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Tretjo Stevilko Farmaceviskega vestnika boste nekateri Ze brali na
dopustu, drugi pa tik pred zasluZenimi pocitnicami, zato je tudi del
vsebine namenjen novim strokovnim spoznanjem v povezavi s poletjem:
dva sestavka opisujeta vpliv svetlobe in radikalov na cloveski
organizem, kakor tudi uporabo varovalnih kozmeticnih izdelkov. Dva
prispevka sta namenjena uporabi bioloskih dostavnih sistemov za
lajSanje in preprecevanje bolezni. Tako lahko v ¢lankih dr. Berleca in dr.
Bratkovica s sodelavci beremo o probioticnih gensko spremenjenih
mlecnokislinskih bakterijah s sposobnostjo dostave bioloskih zdravil ali
cepiv, kakor tudi o virusih iz skupine bakteriofagov, ki jih kot bioloski
dostavni sistem lahko uporabimo pri zdraviljenju nekaterih bakterijskih
okuzb. V sestavku o interpolimernih kompleksih bomo spoznali nove
tehnoloske pristope, dr. Suskovié pa nas v &lanku seznanja z obravnavo

astme v Sloveniji.

Upam, da se boste z navedenimi patoloskimi pojavi in boleznimi
seznanjali le v teoriji, z branjem Farmacevtskega vestnika in v miru
uzivali v dopustniskih dnevih in si tako nabrali sveZze mocli za nove

kvalitetne premike v celostnem razvoju slovenske farmacije.

Prof. dr. Borut Strukelj

Odgovorni urednik
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Gensko spremenjene mlecnokislinske bakterije kot dostavni sistemi za bioloska zdravila

Gensko spremenjene mlecnokislinske
bakterije kot dostavni sistemi za
bioloska zdravila

Genetically modified lactic acid bacteria as delivery
systems for biopharmaceuticals

Ale$ Berlec, Borut Strukelj

Povzetek: Mle¢nokislinske bakterije so ze stoletja sestavni del ¢loveske prehrane, zato je njihova varnost splo$no priznana. Poleg tega so se v
novejSem Casu visoko razvile tehnike, ki omogocajo rekombinantno izrazanje proteinov tudi v mle¢nokislinskih bakterijah. Zaradi teh razlogov
imajo velik potencial kot poceni in u¢inkoviti dostavni sistemi za dostavo rekombinantnih proteinov na telesne sluznice, predvsem v prebavnem
traktu. V razvoju in $tudijah na zivalih so sistemi za dostavo antigenov (cepiv), dostavo proteinov s fiziolosko funkcijo in dostavo DNA z namenom
ceplienja. Dostava interlevkina IL-10 pri kroni¢ni vnetni ¢revesni bolezni se je izkazala za najbolj obetavno in je bila uspesno testirana v 1. fazi
klini¢ne Studije na ljudeh. Pred splo$no uporabo bo potrebno odgovoriti na vpraganja o varnosti vnosa genskega materiala, ker gre za gensko
spremenjene organizme, ki ne uzivajo podpore javnosti.

Kljuéne besede: mlecnokislinske bakterije, Lactooccus lactis, rekombinantno izraZzanje, dostavni sistem, cepivo, IL-10, gensko spremenjeni
organizmi.

Abstract: Lactic acid bacteria have been a part of human diet for centuries and their safety is therefore generally recognised. Apart from that,
the techniques that enable recombinant protein expression in lactic acid bacteria have recently developed. This is why lactic acid bacteria
could serve as a cheap and efficient delivery system for recombinant protein delivery to body mucosa, especially in gastrointestinal tract.
Systems for antigen (vaccine) delivery, delivery of proteins with physiological function and for DNA delivery are under development and in ani-
mal testing. The delivery of interleukin IL-10 in inflammatory bowel disease is the most promising and was successfully tested in phase | human
clinical trial. Before the widespread use, questions regarding safety of genetic material introduction will have to be answered, since these are
genetically modified organisms, which are not well accepted by the general public.

Key words: lactic acid bacteria, Lactococcus lactis, recombinant expression, delivery system, vaccine, IL-10, genetically modified organisms.

fizioloSkih  znacilnostih  lahko mednje uvrstimo tudi rod

1 Mleénokislinske bakterije
in rekombinantno izrazanje
proteinov

Mle¢nokislinske bakterije v fermentiranih mle¢nih, rastlinskih in mes-
nih izdelkih Ze stoletja predstavljajo normalno sestavino Cloveske
prehrane in so poleg kvasovk (Saccharomyces cerevisiae) industri-
jsko najpomembnejsi mikroorganizmi (1). Zaradi dolgotrajne doku-
mentirane varne uporabe imajo status GRAS (»splosno priznani kot
varni«). Poleg tega Stevilna porocila potrjujejo njihovo dobrodejno
delovanje v prebavnem traktu, zato se pogosto dodajajo hrani kot pro-
biotiki. Med mle¢nokislinske bakterije uvr§¢amo rodove Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus in Streptococcus ter neko-
liko bolj obrobne Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Oenococcus, Teragenococcus, Vagococcus in Weisella (2). Po

Bifidobacterium, ki je sicer genetsko nesoroden. V naravi jih pogosto
najdemo na razpadajocih rastlinah ali v prebavilih zivali.

Mle¢nokislinske bakterije spadajo v skupino gram pozitivnih bakterij.
So anaerobni ali mikroaerofilni koki ali bacili in ne tvorijo spor. Ker
zasedajo isto ekolosko niso, so razvile nekatere skupne metabolne in
fizioloske znacilnosti. Pomembna znacilnost, po kateri so dobile ime
je, da kot konc¢ni produkt fermentacije ogljikovih hidratov tvorijo
mle¢no kislino. Glede na kon¢ni produkt metabolizma jih razdelimo v
dve skupini. Homofermentativne mle¢nokislinske bakterije tvorijo
mlec¢no kislino kot edini ali glavni produkt metabolizma glukoze.
Heterofermentativne tvorijo enako mnozino mlecne kisline, ogljikove-
ga dioksida in etanola. Med fermentacijo pH gojis¢a zaradi tvorbe
mlecne kisline pada. Mle¢nokislinske bakterije so relativno odporne
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na rast v gojiscu s kislim pH. Pri vecini vrst se rast ustavi pri pH 4,5.
Imajo tudi podobno temperaturno toleranco in ne prezivijo pri tem-
peraturi visji od 45 °C. So avksotrofne za Stevilne aminokisline, ki jih
morajo zato pridobiti iz okolja. Mle¢nokislinske bakterije pogosto
proizvajajo antibakterijske peptide bakteriocine, ki predstavljajo pred-
nost pred ostalimi mikroorganizmi, saj so bakterije proizvajalke nanje
imune, hkrati pa so toksi¢ni za kompetitivne bakterije. Skupna znagil-
nost je tudi, da imajo v nukleotidnem zaporedju genomov nizek delez
gvaninov in citozinov (GC), za razliko od nekaterih gram negativnih
bakterij (E. coli), kar je pomembno pri heterolognem izrazanju genov.

Lactococcus lactis je splo$no priznan kot modelna mlecnokislinska
bakterija. Zanj obstajajo dobro razvita orodja za gensko manipulacijo
(3). V laboratoriju se najpogosteje uporabljata seva L. lactis subsp.
cremoris MG1363 in L. lactis subsp. lactis L1403, ki imata tudi
dolo¢en genom (4, 5). L. lactis je tudi industrijsko pomemben mikroor-
ganizem, zlasti je pomemben v sirarstvu.

Za rekombinantno izrazanje proteinov v mle¢nokislinskih bakterijah se
uporabljajo razli¢ni sistemi. Heterologni geni se nahajajo bodisi na
plazmidih bodisi so vstavljeni v bakterijski kromosom in so pod nad-
zorom konstitutivnih ali inducibilnih promotorjev. Konstitutivni promo-
torji zagotavljajo enakomerno izrazanje daljsi ¢as, a obi¢ajno v man-
j8ih koli¢inah. Pri inducibilnih promotorjih lahko izrazanje nadzorujemo
in je obi¢ajno mocnejse. Izrazanje lahko sprozimo z ogljikovimi hidrati,
fagno infekcijo, bakteriocini, toplotno ali pH- spremembo (1).
Najpogosteje uporabljan in najbolj prouc¢en sistem je z nizinom nad-
zorovan ekspresijski sistem NICE (6), kjer se izrazanje inducira z
dodatkom bakteriocina nizina. Razviti so tudi sistemi, ki omogocajo
usmerjanje proteinov v bakterijah (ciljanje). Za izlo¢anje proteinov v
gojisCe se tako najpogosteje uporablja zaporedje Usp4b, za pritrditev
proteinov na povrSino bakterij (celicno steno) pa C-terminalno
zaporedje avtolizina AcmA (1).

2 Dostava biolosko aktivnih
makromolekul

Zaradi varnega statusa in zaupanja, ki ga uzivajo mle¢nokislinske
bakterije, predstavljajo privlacen vektor za dostavo bioloskin makro-
molekul v organizem. Cilji njihovega delovanja so sluznice, naj-
pogosteje v prebavnem traktu, kot je shematsko prikazano na sliki 1.
Delujejo lokalno, lahko pa povzrodijo tudi sistemske ucinke. Nacin
aplikacije je ponavadi peroralni ali nazalni, mozen pa je tudi vaginal-
ni. Laktokoki in laktobacili prezivijo prehod skozi prebavni trakt, neka-
teri laktobacili pa so ga sposobni tudi kolonizirati. Sposobnost
prezivetja v prebavnem traktu je pomemben dejavnik, saj peroralna
aplikacija proteina ni mogo¢a predvsem zaradi razgradnje v kislem
zelodénem okolju. Dodatna prednost dostave s pomocjo bakterij je,
da nista potrebni draga izolacija in ¢iS€enje proteinov. Sistemi
dostave biolosko aktivnih makromolekul se zaenkrat ve€inoma testira-
jo na zivalskih modelih, kjer se dosegajo spodbudni rezultati. Znan je
en primer klini¢ne Studije na ljudeh, ki bo opisan v nadaljevanju.

Dostavo biolosko aktivnih makromolekul lahko po nacinu uporabe
razdelimo na dostavo cepiv (antigenov), dostavo proteinov s
fiziologko vlogo in dostavo DNA.
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Slika 1: Gensko spremenjene mlecnokislinske bakterije v prebavnem
traktu lahko izlocajo heterologne proteine ali pa jih
predstavljajo na povrsini.

Figure 1: Genetically modified lactic acid bacteria can secrete
heterologous proteins or present them on the surface in the
instestinal tract.

2.1 Dostava cepiv

Peroralna dostava cepiv (antigenov) je zazelena zaradi prijetnejSega
nacina aplikacije v primerjavi s parenteralnim. Poleg tega bi peroral-
na dostava poceni cepiv pomenila veliko prednost zlasti v manj razvi-
tih dezelah. Mle¢nokislinske bakterije predstavljajo ugoden vektor za
dostavo cepiv, ker (7):

e imajo status GRAS,

e |ahko delujejo kot adjuvans,

® 50 sposobne adhezije na mukozo,

® imajo nizko intrinzi€éno imunogenost.

Zaradi velikosti se proteinske molekule naceloma ne absorbirajo in ne
prehajajo v krvni obtok. Vendar pa ¢revesno limfoidno tkivo, ki je del
mukoznega imunskega sistema, omogoca prehod preko special-
iziranih M celic na Peyerjevih plo§€ah in predstavitev antigenov bazal-
no leze¢im imunskim celicam. To posledi¢no sprozi izloCanje IgA,
glavnega razreda protiteles iz epitelija, v lumen prebavnega trakta in
s tem lokalni imunski odziv (8). Hkrati lahko tak§en vnos antigenov
sprozi tudi sistemski imunski odziv in pojav IgG v krvi.

Razli¢ne vrste antigenov, ki so bili predstavljeni s pomocjo mlecnok-
islinskih bakterij, so predstavljeni v preglednici 1.

Cepiva so usmerjena proti bakterijskim in virusnim patogenom, pa
tudi prazivalim (Plasmodium falciparum). Najve¢ S$tudij je bilo
opravljenih na fragmentu C tetanus toksina (10), ki zaradi mo¢ne
imunogenosti sluzi tudi kot modelni antigen. VecCina $tudij je bila
opravljenih na misih. Obi¢ajno so opazili zve¢an lokalni imunski odziv
in izlo€anje IgA, pa tudi zvecan sistemski imunski odziv. Kar nekaj
Studij je uspelo dokazati klinicno uspesnost ceplienja, saj se po
izpostavitvi patogenu bolezen ni razvila npr. v primeru cepiva proti
CloveSkemu papilomavirusu, ki povzro€a raka materni¢nega vratu
(19) ali v primeru cepiva proti enterotoksigeni E. coli (7). U&inkovitost
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Preglednica 1: Primeri uporabe mlecnokislinskih bakterij pri dostavi antigenov.
Table 1: Example of usage of lactic acid bacteria in antigen delivery.

Bakterije

Streptococcus mutans (karies)

Povrsinski protein PAc

L. lactis

)

Clostridium tetani (tetanus)

Fragment C tetanus toksina

L. lactis, Lb. plantarum

(10), (11)

Streptococccus pneumoniae

Kapsularni polisaharid tipa 3,

L. lactis, Lb. casei, Lb. plantarum,

PsaA, PspA Lb. helcveticus

Helicobacter pylori UreB, Cagi12 L. lactis, Lb. plantarum (13)

Brucella abortus L7/L12 ribosomalni protein, L. lactis 14)
GroEL protein topotnega Soka

Streptococcus pyrogenes Obmocje C-ponovitve M proteina L. lactis (15)

(faringealna infekcija)

Proteus mirabilis MrpA fimbrijski protein L. lactis (16)

enterotoksigena Toplotno stabilni enterotoksin Lb. reuteri 17)
Escherichia coli in toplotno labilni enterotoksin B

streptokoki (Sirokospektralno) GBS pilus (iz skupine B streptokokov) L. lactis (18)

Virusi

¢loveski papilomavirus tip 16 Protein E7, protein L1 L. lactis, Lb. plantarum, Lb. casei (19), (20)

(rak materni¢nega vratu)

HIV Ovojni protein L. lactis 21)

SARS-koronavirus Nukleokapsidni protein, L. lactis, Lb. casei (22)

peplomerni protein - segmenta SA and SB

Rotavirus VP7 protein iz zunanjega plasca L. lactis (23)

Koronavirus Peplomerni glikoprotein S Lb. casei (24)
(prenosni gastroenteritis)

Prazivali
Plasmodium falciparium (malarija) Fuzijski protein GLURP-MSP3, MSP1, L. lactis (25)
MSA2

Preglednica 2: Primeri uporabe mlecnokislinkih bakterij pri dostavi proteinov s fiziolosko viogo.
Table 2: Example of usage of lactic acid bacteria in delivery of proteins with physiological function.

Kroni¢na vnetna ¢revesna IL-10 L. lactis (27), (28)
bolezen (KVCB)
Ulcerozni kolitis mTFF (triperesni (trefoil) faktor) L. lactis (29)
Ulcerozni kolitis LcrV iz Yersinia pseudotuberculosis — L. lactis (30)
stimulacija izlo¢anja IL-10
Ulcerozni kolitis MnSOD iz Streptococcus thermophilus Lb. gasseri (31)
HIV Cianovirin iz Nostoc elipsosporum L. lactis, Lb. plantarum, Lb. jensenii (32)
Modulacija alergijskega Bet v 1 antigen iz brezovega peloda L. lactis, Lb. plantarum (33)
imunskega odziva
Modulacija alergijskega Anti-idiotipski scFv ali IgE mimotop Lb. johnsonii (34)
imunskega odziva
Karies scFv proti S. mutans (antigen I/I) Lb. zeae (35)
Pomanijkanije lipaze Lipaza iz Staphylococcus hyicus L. lactis (36)

pri pankreasni insuficienci
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predstavitve antigena so v nekaj primerih povecali s hkratno dostavo
interlevkinov  (IL-2, IL-6) (26). Mlecnokislinske bakterije, ki
predstavljajo antigene, naj ne bi kolonizirale prebavnega trakta, saj bi
to lahko vodilo k toleranci do antigena. L. /actis je zato najugodnejsi in
najpogostejsi kandidat za peroralno cepivo, ¢eprav so se laktobacili
nekajkrat izkazali za ucinkovitej$e (11). Klini¢ne $tudije na ljudeh $e
niso bile opravljene.

2.2 Dostava proteinov s fiziolosko viogo
Poleg dostave antigenov je mlec¢nokislinske bakterije mo¢ uporabiti
tudi kot vektor za dostavo proteinov, ki delujejo lokalno v prebavnem
traktu. Na ta nac¢in dostavljeni proteini so predstavljeni v preglednici
2.

Iz preglednice 2 je razvidno, da je najpogostejSa tar¢a dostave pro-
teinov v prebavni trakt kroniéna vnetna &revesna bolezen (KVCB),
kamor uvr§&amo ulcerozni kolitis in Crohnovo bolezen. Dokazano je,
da interlevkin IL-10 igra pomembno vliogo pri regulaciji vnetnih
kaskad in da njegovo pomanjkanje vodi v razvoj kolitisa. Dostava IL-
10 lahko omili simptome in predstavlja najuspesnejsi primer dostave
proteinov z mle¢nokislinskimi bakterijami. Uspesno so jo testirali na
misjem modelu kolitisa (27). Sledil je razvoj seva L. lactis z okvarjeno
timidilat sintazo, ki je zato odvisen od zunanijih virov timidina ali timi-
na, kar preprecuje prezivetie gensko spremenjenega seva v naravi
(37). To je omogocilo uporabo v 1. fazi klini¢ne Studije na 10 ljudeh za
zdravljenje Crohnove bolezni (28). Studija je bila uspe$na z minimal-
nimi stranskimi ucinki in z olajsanjem simptomov bolezni. Podobne
uc¢inke so na zivalskih Studijah dosegli z uporabo triperesnih faktorjev
(29) in dostavo proteina LcrV (30) iz Y. pseudotuberculosis, ki stimuli-
ra izloCanje IL-10. Drugacen pristop predstavlja intestinalno izlo¢anje
superoksidne dismutaze (MnSOD), ki nastopa kot lovilec reaktivnih
kisikovih spojin, ki prispevajo k vnetnemu delovanju (31).

Mle€nokislinske bakterije bi se lahko uporabljale za dostavo pre-
bavnih encimov pri dolo¢enih anomalijah npr. pankreasni insuficienci.
Tako je bil razvit sistem za dostavo lipaze (36).

Na podoben nacin, kot je bilo v prejSnjem poglavju opisano za dosta-
vo antigenov z namenom spodbujanja imunskega odziv, bi se
mle¢nokislinske bakterije lahko uporabljale tudi za modulacijo
imunskega odziva. Tako so s senzitizacijo zmanj$ali imunski odziv na
antigen iz brezovega peloda (33). Drugacen pristop predstavija
dostava fragmenta variabilne regije protitelesa (scFv) proti IgE, ki so
odgovorni za pretiran imunski odziv, ali IgE mimotopov, ki stimulirajo
tvorbo IgG proti IgE (34). Tudi fragmenti variabilne regije protitelesa
scFv, usmerjeni proti S. mutans, so bili dostavljeni s pomocjo

Preglednica 3: Primeri uporabe mlecnokislinkih bakterij pri dostavi DNA.

Table 3: : Example of usage of lactic acid bacteria in DNA delivery.

mlecnokislinskih bakterij in uporabljeni za oralno zdravljenje kariesa
(35).

Poleg uporabe v prebavnem traktu, je mle¢nokislinske bakterije
mogoce uporabiti tudi na drugih sluznicah, npr. vaginalni. Razvit je
sistem izrazanja mocCnega protivirusnega proteina cianovirina v
mlecnokislinskih bakterijah, ki kolonizirajo vagino, kar predstavlja
nacin za zmanj$anje moznosti okuzbe s HIV predvsem na ogrozenih,
manj razvitih obmocjih.

2.3 Dostava DNA

Dostava DNA z namenom cepljenja (DNA cepivo) je najnovejsi nacin
uporabe mle¢nokislinskih bakterij in zato zaenkrat najmanj razvit.
Dostavljena DNA izkoristi celicne mehanizme za prepis v protein, ki
potem sluzi kot antigen. Prednost DNA cepiva je zmoznost aktivacije
celi¢ne imunosti in ne samo humoralne, kar posledi¢no omogoca tudi
zdravljenje kroni¢nih bolezni in zahtevnih virusnih infekcij, tezava pa
je uspesen vnos DNA v celice. Z mlecnokislinskimi bakterijami so
uspeli dokazati vnos DNA v sesalske celice s pomocjo proteina inter-
nalina (38, 39), ki poveca prepustnost celic za L. /actis. Dosegli so
tudi aktivacijo imunskega odziva pri misih po vnosu gena Vp1 virusa
slinavke in parkljevke (40). Primeri so prikazani v preglednici 3.

3 Prednosti in slabosti

Mle&nokislinske bakterije so ze stoletja sestavni del ¢loveske
prehrane, zato njihova varnost ni vprasljiva. MozZnost sistemske
okuzbe z mle¢nokislinskimi bakterijami obstaja le pri mocno
imunokomprimitiranih  posameznikih. Dostava rekombinantnih pro-
teinov na sluznice oz. predvsem v prebavni trakt s pomocjo mlecnok-
islinskih bakterij pomeni relativno poceni nacin dostave biolosko
aktivnih makromolekul v organizem, saj odpade potreba po nadaljnji
izolaciji in Cis€enju. To je pomembno predvsem v manj razvitih deze-
lah, Kkjer je cena glavna ovira za npr. mnozi¢no cepljenje. Prednost
mlecnokislinskih bakterij pri dostavi cepiv je tudi, da posnemajo pot
vnosa $tevilnih patogenov v organizem in imajo lahko intrinzi¢ne last-
nosti adjuvansa. Vnos fizioloSko aktivnih proteinov v npr. prebavni
trakt pomeni prednost predvsem pri lokalnih obolenjih, saj pri sistem-
ski aplikaciji proteinov le majhen del dospe do Zelenega mesta delo-
vanja, povec¢ana pa je tudi moznost stranskih u¢inkov.

Med slabosti lahko uvrstimo tezave z natané¢nim odmerjanjem, v
primeru da prihaja do izrazanja proteina na mestu delovanja (in ne Ze
pred vnosom v organizem) in pa nejasne posledice ob morebitni kol-
onizaciji prebavnega trakta. Glavna Sibka tocka uporabe mle&nok-
islinskih bakterij pa je v tem, da gre za gensko spremenjene orga-

Vnos gena proti modelnemu proteinu gfp (zeleni fluorescentni protein) L. lactis (38)
Vnos gena proti modelnemu proteinu blg (beta-laktoglobulin) L. lactis (39)
Cepivo proti virusu slinavke

in parkljevke (FMDV) vp1 Lb. acidophilus (40)
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nizme, ki so v javnosti delezni izrazito odklonilnega odnosa. Pred
dejansko uporabo bi bilo zato potrebno odgovoriti na Stevilna
vpradanja, povezana s sproS¢anjem rekombinantnih organizmov v
okolje (41, 42). Prvi sklop vprasanj je povezan s samim rekombinant-
nim sevom in moznostjo njegovega prezivetja v naravi. To je v veliki
meri mo¢ odpraviti z uporabo metabolnih mutant, ki onemogocajo
prezivetje brez dolo¢enih hranil, kar je bilo ze uspes$no prikazano na
primeru seva L. lactis z odstranjenim genom za timidilat sintazo (37).
Drugi sklop vprasanj je povezan z vnesenim proteinom in njegovo
potencialno alergenostjo in toksi¢nostjo. Tretji sklop vprasanj pa se
nanasa na sam genski material. Potrebno je prepreciti horizontalen
prenos genskega materiala v ostale, komenzalne bakterije. To je zlasti
pomembno pri uporabi plazmidov, pri Eemer je potrebno uporabljati
replikacijske elemente, ki so omejeni na gostitelja. Popolnoma se je
potrebno izogniti antibioti¢nim oznacevalcem. Potrebno je tudi
izkljuciti vkljuCevanje DNA v genom gostitelja in morebitno onkogeno
delovanije.

Mlecnokislinske bakterije imajo velik potencial kot vektorji za dostavo
biolosko aktivnih makromolekul. Pred uporabo bo potrebno razresiti
odnos do gensko spremenjenih organizmov, katerim javno mnenje ni
naklonjeno in zaradi katerega je tudi odnos industrije zadrzan. Res pa
je, da je uporaba gensko spremenjenih organizmov v terapeviske
namene sprejemljivej$a od npr. uporabe v prehrani. Tveganje, ki smo
ga namrec pripravljeni sprejeti, je povezano s koristjo, ki jo dobimo.
Ta pa je vecja v primeru resne ali tezko ozdravljive bolezni.

[ ]
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Interpolimerni kompleksi

Interpolymer complexes

Matej Pavli, Franc VreCer, SaSa Baumgartner

Povzetek: Razvoj novih pomoznih snovi poteka soasno z razvojem novih ucinkovin. Namen razvoja novih pomoznih snovi je doseganje zelenih
lastnosti farmacevtskih oblik, kot so: nadzorovano sproscanje, izbolj§anje bioloske uporabnosti, povecana stabilnost idr. Primer novih pomoznih
snovi so interpolimerni kompleksi (IPC), ki lahko izkazujejo povsem drugacne lastnosti od posameznih izhodis¢nih polimerov. Na nastanek in
lastnosti IPC imajo klju¢en vpliv parametri izdelave. V &lanku poleg klju¢nih parametrov izdelave obravnavamo tudi nekaj konkretnih primerov
uporabe IPC v farmacevtski tehnologiji. Nakazane so tudi moznosti uporabe racunalniskih modelov za nac¢rtovanje optimalnih pogojev za nas-
tanek IPC. Zaklju¢imo lahko, da so raziskave vpliva in uporabnosti IPC pri oblikovanju farmacevtskih oblik danes v farmacevtski tehnologiji zelo
aktualne.

Kljuéne besede: nadzorovano sprosc¢anje, pomoZne snovi, polimeri, kompleksi

Abstract: The developement of new pharmaceutical excipients is proceeding simultaneously with developement of new active pharmaceutical
ingredients. The purpose of the developement of new pharmaceutical excipients is to achieve desirable properties in dosage forms like con-
trolled release, improved bioavailabilty, enhanced stability etc. An example of new excipients are interpolymer complexes (IPC), which can
obtain completely different properties compared to separate original polymers. The developement and properties of IPC are essentially influ-
enced by manufacturing parameters. In this article we also present some experimental cases of the usage of IPC in pharmaceutical technolo-
gy beside important manufacturing parameters. The feasibilities of the usage of computer models for developement of optimal conditions for
IPC assembly are also pointed out. We can conclude that the research of influence and applications of IPC on formulation of dosage forms are
nowadays the topic of great interest in pharmaceutical techology.

Key words: controlled release, excipients, polymers, complexes

1 Uvod

Izraz interpolimerna kompleksacija opisuje nekovalentno povezovanje
med posameznimi skupinami na razli¢nih polimernih verigah (slika 1)

(1). Rezultat tovrstnega povezovanja so interpolimerni kompleksi
(IPC). FDEA

Interpolimerni kompleksi nastajajo pod pogoji, v katerih so polimeri
med seboj termodinamsko kompatibilni. Polimerni kompleksi se tvorijo
zaradi van der Waalsovih interkacij, ionskih vezi ali vodikovih vezi (1).

Interakcije, kot so vodikove vezi, dipol-dipol interakcije, prenos naboja

in kislinsko-bazi¢na kompleksacija so nujne, da pride do mesanja

polimerov v raztopinah (2). Kadar so polimer-polimer interakcije

mocnejSe kot interakcije polimer-topilo, tvorita polimera pri me$anju

raztopin teh dveh polimerov v skupnem topilu interpolimerne

komplekse (precipitate) (3). Parametrov, ki lahko vplivajo na tvorbo PAA
interpolimernega kompleksa, je vecC: struktura, molekulska masa

polimerov, temperatura, pH, vrsta topila ipd. Tvorba kompleksa je  Slika 1. Primer interpolimerne kompleksacije med poliakrilno kislino
reverzibilna (4). (PAA) in poli N,N — dietilakrilamidom (PDEA) (2).

PDEA-PAA

Polimerna kompleksacija je termodinamsko ugodna. Pospesena je z Figure 1. Example of interpolymer complexation of poly(acrylic acid)
negativno prosto energijo zdruzevanja med ponavljajogimi enotami. (PAA) with poly(N,N — diethylacrylamide) (PDEA) (2).
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To zdruZzevanje pospesuje tudi eksotermna reakcija med
funkcionalnimi skupinami ter velika pozitivha entropijska sprememba
zaradi tvorbe kompleksa. Interpolimerni kompleksi so stabilizirani s
kooperativnho naravo njihovih vezi, kar pomeni, da je z nastankom
prvih vezi v IPC tvorba naslednjih zaradi prostorskega priblizevanja
sosednjih aktivnih mest (funkcionalnih skupin) $e pospe$ena. Zaradi
kooperativne narave vezi obstaja kriti¢na dolzina polimerne verige za
kompleksacijo, kar je v vecini primerov povezano z molekulsko maso
polimera (1). Ko je molekulska masa majhna, je kljub prisotnosti
lokalnih interakcijskih  mest tezko povzroc€iti konformacijske
spremembe polimerov, saj je kooperativni u€inek majhen, zato je tudi
kompleksacija majhna. Kooperativni uCinek se torej povecCuje s
povecanjem molekulske mase (povecevanjem polimerne verige), na
ta nacin se poveca stopnja tvorbe kompleksa (5). Poleg
kooperativnega efekta igrajo zelo pomembno viogo tudi hidrofobne
interakcije.

Interpolimerna kompleksacija lahko bistveno vpliva na strukturo
polimerne mreze. Rezultat tega so lahko povsem spremenjene
fizikalne lastnosti polimerov, kot so nabrekanje, mehanske lastnosti in
mehanizem transporta toplienca skozi IPC. Zaradi takega obnasanja
imajo interpolimerni kompleksi moznost uporabe na razli¢nih
podrocjih. Uporabimo jih lahko kot pomozne snovi za izdelavo
farmacevtskih oblik z nadzorovanim spros€anjem, kot mehanske
senzorje, biosenzorje, peptidne stabilizatorje ipd. (1). Na trziS¢u ze
obstaja dostavni sistem na osnovi ksantana in semenske sluzi
roziCevca imenovan TIMERx, ki je namenjen nadzorovanemu
spro$¢anju (6).

3 Delitev interpolimernih
kompleksov (IPC-jev)

3.1 IPC-ji na osnovi vodikovih interakcij
Interpolimerni kompleksi, ki so stabilizirani z vodikovimi vezmi, se
tvorijo med polimeri, ki imajo funkcionalne skupine s pomanjkanjem

-CH; - 'lf'ﬁ - + -CH,- TH - - CH;- Li'H -CH,-CH-
1 % o o o
CH,), | | : |
18 K H H H
-l : ) I...I'__J-
(CH s MH.-H; CH;-CH,
. Hos - | H, CH;
OH O
|
-CH, - CH-
PWVEDEG

Slika 2. Primer interpolimernega kompleksa na osnovi vodikovih
interakcij med poliviniletrom dietilenglikola (PVEDEG) in
poliakrilno kislino (PAA) v neioniziranem stanju (7).

Figure 2. Example of interpolymer complex based on hydrogen
interactions between poly (vinyl ether) of diethylene glycol
(PVEDEG) with poly(acrylic acid) (PAA) in unionized state
(7).
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elektronov (polikisline) v neioniziranem stanju, ter polimeri s
funkcionalnimi skupinami, ki vsebujejo podro&ja z visoko elektronsko
gostoto (etri, alkoholi, pirolidoni) (slika 2) (1).

Ti kompleksi se ponavadi tvorijo v vodnem mediju v ozkem obmocju
sestave topila, pH-ja in ionske moci (4). Dodatno je kompleksacija
stabilizirana s kooperativno naravo vezi kot tudi s hidrofobnimi
interakcijami.

Nekateri primeri polimernih sistemov, kjer pride do kompleksacije
zaradi vodikovih vezi: poliakrilna kislina in poliakrilamid, poliakrilna
kislina in polivinilalkohol, poliakriina kislina in polietilenglikol,
polimetakrilna kislina in polietilenglikol, polimetakrilna kislina in
polivinilpirolidon. Kompleksi med polimetakrilno kislino in polivinil-
pirolidonom so najstabilnej§i med kompleksi z vodikovimi vezmi.
Njihovo stabilnost pripisujejo mocnemu intermolekularnemu priviaku
med polimernimi verigami ter hidrofobne stabilizacije vodikovih vezi z
o-metilno skupino (1).

3.2 IPC-ji na osnovi elektrostatskih

interakcij
Do tvorbe IPC v tem primeru pride preko ionskih interakcij med
kationskimi in anionskimi polimeri (enostaven primer: kompleks
kislina-baza) (slika 3).

IPC-ji na osnovi elektrostatskih interakcij nastanejo lahko tudi med
ionskim in ionizabilnim polimerom.

Hitosan se kot ionski polimer pogostokrat uporablja za pripravo IPC z
ionizirajoCimi akrilnimi polimeri, kot so akrilna kislina, metakrilna kislina
in akrilamid. Najzanimivej$a lastnost teh sistemov je zmoznost akrilnih
polimerov, da tvorijo ionske komplekse preko interakcije karboksilne
funkcionalne skupine z bazi¢éno aminsko skupino deacetiliranih
piranskih obro¢ev hitosanskih verig (8).

C4 HB

Slika 3. Shematski prikaz ionske interakcije.

Figure 3. Schematic presentation of ionic interaction.
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4 Dejavniki, ki vplivajo na
nastanek IPC

4.1 Vpliv dolZine verige, molekulske

mase ter koncentracije polimera
V sploSnem velja, da je za tvorbo stabilnega kompleksa potrebna
kriti¢na dolzina polimerne verige. Kriticna dolzina verige je odvisna od
afinitete med dvema komplementarnima skupinama in sicer se
zmanj$a, ¢e se so interakcije vecje (2). Dolzina verige polimera je
ponavadi v sorazmerju z molekulsko maso polimera.

V primeru interakcije razvejanega kopolimera polimetakrilne kisline
(MAA) s polietilenglikolom (PEG) so avtorji (1) ugotovili, da vecja kot
je bila molekulska masa uporablienega PEG (daljSe, razvejane
verige), vecja je bila stopnja kompleksacije. Stopnja kompleksacije pa
je bila mo¢no odvisna od pH medija, saj je kompleksacija narascala z
daljSanjem verige le v kislem. Nad pH 4,2 pa je priSlo do vecje
interpolimerne kompleksacije v primeru najkrajsih razvejanih PEG
(najmanj$a molekulska masa). Lowman in soavtorji (1) vzrok
pripisujejo moc¢nejsi ionizaciji kislinskih skupin MAA pri vi§jem pH-ju,
kar naj bi v primeru vecijih PEG enot vodilo do vec¢jega nabrekanja in
posledi¢no mozne manjSe kompleksacije.

V drugi Studiji (9) so preucevali vpliv koncentracije in molekulske
mase polimera na kriticno pH-vrednost, pri kateri se tvorijo kompleksi.
Preucevali so kompleksacijo med poliakrilno kislino (PAA) in
polivinileter etilenglikolom (PVEEG). Nastanek kompleksov so
spremljali z merjenjem motnosti — turbidimetrijo. Ugotovili so, da je
kriticna pH-vrednost, ko pride do nastanka kompleksa takrat, ko pride
do mocnega povecanja motnosti. Pod to vrednostjo so zmesi
kompleksov polimerov motne in pride do oboritve kompleksov iz
disperzije. PovecCanje polimerne koncentracije pa premakne kriti¢ne
pH k visjim pH-vrednostim. Ta pojav pojasnjujejo (9) z zmanjSanjem
ionizacije PAA s povecanjem njene koncentracije v raztopini.

Molekulska masa PAA ni vplivala na kriticno pH-vrednost tvorbe
kompleksa PVEEG-PAA. Slednje avtorji (9) razlagajo z dejstvom, da
so bile vse razlicne preiskovane PAA verige ze dovolj velike, da je
bila mozna popolna tvorba kompleksa.

4.2 Vpliv pH in temperature

V sistemu, ki vsebuje Sibko polibazo (npr. polietilenimin (PEI)),
polikislino (npr. poliakriino kislino (PAA)) in proton akceptorski,
neionski polimer (npr. polietilenoksid (PEO)), je selektivnost tvorbe
makromolekularnega kompleksa z razli¢énimi pari polimerov odvisna
od pH-sistema. V tem trokomponentnem sistemu je v kislih medijih
(PEIl povsem protoniran, PAA skoraj ni¢) prvenstveno favorizirana
tvorba kompleksa preko vodikovih vezi med PAA in PEO, v
nevtralnem pH (PAA in PElI oba delno ionizirana) je favoriziran
nastanek polielektrolitnega kompleksa med PAA in PEI. V bazi¢nem
pH-okolju (PAA popolnoma disocirana, PEI skoraj ni¢) pa ne pride do
tvorbe ne polielektrolitnega kompleksa, in ne kompleksa, ki bi bil
posledica vodikovih vezi. V tem primeru je torej pH-sistema bistven za
selektivnost tvorbe kompleksa med razlicnimi pari polimerov, saj
vpliva na interakcijske lastnosti med komponentami (10).

Na tvorbo IPC vpliva tudi temperatura medija preko vpliva na jakost
vezi, ki vezejo polimere med seboj. Pri povisanih temperaturah pride
le do rahlih sprememb v moci kolumbovih (elektrostatskih) vezi,
medtem ko se vodikove vezi prekinejo pri dovolj visoki temperaturi.
Potrebno je upostevati Se hidrofobni efekt, saj le-ta igra pomembno
vlogo pri stabilizaciji IPC. Znano je, da se hidrofobne interakcije
povecajo z naras¢ujoco temperaturo v vodnem mediju.

Verjetno pa je efekt hidrofobnih interakcij na stabilizacijo vodikovih
vezi v kompleksu mo¢nejsi kot v primeru stabilizacije kolumbovih sil v
polielektrolitnem kompleksu (10).

4.3 Vpliv dodanih ionov in ionske moéi
Vpliv anorganskih soli na kompleksacijo z vodikovimi vezmi je odvisen
od dveh nasprotujocih si dejavnikov. Po eni strani povecanje ionske
moci raztopine vodi v delno disociacijo poli (karboksilnih kislin), kar je
lahko neugodno za kompleksacijo. Po drugi strani dodatek
anorganskih soli poslabsa termodinamsko kakovost topila z ozirom na
polimere, saj njihova prisotnost vodi do oja¢anja hidrofobnih
interakcij, ki so ugodne za kompleksacijo. Ravnotezje med tema
dvema nasprotujo¢ima si vplivoma bo dolocalo, kako se bo polimerni
sistem v raztopini odzval na prisotnost ionov z majhno molekulsko
maso.

Budtova s sodelavci (4) je poro¢al, da povec¢anje ionske mo¢i medija
zaustavi kompleksacijo poliakrilne kisline (PAA) s polivinilalkoholom
(PVA) in hidroksietilcelulozo (HEC) (4). Chen in Morawetz (4) sta
demonstrirala, da dodatek NaCl zmanjsa intenziteto interakcij med
PAA in polivinilpirolidonom (PVP) in polietilenoksidom (PEO).
Sivadasan in sodelavci (4) so odkrili, da povec¢anje ionske moci vodi
do znizanja pH-ja, pri katerem pride do interpolimernih interakcij med
PAA in poliakrilamidom z modificiranimi pireni. Staikos in sodelavci (4)
pa so pokazali, da prisotnost NaBr v raztopini pospeSuje tvorbo
polikompleksa med PAA in PEO.

Ce povzamemo, v literaturi lahko najdemo precej nasprotujoda si
mnenja o vplivu ionske moc&i oziroma ionov na interpolimerno
kompleksacijo (4).

4.4 Vpliv medija
Tekmovanije polimer-polimer interakcij z interakcijami polimer-topilo je
odlocilni dejavnik, ki vpliva na kompleksacijo v raztopinah.

V studiji avtorjev (9) so preucevali vpliv medija za kompleksacijo
PVEEG-PAA (polivinileter etilenglikola — poliakrilna kislina). Preskusali
so vodo, etanol in njuni mesanici. Ugotovili so, da je v vodnih
raztopinah konformacija molekul IPC stabilizirana z hidrofobnimi
interakcijami nepolarnih skupin (slika 4(A)).

Nasprotno pa so v alkoholnih raztopinah hidrofilni IPC fragmenti
povezani z intermolekularnimi vodikovimi vezmi in alkoholne molekule
solvatirajo hidrofobne dele polimerov (slika 4(B)). Zato lahko
kompleksi nastanejo tako v vodi kot v etanolu, imajo pa seveda
razlicne povrSinske lastnosti. V zmeseh vode in alkohola pa naj bi
so¢asna solvatacija hidrofilnih skupin z vodo in hidrofobnih skupin z
alkoholom vodila do razvitja IPC (slika 4(C)). V dolo¢enih razmerjih
vode in etanola se kompleksi ne tvorijo, ker so interakcije polimer-
topilo mo¢nejse od polimer-polimer interakcij (9).
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Slika 4. MoZne IPC strukture PVEEG-PAA IPC v vodi (A), alkoholu (B)
in njihovih mesanicah (C). Molekule vode in alkohola so
oznadene z W oziroma A. Crni krogci predstavljajo hidrofilne
skupine. Obarvano obmocje oznacuje hidrofobne interakcije

(A) (9).

Figure 4. Possible IPC structures of PVEEG-PAA IPCs in water (A),
alcohol (B) and their mixture (C). Molecules of water and
alcohol are indicated as W and A respectively. Black
circles indicate the hydrophillic groups. The field area
indicates the hydrophobic interactions (A) (9).

(] (] [ X ]
5 Parametri karakterizacije
IPC-jev
Kot smo ze omenili se lahko IPC-ji bistveno razlikujejo v svojih
lastnostih od izhodnih (osnovnih) polimerov. Parametri s katerimi
lahko vrednotimo oziroma dokazujemo nastanek interpolimernega
kompleksa so lahko naslednii:
e Viskoznost in motnost (2);
e Temperatura steklastega prehoda (11);
e Sila nabrekanja (12)
e Natezna trdnost (1);
e Slike elektronskega mikroskopa (13);
e ATR-FTIR spekter (14);
e NMR (13)
e Povrsinska energija (15);
e Sproscanje zdravilnih ucinkovine iz ogrodja interpolimernga
kompleksa (16)
e Stabilnost (10)
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6 Primeri IPC v farmaceviskih
oblikah

6.1 Trdne disperzije z vgrajenim

fenacetinom
Proucevali so vpliv vgradnje fenacetina (FEN) v IPC na spro$¢anije iz
zrne, narejenih iz trdnih disperzij. Za izdelavo trdnih disperzij so
uporabili ¢ist PEO (polietilenoksid) razlicnih molekulskih mas ter CP
(karboksivinil polimer). Med njima lahko v ustreznih pogojih pride do
nastanka IPC zaradi tvorbe vodikovih vezi med etersko skupino PEO in
karboksilno skupino CP.

Profil spros¢anja Cistega fenacetina in fenacetina iz zrnc trdnih disperzij
(IPC) z razli¢nimi molekulskimi masami PEO je prikazan na sliki 5.

Iz slike je razvidno, da je sprosc¢anije iz trdnih disperzij in kompleksov
pocasnejSe kot spro$€anje samega Cistega fenacetina. Razvidno je
tudi, da je sproscanije iz trdnih disperzij odvisno od molekulske mase
uporablienega PEO v IPC, s c&imer lahko uravnavamo kinetiko
spro$¢anja. Vpliv molekulske mase PEO na sproscanje fenacetina iz
IPC lahko vidimo na sliki 6.

T, fenacetina iz trdnih disperzij se je poviSeval s povecevanjem
molekulske mase PEO do MM 35000. Z nadaljnim vec&anjem
molekulske mase se je T, znizeval.

Mozen vzrok, da se z nadaljnim povecevanjem mase PEO spro$¢anje
ni dodatno upocasnjevalo je v manjsi stopnji kompleksacije. S
povecevanjem molekulske mase PEO nad 35000 se je namre¢
efektivna specifi¢na povrsina PEQ, ki je zmoZna tvorbe vodikovih vezi s
CP, zmanjSala zaradi so¢asnega navijanja in zapletanja verig PEO (5).

1001

-----------

- w

Sproscena ucinkovina [%o]

Cas [min]

Slika 5. Vpliv molekulske mase PEO na profile spros¢anja fenacetina
(FEN) iz PEO-CP trdnih disperzij (IPC). Crtkana &rta
oznacuje profil raztapljanja cistega FEN. Trdne disperzije
(molekulska masa PEQO: @, 2000; ¢, 3000; ¢, 8200; ~7,

10 750; ¥, 20 000; 0, 35 000; M, 135 000; ., 700 000;
A, 4500 000) (n =3)(3).

Figure 5. Effect of molecular weight of PEO on release profiles of
phenacetine (FEN) from PEO-CP solid dispersions (IPC).
The dotted line: dissolution profile of pure FEN. Solid
dispersions (the molecular weight of PEO: @, 2000, 9,
3000; ¢, 8200;7, 10 750; ¥, 20 000; O, 35 000;
W, 135 000; 1, 700 000; A, 4 500 000) (n = 3) (3).
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Slika 6. Vpliv molekulske mase PEO na T, fenacetina (FEN) iz IPC
med PEO in CP (n = 3) (5).

Figure 6. Effect of molecular weight of PEO on T, phenacetine
(FEN) from IPC of PEO and CP (n = 3) (5).

6.2 Mukoadhezivne mikrosfere z
vgrajenim klaritromicinom ali

amoksicilinom
Ugotovljeno je bilo, da ima poliakriina kislina (PAA) dobre
mukoadhezivne lastnosti. Le-te ohrani tudi v IPC, ki ga tvori s
polivinilpirolidonom (PVP) preko vodikovih vezi. Topnost PAA-PVP
kompleksa se v raztopinah zmanj$a in pride do oboritve.

Preko tvorbe IPC je mozna tudi izdelava mikrosfer. Vanje so vgrajevali
klaritromicin in amoksicilin, da bi dosegli podalj§ano sprosc¢anje.
Ucinkovitost vgradnje klaritromicina v IPC mikrosfere je bila vi§ja kot v
primeru amoksicilina (17).

Hitrost spro$¢anja amoksicilina, vgrajenega v kompleksne mikrosfere,
je bila vec€ja od hitrosti spro$€anja vgrajenega klaritromicina pri vseh
preucevanih pH-jih (slika 7). Spros¢anje amoksicilina je bilo skoraj
povsem pH neodvisno, medtem ko je bila hitrost spros¢anja
klaritromicina od pH odvisna (pri pH 4,0 je bilo spros$¢anje

(A) (B)
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Slika 7. Spro$c¢anje amoksicilina (A) in klaritromicina (B) iz PAA/PVP
IPC mikrosfer pri pH: O, 2,0; ®, 2.0 (podatki popravijeni zaradi
degradacije ucinkovine), &, 4,0, ¥, 6,8 pri 37 °C (n=3) (17).

Figure 7. Release of amoxicillin (A) and clarithromycin (B) from the
PAA/PVP complex at pH: O, 2,0, ®, 2.0 (data corrected for
degradation of active substance); A, 4,0; ¥, 6,8 at 37°C
(n=3) (17).

pocasnejSe v primerjavi s pH 2,0, pri pH 6.8 pa hitrejSe, kar avtorji
(17) razlagajo z vecjim vplivom ogrodja). V vseh primerih je bilo
spro$¢anje ucinkovin iz kompleksnih mikrosfer PAA-PVP pocasnejse
glede na spro$c¢anje iz mikrosfer, narejenih le iz PVP, kar pa na grafih
(slika 7) ni prikazano (17).

6.3 Zveiljive tablete z vgrajenim

ibuprofenom
Za zvedljive tablete je zelo pomembno, da so dobrega okusa. S tem
namenom so pripravili zvecljive tablete iz IPC med PVAP in PVP. Vanj
so s koprecepiatcijo vkljucili ibuprofen kot modelno ucinkovino ter
tako dobili zrnca.

Slike posnete z elektronskim mikroskopom (slika 8) kazejo, da se Cist
ibuprofen nahaja v obliki podolgovatih kristalov, zrnca polimernega
kompleksa z ibuprofenom pa so v obliki agregatov.

Zrnca ibuprofena v IPC so nato stisnili v tablete. Izkazalo se je, da je
trdnost teh tablet nekoliko nizja kot trdnost tablet z ibuprofenom,

(B
Slika 8. SEM slike Cistega ibuprofena (A) ter ibuprofena v zrncih
polimernega kompleksa (B) (18).

Figure 8. SEM pictures of pure ibuprofene (A) and ibuprofene in
granules of polymer complex (B) (18).
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Tabela 1. Sestava Zvecljivih tablet z ibuprofenom (18).
Table 1. Compositions of chewable ibuprofen tablets (18).

Sestava tablet

Sestavina I 1 i v %
Ibuprofen 200 mg 200 mg 200 mg 200 mg -
PVP-PVAP kompleks - - - - 512 mg™*
PVP - 312mg - - -
PVAP - - 312 mg - -
PVAP:PVP**(2:1) - - - 312 mg -
Aroma visnje 156 mg 156 mg 156 mg 156 mg 156 mg
Laktoza 162 mg - - - -
Koruzni skrob 150 mg - - - -
Masa tablete 668 mg 668 mg 668 mg 668 mg 668 mg
Trdnost (kp) 57 >20 18 >20 7.1

* Pripravijeno z metodo vlaZne granulacije, ** Vsebnost ibuprofena bila 200 mg, **** Fizikalna zmes

vgrajenim v druge pomozne snhovi (tabela 1), vendar §e venomer
ustrezna.

Izdelane tablete so imele poleg ostalih ustreznih tehnoloskih
parametrov tudi dober okus v ustih, kar je bil namen Studije. Pri
preu¢evanju sproséanja ibuprofena iz tako dobljenih tablet so
ugotovili, da je pri pH 1,2 spro$¢anje minimalno (2 % v 3 urah), pri pH
7,4 pa je bilo spro$€anje nekoliko poCasnejSe kot pri ostalih
preskusanih tabletah. To pomeni, da je uporaba IPC med PVAP in
PVP potencialno ustrezna za pripravo zrnc z dobrim okusom za
izdelavo zvecljivih tablet (18).

7 Prihodnost IPC-jev?

Interpolimerni kompleksi predstavljajo alternativne pomozne snovi za
farmacevtske oblike z nadzorovanim spro$¢anjem. Njihov pomen bo
v prihodnosti zagotovo nara$c¢al. Za zdaj je pri njihovem uveljavljanju
omejujoce ugotavljanje vseh dejavnikov, ki na interpolimerno
kompleksacijo vplivajo ter iskanje najugodnejSih kombinacij polimerov
in njihovih razmerij.

Prav tako je relativno slabo raziskano njihovo obnasanje v fizioloskih
(in vivo) pogojih, kjer imamo soc¢asen vpliv vecih dejavnikov
(temperatura, ioni, povrsinsko aktivne snovi, ...). Ker stabilnost
kompleksov vpliva na sproscanje, bi potencialno lahko prislo tudi do
t.i. dose dumpinga v primeru prehitrega spro$¢anja.

Danes obstajajo tudi Ze racunalniSki modeli napovedovanja
optimalnih interakcij med polimeri z namenom ugotavljanja Zelene
kombinacije zmesi polimerov za tvorbo ustreznega interpolimernega
kompleksa.

Eksperimentalni modeli in molekulski (racunalniski) modeli se
zaenkrat razlikujejo v enem bistvenem aspektu: v molekulskem
modelu se polimerne verige nahajajo v »suhem« okolju, medtem ko
eksperimentalni model vklju€uje tudi vpliv topila. Zavedati se moramo,
da bi vklju€itev molekul topila v simulacijo precej povecala stroske in
¢as izraCunavanja. Pomembna razlika med simulacijo in
eksperimentalnim modelom je tudi v dolzini verig polimerov. V
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racunalniski simulaciji ne uporabljajo zelo dolgih polimernih verig, saj
Zelijo obdrzati ¢as racunanja na sprejemljivem nivoju, hkrati pa zelijo
zagotoviti ustrezno mobilnost verig znotraj doloCenega Casovnega
okvirja. Seveda bi lahko uporabili tudi daljSe polimerne verige
posameznega polimera vendar bi bilo teh verig zato ustrezno manj, s
tem pa bi postal sistem manj realen (19).

Za razmahnitev uporabe IPC bo torej nujna uporaba racunalniskih
modelov. Za zdaj pa se bolj ali manj zanasamo na eksperimentiranje.

[ ]
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Zdravljenje bakterijskih okuzb z bakteriofagi

Zdravljenje bakierijskih okuib
z bakieriofagi

Bacteriophage therapy

Tomaz Bratkovi¢, Andrej Prezel;

Povzetek: |deja o uporabi bakteriofagov za zdravljenje okuzb, povzro€enih z bakterijskimi patogeni, je stara ze skoraj stoletje. Nerazumevanje
biologije bakteriofagov in pomanjkanje nadzorovanih klini¢nih raziskav, predvsem pa odkritje antibiotikov, so bakteriofagno terapijo po
zaCetnem zagonu v zahodnih drzavah pahnile v pozabo. Vse bolj pere¢ problem odpornosti bakterijskih patogenov proti klinicno pomembnim
antibiotikom je v zadnjem desetletju obudil zanimanje za bakteriofagna zdravila. Znanje, ki je rezultat sodobnih raziskav, ponuja realno moznost
novih terapevtskih pristopov in odpira tudi nekatera povsem nova podroc¢ja uporabe bakteriofagov.

Kljuéne besede: bakterijske okuzbe, bakteriofagi, antibiotiki, encibiotiki

Abstract: The use of bacteriophage for combating bacterial infections was proposed almost a century ago. However, after the initial enthusiasm
the idea quickly faded in the West with the discovery of antibiotics, accompanied by lack of phage biology understanding and insufficient proof
of therapeutic efficacy of bacteriophage medicines due to inappropriately designed clinical trials. Today, as we are faced with accelerating
emergence of bacterial resistance to antibiotics, the idea of bacteriophage-based drugs was brought back to life. Knowledge gathered over all
these years offers a solid foundation on which to build new therapeutic approaches and develop alternative areas of bacteriophage application.

Keywords: bacterial infections, bacteriophages, antibiotics, enzybiotics

(virion) zgrajen iz osrednje nukleinske kisline, ki jo obdaja proteinski
plas¢ (3). Praviloma so bakteriofagi glede na gostitelja ne le vrstno,
temveC pogosto celo sevno visoko specificni. Primarni dejavnik, ki
dolo¢a gostiteljsko specifiénost, so povrsinske strukture na
bakterijskih celicah, po svoji naravi proteini ali ogljikovi hidrati. Le-te
bakteriofag izkoris¢a kot receptorje za pritrditev na bakterijo (3, 5).
Skladno s heterogenostjo bakteriofagov imajo ti tudi nadvse razlicne
zivljenjske cikle. V sploSnem lo¢imo liticne (virulentne) in lizogene
(temperatne) bakteriofage (slika 1).

1 Bakierijski virusi

Bakteriofagi (krajse: fagi) so preprosti virusi, ki se razmnozujejo
izklju¢no v bakterijskin celicah. Odkril jih je francosko-kanadski
mikrobiolog Félix d’Herelle. Pri svojih raziskavah je opazil, da so v
nekaterih bakterijskih kolonijah na agarnem gojis¢u prisotna drobna
podrocja, kjer bakterije ne uspevajo. Pri prenosu takih kolonij v
bakterijsko kulturo v tekoCem gojiScu je ze v nekaj urah opazil, da je
priSlo do odmrtja vseh bakterij in posledi¢no do zbistritve gojisca.
Sklepal je, da je vzrok mikroorganizem, ki se kot zajedalec »hrani« z
bakterijami — od tod izhaja tudi ime bakteriofag (gr§ko »tisti, ki jé
bakterije«). Enak pojav (naknadno poimenovan Twort-d’Herelle-ov
fenomen) je pred d’Herelle-om opisal angleski bakteriolog Frederick
Twort, a je delovanje zmotno pripisal za bakterije toksi¢nemu
proteinskem dejavniku (1, 2).

2 Zgodovina zdravijenja
bakterijskih okuilo z
bakteriofagi

d'Herelle je svoje poskuse iz laboratorija kmalu prenesel na zivali.
Glede na njegova navajanja mu je uspelo mo¢no omejiti epidemijo
bakterijskega gastroenteritisa med koko$mi, tako da jim je v hrano
dodajal bakteriofage, specificne za bakterijo Salmonella gallinarum.
UspeSen naj bi bil tudi pri zajezitvi epidemije hemoragi¢ne
septikemije pri vodnih bivolih, katerim je bakteriofage, specificne za
bakterijo Pasteurella multocida, injiciral intravensko (7). Poskuse je

Fagi so v naravi prisotni skoraj povsod. Najdemo jih v slanih in sladkih
vodah, v prsti, v hrani in tudi v pitni vodi. V prebavnem traktu zivali in
Cloveka predstavljajo pomemben del normalne gastrointestinalne
flore. Ocenjujejo, da je njihovo celokupno $tevilo reda velikosti 10°7,
kar je priblizno desetkrat vec¢, kot je velikost celokupne svetovne
bakterijske populacije (3, 4).

Genetsko so bakteriofagi izjemno heterogena skupina. Pri najmanjsih
tvorijo genom vsega Stirje geni, dedni material najvecjih pa gradi tudi
do stiristo genov. Genska informacija je prisotna bodisi v obliki
enoverizne ali dvoverizne RNA oziroma DNA, v linearni ali cikli¢nimi
obliki. Ne glede na morfoloSko pestrost oblik je vsak virusni delec

nato nadaljeval §e na sebi, ¢lanih druzine in sodelavcih. Opogumljen
z rezultati je d’Herelle poskusil tudi z zdravljenjem okuzb pri bolnikih.
Stevilna poro&ila pri¢ajo, da je bilo mogo&e v dobi pred odkritiem
antibiotikov z d’Herelle-ovo metodo odpraviti prej neozdravljive
bolezni bakterijskega vzroka, kakréne so bubonska kuga, krvave grize

dr. Tomaz Bratkovi¢, mag. farm., Fakulteta za farmacijo, UL, ASkerceva 7, 1000 Ljubljana, Slovenija
dr. Andrej Prezelj, mag. farm., Lek farmacevtska druzba d.d., Verovskova 57, 1526 Ljubljana, Slovenija
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Primerjava liticnega (levo) in lizogenega cikla (desno) (prirejeno po 6). Nekateri bakteriofagi so stabilno /iticni in svoje DNA ne
vgrajujejo v genom gostiteljske bakterije. Bakteriofag po okuzbi bakterije izkoriS¢a celicne mehanizme za pomnozevanje lastnega
genoma in sintezo strukturnih proteinov ovojnice. Nazadnje bakteriofag izzove smrt celice in pomnozeni virusni delci se sprostijo iz
lizirane bakterije. Lizogeni bakteriofagi svoj dedni material vgradijo v genom gostiteljske celice (tak latentni bakteriofag imenujemo
profag), ki se tako prenasa na vse hcerinske bakterije, nastale z vegetativno delitvijo okuzene celice. Ob indukciji profag izstopi iz
bakterijskega genoma (obcasno »odnese« s seboj tudi del bakterijskega genoma in ga naknadno vgradi v genom nove gostiteljske

celice; proces imenujemo transdukcija). Bakteriofag nato vstopi v t. i. liti¢ni cikel, pri tem nastajajo novi bakteriofagi.

Figure 1. Comparison of lytic (left) and lysogenic cycle (right) (6). Some phages are stably lytic and do not integrate their DNA into hosts’
genomes. Upon infecting the bacterium phage uses the cell’s mechanisms to replicate the viral genome and produce capsid
proteins. Multiplied virions are released from bacterium through cell lysis. Lysogenic phages, on the other hand, integrate their
genetic material into host cells’ genomes (such dormant phages are called prophages) and are thus transferred to all daughter
cells (bacterial clones). Following induction, prophage enters the lytic cycle, forming new virions. Sometimes a lysogenic phage
transfers parts of old host genome to newly infected bacteria in a process known as transduction.

in kolera (1, 7). Tako imenovana bakteriofagna terapija je postala v
dvajsetih letih prejSnjega stoletja zelo popularna, sam d’Herelle pa naj
bi si prisluzil celo nominacijo za Nobelovo nagrado za medicino (8).

Do stiridesetih let prejSnjega stoletja je ve¢ farmacevtskih podijetij v
Franciji in Zdruzenih drzavah Amerike trzilo zdravila, ki so vsebovala
bakteriofage, vendar pa je splet okolis¢in (odkritje betalaktamskih
antibiotikov), kot tudi nepoznavanje rokovanja s pripravki botrovalo
negativnim odzivom Sveta za farmacijo in kemijo (Council on
Pharmacy and Chemistry) uglednega AmeriSkega zdravniSkega
zdruzenja (American Medical Association). Oc¢itki novi tehnologiji so
leteli predvsem na pomanjkanje ustrezno izvedenih klini¢nih raziskav,
ki bi nedvoumno potrjevale ucinkovitost bakteriofagnih zdravil (2, 7).

V nasprotju z Zahodom se je uporaba bakteriofagov v Vzhodni Evropi
ohranila vse do devetdesetih let prejSnjega stoletja. Najvecja centra
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bakteriofagne terapije sta aktivna Se danes. V Wroctawu deluje
Hirszfeldov institut za imunologijo in eksperimentalno terapijo, v
Thilisiju pa Eliavin institut za bakteriofage, mikrobiologijo in virologijo
(slednjega je soustanovil sam d’Herelle). Sovjetski in poljski zdravniki
so porocali 0 80-90 % uspesnosti v boju s trdovratnimi bakterijskimi
patogeni, pogosto odpornimi proti razlicnim skupinam antibiotikov.
Zahodni svet je obdrzal znanstveno sporno, politicno motivirano
odklonilno stali§¢e do bakteriofagne terapije, verjetno tudi zaradi
nedostopnosti novejSe znanstvene literature in nacelnem zavracanju
vsega sovjetskega (1, 5, 7). Kot zanimivost naj omeniva, da so Se v
sedemdesetih letih prej$njega stoletja pod pokroviteljstvom Svetovne
zdravstvene organizacije (WHO) v Pakistanu potekale klini¢ne
raziskave, v okviru katerih so potrdili primerljivo ucinkovitost
zdravljenja kolere s tetraciklinskimi antibiotiki in visokimi odmerki
bakteriofagov, danim per os (7).



Zdravljenje bakterijskih okuzb z bakteriofagi

3 Sodoben pogled na
bakteriofagno terapijo

Bakteriofagna terapija, v svojih zacetkih skrajno revolucionarna
tehnologija, je bila za tedanji svet pred svojim ¢asom. Takratno znanje
s podroc¢ja mikrobiologije in medicine je ni dohajalo, zato je bila njena
terapevtska vloga in trzna uveljavitev vnaprej obsojena na neuspeh.
Poleg tega je ob uvedbi antibiotikov v klini€no prakso sprva kazalo na
dokon¢no zmago CcClovestva nad patogenimi bakterijami in o
alternativnih metodah zdravljenja bakterijskih okuzb niso razmisljali.

Danes je potreba po alternativnin zdravljenjin okuzb velika. Ena od
moznih resitev je identifikacija novih tar¢ in razvoj protimikrobnih
uc¢inkovin z novimi mehanizmi delovanja, torej kemoterapevtikov, proti
katerim bakterije e niso odporne. Se vedno veliko viagajo tudi v
razvoj zaviralcev bakterijskih proteinov, ki so nosilci odpornosti.
Nekatere tak$ne ucinkovine so ze ucinkovita podpora uveljavljenim
antibiotikom. Na drugi strani sta napredek v poznavanju biologije
bakteriofagov ter razvoj biomedicinskih tehnologij v zadnjem
desetletju  omogocila ponovno  znanstveno  ovrednotenje
bakteriofagne terapije. Primerjavo lastnosti antibiotikov in
bakteriofagov kot protibakterijskih zdravil podaja preglednica 1.

Trenutno je v svetu le nekaj deset manjsih in srednje velikih
biotehnoloskih podijetij, ki predstavljajo prvi val razvoja tehnologij za
uporabo bakteriofagov v humani in veterinarski medicini, poljedelstvu
in prehrambeni industriji (9). V nadaljevanju predstavljava pogled na
bakteriofagno terapijo skozi o¢i sodobne znanosti vklju¢no z
nekaterimi novimi koncepti in biotehnoloskimi pristopi v nacrtovanju
protimikrobnih (bakteriofagnih) zdravil prihodnosti.

3.1 Klasiéna bakteriofagna terapija

Eticni standardi biomedicinskih raziskav v danasnjem Casu so
neprimerljivi s tistimi z zaCetka 20. stoletja, ko je d’Herelle pricel z
uvajanjem bakteriofagne terapije. Takd zavedanje o podrobnem
dogajanju med bakteriofagovim zivljenjskim ciklom in potencialnim
imunskim odzivom, ki bi utegnil spremljati vnos bakteriofagov v
organizem, vzbuja Stevilne tehtne pomisleke o varnosti bakteriofagnih
zdravil. A z danasnjim znanjem zagovorniki bakteriofagne terapije
lahko kritikom in skeptikom ponudijo sprejemljive resitve.

Osnovna zahteva za zagotovitev varnosti bakteriofaga kot zdravila je,
da izberemo vrsto, ki je stabilno liticna in ne prenada genetskega
materiala s transdukcijo med bakterijami (glej tudi sliko 1). Lizogeni
bakteriofagi niso zgolj manj ucinkoviti, temve¢ ob njihovi uporabi
obstaja tudi nevarnost horizontalnega prenosa antibioti¢ne
odpornosti, bakterijskih toksinov in virulentnih dejavnikov. Pri tem se
lahko prej nenevarni bakterijski sevi pretvorijo v patogene.
Transdukcija je sicer mozna tudi pri liti€nih bakteriofagih, a je precej
manj verjetna (3, 10). Z dologitvijo nukleotidnega zaporedja fagnega
genoma in naknadno bioinformatiéno analizo je pred nacrtovano
uporabo dolo¢enega bakteriofaga smiselno preveriti, ali so v genomu
prisotni geni, ki kodirajo znane alergene, toksine in virulentne
dejavnike (3). Endotoksine, ki izvirajo iz liziranih gostiteljskih celic, v
katerih pomnozujejo bakteriofage v bioreaktorjih, je z modernimi
separacijskimi tehnikami, kot sta ultracentrifugiranje in ionsko-
izmenjevalna kromatografija, mogoce ucinkovito odstraniti (3). Pri
sterilizaciji bakteriofagnega zdravila je potrebno izbrati metode, ki

zagotavljajo ohranitev infektivnosti bakteriofagov, in validirati pogoje
shranjevanja (6). Vsekakor pa je najpomembneje preveriti u¢inkovitost
bakteriofaga kot bakteriolitika na Zivalskem modelu bakterijske
okuzbe, saj se posamezne bakteriofagne vrste v pogojih in vivo
obnasajo razli¢no (6). Skurnik in sod. (6, 11, 12) so ugotovili, da
bakteriofaga PY100 in ¢ YeO3-12, dana misim per os (v neodvisnih
raziskavah), ne zascitita zivali pred naknadno izzvano okuzbo z
bakterijo Yersinia enterocolitica, Ceprav so v kulturah in vitro opazili
popolno lizo bakterij. Drugi raziskovalci porocajo o visoki u¢inkovitosti
svojih bakteriofagov, ki so statisticno znacilno zmanjsali umrljivost pri
miSih po intraperitonealnem injiciranju v ¢asu do 5 ur po okuzbi z
virulentnima  bakterijama  Enterococcus  faecium (13) in
Staphylococcus aureus (14).

Farmakokineti¢ne lastnosti bakteriofagov niso primerljive s klasi¢nimi
ucinkovinami. Praviloma se zadrzujejo in pomnozujejo na samem
mestu okuzbe le v prisotnosti gostiteljske bakterije, kar je s
terapevtskega in toksikoloSkega vidika ugodno, znizuje pa tudi
potrebo po veckratnem odmerjanju (1, 7). Po intravenskem dajanju se
bakteriofagi razporedijo v vecino organov, kar omogoca njihovo
uporabo za razli¢ne tipe infekcij. Zanimivo je, da se (vsaj nekatere
vrste) kljub precejsnji velikosti uc¢inkovito absorbirajo iz prebavnega
trakta in prehajajo celo v urin (4). Iz organizma se pospe$eno
odstranjujejo, za kar je pretezno odgovoren retikuloendotelijski
sistem. Nekateri bakteriofagi so dokazano imunogeni in izzovejo
tvorbo nevtralizacijskih protiteles (4). Slednja za uspe$nost
bakteriofagne terapije naj ne bi bila omejujo¢ dejavnik, saj je kinetika
bakterijske lize veliko hitrejSa kot humoralni imunski odziv (1), vendar
so poskusi zdravljenja ponovne okuzbe z isto vrsto bakteriofaga manj
uspesni. O zanimivem odkritju poro¢ajo Merrill in sod. (15). Razvili so
metodo za izolacijo razli¢ic bakteriofagov, ki jih imunski sistem ne
prepozna. MiSim so intraperitonealno injicirali enterofag A, ga po
doloCenem Casu izolirali iz odvzetih vzorcev krvi, pomnoZili in vitro v
kulturah mutatorske bakterije Escherichia coli in o¢is§¢ene ponovno
injicirali poskusnim zivalim. Po desetih krogih tak$ne selekcije in vivo
(¢as pred odvzemom vzorcev krvi so postopoma podaljSevali) in
pomnozevanja in vitro so uspeli izolirati bakteriofagni klon, na
katerega se misji imunski sistem ni odzival in je bil zato uspesnejsi pri
odpravljanju ponovno povzro¢enih okuzb. Rezultat pojasnjujejo z
mutacijo antigenskih determinant na bakteriofagni ovojnici.

Tezave pri prakticni uporabi bakteriofagnih zdravil bi zaradi
gostiteljske specifi¢nosti utegnila povzroc¢ati potreba po hitri in toc¢ni
etioloski diagnostiki — identifikaciji vrste in seva patogena. To nekdaj
zamudno in pogosto nemogo¢o nalogo je mogoCe premagati s
sodobnimi tehnologijami, kaksni sta DNA-mikromreze ali verizna
reakcija s polimerazo (PCR) (3). V preteklosti so posku$ali dosedi Sirsi
spekter delovanja bakteriofagnih zdravil s pripravo kombinacije
razli¢nih bakteriofagov, ki so lizirali ve¢ino sevov nekega patogena, t.
i. fagnih koktejlov. Po drugi strani so smiselne tudi kombinacije
razliénih bakteriofagov, ki imajo skupnega gostitelja, saj je verjetnost,
da bi patogen razvil odpornost proti vsem, zanemarljiva. Pri razvoju
potencialnih bakteriofagnih zdravil se bo potrebno omeijiti le na tiste
patogene, ki predstavijajo najveCje tezave in izzive za sodobno
zdravljenje (multirezistentne bakterije kot so MRSA (Staphylococcus
aureus odporen proti meticilinu), VRE (enterokoki odporni proti
vankomicinu) in Pseudomonas aeruginosa). Z vidika regulatornih
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Preglednica 1. Primerjava protibakterijskih lastnosti bakteriofagov in antibiotikov (zgornji del tabele) ter nekaterih razvojnih znacilnosti obeh vrst
zdravil (spodnji del tabele) (prirejeno po 1, 3).
Table 1. Comparison of antibacterial properties of phages and antibiotics (upper part) and some specific development issues concerning both
types of drugs (lower part of table) (1, 3).

Bakteriofagi

Antibiotiki

Opomba

So glede na gostitelja vrstno/sevno
specifiéni, zato je verjetnost sekundarnih
okuzb manjsa.

Vplivajo tudi na normalno bakterijsko floro,
kar lahko vodi v sekundarne
(npr. gliviéne) okuzbe.

Hitra mikrobioloSka diagnostika je predpogoj
za uspesdno izbiro protimikrobnega zdravila,
kar v primeru visoko specifi¢nih bakteriofagov
lahko obravnavamo tudi kot pomanjkljivost.

Se pomnozujejo na mestu okuzbe
in se sicer hitro odstranijo iz organizma.

Telo jih presnavlja in izloca. Ne zadrzujejo se
samo na mestu okuzbe.

Teoreti¢no zadostuje en sam odmerek
bakteriofagnega zdravila. Po preboleni bolezni
fagi hitro zapustijo organizem.

NovejSe raziskave opravljene na poskusnih
zivalih in zdravih prostovoljcih niso odkrile
resnej$ih stranskih ucinkov pri dajanju
bakteriofagnih zdravil.

Stevilni antibiotiki imajo stranske uginke,
npr. so alergogeni, ototoksi¢ni, nefrotoksicni,
izzovejo sekundarne okuzbe ipd.

Litiéni bakteriofagi bi lahko izzvali septi¢ni

8ok zaradi obsezZne lize bakterijskih celic,

pri ¢emer se sprostijo endotoksini. Bakteriofagi
sicer so imunogeni, vendar se praviloma Se pred
pojavom nevtralizacijskih protiteles odstranijo

iz organizma. Ob ponovni okuzbi je
bakteriofagna terapija z isto vrsto bakteriofaga
manj ucinkovita.

Razvoj odpornosti patogene bakterije

proti eni vrsti bakteriofaga

ne predstavlja nevarnosti, saj ostane bakterija
obcutljiva na druge bakteriofage.

Razvoj odpornosti proti antibiotiku ni omejen
na patogene bakterije in se lahko prenasa
med razli¢nimi bakterijskimi vrstami.

Antibiotiki vrsijo selekcijski pritisk na Sirok
spekter bakterijskih vrst, tako patogene kot tiste,
ki so del normalne flore.

Odkrivanje oz. izolacija novih baktreiofagov
je relativno hiter (nekaj tedenski) in cenovno
ugoden proces.

Razvoj novega antibiotika je zamuden in
predvsem finanéno izjemno zahteven proces
(10-12 let).

Bakteriofagi so se vec¢ kot tri in pol milijarde let
razvijali skupaj z gostiteljskimi bakterijami,
zato je zelo verjetno, da je mogoce odkriti

oz. izolirati »nove« bakteriofage, ki napadajo
bakterijske celice, odporne proti dolocenim
vrstam bakteriofagov ali antibiotikov.

Pricakovane so tezave pri poskusu registracije
bakteriofagnih zdravil, posebej pri zmeseh

ve¢ bakteriofagov z razliéno specifi¢nostjo,

ki bi u¢inkovali proti 8irSemu spektru bakterij
(bakteriofagni koktejli), in potrebnih zamenjavah
aktivnih bakteriofagov pri nastopu bakterijske
odpornosti.

Smernice/pogoji za registracijo novih antibioti¢nih
zdravil so dobro definirani.

Regulatorni organi (e) ne ponujajo smernic za
registracijo bakteriofagnih zdravil.

Bakteriofagna zdravila so problemati¢na

z vidika intelektualne lastnine in patentne zascite.

ZasCita intelektualne lastnine v primeru
antibiotikov in antibioti¢nih zdravil naceloma
ni sporna.

V/ Vzhodni Evropi je bakteriofagna terapija
neprekinjeno v uporabi vec kot 80 let,

kar onemogoca patentiranje zaradi pomanjkanja
novosti (prior art). Patentna za$¢ita gensko
spremenjenih bakteriofagov in terapevtskih
pripravkov z bakteriofagi ni sporna.

Pripravki z bakteriofagi zahtevajo posebne
pogoje shranjevanja za ohranitev infektivnosti
bakteriofagov.

Antibiotiki so fizikalno-kemijsko stabilni,
zdravila imajo zato relativno dolg rok uporabe.

Nekatere vrste bakteriofagov so obcutljive na
nizko, druge na visoko temperaturo. Nekatere
vrste izkazujejo dobro stabilnost kot liofilizati
(> 1 leto pri sobni temperaturi).
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organov je uporaba variabilnih  bakteriofagnih  mesanic
nesprejemljiva, saj za vsako kombinirano zdravilo zahtevajo lo¢eno
izvedbo klini€nih Studij za posamezne ucinkovine (10). S tem
povezani astronomski stroski razvoja bakteriofagnih zdravil in
problemati¢na zascita intelektualne lastnine vsaj zaenkrat odvracata
vecja farmacevtska podjetja od vlaganj v razvoj te skupine zdravil.

3.2 Gensko spremenjeni bakteriofagi
Baktriofagi  imajo kot bakterioliticne uc€inkovine  Stevilne
pomanijkljivosti. Razvoj omnipotentnega oz. Sirokospektralnega
bakteriofaga s tehnologijo rekombinantne DNA je le malo verjeten (3).
Kljub temu ostaja nakaj upanja za razvoj bakteriofaga, ki bi uspesno
prepoznal vecino sevov nekega patogena. Doloceni bakteriofagi
namre¢ svoj genom Vv gostiteljsko bakterijo vnesejo tako, da s
posebnimi encimi vanjo »zvrtajo« luknjo (6). Bakteriofag, ki bi v
genomu vseboval zapise za veC hidrolaz, ki bi bile sposobne
razgraditi razli¢ne povrSinske strukture na bakteriji, bi tako izkazoval
SirSi antibakterijski spekter delovanja.

Stevilni kritiki bakteriofagne terapije se bojijo septinega $oka, ki bi
utegnil nastopiti ob sprostitvi endotoksinov pri obsezni bakterijski lizi
(pojav je dokumentiran tudi pri uporabi antibiotikov). Poleg tega bi
visoka lokalna koncentracija novonastalih bakteriofagov sama lahko
sprozila imunsko reakcijo (10). Matsuda in sod. (16) so zato razvili
bakteriofag z okvarjenim liticnim sistemom. Bakteriofag je v misjem
modelu sepse okuzil bakterije E. coli, se v njih pomnozeval in
povzrocil bakterijsko smrt, a ni izzval lize. Ucinkovitost bakteriofagne
terapije je bila celo vi§ja kot pri uporabi betalaktamskega antibiotika.
Hagens in Blasi (17) sta pripravila dve razlicici gensko
spremenjenega nitastega bakteriofaga M13 (vrste, ki sicer ni
baktericidna). V genom mati¢nega bakteriofaga sta vgradila gen za
endonukleazo (encim, ki prepozna dolo¢ena nukleotidna zaporedja in
cepi dvoverizno DNA) ali holin (protein, ki z umestitvijo v. membrano
bakterij v njej tvori pore). Ugotovila sta, da bakteriofaga in vitro
delujeta baktericidno, a je sprodCanje endotoksinov v gojis€e v
primerjavi s kulturami, okuzenimi z liti¢nimi bakteriofagi, zanemarljivo
majhno. Na podoben nacin so Westwater in sod. (18) kot dostavni
sistem za vnos genov, kodirajocih specificne antibakterijske toksine,
uporabili fagmidni sistem M13, a so uspeli ucinkovitost
protibakterijskega delovanja dokazati tudi in vivo v mi§jem modelu
bakteriemije.

Nenazadnje so gensko spremenjeni bakteriofagi zanimivi tudi z vidika
patentne zascite, kar bi k razvoju bakteriofagnih zdravil utegnilo
privabiti podjetja, sposobna v raziskave vloZziti ve¢ finanénih sredstev.

3.3 Encibiotiki

Z izrazom encibiotik (skovanko iz besed »encim« in »antibiotik«)
oznac¢ujemo rekombinantne proteinske produkte bakteriofagnih
genov (t. i. lizine), ki sprozijo lizo bakterijske celice. Lizini so
hidroliticni encimi (glikozidaze ali amidaze), ki po translokaciji v
periplazemski prostor razgrajujejo peptidoglikansko celi¢no steno.
Ugotovili so, da encibiotiki delujejo baktericidno tudi z zunaje strani
celice (vsaj pri po Gramu pozitivnih bakterijah). Zal je liticni spekter
lizinov ozek, saj je pogojen s prisotnostjo specificnih ligandov
(obi¢ajno ogljikovih hidratov; ki predstavljajo vezavne epitope),
vezanih na peptidoglikansko mrezo. Lizini so dvodomenski proteini,

aktivnost obeh domen — encimske (hidroliti¢ne) in vezavne — pa je
neodvisna. Tako je mogoce s kombiniranjem razlicnih domen
pripraviti encibiotike z novo specificnostjo delovanja (19).

Encibiotiki so izjemno zanimivi kot protimikrobne ucinkovine, saj (vsaj
zaenkrat) v laboratorijskin poskusih zaporednih pasaz $e niso zaznali
razvoja bakterijske odpornosti, niti niso opazili, da bi se nanje imunski
sistem poskusnih zivali odzval s tvorbo nevtralizacijskih protiteles
(19). Fischetti in sod. so dokazali visoko ucinkovitost razli¢nih
encibiotikov proti razlicnim vrstam streptokokov in bakteriji Bacillus
antracis v pogojih in vitro in in vivo (20-23). Poseben izziv
predstavljajo bakterijski biofilmi in metabolno manj aktivne bakterijske
celice (24), ki pomembno prispevajo h kroni€nemu poteku infekcij in
so naravno odporni proti zdravljenju z antibiotiki in bakteriofagnimi
terapevtiki.

3.4 Bakieriofagi kot orodje za
identifikacijo novih protimikrobnih
taré

Bakteriofagi so obligativni znotrajceli¢ni patogeni evbakterij in so kot
taki razvili sposobnost izkoris€ati gostitelieve mehanizme za lastno
pomnozevanje. To vkljuCuje tudi oviranje Stevilnih bakterijskih
presnovnih poti, s Cimer se veCina energije usmeri v izrazanje
bakteriofagovih genov in replikacijo bakteriofagovega genoma.
Bakteriofagne proteine, ki na razli¢nih nivojih delujejo kot inhibitorji
delitve bakterijske celice, je mogocCe uporabiti pri identifikaciji in
validaciji novih protimikrobnih tar¢ ali celo pri razvoju presejalnih
testov za identifikacijo nizkomolekularnih protimikrobnih spojin s
povsem novimi mehanizmi delovanja (25, 26).

3.5 Ze uveljavljeni bakteriofagni
profilaktiki

Redki izdelki, ki kot aktivno komponento vsebujejo bakteriofage, so se
na nekaterih manj strogo nadzorovanih podrocjih uveljavili ze tudi na
Zahodu. V Zdruzenih drzavah Amerike je od leta 2005 poljedelcem na
voljo pesticid za prepreCevanje in zatiranje bakterijskin bolezni
paradiznika in paprike, povzroCenih z bakterijama Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria in Pseudomonas syringae pv. tomato (27).
Isti proizvajalec ponuja zivinorejcem tudi prsilo, ki vsebuje
bakteriofage, specifi¢ne za salmonelo (28). Namenjeno je omejevanju
prisotnosti te bakterije na kozi goveda, kar zniza verjetnost
kontaminacije mesa pri klanju. FDA je v lanskem letu odobrila celo
uporabo fagnega koktejla v obliki prila za za&¢ito pripravljenih
mesnih jedi pred kontaminacijo z nevarno bakterijo Listeria
monocytogenes (29). Edini avtorjema poznani primer uradno
registriranega bakteriofagnega zdravila je obliz iz biorazgradljivih
polimerov, impregniran z razli¢nimi bakteriofagi, ki je bil nedavno v
Gruziji odobren za zdravljenje trdovratnih koznih okuzb in okuzb
odprtih ran (2).

4 Zakljuéek

Napredki na podro¢ju biotehnologije, mikrobiologije in infektologije
omogocajo ponovno znanstveno ovrednotenje sicer skoraj stoletje
stare ideje o uporabi bakteriofagov za prepre€evanje in zdravljenje
bakterijskih okuzb. Bakteriofagna terapija — ¢etudi se neko¢ uveljavi
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kot del moderne medicine — ne bo nikoli zamenjala uporabe
antibiotikov. Slednji ostajajo preve¢ pomembni, uspesni in potrebni,
da bi popolnoma opustili njihovo uporabo. Bakteriofagi ponujajo
kvecjemu potencialno dopolnitev antibioticnega arzenala, namenjeno

zlasti

uniCevanju multirezistentnih bakterijskih patogenov, ki

predstavljajo naras¢ajoco groznjo ¢lovekovemu zdravju (5, 19).
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Svetloba, radikali in fotodinamicna terapija

Svetlobha, radikali in
fotodinamiéna terapijoa

Razsirjen povzetek predavanja na simpoziju:
Fotobiologija in bolezni ven

Slavko Pecar

1 Svetloba in nastajanje
reaktivnih snovi v kozi

Svetloba je elektromagnetno valovanje, katerega energijo opisemo
bodisi z valovno dolzino (A) ali s frekvenco (v). Energija (E) fotona
svetlobe je opredeliena z enac¢bo: E = hv ali E= hc/A, kje je h Planckova
konstanta (6,62 x 1034Js) in ¢ hitrost svetlobe v vakuumu (c=2,997 x
108 m/s). Fotoni svetlobe ali kraj$e svetloba se na povr$ini koZze lahko
odbije, lahko se v kozi absorbira ali pa potuje skozi kozo. Kateri
dogodek je prevladujoc¢ je odvisno od valovne dolzine () svetlobe in
od lastnosti koze. Elektromagnetna valovanje s kratkimi valovnimi
dolzinami (fotoni z visoko energijo) prodirajo v in skozi kozo, valovanja
z dolgimi valovnimi dolzinami pa se odbijajo in le deloma absorbirajo.

V tem prispevku se bomo omejili le na ozek del spektra
elektromagnetnega valovanja: na svetlobo z valovnimi dolzinami med
200 nm in 700 nm. To podrocje razdelimo na podrocje ultravijoli¢ne
(UV) svetlobe (od 200 do 400 nm) in na podrocje vidne svetlobe (od
400 (vijolicna) do 700 (rde¢a) nm). Samo UV podrogje Se naprej delimo
na UVA (400 — 320 nm), UVB (320 — 280 nm) in UVC podrocije (280 —
200 nm). Fotoni UVA svetlobe imajo energijo: 71 — 89 kcal/mol, UVB: 89
— 101 kcal/mol in UVC: 101 — 141 kcal/mol. Navedene energije UV
svetlobe postanejo pomembne ob dejstvu, da so energetske vrednosti
enojnih kovalentnih vezi vecine organskih spojin v obmocju: 70 - 105
kcal/mol. To pomeni, da imajo UV fotoni, Se zlasti UVB in UVC, dovolj
energije, da prekinjajo kovalentne vezi v molekulah vode, proteinov,
lipidov, nukleinskih kislin ali v drugih sestavinah koze. UV svetloba v
kozi povzroca biokemicne poSkodbe zaradi nastajanja radikalov in
posledi¢no najrazlicnejSih sekundarnih, vendar $e vedno kemi¢no
reaktivnih spojin. Poleg takojsnje vnetne reakcije so nadaljnje posledice
delovanja UV svetlobe na kozo lahko zelo razli¢ne: od pospesenega
staranja do mutacij in nastajanja rakavih celic v kozi (1).

Fotoni vidne svetlobe imajo manj energije: od 71 kcal/mol (vijolicna
svetloba) do 40 kcal/mol (rdeca svetloba). Vidna svetloba pri vecini
organskih spojin ne more neposredno prekiniti enojne vezi, lahko pa po
absorpciji povzro€a prehod posameznih komponent v kozi v razli¢na
vzbujena stanja. Lep dokaz za vpliv svetlobe na Zivo snov je fotosinteza
v zelenih rastlinah in proces gledanja pri zivalih. V vec&ini primerov
absorpcija vidne svetlobe nima Skodljivin posledic, ker se vecina
absorbirane svetlobe pretvori v toplotno energijo. Samo v posebnih
pogojih se lahko lahko zgodi, da tudi vidna svetloba lahko povzroc¢a
lokalne okvare, kar z uspehom izkori§€ajo pri fotodinamicni terapiji.

2 Radikali in singletni kisik (2,5)
Homolitska cepitev /1/ kovalentne vezi (skupen elektronski par), ki jo
povzroc¢i foton UV svetlobe z ustrezno energijo, vodi v nastanek
radikalskega para, od katerih ima vsak fragment po en (nesparjen)
elektron.

A -B + UV-svetloba — A® + °B M/

Atomi, ioni, molekule in kompleksi, ki imajo vsaj en nesparjen elektron
se imenujejo radikali (anglesko: free radical). Stanje snovi z
nesparjenim elektronom je neobi¢ajno, kemi¢no reaktivno in zaradi
tega kratkozivo. Radikal posku$a manjkajoci elektron pridobiti iz svoje
okolice. Omenjena teznja se uresni¢uje v treh tipih kemic¢nih reakcij,
znacilnih za radikale:

1. odvzem vodikovega atoma /2/ neradikalski spojini, ki jo sre¢a

radikal. Pri tem nastane nov radikal. Tovrstne reakcije postopoma
pripeljejo do vse stabilnejsih radikalov:

R* +R-H - RH+R/’ 12/
2. adicija radikala /3/ na dvojno vez. Tudi pri tej reakciji nastane nov

radikal:

R* + CH,=CH-R, — R-CH,-CH"-R, 13/

3. Srecanje in reagiranje dveh radikalov — obratna reakcija nastajanju

radikalskega para - povzro¢i nastanek neradikalske spojine /4/, ki

v vecini primerov ni ve¢ kemicno reaktivna:

A'+'B > AB 141
Na tem mestu moramo v radikalske reakcije vpeljati e kisik (O,), ki je
sicer normalna sestavina atmosfere in ki se v razli¢nih koncentracijah
pojavlja tudi v tkivih. Koza je v primerjavi z drugimi tkivi v nekoliko
posebni situaciji, ker je na svoji povrsini izpostavljena kar atmosferski
koncentraciji kisika (21%), ki difundira tudi v globje plasti koze, v
spodnjih plasteh pa je oksigenacija odvisna tudi od prekrvavitve.

V molekuli kisika je energetsko ugodnej$a takdna razporeditev
elektronov, da sta v molekuli dva nesparjena elektrona (biradikal) s
spinom usmerjenim v isto smer. Stanje, kjer sta elektrona v paru pa je
energetsko bogatejSe. Molekuli kisika z dvema nesparjenima
elektronoma pravimo tudi tripletni kisik (°0,) za razliko od kisika, ki ima
vse elektrone v parih in ga imenujemo singletni ('0,) kisik. Singletnega
kisika obi¢ajno ni, nastaja le v posebnih pogojih in po razli¢nih poteh.
Zaradi razli¢ne razporeditve in orientacije spinov se °0, in 'O, mo¢no
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razlikujeta tako v kemi¢ni reaktivnosti kot v samih reakcijah v katere sta
vpletena.

Pri reakcijah oksidacije se kisik spaja z najrazlicnejS§imi snovmi.
Nastajajo nove kovalentne vezi, ki so pravzaprav novi pari elektronov
z nasprotnim spinom. V primeru %0, je nastanek kovalentne vezi
povezan z obratom spina elektrona. Ker je ta proces malo verjeten,
obrat spina preprecuje (spinska restrikcija), da bi se 20, brez tezav
spajal z razlicnimi organskimi spojinami. To je tudi glavni razlog, da
kljub relativno visoki koncentraciji kisika v atmosferei, v tej atmosferi
Zivijo bitja sestavljena iz organskih snovi, ki se samo pod dolo¢enimi
pogoji lahko oksidirajo. V primeru 'O, ni spinske restrikcije, ki bi
preprec¢evala 'O, spajanje z drugimi snovmi in 'O, lahko brez tezav
reagira z organskimi spojinami.

Tripletni kisik brez ustrezne aktivacije tezko reagira z organskimi pojinami
v singletnem stanju. Cisto drugade je, e se %0, sre¢a z radikalom. V
tem primeru ni spinske restrikcije in reakcija radikala s 0, /5/ je zelo
hitra. Ker se 20, obnada kot biradikal, nastane v smislu reakcije /4/
peroksilni radikal /5/, ki vstopa v nadaljne pretvorbe /6/ in /7/:

A'+30, - A-0-O° /5/
A-O-O° + R-H —» A-O-O-H+R’ /6/
R*+°0, - R-0-0"itd. 171

Vidimo, da je teoreticno dovolj Zze en sam radikal, da se sprozi
radikalska reakcija oksidacije. UV fotoni (reakcija /1/) zagotove radikale
za sprozitev oksidacije, ki se nadaljuje in Siri zaradi biradikalske narave
%0,. Obseg in vrsta poskodb je odvisna od sposobnosti posameznih
plasti koze, kako u¢inkovito in kako hitro lahko nastale radikale odstrani.

Ce omenjeni proces oksidacije poteka v celi¢ni membrani, govorimo o
lipidni peroksidaciji. Koncni produkti lipidne peroksidacije so razli¢ni
aldehidi in dialdehidi (malon dialdehid), ketoni, alkoholi, alkani, alkeni,
epoksidi, itd in posledi¢na sprememba ali poruSitev membranske
strukture. Za nekatere od teh produktov so ugotovili (nenasi¢eni
aldehidi, malon dialdehid itd.), da so mutageni in tudi kancerogeni.

Priizpostavljanju koze UV sevanju nastajajo primarni radikali naklju¢no
in povsod tam, kjer UV foton homolitsko prekine kovalentno vez.
Reakcije oksidacije s °0, lahko potekajo ne samo v membrani, kjer je
koncetracija kisika najvecja, ampak tudi v jedru (poskodbe DNK
molekule, mutacije, kancerogenost) ali kjerkoli drugje v celicah koze. Z
UV svetlobo povzro€eno nastajanje radikalov je v kozi uvod v
oksidacijo sestavin celic z najrazlicnejSimi kon&nimi razpleti. Premik
ravnotezja redoks reakcij v smeri oksidativnih procesov imenujemo
oksidativni stres. Oksidativni stres sprozi na eni strani bodisi nenadna
pojava radikalov (UV obsevanije) ali povecanje koncentracije reaktivnih
kisikovih (ROS) oziroma dusikovih (RNS) zvrsti. Med ROS in RNS
uvr§cajo tako radikale kot spojine, ki so bodisi nastale iz radikalov in so
kemi¢no Se reaktivne, oziroma pod dolocenimi pogoji lahko iz njih
nastanejo novi radikali. Tipi¢ni predstavniki ROS so:
e radikali: superoksid (O,"), hidroksil (HO®), peroksil (ROO"),
hidroperoksil (HOO"), alkoksil (RO®);
¢ neradikalske spojine: vodikov peroksid (H,0O,), hipoklorid (CIO),
'0,, peroksinitrit (ONOO"), ozon (O,), itd.
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in RNS:

 radikali: dusikov oksid ("NO), dusikov dioksid ("NO,)

e neradikalske spojine: peroksinitrit (ONOO"), didusikov trioksid
(N,O,), didusikov tetraoksid (N,O,), nitrozil kation (ON*), nitrozil
anion (ON), itd.

Do oksidativnega stresa pride tudi, e se zmanj$a celi¢na zascita, ki
sloni na antioksidantih (2,6). Ti po razli¢nih mehanizmih in na razli¢nih
ravneh preprecujejo oksidativni stres oziroma skrbijo, da ostaja
koncentracija posameznih predstavnikov ROS in RNS na obvladljivi
ravni. V primeru obsevanja koze z UV svetlobo nastali radikali sprozijo
oksidativni stres, ki je intenzivnejSi ter obseznejsi tudi zaradi
neposrednih in Skodljivih vplivov UV svetlobe na encime, ki so nosilci
antioksidativnega delovanja v celici.

Ko je proces lipidne peroksidacije v razmahu (verizna radikalska
reakcija) za¢ne kemi¢no nastajati e 'O, predvsem v reakciji med
dvema peroksilnima radikaloma:

R,-0-0" + ‘'0-O-R, —» R,-0-O-R, +'0, /8/
Neugodna situacija (radikalsko sproZene oksidacije) se s pojavom 'O,
$e poslab$a. Nastali 'O, ne potrebuje ve¢ »radikalske« aktivacije
ampak oksidira celi¢ne sestavine v svoji neposredni okolici po
neradikalskih poteh. Primarno nastajajo hidroperoksidi in cikli¢ni
endoperoksidi (Slika 1). Oboji se lahko ob prisotnosti ionov Zeleza ali
bakra (Fe®*, Cu*) pretvorijo v hidroksilne in alkoksilne radikale, ki

sprozijo nov val oksidacij s 302.
= 0 0 ot
q + sy | I +W — ] |
(o] /) o O = 0]
A B
Slika 1. Oksidacija s 102 do ciklicnega endoperoksida (A) in
hidroperoksida (B)

Vsako nenadzorovano nastajanje radikalov v kozi, ki preseze celi¢no
antioksidativno kapaciteto, pahne celico v oksidativni stres, kjer
potekajo najprej radikalske reakcije s %0,, v kasnej$i fazi pa se v
oksidacije vmesa tudi '0,. Od mnozine absorbirane UV svetlobe je
odvisno, kakSen obseg biokemicnih poskodb bo UV svetloba
povzrocCila. Koza je v evolucijskem razvoju razvila mnoge obrambne
sisteme (pigmentacija, antioksidanti) pred UV sevanjem in Ceprav
Clovestvo proizvaja zascitne pripravke, ki UV svetlobi preprecijo prodor
v ziva podroc¢ja koze, se ljudje Se premalo zavedamo vseh nevarnosti
pri izpostavljanju koze UV sevanjem.

3 Fotodinamiéna terapija (7, 8)

Singletni kisik nastaja v celici po razli¢nih poteh. Poleg nastajanja iz
peroksilnih radikalov /8/ je pomembno $e fotokemi¢no nastajanje, kjer
se v proces Vkljuci posrednik: fotosenzibilizator. Vidna svetloba (400 do
700 nm) lahko po absorpciji v snovi povzro¢a prehod molekul v
razli¢na vzbujena stanja. Ponavadi se iz vzbujenega stanja molekula
vrne v osnovno stanje z izsevanjem fotona svetlobe (fluorescenca) ali
pa se energija vzbujenega stanja pretvori v toploto. V nekaterih
posebnih primerih se energije vzbujenega stanja lahko uporabi za
obrat enega izmed spinov eletronov. Slednje se v razlicnem obsegu
dogaja pri spojinah, ki jih imenujemo fotosenzibilizatorji. Iz osnovnega
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singletnega stanja molekula fotosenzibilizatorja po absorpciji vidne
svetlobe preide v vzbujeno stanje, to stanje pa lahko preide v osnovno
tripletno stanje, ki je stabilneSe in se po¢asneje vraca (fosforescenca)
nazaj. Obstaja pa $e moznost, da fotosenzibilizator v tripletnem stanju
izmenja usmeritve spinov z okolisnim 3O2 pri ¢emer nastane ‘OZ in
molekula fotosenzibilizatorja v osnovnem singletnem stanju (Shema 1).
Fotokemi¢no nastajanje 1O2 si predstavijamo kot proces, ki poteka v
treh stopnjah:

B(TL) + hv & B(T!)
B(T)) - B(T)
B(TT) + 20, (L) — B(TL)+10,(T)

Shema 1. Fotokemicno nastajanje singletnega kisika ('0,), kjer je B
fotosenzibilizator, B* vzbujeno stanje fotosenzibilizatorja, T4
Je singletno stanje, in TT tripletno stanje.

1. fotoekscitacija B
2. prehod B v tripletno stanje
3. rakcija s %0,

Vidna svetloba lahko ob posredovanju molekule fotosenzibilizatorja
preskrbi dovolj energije (22,5 kcal/mol), ki je potrebna za obrat spina
elektrona tripletnega kisika in prehod v singletno stanje, ki je pri kisiku
(izjema) energetsko vigje kot tripletno stanje. Ce v topilu raztopimo
fotosenzibilizator in tako raztopino obsevamo z vidno svetlobo, potem
bo v raztopini fotokemi¢no nastajal 'O,. Ugotovili so, da v tkivu
molekula 'O, zaradi velike reaktivnosti zreagira z okolignimi organskmi
snovmi v kroglici s polmerom 0,1 mm od mesta svojega nastanka.
Fotokemi¢no nastajanja 'O, in njegova velika kemi¢na reaktivnost sta
osnova za fotodinami¢no terapijo, ki izkoris§¢a moznost lokaliziranega
nastajanja 'O, za doseganje terapevtskega uc¢inka. Nastali 'O, namre¢
poskoduje samo molekule v neposredni blizini svojega nastanka, kar
pomeni, da lahko z usmerjenim obsevanjem pri¢akujemo zelo
lokalizirane ucinke.

Znani so Stevilni fotosenzibilizatorji za lokalno ali sistemsko aplikacijo.
Po aplikaciji fotosenzibilizatorja z lokaliziranim obsevanjem z ozkimi
snopi koherentne (laserske) ali nekoherentne svetlobe dosezemo
nastajanje 'O, samo v tanki plasti podro¢ja obsevanja in s tem zelo
lokalizirane u¢inke. Danasnja fotodinamicna terapija je primerna za
posege na kozi in sluznicah povsod tam, kjer je mozna osvetlitev z zarki
svetlobe iz vidnega podro¢ja spektra. Pogoj za uspe$nost
fotodinami¢ne terapije je zadostna prisotnost %0, v tkivu. Uspeh je
nadalje odvisen od uporablienega fotosenzibilizatorja in od
svetlobnega vira. Fotosenzibilizator mora biti farmakolosko inertna
spojina z ustezno farmakokinetiko, porazdeljevanjem po tar¢nih tkivih
in s primerno visokim izkoristkom tvorbe '0,. Zelo pomembna lastnost
fotosenzibilizatorja je, da absorbira svetlobo v podro¢ju valovnih dolzin,
ki jih tkivo ne absorbira. Temu morajo biti prilagojeni tudi viri svetlobe

Slika 2. Struktura fotosenzibilizatorja protoporfirina IX

tako po valovni dolzini, kot po moznosti obsevanja samo dolocenih
predelov koze ali sluznice. Najve¢ se uporabljajo laserski viri
koherentne svetlobe z valovno dolzino iz vidnega obmocja (valovne
dolzine nad 600 nm) in z mo¢jo od 1 do 4 W. Taka svetloba prodira v
tkivo nekaj mm globoko in pozro¢a nastajanje 'O,.

V uporabni je ve¢ fotosenzibilizatorjev, razvijajo pa Stevilne nove z
boljsimi lastnostmi. Najpogostejsi so derivati porfirina. Uporabljajo pa
tudi 5-aminolevulinsko kislino, ki sama sicer ni fotosenzibilizator, vendar
celica lahko iz nje sintetizira protoporfirin IX (Slika 2), ki po osvetlitvi
pretvarja *0, v '0,. Trenutno se s fotodinami¢no terapijo zdravijo vsa
tista lokalizirana rakava in druga obolenja koze ter sluznic, ki jih lahko
dosezemo z sistemi za obsevanje z vidno svetlobo. Izkoris¢a se tudi
protibakterijski uc¢inek '0,, Se zlasti v dentalni medicini.

4 Zakljuéek

UV in vidna svetloba povzro€ata v kozi razli¢ne u¢inke. UV svetloba je
energetsko dovolj bogata, da povzro¢i nastanek radikalov na
posameznih sestavinah celic koze. Primarni radikali sprozijo
oksidativne procese in s tem pojav oksidativnega stresa, ki v kozi v
procesih lipidne peroksidacije, poskodbe proteinov in nukleinskih kislin
vodi bodisi v pospeSeno staranje, v degenerativne spremembe, v
nastanek raka ali neposredno v celicno smrt. Od koli¢ine absorbirane
UV svetlobe ter od zas¢itne kapacitete koze (antioksidanti) je odvisno,
kaksen bo razplet dogodkov po obsevanju.

Vidna svetloba neposredno ne more povzroditi nastajanje radikalov,
lahko pa preko vzbujenih stanj fotosenzibilizatorjev povzroca
nastajanje singletnega kisika v obsevanem tkivu. Singletni kisik kot zelo
reaktiven oksidant prav tako povzroca prostorsko omejene oksidativne
poskodbe in smrt celice. Z uporabo primernih fotosenzibilizatorjev in
sistema za lokalilzirano obsevanje dosezemo, da singletni kisik nastaja
samo v podrocju, kjer zelimo doseci terapevtski ucinek. V tem primeru
omenijeno lokalizirano nastajanje izrabljamo za fotodinami¢no terapijo,
ki je uporabna pri obravnavi povrSinskih patoloskih sprememb na
dostopni povrSini koze ali sluznic.

[ ]
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Uporaba in vrednoieni‘e
varovalnih kozmetiénih izdelkov
za zaséito pred soncem

Povzetek: Podrocje varovalnih kozmeti¢nih izdelkov za za$cito pred soncem se zelo hitro razvija. Uporaba izdelkov, ki vsebujejo UV filtre, se je
v zadnjih desetih letih zelo povecala. Vzrok je predvsem osve$canje ljudi o porastu Stevila primerov koznega raka, opeklin, alergij in tanjSanju

ozonske plasti. Povprasevanju seveda sledijo tudi proizvajalci kozmeti¢nih izdelkov, ki dajejo na trzis¢e vedno nove tehnolo$ke oblike varovalnih
pripravkov za za$¢ito pred soncem z vedno vi§jimi vrednostmi zascitnih faktorjev.

V prispevku je podan pregled UV filtrov, ki so dovoljeni za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih v Evropski skupnosti. Opisane so metode, ki jih je za
dolo¢anje son¢nega zascitnega faktorja in UV A za$citnega faktorja sprejela COLIPA (Evropsko kozmeti¢no zdruzenje). Podane so smernice
za vrednotenje ucinkovitosti, oznacevanje in uporabo varovalnih kozmeti¢nih izdelkov za za$cito pred soncem.

1 Ultravijoliéna svetloba in njeni
uéinki

Elektromagnetno valovanje zajema rentgenske valove (valovna
dolZina A<200nm), ultravijoli¢ne Zarke (A=200-400nm), vidno svetlobo
(A=400-800nm) in infrardece, radijske valove (A>800nm). Ultravijoli¢ni
zarki so zarki valovne dolzine 200-400nm. Razdelimo jih na UV C
zarke, ki zajemajo valovno dolzino 200-290nm, UV B zarke, ki
zajemajo valovno dolzino 290-320nm in UV A Zarke z valovno dolzino
320-400nm. UV A Zarki se delijo $e na UVA | (340-400nm) in UVA I
(320-340nm)[1,2].

Tabela 1: Spekter UV zarkov

Ultravijoliéni zarki (UV) Valovna dolzina (A)

uvC 200-290nm
uvB 290-320nm
UV AI 320-340nm
UV AI 340-400nm

UV C zarki so zarki z najkrajSo valovno dolzino in zato najvecjo
energijo.

So zelo nevarni, saj so smrtni za rastline in mikroorganizme, za ljudi
pa karcinogeni, vendar jih ozonska plast absorbira in tako ne
dosezejo povrSine zemlje.

UV B Zarki zajemajo 18% soncnega UV spekira, vendar jih velik del
filtrira ozonska plast. UV B Zarki so tisti, ki so v najve¢ji meri odgovorni
za soncne opekline in nastanek koznega raka. Prehajajo skozi rozeno
plast koze in povrhnjico.

UV A zarki zajemajo 75% soncnega UV spektra, prehajajo pa
prakticno v celoti skozi ozonsko plast. Imajo najnizjo energijo, vendar
prehajajo globlje v kozo. V vecjih koli¢inah prav tako povzrocijo
rdeCino. UV A zarki so pomemben dejavnik pri nastanku koznega
raka, ob daljSem izpostavljanju pa povzrocajo staranje koze (photo-
aging).

UV A Zarki — AGEING

UA B zarki - SUNBURN

V zadnijih letih se veliko poudarja pomen UV A Zarkov pri nastanku
koznega raka, predvsem UVA |, ne le UV B Zarkov. Sodobni varovalni
pripravki za son&enje zato vsebujejo UV filtre, ki absorbirajo oz.
odbijajo ne le UV B in UVA Il, ampak tudi UVA | Zarke [3].

2 UV filtri

Da bi lahko Cas bivanja na soncu podaljali, po drugi strani pa
zmanjsali Skodljive ucinke son¢nih zarkov, uporabljamo pri son¢enju
varovalne kozmeti¢ne izdelke za zas¢ito pred soncem, ki vsebujejo
UV filtre. Naloga UV filtra je, da absorbira oz. odbije UV Zzarke,
preden dosezejo kozo. Lahko so organskega ali anorganskega izvora
[16].

Uporaba in s tem tudi izdelava izdelkov, ki vsebujejo UV filtre, se je v
zadnjih desetletjih izredno povecala. Vzrokov za to je ve¢: tanjSanje
ozonske plasti, spremenjen zivljenjski slog in s tem vecja
izpostavljenost UV Zarkom, vsesplo$no osveScanje ljudi o porastu
koznega raka in alergij, nove tehnoloske oblike varovalnih pripravkov
za za&¢ito pred soncem. UV filtrov ne vsebujejo le varovalni pripravki,
ampak vedno pogosteje tudi drugi kozmeti¢ni izdelki, na primer
dnevne negovalne kreme.

Matejka Kumperséak Duh, mag. farm., spec., Mariborske lekarne Maribor
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2.1 Organski UV filtri

Organski UV filtri so organske sintezne spojine, ki se vec¢inoma
uporabljajo sami ali v kombinaciji z anorganskimi. Kemijske vezi
nekaterih molekul lahko absorbirajo UV Zarke in jih oddajo ali
reabsorbirajo v neskodljivi obliki. Take so aromatske spojine s
karbonilno skupino o0z. spojine z elektrondonorsko skupino, npr.
amino skupino, metoksi skupino na orto ali para mestu glede na
aromatski obro¢. Ko taka spojina absorbira UV zarke, pride do
fotokemijske ekscitacije, molekula preide v vi§ji energijski nivo. Pri
vrnitvi v prvotno stanje se odvecna absorbirana energija odda. Vecina
UV filtrov odda energijo v obliki IR svetlobe [4].

Po kemizmu organske UV filtre delimo na [4,5,16]:

derivate p-aminobenzojske kisline (PABA, oktildimetil PABA)
salicilate (oktilsalicilat, homosalat)

cinamate (oktilmetoksicinamat)

benzofenone (oksibenzon, sulisobenzon)

derivate kafre

derivate dibenzoilmetana.

o oA W=

1. PABA in njeni derivati se uporabljajo kot UV filtri Ze od leta 1950 in
so na seznamu dovoljenih filtrov v ZDA in Evropski skupnosti.
Absorbirajo v obmoc&ju UV B zarkov.
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Slika 1: PABA in oktildimetil p-aminobenzoat (Padimat O)

2. Salicilati so prve spojine, ki so se uporabljale kot UV filtri in so
popularni e danes. Absorbirajo v obmogju UV B Zarkov. Ce jih
primerjamo z ostalimi UV filtri so slabsi absorberji, vendar pa je
njihova uporaba bolj varna (manj stranskih reakcij).

_~._~COOGH,CHC, H;

T

L “OH C? H.

Slika 2: Oktilsalicilat

3. Cinamati, predvsem oktiimetoksicinamat, so najbolj uporabljani UV
filtri. Oktilmetoksicinamat absorbira v obmoc¢ju UV B zarkov, je
relativno varen, kar pomeni, da ne povzro¢a fotoalergi¢nih in
fototoksi¢nih reakcij, ker je v teko¢em stanju, ga lazje vgradimo v
varovalne emulzije, dobro je topen v oljnih komponentah, netopen pa
je v vodi, kar omogoca pripravo vodoodpornih pripravkov.

;—':\.
cH0— )_CH — CH—OOOCH,CHC, H,
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Slika 3: 2-etilheksil p-metoksicinamat

4. Benzofenoni so prav tako na seznamu dovoljenih UV filtrov v ZDA
in EU. Absorbirajo predvsem v obmocju UV A Zarkov. Ker so v
praskasti obliki, je oblikovanje varovalnih pripravkov tezje. Znacilna
predstavnika sta benzofenon-3 (oksibenzon) in benzofenon-5. Ce
pripravek vsebuje oksibenzon, mora biti po evropski zakonodaji
oznaceno na etiketi opozorilo zaradi ve¢je moznosti alergij.

HO
N
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Slika 4: Oksibenzon

5.,6. Derivati kafre in dibenzoilmetana so na seznamu dovoljenih UV
filtrov v EU. Absorbirajo predvsem v obmocju UV A Zarkov So precej
dragi, netopni v nekaterih topilih, slabse stabilni pod vplivom UV
zarkov, posledica razpada pod vplivom svetlobe je ponavadi slabsa
ucinkovitost pripravka, fotokemijski produkti pa lahko povzroc&ijo
fotoalergi¢ne ali fototoksi¢ne reakcije.

2.2 Anorganski UV filtri

Varovalni pripravki za za$c¢ito pred soncem vedno pogosteje
vsebujejo anorganske UV filtre (pogosto jim re¢emo tudi fizikalni UV
filtri — physical sunscreens). Loc¢imo dve vrsti anorganskih UV filtrov:
tiste, ki sevanje le odbijajo in tiste, ki poleg odboja zarkov Zarke
dolo¢enih valovnih dolzin tudi absorbirajo. V prvo skupino spadata
barijev sulfat BaSO, in smukec, v drugo pa titanov dioksid TiO, in
cinkov oksid ZnO, ki se v mikronizirani obliki uporabljata v varovalnih
pripravkih za zascito pred soncem. Velika prednost anorganskih UV
filtrov pred organskimi je, da v koZo ne prodirajo, zato ne povzroc¢ajo
alergi¢nih reakcij, delujejo pa v celotnem delu UV spektra [6,7,16].

2.3 Stranski uéinki UV filtrov in
varovalnih pripravkov za zaséito

pred soncem
Zaradi povecane uporabe UV filtrov se je povecalo tudi Stevilo
stranskih reakcij. Vzrok za to ni le vedno veclje Stevilo varovalnih
pripravkov z vedno visjimi zas¢itnimi faktorji, ampak tudi vgrajevanje
UV filtrov v kozmeti¢ne izdelke za prepreCevanje nastanka gub in
staranja in za podalj$anje roka uporabe, saj povecajo fotostabilnost
izdelka [8,9,16].

Stranske reakcije na UV filtre se kazejo kot preobdutljivostne reakcije
na svetlobo, zato UV filtre uvrs€¢amo med topikalne fotoalergene. To
pomeni, da pri lokalnem nanosu na kozo, ki je izpostavljena svetlobi,
izzovejo alergi¢no reakcijo. Prav vsi UV filtri so mozni fotoalergeni.
Med najpogostejSimi povzroditelji fotoalergij so derivati p-
aminobenzojske kisline (PABA), benzofenoni (oksibenzon) in derivati
dibenzoilmetana (avobenzon). Derivati dibenzoilmetana so med
novejsimi UV filtri, ki absorbirajo v obmocju UV A Zarkov.

Vzrok za fotoalergi¢no reakcijo na varovalni kozmeti¢ni izdelek ni
vedno le UV filter, ampak mnogokrat tudi druge uporabljene sestavine
v pripravku. Kontaktni alergeni, ki po obsevanju v UV zarki povzrocijo
alergi¢no reakcijo, so tudi konzervansi, diSave, antioksidanti,
emulgatoriji.
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Zakonodaja v Evropski skupnosti

V Evropski skupnosti ureja podro¢je varovalnih pripravkov za zas¢ito
pred soncem Kozmeti¢na direktiva Evropske skupnosti (Cosmetics
Directive), ki jo je pripravila in izdala Komisija Evropske skupnosti v
sodelovanju z Evropskim kozmeti¢nim zdruzenjem (COLIPA).
Dovoljeni UV filtri so na listi, znani kot Aneks VII (Annex VII). Slovenska
zakonodaja je popolnoma usklajena z evropsko, zato Pravilnik o
sestavi kozmeti¢nih proizvodov v 3. ¢lenu navaja, da lahko kozmeti¢ni
proizvodi vsebujejo le ultravijolicne filtre iz  Priloge VII Direktive
76/768/ EGS [10].

V Evropski skupnosti dovoljene UV filtre prikazuje tabela 2 [10,11].

3 Vrednotenje uéinkovitosti
varovalnih kozmetiénih
izdelkov za zaséito pred
soncem

Za vrednotenje ucinkovitosti varovalnih pripravkov za zas¢ito pred
soncem uporabljamo sonéni zascitni faktor SPF (Sun Protection
Factor). Definiran je kot razmerje med minimalnim odmerkom UV

Tabela 2: UV filtri dovoljeni v Evropski skupnosti

zarkov za nastanek eritema na kozi (Minimum Erythemal Dose —
minimalni eritemski odmerek - MED), ki jo §¢iti izdelek za zas¢ito pred
soncem, in minimalnim odmerkom UV Zarkov za nastanek eritema na
isti nezas¢iteni kozi (enacba 1) [12].

MED

zavarovana

MED

nezavarovana

SPF =

Enacba 1: Definicija soncnega zascitnega faktorja (SPF)

MED je izrazen kot energija UV sevanja (izrazeno v J/m?), ki je
potrebna za prvo opazno rdec¢ino na kozi z jasno izrazenimi mejami.
Ce ima pripravek SPF 8 pomeni, da smo po njegovi uporabi lahko
izpostavljeni son¢nim zarkom osem krat dlje, da se pojavi prva
opazna rdecina, ¢e ne bi bili zavarovani.

Princip dolo¢anja zasc¢itnega faktorja je opazovanje rdec€ine na kozi,
kar pomeni, da metoda zajame predvsem vpliv UV B Zarkov na
kozo, ne pa tudi UV A zarkov. Zarki UV B so namre& dosti mocnejsSi
povzrocitelji rdec¢ine. Pripravek z visokim zas¢itnim faktorjem torej
dobro varuje kozo pred UV B Zarki, ne pa tudi pred UV A Zarki, ki

Spojina (ime) Najvisja dovoljena konc. (%)
1. p-aminobenzojska kislina 5

2. benzalkonijev metasulfat kafra 6

3. homosalat 10

4. benzofenon-3 (oksibenzon) 10

5. fenilbenzimidazol sulfonska kislina in njene soli 8 (prerac. na kislino)
6. tereftaliden dikafra sulfonska kislina in njene soli 10 (prera¢. na kislino)
7. butilmetoksi dibenzoilmetan (avobenzon) 5

8. benziliden kafra sulfonska kislina in njene soli 6 (prerac. na kislino)
9. oktokrilen 10 (prerag. na kislino)
10. poliakrilamidometil benziliden kafra 6

11. etilheksil metoksicinamat 10

12. PEG-25 PABA (etoksiliran etil-4-aminobenzoat) 10

13. izoamil p-metoksicinamat 10

14. etilheksil triazon 5

15. drometrizol trisiloksan 15

16. dietilheksil butamidotriazon 10

17. 4-metilbenziliden kafra 4

18. 3-benziliden kafra 2

19. etilheksil salicilat 5

20. benzofenon-5 in njegove soli 5 (prerag. na kislino)
21. etilheksildimetil p-aminobenzojska kisl. (Padimat O) 8

22. bisoktitriazol 10

23. bisimidazilat 10

24. anisotriazin 10

25. dimetikodietil benzalmalonat 10

26. titanov dioksid 25

27. dietilamino hidroksibenzoil heksilbenzoat 10

Opomba: uradno veljavnega INCI poimenovanja v slovenskem jeziku ni na razpolago.
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povzroCajo prehitro staranje koze, vplivajo na imunski sistem in
nastanek koznega raka. V varovalne pripravke za zas$cCito pred
soncem zato poleg UV B filtrov vgrajujemo tudi UV A filtre,
ucinkovitost pa dolo¢imo z UV A zasS¢itnim faktorjem [13].

UV A zascitni faktor (UV A PF) je razmerje med minimalnim
odmerkom UV A, potrebnim za obstojno pigmentacijo na kozi, ki jo
§¢iti izdelek za zasgito pred soncem, in minimalnim odmerkom UV A,
potrebnim za minimalni u€inek pigmentacije na isti nezasciteni kozi
[14].

Zasgitnih faktorjev za varovalni pripravek ni mogoce kar enostavno
dolo¢iti oz. izraCunati glede na uporabljane UV filtre in njihove
koncentracije, ampak ga moramo po predpisanem postopku ( in vivo,
in vitro) dolociti za vsak pripravek posebej. Zas¢itni faktor namre¢ ni
odvisen le od vrste, koncentracije in kombinacije uporabljenih UV
filtrov, ampak tudi od vehikla (podlage, emulgatorjev) in debeline
plasti varovalnega pripravka [15,16].

3.1 Doloéanje zaséitnega faktorja SPF z
mednarodno preskusno metodo za
zaséitni faktor (2006) (International
Sun Protection Factor test Method)
(2006))

Metodo so leta 2006 posodobile in prevzele evropska, japonska,
juznoafriSka industrija in industrija ZDA. Gre za in vivo dologitev
zascitnega faktorja za testni pripravek za za$gito pred soncem [12].

Z dolo¢anjem son¢nega za$citnega faktorja SPF oznacimo nivo
za&Cite varovalnega pripravka pred son¢nimi zarki. Vendar vrednosti
SPF ne smemo jemati kot natan¢no $tevilo, ampak kot informacijo, v
katero kategorijo varovalne sposobnosti spada izdelek (nizka,
srednja, visoka ali zelo visoka zas¢ita). Izdelek z zas&itnim faktorjem
15 absorbira 93% sevanja UV B, izdelek z zascitnim faktorjem 30 pa
97% sevanja UV B. Zveza med vrednostmi SPF in zmanjSanjem
sevanja torej ni linearna, zato pripravki z za&¢itnimi faktorji nad 50
prakti¢no ne povecajo vec¢ zascite pred UV sevanjem in zato tudi niso
smiselni [16].

Ker je in vivo metoda za dolo¢anje zas¢itnega faktorja ¢asovno in
materialno zahtevna, pa tudi eti¢no vprasljiva, predvsem proizvajalci
varovalnih pripravkov za soncenje preizkusajo Stevilne metode in
vitro. V Sloveniji izvaja in vitro merjenje SPF v izdelkih za soncenje
In&titut za varovanje zdravja v Ljubljani. Metoda je interna, v bodocCe
pa razmi$ljajo o podizvajalcih, ki bi dolo¢ali SPF in UV A PF.

3.2 Metode za doloéanje véinkovitosti
zaséite pred UV A zarki

Danes se od varovalnih kozmeti¢nih izdelkov za zascito pred soncem
pri¢akuje, da nas ne bodo za&citili le pred nastankom opeklin, ampak
nas bodo varovali tudi pred poznimi ucinki UV Zarkov (pred koznim
rakom, prehitrim staranjem koze, pove¢ano pigmentacijo). To pomeni,
da postajajo UV A filtri vedno bolj pomembni, sodobni pripravki za
zascito pred soncem zato poudarjajo UV A za&cito.

Se pred nekaj leti v Evropski skupnosti ni bilo enotne standardizirane
metode za doloCanje ucinkovitosti za&cCite pred UV A Zzarki.

Proizvajalci so uporabljali razlicne metode (najbolj znan Avstralski
standard, sistem oznacevanja zas¢ite z zvezdicami) [16].

V letu 2006 in 2007 je COLIPA metode za dolo¢anje UV A zascitnega

faktorja standardizirala in tako imamo na voljo 3 metode za merjenje

UV A za&cite [13,14].

1. in vivo metoda merjenja obstojne pigmentacije (PPD Method —
Persistent Pigment Darkening)

2. in vitro dologanje UV A PF, kot ga je predpisala COLIPA

3. preskus kriticne valovne dolzine, ko mora biti enaka ali ve¢ja od
370 nm.

Zaradi eti¢nih pomislekov je potrebno dajati prednost metodam in
vitro!

COLIPA dolo¢a tudi razmerje med UV A zascitnim faktorjem in
son¢nim zasgitnim faktorjem (SPF). Da ima lahko izdelek za za$cito
pred soncem oznako, da nas varuje pred UV A Zarki, mora biti
vrednost UV A za$¢itnega faktorja, izmerjenega z metodo obstojne
pigmentacije ali in vitro metodo vsaj 1/3 sonénega zas¢itnega
faktorja (SPF). Kriti¢na valovna dolzina mora biti vsaj 370 nm.

4 Oznaéevanje in uporaba
varovalnih kozmetiénih
izdelkov za zaséito pred
soncem

V Uradnem listu Evropske unije so septembra 2006 izdali "Priporocila
o ucinkovitosti izdelkov za zascito pred soncem in s tem povezanimi
trditvami proizvajalca’, ki so prevedena tudi v slovenscino. Poleg
osnovnih pojmov o UV zarkih, ucinkih UV Zzarkov, metodah za
vrednotenje ucinkovitosti izdelkov za za$¢ito pred soncem, so v
priporocilih tudi zahteve proizvajalcem, kako morajo biti varovalni
izdelki za son&enje oznaceni, da ne zavajajo potrosnikov [14].

Izdelki za za$¢ito pred soncem morajo vsebovati vidna opozorila o

tem da ne zagotavljajo 100 % zascite, npr.:

e '"Tudi ko uporabljate izdelek za zasc¢ito pred soncem, ne
ostajajte na soncu predolgo’;

e 'Dojencki in majhni otroci ne smejo biti izpostavljeni
neposrednim sonénim Zarkom";

e 'Prevelika izpostavljenost soncu resno ogroza vase zdravje".

e |zdelki za zascito pred soncem morajo vsebovati navodila za
uporabo, ki bodo zagotovila njihovo ucinkovitost, npr.:

e '"lzdelek za za$¢ito pred soncem nanesite pred izpostavljanjem
soncu"

e "Zlasti po potenju, kopanju ali brisanju z brisac¢o izdelek
ponovno nanesite na kozo"

e Zadoseganje ravni zascite, ki jo zagotavlja navedeni za&¢itni
faktor, se morajo izdelki za son¢enje nanesti na kozo v dovolj
veliki koli¢ini. Ta koli¢ina je pribl. 6 polnih kavnih Zli¢k za telo
odrasle osebe (35 g). "Uporaba manjse koli¢ine od navedene
bo bistveno znizala raven zasdite."

e |zdelki za zascito pred soncem morajo zagotoviti minimalno
stopnjo zascite pred UV A in UV B zarki. Minimalna stopnja
za$c¢ite mora biti naslednja:

e Vrednost SPF zas¢itnega faktorja najmanj 6 (izmerjena s
standardizirano metodo in vivo ali in vitro) in vrednost UV A
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za$citnega faktorja najmanj 1/3 SPF, izmerjenega z in vivo
metodo obstojne pigmentacije ali z in vitro COLIPA metodo.
Kritiéna valovna dolzina, doseZena pri uporabi preskusne
metode kriti€ne valovna dolzine, mora biti vsaj 370 nm.

e Omejiti je treba Stevilo razli¢nih vrednosti zas¢itnega faktorja na
embalazah, da se tako olaj$a primerjava med razli¢nimi izdelki.
Priporo¢a se naslednji razpon zascitnih faktorjev (tabela):

Oznacena Oznaceni SPF Min UV A Kriticna
kategorija: na ovojnini: PF: valovna
dolzina:
NIZKA ZASCITA SPF 6
(do 10) SPF 10
SREDNJA ZASCITA SPF 15
(do 25) SPF 20
SPF 25 1/3 SPF 370 nm
VISOKA ZASCITA SPF 30
(do 50) SPF 50
ZELO VISOKA
ZASCITA SPF 50+
(ve¢ kot 50??7?)

Na embalazi je zelo priporoc¢ljiva uporaba posebnih piktogramov, ki
uporabniku nazorno pokazejo pravilno uporabo izdelka za za$cito
pred soncem in ga hkrati opozarjajo na nevarnosti, ki jih prinasa
prekomerno izpostavljanje son¢nim zarkom [17].

5 Zakljuéek

Varovalni kozmeti¢ni izdelki za za$¢ito pred soncem nikakor niso prva
in edina za&cita pred Skodljivimi vplivi son¢nih zarkov. Najbolj varno
in ucinkovito je, da omejimo izpostavljanje sonénim zarkom v ¢asu, ko
so najmocnejSi in zato najbolj nevarni in nosimo za$¢itna obladila,
pokrivala in o¢ala. Posebej pozorni moramo biti pri otrocih, saj son¢ne
opekline v otro$tvu podvojijo moznost za kasnejsi nastanek koznega
raka.
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Primerjava alelnih frekvenc mutacij
kljuénih encimov presnove
homocisteina med vzorci Slovencev in
drugih narodov

Allele frequency of mutations of homocysteine
metabolism key enzymes in Slovene popuvulation in
comparison to that in other populations

Nadja Plazar, Barbara Ostanek

Povzetek: V vzorcu 149 navidezno zdravih prostovoljcem smo proucevali pogostost mutacij genov: 677C>T 5,10-metilentetrahidrofolat reduk-
taze - MTHFR, 1947G>A katehol-O-metil transferaze — COMT in 1420C>T citosolne serin hidroksimetiltransferaze - cSHMT), ki dolo¢ajo tri
klju¢ne encime presnove homocisteina in jih primerjali z Ze objavljenimi rezultati. Ugotovili smo, da pri alelni frekvenci mutacije 677C>T MTHFR
med Slovenci in ostalimi evropskimi narodi (z izjemo ltalijanov in Nemcev) ni statisticno znacilne razlike. Prav tako ni statisticno znacilne razlike
pri mutaciji 1947G>A COMT (z izjemo ltalijanov in Spancev). Alelne frekvence za 1420C>T cSHMT se med evropskimi narodi statistiéno znagil-
no ne razlikujejo, so pa v pogostosti pojavljanja gena primerljive z Japonci. Primerjali smo pri¢akovane in za evropsko populacijo dolocene
frekvence genotipov in ugotovili, da se statistitno pomembno ne razlikujejo za vse tri preiskovane mutacije, iz ¢esar sklepamo, da v evoluciji
Evropejcev ni bilo oCitne prednosti ali slabosti zaradi mutacij izbranih genov, kljub temu, da imajo mutirani homozigoti le 50 % ali manj aktivnos-
ti nemutiranega encima.

Kljuéne besede: hiperhomocisteinemija, aktivnost encima, mutirani gen, alelni gen.

Abstract: In 149 apparently healthy volunteers we studied the frequency of gene mutations 677C>T 5.10-methylenetetrahydrofolate reductase
- (MTHFR), 1947G>A catechol-O-methyltransferase - COMT and 1420C>T cytosol serine hydroxymethylransferase —cSHMT) which define the
three key enzymes essential for normal homocysteine metabolism, and compared them to already reported results. We concluded that there is
no significant difference in the allele frequency of 677C>T MTHFR mutation in Slovene population comparable to that in European population
(except Italian and Spanish). There is no significant difference in the frequency of the 1420C>T cSHMT allele in European population, whereas
in comparison to that in the Japanese there is. We compared the expected and for the European population determined genotype frequency
and came to the conclusion that there is no significant difference for any of the mutations examined. We thus conclude that the mutation of
selected genes, even though the activity of the non-mutated enzyme in mutated homozygotes is only of 50% or less, was of no obviously pos-
itive or negative significance for the evolution of European populations.

Key words: hyperhomocysteinemia, enzyme activity, mutated gene, allele gene

1 uvod naj bi bil odgovoren za najmanj 10 % tveganja za razvoj
aterotromboti¢ne zilne bolezni (3). Dodatni dejavniki tveganja, kot so
1.1 Hiperhomocisteinemija - dejavnik kajenje, povigan krvni tlak, sladkorna bolezen in hiperlipidemija lahko

° sinergisti¢no delujejo s poviSanim homocisteinom in ga §e povecujejo
I'vegun|u g jejo s p g p je)

Zmerna hiperhomocisteinemija je priblizno enako pomemben @)

dejavnik tveganja za nastanek aterotromboze kot kajenje in Mehanizmi, s katerimi homocistein vpliva na nastanek
hiperlipidemija (1). Pri porastu koncentracije homocisteinaza5 mol/L  aterotromboti¢ne spremembe Zilne stene, $e niso povsem razjasnjeni,
se relativno tveganje poveca od 1,3 do 2,7 (2). PoviSan homocistein osnovani pa so na predpostavki, da homocistein pospesuje nalaganje

Dr. Nadja Plazar, Univerza na Primorskem, Visoka Sola za zdravstvo Izola, Polje 42, 6310 Izola, Slovenija
Dr. Barbara Ostanek, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Oddelek za klinicno biokemijo, ASkeréeva 7, 1000 Ljubljana
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fibrina (nastanek tromba) na zilno steno ter da spremeni endotelijske
bolezeni ali pospesi njen razvoj. Verjetno homocistein deluje na zilno
steno po vec poteh: neposredno poskoduje celice zilnega endotelija,

oksidacijo lipoproteinov nizke gostote.

Mozna sta dva mehanizma, po katerih naj bi homocistein spreminjal
zilno funkcijo, ki vkljuCujeta oksidativni stres in spremembe celi¢ne
metilacije:

Po mehanizmu oksidativnega stresa oksidacija homocisteina v plazmi
v homocistin, meSane disulfide in homocistein-tiolakton, vodi do
nastanka reaktivnih oksidativnih vrst, kot so vodikov peroksid,
superoksidni anion in hidroksilni radikal. Rezultati raziskav in vitro
kazejo, da nastanejo poskodbe endotelijskih celic pri zmerni
hiperhomocisteinemiji predvsem zaradi delovanja vodikovega
peroksida (4).

Drugi mozni mehanizem, ki vodi do motene zilne funkcije pri
hiperhomocisteinemiji, je prepletenost presnove homocisteina z
reakcijami metilnega prenosa. Presnova homocisteina je povezana s
celicnim nivojem S-adenozil-metionina (SAM), ki se vpleta tako v
transsulfuracijsko kot remetilacijsko pot presnove. SAM je obenem
dajalec metilnih skupin pri metilaciji DNA, beljakovin, fosfolipidov in
biogenih aminov. Aktivnost metiltransferaz je torej odvisna od celi¢ne
koncentracije SAM-a, pa tudi S-adenozil-homocisteina (SAH). Obenem
pa visoke vrednosti homocisteina, ki zastajajo v celicah, inhibirajo
reakcije metiliranja. Metilacija je bistvenega pomena za vzdrzevanje
strukture DNA; brez reparacije pride do mutacij in ruSenja same
strukture (5, 6). Tesna povezava med homocisteinom, SAM in SAH
kazejo, da je spremenjena celicna metilacija odgovorna za nekatere
uc¢inke homocisteina pri zZilni disfunkciji (7).

1.2 Presnova homocisteina

Homocistein nastaja pri presnovi metionina v skoraj vseh celicah. V kri
ga prehaja le del, najve¢ iz hepatocitov, in sicer 5 do 10 % dnevno
sintetiziranega homocisteina, kar je 1,2 mmol/dan. Tveganje za
srénozilne bolezni nara8¢a sorazmerno z naraséanjem koncentracije
homocisteina in zato jasne razmejitve med normalnimi in povi§animi
vrednostmi ni. Kljub temu so hiperhomocisteinemije razdelili po
koncentraciji celokupnega homocisteina v plazmi, odvzeti na te$Ce v
zmerno  (koncentracija homocisteina 12-30 pmol/L), srednjo
(koncentracija  homocisteina  31-100 pmol/L) in  hudo
hiperhomocisteinemijo (nad 100 pumol/L) (4).

Homocistein nastaja iz esencialne aminokisline metionina. V telo prihaja
s hrano ali nastaja z razgradnjo endogenih beljakovin. Metilna skupina
metionina se aktivira s prehodom v S-adenosil-metionin. Reakcijo
katalizira ATP: L-metionin-S-adenoziltransferaza. Metionin se v reakciji
poveze z adenozilskim delom molekule ATP preko zveplovega mosticka
(-S-) tako, da nastane vez med 5'-ogljikovim atomom riboze in zveplovim
atomom metionina. S-adenozil-metionin je zaradi Zveplovega mosticka
»Visoko energetska« molekula in je glavni bioloski dajalec metilne
skupine, ki jo ob prisotnosti metilaz (katehol-O-metiltransferaza, COMT;
EC 2.1.1.6) prenasa na kateholamine, nukleinske kisline, proteine,
fosfolipide, mielin, polisaharide in Stevilne druge molekule (slika 1). Po
prenosu metilne skupine prehaja S-adenozil-metionin v ticester S-
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adenozil-homocistein. S-adenozil-homocistein ima podobno strukturo
kot S-adenozin-metionin, zato se lahko veZze na ista vezalna mesta
(vendar z drugac¢no afiniteto) in s tem zmanjSuje njegovo aktivnost.
Razmerje med njima je kazalec metilacijskih procesov v telesu. Z
merjenjem koncentracije so ugotovili, da je S-adenozil-homocisteina v
jetrih normalnih odraslih podgan 13 nmol/g, S adenozin-metionina pa 60
do 90 nmol/g, kar pomeni, da je njuno razmerje priblizno 1:4. Njuno
razmerje je zaradi zaviralnega delovanja S-adenozil-homocisteina
pomembno; ¢e se porusi, se zmanjsa aktivnost metiltransferaz, odvisnih
od S-adenozil-metionina, za 10 do 60 %.

S-adenozil-homocistein nato hidrolizira v homocistein in adenozin z
reverzibilno reakcijo, ki jo katalizira S-adenozil-homocistein hidrolaza.

Homocistein se lahko presnavlja naprej po dveh poteh: remetilacijski ali
transsulfuracijski poti.

V vecini tkiv se homocistein lahko remetilira v metionin. Pri remetilizaciji
homocisteina v metionin je v vedini tkiv dajalec metilne skupine 5-
metiltetrahidro-folat. Reakcijo katalizira 5-metiltetrahidrofolat-homo-
cistein-metiltransferaza (metonin-sintaza, MS) s kofaktorjem vitaminom
B12, kar je prikazano na sliki 1. Nastali tetrahidrofolat prehaja v 5,10-
metiltetrahidrofolat z encimom 5,10-metiltetrahidrofolat-reduktazo,
(MTHFR, EC 1.1.9.9) in nato v 5-metiltetrahidro-folat. V nekaterih tkivih,
predvsem v jetrih, ledvicah pa tudi v o¢esnih le¢ah, poteka remetilacija
homocisteina po poti, neodvisni od folatov in vitamina B12; dajalec
metilne skupine je betain (trimetilglicin), ki prehaja v dimetilglicin.
Reakcijo katalizira encim betain-homocistein-metiltransferaza.
Dimetilglicin se lahko naprej demetilira z dimetilglicin dehidrogenazo
do sarkozina in pri tem nastaja 5,10-metilentetrahidrofolat. Sarkozin se
razgradi s sarkozin dehidrogenazo do dlicina, ki se lahko porabi za
tvorbo 5,10-metilentetrahidrofolata (4, 8).

Druga presnovna pot homocisteina je transsulfuracijska, pri kateri
homocistein s serinom prehaja v cistationin  z encimom cistationin-
sintazo (CBS) in s kofaktorjem vitaminom B6, nato v cistein z encimom-
cistationazo (GCT).

Katerikoli proces v presnovi homocisteina (remetilacija, transulfuracija,
metilacija) je lahko moten zaradi neustreznih aktivnosti sodelujocih
encimov, do katerih lahko privedejo spremembe v genih za te encime
ali neustrezne koli¢ine potrebnih kofaktorjev (vitamin B6, B12, folati,
piridoksal-5 fosfat). Najbolj so raziskovane spremembe v genih za tiste
encime, ki privedejo do hude hiperhomocisteinemije, na primer v genu
za CBS ali v genu za GCT na transsulfuracijski poti. V zadnjem ¢asu je
vedno ve¢ objav o vzrokih, ki privedejo do srednje in zmerne
hiperhomocisteinemije. Ti so lahko mutacije v genih za encime, ki
sodelujejo v remetilacijski poti in z njo povezano presnovno potjo folata
(predvsem MTHFR, ¢cSHMT) in v metilacijskin procesih (predvsem
COMT).

Domnevamo, da so za vi§jo koncentracijo homocisteina in s tem visjim
tveganjem za razvoj srénozilnih bolezni odgovorni tudi ali predvsem
genetski dejavniki, zato smo ugotavljali pogostost mutacij pri treh
izbranih genih encimov, ki sodelujejo na klju¢nih mestih v presnovi
homocisteina in jih primerjali z ze objavljenimi rezultati. Ti so 5,10-
metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR), katehol-O-metil transferaza
(COMT) in citosolna serin hidroksimetiltransferaza (cSHMT).
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Okrajsave: 5-metilTHF — 5-metiltetrahidrofolat; 5,10-metilenTHF — 5,10-metilentetrahidrofolat; B, — vitamin B6; B12 — vitamin B12; BHMT —
betain-homocistein metiltransferaza; CBS — cistationin B-sintaza; COMT — katehol-o-metiltransferaza; DHF — dihidrofolat; dUMP — deoksiuridin
monofosfat; dTMP — deoksitimidin monofosfat; GCT — y-cistationaza; MS — metionin sintaza; MSR — reduktaza metionin sintaze; MTHFR - 5,10-
metilentetrahidrofolat reduktaza; SAH — s-adenozil homocistein; SAM — s-adenozil metionin; SHMT — serin hidroksimetiltransferaza; THF —

tetrahidrofolat, TS-timidilat sintaza.

1.3 Gen za 5,10-metilentetrahidrofolat
reduktazo (MTHFR)

Gen za MTHFR se nahaja na kromosomu 1, na koncu krajse rocice p,
na polozaju 1p36.32. KodirajoCa regija je dolga 1980 bp in kodira za
protein molekulske mase 77 kDa. Gen je sestavljen iz 11 eksonov,
dolzine od 102 bp do 432 bp, in intronov, dolzine od 250 bp do 1,5
kb, razen enega introna, ki ima 4,2 kb. (9, 10). Dolo¢a encim 5,10-
metilentetrahidrofolat reduktazo (MTHFR), flavoprotein iz druzine
metilentetrahidrofolat reduktaz (EC:1.5.1.20). Cloveski encim je
homodimer, ki ga sestavljata dve podenoti, velikosti 77 kDa. Dolzina
aminokislinskega zaporedja je 656. MTHFR je citoplazemski encim, ki
katalizira redukcijo 5,10-metilentetrahidrofolata v 5-metiltetra-
hidrofolat. Encim veze koencim flavin adenin dinukleotid (FAD) in
potrebuje NADPH kot elektronski dajalec. V fizioloskih pogojih je
reakcija ireverzibilna, encimsko aktivnost pa alostericno regulira
glede na koncentracijo metionina v celici S-adenozil-metionin (SAM),
ki je inhibitor encima (11, 12).

V genu za MTHFR so odkrili 34 redkih, a Skodljivih mutacij in 9
pogostih polimorfizmov. Ena izmed prvih odkritih je bila mutacija
677C>T. Mutacija 677C>T se nahaja v eksonu 4, na mestu, ki kodira
vezalno mesto za folat. Posledica je zamenjava 220 aminokisline
alanina (A) z valinom (V) na mestu 222. Pri homozigotni osebi z
mutacijo je aktivnost encima znizana na 35 % normalne, kar je
posledica poveCane termolabilnosti. Ugotovili so tudi, da mutacija
povzroCi razpad dimernega encima v monomerni, slabso vezavo FAD
koencima in s tem manjso aktivnost (12, 13).

1.4 Gen za katehol-O-metil transferazo
(comT)

Poznamo dve izoobliki encima, topno (S-COMT) in membransko
vezano (MB-COMT), ki se v razli¢nih tkivih razli¢no izrazata (14, 15).
Kodira ju skupni gen na daljsi rocici 22. kromosoma, na mestu
22q11.21-g11.23. Gen je sestavljen iz 6 eksonov, od katerih eksona 1
in 2 nista kodirajo¢a. Prepis COMT gena uravnavata dva lo¢ena
promotorja P1 in P2. (16) Encim COMT katalizira prenos metilne
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skupine iz SAM na -OH skupino kateholnega akceptorja
(noradrenalin, adrenalin in drugi), pri ¢emer se SAM pretvori v SAH.
Na ta na¢in COMT sodeluje pri inaktivaciji kateholaminskih
nevrotransmiterjev, kot so adrenalin, noradrenalin in dopamin ter
razgradnji kateholnih estrogenov.

Prouc¢evana mutacija 1947G>A na genu v COMT je to¢kasta mutacija,
pri kateri se na 4. eksonu v 158. kodonu za MB-COMT, oziroma 108.
kodonu za S-COMT, gvanin zamenja z adeninom. Posledica te
mutacije je zamenjava amino kisline valina (GTG) z metioninom (ATG)
v polipeptidu, kar zmanjsa za 3 do 4-krat aktivnost nastalega encima.
Aktivnost encima COMT s homozigotno mutacijo je od 25 do 35 % v
primerjavi s homozigom z nemutiranima aleloma. (17,18)

1.5 Gen za citosolno serin
hidroksimetiltransferazo (¢SHMT)

Encim SHMT katalizira reverzibilno reakcijo, v kateri serin prehaja v
glicin, medtem ko hidroksimetilna skupina prehaja na tetrahidrofolat in
tako nastane 5,10-metilentetrahidrofolat. Na ta nacin ima SHMT
klju¢no vlogo v metabolizmu folatov, ki so povezani z biosintezo
purinov in pirimidinov in s tem nukleinskih kislin (19). Aktivnost encima
SHMT je pogojena z vezavo koencima piridoksal-5'-fosfat (PLP) in
spada v razred piridoksal-5'-fosfat encimov, ¢eprav ima manjso
sekvencno podobnost z ostalimi encimi skupine, na primer z aspartat
aminotransferazo (20).

Dva razli¢na gena kodirata zapis za izoencima SHMT: gen SHMT1 (za
encim cSHMT) in SHMT2 (za encim mSHMT). Nahajata se na dveh
kromosomih: 17p11.2 in 12g13. Gen SHMT1 je dolg 23 kb in vsebuje
12 intronov ter 13 eksonov. Izrezovanje intronov poteka po pravilu
gt/ag. KodirajoCi del gena je prekinjen z 10 introni, od katerih sta le 2
pozicijsko ohranjena v genu za mSHMT. Visoka stopnja identi¢nosti
med obema genoma in prisotnost genov za keratin na obeh
kromosomskih regijah kaze na moznost, da sta regiji kromosoma 12
in 17 nastali z duplikacijo, najverjetneje v filogenetskem razvoju po
lo¢itvi razvojne poti prokariontov in evkariontov. (20, 21)

Mutacija 1420C>T v genu za cSHMT se nahaja v zadnjem, 13.
eksonu, ki kodira C-terminalno domeno, pri ¢emer je mesto mutacije
Steto od zacetnega mesta translacije (AUG kodona). Posledica
tranzicije citozina v timin je zamenjava aminokisline levcina (Leu) s
fenilalaninom (Phe) na mestu 474 proteina (L474F) (22). Pri tem se
zmanjsa aktivnost encima in posledice so podobne kot pri
pomanijkanju folatov. Zaradi znizanja aktivnosti mutirane cSHMT pride
do motene remetilacije homocisteina in sinteze DNA (23). Lahko pa
polimorfizem 1420C>T povzro¢i usmerjanje folatov v sintezo timidina
zaradi interakcije (protein-protein) s timidilat sintazo ali zaradi
povecane sinteze 5-formiltetrahidrofolata (24).

Izbrani geni kodirajo encime, ki sodelujejo v presnovi homocisteina.
Mutacije razlicno znizujejo aktivnost encimov, obicajno pri
homozigotih pod 50 %. Namen na8e Studije je bil dolociti, kaksna je
alelna frekvenca dolo¢enih mutacij v slovenski populaciji, in jih
primerjati z objavljenimi podatki o alelnih frekvencah drugih narodov.
Ugotavljali smo prisotnosti naslednjih mutacij: 677C>T v genu za
5,10-metilretrahidrofolat reduktazo (MTHFR), 1947G>A v genu za
katehol-O-metiltransferazo (COMT) in 1420C>T v genu za serin
hidroksimetiltransferazo (SHMT).
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Te mutacije vplivajo na aktivnost klju¢nih encimov v presnovi
homocisteina (MTHFR), obenem pa povezujejo presnovo
homocisteina s presnovo folatov in s sintezo nukleinskih kislin (SHMT)
ter z glavno potjo presnove kateholaminskih nevrotransmitorjev
(COMT).

2 Materiali in metode

Vzorec: 149 navidezno zdravim prostovoljcem, starih od 20 do 78 let,
s povprecjem 43,9 (+,-13,7) let je bilo odvzete 4 ml venozne krvi z
antikoagulantom K,EDTA . Med vkljuenimi prostovoljci je bilo 112
zensk (81,9 %) in 37 moskih (18,1 %).

Studijo je odobrila Komisija za eti¢na vprasanja Republike Slovenije
(57/05/04). Privolitev so podpisali vsi prostovoljci vklju¢eni v Studijo.

Andliza DNA

Genomsko DNA smo izolirali iz levkocitov venske krvi, odvzete z
antikoagulantom K,EDTA, pri cemer smo uporabili komplet FlexiGene
DNA (Qiagen, Hilden, Germany). Za identifikacijo mutacij MTHFR
677C > T, COMT 1947G > A in ¢SHMT 1420C > T smo uporabili
verizno reakcijo s polimerazo (PCR), ki ji je sledila analiza dolzin
restrikcijskin  fragmentov (RFLP) ali analiza konformacijskih
polimorfizmov enoveriznih DNA (SSCP).

Genotipizacija MTHFR 677 C > T. PCR so izvedli tako, da smo v
reakcijsko zmes s skupnim volumnom 20 pL smo dodali DNA vzorca
(100 ng), 1 x PCR Gold pufer, 0.2 mM vsakega od S§tirih
deoksiribonukleotidov, 1.5 mM MgCl,, 0.4 enote AmpliTagq Gold™
polimeraze (Applied Biosystems, Foster City, CA) in 0.2 mM vsakega
oligonukleotidnega zacetnika (F: (5-TGA-AGG-AGA-AGG-TGT-CTG-
CGG-GA-3', R: 5-AGG-ACG-GTG-CGG-TGA-GAG-TG-3'). Uporab-
liene oligonucleotide zacetnike je opisal Frosst et al. . Optimizirani
pogoji za PCR reakcijo pomnoZevanja so bili: zacetek 10 minut na
95 °C, ki mu je sledilo 37 ponovitev po 30 sekund na 94 °C
(denaturacija), 30 sekund na 62 °C (prileganje zacetnikov) in
30 sekund na 72 °C (podaljSevanje DNA) ter na koncu 7 minut na
72 °C (kon¢no podaljSevanje DNA).

Pet mL tako doblijenega PCR produkta (198 bp) smo ¢ez no¢
inkubirali z 1 enoto Hinfl restrikcijske endonukleaze (New England
Biolabs, Inc., Beverly, MA). Uspe$nost restrikcije smo preverili z
elektroforezo (Mini-protean, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA)
na 4 % agaroznem gelu pri napetosti 85 V, ¢asu poteka 90 minut in z
uporabo 1.0 x TAE pufra (4 mM Tris-HCI, 20 mM ocetne kislina,
0,96 mM EDTA) ter barvanjem z etidijevim bromidom.

Fragment velikosti 198 bp je predstavljal CC genotip, 175- in 23-bp
TT genotip in 198, 175- in 23-bp CT genotip.

Genotipizacija COMT 1947 G > A. Pri PCR smo v reakcijsko zmes s
skupnim volumnom 20 pL smo dodali DNA vzorca (100 ng), 1 x PCR
Gold pufra, 0.2 mM vsakega od $tirih deoksiribonukleotidov, 2.5 mM
MgCl,, 0.4 enote AmpliTagq Gold™ polimeraze in 0.2 mM vsakega
oligonukleotidnega zacetnika (F: 5'-CTC-ATC-ACC-ATC-GAG-ATC-
AA-3' in R: 5'-CCA-GGT-CTG-ACA-ACG-GGT-CA-3"). Uporabljene
oligonucleotide zacetnike je opisal Malhotra et al. (26). Optimizirani
pogoji za PCR reakcijo pomnozevanja so bili: zacetek 10 minut na
95 °C, ki mu je sledilo 37 ponovitev po 30 sekund na 94 °C, 30 sekund
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na 55 °C in 30 sedund na 72°C ter na kon¢nih 7 minut na 72°C. Pet
mL PCR tako doblienega PCR produkta (109 bp) smo ¢ez no¢
inkubirali z 1 enoto Nlalll restrikcijske endonukleaze (New England
Biolabs, Inc.).

Uspesnost restrikcije smo preverili z elektroforezo na 12 %
poliacrilamidnem gelu pri napetosti 200 V, ¢asu poteka 40 minut in
0.5 x TAE pufru (50 mM Tris-borata, pH 8.3 in 0.5 mM EDTA) ter
barvanjem z etidijevim bromidom. Fragment velikosti 87- in 22-bp je
predstavljal GG genotip, 69-, 18- in 22-bp AA ter 87-, 69-, 18- in
22-pa GA genotip.

Genotipizacija cSHMT1420 C > T . Pri PCR smo v reakcijsko zmes s
skupnim volumnom 20 pL smo dodali DNA vzorca (100 ng), 1 x PCR
pufera Il, 0.2 mM vsakega od &tirih deoksiribonukleotidov, 2.0 mM
MgCl,, 0.4 enote AmpliTag Gold™ polimeraze in 0.25 mM vsakega
oligonukleotidnega zacetnika (F: 5-AGA-GTT-CAA-GGA-GAG-ACT-
GGC-AG-3' in R: 5-GTC-AAC-AGT-TCC-CCT-TTG-GAG-3'). ki smo ju
izbrali glede na sekvenco cSHMT, objavljeno v GenBank (NM-
004169) s pomocijo racunalniskega programa NetPrimer 3.

Optimizirani pogoji za PCR reakcijo pomnozevanja so bili: zacetek 10
min na 95 °C, ki mu je sledilo 37 ponovitev po 30 sekund na 94 °C,
30 sekund na 60 °C in 30 sekund na 72°C ter kon¢nih 7 min na 72°C.

Za SSPS analizo smo 2 mL tako pridoblienega PCR produkta
(220 bp) pomesali s 17 mnanasalnega LIS pufra (10 % saharoza,
0.01 % bromfenol-modro in 0.01 % ksilenciano) denaturirali v vodni
kopeli pri 95 do 97°C 3 minute in nato takoj prenesli na led za 5 minut.

15 mL tako pripravljenega vzorca smo nanesli na on 8 % (37:1)
poliakrilamidni gel. Elektroforeza je potekala na Protean I
elektroforezni enoti (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA), pri
¢emer smo uporabljali 0.5 x TBE pufer (50 mM Tris-borate, pH 8.3 in
0.5 mM EDTA) in konstanten elektri¢ni tok 20 W pri temperaturi 22 °C
in trajanju 2.5 ure. Sledilo je barvanje s srebrovim nitratom.

Statistika

Genotipsko in alelno frekvenco smo izracunali po prikazanih formulah:
;o 2N40 + Ny i f o 2n,, + Ny,

A 2N 2 2N

f, ... frekvenca alela A v populaciji
f, ... frekvenca alela a v populaciji

N Nagr Ny - Stevila posameznikov z genotipi AA, Aa in aa

AAY T Aa?

N ... Stevilo vseh posameznikov

Alelno frekvenco mutacije genov smo preverili s pravili Hardy-
Weinbergovega ravnovesja. Stevilénost genotipov smo primerjali s
pomocjo testa x2 in Fischer Exact testa(SPSS za Windows 4.0).

3 Rezultati in razprava

Pogostost mutacije 677C>T v genu za MTHFR pri preiskovani skupini
je bila: CC 52,5 %, CT 39,0 % in TT genotipa 8,5 %. Alelna frekvenca
C alela je pa 67,8 %, alelna frekvenca T alela pa 32,2 %. S Fisherjevim

exact testom smo primerjali alelne frekvence C in T alela med
Slovenci in objavljanimi rezultati za ostale narode v Evropi
(preglednica 1).

Tabela 1: Alelna frekvenca T alela mutacije 677C>T v genu za
MTHFR pri razlicnih populacijah v Evropi in primerjava s
Slovenci.
Table 1: Allele frequency of the 677C>T mutation in MTHFR gene T
allele in diverse European populations in comparison with
that in Slovenian population

Populacija Stevilo Alelna Fisher
preiskovancev | frekvenca Exact
T alela (%) test (p)
Slovenci 149 32,2 /
Britanci 1046 35,4 0,299
Nizozemci 503 32,2 1,000
Francozi 133 36,1 0,374
Nemci 257 24,5 0,022
Irci 1309 32,5 0,948
Italijani 2053 43,8 0,000
Norvezani 391 28,0 0,178
Svedi 126 30,2 0,645
Hrvati 298 30,5 0,646

Alelne frekvence med Slovenci in ostalimi evropskimi narodi (z izjemo
ltalijanov in Nemcev) se statisticno znacilno ne razlikujejo. Italijani
imajo najvisjo pojavnost T alela v Evropi (43,8 %), Nemci pa najnizjo
(24,5 %). Razlika med Slovenci in ltalijani ter Nemci je statisticno
znacilna.

Pogostost mutacije 1947G>A v genu za COMT dolo¢ena pri isti
skupini je bila GG 24,2 %, GA 45,60 % in AA genotipa 30,2 %. Alelna
frekvenca G alela je 47,0 % in A 53,0 %. S Fisher Exact testom smo
primerjali alelne frekvence G alela med Slovenci in ostalimi narodi v
Evropi in ugotovili statisticno znagilne razlike s Svedi, ltalijani in
Spanci, ki imajo najvigjo pojavnost G alela v Evropi (preglednica 2).

Primerjali smo tudi pojavnost G alela med narodi razli¢nih celin. Ker
se podatki v virih nanasajo na G alel, smo temu prilagodili tudi nase
podajanje, ne glede na to, da je A mutirani alel. Vecje razlike v alelni
frekvenci mutacije 1947G>A v genu za COMT opazimo v primerjavi s
povprecnimi alelnimi frekvencami populacij drugih kontinentov,
izratunanih iz podatkov v ALFRED bazi. Podatki so podani v
preglednici 3.

Pogostost mutacije mutacije 1420C>T v genu za cSHMT preiskovane
skupine je bila: CC 40,3 %, CT 50,3 % in TT genotipa 9,4 %. V
slovenski populaciji je pojavnost T alela 34,6 %, kar je blizu alelni
frekvenci drugih kavkaskih narodov. S Fisher exact testom smo
primerjali alelne frekvence T alela slovenske populacije z ostalimi
objavljenimi raziskavami, katerin alelne frekvence so na voljo
(Preglednica 4).

Med alelno frekvenco slovenske in alelnimi frekvencami drugimi
kavkaskih narodov ni statistitho pomembnih razlik, obstaja pa z

farm vestn 2008: 59 147



Raziskovalni ¢lanki — Research Article

Tabela 2: Alelna frekvenca G alela mutacije 1947G>A v genu za
COMT pri razlicnih populacijah v Evropi in primerjava s
Slovenci.
Table 2: Allele frequency of the 1947G>A in COMT gene G allele in
diverse European populations in comparison with that in
Slovenian population

Tabela 4: Alelna frekvenca T alela mutacije 1420C>T v genu za
cSHMT pri razli¢nih populacijah v Evropi in primerjava s
Slovenci.

Table 4: Allele frequency of the 1420C>T in cSHMT gene T allele in
European populations in comparison with that in Slovenian

population
Populacija Stevilo Alelna Primerjava
preiskovancev | frekvenca s Slovenci Populacija Stevilo Alelna Primerjava s
G alela (%) Fisher Exact preiskovancev | frekvenca Slovenci
test (p) T alela (%) Fisher Exact
Slovenci 149 47 / test (p)
Svedi 458 56 0,007 Slovenci 149 34,6 /
Nemei 328 49 0,530 Britanci 114 38,1 0,411
Italijani 127 61 0,001
Rusi % 49 0,711 Nizozemci 411 32 0,428
Anglezi 161 51 0,297 Ameri¢ani 458 30,4 0,173
Danci 102 39 0,099 (Kavkazijci)
Spanci 226 57 0,007 .
: Ameri¢ani
Irci 230 50 0,457 (bel
Ameri¢ani (EP) | 55 55 0,182 (ne)hispanci) | 729 30,6 0,192
Oznake: EP — evropsko poreklo.
Denotation: EO — European origin Japonci 411 8,9 0,0001

Tabela 3: Povprecne frekvence G alela mutacije 1947G>A v genu za
COMT za populacije razlicnih kontinentov.
Table 3: Average frequency of the 1947G>A in COMT gene G allele
in diverse continents populations

Tabela 5: Stevilénost posameznih genotipov in kombinacije mutacij
677C>T gena za MTHFR, 1947G>A gena za COMT in
1420C>T gena za cSHMT pri skupini 149 prostovoljcev.

Table 5: Frequency of individual genotypes and mutation
combinations of the 677C>T in MTHFR gene, 1947G>A in

Celina G alel COMT gene, and 1420C>T in cSHMT gene in 149

Evropa 551 9% volunteers.

Afrika 75+ 10 %

Azija 63+7 % COMT cSHMT

Vzhodna Azija 75+ 6 % MTHFR | AA GA GG Skupaj| CC CT T Skupaj

Severna Amerika 66 + 14 % CC 22 31 18 71 34 27 10 71

Juzna Amerika 82+ 13 % CT 18 29 13 60 21 36 3 60

Oceanija 77 +8 % T 5 8 5 18 5 12 1 18

Skupaj |45 68 36 149 60 75 14 149

Japonci (p=0,0001), ki imajo alelno frekvenco T statisti¢no

pomembno nizjo (8,9 %).

Napravili smo povzetek Stevilcnosti posameznih genotipov vseh treh
genov za preiskovano skupino 149 prostovoljcev (Preglednica 5).

Po Hardy-Weinbergovih pravilih (p? + 2pq + g?=1, pri Cemer sta p in
g alelni frekvenci nevtralnih genov) smo iz povpre¢nih alelnih frekvenc
treh proucevanih genov, izraCunanih iz razpolozljivih virov
(Preglednica 1, 2 in 4) izraCunali teoreti¢no pri¢akovane genske
frekvence. Pricakovane in za evropsko populacijo dologene frekvence
genotipov smo primerjali s pomoc¢jo y? testa in ugotovili, da se
statisticno pomembno ne razlikujejo za vse tri preiskovane mutacije.
Ker Hardy-Weinbergovo ravnovesje velja le za velike izolirane
populacije, pri katerih je bilo parjenje naklju¢no ter so imeli vsi
genotipi  enake moznosti prezivetja in razmnozevanja, lahko
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sklepamo, da v evoluciji Evropejcev ni bilo ocitne prednosti ali
slabosti zaradi mutacij izbranih genov. Iz tega lahko sklepamo, da
mutacije proucevanih genov niso vplivale na prezivetje in moznost
razmnozevanija kljub temu, da imajo homozigoti mutiranih genov le od
polovico do tretjine aktivnosti encimov nemutiranih genotipov.
Sklepamo, da so imeli osebki z mutiranimi genotipi neke druge
prednosti. V nasi raziskavi smo proucevali gene za klju¢ne encime
presnove homocisteina, ki povezujejo presnovo homocisteina s
sintezo DNA (MTHFR-cSHMT). Znizana aktivnost encima MTHFR
genotipa TT na priblizno 35 % in polna aktivnost encim cSHMT
genotipa CC omogocata preusmeritev folatov iz presnove
homocisteina v sintezo timidilata in s tem DNA (slika 1). Izmerjena
pogostost T alela v genu za MTHFR v slovenski populaciji je 32 % (v
Evropi od 24,5 do 43,8), kar je zelo visoka pogostost glede na to, da



Primerjava alelnih frekvenc mutacij kljucnih encimov presnove homocisteina ...

ima encim TT genotipa le tretjino aktivnosti encima nemutiranega
homozigota. V evoluciji je, po vsej verjetnosti, mutirani alel imel v
dolo¢enih pogojih prednost in je omogocal boljSo prilagoditev na
pomanjkanje hrane Zzivalskega izvora, ki vsebuje aminokislino
metionin. Omogocal je preusmeritev folatov v sintezo timidilata
(cSHMT) in s tem DNA. S tem je dajal evolucijsko prednost nosilcem
T alela. (27)

4 Zakljuéek

Rezultati nase raziskave so pokazali, da se ugotovljene frekvence
genotipov v slovenski populaciji ne razlikujejo od pric¢akovanih.
Zaklju€imo lahko, da v evoluciji Evropejcev ni bilo ocitne prednosti ali
slabosti zaradi mutacij v izbranih genih, ki vplivajo na presnovo
homocisteina in s tem na razvoj srénozilnih bolezni.

[ ]
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Obravnava astme v Sloveniji — prospektivna opazovalna raziskava

Obravnava astme v Sloveniji -
prospekiivna opazovalna
raziskava

Managing of asthma in Slovenia -
prospective observational study

Stanislav Sugkovié

Povzetek: Veliko bolnikov ima kljub zdravilom slabo urejeno astmo. V opazovalni prospektivni raziskavi smo preucevali v kolikéni meri se da
urejenost astme $e dodatno izbolj$ati. V raziskavo je bilo vklju¢enih 425 bolnikov z neurejeno astmo, katerim so zdravniki po lastni presoji spre-
menili terapijo. Izkazalo se je, da so zdravniki veliki vecini bolnikom, ki so imeli do vkljugitve v raziskavo predpisan olajSevalec, inhalacijski
glukokortikoid brez ali z dolgodelujo¢im simpatikomimetikom dodatno predpisali montelukast 10 mg/dan. Bolnikom se je statisti¢no signifikant-
no (vse p< 0.001) po 6 tednih dodanega montelukasta ne glede na izhodi$¢no terapijo izboljSala plju¢na funkcija (merjena s PEF in/ali FEV1),
zmanij$ala pogostnost dnevnih in no¢nih simptomov ter popravila telesna zmogljivost. Bolniki so ocenili, da se jim je kakovost Zivljenja pomem-
bno izboljsala. Menimo, da je potrebno redno razkrivanje stopnje urejenosti astme ter da montelukast pomembno izbolj$a parametre urejenos-
ti astme ne glede na predhodno terapijo, celo pri bolnikih, ki imajo neurejeno astmo ob prejemanju fiksne kombinacije inhalacijskega glukoko-
rtikoida z dolgodelujo¢im simpatikomimetikom beta?2.

Kljuéne besede: Urejenost astme, montelukast, inhalacijski glukokortikoid, dolgodelujoci simpatikomimetik beta2

Abstract: Many patients have in spite of regular treatment still poorly controlled asthma. In prospective observational study we questioned the
possibility of further improving the level of asthma control. 425 patients with uncontrolled asthma were included. At first visit the treatment plan
was changed according to physician’s preference. As patients were before the entry in to the study treated with short acting bronchodilators,
inhaled glucocorticoids alone or in fixed combination with long acting beta2 sympathicomimetics most of the included patients were addition-
ally treated for next 6 weeks with montelukast 10 mg/day. In that period control of asthma statistically significantly improved with less day or
night symptoms, improved exercise tolerance and heightened quality of life (all p< 0.001). Lung function also statistically significantly improved
(PEF or/and FEV1, p< 0.001). It was concluded, that addition of montelukast is useful in patients with uncontrolled asthma even in patients, treat-
ed with fixed combination of inhaled glucocorticoid and long acting sympaticomimetic beta2.

Key words: Control of asthma, montelukast, inhaled glucocorticoid, long acting sympaticomimetic betaZ2.

vnetne celice. Levkotrieni so mo¢ni bronhokonstriktorji, saj je njihov

1 Uvod

Astma je bolezen za katero je znacilno persistentno vnetje bronhijev,
ki se kaze s simptomi tezkega dihanja, piskanja, kasljanja in tis¢anja

ucinek 1000-krat mo&nejsi od ucinka histamina. Ob zmanj$anju vnetja
se astma klini¢no in funkcijsko izboljsa (1-3).

v prsih. Vnetje prispeva k zapori dihalnih poti, bronhialni preodzivnosti
in zvecani cirkadialni variabilnosti. Osnovni vzrok vnetja je neznan,
vnetje pa najpogosteje poslabsajo virusi ter redkeje vdihani alergeni.
Sprozilci pri astmi izzovejo aktivacijo limfocitov T, eozinofilcev,
mastocitov in makrofagov iz katerih se sprosc¢ajo vnetni mediatoriji, kot
so citokini in levkotrieni. Tako citokini kot levkotrieni so pomembni
mediatorji vnetja. Citokini stimulirajo proliferacijo in diferenciacijo
vnetnih celic (limfociti B in T, makrofagi, nevtrofilci, eozinofilci) in
vplivajo na njihovo delovanje. Levkotrieni pomembno zmanjsajo
ciliarno aktivnost, zvecajo izloCanje sluzi, povecajo prepustnost Zil,
kar vodi v nastanek edema, ter v vnetis€e privabljajo vedno nove

Temeljna protivnetna zdravila so glukokortikoidi in antilevkotrieni.
Oboji so primerni za zacetno zdravljenje astme. V kolikor astma samo
z enim preprec¢evalcem ni zadovoljivo urejena lahko bolnik prejema
kombinacijo inhalacijskega glukokortikoida in antilevkotriena, saj je s
tem zagotovljen bolj$i nadzor nad vnetjem v pljuc¢ih (4-6).

V Sloveniji nimamo natanc¢nega podatka o prevalenci astme pri
odrasli populaciji. Nekatere raziskave kazejo na slab8o urejenost
astme od pricakovane (prepogosti dnevni in noc¢ni simptomi,
poslab$anja zaradi katerih bolniki izostajajo od dela/Sole, motene
vsakodnevne telesne aktivnosti, slabSanje/upadanje plju¢ne

Prof. dr. Stanislav Suskovi¢, dr.med., Bolni$nica Golnik, Klini¢ni oddelek za pljuéne bolezni in alergijo, 4204 Golnik
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funkcije...) in to kljub prejemanju inhalacijskih glukokortikoidov oz. tudi
ze fiksnih kombinacij inhalacijskega glukokortikoida z dolgodelujocimi
simpatikomimetiki (7).

Odlo¢ili smo se, da bomo z neintervencijsko opazovalno raziskavo
poskusali odkriti bolnike s slabo nadzorovano astmo in jim izboljSati
kvaliteto zivljenja. Pri obravnavi bolnikov so zdravniki ocenjevali
simptome astme, parametre plju¢ne funkcije, urejenost astme in
kakovost zivljenja.

2 Metode

V' neintervencijski opazovalni raziskavi, ki je bila izvedena med
oktobrom 2005 in marcem 2006 je sodelovalo 67 naklju¢no izbranih
zdravnikov (pulmologov in splosnih/druzinskih zdravnikov) iz vse
Slovenije. Za raziskavo so bili primerni vsi bolniki z astmo, za katere
so zdravniki ob pregledu ugotovili kazalce neurejenosti astme. V
raziskavi sodelujoCi zdravniki so za vsakega bolnika ob vklju€itvi v
raziskavo (»1. obisk«) zabelezili njegovo trenutno terapijo zoper
astmo, kazalce urejenosti astme (dnevne in no¢ne simptome,
uporabo olajSevalca, telesno zmogljivost bolnika), bolnikovo oceno o
kakovosti Zivljenja, plju¢no funkcijo (FEV1 in/ali PEF) in svetovano
nadaljevalno terapijo zoper astmo. PEF (najvedji ekspiratorni pretok —
peak expiratory flow) smo merili s prenosnim Mini-Wrightovim
merilcem. FEV1 (forsirani ekspiratorni volumen v prvi sekundi) smo
merili s spirometri, ki so bili na voljo v posameznih raziskovalnih
centrin. Parne vrednosti FEV1 so bile izmerjene vselej z istim
aparatom ter z enako merilno tehniko.

Kriteriji za urejenost astme so bili: brez dnevnih ali no¢nih simptomov,
brez uporabe olajSevalca ter z normalno telesno zmogljivostjo.
Odstopanije od kateregakoli kriterija je pomenilo, da ima bolnik astmo
neurejeno ter da se ga lahko vkljuci v raziskavo.

Vsi bolniki so bili po nacelih dobre prakse obvesceni, da se njihovi
podatki zbirajo v anonimizirani bazi podatkov. Raziskavo je odobrila
Komisija za medicinsko etiko Republike Slovenije.

Zdravnik je ob vkljucitvi bolnika v raziskavo lahko po svoji presoji
zdravljenje spremenil. Po 4 do 6 tednih je sledil kontrolni obisk (»2.
obisk«) in zdravnik je zabeleZil iste parametre, kot ob vkljucitvi bolnika
Vv raziskavo.

Izpolnjene protokole smo analizirali z studentovim t testom ali hi-
kvadrat testom. Pri analizi smo uporabljali Excel 2003.

3 Rezultati

V raziskavo je bilo vkljuenih 425 bolnikov. Povpre¢na starost
bolnikov vklju€enih v raziskavo je bila 47,3 let.

3.1 Terapija = zdravila, ki so jih jemali
bolniki

Pri prvem obisku je 52 bolnikov uporabljalo le kratkodelujoci

simpatikomimetik (SABA), 168 bolnikov le inhalacijski glukokortikoid

(IGK), 175 kombinacijo IGK s dolgodelujo¢im simpatikomimetikom

(IGK/LABA) ter 30 druga zdravila (antihistaminik, peroralni

glukokortikoid itd). Nih&e ni imel predpisanega antilevkotriena

Pri vseh bolnikih z ugotovljeno neurejeno astmo so se zdravniki ob
prvem pregledu odloCili za dodatek antagonista levkotrienskih
receptorjev montelukast, opazene pa so bile tudi nekatere druge
manjSe terapevtske spremembe (tabela 1).

3.2 Vpliv na pljuéno funkcijo

PEF in/ali FEV1 so merili pri 266 od 425 vklju¢enih bolnikov. PEF se je
od prvega do drugega obiska v povpre¢ju povisal za 55 L/min
oziroma za 13,5 % (p<0,001). FEV1 se je od prvega do drugega
obiska v povprecju povisal za 306 ml oziroma za 12,4 % (p<0,001).

3.3 Primerjava kazalcev urejenosti astme
ob prvem in drugem obisku

3.3.1 Dnevni simptomi

Zdravniki so pogostnost dnevnih simptomov ocenjevali s pomocjo
petih kategorij. Ob prvem obisku je imela ve&ina bolnikov (67%)
simptome veckrat dnevno oz. veckrat tedensko, le &etrtina (26 %)
nekajkrat mese¢no oz. nikoli. Ob drugem obisku je bilo ravno
nasprotno: kar 71% bolnikov je imelo dnevne simptome le nekajkrat
mesecno oz. nikoli, 28% pa je bilo Se vedno takih, ki so imeli dnevne
simptome veckrat dnevno oz. veckrat tedensko. Razlika je bila
statisti¢no visoko pomembna (p<0.001) (slika 1).

3.5.2 Noéni simptomi

Podoben trend izboljSanja se je pokazal pri no¢nih simptomih.
Podobno kot v primeru dnevnih simptomov so imeli zdravniki na voljo
pet kategorij. Pri prvem obisku je skoraj polovica bolnikov poroc¢ala o
no¢ni astmi vsako no¢ oz. veckrat na teden (49%), pri drugem obisku

Tabela 1. Sprememba terapije ob vkljucitvi v raziskavo. Legenda: kratkodelujoci bronhodilatator (SABA), inhalacijski glukokortikoid (IGK),

dolgodelujoci bronhodilatator (LABA), montelukast (MTL).

Table 1: Change of therapy at enrolment into the study. Legend: short acting bronchodilator (SABA), inhaled corticosteroid (IGK), long acting

bronchodilator (LABA), montelukast (MTL).

SABA IGK IGK/LABA MTL OSTALO IGK IGK/LABA
+ MTL + MTL
1.0bisk 52 168 175 30 0 0
2.0bisk 0 0 0 107 0 164 154
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Slika 1: Pogostnost dnevnih simptomov je po uvedbi montelukasta
statisticno pomembno upadla (p<0.001).
Picture 1: Frequency of daily symptoms has statistically significant
decreased after initiation of montelukast (p<0.001).
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Slika 2: Pogostnost no¢nih simptomov se je po uvedbi montelukasta
statisticno pomembno zmanjsala (p<0.001).

Picture 2: Frequency of night symptoms has statistically significant
decreased after initiation of montelukast (p<0.001).
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Slika 3: Po uvedbi montelukasta se je bolnikom statisticno
pomembno povecala telesna zmogljivost (p<0.001).
Picture 3: The exercise tolerance has statistically significant
increased after initiation of montelukast (p<0.001).
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Slika 4: Uporaba olajsevalca je po uvedbi montelukasta statisticno
pomembno upadla (p<0.001).
Picture 4: Frequency of reliever consumption has statistically
significant decreased after initiation of montelukast
(p<0.001).
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Slika 5: Po uvedbi montelukasta so bolniki kakovost Zivijenja
statisticno pomembno bolje ocenili (p<0.001).

Picture 5: The quality of life has statistically significant improved after
initiation of montelukast (p<0.001).

se je delez teh bolnikov zmanjSal na 11%. Druga polovica bolnikov
(48%) je pri prvem obisku porocala o simptomih no¢ne astme nekajkrat
na mesec oz. nikoli, pri drugem obisku se je delez povecal na 88 %
Razlika je bila statisti¢no visoko pomembna (p<0.001) (slika 2).

3.5.3 Telesna zmogljivost

Pri drugem obisku se je mo¢no povecal delez bolnikov, ki so imeli
tezko sapo le ob zelo hudem telesnem naporu (iz 17% na 53%). Po
uvedbi montelukasta so se znizali delezi bolnikov, ki so dozivljali
napor pri manj intenzivnih oblikah telesne aktivnosti, kot sta hoja po
ravnem (iz 36 % na 10 %) in hitra hoja (iz 44 % na 37 %) Razlika je
bila statisti¢no visoko pomembna (p<0.001) (slika 3).

3.5.4 Uporaba olajsevalca

Pri prvem obisku je bilo le 11% bolnikov, ki niso nikoli uporabljali
olajsevalca. Ob drugem obisku pa kar dobra tretjina (35%) bolnikov ni
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ve¢ uporabljala olajSevalca. Pri drugem obisku se je nekoliko znizal
delez bolnikov, ki so olajSevalec uporabljali vsakodnevno, a manj kot
10 vpihov na dan (iz 78 % na 63 %) in tistih, ki so olajSevalec
uporabljali vsakodnevno, a ve¢ kot 10 vpihov na dan (iz 11 % na 3 %)
Razlika je bila statisti¢no visoko pomembna (p<0.001) (slika 4).

3.5.5 Kakovost Zivljenja

Po terapiji se je izboljSala tudi percepcija bolnikov o njihovi kakovosti
zivljenja. Pred dodatno terapijo je vecCina bolnikov ocenila svojo
kakovost Zivljenja kot zadovoljivo oz. slabo (74%). Po uvedbi
montelukasta je bilo takih Se 24%, vecina pa je ocenila svojo kakovost
zivljenja kot dobro oz. zelo dobro (76%) Razlika je bila statisti¢no
visoko pomembna (p<0.001) (slika 5).

3.6 Varnost

Zdravilo montelukast se je izkazalo za varno. V €asu trajanja raziskave
(okt 05 —mar 06) so zdravniki porocali o 4 (Stirih) nezelenih ucinkih pri
zdravljenju z montelukastom (glavobol, utrujenost in zgaga, bolec¢ine
in otekanje sklepov, Zeja ter otekanje obraza), med njimi ni bilo resnih
nezelenih ucinkov.

4 Razprava

V prospektivni opazovalni  raziskavi smo ugotovili, da dodatek
montelukasta k ustaljeni terapiji bolnikov z neurejeno astmo pripomore
k zboljSani urejenosti astme, izboljSani kakovosti astme ter k
izboljSanju plju¢ne funkcije.

Podatki, ki so pridobljeni z neintervencijskimi raziskavami so Kkoristni,
ker odrazajo posnetek realnega dogajanja v populaciji bolnikov z
astmo in s tem tudi uc¢inkovitost terapije v realnem zivljenju (8-10).
Podatki pridobljeni v opazovalnih raziskavah zato odli¢no dopolnjujejo
rezultate nadzorovanih klini¢nih raziskav.

Slabost opazovalne Studije je v tem, da ni oblikovana dvojno slepo ter
s placebo skupino. Vendar pa so bili po drugi strani v randomizirane
farmakoloske raziskave vklju€evani le mo¢no selekcionirani bolniki z
astmo. Zaradi S$tevilnih izkljuCitvenih kriterijev (starost, predhodna
terapija, nekadilci, brez komorbidnosti) je bilo v taksne raziskave
vklju¢enih le del bolnikov z astmo. S &imer pa veljajo izidi sicer
metodolosko brezhibno oblikovanih randomiziranih raziskav seveda
le za majhen delez »realnih« bolnikov. Za vecji del bolnikov, ki jih
sre¢ujemo ob nasem vsakodnevnem delu, rezultatov randomiziranih
»izkljuCitvenih« raziskav ne moremo brez zadrzkov sprejeti. To se je
na primer jasno pokazalo ob spoznanju, da inhalacijski glukokortikoidi
pri astmatikih, ki kadijo ne u¢inkujejo dobro, ali pa sploh ne ucinkujejo.
Ker so bili kadilci astmatiki dolgo ¢asa izkljueni iz randomiziranih
raziskav, smo do tega spoznanja prisli relativnho pozno. Za vkljucitev v
naso opazovalno raziskavo ni bilo niti ene omejitve. Razen seveda
ugotovitve, da je astma ze urejena s trenutno predpisanimi zdravili.

Rezultati opazovalne raziskave so pokazali, da je v Sloveniji $e vedno
veliko bolnikov z astmo, ki imajo nenadzorovano astmo, a se jo da
primerno urediti. Vsem bolnikom, ki so bili vkljuceni v raziskavo
(ugotovljena neurejenost astme) so zdravniki ob prvem obisku
predpisali antilevkotrien (montelukast). Rezultati potrjujejo pomembno
vlogo levkotrienov kot mediatorjev vnetja pri astmi, katero so ugotovili
v podobnih, nedavnih opazovalnih raziskavah drugi avtorji (8-10).
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Uvedba oz. dodatek antilevkotriena je izboljSala vse opazovane
parametre. Pomembno in statisticno znacilno se je povecal PEF in
FEV1, zmanjSalo se je Stevilo bolnikov z dnevnimi in nocnimi
simptomi, mo¢no se je povecal delez bolnikov, ki so bili brez
pomembnih tezav ob telesnem naporu. Ce pogledamo kazalce
urejenosti astme lahko vidimo, da so se po uvedbi montelukasta vsi
preucevani kazalci statisticno pomemno izboljsali. Vec€ina bolnikov je
ob vklju€itvi v raziskavo ze uporabljala inhalacijski glukokortikoid ali
fiksno kombinacijo; z dodatkom antlevkotriena so dodatno pridobili na
urejenosti. Samo montelukast je zadostoval 25% bolnikov, ki pred tem
niso uporabljali nobenega protivnetnega zdravila za zdravljenje
astme. V subanalizi podatkov se je tudi izkazalo, da je dodatek
montelukasta koristil tako bolnikom, ki so prejemali inhalacijski
glukokortikoid (N=168) kakor celo tudi bolnikom, ki so ob vkljugitvi v
raziskavo prejemali fiksno kombinacijo inhalacijskega glukokortikoida
z dolgodelujo¢im simpatikomimetikom (N=175). Taksne ugotovitve
imajo tudi drugi (10).

(]
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FDA potrdila uéinkovitost
fenilefrina

Borut Strukelj

Posvetovalni komite amerisSke Agencije za hrano in zdravila (FDA) je
potrdil ucinkovitost in varnost uporabe peroralnih pripravkov, ki
vsebujejo 10 mg fenilefrinijevega hidroklorida. FDA se je odzvala s
tem mnenjem na podlagi peticije, ki je bila naslovljena nanjo v
februarju 2007. Predlagatelji peticije zatrjujejo, da za ucinkovitost in
varnost delovanja fenilefrinijevega hidroklorida in bitartrata v danih
odmerkih, v obstoje¢ih monografijah ni zadostnih dokazov. V skladu s
peticijo bi bilo potrebno odmerek za odrasle dvigniti z 10 mg na 25
mg vsake S§tiri ure, vendar pa dnevni odmerek ne bi smel preseci 100
mg fenilefrinijevega hidroklorida na dan. Za bitartratno sol pa iz 15,6
mg na 40 mg vsake §tiri ure z maksimalnim dnevnim odmerkom 160
mg. Predlagatelji peticije se prav tako zavzemajo, da bi bilo potrebno
izvesti dodatne Studije, ki bi potrdile u€inkovitost visjih odmerkov pri
predlaganem dozirnem intervalu. Poleg tega se peticija zavzema tudi
za ukinitev uporabe pri otrocih mlajsih od 12 let.

Fenilefrinijev hidroklorid se uporablja kot nazalni dekongestiv, kot
paralela pseudoefedrinu. Primerjava ucinkovitosti je protislovna, saj
zanesljivih podatkov, ki bi belezili ucinkovitost fenilefrina po
peroralnem dajanju ni. Glede na literaturne podatke je ucinkovitost
fenilefrina po peroralnem dajanju osnovana na Studijah farmacevtskih
podjetij. V letu 2007 je bila sicer objavljena meta-analiza sedmih
navzkriznih Studij, ki je potrdila uginkovitost 10 mg fenilefrina v
primerjavi s placebom (Kollar et al. 2007), vendar pa sta bila le tri
mesece pred tem objavljena meta-analiza in pregled $tudij, ki pa za
potrditev u¢inkovitosti fenilefrina nista zbrala zadosti podatkov (Hatton
et al. 2007). Ucinkovitost pseudoefedrina je bistveno bolj
dokumentirana. Kljub temu pa ne gre zanemariti dveh dejstev, da je
fenilefrin registriran v Stevilnih pripravkih na evropskih trgih ter po
drugi strani, da je pseudoefedrin sintezni prekurzor metamfetamina.
Varnost obeh uc¢inkovin je primerljiva.

Priporocila posvetovalnega komiteja za FDA niso zavezujo¢a, vendar
pa jim FDA navadno sledi. Zanimivo pa je, da porocilo prihaja ravno
v Casu, ko je problematika uporabe pseudoefedrina na vrhuncu.

Viri:

1. www.otcbulletin.com

2. Kollar C, Schneider H, Waksman J, Krusinska E. Meta-analysis of
the efficacy of a single dose of phenylephrine 10 mg compared with
placebo in adults with acute nasal congestion due to the common
cold. Clin Ther. 2007 Jun; 29 (6): 1057-70.

3. Hatton RC, Winterstein AG, McKelvey RP, Shuster J, Hendeles L.
Efficacy and safety of oral phenylephrine: systematic review and
meta-analysis. Ann Pharmacother. 2007 Mar; 41 (3): 381-90.

Zdravljenje infekcij
vrinarnega trakta =
nova odkritja

Marjetka Smolej

Infekcije urinarnega trakta (IUT) so za respiratornimi najpogostejse
infekcije pri otrocih. Glede na mesto nastanka jih delimo na okuzbe
zgornjih secil (pielonefritis) in okuzbe spodnjih sedil (cistitis).
Normalen urin ne vsebuje bakterij. Bakterije lahko pridejo v urinarni
trakt in urin iz koze okrog rektuma in genitalij tako, da potujejo po
secevodu v mehur. Ko se to zgodi, bakterije lahko povzrocijo vnetje
mehurja, ki se kaze kot zatekanje in bole¢ina v spodnjem delu
trebuha. To vnetje mehurja se imenuije cistitis. Ce pa bakterije potujejo
navzgor po secnici v ledvica, se lahko razvije bakterijsko vnetje
ledvic, ki se imenuje pielonefritis. Do sedaj je bilo zdravljenje IUT
povezano z uporabo antibiotikov. Po zadnji Studiji, objavljeni v reviji
The Journal of the American Medical Association, pa pri zdravljenju
ponavljajo¢ih se IUT dolgotrajna uporaba antibiotika ni ve¢ smiselna.
Ce ima otrok ponavljajo&e infekcije urinarnega trakta, zdravnik otroka
pogosto poslje na preiskavo za vesikoureteralni refluks.
Vesikoureteralni refluks je stanje, ki povzroci vraganje urina v ledvice.
Pri tretjini otrok je refluks vzrok za IUT. Ce je bil pri otroku dokazan
vesikoureteralni refluks, so zdravniki do sedaj rutinsko priporocali
dolgotrajno (vecletno) terapijo z nizkimi odmerki antibiotika, da bi s
tem preprecili nadaljnje infekcije urinarnega trakta. Strokovnjaki so
sedaj ugotovili, da je tako zdravljenje neucinkovito in lahko celo
poveca moznost za nastanek na antibiotik odpornih infekcij. Otroci s
ponavljajo¢imi IUT, ki nastanejo zaradi vesikoureteralnega refluksa ali
drugih dejavnikov (zaprtje, genetskih faktorjev ali preprosto zaradi
zadrzevanja urina), po najnovej$ih ugotovitvah ne potrebujejo
dolgotrajne terapije z antibiotiki. Druga moznost pri teh otrocih je
opazovanje simptomov, testiranje urina in Sele, Ce testi kazejo na
bakterijsko okuzbo, je potrebno zdraviti IUT s kratkotrajno (sedem do
deset dni) terapijo z antibiotikom. V&asih je potrebna tudi operacija,
pogosto pa tezave izzvenijo, ko otrok zraste. NajboljSe zdravljenje pa
je preventiva. IUT je ena pogostejsih infekcij pri otrocih do Sestih let,
ki se jo da v dolo¢enih primerih prepreciti. Deklice in neobrezani fantki
so bolj ogrozena skupina, pri kateri je potrebna sSe vecja pazljivost pri
negi. Vedno jih je potrebno umivati od spredaj nazaj in jih tudi nauditi,
da se bodo sami pravilno brisali. Zmanjsati je potrebno tudi uporabo
sladkih tekocin in teko¢in z dodatki kofeina ter otroku ponujati veliko
navadne vode.
Viri:
1. http://www.parenting.com/Common/printArticle.jsp?article| D=
1000053544
2. http://kidney.niddk.nih.gov/kudiseases/pubs/utichildren/
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Zahteva FDA po umiku
internetnega
prehranskega dopolnila
Xiadafil VIP: Razkrita Se
ena »naravna viagrac

Borut Strukelj

Relativno majhna farmacevtska druzba SEI Pharmaceuticals iz
Miamija, ZDA, je povecala svoje prihodke za 700 % v zadnjih dveh
letih z internetno prodajo prehranskega dopolnila Xiadafil VIP, ki ga je
trzila v obliki pretisnega omota z dvema tabletama oziroma v mini
plastenkah po osem tablet. Izjemno agresivno trzenje po internetu je
opisovalo Xiadafil kot popolnoma naravno prehransko dopolnilo za
povecCevanje spolne moci s takojsnjim delovanjem, brez nezelenih
stranskih uc¢inkov in popolnoma varno. Vsebovalo naj bi izvlecke
nekaterih zdravilnih rastlin, med njimi: ginsenga, roznega korena,
ginka in kitajske pokon¢ne dresni. Glavni u¢inkovini, ki jih Xiadalafil
vsebuje, naj ne bi bili v takem odstotku vsebovani v nobenem drugem
pripravku. Ena od ucinkovin, ki je naravni derivat pirazolopirimidona,
pa naj bi stimulirala nastanek duSikovega oksida, povecevala
koncentracijo cGMP in inhibirala fosfodiesterazo PDE-5, torej naj bi
imela enake ucinke kot sildenafil, ki je u€inkovina znanega zdravila
Viagra. Seveda uvrs¢amo Viagro v skupino zdravil na recept, Xiadafil
pa se je trzil kot prehransko dopolnilo. FDA je ugotovila, da vsebuje
prehransko dopolnilo Xiadafil nevarno sintezno spojino, strukturno
podobno sildenafilu, ki lahko povzro¢i nenaden padec krvnega tlaka,
kar lahko privede tudi do smrti. To velja predvsem za paciente, ki
jemljejo  nitroglicerin in podobne ucinkovine. Janet Woodcock,
direktorica Centra za evalvacijo zdravil pri FDA poudarja, da obstaja
nevarnost predvsem zaradi napacnega oznacevanja, ki je zavajajoce,
saj uporabnik verjame, da je prehransko dopolnilo stoodstotno
naravno in ne povezuje moznosti medsebojnega delovanja z ostalimi
zdravili. FDA poudarja, da Xiadafil VIP tablete niso bile odobrene kot
zdravilo in je poleg kvalitativne in kvantitativne sestave vprasljiva tudi
kakovost in varnost pripravka.

Vir:

1. FDA Immediate Release, junij 2008

Vec¢ informacij:
www.fda.gov/consumer/updates/erectiledysfunction010408.html.
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Z novimi testi do
varnejsih zdravil

Petra Slanc Moze

V juniju 2008 sta tako Evropska agencija za zdravila (EMEA) kot
AmeriSka agencija za zdravila in hrano (FDA) izdala prvi skupni
predpis, ki vkljuCuje nove teste za ugotavljanje nefrotoksi¢nosti
ucinkovin. Doslej so farmacevtske druzbe, ki so hotele registrirati
novo zdravilno ucinkovino, dokazovale odsotnost nefrotoksi¢nosti z
merjenjem kreatinina in uree v plazmi. Ker je bila metoda relativho
pomanikljiva, so uvedli merjenje koncentracije sedmih proteinov,
imenovanih »ledviéni biomarkerji«. To so KIM-1, albumin, beta2-
mikroglobulin, cistatin C, klusterin, celokupni proteini in trefoilni
dejavnik-3. Z uvedbo omenjenih novih testov bodo uporabniki
testiranih  zdravilnih ucinkovin bolje za&citeni, saj so bile doslej
poskodbe ledvic zaradi jemanja nekaterih zdravil relativno pogoste.
Pri uporabi starih, trenutno $e veljavnih testov na osnovi uree in
kreatinina, je mogoce zaznati poskodbe ledvic en teden po tem, ko je
poskodba Ze nastala. Novi test pa je bolj obcutljiv in lahko zazna
poskodbo na celicnem nivoju ze nekaj ur po poskodbi, prav tako pa
je iz razmerja sedmih biomarkerjev mogoce ugotoviti, na katerem delu
ledvicnega tkiva je poskodba nastala. Zanimivo je, da je test razvila
skupina raziskovalcev 16 inovativnih farmacevtskih druzb in ne EMEA
ali FDA. Vodilno viogo pri razvoju so imeli znanstveniki iz druzb
Novartis in Merck&Co.

Vir:
1. FDA Immediate Release, junij 2008
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33. skupséina SFD

Tematika letoSnjega simpozija Slovenskega
farmacevtskega drustva je pritegnila skoraj
400 udelezencev, pretezno farmacevtov iz
cele Slovenije. O kakovosti vsebin prica
majska Stevilka Farmacevtskega vestnika, v
katerem so objavljeni referati s simpozija.
SreCanje se je zaklju¢ilo z redno letno
skupscino v soboto, 17. maja.

Raznolike aktivnosti Slovenskega farma-
cevtskega drustva, o katerih je porocal
predsednik Drustva, se iz leta v leto pove-
Cujejo. Narasca predvsem delovanje sekcij,
ki povezujejo ¢lane s podobni profesionalni
interesi. Skup$cina je soglasno potrdila vsa
porocila, prav tako tudi plane za leto 2008.

Zivahna razprava, ki je sledila porogilom
kaze, da Clani od Drustva pricakujejo vec¢
podpore pri uveljavljanju stroke v sistemu
zdravstvenega varstva in v javnosti. Posebej
je bil izpostavljen problem nepoznavanja
poslovanja lekarniske sluzbe, izrazenih je
bilo veliko predlogov glede nadaljnega
razvoja FIC-a, farmacevtskega informa-
cijskega centra, ki je ob ustanovitvi med Clani
vzbudil velika pri¢akovanja, ki pa so se le
delno izpolnila. Dejstvo je, da v teh treh letih
projekt ni bil ustrezno voden, glede na cilje
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pa je bila postavljena preSibka kadrovsko-
organizacijska struktura. Predstavljenih je
bilo ve¢ idej glede nadaljnjega razvoja FIC-a,
med drugim tudi predlog, da FIC pridobi
status organizacije za dajanje informacij
javnega pomena, potem ko bi ga prej morali
umestiti v zdravstveni sistem oz. ko bi
pridobil  status uradnosti. Tudi predlog o
preimenovanje FIC-a v center za zdravila je
vzbudil veliko zanimanija.

Po predvidevanjih predsednika SFD bo
razvoj FIC-a posledi¢no vplival tudi na razvoj
zaloznistva pri SFD, predvsem nacionalnega
biltena o zdravilih, ki zadnja leta zaradi
nestabilnih  razmer pri urednikovanju
neredno izhaja. Pri obeh projektih je
vsebinska usmeritev k lekarnistvu tista, ki bo
najbolj povezala ¢lane in vecala ugled
stroke. Skladno s tem stali$¢i je skups$cina
sprejela sklep, da mora postati dejavnost
FIC-a prioritetna naloga SFD v naslednjih
letih.

Drustvena priznanja v letu 2008
Izvrsni odbor SFD je na 33. skupscini podelil
drustvena priznanja. Minafikovo odli¢je je
prejel prof. dr. Slavko Peéar, mag. farm.

Prejemniki drustvenih priznanj za leto 2008, skupaj z dr. Marcem in s prof. dr. Mrharjem

Minafikovo priznanje so prejeli
Marija Zupan Bizjak, mag. farm. spec.
Marija Cehovin, mag. farm.
mag. Andreja Cufar, mag. farm. spec.
NataSa Faganelli, mag. farm. spec.
Du$an Hus, mag. farm.

Dusa Kramer, mag. farm.

Joze Kukman, mag. farm
Matejka Kumper§¢ak Duh, mag. farm. spec.
Sasa Mauri¢, mag. farm. spec.
Davorin Poherc, mag. farm.
Mojca Prah Klemenci¢, mag. farm.

T

Prof. dr. Slavko Pecar
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Utemeljitve

Pri magistri Mariji Zupan Bizjak izstopa njen
osebni prispevek pri izdelavi monografij
galenskih izdelkov, nadalje znacilno prispeva
k dvigu kakovosti v lekarniStvu z izvajanjem
strokovnega nadzora s svetovanjem in s
Stevilnimi predavanji, z veliko predanostjo
opravlja mentorsko delo za specializante,
farmacevte in tehnike, je pa tudi zanesljiv in
trezen mislec v kriznih situacijah, zato se
kolegi vedno lahko zanesejo na njo.

ca

Predsednik SFD dr. Gasper Marc,
predsednik Odbora za podeljevanje
drustvenih priznanj prof. dr. Ales Mrhar in
Marija Zupan Bizjak, mag. farm. spec.

Magistro Marijo Cehovin odlikujejo strokovne
in ¢loveske kvalitete. Svoje delo je usmerjala k
cilju, da se dostojno predstavita in ovrednotita
poklic in vloga lekarniskega farmacevta, kar je
dosegla s povezovalnim delovanjem in
odpiranjem moznosti strokovnega doka-
zovanja svojim sodelavcem. Svoje delo je
vseskozi povezovala z delom Primorske
podruznice, v kateri je uspela preseci razli¢ne
regijske interese pri doseganju strokovnih
ciljev.

] S -

Marija Cehovin, mag. farm.

besedami
predstaviti osebnost magistre Andreje Cufar,
ki tako zelo preveva slovensko strokovno in
javno sfero. V laiéni javnosti je sinonim za

Tezko je na kratko z nekaj
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slovensko lekarnistvo, prav tako pa pusca
svoj pecat na vseh podrocjih farmacevtske

stroke. S svojo neiz¢rpno energijo in
zivljenjskim  optimizmom se loteva
vsakodnevnih izzivov kot predsednica
LekarniSke zbornice. Neizbrisna je njena

vloga v popularizaciji lekarniStva ter pri
dvigovanju kvalitete dela in organiziranosti
slovenskega lekarniStva. Kot asistentka na
Katedri za socialno farmacijo prenasa
bogato znanje in pripadnost stroki na

bodoce farmacevte.

mag. Andreja Cufar, mag. farm. spec.

Magistra Natasa Faganelli s svojim delom,
znanjem in izkudnjami od samega zacCetka
svoje kariere odloc¢ilno prispeva k razvoju
klinicne farmacije v Ortopedski bolniSnici
Valdoltra, kjer je uspela uveljaviti klinicnega
farmacevta kot enakopravnega c&lana
zdravstvenega tima. Kot predsednica
Sekcije klini¢nih farmacevtov SFD si je
zadala zelo ambiciozen cilj — organizacijsko,
pravno in strokovno umestiti klinicnega
farmacevta na Klinicni oddelek kot
prepoznavnega strokovnjaka za nacrtovanje
in vodenje zdravljenja z zdravili.

Natasa Faganelli, mag. farm. spec.

Magister Dusan Hus je diplomiral na
Farmacevtsko  biokemijski  fakulteti v
Zagrebu. Poklicno pot je pricel v javnem
zavodu Celjske lekarne in jo nadaljuje od leta
1993 kot koncesionar zasebne lekarne v
Celju. Svojo aktivnost v SFD je pricel kot
predsednik Celjske podruznice in jo
nadaljuje kot ¢lan Odbora sekcije javnih
lekarn in organizacijskega odbora za
pripravo $portnih iger, na katerih sodelujejo
tudi na$i kolegi iz Hrvaske. V okviru
LekarniSske zbornice Slovenije je vec
mandatov ¢lan UO, predsednik komisije za
informatiko, ¢lan pogajalske skupine LZS in
¢lan skupine za odnose z drugimi evropskimi
lekarnikimi zbornicami. Ves Cas si aktivho
prizadeva za promocijo in ustrezno druzbeno
priznavanje farmacevtskega poklica, zato je
cenjen v domacem in mednarodnem okolju.

Dusan Hus, mag. farm.

V zaCetku 60-tih let, ko lekarnistvo pri nas Se
ni bilo razvito, je magistra Dusa Kramer
uspela nagovoriti vodstvo obcine za novo
lekarno Bezigrad. Aktivna je bila pri
novoustanovljenem poslovnem zdruzenju -
Skupnosti lekarn, kasneje Zdruzenju lekarn.
Kot predsednica komisije za tehnologijo je
sodelovala pri projektu Storitveni sistem v
zdravstvu, kar je tudi omogocCilo zblizati
lekarnisko dejavnost z zavarovalnico in
politiénimi institucijami. Tako je zasluzna za
oblikovanje in uveljavitev storitvenega
sistema in vkljugitev farmacevtov med
zdravstvene poklice. Magistri Kramer je bilo
priznanje izro¢eno posthumno.

Aktivni prostovoljci iz seniorskih vrst so
pomembni vzorniki vsem milaj$im ¢lanom
drustva. S svojim delom nas spodbujajo in
nam posredujejo iskrico optimizma za
zivljenje v tretjem Zivljenjskem obdobiju.
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Nadaljevanje zapus$&ine predhodnikov je
pomemben prispevek k ohranjanju naravne
dedis¢ine v farmacevtski stroki. In prav v tem
je magister Joze Kukman dal svoj izjemni
prispevek z nadaljevanjem in nadgra-

jevanjem zapusCine Domace lekarne patra
Asica.

JoZe Kukman, mag. farm

Magistra Matejka Kumper§éak Duh se je
uveljavila z razumljivimi strokovnimi nastopi,
s predavanji na farmacevtskih srecanjih in
predstavitvah galenskega dela bodo¢im
Studentom FFA. PoucCuje na srednji
zdravstveni 8oli, objavila pa je tudi vec
¢lankov v strokovnih revijah. Pomemben je
njen prispevek pri nastajanju Kodeksa
galenskih izdelkov. Kot predsednica
mariborske podruznice SFD je dvignila raven
rednih strokovnih sre¢anj in tudi dobro
obiskanega farmski.

—
Matejka Kumperscak Duh, mag. farm., spec.

Magistra Sasa Mauri¢ je prepoznavna po
aktivnem delu v komisiji za strokovni nadzor
in svetovanje pri Lekarniski zbornici
Slovenije in po dolgoletnem delu v komisiji za

verifikacijo lekarn pri Ministrstvu za zdravje. V
obeh komisijah se je zavzemala za dosledno
izvajanje strokovnih nacel v lekarniski praksi.
Nastopala je tudi javno in si prizadevala
priblizati lekarnisko dejavnost lai¢ni javnosti.

Prof. Mrhar bere utemeljitev za podelitev
priznanja Sasi Mauri¢, mag. farm., spec.

Magister Davorin Poherc je bistveno
pripomogel k uveljavitvi sekcije farma-
cevtskih tehnikov in sekcije farmacevtov
javnih lekarn ter k realizaciji njunih pro-
gramov dela. Njegove organizacijske spo-
sobnosti so splo$no znane ze dolga leta
skozi organizacijo razli¢nih dogodkov SFD,
od sStudentskih simpozijev, organizacije
praks Studentov v tujini do simpozijev SFD,
farmacevtskega plesa ter §portnih prireditev.
Gre za osebnost, ki je spiritus agens,
povezovalec in animator strokovnega in
druzabnega Zzivljenja farmacevtov.

Davorin Poherc, mag. farm.

Magistra Mojca Prah Klemenéi¢ je
prepoznavna po osebnem prispevku pri
promociji drustva in stroke v Sir§i druzbeni
skupnosti, Se posebej pa pri strokovnem
povezovanju med zdravniki in farmacevti v
okviru organizacije vsakoletnih skupnih

strokovnih srec¢anj. Je tudi pobudnica
projekta priblizevanja stroke uporabnikom z
izdajo publikacije "Krka v skrbi za vase
zdravje”, ki je na voljo vsem obiskovalcem
lekarn.

Predsednik Drustva cestita Mojci Prah
Klemencic, mag. farm.

Profesor Slavko Pecar je v svoji karieri
odlocilno prispeval k uveljavitvi farmacije kot
znanstvene discipline v slovenskem in
svetovnem prostoru. V sedemdesetih letih je
oral ledino pri postavitvi temeljev za bodoc¢o
Fakulteto za farmacijo kot vrhunsko
raziskovalno in izobrazevalno ustanovo ter
pri povezovanju takratnega Oddelka za
Farmacijo z domacimi in tujimi raziskovalnimi
instituti. Pri postopni preobrazbi prvotnega
Odseka za farmacijo na Oddelku za kemijo in
kemijsko tehnologijo Fakultete za nara-
voslovje in tehnologijo v danasnjo Fakulteto
za farmacijo je odlocilno pripomogel v dveh
fazah: prvi¢ pri preobrazbi Odseka za
farmacijo v VTOZD Farmacija (Visoko$olska
temeljna organizacija zdruzenega dela
farmacija), ko je v zaCetku sedemdesetih
letih s predlogi za pravoCasno pripravo
ustreznega programa omogocil osamo-
svojitev univerzitetnega $tudija farmacije in
na tem temelju v zacetku devetdesetih let
nastanek samostojnega Oddelka za
Farmacijo v okviru FNT ter drugi¢, pri
preoblikovanju FNT v §tiri fakultete v sredini
devetdesetih let je s svojo znanstveno
bibliografijo, Se zlasti s ¢lanki v mednarodnih
revijah in s citiranostjo teh del odlo¢ilno
pripomogel k doseganiju kriterijev za prehod
iz Oddelka za farmacijo v samostojno
Fakulteto za farmacijo.
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Iz drustvenega Zivljenja

Nadalje, ve¢ kot tridesetletno kvalitetno
pedagosko in prodorno znanstveno delovanje
profesorja PecCarja na podro¢ju farmacevtske
kemije in biofizike je dalo pecat vsem
generacijam slovenskih farmacevtom in
naredilo farmacevtsko stroko in znanost
prepoznavno Vv slovenski farmacevtski industriji
in lekarnistvu.

In najpomembnejSe, profesor Pecar ima
iziemne zasluge pri razvoju in uveljavitvi
Fakultete za farmacijo kot vrhunske izo-
brazevalne in znanstvene ustanove v
slovenskem in mednarodnem visokoSolskem
in raziskovalnem prostoru. V obdobju 1995 -
1999 je kot dekan Fakultete za farmacijo z
vizionarskim pogumom in vztrajnostjo izpeljal
gradnjo novega juznega krila fakultete, tako da
sta standard in opremljenost prenovljene
fakultete presegla povprecni evropski nivo. Ta
korak je dal nov zagon kadrovski rasti na FFA,
pedagoskemu in znanstvenoraziskovalnemu
delu ter zacetku novega razvojnega cikla FFA.
Za svoje zasluge pri razvoju in vodenju
Fakultete za farmacijo je leta 2001 prejel zlato
plaketo Univerze v Ljubljani.

Profesor Pecar je bil letih 1999 - 2007
podpredsednik programskega sveta uni-
verzitetnega podiplomskega S$tudija Bio-

Prejemnik Minarikovega odli¢ja prof. dr. Slavko Pecar, se je zahvalil vimenu vseh
nagrajencev

medicina, leta 2007 pa je postal predsednik
programskega sveta prenovlijenega doktor-
skega Studija Biomedicina. Sodelovanje pri
nastajanju prve podiplomske Sole na Univerzi
v Ljubljani , ki je sedaj prerasla v doktorsko
Solo, je pomembno prispevalo k prepoz-
navnosti FFA na UL, saj je FFA sousta-
noviteljica prve uspesne, ze 9 let delujoce
podiplomske Sole na UL. V tej vlogi je odlocilno
vplival na kakovosten razvoj podiplomskega

izobrazevanja farmacevtov, ki je predpogoj za
nadaljnji razvoj slovenske farmacije. Ker se je
profesor Pecar v 35 - ih letih svojega
poklicnega delovanja kot visokoSolski ucitelj in
znanstvenik vedno zavzemal za kvalitetno in
na  znanstvenih osnovah temeljece
izobrazevanije in z njim povezano raziskovanje,
in pri tem dosegel merljive rezultate, je IzvrSilni
odbor SFD sklenil, da mu podeli najvisje
drustveno priznanje.

Razpis za podelitev drustvenih priznanj v letu 2009

Podruznice in sekcije prijavijo kandidate za podelitev drustvenih priznanj skladno z dolocili Pravilnika o podeljevanju drustvenih priznanj
tajnistvu Slovenskega farmacevtskega drustva. Predlogi morajo biti pripravljeni na obrazcih, ki so sestavni del Pravilnika in objavljeni na
spletni strani www.sfd.si. Predlagatelji posljejo predloge najkasneje do 31. januarja 2009, tajnistvu SFD.
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Iz drustvenega Zivljenja

[ OI o O k.
10. jubilejni FarmaSki 2008

V organizacijskem odboru za prireditev smucarskega tekmovanja
FarmaSki smo ¢lani  Mariborske podruznice Slovenskega
farmacevtskega drustva ponovno zavihali rokave in pripravili vse
potrebno za jubilejno deseto tekmovanje. V letu 2007 nam tekme ni
uspelo izpeljati, saj so nas visoke temperature opeharile za tisto malo
snega, kot ga je dala zima. Tudi letos ni kazalo najboljSe, toda prvi
februarski vikend nas je vendarle obdaril z nekaj centimetri debelo
snezno odejo na nekaj umetne podlage in Smucarskemu klubu Branik
Maribor je uspelo pripraviti na Arehu zimsko idilo in odli¢ne tekmovalne
pogoje.

9. februarja 2008 se nas je zbralo v hotelu Arena ob vznozju Pohorja 48
tekmovalk in 51 tekmovalcev za veleslalom, ki ga je ze deseti¢ za
FarmaSki postavil Milan Smon. Tekmovalci smo prigli iz &estih
podruznic in ene sekcije Slovenskega farmacevtskega drustva:
Ljubljanske, Celjske, Dolenjske, Gorenjske, Mariborske, Posavske in
Studentske sekcije. Na 1090 m nadmorske vigine smo se pogumno
pognali s starta in skozi 18 vratic prismucali na cilj 115 metrov nizje.
Najhitreje je prispel v cilj Tadej Dolenc s ¢asom 0:36.18, pod 40
sekundami pa je uspelo prismucati v cilj tudi nasi kolegici iz
organizacijskega odbora Neni Sajber in je tako dosegla najboljsi das
med damami. Tekmovalce je spremljalo tudi nekaj navijacev, po
napornih spustih se nam je vsem prilegla topla malica. Ko se je dan ze

spuddal k vederu, smo se ponovno sestali v dolini. Ze med vederjo nas
je vse pozdravil tudi predsednik organizacijskega odbora Silvo Koder
s PreSernovimi verzi za vse tiste, ki se prej$nji vecer niso udeleZili
praznovanja v c¢ast dnevu kulture. Po pozdravu predsednika
Mariborske podruznice Matjaza Tu8a je zbrane navdusila skupina
Turbo Angels s poskoCnimi takti ob spremljavi harmonike. Pokale in
nagrade je ob jubilejnem srec¢anju podaril kar sam Pohorski car.
Tradicija Pohorskih carjev je stara ze 49 let. Pohorskega carja izberejo
vsako leto na pustovanju smucarski zanesenjaki, car pa je dolzan
zagotavljati sneg, spodbujati mora smuc¢anje v Smucarskem klubu
Branik, aktivno pomagati pri tekmovanju svetovnega pokala Zlate lisice,
spodbujati razvoj turizma na Pohorju in poskrbeti tudi za kak$en
sodCek rujnega. Letos je Pohorski car postal dolgoletni direktor hotela
Arena Miran Ferk, ki je v vseh letih poskrbel tudi za kulinariko na
FarmaSkijih in je na podelitev prisel oble¢en v tradicionalno oblagilo
carja, ki ga sestavlja do tal segajo¢ ovcji kozuh s carsko ku¢mo,
prekrito s ploS¢icami, na katerih so imena bivsih carjev. Po podelitvi
nagrad smo za vse tekmovalce in goste pripravili film, ki je v sliki in
besedi spominjal na dogodke izpred dvanajstih let, ko smo v Mariboru
prvi¢ organizirali FarmaSki, pa vse do leta 2006. Se enkrat smo
pogledali pohorske strmine, proge na Cojzarici, Habakuku in v ciljni
areni, prijateljska druzenja in kramljanja, hitre spuste po progi in pocitek
ob prijaznih pohorskih ko¢ah, stalne tekmovalce in posebne goste,
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Iz drustvenega Zivljenja

DAME 1. SKUPINA:
1. LJUBICA LOVISCEK MPSFD
2. SILVA SMOLEJ GPSFD

DAME 2. SKUPINA:

1. NENA SAJBER MPSFD
2. TATJA KOSTNAPFEL LPSFD
3. BRIGITA PUCELJ DPSFD

DAME 3. SKUPINA:

1. MAJA VOVK LPSFD
2. BARBARA ZADRAVEC GPSFD
3. M. GORICANEC BERNOT LPSFD

DAME 4. SKUPINA:

1. VANJA PRAPOTNIK MPSFD
2. VESNA KRALJ DPSFD
3. POLONA BUKOVEC DPSFD

nastopajoCe skupine z nepozabnimi
Sestrami, ki so jih ustvarili farmaceuvti
Mariborske podruznice s Silvom na &elu.
Skupaj smo preziveli veliko prijetnih uric
in veliko zabave in vsem, ki so FarmaSki
zamudili, zal ne moremo pomagati. Tudi
zdravila sponzorjev, ki so nam ves ¢as
stali ob strani in smo se jim tudi e za
poslednji¢ zahvalili, v tem primeru niso
ucinkovita.

Na jubilejnem FarmaSkiju smo se zahvalili
tudi  Silvu  Kodru, ki se je na
predsedniSkem mestu organizacijskega
odbora obdrzal dolgih deset in nekaj let,
predsednik pa tudi vsem ¢lanom odbora,
ki so s svojimi idejami FarmaSkije vedno
pripravljali ~ vrhunsko,  duhovito in
neponovljivo.

Poleg tekmovalnega duha je FarmaSki bil
vedno priloznost za sprostitev in druzenje
in le zelimo lahko, da bo tako tudi v
bodoCe, ko bo smucarska sreCanja
pripravljala Celjska podruznica, ki je v
Mariboru od Mariborske podruznice
prejela simbolicéno smucko, objeto z
bahavo farmacevtsko kaco.

Na svidenje! Morda na Rogli?
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0:51,02
0:54,91

0:39,44
0:43,94
0:45,50

0:39,67
0:39,74
0:42,32

0:41,10
0:41,23
0:42,82

In komu smo podelili pokale?

MOSKI 1. SKUPINA:
1. DUSAN HUS

2. SILVO KODER

3. MAKS GORENJAK

MOSKI 2.SKUPINA:
1. BRUNO NUSSDORFER
2. TOMI POPOVSKI
3. ROBERT OBERC

MOSKI 3.SKUPINA:
1. ALJAZ SOCAN

2. IGOR PETROVIC

3. MATEJ BERNOT

MOSKI 4. SKUPINA:
1. TADEJ DOLENC

2. TIMOTEJ VIVOD

3. MILOS REPSE

CPSFD
MPSFD
MPSFD

LPSFD
LPSFD
DPSFD

LPSFD
DPSFD
LPSFD

SSSFD
MPSFD
SSSFD

0:41,74
0:42,33
0:44,35

0:37,74
0:38,34
0:39,03

0:38,15
0:38,45
0:39,08

0:36,18
0:38,25
0:39,21




Osebne vesti

Na nasih obi¢ajnih sre¢anjih
bomo odslej zaman ¢akali, da
bi k omizju farmacevtov upoko-
jencev prisedel tudi na$ dragi
kolega, Vlado Veble. Smrt je
konec aprila 2008 pretrgala nit
Zivljenja cloveku, ki je dolga
leta hodil svojo strokovno pot
skupaj z nami.

Rojen je bil 28. 07. 1923 v
Mariboru , osnovno $olo je
koncal v Celju, Stiri leta gim-
nazije v Sremskih Karlovcih,
naslednja Stiri leta je nadaljeval
v Murski Soboti, kjer je tudi
maturiral. Potem je bil poslan v
kazensko delovno brigado, od koder se je vrnil domov v Mursko
Soboto. Novembra meseca 1945. leta se je vpisal na ljubljansko far-
macevisko fakulteto, ki je takrat prvi¢ zacela s predavanji. Po dveh
letih je nadaljeval svoj Studij v Beogradu. Tam je 2. marca 1950 tudi
diplomiral.

Ze pred diplomo je delal v ve¢ mestnih lekarnah v Mariboru in tako je
nadaljeval tudi po diplomi vse do ¢asa, ko je oktobra 1950 dobil poziv
za sluzenje rednega vojaskega roka. Tega je najprej sluzil v Ljubljani,
nato opravil te¢aj rezervnih oficirjev v Vojni medicinski akademiji JLA
v Beogradu. Od tu je bil poslan v Zagreb, kjer je kon&al staz in bil
oktobra 1951 demobiliziran. Od takrat je delal kot magister farmacije
v Okrajni lekarni v Slovenj Gradcu.

1. avgusta 1952 je bil sluzbeno premes¢en v Rogasko Slatino kot
upravnik Okrajne lekarne. Prav tu je naslikal eno svojih prvih oljnih
slik, Alkimista. Po §tirih letih dela v Rogaski Slatini je bil premes¢en v
Kranj. Od tu naprej je svoje strokovno delo nadaljeval kot predstavnik

memoriam Viadu Vebletu, mag. farm.

pri zastopstvu FABEG za firmo Boehringer/Sehn. Nato je prestopil v
Galeniko, pa v Krko in nazadnje je bil zastopnik pri firmi Agroprogres
za firmo CILAG Chemie vse do svoje upokojitve t.j. trideset let.

Po pestri in dolgi strokovni poti pa z upokojitvijo njegov ustvarjalni um
ni obmiroval. Kolega Vlado je bil ¢lovek mnogih registrov. V svojem
mini ateljeju je dajal duska vsem svojim notranjim potrebam po
izrazanju samega sebe in to v vseh mogocih tehnikah. Svoja ob&utja
je prenasal v oljne slike, v slikanje na steklu v posebni tehniki, v plas-
tiki, v lesorezu. Motive je jemal predvsem iz stroke in njene zgodovine,
blizu mu je bila narava in tudi etnologija. Vsega skupaj je ustvaril
okrog tristo del. Ob priliki farmacevtske letne skup$¢ine v Portorozu je
pred leti imel svojo samostojno razstavo, Kjer je bilo razstavljenih pri-
blizno 20 njegovih slik. Razstavljal pa je tudi v Drustvu upokojencev
Ljubljana — Poljane.

Kolega Vlado Veble je bil ¢lan sekcije seniorjev od njene ustanovitve
leta 1987 in vec let tudi ¢lan izvrSnega odbora te sekcije. Kot pobud-
nik mesec¢nih srecevanj ¢lanov sekcije upokojenih farmacevtov se je
teh srecanj tudi redno udelezeval. Prizadeval si je, da bi se le-teh
udelezevalo kar najveC ¢lanov sekcije, zlasti iz Ljubljane in bliznje
okolice. V svoji sredini ga bomo zelo pogresali.

Poleg njegovih toplih ¢loveskih lastnosti nas v lekarni Ormoz nanj
spominja njegov Alkimist, v kleteh vinskih goric Peter-kletar Ptujski, v
lekarni Radgona Radgonski grad, v Mariborskih lekarnah njegovo
poslikano lekarnisko posodije ... v nasih srcih pa neizbrisen spomin na
plemenitega, delavnega in ustvarjalnega cCloveka, vrednega vsega
spostovanja.

Naj mu njegove Breze Sepetajo nezno uspavanko miru in zahvalo za
vse, kar smo ob njem lepega doziveli.

Omizje farmacevtov upokojencev
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Navodila avtorjem

Strokovne ¢lanke in druge prispevke objavijamo v slovenskem, po

dogovoru z uredniStvom pa tudi v angleSkem jeziku.

Vsi poslani rokopisi morajo biti jezikovno in slogovno neoporecni.

Uporabljena terminologija mora biti ustrezna, s posluhom za

uveljavljanje ustreznih strokovnih izrazov v slovenskem jeziku.

Navajanje zascitenih imen zdravil in drugih izdelkov ali imen

proizvajalcev je nedopustno. Dovoljeno je le v poglavju Materiali in

metode, izjemoma pa $e v primeru, ¢e se objavi popoln seznam vseh

na trzis¢u dostopnih izdelkov.

Strokovni €lanki so recenzirani, kar pomeni, da bodo avtorji oddali

najmanj dve verziji besedila:

® prvo verzijo, ki jo uredniStvo poslje najmanj dvema recenzentoma
v strokovno oceno in

e kon¢no verzijo.

Med postopkom ugotavljanja primernosti prispevka za objavo v

Farmacevtskem vestniku je zagotovljena tajnost.

Prva verzija

Predstavljajo jo:

* trije, na papir natisnjeni izvodi prispevka, na katerih avtorji niso
imenovani, slike in preglednice pa so vkljucene v besedilo, ter

e prispevek v elektronski obliki.

Avtorji strokovnih Clankov prilozijo lastnoro¢no podpisan spremni

dopis z naslednjimi podatki:

e naslov prispevka,

® imena in priimki avtorjev z vsemi nazivi,

e imena in naslovi institucij, v katerih so zaposleni,

e telefonska Stevila in elektronski naslov kontaktne osebe ter

® izjavo, da prispevek $e ni bil objavljen ali poslan v objavo v drugo
revijo, ter da se z vsebino strinjajo vsi soavtoriji.

V primeru ponatisa slik ali drugih elementov v prispevku mora avtor

priloziti dovoljenje zalozbe, ki ima avtorske pravice. Rokopisi strokovnih

¢lankov lahko obsegajo najve¢ 20.000 znakov, vkljuéno s presledki,

obseg prispevkov za rubriko zanimivosti iz stroke in iz druStvenega

Zivljenja je lahko najve¢ 6.000 znakov (vkljuéno s presledki). Prispevki

za rubriko osebne vesti ne smejo presegati 3.000 znakov (vklju¢no s

presledki). Prispevke o osebnih vesteh objavlja urednistvo ob jubilejih,

smrti ali za posebne dosezke v aktualnem obdobju. Urednistvo si

pridrzuje pravico, da po strokovni presoji objavi tudi daljSe prispevke.

Vsebina

naj bo sistematicno strukturno urejena in razdeljena na poglavja.

Izvirni raziskovalni ¢lanki naj imajo najmanj naslednja poglavja:

e Uvod,

e Materiali in metode,

e Rezultati in razprava,

e Povzetek v slovenskem in angleskem jeziku (vsak po najve¢ 150
besed) in najvec 5 kljuénih besed v slovenskem in angleskem jeziku

e poglavje Sklep

* poglavje Literatura

e Kazalo vsebine, takoj za povzetkom in klju¢nimi besedami.

Besedilo
(Times New Roman 12, razmik vrstice 1,5) naj bo obojestransko
poravnano.

Slike in preglednice

morajo biti opremljene s pripadajo¢im besedilom v slovenskem in
angleskem jeziku.
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Vsako trditev

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

Primer navajanja literature:

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

2. Danesh A, Chen X, Davies MC et al. The discrimination of drug
polymorphic forms from single crystals using atomic force
microscopy.

3. Pharm Res 2000; 17 (7): 887-890.

4. Doekler E. Cellulose derivatives. In: Peppas NA, Langer RS.
Advances in polymer science 107; Biopolymers |. Springer-
Verlag, 1993: 200-262.

Konéna verzija

Avtor stokovnega clanka prejme po opravljenem recenzijskem
postopku najmanj dve strokovni oceni in navodila glede sprejetja v
objavo in potrebnih popravkov. Urednistvo pri¢akuje, da bo avtor
pripombe recenzentov in uredniStva uposteval in najkasneje dva
tedna po prejetju recenzij poslal popravljen prispevek v elektronski
obliki ter eno natisnjeno verzijo besedila na naslov glavne urednice.

Slike

morajo biti shranjene v ustreznem slikovnem formatu (zazeleno v jpg,
bmp), tudi v natisnjeni verziji je potrebno slikovni material priloZiti
loceno od besedila, ostevilCeno in oznaCeno s pripadajocimi
podnapisi. Fotografije morajo biti posnete z visoko lo¢ljivostjo,
najmanj 250 do 300 dpi, v enakih velikostih, kot jih avtor zeli objaviti
oz. prilagojene obliki revije.

Naslov prispevka

(v slovenskem in angleSkem jeziku) in naslovi poglavij in podpoglavij
naj bodo napisani krepko, vendar z malimi ¢rkami (kakor v stavku).
V kon¢ni verziji morajo biti pod naslovom prispevka v slovenskem in
angleskem jeziku napisana polna imena vseh avtorjev brez nazivov.
Imena in priimke vseh avtorjev z nazivi, skupaj z imeni in naslovi
ustanov, v katerih so zaposleni, je potrebno navesti lo¢eno na prvi
strani. Elektronska in natisnjena verzija morata biti identi¢ni.

Posiljanje strokovnih prispevkov
Prispevke v pisni in elektronski obliki avtorji posljejo na naslov:

dr. Andrijana Tivadar, mag. farm.
glavna urednica Farmacevtskega vestnika
Tacenska 133 A, 1000 Ljubljana
e-posta: andrijana.tivadar@siol.net

Korekture

Krtacne odtise prispevka je avtor dolzan natan¢no pregledati in
oznagiti nujne popravke (tiskarske Skrate), s katerimi ne sme posegati
v vsebino prispevka. Korekture poslje avtor v treh delovnih dneh na
zgoraj navedi naslov.

Prvi avtor prejme tri izvode Farmacevtskega vestnika brezplacno.
Clanki so objavljeni tudi na spletni strani: www.sfd.si v pdf obliki.



FARMACEVTIKA - DENTAL

Oskrbujemo
lekarne,
bolnisnice,
zdravstvene
domove in
veterinarske
ustanove
po Sloveniji
z zdravili,
zdravstvenim
materialom
in dentalnimi
izdelki

!-”-;r.— x ‘-. = -_-.-.- T z
FARMADENT d.o.o.
Minafikova ulica 8, 2000 Maribor
Telefon: +386 2 450 28 11

: +386 2 3682 20 52
; info@farmadent.sl



Bilobil in Bilobil Forte.
Razvili strokovnjaki iz Krke.
Za boljsi spomin in vejo mo¢ koncentracije.
Redno jemanije Bilobila izboljsuje prekrvitev.
Vasi moigani bodo bolje oskrbljeni s kisikom in energijo.
Za trajnejsi u¢inek priporocamo vsaj trimeseéno zdravljenje.

www. krka.si

(T4 KRKN

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

Pred uporabo natanéno preberite navodilo!

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



