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Spostovana bralka, cenjeni bralec!

Kljub poletju, ko obi¢ajno poseZzemo po lahkotnejsemu branju, ponuja
druga Stevilka FV obilo zanimivih strokovnih ¢lankov in novic iz sveta
farmacije. Tako se lahko seznanimo z uporabo primarnih celicnih linij
hepatocitov pri preiskovanju delovanja novih zdravilnih ucinkovin,
predvsem z vidika metabolizma. V zadnjem desetletju postaja cedalje
bolj jasno, da se metabolizem zdravilnih ucinkovin v telesu razlikuje od
posameznika do posameznika. Prej ali slej bomo zaradi racionalizacije
morali poseci po individualiziranemu odmerjanju in zdravljenju, zato so
Studije, ki razjasnjujejo molekularne mehanizme delovanja in razgrad-
nje zdravil, Se kako potrebne in zaZeljene. Nekako v istem smislu je
napisan tudi ¢lanek o dolocanju mutagenega potenciala snovi na
celicni liniji misjega limfoma. Tudi na podrocju malignomov in raka,
sproZzenega z mutageni, spoznavamo, da z zdravili danasnjega casa
podaljsujemo predvsem starost, Zal pa ne tudi mladosti. Zaradi tega je
Cloveski organizem toliko dalj ¢asa izpostavijen vsem mogocim
mutagenom, Kkar lahko vodi do razvoja malignih obolenj. Z drugimi
besedami, ¢lovestvo v povprecju ni ni¢ bolj bolno, kot nekoc, le drugi
bolezenski znaki se izrazijo, v odvisnosti od daljse Zivljenjske dobe
posameznikov.

Prav tako si lahko preberemo o encimih in hormonih, ki sodelujejo pri
nastanku porfirinov, pomembnih za laboratorijsko diagnostiko in obe-
nem v »noviCkah« izvemo, da je minilo 100 let od uvedbe besede hor-
mon. Novice iz sveta farmacije prav tako prinasajo pregled najbolj pro-
dajanih humanih zdravil v odbobju 2002 do 2004. Na podrocju sin-
teznih zdravil prednjacijo statini, kar le potrjuje zgoraj navedena dejst-
va o zdravilih, ki podaljsujejo zrelo starostno obdobje, med rekombi-
nantnimi zdravili pa je dale¢ najbolje prodajano zdravilo eritropoetin.
Ali je Svedski monopol prodaje zdravil v nasprotju z evropskih pravom
in proti uvajanju svobodne konkurence? Pri branju tega ¢lanka boste
nehote naredili primerjavo s stanjem v Sloveniji. Ali je zato smotrno, da
odpiramo vrata pri prodaji zdravil brez recepta tudi nestrokovnjakom?
Novi predlog Zakona o zdravilih, ki je ravnokar v javni obravnavi, se
temu nezadrzno priblizuje. Ali nismo le farmacevti »gospodarji zdra-
vil«? Koliko vec¢ odstotkov nezelenih ucinkov bo, z zdravstvenega in
ekonomskega vidika, zaradi sprejetja za stroko nedorecenih pravil in
smernic? Berimo, razmislimo in ukrepajmo. Tudi zato smo farmaceviti.

Odgovorni urearnik
prof. ar. Borut Strukel), mag. ranmn.
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POVZETEK: Celi¢ne kulture jetrnih celic (hepatocitov) uporabljamo v predklini¢nih Studijah novih zdravilnih uginkovin kot vmesni ¢len med
biokemi¢nimi in in vivo poskusi. /n vitro modeli so enostavni, dajo hitre rezultate v strogo nadzorovanih pogojih, omogo¢ajo dobro ponovljivost in
lahko kvantifikacijo. Tako dobimo Stevilne informacije o molekularnem mehanizmu, biotransformaciji, farmakokinetiki in toksi¢nosti preiskovanih
snovi ter zmanjSamo Stevilo zrtvovanih zivali in prostovoljcev v klini¢nih testiranjih. Z uporabo primarnih ¢loveskih hepatocitov lahko ugotavljamo
tudi dejavnike starosti, spola in okolja ter individualne razlike v odzivanju na u€inkovine. Ker so primarni ¢loveski hepatociti tezko dostopni, celice
razlicnih darovalcev shranjujemo z zamrzovanjem. Hepatocitne celi¢ne linije imajo sposobnost delitve celic in so tako na voljo v neomejenem
Stevilu, vendar pa so fenotipske lastnosti slab$e izrazene kot v primarnih hepatocitih, zato je treba biti pazljiv pri interpretaciji rezultatov.

KLJUCNE BESEDE: jetra, hepatocit, celidna kultura, celiéna linija, predklinidne $tudije

ABSTRACT: Cultured hepatocytes are used in preclinical studies of drugs as a link between biochemical and in vivo assays. The in vitro models
are simple, with quick acquisition of data in a highly controlled environment. The data can easily be quantified and reproduced. Primary hepatic cul-
tures are suitable for investigating molecular mechanisms, the biotransformation, the pharmacokinetics and the toxicity of novel compounds, there-
fore the number of laboratory animals and volunteers in clinical trials can be reduced. Primary human hepatocytes are used to study the effects of
age, sex and environment factors, and the interindividual variability in response to drugs. Human hepatocytes are very scarce thus the cells derived
from the different donors are cryopreserved. Hepatic cell lines are immortalized and therefore available at a large number of cells, but the expres-
sion of hepatic functions is lower than in primary hepatocytes so the prediction to in vivo data is always prone to some degree of uncertainty.

KEY WORDS: liver, hepatocyte, cell culture, cell line, preclinical studies

Med in vitro modele jeter Stejemo ocisCene jetrne frakcije in
enoencimske sisteme, izolirane jetrne celice in hepatocitne celi¢ne
kulture, jetrne rezine, pretocne sisteme celotnih izoliranih jeter in racu-
nalniske modele. Prednosti in slabosti in vitro modelov jeter so zbrane
v preglednici 1. Najpogosteje uporabljamo izolirane in kultivirane

Odkrivanje in optimizacija novih zdravilnih u¢inkovin zahteva hitre in
ponovljive teste. V predklinic¢nih Studijah se je tako pojavila nova stop-
nja testiranja — uporaba in vitro modelov (1).

Biotransformacija ksenobiotikov ima posledi¢no terapevtske ali pa
toksi¢ne ucinke. Proces biotransformacije sicer poteka v razlicnih
tkivih, vendar so jetra najaktivnej$i organ pri dolo¢anju usode kseno-
biotikov. Z razvojem metod izolacije in kultivacije parenhimskih jetrnih
celic (hepatocitov) je mogo&e v strogo nadzorovanih in vitro pogojih
ugotavljati mehanizme ucinkovanja in biotransformacije snovi na
celicnem in molekularnem nivoju (2).

hepatocite (1, 3, 4), ki delujejo kot vmesni ¢len med biokemi&nimi in
in vivo poskusi. Ceprav in vitro modeli ne morejo v celoti nadomestiti
in vivo poskusov, imajo pred njimi Stevilne prednosti. Modele hitro
postavimo, mogoce jih je avtomatizirati, dajo hitre rezultate, pogoje
lahko strogo nadzorujemo, omogocajo dobro ponovljivost in lahko
kvantifikacijo, so ekonomiéni. lzlo¢imo tudi Zivéne dejavnike ter

Dr. Tina Batista Napotnik, univ. dipl. biol., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, ASker¢eva 7, 1000 Ljubljana
Doc. dr. Irena Mlinari¢-Ras¢an, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, AsSkerceva 7, 1000 Ljubljana
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dejavnike krvnega obtoka. Tako dobimo $tevilne koristne informacije
o delovanju, biotransformaciji, farmakokinetiki in toksi¢nosti preisko-
vanih snovi. Zmanj$amo tudi Stevilo Zrtvovanih zivali in prostovoljcev
v klini¢nih testiranjih ter lazje dolo¢imo primerno Zzivalsko vrsto za in
vivo testiranja. Vse to pa omogoci racionaliziracijo in pospeSitev
selekcije testiranih potencialnih farmakoloskih molekul (1, 3, 4).

V 50. in 60. letih prejSnjega stoletja, v Casu bliskovitega razvoja
celi¢nih kultur, so poskusali izolirati tudi glodalske jetrne celice in
sicer z mehanskim delovanjem na jetrno tkivo. Metode so bile
neuspesne, ker so hepatociti v tkivu trdno speti s sti¢nimi komplek-
si (5). Sele encimatske tehnike so dale vzpodbudne rezultate: z in
situ perfuzijo jeter z raztopino kolagenaze so ucinkovito izolirali tudi
do 50 % celic podganijih jeter (6). Metodo so kasneje izpopolnjevali
in danes izoliramo hepatocite z dvostopenjsko in situ perfuzijo jeter:
jetra najprej perfundiramo s pufrom, ki vsebuje kelator EGTA, ki
odstrani kalcijeve ione in tako razbije od kalcija odvisne medceli¢ne
povezave in sicer porusi strukturo kadherinov. Sledi perfuzija z raz-
topino kolagenaze, ki razgradi zunajceli¢ni matriks v nekaj minutah
(7). Metoda je bila prirejena tudi za druge zivali pa tudi za ¢loveka
(8,9, 10).

Izolirani hepatociti v suspenziji obdrzijo ve¢ino metabolnih funkcij,
sistem je tehni¢no nezahteven in omogoCa dostop preiskovanih
molekul do vseh celic. Slabost modela je kratkotrajna uporaba, saj
celice lahko uporabljamo za preiskave le 2-4 ure, nato pricne
aktivnost jetrnih encimov in viabilnost celic mo¢no upadati (3, 4).

Za daljSe raziskave moramo hepatocite gojiti v celi¢ni kulturi. S cen-
trifugiranjem pri nizkem $tevilu obratov (50 g) odstranimo neparen-
himatske celice (endotelne, Kupfferjeve, stelatne celice in celice
NK), v suspenziji ostanejo le hepatociti, ki vrsijo veliko vecino jetrnih
funkcij (11). Hepatociti rastejo pritrjeni na podlago v posodicah, pre-
vle€enih s kolagenom, v gojis¢u William’s z 10 % teleCjega seruma
pri 37 °Cin 5 % CO,/95 % zraka (6). Celice po nasaditvi v posodice
potrebujejo nekaj ¢asa, da si opomorejo od Soka zaradi izolacije,
zato pricnemo s poskusi najmanj 24 ur po nasaditvi (12). Celice se
v kulturi ne delijo, zato jih nasadimo v visoki koncentraciji, da
doseZejo konfluentnost — se staknejo med seboj (3) (slika 1).

Celice v kulturi zadrzijo veliko vecino jetrnih funkcij, kot jih vrsijo in
vivo: presnavljajo ogljikove hidrate, se¢nino, lipide, zol¢ne kisline,
sintetizirajo plazemske proteine, se odzivajo na hormone in vrsijo
biotransformacijo oziroma razstrupljanje snovi z encimi . in Il. stop-
nje in so zato primeren model za raziskave Stevilnih bioloskih
ucinkovin (2). Tako lahko ugotavljamo mehanizme delovanja
preiskovanih snovi v razliénih koncentracijah (3). Ker so kulture
enostavnejsi sistem od organizmov, lazje preucujemo interakcije
med zdravili (13, 14).

Encimi biotransformacije v kultiviranih jetrnih celicah so aktivni, zato
lahko z njimi ugotavljamo presnovo potencialnih zdravil (3, 15). To je
za razvoj ucinkovine zelo pomembna stopnja, saj presnova
ucinkovine vpliva na oCistek in odstranjevanje zdravila iz telesa, klin-
icno ucinkovitost, individualne farmakokineti¢ne razlike, razli¢no
koncentracijo na tarénem mestu in toksi¢nost zdravila (2). Ugotovili
so, da se vecina snovi v kulturi podobno presnavlja kot in vivo —
glavne presnovke najdemo v obeh sistemih, pogoste pa so razlike v

Slika 1: Fazno-kontrastna mikrografija primarnih hepatocitov v kulturi. Levo: podganji hepatociti, desno: ¢loveski hepatociti. 200-kratna poveca-
va, merilo: 25 um (35).
Figure 1: Phase-contrast micrograph of primary cultured hepatocytes. Left: rat hepatocytes, right: human hepatocytes. 200x magnification, bar: 25 um (35).
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Uporaba celicnih kultur parenhimskih jetrnih celic (hepatocitov) pri razvoju novih zdravil

Preglednica 1: In vitro modeli jeter, njihove prednosti in slabosti. Povzeto po: 1, 3, 4.

Table 1: In vitro liver models, their advantages and disadvantages. Summarized from: 1, 3, 4.

Prednosti

Celi¢ne frakcije
(mikrosomi, mitohondriji)
in enoencimski sistemi

Molekularni mehanizmi, izolirani encimski sistemi

Odsotnost citosolnih encimov, kratkotrajnost

|zolirane jetrne
celice v suspenziji

Funkcije podobne in vivo celicam, tehni¢no
nezahteven, lahka dostopnost preiskovanih
molekul do vseh celic, moznost krioprezerviranja,
medvrstne raziskave

Kratkotrajnost (2-4 ure), ni Zzol¢nih kanal¢kov

Primarne kulture hepatocitov

Funkcije ohranjene ve¢ dni, raziskava procesov
biotransformacije, medvrstne raziskave

Pod standardnimi pogoji omejeno trajanje (nekaj dni),
fenotipicne spremembe, ni celi¢nih delitev

Hepati¢ne celi¢ne linije

Neomejeno stevilo (nesmrtne — se delijo),

Jetrne funkcije manj izrazene kot v normalnih

Stevilne jetrne funkcije ohranjene

hepatocitih, nekatere celo odsotne

Jetrne rezine Ohranjena lobularna struktura,

dostopni humani vzorci

Kratkotrajnost (do 10 ur), celice niso enakomerno
funkcionalne, zbiranje Zol¢a ni mogoce

Preto¢ni sistemi
celotnih izoliranih jeter
Z0ICa, kineti¢ne Studije

Podobno in vivo stanju, 3D struktura,
funkcionalni zol¢ni kanal¢ki, mogo¢e zbiranje

Tehni¢no zahteven model, kratkotrajnost (nekaj ur),
preiskovanje ve¢ snovi ni mozno, ¢loveski organi
niso dostopni

Racunalniski modeli

zmanj$samo Stevilo prostovoljcev in poskusnih Zivali

Ne moremo predvideti vseh okoli§¢in poskusa

koli¢ini posameznih produktov (13, 14, 17). Podobno kot in vivo
lahko tudi v kulturi z induktorji in inhibitorji spreminjamo aktivnost
citokromov P450. Tako ugotavljamo, kako preiskovane snovi vpliva-
jo na presnovo drugih ksenobiotikov (15, 16). V kultiviranih hepatoc-
itih se ohranijo tudi encimi Il. stopnje biotransformacije, ki vrsijo kon-
jugacijo razli¢nih skupin na izhodne produkte redoks reakcij |. stop-
nje biotransformacije (2).

Problem potencialnih zdravil so obi¢ajno nepredvideni stranski
ucinki, ki so toksi¢ni za razlicna tkiva in organe. NajpogostejSa
tar€a so obiCajno jetra, saj hepatotoksi¢nost velikokrat povzrocijo
produkti biotransformacije (1, 3). Biotransformacija je obic¢ajno
detoksifikacijski proces, v¢asih pa presnovki zdravil postanejo bolj
toksi¢ni kot osnovna ucinkovina, npr. Stevilni intermediati so elek-
trofilni in nepovratno alkilirajo celiéne makromolekule, kar vodi v
poskodbe tkiva (1, 2). S pomo¢jo razli¢nih kvalitativnih in kvantita-
tivnih metod lahko s hepatocitnimi kulturami ugotavljamo toksi¢ne
vplive preiskovanih snovi na delovanje jetrnih celic (sintezo DNA in
proteinov, na homeostazo kalcija, znotrajceli¢ni K", vsebnost ATP
in AMP, nivo glutationa, glukoneogenezo, ureagenezo, sintezo
holesterola in lipoproteinov, sintezo in sekrecijo albumina,
serumske encime, transport konjugiranih zol¢nih kislin in bilirubina,
membranski transport, iztekanje citosolnih encimov ob poskodbi
membrane), spremembe morfologije celic (na citoskelet, celi¢ni vol-
umen, celi¢tno membrano), genotoksi¢nost (poskodbe DNA, forma-
cija adduktov z DNA, spremembe popravljalnih mehanizmov),
celi¢no smrt (nekrozo, apoptozo) (1, 3). Kulture so tudi zelo uporab-
ne za doloCanje kemoprotektivnih sredstev, ki jetra oziroma orga-
nizem za&c¢itijo pred skodljivimi vplivi u¢inkovin (16).

Kot vse metode imajo tudi primarne kulture jetrnih celic svoje slabosti.
Najvecja je ta, da izrazanje specificnih jetrnih funkcij s Casom upada,
kar vodi v fenotipske spremembe hepatocitov in v dediferenciacijo
(3). Tudi aktivnosti encimov druzine citokromov P450 (CYP450) v pri-
marnih hepatocitinh s ¢asom upadajo. Vzrok je v zmanjSanem prepisu
CYP mRNA, zato je v celicah vse manj encimov in celotna CYP450
aktivnost v celici upade (2, 15).

Na ohranjanje specifiénih jetrnih funkcij vplivajo Stiri skupine
dejavnikov: topni dejavniki gojis¢a, zunajceli¢ni matriks, interakcije
med celicami in dejavniki replikacije (2). S spreminjanjem teh
dejavnikov so razvili tehnike gojenja hepatocitov, ki vzdrzujejo
funkcionalnost dlje ¢asa. Zelo uspesno je gojenje hepatocitov v ko-
kulturi, torej skupaj z drugo vrsto celic, npr. linijskimi epitelnimi, ste-
latnimi in drugimi neparenhimskimi jetrnimi ter celo nehepatic¢nimi celi-
cami (18). Te celice spros¢ajo v kulturo snovi, ki omogocijo okolje, ki
bolje posnema pogoje in vivo, zato hepatociti aktivneje vrsijo speci-
ficne funkcije. Drugi nacin je tridimenzionalna kultura v obliki kola-
genskega sendvica ali sferoidov, ki lahko vsebujejo tudi druge celice.
V teh kulturah hepatociti zadrzijo tridimenzionalno kuboidalno obliko,
kar vpliva tudi na izrazanje jetrnih funkcij (19). Med celicami nastane-
jo celo zoléni kanalcki (12).

Najpogosteje uporabljamo podganje hepatocite, saj je njihova izolacija in
kultivacija najlazje izvedljiva in podganja jetra so relativno lahko dostopna.
Napovedovanje ucinkov biolosko aktivnih snovi na ¢loveka na osnovi
raziskav na poskusnih zivali pa je zaradi medvrstnih razlik vedno pod-
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vrzeno doloCenemu tveganju. Zato so za preucevanje potencialnih
zdravilnih u€inkovin primernejSi hepatociti humanega izvora. Pridobimo jih
lahko s perfuzijo celih ali dela jeter darovalcev organov, iz ostankov ter-
apevtskin hepatektomij ali manjsih kirurskih biopsij (2). Perfuzija je prav
tako dvostopenjska, uporabliamo kolagenazo, lahko pa tudi druge
encime (npr. dispazo, liberazo), metode pa so precej uspesne, saj je via-
bilnost celic nad 85 % (2) (slika 1).

Tudi ¢loveski hepatociti v kulturi zadrzijo vecino jetrnih funkcij. So celo bolj
stabilni kot glodalski, saj svojo diferenciranost ohranjajo dlie ¢asa (nekaj
tednov) (17). Za dalj$o funkcionalnost pa jih moramo tako kot Zivalske goji-
ti v ko-kulturah ali tridimenzionalnih kulturah (19).

Primarni ¢loveski hepatociti veljajo danes za zlati standard preucevanja
metabolizma ¢loveskih jeter. Primerni so za raziskave biotransformacije
zdravil (prek CYP450 in encimov |l. stopnje), saj obstaja dobra povezava
metabolizma in vitro/ in vivo (13, 17). Ksenobiotiki se v ¢loveskih jetrih v I.
stopniji biotransformacije pretvarjajo predvsem s citokromom P450 3A4,
pa tudi z 1A2, 2A6, 2B6, 2C, 2D6 in 2E1, ti pa so v kultiviranih celicah
dobro izrazeni (2). Njihova aktivnost tudi v ¢loveskih hepatocitih upada s
¢asom. Nekateri CYP450 encimi (CYP3A4, CYP2C9 in CYP 2D6) po 72-
96 urah kulture aktivnost obnovijo, drugi (CYP1A2, CYP2E1) pa ne (2). To
je tudi razlog, da imajo transformirane spojine podobne metabolne profile
kot in vivo, razlikujejo pa se kvantitativno (13, 14, 17). Drugi razlog za
kvantitativne razlike je sistemski: in vivo se ucinkovina lahko slabo
absorbira ali pa se veze na molekule v drugih tkivih, torej ne doseze jeter
v tolikéni koncentraciji kot jetrne celice v kulturi (20).

Primarne ¢loveske hepatocite v kulturi uporabljamo tudi za Studije moleku-
larnih mehanizmov, toksi¢nosti, biokinetike in interakcije med zdravili.
Ugotavljamo lahko dejavnike starosti, spola in okolja (13, 14). Pomembni
so pri ugotavljanju individualnih razlik v odzivanju na ucinkovine, saj
obstaja veliko genetskih polimorfizmov genov, ki se izrazajo v jetrih (21,
22). Najvecje razlike so opazne v druzini citokromov P450, kar lahko pre-
cej vpliva na presnovo snovi in tako na potek zdraviienja (13, 22).
Preucujemo lahko tudi idiosinkrati¢cno (nenacrtovano) hepatotoksi¢nost,
pri kateri so prizadeti le redki posamezniki, verjetno pa je povezana z neo-
bi¢ajno presnovo ali imunoalergijskim fenomenom (3, 23).

V metabolizmu vsake snovi lahko obstajajo kvalitativne ali kvantitativne
razlike med Zivalskimi vrstami in ¢lovekom. S primerjavo uginkov na celice
razliénega izvora lahko dolo¢imo zivalski model, ki bo deloval podobno
kot ¢loveske celice, torej je najprimernejsi za nadaljnje raziskave (13).

Najvecji problem pri vzpostavitvi primarne kulture ¢loveskih hepatoci-
tov je legalna in eticna omejenost dostopa do ¢loveskih celic. Potrebna
je tudi vsakokratna izolacija svezih celic, ker je kultura kratkotrajna in
se celice v njej ne delijo. Pri vsaki izolaciji dobimo veliko Stevilo celic,
ki jih obi¢ajno sproti ne moremo porabiti, zato je priporocljivo celice
shraniti. Z metodo zamrzovanja je to mozno. Kritini elementi za
uspesSno zamrzovanje hepatocitov so protokol zamrzovanja, izbira kri-
opotektivnega sredstva in odstranitev mrtvih celic po odmrzovanju.
Izolirane hepatocite v suspenziji moramo zamrzniti v krioprotektivnem
sredstvu, obi¢ajno je to 10 % DMSQO, z nadzorovano hitrostjo zamrzo-
vanja (-1,9 °C/min od +4 do -30 °C ter -30 °C/min od -30 °C do
-150 °C) (8, 9). Celice nato prenesemo v teko¢i dusik, kjer jih lahko
obdrzimo tudi ve¢ let. Odmrzovanje pa mora potekati ¢im hitreje, v
vodni kopeli na 37 °C, hitro tudi odstranimo DMSO (8, 9).
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Proces zamrzovanja in odtajanja celic sicer zmanj$a njihovo viabil-
nost, predvsem zaradi poskodb celicne membrane, vpliva na mem-
branski transport in sintezo proteinov (24). Vendar pa so z izboljSe-
vanjem metode dosegli, da po odmrzovanju celice vrsijo svoje funkci-
je skoraj v enaki meri kot sveze izolirane (25). Torej je zamrzovanije pri-
porocljivo za vzpostavljanje banke hepatocitov, izoliranih iz razli¢nih
pacientov ali zivalskih vrst, ki so primerni za raziskave. To nam
omogoca ugotavljati individualne razlike v enem samem poskusu.

Alternativa tezko dostopnim primarnim hepatocitom so jetrne celicne
linije. Njihova prednost je v tem, da se delijo in so zato na voljo v
neomejenem $tevilu. Hepatocitne linije so pridobili na ve¢ naginov: 1.)
iz primarnih tumorjev jeter [humani liniji Hep G2 (26) in Mz-Hep-1 (27),
podganja H4IIE (28)], 2.) SV40-transformirani normalni primarni hepa-
tociti [humani liniji THLE-2 in THLE-3 (29)], 3.) iz embrionalnih jetrnih
celic [mi§ja linija BNL CL.2 (30)], 4.) iz TGF-a transgenih misi [linija
AML12 (31)] in 5.) s fuzijo dveh razli¢nih tipov celic [hibrid fibroblas-
tov in hepatomskih celic WIF12-1 (32)].

Slabost hepatocitnih linij je v tem, da so fenotipske lastnosti jetrnih
celic slab&e izrazene, zato se lahko na ksenobiotike odzivajo drugace
kot primarni hepatociti. V raziskavah najveckrat uporabljamo linijo
Hep G2, ki izvira iz hepatocelularnega karcinoma (26). To je precej

Slika 2: Laserska konfokalna fluorescencna mikrografija primarnega
Cloveskega hepatocita, 3 ure po dodatku 50 nM mikrocistina-LR. Aktinski
filamenti (rdece) zaCenjajo potovati proti srediScu celice, jedro se Krci.
Aktinski filamenti so oznaceni z rodamin faloidinom (rdece), jedro pa s
Sytox Green (zeleno). Merilo: 5 um (34, 35).

Figure 2: Laser-scanning confocal fluorescent micrograph of primary
human hepatocyte, the cells were treated with 50 nM microcystin-LR for
3 hours. Actin filaments (shown in red) start to move towards the center of
the cell, the nucleus condense. Actin filaments are stained with rhodamin-
phalloidin (red) and nuclei with Sytox Green (green). Bar: 5 um (34, 35).



Uporaba celicnih kultur parenhimskih jetrnih celic (hepatocitov) pri razvoju novih zdravil

stabilna celi¢na linija, ki izraza 96 % genov primarnih hepatocitov in
vrsi Stevilne jetrne funkcije (23, 26).

Vrsi tudi Stevilne procese biotransformacije | in Il stopnje, vendar v
manj$i meri kot primarni hepatociti (23). Aktivnost citokromov P450 v
celicah je precej nizja kot v primarnih, CYP 2E1 je celo nezaznaven.
Vzrok je manjSe prepisovanje mRNA, kar je posledica nizjega nivoja
transkripcijskih faktorjev v hepati¢nih linijah (15). Zaradi odsotnosti
CYP 2E1 in alkoholdehidrogenaze je linija Hep G2 odporna proti cito-
toksi¢nim in lipogenim ucinkom etanola (23). Celice Hep G2 so ide-
alen model za S$tudije mitohondrijske toksi¢nosti zaradi velikega
Stevila mitohondrijev in mitohondrijske DNA (33).

Hepati¢ne linije uporabljajo v Stevilnih Studijah, vendar se moramo
ves Cas zavedati, da drugacne aktivnosti encimov v linijah lahko
privedejo do razlik v odgovoru na preiskovano ucinkovino, zato je
potrebna pazljivost pri interpretaciji rezultatov (23).

Primarni hepatociti v kulturi so zelo primerni za $tudij toksicnih vplivov
na celicnem in biokemi¢nem nivoju. Primer uporabe je ugotavljanje
uc¢inkov mikrocistinov (cianobakterijskin hepatotoksinov) na obliko
celic, citoskelet in jedra, sprozanje apoptoze in aktivnost citokroma
P450 1A. Ugotovili smo, da mikrocistini v primarnih podganjih in
Cloveskih hepatocitih povzroCajo skréenje in brstenje celic, preraz-
poreditev aktinskih filamentov v sredis¢e celice, kar je posledica
sprozitve apoptoze. Uporabljali smo laserski konfokalni mikroskop,
kjer smo opazovali fluorescenéno oznacene hepatocite (slika 2). Pri
tem se aktivirajo kaspaze, vendar je vzorec aktivacije kaspaz pri
podganjih in &loveskih hepatocitih drugagen. Cloveski hepatociti so
tudi bolj obcutljivi na delovanje mikrocistinov, kar moramo upostevati
pri napovedovanju rezultatov z Zivalskih modelov na c¢loveka.
Uporaba hepatocitov ve¢ pacientov pa nam je omogocila ugotavljan-
je razlik med posamezniki (34, 35).

Celi¢ne kulture ne morejo nadomestiti raziskav na zivalih in prosto-
voljcih, dajo pa nam veliko koristnih informacij o presnovi zdravil na
celicnem in molekularnem nivoju. Z uporabo kultur v predklini¢nih
Studijah delujemo eti¢no, saj zmanjSamo Stevilo poskusnih zivali in
prostovoljcev v Klini¢nih poskusih, in gospodarno, ker zmanjSamo
Stevilo napacnih odlocitev v razvoju zdravil. Za doseganje ¢im boljSih
rezultatov pa bo $e naprej potrebno izboljSevati hepatocitne kulture,
predvsem v smeri ¢im boljSega posnemanja in vivo celice, ter razviti
hepati¢no celi¢no linijo z visoko izrazenimi jetrnimi funkcijami.

Delo s primarnimi podganjimi in ¢loveskimi hepatociti je bilo opravl-
jeno na Institutu za patolosko fiziologijo Medicinske fakultete v
Ljubljani pod mentorstvom prof. dr. Dugana Suputa, ter v laboratoriju
INSERM v Antibesu v Franciji pod mentorstvom prof. dr. Rogerja
Rahmanija. Obema se iskreno zahvaljujem.
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Predlozena doktorska disertacija obravnava podrocje farmacevtske
kakovosti in uspesnosti poslovanja farmacevtskega podjetja v okviru
zakonodajnih predpisov in konkurenénih pritiskov globalnega farma-
cevtskega trzenja. V svojem pristopu kandidatka preizkusa in uvaja
standardizirani model poslovanja, tj. model odli¢nosti Evropske fun-
dacije za vodenje kakovosti, kot primer celovitega pristopa za sistem
obvladovanja farmacevtske kakovosti. Pri tem izhaja iz teoretsko
poglobliene primerjalne analize Dobre proizvodne prakse (GMP) in
sploSne ravni standardov sistema vodenja kakovosti SO
(Mednarodne organizacije za standardizacijo) ter razis¢e vzvode in
pogoje za doseganje uspesnosti s teoreti¢nim razglabljanjem pome-
na osebne in timske kakovosti ter ustvarjalnega vodenja.

V teoretskem delu postavlja tezo, da ni mogoce pri¢akovati bistvenih
izboljav kakovosti izdelkov, storitev in procesov le s parcialnim
razumevanjem in vodenjem kakovosti izven okvira in moznosti, ki jih
daje kontekst vodenja celotnega poslovanja.

Meni, da so Sibkosti veljavne farmacevtske zakonodaje prisotne, kar
utemeljuje tudi s tem, da so ugotovitve ekspertne skupine ICH
(Mednarodne konference za harmonizacijo ) za harmonizacijo farma-
cevtske kakovosti Sele v letu 2003 postavile podrocje sistemov
kakovosti, farmacevtskega razvoja in obvladovanja tveganja kot novo
temo svojega delovanja.

V izhodis¢u disertacije doktorandka ugotavlja, da je polozaj farma-
cevtskega podijetja pri zagotavljanju kakovosti in uspesnosti v primer-
javi z drugimi panogami precej specifien, saj so vplivi posrednih
odjemalcey, t.j. vlade, zdravnikov in farmacevtov, neprimerno moc¢ne-
j8i, kot vpliv uporabnikov, t.j. bolnikov, ki ne morejo prosto odlo¢ati o
izbiri zdravila.

S statisticno obdelavo je preverila verjetnost in stopnjo korelacije med
posameznimi dejavniki in rezultati uspe$nosti ter identificirala podro¢-
ja, ki so najbolj Sibka in potrebna korektivov.

Iz pridobljenih podatkov pri zaporednih izvedbah samoocene v Stir-
iletnem obdobju je potrdila zelo mo€ne povezave in soodvisnost pri
posameznih dejavnikih in poslovnem rezultatu. Najmocnejsi vpliv na
rezultate poslovanja je ugotovila za naslednje dejavnike: vodenje,
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kadri in procesi. Na osnovi teh empiri¢nih ugotovitev je predlagala
nova izhodis¢a za vodenje in obvladovanje kakovosti.

Kot temelje uspeSnega vodenja farmacevtske kakovosti na zakon-
odajni in podjetniski ravni je izpostavila:

1. eti¢no vodenje in ravnanje celotnega osebja,
2. standardiziran poslovni model,
3. ustvarjalno vodenje.

Obvladovanje tehni¢ne kakovosti postaja samoumeven pogoj za
doseganje poslovne uspesdnosti. Kompleksnost zahtev za proizvodnjo
zdravil sili vodstvo v bolj transparente in sistemati¢ne pristope, ki inte-
grirajo principe in sistem vodenja kakovosti v sistem vodenja poslo-
vanja. Z razvojem sistema kakovosti v farmacevtski praksi je v svojem
delu pokazala sistemati¢en in praktiCen primer uporabe modela
poslovne odli¢nosti

Najmocnejsi dokazani vpliv na rezultate poslovanja je spoznala v
kakovostnem in ustvarjalnem vodenju, ki bi v bodoce zagotavljalo
podjetju obstanek in vzdrzno rast na globalnem trgu.

Dokazana moznost uporabe modela odli¢nosti v farmacevtski indus-
triji in povezanih zakonodajnih institucijah potrjuje nove moznosti
razvoja in bolj zanesljivega obvladovanja tega podro¢ja v smislu
povecevanja kakovosti, u€inkovitosti in varnosti v proizvodnji zdravil.
Nakazani vzvodi za sistemati¢no izboljSevanje osebne in timske
kakovosti ter ustvarjalnega vodenja pa prispevajo k temeljnim smerni-
cam za razvoj ustvarjalnega potenciala zaposlenih.

Dr. Mila Bozi¢, mag. farm., je zagovorjala doktorsko disertacijo
19. januarja 2005, na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.
Mentor:  prof. dr. Stane Sr¢i¢, Fakulteta za farmacijo
Somentor: prof. dr. lvan Svetlik, Fakulteta za druzbene vede v Ljubljani
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POVZETEK: Ksantan (xan) in semensko sluz roZi¢evca (lbg) uvr§¢amo med naravne polisaharide. Xan je anionski bakterijski eksopolisaharid,
Ibg pa predstavnik neionogenih rastlinskih B-1,4 galaktomananov. Kombinacijo omenjenih polimerov (xlbg) v farmaciji uporabljamo predvsem
za izdelavo ogrodnih tablet s prirejenim sproSCanjem. Rezultati vrednotenja vodnih sistemov posameznega polimera 0z. njune zmesi z
oscilacijsko reometrijo kazejo, da tvori xan Sibke gele, Ibg koloidne vodne disperzije, njuna zmes pa mocne gele. Obstaja ve¢ razli¢nih teorij o
sinergizmu med tema dvema polimeroma, ki privede do tvorbe &vrstih trodimenzionalnih struktur v vodi. Z analizo rezultatov reoloskega in ter-
micnega proucevanja strukture meSanih gelov lahko predpostavimo mehanizem nastanka meSanih gelov in s tem posredno predvidimo
obnasanje zmesi xan in Ibg v razli¢nih farmacevtskih oblikah.

KLJUENE BESEDE: ksantan, semenska sluz roZicevca, polisaharidi, reologija, mikrokalorimetija

ABSTRACT: Xanthan (xan) and locust bean gum (Ibg) are classified as natural polisaccharides. Xan is an anionic polymer, produced by bac-
teria, and Ibg belongs to a family of non-ionogenic plant 8-1,4 galactomannans. The mixture of xan and Ibg (xlbg) is used as an effective excip-
ient for sustained-release formulations. Addition of non-gelling Ibg to xan, which forms weak gels in water, leads to formation of strong gels.
There are many theories about the sinergism between these two substances, which results in formation of coherent 3 D structures in water.
Rheology and microcalorimetry are most frequently used methods for structural investigation of xlbg water dispersions. These results enable
the hypothetical network model formation, which allows prediction of behaviour of xlbg mixtures in different dosage forms.

KEY WORDS: xanthan, locust bean gum, polisaccharides, rheology, microcalorimetry

Stevilni polisaharidi tvorijo gele. Gel sestavlja trdna tridimenzionalna
makromolekularna mreza, v katero se ujame voda. Premrezenje je
posledica asociacije verig ali dela verig polimera. Z ve€anjem Stevila
in jakosti povezav med verigami naras€a jakost gela. Ko postane
organiziranost polimera prevelika, pride do obarjanja. V grobem lahko
polisaharide glede na obnasanje v vodi razdelimo v tri skupine:

Ogljikovi hidrati so najbolj razsiriene naravne organske spojine.
Predstavljajo ve¢ kot 90 % suhe biomase. Poleg raz8irjenosti so nji-
hove glavne prednosti pridobivanje iz obnovljivih virov, netoksi¢nost,
moznost vplivanja na strukturo s kemi¢nimi in biokemi¢nimi postopki
ter ugodna cena. Vecina ogljikovih hidratov se nahaja v obliki polisa-
haridov (1). dolge, homogene, linearne molekule so asociirane v trdna vlakna

Heterogeni polisaharidi so polisaharidi, sestavljeni iz veC razli¢nih (npr. celuloza)

monosaharidov. Mednje uvrs¢amo sluzi, gumije in pektine. V vodi heterogeni polimeri brez pravilnega zaporedja monosaharidov so v
tvorijo polimerne koloidne raztopine (sole ali gele). Med gumije priste- vodi dispergirani in tvorijo viskozne raztopine (npr. semenska sluz
vamo rastlinske in bakterijske polisaharidne eksudate, med sluzi pa rozitevca)

polisaharide, ki sestavljajo celicne stene alg. Pri vi§jih rastlinah se
sluzi nahajajo znotraj celice, kjer vezejo vodo ali predstavljajo rez-
ervno hrano (2).

polimeri, ki imajo med pravilno zaporedje vrinjene nepravilne
odseke, v vodi gelirajo (npr. ksantan, karagen) (3, 4).

Branka Rozman, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, ASkeréeva 7, 1000 Ljubljana, Sl-Slovenija
doc. dr. Sasa Baumgartner, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, ASkerceva 7, 1000 Ljubljana, SI-Slovenija
izr. prof. dr. Mirjana Gasperlin, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Asker¢eva 7, 1000 Ljubljana, SlI-Slovenija
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Ksantan (ang. xanthan, okrajSano xan) je bakterijski eksopolisaharid,
izoliran iz Xanthomonas campestris, bakterije, ki je povzroditelj Stevil-
nih bolezni pri rastlinah, za ¢loveka pa ni patogena. Xanthomonas ne
tvori spor, vendar je zaradi xan, ki jo obdaja v obliki kapsule, zelo
odporna na visoke temperature in vplive svetlobe (5).

Xan je heteropolisaharid, sestavljen iz D-glukoze, D-manoze in D-
glukoronske kisline. Glukoze, povezane z -1,4 vezmi, tvorijo osnovni
skelet, ki je na vsaki drugi glukozi substituiran s trisaharidno stransko
verigo. Nespremenljiv del ponavljajoCe se stranske verige predstavlja
B-D-manozil-(1,4)- B-D-glukuronil-(1,2)-o-D-manoza. Na terminalno
manozo je lahko na mestu 4 ali 6 pripet piruvat. Manoza, pripeta na
osnovno verigo, je obic¢ajno acetilirana na mestu 6 (slika 1).
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Slika 1. Primarna struktura ksantana (5).
Figure 1. Primary structure of xanthan gum (5).

Koli¢ina ter mesto acetiliranih delov in piruvié¢ne kisline sta odvisna od
seva bakterije, iz katere je xan izoliran. Obi¢ajno je na trgu dostopen
v obliki kalijeve ali natrijeve soli (5).

V vodnih sistemih je xan kemijsko stabilen v Sirokem temperaturnem
intervalu (10 - 90°C) in pH obmoc¢ju (pH 3 - 12). Pri vijih pH vred-
nostih medija pote€e delna deacetilacija stranskih verig. Prisotnost
encimov in soli ne zmanjSa njegove stabilnosti. Xan je anionski
polimer, zato praviloma ni zdruzljiv s kationskimi povrsinsko aktivnimi
snovmi, polimeri ali konzervansi (5, 6).

Pogoji pridobivanja xan vplivajo tudi na njegovo sekundarno strukturo.
Molekula se pri sobni temperaturi v trdnem stanju in v mediju z visoko
ionsko mocjo praviloma nahaja v nativni oz. urejeni konformaciji.
Obstaja ve¢ modelov nativne konformacije, vendar vecina novejsih
¢lankov podpira idejo dvojne vijacnice, v katero sta povezani dve veri-
gi xan (slika 2A). Naboji na stranskih verigah so nevtralizirani, zato ni
prisotnih elektrostatskih odbojnih sil med stranskimi verigami.
Posledi&no se stranske verige tesno prilegajo osnovni verigi. Studije
strukture z mikroskopijo na atomsko silo so pokazale, da se med
seboj z nekovalentnimi vezmi (vodikove vezi, elektrostatske interakci-
je in steriéni vplivi) povezujejo deli verig, ki imajo stranske verige
moc¢no substiturane s piruvi¢no kislino (5, 7).

PoviSanje temperature ali znizanje ionske moc¢i privede do denatu-
racije molekule. Prevladajo odbojne elektrostatske sile med negativno
nabitimi stranskimi verigami. Stranske verige se ne prilegajo ve¢ na
osnovno verigo, ampak segajo z nje. Povezave med deli dveh verig z
visokim delezem piruvata niso ve¢ mozne. Dvojna vija¢nica se zacne
razpirati in pri doloCeni temperaturi povsem razpade (slika 2B). S
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pomocjo masne spektroskopije so dokazali, da je molekulska masa
denaturiranega xan za polovico manjSa od molekulske mase xan v
nativni konformaciji, kar potrjuje razpad vijacnice, sestavljene iz dveh
verig. Prehod iz nativnega v denaturirano stanje je ireverzibilen (5, 7).

Ob ohlajanju oz. vi§anju ionske moci pote¢e ponovna tvorba dvojne
vijacnice, vendar jo tokrat tvori ena sama molekula xan. Ta struktura
je v primerjavi z nativnho konformacijo bistveno manj popolna, saj
ostane veliko zavojev ali delov verig, ki prosto segajo z osnovne struk-
ture. Taki obliki pravimo renaturirana konformacija (slika 2C). Struktura
je bila potrjena z rentgensko difrakcijo (5). Druge $tudije, ravno tako
podprte z rezultati rentgenske difrakcije, navajajo, da je renaturiran
ksantan v obliki enojne, desnosucne vijacnice. Prehod iz denaturirane
v renaturirano obliko je reverzibilen (5, 7).

Zaklju€¢imo lahko, da so v renaturiranem stanju previadujoce
intramolekularne interakcije, oblika vijacnice pa je najverjetneje odvis-
na od izhodnega vzorca, ki ga uporabljamo. S spreminjanjem pogo-
jev fermentacije in ¢is€enja praviloma ne vplivamo na primarno struk-
turo xan, ki je precej konstantna, pa¢ pa na njegovo sekundarno
strukturo (najbolj vplivata ionska mo¢ in temperatura fermentacijske

brozge) (5, 7, 8).
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Slika 2. Sekundarna struktura ksantana: A-nativna (urejena) konforma-
cija, B-denaturirana oblika, C-renaturirana oblika.

Figure 2. Secondary structure of xanthan gum. A-native (ordered) con-
formation, B-denaturated conformation, C-renaturated conformation.

V farmaciji je xan emulgator in zgo$¢evalo v peroralnih in dermalnih
farmacevtskih oblikah. Izkoris¢amo torej predvsem lastnosti vodnih
sistemov xan, ¢eprav je xan sam ali v kompleksu z Zelatino uporabl-
jan tudi za izdelavo ogrodnih tablet in mikrokapsul s prirejenim
spros¢anjem. Zaradi bioadhezivnih lastnosti je xan lahko sestavina
nadomestkov za slino. Liofilizate sistemov s xan uporabljamo za
izdelavo oralnih tablet s hitrim spros¢anjem (9,10, 11, 12, 13).

Semensko sluz rozi¢evca (ang. locust bean gum, carob bean gum,
carob flour, St. John’s bread, okrajSano Ibg) pridobivamo iz
endosperma zrelih semen zimzelenega sredozemskega drevesa
rozi¢evca (Ceratonia siliqua). Predstavlja rezervno hrano, ki jo seme
porablja med kalitvijo. Druga bioloska vloga Ibg je zadrzevanje vode
v semenu, s Cimer preprecuje izsuSitev semena, hkrati pa ustvarja
ustrezno okolje za kalitev (14).
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Kemijsko gledano je Ibg galaktomanan. Kot pove Ze ime, so galak-
tomanani polisaharidi, zgrajeni iz manoze in galaktoze. 1000 - 1500
linearnih poli-B-1,4-manopiranoz tvori ogrodje, na katero so v primeru
semenske sluzi roziCevca brez pravega reda pripete o-1,6-D-galak-
topiranoze. Na posameznih odsekih manozne verige so lahko galak-
toze pravilno razporejene na vsaki drugi manozi (slika 3A), blokovno
razporejene (slika 3B), mozna pa je tudi naklju¢na razporeditev (slika
3C). Tako v trdnem stanju kot v raztopini se nahajajo v obliki togih,
trakovom podobnih struktur (10).
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Slika 3. Primarna struktura semenske sluzi roZicevca: A-pravilna raz-
poreditev, B-blokovna razporeditev, C-naklju¢na razporeditev. M-
manoza, G-galaktoza (10).

Figure 3. Primary structure of locust bean gum: A-regular distribution,
B-blockwise distribution, C-random distribution. M-mannose, G-
galactose (10).

Slika 4. Shematski prikaz orientacije verig galaktomanana v vodi: A —
agregirane nesubstituirane manoze, B — solvatirane substituirane
manoze, ki tvorijo amorfna podrocja

Figure 4. Shematic structure of galactomannan in water: A — aggre-
gated unsubstituted mannose chains, B — solvated substituted man-
nose chains that form amorphous regions.

Galaktomanani iz semenskih sluzi razli¢nih rastlin se med seboj raz-
likujejo po razporeditvi galaktoz na manoznem skeletu in razmerju
med obema monosaharidoma, ki mo¢no vpliva na topnost. Ce so
manozne verige nesubstituirane, se priblizajo druga drugi in tvorijo
supramolekularne strukture, ki so lahko solvatirane le na povrsju.
Notranji deli ostanejo povsem nedostopni molekulam topila. Rezultat
je slaba topnost spojine.

Pri galaktomananih galaktoze predstavljajo stranske verige, zaradi
katerih se molekule ne morejo tesno priblizati druga drugi. Nastanejo
amorfne regije, v katere zlahka prodre topilo. Galaktomanani tako
nabrekajo in se pocasi raztapljajo. Vecja substituiranost osnovne
verige oziroma nizje razmerje manoza/galaktoza pomeni torej vecjo
topnost galaktomanana (slika 4).

Lbg, pri katerem je razmerje manoza : galaktoza 3,20 : 5,75, je eden
slabse topnih galaktomananov, saj se ga v vodi pri sobni temperaturi
raztaplja le 10 % (14, 15).

Galaktomanani so nevtralni polisaharidi brez ionskih lastnosti. Pri
sobni temperaturi in nizki vlaznosti so kemijsko stabilni, pri visokih
temperaturah in ekstremnih pH vrednostih pa so podvrzeni oksidativni
depolimerizaciji. V vodnih raztopinah brez dodatka antioksidanta
delno razpadejo Ze po nekaj dneh, kar zaznamo kot padec viskoznos-
ti raztopine. Viskoznost je tako parameter, s katerim lahko dolo¢amo
kakovost Ibg. Na trgu so prisotne razlicne oblike Ibg, od moke, pri-
dobljene z mletiem celih semen, do visoko precisCenega izdelka, ki
vsebuje manj kot 2 % necistot. Glavna pomanjkljivost neprecis¢enega
Ibg je manjsa stabilnost zaradi delovanja endogenih encimov (14).
Vodne koloidne raztopine Ibg povecajo viskoznost sistemov. Pri
izdelavi tablet se Ibg uporablja kot vezivo (5, 6, 14).

Xan tvori v vodnih sistemih Sibke gele, Ibg pa koloidne polimerne raz-
topine. Ob dispergiranju xan v vodi se med seboj najverjetneje
povezujejo vija¢nice v nativni konformaciji in tvorijo gelsko reSetko.
Poleg nativne oblike naj bi bili v vodi prisotni tudi denaturirani deli
vijacnic, ki omogocajo solvatacijo le-te (5, 10). Interakcije med
molekulami Ibg v vodi so Sibke, saj se med seboj povezujejo le nesub-
stituirani deli manoznih verig. Substituirana in nesubstituirana obmo¢-
ja molekule Ibg so naklju¢no razporejena, zato je intermolekularno
povezovanje otezeno. Nastane koloidna polimerna raztopina (5, 10).

Dispergiranje zmesi xlbg v vodi privede do nastanka Cvrste
trodimezionalne gelske strukture, kar so prvi raziskovalci opazili ze v
zgodnjih 70-ih letih. Domnevali so, da je sinergizem posledica t.i.
»izKljuCitvenega ucinka«, pogosto opazenega pri zmeseh polimerov.
Nezdruzljivost obeh polimerov naj bi namrec¢ pripeljala do nastanka
podrocij, v katerih bi bile prisotne le molekule enega polimera, s ¢imer
bi se njegova koncentracija lokalno zvi§ala in bi gel nastal hitreje (15).

NovejSe teorije razlagajo sinergisticno tvorbo mesanega gela s pris-

otnostjo ustreznega razmerja dveh podrocij, ki sta sestavljeni iz:
dolgih, strukturno in konformacijsko pravilnih odsekov polimernih
verig, ki zagotavljajo medmolekulske povezave

ter
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neasociiranih, konformacijsko nepravilnih delov molekul, ki so vrin-
jeni med pravilne odseke in sluzijo za solvatacijo polimera.

Strukturno pravilne dele tvorijo molekule xan z nesubstituiranimi deli
verige Ibg, nepravilne pa prispeva Ibg (substituirane regije) (slika 5)
(5, 15, 17, 18, 19, 20).

Slika 5. Shematski prikaz molekularnih interakcij ksantana (Crtkana
¢rta) s semensko sluzjo roZicevca (polna crta).

Figure 5. Shematic presentation of molecular interaction between xan-
than (broken line) and locust bean gum (ful line).

Dea in sodelavci (15) so na podlagi reolo$kega vrednotenja sistemov
xlbg predvidevali, da se molekule xan v nativni konformaciji (ki je bila
po njihovem mnenju dvojna vijacnica, sestavljena iz ene verige xan)
povezujejo z nesubstituiranimi deli verig lbg, s katerimi tvorijo visoko
specificne interakcije. Narava teh visoko specifi¢nih interakcij ni poz-
nana, na njihovo prisotnost pa so sklepali, ker zmes lbg z nekaterimi
drugimi bakterijskimi eksopolisaharidi iz vrst Arthrobacter ni tvorila
gela in je bil tudi sinergizem med xan in guar gumijem oz. mananom
iz gomolja Amorphophallus konjac (rastlinskima galaktomananoma)
slabo izrazen (15).
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Slika 6. Shematski prikaz moZnih molekularnih interakcij ksantana (1) s
semensko sluzjo roZicevca (ll): a-nespremenjen xan, b-deacetiliran
xan (21).

Figure 6. Shematic presentation of possible molecular interaction
between xanthan () and locust bean gum (ll): a-unmodified xan, b-
deacetylated xan (21).
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Skupina japonskih znanstvenikov je z reoloskim prou¢evanjem jakosti
mesanih gelov xlbg z razli¢no stopnjo acetiliranosti xan nadalje razvi-
jala teorijo Dea in sodelavcev. Dokazali so, da je nastal mocnejsi gel,
Ce je imel xan manijsi delez acetiliranih stranskih verig. Acetilni ostan-
ki namre¢ pripomorejo k boljSemu povezovanju molekul xan med
seboj, isto¢asno pa otezujejo povezovanje z molekulami Ibg (slika 6).
Povezovanje med xan in Ibg je podobno medmolekulskemu povezo-
vanju pri sistemu encim — substrat, saj so za interakcije potrebne
to€no dolo¢ene konformacije molekul (21).

Ko se je kot model nativne konformacije xan uveljavila dvojna vija¢ni-
ca, sestavljena iz dveh molekul xan, so se mnenja raziskovalcev o
strukturi, ki tvori medmolekulske povezave z Ibg, razdelila. Nekateri
avtorji dokazujejo, da so pri tvorbi meSanih struktur udelezene
molekule xan v nativni konformaciji, drugi pa da so to denaturirane
molekule (5,16-19). NovejSe raziskave nakazujejo moznost, da za
nastanek mesSanega gela ni pomembna le sekundarna struktura xan,
ampak tudi prisotnost drugih snovi, npr. proteinov in nekaterih organ-
skih necistot nepolarnega znacaja, preko katerih se molekule polisa-
haridov povezujejo med seboj (8, 22).

Zmes polimerov xan in Ibg (xIbg), se Ze vrsto let uporablja v prehram-
beni industriji, v zadnjem ¢asu pa sre¢ujemo to kombinacijo tudi v far-
maciji, zlasti pri oblikovanju ogrodnih tablet s prirejenim spros¢anjem.
V vodnem mediju polimera nabrekata in sinergisticno tvorita gelski
sloj okoli tablete, ki zadrzuje spro$canje ucinkovine. MeSani xlbg gel
je tudi nosilni sistem za ucinkovine za rektalno aplikacijo (5 15, 17-20).

Vodne sisteme polisaharidov lahko vrednotimo z razli¢nimi tehnikami:
rotacijsko in oscilacijsko reometrijo, nuklearno magnetno resonanco
(NMR), cirkularnim dihroizmom, diferenéno dinami¢no kalorimetrijo
(DSC), mikrokalorimetrijo, mikroskopijo na atomsko silo (AFM), idr. Z
oscilacijskim merjenjem dinami¢ne viskoznosti in viskoelasti¢nih mod-
ulov dolo€amo jakost povezav med molekulami polimerov, z rotaci-
jsko reometrijo pa opazujemo razpad struktur pod vplivom razli¢no
velikih striznih sil. S pomoc¢jo NMR lahko zelo uspe$no proucujemo
molekulsko konformacijo polisaharidnih polimerov v vodnih sistemih.
Rezultati meritev cirkularnega dihroizma nam podajajo informacije o
spremembah geometrijskega okolja dolo¢enih funkcionalnih skupin,
ki absorbirajo svetlobo v izbranem valovnem obmo¢ju. Z DSC preucu-
jemo termi¢no obnasanje polisaharidov. AFM posnetki vodnih dis-
perzij polisaharidov omogoc¢ajo boljSe poznavanje interakcij med
polimeri ter med polimeri in topilom (8, 15, 23). Strukturna analiza
ogljikovih hidratov je izjemno kompleksna in zahteva kombinacijo
fizikalnih (spektroskopske tehnike) in kemijskih metod (hidrolize,
delne hidrolize, tvorba derivatov, kontrolirana razgradnja...) (4).

Za rutinsko pridobivanje osnovnih podatkov o vodnih sistemih polisa-
haridov najpogosteje uporabljamo razlicne reoloske tehnike in
mikrokalorimetrijo.

Oscilacijska reometrija

Z oscilacijsko reometrijo pridobimo podatke o strukturiranosti in
jakosti nastalih gelov. Z naras¢anjem Stevila in moci interakcij med
molekulami polimerov se namre¢ vecajo vrednosti dinami¢nih mod-
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ulov, dobljenih z oscilacijskim merjenjem v linearnem viskoelasticnem
obmocju sistema. To je obmocje, v katerem ne pride do porusitve
strukture sistema, deformacija in hitrost deformacije pa sta tako majh-
ni, da lahko zveze med napetostjo in deformacijo zapiSemo s
pomocjo linearnih diferencialnih enacb s konstantnimi koeficienti —
dinamiénimi (viskoelasti¢nimi) moduli, ki predstavljajo zapis linearne-
ga viskoelasticnega obmocja (24). Vodne sisteme polisaharidov
obi¢ajno opisemo s frekvenéno odvisnostjo elasticnega (G’) in
viskoznega (G”) modula (slika 7). Elasti¢ni modul je merilo elasti¢ne-
ga obna$anja sistema in karakterizira njegovo upiranje preoblikovan-
ju. Podaja koli¢ino energije, ki jo sistem reverzibilno shrani in uporabi
za vrnitev v prvotno stanje. Viskozni modul opisuje viskozno obnasan-
je sistema in predstavlja tisto koli¢ino energije, ki jo sistem ireverzibil-
no odda okolici, zato je zanj izgubljena in je ne more uporabiti za kom-
penziranje deformacije (24).
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Slika 7. Frekvencna odvisnost dinami¢nih modulov 2-% vodne dis-
perzije xlbg (razmerje xan: Ibg = 1 : 1), xan in Ibg. Priprava vzorca: v
precisceni vodi s temperaturo 85 °C.

Pogoji merjenja: amplituda deformacije: 0,1, temperatura merjenja: 37 °C.
Figure 7. Dynamic modulus as a function of frequency shown for 2-%
water dispersions of xlbg (ratio xan: Ibg = 1 : 1), xan and Ibg.
Preparation of a sample: in purified water at 85 °C.

Experimental conditions: strain: 0,1, temperature: 37 °C

Slika 7 prikazuje 2-% vodni sistem xan, Ibg in njune zmesi. Majhna
frekvencna odvisnost obeh modulov ter vecje vrednosti G’ od G” v
celotnem frekvenc¢nem obmog¢ju nakazujeta nastanek gela (slika 7 —
xan in xlbg). Za sisteme, ki jih opredelimo kot gele, velja, da visji vred-
nosti dinami¢nih modulov pomenita vec¢jo strukturiranost le-teh. 1z
slike 7 lahko torej ugotovimo, da tvori zmes xlbg mo¢nejsi gel kot sam
xan pri istih pogojih.

V primeru, da sta G’ in G” v celotnem frekvenénem obmocju odvisna
od frekvence, vzorec ni gel, ampak koloidna raztopina polimera (slika
7 — Ibg). Pomemben podatek pri vrednotenju gelov je frekvenca, pri
kateri se modula prekrizata — t. i. to¢ka krizanja (crossover point). Pri
frekvencah, nizjih od le-te, je viskozni modul vi§ji od elasti¢nega, pri
visjih frekvencah pa je elasti¢ni modul visji od viskoznega (primer: 2-
% Ibg na sliki 7). Pri Sibkeje strukturiranih sistemih se to¢ka krizanja
pojavlja pri vi§jih frekvencah (7).

Z analizo vpliva lastnosti izhodnih polimerov in medija ter priprave
vzorca na strukturiranost vodnih disperzij xlbg lahko predpostavimo
mehanizem nastanka mesanih gelov na molekularnem nivoju (5, 7, 15,
16, 17, 19, 20).

Mikrokalorimetrija

Pri- mikrokalorimetriji merimo toplotni tok v ali iz vzorca pri nad-
zorovanem segrevanju. Konc¢ni rezultat analize je termogram, tj. tem-
peraturna odvisnost razlik toplotnih tokov vzorca in reference. Z anal-
izo termograma pridobimo podatke o temperaturi, pri kateri pride do
sprememb in entalpiji nastale spremembe (25). S slike 8 je razvidno,
da se s spreminjanjem razmerja med xan in lbg ter medija, v katerem
je bil gel pripravljen, spreminjata tako temperatura kot entalpija
eksotemnih vrhov (26). S primerjavo termogramov so ugotovili, da se
z viSanjem koncentracije elektrolita pri istem razmerju med polimero-
ma zmanjSuje entalpija eksotermnega vrha, ker se manjSa delez
denaturiranega xan. Entalpija vrha naj bi namre¢ predstavljala energi-
jo, spros¢eno ob prehodu denaturirane oblike xan v renaturirano. V
primeru d (slika 8) na termogramu niso zaznali vrha, saj se je ves
denaturiran xan vezal z Ibg (26).

Toplotni tok (W)

Temperatura (°C)

Slika 8. Termogrami zmesi xan (c = 1 g/l) in Ibg (c = 0,3 g/l), dobljeni
z ohlajanjem sistema s hitrostjo 0,5 °C/min v: a - precis¢eni vodi, b —
5 mM NaCl, ¢ - 100 mM NaCl in d - zmesi xan (c = 1 g/l) in Ibg (c =
0,5 g/l) v 5 mM NaCl (26).

Figure 8. Thermograms of xan (c = 1 g/l) mixed with Ibg (c = 0,3 g/I)
during cooling (0,5 °C/min) in: a - water, b — 5 mM NaCl, ¢ - 100 mM
NaCl or d - with Ibg (c = 0,5 g/l) in 5 mM NaCl (26).

V farmaciji izkoris¢amo zmes polimerov xan in Ibg predvsem za
izdelavo tablet s prirejenim spros€anjem. Na podlagi poznavanja last-
nosti xan in Ibg ter predvidevanja mehanizma tvorbe meSanega xlbg
gela na osnovi izsledkov mikrokalorimetrije in reometrije lahko
napovemo strukturiranost xlbg gela v izbranem mediju in s tem
posredno obnasanje in/ali u¢inek zmesi obeh polisaharidov v razli¢nih
farmacevtskih oblikah. Z omenjenima metodoma spremljamo vpliv
sekundarne strukture obeh polisaharidov na jakost gelov, rezultati
novejsih, bolj obc&utljivin tehnik pa nakazujejo na to, da je tvorba
mesanih gelov na molekularnem nivoju bolj zapletena, saj naj bi na
gelsko strukturo vplivale tudi potencialno prisotne organske necistote.
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POVZETEK: V vsakdanjem Zivljenju smo izpostavljeni stevilnim kemikalijam, ki na na$ organizem delujejo z razlicno mero $kodljivosti. Ena od
toksi¢nih potencialov kemikalij je genotoksi¢nost. V prispevku je opisana ena od metod, s pomocjo katere prikazemo in ovrednotimo genetske
poskodbe na sesalski celi¢ni liniji misjega limfoma L5178Y k" (klon 8.7.2C). Celi¢na linija je heterozigotna na Tk lokusu timidinske kinaze kro-
mosoma 11. Mutacija v tem predelu kromosoma in inaktivacija tk " alela povzro€i izgubo aktivnosti tega encima in s tem pridobitev rezistence
na tri-fluorotimidin (TFT). Tako lahko mutante tk" logimo od nemutiranih celic. Mutirane celice, ki rastejo v selektivnem goji$¢u s TFT, kvantifici-
ramo po dolo¢enem &asu, v katerem izrazijo svojo novo fenotipsko lastnost. Namen in cilj metode je prikazati potencial testne substance, da
inducira mutacije na lokusu tk 'tk . Metoda je ena od testov mutagenosti, ki jih regulatorne organizacije uvrs€ajo v standardno skupino testov za
dolo¢anje genotoksi¢nega potenciala zdravilnih u¢inkovin, ki morajo biti izvedeni pred registracijo.

Kljuéne besede: mutagenost, celice misjega limfoma, L5178Y, rezistenca na TFT.

SUMMARY: In everyday life we are exposed to many chemicals which express different toxic potential to our organism. One of them is geno-
toxicity. In this paper, one of the methods which help to determine the genotoxic potential of chemicals is described. The method is mutagenicity
assay on mouse lymphoma cell line (L5178Y " 3.7.2C), heterozygous at the thymidine kinase locus (Tk71) on chromosome 11. Mutation on
this part of the chromosome and inactivation of the tk" allele induces trifluorothymidine (TFT) resistance, and tk’ mutants can be selected in a
background of tk"” non-mutant cells. Mutant cells, grown in the media containing the selective substance TFT, are quantified after a certain
period of time, during which the cells express the new phenotypic characteristic. The purpose and aim of the test method is a demonstration
of the test material potential to induce forward mutations at the tk"tk locus. The method is one of the mutagenicity tests included in the stan-
dard test battery for genotoxicity by regulatory agencies, and is obligatory for marketing authorisation of pharmaceuticals.

Keywords: mutagenicity, mouse lymphoma cells, L5178Y, TFT resistance;

OKRAJSAVE: TFT, tri-fluorotimidin; ATCC, American type culture collection; ICH, International conference on harmonisation of technical require-
ments for registartion of pharmaceuticals for human use - Mednarodna konferenca za harmonizacijo tehni¢nih zahtev za registracijo farma-
cevtskih uc¢inkovin za humano uporabo; TK, timidinska kinaza; OECD, Organisation for Economic Co-operation and Development — Organizacija
za ekonomsko sodelovanje in razvoj; DMSO, dimetil sulfoksid; RyP, gojis¢e RPMI 1640 z antibiotikom, natrijevim karbonatom in pluronikom F68;
RsP. gojisce R,P s 5-odstotnim konjskim serumom; R,,P, gojis¢e R,P z 10-odstotnim konjskim serumom; CM (cloning medium), goji$¢e za kloni-
ranje: RyP z 20-odstotnim konjskim serumom, natrijevim piruvatom in antimikotiki; THGM, timidin, hipoksantin, glicin metotreksat,; THG, timidin,
hipoksantin, glicin; TMP, timidin monofosfat; UKEMS, United Kingdom Environmental Mutagen Society.

ucinke takega delovanja: tockaste mutacije na molekuli DNA, spre-
membe v $tevilu (poliplodija, aneuplodija) ali strukturi kromosomov
(klastogeneza). Zato seveda preskusanje genotoksi¢nega potenciala
ucinkovine z enim testom ne zados$c¢a. Kombinacija primernih testov
zagotavlja varno uporabo doloCenih kemikalij za ljudi. Med strozje
zakonodajne predpise gotovo sodijo smernice za varno uporabo
zdravilnih ucinkovin. Primer predpisane skupine testov za testiranje
topoizomeraze, delitveno vreteno). Za odobritev uporabe razliénih  genotoksicnosti farmacevtikov vsebuje tri postopke. Prvi je in vitro test
kemikalij in proizvodov (pesticidov, kozmeti¢nih preparatov, prehram-  povratnih mutacij na bakterijah (Salmonella sp. ali Escherichia sp.), za
benih izdelkov in farmacevtikov) regulatorne agencije zahtevajo  katerega se je izkazalo, da zazna odgovarjajoée genetske spremem-
razlicne skupine genotoksi¢nih testov. Kadar ocenjujemo mutagenost  be za vecino genotoksi¢nih glodalskih karcinogenov (1). Druga, tudi
oz. genotoksi¢nost kemikalije, moramo upostevati razlicne kon¢ne  in vitro metoda, je dolo€anje genskih poskodb na celicah misjega lim-

Mutageni potencial neke snovi pomeni zmoznost indukcije dedne
spremembe genetskega materiala v celici ali organizmu. Mutacija
lahko vklju€uje en sam gen ali pa skupino genov. Genotoksi¢nost je
SirSi pojem. Razumemo ga kot zmoznost interakcije kemikalije z DNA
ali s celi¢nim aparatom, ki je vklju¢en v razmnozevanje genoma (npr.

dr. Andreja Plaper, KRKA, d. d., émarjeéka cesta 6, 8501 Novo mesto
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foma (MLA - mouse lymphoma assay) ali alternativno, test za cito-
genetsko vrednotenje kromosomskih poskodb. Ena ali druga metoda
je obvezna v predpisani skupini. Testi na sesalskih celicah zaznajo
poskodbe na DNA, ki jih na bakterijskih celicah ne moremo zaznati
(klastogeni ucinki, kromosomske aberacije). Postopki na sesalskih
celicah so pomembno dopolnilo predvsem za tiste snovi, ki imajo
negativen rezultat na bakterijskem testu za doloanje mutagenosti.
Obvezen v predpisani skupini genotoksi¢nih testov je tudi eden od in
vivo testov. Ta namre¢ zagotovi model, v katerem so vklju¢eni dodat-
ni faktorji, ki vplivajo na genotoksi¢no aktivnost spojin. Ti faktorji so
absorpcija, distribucija, metabolizem in izlo¢anje snovi. Za ta namen
je primeren in vivo test za zasledovanje kromosomskih poskodb na
glodalskih hematopoieti¢nih celicah, ki je lahko analiza kromosomskih
aberacij na celicah kostnega mozga ali analiza mikronukleusov v
kostnem mozgu ali eritrocitih periferne krvi. Sele kombinacija nastetih
in vitro in in vivo metod zagotavlja kon¢no oceno varnosti uporabe
neke snovi za ¢loveka.

Namen prispevka je prikazati eno od metod, ki so predpisane v
obvezni skupini testov za doloCanje genotoksiCnega potenciala
kemikalij - metodo dolo¢anja genskih mutacij na celicah migjega lim-
foma (MLA). Metoda je validirana in se vrsto let uporablia za
preizkusanje mnogih kemikalij (2-7). Testiranje mutacij na speci-
ficnem lokusu sesalskih celic in vitro lahko uporabljamo za prikaz in
kvantifikacijo genetskih poskodb. V prispevku so podani: status
metode, zakonodajne zahteve, protokol za izvedbo metode in kriteriji
za analizo in evalvacijo rezultatov.

Od leta 1964 so znanstveniki v kulturah sesalskih celic inducirali
mutacije, med drugim z namenom, da bi pripravili celi¢ne linije, na
katerih bi bilo mogoce opazovati mutageni potencial kemikalij (8, 9).
Heterozigotni sistem timidinske kinaze, kjer je tk” lokus mutiran v tk’
lokus, je leta 1972 opisal Clive s sodelavci (10) in temelji na celi¢ni lin-
iji misjega limfoma, ki jo je osnoval Fisher leta 1958 (11). Bolj natan¢en
opis testa je Clive s sodelavci objavil leta 1975 (11). Obstajata dve
metodi za izvajanje testa: pomnozevanje (kloniranje) celic v mehkem
agarju in novej$a, suspenzijska metoda, ki jo izvajamo v mikrotitrskih
plos¢icah (14).

V MLA uporabljamo celi¢no linijo misjega limfoma L5178Y TKH_ (klon
3.7.2C), ki je heterozigotna v lokusu timidinske kinaze (Tk1) na kro-
mosomu 11. Celice z aktivno timidinsko kinazo (TK) reagirajo na cito-
stati¢ne in citotoksi¢ne ucinke trifluorotimidina (TFT), tako da odmre-
jo. Povratne mutacije aktivnega gena TK povzrocijo izgubo aktivnosti
tega encima in s tem pridobitev rezistence na TFT. Mutirane celice
torej lahko rastejo v prisotnosti TFT, medtem ko normalne celice ne
morejo. Mutante kvantificiramo po dolo¢enem ¢asu, v katerem izrazi-
jo novo fenotipsko lastnost tako, da jih razmnozujemo v gojis¢u, ki mu
dodamo selektivno substanco TFT (10, 11, 12).

Vrednotenje genotoksi¢nega potenciala neke snovi, ki ga zahtevajo
mednarodne regulatorne agencije, je dolo¢eno v razli¢nih dokumen-
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tih. Za registracijo farmacevtskih uc¢inkovin moramo upostevati
zahteve in navodila Organizacije za ekonomsko sodelovanje in razvoj
(OECD) (15) in Mednarodne konference za harmonizacijo tehni¢nih
zahtev za registracijo farmacevtskih ucinkovin za humano uporabo
(ICH). ICH je v okviru svojih navodil izdala dve poglavji, ki dolo¢ata
izbor metod za dolo¢anje genotoksic¢nosti in navodila za izvajanja teh
metod: S2A — Navodilo za specifi€ne vidike veljavnih genotoksi¢nih
testov za farmacevtike (16) in S2B — Standardna skupina testov za
dolo¢anje genotoksi¢nosti (17). OECD dolo¢a pravila izvajanja
metode MLA v poglavju 476 (15).

Za MLA uporabljamo celice misjega limfoma, klon L5178Y K"
3.7.2C, ki ga lahko kupimo v zbirki ATCC (CRL-9518) ali zbirki Jane
Cole, UK. Celice uvr§¢amo v varnostni razred 1 (biosafety level: 1),
kar pomeni, da je delo s celicami varno z upostevanjem obicajnih
pravil ravnanja z bioloskim materialom v laboratoriju. Celice rastejo v
suspenzijski kulturi z generacijskim ¢asom 11 ur. Imajo stabilno
Stevilo diploidnih kromosomov (11).

Navodila OECD zahtevajo izvajanje MLA v prisotnosti in odsotnosti
metaboli¢ne aktivacije. Za metaboli¢no aktivacijo uporabljamo
encime, ki jih pridobimo iz podganjih jeter, induciranih z znanimi
induktorji citokromov P450 (Na-fenobarbiton, -naftoflavon ali aroclor
1254). Pripravimo postmitohondrijsko frakcijo sesalskih jeter (S9), ki jo
v kon¢nem testnem vzorcu dodamo od 1 % do 10 %. S9 je na voljo
komercialno (Molecular Toxicology, Boone, NC, USA) ali jo pripravimo
sami po postopku, ki ga je opisal Ames s sodelavci (18).

Za gojenje celic uporabljamo gojis¢e RPMI 1640 z glutaminom (0,3
a/l) brez natrijevega karbonata, ki ga dodajamo naknadno do 0,11 %
(RyP). Za razlicne namene v poskusu dodajamo toplotno inaktiviran
konjski serum: 5 % v gojisce, v katerem celicam dodajamo testno sub-
stanco (RsP), 10 % v gojis¢e za gojenje celic (R;,P) in 20 % v gojisce
za pomnozevanje celic (CM). Obvezno dodajamo tudi pluronik F68
(0,5 %), ki zagotavlja suspenzijsko rast celic (6) in antibiotik. Gojis¢u
za razmnozevanje celic poleg 20 % seruma dodamo tudi antimikotik
in Na-piruvat (1,9 mM).

Selektivno gojisce

V testu uporabljamo dve selektivni gojis¢i: gojis€e za razmnozevanje
celic z dodatkom TFT (tri fluoro timidin), ki zagotavlja kvantifikacijo in
karakterizacijo mutant TK”, in THGM, ogisevalno gojisde, ki odstrani
spontane mutante in optimizira ob&utljivost metode. Sestava THGM je
naslednja: timidin (0,08 %), hipoksantin (0,05 %), glicin (0,075 %),
metotreksat (10 pg/ml).

Heterozigotne celice tktk v suspenziji spontano mutirajo v tk tk z
mutacijsko frekvenco 2 x 100 mutacij na generacijo (12, 13).
Homozigotne mutante moramo pred poskusom odstraniti.
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Odstranitev spontanih tk-/- mutant omogoCa metoda s posebnim
gojis¢em THGM. Gojis¢e vsebuje metotreksat, ki inhibira timidilatno
sintazo odvisno od folata in s tem sintezo timidin monofosfata. Celice
S0 zato prisiliene uporabljati zunajceli¢ni timidin, ki pa ga mora fosfo-
rilirati timidinska kinaza. Homozigotne mutante TK™ ne morejo fosfo-
rilirati eksogenega timidina in odmrejo zaradi pomanjkanja TMP. Drugi
dve sestavini gojis€a sta hipoksantin in timidin, ki ju dodamo zato, da
nadomestimo blokado metabolizma folata in posredno sintezo puri-
nov. Glicin dodamo kot vir metilnih skupin (13). Celice rastejo v
gojis¢u THGM 24 ur, nato jih speremo in resuspendiramo v THG
(THGM brez metotreksata). O¢iSCene celice uporabimo za eksperi-
ment, preostanek zavrzemo.

Topnost testne substance preizkusimo v razli¢nih topilih. Za topne
substance je najvi§ja koncentracija, ki jo izberemo, odvisna od tok-
si¢nosti le-te, vendar ne sme presegati koncentracije 5 mg/ml.
Organska topila naj ne bi presegala 1 % skupnega volumna vzorca.

Odmerki u¢inkovine za testiranje mutagenosti morajo segati do tok-
si¢nih koncentracij. NajviSje uporabljene koncentracije dovoljujejo
prezivetje v obmocju od 10-20 % glede na vzporedne kontrole, ki vse-
bujejo le topilo. Pred testom mutageneze dolo¢imo toksicni potencial
substance z meSanico S9 in brez nje. Za test uporabimo nasi¢eno
raztopino substance in e 8 razredcCitev. Celice izpostavimo substan-
ci tako, kot je dolo¢eno v testu mutagenosti, le da v tem primeru ne
delamo v duplikatu. Po tretiranju dolo¢imo gostoto celic s hemocito-
metrom, prilagodimo koncentracijo do 8 celic/ml in po 0,2 ml zaseje-
mo na 2 mikrotitrski plos¢i s 96 vdolbinami. Kulture inkubiramo 9 dni
na 37 °C v 5-% CO, atmosferi.

Stevilo negativnih vdolbin po 9 dneh in gostota celic, ki jo dologimo
po tretiranju s substanco, sluzita za izra¢un relativnega prezivetja (RS
- relative survival)) za vsako celi¢no kulturo na dan 0.

Naredimo dva popolna testa mutagenosti v prisotnosti in odsotnosti
mesanice S9. Vse kulture, ki jih izpostavimo testni substanci, pozitivn-
im in negativnim kontrolam, tretiramo v duplikatu.

V prvem poskusu izberemo 6 koncentracij. Najvisja koncentracija za
prvo testiranje je tista, ki inducira skoraj 100-% smrtnost celic.
Dodatne koncentracije izberemo z namenom, da bi dobili rezultate za
kriticne toksi¢ne koncentracije, tj. v obmocju od 10-20 % prezivetja.
Za netoksi¢ne substance najvi§ja koncentracija navadno ne presega
5 mg/ml. Za drugi poskus lahko koncentracije spremenimo, tako da
dosezemo ustrezen nivo toksi¢nosti.

3.3.1 Pozitivna in negativna kontrola

Negativna kontrola so celi¢ne kulture, ki jih obdelamo popolnoma
enako kot kulture v testu, le da namesto substance dodajamo topilo,
v katerem raztapljamo preizku$anec.

Kot pozitivno kontrolo lahko uporabimo razlicne mutagene. Pozitivha
kontrola, ki potrebuje metaboli¢no aktivacijo z meSanico S9, je za
indukcijo malih in velikih kolonij obi¢ajno 3-metilkolantren (3-MC topen
v DMSO). Kon¢na koncentracija v celi¢ni kulturi je 2,5 pg/ml.
Mutagena kemikalija, ki ne potrebuje metaboli¢ne aktivacije, je za
indukcijo velikih kolonij, etilmetan sulfonat (EMS), katerega kon¢na
koncentracija v kulturi je 250 pg/ml. Za indukcijo malih kolonij pa
uporabljamo metilmetan sulfonat do konéne koncentracije 15 pg/ml.

3.3.2 Tretiranje kultur

V gojis¢u, ki ga uporabljamo ob tretiranju, zmanjSamo nivo seruma do
5 %, ker previsoka koli¢ina seruma lahko zabrise ucinek nekaterih
mutagenov (12). Za vsako pozitivno in negativno kontrolo ter vsako
testno koncentracijo pripravimo po dve centrifugirki. V vsak par cen-
trifugirk dodamo odgovarjajo¢o koli¢ino gojis¢a, celice do koncen-
tracije 6 x 105 celic/ml, meSanico S9 oz. gojis€e, pozitivno kontrolo oz.
topilo ali eno od koncentracij preizku§anca. Vse epruvete inkubiramo
na rolerju 4 ure pri 37 °C. Odvzamemo majhen vzorec celic (~0,2 ml)
iz vsake kulture in dolo¢imo $tevilo celic (Stevilo celic dneva 0). Celice
nato speremo z 20 ml gojisca R,,P in resuspendiramo v R,,P do gos-
tote ~ 3x10° celic/ml. Del kultur razred¢imo v gojis¢u CM do koncen-
tracije 8 celic/ml. V vsako vdolbino na ploscici zasejemo po 200 pl
razredCene kulture. Inkubiramo v CO, inkubatorju 9 dni. Relativno
prezivetje dolo¢imo na enak nacin, kakor je opisano pri testiranju tok-
si¢nosti.

Naslednji dan celice ponovno prestejemo (Stevilo celic na dan 1) in jih
razredCimo tako, da imajo gostoto ~ 3><1O5 celic/ml. Kulture damo
nato nazaj v inkubator, Kkjer jih pustimo $e en dan.

Tretji dan (dan 2) celice spet prestejemo. Vse pozitivne in negativne
kontrole ter tiste kulture, ki so bile izpostavljene §tirim najvigjim kon-
centracijam testne substance in imajo najman] 3><1O5 celic/ ml, izber-
emo za izrazanje genetskih poskodb.

3.3.3 Izraianje genetskih poskodhb

Uc€inkovitost kloniranja

Vsako kulturo razredéimo v gojis¢u za pomnoZzevanije celic (CM) do 8
celic/ml. Po 200 pl kulture odpipetiramo na mikrotitrske plos¢e s 96
vdolbinami.

Selekcija mutant

Selekcijo mutant izvedemo tako, da h gojis¢éu CM dodamo TFT (3
. ) . 4

ug/ml). Celice resuspendiramo v selekcijskem gojis¢u (1x10 " celic/ml)

in razdelimo po 200 pl na mikrotitrske ploscice s 96 vdolbinami.

Vse plo$ce inkubiramo pri 37°C v atmosferi 5 % CO,, 95 % zraka (v/v),
dokler se kolonije popolnoma ne razvijejo (9 dni za dolo¢anje
uc¢inkovitosti kloniranja in 12 dni za selekcijo mutant). Po kon¢anem
poskusu pregledamo plos¢e pod lupo z osvetlieno podlago. Na
ploS¢ah poskusa ucinkovitosti kloniranja (iz dneva 2) po devetih dneh
prestejemo prazne jamice. lzratunamo ucinkovitost kloniranja

(cloning efficiency-CE, . iante)-

Na plos¢ah poskusa selekcije mutant po 12 dneh prestejemo vdol-
bine, ki imajo male kolonije, in vdolbine, ki vsebujejo velike kolonije.
IzraCunamo Stevilo praznih vdolbin. Molekularna osnova za velike in
male kolonije $e ni povsem razjasnjena. Ena hipoteza predpostavlja
gen, ki kontrolira celi¢no rast in naj bi bil blizu Tk1 gena (19).
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Poskodba kromosoma v tem delu naj bi vodila do upoc¢asnjene rasti
celice. Ugotovili so, da pri malih kolonijah dejansko prihaja do kromo-
somskih aberacij in nastajanja mikronukleusov z vecjo frekvenco kot
pri velikih kolonijah (20, 21). Avtorji so zakljucili, da dolocitev Stevila
malih kolonij lahko nakazuje obseg klastogenosti testirane substance
poleg mutagenosti, ki jo pokazejo velike kolonije.

Iz podatkov, ki jih dobimo iz plos¢e poskusa selekcije mutant, dologi-
mo razmerje med malimi in velikimi kolonijami in u¢inkovitost kloniran-
ja za mutante (CE,,i4ne)- 12 razmerja (CE CE izracu-
namo mutacijsko frakcijo.

mutante) / ( nemutante)

3.3.4 Izraéuni

IZRACUN RELATIVNEGA PREZIVETJA

Uc¢inkovitost kloniranja (CE-cloning efficiency)

|z razmerja med praznimi in polnimi jamicami izraunamo ucinkovitost
kloniranja (CE) po naslednji formuli (22):

P(o) = prazne jamice/vse jamice
CE = -In(P(0))/stevilo celic na jamico

Faktor celiénega Stetja (CCF - cell count factor)

Na zacetku eksperimentiranja je gostota celic 3x10™ celic/ml. Vsako
odstopanje od te gostote na koncu eksperimentiranja izraCunamo
tako, da Stevilo celic v individualni kulturi, ki smo jo tretirali, delimo s
poprecjem Stevila celic v kontrolnih kulturah:

CCF = individualna vrednost gostote celic po tretiranju /srednja vred-
nost gostote celic, tretiranih s topilom

Prezivetje
PreZivetje (S — survival) izrazimo kot zmnozek uc¢inkovitosti kloniranja
(CE) s faktorjem celi¢nega $tetja CCF:

S = CE xCCF

Relativno prezivetje
Relativno prezivetje (RS) je izrazeno kot razmerje med vrednostjo
prezivetja (S) individualne kulture in popre¢no vrednostjo prezivetja
(S) kontrolnih kultur.

RS = S individualne kulture/ poprec¢na vrednost S kontrolnih kultur.

RELATIVNA SUSPENZIJSKA RAST (RSG - relative suspension
growth)
Pri testiranju toksi¢nosti dologimo tudi relativno suspenzijsko rast, to
je zmoznost kulture, da se namnozi v dveh dneh do gostote 3 x 10
celic/ml:

IzraCun za totalno suspenzijsko rast je:

(Stevilo celic dneva 1 /kon¢na koncentracija dneva 0) x (Stevilo celic
dneva 2 /konéna koncentracija dneva 1)

% RSG (relativna suspenzijska rast) = ((vrednost suspenzijske rasti
individualne kulture) / (vrednost suspenzijske rasti za poprecje kon-
trolnih kultur)) x 100.

OCENA PREZIVETJA CELIC

Priporo¢eno izhodis¢e za oceno prezivetja pri poskusu na
mikrotitrskih plos¢ah je relativno prezivetie v dnevu 0. Relativno
prezivetje v dnevu O predstavlja ucinkovitost kloniranja kulture takoj
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po tretiranju. lzracun je prilagojen tako, da upo$teva izgubo celic
zaradi toksi¢nosti med tretiranjem (22).

Izracun relativnega prezivetja izvedemo po naslednjem postopku:

Na plo$¢ah za poskus ucinkovitosti kloniranja prestejemo prazne jam-
ice. Iz teh podatkov izradunamo ucinkovitost kloniranja (CE), faktor
celicnega Stetja (CCF), prezivetje (S) in relativno prezivetje (RS) po
formulah tocke 3.3.4.

|1z podatkov Stevila celic v posamezni kulturi ob upostevanju dnevnih
razredcitev izraunamo totalno suspenzijsko rast in relativno suspen-
zijsko rast (RGS) po formulah tocke 3.3.4.

OCENA MUTACIJSKIH FRAKCIJ

Mutacijsko frakcijo dologimo tako, da izra¢unamo razmerje med
ucinkovitostjo kloniranja mutant (CE, in u¢inkovitostjo kloniranja
nemutant (CE

mutam)

nemutant)'

Ucinkovitost kloniranja nemutant (CE . ,iant) iZraCunamo iz Stevila
praznih jamic, ki jih dobimo iz plo$¢e poskusa uc¢inkovitosti kloniranja
dneva 2 po formuli iz to¢ke 3.4.4. UpoStevamo Stevilo zasejanih celic
(1,6 celic/ jamico).

Ucinkovitost Kkloniranja za mutante (CE,, ) izratunamo iz Stevila
praznih jamic, ki jih dobimo iz ploSs¢e poskusa selekcije mutant po
enaki formuli kot zgoraj. Upostevamo, da smo na teh plos¢ah zasejali
2000 celic na jamico.

Mutacijsko frakcijo izracunamo iz razmerja mutacij med kulturo, ki
smo jo gojili v selektivnem gojis¢u, in kulturo, ki smo jo gojili v nese-
lektivnem gojis¢u.

Mutacijska frakcija = CE / CE

mutant nemutant

Vsako mutacijsko frakcijo izrazimo glede na 106 zivih celic.

Frakcija velikosti kolonij
Za vsako kulturo dolo¢imo razmerje med Stevilom malih in velikih
kolonij.

Statisticno znacilno frekvenco mutacij dolog¢imo v skladu z navodili
UKEMS (23). Logaritem frekvence mutacij kontrole primerjamo z log-
aritmom frekvence mutacij vsake testirane koncentracije z
Dunnettovim testom. 1z podatkov, ki smo jih pridobili s testiranjem, z
utezno regresijo preverimo linearni trend mutacijske frekvence. Test
za linearni trend je »enorepi«, negativnega trenda ne upostevamo. Ta
test potrebuje izracun faktorja heterogenosti, da dobimo modificirano
oceno variance.

Poskus je veljaven, ¢e dosezemo kriterije, ki se ujemajo z navodili
UKEMS (21) in sklepi Portlandskega delovnega sre¢anja (24).

Doseci moramo naslednje kriterije:
1. Frekvenca mutacij negativne kontrole (topilo) mora doseci vredé
nosti, ki so znotraj normalnega obmoc¢ja (nad 60 mutant na 10



Dolocanje mutagenega potenciala snovi na celicni liniji misjega limfoma

. U€inkovitost kloniranja negativnih kontrol

celic, vendar ne trikrat ve¢ od srednje vrednosti zgodovinskih okvirov)
(23, 24).

. Vsaj ena koncentracija vsake pozitivne kontrole mora izzvati statis-

ticno znacilno povecanje frekvence mutacij

iz eksperimentov
mutagenosti mora biti v okviru med 60 in 140 % na dan 0 in med
70in 130 % na dan 2 (283, 24).

. Ne smejo se pojavljati tehni¢ni problemi, kot je npr. kontaminacija,

prevelika toksi¢nost, spremembe ozmolarnosti ali pH.

Preizku§anec ocenimo kot mutagen, ¢e so izpolnjeni naslednji kriteriji:

1

2.

. Ce je poskus veljaven (tocka 4.2);

Ce je frekvenca mutacij ene ali ve¢ testiranih koncentracij statis-
ticno vecja od negativne kontrole (p<0,05);

. Ce analiza linearnega trenda pokaze od doze odvisno povecanje

frekvence mutacij.

Kriteriji za mutagenost, ki jo dolo¢imo s tem testom, so enaki za vse
kemikalije. Kon¢na ocena o varnosti je odvisna od rezultatov ostalih
testov in namena uporabe snovi. Pri zagotavljanju varne uporabe far-
macevtikov je potrebno pred prvim preizku§anjem zdravilne
uc¢inkovine na ¢loveka narediti in vitro teste za vrednotenje mutacij in
kromosomskih poskodb. Standardna skupina predpisanih testov
(omenjena v uvodu prispevka) mora biti narejena pred za&etkom II.
stopnje klinicnega preskusanja zdravila. Opisana metoda je torej eno
od pomembnih orodij farmacevtske industrije za zagotavljane varne
uporabe zdravilnih u¢inkovin.
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POVZETEK: Dusikov oksid lahko zaradi svoje radikalske narave pri poviSanih koncentracijah povzroci Stevilna obolenja in poskodbe tkiva na
mestu prekomernega nastanka. NO sintaze — druzina encimov, ki katalizirajo pretvorbo arginina do NO in citrulina, so pomembne terapevtske
tar€e, tako na nivoju vezave substrata in kofaktorjev, kakor tudi na nivoju genske ekspresije. Velik izziv za nacrtovanje in razvoj novih zdravil
predstavljajo izoformno selektivni inhibitorji NO sintaz.

Kljuéne besede: dusikov oksid, zaviralci NO sintaze, analogi L-arginina.

ABSTRACT: Due to its radical nature nitric oxide can cause many illness and injuries of tissue by elevated concentrations at the site of its exces-
sive formation. NO synthases — family of enzymes that catalyze conversion of arginine to NO and citrulline, are important therapeutic targets at
the level of binding of substrate and cofactors as well as at the level of gene expression. Isophormically selective inhibitors of NO synthases

represent considerable challenges for drug development.

Key words: nitric oxide, inhibitors of NO synthase, analogues of L-arginine.

V prvem strokovnem ¢lanku o dusikovem oksidu (1) smo predstavili
kemizem in radikalsko naravo dusikovega oksida (NO) v organizmu, v
drugem strokovnem ¢lanku (2) pa smo podrobneje obravnavali nje-
gove bioloske ucinke in u¢inkovine, ki spros¢ajo NO v in vivo pogoijih.
V tem prispevku pa bomo predstavili prijemalis¢a in razvoj nekaterih
selektivnih inhibitorjev NO sintaz (NOS) kot potencialnih zdravilnih
ucinkovin pri preprecevanju in zdravljenju obolenj oziroma poskodb
povezanih s prekomernim nastajanjem NO.

Druzina NOS obsega pri sesalcih tri izoformne oblike, ki so jih poimen-
ovali po lastnostih oziroma tipu celic v katerih so jih prvi¢ opisali:
endotelijska NOS (eNOS), nevronska NOS (nNOS) in inducibilna NOS
(iNOS) (3). Fizioloska vloga NO je dolo¢ena predvsem z izoformno
obliko NOS, ki ga tvori; lahko nastopa kot medceli¢ni mediator ali kot
citotoksi¢ni agens v imunskem sistemu. S prekomerno tvorbo NO v
dolo¢enih okolis¢inah pa lahko NOS povzrogijo poskodbe tkiva pri
Stevilnih obolenjih. V teh primerih bi lahko dosegli terapevtsko ugodne
uginke s selektivno inhibicijo iNOS in nNOS, medtem ko je dolgotraj-
na inhibicija eNOS vsekakor $kodljiva.

Povecana lokalna koncentracija NO ob hkratni prisotnosti drugih reak-
tivnih kisikovih in dusikovih zvrsti dokazano povzroci okvare v vsakem
tkivu (1, 3). Prekomerno izrazanje iNOS so opazili pri modelih sep-

ticnega Soka, pri vseh vnetjih, astmi in v mozganih po ishemiji ali trav-
mi. V Stevilnih nevrodegenerativnin obolenjih kot so Alzheimerjeva
bolezen, multipla skleroza, Parkinsonova bolezen ter pri avtoimunih
obolenjih (celiakija, artritis) ima iNOS pomembno viogo (4). Zal iNOS ni
edini vzrok za porast NO. Opisali so tudi prekomerno aktivnost nNOS.
Dokazali so, da se z N-metil-D-aspartatom (NMDA) inducirana nevro-
toksi¢nost zmanj$a ob soc¢asni uporabi zaviralcev NOS in da so pri
misih z okvarjeno nNOS poskodbe zaradi kapi blazje (5). Znano je, da
NO sintaze lahko v nekaterih okolis¢inah tvorijo tudi superoksidni
radikal, neodvisno od tvorbe NO. Za nNOS ugotavljajo, da najlazje tvori
superoksidni radikal, ko sta koncentraciji tetrahidrobiopterina (kofaktor)
ali arginina (substrat) nizki, pa tudi ob prisotnosti zaviralcev podobnim
argininu (6). Z omejitvijo prekomernega nastajanja NO lahko pri¢akuje-
mo dolocene terapevtske ucinke. Glavni problemi so specificnost zavi-
ranja samo dolo¢enega tipa NOS v dolocenih tkivih, $e zlasti so ter-
apevtsko zanimivi zaviralci INOS in nNOS. Njihov razvoj je v srediséu
danasnjih raziskav. Po mehanizmu delovanja so zaviralci NOS:

-analogi arginina,

-zaviralci dimerizacije NOS,

-zaviralci kofaktorjev NOS in

-zaviralci, ki delujejo po drugih mehanizmih.

L-arginin (L-Arg) v visokih koncentracijah (nad 100 pM) zavira eNOS.
Ucinek je posledica njegove vezave na alostericno mesto NOS in s
tem ovirana vezave L-Arg na aktivno mesto encima. Prvi znani zavi-
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ralci so bili preprosti analogi L-Arg, npr.: NG—monometiI—L—arginin (L-
NMMA), NG—nitro—L—arginin (L-NNA) in njegov metilni ester (L-NAME)
(7, 8, 9) (slika 1). Ceprav so si spojine strukturno podobne, zavirajo
NOS na razli¢ne nacine.

NH X = Me L-NMMA (R = H)
X = NO, L-NNA (R = H)

X\NJ\N/\/\(COOR X = NO, L-NAME (R = Me)
H o H

NH,

Slika 1: Prvi opisani zaviralci NOS: /\/3 -monometil-L-arginin (L-NMMA),
-nitro-L-arginin (L-NNA) in njegov metilni ester (L-NAME).

Figure 1: First known inhibitors of NOS: N -monomethyl-L-arginine

(L-NMMA), -nitro-L-arginine (L-NNA) and its methyl ester

(L-NAME).

L-NMMA, ki je izoformno nespecificen inhibitor, uporaben v razisko-
valne namene, pretvori encim v N-hidroksi-N-metil-L-arginin. Pri tem
nastane H,0,, ki ireverzibilno okvari encim. V majhnih odmerkih ima
L-NMMA ugodne ucinke pri terapiji septicnega Soka, glavobola ter
astme. Zmanj$a tudi vnetje koze, povzro¢ene z ultravijoli¢no svetlobo
(8, 6). L-NNA pa spremeni konformacijo aktivnega mesta NOS in
prepreci vezavo L-Arg. Tovrstni zaviralci se vezejo na NOS pocasi in
pocasi tudi disociirajo (10). Po vzoru N-nitroarginina (L-NNA) so
pripravili analoge, ki so selektivni inhibitorji nNNOS (11, 12) (slika 2).

NH R
OzN\N)J\N/\/\rX\N/L[\/]n/NHz
H H H
NH,
n=13
X = CO, CH,
R = CONH,, H

Slika 2: Peptidni in neamidni analogi L-NNA kot selektivni inhibitorji
nNOS.

Figure 2: Peptide and nonamide analogues of L-NNA as selective
inhibitors of nNOS.

Sol L-NMMA in acetilsalicilne kisline (slika 3) je kombinacija dveh
neselektivnih inhibitorjev encimov: NOS in ciklooksigenaze. V klini¢nih
testiranjih (6) jo preizkusajo za zdravljenje revmatoidnega artritisa,
kardiovaskularnih motenj in motenj v cerebralni cirkulaciji.

O,

NH AN
NH

Me._ )L COOH @COOH
N N/w‘/ . e
H H N

NH, OAc H

COOH
N Y

NH,

Slika 3: Sol L-NMMA in acetilsalicilne kisline in N-oksid L-NMMA.
Figure 3: Salt of L-NMMA and acetylsalicilic acid and N-oxide of L-NMMA.

Ugotovili so da z majhnimi spremembami v argininskem delu
pove¢amo selektivnost bodisi v smeri iNOS ali nNOS. N-oksid L-
NMMA (slika 3) je ucinkovit zaviralec iINOS, ki zavre tvorbo NO po
stimulaciji z lipopolisaharidi. Zamenjava metilne skupine pri L-NMMA
s propilno (N-propil-L-Arg) ali ciklopropilno (N-ciklopropil-L-Arg) pa
da selektivnejsi nNOS zaviralec (6).

Stevilni analogi arginina, citrulina, tiocitrulina in njihovih derivatov so
pretezno kompetitivni zaviralci nNOS. Te spojine preprecijo tudi tvor-
bo reaktivnih kisikovih spojin in bi bile lahko uporabne proti hipotenz-
iji, zveplo vsebujoci derivati pa pri terapiji artritisa, migrene in postop-
erativnega ileusa (3, 6).

NH H

e "o
H NH

N-aminogvanidini
\ N-tetrametilen-N"arilgvanidini
NH /

R
NH
W@\N//N\NJKNH )k
t

Re s g
R NH M,
)‘k wOH
N NH. SR
H nitrogvanidini

Me

arilgvanidini

Slika 4: Derivati gvanidina kot zaviralci NOS
Figure 4: Guanidine derivatives as NOS inhibitors

Med arilaminogvanidini in arilgvanidini (slika 4) so nasli selektivne
zaviralce iINOS, ki bi bili uporabni za zdravljenje septi¢nega $oka,
hipotenzije, revmatoidnega artritisa, ulceroznega kolitisa in od insuli-
na odvisnega diabetesa (3, 6). Zanimiv je poskus zdruzitve antioksi-
danta (derivat vitamina E) in zaviralca NOS (Slika 4, arilgvanidinski
derivat) v eno molekulo, ki isto¢asno zavira lipidno peroksidacijo in
nastajanje NO s priblizno enako ucinkovitostjo (13). Za derivate N-
tetrametilen-N-arilgvanidinov so ugotovili, da bi bili lahko kot selek-
tivni zaviralci nNOS (14, 15) (Slika 4) ucinkoviti pri terapiji nevrode-
generativnih bolezni, izboljSanju kréenja Zelodca in pri vnetnih obolen-
jih. Proucuijejo tudi uporabnost nitrogvanidinov, ki so zaviralci NNOS in
iNOS pri zdravljenju kardiovaskularnih bolezni, motnjah cerebralne
cirkulacije, aterosklerozi, diabetesu in sepsi.

Za amidine (slika 5) so ugotovili, da so selektivni zaviralci nNOS. Med
njimi iS¢ejo ucinkovine za zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni (6).

Tudi med S-substituiranimi izotiose¢ninami so ucinkoviti inhibitorji
NOS (3, 6, 16) (Slika 6). Podobno kot L-NMMA, te spojine poskoduje-
jo okolico hema NOS in tako preprecijo interakcijo encima s sub-
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Figure 5: Amidine derivatives

stratom. S-alkil izotiose¢nine so ucinkovitej§i zaviralci, kot derivati
arginina. Zaradi Zveplovega atoma, ki ima veliko afiniteto do hema je
S-metilizotiose¢nina 500 krat u¢inkovitejsi zaviralec iINOS, kot N-metil-
L-arginin. Med S-alkil izotiose¢ninami so tudi selektivni inhibitorji
nNOS, ki imajo terapevtski potencial pri zmanjSevanju poskodb
nevronov ob mozganski kapi in drugih nevrodegenerativnih obolenijih.
Bis-izotiose¢nine (1,3-PBITU, 1,4-PBITU; slika 6) kot prvi selektivni
zaviralci INOS, so zaradi nizke bioloSke uporabnosti in toksi¢nosti
(vpliva na Na“ /K" ATPazo) neuporabni.

S $tudijem vezave ligandov na NOS so prisli do treh znacilnosti, ki jih
mora imeti izoformno selektivni zaviralec (3, 16):

-na ogrodju mora biti gvanidinska, amidinska ali (tio)se¢ninska
skupina, ki lahko tvori vodikovo vez z glutamatno stransko verigo v
aktivnem mestu NOS. Prisotnost manj$e hidrofobne skupine (alkilna
ali tienilna) je ugodna, ker omogoc¢a dodatno hidrofobno interakcijo;
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Slika 6. Izotiosecninski derivati
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Figure 6: Isothiourea derivatives.
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-zaviralec mora imeti funkcionalno skupino, ki zagotavlja izoformno
selektivnost z moznostjo tvorbe primernega vzorca vodikovih vezi. S
to skupino izkoris¢amo razlike v aminokislinah med posameznimi izo-
formami v kanalu, po katerem pride substrat do aktivhega mesta;

-zaviralec mora imeti distancnik med obema deloma, ki je primerno
dolg in gibljiv, da doseZe izoformno specifi¢na podro¢ja.

Kljub veliki podobnosti arginin vezavnih mest pri izoencimih NOS so
razvili visoko selektivne inhibitorje. Naj omenimo 1400W (slika 7), ki je
10000 krat selektivnejsi pri zaviranju INOS kot eNOS in 30 krat selek-
tivnejsi glede na nNOS (3, 6, 17). Kljub ugodni u¢inkovitosti in selek-
tivnosti pa je 1400W prevec toksi¢na spojina, da bi jo uporabljali.

Me

HN N NH
H

Slika 7: Kemi¢na struktura 1400W
Figure 7: Chemical structure of 1400W

Vse izoformne oblike NOS postanejo kataliticno aktivne $ele, ko dimer-
izirata dve podenoti encima (3). Na nastajanje NO vplivamo tudi tako,
da oviramo nastanek aktivnega dimera NOS iz monomernih enot.
Opisani so derivati imidazolov, ki ob vezavi na hem v monomeru iNOS
motijo eno od vija¢nic monomera tako, da spremenijo strukturo veza-
vnega mesta za arginin (18). Inhibitor-monomer kompleks tako ne more
tvoriti niti arginin- niti tetrahidrobiopterin vezavnega mesta. Opisane
lastnosti imajo tudi protiglivicne ucinkovine: klotrimazol, mikonazol,
ketokonazol, ki poleg tega preprecujejo vezavo kalmodulina na iNOS.
Kot zanimivi so se izkazali pirimidinimidazoli, med 2-aminopiridini pa so
ze nasli stevilne relativno selektivne iINOS in nNOS inhibitorje (6).

Za encimsko aktivnost NOS so potrebni kofaktorji (6R)-5,6,7,8,-
tetrahidrobiopterin (BH,), flavinadenindinukleotid (FAD), flavin-
mononukleotid (FMN), zelezov protoporfirin IX (hem) in kalmodulin, ki
se vezejo na svoja vezavna mesta na aktiviranem dimeru NOS (3).
Zaviralci vezave flavina in kalmodulina so ze dolgo znani, toda zaradi
nezmoznosti doseganja selektivnosti so neuporabni. Vecjo pozornost
posvecajo snovem, ki zavirajo vezavo tetrahidrobiopterina. Kofaktor
(6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterin maksimalno aktivira vse tri NOS in sta-
bilizira kvarterno strukturo encima. S pomoc¢jo 3D-modela postavl-
jenega s poznavanjem kvantitativnega odnosa med strukturo in delo-
vanjem (3D-QSAR) so dologili strukturne zahteve za zaviranje nNOS:
4-okso- in 4-aminopteridini (slika 8) zavirajo nNOS desetkrat selek-
tivneje kot ostale NOS (19).

Nasli so tudi endogene peptide in proteine, ki se vezejo na izoforme
NOS in zavirjo njihovo aktivnost (3). NNOS inhibira 89 aminokislin dolg
protein, imenovan protein inhibitor NOS (PIN), ki se veZze na N-termi-
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Slika 8: 4-okso- in 4-aminopteridinski inhibitor izpeljana iz strukture
kofaktorja 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina

Figure 8: 4-oxo- and 4-aminopteridine inhibitors derived from the
structure of cofactor 5,6,7,8-tetrahydrobiopterine

nalni konec encima. Odkrili so tudi druge inhibitorne domene na
eNOS in nNOS, ki bi lahko bile taréna mesta za selektivno inhibicijo.
Tako in vivo aplikacija ogrodne domene kaveolina-1 inhibira eNOS
aktivnost, kar potrjuje, da utegne biti ta pristop uporaben.

V literaturi je opisanih veliko ucinkovin (tako endogenega kot ekso-
genega izvora), ki vplivajo na ekspresijo inducibilne NO sintaze
(iNOS) (20). Del ucinka uveljavljenih glukokorikoidov, je posledica
zaviranja transkripcije gena za iNOS. Obetajoc¢a ucinkovina, ki je v
fazi klinicnega testiranja, je analog heptapeptida a-melanocite stim-
ulirajo¢ega hormona (6, 21). Ta analog zavira izrazanje Stevilnih
klju€nih citokinov, kot so interlevkini -1, -6 in -10 in TNF-a., kakor tudi
iNOS. Poznani so tudi piridotienotriazinski derivati, ki nespecificno
zavirajo izrazanje iNOS in ciklooksigenaz (COX-1 in COX-2), vendar
§e ni povsem jasno, ali bo mogoce doseci selektivno zaviranje tran-
skripcije gena za iNOS (6). Podobno ni jasno, ali bo mozno doseci
povecanje ekspresije gena za eNOS. (Slika 9)

Poleg znanih donorjev dusikovega oksida, ki jih ze vrsto let uspesno
uporabljamo v terapiji in katerih delovanje so pojasnili z odkritiem
vloge NO v telesu, raziskovalci i§¢ejo in preizkusajo nove zdravilne
uc¢inkovine, z druga¢nimi mehanizmi spros¢anja NO, ki bi lahko delo-
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Slika 9: Piridotienotriazinski derivati kot nespecific¢ni zaviralci ekspre-
sije iINOS in ciklooksigenaz.

Figure 9: Pyridothienotriazine derivatives as nonspecific inhibitors of
iINOS and cyclooxygenases expression.

vale na Zelena tar¢na mesta in ucinkovine, ki bi uravnavale nastajan-
je NO. Dejstvo, da ima NO v mnogih patofizioloskih procesih vec-
plastno vlogo, otezuje odkritje zaviralcev INOS in nNOS, ki bi u¢inkovi-
to posegli v uravnavanje nastajanja NO in s tem v doseganje Zelene-
ga ucinka brez neugodnih posledic. V prednosti bodo ucinkovine, ki
bodo tkivno selektivne ter specificne za posamezno izoformno obliko
NOS, pri Eemer pa je Ze sedaj znano, da je primernej$a delna inhibi-
cija sintaze NO od popolne.

Glede na vpletenost NO v Stevilne procese v telesu, je pred razisko-
valci velik izziv pri naértovanju takih ucinkovin, ki bodo uravnavale le
dolo&ene procese, zato verjetno ne moremo pri¢akovati kmalu velikin
preobratov na tem podrocju. Velik napredek bo, e bo uspelo dostavl-
jati izbran zaviralec dolo¢ene izomorfne oblike NOS v dolo¢eno tkivo.
V tem primeru pa lahko pri¢akujemo velike spremembe pri mnogih
obolenijih, ki jih danes nemo¢no opazujemo.
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Mladi raziskovalec Rok Dreu je na Fakulteti za farmacijo izdelal in zago-
varjal doktorsko disertacijo z naslovom Izdelava pelet z razli¢nimi gran-
ulacijskimi teko€inami in vpliv hidrodinamskih razmer v Wursterjevi
komori na ucinkovitost filmskega oblaganja. Razumevanije fizikalnih
procesov, ki potekajo in so prisotni med delci trdne snovi ter tekocino,
je bistveno pri nadzorovanju tehnoloSkega procesa in izdelovanju far-
maceviske oblike. Cilj doktorskega dela je bil dolociti vpliv granu-
lacijske tekocine na lastnosti pelet ter poiskati ustrezno teoreti¢no razla-
go oz. fizikalno koli€ino, ki bi opisovala spremembe lastnosti pelet
preko razlik v lastnostin uporabljenih granulacijskin tekocin. Vpeljali
smo zmnozek povrsinske napetosti (y ), dielektricne konstante granu-
lacijske tekoCine (eg) in kosinusa stiCnega kota granulacijske tekocine s
trdnimi snovmi pelete (cos(®)) z namenom razlage mehanizma nastan-
ka razlik v lastnostih pelet. Produkt vy, .cos(©).eq smo vpeljali, ker meni-
mo, da obstaja fizikalno ozadje, ki omogoc¢a razlago vpeljanega zmnoz-
ka kot sorazmernostnega faktorja s seStevkom sil zgostitve aglomerata
med suSenjem in sil, ki zgostitvi aglomerata nasprotujejo. Pelete smo
izdelali s tehnologijo iztiskanja in kroglienja ob uporabi vode, etanola in
vodno/etanolnih mesanic kot granulacijskih tekocin. Vrednotenije izde-
lanih pelet je pokazalo, da natezna trdnost in ¢as razpadnosti pelet
naraS¢a z nara$Canjem vrednosti vpeljanega zmnozka v, .Cos(0).gg,
medtem ko se obrabnost, povpre¢ni premer por in poroznost pelet
zmanjSujejo. Obstoj korelacij med predlaganim zmnozkom in lastnostmi
pelet kaze na to, da granulacijska tekocina vpliva na kon¢ne mehanske
in strukturne lastnosti pelet prek vpliva na velikost sil zgostitve in sil, ki
zgostitvi med procesom su$enja aglomerata nasprotujejo. Hkrati pa
poznavanje vrednosti predlaganega zmnozka nakazuje moznost
napovedovanja mehanskih lastnosti pelet.

Poznavanje, razumevanje in obvladovanje postopka oblaganja z
Wursterjevo procesno komoro nam omogoca zagotavljanje zveznih,
enakomernih in ponovljivih filmskih oblog. Namen dela je pokazati
povezavo med enakomernostjo in kakovostjo filmske obloge pelet ter
povprecnim volumskim delezem pelet v podrocju razmejitvenega valja
Wursterjeve komore in s tem eksperimentalno potrditi pomen
volumskega deleza pelet. V ta namen smo oblozili vzorce pelet pri
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razliénih masnih tokovih zraka in razli¢nih velikostih reze med distribuci-
jsko plosco in razmejitvenim valjem. RSD-je debelin filmske obloge smo
dolocili prek posredne metode doloCanja raztrosa debeline filmske
obloge z dolo¢anjem koncentracije barvila v filmski oblogi. Z vgradnjo
lopute v procesno komoro smo doloCili volumske deleze pelet v
podrocju razmejitvenga valja, in sicer pri razlicnih masnih tokovih zraka
in velikostih reze. Z mnozenjem volumskega deleza pelet in lokalne
hitrosti pelet, ki smo jo dologili s snemanjem s hitro kamero, smo dobili
relativno merilo masnega toka pelet. Ugotovili smo, da je masni tok pelet
pri dolo¢enem masnem toku zraka skozi komoro skoraj konstanten
oziroma neodvisen od velikosti reze med razmejitvenim valjem in dis-
tribucijsko plo$¢o. Primerjava med merilom za masni tok pelet ter RSD-
jem debeline obloge ni pokazala povezave, medtem ko se RSD debe-
line filmske obloge linearno povecuje z vecanjem volumskega deleza
pelet v podrocju oblaganja (eg) kot posledica ucinka medsebojnega
sencenja, vendar le za eksperimente oblaganja s podobnimi velikostmi
rez med razmejitvenim valjem in distribucijsko plos¢o (20, 25 mm).

Z namenom razumevanja rezultatov in zelje po nadomestitvi eksperi-
mentov smo pri¢eli z razvojem CFD simulacije gibanja delcev v
Wursterjevi komori. S Pitotovo cevjo smo pomerili hitrostne profile zraka
znotraj razmejitvenega valja Wursterjeve komore ter izraCunali masne
tokove zraka. S CFD orodjem Fluent 6.1 smo razvili simulacijo gibanja
toka zraka skozi Wursterjevo komoro ob odsotnosti pelet. Na podlagi
primerjave eksperimentalnih vrednosti masnih tokov zraka skozi razme-
jitveni valj s simulacijskimi vrednostmi lahko trdimo, da simulacija ob
nacrtani racunski mrezi, izbranem standardnem k-e turbulentnem mod-
elu ter predpisanih robnih pogojih daje ustrezne rezultate. Dobljeni
rezultati predstavljajo trdno osnovo za nadaljnji razvoj simulacije.

Dr. Rok Dreu, mag. farm., je zagovarjal doktorsko disertacijo
7. januarja 2005 na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.

Mentor:  prof. dr. Stane Sr¢i¢, mag. farm., Fakulteta za farmacijo
Somentor: prof. dr. Iztok Zun, univ.dipl.inZ.str., Fakulteta za strojnistvo
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POVZETEK: Porfirini so cikli¢ni tetrapiroli, derivati osnovnega tetrapirol porfina. So vmesni presnovni produkti v biosintezi hema. Sintentizirajo
se v vseh celicah sesalcev. Pri zdravem ¢loveku se v manjSih koli¢inah izlo€ajo iz organizma z blatom in urinom. Poznamo tri glavne vrste por-
firinov: uroporfirin, koproporfirin in protoporfirin. Bolezni, ki se pojavljajo v zvezi z njimi, so dedne ali pridobljene motnje v biosintezi hema. Za
boljSe razumevanje jih razdelimo v eritropoeticne ali hepaticne oblike, glede na primarni polozaj pomanjkanja encima. Za Klini¢ni dokaz
hepati¢nih porfirij so ponavadi pomembni sekundarni dejavniki kot: zdravila, hormoni, prehrana, alkohol, dolo¢ene halogenske hidrokarbonske
mesanice in poskodbe jeter. Pri akutnih hepati¢nih porfirijah je nujno takoj$nje diagnosticiranje in zdravljenje.

Kljuéne besede: porfirini, porfirija, porfinurija, porfirinemija.

ABSTRACT: Porphyrins are cyclic tetrapyrroles which can be considered as derivatives of the parent tetrapyrrole. They are synthesized in all
mammalian cells. They excrete of the health human body in small quantities through excrement and urinous. In humans, there are three major
porphyrins: uroporphyrin, coproporphyrin and protopotphyrin. Porphyrias are hereditary or acquired disorders of heme biosynthesis. For prac-
tical reasons, they are classified into erythropoietic or hepatic forms according to the primary site of enzyme deficiency. For the clinical mani-
festation of hepatic porphyrias secondary factors are usually of importance, e.g. drugs, hormones, nutrition, alcohol, certain halogenated hydro-
carbon compounds, hepatic lesions. Acute hepatic porphyrias have to give rise to medical emergencies and require intensive care treatment.

Key words: porphyrins, porphyrias, porphyuremia, porphyrinemia

protoporfirin Ill. Protoporfirin IX je v obliki hema in hemoglobina, mio-
globina in v vecini citokromov. Porfirini kompleksirajo Stevilne kovinske
ione in tvorijo metaloporfirine. Porfirinogeni, ki so intermediati v sintezi
porfirinov predstavljajo porfirine, v katerih sta dva dusika v pirolnih
obrocih in vsi metilenski ogljiki hidrogenirani. Vsi bioloski metaloporfiri-
ni se na enak nacin sintetizirajo do stopnje protoporfirina IX (1).

Porfirije spadajo v skupino redkih bolezni. Pojavljajo se po vsem
svetu. Povezane so s podedovanimi in pridobljenimi motnjami v bios-
intezi hema. Primarne ali podedovane bolezni v porfirinskem metabo-
lizmu so relativno redke, pogostejSe so nekatere sekundarne ali pri-
dobljene motnje. Laboratorijska diagnostika porfirinskih bolezni je v
osnovi povezana z analitiko porfirinov in porfirinskih intermediatov.
Vedno bolj postajajo pomembni analizni postopki, ki omogocajo

spremljanje koncentracij metabolitov, znagilnih za porfirinske motnje. L . . o
Ime »porfirin« je grskega izvora in izhaja iz besede »porphyrax.

Raztopine porfirinov so temno rde¢e do $krlatno obarvane. V strukturi
tetrapirolovega obro¢a so prisotne Stevilne konjugirane dvojne vezi.

Porfirini so cikli¢ni tetrapiroli, derivati osnovnega tetrapirol porfina. V
derivatih porfina so B-vodikovi atomi popolnoma ali delno substituirani
z razli¢nimi stranskimi verigami, kot so: alkil, hidroksialkil, vinil, kar-
bonil ali karboksilna skupina. Razli¢ni porfirini so razvr§&eni glede na
vrsto stranskih verig. V skladu s tem razlikujemo naslednje porfirine:
protoporfirin, koproporfirin, etioporfirin, mezoporfirin in uroporfirin. Vsi
naravni protoporfirini vsebujejo dve razli¢ni stranski verigi vsakega
pirolovega obroca. Torej so pri dveh razlicnih verigah mozne Stiri
izomere. Protoporfirin se v naravi nahaja le kot izomer $tevilka IX in
ker je opredeljen kot derivat koproporfirina Ill, se lahko imenuje tudi

Porfirini in hem se sintetizirajo v vseh celicah sesalcev. Aktivnost bios-
inteze je najbolj pomembna v kostnem mozgu in jetrih. Niz reakcij vodi
do sinteze hema, ki se zacne s sukcinil koecimom A in glicinom ter
konc¢a z vkljucitvijo Fe2+ jona v molekulo protoporfirina IX (Slika 1) (2).
Pri sintezi hema sodeluje osem encimov, §tirje v mitohondrijih in §tirje
v citosolu. Predlagana imena encimov so bila objavljena leta 1992 v
soglasju s komisijo za nomenklaturo “The International Union of
Biochemistry” (Mednarodno zdruzenje za biokemijo). Sprejeta imena
encimov so preprecila zamenjave z do tedaj uporabljenimi imeni.
Imena encimov so navedena v preglednici 2 (3).

mag. Ljuba Krnjak, prof. kem. in biol., dr. Milan Skitek, mag.farm., Kliniéni center Ljubljana, Klini¢ni institut za kliniéno kemijo in biokemijo, NjegoSeva 4,

Ljubljana, Slovenija
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Sintaza aminolevulinske kisline EC 2.3.1.36

V prvi reakciji biosinteze hema nastane aminolevulinska kislina (ALA).
Sintentizira se v mitohondrijih z encimom sintazo aminolevulinske
kisline iz glicina in sukcinil koencima A v prisotnosti pirodoksalfosfata.
Aktivnost encima sintaze aminolevulinske kisline uravnava hitrost
celotne sinteze hema, vendar je njena aktivnost manjSa od aktivnosti
ostalih encimov sistema (4).

Sintaza porfobilinogena EC 4.2.1.24

Drugi encim v biosintezi hema je encim sintaza porfobilinogena, ki
katalizira nastanek porfobilinogena iz dveh molekul ALA. ALA nastaja
v mitohondrijskem matriksu in se premika v citosol, Kkjer deluje.
Zmanj$ana aktivnost sintaze porfobilinogena je zelo redka motnja.
Bolezen se deduje avtosomno recesivno. Pri homozigotih je aktivhost
encima zmanj$ana za ve¢ kot 95 %. V literaturi najdemo opisanih Sest
taksnih primerov. Oseba, ki je heterozigotna za mutacijo, ne zboli, je
zgolj prenasalka. Heterozigoti so povezani s prirojenimi porfirinskimi
motnjami. Oblike motenj so blage, v¢asih nezaznavne (fenotipsko,
biokemijsko) ali pa so klini¢no spregledane. Povzrocitelji motenj so
lahko zunanji dejavniki, na primer svinec. Laboratorijska ugotovitev o
znizani aktivnosti sintaze porfobilinogena pokaze zvisano koncen-
tracijo ALA z normalno koncentracijo porfobilinogena (5).

Hidroksimetilbilan sintaza EC 4.3.1.8

Tretji encim v biosintezi hema je hidroksimetilbilan sintaza, ki katalizira
sintezo Stirih molekul porfobilinogena v hidroksimetilbilan (6). Akutna
intermitentna porfirija se pojavi pri posamezniku, kjer je aktivnost
hidroksimetilbilan sintaze v eritrocitin 50 % ali manj. Bolezen je avto-
somno recesivna. Za pojav teh obolenj je potrebna mutacija na obeh
alelih genskega lokusa. Incidenca v svetu je priblizno 5 do 10
primerov na 100 000 prebivalcev. Vec¢ kot 90 % posameznikov z muti-
ranim genom nikoli ne zboli (7).

Uroporfirinogen lll sintaza EC 4.2.1.75

Cetrti encim v biosintezi hema je uroporfirinogen Il sintaza. Ta katal-
izira pretvorbo hidroksimetilbilana v uroporfirinogen. Pri homozigotih
je aktivnost encima nizka. Heterozigoti pri tem niso prizadeti. Motnja
se izraza z moc¢no fotoobcutljivostjo in temno rde¢o barvo urina v
neonatalnem obdobju (8). Zobje in kosti fluorescirajo. Ko bolezen
napreduje, zajame Se druge dele telesa, na primer prste in nos, ki so
izpostavljeni son¢nim zarkom. Smrt najpogosteje nastopi ze v zgod-
njem otrostvu. Nastop bolezni v kasnej§em zivljenjskem obdobju vodi
v kopi¢enje porfirinov, ki ni vedno povezano z znacilno
fotoobcutljivostjo. Pri bolnikih so opazne brazgotine in deformacije
rok, prstov, nosu in uSes. Laboratorijske preiskave pokazejo zvisano
izlo¢anje porfirinov v urinu, tudi do 20-krat ve¢ kot je normalno. To je
redka avtosomno recesivna motnja, ki se pojavlja kot kongenitalna
eritropoeti¢na porfirija ali Guntherjeva bolezen (4).

Uroporfirinogen dekarboksilaza EC 4.1.1.37

V peti stopnji biosinteze hema se uroporfirinogen dekarboksilira v
koproporfirinogen. Porfirija kutanea tarda je najbolj prepoznavna por-
firija z incidenco 1 primer na 25 000. Pojavlja se kot dedna ali pri-
dobljena bolezen. Porfirija kutanea tarda je avtosomno dominantno
dedna bolezen in ima 50 % zmanjSano aktivnost encima v jetrih in
eritrocitih. Nasprotno je pri pridobljeni porfiriji kutanea tarda za 50 %
zmanj$ana aktivnost encima le v jetrih, v eritrocitih pa je aktivnost
encima normalna. Pri bolnikih se pojavi znacilna prizadetost koze in
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jeter. Laboratorijski rezultati pokazejo zvisane vrednosti uroporfirinov
in koproporfirinov v urinu (9). Hepatoeritropoeti¢na porfirija je zelo
redka dedna bolezen, pri kateri aktivhost encima ponavadi za 5 do 10 %
odstopa od normalne aktivnosti (4).

Koproporfirinogen oksidaza EC 1.3.3.3

Koproporfirinogen oksidaza je $esti encim, ki sodeluje v biosintezi
hema. Nahaja se na notranji strani membrane mitohondrija.
Mehanizmi za transport reaktantov in produkta skozi mitohondrijske
membrane niso pojasnjeni.

Hereditarna koproporfirija je akutna hepati¢na porfirija, ki se izraza kot
akutna nevrolo$ka porfirija ali porfirija s fotoobcutljivostjo ali pa kot
oboje hkrati (v priblizno 30% primerov). Bolezen se deduje avtosom-
no dominantno s prirojeno encimsko okvaro koproporfirinogen oksi-
daze. Laboratorijske preiskave pokazejo zvisanje koproporfirina Il v
blatu in urinu. V akutnih stanjih bolezni so zvisane vrednosti porfo-
bilinogena in ALA v urinu. Bolniki so obc&utljivi na sonéno svetlobo
zaradi kopi¢enja porfirinov v kozi (10).

Protoporfirinogen oksidaza EC 1.3.3.4

Sedmi encim v biosintezi hema je encim protoporfirinogen oksidaza v
membrani mitohondrijev. Ta oksidira protoporfirinogen v protoporfirin
IX. Protoporfirin IX nastaja z encimsko oksidacijo kot edini porfirin v
biosintezi hema. Ostali porfirini nastajajo z neencimsko oksidacijo in
predstavljajo ireverzibilno pot v biosintezi hema.

Porfirija variegata se lahko pojavi kot akutna nevrolo$ka porfirija ali
porfirija z mo¢no fotoobdutljivostjo ali kot oboje hkrati (v priblizno
30 % primerov). Bolezen je dominantno dedna. Laboratorijski rezultati
pokazejo trajno zviSanje porfirinov in koproporfirinov v blatu. Akutni
napadi bolezni so povezani z zvisanimi vrednostmi ALA, porfobilino-
gena, koproporfirinov in uroporfirinov v urinu. Bolniki so moc¢no
obdutljivi na sonéno svetlobo in mehanske poskodbe (4).

Ferohelataza EC 4.99.1.2

Zadnja faza v biosintezi hema je vgrajevanje Fe’ v protoporfirin IX.
To reakcijo katalizira encim ferohelataza na notranji membrani mito-
hondrija. Tako nastane hem. Ferohelataza je specificna za Fe”" in
preprecuje vezavo Fe3+ v molekulo porfirina. Za vezavo tekmujejo
kovinski ioni z valenco 2+. Na primer: Zn2+ je v visokih koncentracijah
prisoten ob nastajanju rdecih krvnih celic in neposredno tekmuje z
Fe2+ za encimski vstop v protoporfirin IX. Nastali cinkov protoporfirin
(ZPP) je posredni pokazatelj razpolozljivosti zeleza pri dozorevanju
eritroblasta. Porast zviSanih koncentracij ZPP pri razli¢nih pridobljenih
motnjah je povezan z motnjami v metabolizmu zeleza, kar povzro¢a
pomanjkanje zeleza in anemije pri kronicnih boleznih. Zvisane kon-
centracije aluminija pri dializnih bolnikih ali zastrupitev s svincem prav
tako povzrocijo zviSanje ZPP z motnjo v metabolizmu Zeleza (11).

Aktivnost encima ferohelataze pri eritropoeti¢ni protoporfiriji znasa
50 %. Zvisane so koncentracije protoporfirina v krvi, zol¢u in blatu.
Presezek protoporfirina se nalaga v koZi, posledica je obd&utljivost
koze na son¢no svetlobo ze v otrostvu. Bolezen preide v kroni¢no fazo
kot solarni ekcem. Za zdravljenje bolnikov je potrebna primerna za$ci-
ta pred soncem in B karoteni, ki zmanjsujejo fotoobcutljivost (12).



Pomembnost porfirinov v laboratorijski diagnostiki

V sintezo hema je vkljucenih osem encimov, ki delujejo v tesni med-
sebojni povezavi. Genetski material, ki dolo¢a njihovo sintezo, je
namescen na razli¢nih kromosomih. Gena za sintazo aminolevulinske
kisline in hidroksimetilbilan sintazo kontrolirata sintezo hema.

Sintaza aminolevulinske kisline ima dva izoencima: eritroidnega in
neeritroidnega. Eritroidni gen je bil izoliran na X kromosomu, neer-
itroidni gen pa na kromosomu 3. V neeritroidnih tkivih je za normalno
delovanje, na primer mitohondrijskih citohromov, potrebna nizka kon-
centracija hema. Neeritroidni izoencim se sintetizira na prostih poliri-
bosomih v obliki predhodnika. Predhodnik se naprej preoblikuje v zrel
encim preko translokacije v mitohondrijih predvsem s cepitvijo N-ter-
minalnega konca predhodnika. Dokazano je, da hem inhibira prenos
predhodnika sintaze aminolevulinske kisline v mitohondrijih, kar pred-
stavlja pomembno kontrolno tocko, saj se sintaza aminolevulinske
kisline v citoplazmi hitro razgrajuje. V nasprotju z drugimi celicami
mora razvijajoCi se eritroblast akumulirati visoke koncentracije hema
za nastanek hemoglobina.

Hidroksimetilbilan sintaza ima tudi dve encimski obliki: eritroidno in
neeritroidno, vendar se v nasprotju z sintazo aminolevulinske kisline te
oblike razvijejo iz istega gena. Bolj kot sintaza aminolevulinske kisline
deluje hidroksimetilbilan sintaza v dozorevajo€em eritrocitu kot kon-
trola za sintezo hema in omogoca akumulacijo hema v eritrocitih.
Humani gen je sestavljen iz 15 eksonov s preko 10 kilobaznih parov v
DNA. Prisotna sta dva promotorja, ki povzro¢ita dve razli¢ni obliki
sporoc¢ilne mRNA: eritroidne in neeritroidne. Vodilni promotor je aktiv-
en v vseh celicah in inducira transkripcijo dalje neeritroidne mRNA,
ki povzroCi nastanek izoencima, sestavljenega iz 361 aminokislin.
Nevodilni promotor pa je aktiven samo v eritroidnem tkivu in povzrodi
nastanek mRNA, ki je krajSa za sekvenco prvega eksona. Primarna
struktura eritroidnega encima je zgrajena iz 344 aminokislin in je iden-
ti¢na strukturi neeritroidnega izoencima, razen v odsotnosti 17
aminokislin na amino terminalnem koncu. Okvara v prvem eksonu
hidroksimetilbilan sintaznega gena lahko povzro¢i normalno koncen-
tracijo encima v razvijajo€em eritrocitu in zmanj$ano koncentracijo v
drugih tkivih. Priblizno 5 % bolnikov z akutno prehodno porfirijo ima
normalne koncentracije hidroksimetilbilan sintaze v eritrocitih (13).

Izraz »porfirija« je leta 1911 opisal Gunther (14). Porfirinske motnje so
bile pred preucitvijo biosinteze hema opredeljene s klini¢nimi znacil-
nostmi. Porfirije so tudi razvr$€ene glede na vrsto tkiva, to je, ali gre
za hepati¢no ali eritropoeti¢no tkivo. Na splosno porfirinske motnje
delimo na primarne ali podedovane in sekundarne ali pridobljene
motnje. Pridobljene motnje so veliko pogostejSe kot podedovana stan-
ja. Laboratorijska podpora pri diagnostiki porfirinskin motenj je v
dolo¢anju zvianih porfirinov in porfirinskih intermediatov. Dodatne
informacije dobimo z merjenjem aktivnosti posameznega encima, ki
sodeluje v biosintezi hema in s testiranjem genske osnove. Danes je
molekularna biologija vse bolj uveljavljeno diagnosti¢no orodje za
preucevanje porfirij (15).

Primarne ali podedovane porfirinske motnje
Metabolne abnormalnosti v primarnih porfirinskin motnjah so rezultat
podedovanih sprememb v genih, ki kodirajo specificne encime v

biosintezi hema. Primarne porfirinske motnje lahko razdelimo v dve
vecdji skupini: 1) nevroloske in/ali psihiatricne oblike porfirij, ki se
pogosto pojavljajo v akutnem stanju in 2) oblike, povezane s
fotoobcutljivostjo (16, ). Ta razvrstitev je pomembna za diagnostiko
bolezni. Simptomi nevroloskih porfirij so na primer povezani z zvisan-
jem predhodnikov porfirinov, porfobilinogena in ALA. Simptomi
fotoobd&utljivosti so povezani z akumulacijo porfirinov. Ce se porfirini
povisano izlo¢ajo v urinu, gre za porfirinurijo, e pa je zvisana njihova
koncentracija v eritrocitih gre za porfirinemijo. Znane porfirije so: kon-
genitalna eritropoeti¢na porfirija (KEP), eritropoeti¢na porfirija (EPP),
hepatoeritropoeti¢na porfirija (HEP), akutna intermitentna porfirija
(AIP), hereditarna koproporfirija (HK), porfirija variegata (PV) in porfir-
ija kutanea tarda (PKT). Vse te bolezni so podedovane, z izjemo PKT,
ki je lahko podedovana ali pridobljena zaradi podedovane in/ali pri-
dobljene okvare encima uroporfirinogen dekarboksilaze.

Sekundarne ali pridobljene porfirinske motnje

Nastajajo pod vplivom zunanjih dejavnikov kot so: zastrupitve s tezki-
mi kovinami (najbolj pogosta je zastrupitev s svincem), alkoholom, pri
anemijah, levkemijah, infekcijah, boleznih jeter in pri Hodgkinovi
bolezni. Zvisano koncentracijo porfirinov zasledimo v urinu in blatu
(17).

Porfobilinogen in ALA sta dobro topna v vodi, se koncentrirata v urinu
in ju zato v klini¢nih laboratorijih dolo¢amo skoraj izklju¢no v urinu.
Postopki dolo¢anja porfobilinogena in ALA najpogosteje temeljijo na
barvni reakciji z Ehrlichovim aldehidnim reagentom in kislo raztopino
paradimetilaminobenzaldehida (DMAB). Porfobilinogen reagira z
Ehrlichovim reagentom, pri ¢emer nastane obarvan produkt naj-
pogosteje roznato rdece ali Skrlatne barve. Danes uporabljamo vec¢
razli¢nih modifikacij Ehrlichovega reagenta, ki se med seboj razlikuje-
jo po koncentraciji DMAB ter vrsti in koncentraciji kisline.

6.1.1 Doloéanje porfobilinogena v urinu

Za meritve porfobilinogena je pomembno, da lo¢imo med kvalitativni-
mi presejalnimi testi kot so Watson-Schwartzov (18) in Hoeschev test
(19) in kvantitativnimi dolo¢anji. Presejalni testi so relativno slabo
obcutljivi in pogosto lazno pozitivni, oziroma lazno negativni.
Presejalni testi se v glavnem uporabljajo v primeru nujnih dolocCitev, ki
pa jih moramo kasneje potrditi s kvantitativno metodo. Referen¢ne
vrednosti porfobilinogena v nakljuénem vzorcu urina so pod 2,0 mg/L
(8,8 umol/L), v 24-urnem vzorcu pa pod 3,4 mg/d (15 pmol/d). Pri
nevroloskih ali psihiatriénih porfirijah zasledimo tudi do 10-kratno
zviSanje vrednosti porfobilinogena v urinu od zgornje referen¢ne
meje. Danes so na trzis¢u ze dostopni reagenti za porfobilinogen pre-
sejalne teste, v katere je vklju¢en anionski izmenjevalec, ki lo¢i porfo-
bilinogen od drugih interferenénih substanc. Pri tem dobimo bolj
zanesljive rezultate. NajpogostejSa metoda za kvantitativno dolocitev
porfobilinogena je postopek z ionskim izmenjevalcem. Bolj ob&utljive
metode pa so osnovane na HPLC metodi (20).

6.1.2 Doloéanje ALA v vrinu

Pri odkrivanju akutnih nevroloskih porfirij doloéamo ALA skupaj s por-
fobilinogenom. Porfobilinogen in ALA sta zviSana pri akutnih porfirijah,
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pri tem ALA nekoliko manj. ALA je pomembna $e pri ovrednotenju
zelo redke porfirije zaradi zmanjSane aktivnosti porfobilinogen sin-
taze. Postopki za dolo¢anje ALA so podobni tistim za dolo¢anje por-
fobilinogena. Na razpolago imamo postopke z ionskimi izmenjevalci in
alternativne fotometricne metode za hitre teste. Postopki obi¢ajno
zahtevajo dodatno reakcijo z reagentom, kot je acetilaceton, ki kon-
vertira ALA v pirolni derivat, ki nato povzroc¢i nastanek znacilne barve
z Erlichovim reagentom. Problem interferenc je tu e vecji kakor pri
porfobilinogenu. ZviSane koncentracije ALA povzro¢i tako akutna kot
kroni¢na izpostavljenost etanolu (21) in svincu (17). Pri dolo¢anju ALA
je pomembno tudi shranjevanje vzorca do analize. Urine lahko shran-
jujemo pri 4°C v temi do 14 dni brez izgub aktivnosti ALA. Medtem ko
je porfobilinogen bolj stabilen pri pH vrednosti 8 do 9, je ALA bolj sta-
bilna pri pH vrednosti 3 do 4. Pri bolj kislem pH pa se njena stabilnost
zmanj$a. Referen¢na vrednost ALA v naklju¢énem vzorcu urina je pod
4,5 mg/L (84 umol/L) in v 24-urnem urinu pod 7,5 mg/d (57 pmol/d).

Vegina porfirinskih spojin mo¢no absorbira pri valovni dolzini 400 nm,
kar imenujemo Soretov pas. Vzbujanje s Soretovim pasom proizvaja
karakteristi¢no fluorescenco v oranzno rdeem obmocju pri valovni
dolzini 550 do 650 nm. Intenziteta fluorescence je odvisna od pH in je
bolj intenzivna v kislih raztopinah. Fluorescenca omogoca detekcijo
porfirinov tudi v nanomolarnih koncentracijah. Kvantitativna metoda
za indentifikacijo porfirinov je HPLC s fluorescenénim detektorjem.
Priprava ustreznih kalibratorjev predstavlja problem zaradi nizke top-
nosti porfirinov, teznje po dimerizaciji in tvorbe drugih oblik agregatov
v vodnih raztopinah. Nove tehnike, kot so kapilarna elektroforeza (22)
in masna spektrometrija (23), bodo imele pomembno viogo v prihod-
nosti pri dolo¢anju porfirinov.

6.2.1 Doloéanje porfirinov v vrinu

V laboratorijih porfirine v urinu obi¢ajno dolo¢ajo s presejalnimi testi,
ki jim sledijo kvantitativne metode v primeru pozitivnih vzorcev (24). V
nekaterih laboratorijih dolo¢ajo porfirine v urinu neposredno s kvanti-
tativno metodo.

Referenc¢ne vrednosti so:

uroporfirin 3,9 (3,5-5,7) pmol/mol kreatinina ali <37 (32-63) nmol/dan in
koproporfirin <22 (19-34) pmol/mol kreatinina ali <221 (195-320)
nmol/dan.

V literaturi je objavljeno veliko Stevilo razliénih postopkov uporabe
HPLC za dolo¢anje porfirinov v urinu (25).

6.2.2 Doloéanje porfirinov v krvi

Koncentracija porfirinov v serumu in plazmi je zelo pomembna pri
diagnostiki razli¢nih porfirinskih motenj. Referenéna vrednost za
celotne porfirine v serumu je pod 15 nmol/L. Najvi§ja koncentracija
porfirina v polni krvi in eritrocitih je ZPP, ki ga ne najdemo v serumu in
plazmi, razen ob prisotnosti hemolize. ZPP nastane v dozorevajo¢em
eritrocitu, ¢e je zmanjSana koncentracija razpolozljivega zeleza. ZPP
v polni krvi se v Kklini¢nih laboratorijih dolo¢a s fluorometrijo in z bolj
dolgotrajnimi ekstrakcijskimi metodami. Referenéna vrednost ZPP v
polni krvi in eritrocitih je 30 do 70 pmol/mol hema. Za dolo¢anje
prostih ali s kovino kompleksiranih protoporfirinov v polni krvi obstaja-
jo razli¢ni HPLC postopki (26).
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6.2.3 Druge tehnike za doloéanje porfirinov v krvi
Zvisano vsebnost porfirinov v eritrocitih lahko dolo€amo neposredno
z uporabo fluorescenéne mikroskopije v razmazih periferne krvi (27).
Ta postopek se uporablja kot presejalni test za odkrivanje eritropoet-
itne porfirije. Vsebnost porfirinov v eritrocitni populaciji prav tako
lahko dolo¢amo s preto¢no citometrijo, saj je porazdelitev florescent-
nih eritrocitov drugacna pri protoporfiriji v primerjavi z normalnimi
vzorci (28).

6.2.4 Doloéanje porfirinov v blatu

Analiza porfirinov v blatu se uporablja za diferencialno diagnostiko
akutnih nevroloskih porfirij, eprav rezultati niso vedno jasni. Najbolj
pomebna porfirina v diagnostiki porfirinskin motenj sta koproporfirin in
protoporfirin (29).

Referen¢ne vrednosti so:

koproporfirin pod 200 pg/dan (<306 nmol/dan) ali <45 nmol/g suhe
teze in

protoporfirin - pod 1500 pg/dan (<2670 nmol/d) ali <150 nmol/g suhe
teze.

Dolo¢anje uroporfirina je lazje in bolj ustrezno v vzorcih urina, kjer ne
poteka razgradnja z bakterijami. V diagnosti¢ne namene je dolo¢anje
porfirinov v zol€u, ki ga dobimo z duodenalno aspiracijo bolj primer-
no kakor v blatu, pri ¢emer pa problem predstavlja pridobitev vzorca.
V blatu poteka bakterijska razgradnja, kar pogosto lahko privede do
napacne diagnoze porfirinskin moten;.

Podedovane porfirinske motnje so povezane z zmanj$ano aktivnostjo
(aktivnost je 50 % ali manj) dolo¢enega encima. Z encimskimi testi
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Pomembnost porfirinov v laboratorijski diagnostiki

Preglednica 1: Pregled encimov v biosintezi porfirinov in hema (3).

Table 1: Overview the Enzymes of Porphyrin and Heme Biosynthesis (3).

ENCIMI (Ostala imena encimov) Dedne bolezni

Zvi8ani intermediati

1. Sintaza aminolevulinske kisline Ni
(Sintaza aminolevulinske kisline)

2. Sintaza porfobilinogena Porfirije Aminolevulinska kislina
(Aminolevulinska dehidraza)

(Aminolevulinska dehidrataza)
(Aminolevulinska hidrolaza)

3. Hidroksimetilbilan sintaza AlP Porfobilinogen
(Porfobilinogen deaminaza) Aminolevulinska kislina
(Uroporfirinogen | sintaza)

4. Uroporfirinogen llI sintaza KEP
(Uroporfirinogen kosintaza)

(Uroporfirinogen izomeraza)

5. Uroporfirinogen dekarboksilaza PKT in HEP Uroporfirin, Porfirini

6. Koproporfirinogen oksidaza HK Porfobilinogen, Koproporfirin

7. Protoporfirinogen oksidaza VP Porfobilinogen, Protoporfirin

8. Ferohelataza EPP Protoporfirin

(Hem sintaza)
(Hem sintetaza)
(Protohem feroliaza)

Legenda: EPP eritropoeticna protoporfirija, KEP kongenitalna eritropoeticna porfirija, AIP akutna intermitentna porfirija, HK hereditarna kopro-
porfirija, VP variegate porfirija, PKT porfirija kutanea tarda, HEP hepatoeritropoeticna porfirija, PKT porfirija kutanea tarda

(V oklepajih so uporabljena imena encimov do leta 1992).

lahko identificiramo tiste encime, pri katerih obstaja vecje tveganje za
podedovane motnje. Tehni¢ne tezave, povezane z encimskimi testi
bodo delno odpravljene Sele, ko bomo v klini¢nih laboratorijih zaceli
rutinsko izvajati teste na genski osnovi. Primer je porfirija variegata, ki
je povezana z znizano aktivnostjo protoporfirinogen oksidaze in fero-
helataze. Tako je verjetno zaradi dejstva, da se ti encimi nahajajo v
kompleksu v mitohondrijih in nestabilnost enega vpliva tudi na druge-
ga. Z drugimi besedami: dolo¢itev znizanja encimske aktivnosti Se ne
pomeni, da smo odkrili vzrok zmanj$anja, saj je to lahko sekundarna
posledica podedovanim motnjam (15). Vecina nosilcev okvarjenih
encimov, kot sta hidroksimetilbilan sintaza in uroporfirinogen dekar-
boksilaza nikoli ne razvijejo bolezni zaradi njihove znizane encimske
aktivnosti (7). Z razvojem molekularne biologije na podro¢ju diagnos-
tike monogenskih in poligenskih bolezni, ki se ukvarja z ugotavljanjem
mutacij na enem ali obeh alelih genskega lokusa na avtosomnih kro-
mosomih, se izboljSuje diagnostika in zdravljenje dednih porfirinskih
moten;.

Pogostnost porfirij v Sloveniji je priblizno enaka kot v ostalih drzavah
po svetu. V zadnjih desetih letih je tehni¢ni napredek na podrocju
molekularne biologije bistveno pripomogel k diagnozi mnogih pode-
dovanih porfirinskih motenj. V svetu se Ze v mnogih klini¢nih labora-
torijih, in&titutih in na fakultetah ukvarjajo z molekularno diagnostiko
monogenskih in poligenskih bolezni. Laboratorijska diagnostika ded-
nih porfirij z encimsko okvaro ostaja odprto vprasanje v prihodnosti.

Testiranje pridobljenih porfirinskih motenj se premalo uporablja.
Zunanji dejavniki lahko bistveno in funkcionalno spremenijo biosinte-
zo hema in lahko sluzijo kot znacilni pokazatelji toksi¢nih vzrokov
obravnavanih  bolezni. Za specificnega bolnika je klju¢en izbor
primernih laboratorijskih testov za vrednotenje porfirinskih bolezni.
Posebno mesto zavzemajo nujni primeri akutnih porfirij, pri katerih je
potrebna kakovostna in ucinkovita laboratorijska podpora za pravilno
diagnozo porfirinskih bolezni in primerno zdravljenje.
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Nedavno je Sodis¢e ES razglasilo Svedski monopolov nad prodajo
zdravil na drobno za nasproten nacelom notranjega trga Evropske
unije. Pri tem je postavilo nekatera pomembna pravna pravila, ki jih
morajo upostevati tudi drzave Clanice pri presoji skladnosti njihovih
nacionalnih ureditev na podro¢ju trgovine z zdravili.

Na Svedskem lahko na podlagi Zakona o trgovini z zdravili
(1996:1152 om handel med lakemedel m.m.) trgovino zdravil na drob-
no brez recepta in na recept izvajajo le drzava ali pravne osebe, na
katere ima drzava prevladujo¢ vpliv. Zakon doloCa izjemo od tega
pravila glede trgovine na drobno doloCenih zdravil bolnignicam,
zdravnikom in veterinarjem - tako trgovino lahko namrec izvajajo drugi
dobavitelji, ¢e imajo dovoljenje za trgovino na debelo. Za krsitev tega
zakona je predvideno kaznovanje z globo ali z zaporno kaznijo dveh
let ali vec.

Od leta 1970 je bila prodaja zdravil na drobno na Svedskem zaupana
druzbi pod drzavno kontrolo Apoteket, ki je uZivala prodajni monopol.
Apoteket je Svedska druzba z omejeno odgovornostjo v glavnem z
neprofitno podlago, katere upravo sestavljajo politiki in drzavni urad-
niki; Svedska vlada pa ima v tej druzbi dvotretjinski vecinski delez
njenega kapitala.

Apoteket ne uvaza zdravil sam, ampak mu jih dobavljajo bodisi
neposredno proizvajalci na Svedskem bodisi grosista Kronans
Droghandel in Tamro, ki delujeta zgolj kot logisti¢na centra za dosta-
vo zdravil Apoteketu. Slednji razpolaga s priblizno 800 lekarnami, ki
jihima v lasti in jih sam vodi. Lokacijo teh lekarn je dolo¢il Apoteket v
tesnem sodelovanju z obcinskimi organi in z organi s podro¢ja
zdravstva. V ruralnih obmocijih Apoteket uporablja priblizno 970 far-
macevtskih agentov, ki jih nadzoruje. Zaloge farmacevtskih zastop-
nikov so v lasti Apoteketa, njihov izbor pa dolo¢a regionalni direktor
le-tega skupaj z lokalnimi zdravstvenimi sluzbami. Nazadnje je tudi
Apoteket po telefonu prodajal zdravila brez recepta.

Primer je priSel pred Sodis¢e Evropske skupnosti (odslej Sodisce ES)
po tem, ko so Svedski organi zacleli kazenski postopek zoper
g. Hannerja kot direktorja $vedske druzbe Bringwell International AB,
katere delni lastniki so Norvezani in delni Svedi. Ta druzba je med 30.
majem in 27. julijem 2001 na trg dala dvanajst embalaz za oblize in
nikotinske zvecilne gumije (ti proizvodi se po Svedskem zakonu Steje-
jo za zdravila brez recepta) in s tem krsila Svedsko ureditev, ki trgovi-

ni na drobno pridrzuje zdravila v Apoteketu. V svojo obrambo je g.
Hanner pred Svedskim sodi§¢em zatrjeval, da ta ureditev ustvarja
drzavni monopol, ki je v nasprotju z 28., 31. in 43. ¢lenom Pogodbe o
ES (PES). Ker so se nacionalnemu sodniku postavljala vprasanja
glede skladnosti navedene Svedske ureditve s pravom Skupnosti, je
zaprosil Sodisc¢e ES za pojasnila.

31. ¢len PES od drzav ¢lanic zahteva, da prilagodijo drzavne mono-
pole ekonomske narave, tako da zagotovijo odpravo diskriminacije
med drzavljani drzav ¢lanic, in sicer tako kar zadeva pogoje
naroc¢anja blaga kot njihove prodaje.

31. ¢len PES je uvrs¢en med dolocila, ki zagotavljajo prost pretok
blaga. Njegov temeljni namen je drzavam c¢lanicam prepreciti
uporabo njihovih ekonomskih monopolov za protekcionisticne
namene in s tem oblikovanje ovir prostemu pretoku blaga, ki jih druga
dologila PES specifi¢no prepovedujejo. 31. ¢len PES torej predstavlja
specificno dolocilo, katerega namen je odpraviti ovire prostemu pre-
toku blaga, ki izhajajo iz ravnanja drzavnih monopolov.

Glede na predpostavke navedenega dolocila sta g. Hanner in
Evropska komisija pred Sodis¢em ES trdila, da je Svedska ureditev
prodaje drzavni diskriminatorni monopol, ki je v nasprotju s ¢lenom 31
ES. V podporo svojim stali§¢em je Komisija trdila, da opisana ureditev
prodaje zdravil lahko ogrozi trgovino zdravil iz drugih drzav &lanic
glede na trgovino nacionalnih zdravil in je torej lahko diskriminatorna.
Sistem izbire zdravil brez recepta naj ne bi bil pregleden, naj ne bi
predvideval obrazloZitve v primeru zavrnitve in naj se nad njim ne bi
izvajal neodvisen nadzor. Prodajno omrezje naj bi v velikem delu
temeljilo na farmacevtskih zastopnikih, katerih niti Stevilo niti polozaj
naj ne bi bila podvrzena objektivnim merilom ali moznostim nadzora.

Svedska vlada je nasprotno navedla veé trditev, ki utemeljujejo, da
ureditev prodaje zdravil ni drzavni diskriminatorni monopol, ki bi bil v
nasprotju z 31. ¢lenom PES. To je argumentirala z dejstvom, da je bil
izbor zdravil na recept odvisen bistveno od dejavnikov, na katera
Apoteket ni imel nobenega vpliva, torej od dejstva, ali je zdravilo sub-
vencionirano ali ne, in od izbire zdravnika, ki predpise zdravilo. Enako
naj bi izbor zdravil brez recepta temeljil na objektivnem merilu strogo
trzne narave, torej na predvidljivi oceni povprasevanja. Poleg tega naj
bi moral Apoteket dobaviti vsako zahtevano zdravilo in naj bi v praksi
s centralnim in informatiziranim registrom proizvodov, odobrenih kot
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zdravila za prodajo na Svedskem, to izvréil v &tirindvajsetih urah. Za
vsak nov proizvod, ki je odobren kot zdravilo, naj bi vsem lekarnam
poslal brosure s podatki. Sicer pa naj bi proizvajalci z oglasevanjem
za zdravila brez recepta svobodno vplivali na povprasevanje
potro$nikov in na odlocitve izbire Apoteketa.

Sodisce ES je svojo presojo zacelo s poudarkom, da se dolo¢ba 31.
¢lena PES uporablja za drzavne monopole trzne narave in to za vse
organe, s katerimi drzava Clanica pravno ali dejansko, neposredno ali
posredno nadzoruje, doloca ali ob&utno vpliva na uvoz ali izvoz med
drzavami ¢lanicami. Na tej osnovi je Sodis¢e ES zakljugilo, da opisana
Svedska ureditev prodaje pomeni drzavni monopol trzne narave. V
bistvu Apoteket opravlja trzno dejavnost, torej prodajo zdravil na
drobno, ki ji jo omenjeni §vedski zakon izklju&no pridrzuje. Se veg,
Svedska vlada ne ugovarja temu, da Apoteket glede te dejavnosti
nadzoruje drzava zaradi svoje vecCinske udelezbe v kapitalu te druzbe
in v strukturi njenega upravljanja.

31. ¢len PES sicer ne zahteva popolne ukinitve drzavnih monopolov
trzne narave, vendar pa dolo¢a tako prilagajanje, da se glede pogo-
jev nabave in trzenja odpravi vsakréna diskriminacije med drzavljani
drzav ¢lanic. Namen 31. ¢lena PES je v bistvu uskladiti moznost drzav
¢lanic, da ohranijo dolo€ene monopole trzne narave kot sredstva za
dosego ciljev javnega interesa z zahtevami vzpostavitve in delovanja
skupnega trga. Njegov cilj je odpravljanje ovir za prosti pretok blaga
z izjemo omejevalnih u¢inkov glede menjav, ki niso povezane z obsto-
jem zadevnih. Na tej osnovi je glede monopolov prodaje Sodisce pre-
sodilo, da niso sprejemljivi monopoli, ki delujejo tako, da je trgovina
blaga iz drugih drzav ¢lanic pravno ali dejansko zapostavljena glede
na trgovino nacionalnega blaga.

Naloga Sodis¢a ES je bila preuciti, ali nacin ureditve in delovanja
zadevnega drzavnega monopola lahko zapostavlja zdravila iz drugih
drzav Clanic in ali v praksi ta monopol zapostavlja taka zdravila. Pri
tem je Sodis¢e ES sklicujo¢ se na preteklo sodno prakso poudarilo,
da mora sistem izbire monopola prodaje temeljiti na neodvisnih mer-
ilih izvora proizvodov in mora biti pregleden, tako da doloCa
obveznost obrazlozitve odlocitev in neodvisni postopek nadzora. Nato
mora biti njegovo omreZje prodaje organizirano tako, da $tevilo krajev
prodaje ni omejeno na to, da se Skoduje oskrbi; kon¢no pa morajo biti
ukrepi trzenja in oglaSevanja istega monopola nepristranski in neod-
visni od izvora proizvodov in se morajo uporabljati za spoznavanje
potro$nikov z novimi.

Sodis¢e ES pa je v predmetnem primeru ugotovilo, da $vedska ured-
itev (sporazum med $vedsko vlado in Apoteketom) ne doloc¢a niti
nacrta nakupa niti sistema ,ponudb®, v okviru katerih naj bi bili proiz-
vajalci, katerih proizvodi niso izbrani, upravi¢eni do obvestila obra-
zlozitve odloCitve o izboru. Prav tako ne predpisuje moznosti ugovora
tej odlocCitvi pred organom neodvisnega nadzora. Nasprotno je po
tem dogovoru videti, da ima Apoteket naceloma proste roke pri izbi-
ranju po svoji volji. To dejstvo je zadostovalo za ugotovitev, da nacin
ureditve in delovanja Apoteketa in natan¢neje njegovega sistema izb-
ora zdravil lahko neugodno vpliva na trgovino z zdravili iz drugih
drzav Clanic glede na trgovino Svedskih zdravil. Tako se drzavni
monopol ne vodi tako, da izklju¢i vsakréno diskriminacijo zoper zdrav-
ila iz drugih drzav ¢lanic in posledi¢no krsi 31. ¢len PES.
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V drugem delu sodbe se je Sodis¢e ES ukvarjalo z vpraSanjem, ali je
mogocCe predstavljeno ureditev vendarle opraviCiti z dolocenimi
utemeljenimi razlogi. Pri opravi¢evanju drzavnih monopolov je potreb-
no upos$tevati drugi odstavek 86. ¢lena PES, ki doloca:

»Podjetja, pooblas¢ena za opravijanje storitev splosnega gospo-
darskega pomena, oziroma podjetja, ki imajo znacaj dohodkovnega
monopola, ravnajo po pravilih iz te pogodbe, zlasti po pravilih o
konkurenci, kolikor uporaba taksnih pravil pravno ali dejansko ne
ovira izvajanja posebnih nalog, ki so jim dodeljene. Razvoj trgovine ne
sme bili prizadet v takSnem obsegu, ki bi bil v nasprotju z interesi
Skupnosti. «

Glede tega iz sodne prakse Sodi§¢a izhaja, da se ¢len 86(2) ES lahko
navaja v utemeljitev, ¢e drzava ¢lanica dodeli podjetju za upravljanje
s storitvami v splosnem gospodarskem interesu izklju¢ne pravice, ki
so v nasprotju s ¢lenom 31(1) ES, &e se izpolnitev posebne naloge,
ki mu je bila dodeljena, lahko zagotovi le z dodelitvijo teh pravic in
toliko, da razvoj menjave ni ogrozen tako, da bi bil v nasprotju z
interesom Skupnosti. Opravicilo Svedske ureditve je Sodis¢e ES
kratko zavrnilo mene¢, da brez sistema izbora, ki naj bi izkljucil
vsakréno diskriminacijo zdravil iz drugih drzav ¢lanic, sporna ureditev
prodaje zdravil ni opravicljiva.

Na tej osnovi je SodiS¢e ES zakljucilo, da Svedski drzavni monopol
nad prodajo zdravil na drobno nasprotuje pravu ES.

Svedska ureditev prodaje zdravil na drobno je zelo specifi¢na.
Vendar pa tudi v Sloveniji najdemo podrocja, na katera bi lahko apli-
cirali pravna pravila Sodi§¢a ES v navedenem primeru. V tem okviru
bi Zeleli izpostaviti podroc¢je imunoprofilakse in kemoprofilakse.

V' Sloveniji se imunoprofilaksa in kemoprofilaksa izvajata na osnovi
predpisanih programov za posamezne skupine prebivalcev.
Cepljenje izvajajo zdravniki v zdravstvenih zavodih in zasebni zdravni-
ki, pa tudi Institut RS za varovanje zdravja, delo vseh pa usklajujejo
obmocni koordinatorji na Zavodih za zdravstveno varstvo in nacional-
ni koordinator pri Institutu za varovanje zdravja.

V skladu z vsakoletnim programom imunoprofilakse in kemoprofi-
lakse, ki ga izda minister za zdravje, se le-ti izvajata izklju¢no s
preparati, ki jih za obmocje Republike Slovenije nabavlja, skrbi za
kontrolo njihove kakovosti, centralno shranjuje in distribuira Institut RS
za varovanje zdravja.

Ekskluzivna pravica Instituta za varovanje zdravja do nabave in dis-
tribucije cepiv in drugih zdravil, namenjenih imunoprofilaksi in kemo-
profilaksi, nasprotuje ustavno zajamceni pravici do svobodne gospo-
darske pobude in predstavlja obliko pravno zavarovanega drzavnega
monopola. Monopol Indtituta za varovanje zdravja namre¢ zasebno-
pravnim subjektom preprecuje, da bi opravljali dejavnost nabave in
distribucije imunoloskih zdravil, s ¢imer je na tem podrocju odpravlje-
na konkurenca.

Ne glede na posebnosti, so zdravila, vkljuéno z imunoloskimi zdravili,
blago, za katerega je v okvirih Evropske unije predviden prost pretok,
distribucija zdravil pa predstavlja dejavnost, za katero je po



Svedski monopol prodaje zdravil nasproten evropskemu pravu - kaj pa slovenska ureditev?

slovenskem nacionalnem in po pravu ES potrebno zagotoviti svobod-
no konkurenco.

Sodba Sodis¢a ES v Svedskem primeru ter analiza starejSe sodne
prakse Sodi§¢a ES s podrocja drzavnih monopolov dokazujeta, da
ekskluzivna pravica nabave in distribucije imunoloskih zdravil, ki je s
podzakonskimi predpisi podeljena Institutu za varovanje zdravja RS,
ni zakonita — ne samo z vidika slovenskega notranjega prava glede na
pomanjkanje zadostnih pooblastil v zakonskih predpisih — ampak tudi
z vidika prava ES. Ekskluzivna pravica prodaje nujno vkljucuje cen-
tralizacijo vsega naro€anja predmeta prodaje. Subjekt, kakrSen je
IVZ, ki ima monopolno pravico prodaje dolo¢enega proizvoda,
predstavlja ne samo edinega prodajalca tega proizvoda v Sloveniji,
ampak je tudi edini slovenski naro¢nik tega proizvoda. Proizvajalci
in prodajalci na debelo se lahko namre¢ obrnejo samo na IVZ, da bi
si zagotovili prodajo dolo¢enih imunoloskih zdravil odjemalcem na
slovenskem trgu. Kar je pri tem motec¢e za Sodis¢e ES, je dejstvo, da

lahko nacionalni prodajni monopolist, tako kot uvozni monopolist, sam
dolo¢a, kateri proizvodi bodo plasirani na trg zadevne drzave ¢lanice.
S tem pa je monopolist tudi v poloZaju doloCanja stopnje uvoza iz
drugih drzav ¢lanic, na enak nacin kot imetnik ekskluzivne uvozne
pravice. Vse navedeno velja za IVZ, ki ima pravico neodvisno odloci-
ti (Ceprav v sodelovanju z zdravstvenim strokovnim svetom), katera
imunolo$Ska zdravila bo prodajal svojim odjemalcem in bodo
posledi¢no imela dostop na slovenski trg.

Pri tem poudarjamo, da pri omejevanju ekskluzivnih pravic javno-
pravnih subjektov, ki so pogosto podeljene pod krinko javnega interesa,
nacionalno in evropsko pravo izpostavljata tudi drugi vidik javnega
interesa, ki je v koristih, ki jih svobodna konkurenca predstavija za
potro$nike (in nacionalne zavode zdravstvenega zavarovanja). Ta
interes je namre¢ ratio ve€ine pravnih pravil proti ekskluzivnim pravicam
na gospodarskih podrocjih, kakréno je trzenje imunoloskih zdravil.

Zanimivosti iz stroke

LetoSnje srecanje uradnih evropskih kontrol-
nih laboratorijev je potekalo ob deseti oblet-
nici ustanovitve mreze uradnih evropskih
kontrolnih laboratorijev (Official Medicine
Control Laboratory Network - OMCL
Network).

Mreza uradnih evropskih kontrolnih labora-
torijev je v obdobju desetih let vzpostavila
pomembne mehanizme kontrole kakovosti
zdravil v evropskem prostoru. V letu 1998 je
vzpostavila postopek poenotene kontrole in
spro$¢anja krvnih izdelkov in cepiv v
Evropski uniji in Evropskem gospodarskem
prostoru (Official Control Authority Batch
Release Procedure — postopek OCABR).
Postopek je bil v zadnijih letih uspedno dopol-
njen s postopkom poenotene kontrole in
spros$¢anja imunoloskih zdravil za uporabo v
veterinarski medicini.

V1. 1999 je EMEA v sodelovanju z EDQM in
nacionalnimi pristojnimi organi za zdravila
izdelala postopek za vzorCenje in testiranje
zdravil, ki so pridobila dovoljenje za promet
po centraliziranem postopku registracije
(Centrally Authorised Products Programme —
CAP Programme). Tudi program CAP je odprt
za sodelovanije le za Clanice Evropske unije in
Evropskega gospodarskega prostora.

Zavod za farmacijo in za preizkusanje zdrav-
il Ljubljana kot uradni kontrolni laboratorij za
kontrolo kakovosti zdravil za uporabo v
humani medicini sodeluje v mrezi od
ustanovitve dalje. Z vstopom Republike
Slovenije v Evropsko unijo 1. maja 2004 pa
se je aktivno vkljucil tudi v postopek OCABR
in program CAP.

Mreza uradnih evropskih kontrolnih labora-
torijev preverja usposobljenost laboratorijev s
Studijami preverjanja usposobljenosti labora-
torijev (Proficiency Testing Studies). V
desetletnem obdobju je OMCL Network
organiziral ve¢ kot petdeset tovrstnih Studij.

Mreza uradnih kontrolnih laboratorijev je
izdelala vodila za izgradnjo sistema zago-
tavljanja kakovosti v preskusnih laboratorijih
za analizno preskusanje zdravil, ki temeljijo
na mednarodnem standardu SIST EN
ISO/IEC 17025. Vodila z novo sprejetimi
dokumenti  OMCL Network vsako leto
izpopolnjuje z novo sprejetimi dokumenti
kakovosti. Del dokumentov sistema zagotavl-
janja kakovosti je sprejela tudi Evropska
akreditacija (EA).

V evropskem pravnem redu je sedaj vloga
kontrole kakovosti zdravil v prometu in urad-

nih kontrolnih laboratorijev opredeljena in for-
malizirana z direktivo 2004/27/EC (dopolnjuje
direktivo 2001/83/EC —zdravila za uporabo v
humani medicini) in direktivo 2004/28/EC
(dopolnjuje direktivo 2001/82/EC — zdravila
za uporabo v veterinarski medicini).

V svetovalni organ mreze OCABR evropskih
uradnih kontrolnih laboratorijev (Ad-GEON)
je bila letos prvi¢ s Stiriletnim mandatom
izvoljena tudi predstavnica slovenskega
uradnega kontrolnega laboratorija, dr.
Martina Cvelbar.

Letos je ob lethem sreCanju uradnih evrop-
skih kontrolnih laboratorijev prvi¢ od obstoja
mreze potekal tudi simpozij, odprt Sirsi
strokovni javnosti, predvsem farmacevtski
industriji. Na simpoziju so bile predstavljene
dejavnosti  Evropskega
kakovost zdravil, povezane z mrezo uradnih
evropskih kontrolnih laboratorijev. Na okrogli
mizi, ki je sledila predstavitvam, je farma-
cevtska industrija lahko izrazila pri¢akovanja
glede prihodnjega razvoja dejavnosti OMCL
Network.

direktorata za
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Junija bo poteklo sto let od prve omembe
besede hormon. Ernest Henry Starling, pro-
fesor fiziolologije v University College v
Londonu, je prvi¢ leta 1905 uporabil besedo
hormon za »snovi, ki predstavljajo kemi¢ne
prenasalce med celicami in celotnim krvozil-
jem ter lahko koordinirajo aktivnost in rast
razlicnih delov telesa«, v svojem predavanju
o vplivih izlo€kov trebusne slinavke na gas-
trointestinalni trakt. Tedaj ugledni profesor je
leta 1915 prav tako opredelil aktivnosti srca,
ki ga danes poznamo pod imenom Frank-
Starlingov zakon srca.

Beseda hormon izvira iz grske besed hor-
man, ki pomeni vzpodbuditi. Ideja o kemi¢nih
prenasalcih je obstajala Ze pred Starlingom.
V svojih raziskavah sta Nemec Arnold
Adolphe Berthold in Francoz Claude Bernard
v sredini devetnajstega stoletja predvidevala,
da mora obstajati nekaksna komunikacija
med organi. Kasneje pa so $tevilni zdravniki
uporabljali izvleCke iz zivalskih endokrinih
Zlez za zdravljenje motenj v delovanju $¢it-
nice, nadledvi¢ne zleze in trebusne slinavke.
V Casu prve omembe hormonov, ko se o hor-
monih ni vedelo prakticno ni¢, pa vse do
danes, sto let kasneje, je znanost naredila

farm vestn 2005; 56

velik korak naprej. Vse od razumevanja delo-
vanja pa do kontracepcije, in vitro fertilizaci-
je, pa tudi do proizvodnje humanih rekombi-
nantnih hormonov. Danes vemo, da hormoni
koordinirajo in se vklju€ujejo v metabolne in
razvojne procese v razli¢nih celicah in da se
njihovo delovanje lahko sprozi tudi kot
odgovor na odzive iz okolja. Hormonov pa ne
najdemo le v Zivalskem svetu. Zanimivo je,
da nekatere nevrotransmiterje najdemo tudi
kot signalne molekule v rastlinah (serotonin)
in »primitivnih« organizmih, kar ne dvomno
kaze na razli¢no vlogo tekom revolucije.

Prav zanimivo je, kako se zgodovina ponavl-
ja, kako opredelitev in poimenovanje
dolo¢enih pojmov za sabo potegne razvoj in
raziskovanje, samo pomislimo na besede, kot
so: »radioaktivnost«, »kromosoms«, »antibi-
otik«, »apoptoza« in seveda »molekularna
biologija«. Nih¢e ni mogel predvideti razvoja,
ki smo mu bili pri¢a zadnjih sto let, morda pa
se bodo Cez sto let spomnili na izjavo Nielsa
Bohra, ki je dejal, da je najtezje napove-
dovanije, e posebno tisto o prihodnosti.

Viri:
EMBO reports 6

V junijski izdaji revije Drug Discovery Today
je bila objavljena preglednica najbolj proda-
janih zdravil v letih od 2002 do 2004. V Studi-
jo so bili vkljuCeni podatki razlicnih
podatkovnih baz (IMS - »zlati standard«,
Datamonitor, Script, Prous, Reuters in IBM),
kot tudi objave proizvajalcev na njihovih
spletnih straneh.

Glede na podatke podatkovne baze IMS naj
bi celotna svetovna prodaja v letu 2004
znasala 550 milijard dolarjev, 55 milijard naj
bi odpadlo na pripravke z rekombinantnimi
ucinkovinami ter 62 milijard na generike. V
Clanku je tudi izrecno poudarjeno, da ni

nujno da se podatki podatkovne baze IMS in
podatki proizvajalcev ujemajo, zato podatke
med sabo ne gre primerjati. Razlike so
posledica vzoréenja podatkov podatkovne
baze IMS. IMS zbira podatke na podlagi pro-
daje v posameznih drzavah v okviru
podatkov veledrogerij, posameznih farma-
cevtov in nacionalnih projektov. Za dolo¢ene
drzave teh podatkov ne dobivajo, kar je eden
glavnih razlogov zgoraj omenjenih razlik.
Kljub temu pa je potrebno poudariti, da navad-
no prispevek taksnih drzav bistveno ne vpliva
na celotno potrodnjo, saj kar ve¢ kot 86 %
celotne prodaje odpade na Severni del
Amerike, Japonsko in Evropo. Po drugi strani
pa na razlike lahko vplivajo tudi drugi dejavniki,
kot so menjalni teCaji, vzporedni uvozi, rekla-
macije ipd. Primerjalne analize so pokazale
tudi, da IMS v dolo¢enih primerih lahko preceni
svoje ocene tudi za vec kot 1 milijardo dolarjev,
kot je to v primeru pripravkov Lipitora (atrovas-
tain) in Nexiuma (esomaprazol).

Pripravki z rekombinantnimi ucinkovinami so
v preteklem letu predstavijali kar 10 %
celotne svetovne prodaje, pripravki v pre-
glednici 2 pa so doprinesli kar 68 % prodaje.
Do sedaj je na trgu 197 pripravkov z rekom-
binantnimi u¢inkovinami in nadaljnjih 800 v
razvoju, od tega jih kar 100 ¢aka le e na reg-
istracijo in dovoljenje za trzenje.

Zelo visoki stroski pripravkov z rekombinant-
nimi u¢inkovinami in dejstvo, da bo v kratkem
potekla patentna zascita prvi generaciji
tovrstnih pripravkov, odpira novo pot in
moznost biogenerikom (biogenerics, biosim-
ilars). Kljub zelo mo¢nem nasprotovanju orig-
inatorjev se tako v ZDA kot tudi v EU obliku-
jejo nacini same registracije biogenerikov,
kar bo vsekakor botrovalo k nizjim cenam
pripravkov z rekombinantnimi uc¢inkovinami.

Glede na podatke naj bi v naslednjih petih
leti potekla patentna zascita 35 u€inkovinam,
ki doprinesejo na ameriSkem trgu 82 milijard
dolarjev letno, to pa naj bi povzrocilo izgubo
trga originatorjev, v najboljsem 25 % in 40 %
v najslab&em primeru, v Kkorist generikov.
Poleg tega pa naj bi se v svetovnem merilu v
naslednjih letin okrepil tudi delez Japonske
farmacevtske industrije.
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Preglednica 1. Lista 15 najbolj prodajanih zdravil v letu 2004.

Najbolj prodajana zdravila v letih 2002-2004

prodaja v letu 2002 prodaja v letu 2003 prodaja v letu 2004
pripravek proizvajalec  (milijarede dolarjev) (milijarede dolarjev) (milijarede dolarjev)

proizvajalec IMS proizvajalec  IMS proizvajalec  IMS
Lipitor (atrovastain) Pfizer 7,90 8,60 9,23 10,3 10,86 12,0
Zocor (simvastatin) Merck 5,60 6,20 5,01 6,10 5,20 5,90
Plavix (klopidrogrel) BMS in SA 3,10 - 4,20 3,70 5,20 5,50
Advair (flutikason; salmetrol)  GSK 2,00 - 3,60 - 4,50 4,70
Norvasc (amlodipin) Pfizer 3,80 4,00 4,33 4,50 4,46 4,80
Zyprexa (olanzepin) Eli-Lilly 3,60 4,00 4,27 4,80 4,42 4,80
Paxil (paroksetin) GSK 1,90 - 3,00 3,90 3,90 3,90
Nexium (esomaprazol) AstaZenica 1,97 - 3,30 3,80 3,88 4,80
Zoloft (sertralin) Pfizer 2,74 - 3,10 3,40 3,36 -
Celebrex (celekoksib) Pfizer 3,00 - 1,90 2,50 3,30 -
Effexor (venlafaksin) Wyeth 2,00 - 2,70 - 3,30 3,70
Prevacid (lansoprazol) Takeda in Abbott 3,70 3,60 3,30 4,00 3,10 3,80
Diovan (valsartan) Novartis 1,66 - 2,50 - 3,10 -
Fosamax (alendronat) Merck 2,20 - 2,50 - 3,10 -
Risperdal (risperidon) J&J 2,10 - 2,50 - 3,00 -

okrajSave: BMS - Bristol-Myers Squibb, SA — Sanofi-Avensis, GSK — GlaxoSmithKline, J&J — Johnson and Johnson, - -podatki niso na voljo

Preglednica 2. Lista najbolj prodajanih pripravkov z rekombinantnimi ucinkovinami.

Najbolj prodajani pripravki z rekombinantnimi u¢inkovinami v letih 2002-2004

pripravek Proizvajalec (-i) prodaja v letu 2002 prodaja v letu 2003 prodaja v letu 2004
(milijarde dolarjev) (milijarde dolarjev) (milijarde dolarjev)

Araneps, Epogen, Epogin, Procrit in Amgen, Kirin, J&J, 8,60 10,30 11,80

NeoRecormon (o in o — eritropoetin) Roche in Sankyo

Avonex, Betaseron, Pegasys, PEG Biogen IDEC, Chiron, 5,60 5,20 6,80

Intron in Refib (o in o — interferon) Roche, Schering AG,

Schering Plough, Serono

Humalin, Humalog in Novulin Eli-Lily in Novo Nordisk 4,20 4,60 5,60
(humani insulin)

Neulasta in Neupogen (G-CSF) Amgen, Roche in Schering 1,5 2,70 3,00
Rituxan (rituksimab) Roche 1,1 2,20 2,80
Enbrel (etanercept) Amgen in Wyeth 0,80 1,30 2,60
Remicade (infliksimab) J&J 1,30 1,70 2,10
Humatrope, Neutropin, Protopin in Akzo Nobel, Biogen IDEC, 1,20 1,60 1,80
Saizen (humani rastni hormon) Eli-Lilly, Novo Nordisk,

Roche in Serono

Herceptin (trastuzumab) Roch 0,80 1,00 1,80

Synagis (palivizumab) Medlmmune 0,67 0,85 0,85
okrajSave: J&J — Johnson and Johnson
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Viri:

Drug Discovery Today 10 (2005): 739-742
Express Pharma Pulse 5 2004
(http://www.expresspharmapulse.com/20040
205/editorial02.shtml)

Express Pharma Pulse 29 2004
(http://www.expresspharmapulse.com/20040
129/oped01.shtml)
www.ims-global.com/insight/insight.htm
www.datamonitor.com
www.reutersbusinessinsight.com/content/rb
hc0091.pdf

Slabost in bruhanje sta med bolniki, ki se
zdravijo z razli¢nimi oblikami kemoterapije ali
pa z njo zacenjajo, dva najbolj neprijetna
nezelena ucinka. Nenadzorovano bruhanje
vsekakor zmanjsa kvaliteto zivljenja bolnika
in je lahko vzrok tudi slabSega sodelovanja
bolnika pri zdravljenju. Poskusi zmanjSevanja
oziroma preprecevanja slabosti in bruhanja,
ki sta posledici zdravljena z dologenimi
kemotrepevtiki, so stari ze ve¢ kot 40 let, ven-
dar pa je vidnejSi napredek vezan na zadnjih
15 let. V letu 1990 je bil razvit prvi selektivni
antagonist 5-hidroksitriptamin receptorjev
tipa 3 (5-HT3). Leta 1995 pa je bilo pokazano
tudi ugodno delovanje so¢asnega jemanja
kortikosteroidov. Kljub napredku pa je
potrebno poudariti, da se pri Stevilnih bol-
nikih e vedno pojavljata tako slabost, kot
tudi bruhanje ob samem zdravljenju.

Med najnovejsSimi u¢inkovinami, ki so na voljo
na trgu, predstavlja palonosetron ze drugo

palonosetron
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generacijo antagonistov 5-HT3 receptorjev.
Prva generacija antagonistov 5-HT3 recep-
torjev (ondansetron, dolasetron, granisetron
in tropisetron) se uporablja predvsem pri
zdravljenjih, ki povzroCajo srednje moc¢no
akutno emezo (slabost in bruhanje se pojavi-
ta v 24 urah po kemoterapiji). V primeru
zakasnjene emeze, pa je njihova ucinkovitost
nizja. Palonosetron se razlikuje od do sedaj
dosegljivih antagonistov 5-HT3 receptorjev
prav v dolzini delovanja, saj je njegov
razpolovni ¢as 40 h, in v kar 30-krat vediji
afiniteti do receptorjev. V dosedanijih klini¢nih
Studijah so bolniki palonosetron zelo dobro
prenasali, kot glavna nezelena ucinka sta se
pojavljala glavobol (10 %) in zaprtie (5 %).
Nadaljnje Studije so usmerjene v socasno
jemanije palonosetrona s kortikosteroidi, ki se
uporabljajo v profilaksi emeze pri srednjih in
visokih emetogenih oblikah kemoterapije.

V proces nastanka slabosti in bruhanja so
vpleteni Stevilni procesi. Do nedavnega so ta
proces povezovali s tremi tipi nevrotrans-
mitrskih povezav oziroma receptorjev, in
sicer z D2, 5-HT3 in kanabioidnimi receptorji
tipa 1. Leta 2003 pa se je pojavila tudi prva
ucinkovina, ki deluje kot antagonist sub-
stance P na NK-1 receptorjih. Aprepitant,
pravkar registriran tudi v Sloveniji, je selektivni
zaviralec NK-1 receptorjev. Uporablja se
predvsem za zaviranje slabosti in bruhanja v
primeru visoko emetogenih oblik kemoterapi-
je. Poleg samega jemanja aprepitanta
potekajo Studije tudi o ucinkih soCasnega
jemanja aprepitanta z antagonisti 5-HT3 in
deksometazonom. Glede na dosedanje rezul-
tate naj bi se tovrstni rezim zdravljenja
uporabljal predvsem za nadzor slabosti in
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CF,

aprepitant

bruhanja pri daljSem zdravljenju oziroma pri
ponavljajoc¢em zdravljenju v vec¢ krogih. Kljub
ocitnemu napredku pri prepreCevanju sla-
bosti in bruhanja, povzroCenima s strani
kemoterapije, bo potrebno opraviti e Stevilne
klini¢ne Studije, ki bodo odgovorile na mnoga
vprasanja, kot so na primer rezim jemanja ter
so¢asna uporaba drugih antiemetikov.

Viri:

Nature clinical practice 2, 2005: 196-201
http://www.emend.com/emend/shared/docu-
ments/pi.pdf
http://www.aloxi.com/images/downloads/pi.pdf



Iz drustvenega Zivljenja

Prvi dan tradicionalnega simpozija Slovenskega
farmacevtskega drustva ob redni letni skupscini
je bil letos namenjen temi o pomenu farmacewvt-
skih informacijskih centrov. Predstavljene so bile
izkusnje iz Velike Britanije in vizija delovanja
takega centra v Sloveniji. Farmakoterapevtska
tema, ki je potekala v petek cel dan, je obrav-
navala problematiko zdravljenja starostnikov.
Simpozija se je udelezilo preko 300 clanov
Drustva in drugih strokovnjakov.

Delegati 30. skup$c¢ine so potrdili porocilo
predsednika Drustva o delu, porocilo o poslo-
vanju in poroCilo nadzornega odbora.
Poro¢evalci so izpostavili pomen drustva pri
organizaciji razli¢nih oblik izobrazevanj ¢lanov
tako doma kot v tujini. Razveseljuje ugotovitev,
da se je s tem zelo pove&al pretok informacij in
prenos novih spoznanj v prakso. Udelezenci
kongresov posredujejo informacije bodisi s
predavanji v podruznicah ali pa s pisnimi
prispevki, kar utemeljuje Stevilno udelezbo na
razlicnih strokovnih prireditvah doma in v tujini.

Posebna pozornost je bila namenjena porabi
letne Clanarine Drustva. Delez Clanarine se v
strukturi prihodkov niza, ¢eprav $tevilo ¢lanov
rahlo naras¢a. Konec leta 2004 je imelo
Drustvo 2751 ¢lanov. Dejstvo je, da Drustvo
samo s Clanarino ne bi zmoglo nuditi ¢lanom
vseh realiziranih programov. Clani se lahko
udelezijo razli¢nih druzabnih sre¢anj, za kat-
era samo izjemoma prispevajo minimalni zne-
sek (smucarsko tekmovanje, Martinovanije,
Sportne igre), brezplatna je udelezba na
strokovnih predavanjih po podruznicah in sek-
cijah. Tudi udelezba na drugih strokovnih
sre€anjih, kongresih in delavnicah doma in v
tujini, ki jo financira Drustvo svojim ¢lanom s
podporo sponzorjev in ni dohodninsko obre-
menjena, predstavlja ugodnost, ki jo imajo
samo clani Drustva. Od c¢lanarine pripada
30 % podruznicam, 10 % sekcijam, preostali
del ¢lanarine pa mati¢no drustvo nameni sofi-
nanciranju Farmacevtskega vestnika. Veliko
novost in za Clane veliko ugodnost predstavl-
jajo tudi storitve Farmacevtskega informaci-
jskega centra, ki je svoje delo zacel maja 2005.
Clanom SFD, ki bodo iskali odgovore na
strokovna vprasanja, bo Center preko medm-
rezja nudil brezplacne informacije. Delegati so
potrdili viSino drustvene ¢lanarine za leto 2005:

zaposleni farmaceuvti 7.000 SIT
tehniki 5.500 SIT
seniorji in Studenti 3.500 SIT
vpisnina 1.000 SIT

Poslovni rezultat drustva v letu 2004 je bil zelo
dober in ga bo Drustvo namenilo za izvedbo
nacrtovanih aktivnosti, ki nimajo druge materi-
alne podlage, med drugim za izvajanje storitev
informacijskega centra, ki bodo namenjene
tudi promocijskim aktivnostim, da bi zagotovili
vecjo prepoznavnost farmacevtske stroke in
njeno vrednotenje.

Delegati 30. skupscine so potrdili spremembo
temeljnega akta drustva, ki jo je predlagal
izvréni odbor glede mandatov organov Drustva.

S to spremembo ohranimo dveletne mandate,
povecamo pa Stevilo njihovih ponovitev. Doslej
so Pravila dopuscala moznost ene ponovne
izvolitve, po novem bodo ¢lani lahko isto
funkcijo opravljali 4 zaporedne mandate oziro-
ma 8 let skupaj. 30. skupscina drustva je spre-
jela tudi splosni Pravilnik o delovanju
podruznic in sekcij drustva.

Ze aprila pa je izvréni odbor potrdil Pravilnik o
izplagilih fizicnim osebam, v katerem je Drustvo
natan¢no opredelilo sistem izplacil potnih
strogkov fizi€nim osebam, financiranje izobraze-
vanja Clanov drustva na drugih prireditvah doma
in v tujini ter izplaCila honorarjev in nagrad.

Delegati 30. skupscine so izvolili nove organe
dru$tva za obdobje 2005 - 2007.

Predsednik drustva

Podruznica, Sekcija

Matjaz Jeras

Podruznica - Celjska

Podruznica - Dolenjska
Podruznica - Gorenjska
Podruznica - Ljubljanska
Podruznica - Mariborska
Podruznica - Pomurska
Podruznica - Posavska
Podruznica - Primorska
Podruznica - Zasavska
Lekarniska zbornica Slovenije
Homeopatska sekcija

Sekcija bolnisni¢nih farmacevtov
Sekcija farmacevtskih tehnologov
Sekcija farmacevtskih tehnikov
Sekcija farmacevtskih znanosti
Sekcija klini¢nih farmacevtov
Sekcija farmacevtov javnih lekarn
Sekcija seniorjev

Sekcija Studentov

Sekcija za farmacevtsko kemijo

Regulatorna sekcija

Mirjam Hocevar Korosec
Marjan Balkovec

Tina Bukovec Kosmac
Gasper Marc

Matejka Kumper§cak - Duh
Marija Balazi¢

Ana Dolindek Weiss
Andrej Fister

Tjasa Abram

Andreja Cufar

Linda Cigigoj

¢lan bo javljen naknadno
Sasa Baumgartner
Zdenko Tausi¢

Julijana Kristl

¢lan bo javljen naknadno
Lidija Pavlovi¢

Marija Brenci¢

Nada Cebron Lipovec
Lucija Peterlin Masi¢

Simona Cencelj
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Prejemniki drustvenih priznanj v letu 2005 (z desne predsednik Drustva M. Jeras, N. Bernat,
M. Klanjscek, B. Korpar, D. Obersnel, I. Malesic, L. Paviovic, Z. Tausi¢, A. TuSar, predsednik

Odbora za podeljevanje drustvenih priznanj S. PrimoZic)

Nadzorni odhor

Odgovorni urednik Farmakona

Janez Ker¢
Lili Grosek
Jasna Majdi¢

Disciplinsko sodisée

Jana Fortuna
Nada Jazbec
Ales Krbavcic

Odhor za podeljevanje
drustvenih priznanj

Ales Mrhar

Nada Ajdisek
Mila Bozi¢

Lovro Dermota
Martina Klanjs¢ek
Silva Smolej
Slavko Rataj

Izdajateljski svet

Mojca Kerec

Tatjana Kogovsek Vidmar
Mateja Malesi¢

Stane Sr¢i¢

Zofija Vitkovi¢

Anamarija Zega

Magda Zimic

Odgovorni urednik

Farmaceviskega vestnika

Borut Strukel]
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Ales Mlinari¢

Izvréni odbor je na 30. skup$cini podelil
naslednja drustvena priznanja:

Minafikovo odli¢je

doc. dr. lvanu Malesi¢u

Minafikova priznanja

mag. Nadi Bernat, mag. farm.

Martini Klanj$¢ek, mag. farm.
Brigiti Korpar, mag. farm.

Dalji Obersnel, mag. farm., spec.
Lidiji Pavlovi¢, mag. farm.
Zdenku Tausicu

Anici Tusar, mag. farm.

Utemeljitev za Minafikovo odli¢je

Doc. dr. lvan Malesi¢ je s svojim delom
moc¢no zaznamoval pedagosko, znanstveno-
raziskovalno in strokovno dejavnost na
podrocju klini¢ne biokemije.

Pretezni del delovne dobe je prezivel v diag-
nosticnem laboratoriju sploSne bolnice na
Ptuju, kjer si je vseskozi prizadeval za razvoj
diagnosti¢ne laboratorijske sluzbe v regiji.

Svoje delo je namenil tudi vzgoji in izobraze-
vanju kadrov, kjer je od leta 1978 deloval kot
docent na katedri za klinicno biokemijo na
dodiplomski in podiplomski ravni. O dosezk-
ih pri znanstveno-raziskovalnem delu prica
78 objav v domacih in tujih strokovnih revijah,
od tega je objavil kar 8 izvirnih raziskovalnih
¢lankov, 4 clanke vabljenih predavanj ter
Clanke in povzetke, s katerimi je sodeloval na
znanstvenih sestankih in konferencah doma
in v tujini.

Ve¢ mandatov je bil ¢lan uredniSkega odbo-
ra Farmacevtskega vestnika in prvi predsed-
nik strokovne revije Jugoslovanska medicins-
ka biokemija. V okviru Drustva medicinskih
biokemikov Jugoslavije so mu zaupali
Stevilne odgovorne funkcije. Zelo aktivno je
sodeloval tudi na mednarodnem nivoju: pri

Predsednik Odbora za podeljevanje drustvenih priznanj prof. dr. Stanislav PrimoZi¢ in predsednik
DrusStva doc. dr. MatjaZ Jeras sta podelila Minafikovo odlicje doc. dr. Ivanu Malesic¢u
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mednarodni zvezi za klini€no kemijo je bil
¢lan odbora izvedencev za ucinke zdravil v
klini¢ni kemiji, bil je pridruzeni ¢lan komiteja
za spremljanje koncentracij zdravil v krvi. Kot
¢lan strokovnih odborov je veliko prispeval k
uspesni organizaciji strokovnih sestankov.

Delo doc. MaleSi¢a poznajo in cenijo
strokovnjaki v Sloveniji in tujini, o cemer
pri¢ajo Stevilne objave, vabljena predavanja
in Clanstvo v uredniskih odborih strokovnih
revij. Navezal je stike s sorodnimi institucija-
mi v tujini in doma. Prek znastveno-razisko-
valnih nalog, s predavanji, delom v organih
Slovenskega farmacevtskega drustva in
Slovenskega zdruzenja za klini¢no kemijo, je
poskrbel za implementacijo svojega znanja
in izkugenj v laboratorijsko medicino in s tem
veliko prispeval k njenemu razvoju.

Za dosezke na raziskovalnem podrocCju in za
zasluge za razvoj slovenske farmacije
podeljuje izvréni odbor doc dr. Ivanu
Malesi¢u Minafikovo odli¢je.

Utemeljitve za Minafikova priznanja

Strokovno delo magistre Nade Bernat je bilo
vedno odmevno in priznano zlasti v Pomurski
regiji. S posebno zavzetostjo si je prizade-
vala za ustrezno vrednotenje farmacevtove-
ga dela v druzbi. Za njeno predano delo za
Sekcijo bolnisni¢nih farmacevtov ji izvr$ni
odbor podeljuje Minafikovo priznanje.

Magistra Martina Klanjs¢ek ima izredne
zasluge za popularizacijo farmacevtske stroke
na Primorskem in e posebej v Posocju.
Naredila je izjemo v pravilu, da so lekarne
razvite samo tam, kjer gospodarske razmere
to omogo¢ajo. Za njeno publicisticno delo,
zavzeto mentorsko delo in pomemben
prispevek pri uveljavljanju lekarnike farmaci-
je, podeljuje izvrdni odbor magistri Martini
Klanj$¢ek Minafikovo priznanje.

Motiviranost za delo in komukativnost so
usmerjali magistro Brigito Korpar pri voden-
ju Mariborske podruznice. Profesionalnost in
sposobnost koordiniranja so ji omogocili
izvedbo $tevilnih strokovnih in druzabnih
sre¢anj na regijskem in nacionalnem nivoju.
Za njeno predano delo ji izvrSni odbor
podeljuje Minafikovo priznanje.

Magistra Dalja Obersnel je s svojim delom
veliko prispevala k ugledu bolnisni¢ne
lekarne. Med prvimi v Sloveniji je zakljucila
specializacijo iz farmacevtske tehnologije,
mnoge generacije tehnikov in farmacevtov

"

Vabljeni gostje in prejemniki drustvenih priznanj v prvi vrsti Tartinijevega gledalis¢a v Piranu

se je spominjajo kot predane in dosledne
mentorice. Za njen prispevek k bogatitvi bol-
nisniéne farmacije ji izvr$ni odbor podeljuje
Minafikovo priznanje.

Za zavzeto strokovno in raziskovalno delo na
podroc¢ju lekarniske farmacije, ki ga je veckrat
predstavila v obliki vablienih predavanj in
posterjev na kongresih doma in v tujini ter za
njen prispevek k razvoju Sekcije farmacevtov
javnih lekarn podeljuje izvréni odbor
Minafikovo priznanje magistri Lidiji Pavlovi¢.

Velika delovna vnema, kreativnost in posluh
za stroko so lastnosti, ki odlikujejo Zdenka

Tausi€a. Vseskozi si prizadeva za sodelo-
vanje vseh poklicev znotraj zdravstvenega
teama in ustrezno umestitev farmacevtskega
tehnika v njem ter njegov strokovni in oseb-
nostni razvoj. Za zavzeto delo mu izvrsni
odbor podeljuje Minafikovo priznanje.

Magistra Anica TuSar e dolga leta aktivno
deluje v Primorski podruznici, v kateri je
uspela povezati razlicne regijske interese pri
doseganju strokovnih ciljev.  Za njeno
predanost stroki ji izvr$ni odbor podeljuje
Minafikovo priznanje.

Vabljeni gostje na slavnostni podelitvi drustvenih priznanj (tretji z leve, predsednik strokovno-
organizacijskega odbora prof. dr. Ales Mrhar)
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Deseti kongres EAHP se je letos odvijal v
Palexpo kongresnem centru v Lizboni, od 16.
do 18. marca 2005. Ob 10. jubileju so orga-
nizatorji na kratko predstavili v sliki in bese-
di vseh devet dosedanijih kongresov.

Predsednik  organizacijskega  odbora
Nizozemec prof. Arnold G. Vulto je v uvod-
nem nagovoru ob otvoritvi posebej pozdravil
novi Clanici Latvijo in Estonijo ter zazelel
dobrodoslico Poljski, Litvi, Cipru in Malti, ki
se bodo priklju¢ile Zdruzenju letos.

Predsednica EAHP, Francozinja Jacqueline
Surugue je orisala delo zdruzenja v ¢asu svo-
jega predsedovanja, ko si je prizadevala za
prepoznavnost bolnisni¢nega farmacevta —
specialista in njegovo umestitev v sistem
varne uporabe zdravil v bolninicah vseh
drzav EU, s Cimer je prepricala tudi evropski
parlament.

Na letosnji razstavi, ki je spremljala kongres,
je sodelovalo kar 41 razli¢nih proizvajalcev
zdravil, opreme za avtomatizacijo distribuci-
je zdravil, individualno odmerjanje, za
popolno parenteralno prehrano in opreme
za pripravo citostatikov.

Vzdolz razstavnih prostorov je potekala
poster sekcija.

Na kongresu je bila velika pozornost namen-
jena farmakoekonomiki. Klju¢no predavanje
na to temo je imel dr. Vassilis Kontozamanis
iz Greije, ki je poro¢al o povragilih stroskov
zdravljena s strani drzave. Poudaril je pomen
restrikcij in strokovnih priporocil pri predpiso-
vanju, pri ¢emer bi morala vsaka drzava
uravnoteziti novosti na farmacevtskem trgu in
koristnost le-teh za skupnost.

Prakti¢ne izkusnje sta predstavila dr. Kramer
iz Nemgije in dr. Jenzer iz Svice.
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Dr. Kramer je predstavil formularium njihove
bolnisnice z listo zdravil, ki jo lahko pred-
pisujejo v njihovi bolnisnici in je v pisni in
elektronski obliki dostopna vsem zdravnikom
v bolnidnici.  Formularium  pripravlja
»Pharmacy and Therapeutics Commitee«, ki
mu obi¢ajno predseduje farmacevt. Preden
uvrstijo neko zdravilo na listo, natan¢no pre-
gledajo podatke o zdravilu v neodvisnih virih,
mozne stranske ucinke, interakcije primerjajo
z analognimi zdravili iz te indikacijske
skupine, komlianco, hkrati ugotavljajo
moznost zamenjave z generi¢nimi zdravili,
ocenijo kvaliteto proizvajalca v primeru
generi¢ne zamenjave. Generi¢na zamenjava
poteka na prvem nivoju, na drugem nivoju
poteka zamenjava s podobnim zdravilom.

Zdravnik ima vedno moznost izbire drazjega
zdravila, vendar mora to zahtevo pisno
utemeljiti in posredovati v potrditev komisiji.

Dr. Jenzer iz Svice je predstavil far-
makoekonomsko Studijo o porabi medi-
cinskega potrosnega materiala, ki so jo izva-
jali na primeru oskrbe rane. Prikazal je vpliv
farmacevta v klini¢ni praksi na zniZzevanje
stroskov.

V  okviru seminarja s podro¢ja far-
makoekonomike je dr. Louis Niessen iz
Rotterdama govoril o nujnosti  far-
makoekonomskih priporocil, ki naj bi jih imela
vsaka ustanova. Enostavno zmanjSanje
stroskov je mo¢ doseci z zmanjSanjem celot-
nega proracuna, vendar s tem ukrepom
moc¢no prizadenejo kakovost storitve. Drugi
model je t.i. »cost efectiveness«, ki ga
uporabljia vecina drzav. Pri tem je kljuéni
problem cenovna meja za $e dovolj dobro
zdravilo glede na resnost bolezni.
Ucinkovitost modela pogosto zavisi od deleza
sredstev, ki jih drzava namenja za zdravila.

Precej pozornosti je bilo na kongresu namen-
jene zdravljenju onkoloskih bolnikov, saj je v
onkologiji poraba zdravil najbolj v porastu,
tako finana¢no kot koli¢insko.

EAHP si prizadeva oblikovati smernice glede
generi¢ne zamenjave zdravil za zdravljenju
novotvorb. Za mnoge drzave je generi¢na
zamenjava zdravil edina moznost, ki jim
omogoca zdravljenje po zadnji doktrini.
Druge drzave dobijo s tem moznost, da
lahko preizku$ajo vsa nova zdravila, ki so na
razpolago na podro¢ju onkologije.

Profesor Mike Allwood je poudaril pomen sta-
bilnosti onkoloskih pripravkov, ki jo lahko
zagotovijo edino bolnisni¢ni farmacevti z
ustrezno pripravo in distribucijo pripravka.
Opozoril je tudi na problem far-
makogenomike, ki jo mnozi¢no uvajajo v
onkolosko prakso, kljub temu, da se vcasih
veC kot 30 procentov bolnikov ne odzove na
zdravljene. Zdravljenje bi lahko racionalizirali
tako, da bi potekalo ciljano na podlagi izsled-
kov genetskih analiz tumorjev.
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Generalna skupscina EAHP je bila v Parizu
od 9. do 12. junija 2005. Prvi dan so bila na
skup$cini predstavljena porocila ¢lanov odb-
ora in poroc€ila o aktivnostih v zvezi s projek-
ti, ki teCejo v okviru EAHP ter porocila dele-
gacij drzav ¢lanic EAHP; drugi dan je bil
namenjen strokovni temi, delo pa je potekalo
v delovnih skupinah.

Projekti EAHP:

1. Kongresna dejavnost

Kongres EAHP 2005 je potekal v Lizboni na
Portugalskem z glavno temo: Bolnisnicna far-
macija in ekonomija. Leta 2006 bo kongres v
Genevi v Svici z glavno temo Kakovost in
varnost zdravljenja.

Glavna predavanja so izdali na zgo$&enki, ki so
jo prejelivsi Clani EAHP skupaj z glasilom EJHP.

2. Publicisti¢na dejavnost EAHP

EAHP izdaja uradno glasilo ze 10 let. Glasilo
prejemajo vsi ¢lani nacionalnih zdruzenj bol-
nisni¢nih farmacevtov, ki so vélanjena v
EAHP. Zadnja 4 leta je Casopis izhajal v treh
jezikih: anglesc¢ini, nem&¢ini in francoscini,
od letos dalje bo izhajal samo v angle&¢ini.
Slovenija se je v letu 2004 predstavila v
poglavju Focus Slovenia, v jubilejni Stevilki
EJHP pa so bili objavljeni rezultati raziskave iz
leta 2004 o izobrazevalnih programih za kadre
v bolnigni¢nih lekarnah po Evropi, ki jo je vodi-
la slovenska predstavnica v odboru EAHP.

Casopis EJHP se z letognjim letom deli v dva
dela: EJHP Practice in EJHP Science, vsak bo
izSel 6 krat letno. EJHP Science ima v med-
narodnem odboru tudi slovensko predstavni-
co, prof. dr. Mirjano Gasperlin, mag.farm.

3. Raziskave EAHP 2005
EAHP Ze tretjiC izvaja raziskovalni projekt. Pri
slednjem je sodelovala tudi Slovenija. V projekt

je vklju€enih 28 evropskih drzav in prvi¢ poteka
elektronsko. Vpra$alnik vsebuje 90 vprasanj s
podro¢ja bolni§niéne farmacije. Zbiranje
odgovorov bo zaklju¢eno 31. oktobra 2005.

Za izvedbo raziskave, ki obsega elektronsko
distribucijo  vpraSalnikov in statisticno
obdelavo podatkov, je EAHP sklenilo pogod-
bo s slovenskim podjetjiem.

4. Spletna stran

Prenovljena spletna stran EAHP bo
omogocala: prijavo za kongres in placilo koti-
zacije, nakup knjig , izpolnjevanje vprasalni-
ka raziskave EAHP 2005 ter povezavo z
drugimi sorodnimi organizacijami.

Strokovna tema je obravnavala Varnost bolnika.
Za varnost zdravljenja bi moral biti v vsaki bol-
nisnici vzpostavljen sistem, ki bi temeljil na
skupinskem delu teama: zdravnik - medicins-
ka sestra - bolni$ni¢ni farmacevt. Bolnigni¢ni
farmacevt bi imel pomembno viogo pri zago-
tavljanju vec&je varnosti zdravljenja in zmanjSe-
vanju napak pri zdravljenju z zdravili. S prof.
Arnoldom Vultom iz Nizozemske sva pred-
stavila rezultate raziskave o varnosti bol-
ni$ni¢nega zdravljenja (EAHP Survey: Patient
Safety, maj 2005), ki sem jo izvedla v 25
evropskih drzavah. Prikazala je aktivnosti bol-
nisni¢nih farmacevtov pri zagotavljaju varne-
ga zdravljenja z zdravili, pri razvoju sistema
varnega zdravljenja in pri evidentiranju napak.
Raziskava je pokazala tudi sistem in oblike
izobrazevanja o varnosti zdravljenja z zdravili
v razlicnih evropskih drzavah. Posebej sem
poroc¢ala o raziskavi, ki jo je pod okriliem
Ministrstva za zdravje RS izvedla Komisija za
zdravila iz Klini€nega centra v Ljubljani v vseh
slovenskih bolnignicah.

Sporocilo Evropske komisije generalni
skup&Cini, ki ga je posredoval dr. Fernand
Sauer, direktor javnega zdravja in zascite

potro$nika pri Evropski komisiji, da je varnost
bolnika prva skrb zdravstvenih delavceyv,
usmerja vse aktivnosti bolnisni¢nih farmacev-
tov k vzpostavljanju in zagotavljanju pogojev
za varno zdravljenje z zdravili v bolnisnicah.

Cilj EAHP je vkljuciti v evropsko organizacijo vse
evropske drzave ¢&lanice Sveta Evrope.
Slovenija je ¢lanica Ze od leta 1996, za nami so
vstopile $e Ceska in Hrvaska, leta 2004 Latvija in
Estonija, v letu 2005 pa Poljska in Litva.

Po novem statutu predstavljajo upravni odbor

Zdruzenja, poleg predsednika in pod-
predsednika, $e direktorji podrocij za
znanost in raziskovanje, za strokovna

podro€ja, za organizacijo, za finance in za
zunanje zadeve. Slovenija ima v odboru od
leta 2000 svojo predstavnico s funkcijo direk-
torice za strokovno podrodje.

Fondacija EAHP je bila ustanovljena leta
2002 z namenom pospeSevati strokovni
razvoj drzav Clanic, ki na podrocju bol-
nini¢éne farmacije Se ne dosegajo ravni
stroke razvitejSih zahodnoevropskih drzav.
Fondacija bo v bodoc¢e pokrovitelj in organi-
zator mednarodnih u¢nih delavnic za
posamezna podrocja bolni$ni¢ne farmacije z
namenom izobrazevanja bolnigni¢nih farma-
cevtov centralne in vzhodne Evrope ter vezni
¢len med evropskimi drzavami pri izmen-
javah za pridobivanje izkuSenj v praksi v
pomembnejsih evropskih bolnisnicah oziro-
ma bolnisni¢nih lekarnah. Glavni projekt
Fondacije EAHP pa je priprava standardov
za posamezna podrocja bolnisni¢ne farmacije.

Tajda Gala Miharija, mag. farm., spec.
(predstavnica Sekcije bolni$ni¢nih farmacevtov
pri SFD v upravnem odboru EAHP, direktorica za
strokovno podrocje EAHP)
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13t PharmSciFair (Pharmaceutical Sciences
Fair & Exhibition) je organiziralo 26 razli¢nih
strokovnih zdruzenj iz trinajstih evropskih
drzav, med katerimi je bilo tudi Slovensko far-
macevtsko drustvo. Simpozij, ki je potekal v
Nici od 12. do 17. junija 2005, se je pric¢el v
nedeljo z otvoritvijo in predstavitvijo
posameznih organizatorjev. SFD je bilo
prikazano izvrstno!

Med vabljenimi predavatelji velja izpostaviti
Nobelovega nagrajenca iz leta 2002 prof. dr.
Kurta Withrichta iz ETH v Zurichu ter pred-
stavnika iz DG Research European
Commission. Simpozij je potekal v Sestih ali

Seniorska sekcija pri SFD je organizirala trid-
nevni izlet na Gorisko in v Furlanijo - Julijsko
krajino. Spoznali smo zgodovino krajev, ki so
bili neko¢ sestavni deli avstroogrske
monarhije, z Rapalsko pogodbo leta 1920 pa
so jih prikljucili Italiji.

Oglede smo zaceli v Vipavskem Krizu, kjer je
zivel in pridigal Janez Svetokriski s pravim
imenom Tobia Lionelli. Njegov skoraj 3000
strani obsegajo¢ zbornik pridig, ki je iz8el v 5
knjigah, je shranjen v znamenitem kapu-
cinskem samostanu. Samostan, ki je bil
ustanovljenim z namenom Sirjenja krs¢anstva
kot protiutez protestantizma, se ponasa z
bogato knjiznico in samostansko cerkvijo, ki
se je ohranila do dana$njih dni. Grad z
obzidjem je zal samo delno obnovljen. Tudi
Primoz Trubar je obiskal Vipavski Kriz in na
mestu, Kkjer je pridigal, stoji spominska
plosca.
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sedmih sekcijah hkrati iz razli¢nih podrocij far-
macevtskih znanosti v obliki vabljenih preda-
vanj, kratkin ustnih predstavitev in posterjev.
Simpozija se je udelezilo vec¢ kot 1000 razisko-
valcev in znanstvenikov v glavnem iz
evropskega prostora. Predavanja udele-
zencev so bila iz vseh podrocij farmacevtskih
znanosti na visoki znanstveni ravni, predvsem
pa s poudarkom na novostih, ki jih uvajajo v
vsakdanje raziskovalno in razvojno delo.
Zanimiva je bila tudi razstava razli¢nih proizva-
jalcev, predvsem manjSe tehnoloske opreme,
analiznih naprav in znanstvene literature. Med
razstavljalci so bili tudi eksperti za Siroko

Na Stari gori nad Cedadom

podrocije farmacevtskih dejavnosti, ki so ponu-
jali celovite resitive doloCenih projektov.

|z Slovenije je bilo prijavljenih 14 udelezencev.
Na 1 PharmSciFair smo predstavili nase
raziskovalno delo z 12 prispevki (ustno in s
plakati), bili moderatorji treh sekcij in se
neposredno pogovarjali ter izmenjali izkuSenje
z raziskovalci renomiranih inStitutov in tovarn.

Glede na stevilne Cestitke po dveh preda-
vanjih in velik interes za vsebino nasih
posterjev ocenjujemo, da je bila predstavitev
raziskovalnega dela raziskovalcev iz
Slovenije izredno uspesna.

Pot nas je vodila dalje na Kostanjevico pri Novi
Gorici, ki jo domacini poznajo pod imenom
Kapela. Leta 1985 je bilo celotho obmocije
Kostanjevice razglaseno za umetnostni in
arhitekturni spomenik. Obsega cerkev in
frangiskanski samostan z bogato Skrabc¢evo
knjiznico, ki so jo leta 2004 odprli tudi za
javnost. Knjiznica nosi ime po patru Stanislavu
Skrabcu (1844 -1918), najvedjem slovenskem
jezikoslovcu - slovenistu 19. stoletja, ki je na
Kostanjevici zivel nad &tirideset let. Knjiznica
ima nad 10.000 knjig, med njimi predstavljajo
posebno dragocenost okrog 30 inkunabul ter
BohoriCeva slovnica iz leta 1584 Arcticae
horule (Zimske urice) z avtorjevim lastnoro¢n-
im posvetilom. Grobnica Burbonov, ki lezi v
prostorin pod cerkvijo, daje temu spomeniku
dodatno zgodovinsko vrednost. Ze deset let
deluje na Kostanjevici Don Pierinova komuna
za zdravljenje odvisnikov od drog.
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Pred najstarejso hiso v Cedadu

Dan smo zakljucili v Solkanu z ogledom
solkanskih mostov - kamnitega zelezniskega
mostu iz leta 1906, ki se ponasa z najdaljSim
kamnitim lokom v Evropi ter betonskega
mostu iz leta 1986, po katerem te€e ozimska
cesta, ki povezuje Gorico z Goriskimi Brdi.

Naslednji dan nas je pot vodila po ltaliji. V
Sredipolju (Redipuglia) smo si ogledali
najvecji italijanski spomenik 1. svetovne
vojne, na katerem je pokopanih 100.000
padlih vojakov. Razprostira se na meji med
krasko planoto in Furlansko nizino. Na 22-tih
terasah so pokopani znani vojaki (40.000), v
kapeli pa sta urejeni dve kostnici z neznanimi
padlimi vojaki (60.000), muzej in maketa
bojis¢a. Povzpeli smo se tudi do ene od
pomembnejsih tock frontne Erte v 1. svetovni
vojni, vzpetine Sveti Mihael in si ogledali
podzemne vojaske rove.

Voznja z ladjico do romarske cerkve na
oto¢ku Barbana v blizini letoviskega kraja
Gradez je bilo posebno dozivetje.

Dan smo zakljucili z ogledom znamenite bazi-
like v Ogleju (Aquilea). Mesto so ustanovili
Rimljani leta 181 pr. n. §t. kot vojasko naselbi-
no. Tolminski zgodovinar Simon Rutar v svoji
knjigi: PokneZena grofija Goriska in
Gradiscanska (1893) navaja, da so iz Ogleja,
ki je bil pomembno trgovsko in vojasko
sredis¢e, rimske legije izvajale kontrolo nad
mesti, ki so jih osvojile vse do Donave. V ¢asu
rimskega cesarja Avgusta je mesto dozivelo

svoj najvecji razcvet in je imelo okrog 200.000
prebivalcev. Prve stavbe, namenjene
bogosluzju, so bile zgrajene v zacetku 4. sto-
letja, ko se je tu pojavilo krs¢anstvo. V letih
od 167 do 169 je v Ogleju deloval tudi rimski
zdravnik in farmacevt Galenos. Prisel je na
prosnjo rimskih cesarjev Verusa in Aureliusa,
da bi pomagal zatreti epidemijo kuge.
Kasneje so Huni in druga plemena mesto
popolnoma unicili. Sedanja bazilika je bila
zgrajena na zemljiSCu, kjer je neko¢ stala
juzna bogosluzna dvorana, le da so temelje
zgradili precej visje kot so bili prvotni. Leta
1031 je oglejski patriarh Popo dal zgraditi
zvonik, ki stoji e danes. Ob vstopu v baziliko
nas prevzame ogromna mozaic¢na preproga
(37 m x 20 m), ki se je ohranila iz 4. stoletja.
Debela plast blata in gramoza, ki je prekrivala
mozaik, ga je $¢itila celih 1600 let.

Naporen in zanimiv dan smo zakljucili z ogle-
dom igralnice Perla.

Tretji dan smo se ponovno odpeljali v
Furlanijo in obiskali upravno in kulturno
sredise Benegije, mesto Cedad (Cividale).

Tu je potekala stara trgovska pot, kjer je na
srediSC¢e venetsko - ilirskega izvora.
Podrocje so v 3. stoletju zavzeli Kelti, kasne-
je so se na oblasti zvrstili Rimljani,
Langobardi, frankovsko-germanska oblast,
celih 350 let je bila posvetna in cerkvena
oblast v rokah oglejskih patriarhov, od 15. do

18. stoletja so krajem vladali Benecani, pod
katerimi so prebivalci Nadiske doline imeli
precej$njo avtonomijo.

Po razli¢nih virih so se v teh krajih med 6. in
7. stoletiem pojavili Slovenci, ki so prisli na
Gorisko ¢ez Kranjsko, v severnem delu ¢ez
Predel. Silili so proti Italiji, a Langobardi so jim
branili vhod in so jih potiskali nazaj. Kljub
temu se je veliko Slovencev naselilo zlasti po
hribovith predelih v okolici Cedada in v
nizinskem delu ob reki Taljamento. V 7. sto-
letiu so se juzni Slovani, kasneje Slovenci,
umikali pred Obri. Naseljevanje naj bi se
nadaljevalo vse do 10. stoletjia na pobudo
samih patriarhov, ker so hoteli ponovno
naseliti izpraznjene dele, da bi tako zavarovali
in utrdili obrambo NadiSke doline. Izseljevanje
ljudi iz teh krajev je potekala ze od 15. stoletja
dalje in je doseglo svoj visek po 1. svetovni
vojni, v ¢asu gospodarske krize in zaradi
fasisticnega pritiska na Slovence.

Cedad kot trgovski in kulturni center s Stevil-
nimi dobro ohranjenimi zgradbami iz ¢asov
beneske republike, je vreden ogleda. Ob
obisku Cedada smo se sprehodili ez Nadizo
po hudi¢evem mostu, od koder je prekrasen
pogled na najstarej$i del mesta, ki ga krasijo
stare kamnite stavbe, med katerimi najstare-
j$a izvira iz 13. stoletja.

Pot nas je vodila naprej na Staro goro, k
Marijini  cerkvi, najve¢jemu romarskemu
svetiS¢u beneskih Slovencev, h kateremu so
verniki romali ze v 13. stoletju. Izlet smo
popestrili z degustacijo vin v zaselku Jazbine.

Stevilni slavni umetniki so bili gostje na gradu
Devin, ki smo si ga izbrali za zadnjo izletnisko
tocko, od koder smo se potem odpravili
domov. Gotovo je vsak udelezenec odnesel s
seboj veliko lepih vtisov iz pokrajine, ki je tekom
stoletij dozivljala velike politicne spremembe.
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Sekcija farmacevtskih tehnikov pri SFD je 11.
junija v sodelovanju s Farmedico d.o.o. orga-
nizirala farmacevtsko-botani¢no ekskurzijo
na Slavnik, ki jo je vodil prof. dr. Samo Kreft.

Ekskurzije se je udelezilo 50 ¢lanov Sekcije iz
razlicnih delov Slovenije. Z avtobusom smo

Prof. dr. Kreft razlaga znacilnosti vegetacije
na Slavniku

se pripeljali do nadmorske viSine 518 m v
krasko vasico Podgorje, ki lezi v zavetrju,
stisnjena ob vznoZju Slavnika. Kraskoistrska
arhitektura, z znacilnimi hiSami iz belega
kamna daje vasi znacilen kraski videz. |1z vasi
vodi na Slavnik ve¢ poti. Nasa skupina se je
odpravila po polozni poti proti pobocju
Slavnika, ki je s svojimi 1028 m nadmorske
viS§ine zadnji tisoCak na poti iz notranjosti
Slovenije proti morju. Do vrha Slavnika smo
morali premagati 500 m visSinske razlike.
Vreme nam je bilo naklonjeno in ne prevroce.
Do vrha je poldruga ura hoda, zaradi spoz-
navanja tamkajsnjih rastlin pa smo potrebo-
vali dobro uro vec.

Spodnji del Slavnika je poras¢en z redkim
gozdom ¢rnega gabra, travnato pobocje pa
se ponasa z zelo raznoliko in bogato floro, s
katero nas je seznanil prof. dr. Kreft. Spoznali
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smo veliko rastlin, njihovih imen in izvedeli
mnogo o njihovi uporabi. Med njimi so se
nam posebej vtisnile v spomin: medenika
(Melittis melissophyllum), navadni koko$evec
(Vincetoxicum  hirundinaria), — cipresasti
mlecek (Euphorbia cyparissias), rumeni
podra$cec (Aristolochia lutea)... Zgornje del
Slavnika je zelo polozen, zato so ga okoliski
kmetje kmalu posekali in se danes uporablja
kot senozet. Na poboc¢ju pod vrhom se odpre
Cudovit pogled proti morju, na Piranski in
Trzaski zaliv ter Istro. Ta del poboc&ja daje
vtis, da gre za skrbno urejen cvetlicni vrt. Tu
smo lahko obcudovali navadno potoniko
(Paeonia officinalis), jagodasto hrusico
(Muscari botryoides), bledorumeni usivec
(Pedicularis friderici-augusti), gorskega kos-
matinca (Pulsatilla montana), trebusasti 8vis¢
(Gentiana utriculosa)... Vmes smo opazili

.‘_Js

tudi veliko zdravilnih rastlin: koSutnik, materi-
no dusico, vinsko rutico, $entjanzevko,
baldrijan, glog... V ko¢i smo se malo
odpocili, potem pa se vrnili po poloznejsi poti
proti Kozini. Pot je bila precej dalj$a, vendar
smo kljub utrujenosti uzivali v naravi.
Strokovna ekskurzija je bila zelo dobrodosla
za osveritev nasega znanja iz botanike in far-
makognozije. Na zanimiv in spro$¢en nacin
nam je to znanje posredoval prof. dr. Kreft, ki
nas je spremljal.

Izlet smo zakljucili s popoldanskim kosilom v
gostilni Mahni¢, kjer smo ob prijetnem
klepetu Zze kovali nacrte za prihodnje leto.
Polni navdu8enja smo se s predstavniki
Farmedice d.o.o. in direktorjem g. Robertom
TerCeljem ze dogovorili, da bodo nasa
sre¢anja postala tradicionalna.

Udelezenke ekskurzije med predavanjem v naravi



