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Slovenska javna banka popkovnicne krvi

Slovenska javna banka
popkovniéne krvi

Slovenian public cord blood bank

Metka Krasna, Janez Jazbec, Peter Cernelé, Dragoslav Domanovi¢

Povzetek: Javna banka popkovni¢ne krvi je nepridobitna organizacija, ki obdeluje in shranjuje darovano nesorodno popkovni¢no kri (PK), iz
katere zagotavlja celi¢ne pripravke za zdravljenje nekaterih krvnih in metabolnih bolezni, pri katerih bolniki potrebujejo presaditev krvotvornih
maticnih celic (KMC). V slovensko banko je v prvem letu in pol darovalo PK 833 zensk, glede na standardne kriterije pa smo shranili 267 (32%)
enot PK. V zadnijih treh mesecih je PK darovalo priblizno 80 oseb na mesec, v povprecju pa smo od teh mesecno shranili 24 enot. Mediana Stevila
levkocitov v pripravkih PK pred zamrzovanjem je bila 977 x 108 (n = 125; od 507 x 108 - 2631 x 108). Uginkovitost zbiranja levkocitov z aparatom
Sepax pa je bila v povpre¢ju 74% (n = 44; 38 - 94%). V bliznji prihodnosti nameravamo delovanje javne banke PK akreditirati pri mednarodnem
registru EuroCord in s tem zagotoviti u€inkovite pripravke, ki bodo dosegali standarde NetCord-FACT.

Kljuéne besede: Popkovnicna kri; krvotvorne maticne celice; zamrzovanje celic, javna banka popkovnicne krvi

Abstract: The public cord blood bank is a non-profit organization that processes and stores donated unrelated cord blood for haematopoietic
stem cell transplantations. In the past year and half, 833 women donated cord blood to our bank, of which 267 units (32%) were stored. In the
past three months, an average of 80 parents per month donated cord blood and 24 units per month were cryopreserved. The median number of
leukocytes per cord blood unit prior cryopreservation was 977 x 10° (n = 125; 507 x 10° - 2631 x 10°). The mean recovery of leukocytes after
processing the cord blood with the Sepax cell separation system was 74% (n = 44; 38 - 94%). We are planning to start the accreditation process
at the international registry EuroCord to achieve consistent production of high quality cord blood products that will comply with NetCord-FACT
standards.

Keywords: Cord blood, haematopoietic stem cells, cell freezing, public cord blood bank

1 uvod bolezni, pri katerih bolniki nujno potrebujejo presaditev KMC, da bi
lahko preziveli. Najpomembnejsa dejavnika, ki vplivata na uspesnost
presaditve KMC, sta Stevilo presajenih celic CD34+ in skladnost tkivnih
antigenov HLA med darovalcem in prejemnikom celic. Kostni mozeg
sicer vsebuje vec jedrnih celic in med njimi tudi celic CD34+ (1 do 3%
vseh jedrnih celic) kot PK (0,01 do 1,0%), toda celice iz PK, zaradi
svoje funkcionalne nezrelosti, redkeje povzrocijo akutno bolezen
presadka proti gostitelju, imajo vec€jo zmoznost pomnozevanja,
vsebujejo ve¢ imunsko naivnih celic (3) in imajo daljSe telomere (4, 5).
Razlicne javne banke, glede na stroske delovanja, same dolocijo
minimalno Stevilo jedrnih celic, ki jih mora vsebovat PK, da jo sprejmejo
v banko, nadaljujejo z obdelavo in zamrznejo. Tako na primer javna
banka v Milanu shrani le tiste enote, ki vsebujejo najmanj 1000 x 10°
jedrnih celic (6), v Madridu 800 X 108 celic (7), ter 500 x 10° celic v
Mannheimu (8). Prav $tevilo jedrnih celic v PK omejuje njeno klini¢no
uporabnost, ki je omejena na telesno tezo bolnika. Pri tem namrec velja,
da je za uspe$no zdravljenje potrebno presaditi najmanj 2 x 107 Zivih
PK, kostni mozeg in periferna kri, po predhodni farmakoloski stimulaciji, jedrnih celic na kilogram telesne teze prejemnika (9). Zato lahko s PK,
so lahko viri krvotvornih maticnih celic (KMC) za zdravljenje nekaterih ki ima veliko jedrnih celic, zdravimo tudi bolnike z ve&jo telesno maso.

Slovensko banko popkovni¢ne krvi smo na Zavodu RS za transfuzijsko
medicino ustanovili aprila 2008 v okviru Enote za shranjevanje
popkovni¢ne krvi. V njej shranjujemo nesorodno PK, po narocilu
zdravnikov pa tudi sorodno PK, ki jo pridobijo s tako imenovanim
usmerjenim odvzemom. Prvi¢ smo v Sloveniji shranili sorodno PK
15.11.1999, ki so jo po narocilu Pediatricne klinike v Ljubljani odvzeli
novorojencu za morebitno zdravljenje sorojenca z aplasti¢éno anemijo.

Delovanje banke smo zasnovali po mednarodnem standardu NetCord-
FACT, ki predpisuje nacine zbiranja, obdelave, testiranja, shranjevanja,
izbiranja in spros$¢anja PK (1). V prihodnjih letih nameravamo pridobiti
ta standard in s tem potrditi kakovost in uc¢inkovitost pripravkov.
Slovenska zakonodaja od leta 2007 ureja to podro¢je z Zakonom o
kakovosti in varnosti ¢loveskih tkiv in celic, namenjenih za zdravljenje
(ZKVCTC) in pripadajo&imi pravilniki (2). Javna agencija RS za zdravila
in medicinske pripomocke pa je uradni organ, ki to podroc¢je nadzira.

Dr.Metka Krasna, univ.dipl.mikr., Enota za shranjevanje popkovni¢ne krvi, Oddelek za preskrbo s krvjo, Zavod RS za transfuzijsko medicino, Slajmerjeva 6, 1000 Ljubljana
Doc.dr. Janez Jazbec, dr.med.,spec.ped., Sluzba za hematologijo in onkologijo, Pediatricna klinika, Univerzitetni klinicni center Ljubljana, Zaloska 7, 1525 Ljubljana

Prof. dr. Peter Cernel€, dr.med.spec.hema., Klini¢ni oddelek za hematologijo, Interna klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Zaloska 7, 1525 Ljubljana
D(;b([))rfgglslav Domanovi¢, dr. med., spec.trans., Enota za shranjevanje popkovni¢ne krvi, Oddelek za preskrbo s krvjo, Zavod RS za transfuzijsko medicino, Slajmerjeva 6,
1 jubljana
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Italijansko zdruzenje bank popkovni¢ne krvi (GRACE) poroca, da v
povprecju za zdravljenje letno izdajo 1 do 2% shranjenih enot PK (10),
prodajna cena posamezne enote pa je 17.000 EUR (11). Visina slednje
je razumljiva, saj zaradi velikin stroskov obdelave, testiranja,
shranjevanja in razvoja, javne banke le na tak8en nacin lahko pokrivajo
stroske svojega delovanja (12). Tako je Pediatri¢na klinika v Ljubljani za
zdravljenje dveh svojih bolnikov placala PK, ki so ju prejeli iz bank v
tujini, po 16.060 EUR in 30.560 USD.

Na podro¢ju pomnozevanja celic iz PK poteka vec raziskav, saj bi zelel
povecati klini¢éno uporabnost pripravkov (13-15), pri ¢emer nekateri ze
poroc¢ajo o dobrih klini¢nih rezultatih (16).

2 Odvzem, ohdelava in
(] (] [ X4 (]

shranjevanje popkovniéne krvi
Nosecnice priblizno v 34. tednu nosecnosti izpolnijo prijavnico in
podpiSejo privolitev za darovanje PK. Babice ali porodnicarji ob
porodu, $e pred porodom posteljice, odvzamejo in zberejo
popkovni¢no kri v vre¢ko z 21 mL antikoagulantom CPD (citrat, fosfat,
dekstroza). PK odvzamejo tako pri vaginalnem kot pri porodu s carskim
rezom. Kurir jo nato pri temperaturi od 2 do 24°C dostavi v naso banko,
kjer jo analiziramo, obdelamo in shranimo.

A

Slika 1: Sterilni sistem za enkratno uporabo za locevanje celic v
popkovnicni krvi z aparatom Sepax. A - vbodna igla za
vreCko s popkovnicno krvjo,; B - priklju¢ek za zamrzovalno
vrecko, kjer se zberejo jedrne celice; C - centrifuga, D -
vreCka, kjer se zbere plazma.

Figure 1: A Sterile single-used system for cord blood cell separation
with Sepax machine. A - spike for cord blood bag;,
B - connection port for freezing bag for collection of
nucleated cells; C - centrifuge; D - plasma collection bag.

Najprej dolo¢imo volumen PK in preverimo, da ni minilo ve¢ kot 48 ur
od poroda. S hematolo$kim analizatorjem (Cell-DYN 3200, Abbott)
dolo&imo krvno sliko in preverimo skupno &tevilo jedrnih celic. Ce je
PK vsebuje vet kot 750 x 10° levkocitov (skupaj z retikulociti), oziroma
je od njenega odvzema minilo ve¢ kot 48 ur, nadaljujemo z obdelavo,
drugaCe pa kri uni¢imo. 750 milijonov levkocitov zados¢a za
zdravljenje vsaj 25 kg osebe, oziroma zdravi se lahko tudi tezje, ¢e
vsebuje PK Se vec celic. S prvim aprilom 2009 smo zvi$ali minimalno,
Se sprejemljivo Stevilo levkocitov na 900 x 108, ker smo uvedli nov
postopek obdelave PK, ki vsebuje loCevanje celic in koncentriranje
levkocitov z aparatom Sepax (Slika 1) (Biosafe, Svica). Pri tem
uporabljamo program UCB, ki nam omogoca pripravo levkocitnega
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Slika 2: Racunalnisko voden zamrzovalnik za programirano
zamrzovanje s pomocjo tekocega dusika.

Figure 2: Programmable freezer for controlled - rate liquid nitrogen
freezing.

Slika 3: Zamrzovalnik na tekoci dusik, kjer so shranjeni zamrznjeni
pripravki popkovnicne krvi.

Figure 3: Liquid nitrogen freezer for storage of cryopreserved cord
blood products.



Slovenska javna banka popkovnicne krvi

Preglednica 1: Analiza popkovnicne krvi.
Table 1: Analysis of cord blood.

Vrsta analize

1. volumen pripravka

2. §t. levkocitov, retikulocitov
3. §t. celic CD34+

4. hematokrit

5. krvna skupina ABO, RhD
6. abnormalni hemoglobini
7
8
9
1

. §t. klonogenih krvotvornih celic (CFC)

. genotipizacija HLA (A,B, DRB1)

. zivost celic

0. rast anaerobnih in aerobnih mikroorganizmov

Preglednica 2: Seznam potencialno prisotnih patogenov, ki jih
preverimo v materini Krvi.
Table 2: List of potentially present pathogens determined in maternal
blood.

Vrsta oznacevalca

. anti-HIV1/2 in p24 Ag (virus HIV)

. HBsAg, anti-HBc (virus hepatitisa B)

.anti-HTLV | /1l (humani T limfotropni virus)

. anti-HCV (virus hepatitisa C)

. anti- Treponema pallidum

. anti-CMV IgM in IgG (citomegalovirus)

. NAT testiranje HBV DNA, HCV RNA in HIV 1 RNA (NAT- nucleic
acid amplification technology)

~No O~ W =

pripravka z izbranim konénim volumnom 27 mL. Polno PK ali pa
levkocitni pripravek zamrznemo v raztopini krioprotektorja, sestavljeno
iz 10% DMSO (WAK-Chemie) in 5% humanega albumina
(Octapharma) v racunalnisko vodenem zamrzovalniku (Slika 2) (Nicool
plus, Air Liquide), ki je v dolo¢enih temperaturnih intervalih zamrzuje s
hitrostjo: -1°C/min od 0 do -5,5°C, -2°C/min od -5,5 do -40°C in -
10°C/min od -40 do -130°C. Zamrznjene pripravke trajno shranjujemo
pri temperaturi od -150°C do -196°C v parah teko¢ega dus$ika ali v
samem tekoSem dusiku (Slika 3) in jih nameravamo shranjevati
neomejeno dolgo. Vsem shranjenim pripravkom PK dolo¢imo biologke
lastnosti, ki jih prikazuje Preglednica 1, poleg tega pa preverimo tudi
pripadajo¢o materino kri (Preglednica 2).

(] (]
3 Delovanje javne banke
popkovniéne krvi

V prvem letu in pol delovanja (april 2008 - november 2009) je v
Slovensko javno banko darovalo popkovni¢no kri 833 mater iz vseh
porodnisnic v Sloveniji. Od teh smo, skladno s kriteriji, shranili 267 enot
(32%), ostale pa smo zaradi premajhnega $tevila levkocitov, prisotnosti
mikroorganizmov ali pa prekoracitve ¢asovnega intervala 48 ur od
odvzema do zamrzovanja, unicili. Le dva vzorca od 267 (0,7 %) sta bila
pozitivna na prisotnost bakterij, kar govori o dobri asepticni tehniki
zbiranja in obdelave PK. V okuzenih vzorcih smo izolirali Bacteroides
vulgatus, Escherichia coli in Enterococcus faecalis. 1z drugih bank
poro&ajo, da imajo priblizno 2% takih vzorcev (17). Sestingtiridesetim

vzorcem smo dolo€ili genotipe HLA, vendar nimamo v svetovni register
vpisanega Se nobenega vzorca, saj nam to preprecujejo tezave pri
vpeljavi novega informacijskega sistema, ki bo povezal slovenski
register s svetovnim BMDW (Bone Marrow Donors Worldwide).
Povpre¢no $tevilo levkocitov v enoti PK po obdelavi in pred
zamrzovanjem je bilo 1061 x 108, mediana 977 x 106 (n = 125; od 507
x 108 do 2631 x 108). U&inkovitost zbiranja levkocitov z aparatom
Sepax je bila v povpretju 74% (n = 44; od 38% do 94%). V enem od
267 pregledanih vzorcev PK smo odkrili abnormalni hemoglobin (HbH,
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Slika 4: Prikaz Stevila darovalcev popkovni¢ne krvi za javno banko in
Stevilo shranjenih enot po mesecih.

Figure 4: Number of mother who donated cord blood to the
Slovenian public cord blood bank and number of
cryopreserved units, per month.

0,3%). Matere vseh novorojencev, katerih PK smo shranili, so imele
ustrezne virusne oznacevalce (negativne rezultate testov za okuzbo z
HIV 1/2, HTLV I/ll, hepatitis B in C) ter negativen izvid za bakterijo
Treponemo pallidum.

Kljub odsotnosti nacrtnega obvescanja SirSe javnosti o nasi dejavnosti,
kar je posledica prostorske, finanéne in kadrovske stiske, se je Stevilo
darovalk iz meseca v mesec povecevalo. V zadnjih treh mesecih je v
povprecju darovalo 80 oseb na mesec, shranili pa smo jih v povprecju
24 na mesec (Slika 4). Zasebne pridobitne banke, ki delujejo v
Sloveniji, so v preteklem letu v razli¢nih medijih pogosto oglasevale
svoje storitve, zato se je verjetno tudi zanimanje za krvotvorne mati¢ne
celic in darovanje povecevalo. Delovanje banke podpira racunalniski
program StemLab (StemSoft Software Inc.), ki vsaki sprejeti enoti PK
dodeli identifikacijsko Stevilko in omogoca sledljivost darovalcev
(novorojencev), njihovih mater in pripravkov.

Po narocilu zdravnikov shranjujemo tudi sorodno PK (t. i. usmerjeni
odvzem). Trenutno imamo shranjenih 14 enot, od leta 1999 do danes
pa smo jih shranili 19. NajpogostejSi narocnik te storitve je bila
Pediatricna klinika, sledi HematoloSka klinika v Ljubljani in drugi.
Indikacije za usmerjen odvzem so bile razli¢cne rakave bolezni pri
sorojencih. Ker je zdravljenje s PK v Sloveniji razmeroma novo
podrocje, je potrebno izdelati smernice za usmerjeni odvzem PK.
Otroski onkologi zagovarjajo stali§¢e, da je usmerjen odvzem PK
indiciran v primeru, da se sorojenec novorojenega otroka, katerega PK
bi shranili, zdravi zaradi bolezni, za katero je po trenutnih smernicah
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EBMT (Evropska skupina za presajanje krvotvornih mati¢nih celic)
alogenska presaditev krvotvornih maticnih celic rutinska metoda
zdravljenja (18,19). V takih primerih, bi torej moralo biti zbiranje in
shranjevanje PK za bolnikovo druzino brezplacno. Zaenkrat ostaja
nereSeno tudi vprasanje trajanja shranjevanja za ta namen zbrane PK.
Ena od moznih resitev bi bila, da je shranjevanje take enote PK za
druzino in druge potencialne uporabnike brezplacno za obdobje do
pet let po zakljucenem zdravljenju bolezni sorojenca, za katerega je
bila enota PK zbrana. Po preteku tega obdobja pa bi se druzina lahko
odlocila ali prevzame stroske nadaljnjega shranjevanja ali pa se enoto
PK uni¢i, saj zaradi krvnih bolezni v ozji druzini, ni primerna za prenos
v javno banko PK.

4 Kliniéne izkusnje pri presaditvi
popkovniéne krvi

Prvo nesorodno PK smo v Sloveniji presadili leta 2004 pri enoletnem
dec¢ku z mielodisplasti¢nim sindromom (MDS). Do danes smo v
Sloveniji presadili dve nesorodni PK, ki sta jih priskrbeli tuji javni banki,
in nobene avtologne. V obeh primerih je presaditev potekala brez
nepri¢akovanih zapletov. Podalj$an ¢as do vzpostavitve trombopoeze,
ki smo ga opazovali v obeh primerih, je posebnost, ki je znana in
opisana znacilnost presaditve PK. Kljub uspes$ni presaditvi, je v obeh
primerih prislo razmeroma zgodaj do ponovitve bolezni. V prvem
primeru je MDS hitro napredoval v akutno mieloblastno levkemijo. Pri
drugem decku, ki je imel v osnovi akutno limfoblastno levkemijo z
visokim tveganjem za relaps, pa je do ponovitve bolezni prislo znotraj
prvih Sestih mesecev po presaditvi. Ponovitev osnovne bolezni v obeh
dosedanijih primerih, je lahko povezan z dejstvom, da je imunski u¢inek
presadka, ki ga imenujemo tudi ucinek presadka proti levkemiji, pri
presaditvi PK manj izrazen, kot pri presaditvi krvotvornih mati¢nih celic,
pridobljenih s standardnimi postopki, od sorodnih in nesorodnih
dajalcev. Podatki EuroCorda kazejo, da je prezivetje bolnikov po
presaditvi odvisno od vrste osnovne bolezni in stanja bolnikov ob
presaditvi in je v povpre¢ju od 27 do 100% (20).

5 Novosti in prihodnost pri
zdruvljeniu s popkovniéno
krvjo in shranjevanju KMC

Glavna pomanijkljivost PK, ki preprecuje njeno $irSo uporabo, je
relativno majhno Stevilo KMC, zato jih posku$ajo v ustreznih gojis¢ih in
vitro pomnoziti do Stevila, ki bo omogocilo zdravljenje tudi odraslih
bolnikov z vedjo telesno maso. Zal pa pri pomnoZevanju in vitro
mati¢ne celice pogosto izgubijo znacilne lastnosti in se diferencirajo v
potomke mati¢nih celic, na primer v razli¢ne prednice krvnih celic. Te
imajo omejeno zmoznost pomnozevanja, vendar kljub temu
doprinesejo k hitrejSi obnovitvi presajenih mati¢nih celic (21-24). Zato
zaenkrat zdravljenje s pomnozenimi mati¢nimi celicami in vitro poteka
tako, da bolniku presadijo dve enoti; eno s pomnozenimi celicami in
drugo z ne-pomnozenimi. Pri tem pa sta lahko enoti od enega
darovalca PK (16,21,25) ali pa od dveh (26). Prav zaradi moznosti
pomnozevanija celic je pomembno, da posamezno enoto PK shranimo
v vec¢ vre¢kah ali vialah.
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Nov pristop k u¢inkovitejSemu sprejemaniju in delovanju presadka KMC
nekateri vidijo v uporabi haploidenti¢nih (polovi¢no tkivno skladnih)
mezenhimskih mati¢nih celic, ki jih osamijo iz kostnega mozga in
pomnozijo in vitro ter presadijo hkrati s KMC iz nesorodne PK (27).
Mezenhimske mati¢ne celice naj bi po presaditvi pospesile sprejetje
KMC zaradi svojega imunsko supresivnega ucinka (28). Ugotovili so
tudi, da lahko na hitrejSe sprejetje presajenin KMC vpliva tudi
neposreden vnos KMC preko €revnice v kostni mozeg (direct intra
bone transplantation) (29,30).

Shranjevanje KMC v zamrzovalnikih s teko¢im dusikom je velik strosek,
zato poskus$ajo razviti nove nacine dolgotrajnega shranjevanja celic.
Postopek liofilizacije KMC, ki jih nato shranjujejo pri 2 — 8°C, je
patentirala in objavila izraelska skupina strokovnjakov (31). Poro¢ajo o
dobrih rezultatih in vitro, na izsledke klini¢nih raziskav pa bo potrebno
Se pocakati.

6 Zakljuéek

Nesorodna popkovni¢na kri se Ze vrsto let uspedno uporablja za
zdravljenje nekaterih malignih in nemalignih krvnih bolezni. Raziskave,
s katerimi preucujejo primernost PK za zdravljenje drugih bolezni
(nevroloske bolezni, diabetes tip 1), oziroma za potrebe regenerativne
medicine, zaenkrat potekajo predvsem na zivalskih modelih, zato lahko
pri¢akujemo, da bo v prihodnosti objavljenih tudi ve¢ rezultatov
klinicnih aplikacij na ljudeh, iz katerih bodo lahko nastale nove
smernice za zdravljenje z mati¢nimi celicami (32-37).
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Pregledni znanstveni clanki - Review Scientific Articles

Sodobna uporaba analize
zunajceliénih nukleinskih kislin
v laboratorijski medicini

Contemporary use of cell-free nucleic acids analysis
in laboratory medicine

Povzetek: Zunajcelicne nukleinske kisline so nukleinske kisline, ki se nahajajo v plazmi, serumu, pa tudi v drugih bioloskih vzorcih zunaj celic.
Njihova analiza omogoc¢a neinvaziven vpogled v tkivo oziroma organ, iz katerega zunajceli¢ne nukleinske kisline izhajajo. V prispevku je
predstavljena sodobna uporaba kvantitativne in kvalitativne analize zunajceli¢nih nukleinskih kislin v laboratorijski medicini. V prvem delu je na
primeru plju¢nega raka predstavljen kronolo8ki razvoj razli¢nih analitskih pristopov, v drugem pa uporaba na podro¢ju neinvazivne prenatalne
diagnostike genskih in genomskih sprememb ploda ter bolezni oziroma zapletov v nosecnosti. V zadnjem delu prispevka so navedeni izbrani
primeri uporabe na ostalih podrogjih laboratorijske medicine. Analiza zunajceli¢nih nukleinskih kislin v laboratorijski medicini pomeni sodobno
raziskovalno orodje, zanimiv strokovni izziv ter alternativo oziroma dopolnilo analitiki proteinov.

Kljucne besede: izvencelicne nukleinske kisline, analiza, uporaba, laboratorijska medicina

Abstract: Cell-free nucleic acids are nucleic acids in plasma, serum or in cell-free fraction of various others biological fluids. Their analysis offers
noninvasive inspection of the tissue or organ of their origin. The paper reviews contemporary use of quantitative and qualitative analysis of cell-
free nucleic acids in laboratory medicine. The first part sumarises chronologic development of major analytical approaches to cell-free nucleic
acids analysis in the case of medical assessment of lung cancer patients. The second part presents the use of cell-free nucleic acids analysis
in noninvasive diagnosis of gene and genome alterations of the fetus and diseases and complications of pregnancy. The last part indicates the
prominent examples of its use in the other areas of laboratory medicine. Cell-free nucleic acids analysis in laboratory medicine means a novel
research tool, an interesting professional challenge and alternative or supplement to protein analysis.

Key words: cell-free nucleic acids, analysis, applications, laboratory medicine

oligo-nukleosomov, proste in vezane na plazemske proteine.
Koncentracije zNK v telesnih tekoCinah so rezultat ravnotezja
mehanizmov spro$¢anja iz celic (fizioloska ali patoloska apoptoza, liza,
nekroza ali Se ne dovolj pojasnjen mehanizem aktivnega izlo¢anja) in
mehanizmov  odstranjevanja (razgradnja z endonukleazami,
odstranjevanje s celicami retikuloendolelnega sistema in makrofagi).
Mehanizmi odstranjevanja so zelo ucinkoviti (razpolovna doba
eksogenih nukleosomov v krvi je le nekaj minut), vendar pa vezava zNK
na proteine proces mo¢no upocasni. V plazmi zdravih ljudi sta nivoja
koncentracije zDNA do 50 pg/L in zZRNA do 250 ug/L, pri bolnikih pa

1 Uvod

Zunajceli¢ne nukleinske kisline (zNK in njihove podvrste, kot so zDNA,
zRNA, zmRNA itd.) so nukleinske kisline, ki se nahajajo v plazmi,
serumu, pa tudi v drugih bioloskih vzorcih zunaj celic (urin, likvor,
bronhialni izpirek itd.) (1-3). Odkrila sta jih Mandel in Metais leta 1947
(4). Dolgo neopazeno odkritje je ponovno pritegnilo pozornost v
sedemdesetih letih, zaradi odkritja zvi§anih koncentracij zDNA v plazmi
bolnikov s sistemskim eritematoznim lupusom (systemic lupusom
erythematosusom) in kasneje v serumih rakavih bolnikov, Se posebej

tistih z napredovano obliko bolezni. Prou¢evanje zNK se je znova
razmahnilo v devetdesetih letih, z razvojem novih analitskih metod za
kvalitativno analizo DNA in kasneje metod za analizo mRNA (2).

zNK imajo lastnosti celi¢nih NK, le da so fragmentirane. Tako na primer
je zDNA dvoverizna, nizkomolekularna skupina molekul velikosti od 0,5
do 21kb, strukturno povezanih s histoni v mono- in oligonukleosome.
zNK se v plazmi lahko nahajajo v obliki apoptoti¢nih telesc, mono- in

lahko v obeh primerih preseze 3000 ug/L (3).

Analiza zZNK omogoc&a neinvaziven vpogled v dogajanje v tkivu oziroma
organu, iz katerega zNK izhajajo. Njihova analiza predstavlja alternativo
oziroma dopolnilo k analitiki proteinov. Danes se intenzivno proucuje
uporaba kvalitativne in kvantitativne analize zZNK predvsem v tumorski
in prenatalni diagnostiki. NajnovejSe strokovne objave pa nakazujejo
neizmerne potencialne moznosti nadaljnje uporabe.

izr.prof. dr. Darko Cerne, mag.farm, med.biok.spec., Katedra za klini¢no biokemijo, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, ASkeréeva 7, 1000 Ljubljana
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Sodobna uporaba analize zunajcelicnih nukleinskih kislin v laboratorijski medicini

Namen prispevka je predstaviti sodobno uporabo kvalitativne in
kvantitativne analize zNK v laboratorijski medicini. V prvem delu je na
primeru pljucnega raka predstavljen kronoloski razvoj razli¢nih
analitskih pristopov. V drugem delu je predstavljena sodobna uporaba
na podro¢ju neinvazivne prenatalne diagnostike genskih in genomskih
sprememb ploda ter bolezni oziroma zapletov v nose¢nosti. V zadnjem
delu prispevka pa so navedeni izbrani primeri uporabe na ostalih
podrogjih laboratorijske medicine.

2 Obravnava bolnika s pluénim
rakom

Pljucni rak je po stopnji smrtnosti med najbolj nevarnimi oblikami raka
na svetu. Najvecji problem predstavlja pomanjkanje klinicno uporabnih,
ucinkovitih, neinvazivnih metod za zgodnje odkrivanje ter presejanje
asimptomatskih posameznikov z visokim tveganjem. Kvalitativna in
kvantitativna analiza zNK odpira Stevilne nove moznosti neinvazivne,
zgodnje presejalne diagnostike bolezni, pridobivanja prognosti¢nih
podatkov in sledenja uspesnosti zdravljenja (5, 6).

Razli¢ne pristope k analizi zZNK pri obravnavi bolnikov s plju¢nim rakom
podaja Preglednica 1. Analitski pristopi v danem trenutku so bili
povsem odvisni od stopnje razvoja metod v molekularni biologiji, zato
ima pregled kronolo$ki znacaj. NajstarejSi analitski pristop je merjenje
koncentracije celotne zDNA v plazmi ali serumu, v katerem imajo
bolniki s plju¢nim rakom v primerjavi z zdravimi ljudmi zviSane
koncentracije zDNA, 8e posebej pri napredovani bolezni z
metastazami (7). Z razvojem kvalitativnih metod v molekularni biologiji
je bilo ugotovljeno, da ima zDNA rakavih bolnikov enake spremembe
kot DNA v tumorskem tkivu, iz katerega izhaja. Kvalitativna analiza
zDNA je pomembno izboljala diagnosti¢no specifi¢nosti metod, ki je
bila najpomembnejsi problem predhodnega analitskega pristopa. Med
spremembami v zDNA so najprej proucevali mikrosatelitske
nestabilnosti in izgubo heterozigotnosti, kasneje pa predvsem mutacije
v onkogenih in tumor-supresorskih genih, ki so znacilne za tumorsko
tkivo (na primer v genu kras ali tp53). Kadar je mutacija prisotna v
tumorskem tkivu, obstaja velika verjetnost njene prisotnosti tudi v zDNA
v plazmi. V primeru tumor-supresorskega gena tp53 je mutacija
prisotna v tkivu in odgovarjajo¢i zDNA v 73,1 %. Zaradi nizke
pogostosti posamezne mutacije v tumorskem tkivu je nov diagnosti¢ni
pristop zajemal analizo ve¢ mutacij v zDNA iz plazme isto¢asno. Tako
na primer so v zDNA iz plazme nasli vsaj eno od $estih genskih
sprememb pri 60,7 % bolnikih z nedrobnoceli¢nim plju¢nim rakom v
stadiju I, oziroma v 68,2 %, ¢e upostevamo le bolnike, ki so vsaj eno od
omenjenih sprememb imeli isto¢asno tudi v tumorskem tkivu (8).
Alternativa omenjenemu pristopu je analiza epigenetskih sprememb v
zDNA. V zDNA v plazmi so nasli hipermetilacijo gena dapk1 pri 39 %
bolnikih z nedrobnoceli¢nim plju¢nim rakom, vsaj eno spremembo
(hipermetilacijo gena dapk1, rassf1 ali pycard ali mutacije gena kras)
pa pri 74,5 % bolnikih oziroma v 82 %, Ce je bila vsaj ena od omenjenih
sprememb isto¢asno prisotna tudi v tumorskem tkivu (9). Razvoj
obratne transkripcije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR) je
omogocil nov analitski pristop. Omogoc¢ena je bila analiza tudi razli¢nih
podvrst zmRNA. Sprva so dolo¢ali zmRNA genov izrazenih pri mnogih
vrstah tumorjev, kasneje pa zmRNA genov s specifiénim izrazanjem v
primeru plju¢nega tumorja. Tako na primer so pri analizi seruma nasli
zmRNA gena hnrnpa2b pri 77,8 % bolnikih s plju€nim rakom in zmRNA

vsaj enega od genov hnrnpa2b in erbb2 pri vseh bolnikih (10). Ista
raziskovalna skupina je analizirala zmRNA omenjenih genov tudi v
bronhialnem izpirku in dosegla podobne uspehe (11). Pri tem je
pomembno predvsem spoznanje o moznosti analize zNK tudi v
razlicnih drugih bioloskih vzorcih (bronhialni izpirek, urin, likvor,
peritonealni izpirek itd.). Nov razvojni korak je omogocila verizna
reakcija s polimerazo v realnem ¢asu in moznost merjenja
koncentracije za plju¢ni tumor specificnih zmRNA. Pri bolnikih s
plju¢nim rakom so na primer izmerili vi§je plazemske koncentracije
zmRNA gena hnrnpaZ2b, kot pri bolnikih z benignimi pljucnimi boleznimi
in vi§je kot pri zdravih preiskovancih (12). Pri standardizaciji plazemske
koncentracije zmRNA gena hnrnpa2b glede na izrazanje gena za -
aktin so bile razlike med bolniki s plju¢nim rakom in kontrolno skupino
(bolniki z benignimi plju¢nimi boleznimi, na primer tuberkulozo, in
zdravi) Se moc¢neje izrazene (13). S tem je analiza zNK postala v osnovi
podobna klasi¢ni analizi tumorskih oznacevalcev. Vzporedno s
proucevanjem diagnosti¢ne uporabnosti novih analitskih pristopov na
trenutni stopnji razvoja biolosko-molekularnih analitskin metod se je
prouceval tudi njihov prognosticen pomen ter moznosti za boljse
spremljanje  zdravljenja bolezni. Na primer, na podrocju
farmakogenomike nam analiza zDNA v plazmi omogoc¢a neinvazivno
zaznavo bolnikov s pljuénim rakom rezistentnih na razli¢ne vrste
kemoterapije (14).

3 Prenatalna diagnostika
genskih in genomskih
sprememb ploda ter bolezni
oziroma zapletov v noseénosti

Analiza zNK ploda v krvi matere (pzNK in njegove podvrste, kot so
pzDNA, pzRNA, pzmRNA itd.) predstavlja vedji izziv od analize zZNK
pri rakavih bolnikih. V krvni obtok matere se sprostijo iz apoptoti¢nih
oziroma poskodovanih plodovih celic posteljice, na primer trofoblastov
in eritroblastov. Z danasnjimi analitskimi metodami jih lahko zaznamo
v 4. tednu nosecnosti, zanesljivo pa od 7. tedna dalje (15). Proti koncu
nosec¢nosti je v plazmi matere do 6 % pzDNA od celotne zDNA.

pzNK so specificen in obcutljiv oznacevalec genskih in genomskih
sprememb ter genskega izrazanja ploda. V primerjavi s horionsko
biopsijo ali amniocentezo omogoc¢a analiza zNK zgodnej$o in
predvsem neinvazivno diagnostiko bolezni ploda s prav ni¢ slabso
diagnosti¢no specificnostjo in obc&utljivostjo (16). Je tudi obetavnejsa
od poskusov izolacije in analize intaktnih trofoblastov ali eritroblastov v
krvi nosecnice (17). Posebnost pzNK je visoka fragmentiranost, kar v
postopkih izolacije kratkoveriznih DNA izkoriS¢amo za koncentriranje
pzDNA v primerjavi s celotno zDNA, Zal pa to preprec€uje detekcijo
obseznejih genskih sprememb ploda, kot so vecje delecje ali vstavitve
genov.

Primere zgodnje neinvazivne prenatalne diagnostike vrojenih in
prirojenih bolezni ter genskega svetovanja z analizo pzNK navaja
Preglednica 2. Mnogi laboratoriji za molekularno diagnostiko imajo
ute¢eno rutinsko dolo¢anje plodovega spola. Dokaz nukleotidnih
sekvenc kromosoma Y v plazmi matere pomeni moski spol ploda in
odsotnost nukleotidnih  sekvenc Zenski. Zgodnja diagnostika
plodovega spola se uporablja za izklju€itev dedovanja na kromosom X
vezanih recesivnih bolezni (hemofilija, misi¢na distrofija Duchenne,
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adrenoleukodistrofija itd.), ki jih je vseh skupaj priblizno 5 na 10000
rojstev. Dokaz Zenskega spola bolezen izklju€uje in zmanj$a potrebo
po invazivni prenatalni diagnostiki za 50 % (18). V primeru suma na
kongenitalno adrenalno hiperplazijo zgodnja doloCitev plodovega
moskega spola prepreci ali zmanjSa nepotrebno zdravljenje s steroidi,
ki se uporablja za preprecitev virilizacije pri zenskem plodu (19). Z
novim diagnosti¢nim pristopom lahko zanesljivo dolo¢imo spol v
primeru nenormalnega razvoja zunanjih spolnih organov, ko je
ultrazvoCna preiskava neuporabna. Analiza pzDNA omogoca relativho
enostavno diagnostiko monogenskih prirojenih bolezni, ki se dedujejo
avtosomno dominantno (Huntingtonova bolezen, ahondroplazija,
miotoni¢na distrofija), vendar le v primeru, ¢e je bolezen prisotna pri
ocetu in materi bolezni nima. V primeru prisotnosti bolezni tudi pri
materi pa je obvezna uporaba invazivnih diagnosti¢nih postopkov.
Diagnostika avtosomnih recesivnih monogenskih bolezni s pomoc¢jo
analize pzDNA je mo¢no omejena in sicer le na izkljuCevanje
dedovanja sicer redkih kombiniranih heterozigotnih oblik bolezni.
Dokaz odsotnosti okvarjenega ocetovega alela pri plodu, ki pa pri
materi ne sme biti prisoten, pomeni odsotnost kombinirane
heterozigotne oblike bolezni in izkljuCuje potrebo po invazivni
prenatalni diagnostiki v primeru bolezni kot so: cisti¢na fibroza, B-
talasemija, mnoge hemoglobinske variante — z izjemo hemoglobina S,
kongenitalna adrenalna hiperplazija, pa tudi klasi¢na oblika
galaktozemije. S tak$nim presejalnim pristopom lahko zmanj$amo
potrebo po invazivni diagnostiki za 50 % (20). Analiza pzNK veliko
obeta v diagnostiki aneuploidij. Kmalu bodo dosegljivi tudi prvi
komercialno dostopni diagnosti¢ni testi (21). Diagnostika v tem primeru
temelji na dolocitvi kolicinskega razmerja obeh alelov pri
heterozigotnem polimorfizmu posameznega nukleotida (SNP).
Predpogoj je analiza izklju¢tno genetskega materiala plodu in ne
matere. Analiziran gen mora biti na kromosomu proucevane
aneuploidije (v primeru diagnostike Downovega sindroma na
kromosomu 21). Primer je kvantitativha analiza heterozigotnih SNP-ov
v pmRNA gena plac4 (gen se nahaja na 21. kromosomu, izrazanje
gena pa poteka le v posteljici in je odraz genskih lastnosti ploda).

Koli¢insko razmerje heterozigotnih SNP-ov 1:2 je dokaz Downovega
sindroma, razmerje 1:1 pa pomeni, da sta kromosoma 21 dva, kar
sindrom izkljucuje (22). NajnovejSe instrumentalne tehnike (digitalna
verizna reakcija s polimerazo, dolo¢anje zaporedja s kvantifikacijo
Stevila oligonukleotidov) pa omogoca odkrivanje ze najmanjsih
spremenijenih koli¢inskih kromosomskih razmerij in sicer brez zahteve
po heterozigotnosti SNP-a in/ali lo¢be pzNK od zNK matere (23, 24).

Druga moznost prenatalne uporabe analize pzNK je neinvazivna
diagnostika bolezni in zapletov v nosecnosti ter prognosti¢na sklepanja
in ocenjevanje uspesnosti zdravljenja (primere navaja drugi del
Preglednice 2). Mnogi laboratoriji za molekularno diagnostiko imajo
ute€eno rutinsko dolo¢anje RhD statusa ploda. Dokaz nukleotidnih
zaporedij gena za RhD v plazmi RhD negativhe matere opozarja na
neskladnost v RhD med plodom in materjo (pojavi se v 10 % no-
se¢nostih) in na potrebo po ustrezni imunoprofilaksi za preprecitev
hemoliticne bolezni ploda; po drugi strani dokazana odsotnost njeno
potrebo izklju€uje. Nov diagnosti¢en pristop zmanjSa nepotrebno
uporabo imunoprofilakse za 40 % (25). Drug primer uporabe je
diagnostika in spremljanje motenj v rasti in razvoju posteljice, med
katerimi je najpomembnej$a preeklampsija (pojavi se v 5-10 %
nosec¢nostih). Koncentracija pzDNA v plazmi nosecnice poraste za 2
do 3-krat Ze pred pojavom preeklampsije in je v ¢asu bolezni zviSana
2 do 14-krat (26). Kljub temu pa je zaradi velike bioloSke variabilnosti
koncentracije pzDNA v plazmi matere in vpliva mnogih dejavnikov
(teza matere, rasa itd.) uporaba omenjenega pristopa v presejalne
namene pri asimptomatskih nosecnicah vprasljiva. Kvantifikacija
pzmRNA gena za y globin v plazmi matere je lahko dokaz in ocena
obsega feto-maternalne krvavitve.

Najpogosteje uporabljena instrumentalna tehnika na podro¢ju analize
pzNK je verizna reakcija s polimerazo v realnem casu, zaradi
enostavne dostopnosti, preiskusene dobre specificnosti in ob&utljivosti
ter moznosti analize vecjih serij. Z dolo¢enimi spremembami le ta
metoda omogoca tudi doloCanje metiliranih zNK. Hiter razvoj
instrumentalnih  tehnik ter uvajanje dosezkov elektronike in

Preglednica 1: Razlicni pristopi k analizi zunajceli¢nih nukleinskih kislin (zNK in podvrst, kot so zZDNA, zZRNA, zmRNA itd.) pri obravnavi

bolnikov s plju¢nim rakom.

Table 1: Major analytical approaches to cell-free nucleic acids analysis (zNK and their subpopulations, such as zDNA, zZRNA, zmRNA itd.) in
medical assessment of lung cancer patients.

Analitski pristop

Primeri

Dodatna pojasnila

Kvantitativna analiza zNK v plazmi
ali serumu

Celotna zDNA (tudi celotna zRNA)

Dobra obéutljivost, slaba specificnost

Kvalitativha analiza zDNA

Mikrosatelitske nestabilnosti, izguba
heterozigotnosti, mutacije v onkogenih
in tumor-supresorskih genih

Visoka specifi¢nost; zaradi slabe ob&utljivosti
analiziramo ve¢ mutacij isto¢asno

Analiza epigenetskih sprememb
v zDNA (hipermetilacija nukleotidov)

V promotorju gena cdknZa, v kodirajocem
delu gena dapk1 itd.

Visoka specifi¢nost; zaradi slabe obcutljivosti
analiziramo ve¢ sprememb in mutacij isto¢asno

RT-PCR in semikvantitativna analiza
podvrst zmRNA v plazmi ali serumu

Geni erbb2, mageaZ2, hnrnpa2b, uchl1,
za telomerazni enoti itd.

Iskanje genov s specifi¢nim izrazanjem v
plju€¢nem tumorju

Analiza razli¢nih drugih bioloskih vzorcev

Urin, bronhialni izpirek itd.

Pomembno spoznanje 0 moznosti analize
zNK tudi v drugih bioloskih vzorcih

Verizna reakcija s polimerazo v realnem
Casu in kvantitativna analiza podvrst
zmRNA v razli¢nih bioloskih vzorcih

Gen hnrnpa2b

Analitski pristop podoben kot pri klasi¢nih
biokemi¢nih tumorskih oznacevalcih
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elektrotehnike v laboratorijsko medicino pa omogoc¢a uvedbo povsem
novih analitskih metod, na primer analizo produktov po verizni reakciji
s polimerazo z masno spektroskopijo, digitalno verizno reakcijo s
polimerazo in doloCanje nukleotidnega zaporedja z moznostjo
vzporedne kvantifikacije oligonukleotidov. Njihova zanesljivost mora
biti e potrjena, po drugi strani pa je njihova zahtevnost zaenkrat Se
neprimerna za mnozi¢nejs$o uporabo.

Glede na objavljene rezultate je diagnosti¢na zanesljivost analize pzNK
zelo dobra. Spol je mogoce v prvem trimesecju pravilno dolociti v 99,4
% nosecnostih (27), Se veg, vsi laboratoriji za molekularno diagnostiko
v Veliki Britaniji so v obdobju enega leta pravilno dolocili spol v 97,6 %
nosec¢nostih (18). Downov sindrom je mogoc¢e diagnosticirati z
obéutljivostjo 90,0 % in specificnostjo 96,5 % (22), kar je mnogo bolje
od vseh dosedanjih neinvazivnih pristopov. Najpogostejsi vzrok lazno
pozitivnih rezultatov je sindrom izginjajo¢ega dvojcka in sicer v
primeru, da je njegova genetska zasnova druga¢na od moc¢nejSega
zarodka. Sindrom in s tem moznost lazno pozitivnega rezultata lahko

izklju¢imo z ultrazvo¢no preiskavo. V primeru dokazane prisotnosti
sindroma je interpretacija rezultata nezanesljiva do 7. tedna
nosecnosti, ko dvojcek obiCajno popolnoma izgine. V primeru
dolo¢anja spola tak§en problem nastane pri 0,5 % nosec¢nosti (18).
Mnogo resnejsi so lazno negativni rezultati analize, ki so najpogosteje
posledica premajhne koli¢ine ali preslabe kakovosti izoliranih pzNK.
Analitski problem je mozno resiti z vzporednim dolocanjem dodatnih
nukleotidnih zaporedij ploda, ki niso predmet zdravniSke obravnave
(univerzalni oznac¢evalec ploda). Dokaz njihove prisotnosti v izolatu
pomeni zadostno koli¢ino kakovostnih pzNK primernih za zanesljivo
analizo. NovejSa analizna pristopa sta dolo¢anje epigenetsko
spremenjenih nukleotidnih zaporedij ploda, na primer metiliranih
nukleotidnih zaporedij v promotorju gena rassf1 (pri odraslih so
omenjene sekvence nemetilirane) (28) ali plodove oziroma posteljicne
zmRNA tistih genov, ki pri materi niso izrazeni (29). Predvsem slednji
pristop veliko obeta, zaradi moznosti uporabe enostavnih in zanesljivin

analitskih tehnik.

Preglednica 2: Podrocja uporabe analize zunajceli¢nih nukleinskih kislin ploda (pzNK in podvrst, kot so pzDNA, pzRNA in pzmRNA itd.) v krvi

matere.

Table 2: Field of interests for fetal cell-free nucleic acids analysis (pzNK and their subpopulations, such as pzDNA, pzRNA in pzmRNA itd.) in

the blood of pregnant woman.

Podrocje uporabe

Primeri

Dodatna pojasnila

Zgodnja neinvazivna prenatalna diagnostika vrojenih in prirojenih bolezni ter gensko svetovanje

Dolo¢anje spola Izkljugitev dedovanja na
kromosom X vezanih

recesivnih bolezni

Hemofilija, misi¢na distrofija
Duchenne,
adrenoleukodistrofija

Zmanj$ana potreba po invazivni
diagnostiki za 50 %

Optimizacija zdravljenja

Kongenitalna adrenalna
hiperplazija

Nenormalen razvoj zunanijih
spolnih organov

Ultrazvocna preiskava
neuporabna

Avtosomne dominantne
monogenske bolezni

Diagnostika/izkljucitev dedovanja
(le ¢e je bolezen prisotna pri
oCetu in mati bolezni nima)

Huntingtonova bolezen,
ahondroplazija, miotoni¢na
distrofija

Zmanj$ana potreba po invazivni
diagnostiki

Avtosomne recesivne
monogenske bolezni

Izklju¢itev dedovanja
kombiniranih heterozigotnih
oblik bolezni (odsotnost
okvarjenega ocCetovega alela
pri plodu, ki pa pri materi

ne sme biti prisoten)

Cisti¢na fibroza, B-talasemija,
mnoge hemoglobinske
variante, kongenitalna
adrenalna hiperplazija,
klasi¢na oblika galaktozemije

Zmanj$ana potreba po invazivni
diagnostiki za 50 %

Aneuploidije Diagnostika/izkljucitev

Downov sinrom,
trisonomija 18, trisonomija 13

Zgodnija neinvazivna diagnostika
z zelo visoko zanesljivostjo

Neinvazivna diagnostika bolezni in zapletov v nosecnosti, prognosticna sklepanja in spremljanje zdravljenja

Dolo¢anje RhD statusa Optimizacija prepre¢evanja
zapletov v primeru neskladnosti

v RhD

Zmanj$ana nepotrebna
imunoprofilaksa za 40 %

Motnje v rasti in razvoju
posteljice

Diagnostika, spremljanje

Preeklampsija

Vpra$ljiva uporaba
v presejalne namene

pzmRNA gena za y-globin Dokaz in ocena obsega

feto-maternalne krvavitve

Analiza drugih pzmRNA Spremljanje rasti in razvoja ploda,
zgodnja diagnostika zapletov

in spremljanje zdravljenja

Se neraziskano podrocje,
ki veliko obeta
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4 Izbrani primeri uporabe na
ostalih podroéjih laboratorijske
medicine

Analiza zNK omogoca diagnostiko in spremljanje mnogih bolezni.
Plazemska koncentracije zmRNA gena za albumin ima boljSo
diagnosti¢no obcutljivost za poskodbo hepatocitov kot plazemska
koncentracija kataliti¢ne aktivnosti alanin-aminotransferaze (30). Pri
bolnikih z opeklinami so bile plazemske koncentracije zmRNA genov
specificno izrazenih v endotelijskih celicah premosorazmerne opeceni
povrsini (31). Zvisane koncentracije zDNA gena za B-globin so nasli v
plazmi bolnikov z akutnim koronarnim sindromom (32), travmatskimi
poskodbami (33) ali mozgansko kapjo (34). V vseh treh primerih so
visoke koncentracije napovedovale pogostejSe hospitalne zaplete.
Merjenje koncentracije zDNA genov moskega spolnega kromosoma
pri zenskah prejemnicah organov ali tkiv moSkega darovalca omogoca
zaznavo in spremljanje zavrnitve presadka (35). Analiza zNK nam
omogoc¢a S$tudijo etiologije bolezni in prou¢evanje novih nacinov
zdravljenja. Na primer, apoptoti¢na razgradnja zDNA v plazmi bolnikov
s sladkorno boleznijo nakazuje, da je zve€ana koncentracija kataliticne
aktivnosti y-glutamil-transferaze v plazmi posledica zve¢ane apoptoze
celic (36). Z merjenjem koncentracije zDNA v peritonealnem izlivu, kot
biokemi¢nem oznacevalcu celi¢ne smrti, lahko in vivo prou¢ujemo
biokompatibilnost razli¢nih peritonealnih dializnih raztopin (37).

5 Zakljuéek

Kvantitativna in kvalitativha analiza zZNK odpira $tevilne nove moznosti
neinvazivne, zgodnje presejalne diagnostike bolezni, pridobivanja
prognosti¢nih podatkov in sledenja uspesnosti zdravljenja. Analiza zZNK
v laboratorijski medicini pomeni sodobno raziskovalno orodje, zanimiv
strokovni izziv ter alternativo oziroma dopolnilo analitiki proteinov.
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Avtoimunost — mehanizmi in pomen redoks procesov

Avioimunost - mehanizmi
in pomen redoks procesov

Avtoimmunity - mechanisms and significance
of redox processes

Jasna Omersel, Borut Bozi¢

Povzetek: PoruSenje mehanizmov tolerance do lastnega vodi do avtoimunosti in razvoja avtoimunskih bolezni. Znani vzroki za spremenjeno
imunoreaktivnost limfocitov in antigenov so genetskega ali imunskega izvora, nihanje hormonskega statusa ali posledica vpliva okolja. Podro¢je
raziskovanja se v zadnjem ¢asu usmerja neposredno na molekule protiteles in na spremembe v njihovi osnovni strukturi, ki so posledica delovanja
oksidativnega okolja v telesu ali izven njega. Oksidacijske spremembe v konstantnih in variabilnih strukturnih regijah molekul protiteles vodijo do
spremembe njihove tridimenzionalne zgradbe, kar vpliva na efektorske funkcije in spremeni afiniteto vezave tudi na telesu lastne proteine.

Kljuéne besede: avtoimunost, oksidacija, protitelesa, redoks-reaktivna protitelesa

Abstract: The collapse of the self-tolerance mechanisms leads to the development of autoimmunity and the onset of various autoimmune diseases.
Currently the attention to find the reasons for the observed altered immunoreactivity of the lymphocytes and antigens is focused not only on the
known genetic and immunological factors, fluctuations in the hormone state and environmental triggers, but also directly on the antibody structure.
It was proposed that the alteration in their basic structure can also occur due to the oxidative environment in and outside of the body. Such
oxidation changes in constant and variable regions can modify three-dimensional structure of antibodies, affecting their effector functions and

altering their binding affinity towards body’s own-proteins.
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1 Avioimunost in razvoj
avioimunskih motenj

Toleranca do lastnega je ena izmed temeljnih znacilnosti imunskega
sistema. Vzdrzuje se z razlicnimi mehanizmi, ki preprecujejo zorenje
in aktivacijo potencialno Skodljivih limfocitnih klonov, reaktivnih z
lastnim (1). Leta 1900 je Paul Erlich resno podvomil o moznosti razvoja
uni¢ujo€ih mehanizmov imunskega sistema in nastanku toksicnih
protiteles, ki bi uni€ila organizem. Njegova teorija je danes znana pod
sinonimom “horror autotoxicus”in je bila mnogokrat jedro spora med
imunologi, sploh po eksperimentalnih dokazih obstoja patogenih
avtoprotiteles (2). V petdesetih letih 20. stoletja je to prvotno teorijo
razsiril avstralski virolog Macfarlane Burnet. Ena izmed postavk
njegove hipoteze o klonski selekciji pravi, da se antigensko reaktivni
limfociti odstranijo, ¢e se z antigenom srec¢ajo v ¢asu embrionalnega
razvoja oz. imunske nezrelosti (3). Danes je znano, da se s centralno
toleranco nezrelih limfocitov v primarnih limfati¢énih organih (timus,
kostni mozeg) in s periferno toleranco njihovih zrelih klonov v
sekundarnih limfati¢énih organih (bezgavke, vranica), preprecujeta
zorenje in aktivacija tistih celic, ki izkazujejo previsoko afiniteto do
lastnih in tujih antigenov. Seveda pa je mozna tudi izguba tolerance, ki
je lahko posledica nenormalne selekcije klonov, napacne stimulacije

limfocitov s citokini ali aktivacije s poliklonskimi aktivatorji, npr. z
bakterijskimi lipopolisaharidi in superantigeni, ter spros€anja lastnih
antigenov ob poskodbah in vnetjih. Vsi ti mehanizmi vodijo do aktivacije
Stevilnih klonov limfocitov T in B ter posledi¢no do nastanka Sirokega
spektra protiteles, med njimi tudi reaktivnih z lastnim (1).

Avtoimunost, ki v SirSem smislu pomeni imunski odziv proti lastnim
molekulam, obi¢ajno povezujemo z bolezenskim stanjem. Vendar pa
ob vprasanju Kaj je lastno?” spoznamo, da ima lahko tak§en imunski
odziv tudi pozitivne vplive oziroma obrambne funkcije. Tipi¢en primer
za to je na primer imunski odziv s protitelesi na lastne maligno
preobrazene celice, odziv na znotrajceli¢ne infekcije in uravnavanje
oziroma zaviranje imunskega odziva z anti-idiotipskimi protitelesi (4).
Cetrto stanje, najpogosteje povezano s terminom avtoimunost, pa je
Skodljiv, uni€ujo¢ in nezelen odziv proti lastnim molekulam v sicer
zdravem posamezniku, ki ne vodi ve¢ do obrambe, temve¢ do
patolodkega stanja. Ko se Stevilo avtoimunskih reakcij, ki se sicer
nenehno odvijajo v posamezniku, pove¢a nad ‘nevtralizacijsko
kapaciteto “organizma, kar pomeni, da se pojavijo $tevilni avtoreaktivni
limfocitni kloni, presezek imunskih kompleksov in prekomeren izbruh
nevtrofilcev, posledi¢no pa poskodbe tkiv, govorimo o avtoimunskih
boleznih.
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Avtoimunske bolezni, s pojasnjenim ali delno pojasnjenim vzrokom,
se v populaciji pojavljajo v 3-8 % in predstavljajo enega izmed izzivov
in problemov na podroc¢ju kliniéne imunologije (5, 6). Med vzroke, ki
vodijo do nastanka preko 100 tovrstnih bolezni, uvr§¢amo genetske in
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Slika 1: Dejavniki nastanka avtoimunskih bolezni. Geni, okolje in
hormoni so glavni dejavniki, ki poleg primarnih motenj
imunskega sistema vplivajo na spremenjeno
imunoreaktivnost limfocitov in/ali antigenov, nato pa
samostojno ali vzajemno vodijo do razvoja avtoimunskih
bolezni. Moznost za nastanek avtoimunskih reakcij v
zadnjem casu predstavija tudi spremenjena imunoreaktivnost
protiteles, vzroki zanjo pa so do danes le slabo pojasnjeni.

Figure 1: Pathways to autoimmune diseases. Genes, environment
and hormones are besides primary immune deficiencies
the main factors contributing to the changed
immunoreactivity of lymphocytes and/or antigens.
Independently or mutually they lead to the development of
autoimmune reactions and subsequently to autoimmune
diseases. Recently, a possibility for the development of
autoimmune reactions is orientated directly towards
changed immunoreactivity of natural or antimicrobial
antibodies, for which the complete explanation remain
unexplained.
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imunske dejavnike, hormonsko stanje in vplive iz okolja (slika 1). Za
avtoimunske bolezni je znacilna tako prisotnost avtoreaktivnih
limfocitov T v prizadetih tkivih, kot tudi cirkulirajoa avtoprotitelesa, ki
reagirajo s telesu lastnimi antigeni in imajo velikokrat pomembno
diagnosti¢no vrednost (7-9). V primeru, da pride do nepravilnega
uravnavanja in poliklonske aktivacije razlicnih limfocitnih klonov, se
razvijejo sistemske avtoimunske bolezni, kot na primer revmatoidni
artritis, sistemski lupus eritematozus, polimiozitis/dermatomiozitis in
druge (8). Prekinitev tolerance limfocitov za posamezen lastni antigen
ali majhno $tevilo tkivnih antigenov v posameznem organu pa vodi do
organsko specificnih bolezni, na primer avtoimunskega tiroiditisa,
celiakije, diabetesa tipa |, multiple skleroze, primarne biliarne ciroze
(8, 10).

2 Protitelesa
2.1 Zgradba in funkcija protiteles

Protitelesa v krvi vreten€arjev predstavljajo frakcijo cirkulirajo¢ih
proteinov, ki jih proizvajajo plazmatke, B-limfocitne celice imunskega
sistema, kot odziv na vdor tujih molekul v organizem. Osnovna funkcija
protiteles je torej specifi¢éno prepoznavanje tujkov (antigenov), njihova
odstranitev ter aktiviranje mehanizmov prirojene imunosti, katerih glavni
izvajalci so makrofagi, naravne celice ubijalke in komplementni sistem,
ki dodatno pripomorejo k odstranitvi nevarnosti.

Protitelesa ali immunoglobulini so si med seboj strukturno in funkcijsko
podobni glikoproteini, ki posredujejo humoralno imunost pri sesalcih.
Osnovno zgradbo tvorita po dve lahki in dve tezki verigi aminokislin, ki
so medsebojno povezane s kovalentnimi disulfidnimi vezmi in
hidrofobnimi interakcijami (slika 2). Za prepoznavo in vezavo z
antigenom so odgovorne aminokisline v variabilnih regijah lahkih in
tezkih verig, imenovane hipervariabilne regije (CDR). Priblizno 10
aminokislinskih ostankov, ki se nahajajo v zankah $estih CDR (3 v lahkih
in 3 v tezkih verigah), je izpostavljenih na povrsino molekule protitelesa
in so tako dostopni za interakcijo z antigenom (slika 3) (11). Razlike
aminokislinskih zaporedij v CDR med posameznimi kloni in razredi
protiteles doprinesejo k raznolikosti povr§in in specifi¢nosti
posameznega protitelesa, konstantni predel Fc pa vrsi druge bioloske
oziroma efektorske funkcije (preglednica 1).

Na podlagi strukturnih razlik konstantnih regij tezkih verig razlikujemo
med petimi razredi protiteles, in sicer IgG, IgA, IgM, IgD in IgE, ki se
med seboj logijo Se v valenci vezave, efektorskih funkcijah, vsebnosti
in mestu pripetih ogljikovih hidratov (11, 12). V primarnem imunskem
odzivu na vecino antigenov dominirajo pentamerna protitelesa IgM, ki
so najucinkovitejSa pri aktivaciji komplementa in posledi¢ni lizi
opsoniziranih celice (12). Predstavljajo tudi pomembno frakcijo t.i.
naravnih protiteles, v monomerni obliki pa so izrazena na limfocitu kot
B-celi¢ni receptor (13). Protitelesa IgG, ki predstavljajo 75 % serumskih
imunoglobulinov, nastajajo po infekciji in imunizaciji z virusi, bakterijami
ali njihovimi proizvodi; zaradi prehoda skozi placento pa dajejo
pomembno zas$¢ito tudi otroku v prvih tednih Zivljenja. Ob okuzbah ljudi
in zivali s paraziti se v serumu mo¢no povisa koncentracija protiteles
IgE, ki pa so udelezena tudi v alergijskih reakcijah. Ob prvem stiku z
alergenom pride do senzibilizacije, ponovni vnos alergena pa povzroci
navzkrizno povezavo IgE vezanih na receptorje Fc, izrazene na
mastocitih, kar sprozi njihovo degranulacijo in sprosc¢anje alergijskih
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mediatorjev in citokinov. V serumu se nahajajo tudi nizke koncentracije
IgD, katerih funkcija je le malo znana, in IgA. Slednja protitelesa so
prisotna na povrsinah sluznic oz. epitelija, kjer preprecujejo pritrditev
ter vdor bakterij in virusov (11, 12).

predel Fab

disulfidne
vezi

predel Fc

Slika 2: Kristalna struktura monoklonskega protitelesa IgG2a.
Figure 2: Crystal structure of the monoclonal IgG2a antibody.

pdb: 11GT, Harris L.J. et al., Refined structure of an intact IgG2a monoclonal
antibody. Biochemistry v36 pp. 1581-97, 1997.

antigen
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Slika 3: Vezava protitelesa z antigenom. Slika prikazuje specifi¢no
prepoznavanje med fragmentom Fab IgE in glavnim
respiratornim alergenom trave Phl p 2.V CDR regijah so
vidni aminokislinski ostanki, ki tvorijo vodikove vezi in
nepolarne interakcije z epitopom antigena.

Figure 3: Binding of an antibody to an antigen molecule. A view of
the interacting surfaces of the major grass respiratory
allergen Phl p 2 and a Fab fragment of an IgE. Amino acid
residues in CDR, forming H-bonds and hydrophobic
interactions with the antigen, are shown.

padb: 2VXQ, Padavattan S. et al., High-affinity IgE recognition of a

conformational epitope of the major respiratory allergen Phl p 2 as revealed by
X-ray crystallography, J. Immunol. 2009, 182; 2141-2151.

Preglednica 1: Efektorske funkcije protiteles.
Table 1: Effector functions of antibodies.

Efektorske funkcije protiteles:

- nevtralizacija mikrobov in njihovih toksi¢nih produktov

- aktivacija komplementa, ki vodi do lize mikrobne celice in
spros$¢anja biolosko aktivnih molekul

- opsonizacija patogenov in pospesevanije fagocitoze ter
mikrobicidne aktivnosti fagocitov

- s protitelesi posredovana celi¢na citotoksi¢nost

- reakcije takoj$nje preobc&utljivosti in aktivacija mastocitov

- encimska aktivnost

2.2 Avioprotitelesa

Prva opazanja, ki so nakazovala razsiritev teorije Paula Erlicha, so bila
povezana z moznim obstojem avtoprotiteles proti spermi, leta 1900, s
funkcijskimi testi dokazanimi protitelesi pri bolnikin z Gravesovo
boleznijo ter s precipitacijskimi testi dokazanimi imunskimi kompleksi
ob stiku z izvleCkom Zleze $citnice (14, 15). Rezultati eksperimentov
S0 jasno pokazali, da imunski sistem posameznika proizvaja protitelesa
proti proteinom lastnega tkiva, med njimi zal tudi tak8na, ki sprozijo
bolezensko stanje. Avtoprotitelesa so obic¢ajno izotipa IgG ali IgM, za
njihovo proizvodnjo pa je prav tako kot pri nastanku ostalih vrst
protiteles, nujna prisotnost antigena in sodelovanje specifi¢nih celic T
pomagalk (16, 17). Posamezen limfocit T ali B lahko izrazi samo enega
izmed ve¢ kot 10" moznih klonskih specificnosti antigenskega
receptorja (TCR in BCR). Eksperimentalno so namre¢ dokazali, da so
v primeru reaktivnosti takSnega receptorja do lastnega, mozni Stirje
nacini odstranitve (6):

® po teoriji 0 selekciji klonov se sprozijo ustrezni signali in celica
umre v procesu programirane celi¢ne smrti ali apoptoze;

s celicnimi mehanizmi se nadaljujejo rekombinacije genskih
segmentov, ki kodirajo regije V(D)J (V - variability; D - diversity;
J - join) ali somatske hipermutacije, kar lahko pripelje do izrazanja
receptorja, ki ni ve¢ reaktiven do lastnega;

e intrinzi¢ni biokemicni in genski mehanizmi lahko celico vodijo do
stanja klonske neodzivnosti ali anergije;

® 7 ekstrinzicnim nadzorom se lahko omeji prisotnost rastnih
dejavnikov, kostimulacijskih signalov in provnetnih mediatorjev,
s Cimer se zavre aktivnost regulatornih celic T.

Kljub §tevilnim mehanizmom uravnavanja tolerance in vec¢nivojskim
mehanizmom odstranjevanja avtoreaktivnih klonov pa se lahko pojavijo
taksni kloni, ki so jih obsli in ki so, skupaj z ustreznimi zunanjimi
drazljaji, zmozni proizvajati avtoprotitelesa. Le-ta so pogosto prisotna
in jih je mozno zaznati Se preden se izrazi bolezen, zato lahko v
doloCenih primerih predstavljajo odlicne nadomestne oznacevalce
bolezenskega stanja, prav tako pa omogocajo tudi spoznavanje
patogeneze in spremljanje poteka zdravljenja. Moramo pa se zavedati,
da mnogi posamezniki z dokazanimi avtoprotitelesi nimajo avtoimunske
bolezni, kar predstavlja omejitev pri interpretaciji diagnosti¢nih preiskav
in poudarja pomen sodelovanja med pacientom, zdravnikom in
laboratorijskim strokovnjakom (18).
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3 Celiéni redoks procesi in njihov
vpliv na avtoimunost

Mnogi celi¢ni procesi, kot na primer presnova, vnetje kot obrambni
mehanizem in celi¢no dihanje, vkljuCujejo oksidacijsko-redukcijske
(redoks) reakcije. Ti redoks procesi potekajo v celotni evkariontski
celici, najzivahnejSe reakcije prenosa elektronov pa so v mitohondrijin
(19). Poleg enostavnega prenosa elektronov na konéni prejemnik,
najpogosteje je to kisik, se v celici tudi v normalnih pogojih odvijajo
hidroksilacije, radikalske reakcije, prenosi protonov in tiol/disulfidne
izmenjave. Posledice oksidacije, ki lahko potec¢e pod vplivom
neradikalskih (visoko energetsko sevanje, kovinski ioni, aktivirane
limfocitne celice in podobno) ali radikalskih oksidantov, so nastanek in
spros¢anje novih reaktivnih snovi (npr. peroksidov), spremenjeno
uravnavanije in izrazanje genov, modulacija celi¢nega signaliziranja ter
indukcija nekroze ali apoptoze (20). Za celoten ¢loveski organizem
zato redoks procesi predstavljajo nekak§en dvorezni me¢&. Potrebuije jih
za izgorevanje hrane in posledi¢no pridobivanje energije, za obrambo
pred mikroorganizmi in za prenos signalov znotraj in med celicami, po
drugi strani pa lahko omenjeni procesi sami oziroma njihovi pretirano
nakopiceni proizvodi napadejo in razgradijo normalne celice in njihove
organele ter v primeru porusenega znotrajcelichega redoks potenciala,
skupaj z naravno prisotnimi oksidanti, povzrocijo strukturne in
funkcijske spremembe na lastnih celi¢nih/tkivnih proteinih. Za pravilno
delovanje redoks procesov so celice razvile natancen in ucinkovit
nadzor v obliki kompleksne regulatorne povratne zveze. S prisotnimi
endogenimi encimskimi sistemi, kot so superoksid-dismutaza,
katalaza, glutation-peroksidaza, peroksiredoksin in tioredoksin,
vzdrzujejo natancno ravnovesje med oksidirajo€imi in reducirajocimi
snovmi v organizmu (21). Pri sesalcih obstaja tudi omejen repertoar
antioksidacijskih genov, ki se aktivirajo pod vplivom oksidativhega
stresa (21). Danes je ze dobro znano, da lahko okvare in nepravilno
delovanje v nadzorovanju tovrstnih procesov mocno prispevajo k
staranju celic, tkiv in organov ter povzrocijo resna bolezenska stanja.
Dvig znotrajcelicne koncentracije oksidirajo¢ih spojin (hidroksilni
radikal, peroksidni radikal, superoksidni anion, vodikov peroksid,
peroksinitrit) in kopi¢enje pod njihovim vplivom spremenjenih biologkih
molekul, privede organizem v stanje oksidativnega stresa, ki ga
povezujejo z mnogimi nevrodegenerativnimi (Alzheimerjeva bolezen,
Downov sindrom, Parkinsonova bolezen), cerebrovaskularnimi in
kardiovaskularnimi boleznimi ter tudi diabetesom, revmatoidnim
artritisom in kroni¢nim vnetjem (22-24). Tako lahko tudi razlike v
antioksidativnem statusu posameznika opredeljujejo obseg sprememb
in vplivajo na ravnovesje med zdravjem in boleznijo.

3.1 Redoks-reaktivna protitelesa

Spremembe v imunoreaktivnosti limfocitov in antigenov zaradi
genetskih dejavnikov, napak v regulaciji apoptoze, okvare tkiva, kakor
tudi neravnovesje hormonov in porusenje tolerance, predstavljajo
glavne dejavnike za posledicni razvoj avtoimunskih bolezni (slika 1). V
zadnjih nekaj letih, ko potekajo intenzivne raziskave na podrocju
oksidacije protiteles, pa se je izkazalo, da Cloveski serum vsebuje
labilno frakcijo naravnih protiteles, dovzetnih za oksidacijo. To je
nakazalo novo smer raziskav in odmik od hipoteze, da so samo
antigeni lahko podvrzeni strukturnim spremembam preko biolosko-
kemijskih mehanizmov in so, tako spremenjeni, tar€a za sicer naravna
protitelesa (7, 25). Ceprav protitelesa zaradi moé&nih kovalentnih
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povezav med verigami (S-S vezi) in dodatnih hidrofobnih interakcij
veljajo za zelo stabilne molekule, pa so kot proteini prav tako dovzetna
za oksidacijo, seveda Ce so za to izpolnjeni ustrezni pogoji. Oksidacija
aminokislin v konstantnih predelih protiteles vodi do sprememb
efektorskih funkcij, videti pa je tudi, da oksidacija v hipervariabilnih
regijah lahko povzro¢i izgubo ali spremembo njihove aktivnosti,
afinitete in specifi¢nosti (26-28). To je dobro razvidno na primeru tako
imenovanih antifosfolipidnih protiteles (aPL). Injiciranje dolo¢enih
virusnih in bakterijskih peptidov v laboratorijske zivali je povzrocilo
nastanek aPL (29, 30). Domnevali so, da so nastala zaradi homologije
in posledi¢no navzkrizne reaktivnosti med antigenom in proteini
gostitelja (31). Smiselna posledica teh rezutaltov je bilo naértno iskanje
aPL pri pacientih z bakterijskimi okuzbami. Visoke titre aPL so dolocili
v komercialnih pripravkih krvi, medtem ko so bili serumi pacientov
negativni. Pozitivni so bili tudi vzorci pripravkov krvi, ki so jih inkubirali
s serumi zdravih krvodajalcev. Leta 2004 je MclIntyre s sodelavci podal
razlago za ta opazanja in opisal nastanek Se mnogih drugih
avtoprotiteles. Po izpostavitvi seruma ali frakcije IgG oksidirajoemu
dejavniku heminu, so dokazali visoko reaktivnost in vezavo protiteles
IgG z mieloperoksidazo, dekarboksilazo glutaminske kisline, tirozin-
fosfatazo, fosfolipidi in Stevilnimi drugimi antigeni (26). Hemin, derivat
hemoglobina, ki v svoji strukturi vsebuje Fe®*, se je izkazal kot edina
izmed komponent krvi, ki je povzrocila pojav reaktivnih protiteles aPL.
Predvidevali so, da je takSna reverzibilna oksidacija povzrocila
nitriranje tirozinskih ostankov v hipervariabilnih regijah protiteles (26,
32). V drugi $tudiji pa so poliklonsko frakcijo 1gG izpostavili Fe?*
ionom(1mM), pri ¢emer so ugotovili poviS§ano imunoreaktivnost z
jetrnimi antigeni, kot tudi z reaktivnimi kisikovimi snovmi, ki so
povzrocile povecano reaktivnost z bakterijskimi antigeni in s predelom
Fc ¢loveskega IgM (33).

Redoks-reaktivna protitelesa so bila nedavno sprejeta kot samostojna
druzina protiteles. Ne moremo jih namre¢ zaznati z obi¢ajnimi
imunskimi metodami, saj morajo biti predhodno podvrzena redoks
reakciji (34). Predpostavljajo, da so redoks-reaktivna protitelesa v
organizmu posameznika neaktivna, vse dokler jih ne stimulirajo
sprozitveni dejavniki iz okolja (npr. sprememba celi¢cnega potenciala,
vrednosti pH, prisotnost reaktivnih kisikovih spojin), kar nato izzove
imunsko reakcijo. Natan¢ni mehanizmi oziroma vrsta oksidativnih
sprememb v strukturi molekule protitelesa ter sami pogoji oksidacije
ostajajo Se vedno nepojasnjeni, prav tako pa tudi niso opredeljeni
ucinki oksidiranih protiteles z afiniteto do lastnih antigenov v ¢loveskem
organizmu.

4 Post-translacijske modifikacije
proteinov

Predpostavljajo, da je med 50-90 % proteinov, nastalih v ¢loveSkem
telesu, podvrzenih strukturnim spremembam v smislu cepitve
polipeptidne verige ali kemicne spremembe v stranski verigi
aminokislin. S temi modifikacijami se namre¢ bistveno razsiri nabor
fizikalno-kemijskih znag&ilnosti aminokislin posamezne evkariontske
celice, ki je sicer omejen z 20 osnovnimi aminokislinami, definiranimi z
genetskim kodom. Ta proces, imenovan post-translacijske
spremembe, zagotavlja neposreden mehanizem za regulacijo
aktivnosti proteinov, hkrati pa tudi izrazito poveca njihovo strukturno
raznolikost. Dokumentiranih je preko 400 encimskih in ne-encimskih
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modifikacij, ki lahko vplivajo na strukturo posameznega proteina,
njegove interakcije z ligandi ter na biokemi¢no aktivnost ali transport
proteinov v celici. Post-translacijske modifikacije, ki so lahko stalne ali
reverzibilne, predstavljajo dinami¢en pojav in imajo osrednjo viogo v
bioloskih procesih (35).

Najpogostejsa post-translacijska modifikacija, ki jo najdemo v vseh
zivih organizmih, je fosforiliranje stranskih verig serina, treonina in
tirozina. To je reverzibilen proces, ki kot stikalo nadzoruje Stevilne
celi¢ne procese: presnovne poti, signalizacijo in prepisovanje genov.
Verjetno najkompleksnej$a in najbolj raznolika modifikacija pa je
glikozilacija, pri kateri gre za vezavo oligosaharidov na stranske verige
asparagina, serina ali treonina. Glikozilacija je prisotna tudi v molekulah
protiteles, v regijah CH2 oz. CH3 predela Fc, kjer pomembno prispeva
k stabilnosti in bioloski aktivnosti molekule. Raznolikost v glikozilaciji
pa naj bi bila tudi specificna lastnost nekaterih avtoprotiteles pri
avtoimunskih boleznih (36).

Post-translacijske modifikacije potekajo med samo sintezo proteina ali
po njej, ter s tem neposredno vplivajo na njegovo strukturo in funkcije.
Z vidika redoks-reaktivnih protiteles, so zanimive tiste modifikacije, ki se
odvijajo po njihovi sintezi in izven celic. Glede na izsledke omenjenih
Studij redoks-reaktivnih protiteles se taksni pogoji za njihovo post-
translacijsko modifikacijo in vivo lahko vzpostavijo lokalno, na mestu
velike koncentracije nevtrofilcev, na primer v sinovijski tekocini sklepov
bolnikov z revmatoidnim artirtisom, kjer nastajajo reaktivne kisikove
spojine, pa tudi ob zastrupitvah organizma s kovinami, ki lahko
vstopajo v redoks procese s protitelesi, ali s staranjem, ko se aktivnost
encimskih sistemov v organizmu zmanjSuje, kar posledi¢no vodi v
zviSanje koli¢ine oksidirajo¢ih snovi v telesu.

5 Zakljuéek

Osnovna spoznanja in temeljni mehanizmi o avtoimunosti so bili
postavljeni Ze stoletje nazaj. Stevilne bolezni, neznanega oziroma
nepojasnjenega izvora pa so e danes povod za iskanje vzrokov za
njihov nastanek, v kontekstu $kodljivih imunskih reakcij proti telesu
lastnim proteinom. Dokazi, da oksidativni stres 0z. njegovi produkti
pomembno vplivajo na razvoj bolezni, so vse Stevilnejsi. VpraSamo se
torej lahko, kako se posledice delovanja teh dejavnikov odrazajo na
molekulskem nivoju razmeroma strukturno stabilnih protiteles.
Oksidacijsko-redukcijske reakcije, ki lahko potekajo v vezavnih mestih
protiteles, zato odpirajo nov vidik in izziv za prou€evanje osnovne
imunske reakcije antigen-protitelo in njihovo vpletenost v avtoimunost,
kar smo povzeli v prispevku. Obstajajo eksperimentalno podprte
Studije, da sprememba zgradbe protiteles pod vplivom naravno
prisotnih oksidirajo¢ih snovi v telesu lahko pozitivno vpliva na mnoge
fizioloSke funkcije, kot na primer odstranjevanje starih eritrocitov in
apoptoti¢nih ali rakavih celic (34). Po drugi strani pa je iz preventivnega
vidika pomembno zavedanje, da pretiran oksidativni stres deluje tako
na antigene kot na protitelesa in ima zato lahko velik vpliv na razvoj
imunsko pogojenih bolezni.
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Primerjava in razvoj naprav za
oblaganje delcev

Comparison and development of particle coating
devices

Matevz Lustrik, Rok Dreu, Stane Srci¢

Povzetek: Tehnologija oblaganja delcev je proces, ki ga v farmacevtski industriji uporabljamo Ze ve¢ desetletij. Delce oblagamo z namenom
prekritja neprijetnega okusa ucinkovine, zascite pred svetlobo, vlago in zracnim kisikom, iz estetskih razlogov, boljSe sprejemljivosti s strani
uporabnikov ter z namenom prirejanja sproscanja. V ¢lanku smo proces oblaganja delcev predstavili z vidika procesne opreme. Za oblaganje
lahko uporabljamo razlicno opremo, ki jo SirSe gledano, delimo na bobne za oblaganje in vrtinénoslojne naprave. V prvem delu so tako
predstavljene nekatere najpomembnej$e izboljSave na podro¢ju bobnov za oblaganje, v drugem pa sama tehnologija z vrtinéenjem skupaj z
nekaterimi podvrstami naprav, ki so pripomogle k ucinkovitejSemu nanasanju obloge, hkrati pa so omogocile izdelavo enakomerno oblozenih
delcev visoke kakovosti.

Kljuéne besede: oblaganje delcev, bobni za oblaganje, tehnologija z vrtincenjem

Abstract: Particle coating technology is a process that is being used in pharmaceutical industry for many decades. Particles are coated with the
purpose of taste masking of unpalatable substances, protection from light, moisture and oxygen from the atmosphere surrounding the particles,
aesthetic reasons, better acceptance by users and modified release. In this article the coating process is presented in term of process equipment.
Various process equipment can be used for particle coating, which is in general divided to coating drums and fluid bed devices. The first part
comprehends some of the most important improvements in drum coating technology. Additionaly the fluid bed technology is described together
with certain device subtypes that have enabled more efficient coating deposition and production of high quality and uniformly coated particles.

Keywords: particle coating, coating drums, fluidized bed technology

1 uvod Prekrivanje okusa je bilo vse do leta 1950 glavni namen procesa
oblaganja. V tem ¢asu pa so se pojavile prve naprave, v katerih so s
pomocjo ventilatorjev in grelnikov zraka dosegli ucinkovit prenos
toplote. To je skupaj z razvojem in uporabo polimernih pomoznih snovi,
omogocilo izdelavo zelo tankih oblog (filmsko oblaganje) ter s tem
Stevilne nove moznosti uporabe. Z izrazom filmsko oblaganje (angl.
film coating) oznacujemo proces, pri katerem je debelina nanesene
obloge med 10 pm in 200 um. Na delce lahko nanesemo tudi obloge
debelejSe od 200 pm, v katere je praviloma poleg pomoznih snovi
vklju¢ena Se zdravilna u¢inkovina in ga zato lahko oznacimo z izrazom
oblaganje z u¢inkovino (angl. layering).

Proces oblaganja delcev je poznan ze stoletja. Prva pisna porocila
segajo v ¢as med 9. in 11. stoletjem in govorijo 0 oblaganju delcev s
sluzjo trpotca ter oblaganju delcev s srebrom. Prav tako zapisi iz
tistega €asa omenjajo nanaSanje oblog iz medu ali sladkorja z
namenom prekrivanja neprijetnega okusa uporabljenih zdravilnih
ucinkovin. Pogosto so za ljudi iz vi§jih slojev prebivalstva izdelovali
farmacevtske oblike, katere so v oblogi vsebovale srebro ali celo zlato.
Kot delce pojmujemo material, ki vstopa v proces oblaganja. V najved;ji
meri s tem mislimo na oblaganje tablet, z razvojem tehnologije pa so
omogocili oblaganje tudi manjsih delcev (pelet, zrnc oz. granulata).

Obloga in njena debelina igrata pomembno vlogo pri prekrivanju
neprijetnega okusa ucinkovine, pri zasc¢iti pred svetlobo, vliago in
zracnim kisikom. Pri izdelavi oblik s podaljSanim spros§¢anjem, pa je
poleg debeline obloge pomembna tudi njena enakomernost in
zveznost tekom celotne povrsine delca. Na kakovost obloge ima velik
vpliv tako izbira vhodnih materialov (jedra, pomozne snovi), kot tudi
lastnosti naprave v kateri poteka proces. Tekom zadnjih desetletij smo
bili pri¢a Stevilnim tehnoloskim izboljSavam in novostim na podrocju

Veliko tezavo pri oblaganju delcev so Ze v zaetku predstavljale
naprave v katerih je potekal postopek oblaganja. Pri tem so se
sreCevali s tezavami kot so: nedolo¢eno in neenakomerno gibanje
delcev, neenakomerno dodajanje tekoCine za oblaganje,
neenakomerno in nezadostno susenje tekom procesa oblaganija, kar je
posledi¢no vodilo do lepljenja delcev med seboj in na stene naprave
in onemogocalo oblaganje manjsih delcev (pod 1 mm).

Matevz Lustrik, mag. farm., Brinox d. o. o., Sora 21, 1215 Medvode; Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, ASkeréeva 7, 1000 Ljubljana
asist. dr. Rok Dreu, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Askeréeva 7, 1000 Ljubljana
prof. dr. Stane Srci¢, mag. farm., Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, ASker¢eva 7, 1000 Ljubljana
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prenosa toplote in gibanja zraka, razvoju sistemov za razprSevanje ter
uporabi novih materialov, ki so skupaj prispevali k boljsi ucinkovitosti
naprav za oblaganje. Vendar smo kljub Stevilnim izbolj§avam naprav,
$e vedno omejeni s fizikalnimi lastnostmi tekoCine za oblaganje, kot so
sti¢ni kot, viskoznost in povrSinska napetost. V primeru, ko imata
viskoznost in povrSinska napetost visoki vrednosti, sti¢ni kot pa je
majhen, se poveca teznja po zlepljanju delcev in tvorbi aglomeratov. V
nasprotnem primeru pa smo lahko pri¢a nizkim izkoristkom procesa
oblaganja. Posebno pozornost moramo nameniti procesom oblaganja,
pri katerih disperzni medij tekoCine za oblaganje predstavlja hlapno
organsko topilo. Uporaba tovrstnih topil lahko privede do nastanka
eksplozivne atmosfere, kar moramo upos$tevati tudi pri izbiri procesne
opreme. Ta mora biti eksplozijsko varna, kar pomeni, da mora biti
celotna naprava nacrtovana in izdelana tako, da preprecimo kakrsno
koli pojavljanje isker. Poleg tega morajo njene stene zdrzati tlak
(komercialno dosegljive naprave vzdrzijo tlak do 12 barov), ki se ustvari
ob morebitni eksploziji ter imeti vgrajene varnostne ventile za
uravnavanje tlaka znotraj naprave (1, 2).

2 Vrste naprav za oblaganje
delcev

Naprave za oblaganje delcev razdelimo na bobne za oblaganje (angl.
pan coaters) in na naprave, ki temeljijo na tehnologiji z vrtincenjem
(angl. fluidized bed coaters).

Nadalje bobne za oblaganje delimo na:

e bobne, ki se vrtijo okoli osi name$c¢ene pod kotom (angl. pans
rotating around inclined axes),

e bobne, ki se vrtijo okoli vodoravne osi (angl. pans rotating around
horizontal axes),

® bobne, katerih os vrtenja je names$c¢ena navpi¢no (angl. pans rotating
around vertical axes).

Prav tako naprave, ki temeljijo na tehnologiji z vrtin€enjem delimo na
razli¢ne podvrste in sicer na:

e naprave za oblaganje delcev, kjer prihaja do gibanja delcev, ki je
podobno gibanju tekoc¢ine (angl. fluidized),

e izmetavanja delcev (angl. spouted),

e naprave, ki omogoc¢ajo kontinuirano proizvodnjo (angl. continuous
processing) (1,3,4).

2.1 Bobni za oblaganje

Proces oblaganja se je najprej uveljavil v zivilski industriji, kjer je bil
omejen predvsem na oblaganje delcev s sladkorjem v velikih vrtecih se
posodah (bobnih). Ta tehnika se je hitro prenesla na podrocje izdelave
farmacevtskih oblik, ker je bilo na ta nagin mogoce prekriti neprijeten
okus zdravilnih ucinkovin. Zaradi majhne mehanske obremenitve
delcev so se bobni za oblaganje izkazali za u€inkovite predvsem pri
oblaganju kapsul in tablet. Zac¢etek razvoja naprav za oblaganje delcev
predstavljajo bobni, ki se vrtijo okoli osi nagnjene pod kotom. V procesu
oblaganja delci zaradi vrtenja posode neprenehoma prihajajo v stik s
tekoc¢ino za oblaganije, ki se v procesu susenja pretvori v trdno oblogo
(1,4).
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Z namenom povecanija sticne povrsine med delci in zrakom za susenje
S0 os vrtenja bobna premaknili v vodoravno smer. V primerjavi z bobni
Z nagnjeno osjo gibanja, je pri tovrstnih napravah ¢as stika med delci
in zrakom daljsi, kar skrajSa ¢as su$enja in tako omogoca oblaganje
vecje koli¢ine delcev (4).

Glavni pomanijkljivosti, ki ju sre¢amo pri bobnih za oblaganje, sta
neucCinkovito gibanje delcev in nezadostno suSenje zaradi
neenakomernega pretoka zraka, kar lahko povzro¢a zadrzevanje
delcev v t.i. mrtvih predelih naprave in tako onemogoc¢a enakomerno
nana$anje obloge na celotno koli¢ino delcev. Poleg tega pa
neenakomerno susenje lahko povzro¢a nepravilnosti v oblogi, kot so
neenakomerna debelina obloge in neosusena povrsina delcev, ki v
skrajnem primeru privede do zlepljanja delcev in tvorbe aglomeratov.
Eden izmed osnovnih pristopov k izboljanju gibanja delcev znotraj
bobnov, ki se vrtijo okoli osi name&¢ene vodoravno oz. nagnjene pod
kotom, je bila vgradnja mesal in/ali lopatic (4). Tako je Keil leta 1965 v
svojem patentu opisal boben za oblaganje z vgrajenim me$alom (5).
Kasneje je to idejo prevzel tudi Pellegrini in leta 1969 predstavil boben,
vrte€ se okoli vodoravne osi, z vgrajenim sistemom meS8al ter
nagnjenimi stranicami. Tako je pripomogel k intenzivnejSemu gibanju
delcev ob straneh naprave in s tem $e dodatno izbolj$al stik delcev s
snovjo za oblaganje ter zrakom za suSenije (slika 1) (6).

4

—4 . osvrtenja

nagnjene stranice
bobna

|
I
NO W[ NJ

mesala

Slika 1: Pellegrinijeva naprava.
Figure 1: Pellegrini drum coater.

Z razvojem novih materialov (to so predvsem polimeri, katerih osnovo
predstavljajo derivati akrilne kisline ali celuloze) se je pojavila potreba
po napravah, ki bi omogocale nanasanje tanjsih (filmskih) oblog. Poleg
sistema razprSevanja (Sob) je pri filmskem oblaganju izrednega
pomena ucinkovito susenje. Tako so v 50-tih letih prejSnjega stoletja
predstavili naprave, katerih glavna znacilnost je bila perforirana stena
bobna. Uvajanje zraka skozi stranice bobna za oblaganje in vgrajenih
perforiranih mesal, je zagotavljalo zelo ucinkovito susenje, meSanije ter
odpravo predelov, kjer je bilo gibanje delcev omejeno (mrtve cone) (7,
8).

Tovrstne naprave so uporabljali predvsem za oblaganje vecjih delcev,
medtem ko je bilo oblaganje delcev manjsih od odprtine luknjic v steni
bobna skoraj nemogoce zaradi zamasitve ali prehoda le-teh. V izogib
temu so razvili posebne dusilne lopute, ki so med oblaganjem majhnih
delcev delno prekrile perforirane dele bobna (9,10).

Strunck je patentiral tudi posebno ukrivljeno cev (angl. immersion
tube), skozi katero je bilo mogo¢e neposredno vstaviti v plast delcev
in tako hkrati dovajati kapljevino za oblaganje in zrak za susenje (slika
2). Z uporabo tak$ne cevi izbolj§amo izkoristek in enakomernost
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oblaganja, po drugi strani pa zaradi trenja med cevjo in delci prihaja
do kru$enja in neenakomernega gibanja (11, 12).

ukrivljena cev

\___ zrak za atomizacijo
I tekocina za oblaganje

Soba

delci

Slika 2: Boben za oblaganje z vstavljeno ukrivijeno cevjo za dovod
zraka za susenje in tekoCine za oblaganje.

Figure 2: Coating drum with inserted immersion tube for drying air
and coating liquid supply.

2.1.1 Bobni za kontinvirano oblaganje

V zelji po proizvodnji vecje koli¢ine izdelkov konstantne kakovosti,
varnosti in ucinkovitosti in tezav prisotnih pri prenosu tehnologije z
laboratorijskega na industrijski nivo, se je pricel razvoj naprav za
kontinuirano oblaganje. V zaetku so poskuSali s povezovanjem
posameznih bobnov med seboj z napravami za transport materiala iz
enega bobna v drugega. Danes so bobni za kontinuirano oblaganje
sestavljeni iz podolgovatega ohisja, v katerega je vgrajen valj, ki se vtri
okoli osi names$cene horizontalno. Na vsaki strani ima odprtino skozi
katero je mogocCe dodajati neoblozene oz. odvzemati Ze oblozene delce.
Po celotni dolzini so namescene Sobe za razprsevanije raztopine obloge.
Prednosti kontinuiranega oblaganja so: zmanj$ana variabilnost produkta
v primerjavi s serijsko proizvodnjo, celoten proces poteka znotraj ene
naprave (primerno tudi za oblaganje z u¢inkovinami, pri katerih moramo
biti ob rokovanju e posebej pazljivi; manj je tudi ¢is¢enja), skrajsan cas
proizvodnije (ni »mrtvega« ¢asa med posameznimi procesnimi fazami),
zmanj$ane izgube, zaradi visoke stopnje avtomatizacije je potrebnega
manj ro¢nega dela, zaradi svoje geometrije pa zavzamejo tudi manj
prostora. Poleg prednosti pa imajo omenjene naprave tudi nekatere
pomanijkljivosti. Tako je ta postopek primeren le za izdelavo velikih koli¢in
produkata pri cemer moramo upostevati tudi stroSkovno upravi¢enost. V
primeru oblaganja delcev s Siroko porazdelitvijo velikosti, se tezko
doseze enakomerno razprsevanje tekoCine za oblaganje po vseh delcih,
zaradi Cesar je tezko dologiti optimalno hitrost razprsevnja in ¢as trajanja
postopka oblaganija (2).

2.2 Tehnologija z vriinéenjem

V farmaciji se tehnologija z vrinéenjem (angl. fluidised bed technology)
uporablja za razlicne postopke kot so: oblaganje z raztopinami,
suspenzijami, praskastimi delci (pomoznimi snovmi in/ali zdravilnimi
ucinkovinami), filmsko oblaganje, susenje, granuliranje z dogra-
jevanjem, direktno izdelavo pelet in meSanje. Tehnologija z vrtin€enjem
omogoca, da se trdni delci v mnogih pogledih obnasajo kot tekocina.
Ta proces imenujemo fluidizacija (angl. fluidisation). Do tega pride
zaradi vpihovanja zraka, usmerjenega navzgor, skozi plast trdnih

delcev. V toku zraka se delci dvignejo in ostanejo vecino ¢asa loceni
drug od drugega (13).

Komore, ki temeljijo na tehnologiji z vrtinCenjem, se med seboj
razlikujejo po vzorcu gibanja vhodnega zraka in delcev ter smeri
razprSevanja kapljevine. Njihov razvoj je narekovala uporaba za
razlicne namene kot so: oblaganje, granuliranje, peletizacija in susenje.

2.2.1 Razprievanje od zgoraj

Najpreprostej$o izvedbo tehnologije z vrtinéenjem predstavlja komora
za razpr8evanje od zgoraj, ki ima obliko obrnjenega in prisekanega
stozca. Napravo so razvili iz vrtinéno slojnega susilnika (angl. fluid bed
dryer). Zgornji, 8irsi del, predstavlja ekspanzijski prostor, na spodnjem
delu je namesc¢ena perforirana plo$¢a in/ali mrezica gostega tkanja
preko katere uvajamo zrak za fluidizacijo. Opisana naprava je primarno
namenjena izdelavi granulata (angl. top spray fluid bed granulator).
Delci s tokom zraka potujejo proti Sobi name&ceni na doloceni
oddaljenosti od plos¢e/mrezice, ki je nameSc¢ena na dnu komore, kar
omogocCa razprSevanje proti smeri zracnega toka. Pri oblaganju je
pomembno, da ga izvajamo pri nizjem polozaju Sobe, kjer sta Stevilcna
gostota in hitrost delcev najveclja ter razdalja potovanja razprsene
kapljice do delca najmanj$a. Tovrstna komora zaradi manj definiranega
toka zraka in posledicno poti delcev ni primerna za izdelavo
funkcionalnih oblog, pri katerih je zahtevana enakomernost in zveznost
nanosa (npr. gastrorezistentnih), jo pa uporabljamo pri nanasanju
oblog za prekrivanje neprijetnega okusa uginkovin (14).

2.2.2 Tangencialno razprsevanje - rotorska komora
Rotorska komora sestoji iz spodnjega dela z vrteCo plosco, Sobe in
ekspanzijskega dela. Zaradi toka zraka in mehanske sile rotorske
plos€e se delci gibljejo zelo homogeno, kar se odraza tudi v
enakomernosti oblaganja. Soba je postavljena tangencialno glede na
smer gibanja delcev in je med procesom potopljena v delce. Z rotor
granulatorji lahko celoten postopek izdelave pelet izvedemo v eni
napravi (izdelava jedra, oblaganja in su$enja), kar omogoca tudi
enostavnej$o in hitrejSo validacijo opreme (14, 15). Tu velja omeniti tudi
t.i CF granulator (angl. centrifugal tumbling apparatus), ki se od zgoraj
opisane naprave lo¢i po obliki vrteCe se plosce na dnu naprave. Kot je
razvidno iz slike 3, je plos¢a ob straneh zakrivlijena navzgor in tvori
obliko nekaksne posode z ravnim dnom. Ta izboljSava zagotavlja
intenzivno mesanje vecjih koli¢in delcev ter v primerjavi s klasi¢nimi
napravami omogoca izdelavo vecjih serij. Pri oblaganju tekocino za
oblaganje dovajamo preko navpi¢no namescene Sobe, tako da

smer toka delcev

dovod delcev _— Soba

delci
ukrivljena plodda —_

dovod zraka —.®

"1

Slika 3: CF granulator z ukrivijeno vrteco plos¢o na dnu.

Figure 3: CF apparatus with curved circulating disc at the bottom.
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razprSujemo od zgoraj navzdol. Z uporabo sistema za dovajanje
prahov je mogoce nanasati tudi praskaste obloge (16).

Zaradi velike vlaznosti delcev prihaja do njihovega lepljienjenja na stene
komore in filtre v zgornjem delu naprave, kar predstavlja eno vecjih
pomanikljivosti rotor tehnike (14). Posamezni proizvajalci nudijo reSitev
v obliki vgrajenega senzorja vlaznosti, ki je povezan s sistemom za
razprSevanje. S tem je zagotovljena avtomatska prilagoditev hitrosti
razpréevanja tekocine za aglomeracijo/oblaganje in zraka za susenje
glede na vlaznost vsebine v napravi (17).

2.2.3 Razprievanje od spodaj

Kot pove ze samo ime, je pri tovrstnih napravah Soba namescena na
spodnji strani naprave, kar omogoc¢a razprSevanje tekocine v smeri
toka zraka. Leta 1953 je Dale Wurster razvil in patentiral napravo za
oblaganje s pomocjo katere je lahko na tablete, suspendirane v toku
toplega zraka, razprseval disperzijo za oblaganje (18).

V patentih iz let 1957 in 1963 je opisal napravo in nacin izdelave
granulata znotraj ene same procesne komore. Tako je v omenjeni
napravi zaradi toka zraka lahko potekalo me$anje prahov in suSenje
konénega produkta po dodatku raztopine za granulacijo (19, 20).
Naprava je predstavljala osnovo t.i. Wursterjevi komori, ki se od ostalih
vrtinénoslojnih naprav lo¢i predvsem po sredinskem razmejitvenem
valju in konfiguraciji odprtin v porazdelitveni plos¢i (slika 4) (21).

fileri —| | |_|§|_| | |

e ] kg
tok {ie]cev N
znotraj komore ;
i:0] 4
razmejitveni valj f il g
o ﬂ%“ ——— Soba

porazdelitvena plo$¢a —jemsmea |

zrak za fluidizacijo

Slika 4: Wursterjeva komora s prikazanim tokom delcev.
Figure 4: Wurster process chamber with represented particle motion.

Za oblaganje manjsih delcev (pelete, granule) predstavlja oblaganje v
Wursterjevi napravi metodo izbora. Pri oblaganju vecjih delcev (tablet)
pa Wursterjevo napravo uporabljamo le redko, saj zaradi intenzivnega
gibanja pogosto prihaja do kruSenja nanesene obloge in jeder.
Specifi¢na razporeditev odprtin v porazdelitveni plos¢i Wursterjeve
naprave zagotavlja tok zraka tudi ob stenah v spodnjem delu komore.
Ker je tu tok zraka relativno Sibek, se ustvarjajo podrocja, kjer se delci
zadrzujejo dlje ¢asa in tako ne vstopajo v obmocje razprSevanja.
Tezavo so najprej posku$ali odpraviti z uporabo porazdelitvene plosce
z ve¢jimi odprtinami na obodu, kar pa se je pri oblaganju dolo¢enih
snovi (predvsem vegjih delcev) izkazalo za neucinkovito (22). Tezavo
so resili z vpihovanjem zraka skozi rezo, namesceno tik nad
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porazdelitveno plosco. S tem so delce usmerili stran od stene naprave,
proti razmejitvenemu valju in zagotovili enakomerno oblaganje vseh
delcev. Edina pomanikljivost te modifikacije je v uporabi
komprimiranega zraka iz zunanjega vira (potreba po dodatni opremi,
zrak ni enake temperature, enake vlaznosti kot zrak za fluidizacijo) (23).
To so odpravili z namestitvijo obvoda, ki je skozi rezo omogocal
vpihovanje zraka za fluidizacijo. ViSino reze oz. velikost odprtine za
vpihovanje je mo¢ nastavljati ter s tem uravnavati pretok zraka (slika 5)
(24).

razmejitveni valj—

porazdelitvena
ploséa ™~
po visini
nastavljiva reza

tok zraka preko reze

zrak za fluidizacijo

Slika 5: Modificirana Wursterjeva naprava z nastavljivo rezo tik nad
porazdelitveno plosco, ki zagotavija tok zraka za usmerjanje
delcev stran od stene komore.

Figure 5: Modification of Wurster fluidized bed apparatus with
adjustable gap located directly above distribution plate to
guide particles away from walls of the process chamber.

Pri oblaganju se pogosto sre¢amo tudi s problemom prehajanja delcev
v obmocje $e ne dokoncno izoblikovanega curka kapljic tekocine, kar
zmanjSuje ucinkovitost in izkoristek oblaganja zaradi lokalne
aglomeracije. Aglomeraciji so se uspesno izognili z namestitvijo
posebnega valja (8¢ita) okoli Sobe, ki onemogoca prezgodnje
prehajanje delcev v obmocje razpr§evanja ter zagotavlja, da je tok
zraka okoli Sobe nemoten in brez delcev (25, 26).

\\§\\§

lopatice tok zraka

Slika 6: Spodnji del naprave za oblaganje delcev z radialno
namescenimi lopaticami za usmerjanje toka zraka in Sobami
za razprsevanje tekocine za oblaganje.

Figure 6: Lower part of coating apparatus with radially installed gas
guiding walls and coating liqud spray nozzles.



Primerjava in razvoj naprav za oblaganje delcev

Med napravami za razprSevanje od spodaj velja omeniti Huttlinov
napravo, ki ima namesto porazdelitvene plos¢e namescen sistem
lopatic za usmerjanje zraka. Names&cene so radialno glede na steno
komore in tako tvorijo nekakdno staticno me8alo. Zrak, ki prihaja s
spodnje strani, se zaradi ‘mesala”zvrtin¢i in ustvari posebno vrtinéno
plast (angl. swirl). Drugo posebnost predstavlijajo Sobe za
razprSevanje, ki so namescene med posameznimi lopaticami (slika 6).
Zaradi vrtin€astega gibanja delcev v komori, sta procesa oblaganja in
sudenja izredno uc€inkovita, tako da ne prihaja do nenadzorovanega
gibanja ter odlaganja (lepljenja) delcev na stene naprave (27).

Idejo o uporabi posebne vrtinéne plasti (swirl) za oblaganje manjsih
delcev z namenom zmanjSanega pojavljanja aglomeracije in
enakomernejSega oblaganja, sreCamo tudi pri napravah drugih
proizvajalcev. Tako je Walter leta 1998 v svojem patentu opisal
napravo, katere oblika je enaka klasi¢ni komori za razprSevanje od
spodaj, le da je namesto porazdelitvene plos¢e vgradil poseben
generator vrtincastega toka (slika 7). Ta se od Huttlinovega izuma
razlikuje po obliki in Stevilu lopatic za usmerjanje toka zraka, vrtin¢asta
plast pa je omejena le na obmocje okoli Sobe in vzdolz razmejitvenega
valja. Poleg tega se premer odprtine generatorja vrtinCastega toka za
vstop zraka v komoro proti vrhu naglo zmanjSuje, kar e dodatno
poveca hitrost zraka na njegovem izhodu in s tem zagotavlja Se
izrazitejSe vrtincenje (28, 29).

Leta 2004 je Huttlin predstavil napravo za oblaganje delcev, pri kateri
je dno sestavljeno iz Stevilnih med seboj prekrivajocih se obro¢ev. Med
dvema sosednjima obrotema je reza, skozi katero v napravo
vpihujemo zrak za fluidizacijo (30). Zaradi nagnjenih stranic naprave,
se ob steni tok zraka ter posledi¢no tudi delcev, usmeri navzgor.
Gravitacijska sila delce po dosegu dolo¢ene visine usmeri navzdol
proti sredini naprave. Znotraj naprave se tako ustvari posebno
harmoni¢no in krozno gibanje, kar zmanj$a trenje med delci in izbolj$a
razprSevanje tekoCine za oblaganje.

porazdelitveni
valj

vrtin¢asto
gibanje

Soba

generator
vrtincastega toka

Slika 7: Spodnji del vrtincnoslojne naprave za oblaganje delcev z
vgrajenim generatorjem vrtincastega toka, ki ustvarja
vrtincasto gibanje zraka znotraj razmejitvenega valja.

Figure 7: Lower part of the fluidised bed coating apparatus with swirl
generator, which generates a swirling air motion inside of
internal draft tube.

Napravo je nato dodatno izbolj$al z namestitvijo reze okoli $obe, skozi
katere je vpihoval zrak vzporedno glede na dno ter s tem okoli Sobe

ustvaril tok zraka, ki je prepreceval prezgodnje zahajanje delcev v
obmocje razpr$evanija (31).

2.2.4 Naprave za oblaganje, ki temeljijo na
tehnologiji izmetavanja

Naprave za oblaganje, ki temeljijo na tehnologiji izmetavanja delcev
(angl. spouted bed coaters), so razvili kot alternativo klasi¢nim
napravam s podro¢ja tehnologije z vrtin¢enjem. Zaradi posebnega,
pulzirajo¢ega toka delcev so te naprave ucinkovite tudi pri oblaganju
delcev vecjih od 2 mm. Za razliko od vrtinénoslojnih naprav zrak tu ne
vstopa skozi porazdelitveno plos¢o, temvec z veliko hitrostjo (1 - 30
m/s) skozi napravo za uravnavanje toka zraka, katera ima poleg oblike
procesne komore najvecji vpliv na vzorec in hitrost gibanja delcev.
Konstruirana je lahko kot sredinsko names¢ena odprtina na dnu
komore ali pa kot reza vzdolz celotne naprave. Z razli¢nimi
konstrukcijskimi spremembami naprave za uravnavanje toka zraka so
izboljsali tok delcev med oblaganjem. Tako so razvili napravo, pri kateri
vstopni del predstavlja ozka reza vzdolz dna naprave preko katere je

stena naprave

po vidini nastavljiva plo§ca

tok zraka reza za vstop zraka

Slika 8: Shema naprave za izmetavanje delcev z nastavijivo rezo
vzdolzZ celotne naprave, preko katere vstopa zrak za
fluidizacijo.

Figure 8: Scheme of spouted bed apparatus with adjustable gap for
fluidisation air intake down the process chamber.

obmodje
izmetavanja delcev

stena
naprave

obmodje vracanja
delcev

valj za nastavljanje
velikosti reze —,

reza

Slika 9: Naprava z nastaviljivo reZo v obliki valja.

Figure 9: Spouted fluidizing chamber with gap formed by turnable
cylinder.
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namescen nastavek, ki omogoca prilagajanje odprtine za vstop zraka
(slika 8). Pomanjkljivost omenjene naprave je kopi¢enje okruskov
obloge in praskastih delcev na rezi, kar lahko vpliva na vzorec gibanja
zraka (32). Pri modifikaciji zgoraj omenjene naprave, so med stene
naprave na spodnjem delu vgradili prisekan valj, ki z obrac¢anjem
doloc¢a velikost reze in tako uravnava pretok zraka (slika 9). S tem so
resili tudi tezavo lepljenja delcev na rezo za vpihovanje zraka (33).

Jacob je s sodelavci oblikoval napravo, v katero je zrak vpihoval v
aksialni smeri skozi rezo na dnu naprave (34). Premer naprave se je
proti vrhu hitro poveceval, s tem pa je naglo padala tudi hitrost zraka
za izmetavanje delcev. Vse to je omogocilo nadzorovano krozno
gibanje delcev. Sobo za razprievanie je bilo mo& namestiti iz zgornje
ali spodnije strani ter tako dosec¢i optimalno razprsSevanje tekocine za
oblaganje. S povezovanjem taksnih naprav med seboj so izdelali tudi
napravo za kontinuirano oblaganje (35).

2.2.5 Naprave za kontinvirano oblaganje delcev
Ravno tako kot v primeru oblaganja delcev v bobnih, so tudi na
podroCju tehnologije z vrtin€enjem vodilo razvoja naprav za
kontinuirano oblaganje (angl. continuous processing) predstavljale
tezave pri serijski izdelavi delcev (variabilnost med serijami, mozna
kontaminacija produkta med prenosom iz ene v drugo napravo,
majhne proizvodnije serije). ZaCetek razvoja je predstavljala vgradnja
naprav za dovajanje zac¢etnih jeder in sistemov za odvajanje produkta
iz klasi¢ne naprave za serijsko proizvodnjo (angl. batch processing)
(slika 10A). Tovrstne naprave lahko imenujemo tudi monoceli¢ne
naprave za kontinuirano oblaganje (angl. monocell continuous fluid
bed), kajti celoten proces poteka le v eni procesni komori. Prave
naprave za kontinuirano oblaganje delcev so se pojavile z razvojem t.i.
horizontalnih vrtinénoslojnih naprav. Te si lahko predstavljamo kot eno
samo zelo dolgo procesno komoro, brez vmesnih pregrad, vzdolz
katere po celotni dolzini vpihujemo zrak za fluidizacijo ter preko
Stevilnih Sob razprsSujemo tekoc¢ino za oblaganje (slika 10B). Vstop
delcev poteka na eni, izstop pa na drugi strani naprave. Delci se vzdolz
naprave pomikajo zaradi vibriranja, nagibanja naprave, tekocih trakov
ali zraka za fluidizacijo. Za dosego ustrezne debeline obloge je
potreben doloCen Cas oblaganja, ki ga lahko dosezemo le z zadostno
dolzino procesne naprave. DolZina tovrstnih naprav lahko meri od
nekaj metrov pa vse do ve¢ deset metrov (36).
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tekocina za oblaganje ’_
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vstop delcev ;
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produkt B

Slika 10 : Monocelicna (A) in horizontalna (B) naprava za
kontinuirano oblaganje delcev.

Figure 10: Monocell (A) and horizontal (B) continuous coating
apparatus.

Proti koncu 90-tih let prejSnjega stoletja so se Stevilni izdelovalci
procesne opreme odlocCili skrajSati dolzino naprav za kontinuirano
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oblaganje, pojavila pa se je tudi Zelja, da bi v eni napravi izvajali ve¢
razlicnih procesov. Zato so razvili t.i. veCceli€no napravo. V taksni
napravi lahko v vsakem predelu ustvarimo razli¢ne procesne pogoje
(razlicna hitrost in/ali temperatura zraka za fluidizacijo, hitrost
razpr$evanja, vrsta disperzije za oblaganje). Med posameznimi predeli
delci potujejo zaradi zraka za fluidizacijo. Ena izmed pomanijkljivosti
teh naprav je oblaganje delcev s Siroko distribucijo velikosti, saj le s
tokom zraka za fluidizacijo tezko zagotovimo enakomerno gibanje vseh
delcev (36).

Temu se je uspesno izognil Liborius, ko je predstavil veccelicno
napravo, ki je bila sestavljena iz ve¢ povezanih procesnih enot.
Tovrstno proizvodnjo lahko oznacimo kot pol-kontinuirani proces, kajti
postopek najprej poteka v eni napravi, iz katere se po kon¢ani operaciji
s pomocjo pnevmatskega transporta prenese v naslednjo (37).

3 Naéini dodajanja tekoéine
za oblaganje

Poleg same konstrukcijske izvedbe naprave za oblaganje ima eno
klju€nih vliog pri procesu oblaganja, nacin dodajanja tekoCine za
oblaganje. Pri tem je bistvenega pomena, da na vse delce tekom
celotnega postopka oblaganja enakomerno naneseno enako koli¢ino
tekocine.

Pri bobnih za oblaganje lahko tekoc¢ino za oblaganje dodajamo na
razlicne nacine. V zacetku so tekoc¢ino dodajali s polivanjem. To
pomeni, da so skozi odprtino bobna na delce polili dolo¢eno koli¢ino
tekocCine, ki se je nato zaradi intenzivnega gibanja delcev razporedila
po njihovi povrsini. Po dolo€enem ¢asu, ki je bil potreben za suSenje,
S0 postopek ponovili. To so ponavljali dokler niso dobili obloge Zelene
debeline. Tak8en nacin dodajanja je primeren le za izdelavo debelejSih
in predvsem sladkornih oblog. Neenakomerno dodajanje tekocine ter
neenakomerno suenje delcev je velikokrat vodilo v nastanek
aglomeratov. Prav tako ta metoda ni primerna za izdelavo tanjsih
(filmskih) oblog. Z uporabo Sob za razprsevanje tekocine so se zgoraj
omenjenim tezavam uspesno izognili. Danes v vecini procesov
oblaganja (to $e posebno velja za naprave, ki temeljijo na tehnologiji z
vrtinéenjem) tekoc¢ino za oblaganje na delce razprSujemo s pomocjo
razli¢nih Sob. Glavna naloga Sob je, da tekoc¢ino razprsijo v majhne
kapljice in da zaradi neprekinjenega dodajana tekocine za oblaganje
zagotavljajo konstantno rast debeline obloge.

Obi¢ajno pri oblaganju uporabljamo hidravli¢ne ali pnevmatske Sobe.
Prve lahko opiSemo kot Sobe, pri katerih ne potrebujemo zraka, temvec
le ¢rpalko za potiskanje tekocine. S pomogjo ¢rpalke dosezemo visok
tlak tekocine (50 — 150 barov), kar povzroci njeno atomizacijo na izhodu
Sobe. Za pnevmatske oz. binarne Sobe je znacilno, da so povezane s
¢rpalko za dovajanje tekocCine in dovodom stisnjenega zraka. Na koncu
binarne Sobe prihaja tekocina za oblaganje v stik z hitrim tokom zraka
v ekspanziji, kar zaradi mocnih striznih sil povzroci razbitje na drobne
kapljice. Uporabljamo jih lahko za oblaganje s suspenzijami,
disperzijami in visoko viskoznimi teko¢inami, saj je verjetnost zamasitve
zaradi vecje odprtine na koncu $obe v primerjavi s hidravli¢nimi, precej
manj$a. Poznane pa so tudi ternarne Sobe, pri katerih dodaten
komprimiran zrak ustvarja mikro klimo okoli stozca atomizirane
tekocine.
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Sobe lahko logimo tudi glede na mesto stika med teko&ino (pri
vecfaznih Sobah lahko pride do mesanja ve¢ tekocin) in stisnjenim
zrakom (slika 11). Pri ve¢ini binarnih $ob se ta zgodi tik nad kapico
Sobe z odprtino, zato jim pravimo tudi Sobe z zunanjim meSanjem
(angl. external mixing nozzle). Lahko pa do stika pride ze znotraj Sobe
(8obe z notranjim mesanjem — angl. internal mixing nozzle).

r kanal za tekoéino j

stisnjen zrak

$oba z notranjim mesanjem
Soba z zunanjim mesanjem

obmodje mesanja

A

obmodije razprievanja

Slika 11: Soba z zunanjim ter notranjim mesanjem.
Figure 11: External and internal mixig nozzle.

Pomembna lastnost Sob je tudi oblika curka tekocine, ki ga ustvarijo
na izhodu. Oblika curka vpliva na moc¢enje in porazdelitev kapljic
tekocine na delcih ter ima pomemben vpliv na proces oblaganja.
Vpliva lahko na poroznost, gostoto in enakomernost debeline obloge.
Poznamo $obe, katere ustvarjajo curek podoben obrocu (angl. hollow
cone pattern), stozcu (angl. full cone pattern) ali splo§¢enemu krogu
(angl. flat jet pattern). ObrocCast curek je zazeljen predvsem pri procesu
mocenja in aglomeracije, medtem ko sta ostali dve obliki primernejsi v
procesu oblaganja (38).

4 Zakljuéek

Izdelava farmacevtskih oblik s postopkom oblaganja predstavlja
pomemben del proizvodnje v farmacevtski industriji. Zato ne
preseneca veliko Stevilo objavljenih patentov s podro¢ja razvoja,
nadgradnje in optimizacije naprav za oblaganje. V zadnjih desetletjin
so bile izdelane tudi $tevilne Studije s podro¢ja razumevanja in
poznavanja posameznih procesnih dejavnikov, ki vplivajo na potek
oblaganja, pa vendarle je predpogoj za uspesno voden proces Se
vedno procesna oprema. Danes razvoj temelji predvesm na
avtomatizaciji in racunalniskem vodenju ze znanih izvedenk naprav.
Moderne naprave za oblaganje delcev so tako opremljene z napravami
za samodejno polnjenje zacetnih jeder, odvajanje kon¢nega produkta,
z razliénimi sistemi avtomatskega ¢i§¢enja (angl. CIP — cleaning in
place) in Stevilnimi senzorji, ki omogoc¢ajo spremljanje postopka v
realnem casu.
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»In vitro=in vivo« korelacija (IVIVC) za uéinkovine v
pripravkih s podaljSanim sproséanjem, ki se intenzivno
metabolizirajo ali absorbirajo s prenasalci v prebavilih

In vitro in vivo correlation (IVIVC) for drugs in extended
release formulations which are extensively metabolized or
absorbed with transporters

Uros Klanéar, Igor Legen, Albin Kristl, AleS Mrhar

Povzetek: Na spros¢anje ucinkovin iz pripravkov s podalj§anim spros§¢anjem in absorpcijo iz prebavil vplivajo fizikalno kemijske lastnosti
ucinkovine, lastnosti farmacevtske oblike in fizioloske lastnosti gastrointestinalnega trakta (GIT). Nekatere ucinkovine se v prebavilih lahko
intenzivno metabolizirajo, ali pa na njih vplivajo razli¢ni prenasalci. Oboje lahko znatno spremeni obseg absorpcije in posledi¢no stopnjo »in
vitro-in vivo« korelacije (IVIVC), ki predstavlja osnovo za napovedovanje plazemskih koncentracijskih profilov u¢inkovine na osnovi »in vitro«
preskusov raztapljanja. V ¢lanku so glede na vrsto ucinkovin, ki imajo razli¢ne lastnosti glede na biofarmacevtski sistem klasifikacije (BCS) in so
vgrajene v pripravke s podalj§anim spro§¢anjem, opisani primeri vplivov metaboli¢nih procesov in prenasalcev na uspesnost doseganja IVIVC.

Kljucne besede: 1VIVC, metabolizem, prenasalci, podaljsano sprosc¢anje

Abstract: Physical-chemical characteristics of a drug, formulation properties and physiology of gastrointestinal (Gl) tract have an influence on
drug release from extended release formulations and consequent absorption. Absorption of various drugs is influenced by metabolism and
different transporters which can lead to changes in the extent of absorption and difficulties in establishing in vitro in vivo correlation (IVIVC). IVIVC
models are prerequisite to predict in vivo plasma concentration profiles on basis of in vitro data. In this article various examples of metabolism
and transporter influences on IVIVC for different drugs (according to biopharmaceutical classification system - BCS) incorporated in extended
release formulations are theoretically discussed.

Keywords: |VIVC, metabolism, transporters, extended release

relevantne specifikacije in vklju¢evanje raznih sprememb v
proizvodnem postopku, sestavi ter lokaciji proizvodnje potem ko je bilo

1 Uvod

Klju¢na lastnost pripravkov, v vecini primerov tablet, s podalj$anim

spros$¢anjem je v tem, da sprostijo u¢inkovino po vnaprej dolo¢enem
profilu, ki ga pridobimo s pomog¢jo »in vitro« testiranj in izvedbe »in
vivo« §tudij na ljudeh. V idealnem primeru je »in vitro« profil spro§¢anja
enak kot ga pri¢akujemo »in vivo« in takrat lahko re¢emo, da obstaja
dobra IVIVC. Doseganije dobre IVIVC, zlasti za pripravke s podalj$anim
spro$Canjem, je trenutno eden najbolj aktualnih ciljev tako
proizvajalcev originatorskih zdravil kot tudi generi¢ne farmacevtske
industrije. Z razvojem IVIVC Zelimo zmanjSati obseg farmakokineti¢nih
testiranj tekom razvoja originatorskega zdravila, pri genericnih zdravilih
pa povecati uspesnost bioekvivalen¢nih studij, kar je glavni pogoj za
registracijo zdravila. V obeh primerih se zmanj$ajo stroski in Stevilo
potrebnih §tudij na ljudeh. Dobra IVIVC olaj$a tudi registracijo drugih
jakosti zdravil preko koncepta opustitve bioekvivalen¢ne Studije
(biowaiver — koncept, ki omogoca registracijo generi¢nega zdravila
samo z izvedbo in vitro preskusov), omogoc¢a postavitev biolosko

zdravilo Ze registrirano (1,2).

Da bi dosegli dobro IVIVC, moramo za test spros¢anja uporabiti
ustrezno »in vitro« metodo, ki dobro ponazarja pogoje v GIT. Na
sproscanje ucinkovin iz farmacevtskih oblik s podalj$anim spros€¢anjem
lahko vplivajo pH, ionska mo¢, povrsinsko aktivne snovi, etanol in
druge komponente v mediju za raztapljanje (3-6). Predvsem na
ogrodne tablete, bolj kot na katere druge farmaceviske oblike s
podaljfanim spro8canjem, vplivajo razlicni hidrodinamski vplivi,
motori¢na aktivnost Zzelodca - MMC (mioelektricni migrirajo¢i kompleks)
in druge fizikalne obremenitve v GIT, v stanju na tes¢e (angl. fasted) ali
po obroku (angl. fed), kar je pomembno pri nacrtovanju
bioekvivalen¢nih studij (7, 8, 9). Pomembno je tudi, da se ucinkovina
iz pripravkov s podalj§anim spro$€anjem sprosti v ¢asu znotraj
absorpcijskega okna. Tableta se v tankem Crevesju zadrzuje od 3 do
4 ure, v debelem pa priblizno 22 ur.

Uro$ Klan¢ar, mag. farm., Lek d.d., Verovskova 57, Ljubljana
Doc. dr. Igor Legen, Lek d.d., Verovskova 57, Ljubljana
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»In vitro- in vivo« korelacija (IVIVC) za ucinkovine v pripravkih s podaljSanim sproscanjem, ki se intenzivno metabolizirajo ali absorbirajo s prenasalci v prebavilih

Poleg dejavnikov, ki vplivajo na spros¢anje u¢inkovine iz pripravka, na
farmakokinetiko vpliva tudi mehanizem ter kinetika absorpcije in
(predsistemskega) metabolizma ucinkovine, potem ko je ta ze
raztopljena v prebavilih. Prehod skozi enterocite v Erevesni steni lahko
poteka na razlicne nacine kot so pasivna difuzija, endocitoza in s
prenasalci. Na absorpcijo lahko vpliva tudi limfni obtok, ki ga stimulira
prisotnost mas¢ob v hrani (10). Prena$alci na enterocitih lahko tudi
zmanj$ajo ali povecajo obseg absorpcije dolocenih u¢inkovin in tako
vplivajo na biolosko uporabnost. Poznavanje vseh nastetih dejavnikov
je pomembno pri ugotavljanju IVIVC.

2 Uporaba BCS klasifikacije pri
pripravkih s podaljSanim
sproséanjem

2.1 Osnove biofarmaceviskega sistema
klasifikacije (BCS)

Biofarmacevtski sistem klasifikacije (angl. Biopharmaceutical
Classification System, BCS) predstavlja osnovni okvir za ocenjevanje
in doseganje IVIVC. Od pojava koncepta BCS leta 1995 je njegov
glavni namen razdeliti ucinkovine v 4 razrede glede na topnost
ucinkovine in permeabilnost skozi membrano stene GIT (Slika 1in 2)
(11). Glede na to, v kateri razred u¢inkovina spada, lahko napovemo
uspesnost IVIVC. Uporabnost BCS klasifikacije se je do danes razsirila,
saj predstavlja smernico priiskanju novih ucinkovin, pri predklinicnem
in Kklinicnem razvoju zdravil, pri nacrtovanju in razvoju razli¢nih
generi¢nih zdravil in kot orodje za zmanjSanije stevila bioekvivalenénih
Studij (11, 12).

Razred Il
slaba topnost
dobra permeabilnost

dobra IVIVC

Razred |
dobra topnost
dobra permeabilnost

dobra IVIVC

Razred Il
dobra topnost
slaba permeabilnost

Razred IV
slaba topnost
slaba permeabilnost

omejena IVIVC omejena IVIVC

Slika 1: BCS razdeli ucinkovine na Stiri razrede. Dobra permeabilnost
pomeni, da se po peroralni aplikaciji absorbira vec kot 90 %
odmerka; dobra topnost pomeni, da se v 250 ml vodnega
medija raztopi najvisji odmerek zdravila v pH obmocju 1-7,5.

Figure 1: According to BCS there are four classes of drugs. Good
permeability is when more than 90% of dose is absorbed
after oral application. Good solubility means that the
highest dose of drug is dissolved in 250 ml of aqueous
media within pH range 1-7,5.

Razred |

amilorid, amitriptilin, antipirin,
atropin, buspiron, ciklofosfamid,
diazepam, difenhidramin,
diltiazem, doksepin, efedrin,
enalapril, estradiol, etambutol,
etinil fenilalanin, fenobarbital,
fluoksetin, imipramin, kaptopril,
ketoprofen, kinidin, klorfeniramin,
klorokinon, kofein, levodopa,
levofloksacin, lidokain,
meperidin, metoprolol,
metronidazol, midazolam,
misoprostol, prednizolon,
primakin, promazin, propranolol,
rosiglitazon, salicilna kislina,
teofilin, valprojska kislina,
verapamil, zidovudin

Razred Il

amjodaron, atorvastatin,
azitromicin, ciklosporin,
ciprofloksacin, cisaprid, danazol,
dapson, difunisal, digoksin,
diklofenak, eritromicin,

fenitoin, flubiprofen, glipizid,
gliburid, griseofulvin, ibuprofen,
indinavir, indometacin,
itrakonazol, karbamazepin,
karvedilol, ketokonazol,
klorpromazin, lansoprazol,
lovastatin, mebendazol,
naproksen, nelfinavir, ofloksacin,
oksaprozin, piroksikam,
raloksifen, ritonavir, sakvinavir,
sirolimus, spironolakton,
takrolimus, talinolol,

tamoksifen, terfenadin, varfarin
Razred IV

amfotericin B, ciprofloksacin,
furosemid, klorotiazid,
klortalidon, kolistin, mebendazol,
metotreksat, neomicin

Razred Il

amoksicilin, aciklovir, atenolol,
bidizomid, bisfosfonati, cefazolin,
cetirizin, cimetidin,
ciprofloksacin, dikloksacilin,
eritromicin, famotidin,
feksofenadin, furosemid,
ganciklovir, hidroklorotiazid,
kaptopril, kloksacilin, lizinopril,
metformin, metotreksat, nadolol,
penicilini, pravastatin, ranitidin,
tetraciklin, trimetoprim, valsartan,
zalcitabin

Slika 2: Primeri u¢inkovin glede na BCS razred. Nekatere ucinkovine
so v dveh razredih, npr. furosemid (1 in 1V), kaptopril (I in 111),
metotreksat (Il in 1V) ali celo treh, kot je ciprofloksacin (I, 111,
V), kar je posledica razlicnih virov in nac¢ina dolocanja (13,
14).

Figure 2: Examples of drugs according to BCS. Some drugs appear
in two classes: furosemid (I and V), captopril (I and Ill),
methotrexat (Il and 1V) or three: ciprofloxacin (I, Ill, V).
This is due to different literature data and methods for BCS
class determination (13, 14).

2.2 BCS in pripravki s podaljSanim
sproséanjem

Kljub razsirjenosti uporabe BCS klasifikacije je njena uporabnost za
ocenjevanje IVIVC pri pripravkih s podalj$anim spro§¢anjem vprasljiva
in predstavlja velik izziv, predvsem zaradi tezavnosti simuliranja
dejanskih razmer v GIT z »in vitro« testi. Po drugi strani pa na osnovi
BCS klasifikacije lahko ocenjujemo, katere ucinkovine je smiselno
vgrajevati v pripravke s podaljSanim spro$¢anjem. Dobro topne in
dobro permeabilne ucinkovine z vecjo ali enako permeabilnostjo kot
jo ima metoprolol (uporabljen standard za dobro permeabilnost) so
najbolj primerne za vgrajevanje v pripravke s podalj§anim spro$€anjem
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in v tem primeru ponavadi obstaja tudi dobra IVIVC. U&inkovina se iz
pripravkov s podalj$anim spros¢anjem lahko sprosc¢a tudi do 24 h, zato
je klju¢no, da poznamo njen mehanizem absorpcije vzdolz celotnega
GIT. Del u¢inkovine se bo absorbiral tudi v kolonu in pomembno je, da
zagotovimo ustrezno absorpcijo tudi v tem delu ¢revesja. Nekatere
ucinkovine se bolje absorbirajo v kolonu kot v tankem &revesju in
bioloska uporabnost bi bila ve&ja, ¢e bi dosegli spros¢anje ucinkovine
in absorpcijo v tem predelu GIT. Iz slike 3 vidimo, da bi bila bioloska
uporabnost nifedipina vecja, ¢e bi dosegli, da se absorbira bolj v
kolonu (intubacija v kolon). Razlog za to je vecji metabolizem nifedipina
pri prvem prehodu skozi jetra. Za diltiazem in teofilin pa je relativna
bioloska uporabnost po intubaciji uc¢inkovine v kolon nizja kot po
peroralni aplikaciji (11).

Pri u¢inkovinah s slabo permeabilnostjo, obstaja nevarnost nepopolne
absorpcije in vecje intra- in interindividualne variabilnosti, saj je
ponavadi permeabilnost v kolonu $e nizja kot v tankem &revesju. To
pomeni, da ucinkovine iz BCS razredov lll in IV niso dobre kandidatke
za pripravke s podalj$anim spro$¢anjem, pri¢akujemo pa tudi slabo
IVIVC. Pri amoksicilinu na primer, ki spada v BCS IIl in se absorbira s
pomogjo oligopeptidnega prenasalca (PepT1), niso dokazali nikakrsne
absorpcije v kolonu. V tem primeru je izdelava farmacevtske oblike s
podaljSanim sprosCanjem nesmiselna. Podobno je pri uporabi
ucinkovin, ki se v kolonu bolj metabolizirajo. Posebej problemati¢ne so
ucinkovine, ki imajo absorpcijsko okno v zgornjem delu tankega
Crevesja, na primer Sibke kisline s slabo permeabilnostjo, ki se slabo
absorbirajo v ileumu, kjer je pH vi§ji. Tak primer je atorvastatin, ki je
hkrati tudi substrat za P-gp (15). Z novej$imi tehnoloskimi pristopi pa
je tudi za tovrstne ucinkovine mozno doseci ustrezno absorpcijo, saj se
na primer zaradi dolo¢enih lastnosti farmacevtske oblike lahko dalj
Gasa zadrzujejo v zgornjem delu GIT (11,12).

V praksi v pripravkih s podalj§anim spros¢anjem vseeno prevladujejo
ucinkovine iz prvih dveh razredov in razvrstitev ucinkovin po BCS
klasifikaciji pri teh lahko napisemo tudi drugace (Preglednica 1). Avtorji
predlagajo razdelitev ucinkovin kjer sta razreda lll in IV s slabo
permeabilnostjo izvzeta, prva dva razreda pa sta dodatno razdeljena
glede na to, ali je permeabilnost razlicna vzdolz GIT ali ne. Dodan je Se
peti razred, za ucinkovine s pH odvisno topnostjo in permeabilnostjo.
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Slika 3: Povprecna relativna bioloska uporabnost (F,,), po aplikaciji
razlicnih dobro permeabilnih uc¢inkovin na razlicna mesta v
GIT s pomocjo intubacije. Na razlicnih predelih v GIT se
absorbira podobna kolic¢ina ucinkovine, relativno glede na
absorbirano kolicino ucinkovine vzete po peroralni aplikaciji.
Bioloska uporabnost ucinkovine vzete po peroralni aplikaciji
je hipoteticno 100 % (11).

Figure 3: Mean relative bioavailability (F,,) after administration to
different sites in the Gl tract of different high-permeability
drugs to humans by use of intubations. The amount of drug
absorbed was similar over the entire Gl tract also including
the colon relative to absorbed amount after oral
administration.

Za vse razrede v Preglednici 1 je mozna IVIVC, kar je odvisno od
specifi¢nih lastnosti u¢inkovine in farmacevtske oblike. Ocena ali gre
za dobro (stopnja A) ali omejeno (stopnja C) IVIVC je povzeta iz
literaturnih podatkov (12).

Preglednica 1: Razsiritev BCS klasifikacije za pripravke s podaljSanim spros¢anjem (12).

Table 1: BCS classification for extended release formulations (12).

Razred Opis IVIVC Primeri

la dobra topnost, dobra permeabilnost, ki je enaka vzdolz GIT Dobra glipizid, nitorglicerin, paracetamol, teofilin

I'b dobra topnost, permeabilnost, ki je razlicna vzdolz GIT Omejena atropin, celiprolol, levodopa, morfin, verapamil
Il'a slaba topnost, dobra permeabilnost, ki je enaka vzdolz GIT Dobra ciklosporin, danazol, diklofenak, digoksin,

eritromicin, glipizid
II'b slaba topnost, permeabilnost je razli¢na vzdolz GIT Omejena fenacetin, indometacin, kloramfenikol, steroidi,
Va topnost in permeabilnost razli¢ni vzdolz GIT, bazi¢ne u¢inkovine  Dobra felodipin, mesalamin, metoprolol, morfin,
ali omejena* nifedipin, omeprazol
Vb topnost in permeabilnost razli¢ni vzdolz GIT, kisle u¢inkovine Dobra acetazolamid, amoksicilin, diklofenak, fenitoin,

ali omejena* ketoprofen, naproksen

*zarazred Va je IVIVC dobra, Ce je tableta nac¢rtovana tako, da omogoca od pH neodvisno spro$¢anje ucinkovine, ¢e pa se topnost u¢inkovine zmanjsa zaradi
pH okolja, ki je nad njenim pKa, bo korelacija omejena. Za kisle u¢inkovine (razred Vb) je lahko omejena IVIVC, saj se Ze v tankem &revesju ionizirajo zaradi cesar
se jim zmanj$a permeabilnost. Lahko pa je tudi pri visjih pH dovolj dobra permeabilnost in IVIVC bo dobra. Tak primer je ketoprofen.

164 farm vestn 2010; 61



»In vitro- in vivo« korelacija (IVIVC) za ucinkovine v pripravkih s podaljSanim sproscanjem, ki se intenzivno metabolizirajo ali absorbirajo s prenasalci v prebavilih

2.3 Biofarmaceviski sistem klasifikacije

odstranjevanja uvéinkovine (BDDCS)
Biofarmaceuvtski sistem klasifikacije odstranjevanja u¢inkovine (angl.
Biopharmaceutic Drug Disposition Classification System, BDDCS) so
uvedli z namenom, da bi bolj poudarili komponento metabolizma in
vpliv prenasalcev na obseg absorpcije (Slika 4).

Razred Il
slaba topnost
obsezen metabolizem
Razred IV
slaba topnost
nizek metabolizem

Razred |
dobra topnost
obsezen metabolizem
Razred Il
dobra topnost
nizek metabolizem

Slika 4: BDDCS klasifikacija razdeli u¢inkovine na 4 razrede na osnovi
topnosti in metabolizma namesto permeabilnosti.

Figure 4: BDDCS classification system divides drugs into 4 classes on
basis of solubility and metabolism instead of permeability.

Obe predstavljeni klasifikaciji dajeta dokaj primerljivo razvrstitev
ucinkovin (Slika 5), ¢eprav temeljita na razli¢nih procesih. BDDCS
uposteva encimsko vezavo in prenasalce, BCS pa permeabilnost skozi
razlicne membrane celic. Razlike so odvisne tudi od tega, glede na
katero standardno ucinkovino, ki je merilo za dobro permeabilnost, je
primerjava narejena (13).

72 mBODCS
O BCS (metoprolol)
= BCS (cimetidin)
D BCS (atenolol)

Slika 5: Primerjava med 164 ucinkovinami razvrs¢enih v razrede
BDDCS in BCS-glede na tri standardne ucinkovine
(metoprolol, cimetidin, atenolol), izbrane kot merilo za dobro
permeabilnost (13).

Figure 5: Comparison plots of the classification of 164 drugs by
BDDCS and by BCS using three different reference high
permeability drugs (13).

Za ucinkovine iz razredov BCS | in BDDCS |, ki se dajejo v velikem
odmerku, bo vpliv prenasalcev in metabolizma na biolosko uporabnost
manjsi, saj se metabolicni encimi in prena8alci (izloCevalni ali
absorptivni) v GIT nasitijo, ucinkovina pa je v osnovi dobro
permeabilna. V primeru pripravkov s podaljSanim sproS¢anjem pa bi
tudi pri tej skupini ucinkovin lahko bil viden vpliv metabolizma in
prenasalcev, saj se sprosti manj$a koli¢ina u¢inkovine v dolo¢enem
Casu in encimi ali prenaSalci se ne nasitijo. Mozno je tudi, da se
bioloska uporabnost za ucinkovine v sistemih s podaljSanim

spro$¢anjem poveca. To se zgodi v primeru, ko se ucinkovina
intenzivno metabolizira bolj v zgornjem delu GIT. Ce se takrat celotna
koli¢ina ucinkovine sprosti hitro, se je metabolizira ve¢ kot Ce se
spros¢a pocasi skozi celoten GIT. V sploSnem so torej vplivi
prenasalcev in metabolizma pogojeni s koncentracijo u¢inkovine, zato
lahko pri¢akujemo drugacne vplive na ucinkovine v pripravkih s
podaljfanim spros€anjem glede na pripravke s takojSnjim
spro$¢anjem.

Pri u¢inkovinah iz razreda Il je zaradi slabe topnosti manj uc¢inkovine na
voljo za absorpcijo, izloCevalni prenalalci se ne nasitijo, kar lahko
bistveno zmanjga obseg absorpcije. Se vedji vpliv prenasalcev bo na
tiste u€inkovine iz razreda I, ki se hkrati tudi encimsko razgradijo v
steni GIT. Tudi pri u¢inkovinah iz razredov Il in IV so pomembni
absorptivni in izloCevalni prenasalci (14).

V realnosti tudi BDDCS sistem ne da vseh omenjenih in predvsem
dovolj natan¢nih napovedi za »in vivo« obnaSanje ucinkovin, saj
vsebuje dodatne neznanke metabolizma, katere je potrebno dolociti in
raziskati. Mozno je, da bo BDDCS sistem v prihodnosti omogocal bolj
natan¢no razvrstitev uc€inkovin, kar bi posredno omogocilo boljse
napovedi IVIVC.

3 Biofarmaceviske lastnosti
(] (] (]
uéinkovin pomembne pri
(1 X )
absorpciji
Absorpcija je kompleksen proces, ki poteka po razlicnih mehanizmih

(Slika 6), klju¢ni pa so topnost in hitrost raztapljanja u¢inkovine ter
metabolizem v lumnu &revesja in permeabilnost skozi enterocite GIT.

Slika 6: Razlicne poti in vplivi na absorpcijo (puscice kaZejo smer
absorpcije iz lumna skozi enterocit v kri): pasivna-
transcelularna (1), aktivna-s pomocjo ATP (2), olajSana
difuzija (3), pasivna-paracelularna (4), vpliv izlocevalnih
prenasalcev (5), vpliv intestinalnega metabolizma in
absorpcija metabolitov (6), posredovana z receptorji (7) (16).

Figure 6: Different absorption routes and influences (arrows shows
direction of absorption from Gl lumen through enterocyte
into the blood circulation): passive-transcellular (1), active
(2), facilitated diffusion (3), passive-paracellular (4), export
transporters (5), intestinal metabolism (6), receptor
mediated absorption (7) (16).
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V proces absorpcije so lahko vpleteni: metabolizem s Citokromi P450
(CYP), absorpcija preko receptorsko posredovane endocitoze, olajSana
difuzija, absorpcija s pomocjo prenasalcev in vpliv prenasalcev na
interakcije med razli¢nimi u¢inkovinami ter interakcije u¢inkovina-hrana.
Na obseg absorpcije lahko vplivajo tudi prebavni encimi v lumnu GIT,
¢revesna mikroflora in snovi, ki vplivajo na permeabilnost ¢revesne
stene (pospesSevalci absorpcije). V nadaljevanju sledi podrobnejsi
pregled vpliva metabolizma s CYP in prenasalcev v ¢revesni steni na
absorpcijo razli¢nih u¢inkovin (16, 17, 18).

3.1 Metabolizem s Citokromi P450

Encimi druzine Citokrom P450 (CYP) sodelujejo pri metaboli¢nih
oksidacijah, redukcijah, hidrolizah in konjugacijah $tevilnih ucinkovin
in so pomembni za ucinek prvega prehoda (angl. first pass). Posledica
ucinka prvega prehoda je lahko zmanjSana bioloska uporabnost (kljub
dobri absorpciji), nastanek toksi¢nih metabolitov in aktivacija
ucinkovine, ki je v obliki predzdravila. Znano je, da se priblizno 50 %
registriranih zdravil bolj ali manj encimsko razgradi z encimi druzine
CYP. V smislu vpliva na sam proces absorpcije so najbolj odgovorni
encimi druzine CYP3A4, saj se v veliki meri nahajajo v enterocitih.

Citokromi P450 3A4 (CYP3A4)

Encimi te druzine so glavni pri metabolizmu razlicnih ucinkovin.
Nahajajo se v jetrih, steni GIT in drugih tkivih. Aktivni del encima je
molekula hema, ki je vpeta v proteinsko strukturo encima. Od jejunuma
do ileuma se koli¢ina encima zmanjsuje, v kolonu ga ni, kar pomeni, da
ima lahko ucinkovina, ki je substrat za CYP3A4, vecjo biolosko
uporabnost, ¢e bi s pripravkom dosegli spro$€anje pretezno predvsem
vileumu. Teoreticno je absorpcija uc¢inkovine, ki je substrat za CYP3A4,
iz tablete s podaljSanim spros¢anjem slabsa kot v primeru takojsnjega
sproééanja. Ce se u¢inkovina takoj sprosti, se CYP3A4 nasiti in dele
metabolizirane uginkovine v steni GIT je relativno nizek. Poznamo tudi
kompetitivne (vsak substrat je lahko kompetitivni inhibitor drugemu
substratu) in nekompetitivne inhibitorje CYP3A4, ki izboljSajo absorpcijo
in biolosko uporabnost drugih u¢inkovin. Kot inhibitor CYP3A4 je znan
grenivkin sok, ki vsebuje flavonoide in furanokumarine (16-18). Tudi
mnoge zdravilne u¢inkovine so substrati za CYP3A4 (Preglednica 2)
in pri vseh teh lahko ob dolo¢enih pogojih pride do spremenjene

Preglednica 2: substrati, inhibitorji in induktorji CYP3A4 (19).
Table 2: substrates, inhibitors and inductors of CYP3A4 (19).

bioloske uporabnosti. Znani so e induktorji CYP3A4, ki lahko preko
zvecanja genske ekspersije dodatno povecajo metabolizem uginkovin.
Za doseganje uspesne IVIVC v teh primerih je potrebno imeti jasno
sliko o vplivu metabolizma v steni Crevesja.

3.2 Prenasalci

Prenasalni proteini se na splosno nahajajo v razli¢nih organih (GIT,
genov za prenasalne proteine je razli¢no glede na vrsto tkiva in organ
v katerem se nahajajo. V prebavilih prenasalni proteini sodelujejo pri
procesu absorpcije v smislu olajSane difuzije ucinkovin ali pa
omogocijo aktiven prenos ucinkovin v obeh smereh gastro-intestinalne
membrane. Prena8alci lahko torej zmanjSajo ali povecajo obseg
absorpcije. Na proces absorpcije neke ucinkovine in posledi¢no na
biolosko uporabnost zdravila lahko vpliva ve¢ razli¢nih prenasalcev in
drugih substratov. Pri absorpciji gre torej za kompleksen proces.
Teoreticno je vpliv na ucinkovine v pripravkih s podaljSanim
spro$¢anjem vecji, saj se prenasalci ne nasitijo tako hitro (glej tudi
poglavje 2.3). lzlogevalnih prenaSalcev je vec¢ vrst, fizioloSko in
evolucijsko gledano so v glavnem povezani s prepreCevanjem
absorpcije telesu tujih, toksicnih snovi in razvojem rezistence. Po drugi
strani je tudi veliko prena$alcev, ki absorpcijo izboljSajo in tako
povecajo biolosko uporabnost (Slika 7) (20, 21).

ATP kasetni prenasalci

ATP kasetni prenasalci (angl. ATP Binding Cassette Transporters, ABC
Transporters) so druzina transmembranskih proteinov. Omogoc¢ajo
izlo€anje razli¢nih substratov iz citoplazme skozi celicno membrano.
Nahajajo se v razli¢nih tkivih. Glavni predstavniki so P-glikoprotein (P-
gp), druzina proteinov povezanih z resistenco na ve¢ spojin (MRP) in
resistentni protein izoliran pri raku na dojki (BCRP). Najbolj pomemben
predstavnik ATP kasetnih prenasalcev je P-gp (Slika 8).

P-gp se nahaja na apikalni membrani enterocitov in povzro¢a izlo€anje
dolo¢enih uc¢inkovin (substratov za P-gp) nazaj v lumen GIT. Vecje
gensko izrazanje P-gp so dologili v distalnih delih ¢revesja, obstaja tudi
velika interindividualna variabilnost v genskemu izrazanju P-gp. P-gp
torej zmanjSuje biologko uporabnost uc¢inkovin (substratov), najslabsa
bioloska uporabnost pa je v primeru, ¢e je ucinkovina substrat za P-gp

Substrati Inhibitorji Induktorji
Zaviralci kalcijevih kanalov: diltiazem, felodipin, nifedipin, Makrolidi: eritromicin, telitromicin, Barbiturati:
verapamil klaritromicin fenobarbital
Imunosupresivi: ciklosporin, sirolimus, takrolimus Inhibitorji proteaz: indinavir, Ostali:

Kemoterapevtiki: ciklofosfamid, docetaksel, doksorubicin,
vinblastin

Benzodiazepini: alprazolam, flunitrazepam, klonazepam,
midazolam, tiazolam

Antidepresivi: amitriptilin, citalopram, fluoksetin, imipramin, sertralin
Statini: atorvastatin, lovastatin, simvastatin

Ostali: alfentanil, amiodaron, buspiron, cisaprid, etinilestradiol,
haloperidol, indinavir, metadon, pimozid, risperidon, terfenadin,
teofilin, venlafaksin, valprojska kislina ...

nelfinavir, ritonavir

Ostali: amiodaron, cimetidin,
fluoksetin, fluvoksamin, klorfenikol,
kvercetin, nefazodon, sakvinavir,
verapamil ...

fenitoin, hiperforin, tamoksifen,
pioglitazon, rifampicin,
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Slika 7: Nahajanje in smer prenosa s pomocjo razlicnih prenasalcev.
Lumen GIT je hipoteti¢no na sredini. P-glikoprotein (angl. P-
glycoprotein, P-gp), resistentni protein izoliran pri raku na
dojki (angl. breast cancer resistance protein, BCRP), peptidni
prenasalec (angl. peptide transporter, PepT1), peptidni
histidinski prenasalci (angl. peptide histidine transporter,
PHT1), monokarboksilatni prenasalci (angl. monocarboxylate
transporter, MCT), koncentracijski nukleozidni prenasalec
(angl. concentrative nucleoside transporter, CNT), ravnotezni
nukleozidni prenasalec (angl. equilibrative nucleoside
transporter, ENT), proteinski prenasalec organskih anionov
(angl. organic anion transporting protein, OATP), druZina
proteinov povezanih z resistenco na vec¢ spojin (angl. multiple
resistance protein, MRP) (21).

Figure 7: Localization of intestinal drug transporters P-glycoprotein (P-
gp), breast cancer resistance protein (BCRP), peptide
transporter (PepT1), peptide histidine transporters (PHT1),
monocarboxylate  transporters  (MCT), concentrative
nucleoside transporter (CNT), equilibrative nucleoside
transporter (ENT), organic anion transporting protein (OATP),
multiple resistance protein (MRP) on the apical and
basolateral membranes of the intestinal epithelial cells
surrounding a hypothetical lumen. (21).

in CYP3A4, saj hkrati potekata metabolizem ucinkovine v enterocitu in
izlo€anje s P-gp.

Socasna uporaba ucinkovine (substrata) in inhibitorja P-gp pa lahko
vodi do povecane koncentracije ucinkovine (substrata) v plazmi in
moznosti pojava nezelenih u¢inkov. Tako so opazili dvig koncentracije
digoksina v plazmi (substrat) ob so€asni uporabi inhibitorja PSC833
(valspodar). Inhibitorji delujejo preko znizanja genskega izrazanja P-
gp ali po principu kompetitivne in nekompetitivne inhibicije. Nekatere
pomozne snovi, predvsem povrsinsko aktivne snovi (Tween 80) in
sotopila (polietilenglikoli) lahko tudi inhibirajo P-gp, verjetno preko
spremembe fluidnosti membrane. Obstaja §e moznost interakcije s
snovmi v prehrani. V primeru talinolola, ob soCasnem pitju soka
grenivke (inhibitor P-gp), sta se povecali najviSja plazemska
koncentracija (C,,) in povrsina pod krivuljo (AUC), skrajsal se je Cas,
potreben da je dosezena najvi§ja plazemska koncentracija (t

i
il

Slika 8: struktura P-gp, dve glavni domeni s po Sest enotami, dve
vezavni mesti za ATP (angl. NBD-nucleotide binding site), N-
glikoziliran del se nahaja na prvi zanki-levo, v zunajcelicnem
prostoru (20).

max)

Zunajcelicni prostor

Citosol

N e

Figure 8: Topology of P-gp. P-gp has been proposed to be composed
of two symmetrical halves, each with six transmembrane
segments and one cytoplasmic nucleotide-binding site
(NBD). The N-glycosylation sites are located in the first
extracellular loop (20).

Preglednica 3: skupine z uc¢inkovinami (substrati in inhibitorji), ki interagirajo s P-gp (21).
Table 3: list of compounds (substrates and inhibitors) that interact with P-gp (21).

Substrati

Inhibitoriji

Protitumorne ucinkovine: aktinomicin D, daunorubicin, doksorubicin,
paklitaksel, vinblastin, vinkristin

Statini: atorvastatin, lovastatin, pravastatin, simvastatin
Antihistaminiki: feksofenadin, terfenadin

Antidiaroiki: domperidon, loperamid, ondasetron

Antibiotiki: daktinomicin, eritromicin, grepafloksacin, ivermektin,
itrakonazol, ketokonazol, valinomicin

Inhibitorji HIV proteaz: amprenavir, indinavir, ritonavir, sakvinavir
Steroidi: aldosteron, deksametazon, hidrokortizon, kortizol,
kortikosteron

Kardio ucinkovine: digoksin, digitoksin, kinidin

Analgetiki: asimadolin, fentanil, morfin

Beta antagonisti: bunitrolol, celiprolol, karvedilol, talinolol

Imunosupresivi: ciklosporin A, gramicidin, valinomicin

Sestavine hrane: piperin, kvercetin, naringin, kurkumin, bergamotin,
kamferol, rutin

PomoZne snovi: Tween 20,

Tween 80, Nonidet P-40, Akacia, polietilenglikoli, Triton-X 100, blok
kopolimeri, Brij 30, 35, solutol HS 15, poloksameri
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talinolola. Podobno se je zgodilo tudi v kombinaciji fenitoina in popra,
ki vsebuje inhibitor P-gp, piperin.

Obstajajo tudi induktorji P-gp genskega izrazanja kateri povzrocijo
padec koncentracije u¢inkovine (substrata) v plazmi, saj je ve¢ P-gp na
enterocitih in vecje je izlo¢anje. Primer je kombinacija rifampina in
fenoksfenadina kjer rifampin inducira gensko izrazanje P-gp in tako
zmanj$a biolosko uporabnost fenoksfenadina, ki je substrat za P-gp
(20,21).

Naslednji predstavnik ATP kasetnih prenasalcev je druzina proteinov
povezanih z resistenco na ve¢ spojin (angl. multiple resistance protein,
MRP). Do danes so odkrili devet poddruzin (MRP1-MRP9). Nahajajo
se na apikalni in bazolateralni strani enterocitov in so odgovorni za
izlo€anje in zmanjsano absorpcijo ucinkovin, predvsem protitumornih
(vinca alkaloidi, antraciklini, kamfotericin, metotreksat). Kot izlo¢evalna
prenasalca sta najbolj pomembna MRP1 in MRP2. Substrati za MRP so
tudi glukuronirani konjugati bilirubina, estradiola, paracetamola,
grepafloksacina in anionske ucinkovine irinocetan, pravastatin,
ampicilin. Nekateri inhibitorji MRP so verapamil, benzbromaron in
sulfinpirazon (21).

Tretji predstavnik ATP kasetnih prena8alcev je resistentni protein
izoliran pri raku na dojki (angl. breast cancer resistance protein,
BCRP). Nahaja se na apikalni strani endotelnih celic tankega ¢revesja
in kolona kjer sodeluje pri izlo¢anju u¢inkovin. Izrazanje gena za BCRP
je veCje v jejunumu in se niza proti kolonu. Obstaja velika
interindividualna variabilnost in razlika glede na spol. Substrati so
predvsem protitumorne ucinkovine (mitoksantron, metotreksat,
kamfotericini), fizioloski substrati (Estron-3-sulfat, 17 -estradiol sulfat,
folna kislina). Inhibitorji, s katerimi se absorpcija substratov povec¢a so
dietilstilbestrol, taksani, flavonoidi, imatinib, gefitinib, fumitremorgin C,
tamoksifen, inhibitorji HIV proteaze, novobiocin. Induktorjev je manj
znanih, primer je kurkumin (21).

Protitumorne uc¢inkovine redko vgrajujemo v pripravke s podalj$anim
sproS¢anjem, zato BCRP in MRP pri teh pripravkih nimata tako
kriticnega pomena.

Prenasalni nosilci topljencev, SLC

Prenasalni nosilci topljencev (angl. solute carrier transporters, SLC) so
druzina integralnih membranskih proteinov, ki se nahajajo na apikalni
strani enterocitov in izbolj$ajo prenos substratov skozi povrsino celic ali

povrsino celi¢nih organelov z olaj$sano difuzijo ali aktivnim transportom
v celico. UdeleZeni so tudi pri soprenosu ionov v nasprotni smeri
elektrokemijskega gradienta. Sodelujejo pri prenosu aminokislin,
peptidov, sladkorjev, vitaminov, zol¢nih kislin, nevrotransmiterjev in
razli¢nih ksenobiotikov. Prenasalci te skupine torej olaj$ajo, povecajo
absorpcijo substratov. Skupine SLC prenasalcev so od protona odvisni
oligopeptidni prenasalci (angl. proton dependent oligopeptide
transporters, SLC15A), prena$alci organskih kationov (angl. organic
cation transporters, SLC22A), prenasalni polipeptidi organskih anionov
(angl. organic anion tranporting polypeptides, SLC21A), prenasalci
nukleozidov (angl. nucleoside transporters, SLC28, 29A) in
monokarboksilatni prenasalci (angl. monocarboxylate transporters,
SLC16A). Te prenasalce smo tu poimenovali glede na gen, ki kodira
doloCen prenadalec. Prenasalce torej poimenujemo glede na gen, ki ga
kodira, ali pa glede na mehanizem delovanja, na primer, ATP kasetni
prenasalci.

S farmakokineticnega vidika je za bioloSko uporabnost najbolj
pomembna druzina SLC15A in znotraj nje peptidni prenasalec (angl.
peptide transporter, PepT1). Substrati in inhibitorji za PepT1 so
prikazani v Preglednici 4 (21). Inhibitorji delujejo po principu
kompetitivne ali nekompetitivne inhibicije.

Prenasalci organskih kationov (SLC22A) in prenasalni polipeptidi
organskih anionov (SLC22A) interagirajo z razli¢nimi endogenimi
substrati in u€inkovinami iz skupin nesteroidnih protivnetnih ucinkovin,
-laktamskih antibiotikov, protivirusnih ucinkovin in  zaviralcev
angiotenzinske konvertaze.

Prenas8alci nukleozidov (SLC28, 29A) izboljSajo absorpcijo purinskih in
pirimidinskih nukleozidov, kamor spadajo protivirusne ucinkovine
(didanozin, ribavarin, zidovudin, zalcitabin) in protitumorne u¢inkovine
(citarabin, gemcitabin, 5-florouridin, fludarabin).

Monokarboksilatni prenasalci (SLC16A) so pomembni pri absorpciji -
laktamskih antibiotikov (penicilin), valprojske kisline, atorvastatina in
nateglinida. Pomembni so tudi pri transportu endogenih kislin kot so
mlec¢na kislina, piruvat, acetoacetat, butirat (21).

4 Primeri IVIVC

Glede na mnozico dejavnikov, ki lahko vplivajo na uspesnosti IVIVC, se
na prvi pogled zdi moznost IVIVC za ucinkovine v pripravkih s

Preglednica 4: skupine z u¢inkovinami (substrati in inhibitorji), ki interagirajo s PepT1 (21).
Table 4: List of compounds (substrates and inhibitors) that interact with PepT1 (21).

Substrati Inhibitorji
Cefalosporini: cefaklor, cefadroksil, cefamandol, cefaleksin, latamoksef
cefradin, moksalaktam

Penicilini: benzilpenicilin, dikloksacilin, kloksacilin, metampicilin, karbenicilin

oksacilin, propicilin

Zaviralci angiotenzinske konvertaze: benazepril, enalapril, fosinopril,
kaptopril, kvinalapril

Protivirusne ucinkovine:

valciklovir, valganciklovir

Ostali: bestatin, a-metildopa fenilalanin, Pro-Phe-Alendronat,
inhibitorji renina, inhibitorji trombina, tirotropin spros¢ajo¢i hormoni

benazeprilat, enalaprilat, fosinoprilat,
kvinalaprilat

glibenklamid, nateglinid
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»In vitro- in vivo« korelacija (IVIVC) za ucinkovine v pripravkih s podaljSanim sproscanjem, ki se intenzivno metabolizirajo ali absorbirajo s prenasalci v prebavilih

podaljSanim spro$¢anjem, ki so substrati za metaboli¢ne encime ali
prenasalce, majhna. Pristop k IVIVC za takSne pripravke mora biti
celovit in multidisciplinaren. Kompleksnost pristopa je verjetno tudi
razlog, da v literaturi Se ni veliko objavljenih podatkov. Pogosto
neuspesne IVIVC pa tudi niso objavljene.

Pristop k dolo¢anju IVIVC lahko najbolje predstavimo na primeru. V
primeru Skrobne ogrodne tablete z diltiazemom so zeleli ugotoviti »in
vivo« lastnosti sproScanja diltiazema iz ogrodne tablete, ga primerjati
z »in vitro« podatki ter dolociti stopnjo IVIVC (22). Pripravili so tri vrste
Skrobnih ogrodnih tablet s podalj§anim spros€anjem, ki so se
razlikovale glede na hitrost sproS¢anja »in vitro« (hitra, vmesna in
poc¢asna). Predpogoj za ugotavljanje IVIVC je predhodno razvit test
raztapljanja, ki simulira »in vivo« pogoje v GIT in je diskriminatoren v
tem smislu, da pokaze razlike med preiskovanimi tabletami. S testom
raztapljanja (angl. dissolution test) spremljamo sprosc¢anje ucinkovine
iz pripravka in njeno nadaljnje raztapljanje. Test raztapljanja so razvijali
na podlagi lastnosti u¢inkovine, sestave tablet in »in vivo« pogojev v
GIT. Z razvitim testom raztapljanja so testirali vse tri tablete in dobili
profile raztapljanja (delez spro$¢ene uc¢inkovine v odvisnosti od ¢asa).
Vse tri vrste ogrodnih tablet so nato preskusili v farmakokineti¢ni studiji
na ljudeh in iz plazemskih vzorcev dolocCili delez absorbirane
ucinkovine v odvisnosti od ¢asa. V nadaljevanju so primerjali » in vitro«
profile, pridobljene s testom raztapljanja in profile »in vivo« ter dologili
stopnjo korelacije. Ugotovili so stopnjo korelacije A, kar pomeni dobro
korelacijo. Tako razvit model IVIVC se v nadaljevanju lahko uporabi za
napovedovanje »in vivo« farmakokineti¢nih parametrov zgolj na
podlagi testa raztapljanja »in vitro« (22).

Vec primerov dolo¢anja IVIVC je prikazanih v Preglednici 5 (22-38). Iz
podatkov v Preglednici 5 je razvidno, da je vecina ucinkovin, ki se
vgrajujejo v sisteme s podalj$anim spro$¢anjem iz BCS razreda | in
manj iz BCS razreda Il. Za uginkovine iz BCS razredov Il in IV pa

zaenkrat $e ni na voljo podatkov. Izjema so tablete s podalj$anim
spro$c¢anjem, ki vsebujejo metformin (BCS razred Ill), kjer so bili
uspesniin IVIVC dosegli. Metformin tako lahko sluzi kot modelni primer
za ucinkovine, ki imajo slabo permeabilnost in ozko absorpcijsko okno,
absorpcija poteka le v tankem crevesiju (35).

Ocena IVIVC v Preglednici 5 je podana glede na stopnjo korelacije
tako kot je definirana s smernicami FDA, ameriske agencije za hrano
in zdravila. Stopnja A velja za najvi$jo stopnjo korelacije, kjer vsaka
toCka na »in vitro« profilu raztapljanja ustreza to¢ki na »in vivo« profilu
raztapljanja u¢inkovine iz pripravka. Stopnja B vklju€uje primerjavo
vrednosti povpre¢nega ¢asa, ko je raztopljena vsa uc¢inkovina (MDT,
mean dissolution time) »in vitro« in povpre¢nega ¢asa zadrzevanja
ucinkovine v telesu (MRT, mean residence time) ali ¢asa raztapljanja
»in vivo«. Lahko se primerja tudi hitrostno konstanto raztapljanja »in
vitro« s hitrostno konstanto absorpcije »in vivo«. Stopnja C pa opisuje
samo korelacijo v eni toc€ki, na primer, koli¢ino raztopljene ucinkovine
v dolo¢enem Casu »in vitro« z nekim farmakokineti¢nim parametrom
»in vivo«. Obstaja e veckratna stopnja korelacije C, ki povezuje
koli¢ino raztopljene ucinkovine »in vitro« v ve¢ ¢asovnih tockah z ve¢
farmakokineti¢nimi podatki npr. povrsino pod krivuljo v razli¢nih
¢asovnih intervalih (39).

5 Zakljuéek

Na podlagi dosegljivih podatkov v literaturi lahko zaklju¢imo, da je
IVIVC z dobro stopnjo korelacije za ucinkovine v pripravkih s
podalj$anim spros¢anjem, ki se intenzivno metabolizirajo ali vezejo na
transportne proteine, mozno doseci, predvsem v primerih, ko gre za
uc¢inkovine iz BCS razredov | in II. Na sploSno pa ni veliko podatkov o
IVIVC, za kar je verjetno krivo dejstvo, da se testiranja IVIVC bolj
intenzivno izvajajo $ele zadnja leta. Za izvajanje IVIVC je potrebno
pridobiti »in vivo« podatke; takSne Studije so drage, sama industrija pa

Preglednica 5: Razlicni primeri IVIVC za ucinkovine v pripravkih s podaljsanim spros¢anjem, ki se bolj metabolizirajo ali vezejo na transportne

proteine.

Table 5: Various IVIVC examples for drugs in extended release formulations which are extensively metabolized or absorbed with transporters.

Uc¢inkovina Sistem BCS Metabolizem IVIVC VIR
Diltiazem Skrobna ogrodna tableta | Inhibitor, substrat CYP3A4 Stopnja korelacije A 22
Paracetamol Tableta Ring Cap® | Substrat za MRP in CYP3A4 Stopnja korelacije A 23
Teofilin Hidrofilna ogrodna tableta | Substrat za CYP3A4 Stopnja korelacije A 24
Metoprolol Hidrofilna ogrodna tableta | Substrat za CYP2D6 Razli¢ne stopnje korelacije 25, 26
Valprojska kislina Hidrofilna ogrodna tableta | Substrat za MCT in CYP3A4 Stopnja korelacije A 27
Diltiazem Pelete oblozene z etil celulozo | Inhibitor, substrat CYP3A4 Razli¢ne stopnje korelacije 28
Rifampicin Pelete oblozene z etil celulozo |l Induktor CYP3A4 Stopnja korelacije A 29
Karbamazepin Hidrofilna ogrodna tableta Il Substrat in induktor CYP3A4 Stopnja korelacije A 30
Buspiron Hidrofilna ogrodna tableta I Substrat za CYP3A4 Stopnja korelacije Aza C_, 31
Nilvadipin Hidrofilna ogrodna tableta I Substrat za CYP3A4 Stopnja korelacije A 32
(8tudija na psih)
Propranolol Hidrofilna ogrodna tableta | Intenziven metabolizem v jetrih Stopnja korelacije A 33
(Studija na psih)
Verapamil Oblozene pelete, ogrodne | Substrat in inhibitor za CYP3A4,  Stopnja korelacije C 34
tablete substrat za P-gp
Metformin Pelete oblozene z etilcelulozo Il Omejena permeabilnost, Stopnja korelacije A, C 35

absorpcijsko okno
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zaradi patentnih situacij in varovanja podatkov izsledkov $tudij ne
objavi v celoti ali jih objavi veliko kasneje. FDA smernice za IVIVC so
bile dolo¢ene leta 1997 in mogoce jih bodo morali prilagoditi na nove
pripravke in ucinkovine, kajti stopnjo korelacije A ni vedno mozno
doseci, kljub temu pa lahko z IVIVC modelom dobro napovemo
posamezne farmakokineticne parametre. V prihodnosti zato
pricakujemo $e bolj intenzivno raziskovanje podro¢ja IVIVC, za
ucinkovine z razli¢nimi biofarmacevtskimi lastnostmi, ki jih vgrajujemo
v pripravke s podalj$anim spro$¢anjem.
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Farmakoloski ucinki cesnovih pripravkov in njihove interakcije z zdravilnimi ucinkovinami

Farmakoloski uéinki ¢esnovih
pripravkov in njihove interakcije
z zdravilnimi uvéinkovinami

The pharmacological effects of garlic supplements and
their interactions with prescribed therapy

Katja Berginc, Albin Kristl

Povzetek: Zaradi farmakoloskih ucinkov ¢esnovih pripravkov, dokazanih v predklini¢nih in klini¢nih Studijah, po tovrstnih pripravkih posegajo
Stevilni kroni¢ni bolniki brez vednosti o potencialno nevarnih farmakokinetskih in farmakodinamskih interakcijah, ki se lahko razvijejo ob so¢asno
predpisani terapiji. Inhibicija encimov iz druZine citokromov in/ali spremenjena aktivnost sekretornih prenasalcev v jetrih in ¢revesju ob prisotnosti
nekaterih esnovih sestavin lahko pomembno spremeni profil plazemskih koncentracij apliciranih u¢inkovin in njihovih metabolitov, kar lahko
vodi v terapevtsko neucinkovitost ali v toksi¢ne uc¢inke. Zasledimo lahko tudi porocila o farmakodinamskih interakcijah med ¢esnovimi pripravki
in nekaterimi u¢inkovinami z ozkim terapevtskim oknom (npr. varfarinom). Zaradi nastetega se so¢asna uporaba ¢esnovih pripravkov z nekaterimi
ucinkovinami odsvetuje oz. je priporoceno terapevtsko spremljanje plazemskih koncentracij u€inkovin.

Kljuéne besede: Cesen, farmakoloske lastnosti, CYP, PGP, interakcije

Abstract: The consumption of commercially available garlic supplements especially by chronic patients is continuously rising due to disease
preventing effects, recognized in numerous preclinical and clinical studies. However, combining in conventional therapy utilized drugs with garlic
phytochemicals can lead to serious pharmacokinetic and pharmacodynamic interactions. Namely, in some cases significant plasma profile
changes of applied drugs and their metabolites, caused by intestinal and hepatic CYP inhibition and/or altered efflux membrane transporter
activity, have been recognized in the presence of garlic phytochemicals leading to therapeutic failure or toxic side effects. There are also reports
on pharmacodynamic interactions between drugs with narrow therapeutic window (i.e. warfarin) and garlic. Therefore combining garlic
supplements and certain drugs should be closely monitored or in some cases even discontinued.

Key words: garlic, pharmacological activity, CYP, PGP, interactions

koloskih uginkov in so bili zato tudi predmet Stevilnih klini¢nih studij (2,
6). Preiskovani ¢esnovi pripravki (sveza droga, praski, olja, ekstrakti) na
prostovoljcih in bolnikih so se v razli¢no dolgih klini¢nih Studijah (4
tedne do enega leta) sicer izkazali kot ucinkovito preventivno in
kurativno sredstvo, vendar pa nekateri potencialno terapevtski u¢inki in
vivo niso bili nedvoumno znanstveno potrieni v vseh izvedenih

1 Uvod

Prvi zapisi o uporabi Cesna zaradi njegovih preventivnih in kurativnih
lastnosti izvirajo ze iz anti¢nih kultur (Egipt, Grcija, Rim, Kitajska,
Japonska, Indija) (1). Cesen (Allium sativum), &ebula (Allium cepa),
por (Allium porrum), drobnjak (Allium schoenoprasum), zimski luk

(Alllium fistulosum) in mnogi drugi predstavniki rodu Allium z okrasnimi
lastnostmi izvirajo iz Azije (2). Dandanes se ¢esen uporablja predvsem
kot hrana oz. zadimba ter kot prehranski pripravek (3). Cesnovi
pripravki kot tudi sama droga veljajo za varne kljub nasprotujo¢im se
literaturnim porocilom, ki onemogocajo nedvoumno potrditev njihove
klinicne uc¢inkovitosti in varnosti v kombinaciji z drugimi zdravili (4).

2 Farmakoloski véinki éesna

Cesnovi pripravki in posamezne éesnove sestavine so se v in vitro in
in vivo predklini¢nih Studijah izkazali kot pomembni nosilci farma-

raziskavah kot posledica nekonsistentne izvedbe klinicnih Studij,
uporabe nestandardiziranih in razli€nih ¢esnovih pripravkov oz.
nepopolnih podatkov (2, 5, 6). Ce povzamemo zakljuéke Klini¢nih
Studij, ugotovimo, da uzivanje Cesnovih pripravkov pomembno
zmanjSa tveganje za nastanek kardiovaskularnih zapletov zaradi
antiaterogenega, antiateroskleroznega, antitromboznega, fibrino-
liznega, hipotenzivnega in hipoglikemijskega ucinka. V primeru
antiaterogenega in hipoglikemijskega ucinka signifikanten vpliv
Cesnovih pripravkov na znizanje plazemskih koncentracij holesterola
0z. glukoze potrjuje kar dve tretjini izvedenih klini¢nih Studij, medtem ko
je bil signifikanten vpliv ¢esnovih pripravkov v primeru fibrinoliti¢ne,
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antiagregatorne aktivnost ter hipotenzivnega ucinka potrjen v vecini
klini¢nih Studij (7).

Sestavine Cesnovih pripravkov delujejo tudi antitumorogeno in
antikarcinogeno, saj antioksidativne, protivnetne in imunomodulatorne
lastnosti sestavin ¢esnovih pripravkov pomembno zavirajo razli¢ne
stopnje kancerogeneze. Ze iz anti¢nih &asov pa so najbolj poznane
predvsem protibakterijske, protivirusne in protigliviéne lastnosti surove
Cesnove droge, potrjene tudi za Cesnove pripravke. Nekatere sestavine
namre¢ preprecujejo privzem kisika v mikroorganizme ter zmanjsajo
sintezo lipidov, proteinov in nukleinskih kislin; vse nasteto tako vodi v
zavrto proliferacijo mikrobov.

Posamezne Cesnove sestavine oz. iz njih pridobljene spojine, ki so
odgovorne za zgoraj opisane farmakoloSke ucinke, mehanizmi, ki
privedejo do navedenih farmakoloskih ucinkov, ter in vitro/in vivo
modeli, na katerih so bili ti u¢inki tudi dokazani, so predstavljeni v
Preglednici 1.

3 Interakcije med éesnovimi
pripravki in zdravili

Farmakokinetske interakcije med soCasno zauzitimi zdravilnimi
ucinkovinami in ¢esnovimi pripravki so posledica vpliva ¢esnovih
sestavin na jetrne in ¢revesne citokrome (CYP) ter na aktivnost P-
glikoproteinskega (PGP) ter drugih sekretornih prenasalcev (8).

Stevilne lipofilne Zveplo vsebujo&e spojine v desnovih pripravkih in vitro
ter in vivo inhibirajo CYP1A, 3A5, 3A7, 2B, 2D6 in 2E1 izooblike,
nekatere pa lahko CYP tudi inducirajo. Inhibitoren vpliv je vegji, ¢e je
vsebnost zveplo vsebujocih snovi vi§ja. In vitro testi na ¢loveskih
mikrosomih so pokazali, da staran ¢esnov ekstrakt (»aged garlic
extract« AGE) in sveza droga inhibirata tudi CYP 2C9, 2C19 in 3A4
izooblike (9). Substrati za CYP encime pa so obi¢ajno tudi substrati za
PGP. Usklajeno delovanje CYP encimov in PGP prenasalcev v jetrih in
¢revesju omogoca, da se ucinkovina iz enterocita/hepatocita s PGP
prenese nazaj v lumen Crevesja oz. v zol¢, s Cimer se prepreci
nasi¢enje CYP encimov, ki zato nemoteno metabolizirajo aplicirano
ucinkovino. Rezultat tako usklajenega delovanja so nizji delezi
absorbirane ucinkovine iz farmacevtskih oblik oz. nizja bioloSka
uporabnost. Znano je, da so ¢esnove sestavine najverjetneje tudi PGP
substrati (3, 10). Ker ima PGP 4 transportna oz. regulatorna mesta, je
pomembno, ali je vezavno mesto za ucinkovino isto¢asno tudi vezavno
mesto za Cesnove sestavine, saj tako ucinkovina in sestavine
pripravkov tekmujejo za isto vezavno mesto, kar vodi do znizanja
prenosa uc¢inkovine s PGP (11). MoZno je tudi, da sta vezavni mesti za
ucinkovino in ¢esnovo sestavino na PGP razli¢ni (10). V tem primeru se
zaradi alosteri¢nih sprememb, ki jih povzro¢i vezava ¢esnove sestavine
na eno mesto, poviSa afiniteta drugega vezavnega mesta za
uc¢inkovino, s tem pa se poveca prenos ucinkovine s PGP. V literaturi
tako lahko zasledimo porocila, da so ¢esnove spojine PGP inhibitoriji
kot tudi aktivatorji sekrecije u¢inkovin s PGP (10, 11).

Glede na navedene farmakoloske ucinke ¢esnovih pripravkov ter vpliva
na CYP in PGP lahko pri¢akujemo, da so¢asno uzivanje zdravil in
Cesna vodi tako v farmakokinetske kot tudi farmakodinamske
interakcije. Literatura poroc¢a o klini€no pomembnih farmakodinamskih
interakcijah v primerih so¢asne uporabe C¢esnovih pripravkov z
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antikoagulanti, antidiabetiki in nesteroidnimi antirevmatiki (NSAID), in o
farmakokinetskih interakcijah, ki so se izrazile v primeru paracetamola,
inhibitorjev angiotenzinske konvertaze in antiretrovirusnih u¢inkovin (9,
12).

a) Farmakodinamske interakcije

Socasno jemanje ¢esnovih pripravkov pri pacientih zdravljenih z
varfarinom (9) in s fluindionom (13) prispeva k signifikantnemu
podaljanju Casa strjevanja krvi zaradi aditivnih antiagregatornih
uCinkov Cesnovih pripravkov in aplicirane ucinkovine. Pacientom z
antikoagulativno terapijo se zato svetuje previdnost pri uporabi
omenjenih kombinacij oz. prenehanje jemanja ¢esnovih pripravkov 4
do 8 tednov pred predvidenim kirurskim posegom zaradi povecane
nevarnosti postoperativnih krvavitev ter nastanka spontanega
spinalnega epiduralnega in retrobulbarnega hematoma. Prav tako
Borrelli (13) s sodelavci odsvetujejo tudi kombinacijo &esnovih
pripravkov z nesteroidnimi antirevmatiki (NSAID) zaradi povisane
verjetnosti  krvavitev, zlasti v Zelodcu. Inhibirana sinteza
prostaglandinov in znizana produkcija mukusa pod vplivom NSAID
pomeni zmanjSano zascito zelod€ne sluznice pred agresivnimi vplivi
zelod¢ne kisline. To pa poleg antiagregatornega delovanja ¢esnovih
pripravkov prispeva k vi§ji verjetnosti poskodb in krvavitev zelod¢ne
sluznice (14).

Farmakodinamske interakcije so opazili tudi pri terapiji s
klorpropamidom, kjer je soCasno uzivanje Cesnovih pripravkov
povzrocilo hipoglikemi¢ni u¢inek in signifikantno znizanje plazemske
koncentracije glukoze kot posledica aditivnega delovanja ¢esnovih
sestavin in predpisanega antidiabetika (8).

b) Farmakokinetske interakcije

TrimesecCna Klinicna Studija na 16 prostovoljcih s paracetamolom in
AGE (8) v koli¢ini, ekvivalentni 6-7 strokom ¢esna dnevno, je pokazala,
da se oksidativni metabolizem s CYP2E1 encimom, glukuronidacija in
sulfatiranje paracetamola v jetrih ne spremenijo. Vendar pa se je v
drugi, 28-dnevni Studiji uporabe ¢esnovega olja (15), ki za razliko od
AGE vsebuje Stevilne alilsulfide, izkazalo, da je bil CYP2E1 encim
signifikantno inhibiran. V primeru prevelikih odmerkov paracetamola bi
to lahko pomenilo manjSo tvorbo toksicnega metabolita N-acetil-p-
benzokinonimina s CYP2E1 ter posledi¢no hepatoprotektivno
delovanje, ki je ze bilo potrjeno na misih. Le-tem so 1 uro pred oz.
socasno z aplikacijo toksi¢ne doze paracetamola (25 mg/kg telesne
teze) aplicirali tudi ¢esnov metabolit dialil sulfon (7).

Pri terapiji hipertenzije z inhibitorjem angiotenzinske konvertaze (ACE
inhibitor) lizinoprilom so se pri so¢asni uporabi staranega ¢esnovega
ekstrakta inhibirali encimi, vpleteni v metabolizem lizinoprila, kar je
vodilo v poviSanje plazemskih koncentracij lizinoprila in nastop
vrtoglavice ter hipotenzije. Omenjeni nezeleni u¢inki so prenehali takoj
po prekinitvi jemanja ¢esnovega ekstrakta (16).

Najpomembnejse farmakokinetske interakcije s ¢esnovimi pripravki so
opazili pri pacientih, ki se zdravijo s HIV-proteaznimi inhibitorji (HIV-PI)
(sakvinavir, ritonavir). To so peptidomimetiki (izjema darunavir in
brekanavir), ki inhibirajo virusno aspartatno proteazo, imenovano HIV-
proteaza. Ker virus napade za HIV-PI zelo tezko dostopna in po celem
telesu razsejana tar¢na mesta (testikularne folikularne in CD4 T-celice
ter makrofage), je doseganije terapevtskih koncentracij teh u¢inkovin v
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Preglednica 1: Farmakoloski ucinki, opaZeni zaradi jemanja ¢esnovih pripravkov, mehanizmi, ki privedejo do njih, in posami¢ne sestavine
cesnovih pripravkov, testirane na razlicnih in vitro, in vivo modelih, ki so soodgovorne za opaZene farmakoloske ucinke (2).
Table 1: Pharmacological effects, induced by the consumption of garlic supplements, mechanism that lead to the observed pharmacological
effects, and indivicual phytochemicals, contained in garlic supplemets, responsible for the observed pharmacological effects, tested

on different in viro or in vivo models.

Farmakoloski uéinek/mehanizem delovanja

Sestavine ¢esnovih pripravkov in modeli

Antiaterogeno delovanje

inhibicija
HMG-CoA reduktaze

lanosterol-14-demetilaze
sintaze mascobnih kislin
de novo sinteze
masdéobnih kislin

1 tkivne konc. NADPH

aktivacija tkivne lipaze
| absorpcije holesterola
T pretvorba holesterola v Zol&ne kisline

in vitro podganiji hepatociti: alicin, ajoen, aliin, metanolni in vodni ¢esnov
ekstrakt, selenocisteini
SAC, DATS, DADS, S-Pr-Cys, S-Et-Cys

in vivo $tudije na zajcih, podganah, perutnini in prasicih: cesnov prasek,
¢esnovo olje, AGE, alicin

Antihipertenzivno delovanje

inhibicija angiotenzin konvertaze
odpiranje K* in Ca2* kanalov
spremenjena funkcija in sinteza
vazokonstriktornih in relaksatornih
faktorjev

in vivo (psi): Cesnov ekstrakt
in vivo (podgane): ¢esnov prasek
in vitro (podganije celice gladkih misic aorte): AMS, DAS

Antitrombozno, fibrinolizno delovanje

inhibicija COX, LOX in FL ({ sinteza TXA2)
| privzem in ICT mobilizacija Ca?*
interakcije s fibrinogenskim GPIIb/Ila Rec

in vitro ¢loveski Trc: alicin, ajoen, MATS, DMTS, DATS
in vivo (zajci): ¢esnovo olje, surov ¢esen

Antidiabeti¢no delovanje

T izloganje in sinteza inzulina

in vivo (zajci): etanolni in eterni ekstrakt

1 glikiranje kapilar

in vivo (podgane, misi): alicin, aliin, alil propil sulfid, SAC, AGE

Antikarcinogeno, antitumorogeno delovanje

ANTIOKSIDATIVNO: T ICT konc GSH

in antioksidativnih encimov (katalaza,

GSH dizmutaza, GSH peroksidaza)
PROTIVNETNO: | ekspresija provnetnega faktorja
NF-kB, zato | ekspresija

COX in inducibilne NO-sintaze
IMUNOSTIMULATORNO: T proliferacija Limf

v vranici, Taktivnost in prehajanje celic ubijalk

ter makrofagov v tkiva, T sprogganije IF-y, IL-2

in TNF-o.

VPLIV NA METABOLNE ENCIME: inhibicija
CYP2E1 in 2A6, zato | pretvorba prokarcinogenov
v karcinogene, indukcija encimov |Il.faze
(GSH-S-transferaza), zato povecanje polarnosti

in hitrejSe izlo¢anje karcinogenov

INHIBICIJA RASTI RAKASTIH CELIC

in vitro celi¢ne kulture hepatocitov in endotelnih celic: alicin, SAC, SAMC,
DADS, DATS, dialil polisulfidi, flavonoidi, superoksid dizmutaza,
saponini, Se, lektini

in vivo (podgane): AGE, ¢esnov prasek, visokomolekularna proteinska
frakcija

in vitro Cyp2E1, 2A6: DADS
in vitro GSH-S-transferaza: DADS, DAS

in vitro rakaste celi¢ne kulture Sarcoma-180, LL/2, CCRF-CEM, HepG2,
Caco2: ¢esnov ekstrakt in prasek, SAC, DADS, AMS, AMDS, DATS, DAS,
SAMC

Antimikrobno delovanje

PROTIGLIVICNO (Candida, Trichophyton,
Torulopsis, Rhodo torula, Aspergillus, Trichosporn,
Micosporum)

in vitro testi z mikrobnimi kulturami: alicin, DATS, DADS, DAS, ajoeni, proteini,
saponini, fenoli
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Farmakoloski u¢inek/mehanizem delovanja

Sestavine ¢esnovih pripravkov in modeli

Antimikrobno delovanje

PROTIBAKTERIJSKO (Staphylococcus, Echerichia,
Proteus, Salmonella, Klebsiella, Vibrio, Bacillus,

H. Pylori...)

PROTIVIRUSNO (virus parainfluence tipa 3,
Herpes simplex 1, virus influence B,

Coxsackie B1 virus)

Hepatoprotektivno delovanje

1 hepatotoksiénost toksinov (npr. CCl,,
toksini akutnega hepatitisa, galaktozamin)
| pogkodbe DNA (antioksidativno delovanije)

in vitro (misji in podganiji hepatociti): alicin, SAMC, S-Me-Cys, SAC, S-Pr-Cys

Prebioti¢no delovanije

Ugodni pogoji za rast bifidobakterij in laktobacilov

in vitro (bifidobakterije in laktobacili): topne vlaknine, inulin,

fruktooligosaharidi

AGE - staran ¢esnov ekstrakt (»aged garlic extract«), AMS — alilmetilsulfid, AMDS — alilmetildisulfid, COX — ciklooksigenaza, DAS - dialilsulfid, DADS —
dialildisulfid, DATS - dialiltrisulfid, DMTS — dimetiltrisulfid, FL- fosfolipaza, GSH — glutation, HMG-CoA reduktaza — 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koencim A reduktaza,
|IF-y- interferon gama, IL-2 — interlevkin 2, Limf — limfociti, LOX — lipoksigenaza, MATS — metilaliltrisulfid, SAC — S-alilcistein, SAMC — S-alilmerkaptocistein, S-Me-MC
— S-metilmerkaptocistein, S-Et-Cys — S-etilcistein, S-Pr-Cys — S-propilcistein, TNF-o. - tumornekrotizirajo¢i faktor alfa, Trc — trombociti.

tar¢nih celicah bistvenega pomena za znizanje virusnega bremena. To
pa je onemogoceno zaradi obseznega metabolizma teh uc€inkovin s
CYP3A4 v prebavni cevi in jetrih, sekrecije z efluksnimi prenasalci
(PGP, MRP-2), slabe vodotopnosti in hitrosti raztapljanja ter
nestabilnosti v Zelod&nem okolju. Uspesno terapijo Se dodatno ovirajo
nenehne mutacije HIV virusa, odgovorne za navzkrizno rezistenco (17),
in pri dolgotrajni terapiji s HIV-PI poleg ostalih nezelenih ucinkov nastop
presnovnega sindroma (znacilni znaki: hiperinzulinemija, hiper-
glikemija, hipertenzija, dislipidemije in lipodistrofija) (18). V izogib
presnovnemu sindromu in oportunistié¢nim infekcijam HIV-okuzeni
pacienti posegajo po ¢esnovih preparatih. Tako so v dveh klini¢nih
Studijah na 10 prostovoljcih, ki so prejemali sakvinavir skupaj s
¢esnovim pripravki, ugotovili signifikantno 50 % znizanje najvisje
terapevtske koncentracije - Cmax in povrsine pod plazemsko krivuljo
— AUC (19). Predvideva se, da je vzrok za tako drasti¢ne spremembe
nastanek metabolitov iz ene ali ve¢ Cesnovih sestavin z dolgim
razpolovnim ¢asom, ki inducirajo CYP3A4 encime. S CYP3A4 tako
nastanejo novi metaboliti sakvinavirja z dolgim razpolovnim ¢asom, ki
inducirajo metabolizem sakvinavirja. Zaradi navedenega se kljub
prenehanju jemanja ¢esnovih pripravkov plazemske koncentracije
sakvinarvirja in posledi¢no AUC vrednosti $e vsaj 10 dni ne povrnejo
na prvotne vrednosti. Podrobnejsih raziskav na podrocju mehanizma
interakcij med sakvinavirjem in Cesnom trenutno Se ni. Dosegljiva
literatura navaja tudi primer HIV-okuzenega pacienta, ki je pricel
prejemati ritonavir, predhodno pa je ze dalj ¢asa uzival tudi ¢esnove
pripravke (20). So¢asna uporaba obeh pripravkov sicer ni povzrocila
signifikantnih sprememb AUC in Cmax vrednosti ritonavirja, pacient pa
je razvil znake hude gastrointestinalne zastrupitve, ki je prenehala s
prenehanjem jemanja ritonavirja ali pripravkov. V tem primeru je do
klini€no pomembnih interakcij najverjetneje prislo zaradi medsebojnih
vplivov ¢esnovih sestavin in ritonavirja na metabolizem obeh. Inhibicija
CYP3A4 z ritonaviriem namre¢ zmanj$a metabolizem cesnovih sestavin
in poveca njihovo koncentracijo, zaradi Cesar je inhibitoren vpliv
¢esnovih pripravkov na CYP3A4 in PGP Se vedji, to pa posledi¢no
pomeni $e visje koncentracije ritonavirja v enterocitih ter poskodbo GIT
trakta. Varnost dolgotrajne uporabe ¢esnovih preparatov skupaj s HIV-
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Pl je zaradi vsega navedenega vprasljiva in bi zahtevala intenzivnejse
izvajanje programa farmacevtske skrbi pri izdaji zdravil in prodaji
prehranskih pripravkov HIV okuzenim glede na predpisan terapevtski
rezim posameznika.

4 Sklep

Poraba ¢esnovih pripravkov zaradi preventivnih in kurativnih lastnosti
med starejSimi bolniki, ki so¢asno prejemajo tudi ve¢ predpisanih
zdravil, v svetovnem merilu nenehno naras¢a. Vpliv sestavin ¢esnovih
pripravkov na CYP encime in prenasalce v Crevesju in jetrih lahko ob
soCasnem uzivanju zdravil, zlasti tistih z ozkim terapevtskim oknom,
vodi v pomembne farmakokinetske interakcije, ki se izrazijo kot
terapevtska neucinkovitost oz. toksi¢nost. Zaradi navedenega je
predhodni posvet bolnika z zdravnikom ali farmacevtom priporoclijiv,
saj se na tak nacin posameznik lahko izogne nepotrebnim stranskim
ucinkom, ki bi se lahko izrazili kot posledica spremenjenih plazemskih
koncentracij.

°
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Zanimivosti iz stroke

65. mednarodna homeopatski kongres
‘Liga Homeopatica’ Los Angeles, 18 - 22 maj, 2010

Homeopatija belezZi Ze kar dve stoletji udejstvovanja v doseganju in
ohranjanju ¢lovekovega zdravja kot njegove najvecje dobrine. Tokrat
So se na 65. mednarodnem kongresu v Los Angelesu zbrali ugledni
predstavniki medicinske in homeopatske stroke, da bi s pomocjo
klinicnih raziskav, izkuSenj in opazovanj pripomogli k dvigovanju
kakovosti homeopatksega zdravijenja in sodelovanja z medicino.
Zbralo se je ve¢ kot 400 udelezencev iz 27 drzav. Strokovne
prezentacije so segale tako na podrocje farmacije, stomatologije,
ginekologije, sodelovanja z onkologijo in pediatrijo ter veterino. Za oris
predstavijenih del na mednarodni homeopatski konferenci podajam
dva povzetka izbranih predavateljev.

Dr. Peter Fisher je eden najvidnej$ih predstavnikov homeopatskega
akademskega kroga in direktor razvoja v Royal London Homeopatic
Hospital ter osebni zdravnik angleSke kraljice. Na konferenci je
predstavil ‘Pregled sodobnih znanstvenih raziskav o homeopatiji’
(Overview of current scientific resarch in Homeopathy).

Ugotavljal je, da avtorji ¢lanka Shang in drugi objavljenega v vplivni
medicinski publikaciji Lancet (2005; 366: 726-32), ki so s pomoc¢jo meta
analize preizkusali homeopatska zdravila vzporedno s konven-
cionalnimi, niso upostevali enotnih kriterijev in individualizirane narave
homeopatskega zdravljenja. Poro¢a tudi o meta raziskavi Kleijnen-a in
drugih o ‘Klini¢nih raziskavah homeopatije’ (Clinical trials of
homoeopathy) v British Medical Journal (1991; 302: 316-323). Ta
¢lanek ugotavlja u¢inkovitost homeopatskega zdravljenja v 81 od 105
Studij, vendar avtor Clanka izpostavi premajhno raziskanost
mehanizma delovanja homeopatskih zdravil kot pomembno oviro pri
integraciji homeopatskih zdravil v sploSno klini¢no uporabo.

Cucherat in drugi so v svoji raziskavi ‘Porocilo o klini¢ni u¢inkovitosti
homeopatije; meta analiza klini¢nih poizkusov' (Evidence of clinical
efficacy of homeopathy. A meta-analysis of clinical trials) z vzorcem
2001 oseb, ugotovili, da homeopatska zdravila statisti¢cno odstopajo
od placebo uginka. Clanek je objavljen v Europena Journal of Clinical
Pharmacoogy (2000;56:27-33). Fisher je poudaril, da c&lanku
primanjkuje metodoloske kakovosti.

Fisher navaja zanimiv Mathie-jev pregled homeopatskih klini¢nih
testiranj v letih 1975-2001. Mathie je objavil v publikaciji Homeopathy
(The research evidence base for homeopathy: a fresh assessment of
the literature; 2003, 92:84-91), da je 50 od 93 raziskav pozitivnih za
homeopatijo ali vklju€ujo¢ih. Homeopatska zdravila so bila testirana
vzporedno s placebom ali drugimi zdravili. Obolenja ob katerih se je

homeopatsko zdravljenje izkazalo za uc€inkovito so bila: alergijski rinitis,
otroska diareja, fibromialgija, influenca, bolecine, zmanjSevanje
stranskih u€inkov pri radio ali kemoterapiji, izvini in infekcije zgornjega
respiratornega trakta. Jonas in drugi, je istega leta sistemati¢no
pregledal dvanajst klini¢nih poizkusov na podrocju zdravljenja s
homeopatijo. Ugotavlja, da je homeopatsko zdravljenje ucinkovito pri
zdravljenju alergij, otroske diareje, influence in za post operativni ileus.
Homeopatija pa naj ne bi bila u¢inkovita pri migrenah, kot preventiva
influenci in za bole¢ine v misicah, ki nastopijo z zamikom (A critical
overview of homeopathy. Annuall Int Medicine, 2003; 38:393-399).

Predavatelj je omenil tudi raziskavo, ki ni bila randomizirana in se je
nanasala predvsem na prakso. Predmet zanimanja so bila prehladna
obolenja pri otrocih, ki se zdravijo z antibiotiki ali s homeopatskimi
zdravili. Poizkus je bilo mozno izvesti v Franciji, kjer splosni zdravniki
lahko uporabljajo obe vrsti zdravljenja. Otroci so bili stari med 18.
mesecev in 5 let, z najmanj petimi prehladnimi epizodami na leto. 231
otrok se je zdravilo pri 62-ih zdravnikih, ki niso homeopati in 268 otrok
pri 73-ih zdravnikih, ki so tudi homeopati. Raziskava se je usmerjala
predvsem na ¢as, ki so ga starsi potrebovali za nego otroka in stranske
ucinke, ter kako finanéno uginkovita sta antibioti¢no in homeopatsko
zdravljenje. Homeopatsko zdravljenje se je izkazalo za statisti¢no bolj
ucinkovito v naslednjih postavkah: ucinkovitost zdravnikov, kom-
plikacije, Stevilo konzultacij, kakovost zivljenja, dolzina bolniske za
starSe. Financni stroski obeh zdravljenj pa so bili primerljivi. (Trichard
M in drugi, Pharmacoeconomic comparison between homeopathic and
antibiotic treatment strategies in recurrent acute rhinopharyngitis in
children. Homeopathy 2005:94:3-9).

Fisher je podal tudi razloge, zakaj se pacienti odlo¢ajo za zdravljenje
v Royal Homeopatic Hospital. Prejeli so 925 razli¢nih odgovorov od
493 pacientov. 32 % se jih je za homeopatsko zdravljenje odlocilo, ker
druge terapije niso ucinkovale; 26 % zaradi zaskrbljenosti pred
stranskimi ucinki nekaterih konvencionalnih zdravi; 22 % je sprejelo
taks$no odlogitev zaradi osebne preference; 14 % zato, ker je Ze imelo
neprijetne stranske ucinke drugih zdravljenj in 6 % je navedlo druge
razloge (Sharples in drugi, ‘NHS patients’perspective on com-
plementary medicine’. Complemantary Therapies in Medicine;
2003;11:243-248).

Dr. Fruzsina Gabor je na konferenci predstavila svoje videnje ‘Vloge
farmacevtov v homeopatiji' (The role of the pharmacist in homeopathy).
Pojasnila je, da vloga farmacevtov v homeopatiji zajema delo v
laboratorijih, lekarnah, pri registraciji zdravil, v pisarnah in

Dr. Marusa Hribar, mag. farm., predsednica Homeopatske sekcije pri SFD
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farmakopejah. Posebej zahtevna naloga farmacevtov pa je predvsem
v komunikaciji s splosnimi javnostmi, zdravniki medicine, drugimi
farmacevti in pacienti. Farmacevti pri zdravljenju s homeopatijo
komunicirajo s pacienti in jim nudijo potrebno oporo med zdravljenjem,
ter jih integrirajo v homeopatijo. Gaborjeva je mnenja, da pri
homeopatskemu zdravljenju farmacevt najprej dovoli pacientu, da s
svojimi besedami opise bolezensko stanje, med tem ga farmacevt
lahko opazuje in mu zastavlja dodatna vprasanja, tudi o tem ali ze
jemlje kaksna zdravila z ali brez recepta. Za splo$no diagnosticiranje
je predavateljica uporabila ¢rke vljudnostne angleske fraze ‘SIT DOWN
SIR’ kar pomeni ‘usedite se gospod'. S (kot site ali lokacija obolenja), |
(kot intenziteta ali resnost bolena), T (tip za obolenja), D (kot duration
ali trajanje obolenja), O (onset ali nastopni ¢as obolenja), W (with ali s
katerimi simptomi), N (annoyed, kje je vznemirjenje ali nemir), S (za
spread oziroma razsSiritev obolenja), R (za relieved oziroma kako
nastopi olaj$anje). S stevilkami in prakticnim primerom z Madzarske je
poudarila kako pomembna je vloga farmacevtov, saj v 20 dneh skoraj
celotna populacija drzave vsaj enkrat stopi do lekarne in povprasa za
nasvet. Tu se kaze pomembna vlioga farmacevtov. Meni, da je
podobna situacija tudi drugod po drzavah Evropske unije. Seveda je
polozaj madzarskih lekarn neprimerljiv s slovenskimi, saj tam lahko
lekarne prodajajo homeopatska zdravila brez recepta ze od leta 1991.
V letih med 2003/4 je Gaborjeva skupaj s kolegico izvedla raziskavo
0 uporabi homeopatskih zdravil v 8tirih lekarnah z dvesto pacienti. Kar
85 % kupcev je zensk, glede na starostno skupino v 56 % prevladuje
skupina med 26-45 letom, kupujejo jih v najvecji meri za lastno
uporabo, za otroke v 23 % in za ostale druzinske ¢lane v 13 %.
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62 % sodelujo¢ih kupuje homeopatske monokomponente (Arnica,
Belladona, Pullsatila, Rus thox. Nux vomica, Sulfur in drugo) pri
kompleksnih homeopatskih zdravilih (38 %) se odlo¢ajo predvsem za
nosni sprej, tinkture za obravnavo ran, ter tablete za alergije in
nespecnost. Raziskovalki je zanimalo tudi kako dolgo so pacienti
uporabljali kupljene homeopatske izdelke; 1-14 dni: 53 %, od 15-30
dni: 13 %, ve¢ kot 30 dni: 34 %. Pomembno je bilo tudi njuno vprasanje
zakaj so se odlocili za nakup homeopatskega zdravila: 32 % se jih je
odloc¢ilo na podlagi priporoc€ila s strani farmacevta, 27 % na podlagi
priporocila leCeCega zdravnika, 20 % na podlagi drugih priporocil, 17
% zato, ker homeopatijo vedno uporabljajo, zaradi oglasevanje in
medijev pa le 4 % vprasanih. Kar 75 % vseh, ki so obiskali lekarno je
zelelo od farmacevta prejeti nasvet in kar 94 % pacientov je pomoc¢ z
nasvetom tudi dobilo. Tu se kaze odlo¢ilna vloga farmacevtov pri
prvem koraku zdravljenja vecine pacientov, ki najprej stopijo v lekarno
in Sele nato k zdravniku (v ne nujnih primerih), in s tem tudi velika
odgovornost tega poklica. Predavateljica je mnenja, da je potrebno
pacienta integrirati, mu pomagati in spremljati njegov primer.
Homeopatska zdravila na Madzarskem svetujejo predvsem pri akutnih
tezavah s prehladom in alergijami na cvetni prah, po poskodbah ali
operacijah, manjsih obolenjih pri otrocih, prebavnih tezavah in tezavah
z dojenjem ali labialnim herpesom. Po mnenju Géborjeve je
homeopatsko opazovanje pacientov pomembno, ker je podrobno in
se usmerja na posameznikove vedenjske znacgilnosti tudi, e ti ne znajo
dovolj nazorno opisovati svojih tezav. Homeopatska diagnostika
farmacevtov tako lahko sluzi kot prva diagnostika in nato primerna
usmeritev ali k nakupu zdravila ali obisku zdravnika.
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Simpozi| in 35. skupséina SFD
GH Bernardin, Evropa, Portoroz, 13. - 15. maj 2010

Okoli 400 udelezencev sre¢anja kaze, da ostaja simpozij ob rednih
letnih skup&c¢inah SFD najbolj Stevilno strokovno sre€anje slovenskih
farmacevtov. Letosnji izbor tem je bil namenjen dvema, med seboj
prepletenima tematikama DUSEVNE MOTNJE ter MOTNJE HRA-
NJENJA IN DEBELOST. Zadnji dan sre¢anja, v soboto dopoldan, je
»vroda« tematika, GENERICNO PREDPISOVANJE ZDRAVIL pritegnila
veliko Stevilo udelezencev iz razli¢nih podroc¢ij dela v farmaciji. O
razli¢nih vidikih generi¢nega predpisovanja zdravil so se udelezenci
opredeljevali s tajnim glasovanjem. Rezultate glasovanja bomo objavili
v septembrski Stevilki Farmacevtskega vestnika.

Najvecje srecanje slovenskih farmacevtov se je koncalo s redno 35.
letno skupscino, na kateri so delegati potrdili  predlog sprememb in
dopolnitev Pravilnika o podeljevanju drustvenih priznanj:

Dopolni se 3. ¢len Pravilnika o podeljevanju drustvenih priznanj z
besedilom:

Za utemeljitev uspesnosti kandidata mora predlagatelj navesti
pozitivne spremembe v delovnem okolju, ki so posledica kandidatovih
aktivnosti. 1z predloga mora biti razvidno kako je kandidat v smislu
kvalitete in kvantitete presegel svoje obveznosti, ki izhajajo iz opisa del
in nalog delovnega mesta, ki ga zaseda.

Dopolni se 4. ¢len tako, da omeji najvecje mozno Stevilo Minarikovih
priznanj:

Na vsaki skupscini se podeli najve¢ eno Minarikovo odlic¢je in najve¢ 5
Minarikovih priznanj.

Spremeni se 11. ¢len - namesto plakete se odlikovancem podeli
umetniska skulptura:

Minarikovo odlicje sestavijajo:

- umetniska skulptura (plastika), ki ponazarja simboliko farmacije

Dobitniki drustvenih priznanj 2010

Slavnostna podelitev je potekala v Tartinijevem gledaliséu v Piranu, v
Cetrtek, 13. maja 2010 zvecer. Program je povezovala gledaliSka
igralka Mojca Fatur, popestril pa ga je mladi operni solist Jure Poc¢kaj,
ki ga je na klavirju spremljal profesor Ivan Vombergar.

V letu 2010 je izvrs$ni odbor podelil 8 Minarikovih priznanj in eno odli¢je.
Priznanja sta podelila predsednik drustva dr. GaSper Marc in
predsednik Odbora za podeljevanje drustvenih priznanj, prof. dr. Ale§
Mrhar, ki je pripravil in prebral utemeljitve.
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Iz obrazloZitve predloga Sekcije bolnisni¢nih farmacevtov SFD
povzemam sledece:

Magistra Cvetka Bacar je vso svojo profesionalno aktivnost posvetila
bolnigni¢ni farmaciji, natanéneje psihiatricni bolnisni¢ni lekarniski
dejavnosti, ki je e posebej zahtevna glede na naravo dela in delovno
okolje. Svoje raziskovalno delo je veckrat predstavila v obliki predavan]
za zdravnike, farmacevte, medicinske sestre in Studente zdravstvene
nege ter sodelovala s posterji na mednarodnih in domacih strokovnih
in znanstvenih sre¢anjih. O njenem strokovnem delu pri¢ajo tudi Stevilni
objavljeni prispevki, med katerimi je najpomembnej$i knjiga z naslovom
Modra farmakoterapija, ki je izSla leta 2008.

Iz obrazlozZitve predloga Primorske podruznice SFD povzemam
sledece:

Magister Branko Moren¢ic€ je ¢lan SFD Ze od leta 1964. V tem Casu se
je v zgodovino slovenskega, predvsem pa primorskega lekarnistva
zapisal kot lekarnar, ki je s svojim Sirokim znanjem bolnikom in
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zdravnikom vedno lahko ponudil zanesljiv nasvet. Kot direktor lekarn
Ajdovscina in Tolmin je z vztrajnostjo in gospodarnostjo poskrbel, da so
bili tudi manj§im lekarnam na severnem Primorskem zagotovljeni
ustrezni pogoji za delo. Po upokojitvi pa se je poglobil v arhive in s sebi
lastno natan¢nostjo za nase zanamce zapisuje in objavlja zgodovino
lekarniske sluzbe na severnem Primorskem.

Iz obrazloZitve predloga Sekcije farmacevtov javnih lekarn SFD
povzemam sledece:

Magistra Nina Pisk je zaposlena v Gorenjskih lekarnah, kjer je od leta
2005 vodja farmakoinformativne sluzbe. Njeno strokovno delo je
obsezno in dokumentirano s Stevilnimi objavljenimi ¢lanki za strokovno
in lai¢no javnost. Vec let je sodelovala pri vodenju u¢nih delavnic, ki so
bile namenjene lekarniskim farmacevtom in zdravnikom. Od leta 2007
je kot predsednica Sekcije farmacevtov javnih lekarn prevzela pretezni
del odgovornosti za organizacijo simpozijev Sekcije in izvedbo Dnevov
slovenskih lekarn. V sklopu vsebine Dnevov slovenskih lekarn je
spodbudila izvedbo ve¢ raziskovalnih projektov, ki jih je predstavila
javnosti. Aktivno je sodelovala pri pripravi izobrazevalno terapevtskega
multimedijskega priro¢nika Tris na temo pani¢ne motnje in
komunikacijskega protokola. S svojim delom je magistra Pisk veliko
prispevala k prepoznavni vlogi lekarniSkega farmacevta v
zdravstvenem timu.

Iz obrazloZitve predloga Sekcije seniorjev SFD povzemam sledece:

Magister Milan Popovski je v funkciji inSpektorja ves ¢as vspodbuijal in
neposredno pomagal vodjem lekarn in galenskih laboratorijev pri dvigu
ravni urejenosti in opremljenosti prostorov, ter za uveljavitev dobrih
lekarniskih in delovnih praks. S strokovnimi nasveti je pripomogel tudi
pri ureditvi grosisti¢nih skladis¢. Zasluzen je za uveljavitev GMP norm
v proizvodnji zdravil v Sloveniji. Z odlo¢nimi zahtevami je pri
odgovornih za razvoj bolniSnic dosegel, da so bile obnovljene tudi
bolnisni¢ne lekarne. Kot in§pektor ni nadzoroval represivno, temvec
konstruktivno in razvojno, ter se tako odlikoval po koordinaciji in ne po
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konfrontaciji. Aktiven je bil tudi v okviru tedanjega Jugoslovanskega
zdruzenja za kakovost.

Iz obrazloZitve predloga Mariborske podruZnice SFD povzemam
sledece:

Magistra Irena Pusnik, je Ze na zagetku svoje poklicne poti razumela
vlogo lekarnigkega farmacevta &irge in ne samo kot delo v lekarni. Ze
1988 je pricela organizirati uc¢ne delavnice in osnovnosolcem
predstavljati poklic farmacevta in pomen zdravil. Program Se vedno
izvaja na vec Solah na Koroskem, v osnovni $oli Prezihov Voranc pa je
to uvr§Ceno v u¢ni program. V letu 2000 je pricela s projektom ,Pravilna
in varna uporaba zdravil“, ki je namenjen starejSim. V sodelovanju z
razlicnimi drustvi je v okviru teh projektov izvedla ez 20 predavanj v
dvanajstih obc¢inah Koroske. Od 2004 s predavanji sodeluje pri
projektu ZD Radlje z naslovom ,Zivimo zdravo". Poleg tega ji je uspelo
povezati Zavod za zdravstveno varstvo Ravne, Regionalno agencijo
Koroske ter Korosko lekarno v projekt ,Krepitev duSevnega zdravja in
preprecCevanje samomorilnosti na Koroskem*. Magistra Irena Pusnik je
pomembno prispevala k prepoznavnosti lekarniskega farmacevta v
druzbi in v zdravstvenem sistemu.

Iz obrazlozZitve predloga Ljubljanske podruZnice SFD povzemam
sledece:

Med strokovnimi dosezki magistre Milene Radoha Bergo¢ je potrebno
posebej izpostaviti njeno delo in dosezke na podroCju izgradnje
sistema farmakovigilance na katerem je aktivna v sklopu JAZMP Ze od
leta 2002. Njeno delo ima $e posebno tezo, saj svoje znanje in izkudnje
z omenjenega strokovnega podrocja s predavanji uspe$no Siri v
farmacevtski in zdravniski strokovni javnosti. Za farmacevtsko stroko
pa je pomembno tudi njeno delo na podro¢ju farmacevisko

tehnoloskega izrazoslovja preko sodelovanja v Komisiji SFD za
slovensko farmacevtsko-tehnolosko terminologijo.

Iz obrazloZitve predioga Celjske podruznice SFD povzemam sledece:
Magistra Marina Urbanc Mokotar se je po diplomi zaposlila v lekarni
Splosne bolnisnice Celje in opravila specializacijo iz klini¢ne farmacije.
Po zaposlitvi v javnem zavodu Celjske lekarne je prevzela vodenje

farm vestn 2010; 61 181



Drustvene novice

lekarne. Je ¢lanica Razsirjenega strokovnega kolegija za lekarnisko
farmacijo ter razli¢nih komisij LZS. Je ze dva mandata prepoznavna
predsednica CP SFD in €lanica 10. Sodeluje pri pripravi protokolov za
samozdravljenje, s svojo energijo, ustrezno komunikacijo in
vsestransko aktivnostjo in sodelovanjem z lai€no javnostjo pa vseskozi
uspesno promovira farmacevtsko stroko in motivira mlajSe sodelavce,
da ji sledijo.

Iz obrazlozZitve predloga Dolenjske podruZnice SFD povzemam
sledece:

Magistra Evridika Morosini Berus se je po diplomi zaposlila v Krki, kjer
je najprej delovala kot analitik, kasneje pa je prevzela vodenje skupine
pooblascencev za kakovost in skupine vseh notranjih presojevalcev. S
svojimi aktivnostmi je postala prepoznavna v Sir§em okolju, Kjer je na
prosnjo Slovenskega zdruzenja za kakovost prevzela delo ocenjevalke
za drzavno nagrado za poslovno odli¢nost in predavanja na temo
uveljavljanja principov presojanja kakovosti po ISO in GMP standardih.
S temi aktivnostmi je promovirala farmacevtsko stroko v $irSem
industrijskem in podjetniSkem okolju.

Dobitnica Mlinarikovega odlicja

Iz obrazlozZitve predloga Ljubljanske podruznice SFD in na podlagi
razprave na Odboru za podeljevanje drustvenih priznanj povzemam
sledece:

Magistra Tatjana KogovSek Vidmar je ena najbolj vidnih in
prepoznavnih osebnosti v slovenski lekarniski farmaciji. Njene
najodmevnejSe aktivnosti lahko strnemo v nekaj naslednjih ugotovitev:
vecletno zastopanje lekarniSke farmacije v Zdravstvenem svetu pri
Ministrstvu za zdravje in v zvezi s tem pobuda za ustanovitev RSK za
lekarnisko farmacijo, ohranitev izdaje zdravil v lekarnah v zakonu o
zdravniski sluzbi, pobuda za uvedbo in soorganizacija Dneva
slovenskih lekarn, soorganizacija letnih simpozijev Sekcije farmacevtov
javnih lekarn, vodenje delovne skupine za pripravo pravilnika o
podeljevanju licenc v lekarniske dejavnosti ter kontinuirano informiranje
in osveScanje lai¢ne in strokovne javnosti o lekarniski farmaciji v
razlicnih medijih. To ne bi bilo mogoce, ¢e se magistra Kogovsek
Vidmar ne bi nenehno izobrazevala v vseh svojih zivljenjskih obdobjih;
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tako je najprej uspesno zakljucila specializacijo iz lekarnike farmacije,
kasneje pa magistrski Studij, pri ¢emer sta obe njeni deli tako
specialisticna kot tudi magistrska naloga s svojimi tezami in
ugotovitvami naleteli na velik odziv strokovne javnosti. S specialisticno
nalogo je opozorila, da je v lekarniStvu poleg znanja o zdravilih nujno
potrebno tudi poznavanje pravnih, socioloskih, gospodarsko-
ekonomskih in finan¢nih vidikov delovanja. V magistrski nalogi pa je z
znanstveno prepoznavnim metodoloskim pristopom predlagala
in organizacijske reSitve pri prehodu iz
tradicionalnega v spletno poslovanje lekarn.

Magistra Kogovsek Vidmar je bila tudi dolgoletna direktorica Lekarne
Ljubljana in podpredsednica LekarniSke zbornice Slovenije. V tem
svojstvu je imela zelo velik vpliv na razvoj lekarniske farmacije v
devetdesetih letih, t.j. v obdobju dinami¢nih druzbenih, politi¢nih in
ekonomskih sprememb. Pri tem je bilo storjenega veliko dobrega, kot
npr. obsezna prenova obstojecih in odpiranje novih lekarn, preobrazba
galenskega in kontrolno analiznega laboratorija ter organizacija
farmakoinformativne sluzbe, po drugi strani pa v ¢asu hitrih sprememb
morda niso bile izkori8¢ene vse moznosti za vzgojo vrhunskih
farmacevtskih kadrov za vodenije in upravljanje lekarn predvsem pa za
statusno preobrazbo lekarniStva v organizacijske oblike, ki bi v
sedanjem C¢asu omogocale ustreznejsi razvoj lekarniSke farmacije kot
zdravstvene stroke in s tem ve&jo prepoznavnost farmacevtov kot
zdravstvenih delavcev. Zaradi teh razlogov magistra Kogovsek Vidmar
v Odboru za podeljevanje drustvenih priznanj ni dobila soglasne
ampak vedinsko podporo. Clani Odbora, ki so predlog za podelitev
odli¢ja podprli, so izrecno izpostavili pozitivno viogo magistre
Kogovsek Vidmar, ki se je v obdobju zakonskih omejitev, na katere ni
imela vpliva, zavzeto borila za obstoj javnhega zavoda Lekarna

ustrezne strokovne
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Ljubljana in SirSe za integriteto lekarniSke farmacije kot dela  Slavnostne prireditve so se udelezili tudi predsednik strokovno-
zdravstvenega sistema. organizacijskega odbora simpozija prof. dr. Borut Strukelj, direktor
Izvréni odbor SFD je skrbno pretehtal staliS¢a in sklepe Odbora, jih Kemofarmacije, magister Davorin Poherc, direktorica Javne agencije
soglasno podprl in sklenil, da magistri Kogovsek Vidmar podeli najvi§je  za zdravila in medicinske pripomocke dr. Martina Cvelbar.

drustveno priznanje.

farm vestn 2010; 61 183



SLOVENSKO FARMACEVTSKO DRUSTVO
SLOVENIAN PHARMACEUTICAL SOCIETY

n

LekarniSka zbornica Slovenije

6. Dan slovenskih lekarn
26. september 2010
o pravilni in varni uporabi zdravil

ZDRAVILA IN STAROSTNIKI

Aktivnosti bodo potekale
v petek in soboto, 24. in 25. septembra 2010
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