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UVODNIK

Quo vadis, slovenska farmacija?  S tem vpraøanjem bi lahko pospremil dogajanja v stroki

v œasovnem obdobju zadnjih dveh let. Kvalitativno s smerjo razvoja, predvsem pa s

prepoznavnostjo slovenske farmacije ne moremo biti zadovoljni. Vsakodnevno, med

nakljuœnim pogovorom s kolegi in kolegicami farmacevtskami, ki delajo na najrazliœnejøih

podroœjih farmacije v Sloveniji, pogovor obvezno nanese na nezadovoljstvo v stroki. Kljub

trudu in aktivnostim, ki jih stanovske organizacije in posamezniki izvajajo za veœje

prepoznavanje  in pomen farmacije, ekonomska nuja vedno znova porine cenjen,

zahteven in lep poklic farmacevta v skupino »trgovcev«. V eni od najveœjih javnih lekarn

je pred kratkim obiskovalka lekarne kolegico farmacevtko naslovila z »gospo trgovko«!

Medtem, ko so zdravniki in ostali zdravstveni delavci prepoznani kot strokovnjaki na

svojem podroœju, pa farmacevte zopet bolj in bolj, proti naøi volji, stigmatizirajo z

ekonomskimi profitneæi. Kar je tudi razumljivo, œe stroko na pomembnih podroœjih vodijo

nefarmacevti in æupani odloœajo o potrebah po farmacevtskem kadru, oskrbi prebivalstva

z zdravili in obstoju ali neobstoju lekran na Slovenskem. Seveda vse to omogoœa

obstojeœa zakonodaja, zato ne krivim drugih za nastalo stanje, ampak je za to v veliki meri

kriva predvsem neaktivnost nas samih, farmacevtov, ki smo pripravljeni podrediti svoje

strokovno znanje in vpliv za lokalno ekonomsko prevlado. Kdaj bomo vloæili amandma za

spremembo podeljevanja koncesij iz lokanega na sistemski dræavni nivo? Kdaj bodo

zasebni koncesionarji in javne lekarne skupaj stopili stroki na pot? Œe sem æe zaœel z

latinskim vpraøanjem, pa naj s tem øe zakljuœim: sami dopuøœamo neenotnost stroke, kar

drugi s pridom izkoriøœajo v smislu divide et impera!

V øtevilki Farmacevtskega vestnika, ki je pred vami, boste lahko prebrali, da so za lajøanje

teæav pri osteoporozi sicer najbolj pomembni dober vir, vnos in absorpcija kalcijevih ionov

in vitamina D, da pa so za zdrave kosti pomembni øe drugi dejavniki in snovi, ki jih

najdemo v zdravi prehrani. Drug œlanek je povezan z delom doc. dr. Nataøe Obermajer,

ki v ZDA preuœuje moænosti razvoja specifiœnih protirakavih cepiv na osnovi aktivacije

dendritiœnih celic, ki so ene najpomembnejøih celic imunskega sistema v prepozvanaju

tujkov. Mirjam Gosenca, mag. farm in prof. dr. Mirjana Gaøperlin opisujeta uporabo

tekoœih kristalov v farmaciji in kozmetologiji, œetrti prispevek pa nam odkriva moænost

uporabe matiœnih celic iz zobnih in obzobnih tkiv v regenerativnem zobozdravstvu. In øe

spodbudna novica: stroka je bogatejøa za 16 novih doktorjev znanosti iz razliœnih podroœij

farmacije.

V upanju, da se v œim veœjem øtevilu sreœamo na simpozijih ob 36 skupøœlini SFD, ki bodo

od 12.5 do 15.5 v Portoroæu, vas lepo pozdravljam,

Prof. dr. Borut Øtrukelj,

Odgovorni urednik
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Sta za zdrave kosti dovolj kalcij
in vitamin D?
Are calcium and vitamin D sufficient to maintain bone
health? 
Simona Mencej Bedraœ

dr. Simona Mencej Bedraœ, mag. farm., Fakulteta za farmacijo, Katedra za kliniœno biokemijo, Aøkerœeva 7, 1000 Ljubljana

Povzetek: Osteoporoza je trenutno eden najveœjih zdravstvenih problemov, saj zaradi podaljøevanja æivljenjske dobe øtevilo obolelih strmo
naraøœa. V Sloveniji je prevalenca osteoporoze pri æenskah po 50. letu 27,5 %, pri moøkih po 60. letu pa 14,6 %. Pri prepreœevanju osteopo-
roznih zlomov imajo poleg kalcija in vitamina D vlogo tudi druge snovi iz prehrane. V presnovnih procesih, ki potekajo v kosteh, sodelujejo vita-
mini A, B, C in K, za kostno tvorbo pa je potrebna zadostna koliœina proteinov. Ker so v razvoj osteoporoze vpleteni tudi vnetni procesi, se uœin-
ki uæivanja maøœobnih kislin na zdravje kosti kaæejo preko vpliva na nastajanje vnetnih citokinov. Mehanizmi delovanja vitaminov, proteinov in
maøœobnih kislin v kosteh so deloma pojasnjeni, vendar njihov kliniœni pomen pri zmanjøevanju tveganja za zlome øe ni dokazan, zato trenut-
no pri osteoporozi ni ustreznih priporoœil za njihovo uæivanje.

Kljuœne besede: kost, osteoporoza, prehrana, vitamin 

Abstract: Osteoporosis is currently a major health problem, as a number of affected individuals is rapidly increasing due to longer lifespan. In
Slovenia, osteoporosis affects 27.5% of women after the age of 50, and 14.6% of men after the age of 60. Besides calcium and vitamin D, other
nutrients play a role in the prevention of fragility fractures. Vitamins A, B, C and K are involved in bone-related metabolic processes. In bone
formation process, sufficient amount of proteins is required. As osteoporosis is also due to inflammation, the fatty acids intake could influence
bone health through the regulation of inflammatory cytokines synthesis. The mechanisms of action of vitamins, proteins and fatty acids in bone
homeostasis have partly been elucidated. However, their clinical relevance in fracture risk reduction is still not confirmed and no recommen-
dations about their intake are proposed.

Key words: bone, osteoporosis, nutrition, vitamin

1 Uvod
Osteoporoza je sistemska skeletna bolezen, za katero sta znaœilni nizka
mineralna kostna gostota (MKG) in spremembe v mikroarhitekturi
kostnega tkiva, kar vodi do veœje lomljivosti kosti in veœjega tveganja za
nastanek zlomov, predvsem vretenc, kolka in zapestja (1). Osteoporoza
je danes eden najveœjih zdravstvenih problemov, saj zaradi
podaljøevanja æivljenjske dobe øtevilo obolelih strmo naraøœa. V
Sloveniji je njena prevalenca pri æenskah po 50. letu 27,5 %, pri moøkih
po 60. letu pa 14,6 % (2). 

Na razvoj osteoporoze kot veœfaktorske bolezni vplivajo genetski in
okoljski dejavniki, med katerimi je tudi prehrana. Pomanjkanje Ca2+ in
vitamina D veljata za pomembna okoljska dejavnika tveganja za
osteoporozo. Ca2+ je glavni kation anorganskega matriksa kostnine,
vitamin D pa v telesu uravnava absorpcijo Ca2+ in fosfatnih ionov ter
poveœuje skladiøœenje Ca2+ v kosteh. Øtevilne raziskave so pokazale,
da za zdravje kosti nista dovolj samo zadostna vnosa Ca2+ in vitamina
D, paœ pa imajo pomembno vlogo tudi drugi vitamini in snovi v prehrani.

2 Pomen vitaminov za zdravje
kosti in razvoj osteoporoze

2.1 Vitamin A in karotenoidi
Vitamin A je skupno ime za serijo strukturno podobnih spojin, kot so
retinol, retinal in retinojska kislina, ki nastanejo iz retinilnih estrov in jih
v telo vnesemo s hrano æivalskega izvora. Poleg tega vitamin A in vivo
nastaja iz nekaterih karotenoidov (a- in b–karoten, b-kriptoksantin), ki
jih zauæijemo z rastlinsko hrano (3). Pri æivalih so ugotovili, da
retinojska kislina in vitro zavira aktivnost osteoblastov, stimulira
nastajanje osteoklastov in ima antagonistiœni uœinek vitaminu D pri
uravnavanju serumske koncentracije Ca2+. Ti procesi vodijo do
poveœanja kostne razgradnje, manjøe MKG in veœjega tveganja za
zlom. Pri kroniœnih zastrupitvah z vitaminom A se pri ljudeh pojavita
hiperkalciemija in zmanjøanje kostne premene (4). Karotenoidi, a- in
b–karoten, b-kriptoksantin, likopen, lutein in zeaksantin, so
antioksidanti in zmanjøujejo oksidativni stres, ki nastane pri kostni
razgradnji zaradi nastanka reaktivnih kisikovih intermediatov. Øtudije
pri ljudeh, v katerih so iskali povezavo med vnosom vitamina
A/retinola ali karotenoidov ter MKG ali osteoporoznimi zlomi, so dale
nasprotujoœe si rezultate, kar je prikazano v preglednici 1.
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2.2 Vitamini B
Zviøane plazemske koncentracije homocisteina predstavljajo dejavnik
tveganja za osteoporozni zlom (13, 14) in so povezane s
pomanjkanjem pomembnih kofaktorjev v presnovi homocisteina, kot
so folat, vitamina B6 in B12. Mehanizem vpliva homocisteina na kostne
celice øe ni podrobno pojasnjen. Zunajceliœni homocistein stimulira
osteoklaste in v manjøi meri tudi osteoblaste preko vezave na
membranske receptorje ter inducira apoptozo preosteoblastov.
Pomanjkanje folata, B6 in B12 vodi do kopiœenja homocisteina v
osteoklastih in aktivacije osteoklastov. Poleg tega zviøane
koncentracije homocisteina in pomanjkanje folata, B6 in B12 vodijo do
razvoja ateroskleroze æilja v kosteh, kar zmanjøa perfuzijo v kosteh.

Vitamin B6 tudi inhibira lizin-oksidazo, kar vodi do motenj v preœnem

premreæevanju kolagena v kosteh (15). Øtudije pri ljudeh, v katerih so

preuœevali povezave med vnosom ali koncentracijo vitaminov B ter

osteoporoznim fenotipom, so prikazane v preglednici 2.

2.3 Vitamin C
Vitamin C je antioksidant in zmanjøuje oksidativni stres, ki je posledica

reaktivnih kisikovih intermediatov, nastalih pri kostni razgradnji (22).

Kostni matriks je v 90 % sestavljen iz kolagena, vitamin C pa je

kofaktor pri njegovi tvorbi ter pri sintezi hidroksiprolina in

hidroksilizina, ki gradita kolagen (23).

Preglednica 2: Pregled nekaterih øtudij, ki so preuœevale povezanost vnosa vitaminov B z mineralno kostno gostoto ali osteoporoznimi zlomi
pri ljudeh.

Table 2: Summary of some studies examining relationships of intake of vitamins B and bone mineral density or osteoporotic fracture in
humans.

Zasnova øtudije Preuœevani vitamini Preuœevani Rezultati øtudije Referenca
in preiskovanci in naœin ocene vnosa osteoporozni fenotip

1.869 perimeno- - MKG (zaœetek, 
pavznih æensk, folat, vitamina po 5 in 10 letih) Ø vnos folata je bil po 5 letih spremljanja povezan

starih B2 in B12, - kliniœno in/ali z Ø MKG ledvenih vretenc; (16)
povpreœno vpraøalnik o prehrani radioloøko potrjeni ni povezave z zlomi

50 let zlomi
- MKG (zaœetek in po
povpreœno 6,5 letih) ≠ vnos vitaminov B2 in B6 je povezan z ≠ MKG

5.304 moøkih in folat, vitamini B2, B6 - nevretenœni zlomi, vratu stegnenice in ledvene hrbtenice; 
æensk, starejøih in B12; opredeljeni na osnovi ≠ vnos vitamina B6 je povezan (17)

od 55 let vpraøalnik o prehrani podatkov v zdravstvenem z Ø tveganjem za 
kartonu, vretenœni zlomi, zlome
opredeljeni radioloøko

2.268 moøkih ≠ koncentracije homocisteina (≥15 μmol/l) so pri
in 3.070 æensk, æenskah povezane z Ø MKG kolka; 

starih 47 do - MKG kolka Ø koncentracije folata (<3,8 nmol/l) so pri æenskah (18)
50 let povezane z ≠ MKG kolka;

ali 71 do 75 let pri moøkih niso dokazali vpliva na MKG kolka
1.123 moøkih 

(starost vitamin B12; koncentracija vitamina B12 <148 pmol/l je pri 
59,4 ± 9,5 let) merjenje plazemskih - MKG kolka in vretenc moøkih povezana z Ø MKG kolka, pri æenskah pa (19)
in 1.453 æensk koncentracij z Ø MKG ledvene hrbtenice
(58,4 ± 9,4 let)
prospektivna, folat, - MKG (zaœetek in po Ø koncentracija vitamina B6 je povezana z ≠ izgubo 
longitudinalna vitamina B6 4 letih) MKG po 4 letih;

øtudija, v kateri je in B12, homocistein; - zlomi kolka na osnovi Ø koncentracije vitaminov B6 in B12 so povezane (20)
sodelovalo 1.002 merjenje podatkov iz z ≠ tveganjem za zlom; 
moøkih in æensk plazemskih zdravstvenega koncentracije homocisteina >14 μmol/l so povezana

(starost 75 ± 5 let) koncentracij kartona z ≠ tveganjem za zlom
prospektivna 

øtudija pri 2.639  homocistein, pri æenskah in moøkih so koncentracije homocisteina
æenskah in 2.127, folat in zlom kolka na osnovi >15 μmol/l povezane z ≠ tveganjem za zlom; 

moøkih starih vitamin B12; odpustnice pri æenskah so koncentracije (21)
65-67 let (mediana merjenje plazemskih iz bolniønice folata <2,9 nmol/l 

spremljanja koncentracij povezane z ≠ tveganjem za zlom
12,6 let)

MKG – mineralna kostna gostota

folat, vitamin B12, 
homocistein;

merjenje plazemskih
koncentracij 
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Øtudije o vplivu vitamina C na kosti so dale nasprotujoœe si rezultate.
Uæivanje vitamina C v obliki prehranskih dopolnil je bilo v øtudiji pri
994 pomenopavznih æenskah povezano z veœjo MKG, povezava pa je
bila øe izrazitejøa pri soœasni uporabi estrogenov in/ali kalcija. Æenske
(n = 277) so uæivale vitamin C v obliki prehranskih dopolnil v odmerkih
od 70 do 5.000 mg/dan (povpreœno 745 mg/dan) (24). Najveœji
celokupni vnos vitamina C (242 mg/dan) je bil pri moøkih (n = 334),
ne pa tudi pri æenskah (n = 540), povezan z veœjo MKG v vratu
stegnenice in manjøo 4-letno izgubo MKG v predelu vratu stegnenice
in trohantra, pri moøkih kadilcih pa z manjøo MKG v predelu trohantra
(25). V prospektivni øtudiji, v kateri so pri 366 moøkih in 592 æenskah
(starost 75 ± 5 let) 17 let spremljali incidenco osteoporoznih zlomov,
so pokazali, da je incidenca zlomov kolka in nevretenœnih zlomov
znaœilno manjøa pri tistih z najveœjim celokupnim vnosom vitamina C
(~ 310 mg/dan) v primerjavi s tistimi z najmanjøim (~ 95 mg/dan) ter
pri tistih, ki so uæivali najveœjo koliœino vitamina C s prehranskimi
dopolnili (~ 260 mg/dan) v primerjavi s tistimi, ki vitamina C v obliki
prehranskih dopolnil niso uæivali (26).

2.4 Vitamin K
Vitamin K povezujemo z dvema skupinama naravnih spojin, in sicer s
filokinoni (vitamin K1) in menakinoni (vitamin K2). Glavna naloga
vitamina K je g-karboksilacija od vitamina K odvisnih proteinov, med
katere spada tudi osteokalcin. Osteokalcin je glavni protein, ki nastaja
v osteoblastih in uravnava kalcifikacijo skeleta (27).

Ne prav øtevilne øtudije o vplivu vitamina K kaæejo, da je majhen vnos
vitamina K1 povezan z veœjim tveganjem za zlom kolka (28, 29),

povezave z MKG pa niso pokazali (28, 30, 31). V zanimivi øtudiji, v

kateri je sodelovalo veœ kot 3.700 ortopedskih oddelkov iz celotne

Japonske, so s pomoœjo vpraøalnika ocenili incidenco zlomov kolka v

posameznih regijah. Rezultate so povezali z nacionalno raziskavo o

prehrani ljudi ter ugotovili, da uæivajo v regijah z majhno incidenco

zlomov kolka veœ vitamina K kot v regijah z veliko incidenco (32). 

3 Pomen drugih snovi v prehrani
za zdravje kosti in razvoj
osteoporoze

3.1 Proteini
Dolgo œasa je veljalo, da je velik vnos proteinov dejavnik tveganja za

razvoj osteoporoze. Pokazali so namreœ, da pri veœjem vnosu

proteinov nastane pri oksidaciji aminokislin, ki vsebujejo æveplo, veœ

H+ ionov, ki se izloœajo preko ledvic. Izloœanje Ca2+ ionov je v ledvicah

neposredno odvisno od izloœanja H+ in korelira tudi z vnosom

proteinov. Vendar velik vnos proteinov æivalskega izvora ne poveœa

samo izloœanja Ca2+ preko ledvic, paœ pa tudi njegovo absorpcijo v

gastrointestinalnem traktu. Pri majhnem vnosu proteinov se zaradi

zmanjøane absorpcije kalcija iz œrevesja, poveœa izloœanje

paratiroidnega hormona in sproøœanje kalcija iz kosti (33). Øtudije pri

ljudeh, v katerih so iskali povezavo med vnosom proteinov

(celokupnih, æivalskega ali rastlinskega izvora) ter osteoporoznim

fenotipom, so prikazane v preglednici 3. 

Preglednica 3: Pregled nekaterih øtudij, ki preuœujejo vpliv celokupnih proteinov ter proteinov æivalskega in rastlinskega izvora na zdravje
kosti pri starejøih æenskah in moøkih.

Table 3: Summary of some studies examining the effect of total protein, animal protein and plant protein intakes on bone health in elderly
women and men.

Øtevilo Trajanje Povpreœen vnos Rezultati øtudije Referenca
preiskovancev øtudije (leto) proteinov
572 æensk in ≠ vnos PÆI je povezan z ≠ MKG

388 moøkih, starih 4 71 g/dan ≠ vnos PRI 
povpreœno 71 let* je povezan z Ø MKG

32.006 æensk, starih ≠ vnos PÆI je povezan z Ø zlomi
povpreœno 61 let ≠ vnos celokupnih proteinov je povezan z Ø zlomi

391 æensk, ≠ vnos PÆI je povezan z Ø zlomi
224 moøkih, starih 4 68 g/dan ≠ vnos celokupnih proteinov 
povpreœno 75 let* je povezan z ≠ MKG

138 moøkih in æensk, ≠ vnos celokupnih proteinov je povezan z ≠ MKG
starejøih od 65 let* (vir proteinov ni pomemben)

1.035 æensk, ≠ razmerje med vnosom celokupnih proteinov in PRI
starejøih od 65 let je povezano z ≠ zlomi kolka

85.900 æensk, vnos celokupnih proteinov je povezan ≠ zlomi
starih 35 - 59 let (> 95 g proteinov)

2.501 æensk in moøkih, ~ 39 g/1000 ≠ vnos celokupnih proteinov je povezan z Ø zlomi kolka
starih 50 - 89 let kcal/dan (pri moøkih in æenskah, starih 50 - 69)
36.217 æensk, ≠ vnos celokupnih proteinov je povezan z ≠ zlomi

starih 8,4 (œe je vnos Ca2+ <400 mg/1000 kcal) (41)
40 - 65 let  ≠ vnos PÆI je povezan z ≠ zlomi

Legenda: PÆI – proteini æivalskega izvora, PRI – proteini rastlinskega izvora, MKG – mineralna kostna gostota. * Podatki in rezultati za æenske in moøke so predstavljeni skupaj.

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

3

3

~7

12

5

78 g/dan

79 g/dan

50 g/dan

79,6 g/dan

~ 46 g/1000
kcal/da
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3.2 Maøœobne kisline
Polinenasiœene maøœobne kisline (PMK) imajo kljuœno vlogo pri
delovanju membran in medceliœni komunikaciji. Øtudije kaæejo, da w-
3 in w-6 esencialne PMK vplivajo na zdravje kosti preko zaviranja
uœinkov vnetnih citokinov, predvsem IL-1, IL-6 in tumorje
nekrotizirajoœega faktorja a (TNFa). Pri osteoporozi namreœ ne gre
samo za izgubljanje kostne mase, paœ pa pri njenem razvoju sodeluje
tudi imunski sistem. Vnetni citokini spodbujajo nastanek in aktivacijo
osteoklastov ter podaljøajo njihovo æivljenjsko dobo (42). V øtudij pri
891 æenskah na prehodu v menopavzo so pokazali, da je veœji vnos
PMK pri æenskah povezan s hitrejøo izgubo kostne mase (43). Pri
1.532 starejøih moøkih in æenskah so opazili, da je veœje razmerje w-
6/w-3 PMK povezano z manjøo MKG. V razvitem svetu je hrana
veœinoma bolj bogata z w-6 (rastlinsko olje, æitarice, mleko, jajca in
meso) kot pa z w-3 PMK (nekatere ribe, semena in oreøki) (44).
Podobno so tudi mladostniki moøkega spola (n = 78), ki uæivajo veœ
w-3 PMK, dosegli viøjo najveœjo kostno maso (45). 

Mononenasiœene maøœobne kisline (MMK), katerih glavni vir je olivno
olje, bi lahko ugodno vplivale na zdravje kosti, saj bi lahko imelo olivno
olje protivnetno delovanje (46). V manjøi grøki øtudiji so pri 36 moøkih
in 118 æenskah (starost 25 - 69 let) pokazali, da je uæivanje veœje
koliœine MMK povezan z veœjo MKG (47), medtem ko je bil pri 891
æenskah na prehodu v menopavzo veœji vnos MMK povezano s
hitrejøo izgubo kostne mase (43).

Nasiœene maøœobne kisline (NMK) lahko pri æivalih zavirajo absorpcijo
kalcija in mineralizacijo kosti (48), uæivanje NMK pa je povezano tudi
z veœjimi koncentracijami vnetnih dejavnikov, kot so C-reaktivni
protein, IL-1, IL-6 in TNFa (49). V øtudiji pri otrocih in mladostnikih so
pokazali, da je veœji vnos NMK povezan z viøjo MKG (50). V øtudiji pri
14.850 odraslih, starejøih od 20 let, so pokazali nasprotno: moøki,
mlajøi od 50 let, ki so uæivali manj NMK, so imeli veœjo MKG vratu
stegnenice, pri æenskah pa podobnega uœinka niso opazili (51).

4 Omejitve øtudij vpliva vnosa
snovi s prehrano na razvoj
osteoporoze

Do sedaj so øtudije povezanosti vnosa nekaterih vitaminov, proteinov
in maøœobnih kislin z razvojem osteoporoze dale zelo nekonsistentne
rezultate, na podlagi katerih je teæko podati zakljuœke. Vzroki za
razlike v rezultatih øtudij so skriti v sami zasnovi in izvedbi øtudij, ki se
med seboj pomembno razlikujejo v naslednjih vidikih:

a) øtevilo vkljuœenih preiskovancev (od nekaj 100 do veœ 10.000) in
trajanje øtudije, poleg tega v øtudijah preuœujejo razliœne
podskupine npr. pomenopavzne æenske, kar vodi do bolj
homogenih skupin, oteæuje pa primerjavo z drugimi raziskavami;

b) opredelitev osteoporoznega fenotipa (zlomi na razliœnih mestih
skeleta, MKG), saj so zlomi boljøi osteoporozni fenotip kot MKG, ki
ne korelira dobro z zlomi. Zanesljive podatke o zlomih je pogosto
teæko zbrati, saj so ti v nekaterih øtudijah zbrani izkljuœno na osnovi
vpraøalnikov, ki so jih izpolnili preiskovanci. Omenjeni naœin
zbiranja je nezanesljiv predvsem pri prepoznavanja vretenœnih
zlomov, ki pogosto niso diagnosticirani kliniœno ali z rentgenskim
slikanjem.

c) vrednotenje vnosa snovi s prehrano v øtudijah ni standardizirano,

saj se v njih uporabljajo razliœni semikvantitativni vpraøalniki, ki

zahtevajo navedbo vnosa hrane in prehranskih dopolnil v

doloœenem obdobju (zadnjih 24 ur, zadnji teden, zadnje 3

mesece). Uporaba razliœnih vpraøalnikov je deloma razumljiva

zaradi razlik v prehrani med populacijami, vendar to oteæuje

medsebojno primerjavo øtudij in daje razliœno kvaliteto podatkov.

Za oceno vnosa se uporablja tudi merjenje koncentracije

doloœenega vitamina v serumu ali plazmi, kar nam da zanesljivejøe

podatke, vendar je odvzem krvi za preiskovance invaziven poseg,

izmerjena koncentracija pa odraæa vnos vitamina samo v

doloœenem obdobju pred meritvijo. 

d) vrednotenje drugih vplivov na zlome in MKG, saj so v statistiœno

analizo obiœajno vkljuœene øtevilne kovariate, ki tudi lahko vplivajo

na zlome in MKG (npr. uporaba hormonskega nadomestnega

zdravljenja, kajenje, uæivanje alkohola, fiziœno aktivnost,

spremljajoœe bolezni, uporaba zdravil, ki lahko vplivajo na kosti,

itd.) in se med øtudijami razlikujejo. 

Za bolj kakovostno opredelitev vpliva snovi iz prehrane na

osteoporozo bi bile potrebne øtudije na velikem øtevilu preiskovancev

s standardiziranimi vpraøalniki za oceno vnosa in dodatnim merjenjem

koncentracije snovi tudi v krvi ter zanesljivo oceno prisotnosti zloma.

Zaæeleno bi bilo spremljanje preiskovanca v rednih intervalih v

daljøem œasovnem obdobju ter ob tem upoøtevati tudi moæne druge

vplive na razvoj osteoporoze.

5 Sklep
Prehrana je pomemben okoljski dejavnik, ki vpliva na kakovost kostnine

in razvoj osteoporoze. Za zdrave kosti ne zadostujeta samo zadostni

koliœini kalcija in vitamina D, paœ pa imajo lahko pomembno vlogo øe

druge snovi iz prehrane, kot so nekateri vitamini, proteini in maøœobne

kisline. Øtudije o vplivu vnosa snovi v telo s hrano in prehranskimi

dopolnili na razvoj osteoporoze nakazujejo, da imajo najverjetneje

vitamini A, B, C in K ter proteini in maøœobne kisline prav tako vlogo pri

razvoju osteoporoze, vendar pa raziskave zaradi nekonsistentnih

rezultatov øe niso dale konœnega odgovora. Uporabnost predstavljenih

rezultatov øtudij v farmacevtskem svetovanju je omejena, saj pomen

opisanih snovi v prehrani za zdravje kosti ni popolnoma dokazan, poleg

tega pa ni znano, kolikøna je najprimernejøa koliœina vnosa opisanih

snovi pri prepreœevanju osteoporoze. Za pojasnitev in potrditev

pomena obravnavanih vitaminov, proteinov in maøœobnih kislin ter

njihovo vkljuœitev v vsakodnevno kliniœno uporabo pri zdravljenju in

prepreœevanju osteoporoze bodo v prihodnje potrebne dodatne,

kakovostno izvedene raziskave na velikem øtevilu preiskovancev, na

podlagi katerih bo mogoœe oblikovati tudi ustrezna priporoœila za

uporabo in odmerjanje.
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Priprava protitumorskih cepiv 
na osnovi dendritiœnih celic
Generation of dendritic cells as cancer vaccines
Nataøa Obermajer

doc. dr. Nataøa Obermajer, mag. farm., University of Pittsburgh, Cancer Institute, Hillman Cancer Center, Suite 1.33, 5117 Centre Dr., Pittsburgh, PA 15213

Povzetek: Odkritje s tumorjem-povezanih antigenov, ki jih bodisi selektivno ali preferenœno izraæajo tumorji, skupaj z najnovejøimi spoznanji o
kljuœni vlogi dendritiœnih celic (DC) v imunskem sistemu, je postavilo temelje za priœetek imunoterapije raka na osnovi DC. 29. aprila 2010 je
FDA odobrila Provenge (sipuleucel-T) kot prvo avtologno celiœno imunoterapijo za zdravljenje asimptomatskega ali minimalno simptomatskega
metastaznega ter androgeno-neodvisnega (kastratno rezistentnega) raka prostate. Kljub temu so terapije z uporabo DC øe na zaœetku razvo-
ja, saj se metode, ki omogoœajo pripravo DC, ki so sposobne uœinkovito predstavljati tumorske antigene, ter izboljøanja njihovih imunostimula-
tornih funkcij, neprestano optimizirajo. Poleg tega je nedavno izboljøanje spremljanja imunskih odzivov nakazalo potrebo po pazljivem naœrto-
vanju tega dela kliniœnih preizkuøanj. Kljub temu obstajajo øtevilni dokazi, ki podpirajo uporabo DC v kliniœnih terapijah. V tem œlanku je pred-
stavljen razvoj pridobivanja DC, primernih za kliniœno rabo, metode obdelave DC s tumorskimi antigeni ter pristopi spremljanja imunskih odzi-
vov pri terapiji s cepivi na osnovi DC.

Kljuœne besede: dendritiœne celice, protitumorska cepiva, rak, imunoterapija, celice T

Abstract: The discovery of tumor-associated antigens, which are either selectively or preferentially expressed by tumors, together with an impro-
ved insight in dendritic cell (DC) biology illustrating their key function in the immune system, have provided a rationale to initiate DC based can-
cer immunotherapy. On April 29, 2010, the FDA approved Provenge (sipuleucel-T) as a first autologous cellular immunotherapy for the treat-
ment of asymptomatic or minimally symptomatic metastatic castrate resistant (hormone refractory) prostate cancer. Nevertheless, DC vaccina-
tion is at an early stage, as methods for preparing tumor antigen presenting DC and improving their immunostimulatory function are continuously
being optimized. In addition, recent improvements in immunomonitoring have indicated a need for a more careful design of this part of the trials.
Still, valuable proofs-of-principle have been obtained, which favor the use of DC in clinical therapy. Here, the developments in clinical DC gene-
ration, antigen loading methods and immunomonitoring approaches for DC-based vaccination therapy are presented.

Keywords: dendritic cells, cancer vaccines, tumor, immunotherapy, T cells

1 Uvod
Koncept ‘imunskega nadzora’ je vodil do iskanja naœinov de novo

iniciacije protitumorskega imunskega odziva in spodbujanja

odstranitve rakavih celic, medtem ko bi zdravo tkivo ostalo

nedotaknjeno. Koncept je sprva podkrepila detekcija spontano nastalih

tumor-infiltrirajoœih limfocitov (TIL), ki so bili sposobni uniœiti maligne

celice, ter kasneje odkritje s tumorjem-povezanih antigenov (TAA, angl.

tumor-associated antigens), proti katerim je usmerjen protitumorski

imunski odziv. 

Tumorske celice razvijejo mehanizme odpornosti na imunski sistem in

se tako izognejo odstranitvi s pomoœjo imunskega odziva. Tumorske

celice, ki uidejo imunskemu nadzoru, vztrajajo v ravnoteæju z imunskim

sistemom, dokler se to ravnoteæje ne prevesi v prid napredovanja

tumorja, na raœun slabo imunogenih tumorskih celic ter zaviranja

imunskega odziva. Za tovrstno spodbuditev imunskega odziva,

indukcijo imunskega spomina ter prekinitev imunske tolerance proti

tumorju so se dendritiœne celice (DC) izkazale kot idealno celiœno

orodje. Intenzivne raziskave v zadnjih 20 letih so omogoœile naœine
uœinkovite prezentacije TAA imunskemu sistemu s pomoœjo DC, t.j. v
kombinaciji s potrebnimi pomoænimi signali (dostava ‘signala 1’ in
‘signala 2’; veœ v poglavju 2) (1, 2). Ker lahko tumorske celice izraæajo
veœ razliœnih TAA, bi bile idealno protitumorsko cepivo DC, ki bi
predstavljaje kombinacijo TAA, ki jih izraæa tumor posameznega
bolnika. V preteklih letih so razvili razliœne strategije, ki danes
omogoœajo pridobitev velikega øtevila DC, ki zadoøœajo kliniœnim
potrebam. Vzporedno so bili izdelani protokoli obdelave DC s
tumorskimi antigeni. Tovrstne raziskave so omogoœile priœetek kliniœnih
øtudij z antigenom obdelanih DC pri rakavih bolnikih. 

2 Vloga dendritiœnih celic pri
aktivaciji protitumorskega
imunskega odziva

Citotoksiœni limfociti T (CTL) so najuœinkovitejøe celice pri obrambi proti
tumorskim celicam (3). Zatorej je eno poglavitnih vpraøanj v tumorski
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Slika 1: Shematiœni diagram priprave DC kot protitumorskih cepiv. Œeprav obstaja øe vrsta nereøenih vpraøanj, lahko na podlagi dosedaj
izvedenih kliniœnih preizkuøanj sklepamo naslednje. (A) Trenutna dogma je, da naj bi se za izdelavo cepiv uporablja zrele DC, pri
œemer pa obstaja velika razprava glede optimalnih zoritvenih dejavnikov. (B) Glede naœina aplikacije bo potrebno optimalni naœin
dostave øe doloœiti, œeprav so bili v kliniœnih preizkuøanjih testirani øtevilni naœini, vkljuœno z intavensko, intradermalno, intralimfatiœno,
intranodalno, intratumorsko ter subkutano aplikacijo (9, 10). Kljub zelo variabilni migraciji DC v bezgavke po intravenski, intradermalni
ali intralimfatiœni aplikaciji, je Fong s sod. ugotovil, da so prisotni specifiœni T celiœni odzivi v bolnikovi krvi ne glede na naœin aplikacije
(11), kar kaæe na to, da so za T celiœno aktivacijo potrebne le maloøtevilne DC, ki uspeøno doseæejo tarœno mesto. Malo je tudi
znanega glede optimalnega øtevila cepljenj, v sploønem pa velja, da veœje øtevilo cepljenj koristi. Pri tem pa ni znan optimalni interval
med posameznimi cepljenji. (C) Uporabljene so bile øtevilne metode obdelave DC z antigenom, vendar pa se le pri pristopih, ki
uporabljajo razliœne TAA lahko selekcionirajo najbolj imunogeni odzivi. (D) Øtevilne øtudije kombinirajo terapijo z DC z drugimi
dejavniki: KLH (angl. keyhole limpet hemocyanin, hemocianin iz økoljke) (povzroœi ne-specifiœno CD4+ T-celiœno pomoœ), TLR ligandi
(aktivirajo DC in vivo), citokini (aktivirajo imunski sistem), ciklofosfamid, ONTAK (denileukin diftitox; fuzijski protein IL-2 ter difterijskega
toksina) (zavirajo tumorsko inducirano imunosupresijo).

Figure 1: Shematic diagram of DC generation for cancer vaccines. Although many issues still need to be resolved, the following conclusions
can be drawn from the clinical trials carried out so far. (A) The present view is that mature DC need to be used for vaccinations,
however cosiderable controversy still exists about the optimal maturation stimuli. (B) Concerning the immunization route, the optimal
route of delivery for DC vaccines has yet to be determined, though several different routes have been tested in clinical trials,
including intravenous, intradermal, intralymphatic, intranodal, intratumoral and subcutaneous (9, 10). In spite of the highly variable
migration of DC to lymph nodes when administered by intravenous, intradermal or intralymphatic routes, Fong et al. found that
specific T cell responses were detectable in patients’ blood regardless of delivery method (11), suggesting that only small numbers
of DC successfully accessing their target site are required for T cell priming. Little is known about the optimal number of
vaccinations, but it is generally believed that repeated injections are beneficial.  However there is little or no information about the
optimal interval between vaccinations. (C) A whole variety of methods has been used to load DC with antigens, however the use of
approaches emloying different TAA could select for the most immunogenic responses. (D) Finally, a number of studies combine DC
therapy with other agents: KLH (keyhole limpet hemocyanin) (to provide non-specific CD4+ T-cell help), TLR ligands (to activate DC
in vivo), cytokines (to activate the immune system), cyclophosphamide, ONTAK (denileukin diftitox; an engineered protein combining
IL-2 and diphtheria toxin) (to attenuate tumor-induced immunosuppression).
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imunologiji, kako ustvariti uœinkovit odziv CTL, ki bo sproæil antigensko-
specifiœen in zaøœitni T celiœni odziv in vivo. Znano je, da je imunski
odziv na tumorske antigene in druge antigene spremenjen v bolnikih s
tumorjem. Te spremembe zadevajo øtevilne elemente imunskega
odziva in prepreœujejo uœinkovito proliferacijo limfocitov T, specifiœnih
za tumorske antigene in njihovo prepoznavanje tumorskih celic. 

Antigen-predstavitvene celice (APC) igrajo poglavitno vlogo pri
indukciji protitumorskih imunskih odzivov z ustvarjanjem tumor-
specifiœnih limfocitov T (3). T celiœni receptor (TCR) tumor specifiœnih
limfocitov T prepoznava s tumorjem povezane peptide, ki jih
predstavljajo APC vezane na molekule histokompatibilnostnega
kompleksa razreda I (MHC-I, angl. major histocompatibility complex) ali
razreda II (MHC-II) (tako imenovan ‘signal 1’). Uspeøno prepoznavanje
tumorskih antigenov pa ni odvisno le od interakcije TCR-peptid-MHC,
vendar morajo biti zagotovljeni øe drugi, t.i. pomoæni oz. kostimulatorni
signali, ki prepreœujejo T celiœno anergijo (‘signal 2’) (4). To so
veœinoma interakcije CD80/CD86 – CD28 ali CD40 – CD40L (5). Te
interakcije poudarjajo pomembno vlogo DC, ki so najbolj uœinkovite
APC (v primerjavi z monociti, makrofagi in celicami B). 

Fenotipsko in funkcijsko razlikujemo veœ tipov DC, ki tvorijo razliœne
citokine in s tem povzroœijo polarizacijo celic T pomagalk v bodisi Th1
(celice T pomagalke tipa 1, angl. type 1 helper T cells) ali Th2 celice T
(‘signal 3’). Signal 3 torej vodi razvoj tipa-1 (Th1) ali tipa-2 (Th2)
imunosti ter bistveno vpliva na razliœno udeleæbo posameznih
efektorskih mehanizmov in razliœno sposobnost zavrnitve raka (6,7). 

Øtevilne in vitro in in vivo raziskave so pokazale sposobnost DC, da
sproæijo tumor-specifiœni T celiœni imunski odziv (8). Ti rezultati kaæejo,
da (i) so endogene DC najverjetneje spremenjene pri protitumorskem
imunskem odzivu, (ii) so eksogene DC sposobne premagati tumor-
zaøœitne spremembe pri rakavih bolnikih z indukcijo uœinkovitih odzivov
CTL, oziroma (iii) oboje. Cepljenje z DC, ki jih predhodno obdelamo s
tumorskimi peptidi ali tumorskim lizatom, je pokazalo kliniœno
uœinkovitost indukcije tumor-specifiœne terapije pri øtevilnih malignih
obolenjih. Pomembno pa je dejstvo, da na uspeønost cepiv z DC
vplivajo øtevilni dejavniki kot so: (i) priprava DC; (ii) izbira tumorskih
antigenov za obdelavo DC; (iii) naœin dostave tumorskega antigena
DC; in (iv) naœin dostave DC (Slika 1).

3 Priprava dendritiœnih celic
Fizioloøko se œloveøke DC veœinoma nahajajo v tkivih in predstavljajo
le majhen deleæ (< 0.5%) levkocitov v periferni krvi. Za terapevtske
namene pa je potrebno veliko øtevilo DC. DC lahko bodisi nastanejo iz
proliferirajoœih CD34+ prekurzorskih celic kostnega mozga (12) pod
vplivom razliœnih citokinov, vkljuœno s SCF, Flt3, GM-CSF, TGF-b in
TNF-a ali iz neproliferirajoœih perifernih CD14+ celic (monocitov) (13).
Obiœajno CD34+ prekurzorje, mobilizirane s G-CSF, izoliramo z
levkaferezo z namenom pridobitve velikega øtevila perifernih celic za
terapevtske namene. Te celice naj bi bile uœinkovitejøe za aktivacijo
tumor-specifiœnih CTL kot DC, ki izhajajo iz CD14+ celic (14). CD34+

celice se namnoæijo 10 – 30-krat in obiœajno pri levkaferezi dobimo 5 x
106 celic. Po drugi strani so monociti øtevilœno zastopani v periferni krvi
in se jih zlahka dobi z odvzemom krvi ali levkaferezo. Protokoli za
pripravo velikega øtevila DC iz monocitov so znani od leta 1994 (13, 15)
in se uporabljajo tako v eksperimentalne kot terapevtske namene. V

tem primeru levkocite pridobimo iz periferne krvi s centrifugiranjem na
osnovi gostotnega gradienta s pomoœjo Ficoll – Hypaque raztopine.
Monocite nato izoliramo s centrifugiranjem na osnovi gostote s Percoll
raztopino ter nadaljnjim pritrjevanjem in jih gojimo v prisotnosti GM-
CSF in IL-4 ter zaæeljeno v brezserumskem gojiøœu (16, 17). Po tednu
dni je priœakovan donos DC med 25 – 50% zaœetne kulture monocitov,
kar pomeni 0,5 – 2,0 x 106 DC na 10 ml krvi. DC po tednu dni gojenja
z IL-4 in GM-CSF so t.i. nezrele DC in kaæejo tipiœne citoplazemske
izrastke. Nezrele DC  v prisotnosti zoritvenih dejavnikov kot so TNF-a,
IL-6, IL-1b in PGE2 (standardne DC, sDC) ali TNF-a, IL-6, IL-1b, IFN-a
in IFN-  (alfa DC tipa 1, aDC1, DC1) po nadaljnjih 2 – 3 dneh gojenja
pridobijo zrel fenotip. DC na svoji povrøini izkazujejo øtevilne antigene,
med katerimi so vsi karakteristiœni, vendar ne specifiœni. Najbolj tipiœne
molekule so molekule MHC razreda I in razreda II ter kostimulatorne
molekule (CD80, CD86). V nasprotju z nezrelimi DC so zrele DC veliko
bolj uœinkovite za indukcijo Th1 ter CTL odzivov, hkrati pa so tudi
rezistentne na imunosupresivne uœinke, ki jih tvori tumor (18). Iz
navedenih razlogov se v protokolih protitumorskih cepiv uporabljajo
zrele DC (19).

4 Izbira tumorskih antigenov za
obdelavo DC

Majhni antigenski peptidi (sestavljeni iz 8 – 10 aminokislin) se direktno
naloæijo iz zunajceliœnega podroœja na molekule MHC razreda l,
medtem ko se tumorski lizati – kot proteini ali oligopeptidi (> 10
aminokislin) – z endocitozo internalizirajo v APC, procesirajo in nato
predstavijo preko molekul MHC razreda II. Navzkriæna predstavitev
tumorskih lizatov je tudi verjetna, kar pomeni, da se po internalizaciji in
procesiranju proteini ali oligopeptidi predstavijo na molekulah MHC
razreda I (20). Iz tega razloga lahko obdelava s tumorskim lizatom ali
oligopeptidi sproæi tudi neposredno aktivacijo CD8+ limfocitov T (CTL)
preko molekul MHC-I in ne zgolj aktivacije CD4+ celic T pomagalk
preko konvencionalne poti (preko molekul MHC-II). Hkrati interakcija
DC s CD4+ celicami T zaœasno aktivira DC, ki lahko nato izzovejo
odzive CD8+ celic T (5).

Izbiro peptidov namenjenih za obdelavo DC narekujejo øtevilna
dejstva: vrsta tumorja, MHC-I ali –II bolnika, uspeøna indukcija CTL
odzivov in vitro ali in vivo, itd. Znanih je veœ kot 50 epitopov povezanih
z melanomom, ki jih lahko prepoznavajo celice T. Ti epitopi se
predstavljajo preko razliœnih molekul MHC razreda-I in razreda-II (npr.
HLA A1, HLA A2, HLA DR4,…). V primeru malignega melanoma
optimalna izbira epitopov omogoœa zdravljenje skoraj 100% bolnikov s
peptid-obdelanimi DC.  

Cepljenje tumorskih bolnikov z enim peptidom sproæi citotoksiœnost, ki
je specifiœna za le-ta peptid. Pri tem se lahko pojavi problem
prepoznavanja tumorja, in sicer v primeru izgube s tumorjem-
povezanih epitopov ali esencialnih antigen predstavitvenih molekul.
Tovrstnemu problemu se lahko izognemo z uporabo polivalentnih cepiv
pri posameznem bolniku, t.j. z uporabo tumorskih lizatov ali aplikacijo
razliœnih peptidov. S tumorjem-povezani peptidi se lahko veæejo z
doloœeno afiniteto tako na MHC razreda-I kot na MHC razreda-II ter
TCR. Ali je peptid uporaben v terapevtske namene ali ne je preteæno
odvisno od njegove afinitete. Nizka afiniteta do MHC molekul je
enaœena z nizko jakostjo indukcije CTL, medtem ko visoka afiniteta
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pomeni veliko jakost indukcije CTL (21). V te namene se za cepljenje
uporablja t.i. heteroklitiœne peptide, ki imajo spremenjeno MHC-
vezavno domeno, s œimer je poveœana afiniteta med MHC in peptidom,
in so moœni imunogeni. Sposobni so sproæiti navzkriæno-reaktivnost z
originalnim peptidom, saj vezavna domena za TCR ostane
nespremenjena. Posledica je, da se lahko doseæe tumor-zaøœitni
imunski odziv proti originalnemu peptidu po cepitvi s heteroklitiœnim
peptidom (22).

5 ‘Generacije’ cepiv na osnovi
dendritiœnih celic

Indukcija odzivov protitumorskih CTL s cepivi na osnovi DC temelji na
visokem izraæanju kostimulatornih molekul ter CCR7 odzivnosti (t.j.
migracijski odzivnosti na citokina CCL19 in CCL21, ki se tvorita v
bezgavkah in usmerjata DC v sekundarna limfatiœna tkiva), kar so
bistvene karakteristike zrelih DC. Poleg tega visoka produkcija IL12p70
dramatiœno poveœa sposobnost DC, da inducirajo tumor-specifiœne
Th1 celice in CTL in promovirajo zavrnitev tumorja. Izdelava DC z vsemi
temi znaœilnostmi (visoka imunostimulatorna funkcija, migracijska
sposobnost ter produkcija IL-12p70) je kljuœen cilj izdelave cepiv na
osnovi DC.

Po zaœetnem uspehu terapevtskih cepiv na osnovi delno-zrelih DC
(‘prva generacija’ DC) pri folikularnem limfomu in melanomu v 90. letih
(23, 24), so se tovrstne DC uporabljale za zdravljenje bolnikov s
øtevilnimi drugimi malignimi obolenji. Nezrele ali delno-zrele DC
izraæajo suboptimalne vrednosti kostimulatornih molekul in
predstavljajo øibkejøi imunogen kot kasneje implementirane zrele DC
(‘druga generacija’ DC) (10, 25). Hkrati lahko nezrele ali delno-zrele
DC inducirajo tudi t.i. regulatorne celice T, ki dodatno zavirajo
protitumorski imunski odziv. Kljub temu, da so objektivni kliniœni odzivi
(merjeni po RECIST ali WHO kriterijih) tovrstnih pripravkov DC
primerljivi drugim vrstam cepiv in redko presegajo 10-15 % (26, 27), sta
dve nedavni kliniœni øtudiji III. faze cepiv  na osnovi ‘prve generacije’
DC proti raku prostate (sipuleucel-T/Provenge) pokazali sposobnost
podaljøanja celokupnega preæivetja bolnikov z napredovanim rakom
(28, 29). Ti podatki kaæejo, da imajo nezrele DC terapevtski potencial
pri napredovalem raku in relativizirajo pojavnost ‘objektivnih’ kliniœnih
odzivov po RECIST kriterijih, ki so bili razviti z namenom spremljanja
direktnih citotoksiœnih uœinkov kemoterapevtikov, ter verjetnost, da
lahko dejansko napovejo dolgotrajno prednost protirakavih cepiv na
osnovi DC. Cepiva na osnovi DC namreœ ne posredujejo takojønjih
protitumorskih uœinkov, temveœ zahtevajo reprogramiranje
kompleksnega sklopa interakcij v bolnikovem imunskem odzivu in med
imunskimi celicami ter tumorjem in zato zahtevajo daljøi œas za
preverjanje njihove terapevtske sposobnosti. 

‘Prva generacija’ cepiv na osnovi DC torej uporablja nezrele ali delno
zrele DC, ki so imunogene in sposobne posredovanja kliniœne
aktivnosti, vendar imajo nepopolno sposobnost migracije v bezgavke
ter aktivacije celic T. Z namenom, da bi preøli omejitve ‘prve generacije’
cepiv na osnovi DC, je bilo veliko truda vloæenega v razvoj kliniœno-
primernih protokolov pridobivanja zrelih DC, ki zahtevajo kliniœne
pogoje gojenja v brezserumskem gojiøœu. Uveljavila sta se dva naœina,
ki oba vkljuœujeta PGE2, t.j. uporaba makrofagno-kondicioniranega
gojiøœa (30, 31) ali citokinskega koktejla z IL-1b, TNFa, IL-6 in PGE2

(16), ki inducirata zrele DC z visokim izraæanjem kostimulatornih
molekul ter dodatnimi zaæelenimi lastnostmi, kot so visoko izraæanje
CCR7 ter visoka migracijska odzivnost na kemokine, izraæene v
bezgavkah, CCL19 in CCL21 (32). ‘Druga generacija’ DC, induciranih
z IL-1b, TNFa, IL-6 in PGE2 citokinskim koktejlom, je oœitno boljøa glede
na njihovo imunogenost in migratorno odzivnost in so bile obseæno
preizkuøane v kliniœnih preizkuøanjih. Nepriœakovano, pa je nedavno
kliniœno testiranje III. faze pri bolnikih z napredovalim melanomom
pokazalo njihovo omejeno uœinkovitost, manjøo od 10 %, primerljivo
dekarbazinu. Œeprav je nejasno v kakøni meri je ta omejena
uœinkovitost posledica izbranega zoritvenega koktejla, je pomembno
dejstvo, da PGE2 inducira neæelen negativni uœinek na produkcijo IL-
12p70, dejavnika s øtevilnimi uœinki kljuœnimi za indukcijo in preæivetje
tipa-1 imunskih celic (33), ter za aktivacijo regulatornih celic T (34).

‘Druga generacija’ cepiv na osnovi DC torej temelji na zrelih DC, ki pa
imajo zmanjøano sposobnost produkcije IL-12p70 (t.i. izœrpanje DC).
Tovrstni omejitvi se je moæno izogniti z izpostavitvijo nezrelih DC bodisi
tipu-1 in tipu-2 interferonom v kombinaciji s TNFa ali ligandi TLR ali pa
aktiviranim celicami NK ali spominskim CD8+ celicami T (35-37).
Nastale ‘tip-1 polarizirane’ DC (aDC1; DC, ki inducirajo Th1 polarizirane
odzive) kaæejo izredno poveœano sposobnost indukcije dolgoæiveœih
tumor-specifiœnih celic T z moœno izraæenimi protitumorskimi funkcijami
v œloveøkih in vitro ter miøjih in vivo modelih, ter visoko sposobnostjo
poveœanja protitumorskih funkcij celic NK. Direktna primerjava s
standardnimi (s)DC, zorenimi s koktejlom IL-1b, TNFa, IL-6 in PGE2, ki
se pogosto uporablja pri cepivih na osnovi ‘druge generacije’ DC, je
pokazala, da aDC1, obdelane z razliœnimi oblikami TAA (peptidi ali
tumorski lizat), inducirajo v povpreœju 20-70 krat viøje øtevilo aktivnih
tumor-specifiœnih CD8+ celic T.

6 Spremljanje imunskega odziva
ter kliniœnega izida

Ponovljivo spremljanje imunskega odziva, ki ga sproæi cepljenje z DC,
bi olajøalo interpretacijo rezultatov kliniœnih preizkuøanj. Uveljavitev
zanesljivih, ponovljivih in kvantitativnih testov za ocenjevanje s
cepivom-induciranega imunskega odziva je kritiœnega pomena.
Metode spremljanja imunskega odziva so odvisne od naœina izdelave
cepiva, in se razlikujejo v primeru uporabe znanih epitopov, znanih
TAA, medtem ko nedefinirani antigeni zahtevajo drugaœne pristope.
Dodaten problem, ki oteæuje spremljanje imunskega odziva
induciranega s cepivom, je fenomen øiritve epitopa: tudi v primeru
cepitve z enim peptidom se lahko imunski odziv po cepljenju razøiri na
druge epitope. Zato je potrebno pri merjenju imunskega odziva
razlikovati med odzivom limfocitov T usmerjenim proti cepivu oziroma
proti tumorju. 

Poleg kvantifikacije øtevila celic T usmerjenih proti cepivu, je
pomembno doloœiti tudi njihove znaœilnosti (Slika 2). V principu  bi
morali limfociti T usmerjeni proti cepivu, imeti sposobnost migracije v
tumor, produkcije citokinov, proliferacije po ponovni izpostavitvi
antigenu ter sproæitve lize tumorskih celic.  Zatorej, bi v spremljanje
imunskega odziva morali vkljuœiti tako limfocite T v samem tumorskem
tkivu, kot tudi v krvnem obtoku, saj stanje v krvnem obtoku ne odraæa
vedno stanja v tumorskem tkivu. Hkrati bi morali tumor-specifiœne
limfocite T analizirati z razliœnimi metodami, da bi dobili celoten pregled
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Slika 2: Shematiœni prikaz metod spremljanja imunskega odziva- karakterizacija induciranega T celiœnega odziva. Øtevilni testi so bili razviti z
namenom doloœitve fenotipskih ter funkcijskih karakteristik celic T. Usklajena uporaba teh testov zagotavlja informacije o øirini in
kvaliteti induciranega imunskega odziva. 

Figure 2: Shematic overview of immunomonitoring methods to characterize induced T-cell response. Several assays have been developed to
determine phenotypical and functional characteristics of T cells. The combined use of these assays provides information about the
breadth and the quality of the induced immune response.

profila induciranega T celiœnega imunskega odziva. Œe je le mogoœe,

bi bilo potrebno zasledovati tudi tumorsko infiltracijo regulatornih celic

T, ki jih posamezna cepiva na osnovi DC lahko inducirajo in so bile

povezane s slabo prognozo. 

Velike razlike, opaæene med induciranim imunskim odzivom ter

kliniœnim izidom bolnikov, so najverjetneje povezane s øirino in kvaliteto

indukcije T-celiœnih odzivov. To je bodisi posledica nesposobnosti celic

T, induciranih proti cepivu, da uniœijo tumorske celice, ali pa je

posledica nastanka imunosupresivnih mehanizmov pri posameznih

bolnikih.

7 Sklep
Terapija raka na osnovi DC je obetavna, saj so DC izkazale sposobnost

indukcije specifiœnih protitumorskih imunskih odzivov. Kljub temu pa

so s tovrstnimi protitumorskimi imunskimi odzivi povezani kliniœni odzivi

pri bolnikih pod priœakovanji. To je delno posledica same metodologije

kliniœnih preizkuøanj, ki je prilagojena ocenjevanju konvencionalnih

ciototoksiœnih uœinkovin, in uporablja kot kriterij uspeønosti zmanjøanje

tumorja kmalu po terapiji. Tovrstni hitri odzivi najverjetneje niso primerni

za ocenjevanje protirakavih cepiv, pri katerih je potreben œas, da se

razvijejo uœinkoviti imunski odzivi in se priœne regresija tumorja. Kljub

temu je potrebno poudariti, da bo dejansko signifikanten terapevtski

uspeh cepiv na osnovi DC potrebno øe dokazati. Terapevtski uspeh

cepiv na osnovi DC je namreœ odvisen od øtevilnih dejavnikov, saj gre

za veœstopenjski proces, ki zajema tako pridobivanje celic, zorenje,

obdelavo z antigenom ter dostavo. Neuspeøna optimizacija na

kateremkoli koraku lahko vodi do neuspeønega cepiva. Pomembno pa

je dejstvo, da se je terapija na osnovi DC izkazala za varno ter z

minimalnimi stranskimi uœinki, saj vkljuœuje bolnikove lastne celice, in

je trenutno terapija z DC smiselna tako pri  bolnikih z metastazami, pri

bolnikih z minimalno rezidualno boleznijo ali kot adjuvantna terapija pri

visoko riziœnih primerih, pri katerih je tumorska obremenitev nizka in so

z DC-aktivirane imunoloøke efektorske celice sposobne specifiœno

prepoznavati in odstraniti tumor.

Trenutno na Univerzi v Pittsburghu (University of Pittsburgh Cancer

Institute) poteka veœ kliniœnih preizkuøanj, pri katerih se ugotavlja

kliniœna uœinkovitost tretje generacije cepiv na osnovi DC z uporabo

aDC1, ki jih razvijamo v laboratoriju prof. dr. Pawla Kalinskega, in sicer

pri koænem T celiœnem limfomu (NCT00099593; PI: L.Geskin),  gliomih

(NCT00766753; PI: H. Okada), melanomih (NCT00390338; PI: J.

Kirkwood), raku œrevesja (NCT00558051; PI: D. Bartlett) in raku

prostate (UPCI 06-070; PI: G. Chatta), pri œemer bodo predvidoma prvi

kliniœni rezultati znani v letu 2011. V Sloveniji se tovrstna terapija na

ravni kliniœnih preizkuøanj øe ne izvaja. 
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Tekoœi kristali v farmaciji:
struktura in metode za 
fizikalno-kemijsko vrednotenje
Liquid crystals in pharmacy: structure and
physicochemical characterization
Mirjam Gosenca, Mirjana Gaøperlin

asist. Mirjam Gosenca, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, Aøkerœeva 7, 1000 Ljubljana
prof. dr. Mirjana Gaøperlin, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, Aøkerœeva 7, 1000 Ljubljana

Povzetek: Tekoœi kristali predstavljajo vmesno stanje snovi med trdnim in tekoœim. Zdruæujejo tako lastnosti tekoœin (tok) kot trdnih snovi (ani-
zotropnost, dvolomnost, urejenost). Delimo jih na termotropne in liotropne tekoœe kristale glede na to, ali je za njihov nastanek potrebna
poviøana temperatura ali dodatek topila. V œlanku so opisane razliœne strukture termotropnih in liotropnih tekoœih kristalov ter kljuœne metode za
njihovo raziskovanje: polarizacijska in transmisijska elektronska mikroskopija, rentgensko sipanje, jedrska magnetna resonanca, mikroskopija
na atomsko silo, reologija ter diferenœna dinamiœna kalorimetrija. Predstavljene so tudi moænosti uporabe tekoœih kristalov v farmaciji in kozme-
tologiji.

Kljuœne besede: tekoœi kristali, struktura, metode, fizikalno kemijsko vrednotenje

Abstract: Liquid crystals are the state of matter existing between the liquid and the crystalline phase. The liquid crystalline state combines pro-
perties of both liquid and solid state and are divided in two main types, i.e. thermotropic and lyotropic liquid crystals, depending on whether
liquid crystalline state is reached either by increasing the temperature or by adding a solvent. In this article various structures of thermotropic
and lyotropic liquid crystals are presented as well as relevant methods for investigation and characterization: polarized light and transmission
electron microscopy, X-ray scattering, nuclear magnetic resonance, atomic force microscopy, rheology and differential scanning calorimetry.
Liquid crystals for pharmaceutical application and in cosmetics are also presented. 

Key words: liquid crystals, structure, methods, physicochemical characterization

1 Uvod
Æe leta 1853 je nemøki zdravnik Rudolf Virchow odkril dvolomnost

mielina, ki tvori ovojnico æivœnih vlaken, vendar si takrat pojava øe niso

znali razloæiti. Nato je avstrijski botanik Friedrich Reinitzer leta 1888

ugotovil, da se holesterilbenzoat tali drugaœe od ostalih snovi. Menil je,

da ima snov dve taliøœi; pri prvem postane tekoœa, a je øe vedno zelo

motna, medtem ko se pri drugem popolnoma zbistri in postane

obiœajna tekoœina. Svoja opaæanja je posredoval Ottu Lehmannu, ki je

nadaljeval z raziskavami in odkril, da se polarizirana svetloba obnaøa

»nenavadno«, ko prehaja skozi vzorec pri temperaturi med obema

taliøœema. Ugotovil je, da je snov dvolomna, œeprav je tekoœa; da ima

torej v vmesnem temperaturnem obmoœju hkrati lastnosti kristaliniœne

trdne snovi kot tekoœine. Leto kasneje je v nemøki reviji objavil œlanek

z naslovom O tekoœih kristalih in tako je nenavadna  snov dobila ime

(1, 2). 

Danes vlada veliko zanimanje za podroœje tekoœih kristalov (TK) v

razliœnih vejah znanosti. Prikaz slike s tekoœekristalnimi prikazovalniki

(LCD tehnologija) je verjetno ena izmed najbolj pomembnih in

razøirjenih uporab TK. Na podroœju farmacije pa uvrøœamo TK med

sodobne koloidne nosilne sisteme, ki v primerjavi s klasiœnimi

farmacevtskimi oblikami (mazila, kreme, geli, emulzije, raztopine)

izkazujejo øtevilne prednosti kot so visoka solubilizacijska kapaciteta,

nadzorovano sproøœanje in poveœana stabilnost zdravilnih uœinkovin. 

2 Tekoœi kristali
TK predstavljajo vmesno stanje snovi med trdnim in tekoœim. Zanje so

znaœilne razliœne strukture oziroma faze, med katerimi lahko prehajajo

v specifiœnem zaporedju in pod doloœenimi pogoji, in jih imenujemo

mezofaze; molekule, ki tvorijo TK, pa mezogeni. Œeprav izraz »tekoœi

kristal« sestavljata dva nasprotujoœa si pojma, le-ta dobro opisuje

stanje snovi, ki zdruæuje tako lastnosti kristaliniœne trdne snovi

(anizotropnost, dvolomnost, urejenost, mehanska stabilnost) kot

tekoœine (tok) (3). Kristaliniœna snov izkazuje urejenost tako na kratke

(urejenost v razdalji nekaj velikosti molekul) kot dolge razdalje
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(urejenost celotnega podroœja) glede na pozicijsko (urejenost molekul

v mreæo) in orientacijsko urejenost (orientacija molekul). Tekoœine so v

osnovi neurejene, vendar lahko izkazujejo urejenost na kratke razdalje

glede na orientacijsko in/ali pozicijsko urejenost molekul. TK izkazujejo

najmanj orientacijsko urejenost na dolge razdalje, lahko tudi na kratke,

ne izkazujejo pa pozicijske urejenosti na dolge razdalje (4). Za opis

orientacijske urejenosti potrebujemo dva podatka: ureditveni

parameter S in ureditveni normalni vektor n. Slednji odraæa smer, v

katero so v povpreœju orientirane molekule v sistemu. Nasprotno

usmerjena vektorja n in –n sta enakovredna. Ureditveni parameter S

nam pove stopnjo urejenosti molekul in je definiran kot:

Enaœba 1

kjer je J kot med trenutno smerjo vzdolæne molekule in normalnim

vektorjem n (slika 1).

Slika 1: Smer orientiranosti molekul je podana z ureditvenim

vektorjem n. J je kot med trenutno smerjo posamezne

molekule in ureditvenim vektorjem n (6).

Figure 1: Director vector n indicates orientational order of the

molecules. Angle J is the angle between individual

molecules and the director n (6).

V trdnem kristalu je vrednost S blizu 1 in pomeni skoraj popolno

urejenost, medtem ko imajo TK vrednost parametra navadno med 0,3

in 0,9. Prav tako smer ureditvenega vektorja ni enaka za celoten kristal.

So pa TK bolj stabilni, kadar imajo vse molekule smer vektorja n, torej

je  enak 0. Enotno urejeno obmoœje, znotraj katerega je smer vektorja

povsod enaka, je veliko le nekaj mikrometrov, sœasoma pa se obmoœja

zdruæujejo in snov je veœinoma enakomerno orientirana. Tudi zunanji

dejavniki (elektriœno/magnetno polje, povrøine vsebnikov…) lahko

vplivajo na spremembo smeri vektorja. V primeru, da smeri vektorja na

meji med dvema obmoœjema ne moremo doloœiti, govorimo o defektu

orientacije vektorja oziroma defektu tekoœega kristala (5, 6). 

Glede na nastanek delimo TK na termotropne in liotropne. Termotropni

TK nastanejo s segrevanjem trdne snovi, ki je znaœilno sestavljena iz

podolgovatih molekul ali molekul v obliki diska, s togim osrednjim

delom in gibljivimi stranskimi verigami. Liotropni TK nastanejo z

dodajanjem topila trdni snovi, ki ima specifiœno strukturo podolgovatih

amfifilnih molekul; pri slednjih lahko prehod med razliœnimi fazami

nastopi tudi s spreminjanjem temperature (4).

2.1 Termotropni tekoœi kristali
Termotropne TK delimo na kalamitiœne, ki jih tvorijo podolgovate,

paliœaste molekule, in diskotiœne, ki nastanejo iz molekul v obliki diska.

Oba tipa molekul imata anizotropno strukturo z rigidnim osrednjim

delom (najveœkrat aromatski obroœ) ter gibljivimi stranskimi verigami

(obiœajno alifatske verige) (5). Tako kalamitiœni kakor tudi diskotiœni TK

se lahko nahajajo v nematiœni ali smektiœni fazi. Nematiœne faze nimajo

pozicijske urejenosti, nasprotno pa smektiœne faze izkazujejo pozicijsko

urejenost vsaj v eni smeri oziroma izraæajo plastno strukturo (7).

Kalamitiœni tekoœi kristali

Smektiœne faze kalamitiœnih TK lahko dodatno ovrednotimo glede na

urejenost molekul znotraj posameznega sloja ter glede na orientacijo

ravnine plasti. V primeru smektiœne faze A so ravnine plasti vzporedne,

medtem ko so znotraj posamezne plasti molekule razporejene

nakljuœno. Nasprotno pa se pri niæjih temperaturah urejajo v smektiœno

fazo C, kjer so molekule nagnjene za doloœen kot glede na

pravokotnico na ravnino plasti. Kot je navadno veœji pri niæji temperaturi

(slika 2). Znotraj posamezne plasti pa se molekule lahko øe dodatno

uredijo v heksagonalne strukture in poslediœno tvorijo tridimenzionalno

reøetko (7). 

Slika 2: Kalamitiœni tekoœi kristali: a) nematiœna faza; b) smektiœna

faza A; c) smektiœna faza C (6).

Figure 2: Calamitic liquid crystals: a) nematic phase; b) smectic A

phase; c) smectic C phase (6).

Kadar so gradniki TK kiralne molekule, govorimo o holesteriœnih TK, ki

izkazujejo lastnosti kalamitiœnih nematiœnih faz. Slednji nastanejo tudi,

œe dodamo kiralni mezogen nematiœnim TK. Zanje je znaœilno, da so

ravnine molekul med seboj vzporedne, medtem ko posamezne plasti

rotirajo v konœno obliko vijaœnice, zaradi œesar nimajo pozicijske

urejenosti, temveœ izkazujejo usmeritveno periodiœnost (slika 3). V

primeru, da je razdalja, potrebna za zavoj vijaœnice za 360º, iste dolæine

kot valovna dolæina vidne svetlobe, izkazujejo na povrøini vzorca palete

barv, ki se spreminjajo tudi s temperaturo, saj slednja vpliva na razdaljo

enega zavoja (7, 8).

1
S = –– ·3cos2 J(t) – 1Ò

2
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Slika 3: Holesteriœni tekoœi kristal. 
Figure 3: Cholesteric liquid crystal. 

Diskotiœni tekoœi kristali

V primeru nematiœnih diskotiœnih faz molekule niso urejene, medtem
ko smektiœne diskotiœne faze izkazujejo dvodimenzionalno ureditev
molekul v stolpce, ki imajo lahko obliko heksagonalne ali kvadratne
mreæe (slika 4). Stolpci so prav tako lahko nagnjeni za doloœen kot
glede na pravokotnico na ravnino plasti (7). 

Slika 4: Diskotiœni tekoœi kristali: a) nematiœna faza; b) smektiœna
faza (7).

Figure 4: Discotic liquid crystals: a) nematic phase; b) smectic
phase (7).

2.2 Liotropni tekoœi kristali
Liotropni TK nastanejo z dodajanjem topila trdni snovi in jih navadno
tvorijo povrøinsko aktivne snovi (PAS) oziroma natanœneje njihovi hidrati
ali solvati ob prisotnosti vodne in/ali oljne faze. V odsotnosti oljne faze
se PAS raztapljajo in pri toœno doloœeni koncentraciji, imenovani
kritiœna micelarna koncentracija, spontano urejajo v asociate koloidnih
velikosti oz. micele, pri œemer se hidrofilni deli obrnejo navzven,
hidrofobni pa navznoter. Obratno velja pri reverznih micelih, ki
nastanejo v oljni fazi v odsotnosti vode. Z naraøœanjem koncentracije
PAS nastajajo specifiœne strukture z znaœilno tridimenzionalno
urejenostjo; izotropna micelarna raztopina se spremeni v anizotropno,
viskoznost se poveœa, nastanejo TK. Le-ti nastanejo v doloœenem
koncentracijskem in temperaturnem obmoœju. Za razliko od

termotropnih TK imajo torej liotropni TK dodatne prostostne stopnje, ki
jih predstavljajo koncentracije posameznih komponent v sistemu, kar
jim omogoœa urejanje v specifiœne strukture: lamelarne, heksagonalne
in kubiœne, odvisno od oblike hidratiranih molekul PAS Hidrati ali solvati
PAS, ki so gradniki liotropnih TK, imajo obliko stoæca ali valja, in sicer
se molekule v obliki valja urejajo v lamelarne plasti, stoæœaste molekule
tvorijo heksagonalne faze, obrnjeni stoæci pa inverzne heksagonalne
faze (slika 5). Kubiœne mezofaze sestavljajo agregati sferiœne ali
paliœaste oblike, ki so urejeni v kubiœno reøetko v obliki preproste,
prostorsko ali ploskovno centrirane reøetke (9, 10). 

Slika 5: Geometrija hidratiranih molekul PAS: a) stoæec; b) valj; c)
obrnjen stoæec (4).

Figure 5:  Geometry of hydrated molecules: a) cone; b) cylinder; c)
inverse cone (4).

Fazni prehodi liotropnih tekoœih kristalov

Molekule v obliki valja se urejajo v plasti (izmenjaje polarne in
nepolarne (slika 6)) in tvorijo lamelarne faze. 

Slika 6: Osnovna struktura lamelarnih faz.
Figure 6: Lamellar phase structure.

Voda ali vodne raztopine se veæejo na polarne glave PAS in se vkljuœijo
med plasti, zaradi œesar se poveœa njihova debelina, medtem ko se
nepolarne molekule vkljuœijo med lipofilne repe PAS. Z veœanjem
koliœine topila oziroma debeline lamelarnih faz se lahko molekule topila
zaœnejo vkljuœevati tudi med posamezne molekule PAS, kar povzroœi
spremembo njihove oblike iz valjaste v stoæœasto, kadar je topilo voda,
oz. v obrnjen stoæec v primeru lipofilnega topila. Poslediœno pride do
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spremembe asociacijskih struktur iz lamelarnih v heksagonalne
oziroma reverzne heksagonalne strukture. Heksagonalne faze lahko
sprejmejo le omejeno koliœino topila. Z nadaljnjim dodajanjem topila
pride do nastanka kubiœnih faz tipa I ali obrnjenih kubiœnih faz tipa IV,
ki jih sestavljajo sferiœni oziroma inverzni miceli. Med lamelarnimi in
heksagonalnimi fazami pa lahko nastane øe ena vrsta TK, in sicer
kubiœna faza tipa II, kadar je topilo polarno, in kubiœna faza tipa III,
kadar je topilo nepolarno. Prehodi med posameznimi fazami so
predstavljeni na sliki 7. Nastanejo lahko tudi nematiœne (med
strukturami TK in izotropno micelarno raztopino), holesteriœne in øe
nekatere druge vmesne faze. Priœakujemo lahko torej nastanek veœ
razliœnih tipov liotropnih mezofaz, odvisno od koncentracije mezogena,
lipofilnih oz. hidrofilnih lastnosti topila ter od lastnosti same molekule
PAS, vsi naøteti tipi mezofaz pa ne nastanejo vedno (4, 9, 10). S
spreminjanjem temperature lahko pride tudi do termotropnih faznih
prehodov, poslediœno poleg liotropnih mezofaz hkrati nastanejo tudi
razliœne faze termotropnih TK (11).

Heksagonalne faze

Heksagonalne faze nastanejo, kadar je koncentracija PAS 30–50%,, v
øirokem temperaturnem obmoœju. Sestavljene so iz tesno zloæenih
paliœastih agregatov heksagonalne oblike (slika 8a). Viskoznost
sistema se z nastankom heksagonalnih struktur moœno poveœa, kar je
posledica njihove dvodimenzionalne ureditve; gibljejo se lahko le
vzdolæ svoje dolæine. Glede na polarnost zunanje faze lahko nastanejo
poleg heksagonalnih faz (H1) tudi reverzne heksagonalne faze (H2),
kjer so polarne glave molekul PAS usmerjene v notranjost
heksagonalnih struktur (slika 8b). Vmesni prostor med sosednjimi
cilindri je zapolnjen s hidrofobnimi verigami, zato pride do tesnejøega
urejanja, poslediœno je koncentracijsko obmoœje nastanka reverznih
heksagonalnih faz v primerjavi z normalnimi heksagonalnimi fazami
manjøe.

Lamelarne faze

Lamelarne faze nastanejo pri viøjih koncentracijah PAS kot
heksagonalne faze, njihov nastanek pa oznaœuje drastiœen padec
viskoznosti v primerjavi s heksagonalnimi strukturami. Navadno
nastanejo v najøirøem koncentracijskem in temperaturnem obmoœju.
Sestavljene so iz dvoplasti PAS, ki niso lateralno omejene (slika 8c).
Njihova debelina je pribliæno enaka eni do dvema dolæinama PAS, ki jo

tvori. Plasti lahko drsijo druga ob drugi, njihovo gibanje je omejeno le
z ravnino plasti, kar pojasnjuje niæjo viskoznost teh struktur. Glede na
urejanje molekul delimo lamelarne strukture na tri podskupine. Tekoœe
lamelarne faze (La) so najmanj urejene. Gibanje znotraj plasti ni
omejeno, saj so lipofilne verige gibljive, prihaja do interakcij med
molekulami v posamezni plasti, moæni, œeprav redki, pa so tudi premiki
molekul med posameznimi plastmi. Pod temperaturo »taljenja«
lipofilnih verig je njihova gibljivost omejena, kar omogoœa urejanje v
lamelarne gelske faze (Lb) in lamelarne kristaliniœne faze (Lb). Pri L
fazah so verige v trans konfiguraciji in delno urejene. L faze delimo na
tiste, pri katerih so lipofilne verige pravokotne na ravnino plasti (La) in
tiste, pri katerih verige izkazujejo doloœen odklon od pravokotnice na
ravnino plasti (Lb’ in LbI). V Lc fazah so verige »zamrznjene« v reøetko
in so najbolj urejena oblika lamelarnih faz.

Slika 7: Fazni prehodi liotropnih TK v odvisnosti od koncentracije PAS in lipofilnosti topila in / ali PAS (4).
Figure 7: Transitions of lyotropic liquid crystals regarding surfactant concentration and lipophilicity of solvent and / or surfactant (4). 

Slika 8: Molekularne strukture liotropnih TK: a) heksagonalna; 
b) inverzna heksagonalna; c) lamelarna; d) kubiœna tip I; 
e) inverzna kubiœna tip IV; f) kubiœna tip II (4).

Figure 8: Molecular structure of lyotropic liquid crystals: 
a) hexagonal; b) inverse hexagonal; c) lamellar; 
d) cubic type I; e) inverse cubic type IV; f) cubic type II (4).
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Kubiœne faze

Kubiœne faze so izotropne, poslediœno edine ne izkazujejo
dvolomnosti. Zanje je znaœilna visoka viskoznost, ki je posledica
tridimenzionalne ureditve agregatov. Prav iz tega razloga jih lahko
opredelimo kot TK, œeprav nimajo orientacijske urejenosti. Sferiœni
agregati tvorijo fazo tipa I (slika 8d) oz. v primeru reverznih micelov
fazo tipa IV (slika 8e), le-ta je vmesna faza med izotropno micelarno
raztopino in heksagonalno fazo. Faza tipa II (slika 8f) oz. reverzna faza
tipa III sta sestavljeni iz agregatov paliœaste oblike in nastaneta med
heksagonalno in lamelarno fazo. Za razliko od diskontinuiranih kubiœnih
faz tipa I in IV so kubiœne faze tipa II in III bikontinuirane (4, 9, 10, 12).

3 Metode za doloœanje fizikalno-
kemijskih lastnosti tekoœih
kristalov

Za doloœitev tipiœnih struktur TK so na voljo razliœne metode, ki skupaj
dajejo komplementarne rezultate. Kljuœne informacije o strukturi
dobimo z neposrednimi metodami kot so polarizacijska in transmisijska
elektronska mikroskopija, rentgensko sipanje, mikroskopija na atomsko
silo, jedrska magnetna resonanca ter posrednimi metodami kot so
reologija in diferenœna dinamiœna kalorimetrija. Pri naœrtovanju TK kot
dostavnih sistemov lahko z omenjenimi metodami dobimo informacije
o vplivu vgrajene zdravilne uœinkovine na strukturo sistema. 

Makai in sodelavci so prouœevali lamelarne TK, ki jih tvori Brij 96 ob
dodatku vode v doloœenem koncentracijskem obmoœju. Z namenom
razvoja sistemov z relativno nizko vsebnostjo emulgatorja so TK dodali
kratkoveriæni alkohol glicerol ter za poveœanje solubilizacijske
kapacitete tekoœi parafin. Glicerol in tekoœi parafin nista povzroœila
signifikantne razlike v strukturi lamelarnih TK, kar so dokazali s
polarizacijsko in presevno elektronsko mikroskopijo ter reoloøkimi
meritvami. Ugotovitve so potrdili tudi z metodo ozkokotnega
rentgenskega sipanja, s katero so ugotovili, da se razdalja med plastmi
veœa z veœanjem koncentracije glicerola. Nadalje so v TK vgradili
modelni uœinkovini, ki se bistveno razlikujeta v topnosti, in sicer skoraj
netopen tenoksikam ali zelo topen efedrinijev klorid, oba v koncentraciji
1%. Vzorci z vgrajeno zdravilno uœinkovino so obdræali lamelarno
strukturo, kar so potrdili z ozkokotnim rentgenskim sipanjem in
reoloøkimi meritvami, vendar se je razdalja med posameznimi plastmi
poveœala. Uœinkovini sta se namreœ vgradili v oziroma med lamelarne
plasti in izkazovali podaljøano sproøœanje (13). 

Libster in sodelavci so preuœevali vpliv vgradnje veœje koliœine
ciklosporina A in pospeøevalcev dermalne absorpcije kot so Labrasol,
etanol in fosfatidilholin na strukturo reverznih heksagonalnih  faz TK za
dermalno uporabo s sestavo monoolein/trikaprilin/voda. Za
ugotavljanje strukturnih lastnosti so uporabili reoloøka merjenja,
diferenœno dinamiœno kalorimetrijo in ozkokotno rentgensko sipanje.
Dokazali so, da fosfatidilholin izboljøa elastiœne lastnosti reverznih
heksagonalnih faz in poveœa njihovo termiœno stabilnost. Nasprotno pa
vgradnja ciklosporina A reverzne heksagonalne faze destabilizira,
poslediœno se bistveno spremenijo reoloøke lastnosti sistema.
Destabilizacijski efekt ima tudi vgradnja veœjih koliœin Labrasola,
medtem ko etanol, v kolikor masno razmerje etanol/voda ni veœje od
0,20, strukture ne poruøi (14).

3.1 Polarizacijska mikroskopija
Tako kot kristali so tudi TK, z izjemo kubiœnih faz, optiœno anizotropni
in zato izkazujejo dvolomnost, ki jo lahko opazujemo pod
polarizacijskim mikroskopom. Optiœna anizotropija pomeni, da se
svetloba razliœno obnaøa pri prehodu skozi snov, œe potuje skozi snov
v razliœnih smereh. Pri dvolomnih kristalih definiramo dva razliœna
lomna koliœnika in optiœno os. Œe skozi snov poøljemo razliœno
polarizirane svetlobne æarke v smeri optiœne osi, bodo ti æarki skozi
snov potovali z isto hitrostjo (»œutili« bodo isti lomni koliœnik, ki ga
imenujemo redni). Œe pa razliœno polarizirane svetlobne æarke
poøljemo skozi snov v drugi smeri, bodo ti »œutili« razliœne lomne
koliœnike, in se bodo razøirjali skozi snov z razliœnimi hitrostmi. V tem
primeru se æarek v snovi razcepi na rednega in izrednega. Optiœna os
je v tesni povezavi z urejenostjo molekul v vzorcu. Zaradi simetrije lahko
vzorec vrtimo okoli optiœne osi, ki jo doloœa ureditveni vektor, in se pri
tem njegove lastnosti ne bodo spremenile. 

Pri polarizacijskem mikroskopu imamo dva polarizatorja, med katera
vstavimo preiskovani vzorec. Polarizatorja sta postavljena pravokotno
drug na drugega. Prvi je namenjen temu, da svetlobo polariziramo. Œe
polarizirana svetloba potuje skozi optiœno izotropni vzorec, se njena
polarizacija ne spremeni in skozi drugi polarizator (analizator), ki je
pravokoten na to polarizacijo, ne pride niœ svetlobe, vidimo œrno. Kadar
vzorec izkazuje dvolomnost, pa se bo polarizacija obrnila, ne bo veœ
pravokotna na analizator, ki jo bo torej prepustil in videli bomo svetlo.
Ker skozi vzorec poøiljamo belo svetlobo, opazimo tipiœno œrno – belo
teksturo TK. V tekoœih kristalih vidimo defekte pod polarizacijskim
mikroskopom kot specifiœne œrne œrte, skupine œrt in pike, kar nam
omogoœa doloœitev strukture TK. Defekti so v tesni povezavi s faznimi
prehodi, ki so zaznamovani s spremembo v simetriji fizikalnega sistema
(npr. prehod iz izotropne faze v fazo TK) (15). Za barvne uœinke
vstavimo v polarizacijski mikroskop filter za izbrano valovno dolæino, ki
valovanje s to valovno dolæino izloœi iz belega spektra svetlobe.
Rotacija polariziranega æarka svetlobe je odvisna od valovne dolæine.
Prepustnost analizatorja pa je odvisna od stopnje rotacije, torej imajo
za njim razliœni svetlobni æarki razliœne intenzitete, kar opazimo kot
barvne uœinke teksture v rumeni, turkizni in roza barvi. 

Heksagonalne mezofaze prepoznamo po pahljaœasti teksturi zaradi
stoæœaste oblike PAS v osnovni strukturi stolpca. Za lamelarne
mezofaze so znaœilne oljne œrte z malteøkimi kriæi. Ti nastanejo zaradi
defektov imenovanih konfokalna podroœja, ki se pojavijo zaradi
koncentriœne razporeditve vodoravnih plasti. V nekaterih lamelarnih
mezofazah ti defekti prevladujejo in takrat ne pride do pojava oljnih œrt,
temveœ so malteøki kriæi prevladujoœa struktura (slika 9) (4).

Nematiœne faze termotropnih TK zaradi polarizacije, ki je vzporedna ali
pravokotna glede na polarizator ali analizator, vidimo kot tipiœno
Schlieren-ovo teksturo v obliki œopiœa s toœkovnim defektom v srediøœu
(slika 10). 
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Slika 9: Znaœilni malteøki kriæi (primer oznaœen s puøœico) lamelarnih
TK pod polarizacijskim mikroskopom. 

Figure 9: Polarized light micrographs of lamellar liquid crystal sample
with characteristic Maltese cross textures (pointed by an
arrow). 

Slika 10: Schliernova tekstura nematiœne faze TK pod polarizacijskim
mikroskopom. Obkroæeni so primeri defektov (6).

Figure 10: Polarized light micrographs of nematic liquid crystal
sample with characteristic Schlieren textures. Circles
indicates defects, i.e. disclinations (6).

Za holesteriœne TK je prav tako znaœilna dvolomnost, vendar se
svetloba, kadar potuje vzdolæ spiralne osi, zaradi kiralnih lastnosti
vzorca drugaœe lomi. Normalni vektor rotira in zato z njim tudi oba
æarka, tako da po zavoju za 360 º izkazujejo isti lomni koliœnik. Lahko
pa nastopi kroæna polarizacija svetlobe, kjer dva æarka konstantno
rotirata v nasprotni smeri. Holesteriœni TK poslediœno izkazujejo
bistveno kompleksnejøo teksturo, znaœilna je ti. modra faza, kadar je
razdalja, potrebna za zavoj vijaœnice, manjøa od 1 μm (5). Pri
smektiœnih mezofazah dobimo razliœne teksture, ki pa so podobne
pahljaœasti teksturi liotropnih heksagonalnih mezofaz. 

3.2 Transmisijska elektronska
mikroskopija 

Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) omogoœa prouœevanje
notranjosti sistema oziroma mikrostrukture TK. Pri vzorcih, ki vsebujejo

vodo, pride v visokem vakuumu elektronskega mikroskopa do izgube

le-te in s tem do sprememb v mikrostrukturi. Poslediœno so kljuœnega

pomena posebne tehnike priprave vzorcev. Za uspeøno se je izkazala

tehnika zamrzovalnega lomljenja (»freeze fracture technique«), kjer

naredimo repliko vzorca in le-to opazujemo pod elektronskim

mikroskopom. Freeze fracture TEM (FF-TEM) je komplementarna krio-

SEM (vrstiœna elektronska mikroskopija), ki omogoœa opazovanje

povrøine po fiksaciji z zamrzovanjem in je v osnovi bolj primerna za bolj

viskozne sisteme in/ali sisteme z veœjim deleæem organskih snovi (4, 16).

Postopek priprave replike z zamrzovalnim lomljenjem, s katerim

ohranimo mikrostrukturo vzorca, je sledeœ: vzorce TK najprej hitro

zamrznemo, tako da tanko plast vzorca med dvema zlatima ploøœama

potopimo v tekoœi propan (-196 °C) ali tekoœi duøik (-210 °C).

Zamrznjen vzorec nato prenesemo v aparaturo za zamrzovalno

lomljenje pri -100 °C in vakuumu med 10-6 in 5x10-7 bar. V homogenem

vzorcu se lom zgodi nakljuœno, ker imajo vsi strukturni elementi enake

moænosti lomljenja. Vendar pa ima pogosto tudi homogen vzorec

podroœja z razliœno polarnostjo. Lom je bolj verjeten v nepolarnih kot

polarnih podroœjih, saj so med slednjimi prisotne moœnejøe interakcije

zaradi vodikovih vezi, ki prepreœujejo lom. Poslediœno profil vzorca po

lomljenju odraæa njegovo mikrostrukturo zgolj kvalitativno ne pa tudi

kvantitativno. Po lomljenju lahko vzorec øe jedkamo, da kristalœki ledu

sublimirajo in postanejo razlike na povrøini vzorca bolj izrazite.

Veœinoma je velikost kristalœkov ledu manjøa od nekaj nm, loœljivost pa

znaøa 5 nm v primeru platina/ogljik, kar øe vedno omogoœa opazovanje

struktur v veœjem merilu (16). Povrøino vzorca nato pod kotom 45°

naprøimo z 2 nm debelo plastjo platine in naparimo øe z 20 nm plastjo

ogljika, kar poveœa mehansko stabilnost in poslediœno olajøa rokovanje

z repliko (œiøœenje, suøenje, opazovanje pod TEM…). Zaradi neravne

povrøine struktur je pod kotom 45° naparjena plast platine ponekod

debelejøa, drugod tanjøa. Razliœne debeline platine pod transmisijskim

elektronskim mikroskopom razliœno absorbirajo elektrone, kar da

kontrastno sliko; FF-TEM slika je tako bolj nazorna (4). 

Slika 11: FF-TEM slike liotropnih TK: a) lamelarna faza; 

b) heksagonalna faza; c) kubiœna faza tipa I 

(merilo 100 nm) (4).

Figure 11: Transmission electron micrographs of freeze fractured

liquid crystals: a) lamellar phase; b) hexagonal phase; 

c) cubic of type I (bar 100 nm) (4). 
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S FF-TEM tehniko lahko natanœno prouœujemo prehode med razliœnimi
fazami liotropnih TK (slika 11) in tako dobimo komplementarne podatke
z ostalimi metodami predvsem z vidika notranje strukture in potencialno
prisotnih defektov, bistven prispevek pa je bil narejen na podroœju
detekcije razliœnih kubiœnih faz. Na podroœju termotropnih TK je manj
raziskav, æe zaradi dejstva, da se FF-TEM klasiœno uporablja za
prouœevanje vodnih sistemov, pa tudi zaradi dejstva, da fazni prehodi
nastopijo pri precej viøjih temperaturah in navadno v ozkem
temperaturnem obmoœju. Kljub temu je mogoœe doloœiti razdaljo enega
obrata pri holesteriœni fazi in strukturo modre faze v zmesi dveh
termotropnih TK. Metoda torej poda doloœene informacije o notranji
strukturi, za bolj podrobne informacije pa je potrebno uporabiti
kvantitativne metode, npr. metode sipanja (16). 

3.3 Rentgensko sipanje
Metode sipanja, med njimi rentgenska in ozkokotna nevtronska
difrakcija ter statiœno in dinamiœno sipanje svetlobe, so ene izmed
najpogosteje uporabljenih metod pri strukturnih raziskavah koloidnih
sistemov, kjer so specifiœne strukture ali delci odgovorni za sipanje
svetlobe (17). Z dobljenimi rezultati pogosto nadgradimo informacije o
strukturi, ki jih dobimo z ostalimi metodami (18). V TK zaznamo
Braggovo sipanje, œe je valovna dolæina svetlobe primerljiva velikosti
molekul oziroma razdalji med plastmi, zato uporabimo rentgensko
sipanje, saj so tipiœne valovne dolæine rentgenske svetlobe okoli 0.1
nm. 

Pri rentgenskem sipanju beleæimo kotno odvisnost intenzitete sipane
svetlobe, kjer urejena mikrostruktura TK daje znaœilne interference.
Tipiœni interferneœni vzorec nastane zaradi znaœilnih ponovitev razdalj
med plastmi d, ki ga izraœunamo po Braggovi enaœbi: 

Enaœba 2

kjer je l valovna dolæina rentgenskih æarkov, n je celo øtevilo, ki pove
red interference in q kot uklona rentgenskih æarkov, pri katerem se
pojavi interferenca. 

Iz Braggove enaœbe vidimo, da sta d in q obratno sorazmerna. Veœje
razdalje med plastmi z ozirom na urejenost na dolge razdalje zaznamo
s tehniko ozkokotne rentgenske difrakcije (SAXS), medtem ko manjøe
razdalje med plastmi glede na urejenost na kratke razdalje (med
sosednjimi molekulami) zaznamo s tehniko øirokokotne rentgenske
difrakcije (WAXS). SAXS je pomemben za natanœno doloœanje razdalj
d v tekoœih kristalih, medtem ko z WAXS lahko ugotovimo izgubo
urejenosti TK v oæjem obmoœju, ki se kaæe kot odsotnost interferenc,
znaœilnih za kristalno stanje (4). Pri lamelarnih liotropnih TK je navadno
razdalja med posameznimi plastmi 3-4 nm ter øirina vrinjenih plasti
vode 2 nm, kar je odvisno od temperature in koncentracije v mejnih
podroœjih lamelarnih plasti. Konfiguracija molekul PAS oz. verig ter
nagnjenost molekul znotraj plasti pa vplivata na odklon od doloœene
vrednosti. Premer cilindrov heksagonalne faze je za faktor 1,3-2 veœji
od dolæine verige PAS, medtem ko je vmesna razdalja med sosednjimi
cilindri 5 nm oziroma 0,8-3 nm v primeru reverznih faz (10).

SAXS metoda ne samo da zazna interference, iz katerih izraœunamo
razdalje med plastmi, ampak tudi omogoœa, da iz zaporedja interferenc
doloœimo tip TK. Zaporedja za razliœne TK so:

a) lamelarni: 1:1/2:1/3:1/4...

b) heksagonalni: 1:1/÷3:1/÷4:1/÷7...

c) kubiœni: 1:1/÷2:1/÷3:1/÷4... ali 1:1/÷4:1/÷5:1/÷6...

3.4 Jedrska magnetna resonanca 
Metoda jedrske magnetne resonance (NMR) poda najbolj natanœne
informacije za doloœitev ureditvenega parametra S, saj lahko jasno
loœimo med razliœnimi molekularnimi segmenti. Pogosto uporabljene
NMR tehnike so: 1H NMR, 2H NMR, 13C NMR (20). Izbira ustrezne
tehnike je odvisna od znaœilnosti sistema; v primeru TK, kjer ima izmed
vseh komponent zgolj lecitin en fosforjev atom, dobimo s 31P NMR zelo
natanœne podatke o razliœnih fazah v odvisnosti od temperature in
vsebnosti vode (19).

1H NMR spektri TK so øiroki, s slabo loœljivostjo, posamiœni vrhovi se
namreœ prekrivajo, zato ni najbolj primerna metoda za prouœevanje TK.
Nasprotno pa se pogosto uporablja pri øtudijah manjøih molekul,
vgrajenih v TK.

Slika 12: Znaœilni 2H-NMR spektri: a) izotropne faze; b) tekoœega
kristala (velikost sklopitve naraøœa s stopnjo anizotropije,
torej je veœja za lamelarne faze v primerjavi s
heksagonalnimi); c) dvofaznega sistema iz izotropne in
anizotropne faze; d) dvofaznega sistema dveh anizotropnih
faz (12).

Figure 12: Typical 2H-NMR spectra of: a) isotropic phase; b) liquid
crystal (magnitude of splitting increases with the degree
of anisotropy, therefore being larger for lamellar phase
than for a hexagonal one); c) a two-phase sample
consisting of isotropic and anisotropic phases; d) a two-
phase sample consisting of two anisotropic phases (12).

Devterijeva jedrska magnetna resonanca (2H NMR) je primerna tehnika
za opazovanje faznih ravnoteæij, ker lahko z njo doloœimo posamezne
faze. Temelji na dejstvu, da v primeru izotropnih faz nastane ozek
singletni signal kvadropolnega jedra kot je 2H, medtem ko pri
anizotropnih fazah nastane dubletni signal zaradi kvadropolne
sklopitve jeder. Anizotropne faze lahko med seboj loœimo tudi po
velikosti sklopitve. Sistemi veœih faz dajejo 2H NMR signale, ki so
sestavljeni iz signalov posameznih faz, kar nam omogoœa njihovo
doloœitev znotraj veœfaznega sistema (slika 12) (12). Kljub temu pa sta
glavni dve pomanjkljivosti metode obœutljivost in sposobnost natanœne
doloœitve faz (20). 

nl
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S 13C NMR dobimo najbolj zanesljive informacije o orientacijski ureditvi
in faznih prehodih; prav tako sta pri tej metodi ustrezni loœljivost in
razmerje signal/øum (20).

3.5 Mikroskopija na atomsko silo 
Princip delovanja mikroskopa na atomsko silo (AFM) temelji na
merjenju medatomske sile med ostro preiskovalno konico
nanometerskih dimenzij in povrøino vzorca. V grobem obstajata dva
naœina delovanja AFM: kontaktni naœin snemanja, kjer je konica v stiku
s povrøino vzorca ter nekontaktni naœin, kjer tipalo ne pride v
neposredni stik s povrøino, kar omogoœa snemanje zelo obœutljivih
vzorcev, kot so npr. polimeri, membrane za ultra- in nanofiltracijo, rahlo
adsorbirane plasti PAS v vodnih raztopinah… Tako dobimo podatke o
topografiji ali nekaterih drugih lastnostih (namagnetenost,
naelektrenost, elastiœnost ...) na izbranih koordinatah na povrøini.
Najpogosteje beleæimo viøino povrøine in tako posnamemo
topografsko sliko izbrane povrøine (21).

AFM se pogosto uporablja za prouœevanje lipidnih dvoslojev, za katere
je znaœilno urejanje v razliœne tipe lamelarnih faz (La, Lb, Lc) v odvisnosti
od temperature. Predvsem v lamelarnih fazah La potekajo øtevilni
bioloøko pomembni procesi, zato so izrednega pomena øtudije
strukturnih in mehanskih lastnosti teh faz, kjer AFM omogoœa
opredelitev topografskih lastnosti v tekoœem mediju (22). 

3.6 Reologija
Sisteme v grobem delimo na idealne ali Newtonske in realne ali ne-
Newtonske. Newtonski sistemi so idealizirane tekoœine (plini, voda,
raztopine topljencev z nizko molekulsko maso, mineralna olja), pri
katerih je viskoznost neodvisna od delovanja sile na sistem in njenega
trajanja. Realne kapljevine, poltrdni in trdni sistemi pa se v glavnem
obnaøajo ne-Newtonsko in so bolj kompleksni. Njihova viskoznost je
odvisna od obremenitve, kar pomeni od delovanja striæne sile na
sistem, za nekatere sisteme pa tudi od œasa delovanja le-te (23).

Za merjenje viskoznosti gelov TK so najbolj primerni oscilacijski
viskozimetri. Ti omogoœajo doloœitev viskoelastiœnih lastnosti TK brez
sprememb v mreæni mikrostrukturi, kar se obiœajno zgodi pri doloœanju
reoloøkih lastnosti z mehaniœno deformacijo. 

Razliœni tipi TK izkazujejo razliœne reoloøke lastnosti. Z veœanjem
urejenosti v mikrostrukturi TK se poveœuje tudi viskoznost. Koeficient
dinamiœne viskoznosti h, ki opisuje viskoznost Newtonskih sistemov, je
velik za kubiœne in heksagonalne mezofaze in niæji za lamelarne.
Viskoznost kubiœnih in heksagonalnih mezofaz je velika zaradi
tridimenzionalne in dvodimenzionalne urejenosti, medtem ko imajo
lamelarne mezofaze zaradi enodimenzionalne urejenosti na dolge
razdalje manjøo viskoznost. Vendar je treba opozoriti, da ti sistemi
izkazujejo pretoœne lastnosti, ki niso Newtonske, ampak plastiœne v
primeru kubiœnih in heksagonalnih faz ter psevdoplastiœne v primeru
lamelarnih faz. Pri termotropnih TK se viskoznost veœa v naslednjem
zaporedju: nematiœni < smektiœni A < smektiœni C (9).

3.7 Diferenœna dinamiœna kalorimetrija 
Termiœna analiza meri toplotne ali temperaturne spremembe vzorca
pri segrevanju ali ohlajanju. Predvsem diferenœna dinamiœna
kalorimetrija (DSC) je zelo primerna metoda zaradi svoje enostavnosti

in cene izvedbe. Fazne prehode spremlja sprememba v prosti energiji
in so posledica spremembe v entalpiji (DH) ali entropiji (DS) sistema.
Spremembe v entalpiji se kaæejo kot endotermni ali eksotermni signali
v odvisnosti od tega, ali se energija porablja (npr. taljenje trdne snovi)
ali sproøœa (npr. rekristalizacija izotropne taline). Prehod iz
kristaliniœnega v amorfno stanje zahteva veliko energije. Prehod iz
kristaliniœnega v TK ali iz TK v amorfno stanje pa tako kot prehod med
razliœnimi kristalnimi stanji porabi majhne koliœine energije. Zato
moramo biti pozorni, da ima merilna naprava primerno obœutljivost in
dovolj nizko mejo detekcije (slika 13).

Slika 13: DSC krivulja tekoœega kristala. 
Figure 13: DSC curve of liquid crystal. 

Entropijsko povzroœene fazne prehode lahko prepoznamo s
spremembo naklona bazne linije, ki nastane zaradi spremembe
specifiœne toplotne kapacitete. Takøni fazni prehodi so zlasti opazni pri
polimernih TK, so entropijsko odvisni in jih smatramo za prehode
drugega reda, kar obiœajno imenujemo steklasti prehod. Spremlja jih
lahko entalpijski efekt, ki oteæuje njihovo detekcijo (9).

4 Uporaba tekoœih kristalov v
farmaciji in kozmetologiji

TK se v farmaciji uporabljajo kot koloidni nosilni sistemi za razliœne
naœine uporabe: oralno, nazalno, dermalno in transdermalno, rektalno,
vaginalno, parenteralno… Imajo veliko sposobnost solubilizacije tako
lipofilnih kot hidrofilnih zdravilnih uœinkovin, poveœajo njihovo kemijsko
stabilnost in omogoœajo nadzorovano sproøœanje. Bistvenega pomena
pri naœrtovanju TK kot nosilnih sistemov je pravilna izbira in razmerje
komponent, ki omogoœajo nastanek TK z æelenimi reoloøkimi
lastnostmi, stabilnostjo, sposobnostjo solubilizacije ter ostalimi
specifiœnimi lastnostmi. 

Predvsem kubiœne faze (faza III) liotropnih TK so primerne tudi za
dostavo proteinskih uœinkovin. Med ukrivljenimi bikontinuiranimi
lipidnimi dvosloji kubiœne faze III se nahaja mreæa vodnih kanalov; s
premerom vodnih por 5 nm, kar je primerljivo z velikostjo globularnih
proteinov. V kubiœnih fazah se nativna konformacija in aktivnost
proteinov ohrani, zaøœiteni so pred encimsko razgradnjo, zaradi
zmanjøane mobilnosti vode je poveœana kemijska in fizikalna stabilnost.
Poveœana kemijska stabilnost cefuroksima v kubiœnih fazah je
posledica visoke viskoznosti in s tem izkljuœitve kisika in reaktivnih
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kisikovih spojin iz sistema. Gel s kubiœnimi fazami je zaøœitil inzulin pred
agregacijo in precipitacijo (izpostavljenost stresnim pogojem: 100
obratov / min, 37 °C, 7 dni) v primerjavi s pufrno raztopino, kjer je priølo
do popolne izgube nativne konformacije (24). Za transdermalno
dostavo peptidov in proteinov (ciklosporina A, dezmopresina in
lizocima) so prouœevali tudi reverzne heksagonalne faze, ki so se
izkazale primerne tako z vidika stabilnosti kot zadræanega sproøœanja
(25).

4.1 Nastanek tekoœih kristalov in situ
TK, ki nastanejo in situ, so primerni predvsem za intramuskularno,
subkutano, oralno, peroralno, rektalno in vaginalno uporabo. Zdravilno
uœinkovino lahko glede na njene fizikalno-kemijske lastnosti vgradimo
v ustrezno micelarno raztopino ali fazo TK z ustrezno nizko
viskoznostjo, ki omogoœa enostavno aplikacijo, ob stiku s telesnimi
tekoœinami ali pri telesni temperaturi pa nastanejo faze TK z bistveno
veœjo viskoznostjo. Poslediœno se podaljøa œas zadræevanja na mestu
vnosa, sproøœanje pa je nadzorovano in odvisno od strukture TK (12).

Kubiœne faze TK, natanœneje kubiœna faza tipa III, so hkrati z reverzno
heksagonalno fazo najbolj raziskane za in situ dostavo. Bistvene
prednosti kubiœnih faz so visoka viskoznost in s tem podaljøan œas
zadræevanja na mestu vnosa, termodinamska stabilnost in ravnoteæje
s preseækom vode (pomembno v primeru preseæka telesne tekoœine).
Gliceril monooleat (GMO) je sintezna amfifilna spojina, ki ob prisotnosti
vode tvori razliœne faze liotropnih TK in je najpogosteje uporabljena
snov za nastanek kubiœnih faz in situ. Zaradi lipolize GMO so kubiœne
faze biorazgradljive, predvsem pa je pomembno, da z naraøœanjem
vsebnosti vode in temperature nastopi fazni prehod sistema GMO /
voda preko lamelarne faze v kubiœno (podroœje slednje je zelo øiroko)
in reverzno heksagonalno. Zaradi nizke viskoznosti lamelarne faze
lahko sistem v taki obliki dostavimo na mesto delovanja (npr. z
injekcijo), ob kontaktu s telesnimi tekoœinami (slina, prebavni sokovi,
solzna in tkivna tekoœina…) pa nastopi fazni prehod (24, 26). 

In situ nastanek kubiœnih faz pri peroralenem vnosu se je izkazal kot
uporaben pristop za zaøœito metaloencima pred razgradnjo v æelodcu.
Za GMO sistem z vgrajenim hidrofilnim encimom so s polarizacijskim
mikroskopom potrdili lamelarno strukturo (po eni in osmih urah
nabrekanja). Slednja je nastala zaradi hitrega privzema vode, hkrati pa
je zaradi nizke viskoznosti priølo do takojønjega sproøœanja encima in
njegove razgradnje v kislem mediju (aktivnost se je zmanjøala za 
85,3 %). Dodatek hidrofobnega magnezijevega trisilikata (MTS) je
omogoœil nastanek kubiœnih faz, ki so omejile nadaljnjo absorpcijo
vode. Volumen vode v vodnih kanalih kubiœne faze se je zmanjøal in s
tem tudi difuzija uœinkovine. MTS je øe dodatno zaøœitil encim, saj so
magnezijevi ioni zviøali pH sistema. Po osmih urah je zaradi dodatne
vezave vode sistem preøel v heksagonalno fazo, iz katere se je encim
hitreje sproøœal (27). 

GMO sistem so prouœevali tudi za peroralen vnos furosemida. Z
nastankom kubiœnih faz in situ so æeleli doseœi zadræano sproøœanje
uœinkovine in podaljøano zadræevanje GMO sistema na mestu
absorpcije (v æelodcu) zaradi mukoadhezivnih lastnosti. Furosemid je
zmanjøal mukoadhezivne lastnosti GMO sistema, hkrati je bil slabo
topen tako v nosilnem sistemu kot v kislem okolju æelodca. Obema
problemoma so se izognili z dodatkom polietilenglikola 400 in
natrijevega fosfata (28).

Z namenom nadzorovanega sproøœanja glukoze, modelne hidrofilne

uœinkovine, so razvili TK s faznim prehodom pri telesni temperaturi.

Pod omenjeno temperaturo so s SAXS meritvami potrdili nastanek

kubiœne faze, nad telesno temperaturo pa nastanek reverzne

heksagonalne faze. In vitro øtudije sproøœanja so nadgradili z in vivo

øtudijami na podganah; po subkutanem injiciranju so s segrevanjem

koæe s toplimi obkladki dosegli nastanek reverznih heksagonalnih faz

s poœasnejøim sproøœanjem in s hladnimi obkladki nastanek kubiœnih

faz s hitrejøim sproøœanjem. Koncentracija uœinkovine v plazmi je bila

konstantna, kar kaæe na potencialno uporabnost omenjenih sistemov

za doseganje konstantnih plazemskih koncentracij po enkratnem

vnosu uœinkovin z daljøim razpolovnim œasom (29).

V raziskavi za lokalno zdravljenje vnetih zobnih æepkov pri paradontalni

bolezni so prouœevali zmes oljne faze (Miglyol 810) in PAS (Cremophor

EL:Cremophor RH 40=4:1) z metronidazolom. Nizka viskoznost

sistema omogoœa dostavo v zobne æepke z injekcijo. S polarizacijskim

mikroskopom so potrdili nastanek razliœnih faz v odvisnosti od

vsebnosti vode: lamelarne (10-20 % vode) in heksagonalne faze (do 40

% vode). Sposobnost posamezne faze za vezavo vode in njene

reoloøke lastnosti so pomembno vplivale na sproøœanje uœinkovine

(30).

4.2 Tekoœi kristali za dermalno in
transdermalno uporabo

TK izkazujejo veliko prednosti predvsem za dermalno uporabo.

Specifiœna struktura PAS, ki se klasiœno uporabljajo kot solubilizatorji,

emulgatorji ali moœljivci v farmacevtskih oblikah za dermalno uporabo,

omogoœa nastanek TK pri viøjih koncentracijah. Za dermalno uporabo

so najbolj primerni liotropni TK z lamelarno strukturo. Njihove prednosti

so velika sposobnost solubilizacije, enostavna izdelava in

termodinamska stabilnost. Strukturna podobnost z medceliœnimi lipidi

v epidermisu in nizka medfazna napetost TK, ki jo doseæemo z uporabo

neionskih PAS, omogoœata poveœano sproøœanje uœinkovine brez

iritacije koæe. Nadalje, lamelarna struktura TK omogoœa vkljuœitev vode

v hidrofilna podroœja dvoslojev, zato se v primerjavi s hidrofilnimi

emulzijami zmanjøa izhlapevanje vode in poveœa hidratacija koæe.

Zaradi tega so pogosto sestavina dermalnih in kozmetiœnih izdelkov z

vlaæilnim delovanjem, saj imajo ugodno konsistenco in puøœajo prijeten

obœutek na koæi. Prav tako se uporabljajo za zaøœito obœutljivih snovi,

kot so vitamini in antioksidanti v dermalnih pripravkih (31-33). TK so

zelo pomembni tudi za stabilizacijo hidrofilnih emulzij in krem, saj

zaradi preseæka PAS (pogosto zaradi dodatka maøœobnih alkoholov)

okrog kapljic notranje faze nastanejo podroœja TK, kar poveœa

viskoznost in ovira gibanje kapljic, ter tako poveœa fizikalno stabilnost

sistema (33, 34). 

Nesseem je v svoji øtudiji dokazala, da so TK primeren sistem za

dermalno dostavo itrakonazola. Itrakonazol, vgrajen v kremo z

lamelarnimi TK, je izkazoval boljøo protimikrobno aktivnost v primerjavi

s hidrofilnim gelom (enofazni sistem) ali hidrofilno kremo (dvofazni

sistem). Pri metodi difuzije v agarju je bil namreœ pas inhibicije najøirøi

pri kremi z lamelarno fazo (32).

Sproøœanje klorheksidin diacetata iz lamelarnih in heksagonalnih faz

TK za dermalno uporabo so vrednotili s Franz-ovimi difuzijskimi
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celicami. Uœinkovina se je poœasneje sproøœala iz lamelarne faze, kar

so razloæili s hitrim privzemom vode v lamelarno strukturo (35). 

4.3 Zdravilne uœinkovine z lastnostmi
tekoœih kristalov

Zdravilne uœinkovine lahko zaradi svoje specifiœne strukture tvorijo TK

v odvisnosti od temperature ali ob dodatku topila. Zdravilne uœinkovine

z nizko molekulsko maso, ki izkazujejo lastnosti mezogenov, so iz

skupine nesteroidnih antirevmatikov (npr. diklofenak), antimikotikov

(npr. itrakonazol), antibiotikov (nafcilin), protitumornih uœinkovin

(metotreksat)… Tudi nekatere makromolekulske uœinkovine tvorijo TK,

kot npr. nafarelin iz skupine LHRH agonistov, kalcitonin za zdravljenje

osteoporoze… Med zdravilnimi uœinkovinami v obliki TK in TK kot

nosilnimi sistemi ali bioloøkimi strukturami v obliki TK lahko pride do

vzajemnega uœinka (4, 7). 

Za izboljøanje transdermalne dostave hidrofilnega propranolola so kot

predzdravilo sintetizirali propranolol palmitat in propranolol stearat,

amfifilna derivata z boljøo permeabilnostjo. Pri hidrolizi pa se sprostijo

maøœobne kisline, ki delujejo kot pospeøevalci absorpcije. Oba

derivata tvorita liotropne TK. Kot topilo so uporabili meøanico etanola

in vode in nastal je transparenten gel z lamelarno strukturo. Z in vitro in

in vivo øtudijami so dokazali poveœano transdermalno absorpcijo iz

gela z lamelarno strukturo v primerjavi s kontrolnim karbomernim gelom

kakor tudi nizko stopnjo iritacije (36).

4.4 Uporaba tekoœih kristalov v
kozmetologiji

Liotropni TK se zaradi ustreznih reoloøkih lastnosti uporabljajo v

øamponih, gelih za tuøiranje ali za lase, tekoœih milih itd., medtem ko

se termotropni holesteriœni TK zaradi spreminjanja barve s temperaturo

pogosto uporabljajo v kozmetiœnih izdelkih kot so npr. senœila za oœi in

laki za nohte (4).

5 Zakljuœek
Notranja struktura TK vpliva na njihove lastnosti, natanœno poznavanje

strukture pa ima pomembno vlogo pri naœrtovanju in izdelavi TK kot

nosilnih sistemov glede na æelen uœinek za doloœen namen uporabe.

Za ugotavljenje strukture obstaja doloœen nabor metod, kot so:

polarizacijska mikroskopija, TEM, rentgensko sipanje, NMR, AFM, DSC,

reoloøke meritve, idr. Veœinoma se posluæujemo kombinacije metod,

da dobimo celovito sliko o strukturi TK, kar nam omogoœi ustrezno

razlago in vitro in in vivo rezultatov sproøœanja uœinkovin, zaøœite pred

stresnimi dejavniki… Omenjene tehnike so zato nenadomestljivo orodje

pri razvoju koloidnih nosilnih sistemov, med katerimi zavzemajo

pomembno mesto tudi TK. 
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1 Uvod
Poleg tega, da matiœne celice, osamljene iz nekaterih zobnih in
obzobnih tkiv, omogoœajo prouœevanje specifiœnih mehanizmov njihove
proliferacije in usmerjene diferenciacije, predstavljajo  tudi potencialno
osnovo za tkivno inæenirstvo oziroma regenerativno zobozdravstvo.
Sicer pa imamo danes v sploønem za izdelavo tkivno-inæenirskih
pripravkov na voljo dve osnovni populaciji matiœnih celic, in sicer
embrionalne (EMC) in somatske matiœne celice odraslih tkiv. Za prve
je znaœilna pluripotentnost, kar pomeni, da lahko iz njih v ustreznih
pogojih in vitro pripravimo katerokoli telesno tkivo, pri œemer pa je
njihova uporaba, predvsem zaradi etiœnih zadrækov, potencialne
tumorigenosti in alogenskega porekla, øe vedno omejena le na
eksperimentalno podroœje. Za razliko od EMC pa so somatske matiœne

celice odraslih, najpogosteje avtolognih, lahko pa tudi tkivno skladnih

alogenskih tkiv, laæje dostopne in etiœno povsem neoporeœne ter se

zato, ne glede na njihov bolj ali manj omejen diferenciacijski potencial,

brez zadrækov  uporabljajo v terapevtske namene (1). Med njimi so

poleg krvotvornih, najbolj uporabne mezenhimske matiœne celice (MSC

- Mesenchymal Stem Cells), ki so lahko mezodermalnega in

nevroektodermalnega izvora. Njihovi pomembni znaœilnosti sta

bistveno manjøa tumorigenost v primerjavi z EMC in neimunogenost,

kar jim omogoœa znaœilno prednost pred uporabo drugih vrst matiœnih

celic v tkivnem inæenirstvu oziroma regenerativni medicini (2). Po

rojstvu in tekom æivljenja jih najdemo v øtevilnih razliœnih tkivih, npr.: v

popkovnici, kostnem mozgu, maøœobnem (adipoznem) tkivu, lasnih

meøiœkih, zobni pulpi, ... Njihova plastiœnost jim omogoœa diferenciacijo

Matiœne celice iz zobnega in obzobnega
tkiva ter njihova potencialna uporaba v
regenerativnem zobozdravstvu
Stem cells from dental and periodontal tissue and
their possible applications in regenerative dentistry
Maja Maruøiå, Matjaæ Jeras

Maja Maruøiå, mag. farm., Kemijski inøtitut, Hajdrihova 19, 1001 Ljubljana, Slovenija
doc. dr. Matjaæ Jeras, mag. farm., Fakulteta za farmacijo, Aøkerœeva 7, 1000 Ljubljana, Slovenija

Povzetek: Tako kot v øtevilnih drugih œloveøkih tkivih, so tudi v zobnem in obzobnem tkivu prisotne populacije razliœnih matiœnih in predniøkih
celic. Zaradi njihove dostopnosti ter sposobnosti samoobnavljanja in diferenciacije v doloœene vrste specifiœnih tkivnih celic, postajajo vse
pogostejøi predmet intenzivnih raziskav v regenerativnem zobozdravstvu. Pri nadomeøœanju izgubljenih zob tako vse bolj pridobiva na pomenu
moænost njihove naravne regeneracije iz lastnega tkiva, s œimer bi lahko v veliki meri nadomestili klasiœno uporabo protetiœnih nadomestkov. Pri
tem gredo prizadevanja raziskovalcev v smer uporabe ustreznih matiœnih celic za izdelavo bio-zoba, ki bi imel vse funkcionalne lastnosti
naravnega tkiva.  Trenutno potekajo intenzivne raziskave predvsem na podroœju ugotavljanja diferenciacijskega potenciala izbranih populacij
matiœnih celic, osamljenih bodisi iz zobne pulpe ali obzobnih oziroma paradontalnih tkiv. Ne glede na to, da so obeti, ki jih, tako kot na drugih
podroœjih, ponujajo matiœne celice tudi v sodobnem zobozdravstvu, izjemni, pa nas do popolne regeneracije zobnega tkiva kot obiœajnega
terapevtskega posega øe vedno loœijo øtevilne tehniœne in druge ovire.

Kljuœne besede: matiœne celice, zobna pulpa, parodontalno tkivo, tkivno inæenirstvo, bio-zob

Abstract: Like in many other human tissues, various populations of stem and precursor cells can  be found also in dental and periodontal tissues.
Due to their accessibility as well as self-renewing and differentiation potential, they are becoming an attractive and important research subject
in regenerative dentistry. When replacing lost teeth, the advantages of natural dental regeneration from patient’s own tissue over all kinds of
implants are gaining more and more interest, thereby stimulating intensive research and development in the field of bio-tooth engineering, based
on  the selection and use of appropriate stem cells. An important part of research is currently being carried out in order to determine differentiation
potentials of various stem cell populations, isolated from the dental pulp or periodontal tissues. Although stem cells are a promising tool also in
modern dentistry, there are many technical obstacles and limitations still to be overcome before a complete tooth tissue regeneration could be
clinically applicable.

Key words: stem cells, dental pulp, periodontal tissues, tissue engineering, bio-tooth
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v adipocite, hondrocite in osteocite, pod doloœenimi pogoji pa celo v
celiœne linije nemezodermalnega izvora (3).

2 Lastnosti matiœnih celic zobnih
in obzobnih tkiv

Zobne matiœne celice so populacija matiœnih celic odraslih tkiv z
izrazitim proliferacijskim in s tem tudi samoobnovitvenim potencialom,
poleg tega pa je zanje znaœilna tudi sposobnost diferenciacije v veœ
razliœnih tkivno-specifiœnih celiœnih linij. Æe kar nekaj œasa je znano, da
lahko matiœne celice iz zobne pulpe tvorijo temu tkivu podoben
kompleks, sestavljen iz mineraliziranega matriksa s tubuli in
odontoblasti ter oæiljenega fibroznega tkiva (4). Poleg tega pa lahko, v
ustreznih pogojih in vitro, diferencirajo tudi v druge celiœne vrste, kot so
naprimer adipociti ali æivœne celice (5).

Za vse matiœne celice je znaœilen koncept tkivnih celiœnih niø, ki
predstavljajo specifiœno tkivno mikrookolje, z vsemi dejavniki,
potrebnimi za njihovo proliferacijo in usmerjeno diferenciacijo ter s tem
za vzdræevanje njihovega samoobnovitvenega potenciala (6). V zobnih
tkivih je prisotnih veœ razliœnih vrst takønih niø, ki jih najdemo veœinoma
ob krvih æilah oziroma v perivaskularnem obmoœju. Predvidevajo, da
so vpletene v procese obnavljanja zobovine. V srediøœu vsake od njih
je materinska matiœna celica s praktiœno neomejeno samoobnovitveno
sposobnostjo. V prisotnosti ustreznih draæljajev iz nje z mitozo nastajajo
hœerinske celice s predniøkimi lastnostmi, ki imajo sicer omejen
samoobnovitveni, a zato poveœan proliferativni potencial. Te nato pod
vplivom zunanjih stimulatornih signalov diferencirajo v doloœene bolj
specializirane tkivne celiœne linije. Tako se pri razliœnih poøkodbah
zobnega tkiva sproæijo signalne poti, ki lahko aktivirajo matiœne in
predniøke celice ter s tem vplivajo na nastanek in migracijo
diferenciranih odontoblastov na mesto poøkodbe (7). 

Lastnosti razliœnih tkivnih MSC zelo pogosto primerjamo z zelo dobro
raziskanimi fenotipskimi in funkcijskimi znaœilnostmi mezenhimskih
stromalnih matiœnih celic iz kostnega mozga (BMMSC - Bone –Marrow-
derived Mesenchymal Stromal Cells). Kljuœna razlika med matiœnimi
celicami, osamljenimi iz zobnih in obzobnih tkiv ter BMMSC je v tem,
da so prve zadolæene predvsem za razvoj zobnih (odontogenih), druge
pa zlasti kostnih (osteogenih) celiœnih linij. Œeprav  obe populaciji celic
zelo podobno uravnavata izraæanje skoraj identiœnega profila
proteinov, pa sta za matiœne celice iz zobnih in obzobnih tkiv znaœilna
viøja stopnja proliferacije ter veœji razvojni potencial v smeri
nevrogeneze, pri œemer sta njihovi sposobnosti diferenciacije v
hrustanœno in maøœobno tkivo nekoliko manjøi, v primerjavi z BMMSC
(8). Obe skupini matiœnih celic izraæata vrsto enakih povrøinskih
molekul, med katere sodijo: CD44, CD106, CD146, 3G5 in Stro-1,
poleg tega pa tudi proteine, povezane z mineralizacijo tkiv - alkalno
fosfatazo, osteokalcin in osteopontin (9).

3 Vrste matiœnih celic zobnih in
obzobnih tkiv

Glede na njihov diferenciacijski potencial lahko matiœne celice iz
zobnih in obzobnih tkiv razdelimo v dve osnovni skupini. V prvo sodijo
tiste, osamljene iz zobne pulpe (DPSC - Dental Pulp Stem Cells), iz
zobne pulpe izdrtih mleœnih zob (SHED - Stem cells from Human
Exfoliated Deciduous teeth) ter iz zobne papile (SCAP - Stem Cells
from Apical Papilla). Drugo skupino pa tvorijo celice obzobnih
(parodontalnih) tkiv, in sicer matiœne celice parodontalnega ligamenta
(PDLSC - Periodontal Ligament Stem Cells) ter predniøke celice
zobnega meøiœka (DFPC - Dental Follicle Precursor Cells). 

Za DPSC je znaœilno, da imajo v pogojih in vitro poleg zobotvornega
(odontogenega) tudi adipogeni in nevrogeni rastni potencial. V novejøih
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Slika 1: Anatomija zoba (14).
Figure 1: Tooth anatomy (14).
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raziskavah pa poroœajo tudi o njihovi sposobnosti diferenciacije v
hrustanœno, kostno in celo miøiœno tkivo (5, 10). Potem, ko so jih, skupaj
z nosilcem iz  hidroksiapatita/trikalcijevega fosfata vsadili v imunsko
oslabljene miøke, je priølo do ektopiœnega nastanka kompleksa zobna
pulpa-zobovina (4). Celice SHED lahko razmeroma enostavno osamijo
iz zobne pulpe izpuljenega sekalca. Odvisno od pogojev njihovega
gojenja in vitro, se lahko razvijejo v fibroblastom podobne adherentne
celiœne kulture ali pa v æivœne matiœne celice, ki v gojilni posodi
spontano tvorijo znaœilne celiœne skupke, nevrosfere. Poleg tega lahko
diferencirajo v odontoblaste, adipocite ali æivœne celice, in vivo pa
spodbujajo tvorbo zobovine in kostnega tkiva. Za razliko od DPSC niso
sposobne regenerirati celotnega kompleksa zobovina-pulpa (11).
Celice SCAP lahko osamimo iz zobne papile stalnih zob, a le v toœno
doloœeni zgodnji fazi njenega razvoja, saj z zorenjem zoba iz tega tkiva
nastaja zobna pulpa. Glede na njihove lastnosti, ki so podobne tistim,
ki jih izkazujejo celice zarodnega tkiva in se kaæejo v obliki manjøe
diferenciranosti, v primerjavi z DPSC, imajo veœjo sposobnost za
obnavljanje zobovine (1, 8). Celice PDLSC lahko pridobimo iz povrøine
zobne korenine. V specifiœnih pogojih in vitro diferencirajo v tkivo, ki je
podobno parodontalnemu, pri œemer pa je njihov osteogeni potencial
razmeroma majhen (12). Njihova aktivnost in vivo je specifiœno
usmerjena v regeneracijo cementno-parodontalne ligamentne strukture
(8). Predniøke celice parodontalnih tkiv DFPC so prisotne tudi v
zobnem meøiœku, ki v zobni zasnovi, pred izraøœanjem zoba,
predstavlja ektomezenhimsko tkivo. Diferencirajo v zreli parodontalni 

aparat, ki ga sestavljajo alveolarna kost, celice parodontalnega
ligamenta in cement. Poleg tega pa jih lahko v pogojih in vitro
diferenciramo tudi v druge celice mezenhimskega izvora, naprimer v
hondrocite in adipocite (13).

4 Uporaba matiœnih celic v
regenerativnem zobozdravstvu

Zanesljiva identifikacija in karakterizacija matiœnih in predniøkih celic v
zobnem in obzobnem tkivu postajata vse pomembnejøi s staliøœa
njihove potencialne uporabe za kliniœno zdravljenje oziroma za
regeneracijo poøkodovanih zob. V regenerativnem zobozdravstvu bi
naœeloma poleg somatskih matiœnih celic odraslih tkiv lahko uporabljali
tudi pluripotentne EMC, a kot smo æe omenili, je njihova uporaba zaradi
razliœnih vzrokov trenutno moœno vpraøljiva, zato pa se morda odpirajo
nove potencialne moænosti, ki temeljijo na moænosti priprave  induciranih
pluripotentnih matiœnih celic (iPSC – induced Pluripotent Stem Cells),
ki nastanejo z reprogramiranjem zgodnjih embrionalnih genov v odraslih
somatskih celicah, naprimer koænih fibroblastih, in vitro (15). 

Za regeneracijo celega zoba je zelo uporaben zobni brstiœ, ki izraøœa
iz zobne zasnove, nujno potrebne za nastanek zob, sestavljene iz
dentalne lamine ter pod njo zgoøœenega mezenhimskega tkiva, in ki
vsebuje vse potrebne vrste celic, medtem ko za obnovo posameznega
zobnega tkiva zadostuje æe nekaj osnovnih vrst matiœnih celic (8).
Trenutno prouœujejo uporabo kombinacije mezenhimskih (MSC) in
epitelijskih zobnih celic in vitro, ki omogoœa nastanek zobne zasnove,
iz katere bi se lahko razvil funkcionalen zrel zob. Epitelijske matiœne
celice v ustreznih pogojih diferencirajo v ameloblaste, ki zaœnejo
proizvajati sklenino, njihova pomanjkljivost pa je v tem, da po
izraøœanju zoba izginejo oziroma se njihovo øtevilo tako zelo zmanjøa,

da jih je zelo teæko najti in osamiti. Za razliko od njih pa so MSC veliko
laæje dostopne. Sodelujejo pri regeneraciji zobovine, zobne pulpe in
obzobnih oziroma parodontalnih tkiv (16). Ker so zobne epitelijske
matiœne celice teæko dostopne, intenzivno raziskujejo uporabnost
epitelijskih matiœnih celic, osamljenih iz drugih tkiv, naprimer iz
kostnega mozga ali koæe, ki naj bi imele sposobnost diferenciranja v
ameloblastno celiœno linijo (17). Za obnovo zobovine in zobne pulpe
lahko uporabimo celice DPSC, SHED ali SCAP, in sicer v kombinaciji
z umetnimi nosilnimi ogrodji in rastnimi dejavniki, ki vzpodbujajo njihovo
diferenciacijo in s tem rekonstrukcijo æelenega tkiva (16). Celice PDLSC
in DFPC pa so, kot smo æe omenili,  primerne predvsem za
regeneracijo parodontalnega aparata. 

Po drugi strani pa  bi lahko plastiœnost oziroma diferenciacijski
potencial matiœnih celic iz zobnega in obzobnega tkiva izkoristili tudi za
pripravo drugih vrst tkivnih celic, naprimer osteoblastov (18). Iz
parodontalnega ligamenta so osamili tudi æivœne matiœne celice, ki bi
jih morda lahko uporabili za celiœno inæenirske pripravke, namenjene
zdravljenju nevrodegenerativnih motenj, kot so Alzheimerjeva in
Parkinsonova bolezen ter multipla skleroza (19).

5 Tkivno-inæenirski pristopi pri
pripravi bio-zoba

V zadnjem desetletju je reparativno zobozdravstvo temeljilo na uporabi
zobnih vsadkov, ki seveda niso proizvod naravnega razvoja zoba in
zato nimajo prave strukturne povezave z alveolarno kostjo (8). Trenutna
prizadevanja so zato usmerjena k pripravi takega bio-zoba, ki bi se
lahko v celoti integriral v œeljust in vrøil vse funkcije naravnega zoba. Pri
tem je zelo pomembno dobro poznavanje in izkoriøœanje mehanizmov
naravne regeneracije zobnih in obzobnih tkiv, predvsem naœinov
poveœanja celiœne migracije in proliferacije na mesto poøkodbe ter
vplivanja na lastnosti celiœnih populacij, ki v tem procesu sodelujejo.
Slednje lahko doseæemo z uporabo specifiœnih kemotaktiœnih in rastnih
signalov, ki jih posredujejo predvsem topni biogeni dejavniki. Prav tako
je za uœinkovito celjenje in regeneracijo bistvena zadostna
prekrvljenost  poøkodovanega mesta, kar je naloga angiogenih (æilnih)
rastnih dejavnikov, npr. rastnega dejavnika æilnega endotelija VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) (7).

Za tkivno-inæenirsko pripravo bio-zoba moramo najprej zagotoviti dovolj
velik vir ustreznih matiœnih celic, ki bi morale naœeloma biti dostopne
tudi v zobnem in obzobnem tkivu starejøih bolnikov. Takøne celice je
nato potrebno namnoæiti in vitro ter jim zagotoviti ustrezno nosilno
ogrodje in mikrookolje, ki bosta omogoœala nadzorovan tridi men -
zionalni razvoj bio-zoba v pogojih ex vivo. Novonastalo zobno tkivo
mora imeti sposobnost za nadaljno rast po implantaciji, preko katere bo
priølo do tvorbe stabilnega kompleksa korenina-parodontalni aparat
ter s tem do pravilnega izraøœanja zoba na toœno doloœenem mestu v
œeljusti. Zato je zelo pomemben tudi natanœen nadzor oblike in velikosti
takega novo nastajajoœega zoba (17). 

V øtevilnih eksperimentih razvoja bio-zoba so v æivalskih modelih in v
modelih in vitro preizkusili veœ razliœnih pristopov. Eden od njih temelji
na rekombinaciji epitelijskih in mezenhimskih komponent, interakcije
med njimi pa lahko vzpostavijo na relaciji tkivo-tkivo, tkivo-celica ali
celica-celica (20). Poleg naravnih, zelo pogosto uporabljajo tudi
umetna nosilna ogrodja, ki posnemajo naravno tkivno okolje oziroma
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medceliœnino, in sicer z zagotavljanjem ustreznih lastnosti, kot so:
biokompatibilnost, mehanska trdnost, sposobnost celiœne adhezije in
proliferacije ter nadzorovana bioloøka razgradnja nosilnega materiala
(21). V ta namen uporabljajo hidroksiapatit, kolagen, hitosan, ter
polimere, pripravljene na osnovi glikolne in/ali mleœne kisline. Eden
izmed moænih pristopov je tudi soœasna uporaba matiœnih celic,
naseljenih na tridimenzionalne nosilce z dodanimi rastnimi dejavniki,
naprimer: fibroblastnim rastnim dejavnikom FGF (Fibroblast Growth
Factor), kostnim morfogeneznim proteinom BMP (Bone Morphogenetic
Protein) in rastnim dejavnikom iz trombocitov PDGF (Platelet-Derived
Growth Factor), ki vsi pospeøujejo uspeøno transplantacijo in
diferenciacijo matiœnih celic (22). Æal pa se pri uporabi nosilcev,
predvsem tistih, izdelanih iz umetnih materialov, øe vedno sreœujemo
s øtevilnimi pomanjkljivostimi, saj nekateri med njimi med bioloøko
razgradnjo sproøœajo kisle produkte, ki povzroœajo neæelene uœinke na
zobnem tkivu, lahko pa izzovejo tudi neæelene imunske reakcije. Poleg
tega nosilci omejujejo signalizacijo med celicami in zunajceliœnino ter
dostavo hranilnih snovi in odstranjevanje presnovkov, kar oboje ovira
pravilno diferenciacijo in morfogenezo zobnega tkiva (17). Ena izmed
moænih reøitev je uporaba takønih nosilnih materialov, ki vsebujejo
naravne proteine zunajceliœnine (21). Alternativni pristop za pripravo
bio-zoba predstavlja uporaba celiœnega skupka, v katerem se v veliki
gostoti nahajajo razliœne matiœne celice, predhodno osamljene iz
zobnih in obzobnih tkiv, med katerimi lahko intenzivno potekajo
naravne medceliœne interakcije ter adhezijski in migracijski procesi
(17). Skupki  raznovrstnih zobnih celic v takøni prostorsko omejeni
tridimenzionalni kulturi imajo sposobnost izloœanja nove zunajceliœnine,
ki nato predstavlja naravno ogrodje zoba (23). Eden od moænih naœinov
izdelave bio-zoba temelji na himernem inæenirstvu, ko z uporabo
raznovrstnih epitelijskih in mezenhimskih matiœnih celic razliœnih
darovalcev zagotovimo njihovo hitro pomnoæevanje in rekonstituiranje
v himerni tkivni konstrukt (17). Preizkuøajo tudi postopke, ki temeljijo
na genskem inæenirstvu in pri katerih  izvedejo dostavo specifiœnih

diferenciacijskih genov v sprejemne celice tako, da se te nato
preobrazijo v æelene celiœne linije (24). Vse opisane metode lahko
medsebojno kombiniramo oziroma jih  na razliœne naœine
dopolnjujemo. Takøen primer je naprimer naselitev mezenhimskih
matiœnih celic iz zobne papile na umetno, biorazgradljivo nosilno
ogrodje, pri œemer nastane bio – zobna korenina, tej pa nato dodajo øe
matiœne celice parodontalnega ligamenta in pripravek vsadijo v œeljust,
œemur sledi øe rekonstruiranje zobne krone (25). 

6 Izzivi prihodnosti in ovire
sedanjosti

Œeprav so novejøi izsledki raziskav na podroœju regenerativnega
zobozdravstva zelo obetavni, pa bo za njihovo kliniœno uporabo
potrebno premostiti kar nekaj kljuœnih ovir. Ena od teh je imunogenost
alogenskih zobnih matiœnih celic na imunski sistem prejemnika oziroma
ugotavljanje pod kakønimi pogoji le-te ne bi mogle veœ izzvati økodljivih
imunskih odzivov, ki lahko pripeljejo do zavrnitve presadka (8). Znano
je dejstvo, da MSC, osamljene iz kostnega mozga alogenskega
darovalca aktivno zavirajo alogenske imunske odzive prejemnika,
vendar pa sta pri njihovi uporabi nujno potrebna skrben nadzor in
prepreœevanje morebitnih neæelenih celiœnih transformacij.  V nekaterih
raziskavah so namreœ ugotovili, da so lahko posamezne MSC genetsko
nestabilne, to pa pomeni, da bi se lahko  preobrazile tako, da bi v
prejemniku nastalo  tumorsko tkivo (26). Poleg samih matiœnih celic
igrajo v tkivnem inæenirstvu izjemno pomembno vlogo tudi øtevilne
specifiœne signalne molekule in rastni dejavniki, zato moramo v
procesu odontogeneze in vitro zagotoviti njihovo prisotnost ter tako
omogoœiti ustrezno uravnavanje zaporednih razvojnih stopenj na novo
nastajajoœega zobnega tkiva (17). Dodatna teæava, s katero se
sooœamo pri pripravi bio-zoba, je zagotavljanje ustrezne oblike in
velikosti takega tkivno-inæenirskega pripravka. Glede na to, da je v
œloveøkem zobovju prisotnih najmanj 8 razliœnih oblik zob, je nujno

Slika 2: Primer tkivno-inæenirske priprave bio- zoba s kombinacijo veœ razliœnih postopkov (17, 25).
Figure 2: An example of tooth tissue engineering, combining different approaches (17, 25).
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potrebno, da zaradi funkcionalnih in estetskih razlogov oba omenjena
parametra uspeøno nadzorujemo in obvladujemo. V ta namen lahko
uporabimo kombinacijo mezenhimskih in epitelijskih matiœnih celic, v
toœno doloœenem razmerju ali pa skuøamo na to vplivati z razliœnimi
nosilnimi ogrodji, ki pa se æal øe vedno preveœkrat izkaæejo kot  za
neustrezna (27, 28). Zelo pomembna sta tudi poloæaj in celovita
vgradnja oziroma integracija  bio-zoba v œeljust, za kar moramo
zagotoviti ustrezno prekrvljenost tkiva in takøno mikrookolje, ki bo
omogoœalo popolno vraøœanje in nadaljnji razvoj implantata. Ena od
privlaœnih moænosti bi bila priprava takønega bio-zoba, ki bi imel
sposobnost samostojnega izraøœanja na toœno doloœenem mestu v
œeljusti, kar pa je trenutno izjemno zahtevna naloga, ki naj bi bila
odvisna od priprave in uporabe zobnega meøiœka (29). Omejena
dostopnost in øtevilo matiœnih celic, prisotnih v zobnih in obzobnih
tkivih odraslih ljudi, predstavljata pomembni oviri pri njihovi uporabi.
Njihova osamitev je namreœ moæna le v toœno doloœeni fazi razvoja
zobnega tkiva, njihovo celokupno øtevilo pa se s staranjem izrazito
zmanjøuje, zato bo v prihodnosti potrebno najti alternativne vire
primernih matiœnih celic oziroma razviti tehnike uœinkovitega gojenja
majhnega izhodnega øtevila teh dragocenih gradnikov œloveøkega
organizma (1, 7).

7 Sklep
Na podroœju regenerativne medicine potekajo intenzivne raziskave
razliœnih vrst matiœnih celic ter razvoj z njihovo uporabo povezanih
terapij. Tudi v okviru zobozdravstva se matiœne celice sicer poœasi, a
zanesljivo uveljavljajo kot privlaœna alternativa obstojeœim reparativnim
metodam, ki trenutno øe vedno temeljijo na uporabi umetnih vsadkov.
Njihovo potencialno uporabnost podpirajo nova spoznanja na podroœju
razumevanja zapletenih procesov razvoja in regeneracije zobnega
tkiva ter razvoj tkivnega inæenirstva z  moænostjo uporabe naravnih
nosilnih materialov za pripravo tkivnih nadomestkov. Kljub temu pa
moramo biti glede uporabe razliœnih matiœnih celic in z njimi povezanih
priœakovanj øe vedno previdni, saj je izdelava bio-zob zaradi øtevilnih
tehniœnih omejitev in trenutnih ovir øe precej daleœ od rutinske kliniœne
prakse. Seveda pa se lahko æe v tem trenutku strinjamo, da omenjene
celice predstavljajo izjemno obetavno orodje za izboljøanje kakovosti
œloveøkega æivljenja v bliænji prihodnosti. Z nekaj optimizma lahko torej
priœakujemo, da bosta vse boljøe poznavanje in obvladovanje njihovih
lastnosti razmeroma kmalu privedla do pomembnega preboja tudi na
tem podroœju.
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Novosti iz sveta farmacije

Evropska agencija za zdravila in
Ameriøka agencija za hrano in
zdravila pripravljata pilotni
program soœasne evaluacije vlog
za t.i. »Quality by design«

dr. Petra Slanc Moæe

Evropska agencija za zdravila (EMA) in Ameriøka agencija za hrano in
zdravila (FDA) sta v fazi zaœetka triletnega, pilotnega programa, ki bo
omogoœal soœasno evaluacijo relevantnih podatkovnih komponent
kakovosti poznanih pod t.i. »Quality by design« (QbD), ki so predmet
novih vlog na obeh agencijah hkrati. Zaœetek pilotnega programa je bil
naœrtovan za 1. april 2011.

QbD v farmaciji vkljuœuje sistematiœno in znanstveno utemeljen pristop
k razvoju in proizvodnji zdravil z namenom zagotoviti œim boljøo kakovost
izdelkov. Øtevilne smernice in dokumenti v smislu »vpraøanja in
odgovori« so bili na omenjeno temo izoblikovani iz strani International
Conference on Harmonisation (ICH) z namenom œim laæje
implementacije QbD v prakso. Ob upoøtevanju globalne perspektive za
farmacevtsko proizvodnjo in z namenom usklajenega izvajanja
konceptov, ki jih je postavila ICH, so se strokovnjaki iz obeh agencij
zedinili, da bi morali izmenjati menja na realnih vlogah. V okviru
omenjenega pilotnega programa, bosta obe agenciji neodvisno ocenili
posamezne dele vlog, primernih za QbD (npr. razvoj). Po pregledu pa
se bosta nato posvetovali z namenom, skupnega seznama vpraøanj in
usklajenega ocenjevanja odgovorov vlagateljev.

V Evropi bodo predmet programa nove vloge za pridobitev dovoljenja za
promet, spremembe tip II pa bodo vkljuœene na osnovi posameznega
primera. V Ameriki pa bodo v program vkljuœene nove vloge za odobritev
(NDA) oz. dopolnitve pred odobritvijo (prior-approval supplements
(sNDA)). Pilotni program bo zaenkrat zajemal le kemijske entitete. Kljub
temu pa bo samo sodelovanje in izoblikovanje skupnega pogleda na
izvajanje QbD segal tudi na druga podroœja. Sodelovanje v programu je
iz strani vlagateljev zaenkrat prostovoljno. Predviden zakljuœek pilotnega
programa je naœrtovan za 31. marca 2014.

Vir: EMA Press release16/03/2011

Uporaba medicinskih pripravkov
naravnega izvora, ki vsebujejo
tujon

dr. Petra Slanc Moæe

Med pregledom EMA (Evropska agencija za zdravila) monografije
pravega pelina - Artemisia absinthium L. (EMA/HMPC/234463/2008) in
æajblja Salvia officinalis L. (EMA/HMPC/331653/2008), je postalo oœitno,

da se vsi ocenjevalci niso strinjali z oceno tveganja uporabe pripravkov,
ki so vsebovali zdravilne rastline, ki vsebujejo tujon. Tujon je tradicionalno
obravnavan kot hud nevrotoksin. Mehanizem delovanja je vezan na
modulacijo GABA-receptorjev. Tujon se v rastlinah pojavlja kot meøanica
dveh oblik a in b. Od obeh oblik je a-oblika 2 do 3-krat bolj aktivna v
primerjavi z obliko b. Tujon je prisoten v eteriœnih oljih øtevilnih zdravilnih
rastlin (Preglednica spodaj). Prisoten pa je tudi v vrstah Juniperus spp in
Cedrus spp, vendar pa podatkov o vsebnosti øe ni navoljo.

Jabolko spora ocenjevalcev je bila doloœitev zgornje meje dnevnega
vnosa, ki je bila v primeru pelina doloœena na 3,5 mg/osebo, pri æajblju
pa 5,0 mg/osebo pri dvotedenski uporabi. Po pregledu vseh do sedaj
objavljenih øtudijah je preliminarno uradno staliøœe EMA da:
Øtudije na æivalskih modelih popisujejo zastrupitve in da so relevantne
tudi za ljudi, vendar pa je odnos med odmerkom in uœinkom negotov.
Glede na øtudije nizki odmerki (1,5-3,85 mg) nimajo oziroma imajo malo
izraæen uœinek, v nasprotju z viøjimi odmerki (15 mg), ki imajo oœiten
vpliv na centralno æivœevje. Priporoœeno je, da se vsebnost tujona v
pripravkih jasno doloœi in da odmerki med 3-7 mg/dan ne predstavljajo
veœjega tveganje. Za viøje koncentracije pa je potrebna dolo -
œitev/ocenitev tveganja za vsak pripravek posebej. Dnevni vnos tujona
s hrano do 1 mg v povpreœju naj ne bi predstavljal poveœanje tveganja.
V primeru dodatnega vnosa tujona pri uporabi pripravkov z zdravilnimi
rastlinami, ki vsebujejo tujon pa je bil dnevni dovoljeni vnos za slednje
zniæan na 6 mg/dan na raœun moæenga vnos s hrano.

Viri:
• Publicstatement on theuseofherbalmedicinalproductscontai-

ningthujone - 27 January 2011
• EMA/HMPC/732886/2010, Committee on

HerbalMedicinalProducts (HMPC)
• SCF (2002) OpinionoftheScientificCommittee on Food on Thujone

http://ec.europa.eu/food/fs/sc/scf/out162_en.pdf

Novosti iz sveta farmacije

Vsebnost tujona v zdravilnih rastlinah in njihovih eteriœnih oljih
(objavljeno iz strani The Scientific Committee on Food, 2002)
Vsebnost tujona v eteriœnih oljih (%)

Skupaj
(a+b)

Ameriøki klek Pinto-Scognamiglio,
(Thujaoccidentalis) 1967

Pinto-Scognamiglio,
1967

ND ND 55,2 Farag et al., 1986
Navadni vratiœ Pinto-Scognamiglio,
(Tanacetum vulgare) 1967
Pelin
(Artemisia absinthium)
Timijan
(Thymus vulgaris)
Roæmarin
(Rosmarinus officinalis)
ND-ne doloœeno

55,0

28,3

19,4

0,53-
1,22

ND

ND

9,5

14,5

58,0

17,5-
42,3

ND

ND

64,5

42,5

77,4

ND Lawrence, 1995

0,2 Farag et al., 1986

4,2 Farag et al.,1986
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Novosti iz sveta farmacije

Roflumilast, novo zdravilo za
zdravljenje kroniœne obstruktivne
pljuœne bolezni, tudi v ZDA

Prof. dr. Borut Øtrukelj

Kroniœna obstruktivna pljuœna bolezen (KOPB) je bolezen dihal, za
katero je znaœilen vztrajen kaøelj, omejen pretok zraka v dihalnih poteh
in poveœano nastajanje sluzi. Prizadane v veœini moøke, belce, s
starostjo bolezen napreduje, vzrok pa je najveœkrat kajenje. Razvije se
tudi pri bolnikih, ki so bili kroniœno v stiku z drobnimi praøkastimi delci.
Glede na pogostnost je KOPB peti najpogostejøi vzrok smrti v razvitem
svetu. Pri doloœeni podskupini bolnikov s KOPB so zasledili
pomanjkanje inhibitorjev alfa-1 proteaze, ki delujejo zaøœitno na
razgradnjo beljakovin v pljuœih. Œeprav si simtomatsko pri bolezni lahko
pomagamo z bronho dilatatorji, pa osnovnega vzroka ne odpravimo.
En od novejøih pristopov k lajøanju bronhialnih teæav pri KOPB je
uvedba zdravilne protivnetne uœinkovine roflumilast, ki jo uvrøœamo
med zaviralce fosfodiesteraz tipa  4 (PDE-4). Uœinkovit je pri
zmanjøevanju napadov kaølja in pri zmajøevanju nastanka sluzi.
Uporabljali bi ga naj za napredovano KOPB, ko se prostornina
izdihanega zraka kljub uporabi bronhobilatatorjev poveœa manj kot
50% priœakovane vrednosti. Ne smemo ga predpisovati otrokom in
mladostnikom, kakor tudi ne bolnikom z obøirnejøo jetrno okvaro. Med
neæeljenimi uœinki so naj pogostejøi izguba telesne mase, zato se
priporoœa bolnikom, ki jemljejo roflumilast, kontrolo telesne mase. Prav
tako se lahko nekoliko poveœa nespeœnost, nevoljnost in depresija,
predvsem velja poveœana pozornost pri bolnikih z samomorilskimi
nagnjenji. V obøirni kliniœni øtudiji na 1500 bolnikih nad øtiridesetim
letom so ugotovili njegovo uœinkovitost in varnost, zato ga je junija 2010
odobrila EMA, marca 2011 pa tudi FDA.

Vir: FDA drugs: For Immediate Release: March 1, 2011

Za grenak okus v ustih niso
vedno kriva le zdravila!

Prof. dr. Borut Øtrukelj

V lekarnah se bolniki velikokrat pritoiæujejo, da imajo po doloœenih
zdravilih v ustih grenak okus, ki se pri nekaterih kaæe tudi v grenko-
kovinski razliœici. Na osnovi preiskave, ki jo je priœela FDA, pa kaæe,
da so v veliko primerih za grenak okus odgovorna semena pinije (Pinus
pinea L.) . FDA je v zadnjih dveh letih dobila kar 54 pritoæb uporabnikov
semen pinije, zaradi nastanka izrazito grenkega, tudi kovinskega okusa
v ustih. Neprijeten okus, ki so ga poimenovali »pinjolina usta«, se pojavi
od 12 do 48 ur po zauæitju semen pinij in traja nekaj dni, popolnoma pa
izzveni v tednu do dveh in ne puøœa nobenega kliniœnega neæeljenega
uœinka. V tem œasu je zaradi grenkega okusa tudi apetit nekoliko
manjøi. Grenkega okusa se ne moremo znebiti z nobeno hrano ali
pijaœo. Na osnovi pritoæb je FDA priœela z obøirno preiskavo, ki øe traja,
znanih pa je nekaj preliminarnih rezultatov, ki nakazujejo, da se
neæeljen okus pojavi, œe uæivamo sveæa semena, v sladicah, solatah
ali polivkah. Ker se neæeleni uœinki kaæejo predvsem pri semenih pinij,
uvoæenih iz Kitajske, se pojavlja sum, da je za grenak okus mogoœe
odgovorna glivica, ki se rada naseli na semenih in je najveœkrat
prisotna prav v poøiljkah iz Kitajske.

Vir: FDA Food Safety 14.3.2011

Bevacizumab za zdravljenje
napredovanega raka dojke le
skupaj s paklitakselom

Prof. dr. Borut Øtrukelj

Bevacizumab je  bioloøko zdravilo iz skupine monoklonskih protiteles,
ki se uporablja skupaj z ostalimi zdravili proti napredovanemu  raku
debelega œrevesa, pljuœ, ledvic ali prsi. Doslej se je bevacizumab
uporabljal pri metastazirajoœem raku skupaj z paklitakselom ali
docetakselom. Bevacizumab je usmerjen proti proteinu, ki pospeøuje
razrast æilnega sistema (endotelijski vaskularni rastni dejavnik, VEGF).
Znano namreœ je, da vsidranju metastaze sledi hitra in obøirna
vaskularizacija, ki omogoœa hiter razrast sekundarnega rakavega tkiva.
Z blokado dejavnika VEGF se rakavo tkivo ne more  oskrbovati z krvjo
in napredovanje rasti je bistveno manjøe. Leta 2009 je farmacevtska
druæba, ki je nosilec dovoljenja za promet za zdravilo bevacizumab,
prosila za razøiritev indikacije za zdravljenje metastazirajoœega raka
dojke, v kombinaciji s kapecitabinom. Pri predloæitvi dokumentacije
smo na delovni skupini za bioloøka zdravila pri EMA ugotovili, da je bil
del øtudije delan tudi z bevacizumabom v kombinaciji s taksani
(paklitakselom in docetakselom). Medtem, ko se je izkazala
kombinacija s paklitakselom smiselna in je pozitivno vplivala na
preæivetje bolnic, pa se je  kombinacija z docetakselom ali
kapecitabinom izkazala kot statistiœno neznaœilna, zato je Odbor za
humana zdravila (CHMP) pri EMA odobril za zdravljenje metastazirajoœ
rak dojke le bevacizumab z paklitakselom.

Vir:  EMA/CHMP Press release  December 2010
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Novi doktorji znanosti v letu 2010

dr. Irena Prodan Æitnik, mag. farm. je v svoji doktorski disertaciji
raziskala veœ dejavnikov, ki lahko prispevajo k nastanku raka jajœnikov.
Skupni imenovalec teh dejavnikov je poveœana koliœina galaktoze v
organizmu: 
• zaradi okvar v encimskem sistemu za presnovo galaktoze 
• zaradi poveœanega vnosa galaktoze ob ohranjeni aktivnosti

intestinalnelaktaze ter 
• zaradi uæivanja veœjih koliœin mleka in mleœnih izdelkov.

Pot za preverjanje domneve, ki si jo je dr. Irena Prodan Æitnik, mag.
farm. izbrala, temelji na najsodobnejøih dognanjih tujih raziskovalcev,
kakor tudi na izsledkih, do katerih je priøla skupaj z raziskovalci v
raziskovalni skupini, v kateri raziskuje genetiko galaktozemije in z njo
povezanih bolezni. 

Omenjene dejavnike tveganjaje prouœevala pri 60 bolnicah z rakom
jajœnikov in 79 zdravih preiskovankah. V obeh skupinah je doloœila
povpreœno aktivnost GALT in GALE ter pogostost glavnih mutacij v
genu za GALT (N314D, Q188R, K285N, intronsko mutacijo IVS5-
24G>A in tiho mutacijo L218L) in polimorfizem C/T-13910 v bliæini gena
za LPH. Pri preiskovankah z zniæano aktivnostjo GALT ali GALE je z
DNA sekvenœno analizo iskala morebitne øe neodkrite mutacije v obeh
genih. Pogostost uæivanja mleka in mleœnih izdelkov je pri
preiskovankah ugotavljala z vpraøalnikom.

Ugotovila je, da sta bili povpreœni aktivnosti GALT in GALE v skupini
bolnic statistiœno znaœilno niæji glede nakontrolno skupino. V genu za

GALT ni odkrila novih mutacij. Pogostosti mutacij v genu za GALT in

polimorfizma C/T-13910 v bliæini gena za LPH se med skupinama niso

razlikovale. V genu za GALE je odkrila naslednje 11 do zdaj øe

neodkritih mutacij: eno mutacijo v 5’ UTR (g.404C>T), 4 intronske

mutacije (IVS4+168C>A, IVS4+186G>C, IVS6+118C>G in

IVS10+13G>A), 4 mutacije, ki spremenijo aminokislinsko zaporedje v

encimu (A84S, A89S, A254T in S312N) in dve mutaciji v 3’UTR

(g.5034G>A in g.5185-5187insTAA). Vse odkrite mutacije bi lahko bile

vzrok za ugotovljene zniæane aktivnosti encima GALE. Bolnice z rakom

jajœnikom so statistiœno znaœilno pogosteje uæivale polnomastno mleko,

kot preiskovanke v kontrolni skupini. 

Priøla je do zakljuœka, da tveganje za razvoj raka jajœnikov poveœujejo

okvare encimov GALT in GALE v presnovi galaktoze ter pogosto

uæivanje polnomastnega mleka, øe posebej v skupini oseb z ohranjeno

visoko aktivnostjo laktaze v odrasli dobi.

Z ustreznimi preventivnimi ukrepi (opustitev uæivanja mleka in mleœnih

izdelkov ter druge, z laktozo oziroma galaktozo bogate hrane), bi lahko

pri æenskah z ugotovljeno nizko aktivnostjo encimov GALT in/ali GALE

in ohranjeno visoko aktivnostjo laktaze, zmanjøali tveganje za nastanek

raka jajœnikov. Poleg navedenega bi bili rezultati teh raziskav ter razvite

in preverjene eksperimentalne metode lahko tudi temelj za uvedbo

presejalnih in potrditvenih testov novorojencev za GALT in GALE

galaktozemijo tudi v Sloveniji. Titesti se æe desetletja uspeøno izvajajo

v zahodnoevropskih dræavah in v ZDA.

dr. Nina Koœevar Glavaœ, mag. farm. je doktorsko disertacijo napisala
z neposredno vkljuœitvijo 9 objavljenih znanstvenih œlankov. 

V prvem delu disertacije je v celice dostavljala proteine, ki bi lahko
sluæili kot zdravilne uœinkovine. Kot modelni protein je izbrala cistatin,

njegovo vstopanje v celice pa jepoveœevala s pripenjanjem razliœno
dolgih maøœobnih kislin. V ta namen je razvila originalno metodo, pri
kateri je uporabila in situ nastalo suspenzijo, s œimer je premostila
teæavo, da so proteini topni predvsem v vodnih medijih, derivati

Novi doktorji znanosti v letu 2010

dr. Irena Prodan Æitnik, mag. farm.

PROUŒEVANJE VPLIVA MOTENJ V PRESNOVI GALAKTOZE 
IN LAKTAZNE PERSISTENCE NA RAZVOJ RAKA JAJŒNIKOV

Mentorica: prof. dr. Jana Lukaœ Bajalo, univ. dipl. kem., spec. med. biokem.

dr. Nina Koœevar Glavaœ, mag. farm.

RAZVOJ METOD ZA ACILIRANJE PROTEINOV IN NJIHOVO ANALIZO
TER VREDNOTENJE NJIHOVIH BIOLOØKIH LASTNOSTI

Mentor: prof. dr. Samo Kreft, mag. farm.
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maøœobnih kislin pa predvsem v nevodnih medijih. Na celiœnih kulturah
je dokazala, da acilirancistatin uœinkovito vstopa v celice, medtem ko
neaciliran praktiœno ne vstopa vanje. 

V drugem delu disertacije se je dr. Nina Koœevar Glavaœ, mag. farm.
posvetila kapilarni elektroforezi, kot analitski metodi za karakterizacijo

aciliranegacistatina. Ker je to zaradi omejene topnosti v vodi teæaven
vzorec, se je dela lotila s poglobljenim øtudijem razliœnih drugih
modelnih vzorcev. S tem je, poleg doseganja prvotno zastavljenega
cilja, razvila øe vrsto metod, ki so æe same po sebi uporabne za
ugotavljanje npr. antibiotikov v æivalskih krmilih, flavonoidov v rmanu in
proteinov v urinu.

dr. Dominik Gaser, mag. farm.

NAŒRTOVANJE IN RAZVOJ PEPTIDNIH LIGANDOV LIPAZ
Z METODO BAKTERIOFAGNEGA PRIKAZA

Mentor: prof. dr. Borut Øtrukelj, mag. farm.
Somentorica: doc. dr. Mojca Lunder, mag. farm.

dr. Dominik Gaser, mag. farm. je svoje doktorsko delo posvetil

naœrtovanju in razvoju peptidnih ligandov osrednjega encima v

presnovi lipidov, lipoprotein lipaze, ki je posredno ali neposredno

vpletena v nekatera patofizioloøka stanja, kot so hipertrigliceridemija,

hilomikronemja, debelost, sladkorna bolezen in druga. Pri tem je

uporabil tehnologijo bioloøkih peptidnih knjiænic, in sicer knjiænici

nakljuœnih cikliœnih in linearnih peptidov, izraæenih na povrøini

bakteriofagov. Na osnovi afinitete do lipoprotein lipaze je izoliral nabor

bakteriofagnih klonov in njihove vezavne lastnosti ovrednotil z

encimsko imunskimi testi in povrøinsko plazmonsko resonanco. Proces

selekcije je usmeril tako, da je iskal na bakteriofagih predstavljene

peptide, ki onemogoœijo interakcijo med lipoprotein lipazo in njenimi

endogenimi ligandiapoliproteini C1, C2 in C3. Izbranim bakteriofagnim

klonom je doloœil aminokislinska zaporedja peptidov, ki so predstavljeni

na njihovi povrøini. Pri primerjavi peptidnih zaporedij so se pojavili

ponavljajoœi motivi, ki so pokazatelj specifiœnosti vezave na tarœno

molekulo in so sluæili za naœrtovanje sinteznih peptidov. Najveœjo

afiniteto do encima je doloœil peptidu z motivom levcin-lizin-izolevcin-

triptofan.

Svoje izsledke je dr. Dominik Gaser, mag. farm. natanœno opisal v

obøirnem doktorskem delu, rezultate pa objavil tudi v dveh znanstvenih

prispevkih. Njegovi doseæki predstavljajo izviren prispevek k znanosti

na podroœju razvoja uœinkovin za zdravljenje øtevilnih bolezni

sodobnega sveta, povezanih s presnovo maøœob. 

dr. Alenka Zvonar, mag.farm.

OPTIMIZACIJA TEHNOLOØKEGA POSTOPKA IZDELAVE 
TER VREDNOTENJE MIKROKAPSUL 

S SAMOMIKROEMULGIRAJOŒIM JEDROM
Mentor: prof. dr. Mirjana Gaøperlin, mag. farm.

Doktorska disertacija dr. Alenke Zvonar, mag. farm. sodi na podroœje

farmacevtske tehnologije. Glavni cilj naloge je bil razvoj in optimizacija

tehnologije izdelave mikrokaspul s samo(mikro)emulgirajoœimi jedri za

izboljøanje raztapljanja in biofarmacevtskih lastnosti izbranih modelnih

uœinkovin. Nizka topnost uœinkovin je pogosto povezana z nizko in zelo

variabilno bioloøko uporabnostjo, kar omejujejo moænost peroralne

aplikacije. Med novejøe pristope za reøevanje tega problema sodijo

samo(mikro)emulgirajoœi lipidni sistemi, sestavljeni iz zmesi lipofilnih in

povrøinsko aktivnih snovi, ki pod fizioloøkimi pogoji in vivo spontano

tvorijo (mikro)emulzije. Doktorska disertacija sodi po aktualnosti med

podroœja, ki so danes v svetu predmet intenzivnih raziskav in bodo

glede na øtevilo uœinkovin z nizko topnostjo tudi v prihodnje eden

kljuœnih stebrov razvoja fdarmacevtskih dostavnih sistemov. 

dr. Alenka Zvonar, mag. farm. je v S(M)ES vgradila dve modelni
uœinkovini – celekoksib in furosemid. Ovrednotila je njihovo
solubilizacijsko kapaciteto, kinetiko sproøœanja ter preuœevala vpliv na
permeabilnostfurosemida skozi razliœne segmente tankega œrevesja
podgane in monoslojCaco-2 celiœne linije. Za ugotovljenopoveœano
permeabilnost predpostavlja, da je posledica manjøih reverzibilnih
sprememb tesnih stikov, predvsem pa poveœane fluidnosti membran
ter inhibicijesekretornih prenaøalcev (P-glikoprotein in MRP2).

Komercialno dostopni samomikroemulgirajoœi sistemi so obiœajno v
obliki tekoœin ali mehkih æelatinskih kapsul. Ker se pri izdelavi slednjih
sooœamo s øtevilnimi teæavami (visoki proizvodni stroøki in
nekompatibilnost nekaterih sestavin z ovojnico kapsul) intenzivno
iøœemo nove tehnoloøke reøitve za razvoj trdnih oblik, ki bi zdruæevale
tako prednosti lipidnih S(M)ES (poveœanje topnosti in permeabilnosti)
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kot trdnih farmacevtskih oblik, kar bi moœno poveœalo uporabnost

S(M)ES kot peroralnih dostavnih sistemov tudi v industrijskem merilu.

Eno od moænih reøitev predstavlja mikrokapsuliranje tekoœega S(M)ES

jedra v polimerno ogrodje iz Ca-alginata in/ali pektinata z metodo ko-

ekstruzije curka tekoœine s pomoœjo vibrirajoœe membrane, kar

predstavlja glavnino raziskovalnega dela dr. Alenke Zvonar, mag. farm.

Glede na uœinkovitost vgradnje, morfoloøke lastnosti mikrokapsul ter

profil sproøœanja furosemida iz mikrokapsul je identificirala in

optimizirala kritiœne procesne parametre kot tudi sestavo S(M)ES jedra

in ovojnice. Svoje dosedanje raziskovalno delo je doktorandka æe

objavila v petih œlankih; od tega v øtirih z dejavnikom vpliva, øe dva pa

sta v postopku objave. Je soavtorica patentne prijave. 

dr. Urban Øvajger, mag. farm. je svoje doktorsko delo posvetil
odkrivanju in raziskovanju novih naœinov priprave tolerogenih
dendritiœnih celic (DC) iz œloveøkih monocitov in vitro. Pri tem mu je
uspelo pojasniti tudi nekatere kljuœne mehanizme, ki vplivajo na
nastanek tolerance DC, izzvane na razliœne naœine med njihovo
diferenciacijo. Med drugim je ugotovil: 

• da med razliœnimi nesteroidnimi protivnetnimi uœinkovinami in
antioksidanti lahko najdemo take, ki omogoœajo pripravo stabilnih
tolerogenih DC in vitro, s katerimi lahko nato v laboratorijskih pogojih
povzroœimo nastanek imunosupresivnih regulatornihlimfoctov Tr1; 

• da cisteinskaproteazakatepsin X pomembno vpliva na dozorevanje
DC in vitro, s tem pa, glede na njeno aktivacijo ali zaviranje, tudi na
njihove imunostimulatorne ali tolerogene funkcijske lastnosti; 

• da z aktivacijo lektinskega receptorja DC-SIGN, ki je izraæen le na
DC, lahko æe med diferenciacijo œloveøkih monocitov in vitro,
izzovemo nastanek DC s tolerogenimi lastnostmi; 

da interferon-  v visokih odmerkih povzroœi pridobitev tolerogenih
lastnosti DC.

dr. Urban Øvajger, mag. farm. je izsledke svojega doktorskega dela
smiselno uredil v 5 poglavij, ki temeljijo na 3 æe objavljenih znanstvenih
prispevkih (SCI) in 2, poslanih v recenzijo.Objavljeni rezultati njegovih
raziskav na podroœju celiœne imunologije so mednarodno pomembni,
saj so bili v kratkem œasu æe citirani v ugledni strokovni literaturi.
Njegovi doseæki predstavljajo izviren prispevek k znanosti na podroœju
priprave tolerogenih imunskih celic in vitro ter k razumevanju in
izkoriøœanju signalizacijskih mehanizmov, ki spremljajo tolerogeno
pretvorbo DC. S tem je Urban Øvajger prispeval pomemben deleæ k
znanju, ki bo v prihodnosti omogoœilo pripravo in uporabo tovrstnih
celic za terapijo bolnikov z avtoimunskimi boleznimi in drugimi
patoloøkimi stanji. 

dr. Urban Øvajger, mag. farm.

INDUKCIJA TOLEROGENIH DENDRITIŒNIH CELIC 
TER REGULATORNIH LIMFOCITOV T IN VITRO

Mentor: doc. dr. Matjaæ Jeras, mag. farm.

dr. Andrej Dolenc, mag. farm.

PREDNOSTI NANOOBLOG IN NANODELCEV V NAŒRTOVNAJU
SODOBNIH SISTEMOV ZA DOSTAVO UŒINKOVIN

Mentorica: prof. dr. Julijana Kristl, mag. farm.

Disertacija dr. Andreja Dolenca, mag. farm. sodi na podroœje

nanotehnologije in osvetljuje nekatere kljuœne principe za spremembo

povrøinskih lastnosti oblagancev in pripravo nanodelcev za peroralno

dajanje teæko topnih uœinkovin. Doktorand se je usmeril v inovativno

oblikovanje nanooblog in nanodelcev same uœinkovine z razliœnimi

tehnologijami (emulgiranje inhomogeniziranje z visokim tlakom ali z

ultrazvokom, suøenje z liofiliziranjem in razprøevanjem). Materiali, ki jih

je uporabljal v raziskovalnem delu so aktualni in vkljuœujejo teæko topne

uœinkovine (ibuprofen, celekoksib in orlistat), polielektrolita (hitosan,

alginat), stabilizatorje (PVP, Tween 80, SDS), polnila (karboksimetil

celulozo, HPMC, laktozo) in druge. Nekatere izmed njih v te namene

doslej øe niso bile raziskovane. Za vrednotenje je uporabljal sodobne

analizne metode (SEM, AFM, DSC, X-RD, PCS, LD, HPLC idr.). V

zagovoru disertacije je obranil teoretiœne osnove nanoplastenja s

polielektroliti (nanooblaganja) in priprave nanosuspenzij uœinkovin v

obliki petih sklopov, in sicer: 

• Razvoj polielelektrolitne obloge na mikro- in nanodelcih uœinkovine 

• Z nanooblaganjem do izboljøanja biokompatibilnosti vsadkov

• Izdelava nanosuspenzijcelekoksiba in tablet ter prednosti

• Naœrtovanje nanodelcev orlistata in ugotavljanje hitrosti raztapljanja

in inhibicije lipaz in vitro
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• Vpliv teksture nabrekajoœega polimernega ogrodja na sproøœanje
uœinkovine iz tablet.

dr. Andrej Dolenc, mag. farm. je med øtudijem razvil kompetence, ki
mu bodo omogoœale uspeøno naœrtovanje in izvajanje raziskovalnih
nalog tudi v kompleksnih situacijah. Naj navedem le nekatere:
samostojnost, kreativnost, vztrajnost in delavnost. Ni se zbal
raziskovalnegadela na aplikativnih projektih. Objavil je pet œlankov, tudi

v revijah zdejavnikom vpliva, predstavil raziskovalno delo na øestih

mednarodnih konferencah, delal timsko pri treh domaœih in dveh tujih

projektih in vodil vaje iz farmacevtske in industrijske tehnologije. Po

podatkih ScienceDirect Top 25 podatkovne baze je bil œlanek s

celekoksibom pol letana osmem mestu med najboljiskanimi œlanki v

International Journal of Pharmaceutics. dr. Andrej Dolenc, mag. farm.

se je takoj po doktoratu zaposlil v Lek farmacevtski druæbi. 

dr. Vinko Zupanœiœ, mag. farm. si je za izhodiøœe svojega
raziskovalnega dela postavil æeljo po œimbolj podrobni karakterizaciji
dveh sodobnih zdravilnih uœinkovin natrijevega pantoprazolata in
klopidogrela, za kateri je bilo v znanstveni literaturi na voljo zelo malo
podatkovter uporabo pridobljenih spoznanj v razvojno-raziskovalnem
delu pri obeh zdravilnih uœinkovinah ter iz njiju izhajajoœih izdelkov.

Eksperimentalni naœrt doktorandovega raziskovalnega dela je
vkljuœeval pomembne dele predformualcijskih øtudij obeh zdravilnih
uœinkovin, t.j. izolacijo in karakterizacijo razliœnih pojavnih oblik obeh ter
øtudij lastnosti razliœnih adicijskih soli s kislinami v primeru klopidogrela
z namenom ugotoviti, katera oz. katere oblike obeh zdravilnih uœinkovin
so najprimernejøe za razvoj trdnih farmacevtskih oblik oz.
farmacevtskih izdelkov.

Doktorand je s svojim raziskovalnim delom izoliral in okarakteriziral dve
novi hidratni obliki natrijevega pantoprazolata ter predlagal mehanizem
fizikalne stabilizacije seskvihidratne oblike.

V drugem delu naloge je dr. Vinko Zupanœiœ, mag. farm. izvedel

predformulacijske raziskave adicijskih soli klopidogrela z izbranimi

kislinami. Na podlagirezultatov je prikazal omejitve uporabe

posameznih soli v formulacijskem razvoju ter dokazal podobnost

kristalnih struktur farmakoloøko neaktivne R enantiomerein polimofne

oblike 1 S enantiomereklopidogrelijevegahidrogensulfata. Ugotovil je,

da lahko v prisotnosti nizkih koncentracij R izomere vodimo

kristalizacijo iz nasiœene raztopine S izomere polimorfno obliko 1.

Doktorsko delo dr. Vinka Zupanœiœa, mag. farm. predstavlja primer

zdruæitve raziskovalnega in razvojnega dela, pri œemer so øtevilne

ugotovitve iz njegovega raziskovalnega dela uspeøno uporabljene v

razvojnem delu na dveh za podjetje Krka d. d. zelo uspeønih

proizvodih. Rezultate svojega raziskovalnega dela v okviru

doktorskega dela je oz. bo dr. Vinko Zupanœiœ, mag. farm. objavil v

petih izvirnih raziskovalnih œlankih v revijah z dejavnikom vpliva ter o

njih poroœal na mednarodnih znanstvenih konferencah. 

dr. Vinko Zupanœiœ, mag. farm.

KARAKTERIZACIJA RAZLIŒNIH POLIMORFNIH OBLIK, HIDRATOV
IN SOLI NEKATERIH ZDRAVILNIH UŒINKOVIN

Mentor: izr. prof. dr. Franci Vreœer, mag. farm.
Somentor: prof. dr. Albin Kristl, mag. farm.

Raziskovalno delo, ki ga je dr. Æiga Jakopin, mag. farm. predstavil v
svojem doktorskem delu, posega napodroœje naœrtovanja in sinteze
bioloøko aktivnih spojin na osnovi naravne spojine vodnice N-
acetilmuramil-L-alanil-D-izoglutamina (MDP). MDP je najmanjøi
fragment bakterijske stene, ki øe ima izrazito imunomodulatorno
delovanje in je æe tri desetletja predmet raziskav.

dr. Æiga Jakopin, mag. farm. je v svojem raziskovalnem delu skuøal
izkoristiti princip oponaøanja aktivnosti bioloøko aktivne spojine –MDP

s spojinami, ki imajo popolnoma drugaœno strukturo, ali povedano

drugaœe, odloœil se je za raziskave naœrtovanja in sinteze mimetikov

tako sladkornega (N-acetilmuraminskega) kot dipeptidnega (L-alanil-D-

izoglutamin) dela MDP. Jedro njegovega dela je bilo naœrtovanje,

sinteza in optimiranje novih postopkov za pripravo ustrezno

substituiranih 1,2,4-oksadiazolov kot mimetikovdipeptidnega dela

MDP. Na drugi strani pa je predlagal razvoj novih postopkov za uvedbo

saharinskega fragmenta kot mimetikaN-acetilmuramilnega dela MDP. 

dr. Æiga Jakopin, mag. farm.

NAŒRTOVANJE IN SINTEZA DERIVATOV SUBSTITUIRANIH 1,2,4-
OKSADIAZOLOV IN SAHARINOV KOT GRADNIKOV POTENCIALNIH

BIOLOØKO AKTIVNIH SPOJIN
Mentor: prof. dr. Marija Sollner Dolenc, mag. farm.
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Ker so vse izmed sintetiziranih konœnih spojin strukturno sorodne N-
acetilmuramil-L-alanil-D-glutamatu, ki vezan na uridindifosfat (UDP)
sodeluje pri biosintezi bakterijskega peptidoglikana kot substrat za
encim ligaza MurE, je dr. Æiga Jakopin, mag. farm. predvideval in tudi
dokazal, da pripravljene spojine lahko zavirajo tudi omenjene encime.
Hkrati je predvideval, da bo strukturna sorodnost sintetiziranih spojin z
muramil dipeptidom omogoœila tudi njihovo moduliranje odzivnosti
imunskega sistema, kar jepreizkusiti na rakavi monocitni liniji THP-1 in
na primarnih humanih mononuklearnih celicah (PBMC).

Veœina bioloøko ovrednotenih spojin ima imunomodulatorno delovanje,
nekatere pa so hkrati tudi inhibitorji ligaze MurE. Te spojine tako
predstavljajo dobro izhodiøœe za nadaljnje raziskave terapevtsko
uporabnih uœinkovin z dualnim delovanjem na prej omenjene tarœe in
s tem omogoœajo popolnomanov pristop k obravnavi infekcijskih
obolenj.

dr. Matej Pavli, mag. farm.

NAŒRTOVANJE, IZDELAVA IN VREDNOTENJE OGRODNIH TABLET S
PRIREJENIM SPROØŒANJEM NA OSNOVI NARAVNIH POLIMEROV

Mentorica: izr. prof. dr. Saøa Baumgartner, mag. farm.
Somentor: izr. prof. dr. Franc Vreœer, mag. farm.

Doktorska disertacija dr. Mateja Pavlija, mag. farm. sodi na podroœje
farmacevtske tehnologije. Glavni cilj naloge je bil izkoriøœanje naravnih,
predvsem anionskih polimerov za izdelavo hidrofilnih ogrodnih tablet z
namenom podaljøanega sproøœanja modelnih vodotopnih zdravilnih
uœinkovin, saj je peroralni, po moænosti enkratni dnevni vnos zdravil,
øe vedno med najbolj æelenimi. Tako je pri prouœevanju gelske strukture
ogrodnih tablet na osnovi ksantana ugotovil, da prisotnost dvovalentnih
Ca2+ ionov v mediju povzroœi tvorbo œvrstejeøega gela, vendar pa je
øele z reoloøkimi meritvami dokazal, da pri tem ne pride do
priœakovanega premreæenja ksantanskih verig, paœ pa so zaradi
senœenja naboja ioniziranih skupin prisotne manjøe intermolekularne
odbojne sile ter spremenjena urejenost vodnih molekul. Pri tem se
sproøœanje pentoksifilina pospeøi. V nadaljevanju je k ogrodnim
tabletam iz ksantana za uœvrstitev gelske strukture dodal øe neionogeni
polimer - semensko sluz roæiœevca in ugotovil, da œvrstejøa gelska plast
øe ni zagotovilo za æeleno kinetiko sproøœanja. 

Velik del njegovih raziskav pa je bil posveœen prouœevanju uporabnosti
naravnih polimerov karagenanov i, k, in l, ki se med seboj razlikujejo
v naboju ter v razliœnih sekundarnih molekularnih strukturah, ki jih
tvorijo. V karagenanske tablete je vgradil kationsko zdravilno
uœinkovino doksazosinijevmesilat ter z uporabo diferenœne dinamiœne

kalorimetrije dokazal, da do interakcij prihaja le v prisotnosti medija.
Tovrstne interakcije je kandidat prouœil tudi v smislu dodatne moænosti
za nadzorovano sproøœanje DM iz teh tablet. Ugotovil je, da je moæno
izdelati tablete, iz katerih se uœinkovina DM sproøœa z dvema
vzporedno potekajoœima mehanizmoma nadzorovanja: nabrekanjem
v povezavi z erozijo ter z in situ kompleksacijo. Dognanje, da lahko z
enostavnim postopkom direktnega tabletiranja tablete, kjer sproøœanje
nadzirata dva med seboj neodvisna procesa, predstavlja povsem
inovativen pristop k naœrtovanju tablet s podaljøanim sproøœanjem.

Komplekse med karagenani in doksazosinom je nadalje kvantitativno
prouœil s pomoœjo potenciometriœnih meritev, za kar je izdelal posebej
v ta namen izdelano membransko ionoselektivno elektrodo. Ugotovil
je, da je poleg elektrostatskih interakcije med DM+ in karagenanom
prisoten øe hidrofobni efekt med samimi molekulami zdravilne
uœinkovine, kar prispeva k veœjemu obsegu vezave uœinkovine na
polimer. Na ta naœin je bistveno prispeval k boljøemu razumevanju in
naœrtovanju tablet s podaljøanim sproøœanjem. dr. Matej Pavli, mag.
farm. je svoje raziskovalno delo predstavil v do sedaj objavljenih petih
œlankih, od tega so øtirje objavljeni v mednarodnih revijah z dejavnikom
vpliva, eden pa je øe v postopku. dr. Matej Pavli, mag. farm. je tudi
soavtor treh mednarodnih patentnih prijav.

dr. Tadej Pajiœ, univ. kem. tehnol., spec. med. biokem.

AKTIVNOST GLUTAMAT-DEHIDROGENAZE V LIMFOCITIH BOLNIKOV S
KRONIŒNO LIMFOCITNO LEVKEMIJO

Mentor: doc. Ivan Maleøiœ, mag. farm., spec. med. biokem.
Somentor: prof. dr. Peter Œernelœ, dr. med.

Kroniœna limfocitna levkemija (KLL) je najpogostejøa oblika levkemije
v zahodnem svetu. Vzroka za nastanek te bolezni øe ne poznamo. V
zadnjih letih potekajo intenzivne raziskave na prouœevanju moænih
kliniœnih in bioloøkih dejavnikov, ki bi imele prognostiœen pomen. 

Glutamat-dehidrogenaza (GLDH) je pomemben encim v telesu, ki
povezuje v veœini celic presnovo ogljikovih hidratov in beljakovin. Zelo

malo je objav o presnovi v levkocitih, o sami vlogi GLDH v tej presnovi

pa niœesar. Relativno star je podatek, da so levkociti bogati na tem

encimu in da so vrednosti encimske aktivnosti pri levkemijah zviøane,

ki pa ni vzbudil posebne pozornosti. Avtor je s preliminarnimi izsledki

merjenja aktivnosti GLDH v levkocitih bolnikov z mieloproliferativnimi

bolezni ugotovil zveœane vrednosti predvsem pri KLL. Zato se je odloœil
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nadaljevati raziskavo merjenja aktivnosti GLDH in izraæanja genov
GLUD1 in GLUD2 v limfocitih periferne krvi pri bolnikih s KLL in
izsledke primerjati s skupino zdravih prostovoljcev in primerjalno
skupino bolnikov z infektivno mononukleozo (IF), ki imajo v krvi prisotne
aktivirane limfociteB.

dr. Tadej Pajiœ, univ. kem. tehnol., spec. med. biokem. je v svoji
doktorski disertaciji ugotovil, da je poveœana aktivnost GLDH v
limfocitih B specifiœna za bolnike s KLL, v primerjavi z limfociti B

bolnikov z IM, kjer je aktivnost zniæana. Prvi je z analizo genskega
izraæanja na nivoju mRNA potrdil obstoj dveh izoencimov GLDH v
levkocitih. Ugotovil je tudi, da je med aktiviranimi limfociti in limfociti pri
KLL razlika v vzorcu izraæanja genov, kar kaæe na razliœen metabolizem
teh celic. 

To doktorsko delo, s øtevilnimi novimi ugotovitvami, predstavlja
pomemben prispevek k znanosti na podroœju diagnostike in napovedi
poteka bolezni KLL.

dr. Katja Berginc, mag. farm.

VPLIV STARANEGA ETANOLNO-VODNEGA ŒESNOVEGA EKSTRAKTA 
NA INTESTINALNE IN JETRNE PRENAØALCE TER NA JETRNI ENCIM

CITOKROM 3A4
Mentor: prof. dr. Albin Kristl, mag. farm.

Zdravilni uœinki œesna so æe dolgo znani. Tako kot po svetu tudi v
Sloveniji uporaba zeliøœnih (in s tem tudi œesnovih) pripravkov v obliki
prehrane in prehranskih dopolnil nenehno naraøœa. Iz literature je
znano, da imajo œesnovi pripravki oz. njihove posamezne komponente
razliœne farmakodinamske in farmakokinetiœne vplive na encimske in
transportne sisteme. Prav tako je znano, da œesnove pripravke
uporabljajo mnogi kardiovaskularni, diabetiœni, rakasti in tudi drugi
bolniki.

dr. Katja Berginc, mag. farm.je v svoji doktorski nalogi,æelela pojasniti
mehanizme interakcij med sestavinami œesna in uœinkovinami, ki jih
bolnik jemlje skupaj s œesnovimi prehranskimi dodatki.Tako je s
pomoœjo razliœnih pristopov (kot so permeabilnost skozi izoliran

segment podganjega œrevesa oz. monosloj Caco2 celic, uporabo

razliœnih jetrnih modelov – od hepatocitov, HepG2 celic ali jetrnih rezin

idr) preuœevala interakcije med staranim etanolno-vodnim œesnovim

ekstraktom in uœinkovinami pri procesih permeabilnosti oz. absorpcije

ter metabolizma. 

S pomoœjo pridobljenih rezultatov je opredelila mehanizme interakcij

med sestavinami œesna oz staranega œesnovega ekstrakta in

nekaterimi uœinkovinami, ki jih bolniku predpiøe zdravnik in jih bolnik

jemlje skupaj s œesnovimi prehranskimi dodatki.

Izsledki doktorske disertacije dr. Katje Berginc, mag. farm. so objavljeni

v sedmih œlankih v priznanih revijah z vpliva. 

dr. Matej Æivec, mag. farm.

NAŒRTOVANJE IN SINTEZA PEPTIDOMIMETIŒNIH INHIBITORJEV
BIOSINTEZE PEPTIDOGLIKANA
Mentor: prof. dr. Stanislav Gobec, mag. farm.

Rezistenca na protimikrobne uœinkovine se je zaœela pojavljati skoraj
soœasno z njihovo uvedbo. Sprva je bila zaradi øirokega nabora
protimikrobnih uœinkovim obvladljiva, vendar postaja z razvojem
bakterijskih sevov, odpornihna veœ protimikrobnih uœinkovin hkrati,
resen zdravstveni problem, ki ga lahko reøimo samo z razvojem novih
protibakterijskih uœinkovin.

Ena od najpomembnejøih tarœ za razvoj novih protibakterijskih
uœinkovin je peptidoglikan. V biosintezi peptidoglikana sodelujejo
øtevilni encimi, ki predstavljajo potencialna tarœna mesta za razvoj
novih protimikrobnih uœinkovin. Ena od teh tarœ je tudi ligaza MurE, ki
v naraøœajoœo verigo peptidoglikana pripenja L-lizin ali mezo-
diaminopimelinsko kislino. V okviru doktorskega dela je dr. Matej Æivec,
mag. farm. z uporabo peptidomimetiœnega pristopa naœrtoval in

sintetiziral nove peptidomimetiœne spojine kot potencialne inhibitorje

ligaze MurE. Dve spojini z metilenaminskim fragmentov sta pokazali

zmerno inhibitorno aktivnost in predstavljata izhodiøœe za nadaljni

razvoj novih peptidomimetiœnih inhibitorjev MurE.

Med moænimi postopki za sintezo metilenaminskih derivatov, kot tudi

sekundarnih aminov na sploh, je tudi Fukuyama-Mitsunobujev

postopek. Na podlagi tega postopka je Matej Æivec razvili nov,

industrijsko uporaben sintezni postopek za pripravo pramipeksola,

uœinkovine, ki se uporablja pri terapiji Parkinsonove bolezni in sindroma

nemirnih nog. 

Zunajceliœne stopnje biosinteze peptidoglikana katalizirajo penicilin

vezoœi proteini (PBP). PBP so tarœe b-laktamskih antibiotikov, ki so eno

Novi doktorji znanosti v letu 2010
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najpomembnejøih oroæij v boju z bakterijskimi infekcijami. Pod
selekcijskim pritiskom zaradi njihove dolgoletne uporabe so bakterije
razvile razliœne mehanizme odpornosti, ki resno ogroæajo terapevtsko
uporabnost -laktamskih antibiotikov. Razvoj inhibitorjev z drugaœnim
naœinom delovanja je zato zanimiv pristop k razvoju novih
protimikrobnih uœinkovin. V doktorski dizertaciji je dr. Matej Æivec, mag.
farm. predstavil naœrtovanje in sintezo aminoalkilfosfonatov kot
potencialnih mimetikov prehodnega stanja reakcije, ki jo katalizirajo

PBP. Aminoalkilfosfonati niso zavirali PBP encimov, kar je pripomoglo
k razjasnitvi povezave med strukturo in delovanjemveœje serije
inhibitorjev PBP, med katerimi so bili najboljøi inhibitorji
aminoalkilboronske kisline.

dr. Matej Æivec, mag. farm. je do sedaj objavil ali ima sprejete v objavo
v revijah z dejavnikom vplivapet znanstvenih œlankov, ima tudi en
podeljen slovenski patent in vloæeno eno mednarodno patentno prijavo.

dr. Nataøa Radiå, mag. farm.

VPLIV IZVLEŒKOV MEDICINSKIH GOB IN RASTLIN NA IZRAÆANJE
GENOV V MODELNIH CELIŒNIH LINIJAH

Mentor: prof. dr. Borut Øtrukelj, mag. farm.

V svoji doktorski disertaciji je dr. Nataøa Radiå, mag. farm., podrobno
preuœila delovanje polisaharidov, pridobljenih iz medicinsko
pomembnih gob Grifola frondosa in Laetiporus sulphureus. Po
tretiranju Jurkat celic s træno dostopnimi polisaharidi iz velike
zraøœenke, je doloœila osemnajst diferencialno izraæenih genov. Glede
na tarœe, dobljene z diferencialnim prikazom je ugotovila, da pride do
zmanjøanja izraæanja genov, ki nosijo zapis za dve E3 ligazi (Itch in
UBR1), encima ubikvitinskega sistema. Spremembe v procesu
ubikvitinacije proteinov so prisotne v veœini tumorskih celic, zaradi
œesar so encimi vkljuœeni v proces ubikvitinacije zelo zanimivi kot
molekularne tarœe v razvoju novih uœinkovin za zdravljenje raka. V
nadaljevanju øtudije je kot prva uporabila micelij æveplenega
lepoluknjiœarja, pridobljen s submerznokultivacijo, za pridobitev
bioloøko aktivnih polisaharidov. S sodobnimi ekstrakcijskimi metodami
je izolirala heterogen polisaharid, ki ga je poimenovala Las ICP in
doloœila njegovo sestavo (a-D-glukoza, b-D-manoza, b-D-fukoza in a-
D-galaktoza). Ugotovila je, da Las ICP stimulira makrofage k izraæanju
provnetnih citokinov IL-1b, IL-6 in TNF-b. Vpliv Las ICP na aktivacijo
makrofagov je nadalje dokazala tudi s spremljanjem morfoloøkih
lastnosti tretiranih celic. Njene ugotovitve s tem odpirajo moænost

izkoriøœanja L.sulphureus, saj nadzorovani submerzni postopek

gojenja lahko nadomesti uporabo gob iz narave in omogoœi gojenje

veœjih koliœin biomase, torej biosintezo aktivnih polisaharidov v

industrijskem merilu.

V drugem delu doktorske disertacije si je dr. Nataøa Radiå, mag. farm.

kot cilj zastavila ugotoviti mehanizem potencialnega protitumornega

delovanja izvleœka lesa kvazije. S pomoœjo dvodimenzionalne

elektroforeze je detektiralakot tarœno molekulo delovanja izvleœka

encim alfa enolazo. Presenetljivo je ugotovila, da pride do poveœanega

izraæanja tega encima v citoplazmi ter v jedru tretiranih celic.

Translokacija alfa-enolaze v jedro je verjetno povezana z njenim

delovanjem kot inhibitorjem transkripcije onkogena c-myc. Izkazalo se

je, da ima zaradi tega izvleœek lesa kvazijeinhibitorni vpliv na

invazivnost celic. Rezultate doktorskega dela je dr. Nataøa Radiå, mag.

farm. objavila v øtirih priznanih znanstvenih publikacijah z dejavnikom

vpliva. Rezultati raziskovalnega dela potrjujejo zastavljene hipoteze,

hkrati pa nakazujejo nove smeri raziskav delovanja produktov

metabolizma medicinskih gob in rastlin v fizioloøkih in patoloøkih

pogojih.

dr. Roman Øink, mag. farm.

NAŒRTOVANJE, SINTEZA IN KRISTALOGRAFSKE ØTUDIJE
INHIBITORJEV LIGAZ MUR

Mentorica: doc. dr. Anamarija Zega, mag. farm.

Iskanje in preuœevanje novih tarœ in naœrtovanje protibakterijskih
uœinkovin z novimi mehanizmi delovanja je pomembno oroæje v boju z
bakterijsko rezistenco, ki predstavlja vedno veœji problem v sodobnem
zdravstvu. Bakterijski peptidoglikan je eno pomembnejøih tarœnih mest
za razvoj novih protibakterijskih uœinkovin saj zaviranje njegove
biosinteze vodi do lize celice in do bakterijske smrti.

dr. Roman Øink, mag. farm. se je tekom svojega doktorskega dela
ukvarjal z encimi, iz druæine Mur ligaz, ki sodelujejo v znotrajceliœnih
fazah biosinteze peptidoglikana in katalizirajo zaporedno pripenjanje

aminokislinskih ostankov na rastoœo makromolekulo. V okviru doktorske
disertacije je naœrtoval in sintetiziral nove inhibitorje teh encimov ter s
kristalografskimi øtudijami preuœeval katalitiœni mehanizem ligaze MurD
in naœin vezave inhibitorjev v aktivno mesto encima. 

Uspel je sintetizirati nove inhibitorje ligaz MurC oz MurD z N-
acilhidrazonskim ter aminosulfonilseœnskim skeletom ter pripraviti
spojino, ki je hkrati inhibitor obeh omenjenih ligaz in je v poskusih
pokazala tudi protibakterijsko uœinkovitost. 
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Del svojega doktorskega dela je dr. Roman Øink, mag. farm.posvetil
strukturnim øtudijam ligaze MurD. S sodelovanjem s partnerji iz inøtituta
IBS v Grenoblu je razreøil sedem kristalnih struktur visoke loœljivosti
ligaze MurD v kompleksu z nizkomolekularnim inhibitorji. Z razreøitvijo
teh kristalnih struktur je ugotovil naœin vezave inhibitorjev v aktivno
mesto ligaze MurD in tako pridobil nove informacije, ki so pomembno
izhodiøœe za optimizacijo in nadaljni razvoj inhibitorjev encima MurD. 

V procesu kristalizacije ligaze MurD je doktorand preizkusil mnogo
razliœnih pogojev in pri tem odkril dve novi konformaciji ligaze MurD, ki
øe nista opisani v literaturi. S tem je pridobil nove podatke o
katalitiœnemu mehanizmu celotne druæine ligaz Mur.

dr. Øpela Irman, mag. farm.

VPLIV PODSKUPIN ANTIFOSFOLIPIDNIH PROTITELES NA
KRISTALIZACIJO ANEKSINA A5 NA FOSFOLIPIDNEM DVOSLOJU

Mentor: prof. dr. Borut Boæiœ, mag. farm.
Somentor: doc. dr. Miha Økarabot, univ. dipl. fiz.

dr. Øpela Irman, mag. farm. je opravljala raziskave na podroœju motenj
imunskega sistema, ko se le-ta aktivira proti svojemu nosilcu v obliki
avtoimunosti. Obravnavani antifosfolipidni sindrom je avtoimunska
bolezen, ki jo opredeljujejo kliniœni in laboratorijski kriteriji. V prvo
skupino spadajo æilne tromboze ter noseœniøki zapleti, v drugo pa
prisotnost tako imenovanih antifosfolipidnih protiteles. Etiogeneza
bolezni je øe nejasna, eden od predlaganih mehanizmov pa vkljuœuje
poøkodbo kristalne strukture aneksina na aktiviranem endoteliju, ki naj
bi predstavljal zaøœito pred trombozami. Øpela Irman je s pomoœjo
mikroskopije na atomsko silo dokazala v fizioloøkih pogojih, da imajo
podskupine antifosfolipidnih protiteles razliœno delovanje na nastanek
in obstoj zaøœitne kristalne strukture aneksina. Prva je opisala

razgrajevanje nepopolno skristaliziranegaaneksinskega kristalnega
øœita, ter upoœasnitve kristalizacije aneksina ob prisotnosti
avtoprotiteles proti aneksinu. Dokazala je tudi stabilnejøo vezavo 
b2-glikoproteina I na membrano ob prisotnosti avtoprotiteles, kar se
ujema s kliniœnimi opaæanji o veœji patogenosti protitelesih proti 
b2-glikoproteinu I z viøjo avidnostjo. Dokaz heterogenega delovanje
podskupin tako imenovanih antifosfolipidnih protiteles izkazuje potrebo
po drugaœnem pristopu pri diferencialni laboratorijski diagnostiki
antifosfolipidnemu sindromu pridruæenih motenj. Rezultati so æe
objavljeni v petih œlankih, øtirih v revijah z dejavnikom vpliva, pri œemer
bi izpostavil Autoimmunity Reviews z dejavnikov vpliva 6,4 in Journal of
Autoimmunity z dejavnikom vpliva 7,2.

dr. Simona Jurkoviå Mlakar, mag. farm.

VPLIV IZPOSTAVLJENOSTI IONOM KADMIJA IN VLOGA GENOV ZA
ANTIOKSIDATIVNE ENCIME PRI RAZVOJU OSTEOPOROZE

Mentorica: prof. dr. Janja Marc, mag. farm., spec. med. biokem.
Somentor: prof. dr. Joøko Osredkar, mag. farm., spec. med. biokem.

S starostjo naraøœajo oksidativne poøkodbe celic oziroma tkiv, øe
posebej pri ljudeh, ki so izpostavljeni veœjim obremenitvam z ioni teækih
kovin. Kandidatka je v doktorski nalogi prouœevala vpliv oksidativnega
stresa oziroma okrnjene antioksidativne obrambe in izpostavljenosti
ionom kadmija na kvaliteto kostnega tkiva in razvoj osteoporoze na
genetskem nivoju. Preverjala je dve hipotezi:

Spremembe v genih za antioksidativne encime in vivo poveœajo
tveganje za razvoj osteoporoze in vplivajo na potek zdravljenja.

Akutna in dolgotrajna izpostavljenost osteoblastov ionom kadmija in
vitro spremeni izraæanje genov za antioksidativne encime in vpliva na
razvoj osteoporoze, ker spreminja izraæanje genov, odgovornih za
nastanek in aktivnost osteoblastov.

Da bi potrdila prvo hipotezo je kandidatka ugotavljala povezanost
mineralne kostne gostote (MKG) in biokemiœnih markerjev kostne

remodelacije z 16 genskimi polimorfizmi v genih 11 antioksidativnih
encimov, in ugotovila, da spremembe v genih glutationske poti vpivajo
na razvoj osteoporoze saj so bili polimorfizmi v vseh 6 genih te poti
(GPX1, GSR, GSTM3, GSTM1, GSTT1 in GSTP1) znaœilno povezani z
mineralno kostno gostoto in ali BK kostne remodelacije. Povezanost s
razvojem bolezni je dokazala tudi za gene tioredoksinske poti, medtem
ko je za genske spremembe v SOD in CAT zakljuœila, da zelo verjetno
ne sodelujejo v patogenezi osteoporoze. Ob tem se je izkazalo, da
nobeden od polimorfizmov ne vpliva na uspeønost zdravljenja z
bisfosfonati, pri zdravljenju s SERM pa je potrebno upoøtevati
farmakogenetske vplive veœine antioksidantnih encimov.

V drugem delu raziskave je dr. Simona Jurkoviå Mlakar, mag. farm.
preverjala osteocitotoksiœnost ionov kadmija in vitro. Kliniœno dobro
opoznan zaplet pri zastupitvah s Cd je prouœevala z vidika moænih
mehanizmov toksiœnega delovanja Cd na osteoblaste. Uporabila je
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vsegenomski pristop z analizo genskih mikromreæ in dokazala
pomemben vpliv genov oksidativnga stresa, apoptoze in vnetja,
celiœnega Wnt signaliziranja, metabolizma lipidov in adhezijskih
molekul (integrini). Na ta naœin je kanidatka postavila dobre temeljeza
nadaljevanje raziskav na tem podroœju. Rezultati in iz njih izvedeni

zakljuœki doktorske disertacije dr. Simone Jurkoviå Mlakar, mag. farm.
so originalni in predstavljajo nov doprinos k znanosti, kar dokazujeta
dva æe objavljena œlanka v mednarodnih revijah s dejavnikom vpliva in
pet rokopisov œlankov, ki so pripravljeni za objavo.
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Iz druøtvenega æivljenja

Na pustno soboto, 5 marca 2011, smo se po sedmih letih ponovno
zavrteli na petah. Veœerne toalete smo zamenjali s pustnimi maskami,
eleganca in omikanost pa sta medse sprejeli øegavost pustnega
œasa.

Organizacijo desetega, jubilejnega Farmacevtskega plesa je na
pobudo Anite Vrabiœ prevzela Mariborska podruænica SFD. Œlane
druøtva, njihove partnerje in prijatelje smo povabili v hotel Habakuk,
kjer nismo uæivali samo v izbrani hrani in pijaœi, prijetni druæbi in
plesnih ritmih skupine Black&White, ampak tudi v nastopu plesalk
flamenka in dovtipih Vinka Øimeka, ki je povezoval program. Pri
preganjanju zime so nam pomagali koranti iz Spuhlje, ki jih vodi naø
œlan Marko Øamperl. Za pospeøen srœni utrip veœ kot 120

udeleæencev pa je v poznih veœernih urah poskrbela trebuøna

plesalka Tjaøa Vandur s pitonom Ramzesom.

Ob tej priloænosti bi se æelel zahvaliti vsem, ki ste se odzvali naøemu

povabilu v Maribor. Posebna zahvala gre tudi podjetjem (Farmadent,

Bayer Health Care, Medis, Lek in Krka), ki so omogoœila, da se je

vloæen trud Anite Vrabiœ, Ljubice Loviøœek, Brigite Korpar in moje

malenkosti obrestoval v dogodku, na katerega smo v Mariborski

podruænici ponosni. Hvala tudi Jelki Dolinar in Nataliji Gerbiœ, zaradi

katerih je bilo vse laæje.

Matjaæ Tuø, mag. farm.

predsednik Mariborske podruænice SFD

10. Farmacevtski ples – Ples v maskah
Matjaæ Tuø

Organizatorji  Plesa v maskah
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Sonœnice iz Mariborskih lekarn in Farmadenta

Magistra Anita Vrabiœ je nagovorila udeleæence
jubilejnega 10. Farmacevtskega plesa Obiskali so nas koranti iz Spuhlje
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Navodila avtorjem

Spodnja poglavja podajajo pomembne
informacije za avtorje. Priporoœamo, da si
avtorji vzamejo œas in preberejo navodila
preden prispevek poøljejo v uredniøtvo
Farmacevtskega vestnika.

Strokovne œlanke in druge prispevke objavljamo v
slovenskem, po dogovoru z uredniøtvom pa tudi v
angleøkem jeziku. Vsi poslani rokopisi morajo biti jezikovno in
slogovno neoporeœni. Uporabljena terminologija mora biti
ustrezna, s posluhom za uveljavljanje ustreznih strokovnih
izrazov v slovenskem jeziku. Navajanje zaøœitenih imen
zdravil in drugih izdelkov ali imen proizvajalcev je
nedopustno. Dovoljeno je le v poglavju Materiali in metode,
izjemoma pa øe v primeru, œe se objavi popoln seznam vseh
na træiøœu dostopnih izdelkov.

Strokovni œlanki so recenzirani. Uredniøtvo poølje vsak
strokovni œlanek najmanj dvema recenzentoma v strokovno
oceno. Med postopkom ugotavljanja primernosti prispevka
za objavo v Farmacevtskem vestniku je zagotovljena tajnost.

Sprejem prispevka v uredniøtvo

Prispevek je sprejet v uredniøtvo, kadar v uredniøtvo poleg
rokopisa, v elektronski obliki vloga vsebuje tudi:

1 Spremni dopis:
• naslov prispevka,
• imena in priimki avtorjev z vsemi nazivi,
• imena in naslovi ustanov, v katerih so zaposleni,
• telefonska øtevila in elektronski naslov kontaktne osebe.

2 Izjavo:
Lastnoroœno podpisana izjava, da prispevek øe ni bil
objavljen ali poslan v objavo v drugo revijo, ter da se z
vsebino strinjajo vsi soavtorji. V primeru ponatisa slik ali
drugih elementov v prispevku mora avtor priloæiti
dovoljenje zaloæbe, ki ima avtorske pravice.

Prva verzija rokopisa

Prav verzija rokopisa je poslana v uredniøtvo v elektronski
obliki v kateri:

• avtorji niso imenovani, 
• slike in preglednice so vkljuœene v besedilo,
• obsega najveœ 20.000 znakov, vkljuœno s presledki.

1 Oblika rokopisa

Naslovi rokopisa
Times New Roman 12 pt, krepko, razmik vrstice 1,5;
levo poravnano; enokolonsko.

Vsak naslov je potrebno oøtevilœiti z zaporedno
øtevilko ter naslovom, le-ta pa ne sme vsebovati
øtevilk, akronimov, okrajøav in loœil, prav tako naj ne
preseæe 90 znakov.

Podnaslovi rokopisa
Times New Roman 12 pt, krepko, razmik vrstice 1,5;
levo poravnano; enokolonsko.

Vsak podnaslov je potrebno oøtevilœiti z zaporedno
øtevilko ter naslovom, le-ta pa ne sme vsebovati
øtevilk, akronimov, okrajøav in loœil, prav tako naj ne
preseæe 90 znakov.

Besedilo rokopisa
Times New Roman 12 pt, navadno, razmik vrstice 1,5;
levo poravnano; enokolonsko.

2 Vsebina rokopisa
Rokopis naj bo sistematiœno strukturno urejen in
razdeljena na poglavja. 

Izvirni znanstveni œlanki naj imajo najmanj naslednja
poglavja:
• Povzetek v slovenskem in angleøkem jeziku

(vsak po najveœ 150 besed),
• Kljuœne besede v slovenskem in angleøkem

jeziku (najveœ 5),
• Uvod,
• Materiali in metode,
• Rezultati in razprava,
• Sklep,
• Literatura.

Pregledni œlanki pa
• Povzetek v slovenskem in angleøkem jeziku 

(vsak po najveœ 150 besed),
• Kljuœne besede v slovenskem in angleøkem jeziku

(najveœ 5),
• Poglavja in podpoglavja, ki si smiselno sledijo,
• Sklep,
• Literatura.

Navodila avtorjem
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Vsako trditev
je potrebno potrditi z literaturnim virom, zaporedno
øtevilko literaturnega vira pa navesti na koncu trditve, v
oklepaju pred piko. Œe je referenc veœ, so øtevilke loœene
z vejicami in presledki, npr. (1, 3, 8). Na koncu prispevka
naj bo navedenih najveœ 30 literaturnih virov, po vrstnem
redu, kot se pojavljajo v besedilu.

3 Slike, preglednice in grafikoni
Slike preglednice in grafikoni morajo biti opremljene s
pripadajoœim besedilom v slovenskem in angleøkem jeziku.

3.1 Slike
Slike naj merijo v øirino in viøino najveœ 18 cm.
Dimenzijsko naj se slika œimbolj pribliæa dejanski velikosti
v tiskani verziji. Velikost besedila na sliki pa je lahko med
8 in 12 pt. (opomba: najveœkrat v tisku naletimo na
velikost œrk10 pt).

Slike morajo biti shranjene in poslane tudi neodvisno od
rokopisa v ustreznem slikovnem zapisu:
• bitni zapis – jpg, png, tiff z loœljivostjo 300 dpi ali veœ
• vektorski zapis – eps, emf, wmf 
Oznaœene pa naj bodo glede na vrstni red v rokopisu
(slika_1, slika_2, itd). 

Velikost se mora ujemati z prej omenjeno velikostjo zaradi
ohranjanja kvalitete in razmerji ob pripravi na tisk!

Vsaka slika mora biti ustrezno oznaœena z zaporedno
øtevilko slike in naslovom ter ustrezno referenco, po
kateri je bila povzeta, razen v primeru kadar je avtor
lastnik slike. Pripadajoœe besedilo se mora navajati pod
sliko.

Primer: 

Slika 1. Logo Slovenskega Farmacevtskega druøtva (1).

Figure 1. Logo of Slovenian Pharmaceutical Society (1).

Objava slik je v œrno-beli tehniki, kar naj avtorji
upoøtevajo pri pripravi slik. Objava barvnih slik je moæna
samo v primeru, da avtor zagotovi pokritje dodatnih
stroøkov barvnega tiska.

3.2 Preglednice
Vsaka preglednica mora biti ustrezno oznaœena z
zaporedno øtevilko preglednice in naslovom ter ustrezno
referenco, po kateri je bila povzeta, razen v primeru
kadar je avtor preglednico pripravil sam. Pripadajoœe
besedilo se mora navajati nad preglednico.

Primer:

Preglednica1. Øtevilo objav v Farmacevtskem vestniku v letu
2009 (1).

Table 1. Number of publication in Journal of Pfarmaceutical
Society in 2009 (1).

3.3 Grafikoni
Vsaka grafikon mora biti ustrezno oznaœen z zaporedno
øtevilko grafikona in naslovom ter ustrezno referenco, po
kateri je bil povzet, razen v primeru kadar je avtor
grafikon pripravil sam. Pripadajoœe besedilo se mora
navajati nad grafikonom.

Grafikoni iz Excela naj bodo uvoæeni v besedilo kot
»enhance metafile« z velikostjo teksta med 8 in 12 pt.
Velikost pa naj ne presega v øirino in viøino 18 cm. 

Primer:
Grafikon 1. Œasovni potek absorpcije (1).
Graph 1. The time-course of absorption (1).

4 Poimenovanja in okrajøave
Poimenovanja in okrajøave je potrebno navajati skladno
IUPAC, IUBMB in HUGO. Terminologijo izrazov pa tudi
skladno s uveljavljenimi slovenskimi terminoloøkimi izrazi
ter skladno s Formularium Slovenicum in SBD
terminoloøkim slovarjem.

5 Primer navajanja literature
1. Obreza A. Vanadij v æivem organizmu in farmaciji.

Farm Vestn 2003; 54: 713–718.

2. Danesh A, Chen X, Davies MC et al. The discrimination
of drug polymorphic forms from single crystals using
atomic force microscopy. Pharm Res 2000; 17 (7):
887–890.

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

Tip objave Øtevilo objav
Pregledni œlanek X
Izvirni znanstveni œlanek X 
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Navodila avtorjem

4. Slovensko Farmacevtsko Druøtvo. http://www.sfd.si/.
Dostop: 10-12-2008. (avtor spletne strani. Naslov
prispevka. Spletni naslov. Dostopano: datum dostopa.)

Konœna verzija prispevka

Avtor strokovnega œlanka prejme po opravljenem
recenzijskem postopku obvestilo o sprejemu œlanka oz.
navodila glede potrebnih popravkih. Uredniøtvo priœakuje, da
bo avtor pripombe recenzentov in uredniøtva upoøteval in
najkasneje dva tedna po prejetju recenzij poslal popravljen
prispevek v elektronski obliki na naslov glavne urednice.

Konœna verzija rokopisa
1 Naslovna stran prispevka (prva stran rokopisa) mora

vsebovati:
• Naslov prispevka (v slovenskem in angleøkem jeziku) 
• Imena in priimke vseh avtorjev z nazivi, skupaj z imeni

in naslovi ustanov, v katerih so zaposleni
• Korespondenœnega avtorja z njegovimi kontakti

2 Rokopis (druga stran rokopisa) naj v nadaljevanju
vsebuje:

• Naslov prispevka (v slovenskem in angleøkem jeziku) 
• Imena in priimke vseh avtorjev brez z nazivov, imen in

naslovi ustanov, v katerih so zaposleni, v pravilnem
vrstnem redu

• Poglavja rokopisa v vrstnem redu in obliki kot je
navedeno zgoraj v katerih so razporejene slike,
preglednice in grafikoni.

3 Spremljajoœe slike

Slike morajo biti shranjene in poslane tudi neodvisno od
rokopisa v ustreznem slikovnem zapisu:
• bitni zapis – jpg, png, tiff z loœljivostjo 300 dpi ali veœ
• vektorski zapis – eps, emf, wmf 

Oznaœene pa naj bodo glede na vrstni red v rokopisu
(slika_1, slika_2, itd). Velikost se mora ujemati z prej
omenjeno velikostjo zaradi ohranjanja kvalitete in razmerji
ob pripravi na tisk.

Ostali prispevki

Prispevki za rubriko zanimivosti iz stroke in iz druøtvenega
æivljenja imajo praviloma lahko najveœ 6.000 znakov
(vkljuœno s presledki). Prispevki za rubriko osebne vesti ne
smejo presegati 3.000 znakov (vkljuœno s presledki).
Prispevke o osebnih vesteh objavlja uredniøtvo ob jubilejih,
smrti ali za posebne doseæke v aktualnem obdobju.
Uredniøtvo si pridræuje pravico, da po strokovni presoji objavi
tudi daljøe prispevke.

Poøiljanje strokovnih prispevkov

Prispevke v elektronski obliki korespondenœni avtorji poøljejo
na naslov:

Uredniøtvo Farmacevtskega vestnika

Slovensko farmacevtsko druøtvo

Dunajska 184 A, 1000 Ljubljana

T.: 01 569 26 01, Fax: 01 569 26 02

e-poøta: 

glavna urednica: urednica-fv@sfd.si

tajniøtvo: tajnistvo-fv@sfd.si

Korekture

Krtaœne odtise prispevka je avtor dolæan natanœno pregledati
in oznaœiti nujne popravke (tiskarske økrate), s katerimi ne
sme posegati v vsebino prispevka. Korekture poølje avtor v
treh delovnih dneh izkljuœno elektronski obliki na zgoraj
navedeni naslov.

Prvi avtor prejme tri izvode Farmacevtskega vestnika
brezplaœno. Œlanki so objavljeni tudi na spletnem mestu v
pdf obliki.
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