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Spostovani bralci,

pred vami je prva letoSnja Stevilka Farmacevtskega vestnika, ki prinasa
prispevke z razlicnih podrocij farmacije — od zgodovine, farmacevtske
kemije in tehnologije do toksikologije ter naprednih metod zdravljenja
in diagnostike.

Avtorici izvirnega znanstvenega Clanka predstavijata podatke o pojav-
nosti novih benzodiazepinskih analogov in njihovi uporabi v Evropi med
letorna 2008 in 2024. Gre za nove psihoaktivne snovi, ki zaradi hitro
spreminjajoCe se sestave pogosto ostajajo nenadzorovane in so zato
povezane z zdravstvenimi tveganiji. Sledi pregledni ¢lanek, ki prikazuje
uporabo zlata v medicini in farmaciji od starega Egipta do razsvetljen-
stva. Zlato namre¢ v preteklosti ni bilo le simbol bogastva in bozanskosti,
temvec¢ tudi domnevna zdravilna ucinkovina. Od najstarejSih civilizacij
se ljudje soo¢amo tudi z vprasSanjem staranja. V enem izmed prispevkov
lahko preberete, kako kozmeticni izdelki in t. i. »pro-age« pristop pri-
spevajo k upocasnitvi vidnih znakov staranja koze. Sledi prispevek o
mehanizmih delovanja novih protituberkuloznih ucinkovin, ki dopolnjujejo
obstojecCe terapije. Pojav odpornosti poudarja pomen kombiniranega
zdravljenja in nadaljnjega razvoja zdravil. V nadaljevanju so obravnavane
ucinkovine, ki s tar€ami tvorijo kovalentne vezi, kar omogo¢a mocnejse
in dolgotrajnejSe ucinke, vendar njihova uporaba prinasa tudi dolocene
izzive. V tokratni Stevilki se boste seznanili Se z mitohondrijsko trans-
plantacijo, perspektivnim pristopom za zdravljenje mitohondrijsko po-
gojenih bolezni, pri katerem nefunkcionalne mitohondrije nadomestimo
z zdravimi, kar zmanjSa nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti. Sledi pri-
spevek o limfoblastoidnih celi¢nih linijah, celicnih modelih, ki ohranijo
klju¢ne znadilnosti donorja in omogocajo odkrivanje interindividualnih
razlik v molekularnih mehanizmih bolezni ter odzivu na ucinkovine v
predklini¢nih raziskavah. Sodoben pristop k diagnostiki in zdravljenju
predstavljajo tudi nanotelesa, ki jih v primerjavi s konvencionalnimi pro-
titelesi odlikujejo manj$a molekulska masa, vecja stabilnost, dobra top-
nost in enostavna priprava. Stevilko zakljuduje Kliniéni primer bolnika,
ki je po zdravljenju z nirmatrelviriem in ritonavirjem razvil fiksni medika-
mentozni eksantem.

Tokratno Stevilko Farmacevtskega vestnika posvecamo zasluznemu
profesorju Univerze v Ljubljani dr. AleSu Krbavcicu, ki je v zaCetku le-
to8njega leta praznoval astitliiv Zivijenjski jubilej, 90 let. Stevilni se ga
spominjamo kot profesorja z enciklopedi¢nim poznavanjem materije
medike in zgodovine farmacije, ki nas je spodbudil k Studiju in kasnej-
Semu poklicnemu delu. DaljSi pogovor z njim je na voljo na spletni
strani Slovenskega farmacevtskega drustva.

prof. dr. Ale§ Obreza, gostujoci urednik
prof. dr. Mojca Kerec Kos, odgovorna urednica
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POVZETEK

Nove psihoaktivne snovi so sinteti¢ne ali naravne
snovi, ki posnemajo ucinke prepovedanih drog, a
zaradi hitro spreminjajoce se sestave ostajajo ne-
nadzorovane. Mednje sodijo tudi benzodiazepini,
pomembna skupina zdravil, ki se v obliki novih ana-
logov pojavijajo kot nove psihoaktivne snovi. Clanek
prikazuje pojavnost, uporabo in zdravstvena tvega-
nja benzodiazepinov kot psihoaktivhe nove snovi v
Evropi med 2008 in 2024 na podlagi Evropske
zbirke podatkov o novih drogah. Identificiranih je
bilo 38 novih benzodiazepinov, najve¢ (24) med leti
2014 in 2018, nato je Stevilo upadlo. Najve¢ prijav
prihaja iz Svedske, sledijo Nemgija in druge skan-
dinavske drzave. Slovenija je med vodilnimi: zaznani
so bili trije novi benzodiazepini in skupaj 14 razlicnih
(87 % vseh), od katerih jih je osem v skupini | pre-
povedanih snovi. Vecina zasegov vkljuCuje tablete
in praske, pogosto v kombinacijah, kar povecuje
tveganje smrti. Leta 2020 so bili prisotni v polovici
smrtnih primerov zaradi drog v Sloveniji, delez pa
upada. Zloraba njihovih analogov kot novih psiho-
aktivnih snovi povzroCa resne posledice, zato je
spremljanje nujno.

KLJUCNE BESEDE:
Agencija Evropske unije za droge, benzodiazepini,
nove psihoaktivne snovi, zloraba

ABSTRACT

New psychoactive substances are synthetic or nat-
ural substances that mimic the effects of illicit drugs
but remain uncontrolled due to rapidly changing
composition. These include benzodiazepines, an
important group of medicines that appear as new
psychoactive substances in the form of new ana-
logues. This article presents the prevalence, use,
and health risks of benzodiazepines as new psy-
choactive substances in Europe between 2008 and
2024, based on the European Database on New
Drugs. In total, 38 new benzodiazepines were iden-
tified, most (24) between 2014 and 2018, followed
by a decline. Most reports originate from Sweden,
followed by Germany and other Scandinavian coun-
tries. Slovenia is among the leading countries: three
new benzodiazepines were detected and 14 differ-
ent ones in total (37% of all), eight of which are
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POJAVNOST BENZODIAZEPINOV V SKUPINI NOVIH PSIHOAKTIVNIH SNOVI V EVROPI MED LETI 2008 IN 2024

classified in Group | of prohibited substances. Most
seizures involve tablets and powders, often in com-
binations, increasing the risk of death. In 2020, they
were present in half of Slovenia’s drug-related
deaths, though the proportion is decreasing. Mon-
itoring remains essential.

KEY WORDS:
abuse, benzodiazepines, European Union Drugs
Agency, new psychoactive substances

uvoD

Benzodiazepini so razred sedativnih psihoaktivnih ucinko-
vin, ki so bile vpeljane v terapijo anksioznih motenj kot
anksiolitiki v Sestdesetih letih prejSnjega stoletja (1). Kmalu
so se njihova indikacijska podrocja razsirila na terapijo ne-
specnosti (hipnotiki), antiepilepticno zdravljenje (antikon-
vulzivi), misi¢no relaksacijo, predmedikacijo v anesteziji.
Kljub temu se v zadnjem desetletju vse pogosteje pojavijajo
kot »novi« oziroma »dizajnerski« benzodiazepini, ki sodijo
med nove psihoaktivne snovi (NPS). Ti se na nezakonitem
trgu distribuirajo brez regulatornega nadzora, pogosto v
kombinaciji z drugimi psihoaktivnimi snovmi, kar bistveno
poveCuje tveganje za zlorabo, akutne zastrupitve in
smrtnost (2). Pomemben javnozdravstveni problem je po-
stala tudi zloraba benzodiazepinov na recept, saj statisti¢ni
podatki kazejo porast primerov odvisnosti, zastrupitev in
smrti, povezanih z njihovo nepraviino uporabo (3).

Novi benzodiazepini so sinteti€ne spojine, strukturno so-
rodne klasi¢nim benzodiazepinom (npr. diazepam, alpra-
zolam, lorazepam), vendar so se na trgu pojavile Sele v
zadnijih letih. Vecina teh spojin izvira iz farmacevtskih razi-
skav, usmerjenih v razvoj analogov klasi¢nih benzodiaze-
pinov z izboljSanim terapevtskim profilom, a so hitro nasle
pot na ¢mi trg in v rekreativno uporabo (4). Zanje je zna-
¢ilno, da so sintezno pridobljeni, razli¢ni po kemijskih last-
nostih, vsi pa obdrzijo osnovno benzodiazepinsko strukturo
in podobne farmakodinami¢ne udinke. Strukturne modifi-
kacije novih benzodiazepinov tako vkljuCujejo dodajanje ali
odstranjevanje substituentov na osnovnem benzodiaze-
pinskem obroCu za povecCanje afinitete do receptorjev A
za gama-aminomasleno Kislino (receptorjev GABA,) ali op-
timizacijo farmakokinetike, npr. hitrost nastopa ucinka, tra-
janje delovanja (5).

Distribucija novih benzodiazepinov poteka predvsem iz ke-
mijskih podijetij na Kitajskem, ki izdelke poSiljiajo v obliki
praskov po posti ali kurirskih storitvah trgovcem in posa-
meznikom v Evropi. PoSilike so pogosto napacno deklari-
rane, podobno kot pri drugih NPS. Kon¢ni izdelki se po-
gosto naro€ajo tudi iz neregistriranih spletnih lekarn s
sedezem v Indiji (3). Sprva so se te spojine oglaSevale kot
»raziskovalne kemikalije« (angl. research chemicals), danes
pa se vse pogosteje uporabljajo tudi pri proizvodnji pona-
rejenin zdravil, zlasti tablet diazepama in alprazolama, ki
se prodajajo na nezakonitem trgu. Ponarejeni izdelki so
pogosto pakirani v pretisne omote, ki popolnoma posne-
majo registrirana zdravila (6).

Evrope Slovenija predstavlja pomembno tranzitno obmocdje
za nezakonite droge. Clanstvo v schengenskem obmogju
ter prometna povezanost med Jadranom, Alpami in Pa-
nonsko nizino omogocata hiter dostop do Italije, Avstrije,
Nemcije in Madzarske. Luka Koper kot najvecje slovensko
pristanis€e deluje kot klju¢na vstopna tocka za droge iz
Juzne Amerike, ki se nato prek cestnih in zelezniskih kori-
dorjev distribuirajo v Evropo. Nizka stopnja nadzora ter
ugled varne drzave omogocata skladiS€enje in organizacijo
koridorjev V in X, kar jo uvrS¢a med osrednja vozliS€a se-
vernega Jadrana ter srednje in vzhodne Evrope; te geo-
strateSke znadilnosti kriminalne zdruzbe izkoriS¢ajo za ti-
hotapljenje (7).

V Clanku je prikazana pojavnost benzodiazepinov kot NPS
v Evropi in Sloveniji med letoma 2008-2024 na podlagi
podatkov Evropske zbirke podatkov o novih drogah
(EDND 1l) in druge literature, s poudarkom na trendih in

KLJUCNI POUDARKI

¢ \/ Evropi je bilo med letoma 2011 in 2024 identifici-
ranih 38 novih benzodiazepinov.

¢ Najpogosteje se novi benzodiazepini pojavljajo v ob-
liki tablet in praskov, pogosto se kombinirajo z
drugimi drogami, predvsem s kokainom.

e Slovenija izstopa po velikem Stevilu zaznanih benzo-
diazepinov glede na velikost drzave, saj je bilo do leta
2024 identificiranin 14 razli¢nih analogov; pri treh je
bila Slovenija med prvimi drzavami, ki so jih prijavile.

e | eta 2020 so bili benzodiazepini prisotni v polovici
smrtnih primerov zaradi drog v Sloveniji, nato pa
delez upada, vendar ostajajo pomemben dejavnik
smrtnosti.
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Stevilu novo zaznanih benzodiazepinov v drzavah EU ter
posebej v Sloveniji. Osredotodili smo se na njihovo prisot-
nost na trgu prepovedanih drog, Stevilu in oblikah zasezenih
ali zbranih vzorcev novih benzodiazepinov ter mozne po-
sledice za javno zdravje.

MATERIALI IN METODE

2.1 VIRI' IN NABOR PODATKOV

Pri zbiranju podatkov smo uporabljali predvsem podatko-
vno bazo EDND Il (8), ki deluje v okviru Agencije Evropske
unije za droge (EUDA) in vkljuCuje Stevilne osnovne podatke
in porocila o razlicnin NPS. V podatkovni bazi so zbrani
podatki o benzodiazepinih od leta 2011 do danes in se
aktualno posodabljajo, pri ¢emer na novo vkljucujejo novo
odkrite benzodiazepine na podrocju ¢lanic EU. Na osnovni
strani te baze smo pod zavihkom profili snovi (angl. sub-
stance profiles) filtrirali snovi na nacin, da smo dobili profile
izkljuéno NPS, ki so novi benzodiazepini. Nato smo do-
bliene rezultate razvrstili po datumu: od tistega, ki je bil
najprej odkrit pa do najkasneje odkritega novega benzo-
diazepina. Na omenjeni strani smo dobili tudi podatek o
statusu spremljanja (angl. monitoring status) in farmakoloski
klasifikaciji (angl. pharmacological classification). V poglavju
porocila o primerih (angl. case reports) smo pridobili po-
trebne podatke o poro¢anju agenciji EUDA, kot so: drzava
in leto poroCanja, tip vzorca, oblika snovi, kombinacije z
drugimi psihoaktivnimi snovi (pri Cemer smo analizirali po-
datke samo za benzodiazepine s statusom kontrolirane
droge), institucija, ki je porocala v bazo EDND | (pri Cemer
smo Vv analizo vkljucili samo benzodiazeping, o katerih smo
porocali v Sloveniji), datum zadnjega poroCanja za posa-
mezni benzodiazepin. Poleg podatkovne baze EDND I
smo podatke pridobivali tudi iz drugih spletnih virov, pri
¢emer smo si pomagali s spletnim iskalnikom Google in
GoogleScholar, kier smo kot klju¢ne besede uporabili »ben-
zodiazepines«, »new benzodiazepines« aliime analoga do-
loCenega benzodiazepina. Znanstvene Clanke in literaturo
smo &rpali predvsem iz podatkovnih baz, kot sta PubMed
in National Library of Medicine ter iz drugih strokovnih in
znanstvenih spletnih strani, pri Cemer smo iskanje omejili
na obdobje 2010-2025. Podatke o smrtnih primerih, po-
vezanih z uporabo benzodiazepinov, smo pridobili s spletne
strani EUDA, medtem ko smo informacije o letih vkljucitve

posameznih snovi na Seznam prepovedanih drog v Slo-
veniji poiskali v Uredbi o spremembah in dopolnitvah
Uredbe o razvrstitvi prepovedanih drog, dostopni na urad-

nih spletnih straneh Vlade Republike Slovenije (9).

2.2 PRIKAZ IN VREDNOTENJE
PODATKOV

Pridobljene podatke iz baze EDND Il ter iz porodil o pojav-
nosti NPS v Sloveniji (10) in iz evropskih porocil EUDA (11)
smo analizirali z uporabo metod opisne statistike, za kar
smo uporabili programa Microsoft Word in Microsoft Excel,
s pomocjo katerih smo oblikovali preglednice in grafe, ki
ponazarjajo razsirienost benzodiazepinov v Evropi in Slo-
veniji v obdobju med letoma 2008 in 2024 in so del magi-
strske naloge K. Majar (12).

REZULTATI IN RAZPRAVA

3.1 POJAVNOST NOVIH
BENZODIAZEPINOV V EVROPI

Med letoma 2011 in 2024 je bilo v Evropski sistem zgodnjega
opozarjanja prijaviienih 38 razlicnih novin benzodiazepinov
(slika 1). NajveC novih prijav je bilo med 2015 in 2018, vrh je
bil leta 2016 s sedmimi na novo identificiranimi snovmi. Leta
2020 ni bilo prijavijenih novih benzodiazepinov, kar je verjetno
povezano s pandemijo covid-19, ko so bili regulacijski oz.
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Slika 1: Stevilo na novo odkritih benzodiazepinov med leti 2008 in
2024 na podrocju Evropske unije (8).

Figure 1: Number of newly identified benzodiazepines between
2008 and 2024 in the European Union (8).
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nadzorni postopki okrnjeni. Leta 2021 se ponovno pojavijo,
vendar v precej manjSem obsegu kot pred pandemijo.

Med letoma 2008 in 2010 v podatkovni bazi EDND Il ni bilo
prijav novin benzodiazepinov, kar pa ne pomeni, da se kot
NPS niso pojavijali. KasnejSa zaznavnost je lahko posledica
spremenjene regulacije in nadzora nad njimi. Fenazepam je
bil na evropskem trgu zaznan ze leta 2007 in se sprva zaradi
pomanikljive regulacije prodajal kot »legalna droga« prek
spleta. Med letoma 2008 in 2011 so ga nekatere drzave,
npr. Svedska, Finska, Norveska, zagele nacionalno regulirati.
Od leta 2011 je Evropski center za spremljanje drog in odvis-
nosti od drog (EMCDDA) zaznal tudi druge podobne snovi,
kot je etizolam, kar je poveCalo pozornost EU do celotne
skupine novih benzodiazepinov. Fenazepam, ki je bil leta
1975 v Rusiji razvit kot zdravilo, se Se danes v nekaterih drza-
vah nekdanje Sovjetske zveze trzi kot zdravilo (3, 11, 13).
Svedska je drzava z najved prijavliienimi novimi benzodia-
zepini v Evropi med leti 2008 in 2024 — kar 20. Sledijo
Nemcija (9), Finska (4) in Slovenija (3). 1z slike 2 je razvidno,
da so se nekateri novi benzodiazepini prvi€¢ pojavili $e na
Danskem, v ZdruZenem kraljestvu, Spaniji, Irski in Norveski,
a v precej manjsem obsegu. Veliko tevilo prijav na Sved-
skem je verjetno posledica ucinkovitega nadzornega si-
stema za spremljanje NPS ter hitrega poroCanja EUDA.
Vzrok za strogo zakonodajo je lahko nizka toleranca do
nelegalnih snovi, kar vodi do ve¢ zaznav. V Sloveniji so se
med 2008 in 2024 prvi¢ pojavili trije novi benzodiazepini,
kar je glede na velikost drzave oz. Stevilo prebivalcev visoka
Stevilka. Stevilo drzav, kjer so prvi¢ zabeleZili uporabo, je
vecje od Stevila novo odkritih snovi, saj se zasegi iste snovi
pogosto zgodijo v ve€ drzavah hkrati ali v kratkem razmiku,
zato EUDA tezko dolodi prvo drzavo. V analizo so vklju¢ene
vse drzave, navedene kot prve prijaviteljice.

20

Stevilo benzodiazepinov

2 2 1 1 1

Svedska Neméija Finska Slovenija Danska Zdruzeno Spanija Irska Norveska
kraljestvo

Drzava

Slika 2: Stevilo prvi¢ prijavijenih novih benzodiazepinov v razlicnih
drzavah med leti 2008 in 2024 (8).

Figure 2: Number of first-time registrations of new benzodiazepines
in different countries between 2008 and 2024 (8).
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Slika 3: Stevilo prijavijenih razlicnih novih benzodiazepinov po
drzavah (8).

Figure 3: Number of different new benzodiazepines reported by
country (8).

Najve¢ novih benzodiazepinov je bilo prijavijenin med letoma
2010 in 2024 na Svedskem — 28. Nemgija in Danska imata
po 19 prijav, Finska in Francija 15, Spanija in Slovenija 14,
NorveSka 13, Zdruzeno kraliestvo 11, Estonija 10, Avstrija,
Luksemburg, Litva in Irska po 9, Italija in Madzarska 8, manj
pa Romunija, Hrvaska, Slovaska, Latvija, Belgija in Nizozem-
ska. Pojavili so se tudi na Ceskem, Poliskem, v Greiji in
Bolgariji (slika 3). Podatki ne odrazajo le uporabe, temvec
tudi razlike v zaznavanju in poroCanju, ki so posledica razli¢nih
forenziCnih pristopov, infrastrukture za spremljanje NPS ter
zakonodajnih prioritet v razli¢nih drzavah (11). Dejanska pri-
sotnost snovi je lahko vi§ja, saj nekatere drzave zaradi ome-
jenih zmogljivosti ne zaznajo vseh primerov. Zato visoko Stevilo
na Svedskem ne pomeni nujno vedje uporabe, temved udin-
kovitejsi nadzorni sistem. V Sloveniji smo zabelezili 14 prime-
rov, kar je glede na majhno Stevilo prebivalcev visoka vrednost.
Primerjava novih benzodiazepinov med drzavami glede na
Stevilo prebivalstva (Stevilo prijav novih benzodiazepinov
na 100.000 prebivalcev) je prikazana na sliki 4. 1z nje lahko
sklepamo, da je Stevilo prijavijenih novih benzodiazepinov
v Sloveniji zaskrbljujoCe, saj je med vodilnimi drzavami po
prijavah NPS. Ceprav absolutno tevilo v Estoniji ni vegje
kot v Sloveniji, relativna primerjava kaze, da je Estonija na
vrhu lestvice. Na sliki 4 so vkljucene le drzave z najmanj
10 prijavljenimi novimi benzodiazepini.

3.2 PREGLED PRIJAV UPORABE NOVIH
BENZODIAZEPINOV V OBDOBJU
2008-2024 V EVROPI

Slika 5 prikazuje dinamiko Stevila porocil, posredovanih si-
stemu EDND Il med letoma 2008 in 2024 o uporabi novih
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Slika 4: Pogostost prijavijenih benzodiazepinov na 100.000
prebivalcev v razlicnih drzavah (8).

Figure 4: Frequency of reported benzodiazepines per 100,000
inhabitants in different countries (8).

benzodiazepinov. Do leta 2011 v Evropi ni bilo prijav ben-
zodiazepinskin NPS. Ceprav se je fenazepam pojavil Ze
leta 2007 (0 njegovem pojavu je prva porocala Finska), je
bila uradna identifikacija zabelezena Sele leta 2011, ko je
bilo prijavljenih Se enajst drugih analogov. Leta 2012 je
Stevilo prijav uporabe upadlo na devet, nato pa je sledilo
postopno naras¢anje, ki je doseglo prvi vrh leta 2016 s 46
evidentiranimi primeri. V obdobju 2017-2019 je bil zaznan
zmeren upad, a se je s pricetkom pandemije covida-19
leta 2020 trend znova obrnil navzgor. Ceprav leta 2020 ni
bil identificiran noben nov predstavnik skupine novih ben-
zodiazepinov, je leto 2021 rekordno z 62 prijavami oz. po-
roCili o uporabi novih benzodiazepinov, kar potrjuje ucin-
kovitost nadzora nad NPS tudi v kriznih razmerah. Po letu
2021 je Stevilo prijav ponovno upadalo, tako da je EUDA
leta 2024 zabelezila 30 prijav. V celothem obdobju je bilo v
drzavah C&lanicah EU evidentiranih 430 porocil o uporabi

novih benzodiazepinov, kar kaze na potrebo po stalnem
regulatornem spremljanju.

Podatkovna baza EDND Il zajema tri tipe vzorcev, ki so
klju¢ni za spremljanje Sirjenja prepovedanih substanc v ev-
ropskih regijah: zasezeni, zbrani ali bioloski. Zasezeni vzorci
izvirajo iz policijskih ali carinskin postopkov. Zbrani vzorci
S0 pridobljeni prostovoljno, najdeni v okolju ali posredovani
s strani zdravstvenih ustanov. Bioloski vzorci, pod katere
sodijo npr. urin, kri, slina, se zbirajo od posameznikov, pri
katerih obstaja sum uZivanja drog ali predoziranja. Vrsta
vzorca je odvisna od vrste droge, Casovnega okna zazna-
vanja in razpolozljivosti vzorca (6, 14).

Med letoma 2008-2024 je zabelezenih 433 primerov razli-
¢nih tipov vzorcey, kar je nekoliko ve€ od skupnega Stevila
porocil, saj se lahko pojavi ve¢ oblik vzorcev novih benzo-
diazepinov v enem porocilu. Najmanj je bioloskih vzorcev
(17), sledijo zbrani (104), najvec pa je zasezenih (312). Naj-
vi§je skupno Stevilo je bilo leta 2021, ko je EU zabelezila
najvec porocil (62): 43 zasezenih, 14 zbranih in 5 bioloskih
vzorcev. Analiza potrjuje prevlado zasezenih vzorcev na
ravni EU, kar kaze na visoko stopnjo nadzora in u¢inkovitost
ukrepov za prepoznavanje nezakonitih snovi.

3.3 POJAVNOST NOVIH
BENZODIAZEPINOV V SLOVENIJI

V obdobju 2008-2014 v Sloveniji ni bilo evidentiranih pri-
merov nelegalne uporabe benzodiazepinov, kar nakazuje
na njihovo omejeno rabo izklju¢no v terapevtske namene
ali na odsotnost sistemati¢nega spremljanja teh substanc
v kontekstu prepovedanih drog. Posledi¢no jih podatkovna
baza EDND Il v tem obdobju Se ni zajemala. Analiza trendov
(slika 6) kaze, da se je porast nelegalne uporabe zacel
Sele leta 2015, ko je bilo zabelezenih pet prijav, med njimi
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Slika 5: Stevilo porodil o odkritju novih benzodiazepinov med letoma
2008 in 2024 v Evropi (8).

Figure 5: Number of reports on the detection of new
benzodiazepines between 2008 and 2024 in Europe (8).
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= Stevilo prvi¢ prijavljenih benzodiazepinov v Sloveniji, ki so se Ze prej pojavili v drugi evropski drzavi
Stevilo prvi¢ prijavljenih benzodiazepinov v Sloveniji

Slika 6: Stevilo prvi¢ prijavijenih benzodiazepinov v Sloveniji in Stevilo
prijaviienih benzodiazepinov, ki so bili Ze prej zaznani v drugi evropski
drzavi (8, 10).
Figure 6: Number of first reports of benzodiazepines in Slovenia and
number of reports of benzodiazepines that had already been
detected in another European country (8, 10).
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POJAVNOST BENZODIAZEPINOV V SKUPINI NOVIH PSIHOAKTIVNIH SNOVI V EVROPI MED LETI 2008 IN 2024

prva zaznava novega benzodiazepinskega analoga v EU.
Nadaljnje prve prijave novih analogov v Sloveniji so sledile
v letih 2016 in 2018, kar potrjuje pojav farmakoloskih deri-
vatov, ki do tedaj v evropskem prostoru niso bili identifici-
rani. V naslednijih letih je Stevilo prijav upadalo, vendar ob-
¢asna zaznava potrjuje trajno prisotnost tveganja, kar
utemeljuje potrebo po kontinuiranem regulatornem nadzoru
in epidemioloskem spremljanju.

Med letoma 2021-2023 novih analogov benzodiazepinov
ni bilo prijaviienih, kar lahko odraza spremembe v meto-
dologiji monitoringa ali poro¢anja. Pandemija covid-19 je
povecala psihosocialni stres, kar bi teoreti¢no lahko pov-
zrocilo vedjo incidenco uporabe benzodiazepinov, saj de-
lujejo kot sedativi in se uporabljajo pri zdravljenju anksioznih
motenj ter depresije. Verjetno je bila v tem obdobju do-
stopnost zdravil na recept vecja, kar je zmanjSalo potrebo
po nelegalni sintezi, a bolj verjeten dejavnik je okrnjen nad-
zor zaradi zmanjSanega terenskega dela in laboratorijskih
analiz, kar je vplivalo na zaznavo. Ponovna prijava leta
2024 potrjuje, da benzodiazepini ostajajo prisotni na slo-
venskem trgu prepovedanih drog.

Komunikacija med forenzi¢nimi sluzbami v Sloveniji in ev-
ropskim sistemom za spremljanje drog poteka prek nacio-
nalne kontaktne tocke Reitox, ki deluje v okviru Informacij-
ske enote za prepovedane droge na Nacionalni institut za
javno zdravje (NIJZ) (15). Prvi prijavlien benzodiazepinski
analog v Sloveniji je bil adinazolam leta 2015, sledila sta

4-klorodiazepam (2016) in flualprazolam (2018). Vsi vzorci
so bili v obliki prahu (dva rumena, eden bel) ter zbrani za
analizo, ne nujno zasezeni v policijskih ali carinskih po-
stopkih. Podatkovna baza EDND Il ob prvi pojavitvi snovi
v Sloveniji navaja tudi druge drzave, kar otezuje doloCitev
dejanske prve zaznave. Zaradi ozkega Casovnega okna
se pogosto pojavi vet prijav iste spojine v razlinih drzavah
na isti dan. Tako je bil adinazolam leta 2015 prijavijen v
Nemgiji, na Svedskem in v Sloveniji, flualprazolam pa leta
2018 poleg Slovenije tudi na Svedskem. Glede na geo-
grafsko lego Slovenije je verjetno, da so bile snovi v tranzitu,
namenjene uporabi v drugih drzavah.

V Sloveniji se je od leta 2008 do 2024 pojavilo kar 14 razli-
¢nih analogov benzodiazepinov (preglednica I). Vecina teh
je bila v Evropi odkritih po letu 2013, razen flubromazepam,
etizolam in diklazepam. Prve drzave, kjer so se pojavili
benzodiazepini, so bile Svedska, Nemdija in Zdruzeno kra-
liestvo, vendar to Se ne pomeni, da so ti analogi nujno
prisli v Slovenijo iz teh drzav. To le kaze, da so bile te
drzave med prvimi, ki so zaznale prisotnost teh snovi,
medtem ko so poti distribucije in pojavnosti v Sloveniji
lahko drugacne. Vse te snovi imajo v okviru evropske baze
EDND Il status spremljanja, kar pomeni, da se njihova pri-
sotnost in uporaba belezita ter dokumentirata, vendar brez
aktivnega nadzora, intervencije ali dodatnega ukrepanja s
strani pristojnih organov (8). Razlika s statusom intenziv-
nega spremljanja je v tem, da nadzor teh snovi zahteva

Preglednica I: Analogi benzodiazepinov, ki so se pojavili v Sloveniji med leti 2008 in 2024, in njihovo prvo porocanje (8, 10).
Table I: Benzodiazepine analogues that appeared in Slovenia between 2008 and 2024 and their first reporting (8, 10).

Leto prve uradne pojavitve v Sloveniji |Drzava in uradno leto prvega poro¢anja |Ime benzodiazepina
2015 Nemcija (2013) flubromazepam
2015 Svedska (2014) flubromazolam
2015 Svedska (2015) klonazolam
2015 Svedska (2015) nifoksipam

2015 Nemcija, Svedska, Slovenija (2015) adinazolam
2016 Svedska (2014) meklonazepam
2016 Nemcija (2015) metizolam

2016 Slovenija (2016) 4-klorodiazepam
2017 Zdruzeno kraljestvo (2011) etizolam

2018 Svedska (2016) bromazolam
2019 Nemcija (2013) diklazepam
2019 Svedska, Slovenija (2018) flualprazolam
2020 Svedska (2017) norfludiazepam
2024 Nemcija (2016) flunitrazolam
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manj pozornosti in ukrepov, ki bi bili potrebni za varovanje
javnega zdravja (8).

3.3.1 Pregled prijav uporabe novih
benzodiazepinov v obdobju 2008-2024 v
Sloveniji

Med letoma 2008-2024 je bilo v Sloveniji evidentiranih 41
prijav benzodiazepinskih analogov. Najpogostejsi je bil flual-
prazolam (8 prijav), sledila sta adinazolam (6 prijav) in flu-
bromazepam (5 prijav). V manjSem obsegu so bili zaznani
tudi: etizolam, diklazepam, meklonazepam, flubromazolam,
nifoksipam, klonazolam, metizolam, 4-klorodiazepam, flu-
nitrazolam, bromazolam in norfludiazepam.

Analiza Casovne distribucije (slika 7) kaze, da med letoma

2008-2014 prijav ni bilo, kar sovpada z zamikom SirSe ev-

ropske pojavnosti benzodiazepinov kot novih psihoaktivnih

snovi (NPS). Ker so glavni distributerii locirani izven Slove-
nije, je verjetno, da je snov potrebovala ¢as, da se je uve-
ljavila na lokalnem trgu. V Sloveniji prevladujejo predvsem

Zbrani vzorci, ve€inoma pridobljeni prek organizacij Stigma

in DrogArt. Analize teh vzorcev so pogosto pokazale pri-

sotnost novih benzodiazepinoy, kar je zahtevalo nujno pri-

javo v sistem EDND II.

Flualprazolam se je prvi€ pojavil leta 2018 (vzorec 1 g ru-

menega prahu, zbran v Nacionalnem forenzi¢nem labora-

toriju (NFL)), nato leta 2019 (1 prijava), 2020 (2 prijavi) in
dosegel vrh leta 2021 (4 prijave), kar predstavlja polovico
vseh primerov od 2008 dalje. V kasnejsih letih se flualpra-
zolam ter ostala dva najpogostejSa analoga niso ve¢ poja-
vili. Adinazolam je bil prijavijen leta 2015 in 2017 ter Stirikrat
leta 2020. Flubromazepam se je pojavil leta 2015 in 2017,

nato dvakrat leta 2020 ter enkrat leta 2021. Ti podatki po-
trjujejo epidemioloski trend, ki nakazuje kratkotrajno inten-
zivno pojavnost posameznih analogoy, kar zahteva stalno
farmakolo$ko in regulatorno spremljanje. Leta 2020 in 2021
smo zabelezili najvecje Stevilo prijav, kar pa nismo pri¢a-
kovali, saj slika 6 prikazuje, da v tem obdobju v Sloveniji ni
bilo zaznanih novih analogov benzodiazepinov.

Ti podatki kljub prisotnosti pandemije covida-19 potrjujejo,
da je nadzor nad NPS v teh letih potekal aktivno in ucin-
kovito. V primerih flualprazolama in adinazolama je bila
Slovenija prva drzava v EU, ki je poroCala o pojavu teh
benzodiazepinov, kot je bilo ze omenjeno. Od leta 2021
sta se v Sloveniji pojavila le dva razlicna analoga benzo-
diazepinov: bromazolam (leta 2022) in flunitrazolam (leta
2024), pri emer je sledniji bil zasezen s strani Slovenske
policije v obliki 11 tablet. Leta 2023 v Sloveniji nismo za-
belezili nobene prijave benzodiazepinov. V Sloveniji ima
vsaka institucija svojo specificno viogo pri spremljanju NPS
in s tem tudi novih benzodiazepinov. NIJZ se osredotoca
predvsem na zabelezene zastrupitve, NFL na zasege, Na-
cionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano (NLZOH) pa
na spremljanje prisotnosti in razsirjenosti novih benzodia-
zepinov na trgu.

Iz slike 8 je razvidno, da so do leta 2019 vecino porocil o
pojavu novih benzodiazepinov v okviru Evropskega sistema
za zgodnje obveScanje prispevali na NIUZ, po tem letu pa
je to vlogo v vecji meri prevzel Nacionalni laboratorij za
zdravje, okolje in hrano. Nacionalni forenzi¢ni laboratorij je
0 pojavu novih benzodiazepinov Agenciji Evropske unije
za droge porocal leta 2020 (enkrat) in 2024 (enkrat), kar
nakazuje na to, da je v teh primerih Slo najverjetneje za za-
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Slika 7: Stevilo prijav novih benzodiazepinov v Sloveniji od leta 2008
do 2024 (8, 10).

Figure 7: Number of reports of new benzodiazepines in Slovenia
from 2008 to 2024 (8, 10).

Stevilo prijav

HEIEEHI
Q"'q'

G
NN >
>

© A
N N
P S P P

»
N
D

Leta

NFL - Nacionalni forenzi¢ni laboratorij
m NLZOH - Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano

m NIJZ - Nacionalni institut za javno zdravje

Slika 8: Porocevalci prijav uporabe novih psihoaktivnih snovi
Evropskemu sistemu za zgodnje obvescanje od leta 2008 do 2024
v Sloveniji (8, 10).

Figure 8: Reporters of new psychoactive substances use to the
European Early Warning System from 2008 to 2024 in Slovenia

(8, 10).
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POJAVNOST BENZODIAZEPINOV V SKUPINI NOVIH PSIHOAKTIVNIH SNOVI V EVROPI MED LETI 2008 IN 2024

seg. Skupaj ti podatki poudarjajo vlioge posameznih insti-
tucij pri spremljanju benzodiazepinov kot NPS.

3.4 OBLIKE ZASEZENIH ALl ZBRANIH
VZORCEV

Podatkovna baza EDND Il omogoca tudi vpogled v obliko
vzorca, ki je bodisi zasezen ali zbran (slika 9). Med zbranimi
in zasezenimi vzorci so previadovale tablete (65 %) razlicnih
velikosti, oblik in barv, nekoliko manj pogosto so bili prisotni
v obliki praskov (19 %). Redkeje so se pojavijale tudi druge
oblike, kot so impregniran papir (6 %), tekoCine (2 %), rast-
linski material (1 %) in kapsule (1 %). V primeru benzodiaze-
pinov je bilo najve¢ tako zasezenih kot tudi zbranih vzorcev
v obliki tablet. Te so bile razli¢nih barv (npr. modra, bela), ve-
likosti in oblik. Pogosto so se vzorci pojavijali v obliki praskov,
ki so se prav tako razlikovali po barvi — od bele in rumene do
modre ter roznate. Skupno je bilo zabelezenih tudi 22 zase-
zenih vzorcev v obliki impregniranega papirja, pri Cemer gre
za papir, ki je prepojen s psihoaktivno snovjo. Vzorcev v
obliki tekoCine ali rastlinskega materiala ni bilo med zbranimi,
temvec le med zasezenimi. Skupno Stevilo vseh oblik vzorcev
presega Stevilo porocil, saj je bil v nekaterih primerih posa-
mezen vzorec prisoten v ves oblikah hkrati.

Prevlado tablet kot najpogostejSe oblike vzorca lahko pri-
piSemo njihovi enostavni in stroSkovno ugodni proizvodnii,
ki omogoca izdelavo velikih koli¢in. Zaradi stabilne oblike
imajo daljsi rok uporabe ter so lazje za shranjevanje in di-
stribucijo. Oblika tablete ima tudi psiholoski ucinek, saj
njen videz deluje kot pravo zdravilo, kar povecuje privla-
¢nost med uporabniki. Nelegalni proizvajalci pogosto pos-

Ni podatka gt 15
Drugo g 2
Kapsule 3%
TekoCina g 7

Impregniran papir mZem 2.

Oblika vzorca

Rastlinski material g ¢

Tablete o ———— 215

& 33
Prasek otts 5o

Stevilo primerov oblike
Zbran vzorec mZasezen vzorec

Slika 9: Stevilo razliénih oblik zbranih in zaseZenih vzorcev med leti
2008 in 2024 (8).

Figure 9: Number of different types of samples collected and seized
between 2008 and 2024 (8).

nemajo videz znanih zdravil ter prilagajajo barvo, obliko in
oznake na tabletah (3, 6, 11).

3.5 POJAVNOST KOMBINACIJ NOVIH
BENZODIAZEPINOV Z DRUGIMI
PSIHOAKTIVNIMI SNOVMI

V vecini primerov smo v bazi EDND Il med zasezenimi in
Zbranimi vzorci, ki so poleg novega benzodiazepina vsebovali
Se neko drugo psihoaktivno snov, zasledili kombinacijo ben-
zodiazepinov in kokaina. Kokain je stimulativna droga, ki jo
uporabnik zauzije v kombinaciji z benzodiazepini z namenom
ublazitve pomirjevalnih u¢inkov benzodiazepinov, kar osebi
omogoci, da ostane dlie Casa budna in ima veC energije.
Kombinacija stimulansov in zaviralcev centralno-zivénega
sistema je zelo nevarna, saj lahko vpliva na nevrokemic¢no
ravnovesje v mozganih, kar povzroCi Steviine akutne in kro-
ni¢ne posledice. Stimulansi, kot je kokain, lahko prekrijejo
ucinke zaviralcev centralno-zivénega sistema, kot so ben-
zodiazepini, kar zmanjSa subjektivno zaznavanje njinove se-
dacije. Posledi¢no lahko posameznik nenamerno zauZije
viSji odmerek zaviralca centralno-zivénega sistema, kar bi-
stveno poveca tveganje za predoziranje in z njim povezane
zivlienjsko ogrozajoce zaplete (16). Veliko pregledanih
primerov zasezenih in zbranih vzorcev novih benzodiazepi-
nov v bazi EDND Il in podatkov o zastrupitvah z novimi ben-
zodiazepini v raziskovalnih ¢lankih kaze, da se novi benzo-
diazepini nahajajo predvsem v kombinaciji z drugimi
psihoaktivnimi snovmi, zlasti s kokainom, 3,4-metilendiok-
simetamfetaminom (MDMA), metamfetaminom, marihuano,
ketaminom in alkoholom (16-19).

3.6 SMRTNI PRIMERI, POVEZANI Z
UPORABO NOVIH BENZODIAZEPINOV

Znaki predoziranja z benzodiazepini vkljuCujejo zmedenost,
nejasen govor, upocasnjeno gibanje, tezave pri hoji, nenor-
malne gibe oci, depresijo dihanja, hladno kozo in modrikast
odtenek ustnic, tezave pri ohranjanju budnosti ter izgubo
zavesti. V hujsih primerih lahko pride do kome ali smrti, Se
posebej pri kombinacijah z drugimi zaviralci centralno-
zivénega sistema, kot so ze omenijeni alkohol ali opioidi, ki
Se dodatno povecajo tveganje za smrtni izid (17).

Na sliki 10 so zbrani podatki o delezu smrti zaradi drog,
pri katerih so bili prisotni benzodiazepini, med leti 2019 in
2022 v izbranih evropskih drzavah. V nekaterih drzavah je
delez smrti, pri katerih so bili prisotni benzodiazepini, zelo
visok in kaze na stalno prisotnost le-teh v smrtnih primerih,
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Slika 10: Delez smirti zaradi drog, pri katerih so bili prisotni
benzodiazepini, med leti 2019 in 2022 v izbranih evropskih drzavah (8).
Figure 10: Proportion of drug-related deaths involving
benzodiazepines between 2019 and 2022 in selected European
countries (8).

povezanih z drogami. Z najvi§jimi delezi v vseh S&tirih letih
izstopajo Danska, Avstrija in Finska. Na Danskem je bil
povezanih z benzodiazepini, vedji kot polovica vseh smrti
zaradi drog, in sicer kar 75 %. Nato je leta 2020 nekoliko
upadel, leta 2021 pa znova narasel na 71 %. Avstrija in
Finska kazeta stabilno visok delez, ki je v obeh primerih
skozi vsa Stiri opazovana leta vecji od 50 % smrti. Luk-
semburg izstopa z nenadnim skokom iz 0 % v letu 2019
na 83,3 % v letu 2020, kar kaze na mo¢no spremembo
bodisi v vzorcih uporabe, bodisi v metodologiji zbiranja
podatkov. Podoben vzorec je zaznati tudi pri Cipru, ki je
imel v prvih dveh opazovanih letih 0%, nato pa leta 2021
40% delez smrti. Gréija, Francija, Svedska in Madzarska
porocajo o precej nizjih delezih, Ceprav ima Madzarska v
letu 2021 porast na 14,3 % po upadu v letu 2020. Slovenija
ima podatke le za leta 2020, 2021 in 2022 z opaznim
padcem s 50 % na 36,5 %, kar lahko kaZze na rahlo znize-
vanje v delezu uporabe novih benzodiazepinov. Nekatere
drzave, kot sta Spanija in Romunija, nimata podatkov za
vsa §tiri leta, a kljub temu kazejo visoke vrednosti (18).

Ti podatki dodatno potrjujejo, da se benzodiazepini pogosto
uporabljajo v kombinaciji z drugimi psihoaktivnimi snovmi,
kar bistveno poveca verjetnost smrtnega izida v primerjavi
z uporabo benzodiazepinov kot edine substance. Taksni
vzorci uporabe predstavijgjo dodatne izzive tako pri pre-
preCevanju kot tudi pri obravnavi posledic zlorabe drog.
Zaradi tega narasCa potreba po pogloblienem razumevanju,
kako spremembe v vzorcih soCasne uporabe vec substanc
vplivajo na umrljivost, zlasti ob upostevanju vse vedje pri-
sotnosti nevarnih kombinacij, kot so benzodiazepini z opioidi
ali drugimi zaviralci centralno-zivénega sistema (11, 19).

Kljub pomanjkanju podatkov ostaja ocenjevanje smrti, po-
vezanih z uporabo drog, klju¢en kazalnik za razumevanje
Skodljivih posledic uporabe.

3.7 UVRSTITEV NOVIH
BENZODIAZEPINOV NA SEZNAM
PREPOVEDANIH DROG V SLOVENLIJI

Prepovedane droge so v Sloveniji razvr§Cene v tri skupine
glede na stopnjo tveganja za zdravje, moznost zlorabe in
medicinsko uporabnost. V Skupino | spadajo snovi brez
priznane medicinske uporabe, z visokim potencialom za
Zlorabo in posledicno najvisjo stopnjo nadzora. Skupina Il
vkljuCuje snovi z omejeno medicinsko uporabo in visokim
tveganjem za zlorabo, a manjsSo stopnjo nadzora, v Skupino
Il pa spadajo snovi z nizjim tveganjem, a so kljub temu
predmet nadzora (20). Ceprav je Uredba o razvrstitvi pre-
povedanih drog v Sloveniji stopila v veljavo ze leta 2000,
S0 se benzodiazepini na seznamu zaceli pojavijati Sele vec
let kasneje. Prvi izmed nijih, flualprazolam, je bil v Skupino
I uvrSCen Sele leta 2020, in je bil tisto leto tudi edini benzo-
diazepin na tem seznamu. V letu 2021 so sledili trije dodatni
benzodiazepini — flubromazolam, diklazepam in klonazo-
lam, kar odraza naraS¢ajoco prisotnost in zlorabo teh snovi
na slovenskem trgu. Med zadnjimi dodanimi snovmi na
seznamu leta 2023 so adinazolam, bromazolam in fluni-
trazolam ter v letu 2025 desalkilgidazepam, kar potrjuje
nadaljevanije trenda pojavljanja benzodiazepinov kot NPS
v Sloveniji. Tako je v Sloveniji na Seznam prepovedanih
drog v Skupino | uvrS¢enih 8 od 14 razlicnih novih benzo-
diazepinov, ki so se do sedaj pojavili v drzavi (21). Ti se
tudi najpogosteje pojavijajo v skupini novih benzodiazepinov
na trgu in zaradi svojih ucinkov ter potentnosti predstavijajo
najvecje tveganje za uporabnike.

SKLEP

Zaradi svoje visoke jakosti pri nizkih odmerkih, ki povzrocajo
mocno sedacijo, predstavljajo benzodiazepini iz skupine
NPS resno tveganje za javno zdravie. Med nezelenimi uginki
S0 izguba koordinacije, zaspanost, omotica, zamegljen vid,
nejasen govor, depresija dihanja in v nekaterih primerih
tudi smrt. Benzodiazepini s statusom kontrolirane droge
se pogosto kombinirajo z drugimi drogami, predvsem ko-
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kainom, MDMA, metamfetaminom, marihuano, ketaminom
in alkoholom, kar Se poveca tveganje in pogosto vodi v
smrine izide. Zato je zelo pomembno, da se pojavnost in
razsirjenost teh snovi dosledno spremljata na evropskem
trgu, tako z vidika toksikoloSkega nadzora kot tudi zako-
nodajnih ukrepov. PravoCasno zaznavanje novih spojin
omogoca ustrezno obvesCanje strokovne in splosne jav-
nosti, razvoj analitskin metod za njihovo identifikacijo ter
sprejetje potrebnih ukrepov za zmanjSanje tveganj pove-
zanih z njihovo uporabo.
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POVZETEK

Zlato je imelo v preteklosti edinstveno vlogo, ne le
kot simbol bogastva in bozanskosti, temve¢ tudi
kot domnevna zdravilna ucinkovina. RazSirjenost
zdravil na osnovi zlata skozi tisoCletja odraza kom-
binacijo empiricnega opazovanija, filozofskih in ver-
skih razmisljanj ter nespremenljivosti, nepokvarljivosti
in popolnosti, ki jih je zlato simboliziralo. Pred letom
1800 so zdravniki in alkimisti v razlicnih kulturah
dojemali zlato kot panacejo v oblikah od eliksirjiev
dolgozivosti do zdravil za zdravljenje najrazlicnejsih
bolezni. Ta pregledni ¢lanek sledi zgodovini medi-
cinske uporabe zlata od starega Egipta, grsko-rim-
skega sveta, preko srednjevesSke in renesancne al-
kimije do obdobja razsvetljenstva.

KLJUCNE BESEDE:
alkimija, Paracelsus, pitno zlato, zgodovina farmacije

ABSTRACT

Gold has held a unique role in the past not only as
a symbol of wealth and divinity but also as a pur-
ported active ingredient. The prevalence of gold-
based remedies over the millennia reflects a com-
bination of empirical observation, philosophical and
religious considerations, the immutability, incorrupt-
ibility and perfection that gold symbolized. Before
1800 CE, physicians and alchemists in various cul-
tures regarded gold as panacea in forms from elixirs
of longevity to medicines for different diseases. This
review paper follows the medicinal applications of
gold from ancient Egypt, the Greco-Roman world
through the alchemy of Middle Ages and Renais-
sance to the Age of Enlightenment.

KEY WORDS:
alchemy, history of pharmacy, Paracelsus, potable
gold

uvoD

Obiskovalci nekdanjega samostana pavlincev v Olimju, ki
ga danes upravljajo redovniki minoriti, lahko v prostoru, ki
je sluzil za zdravljenje bolnih bratov, infirmariju, obcudujejo
freske Antona Jozefa Lerchingerja (1720-1787). Za far-
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macevte je posebej pomembna upodobitev mlajSega mo-
Skega (slika 1), ki v desnici drzi stekleni¢ko z rumeno vse-
bino in signaturo z alkimisticnim simbolom za sonce in
zlato ter latinsko besedo potabile. Napis se torej glasi
aurum potabile, oziroma prevedeno v slovenscéino, pitno
Zlato (1). Pod njim je napis Theophrastus, kar bi nakazovalo
na helenistiCnega oceta botanike in mineralogije, Aristo-
telovega u¢enca Teofrasta iz Ereza (4.-3. stoletje pr. Kr),
ki je v svojem delu lepl AiBwv (Peri lithon, O kamninah)
opisal tudi zlato. Ker slika sledi upodobitvam preostalih
petih oseb, Asklepiju, Hipokratu, Dioskoridu, Galenu in
Aviceni, ki so razporejene kronolosko, bi Teofrasta prica-
kovali med Hipokratom in Dioskoridom. Zato lahko skle-
pamo, da na sliki ni upodobljen Teofrast, ampak zdravnik
in lekarnar Paracelsus (Philippus Aureolus Theophrastus
Bombastus von Hohenheim; 1493-1541).

Izbor upodoblienega zdravila potrjuje pomen, ki ga je imelo
Zlato do 19. stoletja ne le kot simbol sonca, svetlobe, ki
daje Zivljenje, bogastva, bozanskosti, nespremenljivosti,
nepokvarljivosti in popolnosti, temvec tudi na podrocju le-
karnistva. Kot zdravilno ucinkovino so ga alkimisti in lekar-
narji vkljuCevali v napoje dolgoZzivosti, za pomlajevanje in

Slika 1: Lerchingerjeva freska Paracelsusa v samostanu Olimje
(foto: Lovro Dermota,).

Figure 1: Lerchinger’s fresco of Paracelsus from Olimje monastery
(photo: Lovro Dermota).

KLJUCNI POUDARKI

e Zlato je imelo tisodletja status zdravilne snovi,
povezane z bozanskostjo, popolnostjo in dolgo-
zivostjo.

e Medicinska uporaba zlata je bila dolgo prezeta s filo-
zofijo, religijo in alkimijo, saj so kulture verjele, da
Zlato uravnava telesne tekocine, o¢iScuje ,zivlienjsko
silo” in deluje kot panaceja.

e Preboj je prineslo odkritje zlatotopke (aqua regia), ki
je omogocilo pripravo t. i. ,pitnega zlata” (aurum
potabile), eliksirjev in tinktur, ki so jin alkimisti — zlasti
Paracelsus — razglasali za univerzalno zdravilo.

panacejo, univerzalno zdravilo za zdravljenje vseh bolezni.
Pri tem so se srecali s tezavo, kako ga spremeniti v (farma-
cevtsko) obliko, ki bi jo ljudje lahko zauzili (2).

Namen preglednega Clanka je predstaviti kratko zgodovino
uporabe zlata pri izdelavi zdravil od najstarejSih Casov do
zaCetka 19. stoletja na ozemlju Evrope in Sredozemlja.
Posebej bomo obravnavali pitno zlato in zlato zZivljenja, au-
rum vitae. Pritem se moramo zavedati, da zlato ni bilo po-
membno zgolj v Evropi, ampak je imelo poseben status v
skoraj vseh nekdanijih civilizacijah, zlasti v Indiji in na Kitaj-
skem, Kjer je bilo sestavina eliksirjev za podaljSanje Zivljenja
in panaceja. Chang Yin-Chu je v 8. stoletju zapisal, da
Zlato, ko je segreto, ne poci ali se zmehca, ko je zakopano,
ne rjavi, ko je postavljeno v ogenj, ne gori. Po zauzitju zlata
se koza ne bo nagubala, lasje ne bodo postali beli in Clovek
ne bo prizadet zaradi staranja ali moten zaradi duhov (3).

OBDOBJE DO VISOKEGA
SREDNJEGA VEKA

NajzgodnejSe ohranjene omembe medicinske uporabe
zlata najdemo v besedilih starega Egipta, ki so nastajala
od sredine 2. tisocletja pr. Kr., med katerimi je najpomemb-
nejSi papirus Ebers. Zlato je bilo, navadno v obliki tankih
listiCev, pogosta sestavina razli¢nih zdravil, njegova vioga
pa je bila podobno kot kasneje pri Grkih in Rimljanih bolj
religiozna ali filozofska kot farmakoloska. Zlato so povezo-
vali s son¢nimi bozanstvi, npr. Rajem in Atonom, zato so
ga interpretirali kot simbol bozanske popolnosti. Egiptovski
zdravniki, pogosto tudi duhovniki, so verjeli, da lahko uzi-
vanje ali nanasanje zlata na povrsino koze odisti telo in zi-
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vljenjsko silo, duha, ki so ga imenovali Ka. Tudi upraseno
Zlato so vkljucevali v zdravila, kozmeti¢ne izdelke in obredne
pijaCe, za katere so verjeli, da ohranjajo mladost (4).
Zanimivo je, da je zdravljenje z zlatom (avroterapija oziroma
hrizoterapija, iz lat. aurum in gr. xpuooc (hrisos), zlato) v
grsko-rimskih virih anticnega obdobja relativno redko ome-
njeno. PomembnejSo viogo ima pri Zze omenjenem Teofrastu,
ki je zlato opisal kot kovino, ki jo je mogoce zmleti v fin prah
in zmeSati z medom ali vinom za zdravlienje raznih koznih
bolezni. V platonski in aristotelski filozofiji je zlato veljalo za
najpopolnejSo snov, ki predstavija ravnovesje in harmonijo.
Ta metafizicna povezava je okrepila terapevtski sloves zlata,
zato so ga priporocali za zdravijenje »melanholije« (depresije),
kar odraza preprianje, da lahko njegov sijaj pozivi duso.
VKljucitev zlata v mazila in balzame je temeljila na prepric¢anju,
da lahko iz organizma izvleCe necCistoCe, hkrati pa skladno s
humoralno teorijo ponovno vzpostavi ravnovesije tirih telesnih
tekocin. V primeru »melanholjje« gre torej za presezek ¢rnega
zolCa (gr. peAag (mélas), ¢rn + xoAn (holé), zolg) (5). Zlata
Zica in listi¢i so se uporabljali v stomatologiji za niti in zobne
zalivke, cenjeni so bili zaradi svoje proznosti in odpornosti
proti koroziji. Zanimivo je, da zlato nima posebne monografie
v Dioskoridovem delu De Materia Medica (O zdravilnih sno-
veh), Kljub vecCkratni omembi njegovih lastnosti pri rastlinah z
rumenimi cvetovi in mineralih rumene barve (6). Drugace je
pri Pliniju Starejsem (23-79), ki v monumentalnem delu Na-
turalis Historia (Naravoslovje) poda obsezen komentar o zlatu,
ki mu je namenijen velik del 33. knjige. V 25. poglavju navaja
zdravila, ki vsebujejo zlato. Prevod poglavja navajam v celoti,
ker lepo predstavi anticno vedenje o medicini, ki se pogosto
prepleta z magi¢no-religioznimi idejami tedanjega ¢asa. Ohra-
njeno je Plinijievo poimenovanije snovi, v oklepajin pa so moji
komentarii (7):

»Zlato je ucinkovito zdravilo na ve¢ nacinov, saj se uporablja
pri poSkodovancih in dojenckih, da se morebitni uroki,
usmerjeni proti njim, oslabijo. Vendar pa je zlato samo po
sebi Skodljivo, e se ga nosi nad glavo (se ga polozi na
osebo ali zival), Se posebej pri piS¢ancih in jagnjetih (Obica;
izhaja iz prepri¢anja, da lahko zasd&itimo ljudi in tudi Zivali z
amuleti ali ploSc¢icami iz zlata, ki se jih polozi nanje ali drzi
nad njimi, navadno v kombinaciji z zaSc¢itnimi izreki). Pravilno
zdravilo v takem primeru je, da zlato speremo in z vodo
nato poskropimo osebe ali zivali, ki jin zelimo zas¢ititi. Zlato
se stali z zmesjo dvakratne mase soli in trikratne mase mi-
nerala misy (zelezov(lll) sulfat (Fe,(SO,),)); nato se ponovno
stali z dvema deloma soli in enim delom kamna, imenova-
nega schistos (zelezov(lll) oksid (Fe,O,)). Na ta nacin se
odstrani naravno trpkost snovi, ki se z njim zgejo v loncku,
hkrati pa ostane &isto in nepokvarjeno. Ostanek tvori pepel,

ki se shrani v lon¢eni posodi in se z vodo nanese za zdrav-
lienje lisajev na obrazu. Ta pepel ima tudi sposobnost
zdravljenja fistul in hemoroidov, z dodatkom zmletega
plovca je tudi zdravilo za gnojne razjede in rane, ki oddajajo
neprijeten vonj. Zlato, kuhano v medu z melanthium (ver-
jetno €rna kumina, Nigella sativa) in naneseno kot liniment
na popek, deluje na Crevesje kot blago odvajalo. M. Varro
(Marcus Terentius Varro; 116-27 pr. Kr.) zagotavlja, da je
zlato zdravilo za bradavice.*

Opazimo lahko, da so bili postopki za izdelavo zdravil z zla-
tom zapleteni, saj v antiki Se niso poznali nacina, kako bi ga
raztopili, kar bi teoreticno omogocilo lazjo aplikacijo. Tudli
ko so ga segreli z razli¢nimi snovmi, je ostalo nespremenjeno.
Prav fizikalno-kemijske lastnosti, zaradi katerih je bilo zlato
posebno, so torej otezevale njegovo medicinsko uporabo.

OBDOBJE ALKIMIJE IN
PITNEGA ZLATA

Stanje se ni bistveno spremenilo niti v islamskem svetu v
besedilih Al-Kindija (9. stoletje), Avicene (980-1037) in
Averroesa (1126-1198), ki so prav tako uporabljali stranske
produkte CiSCenja zlata, z zlatimi listiCi pa so oblagali farma-
cevtske oblike, da bi s tem prikrili neprijeten okus zdravila,
verjeli pa so tudi, da na ta nacin povecajo ucinkovitost
zdravljenja. Najvecji napredek poleg prenosa anti¢nega
znanja v srednjevesko Evropo je bilo odkritje zlatotopke, ki
se pripisuje alkimistu Geberju (morda 9. ali 10. stoletje). V
ohranjenem rokopisu iz 14. stoletja sta opisana postopka
za pripravo koncentriranih klorovodikove in dusikove kisline.
Njuna zmes v razmerju 3:1 se je imenovala kraljevska voda,
aqua regia. S pomocjo zlatotopke so zeleli odkrili skrivnosti
Vv najimenitnejsi zemeljski snovi (zlatu) in morda iz nje izluscili
eliksir, ki bi lahko katero koli kovino spremenil v zlato ali pa
bi ostarelemu moskemu povrnil izgublieno mladost (8).

Z Geberjem se lahko vrnemo v Evropo visokega srednjega
veka, ko je alkimija dosegla najvecji razcvet. Alkimisti so
iskali povezave z anti¢nim obdobjem, zlasti preko legen-
darnega Hermesa Trismegista, helenisticne kombinacije
bogov Tota in Hermesa, po drugi strani pa so iskali pove-
zave z Biblijo, kjer so Stevilnim osebnostim pripisali dela, ki
jih povezujejo z alkimijo (9). Mojzes je bil omenjen najves-
krat, najpomembnejSa pa je zgodba o zlatem teletu, ki se
zakljuci z besedami: Ko se je priblizal taboru in zagledal
tele in kolo, se je v Mojzesu vnela jeza: vrgel je plosci iz rok
in ju razbil pod goro. Zgrabil je tele, ki so ga naredili, in ga
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sezgal v ognju. Potem ga je zmlel v prah, ga stresel v vodo
in to dal piti Izraelovim sinovom (10).” Alkimisti so sklepali,
da je Mojzes na nek nacin pripravil zlato v obliki, ki je bila
primerna za pitje, vse do 20. stoletja pa so kemiki skusali
ugotoviti, kako je to naredil (11). NajpogostejSa razlaga so
bile razlicne zlitine, zgodbo pa si lahko preprosteje razlo-
Zzimo s tem, da so zlate plos¢e zgolj obdajale leseno ogro-
dje in jih je Mojzes pred sezigom odstranil.

Drugo pomembno odkritje, ki se pogosto pozablja, a je za
razvoj alkimije in priprave zdravil prav tako zelo pomembno,
je destilacija alkohola/etanola. Znanje o tem je iz severne
Afrike prislo v juzno ltalijo ze v 12. stoletju, stoletje kasneje
pa se je koncentrirani etanol pod imenom aqua ardens,
zgoCa voda, ze predpisoval za zdravljenje razlicnih bo-
lezni (12). Za dezinfekcijo ga je priporocal tudi teolog, zdrav-
nik in lekarnar Arnaldus de Villanova (1235/1240-1311), ki
ga je inkvizicija preganjala zaradi njegovih teoloskih in ma-
gijskih spisov in je hkrati verjetno avtor prvega ohranjenega
opisa pitnega zlata (13). Predpis za njegovo pripravo je zelo
enostaven in nakazuje, da verjetno ni poznal zlatotopke.
Zlato ploSco je segrel v ognju in jo nato ohladil v posodi z
vinom. Postopek je trikrat do Stirikrat ponovil. Pripravek se-
veda ni vseboval zlata, zapisal pa je, da izboljSuje vid, odisti
srce in duso ter predstavlja vodnjak zivlienja. Podobno kot
drugi alkimisti tega obdobja je tudi Arnald planete povezoval
s kovinami, lastnostmi in deli telesa (14). Saturn (R) je po
naravi hladen in suh, ustreza svincu in viada Zelodcu. Jupiter
(2l) viada jetrom, je topel in viazen, povezuije se s kositrom.
Mars (J) je vro¢ in suh, ustreza zelezu in ledvicam. Tudi
Sonce (@ ali &) je vro¢e in suho, vlada srcu in ustreza
Zlatu, Luna (D ali €) je hladna in vlazna, ustreza mozganom
in srebru. Ostaneta Se Venera (®), vroCa in viazna, ki jo
predstavijajo moda in baker, Merkur (), hladen in vlazen,
pa se povezuje z Zivim srebrom in seCnim mehurjem (2).
Ohranilo se je Se vec preprostih receptov iz istega obdobja,
pri katerih se zlato kemijsko ne spremeni. Kuhali so ga z
medom in ga nato destilirali, ali pa so listiCe zlata namakali
v limoninem soku, destilirali in nato mesali s kretskim vinom
in jabolénim sokom. Pogosto so zlato dajali v obliki drobnih
zlatih listiGev, suspendiranih v vinu, Spiritusu (etanolu) in
sadnem ali rastlinskem soku. Pri Arnaldovem sodobniku,
najbolj znanem angleskem alkimistu Rogerju Baconu
(1220-1292) zasledimo pripravo pitnega zlata z zlatotopko.
Zanimiv ni samo opis postopka, ampak tudi njegovo na-
tanéno opazovanje eksperimenta. Zapisal je, da se med
namakanjem in rahlim segrevanjem zlata v kraljevski vodi
pogosto spremeni barva. Pri reakciji, Bacon uporabi izraz
gnitje, postane raztopina rde¢a, pogosto je tudi citronske
barve (12). Danes vemo, da lahko med raztapljanjem zlata

v zlatotopki nastanejo rdeCe obarvani zlatov(lll) klorid
(Au,Cly), zlatov(]) klorid (AuCl) je rumen, tetraklorozlatova(lll)
kislina (HAUCI,) pa ima lahko razli¢ne odtenke od rubinsko
rdeCe do zlato rumene barve.

To zdravilo za lajSanje bolezni in podaljSevanje zivljenja
S0 si lahko privo&cili le bogati uporabniki. Italijanski filozof
in duhovnik Marsilio Ficino (1433-1499) ga je priporocCil
ogrskemu kralju Matiji Korvinu (1443-1490), da bi mu
podaljsal Zivlienje. Naveden je tudi rezim jemanja zdravila,
en do dva poZirka na dan pred obroki, &tiri dni (15). Ze v
tem obdobju so se pojavljali kritiki uporabe pitnega zlata,
na primer sienski metalurg Vannoccio Biringuccio
(1475/1480-1535/1539), ki je zapisal, da zlato ogreje
srce tistih, ki imajo polne mosnijicke in skrinje, alkimisti, ki
so tako slavili svoje pitno zlato, pa so vsi umrli in nince si
niti enkrat ni uspel povrniti mladosti, kaj Sele dvakrat ali
trikrat (16).

PARACELSUS IN NJEGOVI
NASLEDNIKI

Paracelsusa zelo pogosto omenjamo kot zaCetnika so-
dobne medicine in farmacije, saj je s svojimi, za tisti Cas
vecinoma zelo naprednimi idejami, moc¢no prispeval k raz-
voju obeh ved v pozni renesansi in obdobju razsvetlienstva
(17). Manj je znano, da se je ukvarjal tudi z alkimijo, med
drugim je opisal pripravo in uporabo pitnega zlata. Uzivanje
Zlata je priporoCal za zdravljenje razli¢nih bolezni, kot so
protin, revma, za krepitev kosti in srca, pri tezavah z ze-
lodcem, pomanjkanju ali presezku zelod¢ne kisline, pri
vnetjih in razliénih infekcijah (18). Po teoriji arcanuma (duha,
imenovanega tudi peti element, quinta essentia, ki je poleg
Stirih elementov: zemlje, zraka, ognja in vode v snovi in
doloca njene lastnosti) je razlikoval razlicne stopnje Cistosti
pripravka. NajCistejSa oblika je bila najbolj dodelana in po
njegovem mnenju tudi najucinkovitejSa. Pri zlatu je bila
najpreprostejSa oblika pitno zlato, aurum potabile, ime-
novana tudi tinktura zlata, tinctura aurii, ali zlato zivljenja,
aurum vitae, za katero je bila znacilna intenzivna rumena
barvain jo je bilo mogoce jemati peroralno. Druga stopnja,
intenzivno rde¢e obarvana, se je imenovala olje zlata,
oleum aurii, pridobliena s koncentriranjem tinkture zlata in
se je nanaSala lokalno po kapljicah. Rubinasto rdeca
esenca zlata, quinta essentia aurii, je bila najviSja stopnja,
ki jo je zlato lahko doseglo. Paracelsus jo je imel za nepo-
srednega predhodnika kamna modrosti, lapis philosop-
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horum, Kjer naj bi bila esenca zlata v visoki koncentraciji
loGena od same kovine (19).

V naslednjih stoletjin so Stevilni zdravniki in lekarnariji sledili
Paracelsusu tudi v njegovem razumevanju in pripravi pitnega
Zlata. Zaradi omejitev prispevka bom navedel le nekaj pri-
merov. Za bralce bo morda zanimivo prebiranje dela o pit-
nem zlatu, posveCenega angleski kraljici Elizabeti I. v an-
gleskem jeziku tistega Casa, ki je dostopno na spletu (20).
Londonski zdravnik Francis Anthony je veckrat priSel v
spor s Kraljevim kolegijem zdravnikov (Royal College of
Physicians) zaradi zdravljenja brez licence in prodaje zdravil,
ki niso bila odobrena, med njimi pitnega zlata. Na zagovoru
se je pokazalo, da nima skoraj ni¢ medicinskega znanja,
imel pa je Stevine podpornike na visokih polozajih, med
njimi visokega komornika sir Johna Spencerja, ki so nje-
gove zvarke, zlasti pitno zlato, zelo hvalili. Zbrana pricevanja
predstavijajo znaten del njegove apologije iz leta 1616 (21),
v kateri opisuje in zagovarja pitno zlato kot univerzalno
zdravilo za vse bolezni. Ozdravil naj bi dvajset ali ve¢ ljudi,
ki so trpeli za razliénimi boleznimi. Poleg pitnega zlata jim
je dal Se emetike in odvajala, zaradi katerih naj bi se njihovo
stanje izboljsalo, ali pa so povsem ozdraveli. Med zasliSa-
njem je priznal, da nima dovoljenja in pooblastila za oprav-
ljianje zdravniSkega dela, vendar so njegovi zagovorniki do-
segli, da so ga po kratki zaporni kazni oprostili (22).
Znanemu angleSkemu zdravniku in botaniku Nicholasu
Culpeperju (1610-1654) se je pogosto pripisovalo avtorstvo
knjige o uporabi pitnega zlata, izdane leta 1656, v kateri
avtor povezuje pripravek z duso zlata, anima aurii. Avtor
opisuje zlato kot koristno pri vsaki bolezni, ki jo povzroci
zmanjSanje vitalnih ali zivalskin duhov v srcu. Mednje so
spadale melanholija, omedlevica, vrocina, epilepsija in po-
viSana telesna temperatura. Nenavadno je, da Culpeper v
nobenem drugem delu ni omenil predpisov za pripravo
pitnega zlata, zato se v zadnjih dveh desetletjih domneva,
da on ni avtor omenjenega dela (23).

Recept za aurum vitae je objavil tudi nGrnberski alkimist in
astrolog Johann Hiskias Cardilucius (1630-1697). Zlato je
pustil v »zadostni« koli¢ini zlatotopke in ga zmesal z de-
zevnico. Po njegovem mnenju je bilo nastalo zdravilo kori-
stno pri neozdravljivin boleznih. Recept iz leta 1684 opisuje
pripravo aurum vitae: »Naberite cvetove Smarnice (Con-
vallaria majalis), shranite jih v steklenici, dodajte mocno
vino, zlatenec (Erysimum cheiri), navadni rozmarin (Ro-
smarinus officinalis), zajbelj (Salvia officinalis) in navadno
sivko (Lavandula officinalis). Postavite v senco in vsak dan
mesajte. Tri dni pred destilacijo dodajte mleti cimet (Cinna-
momum sp.), muskatni oreSCek (Myristicae fragrans
semen), cvetove kamilice (Matricariae chamomillae flos) in

3 Zzlatnike, nato destilirajte.« Zelo podoben je tudi zapis
postopka Bartholomeusa Kretschmarja (17. stoletje), ki je
pripravek oglaseval kot panacejo, ucinkovito zdravilo proti
sifilisu, vodenici, norosti, epilepsiji, malariji, zlatenici, goba-
vosti, raku (razjedam), koznim izpus&ajem, fistulam in ci-
stam. Menil je, da tudi §Citi uporabnika pred zastrupitvami,
magijo in kugo (24).

Leta 1676 je nemski kemik Johann Kunckel von Léwen-
stern (1630-1703), eden izmed moznih odkriteljev elemen-
tarnega fosforja, objavil knjigo (25), v kateri je celo poglavje
posveceno pitnemu zlatu. Poudarja, da je izraz zavajajoc,
ker kovinskega zlata ni mogocCe raztopiti, razen Ce ga ob-
delamo s kislinami in teh pripravkov ni mogoce uporabljati
kot pitna zdravila. Ker pa je ugotovil, da pripravki pitnega
Zlata, ki so jih izdelali drugi, dejansko vsebujejo kovinsko
zlato »v nevtralni, bistri, rahlo roznati raztopini«, je sklepal,
da mora biti zlato prisotno v taksni stopnji zdrobitve, da ni
vidno ElovesSkemu oCesu (26).

V besedilih 16. do 18. stoletja je pogosto omenjeno fulmi-
nantno (bliskajoCe, eksplozivno) zlato, aurum fulminatum,
ki je zaradi svojin lastnosti pritegnilo alkimiste, pa tudi znane
kemike, kot so Scheele (1742-1786), Lavoisier (1743—
1794) in Berzelius (1779-1848). Sledniji se je zaradi eks-
plozije med pripravo 9 g produkta mo¢no poskodoval. Po
njihovern mnenju je bila priprava fulminantnega zlata tesno
povezana s procesi izdelave hlapnega, Aurum volatile, in
pitnega zlata, potrebnih za pridobitev kamna modrosti in
priprave zdravil za zdravljenje vseh bolezni. V ta namen so
Zlato najprej raztopili v zlatotopki, kjer so poleg dusikove(V)
kisline, aqua fortis, uporabili klorovodikovo kislino in salmiak
(amonijev klorid). Sledili so postopki obarjanja, destilacije
(pri destilaciji nastanejo rdece vijolicni hlapi Au,Cly) in su-
Senja. Nastal je produkt, ki strukturno ne ustreza zlato-
vemu(l) fulminatu (Au* -O-N*=C"), strukturnemu izomeru
zlatovega(l) cianata (Aut “O-C=N). Dobljeni produkt je
amorfen, polimerni kondenzacijski produkt zlatovih(lll) amo-
nijevih soli, ki vsebujejo [Au(NH,),J3* in razliéno Stevilo C,
OH"in O, kot protiionov (27).

KONEC UPORABE PITNEGA
ZLATA

Uporaba zlata v medicinske namene se je v 18., zlasti pa
v 19. stoletju mo&no zmanjSala. Nizozemski zdravnik in
botanik Hermann Boerhaave (1668-1738) je 0 njem za-
pisal (28): ,Zlato je v svetu dobro znano, a v medicini se
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le malo uporablja, razen za bahastvo. Zlati listiCi naj bi ne-
ko¢ imeli koristne ucinke, vendar na zelodec ne delujejo
(zlato se ne raztaplja). Prasek, imenovan Pulvis fulminans,
je le kemijska zanimivost. Tudi pripravek, imenovan pitno
zlato, Zivo zlato ali tinktura zlata se le povrSno imenuje
zdravilo. Sedanja medicinska praksa modro zavraca
oboje.” Cedalie pogosteje so se pojavijali satiriéni zapisi o
zasluzkarstvu in Sarlatanstvu, da zlato pomaga le pri srbe-
¢ih prstih. S pripravki zlata se je zgodilo podobno kot sto-
letie kasneje z arzenovimi spojinami, pocasi so se nehali
uporabljati, tako da jih v farmakopejah 19. stoletja ne za-
sledimo vec. Vseeno so se Se pojavili posamezni primeri,
ko se je za krajSi Cas nakazala vrnitev zlata na pota stare
slave. Zlasti spojine Au(lll) imajo zaradi adstringentnega
delovanja izrazen protimikrobni uginek, zato so se nekoc
uporabljale za zdravljenje sifilisa in tuberkuloze. Slednje je
na zacetku priporocal tudi nemski mikrobiolog Robert
Koch (1843-1910), vendar je opazil resne nezelene ucinke,
do katerih pride pri uporabi soli in koordinacijskih spojin
Zlata, med katerimi so najpomembnejsi nefrotoksicnost,
spremembe v krvni sliki, eritrodermija (29). V preteklosti
teh primerov niso pogosto beleZili, znan pa je primer Diane
de Poaitiers (1500-1566), dvorjanke, svetovalke in kasneje
ljubice francoskega kralja Henrika II. (1519-1559). Ceprav
je bila skoraj dvajset let starejSa od kralja, je po opisih
imela lepo, porcelanasto obarvano kozo. Njena skrivnost
je bil zlati eliksir, ki ga je pila veCkrat na dan, da bi ohranila
mladost. Po analizi njenih las pred dvajsetimi leti so ugo-
tovili, da je v vzorcu precej poviSana koli¢ina zlata. Ali je
dvorjanka umrla zaradi zastrupitve z zlatom, pa je nemo-
goce ugotoviti (30).

SKLEP

Zlato je kot najdragocenejSa, popolna in nespremenljiva
kovina, simbol sonca in raznih bozanstev, imelo edinstven
polozaj na sti¢iséu medicine, alkimije, filozofije in lekarni-
Stva. Statusu panaceje se je priblizalo po odkritju zlato-
topke, kar je omogocilo pripravo pitnega zlata, za kate-
rega so zlasti od Paracelsusa dalje iskali ali si izmisljali
primerne indikacije za njegovo uporabo. Kljub kasnejsemu
zatonu pa zgodovina uporabe zlata pred letom 1800
ostaja dokaz prepletanja znanosti, simbolike in iskanja
veCnega zdravja ter zivljenja. Edino podrocje, kjer danes
Se sreCamo ucinkovine zlata je terapija revmatoidnega

artritisa, vendar tudi v tem primeru kompleksi zlata niso
ucinkovine prve izbire.
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Opomba: Za dela, objavljena pred letom 1900, predlagam iskanje po
naslovu dela v zbirki Google u¢enjak, kar hkrati omogoca dostop do
besedil.
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Zivimo v ¢asu dolgoZive druzbe, kjer sta dobro pod&utje in
celostna skrb za potrebe starejSih kljucnega pomena za
ohranjanje kakovosti zivlienja. Po napovedih Svetovne
zdravstvene organizacije (SZO) se bo delez ljudi, starejSih
od 60 let, povecal iz 1,1 milijarde leta 2023 na 1,4 milijarde
do leta 2030. Taksen trend je zlasti opazen v razvijajocCih
se drzavah (1). Ta demografski premik se odraza na Stevil-
nih podrodjih javnega zivljenja, kljuc¢no pa je ohranjanje do-
brega zdravja, ki starejSim omogoca, da ostanejo samo-
stojni in aktivni Clani druzbe. Po definiciji SZO zdravo
staranje ne pomeni le odsotnosti bolezni, temvec tudi ohra-
njanje funkcionalne sposobnosti, ki posamezniku omogoca
dobro pocutje v svojem okolju (2). Posledi¢no je velik po-

POVZETEK

Staranje je kompleksen proces, ki vkljuCuje notranje
in zunanje dejavnike ter se odraza v vseh plasteh
koze. Kozmeti¢ni izdelki lahko pomembno prispe-
vajo k upocasnitvi vidnih znakov staranja koze, saj
vplivajo na njeno strukturo, funkcijo in zascitno
vlogo. V prispevku je predstavljena ucinkovitost re-
tinoidov, hialuronske kisline, antioksidantov in pep-
tidov ter sodobni »pro-age« pristop, ki podpira bio-
losko vitalnost koze in optimizacijo celi¢nih funkcij
preko regeneracije celi¢nih signalnih poti, zmanjse-
vanja kroni¢nega vnetja in epigenetske modulacije
genov. Kombinacija teh strategij omogoc¢a dolgo-
rocno zdravje koze in ne le mladosten videz.

KLJUCNE BESEDE:
antioksidanti, hialuronska kislina, kozmeti¢ni izdelki,
peptidi, pro-age, retinoidi, staranje koze

ABSTRACT

Skin aging is a complex process involving both in-
trinsic and extrinsic factors and affects all skin layers.
Cosmetic products can play an important role in
slowing the visible signs of skin aging by influencing
skin structure, function, and protection. This paper
presents the effectiveness of retinoids, hyaluronic
acid, antioxidants, and peptides, as well as the
modern “pro-age” approach, which supports the
biological vitality of the skin and optimizes cellular
functions through signal pathway regeneration, re-
duction of chronic inflammation, and epigenetic
modulation. The combination of these strategies
provides long-term support for skin health, not just
a youthful appearance.

KEY WORDS:
antioxidants, hyaluronic acid, cosmetics, peptides,
pro-age, retinoids, skin aging

udarek na razvoju vseh tistih podrocij, ki povecujejo kako-
vost tega zivljenjskega obdobja.

StarejSi si zelijo ostati ¢im dlje fizicno in mentalno aktivni in
si prizadevajo ohraniti mladosten videz. Ohranjanju vitalnosti
je namenjen Sirok nabor izdelkov, pri ¢emer imajo kozmeticni
izdelki pomembno vlogo. Koza je navsezadnje nas najvedii
organ, edini, ki je viden od zunaj, zato posledice staranja
lahko opazujemo tudi vizualno. Ker je koza stalno izpostav-
liena tudi vplivom iz okolja in ne le notranjim dejavnikom, je
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njen videz rezultat prepletanja obeh vrst vplivov. Ceprav
posledic posameznih dejavnikov navadno ni mogoce lociti,
raziskovalci pripisujejo zunanjim dejavnikom veliko vedii
vpliv (3), kar pomeni, da z ustrezno nego in/ali razli¢nimi
pomlajevalnimi pristopi znake staranja koze lahko upocas-
nimo; z nekaterimi estetsko kirurSkimi posegi celo drasti¢no.
Kljub dolgozivi druzbi pa danasnji Cas bolj kot kdaj koli
prej poveliCuje mladost in lepoto. Druzbena omrezja nam
narekujejo, kakSni moramo biti in ponujajo Stevilna orodja
za doseganie teh idealov. Pa je to res nujno? Koza namre¢
ni samo povrsina ali estetski element. Nosimo jo vse Zivije-
nje, a se hkrati neprestano spreminja. Vsaka njena spre-
memba je tih opomnik, da staranje ni samo bioloski proces,
temvecC del nase Cloveske zgodbe. Na kozi se zrcali mine-
vanje Casa, hkrati pa tudi neizmerna sposobnost prilaga-
janja in obnavljanja. Morda zato pravimo, da se na njej
odraza naSe zivlienje, saj nosi sledi tega, kdo smo, kaj ¢u-
timo in kako zivimo. Mar ni obraz starejSe osebe, zazna-
movan z gubami, v katerih se zrcalijo prehojena pot, spo-
mini, izkuSnje in zgodbe Zivljenja, dragocenost, ki je gladka
koza nima”? Ni zaman rek, da je obraz zrcalo duse, morda
pa je Se ve¢ — zrcalo zivljenja. Edinstveno, kot je edinstveno
vsako Zivljenje.

STARANJE KOZE

Kot vsi organi se tudi naSa koza stara, saj je izpostavijena
dejavnikom, ki povzroCajo staranje od znotraj — notranje, bio-
loSko ali intrinzicno staranje, kot tudi tistim od zunaj — zunanie,
ekstrinzi¢no staranje, pogosto imenovano fotostaranje (ang.
photoageing). Biolosko staranje je kontinuiran proces, ki ga
ne moremo preprediti niti zaustaviti. Je odraz nesposobnosti
organizma oz. njegovih struktur, da se prilagodijo na spre-
membe v notranjem okolju. Povedano z drugimi besedami
je to stanje, v katerem degenerativni procesi previadajo nad
regenerativnimi. DoloCajo ga genetski dejavniki, hormonske
spremembe itd. Znanih je veliko razli¢nih pristopoy, ki skusajo
proces staranja pojasniti na molekularni ravni, na primer
teorija celicnega staranja, zmanjSanje sposobnosti celicne
DNA za popravila, krajSanje telomer, mutacije mitohondrijske
DNA, oksidativni stres in nepravilnosti na kromosomih, mu-
tacije posameznih genov, kroni¢no vnetje idr. (4).

Na kozo skodljivo vplivajo tudi zunanji dejavniki, med ka-
terimi je najpomembnejSa ultravijolicna (UV) svetloba, pa

Slika 1: Primerjava miade in starejse koze - vidne spremembe na obrazu. Slika je bila ustvarjena z uporabo ChatGPT (OpenAl, San
Francisco, CA, ZDA) z umetno inteligenco podprtim generiranjem slik. Avtorji so rezultat pregledali in uredili za zagotavijanje tocnosti.

Figure 2: Comparison of young and aged skin — visible face changes. Figure was created using ChatGPT (OpenAl, San Francisco, CA, USA)
with Al-assisted image generation. The authors reviewed and edited the output for accuracy.
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e Staranje koze povzro¢ajo notraniji in zunaniji dejavniki,
med katerimi je najbolj Skodljiva UV svetloba.

e Spremembe na celi¢nem in strukturnem nivoju se za-
¢neje veliko prej, preden znaki staranja postanejo vidni.

e Staranje prizadene vse plasti koze in se odraza v
zmanjSani sintezi kolagena, elastina in glukozaminog-
likanov, tanjSanju koze in slabsi barierni funkciji.

e Retinoidi, hialuronska kislina, antioksidanti in peptidi
so kozmeti€no aktivne spojine izbora za zmanjSe-
vanje znakov staranja koze z znanstveno potrieno
ucinkovitostjo.

e Sodobni pristop »pro-age« se odmika od boja proti
staranju (»anti-age«) in poudarja pomen regeneracije
signalnih poti, zmanjSanje kroni¢nega vnetja in epi-
genetsko modulacijo.

tudi onesnazevala v okolju, cigaretni dim, neustrezna pre-
hrana in slabe Zivljenjske navade. V zadnjem &asu je vse
vec dokazov, da za kozo ni Skodljiva le UV svetloba, ampak
tudi vidna in celo infrardeca svetloba (5), ki naj bi sprozali

nastanek reaktivnih kisikovih spojin (ROS). V spektru vidne
svetlobe je za fotostaranja pomembna predvsem visoko
energijska vidna svetloba (ang. high-energy visible light,
HEV ali HEVIS) valovnih dolzin med 400 in 500 nm. Odkrite
so bile klju¢ne signalne poti, povezane s poskodbami fi-
broblastov, ki jih povzroca HEV (6, 7). To spoznanje je po-
membno predvsem z vidika zaScCite koze pred soncem;
klasicni kozmeticni izdelki, ki vsebujejo UV filtre, namre¢
koZe pred HEV ne &Citijo, uspeSno obrambo pa predsta-
vljgjo antioksidanti.

Spremembe, ki jih povzroci staranje, se odrazajo v vseh
plasteh koze, pri Cemer pa vidni znaki bioloskega in foto-
staranja niso vedno enaki. Staranje se zacne ze veliko prej,
preden spremembe postanejo klinicno opazne, saj se pro-
cesi zaCnejo najprej na biokemijski in celi¢ni ravni. Ko te
spremembe postanejo dovolj obsezne, se to odraza v njeni
strukturi in Sele nato se pojavijo klinicno vidne spremembe
na kozi. Tako npr. sinteza kolagena v fibroblastih zacne
upadati ze po 25. letu s hitrostjo 1 % na leto, vrhnjica se
stanjSa za 50 % med 50. in 80. letom, aktivhost melanoci-
tov pa upade za 8 do 20 % vsakih 10 let (8). Pri zenskah
upad spolnih hormonov v menopavzi mo¢no pospesi na-
vedene spremembe koZe.
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Slika 2: Spremembe v strukturi koZe, povzrocene z bioloskim staranjem (zgoraj desno) in fotostaranjem (spodaj desno). Pripravijeno z

orodjem BioRender: https://BioRender.com/I6j55y0

Figure 2: Changes in skin structure caused by intrinsic ageinig (top right) and photoageing (bottom right). Created in BioRender:

https://BioRender.com/I6j55y0
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Intrinzi¢no staranje vpliva na vse plasti koze. Povrhnjica s
&asom atrofira. Stevilo celic se zmanjsa, senescentni kera-
tinociti proizvajajo manj keratina in vseh snovi, ki tvorijo t. i.
naravni viazilni dejavnik. Epidermalno-dermalni stiki, ki so
pri mladi kozi nagubani, se izravnavajo, zaradi Cesar se
zmanjSa oskrba povrhnijice iz kapilarne mreze v spodaj le-
7eci usnjici. Se izrazitej$e so spremembe v usnijici. Zaradi
senescence fibroblastov se zmanjsa sinteza kolagena, ela-
stina in hialuronske kisling, kar vpliva na debelino, trdnost
in elasti¢nost koze ter povzroca nastanek gub. ZmanjSata
se tako Stevilo lojnic kot njihovo izloCanje, kar vpliva na
debelino lipidnega plasca na povrsini, ki kozo SCiti pred iz-
gubo vlage. Zaradi zmanjSanja Stevila zivénih koncicev
upade senzori¢na funkcija. ZmanjSanje gostote zilja in
slabsa prekrvavitev omejujeta sposobnost koze za ucinkovit
vnetni in imunski odziv, kar povecuje njeno obcutljivost za
okuzbe in vnetja (9—11). Zaradi vseh teh procesov je sta-
rejSa koza suha, tanka, rumenkasta, ohlapna, nagubana
in obCutljiva na zunanja drazila. Za fotostarano kozo so
dodatno znacilne hiperplazija rozene plasti, ki predstavija
mehansko zascito pred UV svetlobo, hiperpigmentacije
zaradi fotoposkodb melanocitov in teleangiektazie (12, 13).
Spremembe videza koze med staranjem prikazuje slika 1,
shematske spremembe v strukturi posameznih plasti koze
pa slika 2.

3KAJ RESNICNO DELUJE?

Kozmeticni izdelki lahko pomembno prispevajo k upocas-
nitvi vidnih znakov staranja koze, saj vplivajo na njeno struk-
turo, funkcijo in zas&itno viogo. Stevilne sestavine, med
njimi retinoidi, antioksidanti in signalni peptidi, dokazano
ucinkujejo, saj vplivajo na celicno obnovo, sintezo kolagena
in/ali zmanjSujejo oksidativni stres (14). Z dosledno in pra-
vilno uporabo lahko taksni kozmeti¢ni izdelki podpirajo fi-
zioloSke regenerativne procese, vendar pa naravnega bio-
loSkega staranja koze ne morejo prepreciti ali zaustaviti.

3.1 RETINOIDI

Retinoidi, skupno ime za naravne oblike vitamina A, njegove
derivate in prekurzorje ter provitamine, so Se vedno prva
izbira za nego starejSe koze. V telesu se le majhen delez
vitamina A pretvori v biolosko aktivno obliko, to je trans re-
tinojska kislina, z drugim imenom tretinoin, ki z vezavo na

receptorje vpliva na celicno diferenciacijo (15). V kozmeti-
¢nih izdelkih je zaradi moznega drazenja ta oblika prepo-
vedana (16), dovoljena pa je uporaba derivatov, med kate-
rimi so najpogostejsi retinol, retinal in retinilestri. V losjonih
za telo je najvecja dovoliena vsebnost retinoidov 0,05 %, v
kremah za obraz in roke pa 0,3 %, oboje preraCunano na
ekvivalent retinola (17).

Pomlajevalni uCinek retinoidov temelji na proliferaciji kerati-
nocitov, spodbujanju sinteze kolagena, izboljSanju epider-
malne bariere, zmanjSanju transepidermalne izgube vode
in zaviranju encimov metaloproteaz, med katere sodijo tudi
kolagenaze (18). Retinojska kislina se veze na dve skupini
jedrnih receptorjev: na receptorje za retinojsko kislino (RAR-
a, -B, -y) in retinoidne receptorje (RXR-q, -B, -y). Nastali
kompleksi se nato vezejo na specificna zaporedja DNA,
imenovana odzivni elementi za retinojsko kislino, in aktivirajo
transkripcijo tarénega gena. Ker je torej uCinek pogojen z
vezavo retinojske kisline na receptorje, se morajo ostali de-
rivati v kozi najprej encimsko pretvoriti v retinojsko kislino,
kar pojasnjuje njihovo manjSo ucinkovitost, hkrati pa boljSe
prenasanje na kozi zaradi manjSega potenciala drazenja.
Ker klini¢ne Studije za kozmeti¢ne izdelke niso obvezne, je
ucinkovitost derivatov tezko ovrednotiti. Najve¢ podatkov
je na voljo za retinol, ki naj bi bil priblizno 20-krat manj ucin-
kovit od tretinoina (19), so pa v vecini Studij uCinke retinola
proti staranju koze potrdili. Omejitev objavljenih klini¢nih
Studij pa je predvsem ta, da niso bile dvojno slepe in nad-
zorovane s placebom (20).

3.2 HIALURONSKA KISLINA

Hialuronska kislina (HA), tudi hialuronan, spada med nara-
vne anionske glikozaminoglikane. Je polisaharid z visoko
molekulsko maso, sestavljen iz D-glukuronske kisline in
N-acetil glukozamina. Kar 50 % celotne kolicine HA v
telesu se nahaja v kozi, prisotna pa je tudi v hrustancu,
zivénem tkivu, sinovialni tekocini in v oc¢eh. Sodeluje v Ste-
vilnih fizioloskih procesih, kot so celienje ran, regeneracija
tkiv, vnetni odgovori, imunomodulacija, embrionalni razvoj
in progresija tumorjev (21). Izkazuje odli¢ne vlaziine ucinke,
saj se zaradi vezave vode njena masa tudi do 1000-krat
poveca, zaradi Cesar ima koza napet, gladek videz (22).
FizioloSka vioga HA v koZi pa ni zgolj pasivna, to je, da za-
radi iziemne sposobnosti vezave vode deluje kot ogrodje
za kolagenska in elastinska vlakna, ampak regulira tudi
aktivnost akvaporina 3, stimulira endotelijske celice, sintezo
kolagena in celicno signalizacijo (23). Ta biopolimer se
veliko raziskuje za uporabo v biomedicini za zdravljenje
raka, celienje ran, nadzor vnetja, protibakterijsko in antiok-
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sidativno delovanje (24). V estetski medicini se pogosto
uporablja kot dermalno polnilo (25).

V kozmeti¢nih izdelkih proti staranju se HA ¢edalje bolj
uveljavlja kot ena klju¢nih sestavin zaradi svoje biokom-
patibilnosti, hidrofilnosti in Stevilnih pozitivnih uéinkov. Na
njeno ucinkovitost odlocilno vpliva molekulska masa. HA
z visoko molekulsko maso (ve¢ kot 1000 kDa) ne prodira
v kozo, zato omogoca zgolj povrsinsko hidratacijo koze,
medtem ko lahko HA z nizko molekulsko maso (manj
kot 250 kDA) prodre do usnjice, kjer stimulira sintezo
kolagena v fibroblastih in regeneracijo tkiva. UCinki so
posledica vezave na receptorje za HA, in sicer na tran-
smembranske receptorje CD44 in znotrajceli¢ne recep-
torje RHAMM. Z vezavo na Tollu podobne receptorje
2 in 4 HA dodatno sodeluje pri regulaciji imunskega od-
ziva. Z receptorji posredovan ucinek poveca elasti¢nost
koze, pospesi celienje ran in blaZi posledice oksidativ-
nega stresa. V kombinaciji z vitamini, peptidi in retinoidi
deluje HA sinergisti¢no (27).

3.3 ANTIOKSIDANTI

Radikalska teorija poudarja, da so ROS in intenzivni nasta-
nek radikalov pomembno vkljuceni v proces staranja koze,

nastanek koznih nepravilnosti in koznih bolezni (28). Posle-
di¢no je utemeljena uporaba antioksidantov kot kozmeticno
aktivnih sestavin, ki se vkljucijo v oksidacijske procese in s
tem zaScitijo bioloSko pomembne molekule v koZi. V koz-
meti¢ne izdelke lahko dodajamo bodisi antioksidante, ki so
v koZi fizioloSko prisotni bodisi spojine rastlinskega izvora.
V prvo skupino sodijo vitamina E in C, koencim Q in lipoi¢na
kislina, ki delujejo sinergisti¢no, saj regenerirajo drug dru-
gega, zato je njihovo socasno vgrajevanje v kozmeti¢ne iz-
delke zelo smiselno (29, 30). Vitamin C je skoraj idealna
kozmeticno aktivna sestavina za nego (foto)starane koze,
saj poleg antioksidativnega delovanja stimulira sintezo ko-
lagena, zavira tirozinazo, kar posvetli pigmentne madeze
na kozi, in deluje protivnetno (31). Njegova pomanjkljivost
je nestabilnost v vodi, kar reSujemo z uporabo derivatov
(estri z mascobnimi kislinami in soli fosfatnih estrov) in/ali
vgradnjo v sodobne dostavne sisteme (32).

Zelo pomembna skupina antioksidantov izvira iz rastlin,
ker so morale med evolucijo razviti obrambo pred UV svet-
lobo v okolju, kjer rastejo. Tako so nastale Stevilne kemijsko
razli¢ne spojine (polifencli, katehini, flavonoidi), ki jih upo-
rabliamo kot antioksidante v prehrani ali v kozmeticnih iz-
delkih. Mednije sodijo resveratrol, katehini iz zelenega Caja,
silimarin, piknogenol, abigenol, astaksantin, lutein, likopen,
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Slika 3: Kemijske strukture pogostih antioksidantov v kozmeticnih izdelkih.
Figure 3: Chemical structures of frequently used antioxidants in anti-ageing cosmetic products.
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rutin, kvercetin, hesperidin, gliciretinska kislina, kurkumin
in drugi. Raziskave potrjujejo uCinkovitost antioksidantov v
kozmeticnih izdelkih za nego starejSe koze, z razvojem in
uporabo naprednih dostavnih sistemov v kozmeticnih iz-
delkih pa bo njihovo ucinkovitost in stabilnost mogoce Se
izboljSati (33). Nekaj pogosto uporabljanih antioksidantov
v kozmetiki je prikazanih na sliki 3.

3.4 PEPTIDI

Peptidi so ena najpomembnejsih bioaktivnih sestavin koz-
meticnih izdelkov, ki je v zadnjem Casu predmet Stevilnih
raziskav (34). V izdelkih za nego zrele koze so priljublieni
zaradi svoje Siroke funkcionalnosti, in sicer izkazujejo pro-
timikrobno in protivnetno delovanje, hkrati pa lahko delujegjo
antioksidativno in vlazilno. Stimulirajo sintezo kolagena in
pospesujejo celicno proliferacijo. Glede na funkcijo jih de-
limo na signalne, prenasalne in zaviralne peptide. Signalni
peptidi spodbujajo aktivnost fibroblastov in tako stimulirajo
sintezo kolagena, elastina in glikoproteinov, kot so fibro-
nektin, proteooglikani in glukozaminoglikani. PrenaSalni
peptidi stimulirajo transport oligoelementov, npr. mangana
in bakra, v celice. Inhibitorni peptidi pa zavirajo delovanje
encimoyv, kot so kolagenaze, elastaze in tirozinaze. Tirozi-
naza je kljucni encim v sintezi melanina, ki katalizira pret-

vorbo tirozina v L-3,4-dihidroksifenilalanina (L-DOPA) in
nato naprej v dopakinon. Z zaviranjem tega encima se
zmanjSuje nastanek melanina in posledicno hiperpigmen-
tacija, ki je v obliki pigmentnih madezev eden od najbolj
znacilnih znakov fotostaranja koze. Druga vrsta zaviralnih
peptidov posnema delovanje botoksa, ker deluje na zivéne
prenasalce, s Cimer se zgladijo gube (35, 36). Pregled ne-
katerih najpogostejSih peptidov v kozmetiki je podan v pre-
glednici 1.

NOV PRISTOP: OD »ANTI-
AGE« K »PRO-AGE«

V zadnjem Casu se filozofija izdelkov za nego starejSe koze
spreminja — prehaja od pristopa ANTI k pristopu PRO. Pred-
pona anti (gr. avty pomeni proti. V kontekstu izdelkov za
nego starejSe koze to pomeni boj proti staranju, proti neGemu
torej, kar je neizbezno. Nov pristop pa temelji na podpori
bioloSke vitalnosti koze, ne da bi jo silili v umetno mladost.
Usmerjen je v optimizacijo celicnih funkcij in pomo¢ kozi, da
¢im dlje ohranja svoje naravne funkcije. Temelji na pristopu
vzpostavljanja homeostaze koze, ravnotezja med vnetnimi

Preglednica 1: Pregled nekaterih komercialno dostopnih kozmeti¢no aktivnih peptidov in njihovih mehanizmov delovanja (povzeto po 37).
Table 1: Overview of some commercially available cosmetically active peptides and their mechanism of action (adopted from 37).

Peptid

Mehanizem delovanja

Tripeptid-2

stimulacija zunajcelicnega ogrodja preko zaviranja metaloproteaz

Tripeptid-1

stimulacija proizvodnje kolagena in aminoglikanov

Nonapeptid-1

zaviranje tirozinaze

Palmitoil heksapeptid-6

stimulacija obnove kozne strukture

Oligopeptid-10

zasCita strukturne integritete koze

Tripeptid-10 citrulin

stimulacija tvorbe kolagena in zunajcelicnega ogrodja

Acetil tetrapeptid-5

zmanjSanje edema koze z zaviranjem encima angiotenzin konvertaze

Heksapeptid-10

stimulacija proliferacije celic

Palmitoil tripeptid-5

stimulacija sinteze kolagena

Oligopeptid-20 zaviranje metaloproteaz
Bakrov tripeptid (GHK-baker) stimulacija celjenja ran, stimulacija fibroblastov, protivnetno delovanje
Palmitoil oligopeptid stimulacija sinteze kolagena in hialuronske kisline

Palmitoil tetrapeptid-7

zaviranje delovanja interlevkina-6, stimulacija sinteze kolagena in elastina

Palmitoil pentapeptid-.3

stimulacija sinteze kolagena
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in oksidativnimi procesi, regeneracijo in zascito. Glavni cilj
tako ni ve¢ samo mladosten videz, temved bioloSka vitalnost
koze in ohranjanje funkcionalnega ravnotezja (38). Bistvo
tega pristopa je regeneracija signalnih poti z aktivacijo ko-
munikacije med celicami preko peptidov in rastnih dejavni-
kov, zmanjSevanje kroni¢nega vnetja in epigenetska aktiva-
cija, ki vkljuCuje izrazanja genov, ki nadzorujejo sintezo
kolagena, elastina in antioksidativnih encimov (39).

4.1 REGENERACIJA SIGNALNIH POTI

Regeneracija signalnih poti predstavija sodoben in znan-
stveno utemeljen pristop, ki se osredotoCa na obnovo po-
ruSenih mehanizmov celicne komunikacije, znacilnih za sta-
rajoCo se kozo. S staranjem se ucinkovitost kljucnih signalnih
poti zmanjSuje, kar vodi v upo&asnjeno celicno proliferacijo,
zmanj$ano sintezo kolagena, slabSo regeneracijo in poru-
Seno homeostazo koznega tkiva. Gilino moduliranje teh poti
z bioaktivnimi molekulami, peptidi, rastlinskimi izviecki in s
podporo naprednih dostavnih sistemov omogoc¢a ponovno
aktivacijo regenerativnin procesov, izboljSanje funkcije fibro-
blastov ter podporo obnovi zunajcelicnega ogrodja. Taksen
pristop presega klasi¢no simptomatsko delovanje izdelkov

»anti-age« in se usmerja v vzro¢ne mehanizme staranja na
celi¢ni in molekularni ravni (40).

4.2 KRONI(VDVNO VNETJE - TIHI
POSPESEVALEC STARANJA

Pomen kroni¢nega vnetja pri staranju odraza termin »inf-
lammaging«, ki je nastal z zdruzitvijo dveh angleskih besed
»inflammation« (vnetje) in »aging« (staranje). Izraz pomeni
kroni¢no vnetno stanje koze, ki ni posledica okuzbe, tem-
vec nakopicenih poskodb, neucinkovitosti imunskega si-
stema, nagnjenosti starajocih se celic k sproS¢anju prov-
netnih citokinov, kot sta interlevkin 6 (IL-6) in dejavnik
tumorske nekroze alfa (TNF-a) ter kopicenja ROS, kar po-
Skoduje kolagenska vlakna, zmanjSa regeneracijo celic in
oslabi zaSc¢itno bariero koze. Poudarek pristopa je na urav-
navanju vnetnih poti (i), kar pomeni podporo mikrobiomu,
ki modulira imunske signale in zmanjSuje stres; epigenetski
regulaciji (i), s katero se utiSajo geni, povezani z vnetjem in
aktivirajo tisti, ki spodbujajo obnovo; in dostavi protivnetnih
kozmeti¢no aktivnih sestavin (jii), kot so niacinamid, kur-
kumin, omega-3-mascobne kisline, probiotiki, vitamina C
in E ter druge (41).

kromatin

—

@(ODIRAJOC@

METILACIJA@

nukleosomi

Slika 4: Glavni epigenetski regulatorni mehanizmi, ki upocasnijo staranje koZe. Pripravlieno z orodjem BioRender:

https://BioRender.com/Iril5aw

Figure 4: The main mechanisms of epigenetic regulation of skin ageing Created in BioRender: https://BioRender.com/Iril5aw
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ZRCALCE, ZRCALCE NA STENI POVEJ...

4.3 EPIGENETSKA AKTIVACIJA

Epigenetska aktivacija temelji na spremembah v izrazanju
genov, vendar ne spreminjamo zaporedja DNA, temve¢ s
kozmeticno aktivnimi sestavinami vplivamo na to, kateri
geni se izrazajo ali so utiSani. Cilj je spodbuditi izrazanje
genov, povezanih z obnovo koze, sintezo kolagena, zascito
pred oksidativnim stresom in celi€no regeneracijo, ali
zmanjSati izraZzanje genov, povezanih z vnetji, oksidativnim
stresom ali razgradnjo kolagena (42).

Glavni epigenetski mehanizmi vkljuCujejo (slika 4): metilacijo
DNA (pripenjanje metilnih skupin na citozin v DNA, kar
zmanjSuje Mozno prepisovanie in izrazanja genov), modifi-
kacijo histonov (spremembe v strukturi histonov, okoli ka-
terih je ovita DNA, kar vpliva na dostopnost genov za tran-
skripcijske dejavnike) in izrazanje nekodirajocih RNA (ki
modulirajo sintezo proteinov). Kot epigenetski aktivatorii,
prisotni v kozmeticnih izdelkih, delujejo niacinamid, resve-
ratrol, karnozin in luteolin (43).

SKLEP

Staranje koze je kompleksen proces, na katerega vplivajo
tako notraniji kot zunaniji dejavniki. Pregled delovanja koz-
meticno aktivnih sestavin v kozmeti¢nih izdelkih za nego
starejSe koze, ki temeljijo na znanstvenih dokazih, kaze,
da imajo nekatere uveljavliene sestavine Se vedno klju¢no
vlogo pri ohranjanju zdravja koze. Hkrati pa sodobni pristopi
vse bolj presegajo zgolj prekrivanje vidnih znakov staranja
koZe in se usmerjajo v podporo naravnim regeneracijskim
mehanizmom. V prihodnosti lahko pricakujemo Se vedji
poudarek na individualiziranih, celostnih in trajnostnih stra-
tegijah, ki zdruzujejo znanost, preventivo in pristop »pro-
ages, s ciliem dolgorocno ohraniti funkcionalno in zdravo
kozo, na kateri se bodo tudi vidni znaki staranja pokazali
bistveno kasneje.
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POVZETEK

Tuberkuloza, ki jo povzroca mikobakterija
Mycobacterium tuberculosis, ostaja vodilni vzrok
smrti zaradi nalezljivih bolezni kljub Stevilnim proti-
tuberkuloznim ucinkovinam, ki so danes na trgu.
Pojav veckratno odpornih in izredno odpornih sevov
je mo¢no zmanjsal ucinkovitost standardnih rezimov
zdravljenja prvega izbora, ki temeljijo na izoniazidu,
rifampicinu, pirazinamidu in etambutolu. V tem pre-
glednem clanku so povzeti mehanizmi delovanja
obstojecih in novih protituberkuloznih zdravilnih ucin-
kovin ter poudarjen pomen razvoja odpornosti in
potrebe po novih terapijah. Nove ucinkovine — be-
dakilin, delamanid in pretomanid — predstavljajo po-
memben napredek, saj z novimi mehanizmi delo-
vanja ciljajo energijski metabolizem in delujejo
komplementarno ze obstojeci terapiji, hkrati pa s
cilianjem novih tar¢ Se dodatno vplivajo na sintezo
mikobakterijske celicne stene. Kljub temu se ze po-
javljajo primeri odpornosti, kar poudarja nujnost
ustrezne kombinirane terapije, spremljanja bolnikov
in nadalinjega razvoja ucinkovin. Kljub navedenim
izzivom trenutne raziskave ponujajo nove moznosti
za krajSe zdravljenje, boljSe izide in priblizevanije ci-
liem Svetovne zdravstvene organizacije glede
zmanjSevanja incidence in Stevila smrtnih izidov.

KLJUCNE BESEDE:
Mycobacterium tuberculosis, novi antibiotiki, od-
pornost na antibiotike, tuberkuloza

ABSTRACT

Tuberculosis, caused by mycobacteria
Mycobacterium tuberculosis, remains the world’s
leading cause of death from infectious disease de-
spite the availability of effective chemotherapy. The
emergence and spread of multidrug-resistant and
extensively drug-resistant strains have severely com-
promised the efficacy of conventional first-line regi-
mens based on isoniazid, rifampicin, pyrazinamide,
and ethambutol. This review summarizes the mec-
hanisms of action of current and newly approved
anti-tuberculosis agents highlighting the evolution of
resistance and the urgent need for novel therapeutic
options. Newly introduced agents — bedaquiline,
delamanid and pretomanid — represent significant

NaraSCajoCa odpornost bakterij proti kemoterapevtikom
predstavlja vedno vedji svetovni zdravstveni problem in se
vse pogosteje pojavlja tudi pri boleznih, ki smo jih neko¢ z
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mechanisms of action and act complementary to
existing therapies, while also targeting new targets
to further affect mycobacterial cell wall synthesis.
However, emerging resistance to these novel com-
pounds underscores the necessity for optimized
combination regimens, adherence monitoring, and
continuous drug development. Despite these chal-
lenges, current research offers promising strategies
to shorten treatment duration, improve outcomes,
and move closer to the goals of World Health Orga-
nization for reducing incidence and mortality rates.

KEY WORDS:
antibiotic resistance, M. tuberculosis, new antibio-
tics, tuberculosis

zdravili v dolocenih delih sveta ze uspeli obvladati (1, 2).
Najbolj opazna med temi je tuberkuloza, ki jo povzroca
mikobakterija Mycobacterium tuberculosis in s katero je
po porocanju Svetovne zdravstvene organizacije (SZO)
okuzena priblizno Cetrtina svetovnega prebivalstva. Samo
v letu 2023 so namre¢ zabelezili 10,8 milijonov novih pri-
merov, s ¢imer je prehitela celo covid-19 in postala najpo-
gostejsi vzrok smrti zaradi okuzbe na svetu. Letno zaradi
nje namre¢ umre priblizno 1,25 milijona ljudi, najbolj pa so
ogrozeni bolniki z oslablienim imunskim sistemom, zaradi
Gesar je med umrlimi velik del okuZenih z virusom humane
imunske pomanijkljivosti (HIV) (3).

INCIDENCA TUBERKULOZE IN
POJAV ODPORNOSTI

Tuberkuloza je iziemno nalezljiva bolezen, zato je za njeno
obvladovanje zelo pomembno, da pri vsaki potrieni okuzbi
poskusamo izslediti njen vir in hkrati obvestimo ljudi, s ka-
terimi je bil okuzeni v stiku, saj jih tako lahko testiramo in
ob morebitni potrditvi okuzbe ustavimo njeno nadaljnje Sir-
jenje. Poznamo namre¢ tako aktivno kot latentno obliko
okuzbe, pri ¢emer slednja nima simptomov in ni nalezljiva.
Le priblizno 5-10 % okuzenih razvije aktivno obliko bolezni.
Latentna oblika se v aktivno Se zlasti v primeru oslablienega
imunskega sistema najpogosteje razviie v dveh letih od
okuzbe. Da bi ta razvoj preprecili, obstajajo razli¢ne pre-
ventivne terapije, ki trajajo od enega do Sestih mesecev in
zajemajo zdravilne ucinkovine prvega izbora, tako samo-

stojno kot v kombinaciji. Preventivna terapija je namenjena
ljludem z latentno okuzbo ter ljudem, pri katerih okuzbe Se
niso zaznali, a so bili potrjeno v bliznjem stiku z bolnikom z
aktivno okuzbo (4-6).

V svetu je najvi§ja incidenca tuberkuloze v Severovzhodni
AZiji in Afriki, in sicer pretezno v osmih drzavah (Indija, In-
donezija, Pakistan, Filipini, Banglades, Kitajska, Nigerija in
Demokrati¢na republika Kongo), v katerih se po porocilih
SZ0 iz leta 2024 letno pojavita kar dve tretjini vseh novih
okuZb. V Evropi je incidenca vsaj desetkrat, v Sloveniji pa
skoraj stokrat manjsa kot v navedenih drzavah. V Sloveniji
smo tako v letu 2025 zabeleZili 60 novih primerov, kar je
2,8 primera na 100.000 prebivalcev (7, 8).

V vecjem delu Evrope smo tuberkulozo dolga leta obvla-
dali do te mere, da so drzave ukinile obvezno ceplienje
novorojenckov — v Sloveniji smo ga ukinili leta 2005. To
pa ne velja v Vzhodni Evropi, kjer velik delez okuzb pred-
stavljajo odporne oblike tuberkuloze, ki se v zadnjih letih
zaradi vojne v Ukrajini pospeseno Sirijo tudi izven njenih
meja (9, 10). Letno po vsem svetu porocajo o kar 400.000
primerih odpornih oblik tuberkuloze, kar zahteva zelo dol-
gotrajno zdravljenje, ki pogosto ni uspesno. Odporne
oblike tuberkuloze predstavljajo veliko finan¢no breme za
zdravstvene sisteme in so odgovorne za tretjino vseh
smrti zaradi bakterijskih okuzb letno, kar jasno kaze po-
trebo po novih zdravilih (11).

Uveljavlien rezim zdravljenja tuberkuloze, ki je ob&utliva na
zdravila prve linije, je sestavlien iz kombinacije Stirih zdravilnin

KLJUCNI POUDARKI

e Tuberkuloza ostaja vodilni vzrok smrti zaradi nale-
Zljivih bolezni, tudi zaradi hitrega Sirjenja veckratno in
izredno odpornih sevov.

® Prvo linijo zdravljenja predstavljgjo izoniazid, ri-
fampicin, pirazinamid in etambutol, ki ciljajo pred-
vsem sintezo celiCne stene, presnovo energije in
sintezo proteinov; njihovo delovanije pa vse bolj ome-
juje naras¢ajoca odpornost.

e Nove ucinkovine — bedakilin, delamanid in pre-
tomanid — ciljajo energijski metabolizem in nove tarce
v M. tuberculosis, a se kljub temu Ze pojavljajo
primeri odpornosti.

e/ klini¢nih preskusaniih je vec¢ kot 20 novih ucinkovin
in novih kombinacij u¢inkovin, ki obetajo krajse tera-
pije, boljSo ucinkovitost in korak blizje ciliem Sve-
tovne zdravstvene organizacije glede zmanjSevanja
incidence in smrtnosti.
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ucinkovin, ki so jih odkrili ze v 50-ih in 60-ih letih prejSnjega
stoletja. Osnovno zdraviienje z antibiotiki prvega izbora obi-
Cajno traja najmanj Sest mesecev. Zacne se z dvomesecnim
intenzivnim obdobjem, v katerem pacienti prejemajo izoniazid,
rifampicin, pirazinamid in etambutol, in se nadaljuje z vsa;
Stirimi meseci jemanja kombinacije dveh antibiotikov, navadno
izoniazida in rifampicina, Ce izolat in vitro pokaze ob&utljivost
bakterij na ti dve ucinkovini (12). Uveljavijen rezim zdravijenja
temelji na standardih Evropske unije pri obravnavi tuberku-
loze, ki so bili nazadnje posodoblieni leta 2017, in na zdru-
zenih smernicah SZO za zdravlienje tuberkuloze. Oba doku-
menta obravnavata celoten proces diagnoze in zdravijenja
kot tudi ukrepanje v primeru pridruzenih bolezni (13, 14).

Prav dolgotrajno zdravljenje, tako v primeru aktivne kot la-
tentne oblike bolezni, predstavlja dodaten problem z vidika
sodelovanja pacientov pri zdravljenju, saj ti pogosto ne
dokoncajo predpisanega rezima jemanja zdravil. Delez pa-
cientov, ki uspesno zakljucijo zdravijenje, je okoli 85 % pri
aktivni okuzbi in od 20-70 % pri latentni okuzbi (12). To
privede do nepopolnega zdravijenja okuzbe, ki se nato
ponovno pojavi, hkrati pa se ob tem razvija odpornost
bakterij proti antibiotikom. Zaradi vse pogostejSega pojava
odpornosti se danes pred zaCetkom zdravljenja vedno iz-
vede test odpornosti kliniCnega izolata mikobakterije (spu-

tum) proti posameznemu antibiotiku in se glede na rezultate
testov zdravljenje prilagodi. Poznamo namre¢ veckratno
odporno (angl. multiple drug-resistant tuberculosis, MDR-
TB) kot tudi izredno odporno obliko (angl. extensively drug-
resistant tuberculosis, XDR-TB) tuberkuloze, zabeleZili pa
so tudi ze primere povsem odporne oblike (angl. totally
drug-resistant tuberculosis, TDR-TB). Oblika MDR-TB je
odporna najmanj proti izoniazidu in rifampicinu, XDR-TB je
dodatno odporna Se proti fluorokinolonom in pa vsaj Se
eni ucinkovini druge izbire (14-16), pojav TDR-TB pa po-
meni odpornost proti vsem ucinkovinam, ki se uporabljajo
za zdravlienje te bolezni (preglednica 1) (17).

Bakterijska odpornost je mo¢no spodbudila razvoj novih
ucinkovin. Trenutne moznosti zdravljenja namre¢ v naj-
boljSem primeru trajajo 9-11 mesecey, lahko pa tudi ve¢
let. Kljub navedenim dejstvom je trajalo kar 40 let, da so
na trg prisle nove zdravile u¢inkovine za zdravljenje tuber-
kuloze (12). To so pretomanid, bedakilin in delamanid, ki
se uporabljajo le kot dodatna komponenta kompleksnih
in dolgotrajnih rezimov zdravljenja, s katerimi posku§amo
delovati na oblike MDR-TB in XDR-TB (slika 1) (14, 18).
Kljub njihovemu odkritju smernice kot standardni pristop
pri oblikah MDR-TB in XDR-TB $e vedno priporo¢ajo vsaj
20-mesec¢no zdravljenje s kombinacijo eksperimentalno

bedakilin

izoniazid
pirazinamid

etambutol

delamanid
pretomanid

[ fluorokinoloni ]

{ rifampicin I

streptomicin
amikacin
linezolid

Slika 1: Shematicen prikaz mehanizma delovanja nekaterih protituberkuloznih kemoterapevtikov. ATP — adenozin trifosfat. Ustvarjeno s
programom Biorender. GradiSek N. (2026) https://BioRender.com/ya768r7 (13, 19-35).

Figure 1: Schematic illustration of the mechanisms of action of selected antituberculous agents. ATP — adenosine triphosphate. Created in
Biorender. Gradisek N. (2026) https.//BioRender.com/ya768r7 (13, 19-35).
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Preglednica 1: Pregled protituberkuloznih zdravilnih ucinkovin, razdeljenih v skupine glede na izbor, z oznacenimi ucinkovinami, na katere sta

odporni obliki MDR-TB in XDR-TB (13, 19-35).

Table 1: Overview of antituberculous drugs grouped by treatment category, with highlighted resistance to MDR-TB and XDR-TB (13, 19-35).

Zdravilna uéinkovina

Mehanizem delovanja

izoniazid*

zaviranje sinteze mikolnih kislin, ki
tvorijo celi¢no steno (zaviranje encima
INhA)

rifampicin®

zaviranje sinteze proteinov (zaviranje
od DNA-odvisne polimeraze RNA)

Zdravilne u€inkovine prvega izbora
pirazinamid

razli¢ni mehanizmi delovanja;
zaviranje sinteze proteinov, znizevanje
nivoja ATP in pH

etambutol

zaviranje sinteze arabinogalaktana,
klju¢nega gradnika celi¢ne stene
(zaviranje arabinozil transferaz)

fluorokinoloni**

zaviranje podvajanja DNA (zaviranje
DNA-giraze)

linezolid

zaviranje sinteze proteinov (zaviranje
tvorbe kompleksa 70S in translacijo)

Zdravilne ucinkovine drugega izbora | klofazimin

vpliv na dihalno verigo in tvorba
reaktivnih kisikovih zvrsti

streptomicin (inj.)**

zaviranje sinteze proteinov (vezava na
podenoto ribosoma 30S)

amikacin (inj.)*

zaviranje sinteze proteinov (vezava na
podenoto ribosoma 30S)

zaviranje ATP-sintaze

zaviranje sinteze mikolnih kislin in
dodaten vpliv na integriteto celicne
membrane

bedakilin
Dopolnilne protituberkulozne delamanid
ucinkovine

pretomanid

zaviranje sinteze mikolnih kislin in
dodaten vpliv na celiéno membrano

*MDR-TB — vecCkratno odporna oblika tuberkuloze; **XDR-TB — izredno odporna oblika tuberkuloze;, ATP — adenozin trifosfat; InhA —

reduktaza enoil acilnega prenasalnega proteina.

izbranih petih protituberkuloznih u€inkovin, na katere so
izolirane bakterije obcutljive (13).

UVELJAVLJENA TERAPIJA IN
MEHANIZMI DELOVANJA

Kemoterapevtiki, ki jih uporabljamo za zdravljenje tuber-
kuloze, delujejo na razli¢ne tarCe (slika 1), pri emer jih naj-

ve¢ cilia mikobakterijsko celi€no steno oziroma sintezne
poti njenih komponent. Kar tri od Stirih ucinkovin prvega
izbora tako vplivajo na integriteto celi¢ne stene, prav tako
pa jo ciliata tudi dve izmed novih ucinkovin (preglednica 1)
(13, 19-35).

Encim reduktaza enoil acilnega prenasalnega proteina
(INhA) je uveljavliena tar€a za zdravljenje tuberkuloze. Encim
INnhA sodeluje pri sintezi mascobnih kislin, ki jih mikobak-
terije potrebujejo za tvorbo celitne stene. Zaviranje tega
procesa privede do morfoloskih sprememb v bakterijski
celici in posledi€no njene smrti ob porusSenju integritete
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Preglednica 2: Pregled novih protituberkuloznih ucinkovin v Klinicnih preskusanjih v letu 2025 . Povzeto po (37)

Table 2: Overview of new antituberculous agents in clinical trials in 2025. Adapted from (37).

Mehanizem delovanja

Ucinkovina

Faza kliniénega

preskusanja
Zaviranje mikobakterijske ATP-sintaze sudapiridin 3
Zaviralno delovanje na dihalno verigo; analog bedakilina TBAJ-876 2
Zaviralno delovanje na dihalno verigo telakebek 2
Zaviranje DprE1 (sinteza celiCne stene) BTZ-043 2
Zaviralec DprE1 (sinteza celi¢ne stene) kvabodepistat 2
Zaviralec DprE1 (sinteza celiCne stene) TBA-7371 2
Zaviralec DprE1 (sinteza celiCne stene) makozinon 1/2
Zaviranje sinteze proteinov sutezolid 2/3
Zaviranje sinteze proteinov delpazolid 2
Zaviranje sinteze proteinov TBI-223 2
Zaviralec LeuRs (zaviralec sinteze proteinov) genfeborol, 2
P GSK3036656
Zaviralno delovanje na mikolne kisline (komponente celi¢ne stene) SQ109 2
Analog klofazimina pirafizimin 2
i L : sanfetrinem
TricikliCen B-laktam (zaviranje transpeptidaze) cileksetil 2
Zaviralno delovanje na dihalno verigo; analog bedakilina TBAJ-587 1
Zaviranje sinteze proteinov TBDO09 1
Zaviranje razgradnje mikobakterijskega holesterola GSK2556286 1
Zaviranje mikobakterijskega holesterola TBD11 1
o . o o . alpibektir *
Inaktivacija TetR-podobnega represorja EthR2; ojaca delovanje etionamida . . 2
etionamid
Zaviranje PDE4 — imunskega odziva gostitelja dovramilast* 2

*orimer netradicionalnih protituberkuloznih ucinkovin; ATP — adenozin trifosfat; PDE4 — fosfodiesteraza-4; DprE1 — dekaprenilfosforil-3-D-
riboza 2'-epimeraza; LeuRs — levcil-tRNA sintetaza; TetR — transkripcijski represor odpornosti proti tetraciklinu; EthR2 — transkripcijski

represor iz druzine TetR, ki uravnava odpornost proti etionamidu.
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membrane. Indirektni zaviralec InhA, izoniazid, ki je Se
danes del kombinacije ucinkovin prvega izbora, je v uporabi
ze od leta 1952. Ob odkritju je predstavijal velik preboj kot
najmocnejSi kemoterapevtik za tuberkulozo na trziscu, ki
je bil hkrati tudi cenovno dostopen in varen. Izoniazid je
predzdravilo, ki se v organizmu aktivira in tvori adukt z ni-
kotinamid adenin dinukleotidom (NAD"), ki nato zavira InhA.
Prav stopnja aktivacije je glavni razlog za razvoj odpornosti,
saj je genetski zapis za enega od encimov, udelezenih pri
aktivaciji izoniazida — oksidaza-peroksidaza KatG, mocno
podvrzen mutacijam, ki zmanjSajo delez pretvorbe izonia-
zida v aktiven adukt in s tem njegovo zaviralno delovanje.
Ker je sam InhA manj nagnjen k spremembam, direktni
zaviralci tega encima predstavljajo mozno reSitev, s katero
bi zaob$li odpornost proti izoniazidu in ohranili baktericidno
delovanje na M. tuberculosis (19-21). Izoniazid se uporablja
tako samostojno za preventivno zdravljenje latentne
okuzbe, kot v kombinaciji z ostalimi kemoterapevtiki prvega
izbora za zdravljenje aktivne okuzbe v primeru obdutljivin
oblik tuberkuloze (4-6).

Druga ucinkovina prvega izbora je rifampicin, ki se po-
dobno kot izoniazid uporablja samostojno za preventivno
zdravljenje latentne okuzbe. V primeru aktivnih okuzb pa
je nujna uporaba v kombinaciji, saj se ob samostojni upo-
rabi odpornost proti rifampicinu razvije hitreje kot proti dru-
gim ucinkovinam. Za razliko od izoniazida, katerega delo-
vanje je omejeno na mikobakterije, je rifampicin bolj
Sirokospektralen in deluje tudi na druge bakterijske vrste.
Oba sta tudi na Seznamu esencialnih zdravil SZO in na
Seznamu esencialnih zdravil za uporabo v humani medicini
pri Javni agenciji Republike Slovenije za zdravila in medi-
cinske pripomocke (JAZMP). Rifampicin zavira od DNA
odvisno RNA-polimerazo in posledic¢no sintezo bakterijskih
proteinov. Poznamo tri nacine razvoja odpornosti na ri-
fampicin, vsi pa so bili identificirani tudi pri M. tuberculosis.
Lahko pride do strukturnih sprememb v vezavnem mestu
tarCe, ADP-ribozilacije rifampicina ali do povecanega de-
lovanja izlivnih ¢rpalk. Razen ADP-ribozilacije, o kateri do
zdaj poroc¢ajo zgolj pri mikobakterijah, sta ostala meha-
nizma razvoja odpornosti prisotna tudi pri drugih bakterijah,
na katere deluje rifampicin (22, 23).

Tretji antibiotik prvega izbora, odkrit leta 1952, je pirazin-
amid. Je edini antibiotik prvega izbora, ki deluje tudi na
bakterije, ki niso v fazi replikacije in je nepogresljiva kom-
ponenta rezimov zdravljenja na zdravila ob&utljive oblike
tuberkuloze. Selektivno deluje le na M. tuberculosis. Pirazin-
amid je predzdravilo, ki se v telesu pretvori do aktivne pi-
razinojske kisline. Ta je aktivna samo v kislem mediju in
neaktivna v nevtralnih pogojih, kar omogoca selektivno de-

lovanje v kisli notranjosti makrofagov. Samo protonirana
pirazinojska kislina namre¢ lahko prehaja bakterijsko celi¢no
steno in se tam ob deprotonaciji akumulira. Ker kislost
okolja upada z zmanjSanjem vnetja, se hkrati z napredkom
zdravljenja zmanjSuje tudi baktericidnost pirazinamida. To
pojasni, zakaj se ga uporablja zgolj v prvi fazi zdravljenja in
v kombinaciji z drugimi antibiotiki prvega reda. Pirazinamid
deluje prek razlicnih mehanizmov: vpliva na membranski
potencial in posledi¢no na nivo adenozin trifosfata (ATP),
niza pH v bakterijah, ustavlja trans-translacijo na ribosomih
in zelo verjetno vpliva na sintezno pot koencima A, ki ima
med drugim pomembno vlogo v sintezi mascobnih kislin,
ki tvorijo celicno steno. Zaradi vpliva na nivo ATP, je Se po-
sebej ucinkovit v kombinaciji z drugimi ucinkovinami, ki
prav tako znizujejo nivo ATP (24).

Zadnjo ucinkovino prvega izbora predstavija etambutol,
ki ga prav tako poznamo Ze vec kot 60 let. Uporablja se v
kombinaciji z ostalimi antibiotiki prvega izbora, in je tudi
del terapije netuberkuloznih mikobakterijskih okuzb. Etam-
butol je bakteriostatik, ki vpliva na sintezo arabinogalaktana,
ki skupaj z mikolnimi kislinami in peptidoglikanom pred-
stavlja klju¢no komponento celi¢ne stene. Mehanizem de-
lovanja naj bi bil posledica zaviranja arabinozil transferaz in
sinergistiCnega delovanja z izoniazidom (25).

Kot kemoterapevtiki druge linije se ze ve¢ desetletij uporab-
liajo fluorokinoloni, kot sta moksifloksacin in levofloksacin.
Gre za Sirokospektralne protibakterijske ucinkovine, ki ciljajo
bakterijsko DNA-girazo in s tem vplivajo na podvajanje
DNA. Kljub selektivnemu delovanju na bakterijske celice,
pa je njihova pretirana uporaba zaradi mutacij privedla do
strukturnih sprememb v vezavnem mestu encima, kar pov-
zroCi odpornost proti tej skupini u€inkovin (26, 27).
Linezolid je prav tako Sirokospektralen kemoterapevtik in
predstavlja primer prenamembe zdravilne ucinkovine, saj
je bil ta antibiotik prvotno namenjen kot rezervni antibiotik
za zdravljenje okuzb z grampozitivnimi bakterijami. Linezolid
zavira sintezo bakterijskih proteinov prek vezave na pod-
enoto ribosoma 508, s Cimer prepreci tvorbo iniciacijskega
kompleksa 70S in s tem translacijo. Poleg samega delo-
vanja na bakterije ima tudi mo¢no neselektivno zaviralno
delovanje na monoamin oksidazo, kar lahko privede do
Stevilnih nezelenih ucinkov (28-30).

Naslednja ucinkovina druge linije je baktericidni klofazi-
min, ki so ga prav tako odkrili v petdesetih letih prejSnjega
stoletja, hkrati pa predstavija Se en primer prenamembe
ucinkovin. Na zacetku, ko je bil namenjen zdravljenju tu-
berkuloze, so ga zaradi uCinkovitosti ostalih antibiotikov
(izoniazida in kasneje rifampicina ter etambutola) zaceli
uporabljati za zdravljenje gobavosti. Sele kasneje so ga
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ponovno uvedli v zdravljenje tuberkuloze, saj je izkazoval
ucinkovitost na MDR-TB. Danes ga prav tako raziskujejo
z vidika protirakavega delovanja. Ceprav so nekod mislili,
da se veze na DNA, se danasnje razlage bolj nagibajo k
temu, da zaradi lipofilnosti vpliva neposredno na fosfoli-
pidno membrano in dihalno verigo, hkrati pa se ob njego-
vem metabolizmu v celici sproS¢€ajo reaktivne kisikove
zvrsti, ki membrano dodatno poskodujejo. Ker pa med
nezelene ucinke spada tudi reverzibilna obarvanost koze,
je sodelovanje bolnikov pri zdravljenju s tem antibiotikom
zelo slabo (30-32).

Zadniji sklop antibiotikov za zdravljenje MDR-TB predsta-
vljajo tako imenovana Zdravila za injiciranje druge izbire. V
ta sklop spadata tudi antibiotika streptomicin in amika-
cin, odpornost nanju pa zaznamuje prehod MDR-TB v
XDR-TB. Tako streptomicin kot amikacin sta baktericidna
aminoglikozidna antibiotika, ki se vezeta na podenoto ri-
bosoma 30S in s tem preprecita tvorbo iniciacijskega kom-
pleksa in nadaljnjo sintezo bakterijskih proteinov. Oba se
uporabljata kot dopolnilno zdravljenje pri MDR-TB, njuno
uporabo pa mo¢no omejujeta nefrotoksicnost in ototoksi-
¢nost, zaradi katerih je treba bolnike tekom terapije skrbno
spremljati (33, 34).

NOVE UCINKOVINE

Uveljavljena terapija s porastom odpornosti ni ve¢ zado-
stovala za obvladovanje bolezni, kar je spodbudilo odkri-
vanje novih protimikrobnih ucinkovin. Kljub Stevilnim razi-
skavam je minilo kar 40 let do odkritja prve nove ucinkovine,
razvite posebej za tuberkulozo, ki je izkazovala nov meha-
nizem delovanja (12).

Prvo od uc€inkovin z alternativnim delovanjem predstavlja
bedakilin, ki je prvi predstavnik novega strukturnega ra-
zreda, diarilkinolinonov. Bedakilin cilia v terapevtske namene
predhodno neizkori§¢en metabolni proces v mikobakterijski
celici, in sicer pridobivanje energije, saj se selektivno veze
na ATP-sintazo in zavira delovanje protonske ¢rpalke. U&in-
kovina je dobila dovolienje za promet leta 2012, ko jo je
Ameriska uprava za hrano in zdravila (FDA) odobrila za
zdravljenje MDR-TB v kombinaciji z drugimi ucinkovinami,
danes pa predstavija kljucno komponento reZzimov za zdra-
vlienje MDR-TB in tudi XDR-TB. Kljub uspehom, ki jih je
bedakilin dosegel v klinic¢nem preskusanju in kasneje v Kli-
ni¢ni rabi, pa se tudi pri bedakilinu vse hitreje pojavlja

tezava odpornosti zaradi mutacij, ki privedejo do strukturnih
sprememb v vezavnem mestu encima in povecanega iz-
razanja izlivnih ¢rpalk, dodatno pa je potrebno tudi skrbno
spremljanje pacientov, saj je med nezelenimi ucinki tudi
podaljSanje intervala QT (12, 18, 30).

Naslednji predstavnik novih u¢inkovin na trgu je delamanid,
ki ga je leta 2014 odobrila Evropska agencija za zdravila
(EMA). Delamanid spada v nov strukturni razred nitrodihi-
droimidazooksazolov in je predzdravilo, ki deluje tudi na
bakterijske celice, ki niso v fazi delitve. Delamanid zavira
sintezo mikolnih kislin in vpliva na celi¢no dihanje, pri Cemer
sam mehanizem Se ni povsem pojasnjen. K baktericidnemu
delovanju dodatno pripomore tvorba reaktivnih dusikovih
zvrsti, ki se tvorijo ob njegovem metabolizmu. Ker je bil do
sedaj v klini¢ni rabi v primeru MDR-TB uporablien le v redkih
primerih, Se ni dovolj podatkov, da bi povsem razumeli nje-
govo delovanje in razvoj odpornosti, ki se lahko zaradi vec-
tarénega mehanizma delovanja izrazi na razli¢ne nacine,
najpogosteje pri encimih, potrebnih za aktivacijo (18, 30).
Najnovejsa protituberkulozna ucinkovina na trgu je preto-
manid, ki ga je FDA odobrila leta 2019, EMA pa eno leto
kasneje. Gre za nitroimidazooksazol, ki deluje tudi na bak-
terije, ki niso v fazi podvojevanja. To je povezano z meta-
bolizmom ucinkovine in tvorbo reaktivnih dusikovih zvrsti.
Sam pretomanid tako kot delamanid zavira tudi sintezo
mikolnih kislin in s tem vpliva na integriteto celi¢ne stene.
Pretomanid dodatno predstavija odli¢no alternativo dolgim
rezimom zdravljenja MDR-TB, saj je v klini¢nih preskusanjih
izkazoval bistveno krajsi ¢as zdravljena ob soCasnem je-
manju bedakilina, linezolida in moksifloksacina, prav tako
je bil uspesen v kombinaciji z bedakilinom in linezolidom.
Kljub omenijeni uCinkovitosti so ze zabelezili pojav bakterij-
ske odpornosti, ki je povezana z mutacijo petih genov,
prav tako so opazili odpornost v bakterijah, odpornih na
delamanid (30, 35, 36).

V 2025 je bilo v procesu klini¢nih preskusanj kar 20 novih
ucinkovin za zdravlienje tuberkuloze, pri Cemer je bila ena
v tretji, petnajst v drugi in Stiri v prvi fazi klinicnega presku-
Sanja (preglednica 2). Osemnajst spojin s seznama pred-
stavljajo razlicne protimikrobne ucinkovine, dve spojini pa
delujeta nekoliko drugace; 1) alpibektir je predstavijen kot
podporna ucinkovina etionamidu za zdravljenje MDR-TB,
2) dovramilast pa cilja na$ imunski sistem in zavira vnetni
odziv. Med novimi antibiotiCnimi spojinami je najve¢ takih,
ki delujejo na celi¢no steno, pri emer ciljajo nove tarée, ki
SO udelezene v sintezo arabinogalaktana in transport mi-
kolnih kislin do celi¢ne stene. Hkrati je v testiranju vec za-
viralcev sinteze bakterijskih proteinov in spojin z delovanjem
na dihalno verigo, med njimi tudi analog bedakilina. Pri tu-
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berkulozi poleg Klinicnih preskusanj novih ucinkovin razi-
skujejo tudi nove kombinacije ucinkovin ter stremijo pred-
vsem k skrajSanju rezimov zdravljenja. V letu 2024 je tako
potekalo ve¢ Studij ucinkovitosti in varnosti skrajsanih rezi-
mov zdravljenja, dodatno je v klininem preskusanju tudi
petnajst novih cepiv (7, 37).

SKLEP

Novoodkrite protibakterijske ucinkovine predstavijajo po-
memben korak v boju proti odpornim oblikam M. tuber-
culosis, a zal niso brez nezelenih ucinkov, kar predstavija
dodaten izziv z vidika sodelovanja bolnikov pri zdravljenju.
V ta namen trenutne raziskave potekajo predvsem v smer
skrajSanja terapij, v klini¢nih preskusanjih pa niso le nove
ucinkovine, ampak tudi novi, krajsi terapevtski rezimi.
Hkrati se pojavljajo primeri odpornosti proti novim udin-
kovinam, zaradi ¢esar je klju¢na previdnost pri predpiso-
vanju le-teh in spremljanju poteka zdravljenja (38). Kljub
pojavu odpornosti, s katero se danes srecujemo in pred-
stavlja glavni problem v razvitih drzavah, pa je tuberkuloza
v vecini primerov s pravim pristopom vseeno ozdravljiva.
Po drugi strani se slabSe razvite drzave, kjer je incidenca
tuberkuloze najvedja, spopadajo z omejenim dostopom
do protutiberkuloznih ucinkovin, kar onemogoca obvla-
dovanje bolezni. Ceprav si SZO prizadeva, da bi do leta
2030 zmanijsali Stevilo novih primerov za 80 % in smrtne
izide za 90 %, je ta cilj trenutno kljub napredku v razvoju
novih zdravilnih ucinkovin Se dale¢, bolezen pa bo zelo
tezko izkoreniniti, dokler vsem ne omogocimo dostopa
do zdravil (7, 39, 40).
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POVZETEK

Kovalentne zdravilne ucinkovine imajo pomembno
vlogo v humani medicini. S tvorbo stabilnih kova-
lentnih vezi s specifi€nimi aminokislinskimi ostanki
v svojin makromolekularnih taréah dosezejo mo-
¢nejSe in dolgotrajnejse terapevtske ucinke kot kla-
si¢ne ucinkovine, ki izkoriS¢ajo le reverzibilne inte-
rakcije. Njihovo dolgo zadrZzevanije na tarci omogoca
redkejSe odmerjanje, kar lahko zmanjsa pojav ne-
zelenih ucinkov. Vseeno pa razvoj kovalentnih zdra-
vilnih u€inkovin ni brez izzivov, saj pomisleki glede
izventarCne vezave in potencialne imunogenosti
zahtevajo skrbno nacrtovanje in optimizacijo za za-
gotavljanje varnosti in ucinkovitosti. V zadnjem de-
setletju je prislo do bistvenega napredka na po-
dro¢ju nacrtovanja, selektivnosti in razumevanja
mehanizmov delovanja kovalentnih zdravilnih ucin-
kovin, kar je omogocilo razvoj novih zdravil, zlasti v
onkologiji, infektologiji in nevrologiji. Sodobne ko-
valentne zdravilne ucinkovine dokazujejo, da je s
premislienim pristopom mogoce oblikovati ucinko-
vite, selektivne in varne kovalentne ucinkovine z ve-
likim terapevtskim potencialom.

KLJUCNE BESEDE:
bojna glava, ireverzibilni zaviralci, kovalentne zdra-
vilne ucinkovine, nacrtovanje zdravilnih ucinkovin

ABSTRACT

Covalent drugs play an important role in human
medicine. By forming stable covalent bonds with
specific amino acid residues of their macromolecular
targets, they can achieve stronger and longer-lasting
therapeutic effects than conventional drugs, which
form reversible interactions. Their prolonged target
residence allows for less frequent dosing, which
can reduce the incidence of adverse effects. Ho-
wever, the development of covalent drugs is not
without challenges, as concerns about off-target
binding and potential immunogenicity require careful
design and optimization to ensure safety and effi-
cacy. Over the past decade, significant progress
has been made in the design, selectivity, and mec-
hanistic understanding of covalent drugs, enabling
the development of new therapeutics, especially in
oncology, infectious diseases, and neurology. Mo-
dern covalent drugs demonstrate that with careful
consideration and design effective, selective, and
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safe covalent drugs with high therapeutic potential
can be developed.

KEY WORDS:
covalent drugs, drug design, irreversible inhibitors,
warhead

uvoD

V zadnjih dveh stoletjih je odkrivanje novih zdravilnih ucin-
kovin (ZU) bistveno prispevalo k napredku medicine in
omogocilo obvladovanje bolezni, ki so bile v preteklosti
neozdravljive. Pomemben razred ZU so t. i. kovalentne
zdravilne ucinkovine (kZU), katerih delovanje temelji na
tvorbi kovalentne vezi z njihovo makromolekularno tarco.
Ceprav je v preteklosti kemijska reaktivnost ZU pogosto
vzbujala zadrzke, danes razvoj kZU doZivlja preporod. To
je predvsem posledica boljSega razumevanja njihovega
delovanja, vegje selektivnosti in naras¢ajoCega Stevila
uspesnih primerov iz klini¢ne prakse (1-3).

ZGODOVINSKI RAZVOJ
KOVALENTNIH ZDRAVILNIH
UCINKOVIN TER UPORABA
V KLINICNI PRAKSI

Prve kZU, ki delujejo na osnovi kovalentne vezave, so bile
odkrite Ze na koncu 19. in v zaCetku 20. stoletja, na primer
B-laktamski antibiotiki (penicilini) in acetilsaliciina kislina.
Vendar pa so v drugi polovici 20. stoletja zaradi zavedanja
0 nespecifiCni vezavi, imunogenosti in toksicnosti reaktivnin
spojin tovrstne ucinkovine postale nezazelene in so jih
zacCeli izloCevati ze v zgodnijih fazah razvoja zdravil. Veliko
kZU se je dolgo uporabljalo, ne da bi poznali njihov kova-
lenten mehanizem delovanja: najSirSe uporabljana ZU, ace-
tilsalicilna kislina, je kovalenten zaviralec ciklooksigenaze,
vendar so njen mehanizem delovanja odkrili Sele leta 1971,
72 let po njenem prihodu na trg (1, 3).

Ponovni zagon nacrtnega razvoja kZU se je zgodil po
letu 2013 z uspesno registracijo ibrutiniba (slika 1), zaviralca
Brutonove tirozin kinaze. Od takrat kZU predstavljajo po-
memben del razvojnih programov tudi v velikin farmacevt-
skih podietjih, kar se odraza v vse vecjem Stevilu znan-
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Slika 1: Pregled razvoja kovalentnih zdravilnih ucinkovin v zadnjih dveh stoletjih. VV oklepajih so navedene njihove tarcne makromolekule,
letnica oznacuje ¢as odkritja ali prihoda na trg. Z zeleno so oznacene elektrofilne funkcionalne skupine (bojne glave), z zvezdico pa tiste
ucinkovine, ki postanejo reaktivne sele po bioloski aktivaciji. Prirejeno po (1). COX — ciklooksigenaza, PBP — peniciline vezoci proteini, P2Y,, -
purinergicni receptor P2Y,,, HCV NS3 — nestrukturni protein 3 virusa hepatitisa C, BTK — Brutonova tirozin kinaza, HbS — hemoglobin S,
3CLP© — 3C-podobna proteaza.

Figure 1: An overview of the development of covalent drugs over the past two centuries. Their macromolecular targets are listed in
parentheses, the years indicate either the discovery or market entry year. Electrophilic functional groups (warheads) are highlighted in green,
and an asterisk marks compounds in which the reactive site becomes exposed only after biological activation. Adapted from (1). COX —
cyclooxygenase, PBP — penicillin-binding proteins, P2Y,, — purinergic receptor P2Y,,, HCV NS3 - hepatitis C virus nonstructural protein 3,
BTK — Bruton tyrosine kinase, HbS — haemoglobin S, 3CLF™ — 3C-like protease.
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KLJUCNI POUDARKI

e Kovalentne zdravilne ucinkovine tvorijo (stabilne) ko-
valentne vezi s tarami, kar omogoca mocnejse, dol-
gotrajnejSe delovanje in redkejSe odmerjanje.

e Tovrstne ucinkovine imajo pomembno viogo pred-
vsem Vv onkologiji, infektologiji in nevrologiji — na pri-
mer ibrutinib, amoksicilin, nirmatrelvir, rivastigmin.

e Napredek v zadnjih desetletjih je zmanjSal pomisleke
0 nespecificni reaktivnosti, saj je z optimizacijo rea-
ktivnosti »bojnih glav« mozno dosedi visoko selektiv-
nost in zmanijSati nezelene ucinke.

e Reverzibilni kovalentni zaviralci zdruzujejo prednosti
kovalentne vezave z boljSo varnostjo zaradi nadzo-
rovanega razpada kovalentnega kompleksa.

e Na UL FFA razvijajo nove kovalentne zaviralce za
proteaze, MurA, imunoproteasom, transpeptidaze in
tarCe, udelezene v nevrodegenerativnih boleznih.

stvenih objav in novih kZU, ki so priSle na trg. Lani je bilo
na trgu ze ve¢ kot 55 kZU, katerih letna trzna vrednost
presega 50 milijard ameriskih dolarjev (1, 4).

Najveclji delez kZU se uporablja v onkologiji (28 %), kamor
spadajo afatinib, ibrutinib, osimertinib, adagrazib, dako-
mitinib in akalabrutinib. Sledijo zdravila za zdravljenje kar-
diovaskularnih bolezni in bolezni osrednjega zivCevja (23
%), kot so saksagliptin, klopidogrel, vokselotor, rivastigmin
in razagilin. Priblizno 21 % kZU se uporablja za zdravljenje
okuzb s patogeni, kamor uvr§€amo peniciline, cefalospo-
rine, fosfomicin, nirmatrelvir, telaprevir in boceprevir. Manjsi,

a klinicno pomemben delez (11 %) kZU, predstavljajo ZU
za bolezni prebavil, predvsem zaviralci protonske Crpalke
(slika 2) (5).

V zadnjih letih se raziskave intenzivno usmerjajo v razvoj
reverzibilnih kovalentnih zaviralcev, ki zdruzujejo prednosti
kovalentne vezave in prilagajanje trajanja ucinka (moduli-
ranje hitrosti razpada kZU-tar¢a), s ¢imer se zmanjSa tve-
ganje za nezelene ucinke (6). Veliko pozornosti se namenja
tudi selektivnemu ciljanju proteinov, ki so tezko dostopni
za modulacijo z malimi molekulami (angl. undruggable),
kot so transkripcijski faktorji in regulatorji signalnih poti, in
razvoju kovalentnih himernih razgrajevalcev (molekul PRO-
TAC) (7-9).

MEHANIZEM DELOVANJA

Vecina kZU v svoji strukturi vsebuje reaktivno funkcio-
nalno skupino, t. i. bojno glavo, ki je najpogosteje elek-
trofilne narave. Ta se kovalentno veze na nukleofilen ami-
nokislinski ostanek v tarénem proteinu, kot so cistein,
serin, histidin ali lizin. V primeru encimov gre pogosto za
kataliticne ostanke, ki imajo povecano reaktivnost. Izbira
bojne glave ima kljuCen vpliv na selektivnost, jakost de-
lovanja in varnostni profil KZU. Med najpogosteje upora-
blienimi so akrilamidi, kloroacetamidi in nitrili, saj omo-
gocCajo natan¢no modulacijo reaktivnosti in so hkrati
dovolj varni (5, 10-11).

11% Bolezi prebavil
28% Rakavaobolenja
1% oOstalo
Kardiovaskularne bolezni in bolezni
2% osrednjega zivéevja
21% Okusbe s patogeni

Slika 2: Razporeditev registriranih kZU po podrocjih uporabe. Povzeto po (5).
Figure 2: Distribution of therapeutic areas of covalent drugs. Adapted from (5).
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tvorba reverzibilnega
kompleksa

O ' tvorba
Va kovalentne
Ki K vezi

inact

‘\ kreverz> 0 - e

razpad kovalentnega Kreverz = 0

kompleksa =
(reverzibilna reakcija) 0 stabilen kompleks

‘ Z

Slika 3: Dvostopenjski proces vezave kovalentnega zaviralca (1) na
encim (E). Povzeto po (3).

Figure 3: The covalent inhibitor (I) binds to the enzyme (E) in a two-
step process. Adapted from (3).

Poseben razred predstavijajo taréni kovalentni zaviralci (angl.
targeted covalent inhibitor, TCI), ki najprej prepoznajo tarco
preko specificnih nekovalentnih interakcij, nato pa ob ugodni
orientaciji tvorijo kovalentno vez z bliznjim nekataliticnim
aminokislinskim ostankom, obicajno cisteinom. Primer tak-
Sne ucinkovine je sotorasib, ki selektivno cilia onkogeno
mutacijo Gly12Cys v proteinu K-Ras, pri ¢emer izkoris¢a
mutirani ostanek za selektivno tvorbo kovalentne vezi. Ta
strategija omogoca visoko specificnost znotraj druzine so-
rodnih proteinov, medtem ko uporaba nizko reaktivnih bojnih
glav, kot so na primer akrilamidi, zmanjSuje tveganje nese-
lektivne vezave na izventarcne proteine (12, 13).

Se en pomemben razred so t. i. »samomorilski zaviralci«
(angl. mechanism-based oz. suicide inhibitors), ki sami po
sebi niso reaktivni, njihova bojna glava se namrec razkrije
Sele med encimsko katalizirano pretvorbo, ki hkrati vodi
do trajne inaktivacije encima. Primeri teh so klavulanska
kislina (B-laktamazni zaviralec), eflornitin (zaviralec ornitin
dekarboksilaze), selegilin (zaviralec monoamin oksidaze)
in vigabatrin (zaviralec y-aminobutanojska kislina amino-
transferaze) (14, 15).

Vezava kZU obicajno poteka v dveh korakih. Prvi je ne-
kovalentno prepoznavanije tarCe, ki temelji na klasi¢nih
interakcijah (vodikove vezi, ionske interakcije, van der
Waalsove sile, interakcije -1t in kation—-m) in je opisan z
vezavno konstanto K. V drugem koraku, ko sta bojna
glava in tar¢a ustrezno orientirani in v blizini, sledi kova-
lentna reakcija, katere hitrost doloca konstanta k.,
(slika 3). Za primerjavo udginkovitosti kZU se pogosto
uporablja razmerije k., ./K,, ki povezuje obe fazi vezave.

inact

Srednje inhibitorne koncentracije (IC,,) so za katakteri-
zacijo kZU neustrezne, saj se z daljSo predinkubacijo li-
ganda z encimom vrednost IC,, znizuje. Vseeno so lahko
uporabne kot presejalni test za identifikacijo potencialnih
kovalentnih zaviralcev (16, 17).

Kovalentna interakcija med kZU in tarCo je lahko reverzibilna
aliireverzibilna. Za ireverzibilne zaviralce velja, da je razpad
kovalentnega kompleksa pocCasnejSi od sinteze tar¢e de
novo (Ko, = 0 aliK o <Ko oo sintezar SlKa 3). Pri reverzi-
bilnih kZU pa kompleks razpade hitreje, kar omogoca na-
tan¢nejSo regulacijo aktivnosti in manjSo verjetnost hapte-
nizacije, torej nastanka imunogenih produktov. Znani primeri
reverzibilnih kZU so vildagliptin in saksagliptin (zaviralca di-
peptidil peptidaze 4; tvorba iminoetra), boceprevir (zaviralec
nestrukturnega proteina 3 virusa hepatitisa C; tvorba he-
miketala), bortezomib (proteasomski zaviralec; tvorba boro-
natnega estra), rivastigmin (zaviralec holin esteraz; tvorba
karbamata) (18, 19).

V primerjavi s klasi¢nimi ZU, ki delujejo izklju¢no prek re-
verzibilnih interakcij, imajo kZU ve¢ prednosti (slika 4). Z
ustreznim nacrtovanjem, ki vkljuuje zmanjSanje reaktivnosti
bojne glave ter optimizacijo nekovalentnih interakcij v za-
Cetnem kompleksu El (slika 3), je mogoce dosedi boljso
jakost delovanja. Zaradi nizjih odmerkov se zmanjSuje tve-
ganje za nespecificne ucinke in toksi¢nost, saj afiniteta do
tar€e ni ve¢ odvisna le od klasi¢nih interakcij, temvec jo
dodatno okrepi kovalentna vez. Kljub skrbnemu nacrtova-
nju vseeno ne moremo predvideti ali preprediti vseh moznih
nezazelenih ucinkov, ki vkljuCujejo tudi preobcutljivostne
reakcije in haptenizacijo, zato je potrebno temeljito testiranje
v predklini¢ni in Klini¢nih fazah razvoja novih kZU (2-5, 20).

NACRTOVANJE IN RAZVOJ
NOVIH KOVALENTNIH
ZDRAVILNIH UCINKOVIN

Nacrtovanje novih kZU lahko v grobem razdelimo na dva
glavna pristopa. Prvi temelji na izhodiS¢nem nekovalentnem
ligandu, Kjer v strukturo liganda nacrtno vgradimo elektrofiino
bojno glavo, ki je sposobna reagirati s to¢no dolocenim
aminokislinskim ostankom v taréi. Za ta pristop obi¢ajno
potrebujemo kristalno strukturo kompleksa ligand-tarca, pri
nacrtovanju pa si pomagamo s Stevilnimi racunalnigkimi me-
todami. Z uporabo tega principa sta bila razvita zaviralca ti-
rozin kinaz: ibrutinib in afatinib. Drugi pristop temelji na re-
Setanju knjiznic elektrofilnih spojin, Kjer najprej identificiramo
kovalentne ligande, nato pa z nadaljnjo optimizacijo in struk-
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PREDNOSTI
SLABOSTI

*  vedja jakost delovanja

*  vedja uéinkovitost ligandov (angl.
ligand efficiency)

*  dolgo zadrZevanje na tar¢i in dalj$i
udinek

*  uporaba nizjih odmerkov

*  manj verjeten pojav odpornosti pri
onkoloskih in protimikrobnih kZU

*  mozno je ciljanje proteinov, ki so
tezko dostopni za modulacijo z malimi
molekulami

» selektivnost pri TCI

*  udinek traja tudi po izlo€itvi proste
kZU iz telesa

*  po tvorbi kovalentne vezi ni ve¢
substratne kompeticije pri encimskih
taréah

* tipi€no ugodnejSe ADME lastnosti,
manjSa molekulska masa

* neselektivna vezava na izventaréne
makromolekule in posledi¢no
nezeleni uéinki (hepatotoksi¢nost,
mutagenost, kancerogenost ...)
mozna haptenizacija, alergijski
odziv, preobgutljivostne reakcije

»  zahtevnejSe nadrtovanje, razvoj in
vrednotenje

Slika 4: Prednosti in slabosti kovalentnih zaviralcev (3, 5, 16). ADME — absorpcija, porazdelitev, metabolizem, izloCanje, kZU — kovalentna

zdravilna ucinkovina, TCl — tarcni kovalentni zaviralci.

Figure 4: Advantages and disadvantages of covalent inhibitors (3, 5, 16). ADME — absorption, distribution, metabolism, elimination, kZU —

covalent binding drug, TCI — targeted covalent inhibitors.

turno podprtim nacrtovanjem izboljSamo njihove nekova-
lentne interakcije z izbrano taréo. K temu pristopu sodi tudi
t. i. »fragment growing«, Kjer identificiramo reaktivni fragment
z elektrofilno bojno glavo, ki mu nato postopoma dodajajmo
substituente ter s tem povecujemo afiniteto do izbrane tarée
prek nekovalentnih interakcij. Ta metoda omogoca SirSe
preiskovanje kemijskega prostora in je posebej uporabna v
zgodniih fazah odkrivanja zdravilnih ucinkovin (1, 10).

Za identifikacijo zadetkov pri obeh pristopih se poleg en-
cimske kinetike pogosto uporabljajo $e masna spektrome-
trija in kemoproteomske metode. Med slednjimi izstopa
profiliranje proteinov na osnovi aktivnosti (angl. activity-ba-
sed protein profiling, ABPP), ki onogoca neposredno oceno
encimske aktivnosti s pomodgjo kemi¢no reaktivnih sond.
Te poleg bojne glave vkljuCujejo Se poroCevalni element, ki
omogoca zaznavo vezave, denimo fluorofor ali biotin (21).

4.1 RAZVOJ NOVIH KOVALENTNIH
ZDRAVILNIH UCINKOVIN NA
FAKULTETI ZA FARMACIJO

Na Katedri za farmacevtsko kemijo, na Univerzi v Ljubljani,
Fakulteti za farmacijo, se Ze dalj ¢asa ukvarjamo z nadrto-

vanjem, sintezo in vrednotenjem novih kovalentnih zaviral-
cev razliénih encimskih tar¢. Na sliki 5 je predstavljenih ne-
kaj primerov iz raziskovalnih projektov naSe raziskovalne
skupine v zadnjih desetih letih. Vinil sulfon (slika 5-1) je bil
v Casu covida-19 identificiran kot kovalenten zaviralec gla-
vne proteaze (3CLP™) virusa SARS-CoV-2 (22). Kloroacet-
amid (slika 5-2) je bil znotraj serije najmocnejSi kovalentni
zaviralec UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaze
MurA, ki je udelezena v sintezi bakterijske celicne stene
(23). Kovalentna zaviralca MurA sta tudi 5-iodopirimidin
(slika 5-3) in bromo-ciklobutenaminon (slika 5-4) (24, 25).
2-cianobenzotiazol (slika 5-5) in psoralenski derivat
(slika 5-6) sta bila razvita kot zaviralca podenote B5i Clove-
Skega imunoproteasoma (26, 27). Kot zaviralci transpepti-
daze peniciln vezotega proteina 1b (PBP1b) iz Strepto-
coccus pneumoniae so bili razviti monobaktami, kot je
spojina (slika 5-7) (28), in boronska kislina (slika 5-8), ki
reagira z lizinom v PBP1b (29). Na podrocju nevrodegene-
rativnin bolezni smo odkrili O-aril karbamat (slika 5-9) kot
psevdoireverzibilen zaviralec CloveSke butirilholin esteraze
ter spojino na sliki 5-10. Slednja je plejotropno predzdravilo,
ki karbamoilira in hkrati zavre butirilholin esterazo, ob tem
se sprosti druga ZU, a, antagonist atipamezol, ki zavre hi-
perfosforilacijo proteina tau (30, 31). Trans-izomer 1-pro-
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KOVALENTNA VEZAVA PRI ZDRAVILNIH UCINKOVINAH — NAJ JO ISCEMO ALI SE JI IZOGIBAMO?
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Slika 5: Nekaj primerov kovalentnih zaviralcev, ki so bili v zadnjih 10 letih razviti v raziskovalni skupini na Katedri za farmacevtsko kemijo
Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani. 3CLP™ — 3C-podobna proteaza, MurA — UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza, PBP —
peniciline vezoci proteini, BChE — butirilholin esteraza, MAO-B — monoamin oksidaza B.

Figure 5: Selected examples of covalent inhibitors developed in the past 10 years by our research group at the Department of
Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy, University of Ljubliana. 3CLF™° — 3C-like protease, MurA — UDP-N-acetylglucosamine
enolpyruvyl transferase, PBP — penicillin-binding proteins, BChE — butyrylcholinesterase, MAO-B — monoamine oxidase B.

pargil-4-stirilpiperidina (slika 5-11) je selektiven zaviralec
monoamin oksidaze B (MAO-B), medtem ko njegov cis-
izomer selektivno zavira izoformo A. Spojini sta primerni
kot vodnici za razvoj novin ZU za zdravljenje depresije in
Parkinsonove bolezni (32).

SKLEP

Kovalentne zdravilne ucinkovine predstavijajo sodoben in
racionalen pristop k razvoju ZU. Njihova sposobnost tvorbe
stabilnih vezi s tar€o omogocCa dolgotrajno in mocnejSe
delovanje, redkejSe odmerjanje ter potencialno manj ne-
zelenih ucinkov, kar jih postavlja v ospredje predvsem pri
zdravljenju onkoloskih, infekcijskih in nevroloSkih bolezni.
Ceprav je njihov razvoj povezan z izzivi, kot sta netar¢na
vezava in morebitna imunogenost, napredek na podrodju
nacrtovanja, profiliranja in optimizacije omogoc¢a zasnovo
ucinkovitih, selektivnih in varnih kovalentnih ucinkovin. Z
uravnotezenjem reaktivnosti in selektivnosti se kZU uveljav-
liajo kot pomembno orodje sodobne farmacije pri reSevanju
kompleksnih terapevtskih izzivov.
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uvoD

Mitohondriji so organeli v evkariontskin celicah, obdani z
dvojno membrano (zunanja in notranja membrana) (slika 1).
Po endosimbiotski teoriji so mitohondriji nastali iz predmi-
tohondrijske proteobakterije. Filogenetske analize pogosto
kazejo sorodnost z redom Rickettsiales, ki zajema znotraj-
celiéne parazitske/endosimbiotske bakterije (1, 2). Mito-
hondriji imajo svojo mitohondrijsko DNA (mtDNA), ki je od-
govorna za kodiranje mitohondrijskih podenot v procesu

POVZETEK

Mitohondrijska transplantacija je inovativen pristop,
ki ga intenzivno proucujejo kot obetavno moznost
zdravljenja mitohondrijskih bolezni. Postopek vklju-
Suje nadomescanje nefunkcionalnih mitohondrijev
z zdravimi, kar poveca proizvodnjo adenozin trifos-
fata in zmanjSa nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti.
V pricujo¢em prispevku predstavljava mitohondrijsko
transplantacijo kot terapevtski pristop in izposta-
vljava njeno potencialno klinicno uporabo pri zdrav-
lienju Stevilnih bolezni. Poudarek namenjava trenut-
nemu napredku na tem podrocju in izpostavljava
kljucne izzive, s katerimi se bo treba v prihodnje Se
sooCiti, da bo terapija lahko uporabna v klini¢ni
praksi.

KLJUCNE BESEDE:
kardiovaskularne bolezni, mitohondriji, mitohondrij-
ske bolezni, mitohondrijska disfunkcija, mitohon-
drijska transplantacija

ABSTRACT

Mitochondrial transplantation is an innovative ap-
proach currently being intensively investigated as a
promising therapeutic option for mitochondrial di-
seases. This procedure involves replacing dysfunc-
tional mitochondria with healthy ones, thereby in-
creasing cellular production of adenosine
triphosphate and reducing the generation of reactive
oxygen species. In this paper, we present mitoc-
hondrial transplantation as a therapeutic strategy
and highlight its potential clinical applications in the
treatment of various diseases. We focus on recent
advancements in the field and outline the key chal-
lenges that must still be addressed for this therapy
to become applicable in clinical practice.

KEY WORDS:

cardiovascular diseases, mitochondria, mitochon-
drial diseases, mitochondrial dysfunction, mitoc-
hondrial transplantation

oksidativne fosforilacije (3, 4). Mitohondriji skupaj z jedrom
in drugimi organeli tvorijo integriran informacijski sistem, ki
prek signalnih poti in povratnih zank usklajuje izrazanje ge-
nov ter uravnava presnovne procese v celici (5). Poleg gla-
vne funkcije proizvodnje energije so mitohondriji vkljuCeni
v Stevilne druge kljuCne celicne procese, med drugim v
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presnovo lipidov, uravnavanje znotrajcelicne homeostaze
kalcija, tvorbo signalnih molekul, ter s tem povezano urav-
navanje celicnega signaliziranja, vnetnega odziva, diferen-
ciacije, celicne delitve, avtofagije in programirane celi¢ne
smrti (slika 1) (6).

Funkcija mitohondrijev je klju¢na za Stevilne procese, zato
lanko njihova disfunkcija vodi v razvoj mitohondrijskih bo-
lezni, ki se lahko pojavijo kadarkoli v zivljenju. Mitohondrij-
ske bolezni so skupina presnovnin motenj, ki nastanejo
zaradi okvare energetske funkcije celice (7). Pri primarnih
mitohondrijskih boleznih so prizadeti geni, odgovorni za
kodiranje aparata oksidativne fosforilacije (OXPHQOS), ki je
odgovoren za proizvodnjo adenozin trifosfata (ATP) (8).
Pri sekundarnih mitohondrijskih boleznih pride do okvare
genov, ki niso povezani s procesom OXPHOS. Sekun-
darne mitohondrijske bolezni so lahko prirojene ali prido-

bliene, medtem ko so primarne izklju¢no prirojene. Razli-
kovanje, ali je mitohondrijska bolezen prirojena ali prido-
bliena, je kljucnega pomena (9). Mitohondrijske bolezni
se lahko izrazijo v katerem koli organu ali tkivu, najpogo-
steje pa prizadenejo organe z velikimi energijskimi potre-
bami, kot so mozgani, skeletne miSice, srce in jetra (10).
Klini¢na slika mitohondrijskih obolenj je zato zelo pestra.
Med pogostejsimi in bolj znacilnimi znaki so razvojni zao-
stanek, encefalopatije, hipotonija (miopatija) ter motnje
vida (retinopatije) (11, 12). Prav ta raznolikost otezuje dia-
gnostiko in razvoj u€inkovitih terapij, zato so mitohondriji
postali pomembna tar¢a raziskav v akademskih ustanovah
in industriji (7, 13).

V pricujoCem ¢lanku predstavljava najnovejsi napredek in
kljucne dosezke na podro&ju mitohondrijske transplantacije
ter njen potencial za zdravljenje mitohondrijskih bolezni.
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Slika 1. Struktura mitohondrijev in njihove kijucne lastnosti (5). (a-KG - alfa-ketoglutarat; acetil-CoA — acetil koencim A; ATP — adenozin
trifosfat; Ca2* — kalcijevi ioni; mtDNA — mitohondrijska DNA; sukcinil-CoA —sukcinil koencim A). Ustvarjeno s programom Biorender:

https://BioRender.com/03c18wd

Figure 1. Mitochondrrial structure and properties (5). (a-KG — alpha-ketoglutarate; acetyl-CoA — acetyl coenzyme A;ATP — adenosine
triphosphate; Ca?* — calcium ions; mtDNA — mitochondrial DNA; succinyl -CoA — succinyl coenzyme A). Created in Biorender:

(https://BioRender.com/03c18wd
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TRENUTNI KONCEPTI
ZDRAVLJENJA
MITOHONDRIJSKE
DISFUNKCIJE

Mitohondrijske bolezni so heterogena skupina genetsko
prenosljivih veCsistemskih motenj, ki jih prepoznamo po
primarni ali sekundarni okvari mitohondrijske funkcije in
strukture (10, 14). Mitohondrijski proteini so kodirani tako
v jedrni DNA (nDNA) kot tudi v mtDNA (7); vecina patogenih
genov je kodirana v nDNA, manjsi delez pa v mtDNA (14).
Posebnost mtDNA je heteroplazmija, tj. prisotnost razlicnih
kopij MtDNA v razli¢nih mitohondrijih, ki je prisotna tudi pri
zdravih posameznikih, klini¢ni znaki pa se obi¢ajno razvijejo
Sele, ko delez mutirane mtDNA preseze doloCen prag, ki
se razlikuje med tkivi in posamezniki (7, 14). Zaradi izrazite
genetske in klinicne heterogenosti lahko mitohondrijske
bolezni prizadenejo enega ali ve¢ organskih sistemov, kar
vodi v zelo razliéne klinicne slike. Najpogosteje so prizadeta
tkiva z velikimi energijskimi potrebami. Starost ob pojavu
simptomov in resnost bolezni se lahko izrazito razlikujeta
glede na stopnjo heteroplazmije in druge individualne de-
javnike (14). Za ucinkovito zdravljenje mitohondrijskih obo-
lenj ni treba zamenjati prav vseh mitohondrijev v celici, saj
lahko ze vnos zadostnega Stevila zdravih mitohondrijev
obnovi normalno delovanje tkiva. Mitohondrijsko disfunkcijo
lahko obravnavamo z razli¢nimi terapevtskimi pristopi:
a) spodbujanje mitohondrijske biogeneze,
b) zmanjSanje Stevila nefunkcionalnih mitohondrijev in za-
menjava z aktivnimi,
¢) nadomestitev okvarjenin komponent,
¢) tar¢no zdravljenje posledic mitohondrijske disfunkcije,
d) preusmeritev celicnega metabolizma, pri ¢emer celica
zmanjSa odvisnost od oksidativne fosforilacije in pre-
usmeri energijsko presnovo na alternativne poti (15-17).

Do danes AmeriSki urad za zdravila in prehrano (FDA) in
drugi nacionalni regulatorni organi Se niso odobrili zdravila
za tar¢no zdravljenje mitohondrijskih obolen;j. Vse doslej ra-
ziskane moznosti so namenjene le lajSanju simptomov ali
upocCasnjevanju napredovanja bolezni. To vklju€uje tudi spre-
membo zivijenjskega sloga, potencialno uporabo prehranskih
dopolnil, kot so koencim Q10, riboflavin, vitamina C in E ter
Stevilne druge nacine (7, 13). Pomembno viogo ima tudi in-
dividualno prilagojena telesna dejavnost, saj velja za enega
redkih ukrepov, ki lahko dokazano izboljSajo mitohondrijsko
funkcijo (18). Zaradi omejene uginkovitosti podpornih ukrepov
se kot kljuéna nadaljnja usmeritev kaze razvoj bolj specificnih

KLJUCNI POUDARKI

e Mitohondrijska transplantacija nadomesca ne-
funkcionalne mitohondrije z zdravimi ter izboljSa pro-
dukcijo ATP in zmanjSa oksidativni stres.

¢ Je obetavna, vendar Se vedno eksperimentalna tera-
pija, podprta s predklinicnimi dokazi, ki kazejo po-
tencial za zdravljenje bolezni, povezanih z mitohon-
drijsko disfunkcijo.

e Poznamo vec vrst mitohondrijskih transplantatov (av-
tologni, alogeni in ksenografski), pri katerih so kljucni
izzivi varnost, imunogenost in stabilnost.

e Kljucne ovire tega pristopa so ohranjanje funkcio-
nalnih mitohondrijev, njihova tar¢na dostava ter po-
tencialni imunski zapleti po aplikaciji.

terapevtskih pristopov, kot sta gensko zdravlienje in mito-
hondrijska transplantacija, ki sta za zdaj tehni¢no zelo zahtevni
in Se nista rutinsko uveljavljeni v kliniéni praksi (16, 19, 20).

MITOHONDRIJSKA
TRANSPLANTACIJA

Zgodovina mitohondrijske transplantacije, imenovane tudi
mitoterapija, sega v prejSnje stoletje. Znanstvenika Clark
in Shay sta leta 1982 med prvimi pokazala, da lahko izoli-
rani mitohondriji iz donorskih celic vstopijo v prejemne
celice ter prenesejo lastnosti, kodirane v mtDNA, npr. od-
pornost na antibiotike, kar je potrdilo funkcionalen prenos
mitohondrijev med celicami (21, 22). Danes se mitoterapija
razvija kot obetaven, vendar Se vedno pretezno eksperi-
mentalni terapevtski pristop, Sigar ucinkovitost je bila ze
dokazana na predklini¢nih zivalskin modelih (16). Temelji
na vnosu zdravih mitohondrijev, izoliranih iz zdravih celic
ali tkiv, s Cimer se poveca delez funkcionalnih mitohondrijev
v tar¢nih celicah in izboljSa njihovo delovanje (23). Postopek
vkljuCuje zaporedje medsebojno odvisnih korakov: izolacijo,
dostavo in internalizacijo eksogenih mitohondrijev v tar¢ne
celice oziroma tkivo (slika 2) (7). Izolirani mitohondriji iz do-
norskega tkiva, npr. skeletne misice, morajo ohraniti svojo
integriteto in funkcionalnost skozi celoten postopek pri-
prave. Po vnosu v organizem se mitohondriji soocijo s Ste-
vilnimi ovirami: lahko sprozijo imunski odziv, v zunajceli¢nem
okolju lahko hitro izgubijo stabilnost, poleg tega pa morajo
preckati bioloske pregrade, npr. vaskularni endotelij in ce-
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Figure 2. Overview of strategies and key challenges in mitochondrial isolation and delivery for therapeutic use (24). Created with Biorender:

https.//BioRender.com/0m5xd88

liéno membrano, kar je kljuéno za uspesno doseganije tar-
¢nega mesta delovanja (24).

3.1 VRSTE MITOHONDRIJSKIH
TRANSPLANTATOV

Mitohondrijska transplantacija je postopek, pri katerem
izolirane mitohondrije pridobimo iz ustreznega celiCnega
vira in jih po rojstvu apliciramo pacientu z namenom dose-
ganja terapevtskega ucinka (3). V primerjavi z mitohondrij-
sko nadomestno terapijo, ki se izvaja v okviru postopkov
oploditve z biomedicinsko pomocdjo in je namenjena zmanj-
Sanju prenosa patogenih mutacij mtDNA na potomce, je
mitohondrijska transplantacija namenjena zdravljenju po
rojstvu in ne posega v zarodno linijo (25). Mitohondrijska
nadomestna terapija je trenutno klinicno dovoljena le v
omejenem Stevilu drzav; v ZdruZzenem kraljestvu se izvaja
pod strogim nadzorom britanskega regulatornega organa
za oploditev in embriologijo na podlagi zakonodaje iz
leta 2015 (26). Pri mitohondrijski transplantaciji mitohondriji

niso neposredno mikroinjicirani v celice, temvec¢ se po apli-

kaciji v tkivo ali po sistemski dostavi v krvni obtok interna-

lizirajo v taréne celice prek mehanizmov, ki so zelo podobni

naravnemu prenosu mitohondrijev (27). Poznamo vec ra-

zli¢nih vrst mitohondrijskih transplantatov:

¢ Avtologni mitohondrijski transplantati: Mitohondrije
izolirajo iz istega posameznika, ki jih pozneje tudi prejme.
Tak3en pristop mitohondrijske transplantacije predstavija
najmanjSe tveganje, saj so vsi antigeni in mtDNA v tran-
splantatu lastni prejemniku, zato je verjetnost sprozitve
imunskega odziva manj$a, varnost postopka pa vecja (27).

e Alogeni mitohondrijski transplantati: Mitohondrije
izolirajo iz drugega posameznika ali celi¢ne linije in jih
nato neposredno vnesejo v prejemnika. Trenutno poteka
klinicna Studija uporabe teh transplantatov pri terapiji re-
fraktarnega polimiozitisa ali dermatomiozitisa (27, 28).

¢ Ksenografski mitohondrijski transplantati: Mito-
hondrije izolirajo iz organizma ene vrste (npr. ¢loveka)
in jih vnesejo v prejemnika druge vrste (npr. misi). Ta
oblika mitohondrijske transplantacije je omejena na
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eksperimentalne namene, saj lahko zaradi medvrstnih
razlik sprozi imunski odziv, usmerjen proti tujim anti-
genom (27).

3.2 KLINICNE STUDIJE MITOHONDRIJSKE
TRANSPLANTACIJE

Mitohondrijsko transplantacijo raziskujejo kot mozen tera-
pevtski pristop za zdravljenje razli¢nih bolezni, kot so ne-
vrodegenerativne bolezni, mozganska in sréna ishemija,
debelost, diabetes ter nealkoholna bolezen jeter (16).
Pomemben mejnik na tem podrocju predstavija delo McCul-
lyja in sodelavcev iz bostonske pediatricne bolnisnice, ki
S0 prvi porocali o klini¢ni uporabi mitohondrijske transplan-
tacije (29). Izvedli so avtologno mitohondrijsko transplanta-
cijo pri pediatricnih bolnikih z ishemi¢no-reperfuziisko po-
Skodbo miokarda, ki je pomemben dejavnik neugodnih
izidov po epizodah ishemije, srénih operacijah ali zaCasni
prekinitvi prekrvavitve. Mitohondrije so izolirali iz preme tre-
budne misice (lat. musculus rectus abdominis) bolnikov in
jih neposredno vbrizgali v ishemi¢no-reperfuzijsko posko-
dovano podro¢je miokarda. Porocali so o izboljSanju
prekatne funkcije v nekaj dneh po posegu pri vseh bolnikih.
Nezelenih ucinkov niso zazanali, vklju¢no z znaki sis-
temskega vnetnega ali imunskega odziva, spremembami
ledvicne funkcije ali zapleti, kot so aritmije oziroma in-
tramiokardni hematom, kar podpira kratkoro¢no varnost
pristopa (7, 16, 30-32). Kljub obetavnim predkliniénim re-
zultatom in prvim kliniénim porocilom do danes Se ni od-
obrenega zdravljenja na osnovi mitohondrijske transplan-
tacije; izvajanje je trenutno omejeno na klini¢ne Studije (33).
Nadaljnje raziskave mitohondrijske transplantacije so klju¢ne
za premagovanije obstojeCih omejitev in njen prehod v SirSo
Klini¢no rabo (34). Doslej izvedene Studije predstavijajo trdne
temelje za razvoj inovativnih terapij, ki bi lahko bistveno iz-
boljSale izide zdravljenja Stevilnih obolenj (31).

3.3 12ZIVI MITOHONDRIJSKE
TRANSPLANTACIJE

Za §irSo kliniéno uporabo mitohondrijske transplantacije
je treba najprej nasloviti ve¢ pomembnih izzivov, povezanih
z izolacijo, dostavo, stabilnostjo in varnostjo postopka
(slika 3) (24).

|zolacija mitohondrijev predstavlja stres za mitohondrije in
spodbuja nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (slika 3A) (35).
Za izolacijo mitohondrijev lahko uporabimo razliéne metode,
na primer diferencialno centrifugiranje, mehansko homo-
genizacijo ali diferencialno filtracijo, ki pa so pogosto prece;

nespecificne za mitohondrije. Poleg mitohondrijev lahko
izoliramo tudi druge celi¢ne komponente, kar lahko poveca
tveganje za nezelene ucinke (32, 36, 37).

Pri izvedbi mitohondrijske transplantacije je klju¢no ohra-
njanje funkcije in strukture mitohondrijev (slika 3C) (38).
Mitohondriji zaradi strukturnih sprememb v zunanjih in no-
tranjih membranah po izolaciji zelo hitro razpadejo
(7, 39, 40). Velik problem nastane pri shranjevanju mito-
hondrijev (slika 3B). McCully in sodelavci (40) so porocali o
tem, da mitohondriji ohranjajo svojo aktivnost na ledu le
priblizno eno uro, daljSe shranjevanje pa lahko moc¢no
vpliva na ucinkovitost mitohondrijske transplantacije (22,
41). Zato je nujno preveriti viabilnost mitohondrijev, kar
lahko izvedemo bodisi s fluorescen&nimi sondami, ki ozna-
¢ijo vse mitohondrije neodvisno od membranskega po-
tenciala, ali s sondami za membranski potencial, ki omo-
goca razlikovanje med funkcionalnimi in depolariziranimi
mitohondriji. Funkcionalnost dodatno preverjamo z merje-
njem porabe kisika, npr. s Clarkovimi elektrodami, ter do-
loCitvijo vsebnosti ATP npr. z luminiscencnimi testi. Enako
pomembna je Cistost mitohondrijske frakcije, saj morajo
izolirani mitohondriji vsebovati ¢im manj citoplazemskih in
jedrnih negisto¢. Cistost mitohondrijskih frakcij lahko pre-
verjamo s prenosom po Westernu z uporabo oznacevalcev
za posamezne organele (7, 31, 42). Slabosti teh metod
sta metodoloSka kompleksnost in ¢asovna potratnost,
zato ostaja razvoj hitrih, zanesljivih in kvantitativnin metod
za analizo mitohondrijske integritete in funkcionalnosti po-
membna usmeritev nadaljnjih raziskav (31).

Velik izziv ostaja taréna dostava funkcionalnih mitohondrijev
v obolelo tkivo, zlasti v centralni Ziveni sistem, kjer morajo
mitohondriji  prec¢kati krvno-mozgansko pregrado
(slika 3D) (31). Dokazano je, da le majhen delez mitohon-
drijev doseze celice, prenos pa ni specificen za tar¢ne
celice. K temu lahko prispeva tudi povrsinski naboj izoli-
ranih mitohondrijev, ki zmanjSuje interakcije s celicno mem-
brano in privzem v celico (24). Potrebe po mitohondrijih
so v razli¢nih regijah zivénega sistema razli¢ne, zato je za
ucinkovito dostavo in privzem v izbrana tkiva razvoj tkivho
specificnih dostavnih sistemov kljuénega pomena (43).
Prenos izoliranih mitohondrijev je poleg nespecificne
dostave omejen tudi po internalizaciji. Vecina internaliziranih
mitohondrijev je podvrzena endolizosomski poti. Le manjSi
delez (manj kot 10 %) uspe uiti endosomom in dosedi
citosol, kjer se lahko vklju¢i v mitohondrijsko mrezo pre-
jemne celice (24, 44).

Studije poro&ajo o razliénih odzivih organizma na vnos alo-
genih mitohondrijev. Nekateri znanstveniki so dokazali, da
se alogena mitohondrijska transplantacija dobro prenasa
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Figure 3. Key challenges in mitochondrial transplantation for clinical application (31). Created with Biorender (https.//BioRender.com/03c18wd ).

in ne sprozi avtoimunskega odziva (45). V Zivalskih modelih
po enkratni ali ponavijajoCi aplikaciji niso opazili znacilnin
povisanj serumskih citokinov ali imunoglobulinov (46, 47).
Nasprotno pa drugi poro¢ajo, da lahko zunajcelic¢ni mito-
hondriji aktivirajo prirojeni imunski sistem, na primer prek
aktivacije nevtrofilcev (48). TakSna nasprotujoca porocila
na tem podro&ju odpirajo vpraSanja o varnosti mitohon-
drijske transplantacije, zlasti pri njihovi sistemski dostavi v
taréne organe (31).

Dodatno tveganje predstavlja vnos tuje mtDNA v prejemne
celice. Interakcija med tujo mtDNA in jedrnim genomom
celice lahko vodi do mitohondrijske disfunkcije (49). Vsak
poseg, ki vkljuCuje manipulacijo ali vnos tujega genskega
materiala, zahteva strogo upostevanije eticnih smernic in
temeljito presojo v okviru ustreznih eti¢nih komisij. Poleg
tega lahko uporaba alogenih mitohondrijev poveca tveganje
za vnetni odziv in oksidativni stres, kar dodatno omejuje
varno klini€no uporabo tega pristopa (50, 51). Posledicno
sta dolgoro¢na ucinkovitost in varnost mitohondrijske tran-
splantacije Se vedno neznani (slika 3E). V prihodnje bodo
potrebne podrobne raziskave vklju¢evanja mitohondrijev v

obstojeCe mitohondrijsko omreZje prejemnih celic ter ohra-
njanja njihove funkcije. Pred SirSo uporabo v klini¢ni praksi
bo treba mitohondrijsko transplantacijo sistemati¢no opti-
mizirati in standardizirati glede na metodo, Cas intervencije,
pogostost in odmerek ter z dolgorocnimi spremljevalnimi
Studijami potrditi njeno varnost in ucinkovitost (31).

SKLEP

Mitohondrijska transplantacija je v zadnijih letih pritegnila
veliko raziskovalnega zanimanja. Ker za mitohondrijske bo-
lezni e vedno nimamo ucinkovite terapije, so raziskave
novih pristopov na tem podrocju klju¢ne. V tem prispevku
predstavljava mitoterapijo kot eno najsodobnejsih in naj-
obetavnejsih potencialnih moznosti zdravljenja mitohondrij-
skih okvar. Ceprav so zadetni dokazi o mitohondrijski trans-
plantaciji znani Ze dlie Casa, se je zanimanje za
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mitohondrijsko transplantacijo kot terapevtski pristop izra-
ziteje okrepilo v zacetku 21. stoletja. To je pomenilo pre-
lomnico in spodbudilo znanstveno skupnost k intenzivnej-
Semu raziskovanju tehnik mitohondrijske transplantacije za
laboratorijsko in klini¢no uporabo. Za uspesen prenos v kli-
ni¢no prakso bodo kljuéni trije vidiki: (1) ohranjanje mito-
hondrijske integritete in funkcije med izolacijo, pripravo in
dostavo; (2) razumevanije in obvladovanje imunskega odziva;
(8) presnovne in genetske interakcije med eksogenimi mi-
tohondriji in mitohondrijsko mrezo prejemnih celic. Le z iz-
polnitvijo teh pogojev lahko mitohondrijsko transplantacijo
ucinkovito uvedemo v klinicno prakso in premagamo Ste-
vilne izzive pri zdravljenju mitohondrijskih bolezni.
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POVZETEK

Personalizirana medicina temelji na prilagajanju
zdravljenja genotipu in fenotipu posameznika z na-
menom povecanja ucinkovitosti terapije in zmanj-
Sanja tveganja za nezelene ucCinke. Pomembno
vlogo pri njenem uveljavljanju imajo ustrezni pred-
klinicni modeli in vitro, ki omogocajo sistematicno
proucevanje interindividualnih razlik v odzivu na
zdravilne ucinkovine. Med pogosto uporabljenimi
modeli so limfoblastoidne celi¢ne linije, pridobliene
s transdukcijo Cloveskih limfocitov B z virusom Ep-
stein-Barr. Limfoblastoidne celi¢ne linije ohranjajo
genetske znacilnosti darovalca in predstavijajo upo-
raben model in vitro v genomskih, farmakogenom-
skih ter farmakoloskih raziskavah. V ¢lanku so pred-
stavljeni postopki priprave limfoblastoidnih celi¢nih
linij, molekularni mehanizmi njihove imortalizacije
ter njihova uporaba v predklini¢nih Studijah in per-
sonalizirani medicini. Obravnavane so tudi prednosti
in omejitve uporabe limfoblastoidnih celi¢nih linij v
predkliniénih Studijah, zlasti vpliv transdukcije z vi-
rusom Epstein-Barr na celi¢no fiziologijo, odzivnost
na zdravila ter interpretacijo eksperimentalnih re-
zultatov. Limfoblastoidne celi¢ne linije predstavljajo
pomemben podporni model in vitro, predvsem v
zgodnijih fazah predklini¢nih Studij in kot dopolnilo
naprednejSim celicnim sistemom v sodobni biome-
dicini.

KLJUCNE BESEDE:
celiéni modeli in vitro, limfoblastoidne celi¢ne linije,
predklini¢ne Studije, personalizirana medicina

ABSTRACT

Personalised medicine involves tailoring treatment
to an individual’s genotype and phenotype, to in-
crease therapeutic efficacy and reduce the risk of
adverse effects. Its successful implementation de-
pends on appropriate in vitro preclinical models that
allow systematic investigation of interindividual dif-
ferences in drug response. Among commonly used
models are lymphoblastoid cell lines, generated by
transforming of human B lymphocytes with Ep-
stein—-Barr virus. Lymphoblastoid cell lines retain the
genetic characteristics of the donor and serve as a
useful in vitro model in genomic, pharmacogenomic,
and pharmacological research. This article presents
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methods for establishing of lymphoblastoid cell lines,
the molecular mechanisms underlying their immor-
talisation, and their use in preclinical research and
personalised medicine. The advantages and limita-
tions of this model are also discussed, particularly
the impact of Epstein—Barr virus transformation on
cellular physiology and drug responsiveness. Lym-
phoblastoid cell lines are an important supportive
in vitro model, especially in early research stages
and as a complement to more advanced cellular
systems.

KEY WORDS:
in vitro cell models, lymphoblastoid cell lines, per-
sonalized medicine, preclinical studies

uvoD

Personalizirana medicina je sodoben pristop, ki z uporabo
genetskih, molekularnih in klinicnih podatkov omogoca iz-
biro najucinkovitejSega in za posameznika najvarnejSega
zdravljenja. Sekvenciranje Cloveskega genoma je omogo-
Cilo vpogled v genetsko variabilnost med posamezniki v
doloCeni populaciji in pospesilo razvoj personaliziranega
zdravljenja (1). Sodobni terapevtski pristopi vse pogosteje
temeljijo na prilagajanju zdravljenja molekularnim in ge-
nomskim znacilnostim bolnika ter upoStevajo njegove okolj-
ske, vedenjske in demografske dejavnike (2, 3).

Z uporabo sekvenciranja genoma in uporabe naprednejsih
metod drugih “omik” pridobimo obsezne podatke. Za in-
terpretacijo in obdelavo pridoblienih podatkov se upora-
bljajo napredna racunalniSka orodja, ki temeljijo na strojnem
in globokem ucenju in ki s pomocjo algoritmov nevronskih
mrez analizirajo podatke o funkcijskem vplivu, pogostosti
in Kliniéni pomembnosti posameznih sprememb. Taksni
bioinformatic¢ni pristopi omogocajo pridobitev klju¢nih in-
formacij iz velike koli¢ine podatkov, pomembnih za razu-
mevanije bolezni in podporo pri izbiri najustreznejSega zdra-
vlienja za posameznega bolnika. Za SirSo uporabo
personalizirane medicine v klinicnem okolju je klju¢no in-
terdisciplinarno sodelovanje. Razvoj novih algoritmov in
orodij umetne inteligence olajSa interpretacijo kompleksnih
podatkov, pri ¢emer je pomembno hkrati nasloviti eti¢na
vprasanja in zagotoviti ustrezno varovanje osebnih poda-
tkov bolnikov (1, 4, 5).

V predklini¢nih Studijah se vrednoti ucinkovitost in varnost
zdravilnih ucinkovin na celi¢nih modelih in vitro ter na zi-
valskih modelih in vivo (6). Na podrocju personalizirane
medicine so pomembni celicni modeli, ki omogocajo
proucevanije interindividualnih razlik v odzivu na zdravilno
ucinkovino, kar lahko prispeva k hitrejSemu uveljavljanju
personaliziranega zdravljenja v klinicnem okolju (7). Med
najboljSe celicne modele sodijo inducirane pluripotentne
mati¢ne celice (angl. induced pluripotent stem cells;
iPSCs), ki jih pridobivamo iz razli¢nih tkiv z reprogrami-
ranjem somatskih celic (8, 9). Kljub prednostim uporabe
celicnih modelov iPSC je uspesnost transdukcije primar-
nih somatskih celic v iPSC nizka, postopek priprave pa
dolgotrajen in ekonomsko zahteven, zato so v predklini-
¢nih Studijah nepogresljivi enostavnejsi in ekonomsko
ucinkovitejSi celicni modeli, med katere sodijo tudi LCL
(8, 10-12). Poleg imortaliziranih celi¢nih linij se v sodobnih
raziskavah in razvoju zdravil uporabljajo tudi primarne
celice, naprednejsi tridimenzionalni (3D) modeli ter kom-
pleksni organi na Cipu (13-16).

PRIPRAVA
LIMFOBLASTOIDNIH
CELICNIH LINIJ

Celice LCL predstavljajo pomemben model in vitro v pred-
klinicnem preskusanju zdravilnih uc¢inkovin. Nastanejo z
okuzbo C&loveskih limfocitov B z virusom Epstein-Barr
(EBV), kar sproZzi njihovo nesmrtnost in omogodi prolifera-
cijo v celi¢ni kulturi. Kljub transdukciji LCL ohranijo genet-
ske znacilnosti izvornega darovalca. Relativno enostavno

KLJUCNI POUDARKI

¢ | imfoblastoidne celi¢ne linije (LCL) so pridobliene s
transformacijo limfocitov B z virusom Epstein-Barr.

e | CL ohranjajo genetske znacilnosti darovalca in so
primeren model za analizo mehanizmov bolezni,
identifikacijo biomarkerjev in proucevanje individualnih
razlik v odzivu na zdravila.

e So cenovno dostopen, stabilen in neomejen vir celic,
uporaben v farmakogenomiki, genomiki in raziskavah
personalizirane medicine.

e Obsezne biobanke LCL (npr. HapMap, CEPH)
omogocajo povezovanje genotipa s celicnim
fenotipom ter napovedovanje odziva na zdravine
ucinkovine
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vzdrzevanje LCL omogoca Siroko uporabo pri raziskavah
odzivnosti LCL na zdravilne ucinkovine ter vrednotenju
genetske variabilnosti v Cloveski populaciji (slika 1).

2.1 BIOLOGIJA VIRUSA EPSTEIN-BARR

EBV je 150-200 nm velik DNA-virus iz druzine herpesvirusov
(Herpesviridae), poddruzine gamaherpesvirusov (Gamma-
herpesvirinae) in rodu limfokriptovirusov. EBV je humani her-
pesvirus tipa 4 in je eden izmed osmih znanih &loveskih
herpesvirusov, patogenih za ¢loveka. OkuZi predvsem lim-
focite B in epitelijske celice ter vzpostavi doZivljenjsko la-
tentno okuzbo (17, 18). Vecina Cloveske populacije se z
EBV okuzi ze v otrostvu, pri Semer okuzba ostane v latentni
obliki, zato vec€ina posameznikov ne razviie simptomov in
okuzbe ne zazna (18). Pri mladostnikih in odraslin lahko
okuzba z EBV povzroci infekcijsko mononukleozo. Onkolo-
Ske raziskave so pokazale, da so z okuzbo z EBV povezana

nekatera rakava obolenja kot so Burkittov limfom, Hodgki-
nova bolezen, karcinom nosnega zrela in rak zelodca (19).
Okuzba z EBV se prenasa s slino, virus nato vstopi v telo
skozi zrelo in v predelu mandljev pride v stik z limfociti B. V
vecini primerov se takoj po vstopu virusa v gostiteljske ce-
lice okuzeni limfociti B aktivirajo. Limfociti B se nato dife-
rencirajo v spominske limfocite B v katerih se EBV ohranja
kot latentna okuzba. V primeru reaktivacije virusa, se mi-
rujoCi okuzeni spominski limfociti B diferencirajo v plaz-
matke. V teh celicah se virus razmnozi in v liticnem ciklu
sprosti virusne delce, ki okuzijo epitelijske celice. V okuzenih
epitelijskih celicah se liticni cikel ponovi in sprostijo se
virusni delci, ki ponovno okuzijo limfocite B. Opisana rea-
ktivacija virusa v gostiteliskem organizmu lahko povzroCi
nastanek rakavih obolenj (20).

Nesmrtne celi¢ne linije lahko nastanejo s spontano trans-
formacijo celic v tumorjih (21) ali pa jih vzpostavimo in vitro
z uporabo specificnih laboratorijskin postopkov. LCL vzpo-

Priprava limfoblastoidnih celi¢nih linij (LCL)

| . |
L] E SN i
s l + e — ‘
Polno kriredéimo s  Centrifugiranje  Izolacija Imortalizacija Priprava Biobanka
PBS s Ficoll-om PBMC z EBV kriovial LCL
\ L
> Uporaba celic LCL v
R personalizirani medicini
W
Onkologija Toksikologija Nevrologija
Redke bolezni Imunologija Kombinacije ucinkovin

Slika 1: Shematski prikaz priprave limfoblastoidnih celicnih linij iz vzorca periferne krvi ter njihove uporabe v personalizirani medicini (PBMC —

mononuklearne celice periferne krvi, EBV — virus Epstein Barr). Povzeto
(https://BioRender.com/e7deuwv).

po (17, 18). Ustvarjeno s programom BioRender

Figure 1: Schematic presentation of lymphoblastoid cell lines generation from peripheral blood samples and their application in personalized
medicine (LCLs - lymphoblastoid cell lines, PBMCs — peripheral blood mononuclear cells, EBV — Epstein—-Barr virus). Adapted from (17, 18).

Created in BioRender (https://BioRender.com/e7deuvv).
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Proces transformacije limfoblastoidnih celi¢nih linij (LCL)

Nastanek skupkov v celi¢ni kulturi
14 dni po okuzbiz EBV

Znacilna morfologija LCL 21 dni po
okuzbi z EBV

Slika 2: Morfoloske znacilnosti celicne kulture v procesu priprave limfoblastoidne celicne linijje (limfoblastoidne celicne linjje - LCL, virus
Epstein Barr - EBV). Slike so zajete z invertnim mikroskopom Zeiss pri povecavi objektiva 10x. Slike so last avtorjev in so bile pridobljene v

okviru raziskave COVID-19 (Stevilka odlocbe 0120-496/2022/6).

Figure 2: Morphological characteristics of cell cultures during the establishment of lymphoblastoid cell lines (lymphoblastoid cell lines - LCLs,
Epstein—Barr virus - EBV). Images were acquired using a Zeiss inverted microscope with 10x objective magnification. The images are the
property of the authors and were obtained within the framework of the COVID-19 study (Nr. 0120-496/2022/6).

stavimo tako, da iz vzorca periferne krvi izoliramo mono-
nuklearne celice periferne krvi (angl. peripheral blood mo-
nonuclear cells; PBMC), ki jih v pogojih in vitro okuzimo z
EBV (12, 13). Za uspesno transdukcijo je pomembno, da
iz PBMC odstranimo limfocite T, ki bi lahko prepoznali in
unicili z EBV tranducirane limfocite B, zato gojiS¢u dodamo
ciklosporin A ali drug ustrezen imunosupresiv.

2.2 PROCES TRANSFORMACIJE
LIMFOBLASTOIDNIH CELICNIH LINIJ

Pomembno je, da primarne limfocite B izpostavimo dovolj
visokim koncentracijam EBV. Za pripravo kuznih delcev
EBV se lahko uporabijo celi¢ne linije Burkittovega limfoma,
Akata in PSHR1 ali celi¢na linija opicjega izvora B95-8 (14).
Celi¢ne linije za pripravo kuznih delcev gojimo pod stresnimi
pogoji, kot so stradanje ali nizje temperature, s Cimer spro-
zimo aktivacijo virusa, vstop v liticni cikel in sproS¢anje vi-
rusnih delcev. Te nato prefiltriramo in uporabimo za trans-
dukcijo limfocitov B (12, 13).

Ze v prvih 24 urah po izpostavitvi virusu se za¢ne postopek
imortalizacije. Z EBV okuzeni limfociti B so podvrzeni hitrim
in obseznim spremembam v genski transkripciji, ki jim sle-
dijo spremembe v celicnem metabolizmu, morfologiji in
celicnem ciklu (17). V celicni kulturi opazimo morfoloSke
spremembe celic, ki se v zadnji fazi transdukcije zdruzujejo

v skupke, znadilne za LCL. Prvi majhni celi¢ni skupki po-
stanejo vidni v obdobju 14 dni po okuzbi z EBV, njihova
velikost in prepoznavnost pa s ¢asom naraS¢ata. Trans-
dukcija limfocitov B z EBV obi¢ajno poteka v obdobju 3
do 6 tednov (3, 18, 22). Ce se z EBV okuzeni limfociti B
do osmega tedna ne povezejo v znadilne celi¢ne skupke,
se proces transdukcije Steje za neuspeSen (21). Slika 2
prikazuje znacilne celi¢ne skupke, ki nastanejo v procesu
transdukcije LCL iz vzorcev periferne krvi darovalcev z do-
kumentirano anamnezo covida-19.

Transdukcija primarnih limfocitov B v LCL z EBV sprozi
kompleksno aktivacijo celi¢nih signalnih poti, ki omogo&ajo
neomejeno proliferacijo, izogibanje apoptozi in imunskemu
odzivu. Transdukcija limfocitov B v LCL je selektiven proces,
za katerega je potreben receptor CD21, ki se izraza na po-
vrsini mirujocih limfocitov B. Glikoprotein gp350 na povrSini
virusne ovojnice se veze na receptor CD21 limfocitov B in
omogoci vstop virusa v celico (8, 11, 12). Nekaj dni po
okuzbi se v gostiteljski celici izrazijo geni za virusne jedrne
antigene (angl. EBV nuclear antigen; EBNA) in virusne mem-
branske proteine latentne okuzbe (angl. latent membrane
protein; LMP). Proteini EBNA in LMP omogocajo prezivetie,
proliferacijo in vzdrzevanje latence. Tranformacija limfocitov
B v LCL temelji na usklajenem delovanju latentnih proteinov
EBV. EBNAZ2 in EBNA-LP sprozita transkripcijski program
latence Il z aktivacijo proliferacijskih poti, vklju¢no z regu-
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lacijo MYC, ter spodbuijata izrazanje kljucnih onkoproteinov
LMP1 in LMP2A. Klju¢ni transdukcijski dejavnik je LMP1,
ki s konstitutivno aktivacijo jedrnega dejavnika kB (NF-
kB), c-Jdun N-koncne kinaze (JNK) in MAP-kinaze, spod-
buja prezivetje celic in odpornost proti apoptozi. LMP2A
posnema signalizacijo B-celicnega receptorja in ohranja
latentno okuzbo. V transduciranih celicah LCL se s tem
poveca Stevilo celi¢nih delitev in zmanjSa indukcija apop-
toze (16, 17). Modulacija omenjenih signalnih poti vodi v
stabilen proliferativni fenotip, znacilen za LCL ter ob hkrat-
nem ucinkovitem izmikanju imunskemu odzivu predstavija
temelj za imortalizacijo LCL in patogenezo okuzbe z EBV
(17,18, 23-26).

UPORABA LCL KOT MODELA
IN VITRO

Za proucevanje molekularnin mehanizmov patofiziologije
in delovanja ucinkovin v predklinicnih fazah razvoja razi-
skovalci pogosto uporabljajo LCL. LCL predstavijajo rele-
vanten model za prouCevanje onkogenega potenciala
EBV (27), saj je transdukcija limfocitov B v pogojih in vitro
podobna procesu onkogeneze in vivo (17). Ker LCL ohra-
njajo stabilen genetski zapis posameznika, so primeren
model za genomske, transkriptomske in farmakogenomske
raziskave. To je privedlo do vzpostavitve ve¢ obseznih bio-
bank, ki vkljucujejo celicne linije dobro okarakteriziranih
kohort ter omogocajo primerjavo podatkov o genotipu in
fenotipu med populacijami (27).

Ena najpomembnejsih biobank LCL je HapMap (angl. Cell
Repository of the Coriell Institute for Medical Research
HapMap), ki je nastala v okviru mednarodnega projekta
HapMap z namenom popisa najpogostejsih genetskih ra-
zliCic v Cloveskem genomu. Biobanka Centra za prouce-
vanje genetskih polimorfizmov pri Cloveku (fr. Fondation
Jean Dausset — Centre d’Etude du Polymorphisme Hu-
main, CEPH) vkljuCuje priblizno 2.200 LCL. Nacionalna
korejska biobanka (angl. National Biobank of Korea) hrani
LCL azijske populacije, izraelska biobanka NLGIP (angl.
National Laboratory for the Genetics of Israeli Populations)
pa vsebuje vec kot 2.000 LCL posameznikov iz razli¢nih
etni¢nih skupin srednjega Vzhoda (3, 10, 12, 22).
Obsezne biobanke LCL omogoc&ajo raziskave populacij-
ske genetike, prispevajo k razumevanju mehanizmov na-
stanka in razvoja bolezni, omogocCajo prouCevanje me-
dosebnih razlik v odzivu na zdravilne ucinkovine ter

podpirajo razvoj novih diagnosti¢nih postopkov v okviru
personalizirane medicine (3, 21, 27-29). Njihova prednost
v farmakogenomskih raziskavah je predvsem dostop do
celic kontroliranega porekla z razli€nimi genotipi, vredno-
tenje celi¢nih odzivov na zdravilno ucinkovino ter pove-
zovanje eksperimentalnih rezultatov z obstojeCimi genet-
skimi podatkovnimi bazami razli¢nih populacijskih kohort,
kot je HapMap (1, 3, 21).

LCL so iziemno pomembno orodie in vitro saj predstavljajo
prakti€no neomejen vir celic in omogocajo vpogled v ge-
netske dejavnike, ki vplivajo na ucinkovitost in varnost
zdravil. Kot model so jih uporabili pri identifikaciji gena
CHL1 kot oznacevalca za odziv posameznikov na parok-
setin (80). Uporabili so ga tudi za prou¢evanje obcutljivosti
na 6-merkaptopurin in vioge encima tiopurin S-metiltrans-
feraze (31). LCL omogocajo identifikacijo genetskih razliCic
posameznika, povezanih s farmakoloSkimi fenotipi (32). V
translacijskih raziskavah LCL uporabljajo tudi za validacijo
klini€nih ugotovitev ter prouCevanje kombinacij zdravil, zlasti
na podrocju onkologije, kjer omogocajo analizo moleku-
larnih mehanizmov sinergistichega delovanja zdravilnih
ucinkovin in dodatno razsirjajo uporabnost tega modela v
farmakogenetskih raziskavah (10, 31).

Raziskovalci uporabljajo LCL kot eksperimentalni model v
predklini¢nih Studijah za povezovanje genotipa, transkrip-
cijskega profila in celiCnega odziva na zdravilne ucinkovine.
Tak pristop uporabljgjo v onkologiji za analizo regulacije
ekspresije genov druzine SLC (angl. solute carrier). Ugotovili
S0, da razliice genov SLC pomembno vplivajo na ob&ut-
liivost celic na paklitaksel. S pomodgjo LCL so vrednaotili
citotoksi¢nost protitumornih ucinkovin, kot so karboplatin,
gemcitabin, citarabin, arabinozid, tamoksifen in 5-fluoro-
uracil, ter proucevali odziv celic z mutacijami genov BRCAT
in BRCA2 na radioterapijo, kar je prispevalo k boljSemu
razumevanju interindividualnih razlik v odzivu na zdravljenje
(10, 27, 32-35).

Uporabnost modela LCL potrjuje tudi Studija, ki je prou-
Cevala genetsko pogojene razlike med posamezniki v od-
zivu na 29 protitumornih zdravilnih ucinkovin v LCL 520
darovalcev (36). Ugotovili so, da lahko z uporabo LCL
identificiramo genetske bioloske oznacevalce obcutljivosti
in odpornosti na protitumorne ucinkovine. V Studiji so
identificirali povezavo med obd&utljivostjo na temozolomid,
DNA-alkilirajoco protitumorno ucinkovino, in genetsko ra-
zli¢ico v genu MGMT, ki zapisuje metilgvanin metiltrans-
ferazo (MGMT). Ta povezava odraza dobro uveljavljeno
vlogo encima MGMT pri popravljanju alkilacijskin poskodb
DNA, ki jih povzro¢a temozolomid, in je skladna s klini¢nimi
opazanji (37).
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Uporabnost LCL sega tudi na podrocje raziskav sréno-zilnih
bolezni, kjer so pri preucevanju statinov pokazali, da razlike
med posamezniki v odzivu niso povezane z aktivnostjo
encima HMG-CoA reduktaze, temveC predvsem s poli-
morfizmi v genu za receptor za lipoproteine nizke gostote
(27, 38). LCL predstavljgjo dragocen model tudi pri razi-
skavah nevroloskih in nevrodegenerativnih bolezni, kjer
omogocajo proucevanje epigenetskih sprememb, kot je
hipermetilacija DNA, znacilna za razvoj Alzheimerjeve bo-
lezni in razli¢nih oblik demence (39). Pri nevropsihiatri¢nih
motnjah, zaznamovanih s heterogenostjo, otezenim dia-
gnosticiranjem ter zapletenimi interakcijami med genetskimi
lokusi in vplivi okolja, LCL omogoc¢ajo neposredno analizo
celi¢nih mehanizmov bolezni in sluzijo kot izhodni material
za reprogramiranje v iPSC (40-41). Z reprogramiranjem
LCL viPSC so proucevali tudi vpliv genetskih polimorfizmov
v genih FUS in ANXA11 na mehanizme bolezni amiotrofi¢ne
lateralne skleroze (ALS), ki prizadene mozgane in hrbte-
njaco (42).

Pri redkih boleznih LCL omogocajo vpogled v molekularne
mehanizme patogeneze in analizo genetskih polimorfizmoy,
znacilnih za posamezno bolezen, kot so polimorfizmi v ge-

nih TREMZ2 in DAP12 pri bolezni Nasu—-Hakola (43), v genu
MeCP2 pri Rettovem sindromu (44) ter v genu LAMP-2 pri
Danonovi bolezni (45).

LCL so omogocili neposredno proucevanje vioge EBV pri
multipli sklerozi. Nedavne raziskave spontano nastalin LCL
bolnikov z aktivno multiplo sklerozo so identificirale znacilne
spremembe v izrazanju virusnih in gostiteljskin genov ter
povecano vnetno aktivnost (22, 46, 47). Zaviralci EBNAT
so selektivno zavrli proliferacijo EBV-pozitivnih LCL bolnikov
z multiplo sklerozo, kar bi lahko prispevalo k razvoju novih
tarénih terapevtskih pristopov (4).

Celice LCL izkazujejo potencial tudi v toksikoloskih Stu-
dijah (48, 49). Predstavljajo zanesljiv testni sistem in vitro
za vrednotenje imunomodulatornih lastnosti spojin ter
omogocajo vpogled v interindividualno variabilnost odziva
na dolo¢eno spojino (50, 51). LCL imajo pomembno
vlogo tudi pri ocenjevanju genotoksi¢nosti spojin, pri Ce-
mer je celi¢na linija TK6 uveljavljena kot zanesljiv model
za proucevanje poskodb DNA, mutagenosti in celi¢nih
odzivov na genotoksi¢ne zdravilne ucinkovine in vitro.
LCL TKB in MCL-5 so uporabili tudi v integriranem pri-
stopu in vitro, ki omogoca zanesljivejSe razlikovanje med

OMEJITVE

razlike med izvornim tkivom in celi€no linijo

spremenjena metilacija genov

spremembe v regulaciji transkripcijskih dejavnikov

razlike v mtDNA

PREDNOSTI

velike koli¢ine bioloskega materiala
dostopnost v biobankah
enostavna priprava in vzdrZzevanje
genomska stabilnost
moznost transformacije v iPSC

Slika 3: Shematski prikaz prednosti in omejitev uporabe limfoblastoidnih celicnih linij v predkiinicnih Studijah (limfoblastoidne celicne linije —
LCL, inducirane pluripotentne maticne celice — iPSC, mitohondrijska DNA — mtDNA). Povzeto po (562-56).

Figure 3: Schematic presentation of the advantages and limitations of lymphoblastoid cell lines utilization in preclinical studies
(lymphoblastoid cell lines — LCLs, induced pluripotent stem cells — iPSC, mitochondrial DNA — mtDNA). Adapted by (52-56).
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genotoksi¢nimi in negenotoksicnimi karcinogeni ter ne-
karcinogeni (48).

PREDNOSTI IN OMEJITVE
LIMFOBLASTOIDNIH
CELICNIH LINIJ

Tako kot vsi celicni modeli imajo tudi LCL svoje prednosti
in pomanijkljivosti (slika 3). Prednosti LCL so relativno eno-
stavna vzpostavitev iz periferne krvi darovalcev ali iz krio-
prezerviranih PBMC ter visoka uspeSnost transdukcije.
LCL rastejo v suspenziji in so preproste za vzdrzevanije.
Predstavljajo neomejen vir celic, DNA, RNA in proteinov
darovalcev ter so primerne za dolgorocno shranjevanje v
obseznih biobankah, kar omogoc¢a nadaljnje raziskave (52).
Poleg prednosti ima uporaba LCL v predklini¢nih Studijah
tudi dolocene omeijitve. Postopek transdukcije privede do
sprememb v celicnem ciklu, regulaciji transkripcijskih de-
javnikov, sprememb metilacije doloCenih genov in mito-
hondrijske DNA (52-54). LCL niso primeren celi¢ni model
za proucevanie fizioloSkega delovanja limfocitov B, saj ne
zajamejo vseh podskupin limfocitov B (54). Prav tako LCL
niso primeren celi¢ni model za proucevanije presnove zdra-
vilnih u€inkovin zaradi odsotnosti ali nizkega izrazanja en-
cimov druzine CYP450. Med pomembne omejitve sodijo
tudi variabilnost v hitrosti rasti celic, Stevilo kopij EBV v
celici ter bazalne ravni ATP; ti dejavniki lahko vplivajo na
odziv na zdravilne ucinkovine in dodatno otezijo interpre-
tacijo rezultatov. Nedavne raziskave so pokazale, da mo-
ramo biti pozorni pri interpretaciji rezultatov analiz mito-
hondrijske DNA, izolirane iz LCL (55). Primerjalne raziskave
metilaciie DNA med vzorci krvi in LCL so ugotovile, da
LCL niso primerni za proucevanje metilacije genov (56).
Izkazalo se je tudi, da se transkripcijski dejavniki in nekatere
regulatorne poti med LCL in polno krvjo razlikujejo, zato je
pri interpretaciji podatkov, pridoblienih na celi¢nih linijah
LCL, potrebna previdnost (52).

SKLEP

LCL so uveljavlien in metodoloSko dostopen model in vitro,
ki pormembno prispeva k razumevanju genetsko pogojenih
razlik v odzivu na zdravilne ucinkovine ter podpira temeljna

nacela personalizirane medicine. Njihove klju¢ne prednosti
S0 relativno preprosta vzpostavitev iz periferne krvi, visoka
uspesnost transdukcije, enostavno vzdrzevanije ter ohra-
njanje genetskih znacilnosti darovalca. V povezavi z ob-
seznimi biobankami LCL omogocajo sistemati¢ne farmako-
genomske, genomske in transkriptomske raziskave ter
povezovanje genotipa s celi¢nim fenotipom in odzivom na
zdravilne ucinkovine.

Kljub Siroki uporabnosti imajo LCL pomembne omejitve, po-
vezane predvsem z vplivom transdukcije z EBV na celi¢ni ci-
kel, regulacijo transkripcije, epigenetske vzorce in presnovne
poti. Zaradi odsotnosti ali nizkega izrazanja encimov druzine
CYP450 LCL niso primeren model za prou¢evanje presnove
zdravilnih u¢inkovin, dodatno pa interpretacijo rezultatov ote-
Zujejo variabilnost rasti, Stevilo kopij EBV in spremembe v
mitohondrijski DNA. Zato je uporaba LCL najprimernejSa kot
del komplementarnega nabora celi¢nih modelov.

V prihodnosti bo vioga LCL v personalizirani medicini pred-
vsem Vv integraciji farmakogenomskih podatkov z drugimi
pristopi “-omik”, razvoju napovednih modelov na osnovi
umetne inteligence ter pri identificiranju in funkcijski validaciji
bioloskih oznagevalcev ucinkovitosti in toksi¢nosti zdravilnin
ucinkovin. Kot povezava med temeljnimi raziskavami in kli-
ni¢no prakso bodo LCL tudi v prihodnje pomemben pod-
porni model in vitro pri razvoju varnejsih in ucinkovitejsih
terapevtskih pristopov, prilagojenih posamezniku.
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POVZETEK

Tezkoverizna protitelesa, prvi¢ odkrita pri kamelidih
leta 1989, predstavljajo nekonvencionalno obliko
protiteles, sestavlieno izkljucno iz tezkih verig in brez
lahkih verig, znacilnih za klasi¢na protitelesa. Njihova
posamezna variabilna domena, imenovana nanotelo
ima klju¢ne prednosti pred konvencionalnimi proti-
telesi: stabilnost, manjsSa velikost, visoka topnost v
vodi, boljSe prehajanje v tkiva in enostavna proiz-
vodnja v rekombinantnih sistemih. Nanotelesa razi-
skujejo predvsem na podrocju diagnostike, kjer se
uporabljajo v tehnikah, kot so pozitronska emisijska
tomografija s hkratno racunalniS8ko tomografijo, bio-
senzorji in imunokromatografski testi. V terapevtske
namene jih razvijajo za zdravljenje raka ter infekcij-
skih in avtoimunskih bolezni. Od prve odobritve ka-
placizumaba leta 2018 so bila odobrena Se tri zdra-
vila na osnovi nanoteles, kar potrjuje njihov vse vedji
pomen v translacijski in klinicni medicini.

KLJUCNE BESEDE:
kaplacizumab, monoklonska protitelesa, nanote-
lesa, PET/CT, rak

ABSTRACT

Heavy-chain antibodies, first discovered in camelids
in 1989, represent an unconventional form of antibo-
dies composed solely of heavy chains and lacking
the light chains that are characteristic for classical
antibodies. Their single variable domain, known as a
nanobody offers key advantages over conventional
antibodies, such as stability, smaller size, high solubility
in water, improved tissue penetration, and easy pro-
duction in recombinant systems. Nanobodies are pri-
marily explored in the field of diagnostics, where they
are used in techniques such as positron emission to-
mography/computed tomography, biosensors, and
immunochromatographic tests. For therapeutic pur-
poses, they are being developed for the treatment of
cancer as well as infectious and autoimmune disea-
ses. Since the first approval of caplacizumab in 2018,
three additional nanobody-based drugs have been
approved, confirming their growing importance in
translational and clinical medicine.

KEY WORDS:
cancer, caplacizumab, monoclonal antibodies, na-
nobodies, PET/CT
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uvoD

Protitelesa so klju¢ni del imunskega sistema in eden
najpomembnejSih dejavnikov v boju proti razlicnim bo-
leznim. Kot del pridoblienega imunskega sistema zago-
tavljajo specificno zascito, kadar prirojeni imunski sistem
ni dovolj u¢inkovit. Protitelesa omogocajo nevtralizacijo
patogenoy, aktivacijo komplementa in spodbujanje celi-

¢nih imunskih odzivov, kar izboljSa splosno obrambno
vlogo organizma (1). Zaradi zaScitne vloge proti patoge-
nom in toksinom so protitelesa postala pomembno orodje
v medicini. Od proizvodnje prvega monoklonskega pro-
titelesa, razvitega s hibridomsko tehnologijo, je minilo 50
let, od prvega odobrenega monoklonskega protitelesa,
muromonaba — CDS3, ki se je uporabljal za prepreCevanje
zavrnitve presajenih ledvic, pa malo manj kot 40 let (2).
Polovica monoklonskih protiteles v klini€nem razvoju in
tretjina odobrenih monoklonskih protiteles je namenjenih
zdravljenju raka (3). Klasi¢na protitelesa, imunoglobulini

A)
Antigen-vezavna domena
oz. variabilni fragment
30 kDa
Antigen-vezavna domena
0z. nanotelo
12 - 14 kDa
Protitelo Tezko-verizno protitelo
150 kDa 95 kDa
B)
VAT CDR1 FR2 FR3 CDR3 )

Slika 1: Shematski prikaz protiteles, prisotnih v serumu kamel. A) Levo: Klasi¢no protitelo ima variabilni domeni lahke (V) in tezke (V) verige.
Desno: Tezkoverizno protitelo vsebuje samo eno variabilno domeno oziroma nanotelo (V,H). B) Organizacija zaporedja domen V,,in V, H.
Ohranjene regije (FR)-siva regija CDR1-modra; CDR2-roza; CDR3-zelena. Spremenjene aminokisline v regiji FR2 so oznacene z zelenimi
zvezdicami. Crtkana &rta je disulfidni mostidek. Privzeto po (8, 16). Slika je narejena s pomodjo programa Biorender:

https.//BioRender.com/nvscuub.

Figure 1: Schematic representation of antibodies present in camel serum. A) Left: A conventional antibody contains the variable domains of
the light (V,) and heavy (V,) chains. Right: A heavy-chain antibody contains only a single variable domain, known as a nanobody (V,H). B)
Organization of the V,, and V, H domain sequences. Framework regions (FR)-gray; CDR1-blue; CDR2-pink; and CDR3-green. Modlfied
amino acids in the FR2 region are indicated by green asterisks. The dashed line represents a disulfide bond. Adapted from (8, 16) Created in

Biorender: https.//BioRender.com/nvscuus.
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G (IgG), so sestavljena iz dveh tezkih in dveh lahkih verig
s skupno molsko maso 150 kDa. Tezka veriga je sesta-
vliena iz treh konstantnih domen (C,1, C,,2 in C,3) in
ene variabilne domene (V,), lahka veriga pa iz ene kon-
stantne domene (C,) in ene variabilne domene (V|), kar
je prikazano na sliki 1 (4). Leta 1989 so pri kamelidih od-
krili tezkoverizna protitelesa, ki nimajo lahke verige (5).
Variabilni del takega tezkoveriznega protitelesa, imenovan
nanotelo oziroma V| H, se je izkazal kot zanimiva alter-
nativa klasi¢nim monoklonskim protitelesom, predvsem
zaradi priblizno desetkrat manjse velikosti in boljSega
dostopa v tkiva. Kasneje so zaceli razvijati nanotelesa
za uporabo v diagnostiki in pri zdravljenju razli¢nih bole-
zni. Nanotelesa danes tako raziskujejo na diagnosticnem
podrocju, kot je pozitronska emisijska tomografija s
hkratno racunalnisko tomografijo (angl. positron emission
tomography/computed tomography; PET/CT) ter za
zdravljenje raka, infekcijskih in avtoimunskih bolezni (4).
Trenutno so za zdravljenje odobrena Stiri nanotelesa (6).
V tem &lanku bomo podrobneje opisali nanotelesa in nji-
hovo pripravo, uporabo nanoteles za diagnosti¢ne in te-
rapevtske namene ter zakljucili z opisom nanoteles, ki
so odobrena za klinicno uporabo.

NANOTELESA

Tezkoverizna protitelesa, ki se naravno pojavljajo v serumu
kamel (dromedarji, kamele, lame, alpake, gvanaki in viku-
nje), so bila odkrita pred 30 leti (5). Kasneje so bila odkrita
v ribah hrustan&nicah, med drugim v morskih psih (7). Od
takrat se intenzivno uporabljajo v poskusih in vitro in in
vivo ter v predklinicnem in kliniCnem preskusanju. Njihove
rekombinantno pridobljene antigen-vezavne domene, tako
imenovana nanotelesa, so sestavljena iz ene same domene
z majhno molekulsko maso (14 kDa). Nanotelesa so ovalne
oblike in z dimenzijami v obmocju nekaj nanometrov (7).
Enako kot klasi¢ni imunoglobulini so nanotelesa sestavljena
iz Stirih ohranjenih regjj (angl. framework regions; FR) in
treh zank, ki dolo€ajo komplementarnost (angl. comple-
mentarity determining regions; CDR), kot je prikazano na
sliki 1. Tezkoverizna protitelesa nimajo lahkih verig in jim
tudi manjka ena konstantna tezka domena (C1). Zanki
CDR1 in CDRS sta pri tezkoveriznih nanotelesih povecani
(8-10). Vegje Stevilo aminokislin, 18 aminokislin pri kamelah
v primerjavi s 13 aminokislinami pri ¢loveku, omogoca

KLJUCNI POUDARKI

e Nanotelesa so majhni, stabilni vezavni fragmenti
tezkoveriznih protiteles kamelidov, ki omogocajo
boljSe prodiranje v tkiva, visoko specificnost in eno-
stavno rekombinantno proizvodnjo.

e Zaradi boljSe stabilnosti in topnosti ter odsotnosti
ucinkov, vezanih na regijo Fc, so primerna za hitre
diganosticne metode, kot so imunokromatografija,
biosenzoriji ter slikanje PET/CT.

e Raziskuje se uporaba nanoteles za zdraviljenje raka, av-
toimunskih in infekcijskih boleznih ter pri razvoju napred-
nih terapevtskih strategij, kot so sistemi TriKe, terapije s
celicami CAR-T in konjugati nanotelo—zdravilo.

e Njihova specificnost omogoca razvoj ucinkovitih kan-
didatov bioloskih zdravil za nevtralizacijo virusov, bak-
terijskih toksinov ter strupov kac in Skorpijonov.

e Od leta 2018 so odobrena §tiri zdravila na osnovi
nanoteles (npr. kaplacizumab, ozoralizumab, en-
vafolimab), Stevilo klinicnih preskusanj pa po letu
2018 hitro narasca.

veCjo povrSino za interakcijo z antigenom (11, 12). Regije
FR lahko pri nanotelesih sodelujejo pri vezavi, Cesar klasicna
protitelesa ne omogocajo (13). Izmed regij FR je FR2 obi-
¢ajno ohranjena in pri klasi¢nih protitelesih vsebuje hidro-
fobne aminokisline, ki interagirajo s hidrofobnimi regijami
V.. Pri tezkoveriznih protitelesin pa regija FR2 vsebuje
hidrofilne aminokisline, in sicer V,, — V,H: Val37Phe ali Tyr,
Gly44Gilu, Leud5Arg ali Cys, in Trp47Gly (11). Zaradi teh
zamenjav so nanotelesa bolje topna v vodi in manj agregi-
rajo. V nanotelesih se lahko pojavita Se dva dodatna Cys,
eden v zanki CDR1 ali regjji FR2 in drugi v zanki CDRS, ki
tvorita disulfidni most in tako dodatno stabilizirata celotno
strukturo (14). Zanka CDRS je pri klasicnih in tezkoveriznih
protitelesih v najvedji meri odgovorna za prepoznavanije in
vezavo z antigenom. Zanka CDRS3 pri klasi¢nih protitelesih
tvori votlino, zleb ali ravno povrSino, ki je ustrezna za pre-
poznavanje haptenov, peptidov ali epitopov na velikih pro-
teinih. Pri teZkoveriznih protitelesih pa je zanka CDR3 kon-
veksne oblike, ki prodre v majhne votline na povrSini
antigena oziroma interagira z antigenskimi konkavnimi po-
vrSinami. Tako lahko nanotelesa prepoznajo katalitska me-
sta encimov in modulirajo njihovo funkcijo (15). Protitelesa
in nanotelesa se z antigen vezavno domeno (paratopom)
vezejo na razline epitope istega antigena.

Nanotelesa so najmanjsi naravni antigen-vezavni fragmenti
z edinstvenimi lastnostmi (16). V primerjavi s klasi¢nimi
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protitelesi imajo nanotelesa Stevilne prednosti kot tudi do-

locene slabosti (17):

e majhna velikost, ki je prednost pri cilianju slabo dostopnih
tkiv,

e mocna afiniteta za vezavo na antigen,

e konveksni paratop, primeren za prepoznavanje kataliticnin
mest encimoyv,

e stabilnost pri nefizioloSkih vrednostih pH (pH v obmodju
od 3 do 9) in pri daljSi izpostavijenosti poviSani temperaturi
(60-80 °C, nekaj tednov pri 37 °C), kemi¢nim denatu-
rantom (2-3 M gvanidinijem kloridu, 6-8 M urei) in pro-
teoliticnim encimom,

e dobra topnost v vodi,

e stroskovno ucinkovita proizvodnja v mikrobnih sistemih
z nespremenljivimi lastnostmi,

e hitro izloCanje iz ledvic,

e odsotnost s Fc posredovalnih uginkov.

Z veC kot 80% podobnostjo nukleotidnega zaporedja ve-

liajo nanotelesa za strukturno podobna klasi¢nim imuno-

globulinom, zaradi ¢esar niso imunogena in so primerna

za uporabo pri ljudeh (14).

POSTOPEK PRIDOBIVANJA
NANOTELES

Nanotelesa lahko pridobimo iz treh vrst knjiznic: imunske,
naivne in sinteti¢ne (4). Imunske knjiznice se pridobijo z
vsaj 4-kratno imunizacijo zivali druzine Camelidae, ki traja
priblizno 2 meseca. Nato se iz odvzete periferne krvi izolirajo
limfociti, iz katerih se ekstrahira informacijska RNA (MRNA),
sintetizira komplementarna DNA (cDNA) in izvede dvosto-
penjska verizna reakcija s polimerazo (PCR) ter gelska elek-
troforeza. Z oligonukleotidnimi zacetniki, specifi¢nimi za za-
poredje nanoteles, se pomnozijo V, H. Ti amplikoni se nato
vstavijo v vektor, kot je pHEN4, in se vnesejo v kompetentne
celice, kot so celice bakterije Escherichia coli, s Simer se
pridobi imunska knjiznica nanoteles (slika 2A). Knjiznica se
nato obogati s fagnim prikazom, ki omogoca selekcijo na-
noteles z visoko afiniteto do cilinega antigena. Fagi, ki pri-
kazujejo zeleno V| H z visoko afiniteto, se izolirajo in pom-
nozijo, slabse vezani fagi pa se odstranijo. Ta postopek se
ponovi veckrat, da se obogatijo kloni z najvi§jo afiniteto in
specificnostjo (slika 2B). Izbrana nanotelesa se nato preveri
z encimsko imunskim testom (ELISA), dolo¢i se njihovo
nukleotidno zaporedje in se jih nato proizvede v vedjih ko-
licinah v bakterijah. Kon¢ne produkte se odisti s kovinsko-

kelatno afinitetno imunokromatografijo (IMAC) in kromato-
grafijo z loCevanjem po velikosti (SEC). Koncno Cistost in
velikost proteina se preveri s poliakrilamidno gelsko elek-
troforezo v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-
PAGE), kar je prikazano na sliki 2C (4, 18).

NANOTELESA V DIAGNOSTIKI

Raziskave o mozni uporabi nanoteles potekajo na razli¢nih
podrodjih, vklju¢no z diagnostiko. Na tem podrodju razi-
skovalci preucuijejo razlicne metode, kot so imunokroma-
tografija, biosenzorji in diagnosti¢no slikanje (4).

4.1 IMUNOKROMATOGRAFIJA

Imunokromatografija ali test s stranskim tokom je hiter dia-
gnosticni test, ki specificno zazna prisotnost antigena v
vzorcu. Kot je prikazano na sliki 3, vzorec nanesemo na
vzoréno blazinico. Vzorec potuje naprej na konjugirano
blazinico, ki vsebuje za antigen specificno protitelo, konju-
girano z obarvanim ali fluorescentnim oznacevalcem. Ce
je antigen v vzorcu prisoten, se veze na oznaceno protitelo
in nastali kompleks potuje naprej po testnem traku. Nato
vzorec preide na testno ¢rto, na kateri so imobilizirana
protitelesa, ki so zmozna vezati kompleks Ag-Ab. Nevezana
oznacena protitelesa potujejo naprej na kontrolno ¢rto, kjer
se vezejo na druga imobilizirana protitelesa, ki potrjujejo
pravilno delovanje testa. Na koncu presezek reagentov
pripotuje na absorbcijsko blazinico. Rezultat testa se in-
terpretira na podlagi prisotnosti obarvanih &rt. Pri pozitiv-
nem rezultatu sta vidni testna in kontrolna Crta, pri nega-
tivnem rezultatu je vidna le kontrolna Crta. V primeru
odsotnosti kontrolne Crte je test neveljaven ne glede na
pojav testne &rte. Spodniji del slike 3 prikazuje pozitivni,
negativni in nepravilni rezultat testa (4).

Zaradi lastnosti nanoteles, kot so visoka stabilnost, afiniteta
in odpornost na toploto, vecji repertoar paratopov, odsot-
nost regije Fc, enostavna modifikacija v vecvalentni kon-
strukt in enostavna adsorpcija na zlate nanodelce (4), bi
lahko nanotelesa pri imunokromatografiji uporabljali namesto
klasi¢nih protiteles. Z uporabo nanoteles so bili razviti razlicni
imunokromatografski testi, na primer za detekcijo aflatoksina
B1 (20) ter za potrjevanje okuzbe s SARS-CoV-2 in s koro-
navirusom bliznjevzhodnega respiratornega sindroma
(MERS) (21).
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Slika 2: Shematski prikaz pridobivanja nanoteles iz imunske knjiznice. A) Imunizacija in priprava knjiznice. B) Izbor nanoteles s fagnim

prikazom. C) Proizvodnja in ¢i¢enje izbranih nanoteles. cDNA — komplementarna DNA, ELISA — encimskoimunski test, IMAC — kovinsko-
kelatna afinitetna imunokromatografija, NaDS-FAGE — poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata, SEC —
kromatografija z lo¢evanjem po velikosti. Slika je narejena s pomodjo programa Biorender: https.//BioRender.com/nvscuub.

Figure 2: Schematic representation of nanobody generation from an immune library. A) Immunization and library preparation; B) Nanobody
selection by phage display; C) Production and purification of selected nanobodies. cDNA — complementary DNA, ELISA — enzyme-linked

immunosorbent assay, IMAC —

immobilized metal affinity chromatography, NaDS-PAGE — sodium dodecy! sulfate—polyacrylamide gel

electrophoresis, SEC - size exclusion chromatography. Created in Biorender: https://BioRender.com/nvscuub.

4.2 BIOSENZORJI

Biosenzoriji so naprave, ki vsebujejo bioreceptor, specificen
za doloCen antigen, pritrjen na polprevodnik (slika 4). Po
stiku med antigenom in bioreceptorjem pride do spre-
membe elektricnega potenciala, katerega signal se pom-
nozi in izmeri (22). Bioreceptor je na povrSini imobiliziran
kovalentno s pomodjo sistema SpyTag-SpyCatcher, pri
¢emer je celoten proteinski kompleks dodatno sidran na
funkcionalizirani heksanditiolni plasti, pritrieni na elektrodo.
Za zmanijSanje nespecificne vezave se povrsina po imobi-
lizaciji blokira z govejim serumskim albuminom. Prednost

biosenzorjev je v njihovi hitrosti, Ce jih primerjamo z ELISA
ali imunokromatografijo, saj je rezultat viden v nekaj se-
kundah. Nanotelesa so Se posebej primerna kot idealni
biosenzorji, saj lahko zdrzijo visoke temperature in ek-
stremne vrednosti pH (23). Biosenzorji bazirani na nanote-
lesih so bili razviti za detekcijo SARS-CoV-2 in MERS (4).

4.3 DIAGNOSTICNO SLIKANJE

Za diagnosti¢no slikanje se med drugim uporabljajo opticne
in nuklearne metode, ki za vizualizacijo uporabljgjo fluo-
rescentno ali radioaktivno oznacene molekule. Za potrebe
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Slika 3: Shematski prikaz imunokromatografskega testa. VVzorec potuje od vzorcne blazinice prek konjugirane blazinice do testne in kontrolne
Crte ter absorpcijske blazinice. Prikazani so pozitivni, negativni in neveljavni rezultati testa. Privzeto po (19). Slika je narejena s pomocjo

programa Biorender: https.//BioRender.com/nvscuub.

Figure 3: Schematic representation of an immunochromatographic test. The sample migrates from the sample pad through the conjugate
pad to the test and control lines and finally to the absorption pad. Positive, negative, and invalid test results are shown. Adapted from (19).

Created in Biorender: https://BioRender.com/nvscuus.

opticnega molekularnega slikanja so preskusali razliko med
nanotelesom in konvencionalnim monoklonskim protitele-
som cetuksimab, ki je usmerjeno proti receptorju za epi-
dermalni rastni faktor (angl. epidermal growth factor re-
ceptor; EGFR). Nanotelo proti EGFR je omogodilo hitrejSo
vizualizacijo tumorjev, saj se je signal pojavil ze 30 minut
po injiciranju, medtem ko pri cetuksimabu v tem Casu
signal ni bil lo¢ljiv od ozadja. Poleg tega je nanotelo ucinko-
viteje prodrlo v tumor in se po njem razporedilo (24).

Pri radioloSkem slikanju, kot sta PET in enofotonska emi-
sijska racunalniSka tomografija so izvedli ve¢ Studij z ra-
dioaktivno oznacenim nanotelesom proti receptorju 2 za
epidermalni rastni faktor (angl. human epidermal growth
factor receptor 2; HER?2), ki so kazale na veliko razmerje
tumor-kri/misica, visok kontrast pri PET ter manjSe obse-
vanje ostalih organov v primerjavi s konvencionalnimi mo-
noklonskimi protitelesi (4).

Pomembna nadgradnja diagnosti¢nega slikanja, ki omo-
gocCa natan¢no spremljanje dinamike proteinov v Zivih

celicah, je bila objavljena v nedavni Studiji. V njej je bil
predstavljen inovativen primer sistema endogenega
oznadevanja usmerjenega z nanotelesi, imenovan ALFA
(angl. ALFA Nb-guided endogenous labeling; ANGEL).
Pri tem pristopu se v genom s pomocjo gru¢ enako-
merno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev s
CRISPR povezanim proteinom 9 (angl. clustered regu-
larly interspaced short palindromic repeats-CRISPR-as-
sociated protein 9; CRISPR-cas9) vstavi majhna pep-
tidna oznaka ALFA (ALFA-tag), ki jo specificno prepozna
fluorescentno oznaceno nanotelo. Fluorescentni signal
je prisoten le, kadar je ALFA-tag uspesSno vgrajen, saj
se nanotelo v odsotnosti tarCe razgradi. To omogoca
hitro prepoznavanije in izbor pravilno oznacenih celic ter
natanc¢no spremljanje proteinov v njihovem naravnem
celicnem okolju. S tem je mogoce z enim samim nano-
telesom specificno zaznati in spremljati endogene pro-
teine, kar bistveno poveca uporabnost nanoteles v razi-
skavah in diagnostiki (25).
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UPORABA NANOTELES PRI
ZDRAVLJENJU

5.1 NANOTELESA PROTI RAKU

Poleg uporabe nanoteles pri diagnosticnem slikanju, razi-
skujejo moznost njinove uporabe tudi pri zdravljenju, pred-
vsem v predklini¢nih modelih in Klininih raziskavah. Razvili
so trispecificna nanotelesa tipa TriKe, ki aktivirajo naravne
celice ubijalke in ciliajo receptor CLEC12a, znacilen za akutno
mieloi¢no levkemijo. Pokazali so ozdravitev akutne mieloicne
levkemije in vivo z minimalnimi stranskimi imunskimi ucinki,
vendar se tovrstni terapevtski pristopi trenutno Se ne upo-
rabljajo v rutinski klinicni praksi (26). Na podroc¢ju TriKe je
prvo kliniéno preskusanje faze 1/2 zaustavijeno (27), medtem
ko drugo preskuSanje faze 1/2 Se pridobiva bolnike (28).
Obstaja Se veliko drugih multiparatopskih nanoteles, ki jih
raziskujejo in so v Klini¢nih preskuSanjih (18).

Veliko se raziskuje tudi terapija na osnovi himernih anti-
genskih receptorjev T-celic (angl. chimeric antigen receptor
T-cells; CAR-T), pri kateri se v T-celice vnese genski zapis

za himerni receptor, kjer nanotelo nadomesca klasi¢ni eno-
verizni variabilni fragment (scFv) kot antigen vezavna do-
mena. Trenutno so terapije CAR-T, ki uporabljajo nanote-
lesa kot vezavno domeno, Se v fazi klinicnih preskusan;
(29-31). Kljub temu predstavljajo nanotelesa obetavno al-
ternativo, saj jih je v primerjavi z monoklonskimi protitelesi
laZje genetsko spreminjati in proizvajati v razli¢nih celi¢nih
sistemih (18).

Poleg terapije CAR-T razvijajo konjugate protitelo-zdravilo,
pri katerih je monoklonsko protitelo povezano s citotoksi-
¢no ucinkovino, delovanje pa je usmerjeno proti tarénim
celicam. V novejsih pristopih monoklonska protitelesa na-
domescajo nanotelesa, kar tvori konjugat nanotelo-zdravilo.
Zaradi svoje manjSe velikosti imajo konjugati nanotelo-
zdravilo potencial za lazji prehod skozi krvno-mozgansko
pregrado ter za ucCinkovitejSe prodiranje v Cvrste tumorie,
kar je bilo Ze pokazano pri tar¢i HER-2 (32).

5.2 NANOTELESA PROTI
AVTOIMUNSKIM BOLEZNIM

LLuskavica je kroni¢na vnetna avtoimunska bolezen, za ka-
tero je znacilno nenadzorovano razmnozevanije keratinoci-

[ Elektroda

ﬁ Plast nanotelesa

[ Raztopina analita ]

Polprevodnik

Dielektri¢ni substrat

[ Izvor Odtok ]
[ )

mmwmi

Legenda
] Goveji serumski
albumin (BSA)
Monosloj heksanditiola
Nanotelo
’ / Tarca

Slika 4: Shematski prikaz biosenzorja: Biosenzor je sestavijen iz polimernega polprevodnika, elektrode in plasti imobiliziranih nanoteles, ki
delujejo kot bioreceptorji. Analit je prisoten v raztopini nad senzorsko povrsino. Vezava tar¢e povzroCi spremembo elektricnega potenciala na
elektrodi, ki se zazna v obliki elektricnega toka preko polprevodnika. Povzeto po (22). Slika je narejena s pomodjo programa Biorender:

https.//BioRender.com/nvscuub.

Figure 4: The biosensor consists of a polymer semiconductor, an electrode, and a layer of immobilized nanobodies that function as
bioreceptors. The analyte is present in a solution above the sensor surface. Target binding induces a change in the electrical potential at the
electrode, which is detected as a change in electrical current through the semiconductor. Adapted from (22). Created in Biorender:

https.//BioRender.com/nvscuub.
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tov ter prekomerna aktivacija osi Th17/interlevkin 17 (IL-17),
v kateri imata IL-17A in IL-17F osrednjo viogo (33). Nano-
telesa se lahko uporabijo za ciljanje razli¢nih signalnih poti,
med drugim imunskih signalnih poti. Sonelokimab je na-
notelo, ki deluje proti IL17A, IL17F in CloveSkim serumskim
albuminom ter je uspesno prestalo fazo llb klini¢nih pre-
skuanj za zdravljenje luskavice, pri Cemer je pokazalo
76% odziv v primerjavi s skupino s placebom (33, 34).
Trenutno poteka kliniéno preskusanje faze tri s soneloki-
mabom za zdravljenje hude oblike kroni¢ne vnetne kozne
bolezni hidradenitis suppurativa, ki prizadane lasne meSicke
(85). Poleg tega razvijajo druga nanotelesa, ki bi lahko
zdravila druge avtoimunske bolezni (18). Raziskovalci so
uspesno razvili nanotelo, usmerjeno proti IL23 in pokazali
njegovo nevtralizacijsko aktivnost (36). To nanotelo bi lahko
uporabili pri boleznih, kjer ima pomembno viogo IL23, kot
so revmatoidni artritis, Crohnova bolezen in psoriaza (37).
Podobno razvijajo nanotelesa, ki ciljgjo oznaCevalce na
monocitih in granulocitih (38). Poleg tega raziskujejo upo-
rabo nanoteles na osnovi tehnologije MRNA. V tem pri-
stopu lipidni nanodelci vsebujejo mMRNA, ki kodira zapis za
nanotelo proti citokinu, timusni stromalni limfopoetin (angl.
thymic stromal lymphopoietin; TSLP), skupaj s sinteticnim
glukokortikoidom budezonidom, kar predstavlja poten-
cialno terapijo za astmo, odporno na klasi¢no zdravljenje.

V misjih modelih je ta terapija pokazala zmanjSano bron-
hialno hiperodzivnost in vnetje v dihalnih poteh (39).

5.3 NANOTELESA PROTI INFEKCIJSKIM
BOLEZNIM

Trenutno je zdravljenje virusnih obolenj zelo omejeno v
primerjavi z zdravljenjem bakterijskih okuzb. Zato razisku-
jejo razlicne eksperimentalne nacine zdravljenja, med dru-
gim uporabo protiteles in nanoteles. Specificna nanotelesa
so razvili proti respiratornemu sincicijskemu virusu (RSV),
virusu SARS-CoV-2, citomegalovirusu, virusu Cloveske
imunske pomanjkljivosti (HIV), virusu herpes simplex (HSV)
ter virusu influence A (40). V drugi fazi klinicnih preskusanj
so bila zakljuCena preskuSanja uporabe nanoteles za
zdravljenje okuzb z RSV, Campylobacter in rotavirusu (40).
Bakterije postajajo vse bolj odporne na antibiotike, zato
potekajo raziskave tudi v tej smeri, saj je neucCinkovitost
nekaterih antibiotikov postala velik zdravstveni problem
(18). Razvili so specificno nanotelo proti toksinu Siga in
intiminu E. coli Shiga, ki sinergisti¢no inhibira gastroente-
ritis z inhibicijo tako virulence kot adhezije (41). Razvili so
tudi zunajcelicne vezikle rdecih krvnih celic, ki izrazajo
nanotelo proti nevrotoksinu A in kazejo nevtralizacijsko
aktivnost in vivo ter zagotavljajo zascCito proti 10.000x

Stevilo klini¢nih presku$anj o nanotelesih
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Slika 5: Graf prikazuje Stevilo klinicnih preskusanj z nanotelesi v obdobju od 2006-2025, ki so razvrs¢ene glede na leto zacetka preskusanja.
V analizo so bila vklju¢ena vsa registrirana preskusanja (zakljucena, aktivna in nacrtovana) (50).

Figure 5: The graph shows the number of clinical studies on nanobodies in the period from 2006 to 2025, classified according to the year
when the study began. All registered studies (completed, active, and recruiting) were included in the analysis (50).
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smrtni dozi nevrotoksina A iz bakterije Clostridium botu-
linum (42). Raziskovali so tudi uporabo nanotelesa kot
diagnosti¢nega sredstva pri zaznavi stafilokoknega ente-
rotoksina B (SEB), kjer so nanotelo konjugirali s SpyTag,
tak konstrukt je lahko zaznal SEB z veliko analizno ob-
Sutljivostjo (43).

5.4 NANOTELESA PROTI TOKSINOM IN
STRUPOM

Nanotelesa kazejo potencial pri nevtralizaciji strupov kac
in Skorpijonov. Razvili so ve¢ razli¢nih nanoteles, ki nevtra-
lizirajo toksine Skorpijona Androctonus australis hector
(Aah) ter kacje toksine a-kobratoksina kace Naja kouthia,
kot tudi razlicna nanotelesa proti strupu kace Bothrops
atrox (4). Nedavno so Ahmadi in sod. razvili rekombinantni
protistrup na osnovi oligoklonalne meSanice nanoteles, ki
omogoc¢a Sirokospektralno nevtralizacijo strupov kober,
mamb in rinkhalsov. Protistrup se je izkazal za u€inkovitej-
Sega od trenutno uporabljenih protistrupov iz plazme (44).
Vsi opisani pristopi so bili do sedaj preucevani predvsem v
predklinicnih modelih in Se niso del standardnega zdra-
vljenja zastrupitev pri ljudeh.

5.5 NANOTELESA, ODOBRENA ZA
ZDRAVLJENJE

Prvo nanotelo, ki ga je leta 2018 odobrila Evropska agencija
za zdravila (EMA), je bil kaplacizumab. To je bivalentno
nanotelo proti von Willebrandovemu faktorju, ki se uporablja
za zdravljenje pridobliene tromboti¢ne trombocitopenicne
purpure (angl. thrombotic thrombocytopenic purpura; TTP).
Do leta 2024 so bila s strani regulatornih agencij odobrena
Stiri nanotelesa (6). Po uspehu kaplacizumaba je bil
leta 2022 na Japonskem odobren ozoralizumab za zdra-
vljenje revmatoidnega artritisa. Ozoralizumab je trivalentno
nanotelo, sestavljeno iz dveh humaniziranih nanoteles proti
dejavniku tumorske nekroze alfa (TNF-q) in enega nanote-
lesa proti SloveSkemu serumskemu albuminu (45). V istem
letu je bilo na Kitajskem odobreno nanotelo envafolimab,
usmerjeno proti ligandu receptorja programirane celicne
smrti 1, ki se uporablja za zdravijenje razlicnih Cvrstih tu-
morjev in kroni¢nega hepatitisa B, v ZDA tudi za sarkome
mehkih tkiv in raka Zol¢evodov. Envafolimab je sestavljen
iz nanotelesa proti receptorju programirane celi¢ne smrti
1, ki je z linkerjem povezan z regijo Fc IgG1 (46). Vsa tri
omenjena nanotelesa se aplicirajo subkutano, kar omogo-
¢ajo lastnosti nanoteles, kot so majhna velikost in boljSe

prehajanje v tkiva (47). Poleg njih je bilo leta 2022 odobren
kiltakabtagen avtolevcel, zdravilo za napredno zdravljenje
na osnovi celic CAR-T, ki temelji na nanotelesu proti anti-
genu B-celi¢nega dozorevanja (angl. B-cell maturation an-
tigen; BCMA) in se uporablja za zdravljenje ponovnega ali
refraktarnega multiplega mieloma (48).

Za ze odobrena nanotelesa trenutno poteka vec¢ klini¢nih
preskusanj v fazah 1-3 (49). Kot prikazuje slika 5, se je Stevilo
klinicnih preskusanj z nanotelesi zacelo bistveno povecevati
po letu 2018 z vrhom leta 2022, ko je bilo registriranih ve¢
kot 42 novih preskusanj. Po tem vrhu se je Stevilo novih pre-
skuSanj nekoliko zmanjSalo, kar je verjetno posledica zasi-
Cenosti doloCenih terapevtskih podrocij in Casovnih zamikov
pri registracijah. Kljub temu Stevilo novih Klinicnih preskusan;
ostaja bistveno visje kot pred letom 2018, kar potrjuje, da
nanotelesa postajajo vse pomembnejse ucinkovine (50).

SKLEP

Nanotelesa pridobivajo vse vecjo viogo v medicini, saj za-
radi majhne velikosti, visoke specificnosti in uc¢inkovitega
prehajanja v tkiva, predstavijajo obetavno alternativo mono-
klonskim protitelesom. Stevilo kliniénih preskusanj naraséa,
predvsem za diagnosticno slikanje s PET/CT ter za zdra-
vlienje raka, avtoimunskih in infekcijskih bolezni. S strani
regulatornih organov odobrena nanotelesa, kot so kapla-
cizumab, ozoralizumab in envafolimab, se uporabljajo kot
subkutane injekcije, saj ucinkoviteje prodirajo v tkiva. Zdra-
vilo za napredno zdravljenje na osnovi celic CAR-T, ki
temelji na nanotelesu, kiltakabtagen avtolevcel, pa se apli-
cira intravenozno. Nanotelesa dopolnjujejo obstojece te-
rapije in omogocajo razvoj bolj personaliziranih pristopov,
kar se odraza v naraSCajocem Stevilu Klini¢nih preskusanj,
ki kazejo na njihov velik potencial in vse vecji interes v aka-
demskem ter industrijskem prostoru.
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Delo je rezultat sodelovanja avtorjev v sklopu programa
P1-0390, financiran s strani ARIS. Financer ni imel vioge

Farm Vestn 2026; 77

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI




NANOTELESA: ALTERNATIVA KLASICNIM MONOKLONSKIM PROTITELESOM

pri zasnovi preskusanija, zbiranju in analizi podatkov, odlo-
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POVZETEK

Fiksni medikamentozni eksantem je preobcutljivo-
stna reakcija tipa IV, ki se kaze kot rdece lise ali
plaki. Incidenca predstavija 2-3 % vseh nezelenih
ucinkov zdravil na koZzi. Najpogosteje se pojavija pri
odraslih okoli 30. leta starosti, sprozijo pa ga pred-
vsem antibiotiki, nesteroidni antirevmatiki in para-
cetamol. Opisan je primer 55-letnega moskega s
sladkorno boleznijo, ki je po okuZbi s covidom-19
prejel zdravljenje z nirmatrelviriem in ritonavirjem.
Dvanajst dni po zaCetku zdravljenja se je v dimljah
pojavil eritem. HistopatoloSki izvid je pokazal vnetni
dermatitis in povnetno hiperpigmentacijo. Po zdrav-
lienju z lokalnim kortikosteroidom je izpuScCaj izzve-
nel, hiperpigmentacija pa je ostala. Med pogoste
nezelene ucinke kombinacije nirmatrelvir/ritonavir
sodijo disgevzija (spremenjen okus), driska, glavobol
in bruhanje, medtem ko so kozne reakcije redkejse.
Pri bolnikih z Ze dokumentiranim fiksnim medika-
mentoznim eksantemom je potrebno dosledno izo-
gibanje ponovni izpostavitvi povzrocitelju, saj lahko
to vodi v ponovitev reakcije z moznostjo tezjega
poteka.

KLJUCNE BESEDE:
covid-19, fiksni medikamentozni eksantem, nirma-
trelvir/ritonavir, preobcutljivost

ABSTRACT

Fixed drug eruption is a type IV hypersensitivity re-
action that presents as red macules or plaques. It
accounts for 2-3% of all cutaneous adverse drug
reactions and most commonly occurs in adults
around the age of 30. It is mainly triggered by an-
tibiotics, nonsteroidal anti-inflammatory drugs, and
paracetamol. A case of a 55-year-old man with di-
abetes and covid-19, who was treated with nirma-
trelvir/ritonavir is described. An erythematous lesion
appeared in the groin twelve days after the start of
treatment. Histopathological examination revealed
inflammatory dermatitis and post-inflammatory hy-
perpigmentation. After topical corticosteroid ther-
apy, the rash regressed, although hyperpigmenta-
tion remained. Common adverse effects of
nirmatrelvir/ritonavir include dysgeusia, diarrhoea,
headache, and vomiting, while cutaneous reactions
are less frequently reported. In patients with docu-
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mented fixed drug eruption, re-exposure to the
causative agent should be strictly avoided due to
the risk of recurrence and potentially more severe
reactions.

KEY WORDS:
covid-19, fixed drug eruption, hypersensitivity, nir-
matrelvir/ritonavir

uvoD

Fiksni medikamentozni eksantem (FME) je preobcutljivo-
stna reakcija tipa IV (po Coombsu in Gellu), ki je pogosta
v Klini¢ni praksi. Obi¢ajno se kaze kot ena ali ve€ dobro
omejenih eritematoznih makul ali plakov, ki se ob ponovni
izpostavljenosti povzroditelju ponovijo (1). Incidenca FME
v Zdruzenih drzavah Amerike in Zdruzenem kraljestvu
znasa 2-3 % vseh bolnikov s koznimi nezelenimi ucinki
zdravil (2). Stevilo diagnosticiranih primerov FME se stalno
povecCuje, deloma zaradi vecje ozavescenosti zdravnikov
in poveCane uporabe zdravil. FME se pojavija pri obeh
spolih in v vseh starostnih skupinah, ve€inoma v starostnem
razponu od 20 do 40 let. Najpogosteje se pojavi po anti-
biotikih, Se posebej fluorokinolonih (3), nesteroidnih anti-
revmatikih (4) in paracetamolu (5). Zunaniji dejavniki so edini
znani vzrok za FME; doslej ni bilo opisano, da bi se pojavil
spontano ali po okuzbi. Lahko se pojavi kjerkoli na kozi
in/ali sluznici, vklju¢no z ustno votlino in genitalijami. FME
se obiCajno pojavi 48 do 72 ur po izpostavljenosti antigenu,

KLJUCNI POUDARKI

e Fiksni medikamentozni eksantem (FME) je pre-
obdutljivostna reakcija tipa IV, ki predstavija 2-3 %
koznih nezelenih ucinkov zdravil; najpogosteje ga
sprozijo antibiotiki, nesteroidni antirevmatiki in parac-
etamol.

e Opisan je prvi primer FME po zdraviienju s kombi-
nacijo nirmatrelvir/ritonavir, kjer je lezija nastopila
12 dni po terapiji; histologija je potrdila vnetni der-
matitis s povnetno hiperpigmentacijo.

e PravoCasno prepoznavanje FME je klju¢no, saj
ponovna izpostavitev povzroCi ponovitev in lahko
privede do tezjih oblik.

lahko pa tudi po vec tednih (6). Kozne spremembe lahko
po prenehanju jemanja zdravila izzvenijo, vendar obi¢ajno
ostane dolgotrajna ali celo trajna hiperpigmentacija (7, 8).
Zaradi znacilne klini¢ne slike je mozna ze Klini€na diagnoza,
ki jo naceloma potrdimo tudi histopatolosko. Zdravljenje
lokaliziranega FME vkljuCuje ukinitev vzro¢nega zdravila,
lokalne kortikosteroide in lajSanje simptomov, med katerimi
sta najpogostejSa srbenje in peko¢ obcutek na obolelem
mestu.

PRIKAZ PRIMERA

55-letni moski s prekomerno telesno maso (ITM 28) in
sladkorno boleznijo tipa 2 na dieti je zbolel z vro¢ino in
splosnim slabim pocutjem. Razen sladkorne bolezni ni
imel drugih bolezni, ki bi lahko pomembneje zmanjSale
imunski odziv. Kljub temu so se simptomi okuzbe po-
slabsali, opravljen je bil hitri antigenski test, ki je bil pozi-
tiven na covid-19. Bolnik je zaCel zdravljenje z nirmatrel-
viriem 300 mg in ritonavirjem 100 mg dvakrat na dan pet
dni. Zdravilni uc¢inkovini sodita med zaviralce proteaz za
sistemsko zdravlienje virusnih infekcij. Ze po prvem dnevu
jemanja nirmatrelvirja/ritonavirja se je pocutil bolje. Dva-
najst dni po zaCetku zdravljenja, tj. en teden po preneha-
nju, je v desnih dimljah opazil obrocasto roznato rdecino.
Ker je klini¢na slika spominjala na zgodnjo fazo lajmske
borelioze, je zacel zdravljenje z azitromicinom, 1000 mg
prvi dan, nato pet dni 500 mg na dan. Kljub temu se je
rdecina razsirila na 15 cm v premeru in postala temnejSa
(slika 1).

Kot diferencialna diagnoza je bila mozna glivicna okuzba,
zato je bilo predpisano lokalno zdravljenje s terbinafinom
za 14 dni, vendar ni bilo u¢inkovito. Kompletna krvna slika
in C-reaktivni protein sta bila znotraj referenénih vrednosti,
znakov sistemske prizadetosti ni bilo. Opravljen je bil der-
matoloski pregled in postavljen sum na FME. Pri bolniku je
bil odvzet vzorec koze za histopatolosSki pregled, ki je po-
kazal intenziven vmesni dermatitis s posameznimi apop-
totiCnimi keratinociti v epidermisu, redkimi eozinofilnimi
granulociti v vnetnem infiltratu ter spremljajo€o povnetno
hiperpigmentacijo. Te spremembe so bile skladne s klinicno
diagnozo FME. Predpisano je bilo lokalno kortikosteroidno
mazilo z betametazonom dvakrat na dan. Po zdravljenju
je izpuscaj v nekaj mesecih zacel bledeti, hiperpigmentacije
pa so Se vedno prisotne.
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Slika 1: Fiksni medikamentozni eksantem v dimljah (vir: osebni arhiv
avtorja).

Figure 1: Fixed drug eruption in groin (source: personal author
archive).

RAZPRAVA

Pandemija covid-19, ki jo je povzrocil koronavirus SARS-
CoV-2, se je zacela z izbruhom na Kitajskem decembra
2019. Kmalu se je razsirila na druga obmocdja Azije in nato
po vsem svetu. Svetovna zdravstvena organizacija (WHO)
je 11. marca 2020 izbruh razglasila za pandemijo. Posle-
dice covida-19, zlasti za ljudi z doloCenimi zdravstvenimi
staniji, kot je sladkorna bolezen, so lahko hude, vklju¢no s
smrtjo. V takih primerih je priporo¢eno zdravljenje z nir-
matrelvirjem in ritonavirjem. PriporoCeni odmerek je
300 mg nirmatrelvirja (dve tableti po 150 mg) in 100 mg
ritonavirja (ena tableta po 100 mg), ki ju je treba vzeti sku-
paj peroralno vsakih 12 ur v obdobju pet dni. Zdravilo je
treba uporabiti ¢im prej po postavitvi diagnoze covida-19
in najkasneje v petih dneh po pojavu simptomov. Pripo-
roCljivo je, da bolnik zakljuCi celoten 5-dnevni cikel zdra-
vljenja, tudi e po zacetku zdravljenja s tem zdravilom po-
trebuje hospitalizacijo zaradi hude ali kriticne oblike
covida-19. Do oddaje tega Clanka so bili kot najpogostejsi
nezeleni ucinki, o katerih so poroc¢ali med zdravljenjem z
nirmatrelvirjem/ritonavirjiem, spremenjen okus (4,6 %), dri-

ska (3,0 %), glavobol (1,2 %) in bruhanje (1,2 %). Kozni
izpusc€aj je naveden kot obcasen (0,1-1 %), toksi¢na epi-
dermalna nekroliza, Stevens-Johnsonov sindrom in pruri-
tus pa kot redki (0,01-0,1 %) nezeleni ucinki (9).

Klini¢na diagnoza FME ostaja zlati standard, vendar lahko
nekatere diagnosticne metode, npr. epikutano testiranje,
pomagajo pri identifikaciji vzroénega zdravila, zlasti pri so-
Casni uvedbi ve€ zdravil. Testiranje se priporoCa najmanj
4-6 tednov po akutni reakciji zaradi tveganja lazno pozi-
tivnih oziroma negativnih izidov in sprozitve sistemskih
reakcij. Med drzavami in klini¢nimi praksami obstajajo po-
membne razlike glede dostopnosti, metodologije in indi-
kacij za testiranje, pri ¢emer je testiranje z oblizem na me-
stu predhodne lezije pozitivno v do 40 % primerov (10).
Redkeje se odlo¢amo za ekspozicijske teste. Ponovni iz-
postavitvi zdravilu, ki je sprozilo FME, se je treba izogibati,
saj lahko pride do ponovitve, povezane s povecanim vnet-
jem, hiperpigmentacijo in tveganjem za potencialno smrto-
nosen generaliziran bulozni FME, ki je lahko podoben Ste-
vens-Johnsonovemu sindromu ali toksi¢ni epidermalni
nekrolizi (11). Primarni pristop in zdravljenje vseh vrst FME
je zato identifikacija in odstranitev povzroditelja, kar se
lahko doseze s temeljito anamnezo prejemanja zdravil, iz-
postavljenosti drugim kemicnim snovem ter morebitnimi
predhodnimi epizodami.

SKLEP

Ta prikaz primera je prvi FME po nirmatrelvirju/ritonavirju,
opisan v znanstveni literaturi. Trenutno je Stevilo primerov
s covidom-19 relativno nizko, vendar ne moremo izkljuciti
moznosti pojava novih variant. Virus bo Se naprej kroZil,
zlasti v hladnejSih mesecih. Ceplienje proti covidu-19 se
trenutno izvaja v manjSem obsegu, imunost po prejSnjin
ceplienjih pa je kratkotrajna. Zaradi velikega Stevila ljudi, ki
so skepticni ali celo nasprotujejo ceplienju, bo zdravijenje
z nirmatrelvirjiem/ritonavirjem tudi v prihodnje smiselno v
primeru hujSega poteka bolezni, zlasti pri starejSih, preko-
merno tezkih in imunsko oslabljienih bolnikih. Opisan primer
kaze, da je FME premalo poznan med druzinskimi zdravniki,
ki se ob taki klini¢ni sliki odlo¢ajo za predpis antibiotika
in/ali antimikotika. Zato je potrebno izobrazevanje zdravni-
kov in farmacevtov, da hitreje in lazje prepoznajo mozne
nezelene ucinke zdravil, s Cimer se izognemo morebitnim
nevarnim zapletom.
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ACTIVITIES
FROM THE SOCIETY

FEVROPSKA NOC RAZISKOVALCEV 2025

NA FAKULTETI ZA FARMACIJO

Alenka Zvonar Pobirk

Evropska noc raziskovalcev je vseevropski javni dogodek,
ki na zabaven in navdihujo¢ nacin SirSi javnosti predstavija
raznolikost znanosti in njen vpliv na vsakdanje Zivlienje
vseh nas. Z vsakoletno izvedbo Evropske noci raziskoval-
cev na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za farmacijo (UL FFA)
zelimo v skladu z vizijo projekta in UL FFA priblizati razi-
skovalce in njihovo raziskovalno delo javnosti ter povecati
zanimanje mladih za znanstvene in raziskovalne poklice.

Zadniji petek v septembru 2025 je Evropska no¢ razisko-
valcev soCasno potekala v 23 drzavah. Deset ¢lanic Uni-

verze v Ljubljani, Pedagoski in&titut in ZRC SAZU so tudi
tokrat zdruzili moci v okviru projekta »Humanistika, to si
til«, ki ga koordinira Filozofska fakulteta. Projekt je v letih
2024-2025 v ospredje postavil eno najbolj aktualnih tem
sodobnega ¢asa — umetno inteligenco (Ul).

Na UL FFA smo Evropsko no¢ raziskovalcev 2025 odprli z
obiskom u¢encev Osnovne Sole Poljane, v popoldanskih
urah pa smo gostili okoli 110 otrok s spremljevalci in druge
vedozeline obiskovalce, ki so do poznega vecera imeli
moznost obiska naSih laboratorijev. Za okoli 200 udele-

Laboratorij v virtualni resni¢nosti.

Kaksna reakcija poteka v ¢asi?
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Kaj se dogaja z zdravilom, ko ga zauZzijemo?

zencev aktivnosti je poskrbela ze dodobra uigrana ekipa
40 zaposlenih in Studentov, ki je za obiskovalce skupno
pripravila 14 raznolikih aktivnosti s podrocij farmacije, la-
boratorijske biomedicine in kozmetologije. Skozi slednje
so udeleZzenci spoznavali znanstveno delo raziskovalk in
raziskovalcev ter izvedeli, kako lahko Ul in navidezna res-
ni¢nost (VR) vplivata na razvoj in izdelavo (novih) zdravil ter
kaj se s slednjimi zgodi v nagem telesu. Stevilni so s po-
mocjo VR-ocal vstopili v virtualni laboratorij za raziskovalce
prihodnosti in v ¢lovesko telo. Nadalje so lahko preizkusili,
kako nam Ul pomaga pri prepoznavanju (zdravilnih) rastlin
ter s pomocjo Ul izbrali svojim potrebam prilagojen koz-
meticni izdelek, nakar so enega tudi sami izdelali. Obisko-
valci so se poigrali z naCrtovanjem in 3D-tiskanjem objektov,
generiranih z Ul, in spoznavali, kako nam bioinformati¢na
orodja pomagajo pri razvozlavanju skrivnosti molekule zi-
vlienja — DNA (slednjo so udelezenci tudi sami izolirali iz
banan). Izvedli so lahko testiranje za krvno skupino in ce-
liakijo, najmlajsi pa so z velikim veseliem izdelali slonckovo
zobno pasto ter pokukali v svet kresnick. NajpogumnejSi
S0 se udelezili delavnice »Podpora zdravstvenemu sistemu
z uporabo umetne inteligence: Chatboti in testi na mestu
oskrbe v akciji«. Skupaj s strokovnjaki so spoznali racu-
nalniske pristope v toksikologiji kot alternativo testiranju
na zivalih in raziskovali prihodnosti lekarnistva. Iskali so
odgovor na vpraSanje, ali bomo v prihodnosti (Se) Sli po
nasvet k lekarniSkemu farmacevtu ali k UI?

Vse delavnice, ki jih v okviru tega projekta izvajamo na UL
FFA, prilagodimo razli€nemu predznanju in starosti obi-
skovalcev. Se zlasti pa Zelimo znanost in raziskovalno delo
priblizati najmlajsim, ki se Sele spoznavajo s celotnim spek-
trom poklicev in moznostmi, ki jih slednji ponujajo. Z obi-

skom 3 osnovnih ol in sprejemom 1 razreda osnovnosol-
cev na UL FFA smo v okviru projekta tako ze med letom
priblizali podrogje naravoslovja in farmacije okoli 180 os-
novnoSolcem. Aktivnosti NocCi raziskovalcev smo izvedli
tudi z 8 skupinami vrt€evskih otrok. Skupaj s partneriji pro-
jekta smo 26. septembra 2025 raznolike aktivnosti izvajali
Se na stojnici v Centru Rog, kjer je glavno dogajanje Ev-
ropske noci raziskovalcev potekalo v organizaciji Znan-
stvenoraziskovalnega instituta Filozofske fakultete (ve¢ in-
formacij na voljo na:
https://www.ffa.uni-|j.si/obvestila-in-informacije/obvestila/ev-
ropska-noc-raziskovalcev-humanistika-to-si-ti! ).

Skozi vse delavnice se je ponovno potrdila velika interdis-
ciplinarnost znanj, ki jih pokriva UL FFA, veliko zanimanje
javnosti pa potrjuje, da so tovrstni dogodki iziemnega po-
mena tudi za farmacevtsko stroko in predstavijajo drago-
ceno priloznost seznanitve SirSe javnosti z nasim delom in
njihovim vplivom na vsakdanje Ziviienje. Clani ekipe Evrop-
ske nodi raziskovalcev 2025 ocenjujemo, da je slednja po-
novno odli¢no uspela, in upamo, da se na UL FFA sreCamo
tudi na nasledniji, ki bo potekala na zadnji petek v septem-
bru 2026!

Zabavno spoznavanje farmacevtske stroke.
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éTUQENTSKA SEKCIJA SLOVENSKEGA FARMACEVTSKEGA
DRUSTVA V FEBRUARJU IZDALA 100. STEVILKO GLASILA SPATULA

Pia Planingek in Eva Selih

Februarja 2026 je izsla 100. Stevilka Spatule. To je glasilo
Studentske sekcije Slovenskega farmacevtskega drustva,
ki redno izhaja Ze od leta 1997. Ceprav so $tudenti farma-
cije glasila ustvarjali ze pred Spatulo, nobeno od njih ni iz-
hajalo tako dolgo kot Spatula. Ob koncu devetdesetih let
je prof. dr. Mitja Kos, takrat Student in predstavnik za stike
pri Mednarodni zvezi Studentov farmacije (IPSF), predlagal,
da sekcija zacne izdajati svoje glasilo. Prvi uredniski odbor
ga je poimenoval Spatula ter se domislil znamenitega
stavka: »Bolje spatula v Zepu kot terilnica na glavi.«

V 100. Steviki smo se ozrli nazaj in temeljito prebrskali
zgodovino Spatule. Ze v prvi rubriki smo predstavili zgo-
dovino Drustva Studentov farmacije Slovenije s poudarkom
na razvoju tiskanih publikacij, ki (ne)redno izhajajo ze skora;
50 let. V tokratni Stevilki lahko preberete Stiri strokovne
Clanke ter &tiri ¢lanke znotraj manjsih rubrik, imenovanih
koticki (farmacevtski koticek, koticek industrijske farmacije,
kotiCek laboratorijske medicine in kozmetoloski koticek).
Ob pripravi jubilejne Stevilke je uredniStvo Zelelo raziskati
tudi zacetke glasila. Odlocili smo se, da gremo neposredno
do viraideje. V rubriki »Na pogovoru« tako lahko preberete
intervju s ¢lanicami prvega uredniSkega odbora Spatule. V
pogovoru so nam izr. prof. dr. NataSa Karas Kuzelicki, dr.
Irena Prodan Zitnik (¢lanici urednigkega odbora) in mag.
Petra Solar BavdaZ (glavna urednica) zaupale, kako so se
lotile pisanja prvih Stevilk, kako so zbirale prispevke ter od
kod so Crpale ideje za posamezne rubrike. Povedale so,
da Se vedno spremljajo Spatulo, da so ponosne in vesele,
da glasilo Se danes izhaja, ter da so zadovoljne, ker so jo
danasniji ustvarjalci vsebinsko in kakovostno Se nadgradili.
Kot Studentska sekcija smo Zeleli prisluhniti tudi pogledu
predsednika Slovenskega farmacevtskega drustva (SFD),
prof. dr. Marka Anderluha. Njegovo mnenje 0 naSem glasilu
je potrdilo nasa prizadevanja, s katerimi Zelimo, da je Spa-
tula z vsako izdajo boljSa. Veseli smo, da lahko ustvarjamo
glasilo, ki odraza viogo nase sekcije znotraj Slovenskega
farmacevtskega drustva.

Interviujem sledi Se vrsta krajsih rubrik, med katerimi je
treba posebej izpostaviti nas slavni horoskop. To je rubrika,
ki je bila nepogresljiv del prvih sedemnajstih izdaj, v kateri
farmacevtom usodo napovedujejo laboratorijski pripo-
modki. Ker je od zadnje razliCice minilo ze 25 let, smo la-

boratorijsko opremo nekoliko posodobili, zato nam danes
poleg terilnic in grelnikov prerokujejo tudi analitske naprave,
kot sta sistem za tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti
(HPLC) in sistem za jedrsko magnetno resonanco (NMR).
Morda se zdi, da takSna rubrika ne sodi v glasilo Studentov
farmacije, vendar se je tudi nam, tako kot prvemu uredni-
Skemu odboru, zdela odli¢na priloznost, da z njo vklju¢imo
nekaj humorja in prikazemo ustvarjalnost.

V skoraj tridesetih letih se je marsikaj spremenilo. Spatula
je veckrat dobila novo podobo, &lanki so postali tudi stro-
kovno recenzirani, nekatere rubrike so izginile, druge so
nastale na novo. Kljub temu pa Spatula Ze skoraj tri deset-
letja ostaja prostor, Kjer lahko Studenti motivirano raziskuijejo,
piSejo in objavijajo. Vsak, ki je kdaj napisal prispevek za

PATULA

s LY YN ).

www.dsfs.si
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Spatulo, ve, da je v to vioZil veliko dela. Hkrati pa pisanje
lastnega Clanka prinese posebno zadovoljstvo, ki ga je med
Studijem morda tezko dosecCi na drugacen nacin. Navdaja
nas s ponosom, da lahko tudi drugi preberejo tvoje delo, in
daje obcCutek, da napisani stavki ne bodo ostali skriti v da-
totekah na racunalniku ali med kupom seminarskih nalog
pri profesorjih. Ker je glasilo na neki tocki postalo zelo do-
stopna moznost za vse, ki so se zeleli nekoliko bolj stroko-
vno poglobiti v razlicne teme, je leta 2021 izSla posebna
Stevilka Strokovne Spatule, namenjena izklju¢no strokovnim
&lankom. Ze naslednje leto smo kot sekcija zadeli izdajati
Se Placebo, dvakrat slepo recenzirano strokovno revijo, ki
izhaja enkrat letno. Spatula pa ni le prostor za strokovne
prispevke. Studentom omogo&a, da ustvarjajo, razvijajo
ideje in se lotijo tematik, ki jih zanimajo, Cetudi niso nepo-
sredno del Studijskega kurikuluma. Prav tako ponuja pri-
loznost za raziskovanie SirsSih interesov, ustvarjalnosti in ho-
bijev ter spodbuja radovednost tudi zunaj ozjih okvirov
farmacevtske stroke. Prav zaradi tega Spatula ni zgolj stro-
kovna revija, temveC glasilo vseh Studentov farmacije.

Kot Studentska sekcija bi se radi zahvalili sedanjemu in
vsem preteklim uredniskim odborom, ki so s svojo vizijo,

idejami in znanjem skrbeli, da se je Spatula razvijala in
postala raznoliko glasilo, ki zdruzuje strokovno ter nekoliko
bolj sproS¢eno vsebino. Hvala tudi vsem avtoricam in av-
torjem za njihove prispevke, ki jih niso delili le med Studenti
Fakultete za farmacijo, temve¢ tudi s SirSo strokovno in
laicno skupnostjo. Zahvalo namenjamo tudi vsem recen-
zentom in drugim sodelavcem, ki skrbno pregledujejo
strokovne in nestrokovne ¢lanke Studentov. Njihovo znanje,
natanénost in konstruktivni predlogi pomembno prispevajo
h kakovosti ne le posameznih Clankov, temveC celotnega
glasila. Zahvaljuiemo se tudi vsem sogovornicam in so-
govornikom, ki so s svojimi zanimivimi intervjuji bogatili
vsebino Spatule ter podjetjem, organizacijam in posamez-
nikom, ki so skozi leta omogocali njen nastanek — tako s
finanéno podporo kot s sodelovanjem in zaupanjem v
Druétvo Studentov farmacije Slovenije in Studentsko sek-
cijo SFD. Ne nazadnje se zahvaljujemo celotni stroki —
profesorjem, raziskovalcem in vsem, ki jo oblikujete. Prav
vi nas kot Studente navdihujete, nam dajete motivacijo za
znanje ter ideje za teme, o katerih lahko piSemo. Hvala
tudi vsem, ki Spatulo kdaj vzamete v roke in jo prelistate.
Brez vas Spatula danes ne bi bila takSna kot je.
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IN MEMORIAM

pROF. DR. SLAVKO PECAR, MAG. FARM.
(1948-2026)

Marko Anderluh

Konec zivijenja doleti slehernika, smrti ne moremo ubezati.
Redkim pa uspe, da zivijo skozi svojo zapuSEino Se generacije
ali dozivijo nesmrtnost. To ni posledica neCimrnosti posa-
meznika po vzoru Doriana Graya, pac pa refleksija tega,
kako intenzivno se nas dotakne taisti posameznik in kako
globoko poseze v naSo poklicno in zivlienjsko pot. Redke
osebe v nas sprozijo iskrico ali Sume zivijenja tako, kot je to
v Stvarjenju Adama z bozanskim dotikom uprizoril Miche-
langelo. Prof. dr. Slavko Pecar je bil taka oseba. O njem
bom pisal v prvi osebi ednine, saj si Stejem v Cast, da sva
bila veC kot le bezna sodelavca in da sem ga lahko naslavijal
s »li«. Pri Slavku je »ti« pomenil preskok v Se vecjo intimo,
nad katero je bila le druzina, na katero je bil tiho, a vseskozi
vidno zelo ponosen. Za SirSo druzino pa smo se Steli oZji so-
delavci na Katedri za farmacevtsko kemijo in celotni Fakulteti
za farmacijo. Obe omenjeni druzini je imel iziemno rad.
Slavko je bil rojen marca 1948 v Ljubljani. Pot ga je po
opravljeni gimnaziji Bezigrad popeljala na Studij farmacije
na takratnem Odseku za farmacijo Fakultete za naravo-
slovje in tehnologijo (FNT) v Ljubljani, Kjer je junija 1972 di-
plomiral. Leta 1973 se je zaposlil kot asistent za farma-
cevtsko kemijo na Odseku za farmacijo in od teda; je bila
njegova poklicna pot nerazdruzljivo povezana s Studijem
farmacije in farmacevtsko stroko. Poleg pedagoske in ra-
ziskovalne odli¢nosti je bil Slavko odli¢en vodja. V kar treh
obdobijih je bil ¢lan vodstva Odseka za farmacijo in kasneje
Fakultete za farmacijo (FFA), najprej kot namestnik pred-
stojnika v obdobju 1980-1982, nato 1982-1984 predstoj-
nik Oddelka za farmacijo FNT, v obdobju 1995-1999 pa je
postal prvi dekan novo nastale FFA. Ravno v tem obdobju
sem prve korake proti farmacevtski stroki stopal tudi jaz in
sem iz prve roke opazoval gradnjo juznega prizidka, ki je
po vseh zapletih zagledal lu¢ sveta predvsem in ravno za-
radi Slavka. Danes si delovanja Fakultete za farmacijo brez
prizidka praktiéno ne moremo zamisliti, prav tako pa tudi
ne naporov, ki so iz odseka in oddelka peljali do ustanovitve
samostojne fakultete, ki danes sodi med vedje fakultete
Univerze v Ljubljani. Ko je leta 2012 Slavku tedanji rektor
Univerze v Ljubljani, prof. dr. Radovan Stanislav Pejovnik,
podelil naziv zasluzni profesor Univerze v Ljubljani, je ta
naziv dobil novo dimenzijo in dvignil letvico na novo raven,
ki jo bo tezko preseci.

Slavko je bil pronicljiv kot malokdo. Generacije Studentov,
med katere sodim tudi sam, so bile po¢ascene z njegovimi
predavaniji. Med Studenti je vzbujal strahospostovanje, a
ne zaradi morebitnega napornega karakterja ali nepo-
trebne ostrine. Ravno nasprotno, bil je prijeten (so)govor-
nik, s Sarmantno blagohotnim in besedno bogatim iskrivim
nastopom, s katerim je v obcinstvu vzbujal razumevanje
in radovednost. Strahospostovanije je sledilo iz njegove
izjiemne znanstvene in strokovne podkovanosti, ki ji je red-
kokdo, Ce sploh, bil kos. Nehote je postavil mejo razume-
vanja tako visoko, da kaj drugega kot (straho)spostovanje
ni bilo mogoce. Kakor je Slavko omenil v knjigi Sumi Zi-
vlienja, predstavljajo radikalski procesi tisti del kemicnih
procesov Vv celici, ki Se ni dovolj prisoten v nasi zavesti,
Ceprav postajajo ti procesi s staranjem vse izrazitejSi in na
koncu prevladajo. Medtem ko moderna medicina ubira
pot razmisljanja od simptomov bolezni nazaj proti mole-
kularnim dogajanjem, pa je Slavko razmisljal obratno. Ni
iskal bliznjic, pa¢ pa je dognanja o bioloskih procesih iskal
tam, kjer nastajajo. Malo mu je bilo mar, da je bil v tem
pocetju rahlo osamljen in je ubiral drugacno pot. Morebiti
se je ravno zato pocutil domace v tem, za vecino nera-
zumljienem okolju.

V zadnijih letih njegovo telo ni dohajalo njegovega bistrega
duha. Kot bi vedel, da se bliza konec, se je poslavijal tako,
da nam je vsem dal vedeti, kako ponosen je na svojo Ka-
tedro in Fakulteto. Z razlogom nas je imel za svoje. In mi
smo vedeli, da smo njegovi.

Dragi Slavko, pocivaj v zasluzenem miru. PogreSali bomo
bistrost tvojega uma, pogresali bomo tvoje modre nasvete
v trenutkih, ko je tezko videti in delati naprej. Pogresali
bomo tebe!
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Farmacevtski vestnik je periodi¢na znanstvena publika-
cija Slovenskega farmacevtskega drustva, namenjena ob-
javi izvirnih in preglednih znanstvenih ¢lankov, strokovnih
Clankov ter kratkih strokovnih ¢lankov (primerov iz klinicne
prakse) s podrocja farmacije in sorodnih ved. Revija objavija
tudi strokovne prispevke o aktualnih temah, novice iz sveta
farmacije in drustvene vesti. Poslanstvo revije je seznanjanje
strokovne javnosti z najnovejSimi dognanii ter spodbujanje
in ohranjanje slovenske strokovne terminologije.
Strokovne in znanstvene Clanke ter druge prispevke obja-
vliamo v slovenskem jeziku, po dogovoru z uredniStvom
tudi v anglescini. Vsa besedila morajo biti jezikovno in slo-
govno brezhibna. Uporabliena terminologija mora biti ustre-
zna, s posluhom za uveljavljanje strokovnih izrazov v slo-
venskem jeziku. Navajanje zascitenih imen zdravil in drugih
izdelkov ali imen proizvajalcev ni dovolieno, razen Ce je to
klju¢no za razumevanije vsebine Clanka.

Strokovni in znanstveni Clanki so recenzirani. Urednistvo
poslie vsak strokovni in znanstveni Clanek v recenzijo naj-
manj dvema recenzentoma. Med postopkom ugotavljanja
primernosti prispevka za objavo v Farmacevtskem vestniku
zagotavljamo tajnost avtorstva.

SPREJEM PRISPEVKA V UREDNISTVO

Clanke in druge prispevke sprejemamo v urednigki posto-

pek preko spletnega obrazca na spletni strani https://jour-

nals.sfd.si/fv/index. V spletnem obrazcu je zahtevana od-

daja Clanka ali drugega prispevka ter spremni dopis, ki

mora vsebovati:

¢ naslov Clanka ali drugega prispevka,

¢ imena in priimke avtorjev z njihovimi nazivi,

® imena in naslove ustanov, v katerih so avtorji zaposleni,

e navedbo korespondencnega avtorja,

e telefonsko Stevilko in elektronski naslov koresponden-
¢nega avtorja,

e izjavo 0 potencialnem navzkrizju interesov,

e izjavo 0 dostopnosti podatkov (pri izvirnih znanstvenih
¢lankih; ve¢ informacij v nadaljevanjuy),

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

PRVA VERZIJA CLANKA

V prvi verziji strokovnega ali znanstvenega Clanka, ki jo av-
torji poSliejo uredniStvu v recenzijo, avtorji niso navedeni.
Celoten obseg ¢lanka ne sme presegati 25.000 znakov s
presledki, obseg kratkega strokovnega Clanka pa ne
10.000 znakov s presledki, v obeh primerih brez upo-
Stevanje literature. UredniStvo si pridrzuje pravico, da po
strokovni presoji objavi tudi daljSe prispevke.

1 Oblika

¢ Pisava Times New Roman; obojestranska poravnava.
Avtorji naj se izogibajo urejanju in oblikovanju besedila
(razen enostavnih ukazov, kot so krepko (bold), lezeCe
(italics), pod&rtano (underline) itd.).

» Naslov: ne vsebuije Stevilk in okrajSav ter ne presega 90
znakov s presledki.

* Naslov poglavja/podpoglavja: ostevilcen je z zapo-
redno Stevilko brez pike, ne vsebuje okrajSav in ne pre-
sega 90 znakov s presledki. Podpoglavja so zapisana s
Stevilko poglavja, ki ji sledi pika in zaporedna Stevilka
podpoglavija.

2 Vsebina ¢lanka

Clanek mora biti ustrezno strukturiran na poglavja in pod-
poglavja, pri Eemer so priporoceni najvec trije nivoji razde-
litve.

2.1 lzvirni znanstveni ¢lanek:

e povzetek v slovenskem in angleSkem jeziku (vsak po naj-
ved 150 besed);

e kljuCne besede, urejene v abecednem vrstnem redu, v
slovenskem in angleskem jeziku (najveC 5 klju¢nih besed,
locenih z vejico);

e klju¢na sporocila (3 do 5 alingj s klju¢nimi poudarki
¢lanka, celokupno dolgo najve¢ 600 znakov s presledki);

e uvod;

e materiali in metode 0z. metode (Ce materiali niso relevan-
tni); kjer je to potrebno, mora biti v metodah navedeno
ustrezno eti¢no soglasje;

e rezultati;

e razprava (rezultati in razprava so lahko zdruzeni);

e sklep;

e izjave (Ce je relevantno: o potencialnem navzkrizju inte-
resov, virih financiranja);

e zahvala (Ce je relevantno);

e |iteratura.
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2.2 Pregledni znanstveni ¢lanek ali strokovni ¢lanek:

e povzetek v slovenskem in angleskem jeziku (vsak po naj-
ve¢ 150 besed);

e kljuCne besede, urejene v abecednem vrstnem redu, v
slovenskem in angleskem jeziku (najvec 5 klju¢nih besed,
lo¢enih z vejico);

e klju¢na sporocila (3 do 5 alingj s kljuc¢nimi poudarki
Clanka, celokupno dolgo najve¢ 600 znakov s presledki);

e poglavja in podpoglavja, ki si smiselno sledijo;

e sklep;

e izjave (Ce je relevantno: o potencialnem navzkrizju inte-
resov, virih financiranja; prispevku posameznih avtorjev);

e zahvala (Ce je relevantno);

e |iteratura.

2.3 Kratki strokovni ¢lanek — primer iz klini¢ne

prakse:

e povzetek v slovenskem in angleSkem jeziku (vsak po naj-
ved 150 besed);

e kljucne besede, urejene v abecednem vrstnem redu, v
slovenskem in angleskem jeziku (najveC 5 klju¢nih besed,
locenih z vejico);

e klju¢na sporodila (3 do 5 alingj s klju¢nimi poudarki
Clanka, celokupno dolgo najve¢ 600 znakov s presledki);

e kratek uvod v primer (splo$no o bolezni, epidemiologija,
farmakoekonomika);

e prikaz primera (opis pacienta, dosedanje zdravljenje in
pacientov odziv, obvezna anonimizacija vseh osebnih po-
datkov);

e razprava (povzeto po literaturi — opredelitev dokazov, ki
vplivajo na obravnavo pacienta, npr. smernice, raziskave,
obstojeCe klini¢ne prakse itd.);

e ukrepanje s svetovanjem (predstavitev ukrepov in sveto-
vanja oz. vodenja pacienta na podlagi zbranih podatkov);

e sklep (pacientov odziv na predlagane ukrepe in klinicna
uporabnost zbranih podatkov);

e |iteratura.

Poudarek vsebine naj bo na razpravi, ukrepanju in sklepu.

Za objavo klinicnega primera je treba pridobiti soglasje

bolnika oz. skrbnika.

3 Slike in preglednice

Slike in preglednice so vklju¢ene v besedilo ¢lanka oziroma
prispevka. Oznacene so z zaporedno Stevilko in opremljene
s pripadajo¢im besedilom v slovenskem in angleskem je-
ziku, ki je navedeno pod sliko (slika 1) oziroma nad pre-
glednico (preglednica 2). V besedilu slike ali preglednice
S0 navedeni tudi ustrezni literaturni viri razen, kadar je avtor

Clanka oziroma prispevka tudi avtor slike ali preglednice.
Slike, oblikovane s specificnimi programskimi orodii (npr.
Biorender), je treba citirati v skladu z navodili, ki jih zahteva
posamezno programsko orodije.

S

SLOVENSKO FARMACEVTSKO DRUSTVO
SLOVENIAN PHARMACEUTICAL SOCIETY

Slika 1: Logotip Slovenskega farmacevtskega drustva (1).
Figure 1: Logo of the Slovenian Pharmaceutical Society

(1).

Preglednica 1: Stevilo objav v Farmacevtskem vestniku v
letu 2009 (1, 3).

Table 1: Number of publications in the Journal of Phar-
maceutical Society in 2009 (1, 3).

Vrsta objave Stevilo objav

Pregledni ¢lanek X

[zvirni znanstveni ¢lanek X

Slike merijo v Sirino in viSino najve¢ 17 cm. Dimenzijsko se
morajo ¢im bolj priblizati dejanski velikosti v tiskani verziji.
Zazelena velikost besedila na sliki ali grafu je med 8 in 10 pt
pri velikosti 1 : 1. Grafi in slike iz Excela so uvozeni v besedilo
kot »enhanced metafile«. Slike mora avtor poslati skupaj s
koncéno verzijo prispevka tudi neodvisno od besedila pri-
spevka v ustreznem slikovnem zapisu:

e vektorski zapis (preferencno pdf, lahko tudi svg),

e Ce vektorski zapis ni mozen, dovolien tudi bitni zapis (jpg,

png ali tiff) z loCljivostjo najmanj 600 dpi.

4 Poimenovanja in okrajSave

Poimenovanja in okrajSave so navedeni skladno po IUPAC,
IUBMB in HUGO. Avtoriji morajo dosledno in pravilno upo-
rabljati slovensko terminologijo SirSega strokovnega in znan-
stvenega podrocja. Terminologija mora biti skladna s Far-
maceviskim terminoloSkim slovarjem, Formularium
Slovenicum, Slovenskim medicinskim slovarjem in termi-
noloSkim slovarjem Slovenskega biokemijskega drustva.

5 Navajanje literature

Vsaka trditev je podprta z literaturnim virom, zaporedna
Stevilka vira pa je navedena na koncu trditve v oklepaju.
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Ce je virov veg, so Stevilke logene z vejicami in presledki,
na primer (1, 3, 8) ali (1-3, 5). Prispevek vsebuje najve¢ 40
literaturnih virov, ki so navedeni v vrstnem redu, kot se po-
javljajo v besedilu.

Za navajanje literaturnih virov uporabliamo »Vancouver
reference style«. Spodaj podajamo najpogostejSe pri-
mere navajanja literature iz Clanka (1), Clanka v elektronski
reviji (2), knjige (3), elektronske knjige (4), poglavja v knjigi
(5), poglavja v elektronski knjigi (6) in spleta (7). Ce je av-
torjev posameznega Clanka ve¢ kot Sest, navedemo le
prvin Sest, nato sledi »et al.«. PodrobnejSa navodila in
drugi primeri navajanja referenc so dostopni na spletni
strani »Quick reference guide: Vancouver Citing & Refe-
rencing style« (http://guides.lib.monash.edu/citing-refe-
rencing/vancouver).

1. Hallal AH, Amortegui JD, Jeroukhimov IM, Casillas J, Schulman
Cl, Manning RJ, et al. Magnetic resonance
cholangiopancreatography accurately detects common bile
duct stones in resolving gallstone pancreatitis. J Am Coll Surg.
2005,200(6):869-75.

2. Stockhausen L, Turale S. An explorative study of Australian
nursing scholars and contemporary scholarship. J Nurs
Scholarsh [Internet]. 2011 Mar [cited 2013 Feb 19]; 43(1):89-
96. Available from:
http://search.proquest.com.ezproxy.lib.monash.edu.au/docview
/858241255%accountid=12528

3. Carlson BM. Human embryology and developmental biology.
4th ed. St. Louis: Mosby; 2009. 541 p.

4. Shreeve DF. Reactive attachment disorder: a case-based
approach [Internet]. New York: Springer; 2012 [cited 2012 Nov
2]. 85 p. Available from: http.//ezproxy.lib.monash.edu.au/
login?url=http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4614-1647-0

5. Blaxter PS, Farnsworth TP, Social health and class inequalities.
In: Carter C, Peel JR, editors. Equalities and inequalities in
health. 2nd ed. London: Academic Press; 1976. p. 165-78.

6. Halpen-Felsher BL, Morrell HE. Preventing and reducing
tobacco use. In: Berlan ED, Bravender T, editors. Adolescent
medicine today: a guide to caring for the adolescent patient
[Internet]. Singapore: World Scientific Publishing Co.; 2012
[cited 2012 Nov 3]. Chapter 18. Available from:
http.//www.worldscientific.com/doi/pdf/10.1142/97898143244
96_0018

7. Diabetes Australia. Diabetes globally [Internet]. Canberra ACT:
Diabetes Australia; 2012 [updated 2012 June 15; cited 2012
Nov 5]. Available from:
http://www.diabetesaustralia.com.au/en/Understanding-
Diabetes/Diabetes-Globally/

KONCNA VERZIJA CLANKA

Po opravljenem recenzijskem postopku korespondencni
avtor prejme obvestilo o sprejemu ali zavrnitvi Clanka ozi-
roma navodila glede potrebnih popravkov. Urednistvo pri-
Cakuje, da bo avtor dosledno uposSteval pripombe recen-
zentov in uredniStva ter najpozneje dva tedna po
prejetju recenzij popraviljeni prispevek oddal preko splet-

nega obrazca. Vse popravke mora vidno oznaciti. Poleg
popravkov naj avtorji upostevajo sledece:

1 Naslovna stran (prva stran) vsebuije:

e naslov prispevka (v slovenskem in angleSkem jeziku),

® imena in priimke vseh avtorjev z nazivi ter imena in na-
slove ustanoy, v katerih so zaposleni,

e ime korespondencnega avtorja in njegov elektronski
naslov.

2 Besedilo: Poglavja in podpoglavja ¢lanka si sledijo v
vrstnem redu in obliki, kot je navedeno v navodilih za
prvo verzijo Clanka, vklju¢no s slikami in preglednicami.

3 Slike: Avtor mora slike poslati tudi lo¢eno od besedila
Clanka ali prispevka v ustreznem slikovnem zapisu. Veli-
kost slik mora ustrezati prej navedenim zahtevam zaradi
ohranjanja kakovosti in razmerij ob pripravi na tisk.

DRUGI PRISPEVKI

Prispevki za rubrike »Novice iz sveta farmacije«, »Drustvene
vesti«, »Predstavitev knjige« ipd. obsegajo praviloma najvec
6.000 znakov s presledki. Prispevki za rubriko »Osebne
vesti« ne smejo presegati 3.000 znakov s presledki. Pri-
spevke 0 osebnih vesteh urednistvo objavi ob jubileju, smrti
ali posebnih dosezkih ¢lanov Slovenskega farmacevtskega
drustva v tekoCem obdobju. Urednistvo si pridrzuje pravico,
da po strokovni presoji objavi tudi daljSe prispevke.

KOREKTURE PRISPEVKA

Krtacne odtise oblikovanega prispevka morajo avtorji na-
tan¢no pregledati in oznaditi nujne popravke, s katerimi ne
smejo posegati v vsebino prispevka. Korespondencni avtor
vrne korekture uredniStvu najkasneje v treh delovnih dneh.

ETICNA NACELA IN AVTORSTVO

Avtoriji so dolzni zagotoviti, da je prispevek izvirno delo in da
ni bil objavljen ali hkrati poslan v objavo drugam. V primeru
uporabe slik, preglednic ali drugih vsebin, za katere avtoriji
nimajo avtorskih pravic, morajo pridobiti ustrezno dovolienje
za objavo. Plagiatorstvo pomeni nenavedeno prepisovanje
ali poskus nepraviinega lastniStva avtorstva v obliki idej, be-
sedila ali rezultatov. Plagiatorstvo v Farmacevtskem vestniku
ni dovolieno. Ce uredniki ali recenzenti zaznajo plagiatorstvo,
je lahko rokopis zavrnjen, popravijen ali umaknjen v kateri
koli fazi recenzentskega postopka, objave ali po objavi.

Korespondencni avtor je odgovoren za vso komunikacijo
med avtoriji in revijo ter za zagotovitev, da so se vsi avtorji
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strinjali z objavo. Po sprejemu prispevka je korespondenéni
avtor odgovoren za to¢nost vseh vsebin v korekturah, vklju-
¢no z imeni soavtorjev, naslovi in institucionalnimi pripad-
nostmi. Po objavi je korespondencni avtor kontaktna oseba
za morebitna vpraSanja glede objavljenega ¢lanka.

Avtorji morajo poroCati 0 morebitnem navzkrizju interesov
(tj. kakrsno koli razmerje z industrijo ali drugimi relevantnimi
subjekti — financno ali druga¢no — v zadnjih dveh letih, ki bi
lahko predstavijalo navzkriZje interesov v povezavi z oddanim
prispevkom), ki ga navedejo v izjavi ob oddaji rokopisa.
Uporaba orodij generativne umetne inteligence pri pisanju
Clankov ni dovoliena, razen za slogovno in slovni¢no ure-
janje. V primeru uporabe teh orodij morajo avtorji v rokopisu
to zapisati.

DOSTOP DO RAZISKOVALNIH PODATKOV

Avtorji so dolzni zagotoviti transparentnost glede dostop-
nosti podatkov, ki podpirajo rezultate v izvirnin znanstvenih
¢lankih. Ob oddaji ¢lanka morajo vkljuciti izjavo o dostop-
nosti podatkov, v kateri pojasnijo, kje in pod kakSnimi
pogoji so podatki na voljo. Pri izvirnih znanstvenih ¢lankih
je treba opredeliti nacin dostopa do raziskovalnih podatkov:

e popoln odprt dostop (open access): avtorji navedejo,
da so vsi podatki prosto dostopni v javnem repozito-
riju, ter navedejo ime repozitorija in povezavo do po-
datkov,

e dostop na zahtevo (available upon request): avtorji po-
datkov ne objavijo javno, temvec jih korespondencni
avtor lahko posreduje zainteresiranim raziskovalcem
na utemeljeno prosnjo,

e omejen dostop zaradi eti¢nih ali pravnih razlogov: v
primeru obcutljivih osebnih podatkov ali pogodbenih
omeijitev avtorji podatkov ne morejo deliti,

e vsi uporabljeni podatki so vkljuceni v besedilo ¢lanka.

ODPRTI DOSTOP

Clanki, objavijeni v Farmacevtskem vestniku, so odprto
dostopni na spletni strani Slovenskega farmacevtskega
dru$tva ter vkljuceni v Digitalno knjiznico Slovenije dLib.si
in Digitalni repozitorij raziskovalnih organizacij Slovenije
DIRROS. Dostopni so pod licenco CC BY-NC 4.0. S posi-
lianjem prispevka v Farmacevtski vestnik se avtoriji strinjajo,
da bo njihov ¢lanek odprto dostopen v skladu z licenco
CC BY-NC 4.0.
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NAPOVEDNIK DOGODKOV

SIMPOZIJ ob 51. SKUPSCINI SFD

14. do 16. maj 2026, Portoroz

detrtek, 14. 5. 2026: ODMEVI FARMACEVTSKE STROKE DOMA IN V TUJINI

petek, 15. 5. 2026: IMUNOTERAPIJA KOT TEMELJ SODOBNEGA ZDRAVLJENJA RAKA
sobota, 16. 5. 2026: FARMACEVT V DIALOGU: MED LJUDMI IN ZDRAVILI

SIMPOZIJ SEKCIJE FARMACEVTSKIH TEHNIKOV PRI SFD
29. in 30. maj 2025, Rogla
ZENSKA V VSEH ZIVLJENJSKIH OBDOBJIH

1. SKUPNI SIMPOZIJ SEKCIJE FARMACEVTOV JAVNIH LEKARN
IN SEKCIJE BOLNISNICNIH FARMACEVTOV

13. oktober 2026 Ljubljana

SKUPAJ ZA ODGOVORNO ZDRAVLJENJE Z ANTIBIOTIKI

GMP SIMPOZIJ 2026
9. junij 2026, Terme Tuhelj, Hrvaska

NOVO: E-izobrazevanje za licen¢ne to¢ke na spletni strani SFD
HOMEOPATIJA ZA TELEBANE - OSNOVNO RAZUMEVANJE HOMEOPATSKIH POJMOV

FARMAJESEN 2026 - PLESNI VECER SFD
17. oktober 2026, Celje

Za veC informacij in prijavo na dogodke spremljajte spletno stran www.sfd.si!

= v a¥e




Vec informacij na nasi spletni strani www.sfd.si.



Prinasamo zdravije.

Zdravje in dobro pocutje ljudi sta za nas na prvem mestu.

Nas cilj je pozitivno vplivati na zivljenja pacientov — z zagotavljanjem
dostopa zdravil po vsej Sloveniji.

Z nenehnim razvojem nasih storitev gradimo zaupanije in trdne
partnerske odnose za bolj zdravo prihodnost.

Prinasamo zdravje. Vsak dan. Po vsej Sloveniji.

PHOENIX ‘ | 5 KEMOFARMACIJA

Pharma Slovenija




