavanja in razstave
posterjev, ki so zaradi S$irine predstavijene tematike vsakemu
udelezencu nudila obilo moznosti, da zadovolji svoje Zelje in potrebe.
Pri znanstvenem delu simpozija so sodelovali tudi drugi udelezenci iz
Slovenije, zlasti s Fakultete za farmacijo, Univerze v Ljubljani. Slabost
predavanj je bila le v tem, da so $tevilni predavatelji predstavili svoje
rezultate precej povréno, nekateri pa so ostali precej za ¢asom in
predstavili dosezke izpred nekaj let.
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mag.sc. NATASI PONIZ, univ.dipl.biol.

V nedeljo, 5. aprila 2009, je umrla
biologinja mag. Natasa Poniz,
kljub upokojitvi Se naprej zvesta
¢lanica Slovenskega zdruzenja
za klinicno kemijo in
Slovenskega farmacevtskega
drustva.

Rodila se je 3. julija 1925 v
Ljubljani. Star§e je izgubila ze
zgodaj. Solala se je na realni
gimnaziji in med vojno postala
mladinska aktivistka OF. Na
naravoslovni fakulteti v Ljubljani
je Studirala biologijo in bila po
diplomi 1957 sprejeta v sluzbo
najprej na Fizikalnem institutu ljubljanske medicinske fakultete. Leta
1960 so jo povabili na Onkolo$ki institut v Ljubljani za vodjo klinicénega
laboratorija. Tu je bil njen prvi direktor prof. dr. Leo Savnik; vedno ga
je omenjala z velikim spo$tovanjem. Na OnkoloSkem institutu je skrbela
za nemoteno strokovno delo zaposlenih v osrednjem klinicnem
laboratoriju in v manjsih laboratorijskih enotah, razmescenih po vseh
stavbah inétituta. Uvajala je nove, sodobne hematoloske in urinske
analize. Sama se je posvecala najtezjim podro¢jem laboratorijske
hematologije. S kakovostnim diferenciranjem krvnih celic v periferni krvi
in kostnem mozgu je veliko pripomogla, da so se diagnosti¢ni postopki
pri bolnikih kon&ali s pravilnimi ugotovitvami; te so povecale moznost
za uspeSno zdravljenje. Takoj so jo povabili tudi k
znanstvenoraziskovalnemu delu v onkologiji; o dosezkih pri¢a njena
bibliografija.

Odlocila se je Se za podiplomski Studij. Vpisala ga je na zagrebski
univerzi in ga 1972 koncala z magistrskim delom Citokemijske
spremembe v nevtrofilnih granulocitih periferne krvi pri bolnicah s
karcinomom dojke; posebej se je posvetila raziskovanju sprememb
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fosfataznega indeksa v nevtrofilnih granulocitin v zgoraj nastetih
primerih. Njen mentor prof. dr. Erik Hauptman s tamkajsnje medicinske
fakultete ter &lanica izpitne komisije dr. Inga Crepinko iz laboratorija za
citologijo v bolnisnici Dr. Ozren Novosel veljata za legendi zagrebske
hematoloSke in citoloske Sole. Na to je bila magistra upravi¢eno
ponosna, saj je ob obseznem znanju svojih uciteljev lahko pripravila
najboljSe magistrsko delo. Kateri resni u¢enec tega ne bi bil vesel!

Ves Cas svojega poklicnega obdobja se je magistra Poniz zavzeto
seznanjala z novostmi v svoji stroki in jih prenasala v redno delo za
bolnike. Vzgojila je mnogo laboratorijskih delavcev razli¢nih
izobrazbenih stopenj. Spominjali se je bomo kot predane
strokovnjakinje, ki je z veseljem opravljala svoj poklic. Delovno dobo na
Onkoloskem institutu je sklenila 1990 kot konzultantka; v pokoju je e
naprej z zanimanjem prebirala strokovne ¢lanke.

Magistra je bila zelo pogumen ¢lovek. Dan za dnem se je spoprijemala
s tezavami, ki so spremljale njeno dolgoletno kroni¢no bolezen, jih brez
jadikovanja trpela in premagovala, ob tem pa vestno opravljala svoje
sluzbene dolznosti. Za vse to si zasluzi nase posebno spostovanje.
Ceprav zahtevna do sebe je premogla veliko razumevanja za stiske
ljudi, ki so jo obkrozali; tudi kot upokojenka je ostala prijateljsko
povezana s prejsSnjimi sodelavci.

Priblizno v istem ¢asu, ko je bila mag. Natasa Poniz vodja klinicnega
laboratorija, je vodila biokemi¢ni laboratorij Onkoloskega instituta njena
vrstnica kemi¢arka dr. Slava Sebek. Skoraj 26 let sta sodelovali v
medsebojni  naklonjenosti in si pomagali pri strokovnih in
organizacijskih nalogah. Nakljucje je hotelo, da se je tudi njun zemeljski
vek iztekel le z nekaj meseci razlike. Od magistre Poniz smo se poslovili
10. aprila tega leta na ljubljanskih Zalah.

Vera Coroli
Marta Kramberger
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‘ :’ KRKA za ucinkovite in varne

izdelke virhunske kakovosti.

Pred uporabo natanéno preberite navodilo!
O tveganju in nezelenih uéinkih se posvetujte z zdravnikom ali s farmacevtom.



