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UVODNIK

Nulla res tam necessaria est quam medicina. Ni¢ ni tako nujno
kot zdravilo.

V prenesenem pomenu smo prica latinskemu pregovoru, ko molce
spremljamo potek stavke zdravnikov, obenem pa kot farmacevti ne
povzdignemo svojega glasu. Se ved, proglasajo nas kot krivce za po-
manjkanje financnih sredstev zdravstvene blagajne. Preveckrat je na-
mre¢ v zadnjem casu prst drugih uperjen v farmacijo in nas,
farmacevte. Mi pa molcimo. In Se tam, kjer bi lahko tvorno sodelovali,
delujemo vsak za svojimi okopi. VV mislih imam seveda nastajajoci
Zakon o lekarniSki dejavnosti, ki se Ze kar predolgo pripravija, pri sno-
vanju pa je mocno cutiti moc lokalne politike. Ali res mora politika
vedno nadvladati stroko? Politika bi se morala pri sprejemanju kiju-
¢nih odlocitev na stroko naslanjati. Seveda v kolikor je stroka vidna in
ima moc v odlo¢anju, pogajanjih in sprejemanju. Pokazimo, da smo
gospodarji zdravil, na vseh podrocjih in nivojih.

V zadnji letosnji Stevilki predstavijamo nekoliko manj znano, redko ge-
netsko motnjo: Huntingtonovo bolezen. Etiologijo in potek bolezni
opisuje v prvem Clanku Klinicni nevrolog doc. dr. Jan Kobal, nov ek-
sperimentalni pristop zdravljenja pa predstavija gensko zdravijenje,
kar je tematika drugega Clanka avtorjev Damjana Avsca in Ines Flegar.
O skrivnostnem zdravilu Decoctum Pollini, ki je bil znan SirSe v Evropi,
tudi izven slovenskih meja, pise prof. dr. Ales Krbavcic. Dr. Jan
Schmidt in izr. prof. dr. Lucija Peterlin Masi¢ govorita o novi tematiki
S podrocja regulatorne toksikologije, o genotoksicnih necistotah. Ka-
tere zdravilne ucinkovine za zdravljenje ran so v uporabi, opisuje izr.
prof. dr. Marko Anderluh. Iziemno aktualna tematika v zadnjem letu
Jje potencialna imunogenost bioloskih zdravil s podrocja zaviralcev de-
javnika tumorske nekroze, o cemer pisejo kolegi, ki se ukvarjajo z rev-
matoloSkimi obolenji.

Zopet ponujamo obilo zanimivega, strokovnega branja v prednovo-
letnem casu, ko si lazje najdemo nekaj uric izven obicajnega hitenja,
ki je stalnica stresnega Zivlienja, v katerega smo hote ali nehote po-
tisnjeni. Vzemimo si torej nekaj ¢asa in v miru preberimo tokratno Ste-
vilko Farmacevtskega vestnika.

V imenu urednistva vsem Zelim mirno, uspesno in radostno prihajajoce
leto. Ce bomo hoteli in zmogli, si bomo trenutke miru in srece ustvarili
predvsem sami, podarimo pa jih lahko tudi drugim, ki so nam blizu.

Prof. dr. Borut Strukelj



369

374

380

386

397

405

413
415
416
418

STROKOVNI CLANKI - PROFESSIONAL ARTICLES

Jan Kobal
Clinical neurology of Huntington's disease: a practical approach
Klini¢na nevrologija Huntingtonove bolezni: prakticni pristop

Damijan Avsec, Ines Flegar
Gensko zdravljenje Huntingtonove bolezni
Gene therapy for Huntington's disease

Ales Krbavcic

Doktor Janez Krizostom Pollini, ljubljanski mestni zdravnik, in njegovo tajno antiveneri¢no zdravilo Decoctum Pollini
Doctor Joannes Chrisostom Pollini, a municipial physician of Ljubljana, and his antivenereal medicament Decoctum
Pollini

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI - REVIEW SCIENTIFIC ARTICLES

Jan Schmidt, Lucija Peterlin Masi¢
Implementacija smernice ICH M7 in vrednotenje genotoksi¢nih necistot
Implementation of the ICH M7 guideline and evaluation of genotoxic impurities

Marko Anderluh
Pregled ucinkovin v zdravljenju ran
An overview of drugs in the treatment of wounds

Manca Ogri¢, Sonja Praprotnik, Snezna Sodin-Semrl, Sasa Cuénik

Imunogenost zaviralcev dejavnika tumorske nekroze alfa: nevarnost ali priloznost na podro¢ju zdravijenja vnetnih
revmati¢nih bolezni?

Immunogenicity of tumour necrosis factor alpha inhibitors: danger or opportunity in the treatment of inflammatory
rheumatic diseases?

DRUSTVENE VESTI - ACTIVITIES FROM THE SOCIETY

Izpopolnjevalni teCaj iz klasicne homeopatije
Predstavitev knjige Ravni zdravja
Osebne vesti

Letno kazalo



CLINICAL
NEUROLOGY OF
HUNTINGTON'S
DISEASE:

A PRACTICAL
APPROACH

KLINIENA NEVROLOGIJA
HUNTINGTONOVE
BOLEZNI: PRAKTICNI
PRISTOP

AVTOR / AUTHOR
dr. Jan Kobal, dr. med.

Department of Clinical Neurology,
University Medical Centre Ljubljana,
Zaloska 2, 1000 Ljubljana

NASLOV ZA DOPISOVANJE / CORRESPONDENCE:
jan.kobal@gmail.com

INTRODUCTION

The core features of Huntington's disease (HD) clinically as
well as genetically were outlined by George Huntington in
1872. In his paper, he summarized clinical features that are
recognized as relevant and important even today: the hered-

ABSTRACT

Huntington's disease is a hereditary degenerative
disorder outlined by progressive manifestation of
movement disorder, cognitive decline, and psychi-
atric disorder. Since the identification of Huntington's
disease mutation recognition of presymptomatic
gene carriers as well as different clinical manifesta-
tions of the disease were enabled. Despite the iden-
tification of a pathologic gene’s product, the mutant
protein huntingtin, the therapy of Huntington's dis-
ease on clinical grounds remains symptomatic since
no efficient disease modifying therapy prepared for
clinical practice has been demonstrated so far.

KEY WORDS:
clinical approach, Huntington's disease, therapy

POVZETEK

Huntingtonova bolezen je dedno degenerativno
obolenje, za katerega so znadilni napredujoca ek-
strapiramidna motnja gibanja, kognitivni upad in
psihiatricni simptomi. Po identifikaciji genske mu-
tacije za Huntingtonovo bolezen lahko kliniki opazu-
jemo razlicne klinicne manifestacije bolezni in spre-
membe ze pri presimptomatskih  nosilcih
bolezenskega gena. Kljub temu, da so odkrili tudi
patoloski genski produkt, mutirani protein huntingtin,
ostaja zdravljenje Huntingtonove bolezni simpto-
matsko, saj Se nobena do sedaj uporabliena terapija
ni uspesno spremenila klinichega poteka bolezni.

KLJUCNE BESEDE:
Huntingtonova bolezen, klini¢ni pristop, terapija

itary nature of the disease and usual onset in adulthood, the
pronounced dyskinetic syndrome, the psychiatric disorder
and cognitive decline, and above all the inexorably progres-
sive course of the disease (1). In the past century, the identi-
fication of a HD gene on the 4" chromosome has enabled
clinicians to recognize different manifestations of HD (2). Due
to highly sensitive and specific genetic test, the diagnosis of
HD is no longer based on characteristic clinical features
which could only be confirmed neuropathologically. A definite
diagnosis confirmed by a highly reliable laboratory test can
nowadays be performed during the patient’s lifetime. The
pathologic gene product, the mutant huntingtin protein, was
identified soon after the HD gene finding (3). Near the begin-
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CLINICAL NEUROLOGY OF HUNTINGTON DISEASE: A PRACTICAL APPROACH

ning of the huntingtin protein, which has a molecular mass
approximately 350 kDa, a glutamine tract is sited and ex-
pansion of the glutamine tract encoded by the expanded
Cytosine-Adenine-Guanine (CAG) codon is considered to
be the primary cause of Huntington disease symptoms (4).
CAG repeat length codes for 8 to 35 glutamines in normal
population and its expansion may explain most of the clinical
variability in HD (5). Genetic factors were investigated that
might play a role in the age of onset and presentation of the
disease. CAG repeats have a strong effect on the disease
onset, however, no independent relationship to the rate of
progression has been found (6). Additional genetic factors
that might play a role in the age of onset and disease pres-
entation have not been identified unambiguously. A within-
family variability, however, seems to be smaller than a be-
tween-family variability (7). The disease symptoms and signs
change as the disease progresses and the age of onset and
duration of the disease have an essential impact on that.

ONSET AND EARLY HD

HD may start at any age, since the age of onset described
ranges from 2 years till the mid-80s (2). In Slovenia, this range
is from 4 to 78 years (8). There is a broad consent among the
clinicians that clinical diagnosis of HD can only be made with
certainty in the presence of a specific motor disorder although
cognitive problems accompanied or followed by mild motor
abnormalities may as a rule appear before that (1). Affective
disorders, behavioral disorders, and in some cases even delu-
sions and hallucinations may precede the onset of motor
symptoms of HD (9). Long-term longitudinal studies give us
the best insight into development of early signs and symptoms.
The study of Venezuelan kindred by Penney et al. demon-
strated that patients pass through an onset period representing
a transitional zone from the presymptomatic to early sympto-
matic phase. There is an insidious deterioration of intellectual
functions, appearance of mild personality disorder, and minor
motor abnormalities, e.g. restlessness and motor impersis-
tence, abnormal eye movements, impaired rapid alternating
hand movements, inappropriate movements during emotional
stress, and mild dysarthria. A clear appearance of extrapyra-
midal signs (chorea, dystonia, hypokinesia, rigidity) already
marks the disease progression, not the beginning. Minor ab-
normalities may precede the obvious extrapyramidal signs by
at least 3 years (10).

370

MID-PHASE HD

This phase is dominated by motor abnormalities, such as
progressive dyskinetic motor symptoms accompanied by
progressive impairment of skilled movements. Chorea is
the major motor sign which gave origin to the old name
‘Huntington’s chorea’, but that might be avoided as ‘part
for the whole’ name for the disease due to diversity of
symptoms presented by the patients.

Choreatic movements are continuously present during the
patient’s alert time. They cannot be voluntarily suppressed
and worsen during stressful situations, such as medical
examination. Chorea is common in the facial area, usually
pronounced in the perioral area and in the form of grimac-
ing, forehead wrinkling, and lifting of eyebrows. The neck
is also frequently involved causing forward and backward
twisting and rotation of the head. Regarding the limbs,
chorea usually involves upper extremities more severely
presented as twisting, flexion, and extension movements,
while legs may be crossed and uncrossed and the toes
flexed and extended. Although chorea is most dramatically
present in these patients, disturbances of voluntary move-
ments are more highly correlated with functional disability
(10). Dystonia, including shoulder rotation, fist clenching,
foot inversion, and trunk posturing worsen during the
course of the disease (11). In fact, these movement disor-
ders easily merge into one another. Therefore, it is probably
best to observe the patient for a period of time and assess
whether a more prolonged period of involuntary move-
ments represents chorea and/or dystonia (1). Bradykinesia
and rigidity starts to intervene as patients approach the
final stage of the illness, but impairment of voluntary motor
function starts early in the disease course and clumsiness
may increase with deterioration of functional capacity (12).

ADVANCED OR LATE HD

From the clinician’s point of view, the advanced stage HD
is characterized by hypokinesia, bradikinesia, rigidity, and
loss of independence. Although remnants of chorea may
still be visible, dystonia prevails. Severe dysarthria and im-
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paired swallowing are common, therefore, feeding through
nasogastric tube or percutaneous endoscopic gastrostomy
(PEG) may be necessary. Patients spend most of their
time in chair or bed and are transferred to a nursing home.
By the rule, the patients use multiple psychotropic med-
ication, e.g. benzodiazepines, neuroleptics, and antide-
pressant medication (1). Incontinence is common in men
and women in the advanced stage of the disease reaching
up to 43% when bedridden patients were excluded (13).
Weight loss that may be prominent during the disease
symptoms development could partly be overcome by im-
proved attention to caloric intake (14).

JUVENILE AND LATE
ONSET HD

In about 10% of HD patients, clinical disease has onset
before the age of 20 and a small percent of them show
first signs before the age of 10, the youngest patient known
developed disease signs at the age of 2. According to in-
verse correlation between the age of onset and CAG repeat
length number, juvenile patients have long repeats typically
exceeding 50 CAGs with the longest repeat size described
approximately 250 CAGs (2, 15). In Slovenia, the longest
CAG repeat number observed in a recently diagnosed ju-
venile HD case was 106 and the disease started at about
the age of 4 (Kobal J, unpublished data). Cognitive decline
and therefore decline in school performance are tipically
followed by bradikinesia and rigidity, clumsiness, frequent
falls, and dysarthria. Epileptic seizures are also by far more
frequent compared to Huntington and general adult pop-
ulation (1). In 3 juvenile cases diagnosed in Slovenia so far
aside to previously described, myoclonus was prominent
in 2, in 1 case presenting 106 CAG repeats in the form of
myoclonic epilepsy (Kobal J, unpublished data).

Late onset disease might be milder than classic adult onset
HD. Chorea and gait disturbance and tendency to fall are
common, while cognitive decline and psychiatric symptoms
may be less pronounced. In a recent retrospective obser-
vational study, 34 patients were described aged 60 to 79
years at the disease onset. Their CAG repeat number was
38 to 44 and a significantly negative correlation was found
between the age at onset and numbero of CAGs (16). In
one of our cases diagnosed at the age of 78, we found 35
CAG repeats, the disease presented itself by behavioral

disturbance and bizarre gate, only about 1 to 2 years later
some chorea and perioral dyskinesia were observed (8).
Probably the fastest approach in doubtful cases is to per-
form genetic test for HD due to its high reliability and con-
tinue the rest of the diagnostic procedures afterwards.

THERAPEUTIC APPROACH
TO HD

HD is a genetically inherited neurodegenerative disorder
that affects children, adults, and elderly people and lasts
over many years. Therefore, therapeutic approach, which
so far is symptomatic, must be specifically customized for
the individual patient. Pharmacological as well as support-
ive non-pharmacological interventions might be necessary.
These include: coordinative and supporting activity from
the neurologist in charge to make appropriate appoint-
ments, genetic counseling is necessary for patient and
family about genetic risks and reproductive options, and
predictive testing may be provided to presymptomatic in-
dividuals, e.g. family members. Cognitive testing as well
as supportive psychological counseling to the patient and
his family members may be necessary. Social services
may provide financial, legal, occupational, and accommo-
dation advices. When a patient is beginning to loose inde-
pendence, social service may assist with disability,
guardianship and alternative procedures, help identifying
resources for long-term care either in home or institutional.
Nursing support, occupational, physical, and speech/swal-
lowing therapy may be necessary in mid-stage and ad-
vanced HD. Dietary counseling may be necessary about
weight maintenance feeding strategies and eventually PEG
placement. Volunteers from lay organization such as re-
gional HD society may help by sharing their experience to
patients and family members. Slovenian HD society was
established in 1999 and works in collaboration to European
HD society.

In onset and early HD patients, cognitive decline, affective,
and behavioral disorders usually are those that require
most attention from the attending neurologist and the rest
of the HD team. Psychotic symptoms might also occur.
Since no effective therapy has been found to counteract
cognitive decline, pharmacological interventions are ori-
ented towards coping affective and behavioral disorder.
Antidepressant and anxyolitic drugs are used frequently,

371 farm vestn 2016; 67

X
5
O
Z
>
@]
X
@]
o
'_
(€3]



CLINICAL NEUROLOGY OF HUNTINGTON DISEASE: A PRACTICAL APPROACH

but antipsychotic medication might also be necessary (17).
There were also attempts to influence cellular mechanisms
and modify the course of disease using antidepressive
and dopamine-depleting drugs (18, 19), however, accord-
ing to references as well as our experience with limited
success.

During mid-stage HD, movement disorder is usually preva-
lent and a wide range arrhythmic dyskinesia can be seen
in patients ranging from high-amplitude movements re-
sembling ballistic, dystonic postures to choreatic and al-
most tic-like movements. The nature of involuntary move-
ments however does not have any proven therapeutic
relevance (20). Dopamine depleting drugs are the only ap-
proved for the treatment of movement disorder in HD (19,
21). Neuroleptics however also ameliorate chorea and calm
the agitated and/or aggressive patient in mid-HD stage. A
wide variety of antidepressants combined to antidopamin-
ergic drugs are currently used for symptomatic treatment
of movement disorder and mood disorders (22). Recently,
however, the use of antidopaminergic drugs in HD has
been disputed due to possibility of faster progress of func-
tional disability in such patients, but further investigation is
necessary (23). Therefore, dopamine depleting drugs, such
as tetrabenazine and alternatives, might be the drugs of
choice for HD patients with prevalent dyskinetic symp-
toms.

In advanced e.g. late HD patients, the main goal of man-
agement is to reduce pain and suffering, to provide good
nursing car which may reduce medical complications (20).
Chorea may be less pronounced, therefore, dopamine-
depleting drugs may be reduced or abandoned, but de-
mentia increases and may become severe. Drugs used to
cope with psychiatric issues of HD, such as irritability, de-
pression, anxiety, apathy, are found useful (24). According
to our experience, rivastigmine also may ameliorate rigidity
and improve behavior, but an effect on cognitive dysfunc-
tion has not been proven (25, 26). Combination of tetra-
benazine and clonazepam may ameliorate impulsive in-
voluntary movements and lorazepam in addition to
clonazepam may provide sedation in case of aggressive
behavior (27).

Juvenile and late onset HD represent special situations
that may be treated symptomatically similar to THE adult
onset HD. The prevalence of juvenile HD varies in different
studies from 1 to 15% with a pooled proportion of about
5% in meta-analyses (28). Rigidity and dystonia are more

and chorea less common. In addition, epileptic seizures
(in up to 25% of the patients) may represent a serious
problem. One of our recent juvenile cases presented with
a progressive myoclonic epilepsy and cognitive decline
and epilepsy has been successfully treated by introduction
of levetiracetam (Kobal J, unpublished data). In another
one, rigidity was temporarily ameliorated by amantadine
and dystonia improved after clonazepam (8). In late onset
HD clinical course may however vary considerably from
mild to moderate and severe course (16) and so does the
therapeutic approach. One of our female patients has been
diagnosed at the age of 78 presenting gait dystonia and
mild chorea. She had 39 CAG repeats and her relatives
remembered her due to ‘funny’ behavior for the last 3 or 4
years. Her movement disorder improved after clonazepam

(8).

CONCLUSION

Despite of the progress on clinical and genetic grounds,
the therapy of HD patients remains symptomatic and sup-
portive. Inspired by that, clinicians should try to prescribe
symptomatic therapy which may not speed up the progress
of the disease, such as dopamine depleting drugs, anxi-
olytics, and antidepressants. Further therapeutic trials are
ongoing and may give us some favorable results in the
near future.
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Z D RAVI LO KOVA LT RY® rekombinatni faktor VIIl {oktokog alfa)

” Dokazano ucinkovito Ze pri odmerjanju

2X na teden'
” Na listi B* in P100* od 22. 8. 2016°

KOVALTRY 250/500/1000/2000/3000 i.e. prasek in vehikel za raztopino za injiciranje
Pred predpisovanjem, prosimo, preberite celoten povzetek znacilnosti zdravila!

'V Za to zdravilo se izvaja dodatno spremljanje varnosti. Tako bodo hitreje na voljo nove informacije o njegovi varnosti. Zdravstvene
delavce napro$amo, da porocajo o katerem koli domnevnem nezelenem u¢inku zdravila.

Kakovostna in koli¢inska sestava: Zdravilna u¢ i k lacijski faktor VIII (oktokog alfa). Ena viala vsebuje nominalno
250/500/1000/2000/3000 i.e. humanega koagu\acl]skegafaktona VIII. Pomozne snovi: Prasek: saharoza, histidin, glicin, natrijev klorid, kalcijev
klorid, polisorbat 80. Vehikel: voda za injekcije. Terapevtske indikacije: Zdravljenje in preprecevanje krvavitev pri bolnikih s hemofilijo A
(prirojeno pomanjkanie faktorja VIII). Zdravilo Kovaltry se lahko uporablja za vse starostne skupine. Odmerjanje in naéin uporabe: Zdravlleme
mora potekati pod nadzorom zdravnika, ki ima izkusnje z zdravljenjem hemofilije. 0dmerjanje zdravila in trajanje nadomestnega zdravljenja sta
odvisna od stopnje pomanjkanja faktorja VIII, mesta in obsega krvavitve in od klmlcnega stanja bolnika. Ena mednarodna enota (i.e.) aktivnosti
faktorja VIII ustreza koli¢ini faktorja VIl v enem ml normalne humane plazme. ije: Znana preob¢utlji za zdravilno ucil ali
katerokoli pomozno snov. Znane alergijske reakcue na beljakovine misi ali hrékov. Posebna opozorila in previdnostni ukrepi: Tako kot pri vseh intravenskih
zdravilih beljakovinskega izvora se lahko pojavijo preob&utljivostne reakcije alergijskega tipa. Nastanek nevtralizirajocih protiteles (inhibitorjev) proti
faktorju VIII je znan zaplet pri zdravljenju bolnikov s hemofilijo A. Pri hemofilikih z dejavniki tveganja za srénozilne bolezni ali s srénoZilnimi boleznimi,
katerim se je strjevanje krvi normaliziralo z zdravljenjem s faktorjem VIII, obstaja enako tveganje za nastanek srénoZilnih bolezni, kot pri bolnikih, ki nimajo
hemofilije. Ce je potreben centralni venski kateter (CVK), je treba upoStevati moznost lokalnih okuzb, bakteriemije in tromboze na mestu kateterizacije.
Nosecnost in dojenje: Faktor VIII se sme med nosecnostjo in dojenjem uporabljati le, Ce je jasno indicirano. NeZeleni uéinki: Pogosti: limfadenopatija,
palpitacije, sinusna tahikardija, bole¢ina v trebuhu, neprijeten ob&utek v trebuhu, dispepsija, pireksija, neprijeten obgutek v prsnem kosu, reakcije na mestu
injiciranja (vkljuuje ekstravazacijo na mestu injiciranja, hematom, bolecino na mestu infundiranja, pruritus, oteklino), glavobol, omotica, nespecnost, pruritus,
izpuscaj (izpuscaj, eritematozni izpuscaj, srbec izpuscaj), alergijski dermatitis. Obcasni: preob¢utljivost, disgevzija, urtikarija, pordelost. Na€in izdajanja zdravila:
Izdaja zdravila je le na recept. Imetnik dovoljenja za promet: Bayer AG, D-13342 Berlin, Germany Za nadaljnje informacije o zdravilu Kovaltry, se lahko obrnete na:
Bayer d.0.0., Bravnitarjeva 13, 1000 Ljubljana Verzija: EU/1 (02/2016)

Vir: 1. Kavakli K in sod. Prophylaxis vs. on-demand treatment with BAY 81-8973, a full-lenght plasma protein-free Samo za strokovno javnost.
recombinant factor VIII product: results from a randomized trial (Leopold I1), J Thromb Haemost 2015; 13: 360-369.
2. http://www.zzzs.si/zzzs/info/egradiva.nsf/o/A1CDE0432EC8F258C 12579F7003B6AF2 L.SI.MKT.10.2016.1212
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UvoD

Huntingtonova bolezen je redka neozdravljiva nevrodege-
nerativna dedna bolezen, ki prizadene 5 do 10 ljudi na
100.000. Deduje se avtosomno dominantno in se zacne
izrazati pri ljudeh med 30. in 50. letom starosti. Za znadilno
simptomatiko je zadolzena mutacija v genu za protein hun-
tingtin (HTT), ki se nahaja na kromosomskem lokusu
4p16.3. Zaradi ekspanzije ponovitev trojcka nukleotidov
CAG na 5-koncu HTT nastaja mutiran HTT (mHTT), ki
tvori inkluzijska telesa in povzro€a okvare nevronov v stria-
tumu (1).

POVZETEK

Huntingtonova bolezen je redka neozdravljiva ne-
vrodegenerativna bolezen centralnega zivéevja, ki
jo povzroGa mutacija v genu za huntingtin (HTT).
Trenutno nimamo zdravila, ki bi ozdravilo ali upo-
¢asnilo potek bolezni, zato je zdravljenje vecinoma
simptomatsko. Gensko zdravlienje predstavlja nov
pristop, ki cilja vzrok za nastanek te bolezni. Pre-
ucCujejo vnos nevroprotektivnih genov ter tehnologije
utiSanja genov in urejanja genoma v upanju, da
bodo ti pristopi upocasnili napredovanje bolezni.
Clanek se osredoto&a na principe teh novih pristo-
pov in podaja trenutno stanje razvoja genskega
zdravljenja pri Huntingtonovi bolezni.

KLJUCNE BESEDE:

CRISPR/Cas9, Huntingtonova bolezen, gensko
zdravljenje, proteini z domeno cinkovega prsta, pro-
tismiselni oligonukleotid, RNA-interferenca

ABSTRACT

Huntington's disease is a rare, incurable neurode-
generative disease of the central nervous system
caused by the mutation in the HTT gene. Currently,
there is no treatment that can cure or slow the
course of Huntington's disease, so the treatment is
aimed at ameliorating symptoms. Gene therapy is
a promising new approach that targets the cause
of Huntington's disease. Insertion of neuroprotective
genes, gene silencing, and genome editing tech-
nologies are being investigated in the hope of pro-
ving effective in stopping progression of the disease.
The article focuses on principles of this new ap-
proaches and presents the current state of deve-
lopment of gene therapy for Huntington's disease.

KEY WORDS:
antisense oligonucleotide, CRISPR/Cas9, gene the-
rapy, Huntington's disease, RNA interference, zinc
finger proteins

Zdravlienje Huntingtonove bolezni poteka simptomatsko,
pri Cemer uporabliamo antipsihotike, antidepresive in te-
trabenazin, ki je namenjen zdravljenju horeje (2). Ker je HD
za razliko od drugih nevrodegenerativnin bolezni mono-
genska bolezen, se v zadnjih letih kot nova moznost zdra-
vljenja ponuja gensko zdravljenje.

374 farm vestn 2016; 67




KAJ JE GENSKO
ZDRAVLJENJE?

Pri genskem zdravljenju gre v osnovi za vnos terapevtskega
gena v organizem z uporabo primernega vektorja. Ta je
lahko virusni ali nevirusni, pri Semer so na primeru Hun-
tingtonove bolezni najbolj proucevali adenoasociacijske vi-
rusne (AAV) vektorje. AAV je nepatogen virus z nizko imu-
nogenostjo, ki za okuzbo celic in razmnoZevanije potrebuje
pomo¢ adenovirusa. Sposoben se je pocasi, a z vecjo
specificnostjo, vgraditi na kromosomski lokus 199q13.4,
kar omogocCa dolgotrajno izrazanje terapevtskega gena

@A)

Glavna ovira genskega zdravljenja Huntingtonove bolezni
je tezavna dostava terapevtskih genov v mozgane. Kot
moznosti za dostavo se ponujajo intratekalna in intraven-
trikularna injekcija, vnos s pomodjo ¢rpalke in uporaba vi-
rusnih vektorjev, ki ciligjo mozgane (3). Kot mozni dostavni
sistem lahko omenimo e vsaditev enkapsuliranih celic z
vstavljenim terapevtskim genom (4).

VNOS NEVROPROTEKTIVNIH
GENOV

Vecina terapevtskih genov, vnesenih s pomocjo AAV, deluje
nevroprotektivno in tako zmanjSa simptome bolezni. Do-
kazali so, da je v mozganih bolnikov s Huntingtonovo bo-
leznijo pomanjkanje mozganskega nevrotrofinega dejav-
nika (BDNF), kar je najverjetneje posledica transkripcijske
disregulacije in zmanjSanega aksonskega transporta. Zato
vnos gena za BDNF, ki omogoc¢a prezivetje, rast in plasti-
¢nost nevronov striatuma, predstavlja eno od moznosti za
zmanjSanje degeneracije striatalnih nevronov in upo¢asnitev
napredovanja bolezni (3, 5). Podobno nevroprotektivno
vlogo imata Se gena za nevrotroficni dejavnik celic glije
(GDNF) in neurturin; slednii pri intrastriatalni dostavi deluje
zas¢itno tudi na kortikalne nevrone, katerin spremembe
se pri HD kazejo v kognitivnih in psihicnih motnjah (3).

Med nevrotrofi€nimi dejavniki je po raziskavah na celi¢nih
linijah in zivalskin modelih najvedji obet predstavljal ciliarni
nevrotroficni dejavnik (CNTF), ki spada med citokine in
vodi diferenciacijo celic v astrocite. Bil je prvi trofi¢ni dejav-

nik, ki je vstopil v fazo | klinicnega testiranja. CNTF so
vgradili v ledvine celice mladi¢a hrcka (BHK), ki so jih
nato enkapsulirali in vstavili v desni lateralni ventrikel. Re-
zultati Klini¢ne raziskave niso bili dovolj dobri, da bi nada-
lievali s testiranjem, so pa dokazali prednost takSnega do-
stavnega sistem pred sistemsko aplikacijo (4).

Najverjetneje so razlog za manjSo ucinkovitost nevrotrofi-
¢nih dejavnikov pri simptomatskih pacientin s Huntingto-
novo boleznijo toksi¢ni ucinki mMHTT, ki po dosegu dolocene
koncentraciie mHTT v nevronih postanejo ireverzibilni (3).

UTISANJE GENOV

Za razliko od drugih nevrodegenerativnih bolezni pri Hun-
tingtonovi bolezni dobro poznamo vzrok, zato lahko s pri-
stopi, ki zavrejo izrazanje mHTT na transkripcijskem ali
posttranskripcijskem nivoju, upo¢asnimo ali prepre¢imo na-
stop bolezni (5). Med bolj obetavnimi so naslednji pristopi.

4.1 RNA-INTERFERENCA

RNA-interferenca (RNAI) je evolucijsko ohranjen mehanizem
uravnavanja izrazanja genov na posttranskripcijskem nivoju.
Ko se dolo¢en gen prepiSe, nastane informacijska RNA
(mRNA), ki se prevede v proteinsko zaporedje. Koli¢ino
mMRNA v celicah uravnavajo endogene mikro RNA (miRNA),
ki odvisno od stopnje komplementarnosti bodisi fizicno
zavirajo translacijo bodisi inducirajo razgradnjo mRNA v z
RNA-induciranem kompleksu za utiSanje genov (RISC) (6).

Po prepisu gena za mikro RNA se sprva tvori primarna
miRNA (pri-miRNA), ki zaradi komplementarnosti znotraj
transkripta tvori strukturo lasnice. V jedru pod vplivom en-
cima DROSHA in kofaktorjev nastane manjSa prekurzorska
miRNA (pre-miRNA), ki se preko exportina-5 prenese v ci-
toplazmo. Tam encim DICER prereze lasnico in nastane
dupleks miRNA. Praviloma je le ena od verig dupleksa
miRNA funkcionalna (drugo razgradijo nukleaze) in na os-
novi komplementarnosti v kompleksu RISC prepozna in
veze tarcne mRNA, kar povzroCi njihovo razgradnjo ali (po-
gosteje) ustavi translacijo (slika 1) (6).

Terapevtska RNA-interferenca deluje na posttranskripcij-
skem nivoju in zmanjSa nastajanje mHTT. Ta pristop vklju-
Cuje kratke molekule RNA: kratko interferenéno RNA
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Slika 1: Biogeneza miRNA in njena funkcija.
Figure 1: Biogenesis and function of miRNA.

(siRNA), kratko lasnicno RNA (shRNA) in miBNA (3). V
sploSnem gre za izkoris€anje endogenega sistema za pro-
cesiranje miRNA, s katerim aktiviramo terapevtsko RNAI.

Terapevtske molekule RNAI lahko dobimo z in vitro sintezo
dvoverizne RNA, kot je to znacilno za siRNA, in z ektopi-
¢nim izraZzanjem shRNA ali miRNA v celicah po vnosu
ustreznih genov z virusnimi ali plazmidnimi vektoriji (6). Sin-
tezno ustvarjena siRNA je v osnovi enaka zrelemu dupleksu
miRNA in se lahko po vstopu v celice takoj vgradi v kom-
pleks RISC, medtem ko se morata shRNA in miRNA najprej
prepisati iz vnesene DNA, nato pa Se predelati v istem si-
stemu kot endogena miRNA. Za vnos shRNA ali miRNA je
uporaben vektor AAV, medtem ko lahko siRNA vnesemo z
liposomi. Z vektorjiem AAV vnesena shRNA izkazuje dol-
gotrajnejsi ucCinek. Pri sinteznih molekulah siRNA najvecjo
oviro predstavija tezaven vstop v celice in hitro odstranje-
vanje. Vendar pa lahko sintezne siRNA kemijsko modifici-
ramo, jih konjugiramo s holesterolom in tako izboljSamo
celi¢ni privzem in njihovo stabilnost (6, 7). Poleg tega je
lahko ¢asovno omejeno delovanje siBNA prednost, saj je
mozno spreminjanje ali prenehanje z zdravljenjem (7).

Ceprav RNAI predstavija velik potencial za zdravijenje Hun-
tingtonove bolezni, je prav nepoznavanje vseh molekularnih
poti, v katere se vpletajo vnesene inhibitorne RNA, razlog
za previdnost. Vemo, da je za preprecitev nastopa Hun-
tingtonove bolezni potrebna konstantna zavora translacije
mMRNA, ki nosi zapis za mHTT. To lahko dosezemo z vek-
torjem AAV, ki transgen integrira v . genom, vendar pa se
moramo zavedati, da vnesenega transgena kasneje ne
moremo odstraniti. Zagotoviti je treba ¢im vecjo komple-
mentarnost inhibitorne RNA s taréno mRNA, da zmanj-
Samo moznosti nespecificnih ucinkov (tj. vezavo na druge
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tarCe (off-target effects)) in drugih ucinkov, ki so posledica
vmesSavanja v endogeni sistem miRNA) (6).

Ker je najveC bolnikov s Huntingtonovo boleznijo prav he-
terozigotov, je treba premisliti, ali je smiselno zavirati obe
alelni razlicici, saj so ugotovili, da pogojno izbitje gena za
divji tip huntingtina povzroci nevrodegeneracijo (5). Za do-
seganje specificnosti terapevtika je izkoris¢anje povecanja
ponovitev CAG malo verjetno. Pri specificnem ciljanju je
treba poiskati polimorfizme posameznih nukleotidov (SNP),
ki so znacilni le za mutirano razli¢ico HTT in se pojavljajo v
kodirajoCih segmentih gena, kar je zamudno in drago, po-
leg tega pa je strategija uporabe siRNA ali miRNA, ki ne
razlikujejo med aleli HTT (t. i. pristop alelno nespecificne
RNAI), bolj prou¢evana (6, 8). Obenem obstajajo Studije,
ki na modelih Huntingtonove bolezni pri uporabi alelno ne-
specificne RNAI kazejo izboljSanje vedenija, kljub znizanju
diviega tipa huntingtina (9). Prve inhibitorne molekule RNA
v Kklini¢nih raziskavah bodo zato najverjetneje nespecificne
(6). Z uporabo siRNA bi sicer lahko dosegli visoko sele-
ktivnost, vendar je vpraSanije, ali bi nasli dovolj SNP z dovol]
veliko razSirjenostjo pri bolnikih s Huntingtonovo boleznijo,
da bi bil terapevtik uporaben za vecino bolnikov. Verjetno
bi bilo potrebno ustvariti nabor alelno specificnih siRNA, iz
katerega bi nato na osnovi genotipizacije bolnika izbrali
zanj najbolj ustrezno razlicico siRNA (8).

4.2 PROTISMISELNI OLIGONUKLEOTIDI

Protismiselni oligonukleotidi (ASO) so v povprecju 20 nu-
kleotidov dolge molekule, ki se prav tako kot siRNA vezejo
na komplementarno zaporedje na mRNA HTT, kar fizicno
zavira translacijo mBNA v huntingtin in inducira razgradnjo
mRBNA z RNazo H (10, 11). Za razliko od RNAI, protismiselni
oligonukleotidi za aktivacijo ne potrebujejo endogenega si-
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stema za procesiranje miRNA. Za oligonukleotidna zapo-
redja je znacilno, da so obcutljiva na razgradnjo z eksonu-
kleazami, zato pri nacrtovanju protismiselnih oligonukleo-
tidov pogosto spremenimo fosfodiestrsko vez v
fosforotioatno, modificiramo heterocikle purinskinh ali piri-
midinskih baz in sladkorno-fosfatno verigo (11).

Protismiselne oligonukleotide lahko nadrtujemo tako, da
dosezemo alelno specificnost. Za izvedbo tega poiséemo
heterozigotne SNP, ki so pogosti in prisotni v mutirani ra-
Zli€ici gena in njegovem transkriptu pri Sirokem naboru
bolnikov s Huntingtonovo boleznijo. Ce je bolnik za izbran
SNP homozigot, potem s protismiselnimi oligonukleotidom,
nacrtovanim za ta SNP, ne moremo doseci specificnosti.
Tehnologija protismiselnih oligonukleotidov ima to prednost
pred RNAI, da lahko specifi¢nost dosezemo tudi z uporabo
SNP v intronih, saj se protismiselni oligonukleotidi vezejo
tudi na pre-mRNA, kar inducira njeno razgradnjo z RNazo
H (12).

Protismiselni oligonukleotidi izkazujejo velik potencial na po-
drocju nevrodegenerativnih bolezni, vendar jih je prav tako
kot terapevtike na osnovi RNAI potrebno dostaviti z intrate-
kalno ali intrastriatalno injekcijo (10). Trenutno je IONIS-
HTTRX, alelno nespecificni kemijsko modificiran protismiselni
oligonukleotid, v fazi I/Il Klinicnega testiranja (13, 14).

4.3 PROTEINI Z DOMENAMI CINKOVIH
PRSTOV

Kot zanimiv nacin znizevanja izrazanja mHTT se ponujajo
proteini zdomenami cinkovih prstoy, ki jih lahko nacrtujemo
tako, da prepoznavajo razli¢na zaporedja v DNA. Od prej
omenjenih terapevtskih strategij z RNAI in protismiselnimi
oligonukleotidi se razlikujejo v tem, da delujejo na tran-
skripcijskem nivoju in tako ponujajo drugacen pristop k
utiSanju mHTT.

Na misjem modelu HD R6/2 so dokazali, da proteini z do-
menami cinkovih prstov, ki se vezejo na ponovitve CAG,
izkazujejo doloCeno selektivnost za HTT z vedjim Stevilom
ponovitev trojckov nukleotidov CAG. Z nadaljnjimi poskusi
S0 ugotovili, da se proteini z domenami cinkovih prstov ne
vezejo na druge gene, ki vsebujejo relativno visoko Stevilo
ponovitev CAG (15). Proteini z domenami cinkovih prstov
tako predstavijagjo moznost za zdravljenje Huntingtonove
bolezni, vendar so trenutno raziskave v tej smeri na pred-
klini¢nem nivoju. Tako kot pri terapevtski ShRNA in miRNA
bi bilo tudi za proteine z domenami cinkovih prstov potre-
bno vgraditi gensko informacijo v obliko vektorja AAV, kon-

¢ni produkt pa dostaviti v mozgane z uporabo intrastriataine
injekcije.

UREJANJE GENOMA

Urejanje genoma ima najvedji terapevtski potencial pri ne-
katerih rakavih boleznih in monogenskih boleznih, kot je to
Huntingtonova bolezen. Za razliko od tehnologij utiSanja
genov lahko z uporabo naprednih in prefinjenin tehnologij,
kot sta nukleaze z motivi cinkovih prstov (ZFN) in
CRISPR/Cas9, dosezemo izrez gena, kar trajno zavre nje-
govo izrazanje. Poleg tega lahko na mesto prereza vsta-
vimo nov gen, vendar za zdravljenje Huntingtonove bolezni
bolj prouCujejo izrez mutiranega HTT, ki ga z vecjo speci-
ficnostjo omogoca tehnologija CRISPR/Cas9.

5.1 CRISPR/CAS9

CRISPR/Cas je imunski sistem bakterij, ki skrbi za obrambo
pred tujimi nukleinskimi kislinami, kot so virusni genomi.
CRISPR so skupki urejeno porazdeljenih kratkih palindrom-
skih zaporedij v bakterijskem genomu, kamor se po vdoru
vgradi tuja nukleinska kislina, ki se nato prepise in predela
v CRISPR RNA (crBNA). CrRNA skupaj s trans-aktivirajoco
crRNA (tracrRNA) tvori kompleks s CRISPR-povezanimi
(Cas) proteini, kar predstavlja aktiven sistem. Ko enaka
tuja nukleinska kislina ponovno vdre v bakterijsko celico,
se tvori heterodupleks DNA-RNA, kar vodi v razgradnjo
tuje DNA s sistemom CRISPR/Cas. Eksperimentalno so
ugotovili, da lahko ta trikomponentni sistem poenostavimo
z zdruzitvijo tracrRNA in crRNA v vodiino RNA (gRNA),
znotraj katere priblizno 20 nukleotidov dolgo zaporedje
doloCa specificnost (slika 2). Za najbolj uporabno se je
med nukleazami Cas izkazala Cas9 bakterije Streptococ-
cus pyogenes, ki za delovanje potrebuje zaporedje 5'-
NGG-3' (t.i. PAM) neposredno za tar¢nim mestom (16).

Z uporabo sistema CRISPR/Cas9, ki prereze znotraj iz-
branega gena, lahko specifi¢no in trajno zavremo izrazanje
mHTT, kar predstavija prednost pred protismiselnimi oli-
gonukleotidi in siRNA. Ker ima takSen pristop za posledico
trajno prekinitev transkripcije gena, je treba zagotoviti visoko
alelno specificnost za mutiran HTT, kar lahko dosezemo z
izbiro tistih heterozigotnih SNP, ki se nahajajo v obmocju
PAM. Za cepitev s Cas9 se mora za tar¢nim zaporedjem
nahajati zaporedje PAM 5'-NGG-3', kar pomeni, da mo-
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Slika 2: Urejanje genoma s tehnologijo
CRISPR/Cas9.

Figure 2: Genome editing using CRISPR/Cas9
technology.

ramo v mutiranem alelu imeti NGG, v normalnem pa takSen
trojcek nukleotidov, ki ne vsebuje gvaninskega nukleotida
na drugem ali tretiem mestu (17). TakSen nacin doseganja
specificnosti se je na celi¢nih linijah izkazal za uspesSnega,
vendar je malo verjetno, da bi z izbranimi SNP zajeli celotno
populacijo bolnikov s Huntingtonovo boleznijo.

Ceprav za vnos sistema CRISPR/Cas9 v celice najvedkrat
uporabliamo plazmide, takSen sistem ni primeren za vnos
in vivo. Najboljsi vektorji za in vivo vnos genov so virusni
vektorji, med katerimi je terapevtsko najbolj uporaben vek-
tor AAV. Slabost takega vektorja je predvsem omejena ko-
li¢ina genskega materiala, ki ga lahko vanj vgradimo. Nu-
kleaza Cas9 bakterije S. pyogenes ima priblizno 4,2 kb
veliko cDNA, vektor AAV pa ima kapaciteto, manjSo od
4,8 kb, poleg tega moramo v isti vektor vgraditi Se zapo-
redje za gRNA. Mozna je zamenjava Cas9 z manjSim orto-
logom, kot je npr. Cas9 bakterije Staphylococcus aureus,
ali pa uporaba drugih virusnih vektorjev z vecjo kapaciteto,
ki pa so terapevtsko manj primerni (16).

Tehnologija CRISPR/Cas9 bo pri Huntingtonovi bolezni med
vsemi omenjenimi tehnologijami predstavijala najbolj celovito
in trajno resitev, a morda ne najbolj varno. Zato bo pred uporabo
na Cloveku treba narediti obsezne predklinicne raziskave, ki
bodo opredelile primernost nadaljevanja v klinicno testiranje.

PERSONALIZIRANA GENSKA
TERAPIJA

Z napredkom na podro¢ju genskega zdravijenja se pogosto
omenja personalizacija genskega zdravljenja. Ljudje se

med seboj razlikujemo v SNP. Pri uporabi terapevtikov, ki
se z visoko specificnostjo vezejo na taréna nukleotidna
zaporedja, se tako lahko zgodi, da izbran terapevtik za
nekoga ni najbolj optimalen. Pri CRISPR/Cas9, ki dosega
alelno specificnost z uporabo SNP v PAM, lahko ze en
drugacen nukleotid v zaporedju PAM pomeni neucinkovi-
tost ali neselektivnost (17). Poleg tega so tudi terapevtiki
na osnovi utiSanja genov (RNAIi, ASO), ki selektivnost do-
segajo z upostevanjem pogostin SNP, pri manjsini bolnikov
neuporabni.

Za posameznika s Huntingtonovo boleznijo bi bilo potrebno
izvesti genotipizacijo, da ugotovimo, kateri izmed terapev-
tikov bi bil zanj najbolj primeren, vendar pri¢akovati, da bi
za vsakega posameznika izdelali poseben terapevtik, ni
realno. Vsako zdravilo mora skozi draga kliniCna testiranja,
poleg tega pa so navadno prav genska zdravila tista, ki
imajo najmanjSo cilino populacijo.

SKLEPI

Genska terapija glede na dosedanje simptomatsko zdra-
vljenje predstavlja revolucionaren pristop k zdravljenju Hun-
tingtonove bolezni, saj se prvi€ ponuja moznost preprecitve
nastanka bolezni. Kljub velikemu napredku na tem podrocju
je na pot genskega zdravljenja potrebno stopati pocasi.
Prvi¢ imamo v rokah orodja, s katerimi lahko poljubno pre-
urejamo genom, ob Cemer se pojavljajo Stevilna eticna
vpraSanja, ki jih ne smemo zanemariti. Poleg tega zadnje
Case prednosti, ki jin ponujajo napredni nacini zdravljenja,
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v ozadje potiskajo spoznanja, da ne poznamo vseh mole-
kularnih mehanizmov, v katere se s taksnimi pristopi vple-
tamo. Zato je klju¢nega pomena, da pred uporabo gen-
skega zdravljenja na bolnikin s Huntingtonovo boleznijo
preteCe dovolj ¢asa, da poleg ucinkovitosti dobro ovred-
notimo tudi vidik varnosti.
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LJUBLJANSKI ZDRAVNIK
JANEZ KRIZOSTOM POLLINI

O ljubljanskem mestnem zdravniku Janezu Krizostomu

(Zlatoustu) Polliniju (Radovljica 1712 — Ljubljana 1786) je v zlasti zaradi zaslug za zdravniSko delo povzdignili v viteski
Slanku o Pollinijievem rodu pisal dr. F. K. Lukman v Kroniki  stan s predikatom »plemeniti«. Cesarica Marija Terezija je

POVZETEK

Prispevek predstavija kratek ziviienjepis ljublianskega
zdravnika Janeza Krizostoma Pollinija (1712—1786)
in podrobno razlago njegovega tudi v Evropi zna-
nega zdravila za veneri¢ne in druge hude bolezni,
Pollinijevega dekokta. Zdravilo uvr§¢amo med anti-
venericne oziroma Cistilne dekokte iz lesnih drog
(sasafrasa, santalovca in gvajakovca), antimona
in/ali zivega srebra. TakSne dekokte so v farmako-
peje uvrscali celo v ¢asu po odkritju salvarsana.
Posebnost sestavin Pollinijevega zdravila je prevre-
tek lusS¢in oreha (Juglans regia), za katere Joseph
Ferdinand Friedrich, avtor na Dunaju leta 1798 iz-
dane monografije Pollinijev dekokt, zatrjuje, da se
je s poskusi prepric¢al o pomnembnosti te sestavine.
Pomen zdravil za veneri¢ne bolezni odraza tudi pri-
sotnost enega od teh dekoktov, Zittmannovega de-
kokta, v nemski farmakopeji DAB 6 iz leta 1958.

KLJUCNE BESEDE:
antiveneri¢ni dekokt, J. K. Pollini (1712-1786), Iu-
S¢ine orehov, Juglans regia.

ABSTRACT

The municipial physician of Ljubljana Joannes Chri-
sostom Pollini (1712-1786) used a secret antive-
nereal decoction similar to at that time popular de-
coctions containing overseas lignaceous drugs
(sassafras, guaiacum, and China nodosa) combined
with stibium and mercury. Pollini's recipe is based
on the readily available domestic walnut (Juglans
regia) shells. Pollini's decoct was after his death
available to public by Joseph Ferdinand Friedrich
through his monograph Das Pollinische Decoct pu-
blished in Vienna in 1789. The author reports his
experiments confirming the efficacy of a decoction
of walnut shells as the active ingredient. Although
the antivenereal decoctions lost their fame after in-
troduction of salvarsan, one of them, Decoctum
Zittmani, persisted in DAB 6 in 1958.

KEY WORDS:
antivenereal decoction, J. C. Pollini (1712-1786),
Juglans regia, walnut shells.

slovenskih mest (1). V tem delu izvemo, da so Pollinja  diplomo podpisala 13. februarja 1779.
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Iz utemeljitve njegovih zaslug je mogoce razbrati, da je bil
Pollini najmanj od leta 1738 mestni zdravnik v Ljubljani. O
njegovem Studiju ni podatkov, izvemo le, da je dosegel
doktorat in da je bilo njegovo zdravnisko delo znano preko
kranjskih meja. Slovesa svojega predhodnika dr. Marka
Gerbca sicer ni dosegel (dr. Gerbec je umrl v Ljubljani leta
1717), zato Pollini ni bil njegov neposredni naslednik. Pol-
linijev neposredni predhodnik je bil zdravnik Werthenpre-
iss.

Pollini je v svoji dolgi zdravniski sluzbi poskusal reSevati
takratne neobvladljive bolezni. Cenili so ga tudi v takrat
edini kranjski naravoslovni ustanovi, to je bila Druzba za
poliedelske in uporabne umetnosti, katere ¢lan je bil od
leta 1776, in v zdravniSkem kolegiju mesta. K poslovni in
druzbeni uspesnosti mu je pomagalo tudi sorodstvo z zna-
nimi plemiskimi rodbinami, kot so Codelliji, Zoisi in Attemsi,
tako da je imel placila sposobne paciente. Leta 1739 mu
je delo mestnega zdravnika prineslo 200 florinov letne
place. Poleg tega je bila v delokrogu mestnega zdravnika
tudi oskrba kaznjencey, kar pa ni bilo posebno donosno
delo. Pollini je zdravil zapornike v kaznilnici na Zabjeku. O
njegovi Clovecnosti priCa podatek, da je v svoji oporoki
kaznilnici na Zabjeku zapustil 150 florinov.

POIZVEDBE O POLLINIJEVEM
ZDRAVILU

Pollini je svojemu najmlajSemu sinu iz drugega zakona (ta
sin je prezivel vse njegove otroke) poleg nepremicnin v
Ljubljani zapustil tudi recept za »skrivno antiveneri¢no zdra-
vilo Pollinijev dekokt,« kot poro€a Henrik Costa (2). Costa
navaja, da je o tem zdravilu pisal dunajski zdravnik Joseph
Ferdinand Friedrich. Ta naj bi na Dunaju leta 1798 objavil
7e drugo izdajo knjige z naslovom Pollinjiev dekokt in Cistilno
delovanje lupin laskih orehov pri venericnih in drugih tezkih
boleznih (neposreden prevod iz nemscine, op. a.). Lukman
je zelel navedbo preveriti in se je 0 knjigi pozanimal v Na-
cionalni (prej dvorni) knjiznici na Dunaju. Sporodili so mu,
da taksne knjige v knjiznici nimajo.

Lukmanu je postala zgodba zanimiva, ker je pater Marko
Pohlin v delu Bibliotheca Carnioliae 43 navedel dva Pollini-
jeva teksta. Prvi naj bi bil v rokopisu Examinatio omnium
per Carniolam existentium thermarum, acidularum et sa-
nitati conducentium aquarum. »O tem delu ni sledu,« pravi

Lukman. Drugo, obseznejSe delo naj bi po Pohlinovem
poroCilu izSlo kot druga izdaja leta 1748 v Frankfurtu in naj
bi imelo naslov Neu-vermehrte heilsame Dreckapotheke.
O letu prvega natisa Pohlin ni porocal. Zato se je Lukman
obrnil na Auskunftsbiro der Deutschen Bibliotheken v Ber-
linu in od tam dobil pojasnilo, da gre za delo, ki je prvi¢
izSlo v Frankfurtu leta 1699 in da je bilo potem Se veckrat
ponatisnjeno, nazadnje kot curiosum leta 1906 v Berlinu.
Pohlin je napacno sklepal o tem avtorstvu, ker je ime lju-
bljanskega zdravnika pisal »Paullini<, namesto pravilno
»Pollini«, in je zato miglil, da je istoveten zdravniku Skofov v
Munstru, Christianu Francu Paulliniju, ki je res napisal citi-
rano delo. Izvod te nenavadne farmakoterapije je mogoce
obcudovati v knjizni zbirki LaviCkovega farmaceviskega
muzeja v Leku na Verovskovi cesti v Ljubljani.

Iz uspesne rodbine Pollinijev se je po letu 1700 Andrej
Pavel Pollini preselil na Kranjsko in je od leta 1704 do 1727
z zeno Ivano, rojeno Codelli, imel Stirinajst otrok. Njun Sesti
otrok je bil 27. januarja leta 1712 rojeni decek, kr§¢en z
imenom Janez Krizostom Jurij (Joannes Chrisostom
Georg). Za razumevanije tega prispevka moramo posebe;j
omeniti tudi najmlajSega sina Janeza Krizostoma, to je bil
Franc Pavlanski Pollini (1762-1846).

Tako napacni zapis rodbinskega imena Pollini kot tudi ra-
zlicno zapisana krstna imena so povzrocili pri nekaterin
avtorjih domnevo, da sta obstajala dva ali celo trije zdravniki
tega imena. Zaplete je natancno razlozil ze Lukman (1), v
novejSem Casu pa glasbeni zgodovinar dr. lvan Klemencic
S svojo raziskavo Rodbina Pollinjjev in ljublianska leta Franca
Pollinija (3). Za glasbeno zgodovino je najmlajsi sin Janeza
Pollinija zanimiv, ker je bil za tisti ¢as izredno uspesen pe-
vec, igralec, violinist, pianist in skladatelj z nastopi na Du-
naju, v Ljubljani in vec italijanskih mestih. Zato je zgodovinar
Klemencic tudi predstavil odkritje tega glasbenega poseb-
neza na mednarodnem simpoziju Off-Mozart leta 1992 v
Zagrebu (3).

Za namen tega prispevka pa je najmlajSi sin Janeza Pollinija,
Franc Pavlanski Pollini, zanimiv kot dedi¢ in distributor Pol-
linjevega dekokta, takrat zelo iskanega zdravila. Verjetno je
imel odjemalce med svojimi Stevilnimi znanci v umetniskih
in plemikih krogih, na Dunaju je bil na primer med Studenti
glasbe pri Mozartu in Zingarelliju. V nekaterih italijanskin
dokumentih Franca Pollinija celo imenujejo medicus, kar
pa zagotovo ni bil. Poznal je dunajskega zdravnika Josepha
Ferdinanda Friedricha, ki mu je za zdravilo napisal strokovno
razpravo Pollinjev dekokt in jo objavil na Dunaju pri zalozniku
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Franzu Josephu Rotzerju celo v ponatisu. To je odkril zgo-
dovinar Klemendi¢ in s tem potrdil pravinost navedbe v
Costovem delu iz leta 1863 (2). Costa je trdil tudi, da je
pravi recept dobil od Pollinijevih sorodnikov in da se razlikuje
od objave v Friedrichovem besedilu. Pri trzenju zdravila je
Francu Pavlanskemu Polliniju pomagala uradno dovoljena
objava, da mu je oCe zapustil »ein bewéahrtes arcanum an-
tivenereumc«, torej preizkuSeno antiveneri¢no zdravilo.

FRIEDRICH IZDA
MONOGRAFIJO O
POLLINIJEVEM DEKOKTU

Friedrichovo delo Pollinjev dekokt (Das Pollinische Decoct,
und die reinigende Wirkungen der welschen Nussschalen
wider die Lustseuche und mehrere schwere Krankheiten)
jeizSlo leta 1794 na Dunaju in je danes dostopno v Avstrijski
nacionalni knjiznici (Osterreichische National Bibliothek)
(slika 1).

»Splosni dobrobiti iz prave ljubezni do bliznjega posveca se-
stavljalec,« je v uvodu zapisal Friedrich. O avtorju dekokta
piSe: »V vsej Evropi vsaj po imenu zelo znani ljublianski zdrav-
nik gospod Pollini, naslednik doktorja Wertenpreissa, ki je to
sredstvo s seboj prinesel iz Spanije, je z njim mnogim po-
magal pri neozdravijivih boleznih. Njegovi sorodniki so dekokt
dali pripraviti v javnih lekarnah, torej recepture niso skrivali.
Znano zdravilo so mnogi zdravniki imenovali s svojim ime-
nome, torej kot da je njihovo. V nadaljevanju navaja izdelavo
zdravila in opisuje svoje izkusnje pri zdravljenju »venericnih
bolezni in drugih ulceroznih sprememb tudi pri zanemarjenih
stanjih«. Zadnji del obsega podroben opis drevesa in plodov
ter obi¢ajno rabo v prehrani, zdravilstvu in obrti, ki ga je se-
stavil ljubiteljski botanik, topniski stotnik Joseph von Bran-
denberg. Friedrich tudi zatrjuje, da sta »sestava in izdelava
zdravila natanko taksni, kakrsni je imel Pollini, ki mu je Wert-
henpreiss tajno zdravilo zaupal na smrtni postelji.« (4).

Antisifiliticni dekokti so bili zelo iskana zdravila Se v 19.
stoletju. Glavne sestavine so bile Radix Sassaparillae (po-
suSene korenine juznoameriskih vrst rodu Smilax), China
nodosa oz. Tubera chinae (podzemni deli gomoljaste ali
gr€aste kine, Smilax china, iz juznih predelov Kitajske) ter
trit. i. lesne droge, ki so jih prinasali iz prekomorskih dezel,
Lignum Sassafras (olesenele korenine drevesa Sassafras
albidum syn. Sassafras officinalis, Lauraceae), Lignum san-
tali (beli santalovec, Santalum album, Santalaceae), Lignum

Dad

Pollinifde Decoet,

bie reintgende 2Wirkungen

Slika 1: Naslovna stran Pollinjevega dekokta.
Figure 1: Cover page of the Decoctum Pollini.

Guajaci (les gvajakovca, Guaiacum officinale, Zygophylla-
ceae, verjetno najbolj znani les za domnevno uspesno
zdravljenje sifilisa). SoCasno so dekoktirali tudi anorganske
sestavine, predvsem antimonov sulfid ter Zivo srebro in
njegove spojine.

Izstopata dva predpisa, Decoctum d'Arnaud in Decoctum
Pollini, in sicer po sestavini antimonitu (mineral antimonit
ali antimonova svetlica, Sb,S,) ter po laskih orehih (Juglans
regia, nuces).

Friedrich navaja za Pollinijev dekokt naslednji postopek:
Rad. Sassaparillae




Rad. Chinae nodosa

Lapidis pumicis in petia ligati

Antimonii crudi  aaaa uncia semis
Corticis nucum Jugl. unciam decem
Coq. in vase clauso in mensuri 2 abus dies
ad dimidiam comsumptione

EnostavnejSi postopek navaja v nemscini (4):

Rad. Sassaparillae, Rad. Chinae nodosae. Die inneren har-
ten Nussschalen, aaa ein Lot Spiesglanz und Sand in Sakrl
im obigem Absud eine halbe Stunde kochen, herausneh-
men und die Flissigkeit bis auf Hélfte einkochen.

V receptih je Friedrich predpostavljal takrat splosno navodilo
za dekokcijo lesnih drog, tj. na en utezni del trdnih sestavin
uporabimo dva utezna dela vode in uparimo na polovico.

POSEBNOST POLLINIJEVEGA
DEKOKTA: OREHOVE
LUSCINE

Friedrich je bil zacuden, da so v Pollinijievem predpisu ore-
hove lupine in ne zeleni mesnati ovoj plodov (putamen vi-
ride), kar je bilo obi¢ajno. Vendar je v svojem delu veckrat
poudaril, da se je s Stevilnimi poskusi prepri¢al, da je dekokt
orehovih luscCin bistvenega pomena za ucinkovanje zdravila.
Celo Decoctum neapolitanicum, ki ni vseboval dekokta
orehovih usc¢in in ni dobro deloval, je uspel z dodatkom le
tega izboljSati (4).

Po postopku je treba vrec¢ko z antimonovim sulfidom in
zdrobljenim plovcem (ki pove¢a dostop vode do sulfida)
odstraniti ze po pol ure, z uparevanjem pa nato omogociti
odstranjevanje arzenovih spojin (4).

Martin Enrmann, ki je svoj Handbuch der pharmazeutischen
Waaren- und Prdparatenkunde pisal z dvajsetletno di-
stanco, navaja pri opisu droge Juglans (zvezek 2, str. 223)
nasledn;ji postopek:

Orehove luSCine so glavna sestavina t. i. Pollinijevega de-
kokta, ki ga pripravimo iz naslednjih sestavin:

Orehove lus¢ine 4 unce

Chinae nodosae, korenine 1 unca

Sassaprillae, korenine %2 unce

Antimonov sulfid* 2 unce

Plovec 72 uncCe

*Antimonov sulfid = antimonova svetlica

Slika 2: Bakrorez oreha (Juglans regia).
Figure 2: Copperplate engraving of walnut (Juglans regia).

Sestavine kuhamo v 4 funtih vode, tako da masa izhlapi
na polovico. »Nenavadno je, da za pripravo Pollinjevega
dekokta uporabijo suhe lus¢ine namesto zelene semenske
ovojnice (putamen viride),« je komentiral tudi Enrmann (5).

NAVAJANJE ANTIVENERICNIH
DEKOKTOV DO LETA 1958

PreskuSanje dekoktov prekomorskih lesnih drog (sasafrasa,
santalovca, gvajakovca) je pokazalo, da so diureticni, laksativni
in ekspektorativni uCinki povezani z jemanjem velikin odmerkov
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dekoktov, tako da je diurezo mogoce pripisati veliki koliCini
popite vode, specificnega delovanja pa niso odkrili.

Ze v dvajsetih letih 19. stoletja je zanimanije za antisifilitiéne
dekokte uplahnilo, vendar so jih v praksi Se dolgo uporabljali.
Ljubljanski mestni zdravnik Fran Viliem Lipi€ v svoji Topografiji
mesta Ljubljiane omenja zdravljenje sifilisa takole: »Primarni
sifilis (lues) zato lahko pri strogi dieti v vecini primerov toliko
bolie ozdravimo z majhno koli¢ino merkurialnih preparatov.
Z Zlatovimi preparati nisem poskusal zdraviti, Cistilnim de-
koktom, Ce ne vsebujejo panaceje proti tej nadlogi, pa ne
zaupam prevec« (6). Sklepamo lahko, da je Lipi¢ antisifiliticne
dekokte dobro poznal, vendar jih tudi v svojem delu Bolezni
Ljublianc¢anov ni omenjal. Opombo o panaceji v dekoktih
pa najdemo v delu njegovega asistenta dr. Franciska Koestla
na medicinsko-klinicnem institutu v Padovi (7). Koestl no-
benega antisifiliticnega dekokta ne nasteva posebej, vendar
ima v monografiji droge Nux juglans naslednje navodilo (7):

Putaminum viridium decoctum, pro usu interno, ad unciam
semis ordinabatur in syphilide:

Rec. Putamin. Nuc. jugland. virid. Unciam semis

Consc, cog. ¢.s.aqg. c. p. 1/2h

Col. librae unius adde:

Syr. simpl. unc. duas

D. S. Pro potu

Lipi¢ je torej v svoji klini¢ni praksi predpisoval posamezne
sestavine nekdanjih antisifiliti¢nih dekoktov, vendar je se-
stavine loCeval. Predpisoval je tudi dekokta Lignum Guajaci
in Radix Sarsaparillae. Pri orehu je predpisoval zunanjo ze-
leno lupino, verjetno je s premislekom izbral bolj priznani
del droge. Domnevamo lahko, da sta oba avtorja sestavo
Pollinijevega dekokta poznala, saj sta navajala pri Radix
Sarsaparillae recept za prav tako veCkomponentni Decoc-
tum Zittmanni (7). Ta dekokt imamo Se v nemski farmako-
peji DAB 6 in njenem Dopolnilu, torej leta 1958.

Decocotum Zittmanni

Sarsaparillae 100, Ag. 2400, Sacch. 6, Alumen 6, Hydrargy-
rum chloratum mite 4, Hydrargyri oxydum rubrum 1, Anisi
fruct. 2, Foeniculi fruct. 4, Sennae fol. 24, Liquiritiae radix 12.

Sarsaparillo digeriramo z vodo 24 ur, dodamo saharozo,
galun in v laneno vrecko zavezane zivosrebrove spojine
ter v pokriti posodi segrevamo na vodni kopeli 3 ure. Do-
damo preostale sestavine in segrevamo Se 15 min. Ohla-
jeno iztisnemo, sedimentiramo, dekantiramo in dopolnimo
z vodo do 2500 volumskih delov.
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V poenostavljeni Lipi¢/Koestlovi recepturi za uporabo ze-
lenih delov plodu oreha je morda ze opaziti vpliv novega
razmisljianja o zdravilnih ucinkovinah, saj so takrat poznali
ze Stevilne izolirane za zdravljenje uporabne alkaloide.

SKLEP

Kakor je znano, se je uspeSno zdravljenje sifilisa zacelo
Sele s sintezo organoarzenovih spojin, zlasti s salvarsanom
(Paul Erlich, Alfred Bertheim, 1907), dokler niso pomembno
podrocje infekcij s treponemo in gonokoki resili z uvedbo
penicilina (Alexander Fleming, Ernest Boris Chain, Howard
Florey, 1942).

Danasnje poznavanje delovanja polifenolov, juglona (5-hi-
droksi-1,4-naftokinona), plumbagina (5-hidroksi-2-metil-
1,4-naftokinona) in drugih sestavin zelenih listov in zelenega
osemenja plodov oreha ter drugih spojin z reduktivnim
ucinkom Zzlasti v celinih kulturah temelji na od koncentracije
odvisnem zmanjSanju viabilnosti keratinocitov v celi¢ni kul-
turi (8). Za juglon so dokazali tudi kancerogeno in antibio-
ticno delovanje (9). Sestavine plodov oreha so proucevali
tudi na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani, vendar ne
vkljuCujejo sestavin lus€in (10), so pa drugi raziskovalci po-
rocali o sestavinah produktov pirolize Ius¢in (11).

Ali so morda razgradni produkti iz polimerne mreze lignina
po dolgotrajnem segrevanju v vodi morda le prispevali k
zdravilnim ucinkom Pollinijevega dekokta? Ljubljanski
zdravnik Janez Krizostom Pollini je imel originalno zamisel
za modifikacijo recepture, ki jo je povzel po predlogu svo-
jega predhodnika, zdravnika Werthenpreissa. Pri tem je z
zgodovinskega vidika pomembno, da je drage in nespeci-
ficno ucCinkovite prekomorske lesne droge zamenjal z ore-
hovimi lus¢inami. Morda je skrivnostna receptura povezana
s podatkom, da je Pollini nekaj ¢asa bival tudi v Spaniji.
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POVZETEK

Prisotnost genotoksi¢nih necistot v zdravilnih ucin-
kovinah in konc¢nih farmacevtskih izdelkih pred-
stavlja potencialno tveganje za koncne uporab-
nike, predvsem zaradi toksic¢nih ucinkov na
genetski material posameznika. Direktne geno-
toksi¢ne spojine zaradi svoje reaktivnosti povzro-
¢ajo poskodbe DNA in so potencialno mutagene,
medtem ko indirektne genotoksi¢ne spojine prek
posrednih mehanizmov rusijo integriteto DNA. Po-
drocje necistot ureja ved razlicnih smernic na ni-
voju mednarodne konference o harmonizaciji
(ICH), pred kratkim pa je v veljavo vstopila nova
smernica ICH M7, ki natancneje opredeljuje po-
stopke presoje in nadzora genotoksi¢nih necistot
v farmacevtskih izdelkih. Glavna novost smernice
je predpisana uporaba dveh razli¢nih racunalniskih
pristopov napovedovanja toksi¢nosti v osrednjih
procesih razvr§¢anja genotoksi¢nih necistot v ra-
zrede z namenom zmanjSati Stevilo eksperimen-
talnih Studij in vitro (npr. Amesov test). V pregled-
nem d&lanku predstavljamo novosti, ki jih prinasa
smernica ICH M7, predvsem z vidika razlicnih ra-
zredov genotoksicnih necistot, nacina njihovega
vrednotenja ter metod in silico, in vitro ter in vivo
za dolo¢anje mutagenosti.

KLJUCNE BESEDE:
genotoksicne necistote, (Q)SSAR metode, mutage-
nost, ICH M7, Amesov test

ABSTRACT

The presence of genotoxic impurities in drug sub-
stances and pharmaceutical drug products repre-
sents a potential threat for users, especially due
to the toxic effects on the genetic material of indi-
viduals. Direct genotoxic compounds due to their
reactivity, cause DNA damage and are potentially
mutagenic. Indirect genotoxic compounds disrupt
the DNA integrity through indirect mechanisms not
comprising reactions with the DNA. Impurities are
regulated by several guidelines of the International
Conference on Harmonization (ICH). A new ICH
M7 guideline, recently entered into force, precisely
defines the assessment and control of genotoxic
impurities in pharmaceuticals. The main new fea-
ture of this guideline is implementation of two dif-
ferent computational approaches for the prediction
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of genotoxicity as a main part of decision-making
process for classification of genotoxic impurities
in order to reduce the number of experimental in
vitro studies (e.g. Ames assay). This review repre-
sents the new ICH M7 guideline, especially re-
garding different classes of genotoxic impurities,
the approaches to their evaluation, and in silico, in
vitro and in vivo methods for the detection of mu-
tagens.

KEY WORDS:
genotoxic impurities, (Q)SSAR methods, mutagenic-
ity, ICH M7, Ames assay

UvoD

Sintezne udinkovine in posledi¢no tudi kon&na zdravila
predstavljgjo doloCeno tveganje zaradi vsebnosti razlicnih
necistot. Podrocje necistot urejajo smernice, ki so usklajene
na nivoju mednarodne konference o harmonizaciji (ICH).
Smernica ICH Q3A(R2): Impurities in New Drug Substances
opredeljuje navedbo, identifikacijo in kvalifikacijo organskih
necistot v novih zdravilnih ucinkovinah, pridobljenih s ke-
micno sintezo, smernica ICH Q3B(R2): Impurities in New
Drug Products opredeljuje razpadne ali reakcijske produkte
ucinkovin v novih konénih zdravilih, smernica ICH Q3C(R5)
predpisuje mejne vrednosti ostankov topil v farmacevtskih
izdelkih ter podaja zahteve za njihovo vrednotenje v ucin-
kovinah, pomoznih snoveh in farmacevtskih izdelkih (1, 2,
3). Smernica ICH Q3D uvaja mednarodna pravila za kvan-
titativno in kvalitativno kontrolo nad kovinskimi necistotami
4).

Vsem smernicam je skupna paradigma, da je potrebno
vsakrSno tveganje zmanjSati na najnizji mozen nivo. V
skladu z navedenimi smernicami ICH lahko nedistote raz-
delimo na: organske (izhodne spojine, reaktantni, stranski
produkti sinteze), anorganske (ostanki kovin, ki so ve¢inoma
posledica uporabe katalizatorjev) ter ostanke topil. Vedno
vecjo pozornost namenjamo dolo¢anju in kontroli geno-
toksi¢énih necistot, saj lahko predstavijgjo tveganje za
povecan razvoj rakavih bolezni. Za nadzor nad genotoksi-
¢nimi neCistotami je potrebno poskrbeti ze v zgodnjih fazah
razvoja novega zdravila, npr. ze v zaCetku nacrtovanja sin-
tezne poti, izbiri spojin vodnic itd.
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OSNOVNA RAZDELITEV
MEHANIZMOV DELOVANJA
GENOTOKSICNIH SPOJIN

Med genotoksi¢ne spojine uvrs€amo reaktivne ali poten-
cialno reaktivne kemijske spojine, ki lahko same ali Sele po
metaboli¢ni bioaktivaciji zaradi svoje reaktivnosti povzrocijo
poskodbe DNA. Zaradi alkiliranja nukleinskih baz v strukturi
DNA lahko prihaja do nastanka spremenjenih nukleinskih
baz ali pa celo nastanka apurinskih in apirimidinskih mest,
kar vodi v nastanek napacnih baznih parov, prihaja pa
lahko tudi do replikacijskih oz. transkripcijskih blokad v pri-
meru vecjih alkiinih substituentov. Bifunkcionalni alkilanti
povzro&ajo tudi precna premrezenja DNA. Nekatere spojine
se lahko zaradi planarnosti vrinejo med bazne pare v struk-
turi DNA in z interkalacijo povzrocijo spremembe v strukturi
DNA. V nastetih primerih govorimo o t. i. direktnih geno-
toksic¢nih spojinah. Med indirektne genotoksi¢ne spo-
jine uvrS¢amo kolhicin, ki zavira nastanek delitvenega vre-
tena, zaviralce encimov topoizomeraz ter razli¢ne reaktivne
kisikove in duSikove zvrsti, ki delujejo indirektno na integri-
teto DNA (5). Na podoben nacin lahko razdelimo mehani-
zem delovanja genotoksi¢nih necistot.

Ze v uvodu naj opozorimo, da pojma genotoksi¢nost in
mutagenost mnogokrat uporabliamo kot sinonima, Ceprav
med njima obstaja bistvena razlika. Koncni ucinek geno-
toksi¢nega delovanja namre¢ ni nujno mutacija oz. muta-
geno delovanije (5). Za lazje razumevanje smernic in pred-
pisov naj dodamo Se pojasnilo, da indirektne genotoksicne
spojine, ki niso mutagene, praviloma imajo prag delovanja
in kot takSne veCinoma ne predstavljajo tveganja za rakave
bolezni pri ljudeh, saj so kot necistote prisotne v dovolj
majhnih koli¢inah (5, 6).

V Clanku bomo izpostavili temeljne principe ter novosti regu-
lative genotoksicnih necistot, ki jin vpeljuje nova smernica —
ICH M7 z naslovom »Assessment and Control of DNA
Reactive (Mutagenic) Impurities in Pharmaceuticals
to Limit Potential Carcinogenic Risk« ter dodatek k
navedeni smernici — ICH M7(R1) (Addendum to ICH M?7)
(7, 8). ICH M7 dopolnjuje ze obstojeCe smernice ICH
Q3A(R2), Q3B(R2) in ICH M3(R2) ter natan¢no opredeljuje
dolo¢anje in nadzor nad DNA reaktivnimi (mutagenimi) ne-
Cistotami v novih zdravilih z namenom zmanjSati poten-
cialno tveganje za rakave bolezni (6). Smernica ICH M7
obravnava predvsem direktne genotoksi¢éne neci-
stote oz. DNA reaktivne spojine, ki lahko povzrocijo ne-
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posredne poskodbe DNA v zelo majhnih koncentracijah.
Govorimo o mutagenih spojinah, ki potencialno povzro¢ajo
rakave bolezni. Detektiramo jih s pomocjo bakterijskega
testa reverznih mutacij (t. i. Amesov test).

REGULATORNI VIDIK

Pred izzidom ICH M7 so neposredno podrocje genotoksi-
¢nih necistot urejali razliéne smernice in priporodila Evrop-
ske agencije za zdravila (EMA) ter Ameriske agencije za
hrano in zdravila (FDA) (9, 10, 11). Smernica ICH M7 de-
jansko prvi¢ predstavlja enoten dokument, ki formalno
ureja podrocje genotoksicnih necistot v farmacevtskih iz-
delkih. Opisuje proces, pri katerem so dejanske in poten-
cialne necCistote ali razgradni produkti v u¢inkovini in kon-
¢nem zdravilu identificirani, ter ponazarja nadin izvedbe
ocene tveganja. Klju¢na pridobitev smernice ICH M7 je
implementacija dveh razli¢nih raCunalniskih (in silico) metod
za napovedovanje toksicnosti v celovit sistem regulator-
nega odlo¢anja. V regulatornem smislu odlo¢anja so po-
sledi¢no in vitro metode v novi smernici pravzaprav ena-
kovredne racunalniskim modelom (kvantitativnega) odnosa
med strukturo in delovanjem ((Q)SAR). To je vsekakor po-
memben mejnik sprejetja modelov QSAR v regulatorno ter
industrijsko prakso.

Skladno z obstojecimi smernicami ICH Q3A(R2), Q3B(R2),
Q3C(R5) ter Q3D so lahko potencialni viri necistot izhodne
spojine, stranski produkti, intermediati, razgradni produkti,
reagenti, ligandi, katalizatorji, topila ter drugi materiali, ki

na kakrSen koli nacin prihajajo v stik z ucinkovino ali far-
macevisko obliko.

3.1 NECISTOTE V NOVIH UCINKOVINAH
IN SMERNICA ICH Q3A

Smernica ICH QBA(R2) navaja, da morajo proizvajalci na-
rediti povzetek dejanskih in potencialnih necistot, ki nasta-
jajo med sintezo, &iSCenjem in shranjevanjem ucinkovin
(1). Kot je razvidno iz spodnje preglednice, so za nove
ucinkovine vpeljane tri razlicne vrste pragov, ki zahtevajo
navedbo, identifikacijo in kvalifikacijo organskih ne-
Cistot. Pragovi so odvisni od dnevnega odmerka ucinko-
vine. Zauzitje vecCjega odmerka pomeni tudi vecji vnos ko-
li¢ine neCistot in s tem posledicno vecje tveganje za bolnika
(preglednica 1) (1, 2, 3).

3.2 RAZGRADNI PRODUKTI V NOVIH
ZDRAVILIH IN SMERNICA ICH Q3B

Komplementarna z vidika vsebine je smernica ICH
Q3B(R2), saj opredeljuje le necistote v novih zdravilih, ki
so opredeliene kot razgradni produkti ucinkovine ali reak-
cijski produkti u¢inkovine s pomoznimi snovmi in/ali sticno
ovojnino (smernica za navedeno uporablja izraz razgradni
produkti) (2). V to skupino ne uvrs¢a necistot, katerih vir
so pomozne snovi ali ki so posledica sproscanja iz vse-
bnika. Pomembno je poudariti tudi tiste skupine zdravil
(razli¢ni kriteriji), ki jih smernica ne vkljuCuje: zdravila v raz-
voju (npr. klinicne Studije), bioloska zdravila, peptidi, oligo-
nukleotidi, radiofarmacevtiki, produkti fermentacije in pol-
sintezni derivati iz rastlinskih virov ter surovi produkti
zivalskega ali rastlinskega izvora. S farmacevtsko-tehno-
loSkega vidika ni obravnave polimorfnih oblik u¢inkovin in
enantiomernih necistot (7, 8). Koli€¢ine dnevno zauzitega

Preglednica 1. Pragovi navedbe, identifikacije in kvalifikacije organskih necistot v novih zdravilnih ucinkovinah (1, 3).
Table 1. Reporting, identification and qualification thresholds for impurities in new drug substances (1, 3).

Najvedji dnevni odmerek

. .. . Prag navedbe®:°
zdravilne ucéinkovine? 9

Prag identifikacije®

Prag kvalifikacije®

<2 g/dan 0,05 %

0,10 % ali dnevni vnos 1,0 mg
(glede na to, kateri je manjsi)

0,15 % ali dnevni vnos 1,0 mg
(glede na to, kateri je manjsi)

> 2 g/dan 0,03 %

0,05 %

0,05 %

aKoli¢ina dnevno zauzite zdravilne uc¢inkovine.
bVigji pragovi porocanja morajo biti znanstveno utemeljeni.

¢Ustrezne so lahko tudi manjSe vrednosti pragov v primeru, da gre za necistote z neobicajno visoko toksi¢nostjo (izraz

vkljuCuje genotoksi¢ne necistote).
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Preglednica 2. Pragovi navedbe, identifikacije in kvalifikacije za razgradne produkte v novih zdravilih (2, 3).
Table 2. Reporting, identification and qualification thresholds for degradation products in new drug products (2, 3).

:‘::‘a"e,ic: :1' ed::;i‘::o(::::rek Prag navedbe®* | Prag identifikacije®° Prag kvalifikacije®*
<1g 0,1 %
>1g 0,05 %
<1m 1,0 % ali 5 ug TDI
=1mg (glede na to, kateri je manjs)
0,5 % ali 20 ug TDI
1-10mg (glede na to, kateri je manjsi)
0,2 % ali2 mg TDI
>10mg-29 (glede na to, kateri je manjsi)
>2g 0,10 % 0,15 %
1,0 % ali 50 g TD!I
=10mg (glede na to, kateri je manjsi)
0,5 % ali 200 ug TDI
10-100 mg (glede na to, kateri je manjsi)
0,2 % ali 3 mg TDI
>100mg-29 (glede na to, kateri je manjsi)

aKoli¢ina dnevno zauzite zdraviine udinkovine.

bVigji pragovi poro¢anja morajo biti znanstveno utemeljeni.

¢ Pragovi za razgradne produkte so izrazeni kot odstotek zdravilne ucinkovine ali kot celotni dnevni vnos (TDI, total daily
intake) razgradnega produkta. Ustrezne so lahko tudi manjSe vrednosti pragov, €e gre za razgradni produkt z neobicajno

visoko toksi¢nostjo.

zdravila so veliko bolj razélenjene kot dnevni odmerki za
ucinkovino (preglednica 2). Vpeljiane so tri razline vrste
pragov, ki zahtevajo navedbo, identifikacijo in kvalifi-
kacijo razgradnih produktov.

GENOTOKSICNE NECISTOTE
V NOVIH UCINKOVINAH

Skladno s smernico ICH Q3A je potrebno dejanske neci-
stote identificirati, kadar so vrednosti pragov prekoracene
(1). V tem delu obstajajo dologene izjeme, pri katerih je
potrebna identifikacija, tudi kadar identifikacijski prag ni
presezen. Smernica namre¢ doloCa, da je v primeru neci-
stot, za katere predvidevamo neobicajno mocan, toksicen

ali signifikanten farmakolo$ki ucinek pri koli¢inah pod pra-
gom identifikacije, potrebno razviti analizne metode za nji-
hovo identifikacijo (5). Naj na tem mestu Se enkrat izpo-
stavimo, da definicija med drugim vkljuCuje tudi
genotoksi¢ne necistote. 1z smernice ICH Q3A izhaja tudi
dejstvo, da so za necistote v ucinkovinah, ki presegajo
prag kvalifikacije 0,15 %, potrebna genotoksi¢na testiranja
(tockovne mutacije, test kromosomskih aberacij) in po po-
trebi tudi sploSna toksikoloska testiranja na zivalih (1).

Potencialne necistote v novi ucinkovini so lahko pred-
vsem izhodne spajine, reagenti, stranski produkti in interme-
diati, ki jih uporabljajo v celotnem postopku kemic¢ne sinteze
zdravilne ucinkovine. Potrebna je tudi analiza tveganja prenosa
teh necistot v kon&no ucinkovino (npr. izhodne spojine, ki jin
uvajamo Vv poznih sinteznih stopnjah, predstavijajo visjo stop-
njo tveganja). Vse dejanske necistote in potencialne ne-
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Cistote, katerih strukturo poznamo, morajo biti ustrezno
ovrednotene z vidika mutagenega potenciala (1, 7).

Vedno pomembnejso viogo z vidika testiranja nedistot v
novih ucinkovinah predstavija strategija na¢rtovanja sin-
tezne poti. Temelj predstavlja predvsem tveganije ter seg-
ment vstopa genotoksi¢ne necistote v sintezno pot glede
na blizino kon¢ne sintezne stopnje nove ucinkovine. Vpe-
liava genotoksicnih necistot v zgodnjih stopnjah sinteze
predstavlja manjSe tveganje za njihovo prisotnost v konéni
ucinkovini, medtem ko njihova vpeljava v poznejSih stopnjah
s toksikoloSkega vidika predstavija kritiCen indikator, ki zah-
teva natan¢nejSo proucitev tveganja (12, 13, 14).

4.1 IZBRANI PRIMER UVEDBE
GENOTOKSICNE NECISTOTE V
ZADNJO SINTEZNO STOPNJO
UCINKOVINE

Za genotoksicno necistoto, ki se uvede v zadnjo stopnjo sin-
teze, je v veCini primerov potrebna specifikacija na osnovi
toksikoloSke presoje. Za primer prikazimo ucinkovino, ki jo
izoliramo v obliki soli z metansulfonsko kislino. Kadar kon¢na
stopnja sinteze vkljuCuje uporabo alkohola, obstaja velika ver-
jetnost tvorbe genotoksicnih estrov z metansulfonsko kislino
(npr. nastanek metil mezilata pri uporabi metanola). V takih
primerih moramo dokazati, da med sinteznim procesom v
primeru tvorbe takSnega estra le-tega ustrezno odstranimo
(skladno s postopkom Evropske farmakopeje za soli sulfon-
skih kislin) (12). Na ta naCin se izognemao rutinskemu testiranju.

Iz prakse je poznan primer, ki sega v pomlad 2007. Na trg
so lansirali zdravilo z u¢inkovino nelfinavirijev mezilat, kon-
taminirano z genotoksi¢no nedistoto, estrom etil metan-
sulfonatom. Pacienti so porocali o neprijetnem vonju tablet,
pojavili so se tudi prvi primeri slabosti in bruhanja pri pa-
cientih iz Spanije. Junija 2007 je sledil odpoklic zdravila na
globalni ravni, saj so regulatorne agencije odkrile do 1000-
krat prekoracene koliCine etil metansulfonata od dovoljenih
toksikoloskih specifikacij (12, 15, 16).

PODROCJE UPORABE
SMERNICE ICH M7

Podrocje uporabe obsega nove ucinkovine in nova zdravila
med procesi klini¢nega razvoja in pridobivanja dovolienja
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za promet z novim zdravilom (originatorska zdravila). Za-
jema tudi del regulatornih procesov po pridobitvi dovolienja
za promet z novim zdravilom (spremembe ze obstojeCega
dovolienja za promet), pa tudi pridobitev novih dovoljenj
za promet z zdravili, ki vsebujejo ucinkovine, prisotne v
predhodno ze registriranih zdravilih (generiki) (7). V obrav-
navo ICH M7 niso vklju¢ena bioloSka/biotehnoloska zdra-
vila, peptidi, oligonukleotidi, radiofarmacevtiki, produkti fer-
mentacije, zdravila rastlinskega izvora ter surovi produkti
zivalskega ali rastlinskega izvora. Smernica tudi ne zajema
ucinkovin in zdravil za zdravljenje napredovalih oblik raka
ter u€inkovin za druga indikacijska podrocja, ki so geno-
toksi¢ne pri terapevtskih koncentracijah in za katere lahko
priCakujemo, da so povezana s povecanim tveganjem za
pojav raka. V tem primeru namre¢ mutagene necistote ne
bi imele znatnega vpliva na tveganje za pojav raka. Smer-
nica tudi ne predvideva ocene nevarnosti za pomozne
snovi, arome, barvila itd. Iziemoma lahko principe ocene
nevarnosti, ki jinh opisuje smernica, uporabliamo za neci-
stote v pomoznih snoveh, ki se uporabljajo prvi¢ v doloce-
nem zdravilu in so pridobliene s kemi¢no sintezo (7, 8).

OCENA NEVARNOSTI
(HAZARD ASSESSMENT)
GENOTOKSICNIH NECGISTOT

Smernica ICH M7 podaja priporoCila glede genotoksi¢nih
nedistot v novih ucinkovinah in konénih zdravilih med njihovim
klinicnim tesitranjem in med procesom registracije novega
zdravila ter sprememb dovoljenja za promet z zdravili, ki so
ze na trgu (7). Ocena mutagenega potenciala je namre¢
potrebna pri spremembah sintezne poti ucinkovin (nove ne-
Cistote ali zviSanje kriterijev sprejemljivosti za obstojece ne-
Cistote), spremembah v formulaciji zdravila, sestavi ali proiz-
vodnem procesu (novi razgradni produkti ali zviSani kriteriji
sprejemljivosti za obstojeCe razgradne produkte) ter spre-
membah v indikaciji ali reZimu odmerjanja, ki znatno vplivajo
na sprejemljivo raven tveganja za pojav raka. Smernica se
osredotoCa na DNA reaktivne spojine, ki lahko reagirajo z
DNA v majhnih koncentracijah, kar vodi v mutacije in tveganje
za razvoj karcinomov (7, 8). Podaja nacCine identifikacije, ka-
tegorizacije, kvalifikacije in kontrole genotoksi¢nih necistot
in na ta nacin zapolnjuje regulatorno vrzel na tem podrodju,
socasno pa dopolnjuje smernici ICH Q3A In ICH Q3B (1, 2).

Ocena nevarnosti vkljuCuje zacetno analizo dejanskih in
potencialnih necistot s pomocjo pregleda podatkovnih
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zbirk in literature v zvezi s podatki o njihovi karcinogenosti
in bakterijski mutagenosti. Na podlagi tega sledi klasifikacija
v enega izmed razredov 1, 2 ali 5. Ce teh podatkov ni na
voljo, je potrebno doloditi odnos med strukturo in delova-
njem (SAR), ki se osredotoCa predvsem na napovedovanje
bakterijske mutagenosti. Slednje nam omogoca razvrstitev
necistot v razrede 3, 4 ali 5 (7, 8).

V skladu s smernico ICH M7 lahko necistote glede
na mutageni in karcinogeni potencial razvrstimo v
pet razredov:

Razred 1: necistote z znanim mutagenim in karcinogenim
delovanjem;

Razred 2: necistote z dokazanim mutagenim delovanjem,
vendar z neznanim karcinogenim potencialom. To pomeni
pozitiven bakterijski test mutagenosti ali pa so na voljo
kateri koli drugi relevantni podatki o mutagenosti, ki naka-
zujejo reaktivnost z DNA ali ucinke, kot je sprozanje genskih
mutacij (npr. pozitivni izsledki in vivo Studij genskih mutacij);
brez podatkov o karcinogenosti na glodalcih;

Razred 3: necistote s tvegano kemijsko strukturo (alerting
structure), ki ni strukturno podobna zdravilni uginkovini;
podatkov 0 mutagenem delovanju ni;

Razred 4: necistote s tvegano kemijsko strukturo (alerting
structure), ki je enaka tvegani strukturi v zdravilni u€inkovini
ali spojinah, ki so strukturno sorodne zdravilni u¢inkovini
(npr. intermediati), vendar z negativnim izidom testiranja v
bakterijskem testu mutagenosti;

Razred 5: necCistote brez tvegane kemijske strukture ali s tve-
gano kemijsko strukturo z ustrezno koli¢ino podatkoy, ki po-
trjujejo odsotnost mutagenih ali karcinogenih ucinkov (7, 8).

Skladno z ICH M7 ocena nevarnosti dejanskih in poten-
cialnih necCistot v prvi fazi zajema predvsem preverjanje in-
formacij o karcinogenosti in mutagenosti v odprtih, komer-
cialnih ali lastniskih podatkovnih bazah ter drugi literaturi z
namenom razvrstitve v enega izmed razredov 1, 2 ali 5.
Dodatek ICH M7(R1) pomembno dopolnjuje smernico
predvsem v smislu karakterizacije tveganja in upostevanja
mejnih vrednosti za posamezne razrede necistot (8).

KARAKTERIZACIJA
TVEGANJA

Smernica ICH M7 v poglavju Karakterizacija tveganja (risk
characterization) predvideva izracun sprejemljive izpostavije-
nosti (acceptable intakes) za necistote razredov 1, 2 in 3.

7.1 SPREJEMLJIVA [ZPOSTAVLJENOST
NA OSNOVI ZA SPOJINO SPECIFICNE
OCENE TVEGANJA (COMPOUND-
SPECIFIC RISK ASSESSMENT)

7.1.1 Vrednotenje mutagenih necistot z
dokazanim karcinogenim delovanjem
(razred 1)

Za znane mutagene karcinogene, ki so brez praga delo-

vanja (npr. dimetil karbamoil klorid, hidrazin), se predvideva

izradun za spojino specificne sprejemijive izpostaviljenosti

(Al, ang. compound-specific acceptable intake). Al izra-

¢unamo na osnovi karcinogenosti posamezne necistote

in linearne ekstrapolacije, obstajajo pa tudi drugi pristopi
npr. z uporabo odmerka, ki povzroCi nastanek tumorja pri

polovici preskusnih Zivali (TDg,, tumorigenic dose rate 50),

pridoblienega iz Studij karcinogenosti na glodalcih. Smer-

nica ICH M7 navaja kot primer izracun Al za etilen oksid.

7.1.2 Mutagene nedistote z dokazanim pragom
delovanja

Pri tovrstnih necistotah obstaja mehanizem delovanja, ki
vodi do nelinearnega odziva v odvisnosti od odmerka z
dejanskim pragom. V zadnjem Casu ugotavljamo za vse
vecje Stevilo spojin, ki so DNA reaktivne, prag delovanja.
Njihov direkten toksicen ucinek na DNA je namre¢ najvec-
krat odvisen od hitrih fizioloskih detoksifikacijskih procesov
in/ali od popravljalnih mehanizmov DNA. Primer DNA rea-
ktivne necistote s pragom delovanja je etil metan sulfonat
(in vitro ter in vivo mutagen), Kjer izraCunamo dovoljeno
dnevno izpostavijenost (PDE, permissible daily exposure)
na podlagi odmerka, pri katerem ni uc¢inka (NOEL, no ob-
served effects level), in z upoStevanjem varnostnih faktorjev
(7, 8). Dodatek ICH M7(R) vsebuje tudi preglednico z razli-
¢nimi spojinami, za katere so Ze podane mejne vrednosti
(Al ali PDE) (8).

Izracune Al lahko tudi prilagajamo za krajSa obdobja upo-
rabe nekega zdravila (tj. krajSa uporaba od celotne Zivljen;j-
ske dobe), kjer od¢itamo vrednosti (preglednica 4), ki so
izpeljane za razlicne dolzine trajanja zdravlienja z zdravilom,
ali pa izberemo 0,5 % dnevnega odmerka (glede na to,
katera vrednost je manjsa) (7).

7.2 VREDNOTENJE NECISTOT
RAZREDQOV 2 IN 3

Pri nedistotah razredov 2 in 3 upostevamo mejne vrednosti
praga toksikoloskega tveganja (TTC, threshold of toxico-
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Preglednica 4. Sprejemljiva izpostavijenost za posamezno necistoto (7).

Table 4. Acceptable intakes for an individual impurity (7).

Trajanje zdravljenja <1 mesec

> 1-12 mesecev

> 1-10 let > 10 let — dozivljenjsko

Dnevni vnos (pg/dan) 120 20

10 1,6

logical concern). Koncept TTC opredeljuje odmerek 1,5
mg necistote/dan kot sprejemljivi vnos mutagenih necistot
pri loveku. Navedeni dnevni vnos predstavlja namre¢ za-
nemarljivo tveganje za razvoj raka pri posamezniku (manjse
od 1 proti 100.000) pri dozivljenjski izpostavljenosti. Ta pri-
stop uporabliamo v primeru mutagenih necistot v farma-
cevtskih izdelkih za dolgotrajno zdravijenje (> 10 let) in kjer
ni na voljo podatkov o karcinogenosti. Izjemo predstavljajo
mutageni karcinogeni z visoko jakostjo aktivnosti (cohort
of concern), kot so aflatoksinom podobne spojine ter spo-
jine z N-nitrozo skupino in alkil-azoksi fragmenti, saj lahko
teoreticno pomenijo tveganje za razvoj raka tudi pri vred-
nostih, ki so manjSe od TTC, zato so v tem primeru dovo-
lieni vnosi pod vrednostjo TTC (7). V doloCenih okolisCinah
prihaja do izraza tudi izpostavijenost necistoti, ki je krajsa
od celotnega Zivijenjskega obdobja (LTL, less-than-lifetime)
ali pa poteka rezim odmerjanja zdravila v daljSih ve¢dnevnih
intervalih (npr. enkrat tedensko). V teh primerih so za krajse
izpostavitve sprejemljivi vecji odmerki (princip LTL), zato
nas zanima celotno Stevilo odmernih dnevov, kar od&itamo
s pomocjo preglednice 4 (7). ICH M7 predvideva loCeno
preglednico v primerih, kadar obstajajo vsaj tri vrste necistot
razreda 2 oz. 3 ali vecje Stevilo, saj v teh primerih ugota-
vljamo celotno Stevilo mutagenih nedistot (7).

7.3 VREDNOTENJE NECISTOT
RAZREDOV 4 IN 5

Smernica ICH M7 obravnava necCistote razredov 4 in 5 kot
nemutagene nedistote, vendar s pomembno razliko. V ra-
zred 5 namre¢ uvrSCa necistote brez tvegane kemijske
strukture ali pa le-te vsebuijejo tvegano strukturo, kjer pa
je na podlagi vseh razpolozljivih podatkov dokazana od-
sotnost mutagenega ali karcinogenega delovanja (7). Ne-
Cistote razreda 4 vsebujejo tvegan strukturni fragment, ki
je ze zastopan v zdravilni uCinkovini ali strukturno sorodnih
spojinah (npr. v procesnih intermediatih), vendar so rezultati
testov mutagenosti teh struktur dokazano negativni. V tej
skupini necistot tvegan strukturni fragment najveckrat po-
meni potencialno genotoksicno strukturo v enakem polo-
Zaju in kemijskem okolju glede na ze potrjeno nemutageno
delovanje zdravilne ucinkovine ali sorodne spojine z enakim
strukturnim fragmentom. Pri tem gre v praksi obicajno za

razliCne serije spojin, ki imajo najveckrat razli¢ne substi-
tuente, vezane na centralno ogrodje s tvegano kemijsko
strukturo (npr. serija razlicno substituiranih kinon-iminov),
ki pa je nemutagena, ali pa gre za analoge, Kjer je tvegana
kemijska struktura (npr. aromatska amino skupina) vezana
na polozaj, ki deaktivira njeno mutageno delovanje (npr.
trifluorometilne skupine v meta polozaju glede na amin).
Negdistote razredov 4 in 5 obi¢ajno vrednotimo in nadziramo
pri mejnih vrednostih, ki so skladne s smernicama ICH
Q3AINICHQ3B (1, 2).

UPORABA RACUNALNISKIH
(Q)SAR METOD

PRI KLASIFIKACIJI
GENOTOKSICNIH NECISTOT

Ce za dologeno negistoto podatkov za mutagenost in/ali
karcinogenost ni na razpolago, smernica ICH Q7 priporo¢a
izvedbo analize (QSAR s pomocjo ustreznega modela za
napovedovanije bakterijske mutagenosti z namenom raz-
vrstitve v enega izmed razredov 3, 4 ali 5. Smernica pred-
laga izvedbo z vsaj dvema komplementarnima metodama:
(1) metodo z uporabo ekspertnin podatkovnih baz (npr.
programska oprema Nexus DEREK), kjer vrednotimo pod-
strukture, za katere je dokazano, da interagirajo z DNA,
ter (2) statisticno metodo, ki temelji na eksperimentalnih
zbirkah podatkov (npr. programska oprema CASE Ultra,
uporaba Ames Salmonella modula) (5). Pogoj je tudi, da
so rac¢unalniski programi z obema metodologijama ustrezno
validirani v skladu s kriteriji Organizacije za ekonomsko so-
delovanje in razvoj (OECD). Nekateri tvegani strukturni frag-
menti oz. toksikoformne skupine, ki so vpletene v reakcije
z DNA in so zastopane tudi v razli¢nih programih za napo-
vedovanje toksi¢nosti (fj. mutagenosti), prikazuje slika 1
(17,18, 19, 20).

Trenutno obstojedi pristopi (Q)SAR imajo tudi Stevilne sla-
bosti. Rezultati napovedovan] toksi¢nosti v dologenih pri-
merih ne dajejo enoznacnih sklepov (npr. pozitiven/negati-
ven rezultat napovedovanja mutagenosti), ampak dajejo
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nevtralne oz. nedoloCne rezultate. Razlogov je lahko vec,
npr. sistem ne vsebuje ustreznega testnega nabora struktur,
zato primerjava s poljubno necistoto ni mozna. V&asih je
za potrditev pozitivnega ali negativnega rezultata na voljo
premalo dokazov ali pa so ti neustrezni. Za doloCene vrste
spaojin pa napovedi niso mozne (npr. kooridnacijske spojine)
(21). Stevilni strokovnjaki iz farmacevtske industrije izpo-
stavljgjo problematiko velikega Stevila napacno pozitivnih
rezultatov pri uporabi metod (Q)SAR (21, 22). Eden od
taksnih primerov so napacno pozitivni rezultati za monoalkil
sulfatne estre v modelih(QSAR, ki uporabljajo statisti¢no
metodo. Navedene spojine imajo pri fiziolosSkem pH nega-
tiven naboj in so veliko man;j elektrofilne kot njihovi alkilirajodi
analogi: alkilsulfonatni estri in dialkil sulfati. V Amesovem
testu imajo monoalkil sulfatni estri prav tako negativen
naboj in ne spadajo med alkilirajoée spojine z iziemo znanih
mutagenov, kot so sulfati poliaromatskih ogljikovodikov
(nastanek benzilnega karbokationa) (21, 22). Potrditev od-
sotnosti tveganih strukturnih fragmentov s pomocjo obeh
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metod zados¢a za sklep, da je necCistota brez mutagenega
delovanja (razvrstitev v razred 5), v tem primeru tudi na-
daljnja in vitro testiranja niso ve¢ potrebna. Kadar so v ne-
Cistoti prisotna strukturna tveganja, necistoto razvrstimo v
razred 3 (7, 8, 21, 22).

KLASIFIKACIJA NECISTOT S
POMOCJO PREISKAV IN
VITRO TER IN VIVO

Sledijo lahko ustrezni kontrolni ukrepi ali pa izvedba in vitro
bakterijskega testa mutagenosti (Amesov test) na posa-
mezni necistoti. lzvedba Amesovega testa s strani proiz-
vajalca kot tudi nacin preverbe podatkov 0 mutagenosti v
podatkovnih zbirkah in literaturi morata biti ustrezna. Po-
datkovne zbirke morajo omogociti vpogled v informacije in
okolis¢ine izvedbe tega testa, saj lahko v razred 5 ali razred
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2 uvrstimo samo tiste necistote, kjer je ustrezno izveden in
vitro Amesov test pokazal negativen oziroma pozitiven re-
zultat. Za Amesov test je namre¢ predpisana skladnost s
farmacevtsko regulativo, tj. smernico ICH S2(R1), postopki
OECD 471 ter pogoji dobre laboratorijske prakse (DLP)
(23, 24, 25). Nekateri izmed pogojev so npr. izvedba na
vsaj petih razlicnih sevih bakterij, od tega na Stirih sevih
Salmonella typhimurium (TA1535, TA1537/TA97a/TA97,
TA98 in TA100) kot tudi sevi Escherichia coli WP ali Sal-
monella typhimurium TA102 (21, 22, 26, 27). Tudi sam
Amesov test ima nekaj pomanijkljivosti, kot so npr. napacni
pozitivni rezultati pri dolocenih kombinacijah kislinskih ali
sulfonil halogenidov, prisotnih v testnih materialih in topilu
DMSO (21, 22). Vsa odstopanja od predpisane izvedbe
so dovoljena le v iziemnih primerih in morajo biti ustrezno
utemeljena.

Vsak negativen rezultat in vitro testa preglasuje kakrsno
koli prisotno strukturno tveganje, zato v nadaljevanju niso
potrebna dodatna testiranja. TakSno necistoto zato razvr-
stimo v razred 5. Prav tako v primeru negativnega rezultata
ustrezno izvedene Studije karcinogenosti na glodalcih ne-
Cistoto razvrstimo v razred 5 0z. v razred 1, kadar je rezultat
taksne Studije pozitiven. Opozoriti velja na dolocene izjeme,
Kjer je spojina pozitivna v Studiji karcinogenosti na glodalcih,
medtem ko je negativna v Amesovem testu. Gre predvsem
za karcinogene z indirektnim genotoksicnim ucinkom, ki
delujejo kot proliferatoriji (21). V primeru pozitivnega izida
Amesovega testa (potrditev in vitro mutagena) se zahteva
nadaljnje vrednotenje in/ali kontrola (28). Kadar necistote
ni mogoCe zmanjsati pod spodnjo mejo, je priporodljivo
testiranje necistote s pomocjo in vivo testov genetskih mu-
tacij, katerih izbira mora biti znanstveno utemeljena, pred-
vsem pa mora izhajati iz poznavanja mehanizma delovanja
nedistote in tarénega tkiva (7). Ce rezultati in vivo ne doka-
zejo mutagenenega delovanja, je ta izid previadujo¢ glede
na in vitro izsledke, zato necCistoto uvrstimo med nemuta-
gene (7).

Seznam testov in vivo, ki jih omenja ICH M7 in s katerimi v
nadaljevanju proucujemo in vitro mutagene, prikazuje pre-
glednica 5 (7). S pomocjo rezultatov, ki jih dobimo na pod-
lagi in vivo testov lahko, e je to smiselno, podpremo tudi
postavitev novih mejnih vrednosti za prisotne necistote.
Npr. e za dolocen genotoksin dokazemo delovanje s pra-
gom v sklopu in vivo testiranj (npr. mikronukleusni test na
podganah), zanj v nadaljevanju izraunamo novo vrednost —
PDE. Necistoto, ki vsebuje tvegan strukturni fragment, ki
je enak tvegani strukturi v zdravilni u€inkovini ali strukturno
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sorodnih spojinah, za katere je dokazano nemutageno de-
lovanje (j. negativni izid testiranja mutagenosti), obravna-
vamo kot nemutageno in jo uvrstimo v razred 4 (7, 8, 26,
27).

DRUGA POGLAVJA V
1 SMERNICI ICH M7

Smernica poleg ze obravnavanih podrocij zajema poglavje
Iziem in fleksibilnostnih pristopov, kjer so opisane ustrezne
utemeljitve zveCanja Al v primerih izpostavitve necistotam
iz drugih virov, kot je npr. hrana, v primerih hudih bolezni in
zmanjSane pri¢akovane zivljenjske dobe ter pri necistotah
z visoko jakostjo aktivnosti. Sledita Se poglavje Kontrola, ki
zahteva ustrezno kontrolno strategijo nad materiali, opremo,
prostori, proizvodnimi procesi itd. Poglavie Dokumentacija
pa pojasnuje primere uporabe vsebin smernice pri oddaji
vlog za Kilini¢na testiranja ter viog za pridobitev dovoljenja
za promet z zdravilom v obliki skupnega tehni¢énega do-
kumenta (CTD, common technical document) (7, 8).

SKLEP

Dologitev in kontrola genotoksi¢nih necistot v razvoju ucin-
kovin sta zelo zahtevni nalogi, predvsem zaradi mnozice
razlicnih sinteznih postopkov, moznih stopenj vstopa ge-
notoksi¢nih nedistot v proces in mnozice novih spojin ter
posledi¢no necistot, ki pri tem nastajajo. Zaradi naras¢ajo-
Cega Stevila novih spojin je pomen smernice ICH M7 za
podrocje nadzora genotoksicnih necistot Se toliko bolj po-
memben. Predpisana uporaba dveh komplementarnih me-
tod za napovedovanje toksi¢nosti v regulatorno odloCanje
je novost, ki jo bodo morali implementirati tako farmacevtska
industrija kot regulatorne agencije. Predvsem je v ospredju
zelia po natancnem, a hitrejSem racunalnisko podprtem
odkrivanju mnozic kemijskih struktur z genotoksi¢nim po-
tencialom. Odsotnost genotoksicnih necistot in/ali njihova
prisotnost pod mejnimi vrednostmi v farmacevtskih izdelkih
zmanjSuje tveganje za paciente, predvsem pa zagotavlja
varno uporabo zdravil. V prihodnosti pricakujemo Se vecje
zaostritve pri postavitvi dovolienih mejnih vrednosti za ge-
notoski¢ne nedistote, predvsem pa vzporeden razvoj po-
polnejSih metod za napovedovanije toksi¢nosti.
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Preglednica 5. Vrste testiranj in vivo, s katerimi potrdimo mutagene in vitro, ter posamezne znacilnosti (7, 26, 27).
Table 5. Types of in vivo assays to confirm the in vitro mutagens and their characteristics (7, 26, 27).

Vrsta in vivo testa

Utemeljitev uporabe

Transgenski mutacijski testi
Nekatere znane izvedbe na glodalcin: Muta mouse, Big
Blue, LacZ plasmid mouse, gpt delta rodents (26).

Za vse vrste mutagenov.

Pig-a mutacijski test in vivo

Princip: gen pig-a je edini gen, ki je vkljuCen v sintezo
glikofosfatidil inozitolnega (GPI) sidra na kromosomu X.
Test izvedemo na podganah, ki jih izpostavimo
dolo¢enemu mutagenu, ter nato v njihovi krvi merimo
frekvenco mutacij s pomocjo specifiCnih protiteles (27).

Za mutagene, ki ne potrebujejo predhodne metabolicne
bioaktivacije (pozitivni Amesov test brez frakcije S9). V
primeru indirektno delujogih mutagenov (potrebuijejo
metaboli¢no bioaktivacijo) je potrebno prikazati ustrezno
izpostavitev metabolitom.

Mikronukleusni test (mikrojedrni test) in vivo
(OECD 474)

Princip: Zivali izpostavimo mutagenu, odvzamemo vzorec
kostnega mozga ali krvi ter iS€emo nastanek mikrojeder
(lomi kromosomov) (29).

Za mutagene, ki ne potrebujejo predhodne metaboli¢ne
bioaktivacije (pozitivni Amesov test brez frakcije S9), ter
spaojine, ki so klastogene. V primeru indirektno delujo¢ih
mutagenov (potrebujejo metaboli¢no bioaktivacijo) je
potrebno prikazati ustrezno izpostavitev metabolitom.

Test nenacrtne sinteze DNA (UDS test, unscheduled
DNA synthesis test), izveden na podganjih jetrih
(OECD 486)

Princip: gre za indikatorski test, kjer merimo sintezo DNA
na mestu genotoksicne poskodbe, ki je spodbujena s
strani DNA popravljalnih encimov — detekcija s tritijem
oznacenega timidina (*H-TdR), ki se vgrajuje v DNA (26,
30).

Predviden za mutagene, ki potrebujejo predhodno
metaboli¢no bioaktivacijo. Ostali kriteriji: aktivni jetrni
metabolit je znan. Dodatni pogoj: metabolit mora nastati
v testirani zivalski vrsti, vecja obcutljivost za popravljaline
mehanizme NER (nucleotide excision repair) — predvsem
posledica DNA aduktov.

Kometni test

Princip: gre za gelsko elektroforezo posamezne celice,
kjer detektiramo eno- in dvoverizne prelome DNA ter na
alkalije labilna mesta (posledice neposrednih poskodb
DNA ali vmesna stopnja popravljalnih mehanizmov).

Za izvedbo je potrebna dodatna utemeljitev, predvsem v
smislu od kemikalije odvisnega nacina delovanja.
Potrebna je tudi utemeljitev izbire tkiva/organa.
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UvoD

FizioloSke procese ob celienju rane delimo v §tiri osnovne
faze, 10 so hemostaza, vnetna reakcija, proliferacija — tvorba
novega tkiva, znana tudi kot granulacija in kontrakcija, in re-
modeliranje tkiva (1, 2, 3). V proces celienja so vkljuceni celicni
in izvenceli¢ni dejavniki, ki vplivajo na pravilen potek celienja.

Takoj po poskodbi se sprozijo dejavniki hemostaze ter pov-
zroCijo lokalno vazokonstrikcijo in strievanje krvi, tako da
prepreCujejo izgubo krvi ob hkratni tvorbi matriksa za celicno
migracijo. Aktivirani trombociti izloCajo v neposredno okolico
rane specifiéne citokine in rastne dejavnike, kot so trombo-
citni rastni dejavnik ali PDGF (platelet-derived growth factor),
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POVZETEK

V prispevku predstavliamo sistemati¢en pregled
zdravilnih u€inkovin, ki jih uporabliamo v oskrbi ran.
Namen prispevka je pojasniti delovanje zdravilnih
ucinkovin na razliéne faze celjenja ran in predstaviti
aktualne informacije o tistih, ki so trenutno registri-
rane v Republiki Sloveniji. S tem Zelimo zdravstve-
nim delavcem olajsati izbor najustreznejSega zdra-
vlienja v oskrbi ran, ki naj ne temelji le na poznavanju
smernic zdravljenja, temvec tudi na poznavanju me-
hanizmov delovanja uporabljenih zdravilnih uginko-
vin.

KLJUCNE BESEDE:
zdravljenje ran; anatomsko-terapevtsko-kemicna
klasifikacija zdravil; zdravljenje, ki temelji na znanju

ABSTRACT

The article provides a systematic overview of drugs
used in the treatment of wounds. Its purpose is not
to give treatment guidelines for specific types of
wounds, but rather to review mechanisms of drug
action according to the individual phases of wound
healing and to present current information on active
ingredients that are currently registered or are avai-
lable in the Republic of Slovenia. In this way, health
professionals may select appropriate knowledge-
based therapies in the process of wound care.

KEY WORDS:
wound care; Anatomical Therapeutic Chemical
Classification System; knowledge-based therapy

transformirajodi rastni dejavnik beta ali TGF-§3 (transforming
growth factor beta) in transformirajoci rastni dejavnik alfa ali
TGF-a (transforming growth factor alpha). Slednii priviagijo
fibroblaste, endotelijske celice in celice imunskega odziva,
ki sprozijo vnetje in proces celienja. Vnetna reakcija lahko
traja najveC 7 dni, pri ¢emer imajo odlocilno viogo fagociti,
kot so nevtrofilci in makrofagi. Ti skrbijo za zaSCito rane
pred vdirajo€imi bakterijami in za odstranjevanje nekroticnega
tkiva ter sproscajo razliCne rastne dejavnike in citokine. Ob
vnetnem procesu soCasno poteka faza proliferacije, med
katero fibroblasti, endotelijske celice in keratinociti tvorijo
vezivno tkivo, sprozijo rast novih krvnih Zil (angiogenezo) in
epitelizacijo. V fazi remodeliranja tkiva se zacasni matriks
pocasi nadomes&a z viakni kolagena (1, 2, 4).
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Celienje ran poteka vecinoma spontano, brez potrebe po

farmakoloskem ukrepanju, zato temu naravnemu procesu

ne namenjamo vedje pozornosti. Vendar pa je farmakote-

rapija v primeru obseznejsih ran, ran z veliko verjetnostjo

okuzb ali ze okuZenih ran, kroni¢nih ran in ran, pri katerih

je velika verjetnost mocnega brazgotinjenja, ustrezen pri-

stop tako v smislu dopolnitve oskrbe rane kot tudi samo-

stojnega zdravljenja. UCinkovine, ki jih uporabliamo v far-

makoterapiji ran, smo v nadaljevanju razdelili glede na

njihovo vpletenost v posamezno fazo celienja:

e antitrombotiki in vazodilatatorji (vplivajo na hemostazo),

e protivnetne ucCinkovine in analgetiki (vplivajo na vnetno
reakcijo),

¢ protimikrobne ucinkovine (vplivajo na vnetno reakcijo),

¢ ucinkovine za pospesevanie celienja ran (vplivajo na pro-
liferacijo),

e ucinkovine, ki delujejo na fazo remodelacije (velikokrat
spadajo v prejSnjo skupino).

Omenjene ucinkovine lahko razdelimo tudi po anatomsko-
terapevtsko-kemicni (ATC) klasifikaciji zdravil, kier najdemo
zdravila za oskrbo ran in razjed pod oznako D03, vendar
pod to razvrstitev spadajo le zdravila za oskrbo brazgotin
(DO3A) in encimi (DO3B) (5). V farmakoterapiji in oskrbi ran
uporabliamo Se antitrombotike (BO1A), periferne vazodila-
tatorje (CO4A), antibiotike in kemoterapevtike za uporabo
v dermatologiji (D06), antiseptike in dezinficiense (DO8) ter
kortikosteroide za sistemsko zdravljenje (HO2) (6, 7). Zato
v nadaljevanju poleg ozkega pojmovanja po ATC-klasifikaciji
podajamo Se pregled zdravilnih u€inkovin po literaturi, vklju-
¢no s podatki o zdravilnih ucinkovinah in snoveh, katerih
uporaba je med oskrbo rane kontraindicirana.

ANTITROMBOTIKI IN
VAZODILATATORUJI

Ucinkovine, ki vplivajo na agregacijo trombocitov, koagu-
lacijo krvi in pospesujejo ali zavirajo krvni pretok z nepo-
srednim ucinkom na vazodilatacijo, lahko bodisi zmanjSajo
zaplete in pospesijo celienje ran bodisi negativno vplivajo
na ta proces (8). Povzetek ucinkov te skupine podaja pre-
glednica 1.

2.1 ANTIKOAGULANTI

Antikoagulanti (antagonisti vitamina K — kumarini, heparini)
prepreCujejo tvorbo fibrina in posledi¢no krvnega strdka

398

ter motijo normalen proces celienja ran. Poleg podaljSanja
celienja ran lahko v nekaterih primerih povzrocijo nekrozo
tkiva (npr. varfarin), daljSa raba heparina lahko povzroci
trombocitopenijo, zato njihovo uporabo v oskrbi ran od-
svetujemo (6, 9). Ker pa novejSe raziskave kazejo, da zastoj
venskega krvnega pretoka povzro¢a poskodbo zilnega en-
dotelija in nalaganje fibrina, bi antikoagulanti v tem primeru
lahko delovali ugodno, zato je v posebnih primerih dobro
razmisliti 0 smotrnosti njihove uporabe (8).

2.2 ZAVIRALCI AGREGACIJE
TROMBOCITOV

Zaviralci agregacije trombocitov preprecuijejo tvorbo krvnih
strdkov, zato moramo omejiti ali prepreciti njihovo rabo v
predoperativni pripravi bolnikov in ob ¢ezmernih krvavitvah.
Vendar pa imajo zaviralci ciklooksigenaz lahko ugodne
ucinke pri celienju ran, saj zmanj$ajo cezmerno vnetje, ob-
Cutek bolecine in poskodbe tkiv (zaradi zaviranja tvorbe
strdkov), poleg tega tudi dokazano zmanjSajo natezno na-
petost ran (8). lloprost spada po klasifikaciji ATC med
BO1AC - zaviralce agregacije trombocitov brez heparina,
a je po mehanizmu delovanja tudi vazodilatator s Stevilnimi
ucinki. Tako zavira agregacijo in adhezijo trombocitov, raz-
Sirja arteriole in venule, stimulira fibrinolizo in deluje protiv-
netno. Uporabliamo ga v farmakoterapiji intermitentne klav-
dikacije in ishemije okoncin (6). Apliciran intravensko iloprost
ugodno vpliva na celienje arterijskih in vaskularnih razjed
ter razjed, ki so posledica Raynaudove bolezni (6, 8).

2.3 HEMOREOLOSKE UCINKOVINE

Pentoksifilin je metilksantinski derivat in ga primarno upo-
rabljamo v zdravljenju misi¢nih bolecin zaradi periferne ar-
terijske bolezni oz. v zdravljenju intermitentne klavdikacije
(10). Po Klasifikaciji ATC spada med CO4A — periferne va-
zodilatatorje, CO4AD — derivate purina. V tem primeru ga
obravnavamo lo¢eno, saj ne deluje le vazodilatacijsko, tem-
vec tudi protivnetno z zaviranjem izlo¢anja dejavnika tu-
morske nekroze a (TNF- @), zmanjSa agregacijo tromboci-
tov, poveca fleksibilnost membrane eritrocitov in stimulira
fibrinolizo. S tem poveca periferno mikrocirkulacijo in
zmanjSa viskoznost krvi, zato njegovo uporabo priporo-
¢amo v zdravljenju razjed, ki nastanejo kot posledica Zilnih
bolezni (6, 8, 11).

2.4 PERIFERNI VAZODILATATORJI/
VAZOKONSTRIKTORUJI

Peroralno uporabne vazodilatatorje, kot sta nifedipin in ilo-
prost, lahko uporabljamo v zdravljenju Raynaudovega sin-
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Preglednica 1: Zdravilne ucinkovine z delovanjem na Zilni sistem v zdravijenju ran (6, 8).

Table 1: Vascular agents in wound healing (6, 8).

Farmakoloski razredi

Mehanizem delovanja

Uc¢inek na zdravljenje ran (+/-)

Antikoagulanti (kumarini, heparin)

dejavnikov

e indirektni antikoagulanti zavirajo
biosintezo koagulacijskih dejavnikov | zato poskodb in vnetja

e direktni antikoagulanti zavirajo
encimsko delovanje koagulacijskih

+ zmanjSanje nalaganja fibrina ter

— podaljSanje celjenja ran zaradi
zaviranja tvorbe fibrina in strdkov ter
potencialne trombocitopenije

Zaviralci agregacije trombocitov:
nesteroidne protivnetne
ucinkovine, iloprost

delovanjem

e zaviranje agregacije trombocitov:
zaviranje biosinteze prostaglandinov

e iloprost — sintezni analog
prostaciklina z antiagregacijskim

+ zmanjSanje vnetja in analgezija

+ zmanijsanje tkivhe poskodbe

+ iloprost poveca periferno perfuzijo
— povecanje tveganja za krvavitve

Hemoreoloske uc¢inkovine
(pentoksifilin)

e povecanje perfuzije tkiv zaradi
zmanijsane viskoznosti krvi

+ pospesitev celienja ran in razjed

Vazodilatatorji:
zaviralci kalcijevih kanalckov,

gliceriltrinitrat v Zi

® povecanje perfuzije zaradi Sirienja

+ pospesitev celienja ran

Vazokonstriktoriji:
nikotin, (psevdo)efedrin, agonisti

adrenergi¢nih receptorjev alfa 1 krvnih Zi

e zmanjSanje perfuzije zaradi zozanja

— povecanje nekroze razjed
— upocasnitev in nepopolno celienje
ran

droma in razjed, ki nastanejo kot posledica zilnih bolezni
(6, 8). Gliceriltrinitrat in njegov terapevtski analog izosor-
biddinitrat sta donorja duSikovega(ll) oksida, ki povzro¢a
mocno vazodilatacijo, zato ju v dermalni farmacevtski obliki
uspesno uporabliamo v zdravljenju ran z ishemijsko etiolo-
gijo (B). Nasprotno delujoce ucinkovine, vazokonstriktoriji,
kot so npr. nikotin, ergotamin, adrenalin, efedrin in kokain,
pa lahko z zaviranjem mikrocirkulacije povzrocijo hipoksijo
tkiv in upocCasnijo celienje ran (6). Zato v asu celienja ran
zelo odsvetujemo kajenje in uporabo omenjenih ucinkovin
(6, 8).

PROTIVNETNE UCINKOVINE
IN ANALGETIKI

Steroidne protivnetne ucinkovine delimo po klasifikaciji ATC
glede na nacin njihove uporabe na HO2 — kortikosteroide
za sistemsko zdravljenje (HO2AB — glukokortikoidi) in DO7
— kortikosteroide — dermatike. Kortikosteroidi za sistemsko
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zdravljenje so sestavni del zdravljenja razjed, ki nastanejo
kot posledica vnetja vezivnega tkiva, npr. pri revmatoidnem
artritisu, sklerodermi in vnetju krvnih zil (6, 12). Njihovi dol-
gotrajni uporabi se moramo izogniti, saj imajo Stevilne ne-
zelene ucinke v vseh fazah celjenja ran (6, 8). Tako npr.
steroidna atrofija povzro¢i tudi tanjSanje epidermisa in
tvorbo strij (13). Zaradi vsega nastetega so kortikosteroidi,
Se posebej dermalni, kontraindicirani v oskrbi ran, pri Cemer
pa je zelo pomembna jakost njihovega delovanja. Medtem
ko ima dermalni hidrokortizon (1 %) le Sibek nezeleni uCinek
na celienje ran, imajo fluorirani kortikosteroidi bistveno mo-
¢nejSe delovanje (14). Tako npr. triamcinolon acetonid v
0,1-odstotnem mazilu lahko zavre reepitelizacijo za kar 60
% (15).

Nesteroidne protivnetne ucinkovine delujejo kot neselektivni
zaviralci ciklooksigenaz ali selektivni zaviralci ciklooksige-
naze tipa 2. Neselektivni zaviralci ciklooksigenaz imajo
omejeno uporabnost zaradi svojega antiagregacijskega
delovanja, zato v primeru soCasnega zdravljenja boleCine
raje posezemo po drugih uc¢inkovinah. Selektivni zaviralci
ciklooksigenaze tipa 2 (koksibi) delujejo protibolecinsko in
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protivnetno ter pri tem ne zavirajo agregacije trombocitov.
Predvsem protibolecCinski ucinek lahko dosezemo tudi z
ucinkovinami, katerih mehanizem ne temelji na zaviranju
ciklooksigenaz, npr. s pirazoloni (propifenazon, natrijev me-
tamizolat), anilidi (paracetamol), v primeru izrazito moc¢nih
bolecin pa z opioidnimi analgetiki.

PROTIMIKROBNE
UCINKOVINE

Protimikrobne ucinkovine v zdravljenju ran delimo na an-
tiseptike (klasifikacija ATC: D08 — antiseptiki in dezinfi-
ciensi) ter antibiotike in kemoterapevtike (klasifikacija
ATC: D06 - antibiotiki in kemoterapevtiki za uporabo v
dermatologiji). Povzetek njihovih u¢inkov navajamo v pre-
glednici 2.

4.1 ANTISEPTIKI

Antiseptiki imajo razmeroma neselektiven in na kemijski
strukturi temeljeC mehanizem delovanja, zato razmeroma
enostavno delujejo tudi na Cloveske keratinocite in fi-
broblaste ter tako povecajo tkivno toksi¢nost in nekrozo
v rani ter njeni okolici (8). Sicer se zdi njihova uporaba v
zdravljenju ran primerna, ne glede na to, da v literaturi

Preglednica 2: UCinki protimikrobnih ucinkovin na celjenje ran (8).
Table 2: Effects of antimicrobial drugs on would healing (8).

najdemo dokaze o tem, da je njihov vpliv na celjienje ran
zanemarljiv (7). Med antiseptiki za dermalno uporabo
najpogosteje omenjajo povidon-jod, benzalkonijev klorid,
klorheksidin in vodikov peroksid. Glede na jakost proti-
mikrobnega delovanja je povidon-jod moc¢nejsi od vodi-
kovega peroksida, saj nekatere bakterije izloCajo kata-
lazo, ki razgrajuje vodikov peroksid. Ta naj bi po eni
strani zmanj8al proliferacijo fibroblastov in s tem neu-
godno vplival na celjenje ran, po drugi strani pa navajajo,
da s tvorbo reaktivnih kisikovih zvrsti spodbuja celicno
migracijo in proces celjenja (7). Ker je veliko Studij z na-
sprotujoCimi si rezultati, nekateri avtorji priporo¢ajo spi-
ranje ran le s fiziolosko raztopino, z utemeljitvijo, da to
zagotavlja fizioloSko in zato nedrazeCe in netoksi¢no
okolje za celice in tkiva (8). Posebej zelimo izpostaviti
kadeksomer-jod (po klasifikaciji ATC DO3AX01), ki je
spremenjen Skrob z 0,9 % joda (16). Kadeksomer-jod v
dermalnih oblikah dokazano pospesuje celjenje ran za-
radi dvojnega mehanizma delovanja: najprej absorbira
eksudat ran (Cis€enje), nato pa se sprosti jod, ki deluje
baktericidno (17).

4.2 ANTIBIOTIKI IN KEMOTERAPEVTIKI

Dermalne antibiotike se v oskrbi ran pogosto uporabljali
brez kriticnega pomisleka in uposStevanja morebitnih ne-
zelenih ucinkov. NovejSe smernice priporo¢ajo njihovo
uporabo le na okuzenih ranah. Pri njihovem izboru se

Farmakoloski razredi

Mehanizem delovanja

Ucinek na zdravljenje ran (+/-)

Antiseptiki

e neposredno mikrobicidno ali
staticno delovanje
¢ neselektivno kemi¢no delovanje

+/— ni bistvenih prednosti pri celienju
ran

— povecanije tkivne toksi¢nosti in
moznosti nekroz, zato podaljSano
vnetje

— zaviranje reepitelizacije in tkivhega
remodeliranja

Antibiotiki in kemoterapevtiki delovanje

e bakteriostati¢no ali baktericidno

¢ selektivna toksi¢nost

+ odstranjevanje dejavnikov
(Cezmernega) vnetja

+ delovanje Sirokospektralnih
antibiotikov zazeleno

+ odstranjevanje patogenov

— odstranjevanje naravne flore

— moznost kontaktnega dermatitisa
— moznost razvoja rezistence
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lahko drzimo empiriCnega pravila, ki pravi, naj ucinkovin,
ki jih ne smemo uporabljati na oCesni sluznici, ne aplici-
ramo na rano (18). V literaturi zasledimo zelo heterogene
rezultate o ucinkovitosti antibiotikov v zdravljenju ran. Na-
vajajo celo, da lahko njihov ucinek pogosto pripiSemo
uporablieni mazilni podlagi (8, 19). Ce to morda res velja
za starejSe antibiotike in kemoterapevtike, kot sta npr.
gentamicin in metronidazol, pa v literaturi najdemo indi-
kacije za uporabo novejsin antibiotikov, kot so retapamulin,
fusidna kislina in malo starejsi mupirocin (20, 21, 21). Mu-
pirocin je v obliki mazila indiciran za dermalno zdravljenje
primarnih in sekundarnih bakterijskin okuzb koze, odrgnin,
ureznin, pikov zuzelk in drugih manjsih ran ter opeklin.
Uporabliamo ga tudi za prepreCevanje bakterijskih okuzb
manjsih ran, ureznin in drugih omejenih posSkodb koze
(20). Retapamulin je indiciran za zdravljenje bakterijskih
okuzb na manjsih predelih koze, npr. impetiga, okuzenih
vreznin, odrgnin ali vbodnih ran (21). Tudi za nekatere der-
malne antibiotike, kot so neomicin, polimiksin B, neosporin
in srebrov sulfadiazinat, je dokazano, da pospesujejo ree-
pitalizacijo (8, 22).

Sistemsko uporabni antibiotiki so prav tako primerni za
zdravljenje okuzenih ran bodisi samostojno bodisi v kom-
binaciji z dermalnimi antibiotiki. Cefalosporina cefaleksin in
cefazolin ali ciprofloksacin lahko uporabliamo v sistemskem
zdravljenju okuzenih akutnih ran, nekateri antibiotiki, npr.
tetraciklin in eritromicin, pa delujejo tudi protivnetno (8).
Klijub vsemu je (povecana) uporaba posameznega anti-
biotika vedno povezana s povecanim tveganjem za razvoj
rezistence na antibiotike in to velja tudi za topikalne anti-
biotike (23). Zato naj bo vsaka uporaba tovrstnih ucinkovin
premiSliena in smotrna.

4.3 SREBROV SULFADIAZINAT

Srebrov sulfadiazinat je kombinacija kemoterapevtika sul-
fadiazina in srebrovih ionov. Njegov ucinek temelji na si-
nergizmu protimikrobnega ucinka obeh sestavin. Srebrov
sulfadiazinat uporablijamo v obliki 1-odstotne kreme kot
Sirokospektralni antibiotik za zdravljenje opeklin (24). Po
stiku s Cloveskimi tekocinami srebrov sulfadiazinat v okolico
pocasi spros¢a srebrove ione, ki zagotavljajo Sirokospek-
tralen ucinek, ob tem pa sulfadiazin kot kemoterapevtik
povecuje protibakterijsko ucinkovitost. Zdravilo deluje tudi
proti na meticilin odpornemu sevu bakterije Staphylococcus
aureus (6). Avtorji novejsih raziskav, s katerimi so vrednotili
uCinke srebrovega sulfadiazinata, pogosto navajajo na-
sprotujoCe si ugotovitve, zato ni enotnega pogleda na nje-
govo ucinkovitost pri celienju ran (25, 26, 27).
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UCINKOVINE ZA
POSPESEVANJE CELJENJA
RAN

Ucinkovine za pospesevanie celienja ran delujejo predvsem
v fazi celi¢ne proliferacije, poleg tega pa tudi v Easu remo-
delacije tkiva. Gre za kemijsko in farmakolosko zelo hete-
rogeno skupino zdravilnih ucinkovin, ki z razliénimi me-
hanizmi pospesujejo celienje ran. Njihove ucCinke
povzemamo Vv preglednici 3.

5.1 RETINOIDI

Retinoidi so derivati vitamina A. Gre za meSanico sorodnih
spojin, retinola, retinala in retinojske kisline, z ugodnim
ucinkom na celienje ran, ki je posledica njihovega delovanja
na angiogenezo, sintezo kolagena in epitelizacijo (8). Po-
manjkanje vitamina A upocasni reepitelizacijo in tvorbo ko-
lagena, kar uspesno preprecimo z dermalno aplikacijo re-
tinoida tretinoina (28). Dopolnjevanje prehrane z vitaminom
A lahko izni€i negativne ucCinke kortikosteroidov v zgodnii
fazi celienja ran (8). Kljub temu moramo biti pri uporabi re-
tinoidov previdni, saj imajo lahko tako dermalno kot si-
stemsko uporabljeni retinoidi popolnoma paradoksalno na-
sprotne ucinke. Po dermabrazivnih ali drugih operativnih
posegih namre¢ lahko upocasnijo reepitelizacijo in celienje
ran (8).

5.2 DEKSPANTENOL

Dekspantenol se v koznih celicah hitro pretvori v panto-
tensko kislino (vitamin B5), zato je njen bioloski prekurzor,
ki uCinkuje enako kot vitamin B5, pri Cemer pa se laZje in
hitreje absorbira. Pantotenska kislina je del koencima A in
zato nenadomestljiva pri tvorbi in obnovi koze in sluznic
(29). Poleg tega je dekspantenol tudi viazilo, ki vlazi rozeno
plast ter ohranja elasti¢nost in volinost koze. Aktivira proli-
feracijo fibroblastov, pospeSuje reepitelizacijo pri celienju
ran ter deluje protivnetno, kar so dokazali v eksperimen-
talnem modelu z UV-svetlobo povzrocenega eritema (30).

5.3 Hialuronska kislina

Hialuronska kislina je polimer, sestavljen iz enot glukuronske
kisline in N-acetilglukozamina, ter je naravna sestavina zu-
najcelicnega matriksa. Deluje kot promotor vnetja v njegovi
zgodniji fazi, saj stimulira fibroblaste, ki posledi¢no izloCajo
provnetna citokina TNF-a in IL-8, ter pospesuje celi¢no in-
filtracijo v okolico rane (31). Hialuronska kislina ima pri raz-
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Preglednica 3: UCinki spojin za pospesevanje celjenja ran (8).
Table 3: Effects of wound healing promoting substances (8).

Farmakoloski razred

Mehanizem delovanja

Ucinek na zdravljenje ran

Retinoidi za topikalno uporabo
(tretinoin)

e zmanjSanje proizvajanja keratina

e zmanjSanje proizvajanja
dezmosomov

e angiogeneza

e stimulacija sinteze kolagena

e inhibicija izrazanja metaloproteinaz

+ pospesitev reepitelizacije

+/— pospesitev deskvamacije epitelija
koze

— upocasnitev reepitelizacije pri
podaljSani postoperativni rabi

— povecanije koliCine tkivhega
kolagena

Peroralno uporabni retinoidi
(alitretinoin, izotretinoin, vitamin
A)

e obsezna tvorba granulacijskega
tkiva

e upocasnitev reepitelizacije in tvorbe
kolagena (toCen mehanizem Se ni
znan)

+ nujno potrebni za ohranjanje
normalne funkcije epiderme

+ izni€enje negativnih ucinkov
kortikosteroidov na celienje ran

— podaljSanje celienja ran po
dermabraziji (npr. zaradi tetovaz) ali
laserskem odstranjevanju epiderme

Dekspantenol

e aktivacija proliferacije fibroblastov

+ pospesitev reepitelizacije
+ protivnetno delovanje
+ viazilo

Hialuronska kislina

e stimulacija zgodnje faze vnetja

¢ negativha modulacija vnetja v pozni
fazi

e antioksidativni ucinek

e tvorba zunajcelicnega matriksa
bazalnih keratinocitov

+ pospesitev reepitelizacije

+ spodbujanje in zaviranje vnetja v
odvisnosti od faze vnetja

+ pospesitev remodelacije

Rastni dejavniki (predvsem
trombocitni)

¢ spodbujanje celi¢ne rasti,
proliferacije in diferenciacije

+ spodbujanje angiogeneze

+ povecanje tvorbe granulacijskega
tkiva

+ razgradnja odsluzenega kolagena

Enoksolon

e zaviranje encimov
15-hidroksiprostaglandin
dehidrogenaze in
6-13-prostaglandin dehidrogenaze,
ki presnavljata PGE-2 in PGF-2a

+ aktivacija proliferacije celic
+ protimikrobno delovanje

voju vnetja paradoksalno nasprotne vioge, saj stimulira
zgodnije faze vnetja, nato deluje kot njegov negativni mo-
dulator in tako pripomore k stabilizaciji granulacijskega
tkiva. Poleg tega deluje antioksidativno, kar dodatno pojasni
njen protivnetni ucinek (32). V najpoznejsi fazi celienja rane,
to je med remodeliranjem tkiva, hialuronska kislina tvori
zunajceli¢ni matriks bazalnih keratinocitov in deluje kot po-
zitivni dejavnik njinove proliferacije. Zaradi tega je hialuron-

ska kislina pogosto sestavina dermalnih pripravkov za
oskrbo ran.

5.4 RASTNI DEJAVNIKI

Rastni dejavniki, ki jih izlo€ajo aktivirani trombociti, imun-
ske celice in fibroblasti, spodbujajo celi¢no rast, prolife-
racijo in diferenciacijo ter klju¢no uravnavajo vec vrst celic
in procesov pri celienju ran (33). V zdravljenju ran so upo-
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rabni naslednji rastni dejavniki: epidermalni rastni dejavnik
(EGF), transformirajodi rastni dejavnik B (TGF-f), trombo-
citni rastni dejavnik (PDGF) in vaskularni endotelijski rastni
dejavnik (VEGF) (33). V Republiki Sloveniji je trenutno re-
gistriran bekaplermin, trombocitni rastni dejavnik BB (34).
Pri celienju ran ima vec vlog, saj stimulira angiogenezo,
povecuje tvorbo granulacijskega tkiva ter med remodela-
cijo s spodbujanjem metaloproteinaz pomaga pri raz-
gradnji odsluzenega kolagena (34). Registrirano zdravilo
je gel z 0,01 % ucinkovine, ki ga uporabljamo v zdravljenju
diabeti¢nih ran.

5.5 ENOKSOLON

Enoksolon ali gliciretinska kislina je pentaciklicni triterpenoid
iz golostebelnega sladkega korena (Glycyrrhiza glabra).
Ima Stevilne zdravilne ucinke, njegovo delovanje na celienje
ran pa pripisujejo zaviranju encimoyv, in sicer 15-hidroksi-
prostaglandin-dehidrogenaze in 6-13-prostaglandin-dehi-
drogenaze, ki presnavljata prostaglandina PGE-2 in PGF-
2a (35). Prostaglandin PGE-2 je mocCan aktivator
proliferacije celic, kar velja tudi za proliferativno fazo celjenja
ran. Enoksolon deluje Se protimikrobno, kar pripomore k
njegovemu celovitemu ucinku pri oskrbi ran (36). Zaradi
ugodnih lastnosti gliciretinsko kislino pogosto uporabljajo
tudi v kozmeti¢nih izdelkih ter za dermalno zdravljenje ato-
pijskega dermatitisa in oskrbo manjsih ran (37).

FAZA REMODELACIJE -
UCINKOVINE Z DELOVANJEM
PROTI FIBROZI

V fazi remodelacije je mozno ¢ezmerno brazgotinjenje. To
je pogosto povezano z ostanki nekrotiCnega tkiva in oblog,
ki nastanejo na zaceljeni rani. Zato se priporocCa ciscenje
ran (38). Ena neznejSih metod cCiSCenja ran je dermalna
uporaba hidroliticnih encimov, npr. kolagenaze, pridobliene
iz seva Clostridium histolyticum (klostridiopeptidaza A). Ko-
lagenaza razgradi in odstrani nekroti¢no tkivo ter tako po-
spesuje proces celienja rane. Nekroti¢no tkivo je pritrieno
na povrsino rane s snopi naravnega kolagena, zato ga
lahko odstranimo le encimsko, s kolagenazami. Pri tem je
kljucno, da tovrstni encimi ne razgradijo oz. poSkodujejo
zdravega tkiva, torej neposkodovanega epitelija, granula-
cijskega in mascobnega tkiva ali celo misic. Kolagenaze
poleg tega spodbuijajo delovanje celic, ki sodelujejo pri ce-
lienju ran, fibroblastov, endotelijskih celic, monocitov in ke-
ratinocitov ter spodbujajo angiogenezo (39).
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SKLEP

V ¢lanku predstavijamo sistematicen pregled zdravilnih ucin-
kovin v oskrbi ran s poudarkom na opisu njinovih pozitivnih
in negativnih uginkov na celienje ran. Stevine udinkovine
imajo uveljavliene indikacije v zdravljenju ran. Opozoriti ze-
limo na obCasno razhajanje med paradigmami predvsem v
laicnem zdravljenju ran in novejSimi dognanji. Primer to-
vrstnega razhajanja je uporaba antiseptikov in antibiotikov,
ki se zdi nesporno smotrna, vendar vecina smernic odsve-
tuje njihovo uporabo, razen v primeru okuzenih ran. Omeniti
velja tudi zanimivo dejstvo, da je glede uporabe srebrovega
sulfadiazinata celo mnenje strokovne javnosti delieno. Se
en tak primer so antikoagulanti, katerih uporaba na prvi
pogled ni smotrna zaradi poveCane nagnjenosti h krvavit-
vam, po drugi strani pa lahko delujejo ugodno zaradi omo-
gocanja venskega pretoka v prizadetem tkivu. Upamo, da
bodo nova spoznanja in navedena priporocila pripomogla
k smotrnejSi uporabi zdravil v zdravijenju ran.
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POVZETEK

Podrocje vnetnih revmati¢nih bolezni je ena od
najhitreje se razvijajoCih medicinskih strok.
Skupna lastnost vseh bolezni, vklju€enih v to sku-
pino, je neustrezen odziv imunskega sistema na
telesu lastne antigene. Doktrina zdravljenja vne-
tnih revmaticnih bolezni se je v zadnjih letih po-
vsem spremenila, predvsem na racun razvoja
sodobnih tar¢nih bioloskih zdravil. Njihov glavni
namen je ciljno zaviranje aktivhosti kompetentnih
celic oz. njihovih proizvodov — citokinov, ki so
pomembni v patogenezi vnetnih revmati¢nih bo-
lezni. Pri zdravljenju vnetnih revmaticnih bolezni
uporabliamo zaviralce dejavnika tumorske ne-
kroze alfa (TNF-a), interlevkinov IL-1 in IL-6 ter
molekul CD20* celic B. Med njimi najpogosteje
uporabliamo zaviralce TNF-a. Glavni tezavi de-
lovanja zaviralcev TNF-a sta primarna rezistenca
in sekundarna odpoved. Slednja je posledica na-
stanka protiteles proti ucinkovini, ki preprecujejo
ucinkovitost zdravljenja in so vzrok za nastanek
nezelenih ucinkov.

KLJUCNE BESEDE:
bioloska zdravila, imunogenost, protitelesa proti
biolosSki u¢inkovini, vnetne revmatic¢ne bolezni

ABSTRACT

Inflammatory rheumatic diseases represent one
of the fastest growing medical fields. The com-
mon feature of diseases, included in this group,
is an inadequate immune system response to
self-antigens. The treatment doctrine in the field
of inflammatory rheumatic diseases has com-
pletely changed in recent years, mainly due to
development of modern biological target drugs.
Their main purpose is a targeted inhibition of
competent cells and their products — cytokines,
which play important roles in the pathogenesis
of inflammatory rheumatic diseases. Biological
drugs used for inflammatory rheumatic disease
treatment are TNF-q, IL-1, IL-6, and CD20* B-
cell inhibitors. Among them, TNF-a inhibitors are
the most frequently used anti-inflammatory bio-
logical drugs. The two main problems related to
their use are primary and secondary treatment
failures. A secondary failure is a consequence of
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the presence of recipients' antibodies developed
against biological drugs which cause ineffective
treatment and various adverse effects.

KEY WORDS:
anti-drug antibodies, biologics, immunogenicity,
inflammatory rheumatic diseases

VNETNE REVMATICNE
BOLEZNI

Vnetne revmati¢ne bolezni zajemajo Sirok spekter bole-
zenskih stanj, npr. revmatoidni artritis, spondiloartritise, ve-
zivnotkivne bolezni in vaskulitiéne sindrome, ki predstavijajo
veliko breme za bolnike. Skupna znacilnost vseh teh bolezni
je neustrezen odziv imunskega sistema na telesu lastne
antigene, posledica Cesar so pojav in vzdrzevanje vnetja
ter nastanek trajnih okvar tkiv in organov (1, 2).

Revmatoidni artritis je kroni¢na sistemska vnetna bolezen
avtoimunske narave, ki prizadene predvsem sklepe in za
katero trikrat pogosteje zbolevajo zenske. Njegova preva-
lenca je priblizno 1 %. Natan¢nih vzrokov za nastanek rev-
matoidnega artritisa Se ne poznamo, najverjetneje je vple-
tenih ve¢ dejavnikov, npr. genetska predispozicija
(navzocnost antigena poglavitnega kompleksa tkivne sklad-
nosti razreda Il, HLA-DR4), spolni hormoni, Stevilni zunanii
etioloski dejavniki (okuzbe z virusi, bakterijami in drugimi
mikroorganizmi) ter slabe Zivlienjske navade (kajenje). Bo-
lezensko dogajanje je vezano na vnetje sklepnih ovojnic z
eksudacijo, infiltracijo vnetnih imunskih celic in bohotenje
granulacijskega tkiva.

Sum na revmatoidni artritis postavimo na osnovi klinicne
slike ter nespecificnin laboratorijskih kazalnikov vnetja, kot
sta sedimentacija eritrocitov ter C-reaktivni protein. Klinicni
znak bolezni je simetri¢na prizadetost sklepov, ki jo lahko
kasneje spremljajo tudi okvare notranjih organov in tkiv (rev-
maticna pliuca, spremembe na srcu in oceh, nevroloska pri-
zadetost, amiloidoza, vaskulitis ...). Potrditveno testiranje ob
sumu na revmatoidni artritis vkljuCuje doloCanje specificnih
protiteles v serumu, in sicer revmatoidnega faktorja (RF; pro-
titelesa proti regiji Fc imunoglobulinov G) ter protiteles proti
citruliniranemu peptidu (ACPA). Pri bolnikih, ki imajo prisoten
revmatoidni faktor (80 % bolnikov), govorimo o serolosko
pozitivnem revmatoidnem artritisu. ACPA, ki se pojavljajo pri

60 do 70 % bolnikov, so visokospecificna za revmatoidni ar-
tritis in napoveduijejo tezji potek bolezni. Poleg klinicne slike
in laboratorijskih preiskav, so za postavitev diagnoze po-
membne tudi slikovne preiskave ter ultrazvok sklepov (1, 3).

V skupino spondiloartritisov uvrs¢amo ankilozirajo&i spon-
dilitis, psoriaticni, enteropaticni in reaktivni artritis ter nedi-
ferenciran spondiloartitis. Vsem je skupna klini¢na slika, ki
temelji na odsotnosti revmatoidnega faktorja, rentgensko
opaznih sprememb ter genetskem ozadju. Etiologija bolezni
ni poznana, prisotnost antigena poglavitnega kompleksa
tkivne skladnosti razreda |, HLA-B27, pa je za sedaj naj-
pomembnejSi dedni dejavnik, ki dokazano vpliva na razvoj
bolezni. V bolezensko dogajanje je vpleteno vnetje narastis¢
dveh razli¢nih klini¢nih slik, in sicer vnetne hrbtne boledine
(aksialni artritis) ali prizadetosti sklepov spodnjih okoncin
(periferni artritis). Pri postavitvi diagnoze pa nam, razen
ugotavljanja prisotnosti antigena HLA-B27, drugi labora-
torijski izvidi niso v veliko pomoc (1, 3).

Med vnetne revmati¢ne bolezni uvrs€amo tudi sistemske
vezivnotkivne bolezni (sistemski lupus eritematozus, anti-
fosfolipidni sindrom, Sjogrenov sindrom, sistemska skle-
roza, polimiozitis in dermatomiozitis) ter vaskuliticne sin-
drome (gigantoceli¢ni arteritis, nodozni poliarteritis,
vaskulitisi malega zilja ...) (1).

PRIPOROCILA ZA
ZDRAVLJENJE VNETNIH
REVMATICNIH BOLEZNI

Cilj sodobnega zdravlienja vnetnih revmaticnih bolezni je

njihova remisija, s ¢imer upo&asnimo in preprec¢imo na-

predovanje okvar in ohranimo ali izboljSamo funkcije tkiv.

Remisijo doseZzemo z zgodnjo uvedbo sodobnega tera-

pevtskega pristopa ter s prilagajanjem zdravljenja ocenjeni

aktivnosti bolezni (1, 3). Trenutno je na voljo veliko razli¢nih

zdravil, pri Cemer pa zaradi razlik v njihovi ucinkovitosti in

varnosti, ostaja izbira zdravljenja Se vedno velik izziv za

zdravnike (4). Za zdravljienje vnetnih revmati¢nih bolezni

uporabliamo:

e nesteroidne antirevmatike;

e glukokortikoide;

e temeljna zdravila — metotreksat, leflunomid, sulfasalazin,
ciklosporin in antimalarike;

e bioloska zdravila (preglednica 1) (1, 3, 5).
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Preglednica 1: Bioloska zdravila za zdravijenje vnetnih revmaticnih bolezni (1); mAb — monoklonsko protitelo, TNF-a — dejavnik tumorske

nekroze alfa.

Table 1: Biological drugs used for the treatment of inflammatory rheumatic diseases (1); mAb — monoclonal antibody, TNF-a — tumour

necrosis factor alpha.

Vrsta bioloSkega zdravila Zdravilo Struktura
Rekombinantni fuzijski protein CloveSkega receptorja za
Etanercept . « <
TNF-a in strukturnega dela Fc CloveSke molekule 1IgG1
Infliksimab Himerno misje/CloveSko mAb
Zaviralci TNF-a Adalimumab Clovesko mAb
Golimumab Clovegko mAb

Certolizumab pegol

Rekombinantno izdelan fragment Fab CloveSke molekule
lgG1 z vstavljenimi variabilnimi deli misjega mAb proti TNF-
a, kovalentno povezan z dvema molekulama polietilenglikola

T-celiéne kostimulacije

Zaviralci IL-6 Tocilizumab Humanizirano misje mAb, usmerjeno proti IL-6R
B-celiéni zaviralci Rituksimab Himerno misje/Clovesko mAb, usmerjeno proti molekulam
CD20
L Strukturna enota Fc tezke verige ¢loveSkega IgG1,
Zaviralci : " o
Abatacept povezana z izvencelicno domeno inhibitorne molekule

CTLA-4

Registrirane indikacije za zdravijenje z bioloSkimi zdravili so:
revmatoidni artritis, ankilozirajoci spondilitis, psoriaticni artritis,
enteropatski artritis, sistemski lupus eritematozus, od nedav-
nega pa tudi pozitivni vaskulitisi malega Ziljia (ANCA). Iziemoma
lahko tovrstna zdravila uporabliamo tudi za indikacije, za
katere niso registrirana, npr. pri neodzivnih oblikah bolezni na
temeljna zdravila (vse druge vnetne revmaticne bolezni) (2).

ZAVIRALCI DELOVANJA TNF-a

Dejavnik tumorske nekroze alfa (TNF-a) ima pomembno
vlogo v patogenezi vnetnih bolezni in je najpomembnejSi
citokin, ki spodbuja vnetje. Bolniki z vnetnimi revmatic¢nimi
boleznimi imajo v sklepnih tekocCinah velike koncentracije
TNF-a. Zaviralci TNF-a so vec¢inoma monoklonska protite-
lesa, ki se s fragmentom Fab vezejo na topni in membran-
sko vezani TNF-q, ki je izraZzen na Stevilnih imunskih celicah.
Zaviralci TNF-a z neposredno vezavo na topni TNF-a blo-
kirgjo njegovo delovanje in zavrejo njegovo interakcijo s

407

specificnimi receptorji (TNFRSF1A/p55 in TNFRSF1B/p75)
ter s tem inducirajo apoptozo vnetnih mononuklearnih imun-
skih celic. Vezava zaviralcev TNF-a na membransko vezani
TNF-a povzrodi spodbujanie s protitelesi (ADCC, antibody-
dependent cellular cytotoxicity) in s komplementom posre-
dovano citotoksi¢nost (CDC, complement-dependent cy-
totoxicity). V Stevilne imunske funkcije je vpleten tudi
konstantni del Fc, ki preko vezave na receptor za Fc na
Stevilnih imunskih celicah inducira signaliziranje, ki vodi v
apoptozo. Zaviralci TNF-a zmanj$ajo tako lokalno kot si-
stemsko delovanje TNF-a, rezultat tega pa je zmanjSanje
oz. kontrola vnetja ter remisija bolezni (6-9).

IMUNOGENOST ZAVIRALCEV
TNF-a

Zdravljenje z zaviralci delovanja TNF-a predstavija velik izziv
za zdravnike, saj, poleg nezelenih ucinkov, naletimo tudi na
njihovo neucinkovitost pri priblizno 50 % bolnikov. Poglavitna
problema pri uporabi bioloskih zdravil proti TNF-a sta njihova
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Preglednica 2: Dejavniki, ki vplivajo na imunogenost bioloskih zdravil (12, 14).

Table 2: Factors affecting immunogenicity of biological drugs (12, 14).

Povezani z zdravljenjem

Povezani z zdravilom

Povezani z bolnikom

Odmerek in trajanje zdravljenja
Nacin dajanja zdravila

Menjava zdravil

SocCasna izpostavljenost drugim
zdravilom

proteina

Sekvencne modifikacije humanega

Glikozilacija ali druge
posttranslacijske modifikacije
Kontaminanti oziroma s produktom
povezane necistote

Razmere shranjevanja in rokovanja

Genetska predispozicija
Spremljajoce bolezni
Imunski status

primarna rezistenca in sekundarna odpoved (10). Na pri-
marno rezistenco sumimo pri bolnikih, ki ne kazejo izbolj-
Sanja Kklini¢nih znakov oziroma simptomov med zaCetnim
zdravlienjem. V razli¢nih raziskavah so dokazali, da tretjina
bolnikov, zdravljenin z zaviralci TNF-a, razvije primarno re-
zistenco (2). Sekundarna odpoved nastane po tem, ko je
Ze opazen zacetni odziv na zdravljenje. Glavni vzrok za njen
nastanek je imunogenost bioloskih zdravil, ki predstavija
nezeleni ucinek, in se lahko pojavi kljub temu, da za njihovo
izdelavo uporabimo izkljuéno ¢loveSko nukleotidno oz. ami-
nokislinsko zaporedje. Najverjetneje se lahko med izdelavo,
formulacijo, transportom ali shranjevanjem tovrstnih zdravil
porusi nativna oblika proteinov, kar povzro¢i njihovo imu-
nogenost. Zato zacnejo v prejemniku nastajati specificna
protitelesa proti u€inkovini (ADA, anti-drug antibody), ki iz-
nicijo delovanije bioloSkega zdravila (11). Tvorba specificnih
protiteles vodi v zmanjSanje ucinkovitosti zdravila in v izgubo
odziva na zdravljenje, kar se zgodi kar pri 50 % pacientov.
Pri tem pa govorimo le o oceni pojavnosti, saj prisotnosti
specificnih protiteles ne dolo¢amo rutinsko pri vsakem neu-
speSnem zdravljenju oz. pojavu nezelenih ucinkov. Na imu-
nogenost bioloskih zdravil vplivajo razliéni dejavniki, pred-
stavlieni v preglednici 2 (12). SoCasno jemanje temeljnih
zdravil zmanjSa imunogenost bioloskih zdravil, mehanizmov
tega vpliva pa ne poznamo (13).

NEVARNOST - NEZELENI
UCINKI

Za zaviralce TNF-a so na zaCetku menili, da skoraj nimajo
resnih nezelenih ucinkov, ki pa so se zaceli pojavijati ob
pogostejSi uporabi. NajpogostejSi nezeleni ucinki se poja-
vijgjo lokalno na mestu vboda ali infuzije. Zaviralci TNF-a
povecajo tveganje za okuzbe, predvsem za pojav tuberku-
loze. Pri bolnikih z revmatoidnim artritisom, ki se zdravijo z

zaviralci TNF-a, opazajo pogostejSi razvoj nemelanomskega
koznega raka. Pri bolnikih lahko pride tudi do poslabSanja
prej ze umirjene multiple skleroze. Med zdravljenjem se
lahko tvorijo Stevilna protitelesa, ki pa niso usmerjena samo
proti zaviralcem TNF-a. Pogosta so avtoprotitelesa, npr.
proti jedrnim antigenom (ANA, anti-nuclear antibodies) in
proti dvoverizni DNA, katerih pomen Se ni pojasnjen (3).

Vecina nezelenih ucCinkov je posledica tvorbe imunskih
kompleksov med biolosko ucinkovino in specificnimi pro-
titelesi proti ucinkovini. Nastajajo lahko manjsi imunski kom-
pleksi, med eno molekulo bioloske ucinkovine in eno mo-
lekulo specifinega protitelesa, kot tudi vecji, sestavljeni iz
ve¢ povezanih molekul bioloskih u€inkovin in ve¢ molekul
specificnih protiteles. Imunski kompleksi vplivajo tako na
mehanizme pridobljene kot prirojene imunosti (15).

Primarno viogo v nastanku nezelenih ucinkov imunskih
kompleksov imajo receptoriji Fcy, ki so izrazani na Stevilnih
celicah v hematopoetskem sistemu. Imunski kompleksi se
vezejo na nizkoafinitetne receptorje ter sprozijo tvorbo Ste-
vilnih topnih vnetnih mediatorjev in kemotakti¢nih kemoki-
nov. Slednji sprozijo aktivacijo endotelija in poskodbe tkiv.
Prav tako je pomembna tudi aktivacija komplementa po
klasicni poti, preko vezave C1g na domeno CH2 molekule
I9G, kar sprozi vrsto encimskih in protealitiCnih reakcij (15).

PRILOZNOST - KLINICNI
POMEN UGOTAVLJANJA
KONCENTRACIJ ZAVIRALCEV
TNF-a TER PROTITELES
PROTI NJIM V KRVI

Z znanimi koncentracijami bioloSke ucinkovine in specifi¢nih
protiteles proti ucinkovini v krvi bolnika lahko s prilagoditvijo
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zdravljenja ze na zaCetku povecamo terapevtsko varnost,
ucinkovitost in racionalnost. Koncentracije bioloske ucin-
kovine zelo nihajo tako med posamezniki kot tudi pri po-
sameznikih v razli¢nih obdobjih. Pojavnost specifi¢nih pro-
titeles se glede na ugotovitve razlicnih raziskav zelo
razlikuje, kar je najverjetneje posledica razlik v testiranih
populacijah bolnikov. Do razlik prihaja tudi na racun razli¢nih
detekcijskin metod, ki jih uporabljamo za ugotavljanje spe-
cifiénih protiteles, saj imamo opraviti s pomakanjem stan-
dardiziranih metod. Razlike v koncentracijah bioloSke ucin-
kovine in specificnih protiteles pa niso samo posledica
odmerka zdravila ali intervala njegovega odmerjanja, ampak
tudi lastnosti samih bolnikov (spol, starost, teza, aktivnost
bolezni, pridruzene bolezni, podporna zdravila in stanje
imunskega sistema). Zato moramo za ugotavljanje ome-
njenih koncentracij uporabljati le metode, ki so dovolj na-
tan¢ne in zanesljive, saj na osnovi njihovih rezultatov bolni-
kom prilagajamo zdravlienje (10, 16, 17).

Informacije o koncentracijah bioloskih ucinkovin in specifi-
¢nih protiteles lahko zdravniku pomagajo v naslednjin pri-
merih:

+ Bolnik z majhnimi koncentracijami bioloSke uéin-
kovine, brez prisotnosti specifi¢nih protiteles. Razlog
za tako stanje je lahko spremenjena farmakokinetika za-
radi zmanjSane bioloske uporabnosti (npr. lokalno injici-
ranje) in/ali zmanjSan razpolovni ¢as v krvi (npr. velika po-
raba ucinkovine pri visoki aktivnosti bolezni). Zdravnik
lahko pri takem bolniku na zaCetku zdravljenja poveca
odmerek bioloSkega zdravila ali skraj$a interval odmerjanja
(10, 18).

Bolnik z zadostnimi koli¢inami bioloSke ucinkovine,
brez prisotnosti specificnih protiteles. \V primerih,
kier ni opaznega zmanjSanja aktivnosti bolezni, povecan
odmerek ali skrajSan interval odmerjanja ne bi u¢inkovala.
Predvidevajo, da TNF-a v tem primeru ne igra klju¢ne
vloge v patogenezi bolezni, saj gre najverjetneje za pri-
marno rezistenco na zdravilo. Zamenjava zdravila znotraj
skupine zaviralcev TNF-a ne bi ucinkovala, zato priporo-
¢ajo zamenjavo skupine protivnetnih bioloSkih zdravil.
Kadar pa gre za bolnika z zmanjSano aktivnostjo bolezni,
dobi zdravnik na ta nacin informacijo o njegovem ucin-
kovitem zdravljenju (10, 18).

Bolnik z majhnimi koncentracijami bioloske uéin-
kovine, s prisotnimi specifiénimi protitelesi. Specifi-
¢na protitelesa v krvi z vezavo na biolosko ucinkovino
preprecijo, da bi ta vstopila v kri (lokalno injiciranje) in/ali
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njen vstop v vnetisce in/ali njeno vezavo na TNF-a. Zdrav-
nik lahko v primeru, ko ni izboljSanja aktivnosti bolezni,
bolniku zamenja zdravilo znotraj skupine zaviralcev TNF-
a (18).

* Bolnik z velikimi koncentracijami bioloSke ucinko-
vine in specifiénih protiteles. V takSnem primeru je
potrebno preveriti praviinost dolocitve bioloSke ucinkovine
in specificnih protiteles v laboratoriju (18).

Nekateri zdravniki zagovarjajo izklju¢no ugotavljanje kon-
centracije bioloske ucinkovine, in sicer zato, ker so speci-
ficna protitelesa pravzaprav pokazatelj njenih subterapevt-
skih ali nedolodljivih koncentracij v krvi bolnika. Obstajajo
pa seveda Se drugi razlogi za nizke ravni bioloske ucinko-
vine, npr. nepravilno shranjevanie bioloskih zdravil ali njihovo
¢asovno neustrezno injiciranje, ko si jih bolniki aplicirajo
sami. V drugem primeru je tezava v ¢asovno neustreznih
odvzemih vzorca krvi. Kadar imamo informacijo o majhnih
koncentracijah ucinkovine, pove¢amo odmerek zdravila,
vendar pa se, ko so prisotna specifina protitelesa, njegova
koncentracija v krvi ne zveCuje, zato zdravljenje postane
neucinkovito, poleg tega pa se posledicno poveca tudi
moznost pojavljanja nezelenih ucinkov (10).

Ugotavljanje koncentracij bioloskih ucinkovin in specificnih
protiteles v krvi predstavlja velik izziv za laboratorijsko me-
dicino. V ta namen lahko uporabimo Sirok spekter metod.
Najpogosteje uporabliamo za detekcijo bioloske ucinkovine
razlicne encimsko imunske in funkcijske metode (RGA, re-
porter gene assay), medtem ko za detekcijo specificnih
protiteles poleg teh metod uporabljamo Se radioimunsko
metodo in t. i. antigen binding test. Metode se med seboj
razlikujejo glede na obcutljivost ter specificnost, kar je vzrok
za pogosto neprimerljivost rezultatov. Najvecja tezava me-
tod, ki jih uporabliamo za zaznavanije in doloCanje specifi-
¢nih protiteles, je nezmoznost njihove detekcije ob socasni
prisotnosti ucinkovine v krvnem vzorcu. Protitelesa se na-
mre¢ vezejo na molekule bioloSke ucCinkovine, pri Cemer
se tvorijo imunski kompleksi, rezultat testiranja pa je napa-
¢en, saj podaja le koncentracijo prostih specificnih protiteles
in ne vseh, ki so dejansko prisotna. V takih primerih lahko
uporabimo razlicne metode, s pomocjo katerih lahko v
vzorcih pred analizo razbijemo imunske komplekse. Raz-
bitje kompleksov lahko temelji na temperaturni ali kislinski
loCbi (19-25).

Poleg prisotnosti specificnih protiteles pa nas zanima tudi,
ali gre za nevtralizacijska specificna protitelesa. Protitelesa
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so lahko specifi¢na za razli¢ne epitope molekule in jih raz-
vrstimo v dve skupini, nevtralizacijska in nenevtralizacijska.
Nevtralizacijska protitelesa se vezejo na aktivno mesto do-
mene Fab zaviralca TNF-a in s tem nevtralizirajo ucinek
zdravila (antiidiotipska protitelesa). Lahko pa se vezejo na
druge dele fragmenta Fab, ki niso vpleteni v vezavo TNF-
ain jih z vezavo ne nevtralizirajo, imajo pa vpliv na ocistek
zaviralca TNF-a (antialotipska protitelesa) in prav tako vpli-
vajo na izid zdravljenja. Edina metoda, s katero dolo¢imo
nevtralizacijska protitelesa, je funkcijska metoda RGA (19,
20). Najprimernejsi ¢as za odvzem krvnih vzorcev za ugo-
tavljanje nivojev specifi¢nih protiteles je v obdobju minimalne
koncentracije ucinkovine v stacionarni fazi zdravljenja, to
pa je vedno pred injiciranjem vsakega naslednjega odmerka
zdravila. Takrat je koncentracija bioloske ucinkovine v krvi
najmanjsa, s tem pa je najmanjsa tudi verjetnost za nasta-
nek imunskih kompleksov s prisotnimi specifi¢nimi proti-
telesi (26).

BIOLOSKO PODOBNA
ZDRAVILA

Na podrocju bioloskih zdravil ne govorimo o generi¢nih,
ampak o biolosko podobnih zdravilih. Zaradi njihove kom-
pleksne sestave in zahtevnega nacina proizvodnje je ne-
mogocCe izdelati povsem identi¢no biolosko zdravilo. Med
postopkom registracije morajo zato proizvajalci bioloSko
podobnemu zdravilu dokazati primerljivost in varnost (14).
V skupini bioloskih zdravil zaviralcev TNF-a je ze v uporabi
infliksimabu biolosko podobno zdravilo. Oba imata doka-
zano primerljivo ucinkovitost in imunogenost (27, 28).

SKLEP

Pri ve¢ kot polovici bolnikov, ki jih zdravimo z zaviralci
TNF-q, zdravljenje ni uCinkovito. Del teh bolnikov se na
zdravljenje dejansko ne odziva, del pa jih razvije sekun-
darno odpornost. Zato je pred zdravniki velik izziv, kako
dologiti optimalen nacin zdravljenja z bioloSkimi zdravili, v
kombinaciji z drugimi zdravili. Bolniku prijazna medicina
pomeni posamezniku prilagojeno zdravljenje, katerega cilj
je dolocitev najustreznejSega zdravljenja za vsakega bol-
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nika. Tak pristop se na podroc¢ju bioloskih zaviralcev de-
lovanja TNF-a Se ni uveljavil. Presenetljivo je dejstvo, da
Se vedno ni smernic, kako ravnati s skoraj polovico bol-
nikov, pri katerih tovrstno zdravljenje ni ucinkovito. Tre-
nutno se pri zdravljenju zanaSamo na spremembe v klini-
¢ni sliki poteka bolezni oziroma aktivnosti bolezni ter na
pojav nezelenih u€inkov. Tak pristop, ki temelji na odnosu
»preskusanje/odziv«, pa $e zdale¢ ni racionalen. Se po-
membnejSa kot racionalnost je v tem primeru nastajanje
ireverzibilnih poskodb tkiv pri tistih bolnikih, ki Se Cakajo
na ustrezno in ucinkovito zdravljenje (16). Z ugotavljanjem
koncentracij bioloskih ucinkovin ter specificnih protiteles
bi nedvomno pridobili zelo koristne informacije. Zato je
pred strokovnjaki laboratorijske medicine zahtevna naloga
vpeljave natancnih in zanesljivih metod, ki bi zagotavljale
pravilne rezultate, na osnovi katerih bi nato lahko pri vsa-
kemu bolniku kar najbolj prilagodili zdravljenje z bioloSkimi
zdravili in s tem dosegli najve€jo mozno ucinkovitost in
varnost. Tako bi preprecili pojav nezelenih ucinkov, pri-
marnih in sekundarnih neodzivnosti ter omogocili zazna-
vanje specificnih protiteles Se pred pojavom morebitnih
klinicnih zapletov.
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IZPOPOLNJEVALNI TECAJ

Z KLASICNE HOMEOPATIJE
V ORGANIZACIJI
MEDNARODNE AKADEMIJE
ZA KLASICNO HOMEOPATIJO

Lidija Blazi¢, mag. farm., UrSka Ho¢evar, mag. farm.,
Katarina Lucija Glas, dr. med.

Na otoku Alonissos v grskih Sporadih v organizaciji Med-
narodne akademije za klasi¢éno homeopatijo (IACH,
International academy of classical homeopathy) ze od leta
1995 potekajo izobrazevanja za homeopate s celega sveta,
tako za zacetnike kot tudi za tiste, ki homeopatijo Zze dobro
poznajo in bi radi poglobili svoje znanje o sistematicnem
homeopatskem zdravljenju najtezjin primerov.

Akademijo za klasicno homeopatijo vodi prof. George Vit-
houlkas, ki svoje bogato znanje in izkusnje ze 55 let po-
sreduje svojim u¢encem preko Stevilnih predavanj, lankov
in knjig, ki so bile prevedene v 33 jezikov, tudi v slovenscino.
Utemeljil je pionirsko teorijo ravni zdravija, ki razlozi razvoj
bolezni in potek zdravljenja glede na bolnikovo predispozi-
cijo. Za svoje dolgoletno delo in iziemen doprinos na po-
dro¢ju homeopatije je prof. Vithoulkas prejel tudi prestizno
priznanje, alternativno Nobelovo nagrado.

V 21 letih je pod okriliem IACH homeopatsko znanje izpo-
polnjevalo in izmenjalo ve¢ kot 15.000 homeopatov iz 62
drzav, od tega ve¢ kot 1000 farmacevtov in ve¢ kot 12.000
zdravnikov.

Tudi letos smo se enega izmed izobrazevanj, izpopolnje-
valnega seminarja iz klasiche homeopatije, ki je po-
tekal od 30. maja do 8 junija, udelezile predstavnice Slo-

venije, Lidija Blazi¢, UrSka HoCevar in Katarina Lucija Glas.
Skupaj nas je bilo 157 slusateljev iz 32 drzav Evrope, Juzne
in Severne Amerike, Azije in Avstralije.

Intenzivni program seminarja je obsegal dva sklopa. Prvi
sklop je zajemal prakti¢ni prikaz strokovne obravnave bol-
nikov, ki pridejo na prvi pregled, ter bolnikov, ki so prisli na
kontrolo po ve¢ mesecih ali letih zdravljenja.

Predstavili so obravnavo 33 bolnikov vseh starosti z razli-
¢nimi bolezenskimi tezavami. Siroka paleta obravnavanih
diagnoz je zajemala kazuistiko z gastrointestinalnega
podroéja (kroni¢na diareja, gastritis), kardiovaskularnega
podrocja (hipertenzija, kroni¢na odpoved ledvic, gan-
grena), podroc¢ja osteomuskularnih obolenj (filoromial-
gija, osteoartritis, revmatoidni artritis, psoriaticni artritis,
bolecine v vratu), podro¢ja ORL (paraliza obraznega
zivca), podroc€ja koznih obolenj (alergija, melanom, kozni
izpuscaji) in s podrocja pediatrije (ho¢na enureza).

Drugi sklop je obsegal predavanja iz Organona medicine,
iz teorije ravni zdravja, teorije obravnave bolnika na prvem
pregledu in kontrolnih pregledih, teorije diferencialne dia-
gnoze zdravil ter iz primerjalne materije medike.

Delo na seminarjih je potekalo interaktivno. Obravnavo
vsakega primera in teorije je spremljala Zivahna razprava z
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izmenjavo mnenj, ki je osvetlila razli¢ne poglede na simp-
tome obravnavanega bolnika, tako fizicne kot tudi men-
talno-emocionalne.

Posebej zanimiv je bil primer 12-letnega bolnika, ki je ze
vrsto let trpel zaradi kroni¢ne diareje in dosedanje zdra-
vlienje ni bilo uspesno. Predstavil ga je indijski homeopat
dr. Atul Jaggi. Na prvem obisku je bolnik poro¢al o tri leta
trajajoci kronicni diareji, s 6 do 10 odvajaniji neformiranega
blata na dan, vsaj petkrat na teden.

Na podlagi skrbno izbranih simptomov z razlicno tezo je
po hierarhizaciji simptomov in po repertorizaciji z racunal-
niskim programom Vithoulkas Compass bolnik prejel Car-
cinosinum v potenci C200 ter naslednji dan Se en odmerek
istega zdravila v potenci 1M. Pri izbiri je bila upoStevana
tudi druzinska anamneza z astmo in karcinomom zelodca.
Porocila o Stevilu odvajanj in formiranem/neformiranem
blatu je bolnik redno vsakodnevno posredoval zdravniku
homeopatu. En dan po odmerku 1M se je Stevilo odvajanj
neformiranega blata povzpelo na 15, kar je bil na videz
slab znak, ki pa je po teoriji homeopatije kazal, da je bolnik
odreagiral na zdravilo. Reakcija je trajala en dan. Deset dni
kasneje sta bili zadnji dve odvajanji ze formirani. V Casu
prvega kontrolnega pregleda, 53 dni po prvem odmerku,
se je Stevilo odvajanj zopet povecalo na 15 odvajanj dne-
vno, kar se na prvi pogled ni zdelo najbolje, vendar so bile
informacije pacienta in njegovih svojcev v prid dejstvu, da

zdravilo Se vedno deluje. Homeopat se je odlocil, da bo z

naslednjim odmerkom zdravila Se po¢akal zaradi:

- izboljSanja mentalno-emocionalnih simptomov (otrok se je
zacel igrati s svojimi vrstniki, torej se je spet zacel obnasati
primerno svoji starosti in ni bil ve¢ tako hitro uzaljen);

- fizini simptomi so bili sicer Se vedno prisotni, a so se ze
zaCele pojavljati nekatere spremembe. Najvecji pomen je
homeopat pripisal podatku, da je fant kljub Stevilnim od-
vajanjem blata prvi¢ po vseh dotedanjih zdravljenjih sredi
dneva odvajal lepo formirano blato.

Trend izboljSanja se je nato nadaljeval in dva dni zatem se je
Stevilo odvajanj pricelo zmanjSevati. Bolnik je vedno pogosteje
odvajal formirano blato. 66 dni po zaCetnem odmerku je bilo
pri vseh odvajanjih blato formirano. Do maja 2016, ko je po-
tekal na$ seminar, to je 6 mesecev po zadnjem pregledu,
odvaja bolnik samo Se formirano blato in diareje ni ved.

Obravnavani primer jasno kaze, kako je pri homeopatskem
zdravljenju kroni¢nih bolnikov pomembna potrpezljivost.
Zivljenjski sili je treba dati ¢as, da po spodbudi, ki jo prejme
z odmerkom ustreznega homeopatskega zdravila, organi-
zem nezno in varno pripelie do izboljSanja brez vmesnih
moten;j. Tudi ta primer potrjuje dejstvo, da zdravljenje ne
poteka vedno linearno. Prikazano je bilo skrbno dokumen-
tirano spremljanje bolnikovih simptomov in razvoj poteka
zdravlienja v celoti. Dokler je uCinek zdravila trajal, se zdrav-
nik homeopat ni vpletal v proces zdravljenja, saj bi lahko s
prezgodnjimi ponovitvami in menjavami zdravil zdravljenje
upocasnil ali pa bi spremenil simptomatiko in tok bolezni,
s tem pa zavrl optimalni potek zdravljenja.

Eden od parametrov, ki doloCa potencial okrevanja je tudi
podatek, koliko je pri bolniku zdravje Ze na¢eto oziroma na
kateri ravni zdravja se nahaja. Teorijo ravni zdravja je prof.
Vithoulkas opisal v knjigi Ravni zdravja (Levels of Health).

Ze dvajset let poteka v ved kot 75 drzavah tudi spletno iz-
obrazevanje IACH (E-learning program), ki je doslej pridobilo
akreditacijo na petih medicinskih fakultetah. Bralce vabimo,
da si ogledajo brezplacni poskusni program, ki je na voljo
na spletni strani IACH s podnapisi v slovenscini.

Seminariji v organizaciji Akademije za klasi€éno homeopatijo
omogocajo in zagotavljajo okolje za povezovanije in izme-
njavo znanj strokovnjakov s podrocja homeopatije in drugih
ved z vsega sveta. Nenehna izmenjava mnenj je res iziemna
priloznost za sklepanje novih prijateljstev in nadgradnjo
teoretiCnega in prakticnega znanja vsakega homeopata.
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Lidija Blazi¢, mag. farm.

Priro¢nik Ravni zdravja je pomemben prispevek k homeo-
patiji in medicini. V njem avtor, profesor George Vithoulkas,
podaja in opisuje pravila, ki nam povedo, ali se po homeo-
patskem zdravljenju sploSno stanje pacienta izboljSuje ali
pa so se morda izboljSali samo nekateri od simptomov in
gre v bistvu za odrivanje bolezni na bolj klju¢na podrodja
organizma.

V prvem delu avtor opredeli energijski sistem organizma.
Vsa vpraSanja glede zdravja in bolezni se nanasajo na to,
ali ima organizem za vzdrZzevanje naravnega ravnovesja
(homeostaze) na voljo dovolj energije. Energijski sistem,
dober ali slab je osnova, s katero se organizem rodi. BoljSi
kot je energijski sistem, moc¢nejsi je obrambni mehanizem
in posledic¢no bolj zdrav je Clovek. V homeopatskem smislu
to pomeni, da je slika simptomov jasna in stabilna ter da je
prognoza zdravljenja dobra. In obratno, iskanje pravega
homeopatskega zdravila je tem zahtevnejSe, ¢im bolj je
obrambni mehanizem oslablien in s tem ogrozen. Slika
simptomov je v taksnih primerih manj jasna in tudi prognoza
zdravljenja je slabsa.

Raven zdravja se tekom Zivljenja lahko do dolo¢ene mere
spreminja. Z razli¢nim zivljenjskim slogom, reakcijami na
stres in nacini zdravljenja energijski sistem lahko izCrpa-
vamo ali krepimo in temu ustrezno se zviSuje ali znizuje
tudi raven zdravja, vendar le v okviru prirojenih bolnikovih
danosti.

Z razvrstitvijo ljudi na razli¢ne ravni zdravja lazje razumemo
splosno zdravstveno stanje pacienta, bolj natanéno dolo-
¢imo prognozo in potek zdravljienja, izberemo ustrezno
potenco in frekvenco ponavljanja odmerkov homeopat-
skega zdravila ter spremljamo potek zdravljenja.

Zaradi preglednosti in lazjega razumevanja je avtor glede
na dedno predispozicijo in vitalnost predvidel dvanajst ravni
zdravja. Na prvi ravni so najbolj zdravi ljudje, ki se morda
prehladijo enkrat na deset let, na ravni 12 pa so zelo bolni
ljudje, ki jih je bolezen ze pripeljala blizu konca zivljenja. Vsi
ostali so umesceni vmes, odvisno od razli¢nih dejavnikov,
ki jih avtor podrobneje razlozi.

George Vithoulkas

RAVNI
ZDRAVJA

V drugem delu Vithoulkas razlaga, kako dolociti prognozo
in priakovano zivljenjsko dobo bolnika, kako izbrati ustre-
zno potenco homeopatskega zdravila in kdaj ponoviti od-
merek. Podrobneje opise 22 razlicnih moznih reakcij bolnika
na homeopatsko zdravilo. Reakcija bolnika na pravilno
predpisano homeopatsko zdravilo je namre¢ eden izmed
najpomembnejsSih podatkov, ki nam najveC pove o ravni
bolnikovega zdravja. Kot zanimivost omenimo, da le 3 do
5 % vseh bolnikov iz t. i. razvitih drzav sodi v tri najvi§je
ravni zdravja. Verjetno je to davek stresnega nacina Zivijenja,
slabe prehrane, prepogoste uporabe zdravil, ki delujejo
supresivno, in Se ¢esa.

Knjiga Ravni zdravja je nepogresljiv prirocnik za vse, ki
predpisujejo ali svetujejo uporabo homeopatskih zdravil.
Vsak homeopat mora v vsaki tocki zdravljenja prepoznavati
raven zdravja in v katero smer poteka zdravljenje ter ustre-
zno ukrepati v dobro pacienta, saj je njegova najvisja in
edina naloga obnovitev bolnikovega zdravja.
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\V SPOMIN
MARKU
DOLZANU —

magistru farmacije
(1951-2016)

V son&nem aprilskem dnevu smo se na ljubljanskih Zalah
poslovili od naSega dragega kolega, sodelavca in prijatelja
Marka Dolzana. Vest o njegovi smrti je vse, ki smo ga po-
znali, presenetila in globoko pretresla. Vedeli smo za nje-
govo hudo bolezen, ki se ji je Marko pogumno, odlo¢no in
optimisti¢no zoperstavil. Upali in verjeli smo, da bo zmagal
tudi v najteji bitki svojega Zivljenja. Zal, vse je bilo zaman.

Marko je bil rojen leta 1951. Po zakljucku Studija farmacije
se je v letu 1978 zaposlil v tovarni Lek v Ljubljani. V obratu
tabletarne je reSeval tehnoloSko in drugo problematiko ter
sodeloval pri uvajanju novih izdelkov in tehnologij v proiz-
vodnjo. Zaradi iziemnega smisla za organizacijo in obCutka
za komunikacijo je hitro napredoval na odgovornejSa vod-
stvena delovna mesta. Leta 1980 je postal vodja proiz-
vodnega obrata Tabletarna, med leti 1982 do 1987 pa je
bil pomodnik direktorja in direktor TOZD- a Farmacije, naj-
vedje in najpomembnejse enote Leka.

V letu 1987 si je kot pomocnik direktorja Zunanje-trgovin-
skega sektorja nasel nove izzive na podroc¢ju marketinga
in prodaje. Tudi v tej viogi se je odlicno znasel in uspel.
Znal je pridobiti zaupanje kupcev, postal cenjen pri strankah
in poslovnih partnerijih.

Leta 1991 se je Marko z druzino preselil na Poljsko. Kot
direktor predstavnistva Leka v VarSavi in kasneje kot pred-
sednik upravnega odbora Lek Polska je vse posle zelo
uspesno vodil in razvijal 14 let. Oblikoval je marketinsko in
prodajno ekipo ve¢ kot 300 sodelavcev. V letu 2001 je
Lek na njegovo pobudo prevzel farmacevtsko podjetje Ar-
gon SA v Lodzu in dve leti kasneje v Strykowu pri Lodzu
odprl drugo, sodobno Lekovo tovarno. Za svoje iziemno
delo je prejel ve¢ Lekovih nagrad in priznan;.

Po razhodu z Lekom v letu 2005 se je odlocil za pot sa-
mostojnega podjetnika in investitorja. Z bivS§ima sodelav-

cema iz Leka je zacel razvijati dejavnost prehranskih do-
polnil. Leta 2005 so ustanovili podjetji Farmicom v Sloveniji
in Sensilab na Poljskem. Marko je postal prvi predsednik
uprave Sensilaba. Zacrtal je smernice razvoja druzbe. Sen-
silab je leta 2008 prevzel lastnistvo farmacevtske tovarne
Polfa Lodz na Poljskem in zgradil novo farmacevtsko to-
varno z 250 zaposlenimi, ki predstavlja temelj za nadaljnjo
rast poslovanja. Leto kasneje je bila odprta razvojna enota
v Sloveniji, ki omogoca tudi proizvodnjo v manjSem obsegu.

Marko je bil ustanovitelj in predsednik Drustva slovensko-
poljskega prijateljstva Triglav-Rysy. Kot priznanje za aktivni
prispevek k slovensko-poliskemu sodelovanju in krepitvi
bilateralnega gospodarskega sodelovanja je prejel dve vi-
soki poljski drzavni odlikovanji. V letu 2001 je bil odlikovan
z ViteSkim krizem za zasluge Republike Poljske, maja 2011
pa s Komandorskim krizem Republike Poljske. V tem letu
je prejel tudi nagrado Republike Slovenije za druzbeno od-
govornost HORUS 2011 v kategoriji »Podjetnik s sloven-
skimi koreninami, ki deluje v zamejstvu 0z. po svetus.

Upokajil se je v letu 2013. Bolezen, o kateri ni rad govoril,
je Zze nacCela njegovo zdravije. Kljub temu je Zivel polno zi-
vljenje. Sodelavcem doma in na Poljskem je ostal na raz-
polago in jim s svojim bogatim znanjem in izkuSnjami rad
pomagal, kadar je bilo to potrebno.

Kljub dolgoletnemu napornemu in odgovornemu vodstve-
nemu delu je Marko vseskozi ostal skromen in preprost
Clovek. Bil je vedrega in odprtega znacCaja. Znal je prisluhniti
vsakomur, se z njim pogovoriti in poveseliti. Sodelavci so
ga spostovali, mu zaupali in sledili.

Tudi na nas, prijatelje iz mladih let, ni nikoli pozabil. Vedno,
ko se je vracal domov v Slovenijo, si je kljub Stevilnim obvez-
nostim vzel €as tudi za naSa druzenja in druzinska srecanja.
Najbolj smo uzivali in se veselili ob igranju tenisa in kasneje,
ko smo ob vrckih piva v krogu svojih druzin zivahno komen-
tirali potek teniskih dvobojev in razlicne aktualne dogodke.

Marka smo vsi imeli radi. Prezgodnja smrt je njega in nas
prikrajSala za mnogo prijetnih uric, ki bi jih Se lahko preziveli
skupaj. Na$ »Zemlja«, kot smo ga klicali prijatelji iz rane
mladosti, bo za vedno ostal v nasih srcih.

Pocivaj v miru, dragi prijatelj!

Jure Borstnar
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ob koncu leta se Vam v imenu celotnega urednistva iskreno zahvaljujem za vse skupne urice, v katerih smo

soustvarjali osrednje glasilo slovenske farmacije — tiste najbolje delovne, ki smo jih preziveli med oblikovanjem
strokovnih vsebin, kot tudi vse ostale, ki smo jih kot bralci namenili Farmacevtskemu vestniku. Ob tej priloznosti zelim

k pisanju povabiti in spodbuditi Se Sirsi krog bralcev, veseli bomo vseh aktualnih prispevkov in zanimivih vsebin,

ki bodo Sirili nasa obzorja.
Naj na koncu zapisem Se preprosto, a Carobno zeljo, da bo leto, ki prihaja, polno veselih dni in ljudi, ki vam prinasajo
zadovoljstvo in srec¢o. Vse najlepse v 2017!
doc. dr. Nina Koc¢evar Glavac, glavna urednica Farmacevtskega vestnika

Recenzenti:
asist. dr. Alenka Horvat Ledinek e doc. dr. Alenka Zvonar Pobirk e prof. dr. AleS Mrhar  Ana Banovi¢
dr. Andrijana Tivadar ¢ doc. dr. Barbara Salobir © prof. dr. Borut Strukelj ® mag. Bostjan Gustin
dr. BoStjan Martinc e izr. prof. dr. Damjan Janes e dr. Damjana Zupancic¢ BoZi¢ ® Demetrij Petrica e dr. Igor Legen
doc. dr. Igor Locatelli ® Janez Toni e prof. dr. Janja Marc e prof. dr. Julijana Kristl e doc. dr. Jurij Trontelj
Karmen Bongina ® mag. Klemen Grabljevec e izr. prof. dr. Leja Dolenc Groselj ® doc. dr. Lovro Ziberna
Maja Ebert Moltara ® Maja JoSt ® mag. Maja Petre e prof. dr. Marija Bogataj ¢ prof. dr. Marija Sollner Dolenc
dr. Marjeta TomazicC e izr. prof. dr. Marko Anderluh e dr. Matej Pavli e izr. prof. dr. Matjaz Jeras
asist. mag. Mateja Lopuh e asist. dr. Matevz Lustrik ® mag. Matjaz Tus e Mija TrSinar ® doc. dr. Mirjam Gosenca
prof. dr. Mirjana Gadperlin © izr. prof. dr. Mojca Kerec Kos * prof. dr. Mojca Krzan e dr. Nan&a Cebron Lipovec
asist. dr. Nejc Horvat e prim. doc. dr. Nevenka Kr&evski Skvar¢ e doc. dr. Nina Ko&evar Glavad
mag. Nina Pisk ® doc. dr. Pegi Ahlin Grabnar e doc. dr. Petra Kocbek e doc. dr. Polonca Ferk
izr. prof. dr. Rok Dreu e dr. Rok Sibanc e dr. Simon Kukec ® Simona Mitrovié ® prim. mag. Slavica Lahajnar Caviovi¢
Tanja Tomsi¢ ® doc. dr. TomaZ Bratkovi& e izr. prof. dr. Tomaz Vovk e prof. dr. Viadka Curin-Serbec

dr. Zoran Lavri¢ e doc. dr. Ziga Jakopin

. /

RAZPIS ZA PODELITEV DRUSTVENIH PRIZNANJ V LETU 2017

Odbor za podelievanje drustvenih priznanj objavlja razpis za podelitev drustvenih priznanj v letu 2017.
Podruznice in sekcije prijavijo kandidate skladno z dolocili Pravilnika o podeljevanju drustvenih priznanj najkasneje do
31. januarja 2017.

Za utemeljitev uspesnosti kandidata mora predlagatelj navesti pozitivne spremembe v delovnem okolju, ki so
posledica kandidatovih aktivnosti. 1z predioga mora biti razvidno, kako je kandidat v smislu kvalitete in kvantitete
presegel svoje obveznosti, ki izhajajo iz opisa del in nalog delovnega mesta, ki ga zaseda. Predlogi morajo biti
pripravijeni na obrazcih, ki so sestavni del Pravilnika. Predlog za podelitev drustvenih priznanj mora predlagatelj
poslati skupaj s prilogami v enem izvodu v elektronski obliki na naslov: info@sfd.si

in v.enem izvodu v tiskani obliki tajniStvu Slovenskega farmacevtskega drustva najkasneje do 31. januarja 2017.

Elektronsko oddane prijave, posredovane po elektronski posti, morajo biti popolnoma enake kot pisne,
poslane z navadno posto.
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Za boljse Zivljenje.
Ze vse od 1896.

Tradicija napredka znanosti in
medicine. VCeraj, danes in jutri.





