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UVODNIK

Beseda, ki se v zadnjem letu zelo velikokrat pojavija v razlicnih pomenih in
povezavah, je tranzicija. Sprememba sistema, organizacije, delovanja. Tudi
sistem reorganizacije oziroma tranzicije lekarniske mreze v Sloveniji je pogosto
omenjen v povezavi s sistemom ureditve lekarniskih mrez v Evropi oziroma
neoavisno do ostalih ¢lanic Evropske skupnosti. Kateri model je za Slovenijo
primernejsi: nemski sistem 3 + 1 (tri ekonomsko dobro stojece lekarne in ena z
manjsim Stevilom bolnikov oziroma slabSe profitabilna)? Ali pa sistem
regionalizacije mrez oziroma razdelitev enotne mreZe na vec podmreZ, glede
na parcelizacijo lastnistva? Ali nek tretji model? Kaj pa je narobe s trenutno
mreZo, Ki je bila skrbno pripravijena in z leti preverjena kot ucinkovita? Ne glede
na pot, ki jo bomo izbrali, pa ne smemo ravnodusno opazovati, kako lokalno-
politicni interesi previadujejo nad interesom stroke in farmaceviske vede.
Pocasi se bomo morali otresti dvojne subjektivitete, ki jo predstavijajo javni
zavodi, kjer kolegice in kolegi mukotrpno ustvarjajo presezek prihodkov nad
odhodki, s katerim pa kot dobri gospodarji ne morejo razpolagati neoavisno. In
posledica: blizanje ekonomski entropiji po principu: »Ce ne morem odlo&ati in
nisem za to nagrajen, pa ne bom »pregorel« za sluzbo.« Le ena stopnja je se
slabsa: » Nihce me ne more tako malo placati, kot jaz lahko malo delam!«.
No, zaradi velike osvescenosti farmacevtov se slednje, upam, ne bo zgodilo.
V vsakem primeru pa ne dopustimo, da bodo drugi odlocali namesto nas!

In kaj nam prinasa ta stevilka Farmaceviskega vestnika? Zaradi aktualnosti
nadaljujemo s pregledom klini¢nih vidikov zdravil v nosecnosti, o zdravilnih
ucinkovinah, ki delujejo na programirano celicno smrt ali apoptozo, je narejenih
veliko raziskav. Mag. Japelj in prof. Pecar opisujeta moZnosti uporabe
fotodinamicnega ucinka za razvoj zdravil in doktrine zdravljenja, na koncu pa
sledita clanka iz podroc¢ja farmacevtske tehnologije in razvoja dostavnih
sistemov zdravil. To sodobno podrocje je predvsem za visokorazvito genericno
farmacevtsko industrijo klju¢nega pomena, saj lahko sodobni dostavni sistemi
s primerljivo bioekvivalenco bistveno pripomorejo v konkurencnem boju za
trzis¢e zdravil.

Zelim vam lepe in mirne poditniske dneve, ko bo &as tudi za poglobljeno
branje Farmaceviskega vestnika.

Prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.
Odgovorni urednik
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Pregledni c¢lanki - Review Articles

Osnove in mozZnosti
folodinamiénega zdravljenja

Basic Principles and Potentials of Photodynamic
Therapy

Bostjan Japelj, Slavko Pecar

Povzetek: Fotodinami¢no zdravljenje je zdravljenje z uporabo vidne ali bliznje infrardeCe svetlobe, ki aktivira fotosenzibilizator in povzodi
nastanek singletnega kisika, ki poskoduje okolino tkivo. Do lokalno omejenih ucinkov prihaja samo na podrocjih, ki jih osvetlimo s svetlobo
ustrezne valovne dolzine. Ucinkovine, ki se uporabljajo kot fotosenzibilizatorji, morajo biti sposobne aktivirati kisik preko prenosa elektrona ali
prenosa energije.

Kljuéne besede: fotodinami¢no zdravijenje, fotosenzibilizator, prenos elektrona, prenos energije, singletni kisik

Abstract: Photodynamic therapy is the treatment by the use of visible or near infrared light, which activates the photosensitizer and forms singlet
oxygen. Singlet oxygen then causes damage to the living system. Photodynamic therapy is localized, as treatment is achieved only in the areas
which are illuminated by the light of certain wavelength. Drugs which are used as photosensitizers activate oxygen by the mechanism of electron

or energy transfer.

Keywords: photodynamic therapy, photosensitizer, electron transfer, energy transfer, singlet oxygen

1 Uvod

Ko v vsakdanijih pogovorih uporabljamo pojem “zdravljenje” (terapija),
ga le redko uporabljamo v njegovem najSirSem pomenu. Pojem
obsega vse postopke, procese, nacine in posege v organizem ali v
njegovo okolico, ki vodijo do ozdravitve ali do izboljSanja stanja.
Naj¢esce mislimo le na uporabo zdravil in na zdravilne ucinkovine
razliénih farmakoloskih u¢inkov (farmakoterapija) kot njihove bistvene
sestavine. Redkeje pomislimo, da so zdravljenje tudi kirurski posegi,
obsevanja z rentgenskimi Zarki, obdelava s toploto (hladom),
nadzorovana in usmerjena fizicna aktivnost itd. V zdravilne namene
tako uporabljamo bodisi snovi (zdravilne ucinkovine) ali ustrezne
posege z dolo¢eno obliko energije (obsevanje z elektromagnetnim
valovanjem razli¢nih valovnih dolzin itd.), ker se Ziv organizem odziva
tako na vnos snovi kot na vplive razli¢nih energij.

Farmacevtska stroka je v stalnem in neposrednem stiku z zdravilnimi
ucinkovinami in zdravili. V preglednem clanku bomo z namenom
Siritve strokovnega obzorja, predstavili osnovne za razumevanje manj
znanega fotodinami¢nega zdravljenja (photodynamic therapy),
moznosti tega zdravljenja in razumevanje delovanja ucinkovin, ki jih
pri tem uporabljamo.

Uporaba elektromagnetnega valovanja v zdravilne in diagnosti¢ne
namene je Ze uveljavljena metoda od odkritja zarkov X (Rontgen) in
od odkritij zarkov o, B in y dalje. Uporaba svetlobe dalj$ih valovnih
dolzin (ultravijoli¢na - UV in vidna svetloba — VS) se v terapiji pojavi
kasneje. Izkori§¢anje UV in VS v zdravilne namene strokovna literatura

obravnava na treh ravneh. NajsirSe podroCje zajema pojem
“fototerapija”, ki pomeni uporabo ultravijoli€ne (UV), vidne in bliznje
infrardece svetlobe (IR) za zdraviljenje bolezni, npr.: neonatalne
hiperbilirubinemije (1).

Nekoliko ozje podro&je pokriva pojem “fotokemoterapija”’, ki pomeni
uporabo UV, vidne in bliznje IR svetlobe skupaj s
fotosenzibilizatorjem (fotokemoterapevitsko snovjo) za zdravljenje
bolezni, npr.: fotokemoterapija psoriaze in drugih koznih bolezni
(2,3,4,5,6). Pri fotokemoterapiji z zunanjim energetskim vplivom
(svetloba ustrezne valovne dolzine) pozro¢imo na ucinkovini
(fotosenzibilizator), ki se po aplikaciji porazdeli po telesu, kemi¢ne
spremembe, ki jih izkoris¢amo v terapeviske namene. Do teh
sprememb in do zdravilnega uc¢inka prihaja samo na podrocjih, ki jih
osvetlimo s svetlobo ustrezne valovne dolzine, kar pomeni, da s
fotokemoterapijo dosegamo povrsinsko omejene ucinke.

Najozje podrocje uporabe svetlobe za zdravljenje opisuje pojem
“fotodinami¢no zdravljenje”, kjer uporabljamo vidno ali bliznje IR
svetlobo skupaj s fotosenzibilizatorjem in izkoriS¢éamo prisotnosti
molekularnega (tripletnega) kisika v tkivu (7). Tripletni kisik (°0,) je
obi¢ajna oblika kisika in je sestavina atmosfere. Ker je razporeditev
elektronov v zadnji razvezni orbitali takSna, da sta v molekuli dva
elektrona z istosmernim spinom, je °0, biradikal (8). Tak kisik zelo
pocasi reagira z organskimi spojinami, izredno hitro pa z radikali. Pri
interakciji svetlobe in fotosenzibilizatorja v prisotnosti tripletnega
kisika, se energija absorbirane svetlobe uporabi za pretvorbo *O, v
energetsko bogatej$o obliko - singletni kisik ('O,), to je oblika kisika,

Bostjan Japelj, mag. farm., Kemijski institut, Hajdrihova 19, 1001 Ljubljana,

prof. dr. Slavko Pec¢ar, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, ASkerceva 7, Institut Jozef Stefan, Jamova 39, 1000 Ljubljana
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kjer sta elektrona v zadnji razvezni ©" orbitali v paru. Singletni kisik
zato zlahka reagira z vecino organskih spojin in jih oksidira. Pri
fotodinamic¢ni terapiji na mestu, kjer foton svetlobe zadene molekulo
fotosenzibilizatorja, nastaja 'O,, ki poskoduje okoli§no tkivo. Na teh
poskodbah okoliSnega tkiva temelji zdravilni u¢inek, ki ga izkoris€¢amo
pri fotodinamiéni terapija koznega in nekaterih drugih oblik raka (9).

Pri fotodinami¢nem zdravljenju gre za kombinacijo snovnega posega
(sistemska aplikacija fotosenzibilizatorja) in obsevanja samo dolocene
povrSine organizma: povrsSine koze, zile, mreznice. Na ta nacin
uspesno reSujejo enega temeljnih problemov kemoterapije: kako
dosegi uc¢inek samo v dolo¢enem predelu telesa. Sodobna tehnologija
omogoca svetlobne vire z ustreznimi valovnimi dolzinami (razli¢ne
energije) in ustrezno gostoto energije, ter uporabo opti¢nih vodil, s
katerimi snop svetlobe usmerjamo na izbrano mesto. Sintezno lahko
pripravimo fotosenzibilizatorje, ki absorbirajo v razli¢nih podrogjih
valovnih dolzin in imajo razli¢ne fizikalno-kemi¢ne (porazdelitvene)
lastnosti. Z optimizmom lahko pri¢akujemo, da bo fotodinami¢no
zdravljenje raka na kozi in na nekaterih drugih organih (prostata,
plju¢a, prsi, poziralnik) kmalu dobilo ustrezno mesto med drugimi
“klasi¢nimi” terapevtskimi pristopi (10). Posredni dokaz za omenjeno
trditev so mnogi fotosenzibilizatorji, ki so bodisi ze v uporabi ali pa so
v razli¢nih stopnjah kliniénega preizkusanja (7). S samim principom
fotodinami¢nega ucinka se nehote sreCujemo vsako leto. Zaradi
nekaterih dodatkov v hrano (predvsem barvila) in nekaterih naravnih
spojin (fotosenzibilizatorji), ki se kopi¢ijo v podkoZju, pride na s
soncem obsevanih delih koze do znacilnih izpuS€ajev, ki jih zaradi
poenostavitve problema obravnavajo kot alergi¢no reakcijo na sonce.
Omenjene lastnosti pa se pojavljajo tudi pri zdravilnih u¢inkovinah, saj
podrobnejsi pregled postreze s podatki, da so nekatere ucinkovine
fototoksi¢ne. Te na obsevanih delih koze povzro¢ajo neugodne
reakcije, primarno zaradi lokalnega nastajanja 'O,,.

(X ] (] [ 4
2 Temelji fotodinamiénega
zdravijenja
Molekula snovi lahko absorbira elektromagnetno valovanje ustrezne
valovne dolzine. Pri absorpciji pride do prehoda v energetsko
bogatejsa rotacijska, vibracijska ali elektronska stanja (11, 12).

Absorpcija svetlobe v UV in vidnem delu spektra povzroca prehode
elektronov, Ce energija fotona ustreza energetski razliki med
osnovnim in vzbujenim stanjem. Foton svetlobe z doloceno energijo
(E= hv, kjer je h Planckova konstanta, v pa je frekvenca
elektromagnetnega valovanja) interagira z molekulo substrata v
osnovnem stanju (Sy) in povzroci prehod elektrona iz vezne ali
nevezne orbitale v orbitalo z vi§jo energijo, v organskih molekulah
najveckrat v razvezno orbitalo. Tak§no vzbujeno stanje ima lahko za
posledico dve elektronski konfiguraciji z razlicno spinsko
multipliciteto, ki je definirana kot 25+1, pri ¢emer je S celoten spin
sistema (slika 1.)

Verjetnost prehoda med osnovnim in vzbujenim stanjem podaja
molarni absorptivnostni koeficient. Povezan je s povrSino pod
absorpcijsko krivuljo, vendar se veckrat uporablja vrednost ¢,,,,. Malo
verjetnim prehodom pravimo “prepovedani”. Na dovoljenost ali
prepovedanost elektronskega prehoda vplivajo spin, prostor,

simetrija, gibalna koli¢ina in vrtilna koli¢ina (7).
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osnovno singletno vzbujeno singletno vzbujeno tripletno
stanje S, stanje S, stanje T,
2S+1  2[(+1/2)+(-1/2)]+1=1 2[(+1/2)+(-1/2)]+1=1 2[(+1/2)+(+1/2)]+1=3
Slika 1. Spinska multipliciteta osnovnega (singletno stanje S,) in

vzbujenih (singletno S, in tripletno T,) stanj.

Figure 1. Spin multiplicity of the ground (singlet state S,) and excited
(singlet state S, and triplet state T,) states.

Molekula v vzbujenem stanju lahko:
a) odda foton (seva svetlobo) in se vrne v osnovno stanje,

b) preide v drugo (vzbujeno) stanje. Pretvorbo med stanjema z enako
multipliciteto imenujemo interna konverzija: npr. prehod iz
singletnega stanja prvega nivoja v enega od vi§jih vibracijskih nivojev
osnovnega singletnega stanja 31—>S\é. Prehod v stanje z razli¢cno
multipliciteto pa imenujeno medsistemsko krizanje (intersystem
crossing (i.s.c.)) npr. prehod: T,—T,.

c) vstopi v kemijsko reakcijo: npr.
fotociklizacija.

fotoionizacija, fotoadicija,

d) prenese energijo vzbujenega stanja na drugo molekulo.

Emisijo fotona iz vzbujenega singletnega stanja imenujemo
fluorescenca, iz tripletnega stanja pa fosforescenca. V obeh primerih
vzbujena molekula preide v osnovno stanje S, izsevana svetloba pa
ima daljSo valovno dolzino kot absorbirana. Ker je fosforescenca
prepovedan prehod (T;—S,), je Zivljenjska doba tripleta dalj$a (v ms
obmogju). Pri fluorescenci (dovolien prehod, npr. S;—S;) pa je
Zivlienjska doba vzbujenega stanja bistveno krajSa (< us). Zaradi
dalj$e zivljenjske dobe tripleta je ta pomembnejsi pri fotokemicnih
reakcijah. Na sliki 2 (Diagram Jablonskega) so shematsko prikazani
dovoljeni in prepovedani prehodi.

Molekula, ki se prvotno nahaja v stanju S, lahko absorbira foton in
preide v vzbujeno elektronsko stanje (S; ali S, na sliki 2). Molekula v
vzbujenem stanju je izpostavljena trkom s sosednjimi molekulami. Na
ta nacin oddaja energijo in prehaja v nizje vibracijske nivoje
vzbujenega elektronskega stanja (vibracijska kaskada na sliki 2).
Prehodi med vibracijskimi nivoji so neradiacijski prehodi in potekajo
elektronskega stanja. Emisija pote€e iz najnizjega vzbujenega stanja.
Prehod S,—T, je strogo prepovedan, lahko pa potece prehod v
obratni smeri. Z medsistemskim krizanjem lahko namre¢ preide
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Sz
vibracijska
S
67 kaskada %
—
[}
c
(0]
fluorescenca
absorpcija ~10%s
~10"%s fosforescenca
~10%s
so
legenda:
——» radiacijski prehodi (absorpcija in emisija)
A~~~ neradiacijski prehodi
ik. interna konverzija med stanjema z enako multipliciteto
i.s.c. medsistemsko  krizanje med stanji z razli&no
multipliciteto
Slika 2. Modificiran diagram Jablonskega shemati¢no prikazuje

energije razlicnih stanj molekule. Elektronski ekscitacijski
nivoji so dodatno razdaljeni v vec vibracijskih nivojev, ti pa
Se dodatno na rotacijske podnivoje, ki pa na sliki niso
prikazani.

Figure 2. Modified Jablonski diagram schematicaly shows the
energies of different states of the molecule. Electron
excitation levels are additionaly devided into several
vibrational and rotational sublevels (rotational sublevels are
not depicted).

molekula iz 81—>T1V stanje in z deaktivacijo v T1O. Prehod S,—T; je
sicer formalno prepovedan, lahko pa se zgodi v dolo¢enih primerih
(benzofenon), ker gre za prehod v energetsko nizje stanje. Prehod iz
TWO v S, je mozen iz podobnega razloga kot pri medsistemskem
krizanju, ki dopusca krsitev selekcijskega pravila.

2.1 Mehanizem fotodinamiénega

delovanja
Ker je osnovno stanje molekule kisika (°0,) triplet, se ta pomembno
razlikuje od drugih snovi, ki so v osnovnem stanju v obliki singleta. Ce
privzamemo, da je tripletno stanje osnovno, potem ima molekula
kisika Se dve vzbujeni stanji, ki sta energetsko bogatejSi: osnovno
singletno stanje in vzbujeno singletno stanje (Razpredelnica I).

Elektronsko stanje kisika. ‘Zg* (vzbujeni singlet) ima zelo kratko
zivljenjsko dobo (manj kot ps) in zelo hitro preide v nizje singletno
stanje, ‘Ag.

Na sliki 3 je primerjalno prikazana razvrstitev elektronov v molekuli
dusika (N,) in kisika (O,). Dva elektrona z istosmernim spinom v
razli¢nih orbitalah sta razlog, da je tripletni kisik pri obi¢ajnih pogojih
relativno neaktiven do vecine organskih spojin. Pri spajanju kisika s
temi spojinami, bi moralo priti do spremembe spina enega elektrona,
kar pa je kvantnomehansko prepovedan dogodek.

2pn{

}2pm
2po

2pc

\ o,

4
o K

25 / N 2s
O
TR
atom 2

atom 1 red vezi 3 2
energija energija energija i
atomskih molekulskih  atomskih Ei"fo'g'fci,-e 941 4935
orbital orbital orbital vezi (kJ/mol)

magnetizem dia para dia dia

Slika 3. Elektronske konfiguracije molekule tripletnega kisika (°O,) in
molekule singletnega kisika ('O,) v osnovnem (’Ag) in
vzbujenem ( 7):g*) stanju v primerjavi z molekulo dusika (N,).
Na levi je prikazan energetski diagram molekulskih orbital, ki
bi ga dobili s prekrivanjem atomskih orbital obeh atomov, ki
tvorita molekulo duSika in kisika, z metodo LCAO (linear
combination of atomic orbitals) kot priblizkom za kemijsko
vezavo. Na sliki niso prikazani Stirje elektroni, ki so v
linearnih kombinacijah 1s orbital.

Figure 3. Electron configurations of triplet oxygen (°O,) and singlet
oxygen ('0,) molecule in gound (’Ag) and excited (’Zg*)
state in comparison with nitrogen molecule (N,). On the left
energy diagram of molecular orbitals is shown obtained as
an overlap of atomic orbitals using LCAO (linear
combination of atomic orbitals) approximation for chemical
bonding. Four electrons in the linear combination of 1s
orbitals are not shown in the picture.
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Razpredelnica I. Energije in Zivijenjske dobe stanj O, (7)
Table I. Energies and lifetimes of different states of O, (7).

oznaka Ime relativna  zivljenska doba
stanja energija v sekundah
(kd/mol) v kondenzirani
fazi
‘Zg* vzbujeno
singletno stanje - 155 <10°s
‘Ag osnovno
singletno stanje singletni kisik, 'O, 94 ~10 us
3Zg' osnovno
tripletno stanje kisik, *O, 0 o0

Poznamo dva mehanizma po katerih lahko svetloba v prisotnosti
fotosenzibilizatorja in kisika sprozi kemijsko reakcijo v substratu in
poskoduije tkivo: tip1 in tip 2 (7). Globina do katere sega svetloba je
odvisna od njene valovne dolzine (Razpredelnica ).

Razpredelnica Il.  Globina do katere sega svetloba razlicnih
valovnih dolzin

Table Il. The depth of penetration of light of different wavelenghts.

valovna dolzina (nm) globina (mm)

400 ccaz2z2
500-550 cca 3,5
630-650 do 20

2.1.1 Tip 1 - prenos elekirona

Vzbujeno stanje fotosenzibilizatorja povzocli nastanek radikala zaradi
prenosa elektrona iz substrata ali na substrat, oziroma zaradi izgube
vodika. Nastali radikal reagira s °0, molekulo, kar vodi do nastanka
reaktivnih kisikovih intermediatov (superoksidni ali peroksidni ioni), ki
napadejo celi¢ne tar¢e. Reakcija je formalno gledano fotokemijsko
sprozena oksidacija (shema 1):

Senz L» Senz*

Senz* + A — PENOSE. o gonze 4 A~
Senz* + AH, —w» SenzH® + (AH)"

(AH) + °0, ———————3 AH-00" —3=produkli

Shema 1. Nastajanje reaktivnih kisikovih intermediatov po zajetju
fotona na molekuli fotosenzibilizatorja (Senz). Senz' je
vzbujeno stanje senzibilizatorja, Senz*, je kationski radikal
senzibilizatorja, A~ anionski radikal substrata.

134 farm vestn 2006; 57

Kot primer navajamo fotokemi¢ni nastanek radikala, ki sproZi lipidno
peroksidacijo v tkivu in prenos elektrona na kisikovo molekulo. Pri
lipidni peroksidaciji nastali primarni radikal odvzame H iz
nenasi¢enega lipida, alilni radikal je resonan¢no stabiliziran in po
reakciji s tripletnim kisikom nastane peroksilni radikal, po pritegnitvi
vodikovega iona pa dva mozna peroksida (shema 2) (13).

Shema 2

2.1.2 Tip 2 - prenos energije

Po tem mehanizmu se energija za vzbujanje elektronov prenese iz
senzibilizatorja v tripletnem stanju na tripletni kisik, pri Cemer
senzibilizator in kisik preideta v singletno stanje. S pomocjo
obsevanja ustreznih senzibilizatorjev lahko s pomocjo elektronske
ekscitacije nastaja singletni kisik, kar je najpomembnejsa reakcija pri
fotodinami¢ni terapiji. Fotosenzibilizator je torej posrednik, ki energijo
svetlobe (fotona) preko lastnih vzbujenih stanj prenese na molekulo
tripletnega kisika, pri tem pa nastaja singletni kisik ('O,) (shema 3).

Senz (Sy) — ¥ Senz (S,) —:5C > Senz (T,)
Senz (T,) +°0, —— > Senz (§y) + 'O,

bioloska molekula + 'O, —————————> produkti

Shema 3. Nastajanje 'O, iz °0, s posredovanjem vzbujenega
fotosenzibilizatorja.

Scheme 3. Formation of 'O, from 0, in
photosensitizer in the excited state.

the presence of

Pogoj, da senzibilizator lahko posreduje pri nastajanju 'O, je, da je
energija (vbujeno stanje senzibilizatorja) vec¢ja od 94 kJ/mol (energija
singletnega kisika nad osnovnim tripletnim stanjem). Fotokemi¢na
ucinkovitost, s katero razli¢ni fotosenzibilizatorji tvorijo 'O,, je kvantni
izkoristek (quantum yield), , ki je definiran kot:

¢pmdukta:(ét. molekul produkta v sekundi v mL)/(st. fotonov, ki se
absorbirajo v sekundi v mL).

Kvantni izkoristki za nekatere fotosenzibilizatorje so v razpredelnici Il
(14).
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Razpredelnica Ill. Kvantni izkoristki nekaterih fotosenzibilizatorjev.

Table Ill. Quantum yields of certain photosensitizers.
Skupina Fotosenzibilizator Topilo Oa
A. splos$ni

Akridin CeHg 0,83

Benzofenon CgHg 0,35
B. porfirini in sorodne spojine

porfirin CCl, 0,75

Tetrafenilporfirin CeHg 0,66
C. ftalocianini

Mg kompleks

ftalocianina CgHsN 0,40

Razlikovanje med tipom | in Il je tezavno. Problem je v analitskih
metodah, ki niso dovolj zanesljive in v Stevilnih dejavnikih (topilo,
substrat, valovna dolzina), ki lahko vplivajo na mehanizem, po
katerem bo fotosenzibilizator reagiral. Mnogi reagirajo po obeh
mehanizmih (7).

2.2 Reaktivnost '0,
Singletni kisik obi¢ajno ni prisoten v naravi, ker takoj reagira z
organskimi spojinami (15,16,17). Reagira tako, da:

- se adira na nenasi¢ene spojine, npr. na mascobne Kisline pri Cemer
v eni stopnji nastane hidroperoksid (shema 4):

Shema 4.

Velik del poskodb tkiva pri fotodinamicni terapiji gre preko oksidacij
nenasi¢enih mascobnih komponent bioloske membrane in s tem
povezanega propada celic.

- da reagira kot elektrofil, ki napada alkene bogate z elektroni. Z 1,3
dieni reagira kot dienofil po Diels-Alderjevi reakciji. S stali§¢a
toksi¢nosti (ucinkovitosti) je pomembna reakcija 'O, s purinskimi
bazami (gvanin) in aminokislinami (Trp, His, Met ...), ki
nepopravljivo poskoduje DNA oziroma prizadene funkcionalne
lastnosti nekaterih encimov.

Zaradi moznih $tevilnih interakcij v bioloskem sistemu, je Zivljenjska
doba singletnega kisika 0,01-0,04 us z difuzijsko potjo med 0,01-0,02
um (38).

(] [ ] (] (]
3 Zdravilne uéinkovine pri
(] [ X3 [ ] [ X X ]
fotodinamiéni terapiji
Ucinkovina, ki je kot fotosenzibilizator uporabna v fotodinamicni
terapiji, mora zados$¢ati naslednjim pogojem:

a) imeti mora kromofor, ki absorbira v vidnem ali

infrardeCem delu spektra,

bliznjem

b) ¢e fotosenzibilizator posreduje pri nastajanju 'O,, mora molekula
senzibilizatorja preiti v tripletno stanje z medsistemskim krizanjem,
energija tripletnega stanja senzibilizatorja (£;) mora biti nekoliko
vecja od 94 kd/mol (energija singletnega kisika nad osnovnim
stanjem).

¢) prenos energije Senz(T,) — *O, mora biti uc¢inkovit,

d) v primeru spojin, ki agregirajo, je monomerna (neasociirana) oblika
bolj fotodinami¢no uc¢inkovita (7).

3.1 Generacije fotosenzibilizatorjev
Fotosenzibilizatorje, ki posredujejo pri nastajanju aktivirane oblike
kisika, delimo v tri generacije:

- v prvi generaciji so derivati hematoporfirina in sorodne spojine;

- v drugi generaciji so fotosenzibilizatorji, razviti iz porfirinov z ve&jo
ucinkovitostjo in selektivnostjo;

- v tretji generaciji so fotosenzibilizatorji, ki so Se v razvojni fazi, in so
kovalentno vezani na dolocena monoklonska protitelesa, s Simer bi
lahko dosegli izredno prostorsko selektivnost nastajanja 'O,.

Glede na strukturo lahko fotosenzibilizatorje razdelimo v naslednje
skupine:

- porfirini,
- Kklorini in bakterioklorini,
- ftalocianini in naftalocianini,

- drugi fotosenzibilizatorji: cianinska barvila, razsirjeni kinoni,
fenotiazini, ksanteni, porficeni, skvarini, teksapirini, konjugirani
fotosenzibilizatorji (7).

3.2 Porfirini

Porfirini, klorini in ftalocianini imajo kot fotosenzibilizatorji pri
fotodinamic¢ni terapiji tri pomembne prednosti (18,19):

- dobro absorbirajo v vidnem delu spektra vsled ¢esar je potrebno
le malo materiala,

- so stabilni (aromatska stabilnost) na svetlobi in
- nizko toksi¢nost v temi.

Porfirini in klorini so trenutno najbolj obetajoce fotosenzibilirajoce
u¢inkovine druge generacije. Osnovni skelet je hidrofoben. Za
povecanje topnosti v vodi uvajamo v molekulo dodatne sulfonske,
karboksilne in hidroksilne funkcionalne skupine. Pridobivajo jih iz
hemoglobina, s popolno sintezo in z manipulacijo biosintezne poti
sinteze protohema.
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Porfirinski sistem je planaren in aromati¢en 18-n elektronski sistem s
premerom 0,88 nm. V notranjosti ima Spranjo s premerom 0,42 nm
kamor se lahko veZzejo razli¢ni kovinski ioni (slika 4). Za fotodinami¢no
terapijo so primerni kompleksi z relativno dolgo Zivljenjsko dobo z AP+
ali Zn*.

Slika 4. Porfirinski sistem.
Figure 4. Porphyrin system.

3.2.1 Porfini iz hemoglobina

Pridobivajo jih iz krvi, ki ji dodajo heparin za preprecitev koagulacije.
Sledi hemoliza in centrifugiranje. Hemoglobin nato kristalizirajo.
Protohemin (ali krajSe hemin) alternativno pridobijo z dodatkom
ocetne kisline in NaCl ¢emur sledi kristalizacija (shema 5) (20, 21).

OH

OH

protohemin hematoporfirin deuteroporfirin

(R=CH,CH,COOH)

Shema &.

Protohemin, hematoporfirin in deuteroporfirin sluzijo kot najpogostejSe
zacetne spojine za sintezo fotodinami¢nih senzibilizatorjev iz
hemoglobina (7).

3.2.2 Manipulacija biosintezne poti sinteze hema
Zanimiv pristop je endogeni nastanek protoporfirina z dodajanjem
prekurzorjev, ki so vklju¢eni v naravno pot sinteze porfirina (22, 23).
Kontrolni mehanizem biosintezne poti je koncentracija protohema, ki
po sistemu povratne zveze vpliva na aktivnost encima ALA sintaza in
na ta nagin regulira koli¢ino 8—aminolevulinske kisline (8-ALA). Ce
dodamo 6-ALA (NH,CH,COCH,CH,COOH) v organizem, lahko na ta
nacin pospes$imo biosintezo porfirinogenov in protoporfirina. Ta
metoda se je izkazala predvsem pri zdravljenju nekaterih povrsinskih
tumorjev. Dokazano je tudi, da s pripravo alkilnih estrov (npr. heksilni
ester —ALA) izboljSamo penetracijo skozi membrane.
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3.3 Klorini in bakterioklorini

Klorini so B—-dihidroporfirini, bakterioklorini pa B-tetrahidroporfirini. f—
dihidroporfirini imajo samo enega predstavnika-klorin, znotraj skupine
B—tetrahidroporfirinov pa lo¢imo izobakterioklorin in bakterioklorin.
Obstaja tudi B-heksahidroporfirin (shema 6).

p-heksahidroporfirin

bakterioklorin

klorin izobakterioklorin

Shema 6

Vse spojine lahko prehajajo v porfirin s pocasno avtooksidacijo.
Dehidrogenacijo pospesimo z dodatkom kinonov. Ta skupina spojin
ima zelo pomembno vlogo v bioloskih sistemih. Kot se da sklepati ze
iz imena, je klorin kromofor klorofila a in klorofila b (7, 24).
Bakterioklorin je kromofor bakterijskega fotosintetskega pigmenta
bakterioklorofila a. Izobakterioklorin je intermediat v sintezi vitamina
B, njegov Zelezov kompeks sironem pa je prosteticna skupina v
sulfitnih in nitritnih reduktazah rastlin in bakterij.

Spojine, ki spadajo v to skupino lahko dobimo na dva nacina: z
izolacijo in modifikacijo naravnih spojin ter s popolno sintezo.

3.3.1 Klorini in bakterioklorini, ki jih prodobimo iz
naravnih virov

Eden izmed najpomembnejsih fotodinamic¢nih fotosenzibilizatorjev, ki

so izvedeni iz klorofila je monoaspartil klorin €5 (MACE=monosparty!

chlorin eg) (35). Njegova prednost je v tem, da ima kratko dobo foto-

senzibilizacije. Uporabljajo ga pri zdravljenju ponavljajocih se adeno-

karcinomov prsi, karcinomov bazalnih celic in karcinomov v koZzi.

3.3.2 Sintezni klorini in bakterioklorini

Obstajata dve glavni poti sinteze klorinov in bakterioklorinov:
redukcija z natrijem v pentanolu in reakcija z diimidom (NH=NH).
Diimid nastane in situ iz p-tozil hidrazida, kalijevega karbonata in
piridina. Klorin in bakterioklorin dobimo z redukcijo m-THPP (m-THPP
— m-THPC — m-THPBC) (shema 7):

510,15 20-etrakis(m-hidroksifenil)porfrin
(MTHPP)

5,10, 510,15
(m-THPC) (m-THPBC)

Shema 7
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Osnove in mozZnosti fotodinamicnega zdravljenja

Fotodinaméni efekt se povecuje z redukcijo v seriji spojin m-THPP, m-
THPC, m-THPBC. Odmerki fotosenzibilizatorjev, potrebni za priblizno
5 mm globoko nekrozo tumorja pri miskah so predstavljeni v
razpredelnici IV.

Razpredelnica IV. Globina nekroze tumorja, ki so jo povrocili
m-THPP, m-THPC in m-THPBC. (37)

Table IV. Depth of tumor necrosis caused by m-THPP,

m-THPC and m-THPBC.

fotosenzibilizator odmerek globina globina nekroze
(umol/kg) nekroze tumorja (mm)/
tumorja (mm) odmerek
(umol/kg)
m-THPP 6,3 4,6 0,7
m-THPC 0,8 54 6,8
m-THPBC 0,4 51 12,8

m-THPC in m-THPBC sta v fazi razvoja kot novi u¢inkovini, zaradi tezje
izdelave bakterioklorina je poudarek na m-THPC (Foscan). Ze dve leti
po odkritiju m-THPC so s klini¢nimi poskusi ugotovili u¢inkovitost te
uc¢inkovine pri mezoteliomu (rak v plevralni votlini, ki nastane zaradi
izpostavljenosti azbestu). Ucinkovina je sedaj v tretji fazi klini¢nih
testiranj za oblike rakov aerodigestivnega trakta in prostate. Ker je
zelo ucinkovit, se pojavljajo problemi z ve¢ dni trajajo¢o
fotosenzibilizacijo koze (7).

Sintezno prodobljena uc¢inkovina, ki je prav tako v tretji fazi klinicnih
testiranj in spada v skupino klorinov in bakterioklorinov je tudi kositrov
etiopurpurin (SnEt2) (shema 10). Uporablja se za zdravljenje raka na
prostati in starostne degeneracije centralnega dela o¢esne mreznice.
Med fotosenzibilizatorje druge generacije spadajo tudi benzklorin
iminijeve soli (7).

3.4 Ftalocianini in naftalocianini

Z zamenjavo mezo ogljikovega mosti¢ka v porfirinu z duSikom
nastane azaporfirin, z zamenjavo vseh Stirih mezo ogljikovih
mostic¢kov, dobimo porpirazin, ¢e pa na vse §tiri B,p'-vezi porfirina
vezemo benzenove obroce, dobimo tetrabenzporfirin. Ftalocianin
dobimo ,&e zadnji spojini zamenjamo Se vse §tiri ogljikove mosticke z
dusikom (shema 8) (25).

e,
s O

tetrabenzporfirin

oy

5-azaporfirin fralocianin

porpirazin

Shema 8.

Z nara8CajoCo zamenjavo ogljikovih mostickov z duSikom naras¢a
stabilnost kompleksov s kovinami.

3.4.1 Fialocianini

Prisotni so v modrih in zelenih pigmentih in barvilih, v tonerju
kopirnega stroja in kot posebne plasti na zgo$¢enkah. Zelena barvila
dobijo z uvedbo klora na aromatske obroce. Topnost ftalocianinov
povecajo s sulfoniranjem.

V zadnijih letih ftalocianine vse bolj uporabljajo zaradi elektroaktivnih
lastnosti. V elektrofotografiji (kopiranje, tiskanje z laserskimi tiskalniki)
uporabljajo fotoprevodne lastnosti titanovega ftalocianina in
ftalocianina. Uporabljajo se tudi v “ink jet” tehnologiji in pri izdelavi
zgoscenk.

3.4.1.1 Sulfonske kisline

S sulfoniranjem aluminijevih in galijevih ftalocianinov dobimo zmes
mono, di, tri in tetra sulfonskih kislin, katerih hidrofilnost naras¢a v tem
vrstnem redu. Disulfonirani derivati so pokazali najve¢jo aktivnost v
celi¢nih kulturah. Pri tem lahko nastane ve¢ izomer (36). Zmes di- in
trisulfonskih kislin se uporablja za zdravljenje koZnega raka, raka na
prsih in orofaringealnega raka. Bioloske raziskave so pokazale da
aktivnost derivatov pada v seriji S,,> S, (derivati kjer sta sulfonski
skupini na dveh sosednjih obroc¢ih so aktivnej$e od derivatov, kjer sta
sulfonski skupini na nasprotnih obro¢ih), prav tako pa pada v seriji
S,>S,> §5> S, (disulfonske kisline so bolj u¢inkovite kot mono-, tri- in
tetrasulfonske kisline). Sposobnost agregacije naraséa v seriji S,<S;.

3.4.2 Naftalocianini

Ce se s&tevilo aromatskih obrogev poveduje, se absorpcijski
maksimum premika proti dalj$im valovnim dolzinam. Naftalocianini
tako absorbirajo v obmocju 770-800 nm (shema 9).

Qe
%

naftalocianin

Shema 9.

Zacetne Studije fotodinamicne terapije z uporabo naftalocianinov niso
bile spodbudne, v zadnjem €asu pa so se pojavile moznosti uporabe
teh spojin v zdravljenju melanomov. Shopova in Wohrle sta namre¢
pokazala, da se Zn(ll) kompleks naftalocianina kopi¢i v pigmentiranih
celicah melanoma in tam povzroc¢i fotoinaktivacijo (26). Razlika v
selektivni toksi¢nosti na celice, ki vsebujejo melanin in na tiste brez
melanina nastopi, ker melanin deluje kot opi¢ni filter in ker je
zivljenjska doba tripleta krajSa v celicah z melaninom (17 us) kot v
celicah brez melanina (40 us).
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3.5 Drugi Fotosenzibilizatorji

Drugi fotosenzibilizatorji so strukturno zelo raznolika skupina (27).
Mednje spadajo: cianinska barvila (28,29), razSirjeni kinoni (30),
fenotiazini, ksanteni, porficeni, skvarini, teksapirini in konjugirani
fotosenzibilizatorji.

Zanimivi predstavniki, ki tudi spadajo v skupino drugih
fotosenzibilizatorjev so konjugirani fotosenzibilizatorji (31,32).
Konjugacijo razumemo kot kovalentno pripojitev molekule na drugo
molekulo, ki je lahko majhna ali velika in prinese v sistem neko novo
lastnost. Primer je pripojitev fotosenzibilizatorja na monoklonska
protitelesa, ki se vezejo na specifien receptor na tumorski celici.
Drugi primer je spojina, ki je derivat estradiola in se uporablja za
zdravljenje raka na prsih. Pri tem izkori§¢ajo dejstvo, da je v takem
tkivu povecano Stevilo receptorjev za estrogen. Spojina ima na
estradiolski skelet vezan porfirinski sistem, ki je fotosenzibilizator,
estradiol pa poskrbi za selektivno toksi¢nost. Zanimivi so tudi primeri
ucinkovin, kjer je porfirinski skelet pripet na oligonukleotid, ki se veze
na nukleinske kisline. Ta tip spojin izkazuje protivirusno delovanje
(33).

3.6 Pomembnejsi fotosenzibilizatorji
5-aminolevulinska kislina /LEVULAN/ (Shema 10). 5-aminolevulinska
kislina je predzdravilo. 1z nje v telesu nastane porfirin. Uporablja se
predvsem v fotodinami¢ni terapiji povrsinskih tumorjev (karcinom
bazalnih celic, Bowenova bolezen in aktinska keratoza).

Metilaminolevulinska kislina /METVIX/ se uporablja za zdravljenje
aktinske keratoze in nemelanomskih oblik raka na kozi (karcinom
bazalnih celic). Mehanizem delovanja je podoben kot pri 5-
aminolevulinski kislini. Z esterifikacijo 5-ALA z alifatskimi verigami
dosezemo vecjo lipofilnost, kar pove&a u¢inkovitost privzema v celice.
Problem 5-ALA je namre¢ slaba penetracija v tkivo tumorja, lipofilni
estri pa imajo mocneje izrazen terapevtski ucinek, kar pomeni, da
potrebujemo manj$e odmerke uc¢inkovine za zdravljenje (34).

Porfimer natrij /PHOTOFRIN/ je mesSanica oligomerov porfirinskih
enot (lahko jih je do osem) povezanih z eterskimi in esterskimi vezmi.
Uporablja se v fotodinami¢ni terapiji tumorjev. Terapija poteka v dveh
stopnjah. V prvi praSek zmeSamo z raztopino dekstroze ali natrijevega
klorida in ga injiciramo intravensko. Ucinkovina se odstrani iz vecine
tkiv po 40 do 72 urah (klirens 0,051 mL/min/kg), kopi¢i pa se v
tumorjih, kozi in organih retikuloendotelijskega sistema. Po 40-50 urah
na mesto tumorja posvetlimo z laserjem z valovno dolzino svetlobe
630 nm (druga stopnja terapije). Uni¢enje tumorja je posledica tvorbe
singletnega kisika, posledi¢no pa se tvorijo tudi superoksidni in
hidroksilni radikali. Njegovo ucinkovitost so preizkusali v klini¢nih
Studijah proti raku poziralnika in endobronhialnemu raku.

Verteporfin /VISUDYNE/. Uporablja se v obliki steriinega praska za
intravensko infuzijo. Obe strukturni izomeri, BPD-MA in BPD-MA;
(njuno razmerje v farmacevtski obliki je 1:1), sta enako uginkoviti.
Terapija poteka v dveh stopnjah, podobno kot pri porfimer natriju.
Razpolovna doba je pri bolnikih z normalno jetrno funkcijo 4,7 h.
Problem pri verteporfinu in porfimer natriju je, da svetlobna aktivacija
obeh uc€inkovin lahko povzro¢i poSkodbe na neovaskularnem
endoteliju, posledicno se spros€ajo prokoagulacijski in vazoaktivni
faktorji, ki povzoc&ijo agregacijo trombocitov in vazokonstikcijo.
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Uporablja se pri zdravljenju bolnikov s horoidalno neovaskularizacijo
kot posledico z leti povezane makularne degeneracije (age-related
macular degeneration) ali drugih makularnih bolezni.

Motexafin lutetium /LUTRIN, ANTRIN/ je v /Il fazi raziskav. Deluje
proti raku na dojkah, melanomom in Kaposijevem sarkomu. DLI (drug-
light interval) je 3h (osvetlimo lahko torej Ze po treh urah).

Etiletiopurpurin. Ker je zelo hidrofoben, uporabliamo posebne
sisteme za njegovo dostavo na mesto delovanja (emulzije, liposomi,
lipoproteini in ciklodekstrin). Za etiltiopurpurin se uporabljajo biolosko
razgradljive cianoakrilatne nanosfere s premerom 150-250 nm.

V spodnji shemi (shema 10) so navedene strukture pomembnejsih
fotosenzibilizatorjev.

OH

H,CfNH/\\/v\O

o
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N
o

5-aminolevulinska kislina /LEVULAN/ metilaminolevulinska kislina IMETVIX/
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motefaxin lutetium /LUTRIN, ANTRIN/

kositrov etiopurpurin /PURLYTIN/

Shema 10

4 Sklep

Kjub temu, da je fotodinami¢na terapija v zadnjih dvajsetih letih
naredila velik napredek v terapiji raka, se $e vedno pojavljajo doloceni
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Osnove in mozZnosti fotodinamicnega zdravljenja

dvomi v zvezi z njeno uporabo. Prva odobritev njene uporabe s strani
regulatornih agencij se je zgodila Sele leta 1993 v Kanadi, v Veliki
Britaniji pa Sele leta 1999 in Se to pod strogo dolo¢enimi pogoji
uporabe. Najbolj ucinkovita je v zgodnjih fazah detekcije in
zdravljenja tumorjev. Prednosti njene uporabe so, da jo lahko
izvedemo relativno varno, dostikrat ni potreben kirursSki poseg, ima
malo stranskih ucinkov, ne uniCuje kolagena in je relativnho poceni.
Njena slabost je v tem, da lahko povzro¢i fotoobcutljivost, ki traja veé
tednov, vendar se pri novejSih ucinkovinah temu sku$ajo izogniti.
Intenzivne raziskave kazejo, da bo v prihodnosti fotodinami¢na
terapija lahko postala pomembna za zdravljenje luskavice, artritisa,
AMD (age-related macular degeneration), nekaterih avtoimunskih
bolezni (artritis), ateroskleroze in celo kot antimikrobna in antivirusna
terapija.
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Pregledni clanki - Review Articles

Inhibitorji citokromov

Cytochrome inhibitors

Rok Frlan in Marija Sollner Dolenc

Povzetek: Citokromi so membransko vezane monooksigenaze, ki katalizirajo reakcijo oksidacije razli¢nih endogenih snovi in v telo vnesenih
ksenobiotikov. Razli¢ne snovi lahko inhibirajo ali inducirajo aktivnost posameznih izoform citokromov in poslediéno spremenijo farmakokineti¢ni
profil u¢inkovin, ki jih vnesemo v telo poleg modulatorja omenjene izoforme. Posledica so zmanj$an ucinek ali celo nezeleni in toksi¢ni ucinki
apliciranih ucinkovin. Inhibitorje citokromov lahko razdelimo glede na mehanizem delovanja v kompetitivne, kompleksirajoCe inhibitorje ter
samomorilske substrate. Tudi mnogi pripravki rastlinskega izvora inhibirajo delovanje citokromov, zato lahko ob soasnem jemanju zdravil in
nekaterih rastlinskih pripravkov pride do spremenjenega farmakokineti¢nega profila zdravilnih u¢inkovin.

Kljuéne besede: Inhibitorji, citokromi, CYP450, modulatorji, rastlinski pripravki

Abstract: Most of the cytochromes can be modulated with different chemicals that can induce or inhibit cytochrome activity and can interfere
with the normal pharmacokinetic profile of a co-administered drug. Co-administered drugs can exhibit side effects, life threatening toxic effects
or, on the other hand, diminished effect. Inhibitors can be divided on the basis of their mechanism of action into competitive, complex forming
and mechanism-based inhibitors. Many natural products can have inhibitory effect on cytochromes. Therefore, changes in their

pharmacokinetic profile can be observed when some of the natural products are co-administered with therapeutic drugs.

Keywords: Inhibitors, cytochromes, CYP450, modulators, herbal preparations

1 Uvod

Ljudje smo vsakodnevno izpostavljeni razlicnim snovem
(ksenobiotikom) iz okolja, ki lahko predstavljajo nevarnost za ¢loveski
organizem. Vecino ksenobiotikov biotransformacijski encimi pretvorijo
v manj lipofilne snovi, ki se zato hitreje izlo¢ijo iz telesa. Oksidacija je
verjetno najbolj pogosta reakcija biotransformacije ksenobiotikov, ki jo
katalizirajo membransko vezane monooksigenaze - citokromi P450
(CYP450). CYP450 aktivirajo molekularni kisik za oksidacijo razli¢nih
endogenih snovi in ksenobiotikov, ki bi se v odsotnosti omenjenih
encimov pocasneje odstranjevali iz organizma, kar bi lahko vodilo v
njihovo pove&ano zadrzevanje v telesu in toksi¢nost. CYP450
katalizirajo ve¢ kot 40 razli¢nih tipov reakcij in so znacilni za nekatere
bakterije, glive, rastline, zuzelke in sesalce.

Mnogi ksenobiotiki, ki jih vnaS§amo v telo, vplivajo na aktivnost CYP450
bodisi kot induktorji njihove sinteze ali/in kot inhibitorji njihove
aktivnosti. Tako indukcija kot inhibicija imata pomemben vpliv v
farmakoterapiji, saj lahko posredno ali neposredno vplivata na
zmanj$ano ali povecano plazemsko koncentracijo socasno apliciranih
zdravilnih u€inkovin. V. mnogih primerih so posledice takSnih
sprememb v aktivnosti CYP450 klinicno nepomembne, v nekaterih
primerih pa lahko pride do zmanjSane ucinkovitosti, povecanega
izrazanja stranskih ucinkov ali toksi¢nosti zdravilnih u¢inkovin, ki je
lahko tudi zivljenjsko ogrozujoca (1). Ker je tematika induktorjev in
inhibitorjev CYP450 zelo obS$irna, bomo v nadaljevanju prispevka
predstavili samo inhibitorje CYP450, medtem ko bomo induktorje
opisali v eni izmed naslednjih Stevilk.

2 Nomenklatura in polimorfizem
citokromov

Trenutno je znanih ve¢ kot 40 razli¢nih izoform CYP450, ta Stevilka pa
se lahko, glede na zadnja odkritja v genomu, v prihodnijih letih poveca
vsaj za deset. |zoforme CYP450 poimenujemo tako, da je za oznako
CYP z arabsko $tevilko oznacena druzina, naslednja ¢rka pomeni
poddruzino, arabska Stevilka za njo pa oznacuje gen za to izoformo
(CYP3A4) (2). Encimi CYP450 so razdeljeni v druzine in poddruzine
glede na homologijo v aminokislinskem zaporedju. V isto druzino
spadajo vsi encimi, ki imajo ve¢ kot 40-odstotno homologijo v
aminokislinskem zaporedju, v isto poddruzino pa spadajo vsi
citokromi ene druzine, ki imajo veC¢ kot 55-odstotno homologijo
sekvenc aminokislin. Glede na navedeno delitev poznamo vsaj 17
izoform, od katerih je ve¢ kot polovica (devet) udelezenih v
biotransformaciji holesterola in steroidnih hormonov. Le druzine od
CYP1 do CYP4 so udelezene v biotransformaciji ksenobiotikov (1).

Izoforme CYP450 izkazujejo genetski polimorfizem, ki je zelo
pomemben, saj deli populacijo v dva fenoctipa - v hitre in po&asne
metabolizatorje. Vzrok take delitve je v tem, da razli¢ne izoforme, tudi
¢e spadajo v isto poddruzino, metabolizirajo zdravilne u¢inkovine z
razlicno hitrostjo — ene hitreje in druge pocasneje (3). Pri hitrih
metabolizatorjih zato vcasih ne uspemo dosedi terapevtskih
plazemskih koncentracij uc¢inkovin, medtem ko lahko pri pocasnih
metabolizatorjin v&asih dosezemo celo toksi¢ne koncentracije.
Genetski polimorfizem je poleg tega tudi odgovoren za razlicne
interakcije med zdravilnimi ucinkovinami, pojav razli¢nih stranskih
ucinkov in nastanek kancerogenih produktov (4). CYP450, za katere
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Inhibitorji citokromov

je znacilen fenotipski in/ali genotipski polimorfizem so CYP1A1,
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 in CYP2E1. Tudi za
CYP3A4 je znacilna visoka variabilnost, vendar pri tej izoformi §e niso
dokazali genetskega polimorfizma (1).

CYP450 izkazujejo, kot vecina encimov, visoko regio in
stereoselektivnost, poleg tega pa, za razliko od drugih encimov,
izkazujejo substrati CYP450 veliko strukturno raznolikost. Razlog lezi
prav v velikem Stevilu razli¢nih izoform, ki so razporejene v razli¢ne
druzine in poddruzine. Tako lahko za vsako od isoform re¢emo, da
morajo njeni substrati ustrezati dolo¢enim strukturnim karakteristikam
(5). Zastopanost posameznih izoform v jetrih prikazuje slika 1.

2E1
7% Druge izoforme

19%

3A4/5
34%

2D6
3%

2B6
P ¢ 1%
0 19%

Slika 1:  Prisotnost izoform citokromov v jetrih (1)
Figure 1. Distribution of CYP450 isoforms in the liver (1)

Iz slike 1 je razvidno, da je najpomembnejSa druzina citokromov
CYP3, saj predstavlja najvecji delez glede na zastopanost in delez
substratov v biotransformaciji.

Vecina spojin se v procesu biotransformacije pretvorijo v manj
toksi¢ne spojine. Nekatere spojine pa se v procesu biotransformacije
vseeno presnovijo v visoko elektrofiine produkte, ki so sposobni tvoriti
kovalentne adukte z DNA. Tvorba epoksidov iz policiklicnih
aromatskih ogljikovodikov in metabolizem do nitrozaminov sta primera
metabolizma s CYP1A, kjer prav tako nastanejo visoko reaktivni
produkti (1).

3 Biokemiéne lastnosti
citokromov

V evkariontskih celicah se CYP450 nahajajo kot membransko vezani
hemoproteini, ki so zgrajeni iz dveh proteinskih komponent: iz
hemskega proteina citokroma P450 in flavoproteina NADPH-CYP450
reduktaze, ki vsebuje kofaktorja flavin mononukleotid (FMN) in flavin
dinukleotid (FDN). CYP450 je mesto vezave substrata in kisika ter
njegove aktivacije, reduktaza pa skrbi za prenos elektronov iz NADPH
na CYP450. Tretja komponenta je fosfolipid fosfatidilholin, ki pospesi
prenos elektronov iz flavoprotein NADPH-CYP450 reduktaze na
CYP450 (1).

Mehanizem reakcije, ki jo katalizira CYP450, Se do danes ni v celoti
pojasnjen. Predlagani mehanizem, ki je v veljavi, je predstavljen na

sliki 2. Gre za vecstopenjski reakcijski mehanizem, kjer se substrat
najprej reverzibilno veze v aktivno mesto CYP450 in se nato preko
vecih intermediatov oksidira. Reakcijski cikel se lahko s pomoc&jo
ksenobiotikov ustavi na stopnji kompleksa superoksid-zelezo, kar vodi
v nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (2).

R-OH
Fos- NRH
Fet*OH R® Fe3* RH e
5
Fe2O RH Fe?* RH
H,O
OZ
H*
Fe3+-OOH RH Fe2+-O, RH
Fe2+-03 RH
o
Slika 2:  Predpostavljen katalitski mehanizem oksidacije s

citokromom P450. RH = substrat (2)

Figure 2: Proposed mechanism of substrate oxidation by cytochrome
P450. RH = substrate (2)

4 Inhibitorji citokromov

Ekspresija CYP450 je regulirana z vrsto faktorjev, med drugim tudi z
ucinkovinami, s snovmi v hrani in z ostalimi ksenobiotiki. Tudi nekatere
zdravilne u¢inkovine spremenijo delovanje CYP450 in tako spremenijo
farmakokineti¢ni profil ostalih zdravilnih ucinkovin, ki so aplicirane
poleg omenjene zdravilne ucinkovine. Interakcije med zdravilnimi
ucinkovinami lahko razdelimo v dve skupini: v tiste, pri katerih je
kapaciteta presnovne poti povecana (induktorji) in v tiste, pri katerih
je zmanjsana (inhibitorji). Aplikacija dveh zdravilnih uc¢inkovin, od
katerih je ena inhibitor izoforme CYP450, s katero se presnovi druga
aplicirana ucinkovina, poveca plazemsko koncentracijo slednje,
medtem ko aplikacija induktorja zmanj$a plazemsko koncentracijo
druge ucinkovine (6, 7, 8).

CYP450 so potencialna tar¢a inhibitorjev, kar vodi v farmakokineti¢ne
interakcije, ki so lahko tudi klini€no signifikantne in Zivljenjsko
ogrozujoCe. Glede na mehanizem delovanja v grobem lo¢imo tri tipe
inhibitorjev (2):

e Kompetitivni inhibitorji (npr. antimikotiki)

Tekmovanje za aktivno mesto med dvema ucinkovinama je
najpogostejsi tip inhibicije. Ko zmanjka kompetitivhega inhibitorja
je inhibicija kon¢ana in encimska aktivnost se obnovi. Inhibicija je
takojénja, ze s prvim odmerkom ucinkovine.

farm vestn 2006; 57 141

o


Prinect Color Editor
Page is color controlled with Prinect Color Editor 2.0.36
Copyright 2004 Heidelberger Druckmaschinen AG

To view actual document colors and color spaces, please
download free Prinect Color Editor (Viewer) Plug-In from:
http://www.heidelberg.com

Applied Color Management Settings:
Output Intent (Press Profile): GenericGray.icm

RGB Image:
Profile: ECI_RGB.icc
Rendering Intent: Perceptual
Black Point Compensation: no

RGB Graphic:
Profile: ECI_RGB.icc
Rendering Intent: Perceptual
Black Point Compensation: no

CMYK Image:
Profile: ISOcoatedsb.icc
Rendering Intent: Perceptual
Black Point Compensation: no
Preserve Black: no

CMYK Graphic:
Profile: ISOcoatedsb.icc
Rendering Intent: Perceptual
Black Point Compensation: no
Preserve Black: no

Multicolor Image:
Profile: HD-2-01-Hexa340K95GCR90V4.icm
Rendering Intent: Perceptual
Black Point Compensation: no

Multicolor Graphic:
Profile: HD-2-01-Hexa340K95GCR90V4.icm
Rendering Intent: Perceptual
Black Point Compensation: no

Gray Image:
Profile: GenericGray.icm
Rendering Intent: Perceptual
Black Point Compensation: no

Gray Graphic:
Profile: GenericGray.icm
Rendering Intent: Perceptual
Black Point Compensation: no

Device Independent Image:
Rendering Intent: Perceptual
Black Point Compensation: no

Device Independent Graphic:
Rendering Intent: Perceptual
Black Point Compensation: no

Turn R=G=B (Tolerance 0.5%) Graphic into Gray: yes
CMM for overprinting CMYK graphic: yes
Gray Image: Apply CMYK Profile: no
Gray Graphic: Apply CMYK Profile: no
Treat Calibrated RGB as Device RGB: no
Treat Calibrated Gray as Device Gray: no
Remove embedded non-CMYK Profiles: no
Remove embedded CMYK Profiles: no

Applied Miscellaneous Settings:
All Colors to knockout: no
Pure black to overprint: no
Turn Overprint CMYK White to Knockout: yes
Turn Overprinting Device Gray to K: yes
Enable Overprint in Device CMYK: yes

Create "All" from 4x100% CMYK: no
Delete "All" Colors: no
Convert "All" to K: yes


Prinect Trap Editor
Page is trapped with Prinect Trap Editor 4.0.36
Copyright 2004 Heidelberger Druckmaschinen AG

To view traps, delete traps or to get detailed trapping information,
please download free Prinect Trap Editor (Viewer) Plug-In from:
http://www.heidelberg.com

Settings:
Width: 0.042 mm  =  0.120 pt
Printorder: Black / PANTONE 348 CV / 
Step Limit: 25.0%
Common Density Limit: 0.50
Centerline Trap Limit: 100%
Trap Color Scaling: 100.0%
Image to Object Trapping: yes
Image to Image Trapping: yes
Black Width Scaling: 100.0%
Black Color Limit: 95.0%
Overprint Black Text: 12.0 pt
Overprint Black Strokes: yes  Limit: 1.00 mm  =  2.84 pt
Overprint Black Graphics: yes



FV st 2 2006 prelom 7/7/06 8:42 AM Page 142

Pregledni clanki - Review Articles

——

e Nekompetitivni (npr.  makrolidni

antibiotiki)

kompleksirajoCi inhibitorji

Po metaboli¢ni pretvorbi nastanejo spojine, ki tvorijo z aktivnim
mestom CYP450 intermediate, ki so zelo stabilni (ireverzibilni).

e Samomorilski substrati (npr. etinilestradiol)

Ucinkovina se med procesom oksidacije pretvori v aktivni
intermediat, ki alkilira aktivno mesto istega ali drugega encima.

Zadnji dve obliki inhibicije sta ireverzibilni in trajata dlje kot
kompetitivni tip inhibicije, kar pomeni, da se morajo po prenehanju
aplikacije inhibitorja encimi na novo sintetizirati.

Preglednica 1:
Table 1:

Najvecji efekt inhibicije je opazen pri CYP3A4, saj ta izoforma
metabolizira najvecji delez ucinkovin. Poleg tega je CYP3A4
pomemben za metabolizem endogenih snovi - testosterona,
androstendiona in progesterona (9).

Posamezni tipi inhibitorjev glede na mehanizem delovanja in njihovi
predstavniki so prikazani v preglednici 1, medtem ko so inhibitorji po
posameznih izoformah prikazani v preglednici 2.

Med kompleksirajoce inhibitorje spadajo mnoge zdravilne u€inkovine,
najbolj znadilni so metilendioksibenzeni, alkilamini in hidrazini, ki
tvorijo po presnovni aktivaciji stabilne komplekse s prosteti¢no
skupino CYP450. Znacilnost primarnih aminov je, da se

Predstavniki inhibitorjev citokromov razvrséenih glede na mehanizem delovanja (1, 2, 10, 11)
Cytochrome inhibitors representatives divided on the basis of their mechanism of action (1, 2, 10, 11)

Kompetitivni inhibitoriji

Kompleksirajo&i inhibitorji

Samomorilski inhibitorji

antimikotiki makrolidni antibiotiki kloramfenikol
ciklosporin nevroleptiki ciklofosfamid
metirapon tricikli¢ni antidepresivi etinilestradiol
indinavir selektivni zaviralci privzema serotonina desogestrel
nikotinska kislina lidokain gestoden
nikotinamid izoniazid noretisteron
fluorokinoloni paroksetin

makrolidni antibiotiki

Preglednica 2:  Prikaz inhibitorjev (uc¢inkovin) razlicnih izoform citokromov (11, 15, 16, 17)

Table 2: Drugs that are inhibitors of various cytochrome isoforms (11, 15, 16, 17)

Izoencim Inhibitor

CYP1A1 ketokonazol

CYP1A2 cimetidin, fluorokinoloni (ciprofloksacin, enoksacin, levofloksacin, ofloksacin), fluvoksamin, tiklopidin, mikonazol,
eritromicin, klaritromicin, kofein, izoniazid, lansoprazol, lidokain, fenacetin

CYP2A6 8-metoksipsoralen, pilokarpin

CYP2B6 tiotepa, mikonazol 8-metoksipsoralen

CYP2C8 trimetoprim

CYP2C9 sulfametoksazol, NSAID (diklofenak), amiodaron, izoniazid, tiklopidin, azoli (ketokonazol, flukonazol), itrakonazol,
cimetidin, sulfonamidi, varfarin

CYP2C19 TCA (amitriptilin, nortriptilin, imipramin, desipramin), antidepresivi (fluoksetin, fluvoksamin), azoli (mikonazol,
ketokonazol), inhibitorji H* ¢rpalke (lansoprazol, omeprazol), tiklopidin, kloramfenikol, felbamat, flurbiprofen

CYP2D6 amiodaron, kinidin, cimetidin, H1-antagonisti (klorfeniramin, difenhidramin), SSRI (fluoksetin, paroksetin, amitriptilin)
citalopram, desmetilcitalopram, inhibitorji MAO (sertralin), nevroleptiki (haloperidol, tioridazin), metadon, ritonavir, TCA
(amitriptilin, nortriptilin, imipramin, desipramin, klomipramin), ranitidine, celekoksib, mikonazol, B-antagonisti (acebutolol,
betaksalol), amiodaron, nevroleptiki (klorpromazin, haloperidol), citalopram, flekainid, propafenon, flufenazil, fluvastatin

CYP2E1 disulfiram

CYP3A4, 5,7 HIV protivirusne uc¢inkovine (delavirdin, indinavir, nelfinavir, ritonavir, sekvinavir), amiodaron, cimetidin, makrolidi

(klaritromicin, eritromicin), diltiazem, fluvoksamin, grenivkin sok, itrakonazol, imidazoli (ketokonazol, klotrimazol,
flukonazol, itrakonazol), nefazodon, troleandomicin, zaviralci kalcijevih kanal¢kov (verapamil, nifedipin, felodipin),
kloramfenikol, inhibitorji HMG-CoA reduktaze (atorvastatin, fluvsatatin), kanabinoidi, klemastin, TCA (klomipramin,
desipramin), ciklosporin, glibenklamid, ifosfamid, midazolam, propoksifen, rivastatin, tamoksifen
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Inhibitorji citokromov

N-hidroksilirajo in nato N-oksidirajo do nitrozo funkcionalne skupine, ki
kelira Zelezo v hemu in stabilizira fero obliko (12). Pri aminih, ki so
substituirani z alkilno skupino, pride ponavadi do dealkiliranja in nato
do nadaljnje pretvorbe v nitrozo spojino (2, 13).

Samomorilski inhibitorji imajo ponavadi funkcionalne skupine, ki se
oksidirajo do reaktivnih produktov. Sem spadajo predvsem
uc¢inkovine z nenasi¢enimi C-C vezmi, obro¢ni sistemi s furanom,
kloramfenikol, spironolakton in nekatere spojine z duSikom (2).
Reaktivni intermediati, ki nastanejo z biotransformacijo, alkilirajo
prosteticno hemsko skupino ali proteinski del CYP450 (14).

4.1 Rastlinski inhibitorji

Pripravke iz rastlin mnogokrat uporabljamo v kombinaciji z zdravilnimi
u¢inkovinami, kar lahko vodi v mozne farmakokineticne ali
farmakodinamicne interakcije. V kliniéni praksi poznamo mnogo
poroCil o interakcijah med rastlinskimi pripravki in zdravilnimi
uc¢inkovinami, katerih posledica je bil spremenjen ucinek in/ali stranski
ucinki. Ugotovimo lahko spremenjeno absorpcijo, presnovo,
porazdelitev in izlo¢anje ucinkovin. Spremenjena plazemska
koncentracija ucinkovin je lahko posledica indukcije ali inhibicije
predvsem CYP450 v jetrih (16).

Preventiva pred kancerogenimi snovmi postaja v danasnjih ¢asih vse
pomembnej$a. Med potencialnimi kemopreventivnimi snovmi so tudi
naravnimi fenoli, med katere spadajo enostavni fenoli, fenolne kisline,
derivati hidroksicimetne kisline in najpomembnejsi - flavonoidi, ki so
antioksidanti s protikancerogenim delovanjem. Flavonoide najdemo v
sadju, zelenjavi, ores¢kih, pijacah iz sadja, kot sta zeleni ¢aj in vino pa
tudi v nekaterih zdravilnih rastlinah, npr. Ginkgo biloba. Hrana, bogata
s flavonoidi, §&Citi pred razlicnimi oblikami raka predvsem z
antioksidativnim delovanjem in preko inhibicije CYP1A1 ter CYP2ET,
ki sta odgovorna za biotransformacijo nekaterih prokancerogenov
(benzo[a]pireni) v kancerogene. Mehanizem inhibicije e ni poznan,
domnevajo pa, da nekateri flavonoidi vplivajo na redukcijsko aktivnost
CYP450 in blokirajo prenos elektronov. Najbolj raziskan flavonoid je
kvarcetin (slika 3), ki se nahaja v visokih koncentracijah v sadju,
zelenjavi, €¢aju in vinu. Flavonoidi imajo lahko dvojno delovanje in so
lahko inhibitorji ali induktorji CYP 450 ter, odvisno od strukture,
modulirajo encime druge faze. Znano je, da so flavonoidi s hidroksi
substituenti inhibitorji, brez hidroksi substituentov pa induktorji
CYP450 (18, 19).

Poleg flavonoidov so v rastlinah pogosto prisotni tudi
furanokumarini. Le-ti se v manjsih koli¢inah nahajajo v druzinah
Umbelliferae, Rutaceae, Moraceae in Leguminosae in ravno tako
kot flavonoidi inhibirajo ali inducirajo CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1,
CYP2A5, CYP2A6, CYP2B1, CYP6B1/3, CYP6B4 ali CYP6EDI.
Zaradi razlicne porazdelitve inhibitornih furanokumarinov po
druzinah imajo razli¢ne vrste rastlin razlicne uc¢inke. Porocajo pa,
da je inhibicija nejizrazitej$a pri furanokumarinih iz soka grenivk. Ze
enkratna izpostavitev standardnim odmerkom grenivkinega soka
inhibira intestinalni CYP3A4 za 3 dni. Pri ljudeh je interakcija soka
grenivke z zdravilnimi ucinkovinami posledica reverzibilne in
ireverzibilne inhibicije intestinalnega CYP3A4 z geraniloksi derivati
furanokumarinov, predvsem z 6', 7’-dihidroksibergamotinom (DHB),
bergamotinom (slika 3) in z dimeroma furanokumarinov, GF-I-1 in
GF-1-4. Furanokumarini so substrati za CYP450, nastali epoksidni

derivati furanokumarinov (epoksidi) pa se ireverzibilno vezejo z
apoproteinom. Ker u¢inek soka traja ve¢ kot 24 ur, pogosto uzivanje
znagilno poveca AUC in ¢, Stevilnih u¢inkovin. Inhibicijo izoforme
CYP3A4 lahko pricakujemo ob uzivanju soka grenivke skupaj z
ciklosporinom, imidazolom, midazolamom, triazolamom,
verapamilom, sekvinavirom, triazolamom, metadonom ter
kalcijevimi antagonisti. Posledice so bile Stevilni stranski u¢inki (20,
21).

Furanokumarin 8-metoksipsoralen (slika 3), ki se nahaja v petersilju in
pastinjaku, je tudi inhibitor CYP450 in se uporablja v terapiji psoriaze,
vitiliga in v kombinaciji z UV obsevanjem. Je mocan ireverzibilni
inhibitor CYP2A6 in CYP2B1 pri glodalcih in pri ljudeh (16).

Izotiocianati, ki se sprostijo po encimski aktivaciji, se nahajajo v zelju,
cvetaci in brokoliju v obliki glukozinolatov. Izotiocianati kompetitivno in
ireverzibilno inhibirajo CYP1A1, CYP1A2, CYP2A1 in CYP2B1, ki so
odgovorni za aktivacijo prokancerogenov. Aktivirajo se lahko do
izocianatov ali aldehidov, ki so reaktivni in reagirajo s hemom.
Feniletilizotiocianat (slika 3) zato zavira plju¢no kancerogenezo, ki jo
povzrocajo nitrozamini iz toba¢nega dima (ni znano, da Ze tobak
vsebuje  N-nitrozamine, ti  nastajajo pri  gorenju/tlenju),
benzilizotiocianat (slika 3) pa ucinkovito zavira nastajanje plju¢nih
tumorjev, povzro€enih z benzo[a]pirenom. Opisani ucinki niso samo
posledica zaviranja CYP450 temve¢ tudi aktivacije encimov 2. faze
(16).

Cesen (Allium sativum) je pogosto uporabljena zagimba in zdravilo.
Organozveplove spajine, ki se tvorijo encimatsko po poskodbi celic,
so glavna aktivna sestavina Cesna. Ekstrakti Cesna inhibirajo razlicne
izoforme CYP450, medtem ko so pri Studijah na podganah in misih
najveckrat opazili indukcijo encimov. Najbolje raziskana ucinkovina iz
Cesna je dialilsulfid (odgovoren za znacilen vonj in okus ¢esna, slika
3), ki ga CYP2E1 oksidira do dialilsulfoksida in naprej do dialilsulfona.
Vse te spojine se oksidirajo na eni izmed terminalnih dvojnih vezeh do
monoalilepoksida, ki se kovalentno veze na hem ali apoprotein.
Inhibicija CYP2E1 ucinkovito inhibira metabolizem paracetamola,
tetraklormetana, tioacetamida, benzopirena, in N-nitrozodimetilamina
do kancerogenih metabolitov ter posledi¢no preprecuje mnoge oblike
raka (pljuénega adenoma, raka poziralnika, raka kolona
hepatocelulranega karcinoma itd.) (16, 22)

Znano je, da rde€e vino inhibira CYP3A4 in podvoji AUC ter ¢,
cisaprida, ki je substrat CYP3A4. U¢inek pripisujejo resveratrolu (slika
3) in njegovemu dimeru, e-viniferinu (slika 3), polifenolnemu derivatu,
ki ga najdemo v rdec¢em vinu, grozdju in arasidih in se sintetizira kot
odgovor na infekcijo s plesnijo (16, 23).

Za ginkolne kisline iz ginka (Ginko biloba) so v in vitro poskusih
dokazali, da inhibirajo CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 in
CYP3A4, hkrati pa je bil v poskusih na zivalih dokazan tudi
inducirajo¢i uc¢inek na nekatere izoforme. Zaenkrat $e ni jasno, ce je
ucinek ginka tudi klini¢no signifikanten, ¢eprav v literaturi poro¢ajo o
nekaterih stranskih ucinkih (spontane krvavitve), za katere $e ne
vemo, ¢e so posledica inhibicije CYP450 (24).

Kava kava (Piper methysticum) je rastlina iz podroc¢ja Polinezije,
Malezije in Mikronezije, ki se ucinkovito uporablja za zdravljenje
anksioznosti in nespecnosti. Inkubacija ekstraktov kave z jetrnimi
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mikrosomi inhibira CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4, 4A9/11, kar
pripisujejo  glavnima ucinkovinama metisticinu  (slika 3) in
dihidrometisticinu, ki spadata med kavalaktone in imata v svoji strukturi
metilendioksibenzensko strukturo. Zaradi resnih stranskih ucinkov je
bila uporaba droge prepovedana v Svici in Nemgiji (19, 20).
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Zgoraj nastete spojine, ki se nahajajo v rastlinah, so samo
najpomembnejSe od tovrstnih spojin, ki inhibirajo CYP450. V literaturi
smo nasli Stevilna porocila inhibicije CYP450, vendar nastevanje teh
primerov zaradi nejasnega delovanja ali majhnega vpliva na CYP450
presega obseg tega ¢lanka.
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Slika 3:  Glavne ucinkovine v rastlinah, ki so odgovorne za inhibitorni uc¢inek
Figure 3: Main substances present in herbs, which are responsible for the inhibitory effect

5 Sklep

Mnogi ksenobiotiki lahko inhibirajo delovanje CYP450 in tako vstopajo
v interakcije s socasno vneSenimi zdravilnimi
endogenimi snovmi ali s potencialnimi karcenogenimi snovmi. Za
uspesno izvajanje terapije je poznavanje interakcij med ucinkovinami
zelo pomembno, saj je istoCasna aplikacija dveh razli¢nih zdravil v
vsakodnevni Klini€ni praksi povsem obicajen pojav. Inhibitorje in
induktorji CYP450 s svojim delovanjem pove&ajo moznost nezelenih
ali toksi¢nih ucinkov oziroma zvecajo ali zmanj$ajo terapevtski ucinek.

uc¢inkovinami,
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Presnovo zdravilnih ucinkovin lahko modulirajo tudi sestavine
zdravilnih rastlin in vsakdanje prehrane, Cesar se e vedno premalo
zavedamo. Med lai¢no populacijo namre¢ $Se vedno previaduje
prepri¢anje, da so rastlinski pripravki varni in brez nezelenih uc¢inkov,
kar je seveda dale¢ od resnice. Leta 1999 () je bil objavljen podatek,
da v ZDA kar 18 odstotkov odrasle populacije poleg zdravil na recept
jemlje rastlinske ali vitaminske pripravke, kar lahko bistveno vpliva na
potek terapije. Poznavanje interakcij zdravilnih ucinkovin z drugimi
ucinkovinami, snovmi iz zdravilnih rastlin ali sestavinami prehrane
postaja tako vse pomembnejSe za ustrezno terapijo pacienta.
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Pregledni clanki - Review Articles

Zdravila v noseénosti Il:
Kliniéni vidiki

Drugs in pregnancy ll: Clinical aspects

Matej Avanzo, Alenka Savc, Mojca Kerec Kos

POVZETEK: Pri uporabi zdravil v nose¢nosti se moramo zavedati, da skoraj vse u¢inkovine v doloceni meri prehajajo iz materinega krvnega
obtoka skozi placento v krvni obtok ploda. Nekatere ucinkovine dosezejo na strani ploda farmakolosko pomembne koncentracije. Za vec¢ino
zdravilnih u€inkovin njihov neskodljiv vpliv na plod ni dokazan, kar zelo otezi ocenitev razmerja med tveganjem in koristjo pri uporabi dolocene
ucinkovine med nosecnostjo. V prispevku predstavljamo posamezne skupine zdravilnih ucinkovin, ki jih nose¢nice najpogosteje uporabljajo in
varnost njihove uporabe med nose&nostjo.

Kljuéne besede: nosecnost, zdravila, neZeleni ucinki, plod

ABSTRACT: When using drugs in pregnancy, it is necessary to be aware of the fact that almost all drugs enter into fetal blood from maternal
blood system by crossing the placenta. Some drugs reach pharmacologically significant concentrations in a fetus. As for most drugs their
harmless effect on a fetus is not proved, the evaluation of the risk — benefit ratio of drug administration during pregnancy is difficult. In the

contribution for the drugs most often used by pregnant woman their safety during the pregnancy is indicated.

Keywords: pregnancy, drugs, adverse effects, fetus

1 Uvod

Leta 1957 se je na trgu pojavil talidomid, uspavalo in pomirjevalo, ki
S0 ga Se posebej priporocali za uporabo v nose¢nosti. Pred prihodom
na trg so testirali le njegovo akutno toksi¢nost, ne pa kroni¢ne
toksi¢nosti in teratogenosti. Neka snov je teratogena, Ce lahko
povzroCi nepravilen razvoj plodovih organov, kar se kaze z motnjami
v strukturi in/ali funkciji teh organov. Posledice teratogenosti so lahko
upocCasnjena rast ali smrt ploda, nastanek in razvoj malignih
novotvorb (karcinogeneza) ali pa strukturne ali funkcionalne okvare
plodovih organov (malformacija). Talidomid so uspesno trzili in leta
1961 so v zahodni Nemciji prodali priblizno milijon tablet dnevno. V
istem letu so ugotovili povezavo med talidomidom in novorojencki z
izrazenimi malformacijami u$es, nog in rok ter zdravilo umaknili s
trzis¢a. Kot posledica uzivanja talidomida se je rodilo priblizno 10.000
otrok s prirojenimi okvarami (1, 2).

IzkusSnja s talidomidom opozarja na mozne nevarnosti in zaplete
povezane z jemanjem zdravil med nosecnostjo. Verjetnost, da neka
teratogena ucinkovina povzro¢i okvare ploda, je povezana tudi s
stopnjo razvoja ploda oz. s tem kdaj v nosecnosti zenska jemlje
zdravilo. V obdobju priblizno 16 dni po oploditvi lahko ucinkovina
povzroCi okvaro vseh celic zarodka, kar lahko sprozi njegovo smrt in
splav. Med 17. in 60. dnevom poteka rast in razvoj organov
(organogeneza) in to obdobje je najbolj obcutlivo za delovanje
teratogenih ucinkovin. Pojavijo se lahko funkcionalne in morfoloske
malformacije. Od 60. dneva po oploditvi ter vse do rojstva je plod

relativno bolj odporen na vplive teratogenih snovi, ki pa vseeno lahko
povzroc¢ijo motnje v velikosti in Stevilu celic, kar vodi do deformacij
ploda (1, 3).

Marsikatera nosecnica mora zaradi akutnih tezav ali doloCenih
kroni¢nih bolezni jemati zdravila kljub znanemu tveganju za plod. V
raziskavi, narejeni na Finskem, so ugotovili, da je od 43.470 nosecih
zensk 46,2% zensk prejelo med nosecnostjo vsaj eno zdravilo na
recept, 12,7% pa tri ali vec razli¢nih zdravil. Najpogosteje uporabljena
zdravila so bili sistemski antibiotiki. V Studiji niso upostevali zdravil
brez recepta in potencialnega zdravljenja v bolniSnici. Z razvojem
nosec¢nosti se znotraj vseh ATC skupin poraba zdravil zmanjsuje,
medtem ko uporaba zdravil za zdravljenje kroni¢nih bolezni (astma,
epilepsija, diabetes) ostaja enaka (4). Tudi v raziskavi, ki je zajela
41.293 nosecih zensk v Nemciji, so ugotovili, da je 85,2% zensk med
nosec¢nostjo prejelo vsaj eno zdravilo na recept in to brez upostevanja
vitaminov, mineralov, joda in Zeleza. ZaskrbljujoCe je, da je 9,4%
nosecnic prejelo sedem do devet zdravil, 4,1% pa celo deset ali vec.
V nosecnosti je naraslo Stevilo receptov za antacide, antiemetike ter
za protimikrobne ucinkovine namenjene ginekoloskim infekcijam,
zmanjSalo pa se je predpisovanje analgetikov, protivnetnih in

V nadaljevanju prispevka je za skupine ucinkovin, ki se nose¢nicam
najpogosteje predpisujejo za zdravljenje akutnih in kroni¢nih obolenj,
podana varnost njihove uporabe v nose¢nosti.

Matej Avanzo, mag. farm., Lek farmacevtska druzba d. d., VerovSkova 57, 1526 Ljubljana, Slovenija
Alenka Savc, mag. farm., Lek farmacevtska druzba d. d., Verov§kova 57, 1526 Ljubljana, Slovenija
dr. Mojca Kerec Kos, mag. farm., Fakulteta za farmacijo, ASker¢eva 7, 1000 Ljubljana, Slovenija
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Zdravila v nosecnosti 11: Klinicni vidiki

2 Zdravila za zmanj$anje ravni
serumskih lipidov

Holesterol in drugi produkti, ki nastanejo pri njegovi biosintezi, so
esencialni za plodov razvoj, saj omogocajo sintezo steroidov in
celi¢nih membran. Zaviralci HMIG-CoA reduktaze (statini) zmanj$ajo
nastajanje holesterola in njegovih derivatov, zato ima lahko njihova
uporaba med nosec¢nostjo $kodljive posledice za plod. Uporaba
statinov je zato med nosecnostjo kontraindicirana. Varne alternative
ni. Prekinitev jemanja zdravil za zmanj$anje serumskih lipidov med
nosec¢nostjo naj ne bi imela pomembnega vpliva pri dolgotrajnem
zdravljenju primarne hiperholesterolemije (8, 12, 13).

(] (]
3 Nesteroidne protivheine
uéinkovine

Nesteroidne protivnetne ucinkovine so pogosto uporabljene v
nosecnosti. Prostaglandini imajo pomembno viogo pri regulaciji
krvnega obtoka matere in ploda, pri kontrakciji maternice ter sprozitvi
poroda. Acetilsalicilna kislina, diklofenak in indometacin dobro
prehajajo skozi placento. Za nobeno nesteroidno protivnetno
ucinkovino ni jasnih dokazov o potencialni teratogenosti za Cloveka.
Ugotovljeno je, da se zaradi inhibicije trombocitov poveca verjetnost
neonatalnih krvavitev, vpliva pa lahko tudi na ledvi¢no funkcijo ploda.
Uporaba vecjih odmerkov acetilsalicilne kisline, predvsem v tretjem
trimesecju, lahko povzro¢i motnje v hemostazi matere in ploda,
predCasno zaprtje plodovega arterioznega duktusa ter podaljSa
nosec¢nost in porod. Majhni odmerki (50-150 mg dnevno) naj bi
prepreCevali razvoj gestacijske hipertenzije. Po FDA sistematiki
spada acetilsalicilna kislina v skupino C, v tretiem trimesecju pa v
skupino D (6, 14-17). Indometacin se jemlije z namenom prepre-
Cevanja prezgodnjega poroda (16). Paracetamol (skupina B) je varen
v vseh treh trimesecjih nosecnosti, v ustreznih odmerkih in v krajSem
¢asovnem obdobju. Vec&ji odmerki skozi daljsi ¢as povzrocajo
kraniofacialne nepravilnosti ter okvare prstov, jeter in ledvic. Selektivni
COX-2 inhibitorji (npr. celekoksib in rofekoksib) so potencialni
tokolitiki, ki zaustavijo ali ublazijo popadke in s tem preprecijo
pred¢asen porod. Povzrocajo podobne nezelene ucinke za plod kot
neselektivni COX inhibitorji, le da naj bi bili ti manj pogosti. Zaradi
majhnega $tevila raziskav s to skupino uc¢inkovin se njihova uporaba
v nosec¢nosti ne priporo¢a (6, 8, 14).

4 Antiemetiki

Slabost in bruhanje spremljata kar 70 do 85% nosec¢nosti. Kot
antiemetiki se pri nas uporabljajo antagonisti serotonina ter
antagonisti histaminskih receptorjev H,. Zadnji so v lekarnah na voljo
brez recepta (difenhidramin - Dramina). Nekateri podatki nakazujejo
moznost povezave med jemanjem difenhidramina v prvem trimesecju
in neznacilnilnim vzorcem prirojenih nepravilnosti (urogenitalni sistem,
oc¢i, uSesa, volcje Zrelo, sréne napake, cerebralna hipoplazija).
Pri njegovem dolgotrajnem jemanju se lahko pojavijo znaki
odtegnitvenega sindroma pri novorojenckih, pri nedonosenckih pa
retrolateralna fibroplazija. Nevarnost uporabe teh ucinkovin sicer ni
potrjena (14, 18).

5 Zdravila za kislinsko pogojene
bolezni

Gastroezofagealni refluks in pepti¢na razjeda se pojavljata pri 45 do
85% zensk med nosec¢nostjo (5). Ce sprememba prehrane in nacina
zivlienja ne pomagata, je potrebna terapija z zdravili. PriporoCa se
zdravljenje z antacidi ali sukralfatom, ki prakticno ne predstavljajo
tveganja za plod tudi ob uporabi v prvem trimesecju nosecnosti.
Uporaba aluminijevih, magnezijevih in kalcijevih spojin v normalnih
terapevtskih odmerkih naj ne bi bila problemati¢na s stalisca
povzrocanja poskodb ploda, natrijevemu hidrogenkarbonatu pa naj
se nosecnice izogibajo, saj lahko povzro¢i metabolno alkalozo.
Terapija z antagonisti histaminskih receptorjev H, je smiselna v
primeru, ko simptomov ne uspemo odpraviti z antacidi. Priporo¢a se
predvsem uporaba ranitidina, saj je edini antagonist histaminskih
receptorjev H, z dokazano varno uporabo med nosecnostjo, tudi v
prvem trimeseCju. Dolgotrajna uporaba cimetidina je lahko
problemati¢na zaradi njegovega potencialnega antiandrogenega
delovanja, kar so opazili predvsem pri zivalih. Uporaba zaviralcev
protonske &rpalke, npr. omeprazola, je med nosec¢nostjo relativno
varna. Zaradi posameznih poroCil o povecani toksi¢nosti za plod,
ugotovljeni v &tudijah na zivalih, ter povecCani nevarnosti za sréne
malformacije pri ljudeh, omeprazol sodi v FDA kategorijo C. Uporaba
novej$ih zaviralcev protonske ¢rpalke (npr. lansoprazol, pantoprazol,
esomeprazol) zaradi pomanjkanja podatkov o varnosti uporabe pri
nosec¢nicah ni priporocCljiva, e zlasti v prvem trimesecju nosecnosti
(19, 20).

6 Anksiolitiki in antidepresivi

Med anksiolitiki se najpogosteje uporabljajo benzodiazepini.
Vec¢inoma dobro prehajajo placento. Ob dalj$i uporabi so njihove
plazemske koncentracije celo vecje pri plodu kot pri nosecnici.
Podatki o teratogenosti benzodiazepinov so si nasprotujoci. Ce je
njihova uporaba res nujna, priporo¢ajo benzodiazepine, ki so ze dalj
Casa na trziS¢u in to v najnizjih ucinkovitih odmerkih. Zdravljenje naj
bo tudi ¢im bolj kratkotrajno in naj se proti koncu nosec¢nosti prekine.
Jemanje benzodiazepinov tik pred porodom lahko povzroCi hipotonijo
in depresijo dihanja ter odtegnitveni sindrom pri novorojencku
(21-23).

Pri zdravljenju depresije se pojavljajo tri skupine ucinkovin. Pri
neselektivnih zaviralcih prevzema monoaminov niso nasli povezav z
neonatalnimi abnormalnostmi. Priporo€a pa se, da se terapija prekine
pred pricakovanim porodom, ker lahko njihova uporaba v zadnjem
trimesecju nosecnosti vodi v nespecnost, cianozo, zaprtje in
zastajanje urina pri novorojenckih. Med selektivnimi zaviralci
prevzema serotonina je najve¢ raziskav narejenih s fluoksetinom. V
raziskavi njegove uporabe v prvem trimesecju, pojavljanje nekaterih
opisanih motenj kot so malformacije, spontani splav in predc¢asni
porod, niso mogli povezati z omenjeno terapijo. Ob jemanju v drugem
in tretjem trimeseCju so opisani pojavi s perinatalnimi zapleti npr.:
premajhna porodna teza, plju¢na hipertenzija in slabsa neonatalna
adaptacija. Zaviralci monoaminooksidaz so v nosec¢nosti kontra-
indicirani, saj so teratogeni in lahko povzrogijo hipertenzijo ter hujse
Zilne okvare tako pri nosecnici kot pri plodu (16, 22-24).
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7 Zdravila za zdraviljenje
diabetesa

Prva generacija sulfonamidnih antidiabetikov (klorpropamid) prehaja
skozi placento in stimulira plodovo trebusno slinavko. To poveca
koncentracijo insulina v krvnem obtoku ploda, kar lahko vodi do
Skodljivih u¢inkov za plod. Pri drugi generaciji sulfonamidnih derivatov
(glibenklamid, glipizid, gliklazid) so podatki o prehodu skozi placento
nasprotujo¢i. Ostale skupine peroralnin antidiabetikov so manj
raziskane in je njihova uporaba v nosecnosti odsvetovana. Tako je pri
nosec¢nicah z diabetesom, ki jemljejo peroralne antidiabetike, le-te
nujno potrebno zamenjati z insulinom, ki zaradi velike molekulske
mase ne prehaja skozi placento in ni teratogen (11, 25).

8 Zdravila za sistemsko
zdravljenje bakterijskih
infekeij

Ta skupina ucinkovin se med nosecnostjo uporablja za zdravljenje
infekcij pri nose¢nici in pri plodu, zato je potrebno vedeti ali
uporabljena uginkovina prehaja skozi placento in v kaks$ni meri.
Betalaktamski antibiotiki, penicilini in cefalosporini prehajajo skozi
placento, vendar doslej zbrani podatki ne kazejo na povezavo med
jemanjem v prvem trimesecju in zvec¢anim teratogenim delovanjem ali
kasnejSim fetotoksi¢nim ucinkom. Pri dolo¢enih cefalosporinih
(cefaklor, cefaleksin, ceftriakson, cefuroksim) nekatere ugotovitve
nakazujejo moznost povezave med jemanjem v prvem trimesecju ter
nastankom kardiovaskularnih nepravilnosti in vol&jim zrelom, vendar
je Stevilo zbranih primerov premajhno za ustrezne sklepe. Eritromicin,
makrolidni antibiotik, prehaja skozi placento, vendar do sedaj zbrani
podatki ne kazejo na moznost, da bi v obi¢ajnih terapevtskih
odmerkih povecal tveganje za nastanek malformacij in se tako lahko
uporablja med nosec¢nostjo. Med nosec¢nostjo je uporaba penicilinov,
cefalosporinov in eritromicina varna in predstavlja ustrezno alternativo
ostalim skupinam protimikrobnih zdravil.

Raziskave na zivalih so pokazale, da fluorokinoloni lahko okvarijo
sklepni hrustanec. Omenjenih nezelenih ucinkov na plod pri
nosec¢nicah $e niso opazili, vendar do nadaljnjih raziskav uporaba
fluorokinolonov med nosec¢nostjo ni priporoc¢ljiva. Tudi aminoglikozidni
antibiotiki lahko prehajajo skozi placento. Vecina do sedaj zbranih
podatkov ne kaze na povecano tveganje za teratogeno delovanje ob
jemanju terapevtskih odmerkov, vendar je kolic¢ina podatkov
nezadostna za dokon¢no ocena tveganja. Za aminoglikozidne
antibiotike je znano, da lahko povzrocijo okvaro sluha in ravnotezja,
zato jih uporabimo le v primerih, ko pricakovana korist za mater
opraviCuje tveganje za otroka. Kombinacija sulfametoksazola in
trimetoprima v prvem trimesecju poveca tveganje za nastanek vecjih
prirojenih nepravilnosti, pri ¢emer prevladujejo motnje v zapiranju
nevralne cevi, pri dodajanju folne kisline pa kardiovaskularne in
urogenitalne nepravilnosti. Uporaba je odsvetovana tudi v zadnjem
mesecu nosecnosti, ker lahko povzroci zlatenico, hemoliti¢no anemijo
in kernikterus pri novorojencku. Uporaba tetraciklinov je med
noseénostjo kontraindicirana. Pri plodu lahko povzro¢ijo trajno
obarvanost zob, hipoplazijo sklenine ter upoCasnjeno rast kosti in
nohtov. Mozen je tudi hepatotoksi¢en ucinek pri nosecnici (6-14,
32-33).
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9 Antihipertenzivi

V nosecnosti je zdravljenje z zdravili nujno pri hudi hipertenziji,
medtem ko pri milejSi hipertenziji to pogosto ni potrebno $e zlasti zato,
ker pride v prvem in drugem trimeseCju nosecnosti pogosto do
fizioloSkega znizanja krvnega tlaka. V Veliki Britaniji in Zdruzenih
drzavah Amerike hipertenzijo med nosecnostjo najpogosteje zdravijo
z metildopo, predvsem zaradi dolgoletnih pozitivnih izkuSenj s to
uc¢inkovino. Zaviralci kalcijevih kanalCkov so relativno varni za
zdravljenje hipertenzije v pozni nosecnosti, zaradi pomanjkanja
podatkov o varnosti pa se njihova dolgotrajna uporaba zlasti v prvem
trimesecju ne priporoCa. Pri uporabi zaviralcev adrenergicnih
receptorjev beta brez intrinzicne simpatikomimeti¢ne aktivnosti,
predvsem pri atenololu, se lahko pojavi zastoj v znotraj materni¢ni
rasti, neonatalna depresija dihanja, bradikardija in hipoglikemija.
Pojav nezelenih u¢inkov je pogostej$i ob uporabi atenolola v zgodnjih
fazah nosec¢nosti, povezan pa je tudi z dolzino zdravljenja. Uporaba
ostalih zaviralcev adrenergi¢nih receptorjev beta v nosecnosti je man;j
problemati¢na, a podatki o varnosti so pomanijkljivi. Diuretiki se
nosecnicam ne predpisujejo pogosto, ker njihova uporaba vodi do
spremenjenih  koncentracij elektrolitov v organizmu ter do
zmanjSanega volumna plazme, kar lahko vodi do motenj rasti pri
plodu. Se posebej je odsvetovana uporabi triamterena, ki vpliva na
metabolizem folne kisline, in spironolaktona, ki ima poleg vpliva na
folno kislino tudi antiandrogene efekte na plod. Uporaba ACE
inhibitorjev in antagonistov receptorjev za angiotenzin Il je v drugem
in tretjem trimesecCju nosecnosti kontraindicirana, saj lahko te
ucinkovine povzrocijo pri plodu Stevilne okvare, predvsem ledvi¢ne.
Uporaba ACE inhibitorjev v zgodnji nose¢nosti naj bi bila za plod sicer
manj tvegana, a se zaradi pomanjkljivin podatkov o varnost njihova
uporaba tudi v tem obdobju nose¢nosti ne priporoca (3, 7-9, 13, 16,
26-29).

10 Antiepileptiki

Pri otrocih, katerih matere imajo epilepsijo in se zdravijo s katerimkoli
antiepileptikom, je pogostost prirojenih okvar dva do trikrat vecja kot
pri normalni populaciji, vendar tudi nezdravljena epilepsija predstavlja
veliko tveganje za okvare ploda. Fenitoin, natrijev valproat in
karbamazepin hitro prehajajo skozi placento ter so teratogeni.
Povzrocijo lahko poSkodbe nevralne cevi, centralnega zivEnega
sistema, obraza in kardiovaskularne poSkodbe. Pri novejSih
antiepileptikih kot sta lamotrigin in gabapentin teratogenosti na zivalih
niso dokazali, vendar je premalo podatkov o varnosti njihove uporabe
pri nosecnicah, da bi lahko izklju¢ili teratogene ucinke. Pri nose¢nicah
se tako priporo¢a monoterapija z najmanjsim ucinkovitim odmerkom
antiepileptika ter spremljanje koncentracije u¢inkovine v krvi. So¢asno
je priporocljivo jemanije folne kisline, saj antiepileptiki povzrocijo njeno
pomanjkanije, ta pa je bistvena za normalen razvoj ploda (6-9, 11-13,
30).

(] (]
11 Zdravila za obstruktivne
(] ~ (]
pljuéne bolezni
Nenadzorovana astma pri nose¢nicah lahko povzroci zaplete in celo
smrt matere ali ploda, zato je korist nadzorovanega zdravljenja
vsekakor vecja od tveganja. Bronhoselektivni agonisti adrenergi¢nih
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Zdravila v nosecnosti 11: Klinicni vidiki

receptorjev beta-2 (salbutamol, salmeterol, formeterol) v dosedanijih
raziskavah niso pokazali jasnih znakov nevarnosti za plod, a o njihovi
uporabi ni veliko podatkov. Ob pogosti uporabi salbutamola v tretjem
trimeseCju se lahko pojavijo motnje srénega ritma pri plodu
(bradikardija) in prehodna hipoglikemija. V primeru velikih odmerkov
salmeterola in formeterola so pri zivalih opazili zapoznelo zakostenitev
ploda. Te ucinkovine se najveckrat uporabljajo skupaj z nizjimi
odmerki glukokortikoidov. Slednji naj ne bi predstavljali velikega
tveganje za plod, vendar zasledimo porocila o pojavu prirojenih
napak (poskodbe uses, volcje Zrelo) ob uporabi v prvem trimesecju
nosecnosti. Med glukokortikoidi namenjenimi inhaliranju je najve¢
raziskav opravljenih z budezonidom. Pojavljanje prirojenih napak ob
njegovi uporabi ni vecje od sicer$njih pricakovanih vrednosti. Teofilin
bi bil kljub redkim raziskavam in nasprotujo¢im rezultatom lahko
povezan s pojavom kardiovaskularnih napak in nepravilnostmi v
zapiranju nevralne cevi ploda. Uporaba velikih odmerkov teofilina
proti koncu nosecnosti lahko pri novorojencku povzro¢i tahikardijo,
razdrazljivost in bruhanje. Antagonisti levkotrienskih receptorjev
(montelukast in zafirlukast) se uporabljajo za zdravljenje blagih oblik
obstruktivne plju¢ne bolezni. Redki opisani primeri njihove uporabe
ne kazejo potencialnega tveganja za plod, prav tako tega ne kazejo
raziskave na zivalih (14, 31).

12 Sklep

Od nesrece s talidomidom je zdravljenje z zdravili med nosec¢nostjo
postalo razlog za zaskrbljenost. Razli¢ne raziskave kazejo, da med
nosecnostjo vecCina zensk uporabljia vsaj eno zdravilo, ki je lahko
namenjeno akutnemu ali kroni€nemu zdravljenju. Za nekatere skupine
zdravil ni na voljo absolutno varnih alternativ in tako je na tehtnico
postavljena morebitna teratogenost u¢inkovin in z njimi povzro¢ene
prirojene okvare ploda ter tveganje za mater in plod ob nezdravljeni
bolezni. Velik problem pri uporabi zdravil v nose¢nosti predstavlja
pomanjkanje zanesljivih informacij o varnosti uporabe ucinkovin. V
nosecnosti je tako zelo pomembna premisliena izbira zdravila, ki
prepreci okvare ploda ter omogoci uspesen zaklju¢ek nosecnosti.

[ ]
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Modulatorji apoptoze kot nova
zdravila

Modulators of Apoptosis in drug development

Iztok Vidic, Dusan Suput, Irina Milisav

Povzetek: Vzrok mnogih bolezni, za katere e ne obstajajo ucinkoviti na¢ini zdravljenja, so napake v regulaciji programirane celi¢ne smirti
(apoptoze). Mnoge raziskave razvoja zdravil za te bolezni so zato osredoto¢ene na moznosti uravnavanja aktivnosti beljakovin, ki so udelezene
v apoptozi, npr. kaspaz, proteinskih kinaz, inhibitorjev apoptotskih beljakovin IAP, beljakovin druzine Bcl-2 in drugih. Spodaj so navedeni
nekateri primeri uporabe modulatorjev apoptotskih beljakovin kot zdravila. V 2. fazi klini¢nih preizkusov je uporaba Siroko spektralnega
inhibitorja kaspaz za zdravljenje kroni¢nega hepatitisa C. V fazi predklini¢nih raziskav je inhibitor kaspaze-3, ki je potencialno uporaben za
zdravljenje Huntingtonove bolezni. Od leta 2001 je v uporabi inhibitor tirozinske kinaze, ki ga uporabljajo za zdravljenje levkemije in nekaterih
gastrointestinalnih tumorjev. Vse pomembnejSa v sodobnem pristopu k razvoju zdravil postaja tudi tehnika uporabe nasprotnosmiselnih
oligonukleotidov (ang. antisense). Med najuspes$nejSimi pristopi je utiSanje gena za protein BCL-2, ki je v zaklju¢nih fazah klini¢nih preizkusov
in ga ze vrednotijo na Evropski agenciji za zdravila. Poznavanje funkcij beljakovin v apoptozi in njihovih modulatorjev je klu¢no za razvoj novih
zdravil s katerimi lahko prozimo ali zavremo potek apoptoze v skladu z etiologijo bolezni.

kljuéne besede: apoptoza, razvoj zdravil, Bcl-2, IAP, proteinske kinaze

Abstract: Defects in regulation of apoptosis result in a number of human diseases for which there are no adequate medical or pharmacological
treatments. Many drug discovery studies have focused on small molecular modulators of apoptosis-relevant proteins, like caspases, protein
kinases, inhibitors of apoptotic proteins (IAP), Bcl-2 family proteins and others. For example, preclinical studies of reversible caspase-3 inhibitor
have shown its potential neuroprotective role in animal models of Huntington disease. An irreversible broad spectrum caspase inhibitor for
chronic hepatitis C virus infection is in the phase Il clinical trials. An inhibitor of tyrosine kinase involved in the regulation of cell proliferation is
being used for the treatment of chronic myeloid leukaemia and some gastrointestinal tumours since 2001. Modern drug development strategies
involve also the use of antisense mRNA in cancer treatment. Among the most successful is the antisense targeting of BCL-2, which is currently
being reviewed for the approval by the European Medicines Agency. The knowledge about the functions of proteins involved in apoptosis and
of their modulators is therefore crucial for designing new drugs, which promote or suppress apoptosis according to the aetiology of disease.

key words: apoptosis, drug development, Bcl-2, IAP, protein kinase

okvarjenih in mutiranih celic zaradi napak v (ne)poteku apoptotskih
procesov pa je znacilnost avtoimunih ter malignih obolenj (1). Pri tem
je spoznavanje biokemi¢nih mehanizmov in molekularnih osnov
uravnavanja apoptoze podlaga za izdelavo novih nacinov zdravljenja
teh bolezni.

1 Uvod

Apoptoza je pomemben proces med organogenezo, saj iz tkiva
odstrani odvecne, nepotrebne in okvarjene celice, klju¢na pa je tudi v
preostalem obdobju Zivljenja s fizioloskim pomenom v
samoobnavljajogih se tkivih, kot so koza, ¢revesna sluznica in kostni
mozeg (1). ° °
2 Razvoj zdravil

Motnje in okvare apoptoze zato vodijo v Stevilna patoloska stanja in se ) . ) .
Eksperimentalno dokazane nepravilnosti v uravnavanju apoptoze so

odrazajo v mnogih pomembnih boleznih. Po nekaterin ocenah naj bi
bilo premalo ali preve¢ apoptoze vpleteno v ve¢ kot polovico vseh
bolezni, za katere Se ne obstajajo ucinkoviti nagini zdravljenja (2).
Tako je izguba telesnih celic zaradi prekomernih apoptotskih
procesov povezana s kapjo, oslabitvijo in zastojem delovanja srca,
nevroloSkimi  motnjami, nevrodegeneracijo ter s sindromom
pridobljene imunske pomanjkljivosti (AIDS). Nezmoznost odstranitve

vpletene v nastanek in razvoj bolezni, kot so AIDS, Alzheimerjeva,
Huntingtonova in Parkinsonova bolezen, avtoimunske bolezni
(sistemski lupus eritematodes, diabetes melitus tipa | in Il, revmatoidni
artritis, rakasta obolenja ter mozganska kap in ishemi¢na bolezen
srca (povzeto v 1). Veliko zanimanje strokovne javnosti je zato
usmerjeno v raziskave novih terapevtskinh strategij preko obetajoc¢ih
moznosti farmakoloskega uravnavanja apoptotskin mehanizmov.

Iztok Vidic, univ. dipl. biol., prof. dr. Dusan éuput, dr. med. in doc. dr. Irina Milisav, univ. dipl. biol., Medicinska fakulteta, Institut za patolos$ko fiziologijo, Zaloska

4, 1000 Ljubljana
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2.1 Kaspaze

Apoptotsko znacilne morfoloske in biokemi¢ne spremembe so
posledica aktivacije predstavnikov proteinske druzine cisteinskih
proteaz, ki cepijo za aspartatom. Ti encimi se imenujejo kaspaze
(ang. caspases = aspartate-specific cysteine proteases) (povzeto v
2). Obstajata dva pomembna nacina njihove aktivacije. Pri prvem (t. i.
ekstrinzicna pot) kaspaze aktivirajo izvenceli¢ni signali, ki se
prenesejo v celico preko receptorjev za ligande Fas, TNF ali TRAIL. Ti
receptorji so transmembranski proteini, ki imajo receptorsko domeno
za vezavo liganda izpostavljeno na povrsini celice. Vezava liganda na
receptor povzroCi vezavo nekaterih proteinov na citosolno stran
receptorja. Med temi proteini je tudi prokaspaza-8 (povzeto v 1).
Mitohondriji so vklju¢eni v drug tip aktivacije kaspaz (t. i. intrinzi¢na
pot), pri katerem se ob signalu za sprozenje apoptoze iz
medmembranskega prostora mitohondrijev v citosol sprosti citokrom
c. Vezava citokroma ¢ na citosolni protein Apaf-1 (ang. apoptotic
protease activating factor-1) v odvisnosti od ATP povzrodi
oligomerizacijo Apaf-1 in nastanek multimernega kompleksa med
Apaf-1, citokromom ¢ in prokapazo-9 (povzeto v 1). Ta kompleks se
imenuje apoptosom, aktivira prokaspazo-9, kaspaza-9 pa lahko nato
aktivira kaspazi -3 ter -7. Ker kaspazi -8 in -9 delujeta na zacetku
prozenja kaspazne kaskade, sta zanimivi tarci za razvoj novih zdravil,
ki bi delovala na ekstrinzicno ali na intrinzicno pot v najzgodnejsih
stopnjah proteaznih kaskad.

2.1.1 Majhni molekulski inhibitoriji

Kaspaze prepoznavajo specifi¢na tetrapeptidna zaporedja proteinov
in cepijo peptidno vez na C-terminalni strani aspartatnega ostanka
znotraj tetrapeptidnih zaporedij. Pri tem ima velik pomen za
specificnost proteolize aminokislinski ostanek na prvem mestu v
tetrapeptidnem zaporedju (4). Odkrite tridimenzionalne strukture
aktivnih mest nekaterih kaspaz in njihove tetrapeptidne specifi¢nosti
omogocajo razvoj majhnih molekulskih inhibitorjev, ki bi jih lahko
uporabili za zdravljenje nekaterih bolezni. Tako je podijetje IDUN
Pharamceuticals (ZDA) v 2. fazi klini¢nih preizkusov uporabe Siroko
spektralnega ireverzibilnega inhibitorja kaspaz IDN-6556 pri
zdravljenju kroni¢nega hepatitisa C (5), potekajo pa tudi predklini¢ne
raziskave tega zdravila za zdravljenja akutne odpovedi jeter pri
transplantacijah le teh (6). Druzba Merck & Co. (ZDA) pa je v fazi
predklinicnih raziskav uporabe inhibitorja M826 za kaspazo-3, ki je
potencialno uporaben za zdravljenje Huntingtonove bolezni (7).

2.1.2 Utisanje kaspaznih genov

Ucinkovito orodje za zmanjSanje ekspresije genov v sesalskih celicah
predstavlja tehnika utiSanja genov s siRNA (ang. small interfering
RNA). Zender in sodelavci so proucevali in vivo utiSanje gena za
kaspazo-8 s siRNA pri akutnem virusnem hepatitisu (8). siRNA proti
kaspazi-8 inhibira ekspresijo te kaspaze, kar zasciti celice pred
apoptozo, posredovano z vezavo adenovirusnega liganda (AdFasL)
na receptorje Fas (8). Ta predklini¢na raziskava odpira upanje v
uspesSno uporabo tehnike utiSanja genov s siRNA pri mnogih
boleznih, katerih vzrok je pretirano prozenje apoptoze zaradi
povecane ekspresije in aktivacije razli¢nih iniciacijskih kaspaz.

2.1.3 Kaspaze in virus HIV

Glavno oviro pri zdravljenju AIDS-a predstavljajo rezervoarji virusa

HIV v latentno okuzenih pomagalnih limfocitih T ter drugih
potencialnih rezervoarjih, npr. v makrofagih in dendritskih celicah (9).
Virus HIV povzroca citopatoloske u¢inke preko mnogih mehanizmov,
med katere sodi tudi apoptoza. Za adenovirusni protein E1B 19K so
ugotovili, da inhibira apoptozo limfocitov T, inducirano z virusom HIV
(10). Pri tem pa se je pokazalo, da inhibicija apoptoze limfocitov T z
E1B 19K ne zmanjsa replikacije virusa HIV in ne omogoci dovzetnosti
inficiranih celic za ucinkovit imunski odziv. Tak§na terapija proti virusu
HIV se je zato izkazala za neuginkovito (3).

Alterantivno pot k zdravljenju infekcije s HIV predstavlja popolno
izkoreninjenje z virusom okuzenih celic. Vocerro-Akbani in sodelavci
so predlagali na¢in za dosego tega s konstruiranjem prokaspazi-3
analognega proteina (11). Ta je sestavljen iz kaspaze-3, zdruzene s
sekvenco TAT, ki nadomesca prodomeno kaspaze-3 in hkrati
omogocCi prehod proteinov iz zunajcelicnega prostora preko
plazmaleme v citosol. V fuzijskem proteinu TAT-kaspaza-3 so med
domeno TAT in domeno za kaspazo-3 vstavljena specificna
aminokislinska zaporedja, ki jih prepoznajo in cepijo proteaze virusa
HIV. S proteoliticno cepitvijo na teh mestih pride do aktivacije
kaspaze-3, ki nato povzroci apoptozo z virusom HIV inficiranih celic
(11). ReSitev je zelo domiselna, vendar so v dostopni literaturi
zaenkrat objavljene raziskave le na celi¢nih kulturah.

2.2 Inhibitorji apoptoznih proteinov
Inhibitorji apoptoznih proteinov IAP (ang. inhibitors of apoptotic
proteins) imajo mnoge funkcije, najpomembnej$a pa je njihova
vezava na aktivirane kaspaze (ponavadi sta to efektorski kaspazi-3 in
-7 ter iniciacijska kaspaza-9), s Cimer jih inaktivirajo. Proteini IAP so
vpleteni tudi v bolezni — npr. ekspresija proteina survivina je lahko
poveCana v rakastin celicah (12). UtiSanje gena za survivin z
nasprotnosmiselno mRNA je trenutno v 1. fazi klini¢nih preizkusov
(Isis Pharmaceuticals Inc., ZDA) (13, 14), potekajo pa tudi
predklini¢ne raziskave zdravljenja raka z inhibicijo proteinov IAP z
uporabo majhnih molekulskih antagonistov (15, 16).

Ker delovanje proteinov IAP inhibira protein Smac/DIABLO, ki se med
apoptozo tako kot citokrom ¢ sprosti iz mitohondrijev (17, 18), so
predvideli moznost razvoja novih zdravil na osnovi mehanizma vezave
med proteini AP in Smac/DIABLO. Chai in sodelavci (2002) so
ugotovili, da je N-terminalni del proteina SMAC zadosten za inhibicijo
proteinov IAP, kar povzroci njihovo loc¢itev od aktiviranih kaspaz (19).
To spoznanje odpira moznost razvoja zdravil za nekatere bolezni,
katerih vzrok je zmanj$ano prozenje kaspaz, s konstruiranjem majhnih
peptidnih inhibitorjev za proteine IAP na osnovi aminokislinskega
zaporedja proteina Smac/DIABLO, vendar tovrstne raziskave na
klinicnem nivoju zaenkrat niso objavljene v dostopni literaturi.

2.3 Druzina proteinov Bcl-2

Druzina proteinov Bcl-2 zdruzuje tako pro- kot tudi antiapoptotske
proteine, ki imajo v sekvenénem zaporedju do Stiri konzervativne Bcl-
2 homologne domene (BH,, BH,, BH5 in BH,). Domene BH kodirajo
a-vijagnice in na osnovi njihovega $tevila ter funkcije proteinov Bcl-2
lahko slednje razdelimo v 3 razrede: (i) antiapoptotski proteini, ki
imajo ohranjene vse &tiri domene BH (npr. BCL-2, BCL-xL, BCL-w); (ii)
proapoptotski proteini, ki vsebujejo tri domene BH,-BH; (npr. BAK,
BAX) in (iii) proapoptotski proteini Bcl-2 z eno domeno BH, ki so
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Dve osnovni poti prozenja apoptoze: s celi¢ne povrsine z aktivacijo kaspaze-8 in prek mitohondrija z aktivacijo kaspaze -9. Modulatorji apoptoze
— potencialna zdravila — so na temno sivem ozadju, ob proteinu, katerega inhibirajo. MMK: mitohondrijski mega kanal.

(POTENCIALNE) MESTO IN NACIN BOLEZEN STADIJ RAZISKAV

UCINKOVINE DELOVANJA

IDN-6556 inhibitor kaspaz -3 in -7 kroni¢ni hepatitis C Faza Il klini¢nih preizkusov
(IDUN Pharmaceuticals - ZDA)

M826 inhibitor kaspaze-3 Huntingtonova bolezen predklinicna (Merck & Co. - ZDA)

siRNA za kaspazo-8 utiSanje mRNA za kaspazo-8

nevrodegenerativne bolezni,
avtoimuna obolenja

predklinicna (Medical School
Hannover - Nemcija)

fuzijski protein
TAT-kaspaza 3

sprozitev apoptoze po razcepu
s proteazami virusa HIV

AIDS

predklinicna (Howard Hughes
Medical Institute — ZDA)

nasprotnosmiselna
RNA za survivin

utiSanje mRNA za survivin

razli¢ni malignomi

faza Il klini¢nih preizkusov
(Isis Pharmaceuticals Inc. - ZDA)

peptidi Ku70 inhibicija proteina BAX

nevrodegenerativne bolezni

predklini¢na (The Blood Center of
South Eastern Wisconsin - ZDA)

nasprotnosmiselna utiSanje mRNA za protein BCL-2

levkemija, maligni melanom,

faza lll klini€nih preizkusov

RNA za bcl-2 multipli mielom (Genta Inc.- ZDA)
Glivec® inhibitor tirozinske kinaze levkemija, gastrointestinalni odobreno leta 2001 pri FDA
tumoriji (Novartis Pharma GmbH - Nemcija)
Iressa inhibitor kinaze FGF-R plju¢ni rak faza lll klini¢nih preizkusov
(AstraZeneca — Velika Britanija)
Tarceva™ inhibitor kinaze FGF-R plju¢ni rak faza Ill klini¢nih preiskusov (OSI
Pharmaceuticals Inc. - ZDA)
flavopiridol inhibitor od ciklina odvisnih kroni¢na limfocitna levkemija faza lll klini¢nih preiskusov

kinaz (Cdks)

(Chronic Lymphocytic Leukemia
Research Consortium - ZDA)

Tabela 1: Preizkusanje modulatorjev apoptoze za zdravijenje bolezni, katerih vzrok ali posledica so napake v regulaciji apoptoze
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Modulatorji apoptoze kot nova zdravila

homologni ostalim predstavnikom le v domeni BH; (npr. BAD, BID,
BIM) (20). Pri ljudeh so nas$li 23 predstavnikov te druzine proteinov,
kar bi lahko omogocilo tkivno-specificno selekcijo tarénih mest za
razvoj zdravil (1).

Odkrivanje sekundarne in terciarne strukture proteina BCL-2 je
razkrilo, da je domena BH, kljucna za heterodimerizacijo proteinov
BCL-2 in BAX, kar prepreci sprostitev citokroma c in proteina
Smac/DIABLO iz mitohondrijev v citosol, s tem pa je preprecena tudi
intrinzi¢na pot prozenja apoptoze. Zato obstaja moznost zdravljenja
malignomov s preprecevanjem delovanja proteina BCL-2 s pomoc¢jo
agensov, ki bi se vezali z njegovo domeno BH, (21).

Znizanje nivoja ekspresije proteina BCL-xL, kakor tudi drugih
negativnih regulatorjev (supresorjev) v procesu apoptoze zmanj$a
sposobnost prezivetja celic. Novi nacini zdravljenja raka na osnovi
znizevanja intracelularnih koncentracij antiapoptotskih dejavnikov
danes vedno bolj vznikajo z biotehnolosko uporabnostjo DNA, ki
kodira nasprotnosmiselne oligonukleotide za utiSanje mMRNA
supresorjev apoptoze (22).

Protein BAX najdemo v normalnih celicah v neaktivni obliki v
citoplazmi, kjer je v kompleksu s proteini (npr. Ku70, 14-3-3 in peptid
humanin), ki preprecujejo njegovo translokacijo v mitohondrije (23).
Hidrofobna C-terminalna transmembranska domena proteina BAX, s
katero se ta protein vsidra v zunanjo mitohondrijsko membrano, je v
neaktivni citosolni konformaciji ujeta v hidrofoben Zep proteina (24), ki
ga sestavljajo domene BH,, BH, in BH, (25). Aktivacija proapoptotskih
proteinov Bcl-2, ki so homologni ostalim predstavnikom le v domeni
BH,, sprosti protein BAX iz proteinskega kompleksa (24) in povzroci
njegovo translokacijo iz citosola do mitohondrijev (23). Pri tem se C-
terminalna transmembranska domena sprosti iz hidrofobnega Zepa,
kar omogoci vezavo proteina BAX v zunanjo mitohondrijsko
membrano, kjer homo-oligomerizira in s sodelovanjem Se nekaterih
drugih proteinov tvori perforacije (mitohondrijske mega kanale) v
mitohondrijskin  membranah (24). C-terminalna transmembranska
regija proteina BAX je zato obetajoca tar€a za razvoj terapevtikov, ki bi
vplivali na mitohondrijsko posredovano prozenje apoptoze.
Terapevtiki, ki bi izzvali sprostitev C-terminalne regije iz hidrofobnega
zepa proteina BAX, bi s tem sprozili apoptozo in bi zato lahko bili
potencilno uporabni za zdravljenje rakastih obolenj. Po drugi strani pa
bi lahko terapevtike, ki bi ovirali sprostitev C-terminalne regije iz
hidrofobnega Zepa in s tem inhibirali translokacijo proteina BAX iz
citosola v zunanjo membrano mitohondrijev, uporabili za zdravljenje
nevrodegenerativnih in drugih bolezni, ki so povezane z izgubo
telesnih celic zaradi prekomernih apoptotskih procesov (25). Taki
terapevtiki za neurodegenerativne bolezni bi lahko bili 5-aminokislinski
peptidi BIP (ang. BAX-inhibiting peptides), ki so jih izdelali na osnovi
homologije vezavnega mesta proteina Ku70 za protein BAX (23).
Predklini¢ne raziskave uporabe peptidov Ku70 potekajo na Centru za
raziskave krvi v Wisconsinu (ZDA) (26).

Tzung in sodelavci so odkrili, da majhni peptidi, ki oponasajo domeno
BH,, inducirajo apoptozo preko inhibicije antiapoptotskin proteinov
Bcl-2 (27). Tako oblikovane peptide bi zato lahko uporabili kot
obetavno antitumorsko terapijo, saj je poveCana ekspresija
antiapoptotskih proteinov BCL-2 in BCL-xL povezana z rezistenco
rakastih celic na mnoga zdravila (27), npr. cisplatin, bleomicin idr.

Podjetie Genta Inc. (ZDA) pa uspesno zaklju¢uje 3. fazo klini¢nih
preizkusov zdravljenja nekaterih oblik raka (levkemija, maligni
melanom in multipli mielom) z utiSanjem gena za protein BCL-2 s
pomocjo nasprotnosmiselnega oligonukleotida, ki se veze na prvih 6
kodonov sekvence mRNA za ¢loveski bcl-2in s tem povzroci njegovo
degradacijo (28, 29).

2.4 Proteinske kinaze

Proteinske kinaze so v procesu apoptoze vpletene v prenos
apoptotskih ali antiapoptotskih signalov, kot tudi izvrSitev
samounicevalnega procesa, zato so tako proteinske kinaze kot tudi
njihovi inhibitorji zanimiva taréna mesta za razvoj novih zdravil pri
zdravljenju raka. NajobetavnejSi pristop k razvoju tovrstnih terapij
predstavlja konstruiranje specificnih ATP-kompetitivnih inhibitorjev, ki
bi se vezali v Zzepe za vezavo ATP ob kinaznih aktivnih centrih (30).
Od leta 2001 je v uporabi Glivec® (Novartis Pharma GmbH, Nemcija),
inhibitor v kontrolo proliferacije vpletene tirozinske kinaze, ki ga
uporabljajo za zdravljenje levkemije in nekaterih gastrointestinalnih
tumorjev (31). V 3. fazi klini¢nih preizkusov zdravljenja plju¢nega raka
pa sta dva inhibitorja tirozinskih kinaz povezanih z receptorjem
epidermalnega rastnega faktorja: Iressa/ZD1839 (AstraZeneca,
Velika Britanija) (30, 32) in Tarceva™/OSI-774 — zaklju¢ena 3. faza
(OSI Pharmaceuticals, Inc., ZDA) (33). V zacetnih fazah klini¢nih
poskusov za zdravljenje razli¢nih malignomov je flavopiridol — inhibitor
od ciklina odvisnih kinaz (Cdks, 34). V klini¢nih preizkusih so $e mnogi
drugi inhibitorji proteinskih kinaz in po S$tevilu teh raziskav
predstavljajo proteinske kinaze drugo najpomebnej$o skupino
celiénih proteinov kot tarénih mest za razvoj novih zdravil, takoj za
receptorji, ki so sklopljeni z G-proteini (35).

3 Sklepi

Napake v izrazanju ali funkciji proteinov povezanih s proapoptotskimi
ali antiapoptotskimi u¢inki negativno vplivajo na potek ali pa so vzrok
za razvoj mnogih bolezni. Ideje za razvoj zdravil in terapevtski pristopi
za te bolezni Sele vznikajo z novimi spoznanji o poteku procesa
apoptoze. Pri tem so osnova odkrivanja novih zdravil raziskave vseh
v apoptozo vklju€enih proteinov, vkljuéno z njihovimi biokemijskimi in
molekularno-bioloSkimi mehanizmi delovanja ter tridimenzionalno
zgradbo. Sele razjasnitev teh odnosov s pomog&jo obstoje&ih in tudi
modernih raziskovalnih tehnik s podrocja biomedicine bo postopno
privedlo do odkritja vse vecih farmakoloskih pristopov k zdravljenju
teh bolezni. Predklini¢ne raziskave regulacije apoptoze potekajo v
smereh zdravljenja nevrodegenerativnih bolezni, nekaterih virusnih
okuzb (tudi HIV) in razlicnih tumorskih obolenj. Najdlje v fazah
klini¢nih preizkusov sta trenutno zdravili za kroni¢ni hepatitis C (Siroko
spektralni inhibitor kaspaz IDN-6556 — IDUN Pharmaceuticals) in
razlicne oblike rakastih obolenj (utiSanje gena za protein BCL-2 —
Genta Inc.). Od leta 2001 dalje je v uporabi inhibitor tirozinske kinaze
Glivec® (Novartis Pharma GmbH, Nemcija), ki ga uporabljajo za
zdravljenje levkemije in nekaterih gastrointestinalnin tumorjev.
Zanimanje za nova, ucinkovita zdravila za bolezni, ki so danes tezko
ali celo neozdravljive in katerih vzrok so nepravilnosti v poteku
apoptoze, je zelo veliko, zato lahko z optimizmom upamo, da bodo
mnoge predklini¢ne raziskave v nekaj letih presle v klini¢ne, ¢e bodo
uspesne, pa tudi v splosno klini¢no prakso.
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Koloidni silicijev dioksid kot
nosilec uéinkovin

Colloidal silicon dioxide as a drug carrier

Odon Planinsek

Povzetek: Sinteza silicijevega dioksida s sol-gel postopkom, ki poteka z izdelavo koloidne suspenzije (sola) in geliranjem sola v gel, omogoca
vgrajevanje termolabilnih ucinkovin v razli¢ne strukture. Izdelamo lahko monolite, vlakna, obloge, mikrodelce ali nanodelce. Na podro¢ju
farmacije poteka razvoj predvsem v smeri uporabe kserogela silicijevega dioksida kot nosilca u¢inkovin za peroralno uporabo. Uporabnost se
kaze tudi pri izdelavi oblik za implantacijo (monoliti) in za injiciranje biorazgradljivih mikrodelcev za nadzorovano spro$¢anje u¢inkovine.

Kljuéne besede: porozni silicijev dioksid, sol-gel tehnologija, mezoporozni nosilci uc¢inkovin

Abstract: The synthesis of silicon dioxide by a sol-gel technique through the formation of colloidal suspension (sol) and gelation of the sol into
the gel enables incorporation of heat-sensitive active substances into the different structures. Monoliths, fibers, coatings, microparticles or
nanoparticles can be formed. In pharmaceutical applications use of xerogel as a drug carrier for oral applications is under development. Sol-
gel derived silica can be used also as implantable (monoliths) or injectable (microparticles) biodegradable carrier for controlled drug delivery.

Key words: porous silica, sol-gel technology, mesoporous drug carriers

1 Uvod

Porozne snovi z veliko specificno povr§ino uporabljamo kot
adsorbente, katalizatorje ali nosilce katalizatorjev ter v mnoge druge
namene. Po nomenklaturi IUPAC jih delimo na mikroporozne (premer
por <2 nm), srednjeporozne (2-50 nm) in makroporozne (>50 nm)
snovi (1). Nekatere porozne anorganske snovi so se v zadnjih letih
pojavile tudi kot potencialni nosilci ucinkovin, s katerimi zelimo
izboljSati biorazpoloZljivost, dosec¢i dostavo do mesta delovanja,
nadzorovano spros$c¢anje in drugo. Sinteti¢ne snovi, ki jih uporabljamo
v te namene, so zeolit, kserogel silicijevega dioksida in porozna
keramika (2-5). Najve¢ raziskav poteka na podrocju amorfnega
silicijevega dioksida, izdelanega s sol-gel postopkom.

Silicijev dioksid obstaja v dveh osnovnih oblikah, kristalni in amorfni.
V kristalni obliki je eden izmed najbolj razsirjenih mineralov na Zemlji
kamor spadajo kvarz, kristobalit in tridimit. Medtem ko je kristalni
toksi¢en (vecina bolezni - silikoz, povezanih s kristalnim silicijevim
dioksidom, je posledica vdihavanja delcev), se amorfna oblika
uporablja tudi v farmacevtske namene. Amorfne oblike silicijevega
dioksida so: steklo, diatomejska prst in silikagel.

Steklo obravnavamo kot fizikalno amorfno stanje snovi. Kot Cisti
silicijev dioksid lahko steklo pridobivamo iz kristalnega kvarza, ki ga
talimo pri 1900 °C v vakuumu, s katerim odstranimo mehucke zraka,
ter s hitrim ohlajanjem. Staljeni (fused) silicijev dioksid pridobimo s
plamensko hidrolizo = silicijevega tetraklorida nad 1500 °C.
Diatomejsko prst sestavljajo fosilni depoziti mikroskopskih skeletov
alg diatomej. Amorfni silicijev dioksid, pridobljen iz tekoce faze,
imenujemo oborjeni ali koloidni. Za izdelavo lahko uporabimo

Kistlerjevo reakcijo natrijevega silikata (vodno steklo) in klorovodikove
kisline:

Na,SiO; + 2 HCI — [SiO, x H,0] + 2 NaCl

Za izdelavo porozne strukture (aerogela) lahko poteka odstranjevanje
vode pri kriti¢nin pogoijih, temperaturi 374 °C in tlaku 221 bar. Ce pa
zmesi dodamo metanol, ki se z vodo mesa, so ti pogoji nekoliko blazji
(Tir Meon = 243 °C, P, \ieon = 63.8 bar, 6). Razvit je bil tudi postopek,
kjer lahko aerogel izdelamo tudi pri sobnih pogojih (7).

Druga moznost izdelave silikagela je sol-gel postopek z uporabo
tetraalkilortosilikata (8).

Raziskave razlicnih silikagelov potekajo na osnovi poznavanja
silicijevega dioksida, ki se Ze uporablja v farmaciji. V evropski
farmakopeji najdemo tri monografije za silicijev dioksid: Silica ad
usum dentalem (silikagel, dentalni), Silica colloidalis anhydrica
(silikagel, koloidni brezvodni), Silica colloidalis hydrica (silikagel,
koloidni hidratirani).

2 Sol-gel tehnologija

Okside, sintetizirane s sol-gel postopkom, uporabljamo za izdelavo
delcev, vlaken, tankih filmov, monolitov in poroznih membran (slika 1)
(5). V gelsko strukturo lahko vkju¢imo ucinkovino ali celo celice.
Raziskave so pokazale, da beljkovine (tripsin, glukozna oksidaza in
hidrogen peroksidaza) in mnoge druge ucinkovine. vgrajene v
kserogel silicijevega dioksida. obdrzijo aktivnost.

Doc. dr. Odon Planin$ek, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, ASker¢eva 7, 1000 Ljubljana
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Slika 1:  Pregled sol-gel postopka z nekaterimi aplikacijami (9).
Figure 1: An overview of sol-gel processing together with some general applications (9).

Reakcija hidrolize

Monomer
=Si-OR+ H O ——» =Si-OH + ROH Dimer
Kondenzacija alkohola Ciklicna oblika
= Si-OH + RO-Si ——» Si-O-Si= + ROH Primarni delec
. .1 nm
Kondenzacia vode PH <7 ali ‘/ @ PH 7-10, brez soli
PH 7-10 s soljo ¥ ¥ \
—SiOH+HO-Si —»  Si-0Si= +Ho0 '9..

\

*’/
GELSKA MREZA u s DELCIV SOL-u

Slika 2:  Reakcije alkoksisilanov (10) in tvorba silicijevega dioksida iz sol-gel postopka s TEOS (11).
Figure 2: Reactions of alkoxysilanes (10) and the formation of silica from the sol-gel processing of TEOS (11).
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Koloidni silicijev dioksid kot nosilec ucinkovin

3 Sinteza in lastnosti silicijevega
dioksida

V zadnjih desetletjih tudi na farmacevtskem podro¢ju narasca Stevilo
raziskav uporabnosti silicijevega dioksida, pridobljenega s sol-gel
postopkom. Ime je povezano z metodo, ki poteka pri nizki temperaturi
z uporabo prekurzorjev, s katerimi izdelamo homogene keramike in
stekla. Najprej izdelamo koloidno suspenzijo (sol), sledi geliranje sola
in tvorba vlaznega gela. V vecini sol-gel postopkov uporabljamo vodo
kot topilo in nizkomolekulske alkilsiloksane kot sta tetraetoksisilan
(TEOS) ali tetrametoksisilan (TMOS) kot prekurzorja silicijevega
dioksida. Alkoksid hidrolizira z vodo tako, da tvori silanole ob
prisotnosti bazi¢nega ali kislega katalizatorja. Reakcije alkoksisilanov
lahko povzamemo v obliki treh stopenj (slika 2):

* hidroliza alkoksida,
¢ silanol-silanol kondenzacija,
¢ silanol ester kondenzacija.

Hidroliza pote¢e z nukleofilnim napadom kisika iz vode na silicijev
atom. S kondenzacijskimi reakcijami, ki sledijo, se tvorijo siloksanske
vezi. Polimerizacijske korake lahko delimo na (slika 2):

e polimerizacija monomerov v polimere,

e kondenzacija polimerov v primarne delce,

e rast ali aglomeracija primarnih delcev v vec&je ali v verigo,
® povezovanje delcev v verige in tridimenzionalno mrezo.

Mreza verig, ki se tvori v teko€em mediju, povzro¢i kréenje v gel. V
zadnji stopnji voda in alkohol odparita, kar povzroCi kréenje ali
lomljenje monolitnega gela (10).

4 Dejavniki, ki vplivajo na
strukturo kserogela
silicijevega dioksida,
pridobljenega s sol-gel
postopkom

Osnovni znacilnosti silicijevega dioksida, pridoblienega s sol-gel
postopkom, sta poroznost in amorfna struktura. Pomembna lastnost je
tudi njegova reaktivnost, ki jo omogocajo proste hidroksilne skupine.
Mikrostrukturo kserogela silicijevega dioksida lahko nadzorujemo s
spreminjanjem razmerja voda/alkoksid v reakcijski zmesi, vrsto
katalizatorja in njegovo koncentracijo, s sintranjem pri povisani
temperaturi, uporabo alkil substituiranih alkoksidov ali dodatkom
drugih snovi.

4.1 Vpliv razmerja voda/alkoksid na

lastnosti kserogela
Molarno razmerje voda/alkoksid ima zelo velik vpliv na mikrostrukturo
kserogela silicijevega dioksida (10). Pri nizkem razmerju prevladuje
reakcija kondenzacije, zaradi Cesar je ¢as nastajanja gela podalj$an in
nastane mikroporozna struktura. Geli, ki so jih izdelali z razmerjem
voda/alkoksid > 4, so imeli vecje pore od gelov, izdelanih z razmerjem
< 4 (12). Pri razmerju voda/alkoksid nad 10 je bila mikrostruktura
kserogela skoraj neodvisna od vsebnosti vode v reakcijski zmesi. Poleg
tega so ugotovili, da imajo geli, ki vsebujejo malo vode, veliko

nezreagiranih alkoksi ligandov in tvorijo linearne strukrure (13). Pri veliki
vsebnosti vode se tvorijo bolj razvejani polimeri. Pri nizkem razmerju
voda/TEQS in nizkem pH lahko izdelamo vlaknaste strukture (14).

4.2 Vpliv katalizatorja na lastnosti

kserogela

Katalizator vpliva na pH reakcijske zmesi, ta pa na relativno razmerje
hitrosti reakcij hidrolize in kondenzacije, tako da lahko nastanejo
razliéni produkti v sol obliki (od razvejanih verig do koloidne
raztopine) (10). ller deli procese polimerizacije glede na tri pH
obmodja, v katerih potekajo: pH<2, pH 2-7, pH>7 (11). pH=7 je meja,
ker sta topnost in hitrost raztapljanja silicijevega dioksida pri tej
vrednosti najvecja. Od pH vrednosti je odvisen tudi mehanizem rasti
delcev. V kislem mediju se rast delcev ustavi pri velikosti 2-4 nm. Pri
pH nad 7 je rast delcev odvisna predvsem od temperature. Nastanejo
lahko delci, vecji od 100 nm. Pri pH nad 7 so delci negativno nabiti
in se odbijajo, kar prepreCuje njihovo agregacijo. Pri nizkem pH, v
blizini izoelektricne tocke, se delci ve¢ ne odbijajo in tvorijo mrezo, ki
vodi v nastanek gela (slika 2).

Relativne hitrosti hidrolize in kondenzacije dolo¢ajo tudi morfologijo
koncnega kserogela. Delci silicijevega dioksida so pri nizkem pH
pozitivno nabiti in pri visokem pH negativno nabiti. Sibko baziéni sol
vsebuje velike mnoZine deprotonirane silanolne skupine (SiO), ki
pospesijo hitrost kondenzacije, nastanejo razvejane strukture.
Geliranje teh struktur vodi v nastanek mezoporoznih podrocij z
velikostjo por 2-50 nm. Z nizanjem pH do izoelektri¢ne tocke (pH=2-
3) se podaljuje ¢as geliranja, kar vodi v nastanek linearnih in
razvejanih mikroporoznih struktur (premer por < 2 nm) (15). Pri zelo
kislem pH pod izoelektricno to€ko so posuseni geli spet mezoporozni,
saj protoniranje silanolnih skupin do SiOH?*, ki so dobro izstopajoce
skupine, pospesi reakcijo kondenzacije (10).

4.3 Vpliv kemijske modifikacije na

lastnosti kserogela

Organsko modificirani silikati predstavljajo hibridne sisteme, v katerih
kombiniramo ve¢ prekurzorjev. Kserogele, kjer so organske verige
kovalentno pripete na atom silicija, imenujemo tip Il (16). Te kemijsko
vezane skupine spremenijo notranjo strukturo tako, da zmanj$ajo
stopnjo premrezenja. Na povrsini se zmanjsa Stevilo silanolnih skupin,
s ¢imer se spremeni reaktivnost in hidrofobnost (14). Z uravnavanjem
razmerja tetraalkoksisilana in alkil substituiranega alkoksida vplivamo
na hidrofobnost silikagela. Velikost por in specificna povrSina
nara$Cata s podaljSevanjem alkilne skupine reagenta. Te spremembe
v strukturi gela vplivajo tudi na hitrost spros$¢anja ucinkovin (3).

V kserogelih tipa | so modifikatorji (povrSinsko aktivne snovi,
anorganske soli, beljakovine, nabiti polimeri) organske snovi vezani z
van der Waalsovimi ali hidrofobnimi interakcijami. Prisotnost teh spojin
vpliva na velikost por in specificno povrsino silikagela (17).

Veliko silikagelov, ki jih raziskujemo v terapevtske namene, vsebuje
neurejene pore s Siroko porazdelitvijo velikosti. S sintezo MCM (Mobil
Composition of Matter) 41 nastane mezoporozna silika z urejeno
porozno notranjo strukturo s porami, ki tvorijo heksagonalni vzorec
(slika 3).
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Snov sintetiziramo s samourejanjem silicijevega dioksida in micelov
povrsinsko aktivne snovi, ki narekuje strukturo produkta. Pri izdelavi
MCM-41 lahko uporabimo na primer tetradeciltrimetilamonijev
bromid. Struktura se tvori s povezovanjem negativno nabite povrsine
silicijevega dioksida in pozitivno nabitimi miceli s kvarternim
amonijem. Poroznost snovi dosezemo s kalciniranjem. Velikost por
modificiramo z uporabo povrSinsko aktivnih snovi z ustrezno dolzino
alkilne verige ali s solubilizacijo organskih snovi, ki povecajo velikost
micela (18).

Slika 3:  TEM slika MCM-41
Figure 3: TEM picture of MCM-41

[ ] oge oo [ ] [ ]
5 Kserogeli silicijevega dioksida
kot nosilci uéinkovin
Bioaktivne spojine lahko v kserogel silicijevega dioksida vgradimo z
adsorpcijo na povrsino s toploto obdelanih gelov (19-21) ali dodatkom
med samim sol-gel postopkom (3, 5, 22).

5.1 Dodatek uvéinkovine med sintezo gela
Vgrajevanje ucinkovine v sol je predstavil Unger s sodelavci ze leta
1983 (3). Ugotovili so, da fizikalno-kemijske lastnosti ucinkovine
bistveno vplivajo na hitrost spro$¢anja. Bazi¢ne ucinkovine se
spros$¢ajo nadzorovano, nevtralne in kisle u¢inkovine pa zelo hitro.
Ucinkovine z reaktivnimi alkoholnimi ali fenolnimi skupinami lahko
kemijsko vezemo na silicijev dioksid (23). Stevilo hidroksilnih in
karbonilnih skupin v molekuli ucinkovine vpliva na vezavo in na
spro$¢anje ucinkovine. Spojine, ki vsebujejo kationske skupine, pri
pH 1,5 do 3,0 lahko tvorijo vodikove vezi. Veliki hidrofobni del
molekule povecajo adsorpcijo na povrsino silicijevega dioksida (11).
V dolo¢enih primerih (hidrokortizon) se lahko u¢inkovina permanentno
zadrzi v kserogelu (19,21).

158 farm vestn 2006; 57

Hitrost spro$¢anja ucinkovine iz kserogela lahko modificiramo z
dodatkom vodotopnih polimerov, kot sta polietilenglikol ali sorbitol, ali
z uporabo substituiranih alkoksidov med sintezo (3, 24). Povrsino
silicijevega dioksida lahko modificiramo z uporabo tako imenovanih
@silane-coupling® snovi (npr. oktadeciltrietoksisilan, 3,3,3-
trifluoropropiltrimetoksisilan), s katerimi pove¢amo afiniteto in
vplivamo na hitrost spro$¢anja zelo hidrofobnih spojin (21). Na hitrost
spros¢anja lahko vplivamo z nac¢inom su$enja, z nadzorovanjem
velikosti delcev (22) ali z vplivom na velikosti por (19, 25). Proucevali
so tudi nadzorovano spro$canje ucinkovin iz kompozitov zdrobljenih
delcev kserogela silicijevega dioksida in poliestrskih kopolimerov (26,
27).

Ucinkovino lahko dodamo k silicijevemu ali kovinskemu alkoksidu
pred hidrolizo ali v hidrolizirano sol obliko. Ponavadi razlik v
spros€anju uc¢inkovine iz koncnega produkta ni zaznati, saj
vgrajevanje ucinkovine pote¢e med stopnjo kondenzacije. Omejitev
uporabnosti te metode je moznost razpada uc¢inkovine med sintezo
delcev. Odvisno od sestave delcev lahko dosezemo upocasnjeno ali
pospedeno sproscanje ucinkovine. Vsebnost ucinkovine je lahko
relativno visoka (do nekaj deset odstotkov). U¢inkovina lahko v gelu
obstaja v amorfni obliki, kadar so pore v delcih dovolj majhne in ¢e
nismo presegli kapacitete nosilca (28).

Mehanizem sproS¢anja uc¢inkovin iz kserogelov silicijevega dioksida
Se ni dovolj raziskan. Spro$¢anje nifedipina iz zdrobljenih delcev
silicijevega dioksida naj bi potekalo s pronicanjem topila v kapilare.
Spro$canje progesterona iz poroznega kserogela silicijevega
dioksida je sledilo drugemu Fickovemu zakonu (19). Tako je hitrost
spro$¢anja odvisna od hitrosti raztapljanja in difuzije. Spro$¢anje
toremifena je difuzijsko nadzorovano iz zdrobljenih delcev, medtem
ko sledi kinetiki nic¢elnega reda iz monolitnih struktur (20, 29).
Sproscanje heparina iz kserogela silicijevega dioksida v obliki palic
sledi kinetiki nicelnega reda. Sprosc¢anje lipofilnih u¢inkovin lahko
poteka v dveh stopnjah; hitri sprostitvi dela u¢inkovine, ki ni reagirala
s povrsino silicijevega dioksida, sledi upocasnjeno spro$canje
uc¢inkovine, ki se je vezala na nosilec (21).

5.2 Dodatek raztopine ali suspenzije
uéinkovine kserogelu silicijevega
dioksida

Drug nacin polnjenja delcev silicijevega dioksida z ucinkovino je
meSanje kserogela s prebitkom raztopine ali suspenzije z ustreznim
topilu (voda, aceton, kloroform). Po vzpostavitvi ravnotezja delce
speremo s Cistim topilom in posusimo pri normalnem ali znizanem
tlaku (21, 30). Slaba stran takSnega polnjenja delcev je uporaba
prebitka ucinkovine, ki jo s spiranjem izgubljamo, zato lahko proces
modificiramo z uporabo minimalne koli¢ine raztopine ali suspenzije, ki
je potrebna za popolno adsorpcijo in absorpcijo. Postopek polnjenja
z uc¢inkovino lahko veckrat ponovimo in tako bolj napolnimo pore v
delcih in povec¢amo ucinkovitost. Dosezemo lahko vsebnost 500 mg
uc¢inkovine v 1 g nosilca (31). Struktura uc¢inkovine v napolnjenih
delcih je odvisna od velikosti por. Majhne pore premera nekaj nm
onemogocajo kristalizacijo u¢inkovine. V primeru, da je sprosc¢anje
ucinkovine iz napolnjenih delcev prehitro, lahko delce oblozimo z
razliénimi polimeri (npr. metilcelulozo ali etilcelulozo) (31).
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(] (] (]
6 Biokompatibilnost amorfnega
silicijevega dioksida

Biokompatibilnost definiramo kot ustrezen lokalni ali sistemski ucinek
biosnovi na gostitelja (32). Pricakujemo odsotnost stranskih u¢inkov,
kot so toksicno, karcinogeno, imunogeno ali vnetno delovanje. Silicij
je eden izmed esencialnih elementov. Kristalini¢ni silicijev dioksid je
citotoksi¢en v makrofagih in povzrota spremenjeno rast
granulacijskega tkiva (33, 34). Kserogeli, pridobljeni s sol-gel
postopkom, so biokompatibilni in bioaktivni, saj tvorijo kemijske vezi s
tkivom in stimulirajo rast kosti (35-37). Raziskave so pokazale, da po
subkutani aplikaciji kserogel silicijevega dioksida obdajo kolagenska
vlakna, ki po stirih tednih vsebujejo le malo vnetnih celic (35, 38, 39).
Prav tako so raziskovali proliferacijo kultur murinskih fibroblastov in
aktivacijo polimorfonuklearnih levkocitov s sol-gel pridobljenimi
kserogeli. Kserogeli niso inhibirali rasti fibroblastov niti niso povzrocili
vnetne reakcije s tvorbo polimorfonuklearnih levkocitov (40, 41).
Ceprav je narejenih e premalo raziskav, lahko predvidevamo, da so
s sol-gel postopkom pridobljeni kserogeli netoksi¢ni, saj inducirajo
normalno rast razli¢nih celic.

Po izpostavitvi vodi se kserogel zaéne s hidrolizo siloksanskih vezi
razgrajevati v Si(OH), (10). Ta difundira v lokalno tkivo npr. okrog
implantata, vstopa v krvni in limfni obtok ter se izlo¢a z urinom, skozi
jetra ali pa ga fagocitirajo makrofagi (42). Med absorpcijo
koncentracija Si ostaja v fizioloSkem obmoc¢ju. Akumulacije v
perifernih organih ni bilo zaznati, kar pomeni, da se silicij v topni obliki
neskodljivo izlo¢i skozi ledvica.

7 Nekatere druge farmaceviske
(] o0 oge oo (] (]
aplikacije silicijevega dioksida
() (]
kot nosilca uéinkovin
Poleg monolitov in delcev silicijevega dioksida, pridobljenega s sol-

gel postopkom, potekajo raziskave pri razvoju tudi drugih, tehnolosko
bolj zahtevnih farmacevtskih oblik.

7.1 Oblaganje delcev

Z oblaganjem lahko vplivamo na hitrost pro$¢anja ucinkovine, jo
za$c¢itimo pred vplivi okolja ali prikrijemo neprijeten okus uc¢inkovine.
Na Kemijskem institutu in Fakulteti za farmacijo v Ljubljani smo za
prikrivanje okusa in nadzorovano spro$€anje sol-gel postopek
uporabili za oblaganje kristalov klaritromicina in bili pri tem relativno
uspesni (slika 4) (43).

Pogosto Zelimo izdelati delce ucCinkovine nanometerskih velikosti
pravilnih oblik, kar je z obarjanjem tezko doseci. Kadar nam uspe
oboriti okrogle delce ucinkovine, lahko pri¢akujemo uspesno
oblaganje s silicijevim dioksidom (44). Ucinkovina je lahko tudi
sestavni del obloge, sestavljene iz silicijevega dioksida, iz katere se
nadzorovano sproséa.

7.2 Mikrosfere iz silicijevega dioksida za

L] o0 ~o (]
parenteralno aplikacijo uéinkovin
Izdelava mikrosfer omogoc¢a izdelavo delcev z ozko porazdelitvijo
velikosti, izboljanimi preto¢nimi lastnostmi ucinkovine in ustrezno

Slika 4:  Elektronsko mikroskopska slika klaritromicina, obloZenega s
silicijevim dioksidom.

Figure 4: SEM micrographs of silica-coated clarithromycin particles.

poroznostjo ter ohranitev aktivnosti termolabilnih u¢inkovin. Kortesuo
in sodelavci so izdelali mikrosfere z raztapljanjem uginkovine v
hidroliziran sol, ki so ga susili z razprSevanjem (4). lzdelali so
mikrosfere, ki so vsebovale toremifen citrat ali deksomedetomidinijev
klorid, velike nekaj deset mikrometrov. Kljub temu, da je je bil
izkoristek relativno nizek (20-78 %), gre za obetaven postopek, ki
omogoca izdelavo oblike z nadzorovanim spros¢anjem ucinkovine. V
primerjavi z monolitnimi delci silikagela so bili ti delci manj porozni z
manj$o povrS§ino. Zaradi tega je tudi delez vgrajene ucinkovine v
delcih manjsi kot pri izdelavi monolitnih delcev. Po zacetni hitri
raztopitvi ucinkovine s povrSine delcev je in vitro nadzorovano
spros¢anje trajalo od 7 do 50 dni. Razgradnja silikagela je potekala
poc¢asneje od spros¢anja ucinkovine, zato je bilo raztapljanje
posledica tako difuzije kot erozije delcev.

7.3 Implantati za kosti

Silicijev dioksid, ki vsebuje ustrezno uc¢inkovino, lahko uporabimo tudi
kot material za polnenje in regeneracijo odmrlih prostorov,
povzrocenih s kirurSkim posegom ali pri poskodbah kosti. Pri uporabi
uveljavljenih klasi¢nih bioaktivnih materialov za ta namen (npr.
biopolimerni cement, na SiO, temeljeCe bioaktivno steklo) pride
ponavadi do vnetnih procesov, povzro€enih zaradi prisotnosti
pirogenih mikroorganizmov, ki jih zdravimo sistemsko z antibiotiki.
Negativnim ucinkom sistemske aplikacije se lahko izognemo s
polnjenjem mezoporoznega silicijevega dioksida z ustrezno
ucinkovino (npr. antibiotikom), ki deluje kot rezervoar za lokalno
nadzorovano spros¢anje (45). Z uporabo sol-gel tehnologije ter
postopkom emulgiranja in odparitve topila so izdelali tudi tako
imenovano hibridno strukturo, sestavljeno iz mezoporoznega
silicijevega dioksida in PLGA (kopolimer mle¢ne in glikolne kisline).
Na ta nacin so zmanjSali delez uc¢inkovine, ki se sprosti na zacetku
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raztapljanja (“burst” ucinek) in podaljsali ¢as spros¢anja glede na
delce, ki niso vsebovali PLGA (46). V gelsko strukturo lahko razen
antibiotika vgradimo tudi peptide (npr. TGF-o.1-Cloveski rastni faktor),
ki stimulirajo rast kosti (22).

7.4 Nanodelci kot nosilci uéinkovin

Chen in sodelavci so izdelali votle nanodelce silicijevega dioksida s
premerom 60-70 nm in debelino stene 10 nm (slika 5). Kot Sablono so
uporabili delce kalcijevega karbonata premera 40 nm, ki so jih s
kemijsko sintezo obloZili z SiO,. Kompozit so nato kalcinirali pri 700
°C, da je nastala porozna skorja. Odstranitev CaCO4 so dosegli z

Sablona \ Oblaganje Spiranje s HCI
CaCOs -
Polnenje z Spiranje in
ucinkovino susenje

raztapljanjem v raztopini HCI. Specifi¢na povrsina izdelanih delcev je
bila skoraj 900 m?/g.Votle delce so nato polnili z uginkovino (Slika 5).
Zmesali so jih z vodno raztopino ucinkovine ter spirali z acetonom.
Sledilo je su$enje. Vecina ucinkovine se je adsorbirala na povrsini
delcev. Raztapljanje adsorbirane ucinkovine je bilo pospeseno, delez,
ki je presel pore in dosegel votlino delca (25 %), pa se je sprostil z
zamikom (30). V drugem primeru so votle nanodelce polnili z etanolno
raztopino briliant modrega (modelna ucinkovina) pri superkriticnih
pogojih. Na ta nacin so dosegli bolj$e polnjenje votline. Na zacetku se
je ponovno raztopila na povrsini adsorbiran delez modelne ucinkovine
(60 %), medtem ko je bilo raztapljanje preostalega dela (40 %)
upocasnjeno (do 19 ur) (46).

Slika 5. Stopnje izdelave votlih nanodelcev silicijevega dioksida in polnjenje z ucinkovino.
Figure 5: Procedures for preparing hollow silica nanoparticles and loading with the drug.

8 Zakljuéek

Koloidni silicijev dioksid izdelan s sol-gel postopkom je porozen
biokompatibilen material z  mnogimi moZznostmi uporabe v farmaciji.
lzdelava monolitov, mikrodelcev ali nanodelcev in drugih struktur
omogocCa nadzorovano spros$¢anje ucinkovine in ciljano terapijo.
Uporabljamo jih za izdelavo farmacevtskih oblik za peroralno
aplikacijo, s katerimi se izognemo predsistemskemu metabolizmu
ucinkovine, in za parenteralno aplikacijo, ne da bi prislo do procesov
vnetja. Poleg tega je koloidni silicijev dioksid, izdelan s sol-gel
postopkom, bioaktiven, saj se veze na kosti in stimulira njihovo rast.
Pricakujemo lahko, da se bo s sol-gel postopkom pridobljeni amorfni
silicijev dioksid kmalu pojavil v farmacevtekih izdelkih, ki bodo
omogocali bolj u¢inkovito in pacientu prijazno zdravljenje.
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Ciljan vnos uéinkovin z uporaho
lektinov = korak naprej v
razvoju bioadhezivnih dostavnih
sistemov

Lectin-mediated drug delivery - a step forward in
development of bioadhesive drug delivery systems

Petra Kocbek, Julijana Kristl

Povzetek: Razvoj novih sistemov za dostavo ucinkovin je dandanes velik izziv farmacevtske tehnologije. Sodoben in obetajo¢ pristop
predstavlja uporaba lektinov. Lektini so proteini ali glikoproteini, ki imajo v strukturi vsaj eno domeno s katero prepoznajo in se reverzibilno
vezejo na specificni mono- ali oligosaharid. Interakcije med lektini in sladkorji so specificne, saj jih lahko primerjamo z interakcijami
encim-substrat ali antigen—protitelo. Za dostavo uginkovin imajo velik pomen bioprepoznavne lastnosti lektinov, ki interagirajo s specifi¢nimi
sladkorji glikoproteinov mukusa ali glikokaliksa celic in vodijo do mukoadhezije, citoadhezije in/ali citoinvazije. Tako predstavlja uporaba lektinov
moznost ciljanega dostavljanja u¢inkovin v taréne celice in tkiva po razli¢nih poteh dajanja (oralno, peroralno, pulmonalno, okularno). Uporaba
lektinov nudi perspektivno moznost za dostavo proteinskih u¢inkovin, vakcin in terapevtskih genov. Ciljanje dosezemo tako, da pripravimo
konjugate uc¢inkovine z lektini tj. lektinizirano predzdravilo, ali pa modificiramo povr§ino nanodelcev, mikrosfer ali liposomov tako, da nanje
pripnemo molekule lektina. Kljub Stevilnim prednostim lektinov, pa moramo biti pri izbiri lektinov za dostavo ucinkovin pozorni na toksic¢nost in
imunogenost dolocenih lektinov.

Kljuéne besede: lektini, bioadhezija, ciljano dostavijanje, predzdravila, nosilni sistemi

Abstract: Very promising and up-to-date approach in development of new drug delivery systems represents an application of lectins. Lectins
are proteins or glycoproteins which have in structure at least one carbohydrate recognition-domain that is capable to bind reversibly to specific
mono- or oligosaccharide. Interactions between lectins and sugars are highly specific, comparable to those between the enzyme and substrate,
or antigen and antibody. Great importance of lectins in bioadhesive drug delivery arises from their biorecognition properties making them
possible to interact with specific sugars in the mucus or cell glycocalix, leading to the mucoadhesion, citoadhesion and/or citoinvasion.
Furthermore, lectins can be used as ligand molecules directing various delivery systems to specific cells and tissues following different routes
of application such as oral, peroral, pulmonal, or ocular. They offer possibility for delivery of protein drugs, vaccines and therapeutic genes.
Targeting can be achieved by conjugating lectins to specific drugs (lectinized prodrugs) or attaching them to the surface of nanoparticles,
microsferes or liposomes. Despite many advantages lectins should be used by caution since some of them might attest with toxicity or
immunogenicity.

Keywords: lectins, bioadhesion, drug targeting, prodrugs, carrier systems

besede »legere«, kar pomeni izbrati; torej lektini selektivno izberejo
vezalno mesto na glikoziliranih povrsinah (3, 4). Dandanes so lektini

1 Uvod

Zacgetki lektinologije segajo v leto 1888, ko je Stillmark ugotovil, da
izvlecek iz ricinusovih semen povzrogi aglutinacijo eritrocitov (1). Nato
so snovi s podobno biolosko aktivnostjo, ki so jih izolirali iz rastlin,
poimenovali hemaglutinini (2). Ko so opazili, da nekateri hemaglutinini
selektivno aglutinirajo krvne celice glede na krvne skupine ABO, so te
hemaglutinine poimenovali lektini. Beseda lektini izvira iz latinske

definirani kot proteini ali glikoproteini, ki imajo v strukturi vsaj eno
domeno s katero prepoznajo in se reverzibilno vezejo na specificni
mono- ali oligosaharid. Ali drugace, lektini so receptorji za sladkorne
molekule (2, 3, 5, 6). Nekateri lektini so zgrajeni iz podenot z razli¢nimi
vezalnimi mesti za sladkorje. Lektini so v naravi zelo razsirjeni. |zolirali
so jih iz mikroorganizmov, rastlin in zivali, virusov, bakterij, alg, gliv,

asist. Petra Kocbek, mag. farm., in prof. dr. Julijana Kristl, mag. farm., Fakulteta za farmacijo, ASker¢eva 7, 1000 Ljubljana
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Ciljan vnos ucinkovin z uporabo lektinov

telesnih tekocin vretencarjev in celicnih membran sesalcev (7).
Interakcije med lektini in sladkorji so zelo specificne, saj jih lahko
primerjamo z interakcijami encim-substrat ali antigen—protitelo (5, 8).
Lektini se lahko vezejo na proste sladkorje ali na dolo¢ene sladkorne
komponente polisaharidov, glikoproteinov ali glikolipidov, prostih ali
vezanih v celi¢nih membranah (slika 1).

Zunajcelicni prostor

Glikolipidi

Integm &
membranski @ @

proteini

Citoplazma

Holesterol

Slika 1:  Zgradba celicne membrane, kjer so sladkorji vezani na

membranske proteine in lipide zunanje strani celicne

membrane.

Figure 1: Schematic presentation of cell membrane structure. Sugars
are bound to membrane proteins and lipids on the

extracellular side of the cell membrane.

Interakcije med sladkoriji in laktini na celi¢ni povrsini imajo pomembno
vlogo v c&loveSkem organizmu pri procesih kot so opsonizacija
mikrobov, fagocitoza, aktivacija in diferenciacija celic, adhezija in
migracija celic, apoptoza idr.. Tudi patogene bakterije in bakterije, ki
so del normalne mikrobne flore, se pritrjujejo vEasih na zelo specificen
del ¢revesa preko interakcij med lektini in dolo¢enimi sladkoriji (5, 6).
Tovrstne moznosti izkoris€ajo za razvoj lektiniziranih dostavnih
sistemov (DS).

[ ] [ ] oge [ ]
2 Vioga lektinov pri ciljani
dostavi uéinkovin
Zelo specificne interakcije med lektini in sladkorji so temelj uporabe
parov lektin-oligosaharid za ciljano dostavo ucinkovin. V osnovi
lo¢imo dva nacina takSnega ciljanja. Pri prvem nacinu t.i.
neposrednem ciljanju je oligosaharid del DS. Endogeni lektini na
povrsini celic prepoznajo sladkorni del DS, ki je neke vrste »naslov«
za ciljano dostavo ucinkovin v tar¢ne celice. Na podlagi sladkorne
kode lahko lektini tar¢nih celic prepoznajo, vezejo in internalizirajo
lektiniziran DS (9). DS pripravimo s kovalentno vezavo sladkorjev na
polimere in druge aglikone. Namenjeni so predvsem zdravljenju
virusnih obolenj, imunski terapiji, nadomestnemu encimskemu
zdravljenju in genskemu zdravljenju (5).

Drugi nacin ti. reverzno ciljanje predstavlja obratni mehanizem
prvega. DS je na povrsini prekrit z molekulami eksogenega lektina s
specificnostjo za dolo¢en sladkor. V ta namen se vecinoma
uporabljajo rastlinski lektini. TakSen DS lahko vstopa v interakcije s
sladkornimi deli endogenih proteoglikanov, glikoproteinov ali
glikolipidov na povrsini celic (9).

Glede na literaturne podatke je mnogo bolj poznano in raziskovano
pripenjanje lektinov na DS, ki specifiéno prepozna sladkor na ciljnem
mestu, kot pripenjanje sladkorjev na DS, ki jih specificno prepoznajo
endogeni lektini na tarénem mestu. Tako je tudi vsebina tega ¢lanka
usmerjena k t.i. reverznemu ciljanju.

3 Bioadhezija, mukoadhezija in
citoadhezija

Razvoj lektiniziranih DS temelji na natan¢nem poznavanju interakcij
med sladkornimi ligandi na povrSini celic in lektini. Za dostavo
ucinkovin imajo velik pomen bioprepoznavne lastnosti lektinov preko
interakcij s specificnimi sladkorji, rezultat ¢esar so mukoadhezija,
citoadhezija in/ali citoinvazija (9).

Bioahezija je sposobnost medsebojne vezave dveh komponent od
katerih je vsaj ena bioloska (10). Tako definiran izraz je zelo $irok in
obsega mukoadhezijo in citoadhezijo. Mukoadhezija pomeni vezavo
na mukus, ki prekriva sluznice, citoadhezija vezavo neposredno na
celi¢no povrsino (slika 2).

Mukoadhezija Citoadhezija

Citoinvazija
Cc

Slika 2: Interakcije lektinov s celicami, vstop v celice
skozi enterocite (9).
Figure 2: Lectin interactions with cells, entry into the cells and

crossing through the enterocytes (9).

in prehod
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Ideja o bioadhezivnih dostavnih sistemih sega kakdnih dvajset let
nazaj (11) in $e vedno predstavlja izziv za Stevilne raziskovalce. Kljub
prednostim poznanih bioadhezivnih polimerov, le-ti niso brez
pomanijkljivosti, saj se vezejo na ciljno mesto z nespecificnimi
fizikalno-kemijskimi interakcijami kot so Van der Waalsove in vodikove
vezi. Taksni polimeri, kot so hitosan, natrijev alginat,
karboksimetilceluloza, hidroksipropilceluloza idr., pri vezavi ne lo¢ijo
med slojem mukusa, ki prekriva celi¢no povrsino, in med mukusom, ki
je ze odluscen, ter med povrSinami drugih komponent crevesne
vsebine. Ciljano vezavo mukoadhezivnega DS na taréno mesto na
povrsini sluznic lahko tako preprecijo predhodne interakcije z drugimi
komponentami. Pomanjkljivost taksnega DS je poleg nespecificnih
interakcij tudi vezava na sloj mukusa, ki prekriva sluznice, in ne
neposredna vezava na povrsino epitela, kjer poteka absorpcija. Cas
zadrzevanja takSnega mukoadhezivnega pripravka na vezalnem
mestu je omejen s ¢asom obnavljanja mukusnega sloja (1-3 ure) (6).

V nasprotju z mukoadhezijo (slika 2A), ki temelji na nespecifi¢nih
interakcijah med verigami mukoadhezivnih polimerov in mukusom,
predstavljajo interakcije med lektini in sladkorji na povrs$ini celic korak
naprej pri dostavi u¢inkovin, saj je vezava lektinov na taréno mesto
zelo specificna (slika 2B) (6, 9). Za proces citoadhezije lektinov je
znadilno, da so interakcije zelo specificne in jih lahko primerjamo s
specificnostjo interakcij med antigenom in protitelesom. Prednost
citoadhezije pred mukoadhezijo je neposredna vezava na povrsino
celic, kar pomaga pri prehajanju epitelijskih absorpcijskih barier.
Prednosti tak$nih DS so:

(I) podalj$ano zadrzevanje neposredno na povrsini celic, neodvisno
od obnavljanja mukusnega sloja,

(II) sprozanje in sodelovanje pri vezikularnih transportnih procesih
(endo- in transcitoza) in

(Il sprememba permeabilnosti epitela z receptorsko posredovanim
odpiranjem tesnih stikov med epitelijskimi celicami (8).

3.1 Mukoadhezivne lastnosti rastlinskih

lektinov

Prebavni trakt sesalcev prekriva sloj mukusa, ki deluje kot drsilo; lajSa
gibanje himusa in §¢iti pod njim lezece tkivo pred delovanjem
zelod€nega soka, proteazami, patogenimi mikroorganizmi in tudi pred
mehanskimi poskodbami (12). Pri ¢loveku je debelina mukusnega
sloja v razli¢nih delih prebavnega trakta zelo razli¢na in se giblje od
50-500 um v Zelodcu do 50-150 um v kolonu (13). V povpredju tvori
mukus v prebavnem traktu ¢loveka sloj z debelino 192 um (3). Mucini
so glikoproteini z molekulsko maso vec¢jo od 2 x 10° Da in so tvorilci
gela (9). Glikoproteini ¢revesnega mukusa vsebujejo 77,5 % ogljikovih
hidratov sestavljenih iz N-acetil-galaktozamina, N-acetil-glukozamina,
galaktoze, fukoze in siali¢ne kisline (3). Mucini predstavljajo le 0,5-4,0
% mase mukusa. Poleg mucinov in vode (~ 95 %) vsebuje mukus tudi
soli (0.5-1 %), proste beljakovine (1 %), lipide in odluscene epitelijske
celice (14).

Znacilnosti interakcij med lektini in mucini so specifi¢nost, pH-
odvisnost in reverzibilnost. Pri  proucevanju interakcij med
fluorescenéno ozna&enimi analogi rastlinskih lektinov in glikoproteini
zelodénega mukusa prasi¢ev so ugotovili, da vpliva na vezalno
kapaciteto mucinov za lektine pri nevtrainem pH poleg Stevila

164 farm vestn 2006; 57

specifi¢nih vezalnih mest tudi njihova steri¢na dostopnost. Ugotovili
preskusanimi lektini za aglutinin iz pSeni¢nih kal¢kov (»wheat germ
agglutinin«, WGA), saj se le-ta veze na siali¢no kislino, ki je pogosto
terminalni del linearnih ali razvejanih glikoproteinov (12).

Vsebnost nativnih glikoproteinov je v zelodénem mukusu prasi¢ev
primerljiva z vsebnostjo glikoproteinov v Erevesnem mukusu Cloveka,
zato zelod¢ni mukus prasi¢ev uporabljajo v in vitro Studijah za
proucevanije interakcij med lektini in mukusom. 1z dobljenih rezultatov
lahko sklepamo na interakcije med mucini in lektini v prebavnem
traktu Cloveka (12). Rezultati interakcij med WGA in prasSicjimi
zelod&nimi mucini so pokazali najvecjo stopnjo vezave pri pH 5, kar
pomeni, da se po peroralnem dajanju vec¢ina WGA veze v zgornjem
delu duodenuma. Tako lahko sklepamo, da se le majhen delez
lektiniziranega DS zaradi vezave na zelod¢ni mukus ne adsorbira na
mukus v tankem ¢revesu (9).

Ceprav predstavlja mukusni sloj difuzijsko bariero, so lahko mucini
»lovilci« za lektinizirane DS zaradi specificnih interakcij z lektini.
Mukoadhezija lektiniziranih DS predstavlja prvo stopnjo v procesu
ciljane dostave ucinkovin. V raziskavah so ugotovili, da so interakcije
med mucini in WGA reverzibilne, zato se lahko lektini sprostijo z
mucinov in se specifiéno vezejo na prosta vezalna mesta na povrsini
celi¢nih membran (6, 12).

3.2 Citoadhezivne lastnosti rastlinskih

lektinov

Klasi¢ni polimerni mukoadhezivni DS se vezejo na mukus, kjer se
ucinkovina sprosti. Lektinizirani sistemi ciljajo dostavo ucinkovin
neposredno na celi¢no povrSino enterocitov, kjer poteka absorpcija.
Specifi¢ne interakcije med lektini in sladkorji glikokaliksa skraj$ajo
difuzijsko razdaljo, ki jo mora preiti u¢inkovina v procesu absorpcije.
Hkrati pa velika lokalna koncentracija uc¢inkovine na samem mestu
absorpcije poveca koncentracijski gradient in s tem hitrost absorpcije
ter zmanj$a razgradnjo ucinkovine z encimi v svetlini prebavnega
trakta (5, 15).

Z namenom, da bi ocenili vezalno kapaciteto za lektine in proudili
vzorec glikozilacije humanim enterocitom podobnih celi¢nih linij
(Caco-2, HT-29, HCT-8), celic karcinoma prostate (Du-145) in celic
karcinoma mehurja (5637) so s pretoc¢no citometrijo in fluorimetrijo
ugotavljali interakcije dolo¢enih lektinov z razli¢nimi sladkorji (16, 17).
Ugotovili so, da imajo celicne linije najvecjo vezalno kapaciteto za
lektin iz Triticum vulgare. WGA se ne veze le na rakave celice kolona,
ampak tudi na humane kolonocite. Le-ti imajo petnajst krat manjsSo
vezalno kapaciteto za WGA, 8e zmeraj pa nudijo veliko Stevilo
vezalnih mest za lektinizirane DS (17).

Raziskave vezave WGA na izolirane receptorje za epidermalni rastni
faktor (»epidermal growth factor«, EGF) in na in vitro model
intestinalnega epitela (monosloj Caco-2 celic) so potrdile, da EGF-
receptorji sodelujejo pri citoadheziji WGA (19). Klju¢na vloga EGF-
receptorja pri vezavi lektinov odpira dve zanimivi podrocji za uporabo
WGA pri dostavi u¢inkovin (15):

1. EGF-receptor je prekomerno izrazen pri Stevilnih rakavih obolenjih
(npr. rak jeter, prsi, plju¢, mehurja), zato lahko pri¢akujemo, da bodo

o
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z WGA lektinizirana predzdravila ali DS primerni za ciljano dostavo
protitumornih u¢inkovin.

2. Celice, ki imajo izrazen EGF-receptor so prisotne tudi v vecini
zdravih tkiv, zato lahko citoadhezivne lastnosti vezanega lektina
omogocijo receptorsko pot privzema ucinkovin in s tem povecanje
njihove bioloske uporabnosti.

4 Modificirana dostava uéinkovin
z lektini

Sluznice prebavnega, dihalnega in urogenitalnega trakta ter o¢esna
sluznica, nudijo dve tar¢ni mesti za dostavo ucinkovin s pomocjo
lektinov: gelski sloj mukusa in glikokaliks epitelijskin celic. Mukus
prekriva vecino epitelov, kjer poteka absorpcija, in je prvo tar¢no
mesto za lektinizirane sisteme. Kadar lektiniziran DS preide sloj
mukusa, je glikokaliks celic sekundarno taréno mesto. Glikokaliks
sestavljajo  sladkorni  deli  proteoglikanov, glikolipidov in
glikoproteinov, ki so zasidrani v lipidni dvosloj celi¢nih membran (15).
Razli¢ne vrste celic imajo na povrsini izrazene razli¢ne sladkorje. Prav
tako se po vzorcu glikozilacije med seboj razlikujejo zdrave od
obolelih celic (npr. rakavih). Tako lahko z uporabo lektinov dosezemo
ciljano dostavo ucinkovin v specifi¢ne celice in tkiva (1, 6).

4.1 Privzem lektinov v celice

Vezavi lektiniziranih DS na membrane celic lahko sledi citoinvazija, ki
jo sprozijo lektini. Privzem lektiniziranih DS v celice povzroc¢i sprostitev
vezalnih mest za lektine na povrs$ini celic. Rezultat je lahko pospesen
intracelularni privzem lektiniziranih DS (6, 12), ki se lahko v celici
razgradijo ali pa sledi transcelularni transport (3). V nasprotju s
citoadhezijo, ki je konstantna in neodvisna od temperature, sta za
proces privzema Vv celice potrebna poviSana temperatura in daljSi
¢as, kar so ugotovili z in vitro Studijami vezave WGA na Caco-2 celice.
Povecana fluidnost celi¢nih membran igra klju¢no vlogo pri privzemu
lektinov v celice (3, 15). Glavna znacilnost citoinvazije (slika 2C), ki jo
sprozijo lektini, je aktiven transport. V skladu z ugotovitvijo, da je
receptor za EGF vezalno mesto za lektine, lahko privzem lektinov
pripiSemo receptorski endocitozi. Kar 60 % WGA se po vstopu v
celice nahaja v lizosomih. Ta lizosomska pot (slika 2 C in D) v celici je
primerna za dostavo ucinkovin, ki so stabilne v kislem. U€inkovina se
iz lektiniziranega DS sprosti, ko pride do razgradnje ogrodja DS v
lizosomih tarénih celic (3). Receptorska pot privzema v celice
omogoca premostitev epitelijske absorpcijske bariere po peroralnem
dajanju, lahko pa jo izkoristimo tudi za prevajanje signalov v celice z
namenom sprozanja vezikularnih transportnih procesov v ali skozi
polarizirane epitelijske celice (2).

Receptorsko posredovan privzem ucinkovin, vklju¢no z lektinizacijo in
ciljanjem glikoziliranih zunajceli¢nih domen membranskih receptorjev,
je obetajo¢ pristop za povecanje absorpcije uc€inkovin z majhno
biolosko uporabnostjo. Veliko raziskovalnega dela pa je $e potrebno,
da bi ugotovili prednosti in slabosti takSnega ciljanja v in vivo pogojih.

4.2 Transcitoza lektinov

Na Caco-2 celicah so proucevali transport fluorescen¢no oznacenih
delcev z velikostjo 50 nm, ki so imeli na povrsini vezane lektine.
Ugotovili so, da s pripenjanjem WGA na povr§ino nanodelcev

dosezejo povecanje transcitoze za 20 %. Podobnne izsledke so dobili
tudi v raziskavah s konkavalinom A (slika 3) (20). Rezultati torej
kaZejo, da lektinizacija povrsine koloidnih dostavnih sistemov poveca
njihov transcelularni transport (slika 2D) v in vitro pogojih. Nekateri
strokovnjaki menijo, da tudi v in vivo pogojih pride do transcitoznega
transporta lektinov, kar potrjuje detekcija aglutinina iz arasidov (lektin
prisoten v prehrani) v periferni venski krvi (2).

kovinski ion

trisaharid

Slika 3:  Struktura kompleksa konkavalina A s trisaharidom manoze
(7).

Figure 3: Structure of concavalin A in complex with the trisaccharide
of mannose (7).

5 Lektinizirana predzdravila
Lektinizirano predzdravilo je zgrajeno iz lektina kot dela namenjenega
ciljanju specificnih sladkorjev, ucinkovine kot aktivnega dela in
distanc¢nika, ki povezuje oba dela (slika 4). Topnost tak$nega
predzdravila v vodnem okolju je pogoj za njegovo absorpcijo. Kadar
lektiniziramo lipofilne u¢inkovine, zagotavlja topnost konjugata v vodi
hidrofilni del, ki ga predstavlja lektin. Z izbiro ustreznega distanc¢nika,
ki povezuje molekulo u¢inkovine in lektin, lahko dosezemo sproscanje
u¢inkovine pod to¢no dolo¢enimi pogoji (9). Kot primer lahko
navedemo konjugat doksorubicina in WGA s cis-akonitinskim
distan&nikom, ki je nestabilen v kislem. UCinek ciljanja rakavih celic
kolona s tak$nim predzdravilom je posledica velike vezalne
kapacitete rakavih celic kolona za WGA in spros¢anja citostatika Sele,
ko le-ta doseze kislo okolje v lizosomih tarénih celic (21).

Za ucinkovito peroralno dostavo proteinov so potrebne oblike, ki
preprecujejo inaktivacijo in izbolj$ajo absorpcijo taksnih uc¢inkovin. Da
bi odkrili, ali z lektini posredovana citoadhezija in citoinvazija poveca
absorpcijo proteinov, so s stabilno amidno vezjo povezali
fluorescenéno oznacen goveji serumski albumin in WGA ter spremljali
vezavo in vstop takSnega konjugata v Caco-2 celice. Izsledki kazejo,
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ucinkovina

distancnik
glikoprotein

glikolipid

Slika 4. Shematski prikaz lektiniziranega predzdravila in njegovih
interakcij z glikokaliksom enterocitov (3).

Figure 4: Schematic presentation of lectin-grafted prodrug and its
interactions with the glycocalyx of enterocytes (3).

da WGA vpliva na privzem proteinov velike molekulske mase v celice
in da lahko z uporabo lektinov premostimo membransko bariero pri
dostavi proteinskih u¢inkovin (22).

[ ] [ ] [ ] [ ]
6 Nosilni sistemi
Lektinizirani nosilni sistemi so DS pri katerih je povr§ina rezervoarja
(kot so mikrodelci (23), nanodelci (24) ali liposomi (25)) z vgrajeno
ucinkovino prekrita z lektini. Lektini na povrsini tako vodijo rezervoar
z u¢inkovino na samo mesto absorpcije (slika 5).

Vgrajevanje ucinkovin v ustrezne nosilne sisteme zasciti ucinkovine
pred Skodljivimi vplivi okolja (pH-vrednost, encimi). Hkrati je koli¢ina
vgrajene ucinkovine v nosilnem sistemu vecja v primerjavi s koli¢ino
ucinkovine v predzdravilu, zato z dajanjem ucinkovine vgrajene v
mikrodelce, nanodelce ali liposome lazje dosezemo terapeviske
koncentracije kot pri dajanju ucinkovine v obliki predzdravila. Nadalje
lahko ogrodje nosilnega sistema, omogoca nadzorovano sproscanje
uc¢inkovine (3). Modifikacija taksnega »trojanskega konja« z lektini pa
lahko pripelje ucinkovino neposredno na glikozilirano povrsino
epitelijskih celic in sprozi privzem DS v celice.

V procesu specificnega ciljanja oligosaharidov z lektini so mucini prvo
taréno mesto. V kak8nem obsegu prevlada mukoadhezija nad
ciljanjem sladkorjev glikokaliksa je odvisno od velikosti dostavnega
sistema. Nanodelci preidejo skozi sloj mukusa, medtem ko
mikrodelce vecje od 1 um zadrzi sloj viskoznega mukusa (13, 26, 27).
Po drugi strani so reverzibilne interakcije med mucini in lektini lahko
prednost, saj zadrzevanje DS v gelskem sloju mukusa upocasni
hitrost potovanja lektinizirane oblike skozi prebavni trakt (9).
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Slika 6:  Shematski prikaz  lektiniziranega nosilnega sistema z
vgrajeno ucinkovino in njegovih interakcij z glikokaliksom
enterocitov (3).

Figure 5: Schematic presentation of lectin-grafted carrier system with
incorporated drug and its interactions with the glycocalyx of
enterocytes (3).

Prednost lektiniziranih koloidnih pred vecjimi DS so tudi citoinvazivne
lastnosti, ki so posledica lektinskega plas¢a. Osnovni pogoj, da lahko
pripravimo lektinizirane nosilne sisteme, je prisotnost reaktivnih
funkcionalnih skupin na povrsini delcev na katere lahko kovalentno
vezemo izbrane lektine (28). Sinteza novih biorazgradljivih polimerov
z reaktivnimi funkcionalnimi skupinami predstavlja tako korak naprej v
razvoju lektiniziranih DS (29).

V Studijah so prou¢evali moznost uporabe razli¢nih lektinov (npr.
WGA, konkavalina A) za izbolj$anje transporta nanodelcev iz ¢revesa
v krvni obtok. Ugotavljali so vpliv velikosti, gostote lektinov na povrsini
delcev in prisotnosti inhibitorjev na privzem lektiniziranih nanodelcev
(20). Raziskave so pokazale, da ima najveCji vpliv na stopnjo
privzema gostota lektinov na povrSini delcev, manjsi vpliv pa imata
velikost in vrsta vezanega lektina (5).

Zanimivo je, da izkazujejo lektini vezani na nanodelce vecjo stopnjo
transcitoze kot prosti lektini. Stopnja transcitoze se poveta z
naras¢ajo¢o gostoto lektinov na povrsini nanodelcev (20). Ta
ugotovitev kaze, da lektinizirani nanodelci verjetno sprozijo drugo pot
prehoda skozi celice kot pa prosti lektini. Znanstveniki menijo, da
lahko vezava lektinov na povrSino koloidnih delcev povzroci
organizacijo receptorjev v skupke (klastre), kar vodi v povecan
transcitozni prenos (3).

Z lektini modificirana dostava ucinkovin, ki vkljuCuje aktivne
transportne procese epitelijskih celic, lahko postane ucinkovit nacin
za poveCanje bioloSke uporabnosti ucinkovin 'z majhno
permeabilnostjo.
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7 Dejavniki, ki omejujejo
peroralno uporabo lektinov

7.1 Vpliv hrane in prebavnih encimov

Ciljanje tarénega mesta z lektini lahko ovirajo ogljikovi hidrati prisotni
v obi¢ajni prehrani ljudi. Obseg tak&ne nezelene vezave je odvisen od
specificnosti uporabljenih lektinov. Tako lahko pri¢akujemo, da bodo
DS z vezanimi lektini s specifi¢nostjo za glukozo ali galaktozo v veliki
meri inaktivirale komponente hrane preden dosezejo taréno mesto,
medtem ko bodo DS z vezanimi lektini s specifi¢nostjo za sladkorje, ki
jih je v prehrani le malo ali jih ni, pripeljali tak§en DS na tar¢no mesto

9).

Drug pomemben dejavnik povezan s peroralnim dajanjem je
prisotnost proteolitiénih encimov v prebavnem traktu. Lektini kot del
DS morajo biti odporni na encimsko razgradnjo, da lahko ohranijo
sposobnost vezave na specificne sladkorje (9). Nekateri lektini (npr.
WGA in lektin iz paradiznika) so odporni na kislo okolje in prisotnost
proteoliticnih encimov v prebavnem traktu, kar sta dva temeljna
pogoja za peroralno uporabo (3).

7.2 Imunogenost lektinov

Uporabnost lektinov v razvoju novih farmacevtskih oblik lahko
zmanj$ajo njihove antigenske lastnosti. Lektini so organizmu tuji
proteini z veliko molekulsko maso in rigidno strukturo, zato lahko
pricakujemo, da bodo v telesu izzvali lokalni in/ali sistemski imunski
odgovor (9). Rastlinski lektini se med seboj mo¢no razlikujejo v
imunogenosti. Na primeru lektina iz paradiznika so dokazali, da
peroralno zauzitje povzroci tvorbo specifi¢nih protiteles tako pri misih
kot pri ¢loveku (30). Posledi¢no lahko prisotna protitelesa 1gG in IgA
nevtralizirajo tisti del lektiniziranega DS, ki predstavlja »naslov« za
specifi¢no ciljanje, in tako zmanj$ajo privzem lektiniziranih predzdravil
ali nosilnih sistemov (9).

Pri uporabi lektinov za dostavo uc¢inkovin se moramo zavedati, da so
ze v krvi zdravih ljudi prisotna protitelesa proti proteinom v prehrani
(tudi proti rastlinskim lektinom). Ugotovili so, da so interakcije protein-
protein in ne interakcije ogljikov hidrat-protein tiste, ki so vklju¢ene v
interakcije med protitelesi in lektini. Ker vezava protiteles na lektine ne
vpliva na aglutinacijske lastnosti lektinov, lahko sklepamo, da sta
vezavno mesto, ki predstavlja antigensko determinanto, in vezavno
mesto za ogljikov hidrat, razli¢ni (9).

Obic¢ajno je del lektina, ki se specificéno veze na dolocen oligosaharid,
le majhen del celotne lektinske molekule. Ta ugotovitev kaze
perspektivno pot za razvoj (s tehnologijo rekombinantne DNA) veliko
manjsih, lektinom podobnih molekul (lektinomimetikov), ki bodo manj
toksi¢ni in/ali imunogeni kot nekateri naravni lektini, ohranili pa bodo
sposobnost specifi¢ne citoadhezije in/ali citoinvazije (9).

Medtem ko je imunogenost nezazelen stranski ucinek pri dostavi
ucinkovin, je imunostimulativni ucinek nekaterih lektinov cilj
peroralnega cepljenja. Vrsta imunskega odgovora, ki ga na tak nacin
izzovemo, je mo¢no odvisna od mesta absorpcije. Privzem antigena
skozi Peyerjeve ploscice lahko povzroci lokalni imunski odgovor (IgA),
medtem ko transport antigena skozi enterocite izzove sistemski
imunski odziv (IgG) (3). Pri peroralnem cepljenju lahko vgradimo
cepiva oz. antigene, ki povzrocijo imunski odziv, v ustrezen DS.

Imunski odziv pri dajanju takSnega pripravka je odvisen od deleza
absorbiranega antigena. S pripenjanjem lektinov na povrsino DS
lahko pove&amo transport v to¢no dolo¢en tip celic, kar sprozi vedji
imunski odgovor.

Glikokaliks M celic se mo¢no razlikuje od glikokaliksa enterocitov.
Povrsino M celic prekriva tanjsi sloj mukusa kot povrsino enterocitov
kar olajSa nanodelcem dostop do povrsine celic in omogoc¢i povecnje
trancitoznega transporta nanodelcev (13).

7.3 Toksiénost lektinov

Pred uporabo lektinov pri oblikovanju farmacevtskih oblik so nujne
tudi Studije varnosti le-teh. 30 % prehrane ¢loveka, surove in kuhane,
vsebuje sestavine z znatno hemaglutininsko aktivnostjo in v 53 uzitnih
rastlinah najdemo lektine. Tako so nekateri lektini (npr. lektin iz
paradiznika, WGA iz pSeni¢nih kal¢nov) sestavni del ¢lovekove
prehrane. Ti lektini naj bi bili z vidika toksi¢nosti za Cloveka varni.
Obstajajo pa tudi podatki o znanih toksi¢nih ucinkih dolo¢enih
lektinov. Zelo znan primer povezan s toksi¢nostjo lektinov se je zgodil
leta 1973 v Londonu. Sovjetska tajna sluzba je ubila tajnega agenta s
konico deznika, ki je bila prepojena z ricinom (3). Ricin (slika 6) je
citotoksi¢ni protein iz semen rastline Ricinus communis, ki specificno
in ireverzibilno blokira sintezo proteinov na ribosomih eukariontskih
celic (31).

laktoza

W

Slika 6:  Struktura kompleksa prve domene podenote B ricina z
laktozo (7).

Figure 6: Structure of the first domain of the B-subunit ricin in complex
with lactose (7).

Dandanes $e ni dokazana (ne)toksi¢nosti uporabe lektinov za ciljano
dostavo ucinkovin. Vec&ina razpolozljivih podatkov je rezultat
spremljanja uzivanja lektinov v prehrani. Tako strokovnjaki menijo, da
mikrogramske koli¢ine lektinov, ki so potrebne za z lektini
posredovano dostavo ucinkovin, nimajo toksi¢nih uc¢inkov. Ta trditev
izhaja iz razpolozljivih podatkov uzivanja WGA v obi¢ajni prehrani (9).
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Toksi¢ne ucinke lektinov pa lahko izkoris¢amo v terapevtske namene
npr. v terapiji raka. Tako lahko lektin s toksi¢nim uc¢inkom deluje kot
molekula za specificno ciljanje doloCenega mesta oz. celic s
specificnim vzorcem glikozilacije, hkrati pa ima citotoksi¢en uginek
(32).

8 Zakljuéek

Kljub Stevilnim vpraSanjem, ki e zmeraj ostajajo neodgovorjena, je
ideja uporabe lektinov pri dostavi u€inkovin ve¢ kot aktualna. Ker
lektini selektivno prepoznajo doloCene sladkorje, ki so sestavni del
glikokaliksa epitelijskih celic, predstavlja oblikovanje lektiniziranih DS
moznost selektivnega ciljanja dolo¢enega dela crevesa ali celo
ciljanja dolo¢ene vrste celic (npr. M celic). Citoadhezija in citoinvazija
sta predpogoj za transcelularno absorpcijo, kar vodi v uspesno
dostavo ucinkovin, ki imajo drugac¢e majhno bioloSko uporabnost.

Poleg specificnega prepoznavanja sladkorjev lahko lektini izboljSajo
dostavo ucinkovin v sistemski krvni obtok s sprozanjem receptorske
endo- ali transcitoze. Z lektini konjugirane ucinkovine ali lektinizirani
DS povec&ajo dostavo ucinkovin skozi sluznice tako, da podalj$ajo ¢as
zadrzevanja na mestu absorpcije in vzpodbujajo privzem v enterocite.

Koncept lektiniziranih dostavnih sistemov je aktualen zadnjih deset let.
Omejitvam uporabnosti naravnih lektinov se lahko izognemo z
modifikacijo lektinov z genskim inzeniringom in biotehnologijo.
Ekspresija rekombinantnih proteinov, ki imajo v strukturi vezavne
domene za ciljanje absorpcijskega okna in sprozanje specificne endo-
in transcitoze so moznosti, ki jih nudijo in izkoriS¢ajo nove tehnologije
za oblikovanje uc¢inkovitejsih in varnejsih dostavnih sistemov.

°
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Novice iz sveta farmacije

Urejajo: dr. Andrijana Tivadar, Petra Slanc, Marjetka Smolej, dr. Bojan Doljak, prof. dr. Boru

FDA odobrila novo
cepivo proti rakv
materniénega vratv

Marjetka Smolej

FDA je 8. junija odobrila Gardasil® (v Sloveniji
se bo trzil pod imenom Silgard®), prvo
cepivo, ki prepreCuje raka maternicnega
vratu, preprecuje predrakave spremembe na
materni¢nem vratu, Zenskem zunanjem
spolovilu in noznici ter genitalne bradavice,
ki so lahko posledica okuzbe s humanim
papiloma virusom (HPV) tipa 6, 11, 16 in 18.
Cepivo je ucinkovito proti HPV tipa 16 in 18,
ki povzrocita priblizno 70 % primerov raka
materni¢nega vratu in proti tipoma 6 in 11, ki
povzrocita okrog 90 % primerov genitalnih
bradavic.

Gardasil® je rekombinantno  cepivo,
odobreno za uporabo pri dekletih in zenskah
od 9 do 26 let, ki ga kot injekcijo aplicirajo
trikrat z razmakom Sestih mesecev. Prepreci
vecino primerov raka na materni¢nem vratu,
ki so posledica okuzbe s tipi HPV, prisotnimi
v cepivu. Pri Zenskah, ki so bile okuzene
pred cepljenjem, te zascCite ni, zato je

ceplienje  smiselno pred potencialno
moznostjo izpostavljenosti virusu. Prav tako
cepivo ne zasciti pred manj obi¢ajnimi tipi
HPV, ki niso prisotni v cepivu. Redni PAP-
testi tako $e vedno ostajajo najpomembnejsa
metoda za  odkrivanje  predrakavih
sprememb na materni¢nem vratu.

Humani papiloma virus je zelo pogost virus,
ki povzro¢a nenormalne spremembe celic na
kozi nog, rok, ust in spolnih organov. V svetu
je okuzba s humanim papiloma virusom ena
najpogostejsih spolno prenosljivih bolezni. Je
primarni vzrok razvoja raka maternicnega
vratu. Obstaja ve¢ kot 100 razli¢nih tipov
HPV, ki vecCinoma niso nevarni, okrog 30
tipov se prenasa s spolnimi kontakti. Ti se
delijo na visokorizi€ne in nizkorizi¢ne.
Visokorizi¢ni tip lahko povzro¢i predrakave
spremembe celic, iz katerih se lahko razvije
rak materni¢nega vratu, vulve, noznice,
anusa ali penisa in se kaze kot nenormalen
PAP-test. Nizkorizi¢ni tip lahko povzroci
genitalne bradavice ali pa se kaze le kot
nenormalen  PAP-test.  Bradavice, Ki
nastanejo na podroc¢ju genitalij, so obi¢ajno
nebolecCe, lahko povzrocajo srbenje, pekoco
boleCino ali rahle krvavitve. Predrakave

spremembe se lahko po ve¢ letih razvijejo v
rakavo tkivo, ¢e jih pravoasno ne zdravimo.

Genitalne bradavice je mozno odstraniti z
raztopinami, kirurSko ali z laserjem in so
nenevarne. Bolj problematicne  so
spremembe na materni¢nem vratu, ki jih na
rednih  ginekoloskih  pregledih  odkrije
ginekolog z jemanjem PAP-brisa. Zaletne
spremembe je moC¢ odstraniti z relativno
enostavno operacijo, kadar pa zenske
pridejo prepozno, se lahko ze razvije rak.
Zdravil, ki bi dokon&no zavrla papiloma
viruse, e ne poznamo. Pri vecini zensk pa
imunski sistem sam odstrani virus in le-ta ne
povzro¢i nobenih zdravstvenih tezav.

Viri:
http://www.nIm.nih.gov/cgi/medlineplus/leav
emedplus.pl

http://www.fda.gov/bbs/topics/NEWS/2006/N
EWO01385.html

http://obgyn.uihc.uiowa.edu/Patinfo/Adhealth
/hpv.htm

http://meditrade.si/slo/index.php?cid=288

Humani papiloma virus
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Doktorska disertacija - Razvoj in
vrednotenje polimerih nanodelcev za

L] ] (]
fransport cistatina v fumorske celice

Porocilo o doktorski disertaciji Mateje Cegnar, mag.farm., ki jo je
zagovarjala pred komisijo v sestavi prof.dr. Albin Kristl (predsednik),
prof. dr. Borut Strukelj, prof. dr. Julijana Kristl, izr. prof. dr. Janko Kos in
izr. prof. dr. Mirjana Gas$perlin kot ¢lani, dne 22. decembra 2005 na
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani.

Nacrtovanje in oblikovanje nanodelcev kot naprednih dostavnih
sistemov za vnos proteinskih ucCinkovin predstavlja novejSe
raziskovalno podro¢je oblikovanja zdravil. Proteini zahtevajo
specifi¢en pristop, saj se strukturno in funkcijsko bistveno razlikujejo
od klasi¢nih nizko molekularnih ucinkovin, §e posebej kadar gre za
tehnolosko zahtevne sisteme kot so nanodelci. Kljub dolo¢enim
smernicam, ki so pregledno predstavljene v nalogi, temelji tovrstno
oblikovanje na inovativnih in empiri¢nih pristopih, ki posebej
obravnavajo specificnost posameznega proteina in moznosti njegove
vgradnje v nosilni sistem. Doktorsko nalogo sestavlja nacrtovanje,
izdelava in vrednotenje biokompatibilnih nanodelcev (ND) s proteinsko
uc¢inkovino. Vgrajevanje proteinov v ND predstavlja edinstven pristop,
tako z vidika pridobitve Zzelenih lastnosti nosilnega sistema kot
ohranitve bioloske aktivnosti vgrajene proteinske ucinkovine. Cistatin
je izbrala z namenom, da bi zmanjSala metastaziranje rakavih celic
zaradi proteaznih encimov, ki jih celice tumorskega tkiva pospeseno
sintetizirajo in izlo¢ajo v okolno tkivo, kar omogoca razgradnjo
zunajceli¢tnega ogrodja in bazalne membrane. Aktivnost cisteinskih
proteaz regulirajo njihovi endogeni inhibitorji cistatini, stefini,
kininogeni idr., kateri tvorijo novo skupino proucevanih spojin, ki bi
lahko uc&inkovito zavrle razvoj rakavih obolenj.

Raziskave je izvedla v ve¢ fazah. Najprej je izolirala modelno
proteinsko uc¢inkovino koko§ji cistatin iz jajénega beljaka s
homogeniziranjem, obarjanjem s spremembo pH, centrifugiranjem,
afinitetno  kromatografijo, ultrafiltriracijo, izklju¢itveno ali gelsko
kromatografijo ter suSenjem z liofilizacijo. Konéni produkt, kokosji
cistatin, je okarakterizirala glede na biokemisjke lastnosti in dolocila
inhibitorno aktivnost z encimskim testom na substratu BANA. Za
vgrajevanje cistatina v polimerne ND iz poli(mle¢ne in glikolne kisline)
(PLGA) je izbrala dvojno emulzijsko metodo z difuzijo izbranih
organskih topil. Tako z vidika stabilnosti cistatina kot s pridobitvijo
zelenih lastnosti ND je preizkusila razlicne tehnoloSke postopke in
izbrala najboljSo kombinacijo proizvodnih spremenljivk, kot so:
organsko topilo, ¢as in jakost striznih sil ali ultrazvo¢nega valovanja,
dodatek krio- in lioprotektantov v fazi susenja idr. Na ta nacin je razvila
najustreznej§i postopek za izdelavo polimernih ND, predvsem z
namenom, da uginkovina - protein ni signifikantno izgubil bioloske

ucinkovitosti. Ker lastnosti polimera odlocilno vplivajo na nastanek ND,
je raziskovala razlicne derivate PLGA polimera, in dokazala vpliv
molekulske mase ter substituent na vgrajevanje, aktivnost in spros¢anje
cistatina iz ND.

Z uporabo celi¢nih kultur je nanodelce vrednotila z bioloSkega vidika.
Proucevala je vpliv izdelanih nanodelcev na celi¢no linijo
transformiranih epitelnih celic raka dojke, MCF-10A neoT, ki pove¢ano
sintetizirajo in izloCajo cisteinske proteaze, katere predstavljajo tar¢o za
cistatin. PreZivetje in rast celic iz linje MCF-10A neoT v prisotnosti
nanodelcev je ovrednotila z uporabo MTT testa. Vstop ND v celico je
spremljala s fluorescenéno mikroskopijo tako, da je predhodno
oznacila cistatin s fluorescenénim barvilom, ga vgradila v ND in jih
inkubirala dolo¢en Cas s celicami. V primerjavi s prostim cistatinom je
z nanodelci pospesen in povecan vnos proteinske uc¢inkovine v celice.
Rezultati so pokazali, da nanodelci vstopajo v celice in da je proces
odvisen od koncentracije ND in ¢asa inkubiranja. V zaetku inkubiranja
so se nanodelci nahajali na perifernem delu celic in se kasneje pomikali
v perinuklearno podrocje, kjer so se zdruzevali. Mozno je, da so ciljali
lizosome, ki so polni cisteinskih proteaz. Vzorci, kjer je celice inkubirala
s prostim oznacenih cistatinom v enakih koncentracijah kot pri ND, so
bili obarvani mnogo manj. To kaze, da je difuzija prostega cistatina
skozi celicno membrano mnogo pocasnejSa kot endocitoza
nanodelecev.

Naslednji bistveni vidik pri vnosu ucinkovine v celico je njena
ucCinkovitost na mestu delovanja. UCinkovitost cistatina, prostega ali
dostavljenega z nanodelci, za inhibicijo znotrajceliCne cisteinske
proteaze katepsina B je dolo¢ala s proteoliznim testom s specifi¢nim
substratom Arg, krezil vijolino. UcCinkovitost cistatina v inhibiciji
znotrajceli¢nih encimov je dokazala z zmanjSanjem intenzitete v
fluoresenci glede na kontrolni vzorec, kar je dokazala z inhibicijo
razgradnje fluorogenih substratov specifi¢nih za cisteinske proteaze..
Rezultati so pokazali, da je cistatin dostavljen z ND, u€inkovito inhibitral
proteolizno aktivnost katepsina B, medtem ko prost cistatin v pufrni
ratopini takega delovanja ni izkazal.

Zaklju€ki doktorskega dela so izvirni: velika odvisnost bioloske
aktivnosti proteinske ucinkovine od tehnoloskega postopka in
parametrov izdelave, podalj§ana aktivnost proteina pri spros¢anju iz
nanodelcev, povecana stabilnost proteina v nanodelcih v suhi obliki
(liofilizat), odvisnost citotoksi¢nosti nanodelcev od njihove
koncentracije in povrSinskih lastnosti, vec€ji vnos proteinske
ucinkovine v celice z uporabo nanodelcev kot s prosto ucinkovino iz

Julijana Kristl, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo
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Zanimivosti iz stroke

raztopine, ¢asovno in koncentracijsko odvisen vstop nanodelcev v
celice, ohranjena bioloska aktivnost proteina po dostavi z nanodelci v
celici, izrazen ucinek proteina na znotrajcelicnem tarénem mestu
delovanja.

Doktorsko delo dodaja nov korak v vrednotenju farmacevtskih oblik z
bioloskega stali§¢a. Delna ponazoritev in-vivo stanja je predstavljena z
uporabo celi¢nih modelov, ki omogoCajo sprotno, hitrejSe in bolj
ekonomiéno preverjanje ucinkov v razvoju nove farmacevtske oblike
(citotoksi¢nost, vnos v celice, inhibicijo encimov).

V doktorski disertaciji je razvit inovativen pristop za izdelavo
nanodelcev s proteinsko ucinkovino in predstavlja izviren in samostojen
znanstveni prispevek na podroCju oblikovanja naprednih dostavnih
sistemov za proteinske ucinkovine. |1z navedenega raziskovalnega
podrocja je Mateja Cegnar skupaj s soavtorji Ze objavila tri ¢lanke v
mednarodnih revijah z visokim faktorjem vpliva, §tiri pa v domacih
recenziranih revijah. Za tehnoloski postopek je Zze podelien slovenski
patent, mednarodni pa je v postopku.

Mentorica prof. dr. Julijana Kristl in somentor izr. prof. dr. Janko Kos

Doktorska disertacija - Permeabilnost
nekaterih spojin skozi tanko érevo

podgane v razliénih pogojih ‘in vitro’

Mladi raziskovalec Simon Zakelj je na Fakulteti za farmacijo izdelal in
zagovarjal doktorsko disertacijo z naslovom Permeabilnost nekaterih
spojin skozi tanko ¢revo podgane v razli¢nih pogojih “in vitro”.

V “in vitro” pogojih lahko prehod zdravilnih ucinkovin skozi steno
tankega Crevesa preucujemo v dvoprostornih difuzijskih celicah, v
katerih ohranjamo vitalne izolirane segmente Crevesa podgane. Med
drugim je za ohranjanje vitalnosti tkiva v “in vitro” pogojih pomembna
uporaba primerne inkubacijske raztopine. Vse znane inkubacijske
raztopine, ki jih uporabljamo v ta namen vsebujejo tudi dvovalentna
kationa Ca?* in Mg*. Znano pa je, da v gastrointestinalnem traktu
lahko dvo in veévalentni kovinski ioni, kot npr. Ca®, Mg, AP**, Fe?',
Fe®, Zn®* idr., interagirajo z nekaterimi ucinkovinami kot so
fluorokinoloni, bisfosfonati, tetraciklini... Klinicno se te interakcije
kazejo kot bistveno zmanjSana bioloSka uporabnost nastetih
ucinkovin ob socCasni uporabi z antacidi in drugimi pripravki oz. ob
uzivanju hrane, ki vsebuje te ione. Zaradi tovrstnih interakcij je
otezeno oz. onemogoceno tudi preuCevanje permeabilnostnih
lastnosti prej nastetih ucinkovin ter vpliva teh u¢inkovin na vitalnost ter
integriteto izoliranega tkiva.

V doktorski disertaciji je opisan razvoj izvedbe poskusov z
dvoprostornimi difuzijskimi celicami po postopku s katerim se lahko
izognemo prisotnosti dvovalentnih kationov v inkubacijski raztopini na
eni strani dvoprostorne difuzijske celice. Ta postopek je omogogil
Studijo vpliva bisfosfonata (klodronata) na vitalnost in integriteto
epitelija tankega Crevesa ter preucCevanje permeabilnostnih lastnosti
modelnega fluorokinolona (ciprofloksacina). Obe ucinkovini spadata
med tiste, ki lahko v gastrointestinalnem traktu interagirajo z
nekaterimi dvo in ve€valentni kovinski ioni.

Rezultati raziskav opisanih v disertaciji kazejo, da v terapevtski
koncentraciji klodronat zaradi sposobnosti vezave Ca* ionov
povzroci odprtje tesnih stikov med celicami epitelija tankega Crevesa
in s tem vpliva na barierne lastnosti tega epitelija. Vpliv klodronata na

integriteto epitelija tankega Crevesa podgane je bil, resda v drugem
koncentracijskem obmocju, primerljiv z vplivom EDTA, ki pa je sicer
znana kot modelni pospesevalec paracelularne permeabilnosti “in
vitro”. Klodronat (zdravilna ucinkovina, ki se Ze daljSe obdobje
uporablja ob za paciente sprejemljivem tveganju) torej povzro¢a
reverzibilno povecanje prepustnosti epitelija tankega crevesa za
hidrofilne spojine. To spoznanje pomeni, da bi lahko bilo varno tudi
vklju€evanje spojin, katerih edini namen je poveanje permeabilnosti
hidrofilne zdravilne ucinkovine skozi epitelij tankega crevesa, v
zdravilne pripravke za peroralno uporabo.

V disertaciji so opisane tudi permeabilnostne lastnosti modelnega
fluorokinolona (ciprofloksacina) skozi jejunum podgane. V “in vitro”
pogojih smo pokazali, da prisotnost dvo in vecvalentnih kovinskih
ionov v raztopini ciprofloksacina ni vplivala na sam prehod tega
fluorokinolona skozi epitelij tankega Crevesa. Podrobno so opisane
tudi znacilnosti aktivne eliminacije ciprofloksacina skozi epitelij
tankega Crevesa. |zkazalo se je, da je izloCanje ciprofloksacina skozi
steno tankega Crevesa najbolj izrazito v spodnjem delu tankega
¢revesa (ileumu) ter v rahlo kislih eksperimentalnih pogojih (pH = 6,5).
Poznavanje znacilnosti aktivne eliminacije je pripomoglo tudi k
identifikaciji prenaSalnega proteina, preko katerega poteka
eliminacija fluorokinolonov skozi epitelij tankega ¢revesa. Z dodatnimi
testi inhibicije razliénih sekretornih prenasalnih proteinov smo
ugotovili, da se ciprofloksacin (in najverjetneje tudi mnogi drugi
fluorokinoloni) skozi steno tankega ¢revesa izlo¢a predvsem z OCT1
(organic cation transporter 1) - prenasalnimi proteini, ki se nahajajo v
bazolateralni membrani enterocitov.

Dr. Simon Zakelj, mag. farm., je zagovarjal doktorsko disertacijo
3. januarja 2006 na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.
Mentor: prof. dr. Albin Kristl, mag. farm., Fakulteta za farmacijo
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Zmago Jelinéi¢ Plemeniti doniral

zbhirko lekarniskih eksponatov

Fakulteta za farmacijo je bogatejsa za zbirko
lekarnigkih eksponatov, ki jih je doniral g.
Zmago Jelin¢i¢ Plemeniti. Zbirko, ki se naha-
ja v vitrini predprostora glavne predavalnice
P1, sestavljajo eksponati iz zacetka
lekarniskega delovanja na podrocju
Slovenije, veliko primerkov pa sodi v dobo
prvega industrijskega oblikovanja in trzenja
zdravil v Evropi. Del zbirke, povezan z
zdravilnimi rastlinami, bo po restavriranju
razstavljen na Katedri za farmacevtsko
biologijo.

Zmago JelinCi¢ Plemeniti je Ze desetletja
povezan s farmacijo v najsirsem smislu. Po
kon&ani osnovni Soli in gimnaziji Poljane je
nadaljeval s $tudijem na ljubljanski Univerzi —
na Fakulteti za farmacijo. Je ¢lan Ameriske
farmacevtske zveze (AphA).

Kot poznavalec naravnega zdravilstva je
osnoval prvo privatno podjetje za proizvod-
njo naravnih zdravil v bivsi SFRJ . Leta 1989
se je vkljucil v politicno dogajanje in sodelo-
val v osamosvojitveni vojni za Slovenijo. Kot
politik je vodja poslanske skupine, sicer pa
neprestano v stiku z umetnostjo, naravo in
farmacijo. Rezultat njegovega znanja je knji-
ga z naslovom “Kozmetika iz rastlin”. Prav
tako se ze desetletja ukvarja z zbirateljstvom.
Kot poznavalec na podroCju grboslovja je
priznan v Sirokem evropskem prostoru.
Mimogrede, Rodbina Jelin€i¢ nosi plemiski
naslov od septembra 1756. leta, ki ji ga je v
dedno posest podelila cesarica Marija
Terezija. Poleg izjemne numizmati¢ne zbirke
in znanja iz tega podrocja, krasijo vitrine
Jelin¢icevega domovanja Stevilni lekarniski
eksponati. Del te zbirke je g. Jelin¢i¢ doniral
tudi Fakulteti za farmacijo, za kar se mu

sodelavci fakultete najlep$e zahvaljujemo.
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Iz drustvenega Zivljenja

Poroéilo - 5 World Meeting on
Pharamaceutics Biopharmaceutics

[
and Pharamacevtical Technology

Osrednji znanstveni dogodek na podrocju
farmacije v letu 2006 je bil 5. svetovni
kongres iz farmacije, biofarmacije in
farmacevtske tehnologije v Zenevi od 27. do
30. marca. Tema sreCanja je bila
Approaching new interfaces. Ta naslov ni bil
izbran po naklju¢ju, kot je na otvoritveni
slovesnosti poudaril predsednik Zdruzenja
za farmacevtsko tehnologijo v Nemciji - APV
prof. P. Kleinebudde. Priblizevanje mejnim
povr§inam je misljeno na treh razli¢nih nivojih
in sicer predstavlja sreCanje:

1.Nov nacin organizacije tovrstnega sve-
tovnega sre¢anja. Poleg APV in APGlI se je
k organizaciji pridruzilo $e 9 drugih
drustev, med njimi tudi SFD (kot polni
¢lan).

2. Priblizevanje in sti¢ne tocke med razli¢nimi
farmacevtskimi znanstvenimi podrogji.

3. PoveCevanje interesa univerz za indu-
strijsko uporabnost znanstvenih izsledkov.

Vecino aktivnosti iz slovenskega prostora je
vodila prof.dr. Julijana Kristl, ki je bila tudi
¢lanica mednarodnega  znanstvenega
odbora. Poleg nje je v tem odboru aktivno
sodeloval tudi prof.dr. Stane Src¢i¢, magistra
Jelka Dolinar pa je vrsila koordinacijo v
organizacijskem odboru.

Pripravljalni sestanki za to veliko sre¢anje so
se zaceli ze v letu 2004. Prvega se je
udelezila prof.dr. Julijana Kristl kot
predsednica Znanstvene sekcije pri SFD. Na
tem sestanku so izdelali program srecanja,
nacrtovali Stevilo plenarnih in vabljenih
predavanj ter Stevilo prostih tem. Naredili so
tudi finanéno konstrukcijo celotnega projekta,
ga terminsko opredelili in organizacijo peljali
s $vicarsko natanénostjo. Ze s tega sestanka
je prof.dr. Julijana Kristl prinesla veliko idej,
kako se da dobro organizirati tako veliko

sreCanje in da je primerno in pomembno, da
pri tem dogodku vidno sodeluje tudi
Slovensko farmacevtsko drustvo.

Na konferenci je bilo okoli 1000 udeleZzencev
iz ve¢ kot 50 drzav. Ker je srecanje
pomembno tudi za Sirjenje prepoznavnosti
Slovenije in predvsem tehnologov, smo se
tudi na Izvrénem odboru Tehnoloske sekcije
odloc¢ili, da na sreCanje posliemo 3 svoje
delegate: prof.dr. Julijano Kristl, prof. dr.
Staneta Src¢i¢ in doc.dr. Saso Baumgartner.
Poleg nas so se iz Slovenije konference
udelezili Se: izr.prof. dr. Mirjana Gasperlin,
asist.dr. Rok Dreu, prof.dr. Albin Kristl, asist.
dr. Mojca Kerec-Kos in asist. Jurij Trontelj kot
predstavniki  fakultete in izr.prof.dr. Franc
Vreger iz Krke.

SreCanje se je zacelo z uvodnim preda-
vanjem prof. M Kerna, ki je predstavil svoje
poglede na globalne trende za izboljSanje
zdravja C¢lovestva, predvsem v smislu
primerne prehrane. Na tem podro¢ju lahko v
bodo¢nosti pricakujemo velike spremembe,
saj se kot nova znanstvena veda oblikuje
nutrigenomika, ki tezi k prilagajanju pre-
hrane posamezniku.

Pomembno je k svetovnemu napredku na
podroc¢ju nosilnih  sistemov  u&inkovin
prispeval prof. A.T. Florence, ki je za svoje
Zivljenjsko delo dobil nagrado »APGI
Research Award for outstanding achie-
vements in the pharmaceutical sciences«.
Nagrado mu je na otvoritveni slovesnosti
sveCano izroCil predsednik Zdruzenja za
galensko in industrijsko farmacijo iz Francije
- APGI prof. E. Fattal. Nagrado nemskega
zdruzenja APV je iz rok njegovega pred-
sednika prof. P. Kleinebuddeja dobil prof.
C.M. Lehr iz Saarbriickna, in sicer za izjemne
dosezke na podrocju Studija permeabilnosti
skozi bioloSke membrane. Moznosti, da bo

o

napredek v farmaciji takSen tudi v bodoce,
vsekakor zagotavljajo danasnji doktorandi,
zato so na otvoritveni slovesnosti podelili
nagrado tudi za najbolj§i doktorat v letu
2004/2005.

Znanstveni program konference je pokrival
36 razlicnih  podrocij  farmacevtske
tehnologije, predavanja so hkrati potekala v
treh paralelnih sekcijah razli¢nih znanstvenih
podrocij: biomateriali, nanodelci, karakte-
rizacije snovi v trdnem, procesne analizne
tehnologije (PAT) in stabilnost, ciljana
dostava ucinkovin, dostavni sistemi za vnos
genov in oligonukleotidov, farmacevtske
oblike za inhaliranje, dostava proteinov in
peptidov, dermalne in transdermalne
farmacevtske oblike, peroralne farmacvtske
oblike s prirejenim spros$¢anjem, transport
skozi membrane, tehnoloski procesi, idr.

Vsak dan smo poslusali tudi plenarna
predavanja, od katerih so izstopala
naslednja: S. Benita iz |lzraela -

Immunoconjugate colloidal carriers for drug
targeting; K. Hostettmann iz Svice - The
potential of plants as source of new drugs ter
W. Arlt iz Nemcije - Innovative support
materials for drug delivery. Vsak od prej
nastetih vrhunskih strokovnjakov je po svoje,
inovativno in  vizionarsko pristopil k
predstavitvi svojega podrocja. Izkazala se je
zlasti potreba po povezovanju razli¢nih
podrocij znanosti. Interdisciplinarnost je in bo
imperativ napredka.

Poleg krajSih ustnih predstavitev so v
posameznih sekcijah sodelovali tudi vabljeni
predavatelji. Vsi udelezenci iz Slovenije smo
nekako dobili vtis, da je bil znanstveni nivo
ustnih predstavitev dostikrat pod pri¢a-
kovanji. Po drugi strani pa so bila zelo
odmevna nekatera vabljena predavanja in to
predvsem vecjih raziskovalnih skupin. Vodja
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taksne vecje skupine je pregledno predstavil
podrocgje, ki se je vsebinsko dopolnjevalo Se
s posterji ali krajSimi predavanji. Tovrstna
predstavitev =~ posamezne  raziskovalne
skupine bi tudi nam lahko sluzila kot vzorec
za boljSo prepoznavnost in odmevnost
slovenske farmacije na velikih kongresih.

Predstavljenih je bilo tudi okrog 600
posterjev iz razliénih podrocij, ki so bili v

povprecju ustrezne zahtevnosti in
inovativnosti. Vendar znova lahko
ugotavljamo, kako pomembno je za

prepoznavnost enotno nastopanje. Tudi v
barvi in obliki posterja, ne le v predstavljeni
vsebini. Udelezenci iz Slovenije smo se
predstavili z 10-imi razlicnimi prispevki v
obliki posterjev. Obisk pri posterjin je bil
zadovoljiv, razvijale so se zanimive diskusije,
reSevali in odpirali so se novi problemi ter
porajale nove ideje.

Poleg strokovnega in znanstvenega pomena
ima vsaka takSna konferenca velik pomen
tudi Sirse. Prof. Kristlova je tako vzpostavila
veliko novih kontaktov z eminentnimi

farmacije ter tehnolo$ko ne zaostajamo za
najbolj razvitimi. Sklep, ki ga lahko izpeljemo
iz udelezbe na konferenci je tudi ta, da je
danes za doseganje odmevnih znanstvenih
dosezkov nujen interdisciplinarni pristop, ki
na podro¢je farmacije vpeljuje ljudi s
podroc¢ja medicine, kemijskega in strojnega
inzenirstva, fizike ter matematike. S tem
farmacevti lahko operiramo z novimi orodiji in
tehnologijami, ki omogoc¢ijo, da se
spoprimemo s stopnjo kompleksnosti
znanstvenega problema v farmaciji.

Kongres v Zenevi je bil dobro organiziran, z
inovativno vsebino, vrhunskimi predavatelji in
znanja zeljnimi udelezenci. Najti je bilo
mogoce seveda tudi nekaj pomanijkljivosti, ki
jih  Ljubljana, ¢e bi bila naslednja
organizatorica tega kongresa, gotovo ne bi
storila! Izpadli smo le zato, ker smo majhni in

zato za nekatere nezanimivi. Morda res manj
kot Spanci, ki so z Barcelono prireditelji
naslednjega sre¢anja leta 2008!

In na koncu: Quo vadis scientia pharma-
ceutica?Na to je najbolje odgovoril profesor
Elias Fattal iz Francije s stavkom, ko je
ugotavljal, da bodo dosezki na podrocjih
novih tehnologij, genetike, umetne inteli-
gence, robotike in nanotehnologije bistveno
vplivali na razvoj farmacevtske tehnologije.
Upam, da bomo tem trendom mogli slediti
tudi mi, pa ne samo kot opazovalci, pa¢ pa
kot aktivni igralci. O tem bo odlo¢alo tudi
zavedanje in uspe$nost lokalne farma-
cevtske industrije, tudi domace. Upati je, da
pri tem kratkoroc¢ni interesi dnevne politike ne
bodo delali prevelike skode.

5" World Meeting
on Pharmaceutics
Biopharmaceutics
and Pharmaceutical
Technology

profesorji iz tujih drzav in seveda utrdila ze
ute€ene povezave. Tako bosta k nam prisla
na obisk in podala predavanje profesor H.
Junginger in leto$nji nagrajenec prof. A.T.
Florence. Profesor Junginger prihaja k nam
7e maja, medtem ko prof. Florence nacrtuje
obisk jeseni. O vseh predavanjih boste
obvestila lahko prebrali na spletnih straneh
Fakultete za farmacijo.

fitzeriand 27 -3U
Approaching New Interfaces

Tudi prof. Sréi¢ je zelo aktivno navezoval
stike s tujimi strokovnjaki. S prof. P.
Kleinebuddejem je dorekel organizacijo APV
seminarja na temo peletiranja in granuliranja, -r-
ki bo v Ljubljani letos septembra. Tudi o tem
boste kmalu lahko kaj prebrali na domaci
fakultetni strani. Imel je e pogovore o VDI
nadaljnjem poglobljenem sodelovanju s
fakulteto iz Graza, Helsinkov, Budimpeste in
Szegeda (Madzarska): izmenjava
diplomantov, Studentov v okviru Erasmus
programa in »post doc« gostovanja.

Mislim, da je skupina iz Slovenije
reprezentativno predstavljala naso stroko.
Hkrati si zelim, da bi v prihodnje tako
mnozi¢ne udelezbe nacrtovali prej in

nastopili Se bolj enotno. Udelezba na ]
konferenci je pokazala, da slovenski @SD%%ERDIGQCEI?\P;‘JND?JL%R\ALVGALEN\CA .
farmacevti raziskovalno na zastopanih QD § T
podrogjih sledimo novostim in trendom a W_% 3

znotraj farmacevtske tehnologije in bio-
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31. skupscina SFD

N [
Porioroz, 19. maj 2006

Letosnje sre¢anje c¢lanov SFD, povezano z
31. skup$cino je potekalo dva dneva, od 19.
do 20. maja. Namenjeno je bilo obravnavi
problematike lekarniSkih mrez in zdravljenju
koznih bolezni. Zanimiva predavanja in
zivahne razprave so napolnile dvorano
Avditorija.

Organizatorji so redno letno skups$¢ino
uvrstili v program prvega dneva sre¢anja, po
konCanem  satelitskem  simpoziju ©
lekarniskih mrezah. Predstavniki drustva so
podali iz&rpna porocila o delu in poslovanju
ter predstavili naCrtovane aktivnosti.

Predsednik SFD je porocilo o delu predstavil
po posameznih dejavnostih, s katerimi se je
SFD v minulem letu ukvarjalo. Izpostavil je
strokovne prireditve, zalozniSko dejavost,
sodelovanje z drugimi strokovnimi zdruzenji
doma in v svetu ter opisal prizadevanja v
zvezi z razvojem farmacevtskega infor-
macijskega centra.

Sekretarka se je v poslovnem porocilu
osredotocila na predstavitev stroskov pisarne
SFD, ki omogocajo izvajanje osnovnih
drustvenih dejavnosti. Ti stroski so lansko leto
zna$ali 29.271.602 SIT letno oz. 20 % celotne
realizacije in so obsegali: stroSke dela zapo-
slenih (47 %), izhajanje Farmacevtskega ves-
tnika in Farmakona (20 %), vzdrzevanja
prostorov in opreme SFD (18 %), stroske
delovanja FIC-a (5 %), funkcionarjev SFD in
Studentskega servisa (4 %), stroske ¢lanarin
za mednarodne organizacije (3 %) ter davke
od dohodka (3 %).

Drustvo je te stroSke pokrilo s prihodki od
¢lanarin, z javnimi sredstvi za sofinanciranje
dejavnosti Drustva, z oglasi v Farma-
cevtskem vestniku ter s prihodki od storitev
pri profitnih projektih. Struktura poslovanja
SFD dokazuje, kako pomembno je, da se
drustvo ukvarja s profitnimi projekti, sicer bi
bil program neprofitnin dejavnosti zelo
osiromasen. Ohranjanje ravnotezja med
profitnim in neprofitnim delom poslovanja,

omogoca uresnic¢evanje poslanstva SFD in
interesov mnogih ¢lanov SFD.

Predsednik nadzornega odbora dr. Janez
Ker¢ je povzel porocilo, ki je bilo prilozeno
delegatskemu gradivu.  Poudaril je, da
morajo biti vsi projekti drusStva nacrtovani
racionalno s ciliem doseganja ¢im boljSih
rezultatov, Ceprav je doloCena solidarnost
znotraj SFD mozna. Vklju¢evanja pred-
stavnikov SFD v izvedbo strokovnih prireditev
drugih organizacij je zazeleno, vendar pod
pogojem, da le-ti zagotovijo ustrezne stro-
kovne standarde.

Dr. Ker¢ je natan¢no porocal o ugotovitvah
nadzornega odbora pri pregledu poslovnega
porogila.

Poslovanje Drustva je bilo priblizno enako
uspesno kot leta 2004, e ga ocenjujemo z
vidika ostanka prihodka, ki je bil celo visji od
nacrtovanega. Tako prihodkov kot odhodkov
pa je SFD realiziralo okoli 12 % manj kot leto
poprej.

Posebnost bilance 2005 je bila negativna
realizacija podruznic in sekcij. Sekcija
farmacevtov javnih lekarn je ustvarila
najveCjo negativno razliko, ker je konec
septembra izpeljala projekt Dan slovenskih
lekarn, ki je bil vreden okoli 3,7 miliona.
Financirala ga je iz ostanka prihodka iz
preteklih let, s simpozijem o Astmi pa ni
uspela ustvariti zadostnega prihodka za
pokritie negativne razlike. Glede na to, da je
Drustvo razpolagalo z rezervami, je bil
sprejet dogovor, da sekcija primanjkljaj
nadomesti v tem letu, da ne bi po nepotreben
vecali celokupnega dobicka drustva. Velik
del ostanka prihodka iz preteklih let je
porabila tudi sekcija tehnikov za izvedbo
izleta v Beograd, Ljubljanska podruznica za
izvedbo proslave ob 50-letnici delovanja ter
Celjska podruznica za izvedbo teniskega
turnirja.

o

Delegati 31. skupscine so soglasbno potrdili
porocila o delu, poslovanju in porocilo
nadzornega odbora.

Predsednik drustva je na kratko predstavil
plan dela za leto 2006. Vsebino je dopolnila
predsednica organizacijskega odbora 5.
skupnega simpozija iz farmacevtske kemije
(5th Joint Meeting on Medicinal Chemistry)
doc. dr. Lucija Peterlin Masi¢, na katerem
sodeluje 6 centralnoevropskih  drzav.
Simpozij bo potekal od 17. do 21. junija 2007
v Portorozu v organizaciji Sekcije za
farmacevtsko kemijo pri SFD. Organizatorji
pricakujejo okrog 400 udelezencev.

Predsednik strokovno organizacijskega
odbora za pripravo 7. Centralnoevropskega
simpozija iz farmaceviske tehnologije in
biotehnologije, prof. dr. Ale§ Mrhar, je
delegate seznanil s pripravami na simpozij,
ki je za slovenske strokovnjake zaradi svoje
odmevnosti in pomena v tem delu Evrope,
zelo pomemben. Prihodnje leto bo simpozij
potekal v hotelu Mons v Ljubljani, od 21. do
22. septembra 2007.

Predsednica Sekcije farmacevtov javnih
lekarn Lidija Pavlovi¢ je poro¢ala o pripravah
na organizacijo Drugega dneva slovenskih
lekarn, ki bo 26. septembra 2006 in bo
namenjen varni uporabi farmacevtskih oblik.
Za ta namen bodo organizatorji izdelali
broSuro, ki jo bodo prejeli vsi obiskovalci
lekarn. Cilj Sekcije je, da dogodek postane
tradicionalen in eden od pomembnih
promotorjev lekarnigke stroke. Cez dober
mesec, 5. oktobra bo sledil 4. simpozij
Sekcije.

Delegati so potrdili nacrtovane dejavnosti
drustva, financni nacrt in visino drustvene
Clanarine ter naroCnine na Farmacevtski
vestnik. Prav tako so delegati potrdili
Clanarino za leto 2007, ki jo bo tajnistvo
drustva obracunavalo spomladi 2007, takrat
Ze v evropski valuti.
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¢lanarina, vpisnina, naro¢nina

Clanarina 2006 Clanarina 2007

¢lanarina zaposleni farmacevti 7.000 SIT 30 EURO

¢lanarina tehniki 5.500 SIT 24 EURO

Clanarina seniorji 3.500 SIT 15 EURO

¢lanarina Studenti 3.500 SIT 15 EURO

¢lanarina vpisnina 1.000 SIT 5 EURO

naro¢nina na Farmacevtski vestnik 15.000 SIT 65 EURO
Podelitev drustvenih Utemelijitve

priznanj v letv 2006

Najvecja slovesnost, ki vsako leto spremlja
redno letno skupscino SFD, je podelitev
drustvenih priznanj. Letos je tradicionalno
potekala v Tartinijevem gledalis¢u v Piranu.

Izvréni odbor ni prejel nobenega predloga za
Minafikovo odli¢je, podelil pa je 7 Minafikovih
priznanj. Nagrajencem sta listino izrocila
predsednik SFD, doc. dr. Matjaz Jeras in
Odbora za podeljevanje
dru$tvenih priznanj, prof. dr. Ale§ Mrhar.

predsednik

Priznanja so prejeli:

Breda Bernot, mag. farm.

Anka Bratoz

Linda Cigigoj, mag. farm., spec.
Silvo Koder, mag. farm., spec.
Marinka Kregar, mag. farm.

Meta Milovanovic¢, mag. farm., spec.
Slavko Rataj, mag. farm., spec.
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Magistra Breda Bernot je gradila slovensko
lekarnisko farmacijo v tezkem povojnem
obdobju. Bila je med prvimi farmaceuvti, ki so
leta 1950 podprli ustanovitev Slovenskega
farmacevtskega drustva, postala je aktivha
Clanica in mu ostala zvesta do danes. V
Sestedestih letih je bila blagajni¢arka
drustva, ve¢ let je bila Clanica upravnega
odbora in kasneje nadzornega odbora. O
njeni predanosti stroki pricajo Stevilna
priznanja, ki jih je prejela za svoje delo v
lekarni Miklo$i¢ in za sodelovanje s SFD.
Izvr$ni odbor podeljuje Minafikovo priznanje
magistri Bredi Bernot za njen prispevek k
razvoju lekarniSke farmacije.

Vedozeljnost je vspodbujala Anko Bratoz k
nenehnemu izpopolnjevanju na podrocju
oblikovanja zdravil. Bogate izkusnje ji
omogocajo tvorno vkljuCevanje v razisko-
valno skupino razvojnega oddelka v Krki pri
uvajanju novih tehnologij v proizvodnjo
poltrdnih farmacevtskih oblik. Z optimizmom

in strpnostjo nenehno prispeva k vzdrzevanju
pozitivnega komunikacijskega vzdusja in ima
veliko zaslug za ohranjanje Cvrstih in dobrih
odnosov med ¢lani Dolenjske podruznice.
Brez tehni¢ne podpore, ki jo gospa Anka
Bratoz nudi Dolenjski podruznici, bi bila
realizacija zastavljenih ciljev veliko tezja. Za
zavzeto organizacijsko delo podeljuje izvrsni
odbor gospe Anki Bratoz Minafikovo
priznanje.

Magistra Linda Cigigoj sodi med tiste
farmacevte, ki svoj poklic opravljajo kot
obvezno dolZznost in ljubiteljsko dejavnost
hkrati. Odlikuje jo umirjen in zaupljiv odnost
do bolnikov in mladih lekarniskih kadrov, ki
jih kot mentorica ze vec let vodi. Na podlagi
izkusenj in znanj, ki si jih je pridobila na
razlicnih  strokovnih izpopolnjevanjih o
homeopatiji, si prizadeva za njeno
priznavanje znotraj zdravstevne zakonodaje.
S predavaniji strokovni in lai¢ni javnosti ter z
organizacijskim delom za  Primorsko
podruznico in Homeopatsko sekcijo, ki ju je
vodila kar dva mandata, je magistra Linda
Cigigoj veliko prispevala k promociji poklica
farmacevta, za kar ji izvréni odbor podeljuje
Minafikovo priznanje.

Magister Silvo Koder, ki si je delovne
izkuSnje nabiral v bolnisni¢ni lekarni v
Mariboru, sprva kot farmacevt receptar,
potem kot analitik in nazadnje kot predstojnik
lekarne, ima velike zasluge za prepoznavnost
bolnisnicnega farmacevta in  njegovo
vklju€evanje v zdravstveni team. Mesto
asistenta za farmakologijo na novi Medicinski
fakulteti v Mariboru, potrjuje strokovni ugled,

Prejemniki Minarikovih priznanj v letu 2006 v
avorani
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Iz drustvenega Zivljenja

Prejemniki Minarikovih priznanj

ki si ga je pridobil kot bolnisni¢ni farmacevt v
Mariborski bolnisnici. Magister Koder goji
pripadnost Slovenskemu farmacevtskemu
drustvu tudi na neformalni ravni z organizacijo
odmevnih smucarskih tekmovanj. Za njegovo
zavzeto strokovno delo in povezovalno viogo
mu 10 podeljuje Minafikovo priznanje.

Magistra Marinka Kregar ze 20 let tvorno
sodeluje pri tehnoloSkem razvoju Krke. S
sodelavci ji je uspelo uveljaviti mnoge novosti
v proizvodnem procesu, s ¢imer je veliko
prispevala k Sirjenju trga Krkinih izdelkov.

Castni gostje simpozija

(z leve: Ales Sussinger, Borut Strukelj,
Uros Urleb, Martina Cvelbar, Julijana Kristl,
Ales Mrhar in Matjaz Jeras).

Svoje izkuSnje prenasa z zgledi in prek
predavanj na mlade strokovne kadre v vlogi
mentorice. Sluzbene obveznosti je vedno
povezovala z delom v SFD. Dva mandata je
vodila Dolenjsko podruznico in ima velike
zasluge za povezovanje kolegov iz industrije
in lekarnistva. Za njeno strokovno in
organizacijsko delo v Krki in v Dolenjski
podruznici ji izvrdni odbor podeljuje
Minafikovo priznanije.

Magistro Meto Milovanovi¢ poznajo Stevilne
generacije 8e iz obdobja, ko je bila

zaposlena na IVZ in je s prispevki s podrocja
predpisovanja zdravil sodelovala v stro-
kovnih ¢asopisih. Poleg upravljanja zasebne
lekarne se danes ukvarja tudi z mentorskim
delom, preko LZS vodi projekt farmacevtske
skrbi za bolnike z hipertenzijo, sodeluje v
okviru CINDI programa, o izkusnjah v tujini in
doma je veckrat tudi predavala in objavila
ve¢ Clankov. Sodeluje v strokovnih organih
LZS, MZ in SFD. Za obsezno strokovno in
publicisti¢no delo, podeljuje 10 Minafikovo
priznanje magistri Meti Milovanovi¢
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Iz drustvenega Zivljenja

Stevilka 5, zmagovito omizje $aljivega kviza.

Magistra Slavka Rataja odlikuje izjemna
vsestranskost, ki jo najbolj cenijo njegovi
kolegi iz Celjske podruznice in javnega
zavoda Celjske lekarne. Uspel je organizirati
kontrolno analizni laboratorij, z obcasnim
delom v oficini pa ohranja neposredni stik z
lekarnisko sluzbo. Aktivho sodeluje v
strokovnih organih LZS in MZ, je avtor
Stevilnih strokovnih prispevkov, na Srednji
zdravstveni $oli v Celju Ze deset let predava
farmakologijo, svojo ljubiteljsko nagnjenost do
zgodovine je najbolj prepricljivo izrazil ob 50-
letnici  Celjske  podruznice. V  vlogi
predsednika, tajnika ali pa samo clana
odbora Celjske podruznice je s predanim
delom  obogatil  strokovno  dejavnost

podruznice in veliko prispeval za ugled
stroke, zato mu izvr$ni odbor podeljuje
Minafikovo priznanje.

Custveno prevzet, se je z izbranimi
besedami, v imenu prejemnikov priznan,
zahvalil Slavko Ratayj:

»Spostovani gospod predsednik Sloven-
skega farmacevtskega drustva, spostovani
gospod Predsednik Odbora za podeljevanje
drustvenih priznanj, spostovane kolegice,
dragi kolegi!

V veliko ¢ast mi je, da se Vam lahko
zahvalim v imenu prejemnikov drustvenih
priznanj za leto 2006. Semel tantum in anno
ridet Apolo, enkrat v letu se smeje Apolon, je

Saljivi kviz je poZivil druzabni del programa ob 31. skupééini SFD. Povezovala sta ga dr. Ale$
Milinaric in prof. dr. Samo Kreft, pobudnik tega dogodka.
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kot pripovedujejo dovtipno povedala
Katarina Schweighofer, mati skladateljev in
zdravnikov Ipavcev iz Sentjurja, ko je kot
mlada deklica na Dunaju ugotovila, da je
priloznosti za praznovanje v Zivljenju malo.
Vsako leto se nasmeje Apolon tudi nam, ko
se zberemo tu na obali v razcvetu pomladne
svezine. Sedem nas je leto$njih prejemnikov
priznanj. Stevilo sedem po starem izro&ilu
Tudi

slovenska pesem poje o sedmih rozah, ki jih

predstavlja celovitost, popolnost.
je ljuba povezala v Sopek svojemu ljubemu.
Trije smo tudi Studijski kolegi. Iz javnih in
bolnisni¢nih lekarn prihajamo in iz farma-
cevtske industrije. Proti poldnevu Zzivljenja
gremo, ko se ¢lovek ze rahlo umiri in bolj
trezno sprejema odloCitve in Zivljenjski
modrosti, ki se je tekom ustvarjalnih let
osebnega in poklicnega zivljenja izkris-
talizirala v osebnost spoStovane kolegice
Brede Bernot, ki ji pripada Castno mesto
med nami in ki svezini Sopka letosnjih
nagrajencev dodaja posebno Zlahtnost. S
hvaleznostjo se ob nasih uciteljih spominjam
profesorja Karbe, ki nas je Stipendiste
Zavoda za farmacijo znal tako prepricljivo
za farmacevtski

navdusevati poklic, za

znanost, za stroko in nam s svojim
neunicljivim optimizmom vlival pogum. Imel
je vizijo in poznal je pot. Dandanes smo tudi
zato lahko ponosni na naSo farmacevtsko
fakulteto in Slovensko farmacevtsko drustvo,
ki je v preteklosti uspelo odigrati vidno viogo
pri razvoju in promociji stroke in poklica, ki ga
je potrebno promovirati vsaki generaciji.

Da bi to zmogli tudi v €asu, ki prihaja in v
katerem so, kot pravijo, spremembe edina
stalnica v zivljenju Cloveka in stroke je
potrebno spostovati prednike in misliti na
potomce!

Spostovani!

Zato na svoj nacin in s svojimi prizadevanji
gradimo na$ ¢as in z nasimi medcloveskimi
odnosi dajemo vsebino in kakovost ¢asu, v
katerem zivimo. Saj podobne ptice letimo
skupaj. Dobljena priznanja nam pri tem
predstavljajo vzpodbudo
nadaljne delovanje v korist nas vseh.

in obvezo za

Hvala vam !«
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Iz drustvenega Zivljenja

V avli Avditorija so se spletale nove vezi in utrjevala stara znanstva.

DRUGI DAN SLOVENSKIH LEKARN
26. september 2006

organizator
Sekcija farmacevtov javnih lekarn pri SFD

26. septembra praznujemo Dan slovenskih lekarn. Ob tej priloznosti bo Slovensko
farmacevtsko drustvo pripravilo knjizico s koristnimi nasveti in informacijami o varni
uporabi razli¢nih farmacevtskih oblik:

za peroralno uporabo,

za uporabo na kozi,

za rektalno in vaginalno uporabo,
za oko, nos in uho,

za inhaliranje.
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Dolenjski farmacevti v Hemofarmv

Po lanski nepozabni ekskurziji v Sarajevo ’
smo clani Dolenjske podruznice za letos |
izbrali Beograd in Vr8ac. Prijetno smo zdruzili |
s koristnim in obiskali farmacevtski koncern
Hemofarm.

Sprejela nas je direktorica Centra za PR ga.
Gordana Lazi¢ Velovan v avli, ki jo imenujejo
Galerija Hemofarma in v kateri so dan prej
odprli razstavo z imenom Pariz v Vrscu.
Razstavljene slike so umetnine najvecjih
srbskih umetnikov, ki so ziveli ali e Zivijo in
delajo v Parizu.

Hemofarm je zelo uspe$na srbska farma-
cevtska tovarna, ki je zacela delati leta 1960
s 60 ljudmi in ima danes 3000 zaposlenih.
Vsako leto 1. junija praznujejo Dan firme, ko
povabijo svoje nekdanje sodelavce in
nagradijo sodelavce za stalnost, to je za 10,
15, 20, 25, 30, 35in 40 let dela. Letos so imeli
tudi Dan odprtih vrat, ko je tovarno obiskalo
nad 750 ljudi. Zelo so ponosni na poslovanje,
lani so povecali izvoz za 42 %, njihove
delnice stalno rastejo. V avgustu bodo odprli
novo tovarno v Obninsku v Rusiji, s
proizvodnjo trdnih oblik za respiratorne,  Sprejem v podjetiu Hemofarm
kardiovaskularne in gastrointestinalne bo-
lezni.

Pred vhodom v podjetje

Po dobrodoSlici smo si ogledali del
skladi$¢a in proizvodnje. O nasem obisku je
poro¢ala osrednja lokalna televizija.

Popoldne smo si ogledali mesto Vr§ac, ki ima
bogato kulturno in duhovno dedis¢ino, vecer
pa preziveli na turisticni kmetiji v vinorodni
Gudurici ob dobri domaci hrani in pijaci in ob
zvokih starogradskin pesmi. Naslednji dan
smo spoznavali srbsko prestolnico, ki je
pravo evropsko mesto, dan pa zakljucili na
znameniti Skadarliji v restavraciji Tri SeSira.

Zadnji dan smo Beograd spoznavali z
ladjice, ki nas je vozila po narasli Donavi in
kljub dezevnemu vremenu uzivali na splavu
na Savi, kjer smo imeli kosilo.

Trije dnevi preziveti v odli€nem razpolozenju
so nas napolnili z energijo, novimi prijateljstvi
in nepozabnimi dozivetji, za kar ima zasluge
tudi na8a vodi¢ka Marjana Anti¢.
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