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Leto 2025 se je komaj zacelo, pa smo Ze v mesecu marcu in pred
vami je prva letosnja Stevilka Farmacevtskega vestnika.

V izvirnem znanstvenem ¢lanku so predstavljeni rezultati analize infuzij-
skih reakcij pri parenteralnem dajanju citostatikov pri bolnikih, zdravijenih
na OnkoloSkem institutu Ljubljiana med letoma 2019 in 2023. Kot boste
lahko prebrali, se incidenca infuzijskih reakcij med razlicnimi skupinami
citostatikov znatno razlikuje. Sledijo pregledni znanstveni ¢lanki. Prvi
predstavlja bakterijske topoizomeraze tipa Il predvsem z vidika njihove
aktualnosti kot tar¢ za razvoj novih protibakterijskin ucinkovin. Naras-
Canje bakterijske odpornosti omejuje uporabnost kinolonov, najpogo-
steje uporablienih zaviralcev topoizomeraz, zato so potrebne nove re-
Sitve. Nasledniji Clanek osvetljuje viogo encimov sialil- in fukoziltransferaz
pri rakavih obolenjih. Spremembe v izrazanju teh encimov so prisotne
pri Stevilnih rakavih obolenjih in lahko vplivajo na celicno adhezijo, pro-
liferacijo, gibljivost, ozilienost tumorja in sposobnost rakavih celic, da
se izognejo imunskemu sistemu, s ¢imer se krepi njihov metastatski
potencial. Clanek o novih pristopih k zdravijenju Alzheimerjeve bolezni
predstavija rezultate raziskav o vplivu polimernih nanodelcev, nanodelcev
Zlata in Zzelezovega oksida na tar€e, povezane z razvojem bolezni, kot
sta amiloid B in protein tau. Ti nanotehnoloski pristopi ponujajo obetavne
moznosti za prihodnji razvoj terapij. Sledi prispevek o induciranih pluri-
potentnih mati¢nih celicah, ki nastanejo z reprogramiranjem somatskih
celic v pluripotentno stanje, kar omogoca njinovo diferenciacijo v razliéne
tipe celic ob ohranjanju dedne informacije posameznika. Kljub omejitvam
imajo te celice velik potencial za razvoj novih terapeviskih pristopov in
personaliziranih oblik zdravijenja. Zadnji prispevek obravnava klinicno
biokemijo kot del usposabljanja farmacevtov, Ceprav to podrodje v stro-
kovni javnosti pogosto ni prepoznano kot kompetenca magistrov far-
macije. Prispevek osvetljuje razvoj laboratorijske medicine v evropskem
in slovenskem prostoru ter organiziranost njenega izobrazevanja, ki se
je pri nas zacelo v okviru Studija farmacije. Na koncu sledijo $e novice
iz sveta farmacije in drustvene vesti.

Kmalu bomo vstopili v pomlad. Naj vas sonéni dnevi, prvi pomladni
cvetovi in petje ptic napolnijo z energijo za nove uspehe — tako na de-

lovnem mestu kot med vasimi najblizjimi.

prof. dr. Mojca Kerec Kos, odgovorna urednica
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POVZETEK

Nekatera protitumorna zdravila, ki jih apliciramo
parenteralno, predstavljajo tveganje za pojav in-
fuzijskih reakcij, ki so pogost vzrok prekinitev
zdravljenja pri bolnikih z rakom. lzvedli smo re-
trospektivno analizo infuzijskih reakcij na Onko-
loSkem institutu Ljubljana med leti 2019 in 2023.
V raziskavo smo vkljucili vse bolnike, ki so v na-
vedenem casovnem obdobju med parenteralno
aplikacijo citostatikov doziveli infuzijsko reakcijo.
Med bolniki, ki so prejeli 14 razli¢nih citostatic¢nih
ucinkovin, je bila infuzijska reakcija porocana v
403 primerih. Najvi§jo incidenco infuzijskih reakcij
(7,42 %) smo zabelezili pri pegilirani liposomalni
obliki doksorubicina, najnizjo pa pri ciklofosfamidu
(0,06 %). Infuzijske reakcije so bile pri antraciklinih
in taksanih najpogostejSe v prvem oziroma dru-
gem ciklu terapije, pri platinovin spojinah pa v
poznejSih ciklih. Pri vecini zdravilnih ucinkovin,
razen pri platinovih spojinah, so bolniki po pojavu
infuzijske reakcije Se isti dan nadaljevali s kemo-
terapijo, pri ¢emer so se infuzijske reakcije redko
ponovile.

KLJUCNE BESEDE:
incidenca, infuzijska reakcija, nezeleni ucinek, pa-
renteralna kemoterapija

ABSTRACT

Several anticancer therapies administered by the
parenteral route carry a risk for infusion reactions,
which are common cause of treatment interrup-
tion for patients with cancer. The study included
all patients who experienced an infusion reaction
during parenteral administration of chemotherapy
during this period. In patients who received 14
different cytostatic drugs, infusion reactions oc-
curred in 403 cases. The highest incidence of in-
fusion reactions (7.42%) was observed with pe-
gylated liposomal doxorubicin, and the lowest
with cyclophosphamide (0.06%). Infusion reac-
tions occurred most frequently during the first or
second cycle of therapy with anthracyclines and
taxanes and in later cycles with platinum com-
pounds. For most therapeutic agents, except for
platinum compounds, patients were able to con-
tinue chemotherapy on the same day after the
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INFUZIJSKE REAKCIJE PO PARENTERALNI APLIKACIJI CITOSTATIKOV NA ONKOLOSKEM INSTITUTU LJUBLJANA MED LETI 2019 IN 2023

onset of an infusion reaction, with recurrence be-
ing rare.

KEY WORDS:
adverse drug reaction, incidence, infusion reactions,
parenteral chemotherapy

uvoD

Za rakavimi obolenji v Sloveniji letno zboli priblizno 17.000
ljudi (1). So drugi najpogostejsi vzrok smrti v zadnjih letih
(1, 2). Pri zdravljenju pri mnogih bolnikih uporabljajo pa-
renteralne citostatike, ki lahko ob aplikaciji povzrocijo in-
fuzijske reakcije (IR). To so nepri¢akovane reakcije, ki jih
ne moremo razloziti s pomocjo znanega mehanizma de-
lovanja zdravilne uc€inkovine (3). Po mehanizmu nastanka
lo¢imo imunsko in ne-imunsko posredovane. Do pojava
IR lahko pride po parenteralni aplikaciji kateregakoli si-
stemskega zdravila za zdravljenje raka, se pa glede na li-
teraturne podatke pogostost tovrstnih reakcij med posa-
meznimi zdravilnimi uCinkovinami precej razlikuje. Znaki
IR se lahko razli¢no izrazijo in jih po kriteriju Skupnih ter-
minoloskih meril za nezelene dogodke (angl. Common
Terminology Criteria for Adverse Events, CTCAE) verzije
5.0 delimo glede na resnost na pet stopen;j (preglednica
1) (3-5).

Ob pojavu IR so lahko prizadeti razli¢ni organski sistemi.
Izrazeni so lahko npr. kardiovaskularni ucinki (hipotenzija,
tahikardija), uCinki na kozo (rdecica, urtikarija), gastrointe-
stinalni ucinki (slabost, bruhanje), respiratorni ucinki (di-
spneja, bronhospazem) ali nevroloski ucinki (omedlevica,
glavobol) (3, 6). Najbolj resna oblika IR je anafilaksija, ki se

razvije zelo hitro in brez takojSnjega ustreznega ukrepanja
vodi do zivlienjsko ogrozajocih stanj. Nekateri citostatiki
povzro¢ajo anafilaksijo pogosteje, to so predvsem platinove
spojine in taksani (B). Hitreje kot se izrazijo kakrsnikoli znaki
preobdutljivosti, intenzivnejSa je po navadi reakcija. Ce se
znaki pokazejo ze v prvih minutah, je moznost, da se razviie
anafilaksija, najvedja (7). Ceprav so simptomi infuzijskih
reakcij podobni, je pomembno, da prepoznamo kriticne
znake, ki nakazujejo na anafilaksijo, da lahko pravocasno
ukrepamo (7, 8). Mehanizma infuzijske reakcije zgolj na
podlagi klinicne slike pogosto ni mogoce razbrati, vendar
so nekateri simptomi (npr. vroCina, mrzlica, glavobol) za
anafilaksijo manj znadilni (6).

V sklopu citostati¢ne terapije se srecujemo tudi s preme-
dikacijo in desenzibilizacijo. Premedikacija je proces, ki ga
rutinsko izvajamo pred samo kemoterapijo, z namenom
znizanja tveganja za pojav IR. V sklopu premedikacije z
namenom preprecevanja IR bolniki najpogosteje prejmejo
antihistaminike, glukokortikoide in antipiretike, ki jin aplici-
ramo peroralno ali parenteralno v razlicnih ¢asovnih ob-
dobjih pred zacetkom cikla kemoterapije (3). Z desenzibi-
lizacijo obi¢ajno poskuSamo prepreciti ponovni pojav IR in
tako vzpostaviti zacasno toleranco na citostati¢éno ucinko-
vino. Sam postopek je dolgotrajen, saj pricnemo z aplikacijo
zelo majhnega deleza odmerka, ki ga preko vec€ ur pove-
Cujemo do kon¢nega odmerka zdravila. Nujna je prisotnost
usposoblienega osebja, ki hitro prepozna IR, saj se moramo
zavedati, da vseeno bolniku apliciramo snov, na katero je
ze izrazil preobcutljivost (9).

Ker takoj ob pojavu IR ne moremo napovedati njene stop-
nje, je pomembno, da ob pojavu kateregakoli simptoma
ali znaka z infuzijo citostatika takoj prekinemo. Pri tem
ohranimo moznost intravenskega dostopa, saj je v vecini
primerov potrebna intravenska aplikacija zdravil za lajSanje
simptomov IR. Infuzijske reakcije stopnje 1 ali 2 po CTCAE
5.0 po prekinitvi blazimo simptomatsko. Pri tem najpogo-

Preglednica 1: Klasifikacija infuzijskih reakcij po kriteriju CTCAE 5.0; povzeto po (5).
Table 1: Classification of infusion reactions according to CTCAE 5.0, adapted from (5).

STOPNJA INFUZIJSKE REAKCIJE | OPIS INFUZIJSKE REAKCIJE
Stopnja 1 Blaga reakcija, ki ne zahteva prekinitve infuzije ali drugega ukrepanja
Stopnja 2 Prekinitev infuzije, bolnik se dobro odziva na simptomatsko zdravljenje

: Odziv na simptomatsko zdravljenje ni takojSen, simptomi se po zagetnem
Stopnja 3 ) . . , e

izboljiSanju poslabsajo, potrebna je hospitalizacija

Stopnja 4 Zivljenje ogrozajoce posledice, nujno takoj$nje ukrepanje
Stopnja 5 Smrt

CTCAE - Skupna terminoloska merila za neZelene dogodke (angl. Common Terminology Criteria for Adverse Events)
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steje uporabimo antihistaminike in kortikosteroide, z infuzijo
pa nadaljujemo, ko izzvenijo vsi znaki reakcije. Nadalievanje
infuzije poteka pod Se strozjim nadzorom, z manjso hitrostjo
in eventualno dodatno premedikacijo (3, 6, 10, 11). V pri-
meru IR viSje stopnje v vedini primerov z infundiranjem ne
nadaljuiemo vec, saj je tveganje za ponovni pojav IR pre-
veliko (3).

Infuzijske reakcije med aplikacijo parenteralnega citostatika
ne predstavijajo le za bolnika zelo neprijetnega zapleta
zdravljenja, temve¢ njihovo obvladovanje podaljSuje ho-
spitalizacije, povecuje stroske in povzro&a vecjo delovno
obremenitev osebja. Z namenom potencialne optimizacije
postopkov obvladovanja in dokumentiranja IR ob parente-
ralni aplikaciji cistostatikov smo se na Onkoloskem institutu
Ljubljana (QOl) odlocili analizirati incidenco IR in njihovo ob-
vladovanje.

MATERIALI IN METODE

Na Ol smo izvedli retrospektivno raziskavo, v katero smo
vkljucili 403 bolnike, ki so med leti 2019 in 2023 med apli-
kacijo parenteralnega citostatika doziveli IR, o kateri je bilo
porocilo v skladu z internim standardnim operativnim po-
stopkom posredovano na Javno agencijo Republike Slo-
venije za zdravila in medicinske pripomocke (JAZMP). Pro-
tokol raziskave je bil odobren na Komisiji za strokovno
oceno protokolov raziskav na Ol (ERID-KSOPR-

0028/2024) in Eticni komisiji Ol (ERID-EK-0034/2024). Na-

bor bolnikov smo pridobili iz aplikacije www.nuz.si, s po-

mocdjo katere na Ol porocamo nezelene ucinke zdravil

JAZMP. Za vsako IR pri posameznem bolniku smo iz bol-

nisni¢ne medicinske dokumentacije pridobili naslednje po-

datke:

e shema zdravljenja ter pripadajo¢a premedikacija,

e opis in stopnja IR, ki smo jo dolocili glede na kriterij
CTCAE 5.0 oziroma ob poroanju nezelenega ucinka
JAZMP (preglednica 1),

e cikel sistemskega zdravijenja, v katerem se je pojavila
IR,

e nadaljevanje terapije Se isti dan ali v naslednjih ciklih ter
ponoven pojav IR.

Za izraCun incidence IR smo iz bolnisni¢nega informacij-

skega sistema za vsako ucinkovino pridobili podatek, koliko

bolnikov jo je prejemalo med leti 2019 in 2028. Izrazili smo
jo kot delez bolnikov, pri katerih pride do pojava IR.

REZULTATI IN RAZPRAVA

Na Ol Ljubljana je bilo med leti 2019 in 2023 porocanih
403 primerov IR, do katerih je prislo ob aplikaciji 14 razli-
¢nih citostati¢nih ucinkovin pri skupno 25.085 bolnikih.
Nekatere zdravilne u¢inkovine se uporabljajo veliko pogo-
steje kot druge, npr. ciklofosfamid, karboplatin in pakli-
taksel so bili uporabljeni pri desetkrat ve¢ bolnikih kot vi-
norelbin (preglednica 2). Med zdravilnimi u¢inkovinami se
precej razlikuje tudi Stevilo in incidenca IR. Incidenca IR je
bila najnizja pri ciklofosfamidu (0,06 %) ter najvisja pri pe-
giliranem liposomalnem doksorubicinu (7,42 %). Incidenco
IR visjo od 5 % sta imela le pegiliran liposomalni doksoru-
bicin in oksaliplatin. Kar 8 od 14 udinkovin je imelo inci-
denco nizjo od 1 % in za te zdravilne ucinkovine zasledimo
podoben trend tudi v literaturi, kjer je manj podatkov o
njihovih incidencah IR, bodisi zaradi manj pogoste uporabe
ali pa zaradi manjSega tveganja za IR (3).

Glede na resnost smo IR po kriteriju CTCAE 5.0 razvrstili
v razliéne stopnje, kar je prikazano v preglednici 3. Od
408 bolnikov, ki so doziveli IR, je prislo pri 357 bolnikih
(88,59 %) do pojava IR stopnje 2 po CTCAE 5.0. Veliko
manj bolnikov, in sicer 46 (11,41 %) je dozivelo IR vi§je
stopnje. Infuzijske reakcije stopnje 5 po CTCAE 5.0, ki
predstavljajo smrt bolnika, in stopnje 1, pri katerih z infun-
diranjem ob pojavu IR ne prekinemo, niso bile poro¢ane.
Pri nekaj bolnikih se je IR ponovila med nadaljevanjem in-
fundiranja zdravila znotraj istega dneva ali v naslednjem
ciklu zdravljenja, kot je razvidno iz preglednice 4. Z name-
nom prikaza porazdelitve resnosti IR smo v preglednici 3
upostevali najvisjo porocano stopnjo IR.

Ce se osredotodimo zgolj na zdravilne uginkovine, kjer so
bile IR pogostejSe, jih lahko v sploSnem razdelimo na tri
farmakoloske skupine — taksane, platinove spojine in an-
tracikline. PodrobnejSi prikaz podatkov o IR pri teh treh
farmakoloskih skupinah citostatikov je predstavljen v pre-
glednici 4.

Po literaturnih podatkih naj bi bila incidenca IR ob aplikaciji
taksanov tudi do 50 %, pri Cemer se najpogosteje navaja
incidenca med 5-10 % (12-14). V naSi raziskavi je inci-
denca IR na docetaksel znaSala 1,20 % in na paklitaksel
3,10 %, kar je niZje od zgoraj navedenih literaturnih poda-
tkov. Do IR je pri teh zdravilnih u€inkovinah prihajalo v
prvem ciklu terapije, kar sovpada z ze znanimi podatki
(12-14). Vet kot 70 % bolnikov je lahko terapijo nadaljevalo
ze isti dan, Se vi§ji je delez bolnikov, ki so nadaljevali s te-
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Preglednica 2: Incidenca infuzijskih reakcij med aplikacijo parenteralnega citostatika na Onkoloskem institutu Ljubljana med leti 2019 in

'ZFZEZ 2: The incidence of infusion reactions during parenteral administration of chemotherapy at the Institute of Oncology Ljubljana between
2019 and 2023.
Zdravilna uc¢inkovina Stevilo bolnikov Stevilo infuzijskih reakcij Incidenca
Pegiliran liposomalni doksorubicin | 512 38 7,42 %
Oksaliplatin 2084 144 6,91 %
Paklitaksel 3127 97 3,10 %
Karboplatin 3330 65 1,95 %
Irinotekan 865 11 1,27 %
Docetaksel 1166 14 1,20 %
Vinorelbin 311 3 0,96 %
Etopozid 1416 6 0,42 %
Cisplatin 2603 10 0,38 %
Epirubicin 709 2 0,28 %
Doksorubicin 2582 6 0,23 %
Vinkristin 1554 3 0,19 %
Fluorouracil 1534 2 0,13 %
Ciklofosfamid 3292 2 0,06 %

rapijo s taksani tudi v naslednjih ciklih (> 80 %). Ob na-
slednijih ciklih se je IR ponovno pojavila redkeje, saj bolniki
prejmejo intenzivirano premedikacijo z antagonisti H, in
H, ter kortikosteroidi in/ali niZjo hitrostjo infundiranja tak-
sana.

Pri pregledu rezultatov za platinove spojine ze na prvi pogled
izstopa oksaliplatin, pri katerem je incidenca IR 6,91 %,
sledi karboplatin z incidenco 1,95 %, medtem ko je ob
aplikaciji cisplatina prislo do IR le v 0,38 %. Ti rezultati so
bistveno nizji glede na podatke v literaturi, kjer je incidenca
na platinove spojine priblizno 19 % (12). Vseeno vidimo
podoben trend, kot je izpostavljen v literaturi, in sicer, da
so IR najpogostejSe pri oksaliplatinu, sledi karboplatin,
najnizjo incidenco pa ima cisplatin (3). V literaturi zasle-
dimo, da ob uporabi platinovih spojin pride do IR najpo-
gosteje okoli 7. cikla terapije (15), kar je bilo primerljivo z

rezultati v nasi raziskavi, kjer je bila mediana cikla terapije
ob pojavu IR pri oksaliplatinu v 6. ciklu, pri karboplatinu
pa v 8. ciklu. Odstopal je le cisplatin, kjer so se IR pojavijale
v 4. ciklu (mediana), a je treba izpostaviti, da je bilo Stevilo
IR pri cisplatinu veliko manjSe kot pri ostalih dveh platinovih
spojinah in je posledi¢no rezultat manj reprezentativen.
Nadaljevanije s terapijo je pri platinovih spojinah bistveno
manj pogosto kot pri taksanih in antraciklinin, saj je s te-
rapijo Se isti dan nadaljevalo najve¢ 20 % bolnikov, najve¢
40 % bolnikov pa jih je vstopilo v naslednje cikle terapije.
Podatki iz literature sicer navajajo, da se po pojavu resnih
IR izogibajo ponovni uporabi platinovih spojin, predvsem
zaradi dejstva, da naj bi priSlo do ponovne IR ob uporabi
teh zdravilnih u€inkovin pri okoli 50 % bolnikov, kljub do-
datni premedikaciji (10). UstreznejSi pristop predstavija
napotitev bolnika na postopek desenzibilizacije (6). V nasi

Preglednica 3: Porazdelitev resnosti infuzijskih reakcij po kriteriju CTCAE 5.0.
Table 3: Distribution of infusion reactions by severity grades based on CTCAE 5.0 criteria.

Stopnja infuzijske reakcije | Stopnja 1 Stopnja 2 Stopnja 3 Stopnja 4 Stopnja 5
Stevilo bolnikov 0 357 43 3 0
Delez bolnikov 0,0 % 88,6 % 10,7 % 0,7 % 0,0 %

CTCAE - Skupna terminoloska merila za nezelene dogodke (angl. Common Terminology Criteria for Adverse Events)
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Preglednica 4: Podrobnejsi prikaz podatkov o infuzijskih reakcijah (IR) po farmakoloskih skupinah citostatikov.
Figure 4: Detailed overview of infusion reaction data by pharmacological groups of cytostatics.
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Docetaksel 14 11,20% | 1(1-2) |13/14(93 %) | 0/13 (0 %) | 12/14 (86 %) | 2/12(17 %)
Taksani
Paklitaksel 97 [3,10% |1 (1-12) | 71/97 (73 %) | 3/71 (4 %) | 79/97 (81 %) | 13/79 (16 %)
Doksorubicin 6 [023%| 2(1-4) | 46067 %) | 1/4(25%) | 4/6 (67 %) 0/4 (0 %)

Antraciklini PEG doksorubicin | 38 | 7,42 % | 1 (1-2)

36/38 (95 %) | 4/36 (11 %) | 32/38 (84 %) | 2/32 (6 %)

Epirubicin 2 1028%|1,5(1-2)| 1/2(B0%) | 0/1(0%) | 1/2(50%) | O/1(0%)

Cisplatin 10 |0,38% | 4 (1-12) | 2/10(20 %) | 0/2(0%) | 4/10(40%) | 3/4 (75 %)
:L*::ji;‘;"e Karboplatin 65 |1,95% | 8(2-19)| 4/65(6 %) | 0/4(0%) | 14/65 (22 %) | 2/14 (14 %)

Oksaliplatin 144|691 % | 6 (1-28) | 10/144 (7 %) | 1/10 (10 %) | 56/144 (39 %) | 12/56 (21 %)

PEG - pegilirana liposomalna oblika

raziskavi je bila incidenca IR ob ponovni izpostavitvi plati-
novim spojinam vecinoma nekoliko nizja, in sicer 14 % pri
karboplatinu in 21 % pri oksaliplatinu.

Med antraciklini smo obravnavali epirubicin in doksorubicin,
slednjega v standardni in pegiliran liposomalni obliki. Do
razvoja pegilirane oblike je priSlo, ker ima prosta oblika
doksorubicina kratek razpolovni ¢as, po infuziji pa doseze
visoko plazemsko koncentracijo in se posledi¢no hitro po-
razdeli tako v tumorsko tkivo kot tudi v ostala tkiva. Pri
tem se lahko pojavi resna kardiotoksiCnost, ki je posledica
delovanja reaktivnih kisikovih spojin na celice sréne misice.
Z razvojem pegilirane liposomalne oblike se je bistveno
podaljsal razpolovni ¢as zdravilne ucinkovine, hkrati je pri-
sotnega manj prostega doksorubicina. Liposomalna oblika

v manjSi meri prehaja v ostala tkiva, kar vpliva na pojavnost
nezelenih ucinkov, Se vedno pa dobro prehaja do tumorskih
tkiv, kjer medceli¢ni stiki niso tako tesni. Tezava te oblike
pa je, da pogosto povzroca IR, medtem ko jih standardna
prosta oblika doksorubicina povzroc¢a zelo redko (16, 17).
Sklepamo, da do pogostejSega pojava IR pride zaradi for-
mulacije doksorubicina in ne zaradi zdravilne ucinkovine
same, saj bi bila v tem primeru incidenca IR primerljiva za
obe obliki. Sam mehanizem IR na pegilirano liposomalno
obliko sicer ni znan, sklepajo pa, da je za visjo incidenco
IR odgovoren polietilen glikol, ki lahko povzroli preobcut-
ljivost preko aktivacije sistema komplementa (18). V skladu
s temi podatki smo tudi v naSi raziskavi najvi§jo incidenco
IR med antraciklini zabelezili pri pegiliranem liposomalnem
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doksorubicinu, in sicer 7,42 %. Najpogosteje so se IR po-
javljale v prvem ciklu terapije. V literaturi se incidenca IR na
pegilirano liposomalno obliko doksorubicina giblie okoli
9-14 %, naSi podatki pa se skladajo tudi s predhodnimi
podatki o pojavu IR v prvem ciklu terapije (3). Velika vecina
bolnikov je terapijo z antraciklini nadaljevala tako isti dan
kot tudi ob naslednjih ciklih terapije, aplikacije pa so pote-
kale ob intenzivnejsi premedikaciji in pocasnejsem infundi-
ranju zdravila. Ponovne IR za pegilirano liposomalno obliko
doksorubicina niso znacilne, tudi v nasem vzorcu se je IR
pojavila le pri 6 % bolnikov, ki so v predhodnih ciklih Ze
doziveli IR.

NaSa raziskava ima tudi nekaj omejitev. Ob primerjavi re-
zultatov s podatki iz literature smo opazili, da so podatki o
IR le redko objavljeni, tisti, ki pa so na voljo, ne vkljuCujejo
vseh informacij, potrebnih za neposredno primerjavo, pri
¢emer manjkajo predvsem podatki o premedikaciji in izve-
denih ukrepih ob pojavu IR. Pri zdravilnih ucinkovinah z
nizkim Stevilom IR so razen izraCuna incidence IR izracuni
ostalih parametrov manj zanesljivi. Ce pogledamo na primer
statistiko 0 nadaljevanju terapije z neko zdravilno u€inkovino
v naslednijih ciklih, je zanesljivost izraCunanih parametrov
bistveno razlicna, Ce sta bili zaznani zgolj dve IR ali pa jih
je bilo ved kot sto. Ce bi v raziskavo vkljuditi vse slovenske
bolnisnice, ki izvajajo onkolosko zdravljenje, bi na ta nacin
dobili vecji vzorec bolnikov in s tem tudi ve¢ zapisov o IR.
Mediano cikla ob pojavu IR na platinove spojine smo pri
nasih bolnikih sprva dolocili okali tretje aplikacije ucinkovine,
kar pa se ni skladalo s podatki iz literature, Kjer je bilo na-
vedeno, da do IR po navadi pride okoli sedmega cikla.
Zaradi navedenega neskladja smo se odlocili, da pregle-
damo tudi predhodno terapijo bolnikov pred letom 2019.
Ugotovili smo, da je veliko bolnikov, ki so prejemali platinove
spojine in so doziveli IR v prvem ali drugem ciklu terapije,
v resnici to zdravilno ucinkovino prejemalo ze v preteklosti.
Ko smo upostevali tudi te cikle terapije, smo prisli do bolj
primerljivin rezultatov z literaturo. Prav tako ne moremo
biti povsem prepricani, da so bile porocane vse IR po pa-
renteralni aplikaciji citostatikov, saj tistih stopnje 1 po
CTCAE 5.0 v nasi raziskavi nismo zaznali. Opazili smo, da
je ob IR stopnje 2 ali 3 bolnik veckrat naknadno omenil, da
se je ze ob predhodni aplikaciji zdravilne ucinkovine pocutil
slab8e oziroma je navedel kakSen simptom, ki bi lahko na-
kazoval na IR stopnje 1 Ze v prejSnjem ciklu terapije, vendar
o tem takrat ni poro&al. Ceprav protokol obravnave bolnika
ob infuzijski reakciji predvideva obvezno izpolnjevanje po-
roCila, na podlagi katerih smo ocenjevali incidenco IR, do-
pus€amo moznost, da je zaradi neporoCanja dogodkov
incidenca IR lazno nizja.

SKLEP

V retrospektivni analizi infuzijskih reakcij na Ol med leti
2019 in 2023, v katero so bili vkljuceni 403 bolniki, smo
najve¢ IR zabelezili pri zdravljenju z oksaliplatinom (144),
paklitakselom (97) in karboplatinom (65), ki jih v onkologiji
uporabliamo pogosto, medtem ko je bila najvisja incidenca
IR zabelezena pri pegilirani liposomalni obliki doksorubicina
(7,42 %). Resnost vecine IR je bila ocenjena kot stopnja 2
po CTCAE 5.0 (88,6 %), sledile so IR stopnje 3 (10,7 %),
preostanek IR pa je bil stopnje 4 (0,7 %). Pri razli¢nih zdra-
vilnih u¢inkovinah v posamezni terapevtski skupini so si IR
podobne glede na stopnjo IR, cikel pojava IR in nadaljeva-
nja s terapijo. Za nekatere zdravilne uc€inkovine, kot so npr.
doksorubicin, paklitaksel, docetaksel in epirubicin, lahko
dokaj dobro predvidimo &as pojava IR, saj se pri njih skoraj
vedno pojavijo v prvem ali drugem ciklu terapije. Malce
tezje je iz rezultatov sklepati na nastop IR pri platinovih
spojinah, pri katerih se IR v splosnem pojavijo okoli sed-
mega cikla, a je razpon bistveno vedji. Pri platinovih spoji-
nah se lahko IR pojavi tudi ob ponovni infuziji u¢inkovine
Cez nekaj let.

LITERATURA

—

. Rak v Sloveniji 2021. Ljubliana: Onkoloski institut Ljubljana,
Epidemiologija in register raka, Register raka Republike
Slovenije, 2024. [Internet]. [cited 2024 Feb 25]. Available from:
https.//www.onko-i.si/fileadmin/onko/datoteke/rrs/lp/
LetnoPorocilo2021.pdf

2. Statisticni urad Republike Slovenije. [Internet]. [cited 2024 Mar
20]. Available from:
https://pxweb.stat.si/SiStatData/pxweb/sl/Data/-
/05L.3016S.PX/

3. Castells M, Matulonis U, Horton T. Infusion reactions to
systemic chemotherapy [Internet]. UpToDate; 2023 [cited 2024
Mar 21]. Available from:
https.//www.uptodate.com/contents/infusion-reactions-to-
systemic-chemotherapy

4. Jezersek Novakovi¢ B, Pajk B: Sistemsko zdravijenje: NezZeleni
ucinki. In: Onkologija: Ucbenik za Studente medicine. 1st ed.
Ljubliana: Onkoloski institut Ljubljana; 2018. p. 293- 327.

5. National Insitutes of Health, National Cancer Institute. Common

Terminology Ceriteria for Adverse Events (CTCAE) v5.0 [Internet].

2017 Nov 27 [cited 2024 Mar 27]. Available from:

https.//ctep.cancer.gov/protocoldevelopment/electronic_applic

ations/docs/CTCAE_v5_Quick_Reference_5x7.pdf

n Farm Vestn 2025; 76



10.

11.

12.

. Barroso A, Estevinho F, Hespanhol V, Teixeira E, et al.

Management of infusion-related reactions in cancer therapy:
strategies and challenges [Internet]. ESMO Open. 2024 Mar
[cited 2024 Apr 15];9(3). Available from:
https://www.esmoopen.com/article/S2059-7029(24)00690-
2/fulltext

. Lieberman P, Kemp SF, Oppenheimer J, Lang DM, Bernstein IL,

Nicklas RA, et al. The diagnosis and management of
anaphylaxis: An updated practice parameter, Journal of Allergy
and Clinical Immunology, Volume 115, Issue 3, Supplement 2,
2005, S483-S523.

. Kelso M. Patient education: Anaphylaxis symptoms and

diagnosis (Beyond the basics) [Internet]. UpToDate. Last
updated 2023 Mar 12 [cited 2024 Mar 28]. Available from:
https://www.uptodate.com/contents/anaphylaxis-symptoms-
and-diagnosis-beyond-the-basics#topicContent

. Kopac¢ P. Desenzibilizacija za zdravila. Zbornik sestanka

Takojsnje reakcije med aplikacijo onkoloskih in bioloskih zdravil.
Ljubljana: Alergoloska in imunoloska sekcija SZD; 2018. p. 54-
57.

Lenz HJ. Management and preparedness for infusion and
hypersensitivity reactions. Oncologist. 2007 May; 12(5):601-9.
Roselld S, Blasco L. Garcia Fabregat L, Cervantes A, Jordan K.
Management of infusion reactions to systemic anticancer
therapy: ESMO Clinical Practice Guidelines, Annals of
Oncology,Volume 28, Supplement 4, 2017,iv100-iv118.
Boulanger J, Boursiquot JN, Cournoyer G, Lemieux J, Masse
MS, Almanric K, et al. Comité de I’évolution des pratiques en

13.

14.

15.

16.

17.

18.

oncologie. Management of hypersensitivity to platinum- and
taxane-based chemotherapy: cepo review and clinical
recommendations. Curr Oncol. 2014 Aug;21(4):e630-41.
Mendez S, Culmone K, Ramos R, Sweeney-Moore A.
Hypersensitivity Reactions: Practice Recommendations for
Paclitaxel Administration. Clin J Oncol Nurs. 2021 Dec
1,25(6):713-716.

Stehlin F;, Sohi D, Gilbert L, Isabwe G. Hypersensitivity
Reactions to Paclitaxel: Premedication Enhancement to Safely
Achieve Treatment Completion, Journal of Allergy and Clinical
Immunology, Volume 151, Issue 2, Supplement, 2023, AB334.
Pandey A, Bhosale B, Pandita \; Singh A, Ghosh J, Ghosh J,
Bajpai J. Carboplatin hypersensitivity in relapsed ovarian
carcinoma: A therapeutic challenge. Indian J Med Paediatr
Oncol. 2014 Jan;35(1):17-20.

BC Cancer. Doxorubicin pegylated liposomal: Drug monograph
[Internet]. [Cited 2024 Jun 25]. Available from:
http.//www.bccancer.bc.ca/drug-database-
site/Drug%20Index/Doxorubicin%20pegylated%20liposomal_m
onograph.pdf

Alhaja M, Chen S, Chin AC, et al. Cardiac safety of pegylated
liposomal doxorubicin after conventional doxorubicin exposure
in patients with sarcoma and breast cancer. Cureus. 2023
Sep;15(9).

Chanan-Khan A, Szebeni J, Savay S, et al. Complement
activation following first exposure to pegylated liposomal
doxorubicin (Doxil®): possible role in hypersensitivity reactions.
Ann Oncol. 2003 Mar;14(9):1430-7.

“ Farm Vestn 2025; 76

<
b
5
O
z
w
=
&)
z
<
pd
N
pd
T
<



BOJ PROTI BAKTERIJSKI ODPORNOSTI: ALI SO BAKTERIJSKE TOPOIZOMERAZE TIPA Il SE ZANIMIVE TARCE?

BOJ PROTI
BAKTERIJSK|
ODPORNOSTI: ALl
SO BAKTERIJSKE
TOPOIZOMERAZE
TIPA Il SE
ZANIMIVE TARCE?

THE FIGHT AGAINST BACTERIAL

RESISTANCE: ARE BACTERIAL
TYPE [ TOPOISOMERASES
STILL INTERESTING TARGETS?

AVTORJI / AUTHORS:

Masa Zorman, mag. ind. farm.?

dr. Nikola Minovski, mag. farm.’

prof. dr. Marko Anderluh, mag. farm.2

prof. dr. Stanislav Gobec, mag. farm.?

izr. prof. dr. Martina Hrast Rambaher, mag. farm.?

T Kemijski institut, Laboratorij za kemijsko informatiko,
Teoreticni odsek,
Hajdrihova 19, 1001 Ljubliana

2 Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo,
ASkerceva 7, 1000 Ljubljana

NASLOV ZA DOPISOVANJE / CORRESPONDENCE:
E-mail: martina.hrast-rambaher@ffa.uni-Ij.si

POVZETEK

Topoizomeraze tipa Il so pomembne tarce za proti-
bakterijsko terapijo. Prvi zaviralci topoizomeraz tipa
II, kinoloni in aminokumarini, so se na trgu pojavili
ze pred desetletji, vendar njihova uporabnost po-
stopoma upada zaradi nizke ucinkovitosti, nezelenih
ucinkov in pojava bakterijske rezistence. Za prema-
govanje odpornosti in ohranjanje topoizomeraz kot
zanimivih tarc¢, so klju¢ne inovacije na tem podrocju
— izboljSanje dosedanijih razredov ucinkovin in od-
krivanje novih tipov zaviralcev. V ¢lanku so pred-
stavljeni razli¢ni razredi zaviralcev bakterijskih topo-
izomeraz, njihove prednosti in slabosti ter obeti za
prinodnost.

KLJUCNE BESEDE:

aminokumarini, kinoloni, novi zaviralci bakterijskih
topoizomeraz, protibakterijska terapija, zaviralci to-
poizomeraze tipa Il

ABSTRACT

Type |l topoisomerases are important targets for
antibacterial therapy. The first inhibitors of type |l
topoisomerases, quinolones and aminocoumarins,
emerged more than half a century ago, but their
use is now in slow decline due to toxic side effects,
low effectiveness and emergence of bacterial re-
sistance. Innovations in this field — improvement of
already existing classes of antibacterials and dis-
covery of novel classes of compounds, are essential
for overcoming resistance and maintaining topoi-
somerases as viable targets. In this paper, we pres-
ent various classes of bacterial topoisomerase in-
hibitors, their advantages and shortcomings, as well
as future perspectives.

KEY WORDS:

aminocoumarins, antibacterial therapy, novel bac-
terial topoisomerase inhibitors, quinolones, type |l
topoisomerase inhibitors

UvoD

Topoizomeraze so skupina esencialnih encimoy, ki nadzirajo
spremembo terciarne ali kvartarne strukture DNA in so pri-
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sotni tako v evkariontskih kot v prokariontskih celicah (1).
Udelezene so pri uravnavanju dodatnega zvijanja in razvi-
janja DNA med podvojevanjem in prepisovanjem DNA.
Glede na prehodno stanje jih delimo v dve skupini — DNA-
topoizomeraze tipa |, ki v prehodnem stanju cepijo eno
samo verigo DNA, in DNA-topoizomeraze tipa Il, ki naen-
krat cepijo obe verigi dvovijacne DNA (2). Zaradi udeleze-
nosti v osnovnih celi¢nih procesih so Cloveske topoizome-
raze tipa Il zanimive kot tarCe za kemoterapijo rakavih
obolenj, strukturne razlike med evkariontskimi in proka-
riontskimi topoizomerazami tipa Il pa omogocajo selektivno
ciljianje bakterij (2).

Prve protibakterijske ucinkovine, usmerjene proti bakterij-
skim topoizomerazam tipa Il, aminokumarini, so bile odkrite
pred skoraj 75 leti (3). Tako kinoloni, najuspesnejsi razred
bakterijskih topoizomeraznih zaviralcev, kot aminokumarini
so bili prvi¢ registrirani v Sestdesetih letih 20. stoletja. Ta
dva razreda predstavljata doslej edina dva odobrena ra-
zreda zaviralcev bakterijskin topoizomeraz (4-6). Zaradi
pomanjkljivosti ucinkovin iz obeh razredov, kot so vprasljiv
varnostni profil ter pojav odpornih bakterijskih sevov, se je
njihova uporaba mo¢no zmanjSala. Inovacije na podrodju
zaviralcev tipa Il so zato kljuCne za premagovanije bakterij-
ske odpornosti in pri ohranjanju bakterijskih topoizomeraz
kot zanimivih tar¢ v protibakterijski terapiji. V nadaljevanju
bomo predstavili zgradbo in delovanje bakterijskih topo-
izomeraz ter obravnavali posamezne skupine zaviralcey,
njihove prednosti, slabosti in obete pri razvoju novih ucin-
kovin.

BAKTERIJSKE
TOPOIZOMERAZE TIPA 1l

Pri prokariontih poznamo dva podtipa topoizomeraze tipa
I — DNA-girazo in topoizomerazo IV (topolV); in Ceprav sta
si encima po strukturi zelo podobna, opravijata v celici ne-
koliko drugacne vioge (2, 6). Oba encima sta sposobna
sproSc¢ati dodatno zvitje, vendar DNA-giraza poleg tega
uvaja tudi negativno dodatno zvitje, kar je klju¢no za shra-
njevanje DNA v bakterijski celici. Po drugi strani je topolV
klju€na za razvijanje sestrskih kromatid med podvojevanjem
DNA (7). Oba encima imata heterotetramerno strukturo in
sta si topolosko zelo podobna. DNA-giraza je sestavljena
iz dveh podenot GyrA in dveh podenot GyrB, topolV pa iz
dveh podenot ParC in dveh podenot Park, ki sta po struk-
turi analogni GyrA in GyrB (slika 1). Katalitski mesti encima,

ki omogocCata cepitev in ponovno zdruzitev dvovijacne
DNA, se nahajata na podenoti GyrA/ParC, delno pa ju se-
stavlja tudi C-terminalni konec GyrB/ParE. Cepitev ade-
nozin trifosfata (ATP) in s tem zagotavljanje energije za en-
cimsko reakcijo izvajata ATPazni domeni, ki se nahajata
na N-terminalnem koncu podenot GyrB/ParE. C-terminalni
domeni encima, ki sta odgovorni za zvijanje DNA, se na-
hajata na C-terminalnem koncu GyrA/ParC. Heterotetra-
merni encim oblikuje troje “vrat”, ki nadzirajo katalitski cikel
encima preko vezave DNA in uravnavajo prehajanje posa-
meznih verig (8). N-vrata se nahajajo na N-terminalnem

GyrA/ParC (slika 1).

Katalitski cikel encima poteka v ve¢ korakih (slika 2). G-
segment dvovijatne DNA se najprej veze na DNA-vrata,
medtem ko se drugi segment dvovijacne DNA, t. i. T-seg-
ment, veze na odprta N-vrata. Ob vezavi dveh molekul
GyrB/ParE dimerizira in N-vrata se zaprejo, ob enem pa
se G-segment cepi. Hidroliza prve molekule ATP povzrodi
razprtje DNA-vrat in preCkanje T-segmenta skozi razce-
plieno DNA. Ligacija G-segmenta poteCe ob sprostitvi ade-
nozin difosfata (ADP) iz ATPazne domene, T-segment pa
lahko zapusti encim skozi C-vrata. Ob hidrolizi druge mo-
lekule ATP nazadnje pride do sprostitve G-segmenta iz
encima (2, 5, 8). Posamezni tipi topoizomeraznih zaviralcev
delujejo na razli¢ne korake v katalitskem ciklu in s tem pre-
kinejo delovanje encima v enem izmed vmesnih stanj. Za-
viranje delovanja encima in s tem klju¢nih celi¢nih procesov,
kot je npr. prepisovanje DNA, v bakterijskih celicah sproZi
signal za celi¢no smrt.

ZAVIRALCI TOPOIZOMERAZ
TIPA I

Zaviralce bakterijskin topoizomeraz delimo v ve¢ skupin,
ki se med seboj razlikujejo po mehanizmu delovanja in
mestu vezave na encim. V grobem delimo zaviralce v dve
skupini: topoizomerazne strupe in katalitske zaviralce to-
poizomeraz (6). Topoizomerazni strupi interagirajo tako z
encimom kot z DNA in stabilizirajo vmesno razceplieno
stanje DNA. Delujejo kot fizicna prepreka, ki onemogoca
ponovno povezavo (re-ligacijo) DNA. To v bakterijah sprozi
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N-vrata

C-vrata

C-terminalna

DNA-vrata

Slika 1: Prikaz strukture heterotetramera DNA-giraze iz Escherichia coli z vezanim fragmentom DNA (PDB ID: 6RKW) (8). Monomer GyrA je
prikazan v svetlo sivi barvi, monomer GyrB pa v svetlo modri barvi. Posamezne domene encima so oznacene z razlicnimi barvami — ATPazna
domena (modro), ki jo sestavija N-terminalni del GyrB, in katalitska domena (temno modro), ki jo sestavijata C-terminalni del GyrB in N-
terminalni del GyrA, ter C-terminalna domena (temno sivo). ATP — adenozin trifosfat

Figure 1: Heterotetrameric structure of Escherichia coli DNA gyrase with bound DNA fragment (PDB ID: 6RKW) (8). A GyrA monomer is
shown in light grey and a GyrB monomer in light blue. Individual domains are labeled with different colors — ATPase domain (blue), catalytic
domain (dark blue), and C-terminal domain (dark grey). ATP — adenosine triphosphate

obrambni odziv, inducira nastajanje reaktivnih kisikovih
zvrsti, povzroGi razgradnjo DNA in vodi v celi€no smrt (6).
Katalitski zaviralci topoizomeraz so ucinkovine, ki zavirajo
delovanje encima, ne da bi poviSevale koncentracijo en-
cimskih kompleksov s ceplieno DNA (5). Delujgjo v razlicnih
stopnjah katalitskega cikla topoizomeraz, npr. pri vezavi
DNA, vezavi ATP ali cepitvi DNA (5).

3.1 KINOLONI

Nalidiksna kislina, ki je predhodnica kinolonskih protibak-
terijskih ucinkovin, je bila leta 1962 naklju¢no odkrita pri
proizvodnii kinina in le nekaj let kasneje odobrena za zdra-
vljenje bakterijskih okuzb (slika 3A) (5, 10). Sprva so imeli
kinoloni zelo omejeno terapevtsko uporabnost, predvsem
SO se uporabljali za zdravljenje okuzb urinarnega trakta, ki
so jin povzroCale Escherichia coli in nekaj drugih gramne-

gativnih bakterij. Z uvedbo fluora na mesto 6 v osrednjem
kinolonskem skeletu in bazi¢nega dusikovega heterocikla
na mesto 7 (slika 3B), se je njihova terapevtska uporabnost
moc¢no povecala. Nova generacija kinolonskih protimikrob-
nih ucinkovin, katere prvi predstavnik, norfloksacin, ki je
leta 1983 pridobil dovoljenje za promet, je tako dobila ime
fluorokinoloni. Strukturne spremembe fluorokinolonov so
privedle do izboljSanja njihovih farmakokineti¢nih in farma-
kodinami¢nih lastnosti, bioloSke uporabnosti, znatnega po-
veCanja protimikrobnega ucinka in razsirile spekter delo-
vanja spojin tudi na nekatere grampozitivne bakterije in
mikobakterije (4, 10, 11). Ciprofloksacin je bil prvi pred-
stavnik skupine, ki je izkazoval dobro sistemsko uporabnost
in je spodbudil razvoj Se naprednejsih in Siroko uporabnih
kinolonov (slika 3C). Predstavniki tretje in Cetrte generacije
kinolonskih antibiotikov (npr. levofloksacin in moksifloksacin)
vsebujejo Se dodatne spremembe na mestih 7 in 8, ki
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Slika 2: Katalitski cikel bakterijskih topoizomeraz tipa Il s prikazanimi mesti delovanja posameznih skupin protibakterijskih ucinkovin (2, 8). 1 —
prost encim; 2 — vezava G-segmenta na DNA-vrata in T-segmenta na N-vrata; 3 — vezava adenozin trifostata (ATP), dimerizacija GyrB/ParE,
cepitev G-segmenta; 4 — prehod T-segmenta skozi G-segment, cepitev ATP in nastanek adenozin difostata (ADP) in fosfata (Pi); 5 —
sprostitev T-segmenta skozi N-vrata. NBTI — novi zaviralci bakterijskih topoizomeraz

Figure 2: Catalytic cycle of bacterial type Il topoisomerases with indicated sites of action for different groups of antibacterial agents (2, 8). 1
— free enzyme; 2 — binding of the G-segment to the DNA gate and the T-segment to the N-gate; 3 — binding of adenosine triphosphate
(ATP), dimerization of GyrB/ParE, cleavage of the G-segment; 4 — passage of the T-segment through the G-segment, ATP hydrolysis, and
formation of adenosine diphosphate (ADP) and phosphate (Pi); 5 — release of the T-segment through the N-gate. NBTI — novel bacterial

topoisomerase inhibitor

omogoc¢ajo dodatno izboljanje aktivnosti na grampozitivne
bakterije in, v primeru spojin Cetrte generacije, tudi delo-
vanje na anaerobne organizme (slika 3C) (11).

Kinoloni se vezejo na encim v blizini katalitskega mesta na
vsako izmed dveh podenot GyrA/ParC na obmocju DNA-
vrat in se hkrati umestijo med bazne pare DNA tik ob
mestu cepitve DNA ter s tem stabilizirajo kompleks med
ceplieno DNA in encimom (slika 3D) (12). Interakcija med
kinoloni, DNA in proteinom prepreci nadaljnje delovanje
encima, ustavi dodatno zvijanje ali spros¢anje DNA ter za-
vre podvojevanje in prepisovanje DNA.

Fluorokinoloni so bili nekaj desetletji med najpogosteje pred-
pisanimi antibiotiki. Med letoma 1995 in 2002 so bili celo
najpogosteje predpisani antibiotiki v ZDA s kar 7 do 22 mi-
lijoni izdanih receptov (13). Nepravilno postavljene diagnoze
in neustrezen izbor antibiotikov pri priblizno 42 % predpisanih
receptov sta najverjetneje pomembno prispevala k pojavu

in Sirjenju na kinolone odpornih bakterijskin sevov. Najpo-
gostejSi in Kliniéno najpomembnejSi mehanizem odpornosti
na kinolone je pojav specificnih mutacij v tarcnem encimu,
ki oslabijo vezavo ucinkovin. Do odpornosti lahko pride tudi
zaradi pridobitve genoy, ki vplivajo na metabolizem kinolonov,
povecajo izrazanje izlivnih Crpalk ali porinov (14). Vedno ve¢
dokazov predvsem iz veterinarske in kmetijske stroke kaze
na to, da kinoloni sami spodbujajo razvoj odpornosti na
druge vrste protimikrobnih ucinkovin, kar lahko vodi v razvoj
multiple odpornosti (12). Indukcija mehanizma popravijanja
DNA pri subletalnih koncentracijah kinolonov naj bi povecala
stopnjo mutageneze in rekombinacije ter povzrocila nastanek
odpornosti tudi proti drugim vrstam protimikrobnih u€inkovin
(15). Zaradi pojava hudih nezelenih ucinkov, kot so bolecine
v sklepih, moznost rupture aorte in teratogenost, je predpi-
sovanje kinolonov omejeno pri dolocenih skupinah bolnikov,
otrocih, starejSih in nosec¢nicah (11,16).
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Slika 3: Kinoloni (11). A) Struktura nalidiksne kisline. B) Splosna struktura kinolonskih antibiotikov. Spremembe na mestih R1, R5, R6, R7 in
R8 omogocajo izboljSanje delovanya in fizikalno-kemijskih lastnosti spojin. C) Predstavniki razli¢nih generacij kinolonov. D) Kokristaliziran
ciprofloksacin (rumena) z DNA-girazo iz Staphylococcus aureus (PDB ID: 2XCT), posamezni podenoti oznaceni s svetlo in temno sivo.
Kinoloni stabilizirajo cepljeno DNA na obeh mestih cepitve in tvorijo interakcije z encimom v blizini katalitskega centra GyrA.

Figure 3: Quinolones (11). A) Structure of nalidixic acid. B) General structure of quinolone antibiotics. Modlfications at positions R1, R5, R6,
R7 and R8 allow for improved activity and physicochemical properties of the compounds. C) Representatives of different generations of
quinolones. D) Cocrystallized ciprofloxacin (yellow) with DNA gyrase from Staphylococcus aureus (PDB ID: 2XCT), with individual subunits
marked in light and dark gray. Quinolones stabilize cleaved DNA at both cleavage sites and form interactions with the enzyme near the

catalytic center of GyrA.

3.2 AMINOKUMARINI

Aminokumarini, kamor uvr§¢amo novobiocin (slika 4A),
klorobiocin in kumermicin A1, so ATP-kompetitivni zaviralci
topoizomeraz tipa I, ki jih proizvaja rod bakterij Strepto-
myces. Poleg kinolonov so aminokumarini edina skupina
zaviralcev topoizomeraz tipa ll, ki so bili kdaj odobreni za
Klinino uporabo. Ceprav v pogoijih in vitro izkazujejo boljgo
zaviralno delovanje na aktivnost kot kinoloni, pa njihovo
uporabo omejuje slaba topnost in toksi¢nost v evkariontskih
celicah (2). Prvi¢ so bili registrirani v Sestdesetih letih 20.
stoletja za zdravljenje okuzb, ki jih povzroCajo grampozitivhe
bakterije (4). Njihovo delovanje na gramnegativne bakterije
je omejeno, predvsem zaradi slabega prehajanja skozi zu-
nanjo membrano ali delovanja izlivnih Erpalk (17). Amino-
kumarinski antibiotiki delujejo kot katalitski zaviralci, ki z
vezavo v ATP-vezavni zep v ATPazni domeni encima pre-
preCujejo delovanje encima (slika 4C). V grampozitivnih
bakterijah primarno delujejo na DNA-girazo, kjer izkazujejo

za nekaj velikostnih razredov mocnejSe zaviralno delovanje
kot na topo IV (17).

DNA-giraza, glavna tar€a amniokumarinov, spada v druzino
encimov GHKL, ki imajo podobno ATP-vezavno domeno.
S tem lahko pojasnimo vezavo aminokumarinov na protein
toplotnega Soka 90, encim iz druzine GHKL, kar je lahko
vzrok za pojav nezelenih ucinkov pri ljudeh (4). Tudi pri
uporabi aminokumarinskih antibiotikov se je pojavila od-
pornost dolo¢enih bakterijskih sevov. Vecinoma gre za po-
jav odpornosti zaradi specificnih mutacij encima v ATP ve-
zavnem mestu, kar pa privede tudi do znizanja katalitske
aktivnosti mutiranega encima (6).

3.3 SIMOCIKLINONI

Podobno kot aminokumarini so tudi simociklinoni biosin-
tezni produkti bakterij iz rodu Streptomyces. Simociklinoni
strukturno spominjajo na aminokumarine, saj vsebujejo
aminokumarinsko ogrodje, manjka pa jim deoksi-sladkorna

Farm Vestn 2025; 76



A

deoksi sladkorna aminokumarinsko
skupina ogrodje
-~ -~
/
{ (0]
1 ..
v novobiocin
\
N o\‘
\N
H,N 0
B
g Cl \\\
"o 00"\
\ O\
\\ 4 ! g
N ” ) PN\ \F simociklinon D8 ,
aminokumarinsko '

ogrodje

4

<

O

pd

=

%)

pd

<

pd

i N

Q preprecitev stabilizacije V\ b

. i N ‘ a
'_ _ DNA-encim kompleksa (M o
'9 \(‘\ S (LB
o N ./ A o
- a

Slika 4: Aminokumarini in simociklinoni (2, 17). A) Strukturna predstavitev novobiocina z oznacimi pomembnimi strukturnimi deli. B)
Strukturna reprezentacija simociklinona D8 z oznacenimi pomembnimi deli za interakcijo z encimom. C) Novobiocin (roza), adenozin trifosfat
(ATP) (zelena) in SD8 (rumena) v DNA-girazi iz Escherichia coli, slika je bila narejena s prekrivanjem treh kristalnih struktur (PDB ID: 6RKW,
4URQO in 4CKL). Posamezni podenoti sta prikazani s svetlo/temno sivo, podenoti pa s svetlo/temno modro. Novobiocin je vezan v podenoti
GyrB, opazimo lahko prekrivanje z ATR, kar ilustrira ATP-kompetitivno zaviranje aminokumarinskih antibiotikov. SD8 interagira s prvo
podenoto GyrA preko aminokumarinskega dela in preprecuje vezavo DNA ter stabilizacijo kompleksa DNA-encim, tetraciklicni del SD8 se
veZe preko DNA-vrat in interagira z sosednjo podenoto GyrA.

Figure 4: Aminocoumarins and Simocyclinones (2, 17). A) Structural representation of novobiocin with important structural parts labeled. B)
Structural representation of simocyclinone D8 with labeled key regions for interaction with the enzyme. C) Novobiocin (pink), adenosine
triphosphate (ATP) (green), and SD8 (yellow) in DNA gyrase from Escherichia coli; the image was created by overlaying three crystal
structures (PDB ID: 6RKW, 4URO, and 4CKL). Individual subunits are shown in light/dark gray, while additional subunits are displayed in
light/dark blue. Novobiocin is bound to the GyrB subunit, with observable overlap with ATF, illustrating the ATP-competitive inhibition of
aminocoumarin antibiotics. SD8 interacts with the first GyrA subunit via its aminocoumarin portion, preventing DNA binding and stabilizing
the DNA-enzyme complex, while the tetracyclic part of SD8 binds across the DNA gate and interacts with an adjacent GyrA subunit.
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skupina (4). Kljub strukturni podobnosti med aminokumarini
in simociklinoni je med njimi klju¢na razlika v mehanizmu
delovanja (2, 3). Simociklinon D8 (SD8) (slika 4B), nedavno
odkrit predstavnik skupine simociklinonov, izkazuje mo&no
zaviranje dodatnega zvitja in relaksacije DNA s strani DNA-
giraze in vitro (slika 4) (2, 17). Ne veze se na obiCajno ve-
zavno mesto za aminokumarine in ne zavira ATPazne aktiv-
nosti encima, ampak deluje kot zaviralec v zgodniji fazi
katalitskega cikla s preprecitvijo vezave DNA na encim
(18). Kristalna struktura SD8 z DNA-girazo je razkrila, da
se spojina veze na N-terminalno domeno v obeh podeno-
tah GyrA preko DNA-vrat in s tem prepreci vezavo DNA
na encim (slika 4C) (19). Vezavno mesto za SD8 je sicer
zelo blizu, ampak se ne prekriva z vezavnim mestom za
kinolone, kar odpira moznosti za razvoj bifunkcionalnih
spaojin, ki bi se vezale na obe mesti hkrati (4, 18). Poleg
vezave na N-terminalno domeno GyrA se SD8 delno veze
tudi na C-terminalno domeno GyrB, vendar pomen te ve-
zave Se ni popolnoma razjasnjen (20). Tezave pri razvoju

novih simociklinonskih antibiotikov so podobne kot pri ami-
nokumarinih — zaradi slabega prehajanja ne delujejo na
gramnegativne bakterije, slaba topnost in toksi¢nost, ki se
izkazuje pri evkariontih, pa onemogocata klinicno uporabo
pri ljudeh (4).

3.4 NOVI ZAVIRALCI BAKTERIJSKIH
TOPOIZOMERAZ

Novi zaviralci bakterijskih topoizomeraz (angl. novel bacterial
topoisomerase inhibitor; NBTI) so relativno nov razred za-
viralcey, ki je zanimiv tako za farmacevtsko industrijo kot
tudi za akademsko okolie. NBTI-ji se strukturno razlikujejo
od prej omenjenih razredov spaojin, saj se vezejo na drugo
vezavno mesto in imajo drugacen mehanizem delovanja
(21-23). Vezavno mesto za NBTI-je lezi centralno med
dvema podenotama GyrA/ParC in je lo€eno od vezavnega
mesta za kinolone. Zaviralci tvorijo interakcije tako z
encimom kot tudi z DNA in stabilizirajo ternarni kompleks
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Slika 5: Novi zaviralci bakterijskih topoizomeraz (NBTI) (24, 25, 31). A) Strukturi: Kemifski strukturi gepotidacina in BWC0977 z oznacenimi
deli, kliucnimi za interkalacijo in vezavo na encim. B) Struktura NBTI -ja AMK12, razvitega na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani in
Kemijskem Institutu, (rumena) v girazi iz Staphylococcus aureus (PDB ID: 6Z1A). Interkalatorski levi del molekule, vezan med centralni bazni
par v DNA (svetlo rjava), desni del, usidran med dve podenoti (prikazano s svetlo in temo sivo).

Figure 5: Novel bacterial topoisomerase inhibitors (NBTI) (24, 25, 31). A) Structures — Chemical structures of gepotidacin and BWC0977
with labeled regions crucial for intercalation and enzyme binding. B) Structure of the NBTI AMK12, developed at the Faculty of Pharmacy
and the National Institute of Chemistry (yellow), in gyrase from Staphylococcus aureus (PDB ID: 6Z1A). The intercalating left part of the
molecule is bound between the central base pair in DNA (light brown), while the right part is anchored between two subunits (shown in light

and dark gray).
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(slika 5). Sestavljeni so iz treh delov: levega dela, osrednjega
distanCnika in desnega dela. Levi del spojin je kljuCen za
interkalacijo DNA in se umesti med centralna bazna para
molekule DNA. Desni del se veze v globok hidrofobni ve-
zavni zep, ki ga tvorita obe podenoti encima, distancnik
pa povezuije levi in desni del ter zagotavlja ustrezno pro-
storsko usmerjenost in fizikalno-kemijske lastnosti (23, 24).
NBTI-ji imajo Sirokospektralno delovanje. V grampozitivnih
bakterijah se primarno vezejo na DNA-girazo, v gramne-
gativnih bakterijah pa na topo IV. Z ustreznimi strukturnimi
spremembami je mogoc¢ tudi enakomeren ucinek na obe

tarci, kar pripomore k zmanjsevanju verjetnosti pojava bak-
terijske odpornosti.

Kljub dokazanim modénim terapevtskim ucinkom NBTI-jev
trenutno na trziS€u Se ni nobene spojine iz tega razreda.
Vikvidacin je bil prvi predstavnik razreda, ki je vstopil v prvo
fazo klini¢nih preskusanj, vendar so bila ta prekinjena zaradi
kardiotoksi¢nosti, ki je bila posledica vezave na hERG (ka-
lijev ionski kanal, ki ga kodira Cloveski gen, povezan z Et-
her-a-go-go fenotipom) (26). Stevilna farmacevtska podietja
in akademske raziskovalne skupine so skusale zmanjsati
kardiotoksi¢nost teh spojin, kar pa je vecinoma vodilo do

g
-

albicidin

\

Slika 6: Albicidini (2, 32). A) Struktura: Kemijska struktura albicidina z oznac¢enimi pomembnimi deli za interakcijo z DNA in z encimom. B)
Albidicin (rumena) v girazi iz Escherichia coli (PDB ID: 7z9c) (33). C-terminalni interkalatorski del zaviralca je vezan med fragmente DNA v eni
izmed podrodji cepitev, N-terminalni del je usidran med dve podenoti (prikazano s svetlo in temo sivo).

Figure 6: Albicidins (2, 32). A. Structure: Chemical structure of albicidin with labeled key regions for interaction with DNA and the enzyme. B.
Albicidin (yellow) in gyrase from Escherichia coli (PDB ID: 7Z9C) (33). The C-terminal intercalating part of the inhibitor is bound between DNA
fragments at one of the cleavage sites, while the N-terminal part is anchored between two subunits (shown in light and dark gray).
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zoliflodacin

Slika 7: Spiropirimidintrioni (35). A) Struktura: Kemijska struktura zoliflodacina. B) Prekrivanje zoliflodacina (rumena) in ciprofloksacina
(oranzna) v girazi iz Staphylococcus aureus (PDB ID: 8BP2, 2XCT). Posamezni podenoti sta prikazani v svetlo in temno sivi, dela podenot pa

v svetlo in temno modli.

Figure 7: Spiropyrimidinetriones (35). A) Structure: Chemical structure of zoliflodacin. B) Overlay of zoliflodacin (yellow) and ciprofloxacin
(orange) in gyrase from Staphylococcus aureus (PDB ID: 8BP2, 2XCT). Individual subunits are shown in light and dark gray, with parts of the

subunits displayed in light and dark blue.

SibkejSega protibakterijskega delovanja (27-29). Kljub temu
je podjetju GSK uspelo razviti ucinkovino gepotidacin s
primernim varnostnim profilom in dobro protibakterijsko
ucinkovitostjo. Gepotidacin je uspesno zakljucil tretjo fazo
Klini¢nih preskuSanj za zdravljenje nezahtevnih okuzb uri-
narnega trakta in gonoreje ter je na dobri poti, da postane
prvi predstavnik razreda NBTI-jev na trzis€u (30, 31). V
prvi fazi klinicnega preskusanija je tudi spojina BWC0977,
ki je namenjena zdravljenju resnejsih bolnisni¢nih okuzb,
za katere trenutno ni primerne terapije.

3.5 ALBICIDINI

Albicidin je peptidni fitotoksin, ki ga izloCajo rastlinski pa-
togeni Xanthomonas albilineans (2) (slika 6A). Albicidin de-
luje baktericidno na gramnegativne in grampozitivne bak-
terije v nizkih nanomolarnih koncentracijah in ne izkazuje
toksi¢nosti na sesalskih celicah v koncentraciji pod 8 pg/mL
(82). Albicidin se z enim delom molekule veze med frag-
mente razcepliene DNA, drugi del pa tvori interakcije z en-
ta nacin stabilizira razceplieno intermediarno stanje DNA,
prepreci njeno ponovno povezavo in sklenitev verig DNA
ter sprozi bakterijsko smrt. Albicidin tvori kompleks z DNA
in encimom ob prisotnosti ATP, kar je tudi ena izmed razlik
med delovanjem albicidinov in kinolonov (2). Za razliko od
kinolonov, ki se veZejo na kompleks simetricno ob cepit-

venem mestu DNA in tvorijo interakcije z eno izmed pod-
enot GyrA/ParC, se albicidin prednostno veze v eno izmed
mest cepitve in tvori interakcije z obema podenotama
GyrA/ParC. Albicidin se najverjetneje veze na encim v tre-
nutku, ko je T-segment DNA Ze preSel skozi G-segment, a
se ta Se ni sklenil (33). Ob spremembi enega izmed ami-
nokislinskih ostankov, ki povzroca rezistenco na kinolone,
S0 Ze opazili navzkrizno odpornost s kinoloni (32). Sinteticni
derivati albicidina s krajSo strukturo se lahko simetri¢no
vezejo v vezavna zepa v obeh podenotah in so manj ob-
Cutliivi na spremembe v regiji proteina, ki so povezane z
odpornostjo na kinolone. Nekateri sinteticni derivati albi-
dacina so bili dokazano varni in ucinkoviti v zivalskin mo-
delih in vivo ter so izkazovali celo boljSo protibakterijsko
ucinkovitost kot NBTI-ji (34).

3.6 SPIROPIRIMIDINTRIONI

Spiropirimidintrioni podobno kot kinoloni stabilizirajo kom-
pleks med DNA in tar¢o ter se vezejo med cepliene bazne
pare DNA. Za razliko od kinolonov, ki tvorijo interakcije z
podenoto GyrA/ParC, se spiropirimidintrioni veZejo na pod-
enoto GyrB/ParE (slika 7B) (35). Znano je, da mutacije, ki
privedejo do odpornosti bakterij na kinolone, ne vplivajo
na ucinkovitost delovanja spiropirimidintrionov, kar potrjuje
drugacen mehanizem delovanja kljub podobnemu vezav-
nemu mestu. Spiropirimidintrioni so ucinkoviti tako proti
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Slika 8: Ne-aminokumarinski ATP-kompetitivni zaviralci bakterijskih topoizomeraz (3, 36, 37). A) Struktura imidazolamidne ucinkovine
DS2969. B) Struktura pirolamidne ucinkovine AZN5099. C) Struktura predzdravila SPR720 in aktivhega metabolita SPR719. D) Prekrivanje
pirolamidne spojine 07N (roza), novobiocina (rumena) ATP (zelena) v ATP-vezavnem DNA-giraze iz Escherichia coli, slika je bila narejena s
prekrivanjem treh kristalnih struktur (PDB ID: 6RKW, 4URQ in 3TTZ). ATP — adenozin trifosfat

Figure 8: Non-aminocoumarin ATP-competitive inhibitors of bacterial topoisomerases (3, 36, 37). A) Structure of the imidazolamide
compound DS2969. B) Structure of the pyrrolamide compound AZN5099. C) Structure of the prodrug SPR720 and its active metabolite
SPR719. D) Overlay of the pyrrolamide compound 07N (pink), novobiocin (yellow), and ATP (green) in the ATP-binding site of DNA gyrase
from Escherichia coli. The image was created by overlaying three crystal structures (PDB ID: 6RKW, 4URO, and 3TTZ). ATP — adenosine

triphosphate
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grampozitivnim kot tudi gramnegativnim bakterijam. Zolif-
lodacin (slika 7A), ki je ze uspesno zakljucil tretjo fazo klini-
¢nih preskusSanj za zdravljenje okuzb z Neisseria gonorr-
hoeae, trenutno Caka na odobritev s strani ameriske uprave
za hrano in zdravila (FDA) (35).

3.7 NEFAMINOKUMARINSK
ATP-KOMPETITIVNI ZAVIRALCI
BAKTERIJSKIH TOPOIZOMERAZ
TIPA I

Ne-aminokumarinski ATP-kompetitivni zaviralci bakterijskih
topoizomeraz tipa Il so heterogena skupina zaviralcev v
katero uvrs€amo spojine iz razli¢nih strukturnih razredov.
Skupno tovrstnemu tipu zaviralcev je, da tako kot amino-
kumarini ciljagjo ATP-vezavno mesto encima, vendar so
strukturno drugacni. V ta razred spojin spadajo med drugim
tudi triazinski, azaindolni, arilaminopirimidinski, imidazol-
amidni, pirolamidni in aminobenzimidazolni zaviralci, izmed
katerih so v klini¢ne Studije prisli samo predstavniki zadnjih
treh strukturnih skupin (3). DS2969 je imidazolamidna ucin-
kovina, ki je uspesno zakljucila 1. fazo klinicnih preskusan;,
vendar se njen razvoj ni nadaljeval (slika 8A) (3, 36). Pirol-
amidna ucinkovina AZD5099 je prav tako zaklju€ila 1. fazo
klini¢nih preskusanj, vendar je bil njen nadaljnji razvoj usta-
vlien zaradi teZzav z ucCinkovitostjo in varnostjo (slika 8B)
(8). Ena izmed najbolj zanimivih ucinkovin iz tega razreda
spojin je zagotovo SPR720 oz. fobrepodacin (slika 8C),
aminobenzimidazolno predzdravilo, ki je trenutno v drugi
fazi kliniénih preskusan; za zdravljenje pljucnih obolenj, ki
jih povzroCa Mycobacterium avium. Status zdravila sirote
za SPR720 je FDA dodelil za zdravljenje netuberkuloznih
okuzb z mikobakterijami (37).

SKLEP

Iz Stevila razli¢nih skupin zaviralcev bakterijskih topoizoi-
meraz, raznolikih vezavnih mest in unikatnih mehanizmov
delovanie je razvidno, da so topoizomeraze tipa Il resni¢no
ustrezne tarCe za razvoj novih protibakterijskin zdravilnih
ucinkovin, kljub vedno manjsi klini¢ni uporabi trenutno do-
stopnih zaviralcev. V ¢lanku smo se osredotocili samo na
nizkomolekularne zaviralce topoizomeraz. Poleg njih so v
razlicnih stopnjah razvoja tudi nekateri peptidni in proteinski

zaviralci. S poglablianjem znanja o topoizomerazah kot
taréah se moznosti za njihovo raziskovanje Sirijo. Na Fa-
kulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani se z razvojem za-
viralcev bakterijskin topoizomeraz ukvarjata kar dve razi-
skovalni skupini — ena svoj ¢as posvecCa zaviralcem
GyrA/ParC, druga pa raziskuje zaviralce GyrB/ParE (38,
39). Glede na velikost in kompleksnost bakterijskih topo-
izomeraz kot tar¢ smo verjetno Sele na zacetku odkrivanja
vseh potencialnih nacinov, kako jih ucinkovito izkoristiti
pri cilianju bakterij. S svojim lastnim doprinosom zelimo
tudi v bodoce Siriti znanje na tem podrocju in pustiti pecat
v svetovni znanstveni skupnosti.
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POVZETEK

Rakave bolezni so eden izmed vodilnih vzrokov umr-
liivosti v razvitem svetu, pri Cemer je 90 % smirti bol-
nikov z rakom povezanih z metastaziranjem. Gre za
zapleten proces, ki vkljuCuje Stevilne biokemicne
spremembe, med katerimi so pogoste tudi spre-
membe v celicni glikozilaciji, zlasti sializaciji ter fuko-
zilaciji. Klju¢no vlogo pri tem igrajo encimi sialil- in fu-
koziltransferaze, ki katalizirajo vezavo sialicne kisline
in fukoze na ustrezne substrate. Spremembe v nji-
hovem izrazanju opazimo pri Stevilnih rakih, kjer lahko
pripeliejo do sprememb v adheziji celic, proliferacij,
gibljivosti, ozilienosti tumorja in izogibanju rakavih
celic pred imunskim sistemom, kar lahko pomembno
ojaca metastatski potencial rakavih celic. Hkrati je
poviSana aktivnost sialil- in fukoziltransferaz povezana
s Stevilnimi rakavimi boleznimi, kot so rak dojk, de-
belega Crevesja in pankreasa. Razumevanie njinove
vloge v fizioloSkih in patofizioloskih stanjih tako ponuja
nove moznosti v zdravlienju in diagnostiki.

KLJUCNE BESEDE:
fukoziltransferaze, glikozilacija, metastaziranje, rak,
sialiltransferaze

ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of mortality in
the developed world, with 90% of cancer-related
deaths being associated with metastasis. This is a
complex process involving numerous biochemical
changes, including alterations in cellular glycosylation
— particularly sialylation and fucosylation. In this pro-
cess, sialyl- and fucosyltransferases are central en-
zymes that catalyze the attachment of sialic acid and
fucose to their corresponding substrates. Changes
in their expression can be observed in various can-
cers, where they may lead to alterations in cell adhe-
sion, proliferation, motility, tumor angiogenesis, and
immune system evasion, significantly enhancing the
metastatic potential of cancer cells. Additionally, their
increased activity is linked to various types of cancer,
such as breast, colon, and pancreatic cancers. Un-
derstanding their role in both physiological and pat-
hological conditions offers new possibilities for inno-
vative approaches in cancer treatment and diagnosis.

KEY WORDS:
cancer, fucosyltransferases, glycosylation, metasta-
sis, sialyltransferases
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uvoD

Po ocenah Svetovne zdravstvene organizacije je leta 2020
zaradi rakavih obolenj umrlo 10 milijonov ljudi, kar uvrs¢a
rakava obolenja med vodilne vzroke smrtnosti po svetu,
delez smrti zaradi njih pa bo v prihodnosti le Se narascal
(1). Prezivetje bolnikov z rakom je odvisno od Stevilnih de-
javnikov. Eden izmed klju¢nih je metastaziranje, ki je pove-
zano z 90 % smrti pri bolnikih z rakavimi obolenji (2). Me-
tastaziranje je zapleten vecfazni proces, pri katerem se
rakave celice odcepijo od primarnega tumorja, potujejo
po telesu in tvorijo sekundarne zasevke (3). Zanj so po-
trebne Stevilne biokemicne spremembe, ki se odrazajo kot
spremembe v celini proliferaciji, adheziji, gibljivosti, ozilje-
nosti tumorja in interakcijah tumorskih celic z imunskim si-
stemom (3). Ena izmed sprememb, ki spremlja nastete
procese, je patoloska glikozilacija, ki lahko vpliva na Stevilne
lastnosti rakavih celic hkrati, in je kot taka zanimiva tarCa
za razvoj novih terapevtskih pristopov za obvladovanje me-
tastaziranja in rakavih obolenj (4).

GLIKOZILACIJA

Glikozilacija je kompleksen encimski posttranslacijski pro-
ces, pri katerem pride do dodajanja monosaharidov na
druge saharide, proteine ali lipide. V procesu nastanejo
glikokonjugati, ki jih delimo glede na aglikonski del (gliko-
proteine, proteoglikane in glikosfingolipide), strukturo gli-
kana (razvejani in nerazvejani) ter vrsto vezi (5). Glede na
vrsto vezi med aglikonom in glikanom locimo N-glikane,
kijer sta molekuli povezani z duSikom, O-glikane, kjer sta
povezani s kisikom, fosfoglikane, kjer povezavo tvori fos-
fatna skupina, in C-glikane, kjer sta molekuli povezani z
ogliikom. Vezi med saharidnimi enotami so zelo raznolike
in se locijo glede na konfiguracijo v anomernem centru (a-
in B-konfiguracija) in glede na mesto funkcionalne skupine,
ki sodeluje v tvorbi vezi (6). V nasprotju s proteini in DNA
struktura glikanov ni odvisna od zaporedja baz v genetskem
zapisu, temvec na njo vplivata predvsem izrazanje encimov
iz skupine glikoziltransferaz in prisotnost ustreznih sub-
stratov (7).
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Slika 1: Zgradba nekaterih fukoziliranih in sialiranih antigenov; R — molekula proteina ali lipida (povzeto po (13)).
Figure 1: Structure of some fucosylated and sialylated antigens; R — protein or lipid moiety (adapted by (13)).
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Glikozilacija ima pomembno viogo v Stevilnih fizioloskih
procesih, kot so pravilno delovanje proteinov, medcelicno
signaliziranje, celicna adhezija in proliferacija ter interakcije
celic z imunskim sistemom (8). Tako ni presenetljivo, da
lahko spremembe v glikozilaciji pripomorejo k nastanku
Stevilnih patoloskih stanj, med drugim tudi k rakavim obo-
lenjem (6). Pri tem so Se posebej zanimive spremembe v
celiéni sializaciji in fukozilaciji (9).

FUKOZILTRANSFERAZE

Fukoziltransferaze so encimi, ki katalizirajo pripenjanje
fukoze na akceptorske substrate. Poznamo 13 fukozil-
transferaz, ki jih glede na vrsto akceptorske molekule in
nastale vezi razdelimo v Stiri podskupine, kar prikazuje
preglednica 1 (10). So pretezno transmembranski pro-
teini, sestavljeni iz kratke N-kon&ne domene, transmem-
branske domene in kataliticne C-domene (11). Ve€inoma

se nahajajo v Golgijevem aparatu (GA), kjer njihova kata-
liticna domena sega v lumen GA, N-kon¢&ni del pa v cito-
plazmo. Izjema sta fukoziltransferazi POFUT1 in POFUT2,
ki se prosto plavajoc¢i nahajata v endoplazemskem reti-
kulumu (12).

Fukoziltransferaze so pomembne za nastanek strukturno
podobnih kon&no fukoziliranih Lewisovih antigenov, se-
stavljenih iz N-acetilgalaktozamina, galaktoze in fukoze
(13). Skupaj tvorijo naslednje antigene: H1, H2, Lewis?
(Le?), LewisP (Le), Lewis* (Le¥) in LewisY (LeY), kar prika-
zuje slika 1 (14).

Lewisovi antigeni sodelujejo pri Stevilnih fizioloskih pro-
cesih, kot so organogeneza med razvojem zarodka, in-
terakcije z imunskim sistemom in pravilno zvitje ter delo-
vanje proteinov (15). Primer fukoziltransferaz, ki pripenjajo
fukoze neposredno na aglikonske substrate, sta POFUT1
in POFUT2, ki s fukozilacijo skrbita za pravilno delovanje
Stevilnih proteinov, kot so proteini NOTCH, ki igrajo po-
membno vlogo v celi¢ni diferenciaciji, in proteini z moti-
vom trombospondina tipa |, ki delujejo antiangiogeno
(16, 17). Glede na Sirok spekter funkcij in tesno sodelo-
vanje z imunskim sistemom ni presenetljivo, da so fuko-

Preglednica 1: Razdelitev fukoziltransferaz (FUT). CAZy — encimi aktivni na ogljikovih hidratih, GT — glikoZiltransferaza, GDP — gvanozindifosfat

(17).

Table 1: Fucosyltransferase subgroups (FUT). CAZy — Carbohydrate-Active Enzymes, GT — glycosyltransferase, GDP — guanosine

diphosphate (11).

Skupina Encim

CAZy druzina

Donorski substrat Vrsta vezi

FUTT
FUT2

al,2 FUT

GT11 al,2

FUT3

FUT4

FUTS

FUT6

al,3inal,4 FUT
FUT7

FUTO

FUT10

FUT11

GT10

al,3inal,4

GDP-Fukoza al,3

al,6 FUT FUT8

GT23 al,6

POFUTH

GT65

O-FUT
POFUT2

GT68

al,0
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ziltransferaze pridobile pozornost tudi zaradi svoje vlioge
pri rakavih obolenjih, kjer bi lahko predstavljale novo
tarCo za razvoj zdravil (18).

SIALILTRANSFERAZE

Sialiltransferaze so encimi, ki katalizirajo prenos sialicne
kisline na konc¢no akceptorsko skupino glikoproteina ali

glikolipida. Poznamo 20 sialiltransferaz, ki jih glede na re-
gioselektivnost akceptorskega substrata in vrsto tvorjene
vezi razdelimo v §tiri skupine, kar prikazuje preglednica 2
(19). So transmembranski proteini v GA, sestavljeni iz N-
kon¢ne domene, usmerjene v citoplazmo, transmembran-
ske regije in kataliticne C-kon&ne domene, ki sega v lumen
GA (19).

Sialiltransferaze sodelujejo v Stevilnih bioloskih procesih.
Vezava siali¢ne kisline je pomembna za pravilno delovanje
proteinov, hkrati pa zagotavlja negativen naboj na povrsini
celic in tako vpliva na njihove adhezijske lastnosti (20).

Preglednica 2: Razdelitev sialiltransferaz (ST3GAL); CAZy — encimi aktivni na ogljikovih hidratih, GT — glikoziltransferaza, CMP —

citidinmonofosfat (11).

Table 2: Sialyltransferase subgroups (ST3GAL); CAZy — Carbohydrate-Active Enzymes, GT — glycosyltransferase, CMP — cytidine

monophosphate (11).

Skupina Encim CAZy druzina | Donorski substrat | Akceptorski substrat

ST3GAL1

ST3GAL2

hidroksilna skupina na 3.

ST3GAL ST3GAL3 mestu galaktoze N-, O-

ST3GAL4 povezanih glikanov in

glikolipidov

ST3GAL5S

ST3GAL6

STEGAL1 hidroksilna skupina na 6.
ST6GAL .

STEGAL2 mestu galaktoze N-glikanov

STGALNACH

STGALNAC2

GT29 CMP-siali¢na kislina | ) ,

STGALNAC3 hidroksilna skupina na 6.
STGB6ALNAC mestu N-acetilgalaktozamina

STGALNAC4 O-glikanov in glikolipidov

STGALNACS

STGALNACE

ST8SIAT

ST8SIA2

ST8SIA3Z hidroksilna skupina na 8.
ST8SIA mestu siali¢ne kisline N- in O-

ST8SIA4 glikanov ter glikolipidov

ST8SIAS

ST8SIAG
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Prav tako je pomembna pri tvorbi sializiranih antigenov,
kot so polimeri sialicne kisline in sialirani Lewisovi antigeni,
preko katerih celice komunicirajo z imunskim sistemom.
Sialiltransferaze sodelujejo tudi pri normalnem delovanju
ziv€evja. Njihova zmanjSana aktivnost ali pomanjkanije se
lanko izrazi kot epilepsija, vedenjske, intelektualne ali mo-
tori€ne motnje (21). Zaradi vpliva na imunski sistem, pra-
vilno delovanje proteinov in adhezijo celic imajo sialiltrans-
feraze pomembno viogo tudi pri patogenezi rakavih bolezni
in so kot takSne zanimiva tar¢a za razvoj novih zdravil
(22).

FUKOZIL-
IN SIALILTRANSFERAZE
TER RAK

Povecano izrazanje sialil- in fukoziltransferaz ali z njimi po-
vezanih antigenov je povezano s slabo prognozo Stevilnih
rakavih bolezni (6). Na primer, pove¢ano izrazanje fukozil-
transferaze FUT8 je povezano s slabo prognozo bolezni
pri raku Crevesa in danke ter nedrobnocelicnem raku pljuc¢
(13). Z rakom dojk in njegovim metastaziranjem je povezano
izrazanje Stevilnih sialiranih antigenov in sialiltransferaz (23,
24). Sialil- in fukoziltransferaze so v patogenezo rakavih
bolezni vkljucene na Stevilne nacine, ki se skupaj kazejo
kot ojacana angiogeneza in proliferacija, odpornost na ce-
liéno smrt, spremenjena celi¢na adhezija in gibljivost, epi-
telijsko-mezenhimska transdiferenciacija in izogibanje ra-
kavih celic imunskemu sistemu (13).

5.1 ANGIOGENEZA

Tumoriji so zaradi spremenjenega celicnega metabolizma
iziemno energijsko potratni, posledicno je za njihovo oskrbo
nujno potreben nastanek novih zil. Gonilo angiogeneze je
znotrajtumorna hipoksija, ki stabilizira s hipoksijo induciran
dejavnik 1 alfa, ki se nato veze na ustrezne promotorske
regije in vzpodbudi nastanek zilnega rastnega dejavnika
(25). Pomembno vlogo ima tudi sialiltransferaza ST3GALT,
ki sializira vazorin, kar zmanjSa njegovo afiniteto do trans-
formirajoCega rastnega dejavnika 3 (TGFB). Posledi¢no je
na voljo ve¢ prostega TGFpB, ki ojaca vaskularizacijo tu-
morija. Izbitie gena za ST3GAL1 zmanj$a rast in ozilienost
tumorija iz celic celi¢ne linije raka dojk MCF7 v miSjih kse-
nograftin. Prav tako lahko ST3GAL1 sializira angiogenin,
ki se nato bolje prilega TGFB, kar ojaca vaskularizacijo tu-
morja (26).

5.2 ODPORNOST NA CELICNO SMRT
IN PROLIFERACIJA

Za rast tumorja in njegovo prezivetje so nujne spremembe,
ki stimulirajo celi¢no proliferacijo in zaScitijo celice pred
smrtjo. PoviSano izrazanje fukoziltransferaz in z njimi po-
vezanih antigenov mo¢no korelira s povisano proliferativno
kapaciteto rakavih celic (13). Yan in sod. so opazili, da
transfekcija ovarijskih celic z genom Fut1 povzroCi visoko
stopnjo izrazanja fukoziliranih epitopov na povrsini celic in
bolj invaziven fenotip rakavih celic. Uporaba anti-LeY proti-
teles pa zmanjSa celi¢no proliferacijo in invazivnost (27,
28). Podobno so opazili tudi pri indukciji izrazanja fukozil-
transferaze FUT7 v celicah karcinoma plju¢ A549, Kier je
njeno povisano izrazanje vodilo v ojacano celi¢no prolife-
racijo (29). Hipersializacija receptorjev 1 za dejavnik tumor-
ske nekroze (TNFR1) zniza njihovo afiniteto za dejavnik tu-
morske nekroze a (TNFa), s ¢imer prepreci tvorbo interakcij
med TNFa in TNFR1 ter kasnejSo internalizacijo receptorja
in aktivacijo apoptoze (30). Hkrati lahko ST6GAL1 sializira
receptor za epidermalni rastni dejavnik, kar ojac¢a njegovo
delovanje in vzpodbudi celicno rast, izbitje gena za
ST6GAL1 pa zmanjSa invazivost tumorja, kot je bilo poka-
zano na celicah raka jajcnikov (24).

5.3 ADHEZIJSKI PROCESI IN
GIBLJIVOST

Spremenjene celicne adhezijske lastnosti in gibljivost so
pomemben dejavnik, ki omogoca rakavim celicam, da pre-
idejo iz mikrookolja tumorja in se razsirijo po drugih tkivih
(23). Hipersializacija poveCa negativen naboj na povrsini
celic, s ¢imer se povisajo odbojne sile med posameznimi
celicami, kar olajSa odcepitev rakavih celic iz tumorija (20).
V celicah raka dojk hipersializacija integrinov 1 zmanjsa
celi¢no adhezijo na zunajceli€no ogrodje, sializacija inte-
grinov 31 v celicah raka kolona pa ojaca adhezijo celic do
kolagena in s tem poveca celicno migracijo (31). Odstrani-
tev sialicne kisline z nevraminidazami po drugi strani
zmanjSa metastatski potencial celic (32). Pomembno viogo
pri celi¢ni migraciji igrajo tudi sialirani Lewisovi antigeni, ki
tvorijo mocne interakcije z E-selektini na povrsini endotelij-
skih celic zil. Sialirani Lewisovi antigeni tako omogocijo ko-
taljenje tumorskih celic vzdolz endotelija in njihovo kasnejSo
ekstravazacijo ter metastaziranje (33). Vloga fukoziltrans-
feraz pri spremenjeni celi¢ni adheziji je manj jasna (34). Liu
in sod. so pokazali, da FUT4 preko fukozilacije celicne ad-
hezijske molekule L1 zmanjSa medceli¢no adhezijo, s Cimer
je povezana visja invazivnost melanoma (35).
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5.4 EPITELIJSKO MEZENHIMSKA
TRANSDIFERENCIACIJA

Gre za proces, Kjer iz epitelnih celic nastanejo celice me-
zenhimskega tipa. Nastale celice imajo spremenjene ad-
hezijske lastnosti in so bistveno bolj gibljive, zaradi Cesar
se predvideva, da igrajo pomembno viogo v metastaziranju
(28). Za njihov nastanek so nujne spremembe v izrazanju
transkripcijskih dejavnikov in medcelicnemu komuniciranju,
v kar so vpletene tudi spremembe v glikozilaciji (36). Sa-
kuma in sod. so pokazali, da povisano izrazanje STEGAL
in ST3GAL lahko preko povisanja sializacije TGF3 pospesi
epitelijsko-mezenhimsko transdiferenciacijo (37). Podobno
je moc¢ opaziti tudi pri nekaterih fukoziltransferazah, kijer je
poviSano izrazanje FUT4 v celicah celi¢nih linij A549, H1299
in H358 povezano s povisano tkivno invazivnostjo ter in-
dukcijo epitelijsko-mezenhimske transdiferenciacije, upo-
raba inhibitorjev FUT4 pa povrne mezenhimski fenotip celic
nazaj v epitelnega (38).

5.5 IZOGIBANJE IMUNSKEMU SISTEMU

Da lahko rakave celice prezivijo, se morajo izogniti imun-
skemu sistemu (6). Ogljikovi hidrati na celi¢ni povrsini so
eni izmed prvih in klju¢nih antigenov, ki sodelujejo v imun-
skem odzivu (89). Pomembno viogo pri prepoznavanju ra-
kavih celic igrajo dendriticne celice, ki so sposobne pre-
poznavanja tumorskih antigenov ter njihove predstavitve
T-celicam, ki jih lahko nato unicijo. Klju¢no viogo pri speci-
ficnem prepoznavanju Lewisovih antigenov rakavih celic
ima povrSinska molekula CD209 na dendriticnih celicah,
aktivacija katere privede do izrazanja interlevkinov IL-10 in
IL-27 ter posledi¢ne imunosupresiie (39). Pomembno viogo
pri imunosupresiji igra tudi FUTS, ki je odgovorna za fuko-
zilacijo receptorjev PD-1. PrepreCevanje njihove fukozilacije
pa izbolja imunski odziv (40).

Eden izmed prvih dokazov, da lahko sializacija pomembno
vpliva na imunski sistem, prihaja iz $tudij na misih s fibro-
sarkomom, kjer so pokazali, da so visoko sialirane rakave
celice manj imunogene kot nizko sialirane (41). Predvide-
vajo, da imajo pomembno viogo pri tem sialicno kislino
vezodi imunoglobulini lektinskega tipa (Siglec), ki se naha-
jajo na celicah imunskega sistema in sodelujejo pri njego-
vem uravnavanju. Studije so pokazale, da so interakcije
med tumorskimi sialoglikani in Siglec povezane z imuno-
supresijo, spremembo fenotipa makrofagov in negativno
regulacijo T-limfocitov (42). Tako so Siglec-5, -7, -9, -10in
-15 povezani z imunosupresijo T-limfocitnega odgovora,

Siglec-7 in -9 pa z imunosupresijo makrofagov in celic na-
ravnih ubijalk. Pri tem ima pomembno viogo ST3GALT, ki
tvori ligande za Siglec-7, in ST3GAL4, ki tvori ligande za
Siglec-9, poviSano izrazanje obeh encimov pa je mocno
povezano s slabsim prezivetjiem bolnikov z rakom trebusne
slinavke (43, 44).

SKLEP

Vecina smrti med bolniki z rakom je posledica procesa
metastaziranja. Zanj je znacilino, da rakave celice pridobijo
lastnosti, ki jim omogocijo, da se odcepijo iz primarnega
tumorja, potujejo po telesu in nato prodrejo v novo tkivo,
kjer tvorijo sekundarne zasevke. Da metastaziranje lahko
potece, mora v rakavih celicah priti do Stevilnih biokemicnih
sprememb. Pogoste med njimi so spremembe v celicni
glikozilaciji, Se posebej fukozilaciji in sializaciji. Sializacija in
fukozilacija sta povezani s povisano celi€no proliferacijo,
odpornostjo na celicno smrt, spremenjenimi adhezivnimi
lastnostmi celic in gibljivostjo, epitelijsko-mezenhimsko
transdiferenciacijo ter zas¢ito pred imunskim sistemom.
Sializacija je povezana tudi z ojatano angiogenezo, vendar
vloga fukozilacije pri tem Se ni popolnoma jasna. Glede na
viSanje Stevila smrti zaradi rakavih obolenj ter klju¢no viogo
metastaziranja pri tem procesu bi razvoj dodatnih zdravil,
ki bi ciliala metastaziranje, lahko pomembno izboljsal pre-
zivetje onkoloskih bolnikov. Sialil- in fukoziltransferaze so
vpletene v Stevilne patoloske procese povezane z meta-
staziranjem in kot takSne predstavljajo zanimivo tar¢o za
razvoj novih zdravil.
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POVZETEK

Alzheimerjeva bolezen je neozdravljiva nevrodege-
nerativna bolezen, za katero je znacilno propadanje
zivénih celic in izguba kognitivnih funkcij. Trenutno
odobrena zdravila naslavljajo predvsem simptome
bolezni. Stevine nove potencialne zdravilne udin-
kovine, ki vplivajo tudi na potek bolezni, pa so se v
klinicnih raziskavah izkazale kot sorazmerno ne-
uspesne. S tem razlogom v srediSCe raziskav pri-
hajajo novi pristopi zdravljenja Alzheimerjeve bolezni,
ki temeljijo na uporabi nanotehnologije. Izvedena je
bila ze vrsta raziskav, v katerih so proucevali vplive
razlicnih nanodelcev na tarCe, povezane z nastan-
kom in razvojem te bolezni. ProuCevali so ucinke
polimernih nanodelcev, nanodelcev zlata ter Zele-
zovega oksida na samozdruzevanje monomerov
amiloida B in proteina tau v agregate, kot tudi upo-
rabo omenjenih nanodelcev za razgradnjo ze na-
stalih agregatov proteinov. Izsledki teh raziskav pred-
stavljajo pomembno izhodiS¢e za nadaljnje raziskave
in razvoj nanotehnoloskih pristopov za razgradnjo
agregiranih proteinskih struktur in razvoj novih moz-
nosti zdravljenja razlicnih bolezni, ki jih povezujemo
s patoloSkim nastajanjem proteinskih agregatov.

KLJUCNE BESEDE:
Alzheimerjeva bolezen, amiloid 8, nanodelci, nano-
tehnologija, protein tau

ABSTRACT

Alzheimer’s disease is an incurable neurodegener-
ative disease characterized by the degeneration of
neurons and the deterioration of cognitive functions.
The currently approved drugs primarily address the
symptoms of the disease and potential new drugs
have been relatively unsuccessful in clinical trials.
Due to the failure of these new agents, new ap-
proaches to treating Alzheimer’s disease have come
to the forefront of research, including approaches
from the field of nanotechnology. There is already a
number of studies where the effect of mainly poly-
mer, gold, and iron oxide nanoparticles in preventing
the self-aggregation of amyloid B monomers and
tau protein is investigated. In addition, these
nanoparticles are also being investigated for their
ability to disaggregate already formed aggregates
of amyloid 3 and tau protein. The available research
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provides a baseline for further investigation of nano-
technological processes for the development of
new treatment options for various diseases, in ad-
dition to Alzheimer’s, that are associated with patho-
logical protein aggregation.

KEY WORDS:
Alzheimer’s disease, amyloid 3, nanoparticles, nan-
otechnology, tau protein

uvoD

KopiCenje netopnih agregatov proteinov v tkivin povezu-
jiemo z razlicnimi bolezenskimi stanji (1). TakSni netopni
agregati so znacilno prisotni tudi v razli¢nih tkivih pri Stevilnih
nevrodegenerativnih boleznih (2). Kljub intenzivnemu razi-
skovanju in iskanju novih potencialnih zdravilnih u¢inkovin
v zadnjih desetletjih, trenutno razpolozljive terapevtske
moznosti le omilijo simptome nevrodegenerativnih bolezni
in do doloene mere upocasnijo njihovo napredovanie,
medtem ko ne vplivajo na njihove vzroke ali razvoj bolezni.
Vzrokov za nastanek agregatov, ki so lahko v tkivih tudi
normalno prisotni, je ve¢. Njihovo nastajanje je kompleksen
proces, na katerega vpliva preplet razlicnih celi¢nih, (pato)fi-
zioloskih in okoljskih dejavnikov. Le-ti povzrocijo nepravil-
nosti v konformaciji proteinov, kar vodi v njihovo agregiranje
in kopiCenje (3). Tak primer je Alzheimerjeva bolezen (AB),
ki je neozdravljiva nevrodegenerativna bolezen. Povezana
je s poskodbami mozganskega tkiva kot posledica pocasi
napredujoCega propadanja nevronov ter porusenega rav-
novesja izloCanja zivénih prenasalcev. Eden izmed naj-
zgodnejSih znakov AB je izguba kratkoro&nega spomina,
nadaljnje propadanije Zivénih celic pa poleg napredujocega
upada kognitivnih sposobnosti privede tudi do zmanjSanja
sposobnosti opravljanja najbolj osnovnih telesnih in Zivijenj-
skih funkcij (3).

DIAGNOSTIKA
ALZHEIMERJEVE BOLEZNI

Diagnostika AB je kompleksna in temelji na ve€ metodah.
ObiCajno se postavljanje diagnoze pri¢ne s temeljitim zdrav-

niskim pregledom, kjer se za oceno stanja motenj v kogni-
tivnih sposobnostih uporabljajo standardizirani testi, kot je
kratek preizkus spoznavnih sposobnosti (angl. Mini-Mental
Status Examination, MMSE) in lestvica za oceno kognitivnih
sposobnosti bolnikov z AB (angl. Alzheimer’s Disease As-
sessment Scale-Cognitive, ADAS-Cog) (4-7). Poleg tega
se za diagnostiko uporabljajo laboratorijske preiskave, ki
temeljijo na dolo¢anju koncentracije amiloida (3 in proteina
tau v cerebrospinalni tekocini (angl. cerebrospinal fluid,
CSF), ter slikanje mozganskega tkiva z magnetno reso-
nanco in s pozitronsko emisijsko tomografijo z uporabo
radioaktivnega oznacevalca ®fluorodeoksiglukoza (8). Pri
bolnikin z AB je koncentracija amiloida 8 v CSF obi¢ajno
nizja za priblizno polovico v primerjavi z osebami enake
starosti brez znakov AB (9, 10). Koncentracija amiloida 3 v
CSF se s staranjem fiziolosko znizuje, kar naj bi bilo pove-
zano z odlaganjem amiloida 3 v obliki netopnih amiloidnih
plakov v mozganskem tkivu. Koncentracija proteina tau v
CSF je pri bolnikin z AB v vecini primerov priblizno trikrat
vi§ja kot pri osebah enake starosti brez AB (9, 10).

HIPOTEZE O NASTANKU
ALZHEIMERJEVE BOLEZNI

Uveljavljenih je vec hipotez, ki opisujejo nastanek AB, med
katerimi sta najSirSe sprejeti amiloidna hipoteza in hipoteza
proteina tau. Amiloidna hipoteza predpostavija, da nasta-
nek in kopiCenje agregatov amiloida 3 v mozganskem tkivu
povzro€i napredujo¢ propad zivenih celic in razvoj znadiine
klinicne slike AB (11, 12). Kopicenje agregatov amiloida
se pojavi zaradi prekomernega nastajanja monomerov ami-
loida B in zaradi motenj v odstranjevanju nastalih amiloidnih
struktur. Monomeri amiloida B so neke vrste nukleacijska
jedra, na katera se z nadaljnjim samozdruzevanjem odlozi
Se ve¢ monomerov. To vodi v nastanek kratkih topnih oli-
gomerov, ki nadalie spontano rastejo v daljSe fibrile amiloida
B. Te zrele fibrile amiloida B so netopne frakcije, ki se odla-
gajo v mozganskem tkivu v obliki vecjih agregatov, t. i.
amiloidnih plakov (13). Amiloidno hipotezo potrjujejo dolo-
¢ene dedne mutacije genov, ki pri nosilcih teh mutacij pov-
zro¢ijo motnje v metabolizmu amiloida 3 in vodijo v pojav
t. i. druzinske oblike AB (14). Amiloidni plaki so znacilno
prisotni v mozganskem tkivu pri vecini bolnikov z AB (15).
Ugotovili so, da ima tudi sicer skoraj polovica zdravih ljudi,
starejSih od 70 let, ki nimajo tezav s spominom, v mo-
zganskem tkivu prisotne netopne amiloidne plake (15). Te
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ugotovitve torej nakazujejo, da amiloidna hipoteza ne po-
jasni nastanka AB v celoti in da so verjetno Se drugi me-
hanizmi vpleteni v nastanek te bolezni. Od svoje uveljavitve
je bila amiloidna hipoteza glavno vodilo pri nacrtovanju in
usmerjanju raziskav na podrocju AB (16).

Zaradi neuspeha stevilnih klini¢nih Studij z u¢inkovinami, ki
ciligjo razlicne terapevtske tarCe v kaskadi reakcij nastanka
in odlaganja amiloida B (17), so se amiloidni hipotezi pri-
druzile Se druge hipoteze nastanka AB (18). Ob bok ami-
loidni hipotezi so v zadnjih 20 letih postavili hipotezo pro-
teina tau (19, 20). Tau je znotrajceli¢ni protein, ki stabilizira
strukturo mikrotubulov v citoskeletu zivenih celic. Vezavo
proteina tau na mikrotubule nadzoruje stopnja fosforilacije
tirozinskih aminokislinskih ostankov v strukturi tega pro-
teina. Hiperfosforilacija proteina tau vodi v disociacijo le-
tega z mikrotubulov. To zmanjSa stabilnost mikrotubulov
in povzroCi njihovo razgradnjo ter posledi¢no privede do
okvar v aksonskem transportu. Hiperfosforiliran protein tau
agregira in tvori netopne znotrajcelicne pentlie, kar okvari
znotrajceli¢ni transport snovi in vodi v propad zivénih celic.
Znotrajceli¢ne pentlie proteina tau v mozganskem tkivu so
poleg agregatov amiloida 3 znacilno prisotne pri AB. Koli-
¢ina prisotnih pentelj proteina tau sovpada s stopnjo na-
predovanja AB in stopnjo upada kognitivnih funkcij. Glede
na obseg izvedenih raziskav in zbranih ugotovitev je danes
hipoteza proteina tau sprejeta kot osnova mehanizma na-
stanka AB v enaki meri kot amiloidna hipoteza (21). Stevilne
raziskave nakazujejo na povezave med amiloidnim prekur-
zorskim proteinom (angl. Amyloid Precursor Protein, APP),
agregati amiloida 3 in nastankom pentelj proteina tau. Po-
veCana koli¢ina APP in agregatov amiloida 3 lahko pospesi
fosforilacijo in samozdruzevanije proteina tau ter nastanek
znotrajcelic¢nih pentelj proteina tau in posledi¢no vodi v hi-
trejSi propad Zivenih celic (21).

ZDRAVILNE UCINKOVINE
ZA ZDRAVLJENJE
ALZHEIMERJEVE BOLEZNI

Odobrena in najbolj Siroko uporabljana zdravila, ki so na
voljo za zdravljenje AB, vsebujejo zdravilne ucinkovine, ki
zgolj upocasnijo njeno napredovanie in izboljSajo kognitivne
sposobnosti bolnikov predvsem v za&etnih stadijih bolezni
(22). Delujejo na podlagi povecanja prenosa signala med
Se delujocimi zivénimi celicami in zmanjSevanja neravno-
vesja med zivénimi prenasalci, ki je posledica napredujo-
Cega propadanja nevronov. V Klinicni uporabi sta dve sku-

pini zdravilnih ucinkovin, in sicer zaviralci holin esteraz in
antagonisti receptorjev za prenasalec N-metil-D-aspartat
(NMDA) (23). Zaviralci holin esteraz, kot so rivastigmin, do-
nepezil in galantamin, zmanjSajo razgradnjo acetilholina in
posledi¢no povecajo njegovo koncentracijo v sinapsah ter
tako ojacajo prenos signalov med Se delujoCimi zivenimi
celicami, kar nekoliko izboljSa umske sposobnosti bolnikov
v zgodnijih stadijih AB. Druga skupina ucinkovin, primer je
memantin, zavira delovanje receptorjev NMDA. V mozgan-
skem tkivu bolnikov z AB je lahko prisotna vi§ja koncen-
tracija zivénega prenaSalca glutamata kot pri ljudeh brez
AB, kar je posledica okvarjenih mehanizmov odstranjevanja
glutamata iz sinaps zivenih celic (24). Zadrzevanje gluta-
mata v sinapsah povzroCi stalno aktivacijo receptorjev
NMDA, kar privede do t. i. ekscitotoksi¢nosti in propada
nevronov zaradi prekomerno povisane koncentracije kalcija
v sinapsah zivénih celic. U¢inkovina memantin zavira pre-
komerno aktivacijo receptorjev NMDA in tako upo&asni
propad nevronov zaradi ekscitotoksiCnosti. Omejitev pri
uporabi obeh razredov zdravilnih u¢inkovin, ki sta danes v
uporabi, so Stevilni nezeleni ucinki (23, 24).

V Klini¢nih preskusanijin so Stevilne nove potencialne zdra-
vilne ucinkoving, ki so bodisi male molekule, kratki peptidi
ali specifina protitelesa, ki ciljajo razlicne stopnje v kaskadi
reakcij nastanka in kopi¢enja amiloida B. TakSni primeri so
(iy zaviralci sekretaz 3 in y ter modulatoriji sekretaz ainy za
zmanijsanje nastanka monomerov amiloida 3, (ii) zaviranje
agregiranja monomerov amiloida 3 s sciloinozitolom in (iii)
specificni kratki peptidi za zaviranje agregacije amiloida 3
in razgradnjo amiloidnih plakov (25-31). V predklini¢nih in
klini¢nih raziskavah so tudi Stevilna monoklonska protite-
lesa, ki ciljajo in pospesijo odstranjevanje amiloida 3 iz mo-
zganskega tkiva bolnikov z AB (32). Dvema protitelesoma,
adukanumab in lekanemab, je Ameriski urad za zdravila in
prehrano (FDA) odobril uporabo za zdravljenje AB (33),
medtem ko Evropska agencija za zdravila klinicne uporabe
ni odobrila (34). Zaradi slabe ucinkovitosti zdravljenja AB
in nezelenih ucinkov se je adukanumab leta 2024 umaknil
s trga (35). Julija 2024 je FDA za zdravlienje AB odobril
monoklonsko protitelo donanemab, ki je v klini¢nih Studijah
ucinkovito zavrlo napredovanje AB ter statisti¢no pomem-
bno izboljSalo kognitivhe sposobnosti bolnikov (36).
Poleg ucinkovin, ki vplivajo na amiloid 3, so v razli¢nih
fazah klini¢nih preskusanj tudi ucinkovine z (i) delovanjem
na hiperfosforilacijo proteina tau in nastanek znotrajceli¢nih
pentelj proteina tau, (i) kelatorji kovinskih ionov, (jii) proti-
vnetne ucinkovine in (iv) razlicne snovi z antioksidativnim
delovanjem (37-40). Raziskave in vitro so pokazale tudi
nevroprotektivno delovanje snovi, ki jih vnaSamo s hrano,
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kot so razliéni polifenoli, kvercetin, resveratrol in kurkumin
(838-40). Kljub obetavnim rezultatom raziskav in vitro je po-
membna pomanijkljivost navedenih snovi njihova nizka bio-
loSka uporabnost in omejeno prehajanje krvno-mozganske
pregrade (37-40).

IZBRANI NANOTEHNOLOSKI
PRISTOPI DELOVANJA
NA AGREGATE PROTEINOV

Zaradi Stevilnih neuspehov ucinkovin v klini¢nih preskusa-
njih, kljub njihovim vzpodbudnim rezultatom in vitro, priha-
jajo v ospredje raziskav alternativni pristopi zdravljenja AB.
Del raziskav se je tako usmeril v razvoj nanotehnoloSkih
pristopov za zaviranje samozdruzevanja monomerov ami-
loida B in proteina tau v vecje strukture in razgradnjo ne-
topnih agregatov amiloida B na manjSe strukture, kar bi
lahko pospesilo njihovo izloCanje iz mozganskega tkiva
(41, 42). V nadaljevanju so predstavljeni izbrani primeri na-
notehnolo$kih pristopov, Kjer izzive, povezane z zdravlje-
njem AB, naslavlja uporaba razli¢nih vrst nanodelcev.

5.1 POLIMERNI NANODELCI

Uporaba polimernih nanodelcev je v biomedicinskih apli-
kacijah ze dobro uveljavljena. Njihova priprava je natan¢no
raziskana in se uspesno izvaja v industrijskem merilu. Pri-
marno se polimerni nanodelci uporabljajo kot nanodostavni
sistem zdravilnih u¢inkovin. V danasnjem Casu se polimerni
nanodelci proucujejo tudi za razvoj novih pristopov zdra-
vljenja bolezni, kot je AB. Cabaleiro-Lago in sodelavci so v
raziskavi in vitro dokazali, da polimerni nanodelci na osnovi
zmesi poliakrilamidov zakasnijo ter upocasnijo samozdru-
Zevanje monomerov amiloida B v kratke oligomere, pri Ce-
mer na nadaljnje podaljSevanje ze nastalih kratkih oligo-
merov v daljSe oligomere in fibrile niso imeli vpliva (43). Ta
fenomen so raziskovalci pripisali vezavi monomerov in oli-
gomerov amiloida 3 na povrsino nanodelcey, kar je zmanj-
Salo moznosti samozdruzevanja monomerov. S spremi-
njanjem razmerja med razliénimi poliakrilamidi, iz katerih
so pripravljali nanodelce, so vplivali na lastnosti povrsine
nanodelcey, zlasti na njeno hidrofobnost. Dokazali so, da
je zaviranje nastanka kratkih oligomerov ucinkovitejSe z
nanodelci z manj hidrofobno povrsino zaradi ve¢ vodikovih
vezi, ki se vzpostavijo med monomeri in kratkimi oligomeri
amiloida 3 in povrSino nanodelcev. Jha in sodelavci so v
podobni raziskavi in vitro uporabili nanodelce hitosana in

nanodelce na osnovi zmesi hitosana in kopolimera mleéne
ter glikolne kisline (PLGA) (44). Nanodelci hitosana so upo-
Casnili samozdruzevanje monomerov amiloida 3 v oligo-
mere amiloida {3 in inducirali segmentacijo ze prisotnih fibril
amiloida 3. Nanodelci, pripravijeni iz zmesi hitosana in
PLGA, pa so v primerjavi z nanodelci hitosana Sibkeje za-
virali agregiranje monomerov amiloida 3 in razgradnjo fibril
amiloida B, kar nakazuje na pomemben vpliv sestave in
posledi¢no lastnosti povrSine nanodelcev na ucinkovitost
razgradnje agregatov amiloida (3 (44).

Gao in sodelavci so v raziskavah in vitro ter in vivo na
transgenih miSih proucCevali delovanje polimernih nanodel-
cev PLGA z oblogo na osnovi celicne membrane eritrocitov
(45). Na povrsino nanodelcev so vezali molekulo T807, ki
je oznacevalec za slikanje s pozitronsko emisijsko tomo-
grafijo in selektivno cilja hiperfosforilirane proteine tau, v
oblogo nanodelcev pa so vgradili kurkumin, ki ima antiok-
sidativno in nevroprotektivno delovanje. V raziskavi in vitro
na nevronih so pokazali selektivno vezavo hiperfosforilira-
nega proteina tau na nanodelce in zmanjSanje stopnje fos-
forilacije proteina. V nadaljevanju so proucevali porazde-
lievanje nanodelcev pri misih kot tudi njihovo prehajanje
skozi krvno-mozgansko pregrado ter soCasno vrednotili
sproSCanje vgrajenega kurkumina. V. mozganskem tkivu
miSi so opazili zmanjSanje koncentracije hiperfosforilirane
oblike proteina tau in zmanjSanje propada zivénih celic ter
izboljSanje kognitivnih sposobnosti misi (45).

Saleem in sodelavci so proucevali nevroprotektivni ucinek
nanodelcev hitosana z vgrajenim krisinom na modelu AB
z zarodki rib cebric (46). Krisin je flavon z antioksidativnim
in nevroprotektivnim delovanjem, njegovo ucinkovitost pa
omejuje predvsem slabo prehajanje krvno-mozganske pre-
grade. V raziskavi so krisin vgradili v nanodelce hitosana in
tako povecali koncentracijo le-tega v mozganskem tkivu
zarodkov rib cebric. Dokazali so zas¢itno delovanje krisina
na nevrone pred nevrotoksicnimi ucinki agregatov amiloida
B, manjSo prisotnost agregatov amiloida 3 v mozganskem
tkivu, izboljSanje kognitivnih sposobnosti in spomina ter
sinapti¢ne funkcije na modelu AB (46).

Raziskave dokazujejo, da polimerni nanodelci vplivajo na
procese fibrilacije in tvorbe agregatov amiloida B. Poleg
tega lahko polimerni nanodelci razgrajujejo tudi ze nastale
agregate amiloida 3 v manjSe topne frakcije. U&inkovitost
zaviranja fibrilacije in razgradnje amiloida 3 je odvisna od
interakcij med polimernimi nanodelci in strukturami amiloida
B, pri Cemer so te interakcije odvisne od fizikalno-kemijskih
lastnosti nanodelcev. Te lastnosti lahko uravnavamo s ke-
mijsko sestavo nanodelcev in funkcionalizacijo njihove po-
vrsine. Nadalje, z vezavo ustreznih specificnih afinitetnih li-
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gandov na povrSino nanodelcev lahko dosezemo njihovo
ciliano vezavo in taréno ucinkovanje na strukture amiloida
B. Polimerni nanodelci so lahko tudi nanodostavni sistem
za ucinkovine z nevroprotektivnim delovanjem, ki sicer iz-
kazuijejo slabo biolosko uporabnost (43-46 ).

5.2 NANODELCI IN NANOPALCKE
ZLATA

Poleg polimernih nanodelcev se za prepreCevanije agrega-
cije amiloida 3 in proteina tau ter razgradnije fibril amiloida
B proucCujejo tudi anorganske nanodelce, kot so nanodelci
Zlata in zelezovega oksida. Nanodelci zlata, kot tudi nano-
palCke zlata, se na podrocju AB proucCuijejo za razgradnjo
agregatov amiloida B. Kogan in sodelavci so dosegli raz-
gradnjo fibril amiloida 3 s fototermicnim ucinkom nanopalCk
Zlata v raziskavi in vitro (47). Pri obsevanju nanopalCk zlata
s svetlobo v bliznjem infrardeGem obmodju le-te sproscajo
toploto. Graf na sliki 1A prikazuje fluorescenco ThT amiloida
B in nanopalCk zlata po osvetlitvi s svetlobo valovne dolzine
808 nm. Osvetlitev fibril amiloida B s svetlobo valovne dol-
Zine 808 nm v prisotnosti nanopalCk zlata povzro¢i zmanj-
Sanje intenzitete fluorescence ThT, kar nakazuje razgraje-
vanje fibril amiloida 3. Posnetka presevne elektronske
mikroskopije (TEM) na sliki 1A prikazujeta fibrile amiloida 3
z adsorbiranimi nanopalckami zlata. V nadaljnjin poskusih
na nevronih in vitro so proucevali vpliv fibril amiloida @ in
vpliv fragmentov agregatov amiloida 3 na zivost nevronoy,
pri Cemer so ugotovili, da nanopalCke zlata niso zmanjSale
zivosti celic, fragmenti agregatov amiloida B pa so bili v
primerjavi z zrelimi fibrilami amiloida 3 manj toksicni. Poskusi
so pokazali tudi, da razgradnja agregatov amiloida 3, ki so
jo dosegli z nanopalckami zlata in osvetlitvijo z bliznjo in-
frardeCo svetlobo, ni imela vpliva na zivost celic (47). V
podobni raziskavi so Lin in sodelavci dosegli toplotno raz-
gradnjo fibril amiloida 8 z uporabo nanopalck zlata z na
povrsini vezanimi molekulami polietilenglikola in osvetlitvijo
s pulzno lasersko svetlobo z valovno dolzino 800 nm (48).
Graf na sliki 1B prikazuje fluorescenco ThT fibril amiloida 3
in nanopalck zlata po izpostavitvi laserski svetlobi. 1zpo-
stavitev fibril amiloida B laserski svetlobi v prisotnosti na-
nopalCk zlata povzroci zmanjSanje fluorescence ThT, kar
nakazuje razgradnjo fibril amiloida B. Uporaba pulznega
nacina osvetlitve za razgradnjo fibril amiloida (3 je bila u€in-
kovitejSa od stalne osvetlitve. Avtorji raziskave so razgradnjo
fibril amiloida B potrdili tudi z mikroskopijo na atomsko silo
(slika 1B). Z raziskavami in vitro na nevronih so pokazali,
da toksi¢nost nastalih fragmentov agregatov amiloida 3 ni
vecja od toksicnosti zrelih fibril amiloida 3, hkrati pa je tok-

si¢nost nastalih fragmentov agregatov bistveno manjSa od
toksi¢nosti topnih frakcij, t.i. oligomerov amiloida 3. Rezul-
tati raziskave dokazujejo, da toplotna razgradnja fibril ami-
loida B z nanopalCkami zlata ne privede do nastanka oli-
gomerov amiloida B, ki izkazujejo vecjo toksi¢nost na zivéne
celice v primerjavi s fragmenti agregatov amiloida 3 (48).

5.3 NANODELCI ZELEZOVEGA OKSIDA

Nanodelci Zelezovega oksida so se ze uveljavili v Klini¢ni
uporabi kot kontrastna sredstva pri slikanju z magnetno
resonanco in kot zdravilna uc¢inkovina za zdravljenje dolo-
¢enih vrst anemij. Nanodelce zelezovega oksida odlikujejo
nizka toksi¢nost, biokompatibilnost, dobra magnetna od-
zivnost in moznost raznolike funkcionalizacije njihove po-
vrsine. Loynachan in sodelavci so v raziskavi dosegli to-
plotno razgradnjo fibril amiloida B na manjSe koscke z
uporabo magnetnih nanodelcev Zelezovega oksida in upo-
rabo magnetne hipertermije (49). Nanodelci Zelezovega
oksida se v izmeni¢nem magnetnem polju pri visoki fre-
kvenci (> 100 kHz) segrejejo in posledi¢no oddajajo toploto
v bliznjo okolico. Selektivno ciljanje fibril amiloida 8 so razi-
skovalci v raziskavi dosegli z vezavo specifinega kratkega
peptida LPFFD na povrSino magnetnih nanodelcev. Do-
datno so steri¢no stabilizacijo nanodelcev zelezovega ok-
sida v disperziji dosegli z vezavo molekul polietilenglikola.
Graf na sliki 1C prikazuije fluorescenco ThT fibril amiloida 3
in nanodelcev zelezovega oksida po izpostavitvi izmeni-
¢nemu magnetnemu polju (oranzni stolpci). Zeleni stolpci
prikazujejo fluorescenco ThT kontrolnih vzorcev z enako
sestavo in brez izpostavitve izmeni¢nemu magnetnemu
polju. Izpostavitev fibril amiloida B izmenicnemu magnet-
nemu polju v prisotnosti nanodelcev Zelezovega oksida
privede do zmanjSanja intenzitete fluorescence ThT zaradi
razgrajevanja fibril amiloida (. Avtoriji raziskave so razgra-
jevanje amiloida B z nanodelci zelezovega oksida dodatno
pokazali s TEM (slika 1C). V nadaljevanju raziskave in vitro
S0 na nevronih proucevali nevrotoksi¢nost fibril v prisotnosti
nanodelcev Zelezovega oksida in izpostavitvi izmeni¢nemu
magnetnemu polju. Raziskave so pokazale, da razgradnja
fibril amiloida B z magnetnimi nanodelci zmanjSa celi¢no
smrt nevronov (49).

5.4 NANODELCI GRAFENA

Nanodelce grafena intenzivno proucujejo za uporabo v
biomedicini zaradi njihovih Stevilnih uporabnih lastnosti,
kot so biokompatibilnost, kemijska stabilnost, protimikro-
bno in antioksidativno delovanje ter moznost enostavne
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funkcionalizacije njihove povrSine (50). Prav tako se napo-  lavci so pokazali zaviralni uCinek nanodelcev grafena na
droCju AB proucuje ucinek nanodelcev grafena na nastanek  nastanek pentelj proteina tau (51). Nanodelci grafena so
agregatov amiloida 3 in pentelj proteina tau. Zhu in sode-  prehajali krvno-mozgansko pregrado in so preprecili sa-
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Slika 1: Prikaz izbranih primerov intaktnih in razgrajenih struktur amiloida 3 z razli¢nimi nanotehnoloskimi pristopi. A) Graf prikazuje
fluorescenco tioflavin T (ThT) amiloida  in nanopalCk zlata (AuNRS) po osvetlitvi s svetlobo pri 808 nm. Na posnetkih s presevnega
elektronskega mikroskopa (TEM) so fibrile amiloida 8 z adsorbiranimi nanopalckami zlata. Merilo: 500 nm. Prirejeno po (47). B) Graf prikazuje
fluorescenco ThT fibril amiloida B in nanopalCk Zlata po izpostavitvi laserski svetlobi. Posnetka z mikroskopom na atomsko silo (AFM)
prikazujeta fibrile amiloida [ pred izpostavitvijo laserski svetlobi (sredina) in ostanke fibril amiloida 3 po izpostavitvi laserski svetlobi (desno).
Merilo: 2 um. Prirejeno po (48). C) Graf prikazuje fluorescenco ThT fibril amiloida B in nanodelcev Zelezovega oksida z vezanim peptidom
LPFFD (MNP-PEG-LPFFD) in brez (MNP-PEG) po izpostavitvi izmeni¢nemu magnetnemu polju (AMF). Posnetka TEM prikazujeta fibrile
amiloida B z adsorbiranimi nanodelci Zelezovega oksida pred in po izpostavitvi AMF. Merilo: 2 um (sredina) in 1 um (desno). Prirejeno po (49).
Figure 1: Overview of selected examples of intact and disrupted amyloid B structures using various nanotechnological approaches. A) The
chart shows thioflavin T (ThT) fluorescence of amyloid 8 and gold nanorods (AuNRs) samples after irradiation with light at 808 nm. The
transmission electron microscope (TEM) images show amyloid (3 fibrils with attached gold nanorods. Scale bars: 500 nm. Adopted from
(47). B) The chart shows ThT fluorescence of amyloid [ fibrils after laser treatment in the presence of gold nanorods. The atomic force
microscope (AFM) images show amyloid (3 fibrils before (middle) and after laser irradiation (right). Scale bars: 2 um. Adopted from (48). C)
The chart shows the ThT fluorescence of amyloid 8 and iron oxide nanoparticles with (MNP-PEG-LPFFD) and without (MINP-PEG) surface-
attached targeting peptides before and after exposure to an alternating magnetic field (AMF). The TEM images show amyloid (3 fibrils with
attached iron oxide nanoparticles before and after exposure to AMF. Scale bars: 2 um (middle) and 1 um (left). Adopted from (49).
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NANOTEHNOLOSKI PRISTOPI ZA ZDRAVLJENJE ALZHEIMERJEVE BOLEZNI

mozdruzevanje monomerov proteina tau in posledi¢no na-
stanek pentelj proteina tau. Avtorji so tudi pokazali, da
lahko nanodelci grafena razgradijo ze nastale pentlie pro-
teina tau s tvorbo interakcij -, ki se vzpostavijo med na-
nodelci grafena in proteinom tau v pentljah (51).

PREDNOSTI IN SLABOSTI
UPORABE NANODELCEV NA
PODROCJU ZDRAVLJENJA
ALZHEIMERJEVE BOLEZNI

Dostava zdravilnih u€inkovin in vstop nanodelcev v mozgan-
sko tkivo je svojevrsten izziv, saj mozgansko tkivo obdaja
krvno-mozganska pregrada, ki jo lahko prehajajo plini,
majhne in relativno lipofilne organske molekule in molekule,
kot so na primer glukoza, peptidi in proteini, ki se preko
pregrade prenaSajo s specificnimi prenasalci (52). Za po-
tencialno uporabo nanodelcev pri zdravljenju nevrodegene-
rativnin bolezni je pomemben njihov ucinkovit prehod iz
krvnega obtoka v centralni ziveéni sistem, kar pa krvno-mo-
7ganska pregrada otezuie ali celo preprecuje (52). Na prehod
nanodelcev preko krvno-mozganske pregrade vpliva vec
dejavnikov, kot so njihova velikost in oblika ter lastnosti nji-
hove povrsine (562, 53). Njihov prehod lahko izboljSamo z
vezavo specificnih molekul na povrsino nanodelcev, kot so
razlicne povrsinsko aktivne snovi, apolipoproteini, transferin
in specifi¢ni peptidi, ki omogocijo prehajanje pregrade s po-
mocjo specificnih prenasalcev, ki so tam naravno prisotni
(63). Druga moznost za doseganie terapevtske koncentraciie
nanodelcev v mozganskem tkivu je njihova neposredna in-
trakranialna aplikacija, kar pa je zelo invaziven pristop (54).
Prednosti polimernih nanodelcev so dobro raziskane me-
tode njihove priprave in enostavne funkcionalizacije, med-
tem ko so zlasti nanopalCke zlata zanimive zaradi zmoznosti
sproScanja toplote ob osvetlitvi z bliznjo infrardeCo svetlobo,
ki prodira globoko v Clovesko tkivo. Tako s polimernimi
nanodelci kot tudi z nanopalckami zlata so raziskovalci
uspeSno dosegli razgradnjo fibril in agregatov amiloida 3
oziroma preprecili zdruzevanje monomerov amiloida 3 v fi-
brile in agregate. Magnetne nanodelce zelezovega oksida
pa lahko brezsti¢no usmerjamo na daljavo z zunanjim mag-
netnim poljiem.

Kljub obetavnim rezultatom raziskav in vitro je uporaba na-
nodelcev v razvoju novih nacinov zdravljenja AB Se v zaCetni
fazi. Glavni izzivi, ki jih bo potrebno nasloviti pred uporabo
nanodelcev za zdravljenje AB, so: (i) izboljSanje dostave
nanodelcev v mozgansko tkivo, (i) zagotavljanje varnosti

uporabe nanodelcey, (i) ugotavijanje njihovega (dolgoro-
¢nega) vpliva na zdravje bolnikov, (iv) ugotavljanje prisotnosti
morebitnih nezelenih uc¢inkov nanodelcev v netarénih tkivih
ter (iv) raziskave absorpcije, porazdelievanja, metabolizma
in izloCanja nanodelceyv iz telesa (doloditev farmakokineti-
¢nih lastnosti nanodelcev). Poleg tega bo potrebno vzpo-
staviti ustrezno regulativo, ki bo definirala fizikalno-kemijske
parametre nanodelcev za uporabo pri zdravijenju AB in
tudi drugih bolezni.

SKLEP

Uporaba nanodelcev se v zadnjih letih raziskuje kot perspe-
ktivni pristop zdravijenja AB. Dosedanije raziskave so poka-
zale, da lahko razliéni nanodelci zavirajo agregiranje amiloida
B oziroma povzrodijo razgradnjo Zze nastalih amiloidnih plakov
v manjSe fragmente. Trenutno so za namen razvoja novih
terapij zdravljenja AB v srediSCu raziskav polimerni nanodelci
in nanodelci oziroma nanopalCke zlata. V Stevilnih predklini-
¢nih raziskavah so potrdili uspesno razgradnjo fibril amiloida
B v manjSe fragmente in pokazali, da so manjsi fragmenti
amiloida manj citotoksicni za nevronske celice v primerjavi z
zrelimi fibrilami amiloida 3. Preostale vrste anorganskih na-
nodelcev so trenutno v raziskavah novih terapevtskih pri-
stopov AB precej redko zastopane.

Kljub Stevilnim odprtim izzivom je potencial uporabe na-
nodelcev za zdravljenje AB velik. Nadaljnje raziskave bodo
verjetno usmerjene v razvoj novih vrst nanodelcev z ustre-
zno velikostjo, obliko, koloidno stabilnostjo in ustreznimi
fizikalnimi lastnostmi za uCinkovito prepreCevanje agregacije
amiloida 3 ali proteina tau in za doseganje ucCinkovite raz-
gradnje plakov amiloida (3 ali pentelj proteina tau. Potrebne
bodo nadaljnje poglobliene raziskave za boljSe in celovitejSe
razumevanje interakcij med nanodelci in amiloidom B ali
proteinom tau, kar bo osnova za doseganje vecje ucinko-
vitosti in varnosti uporabe nanodelcev za zdravijenje AB.

IZJAVA

Delo je nastalo s financiranjem s strani Javne agencije za
znanstvenoraziskovalno in inovacijsko dejavnost Republike
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Slovenije (ARIS) v okviru raziskovalnih programov P2-0089,
P1-0208 in P1-0420, projektov ARIS J2-60047, J2-3043,
J3-3079, J7-4420, L2-60141 in bilateralnih projektov ARIS
BI-FR/23-24-PROTEUS-005 (PR-12039) in BI-RS/23-25-
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POVZETEK

Inducirane pluripotentne mati¢ne celice so v zadnjih
letin postale pomembno orodje za odkrivanje zdra-
vilnih ucinkovin, saj ponujajo bistvene prednosti pred
tradicionalnimi modeli, kot so primarne celice, rakave
celiéne linije in Zivalski modeli. Pridobimo jih z repro-
gramiranjem somatskih celic v pluripotentno stanje,
kar omogoca njihovo diferenciacijo v razlicne tipe
celic ob ohranjanju dedne informacije posameznika.
Pri uporabi induciranih pluripotentnih mati¢nih celic
za odkrivanje zdravilnih uc¢inkovin je na voljo ve¢
modelov, vkljuc¢no z dvodimenzionalnimi kulturami,
enostavnejSimi tridimenzionalnimi modeli in napred-
nejSimi modeli — organi na Cipu. Tovrstni modeli omo-
gocajo natancnejSo oceno toksicnosti in ucinkovitosti
zdravilnih ucinkovin, njihovih medsebojnih interakcij
ter proucevanje mehanizmov bolezni. 1zzivi, s kate-
rimi se soo¢amo ob uporabi induciranih pluripoten-
tnih maticnih celic, so: njihova nezadostna zrelost,
variabilnost med pridoblienimi celi¢nimi linijami in vi-
soki stroski, kar trenutno omejuje njihovo SirSo upo-
rabo v farmaciji. Kljub tem omejitvam imajo induci-
rane pluripotentne mati¢ne celice velik potencial za
razvoj personaliziranih oblik zdravljenja in odkrivanje
novih terapevtskih pristopov.

KLJUCNE BESEDE:

celiéni modeli in vitro, inducirane pluripotentne ma-
ticne celice, odkrivanje novih zdravilnih ucinkovin,
predklini¢ne Studije

ABSTRACT

Induced pluripotent stem cells have become an im-
portant tool for drug discovery in recent years, offering
significant advantages over traditional models, such
as primary cells, cancer cell lines, and animal models.
These cells are derived by reprogramming somatic
cells into a pluripotent state, allowing differentiation
into various cell types while retaining the genetic in-
formation of the individual. In drug discovery, models
from induced pluripotent stem cells encompass two-
dimensional cultures, three-dimensional models, and
more sophisticated organs-on-a-chip. These advan-
ced models enable more accurate assessment of
drug toxicity and efficacy, compound interactions, as
well as detailed studies of disease mechanisms. Ho-
wever, challenges in application of induced pluripotent
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stem cells remain, including limited cellular maturity,
variability across obtained cell lines, and high costs,
which currently restrict their broader use in the phar-
maceutical field. Despite these limitations, induced
pluripotent stem cells hold great promise for the de-
velopment of personalised therapies and the disco-
very of novel therapeutic approaches.

KEY WORDS:
drug discovery, induced pluripotent stem cells, in
vitro cell models, preclinical studies

uvoD

Pot odkrivanja novih zdravilnih ucinkovin od optimizacije
spojine vodnice do pridobivanja dovolienja za promet je
dolga in kompleksna. Ze v fazi predkliniénega preskusanja
od 1.000 testiranih spojin le ena vstopi v Klinicne Studije.
Od tistih, ki pridejo v fazo | klini¢nih preskusan;, jih man;
kot 10 % zakljuCi celoten proces (1). Glavni razlogi za ne-
uspeh v klini¢nih studijah so nezadostna ucinkovitost (40—
50 %), visoka toksi¢nost (30 %) in slabe fizikalno-kemijske
lastnosti spojin (10-15 %) ter preslabo poznavanje potreb
na trgu (10 %) (2). Predvsem prva dva vzroka sta v veliki
meri posledica bodisi neuporabe ali nedostopnosti ustrez-
nih celi¢nih ali zivalskin modelov v predklini¢nih preskusanjin
oziroma izbire takih, ki ne posnemajo dovolj natané¢no
(pato)fizioloskih procesov v Cloveskem telesu (3).
Predklinicni celi¢ni in zivalski modeli so namenjeni dolo€anju
molekularnih mehanizmov bolezni, odkrivanju tar¢ zdravilnih
ucinkovin in razvoju novih terapevtskih pristopov (4). V ta
namen se najveC uporabljajo zivalski modeli, kulture pri-
marnih celic in celi¢ne linije, ki so bodisi imortalizirane ali
pridobljene iz tumorjev. Vsak izmed teh modelov ima svoje
prednosti in slabosti:

e Zivalski modeli predstavijajo mnogocelicni, kompleksen
organizem, na katerem lahko v pogojih in vivo proucujemo
sistemski odziv na spojino. Predstavijajo sicer zlati stan-
dard za izvajanje testiranj, vendar lahko, v primerjavi s
Cloveskim telesom, modelne zivali izkazujejo velike razlike
v fiziologiji (npr. imunski odziv), metabolizmu, signalnih
poteh in genetiki. Te razlike lahko vodijo v zmotno skle-
panje o varnosti in ucinkovitosti proucevanih spojin v ¢lo-
veSkem organizmu, kar je lahko vzrok za nadaljnja ne-
uspesna klinicna preskusanja. Poleg tega v prizadevanjih

po zmanjsanju Stevila poskusnih zivali stremimo k uvelja-
vljianju nacela 3R (angl. replacement, reduction, refine-
ment), s katerim Zelimo v predklini¢nih Studijah nadomestiti
zivalske modele, zmanjSati Stevilo poskusnih zivali in/ali
izboljSati eksperimentalne pogoje za zivali (4-6).
e Primarne celice, ki jih uporabliamo za testiranje poten-
cialnih novih uginkovin, predstavijajo dober model v smislu
opazovanja inter-individualnih razlik v odzivu na u¢inkovino
med bolniki. Te celice namre¢ lahko pridobimo nepo-
sredno od razli¢nih bolnikov, pri ¢emer niso podvrzene
transformacijam ali genskim modifikacijam. Slaba stran
tovrstnih modelov je predvsem otezeno vzdrzevanije celi-
¢nih kultur, saj imajo primarne celice omejeno Stevilo de-
litev preden senescirajo. Poleg tega je Steviine med njimi,
npr. nevrone in kardiomiocite, tezko pridobiti oz. izolirati v
za raziskavo relevantnem stadiju bolezni (4-6).
Celi¢ne kulture rakavih celic se v monokulturah tradicio-
nalno uporabljajo bodisi za doloCanje toksi¢nosti spojin
ali ucinkovitosti citostatikov pri rakavih obolenjih. Ker so
naravno ali spodbujeno imortalizirane, se lahko v pogojih
in vitro neomejeno delijo. Ceprav so pomembne za dolo-
¢anje osnovnih znadilnosti odziva patolosko spremenje-
nega bioloSkega sistema na ucinkovine, Stevilne tumorske
celicne linije vsebujejo nezelene genetske in kromosomske
spremembe, ki lahko mocno vplivajo na predvidljivost od-
ziva preskusanih ucinkovin v pogojih in vivo (4-6).
V zadnjih 15 letih so se razmahnile tehnologije, ki so spod-
budile razvoj in povecale kompleksnost sistemov za testi-
ranje potencialnih zdravilnih ucinkovin. Eno od pomemb-
nejsin odkritij je nedvomno reprogramiranje somatskih celic
v pluripotentne mati¢ne celice, ki jin nato lahko s pomodjo
ustreznih protokolov in vitro diferenciramo v skoraj vse
vrste celic odraslega organizma. Tovrstne celice imenujemo
inducirane pluripotentne mati¢ne celice (angl. induced plu-
ripotent stem cells; iPSC). Z njihovo uporabo presezemo
marsikatere tezave drugih testnih modelov, saj iPSC ohra-
njajo genetske znacilnosti posameznika, se v nediferenci-
rani obliki lahko neomejeno delijo, lahko jih diferenciramo
v razlitne vrste celic in oblikujemo v organoidne sisteme,
izkazujejo pa tudi zelo podobne odzive na zdravilne ucin-
kovine, kot jih celice v pogojih in vivo (7).

MATICNE CELICE IN
INDUCIRANE PLURIPOTENTNE
MATICNE CELICE

Mati¢ne celice so celice, ki imajo edinstveno zmoznost,
da se delijo in diferencirajo v razlicne tipe somatskih celic.
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Preglednica 1: Osnovna delitev maticnih celic glede na zmoznosti njihove diferenciacije (9).
Table 1: Basic classification of stem cells according to their differentiation potential (9).

Totipotentne celice:

krvotvorne mati¢ne celice).

imajo najvediji potencial za diferenciacijo, iz njih lahko nastane nov organizem v celoti.

Pluripotentne celice: se lahko diferencirajo do skoraj vseh vrst somatskih celic razen embrionalnih in tako tvorijo
vse tri tipe tkiv (ektoderm, mezoderm in endoderm).

Multipotentne celice: imajo omejeno zmoznost diferenciacije in se lahko razvijejo le do specifi¢nih vrst celic (npr.

Slednjo sposobnost imenujemo potentnost oz. plasti¢nost
(preglednica 1). Verjetno najbolj znane mati¢ne celice so
embrionalne mati¢ne celice (angl. embryonic stem cells;
ESC), ki izvirajo iz zgodnijih faz razvoja zarodka in so bodisi
toti- (vsaka od celic po delitvah zigote do morule) ali pluri-
potentne (notranja celi¢na masa blastociste), torej se lahko
razvijejo v vse vrste celic, tkiv in organov. Nekatere celice
tekom nadaljnjega razvoja organizma ostanejo ves ¢as
multipotentne zaradi posebnih okoliskih signalov in regu-
lacije genov, ki preprecujejo njihovo dokonéno specializa-
cijo. Te somatske mati¢ne celice so v telesu odgovorne za

obnavljanje in popravilo celic in tkiv tako v otrostvu kot
tudi v odrasli dobi, saj se lahko ob dolocenih okolis¢inah
diferencirajo v zrele somatske celice doloCenega tkiva ali
organa (krvne celice, kozne epitelijske celice, miSicne celice
itn.). Potentnost mati¢ne celice ohranjajo z aktivacijo spe-
cificnih signalnih poti in z izrazanjem transkripcijskih dejav-
nikov, ki omogocajo, da celice obdrzijo nezrelo stanje in
sposobnost diferenciacije (8).

LLeta 2006 je japonski znanstvenik Shinya Yamanaka odkril,
da lahko iz zrelih, dokonéno diferenciranih somatskih celic,
pridobimo pluripotentne celice, ki jin lahko nadalje pretvo-

IZOLACIJA CELIC

VZOREC TKIVA

fibroblasti

=

mononuklearne
celice
periferne krvi

e
-
7 Y A

mmmlp urotelijske celice

E@

REPROGRAMIRANJE CELIC

faktorji Yamanaka

OCT4 KLF4
SOX2 c-MYC

dostavne metode

retrovirus
lentivirus
Sendai virus
ne-virusni
vnos dednega
materiala

Slika 1: Shematska predstavitev poteka pridobivanja iPSC (iPSC - inducirane pluripotentne maticne celice, OCT4 — oktamer vezoci
transkripcijski dejavnik 4, SOX2 — z zaporedjem SRY povezan transkripcijski dejavnik, KLF4 — Kripplu podoben dejavnik 4, c-MYC —
protoonkogen transkripcijski dejavnik s strukturnim motivom bazicna vijacnica-zanka-vijacnica). Ustvarjeno s programom Biorender

(https://BioRender.com/r86y164) (12).

Figure 1: Schematic presentation of the iPSCs generation process (iPSCs — induced pluripotent stem cells, OCT4 — octamer-binding
transcription factor 4, SOX2 — sex determining region Y-box2 transcription factor, KLF4 — Kriippel-like factor 4, c-MYC - proto-oncogene
basic helix-loop-helix transcription factor). Created in Biorender (https://BioRender.com/r86y164) (12).
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rimo oz. diferenciramo v katerokoli drugo vrsto celic (10).
Dokazal je, da lahko to storimo z reaktivacijo 4 specificnih
genov, in sicer OCT4, SOX2, KLF4 in c-MYC, ki jih danes
poznamo pod imenom faktorji Yamanaka (angl. Yamanaka
factors) oz. faktorji OSKM. Yamanaka je faktorje OSKM z
retrovirusno transdukcijo najprej dostavil v misje fibroblaste,
leto kasneje pa je z enako metodo uspeSno pretvoril oz.
reprogramiral tudi Cloveske fibroblaste in tako pridobil prve
Sloveske iPSC (10, 11). Danes poznamo Stevilne metode,
s katerimi lahko pridobivamo iPSC (slika 1). Poleg retrovi-
rusov, se kot vektorji za vnos transkripcijskin dejavnikov
uporabljajo Se lenti in sendai virusi. Za reprogramiranje z
nevirusnim vnosom pa so v uporabi episomalni vektorji ali
molekule MRNA, ki kodirajo faktorie OSKM in jih v somatske
celice vnesemo z elektroporacijo, nukleofekcijo ali lipofekcijo
(12). V zadnjem Casu razvijajo tudi postopke reprogramiranja
z malimi molekulami, proteini in nekodirajocimi RNA (12,
13). Za reprogramiranje v iPSC lahko uporabimo katerekoli
somatske celice, a se zaradi enostavnega pridobivanja naj-
pogosteje odlo¢amo za kozne fibroblaste, mononuklearne

celice periferne krvi ali urotelijske celice iz urina (12). Za
ohranjanje pluripotentnosti gojimo iIPSC v prisotnosti t. i.
hranilnih celic (angl. feeder cells), ki to omogocajo z izloCa-
njem klju¢nih signalnih molekul in vzpostavitvijo ustreznega
zunajcelitnega mikrookolja, lahko pa uporabimo tudi po-
sebna gojis¢a za iPSC z dodanimi zaviralci diferenciacije in
aktivatoriji celicnih samo-obnovitvenih poti (14).

Po reprogramiranju imajo iPSC sposobnost diferenciacije
v katerokoli vrsto celic, ki v telesu sestavljgjo ektoderm,
mezoderm ali endoderm. Da se diferencirajo v zeleni tip
celic, je klju¢no, da jim zagotovimo ustrezno mikrookolje
in vitro, ki posnema tistega, ki so mu celice izpostavljene v
organizmu in vivo. Prilagajamo ga glede na razlicne faze
diferenciacije in na zeleno vrsto koncno diferenciranih celic.
Za uspesno diferenciacijo moramo iPSC gajiti na ustreznem
zunajcelicnem matriksu ter jim dodajati indukcijske ali rastne
dejavnike, ki so specifi¢ni za zeleno vrsto diferenciranih
celic. Rast in diferenciacijo iPSC danes usmerjamo pred-
vsem z dodajanjem malih molekul, rastnih dejavnikov ali z
gensko manipulacijo (15-17).

sferoidi in organoidi

3D

organi na €ipu

\\. L) 7

* preprostejSi modeli o jzpoligano zorenje e vzpostavljena
® nizja cena izvedbe celic perfuzija, ki
PREDNOSTI mozna uporaba e ved interakcij med oponasa
visoko celicami vaskularizacijo
zmogljivega e primerljivej$a natanéne;jsi nadzor
testiranja struktura pogojev
Slr?rgée?rivost o variabilnost med
'rr':zioloéjkim tkivom organoidi visoka cena
SLABOSTI slabse ¢ slaba perfuzija izvedbe
osnemanie gojisca tezko tehni€no
?ne dceliénijh e pocasnejSa dostopni
povezav proizvodnja

Slika 2: Prednosti in slabosti 2D- in 3D-modelov in vitro, izdelanih iz induciranih pluripotentnih maticnih celic (iPSC). Ustvarjeno s programom
Biorender (https.//BioRender.com/a659304) (19, 20).
Figure 2: Advantages and disadvantages of 2D- and 3D- in vitro models made from induced pluripotent stem cells (iPSCs). Created in
Biorender (https.//BioRender.com/a65g304) (19, 20).
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Uporaba iPSC ima Stevilne prednosti pred drugimi mati-
¢nimi celicami. Tako v nasprotju z ESC iPSC ne sprozajo
resnih etiCnih vprasanj, saj so pridobljene iz odraslih so-
matskih tkiv. Za razliko od drugih mati¢nih celic, ki jin lahko
izoliramo iz CloveSkega telesa, koliCine iPSC niso tako
omejene. V primerjavi s homolognimi oz. alogenskimi pre-
saditvami tkiv, predstavija uporaba iPSC v regenerativni
medicini minimalno tveganje za zavrnitev presadka, saj iz-
virajo iz samega bolnika in so zato popolnoma histokom-
patibilne. Tovrstne celice so tudi primernejSe za modeliranje
monogenskih bolezni, ker omogocajo njihovo proucevanje
na celicah oz. tkivih, ki imajo enak genetski profil kot bolnik,
iz katerega izvirajo, obenem pa tudi primerjavo z ustreznim
kontrolnim vzorcem, pripravlienim z gensko manipulacijo
(npr. CRISPR-Cas9) bolnikovih iPSC. V tem smislu so upo-
rabne tudi pri odkrivanju novih zdravilnih ucinkovin in napo-
vedovanju njihove toksi¢nosti, Se posebej v kombinaciji z
visoko zmogljivimi metodami reSetanja (5, 18). Najvec razi-
skav so doslej opravili z iPSC, diferenciranimi v nevroblaste
in nevrone, kardiomiocite, hepatocite, celice trebusne sli-
navke in epitelijske celice.

TESTNI SISTEMI, IZDELANI 1Z
iPSC, ZA VREDNOTENJE
UCINKOVIN

Modelni sistemi v razvoju zdravilnih u¢inkovin zapolnjujejo
vrzel med bazi¢nimi raziskavami in kliniénim preskusanjem,
raziskovalcem pa omogocajo proucevanje kompleksnih
bioloskih procesov v nadzorovanem okolju in vitro. 1z iPSC
lahko izdelamo razli¢ne vrste testnih sistemov, pri Cemer
zelimo ¢im natanéneje posnemati proucevano tkivo. Tako
lahko iz IPSC pripravimo preprostejSe dvodimenzionalne
(2D) celicne kulture, naprednejSe tridimenzionalne (3D) mo-
dele ter najkompleksnejSe organe na Cipu, ki pomembno
izboljSujejo naSe zmoznosti posnemanja delovanja ¢love-
Skih tkiv in organov v pogojih in vitro, s tem pa zagotavijajo
uspesnost terapevtskih pristopov v nadaljnjih klini¢nih ra-
ziskavah (slika 2) (19, 20).

3.1 DVODIMENZIONALNE KULTURE
iIPSC

Diferencirane celice, pridobliene iz iPSC, lahko najenostav-
neje gojimo v dvodimenzionalnih (2D) celi¢nih kulturah.
NajpreprostejSe so monoceli¢ne, ki vsebujejo eno samo
vrsto diferenciranih celic. Tradicionalni 2D-modeli so kljub
moznosti izdelave naprednejSih Se vedno prva izbira in naj-

pogosteje v uporabi predvsem zaradi enostavne priprave
in rokovanja, lazjega nadzorovanja pogojev, razmeroma
stroSkovno ugodne izvedbe ter moznosti uporabe visoko
zmogljivih metod testiranja ucinkovin, npr. vsegenomskih,
transkriptomskih, metabolomskih in naprednih slikovnih
tehnik (19).

NaprednejSo obliko 2D-modelov predstavijajo ko-kulture
vec vrst celic, ki jih pridobimo z dodajanjem ostalih celic k
ze diferenciranim celicam iPSC. Tovrstni vecceli¢ni testni
sistemi omogocajo natanénejSe proucevanje interakcij med
razlicnimi vrstami celic ter hkrati spodbujajo zorenje celic
(19, 20). Z dodatkom mezenhimskih mati¢nih/stromalnih
celic, ki izloCajo topne rastne dejavnike za spodbujanje
zorenja celic, so izboljSali zrelost in funkcijo kardiomiocitov,
pridoblienih iz iPSC, povecali koli¢ino njihovih zalog energije
ter zmanjsali nastajanje reaktivnih kisikovih spojin (21).
Poleg tega so s soCasnim gojenjem nevroblastov iz iPSC
z astrociti izboljSali uspesnost njihove diferenciacije, vzpo-
stavljanje nevronskih povezav in farmakoloski odziv celic
na antagoniste receptorijev GABA,, npr. bikukulina (22,
23).

Kljub Stevilnim prednostim 2D-modelov, so ti premalo kom-
pleksni, predvsem v kontekstu medceliCnih povezav ter
interakcij med celicami in zunajcelicnim ogrodjem (20, 24,
25). Prav zaradi pomanijkanja teh interakcij so celice v 2D-
modelih, pripravijenih iz iPSC, pogosto manj zrele, saj so
vzorci njihovega izrazanja genov in njihov metabolom v
doloCeni meri Se vedno podobni tistim, ki so znadilni za
ESC (24).

3.2 SFEROIDI IN ORGANOIDI KOT
OSNOVNI 3D-CELICNI MODELI

Celice v 3D-modelih so prostorsko razporejene, kar omo-
goca enakomernejSo porazdelitev receptorjev na njihovih
povrsinah in s tem kompleksnejse interakcije med njimi
samimi, kakor tudi med celicami in zunajcelicnim ogrodjem
(26, 27). Ker so dolo¢ene strukturne znadilnosti tkiv kljucne
za proucevanje bolezni (npr. mikroencefalija, elektrofiziolo-
gija srca), je glavna prednost 3D- pred 2D-modeli natan-
¢nejSe posnemanje dejanskih ¢loveskih tkiv. Modele 3D
lahko izdelamo s pomocjo biokompatibilnega ogrodja ali
brez njega. V slednjem primeru celice rastejo zdruzene v
3D-skupkih in same proizvedejo zunajcelicno ogrodje. Ka-
dar pa pripravljiamo 3D-celi¢ne modele s pomodjo naravnih
ali sinteti¢nih trdnih ali tekocih ogrodij, pa celice nasadimo
vanje. Pogosto v ta namen uporabljamo hidrogele (npr. iz
kolagena ali fibrina) ali pa ekstrakte iz celic in tkiv (npr. Ma-
trigel®) (24, 25, 28, 29). V zadnjem Casu 3D-celitne modele
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izdelujejo tudi s pomocjo bioloSkega tiskanja, kjer z injici-
ranjem, laserskimi pulzi ali mehanic¢no silo npr. iz hidrogela
oblikujejo zeleno 3D-strukturo, v katero nasadijo celice
(80). V skupino 3D-celi¢nih modelov uvrs¢amo sferoide in
organoide, inzenirsko pripravijena tkiva in tudi organe na
Cipu. Sferoidi so tipi€no sestavljeni iz ene vrste celic, ki sa-
mostojno tvorijo 3D-skupke, medtem ko so organoidi kom-
pleksnejSi, saj so zgrajeni iz ve¢ tipov celic, znacilnih za
doloCen organ, ki skupaj tvorijo zanj specificne strukture
(24, 28, 29).

Uporabo 3D-modelov, izdelanih s pomocjo iPSC, omejujejo
Stevilni izzivi. V primerjavi z 2D-testnimi sistemi je zaradi
zahtevnejsih postopkov njihovega vzdrzevanja in vitro po-
novljivost rezultatov v 3D okolju slabsa (25). 1zziv predstavija
predvsem nekonsistentna diferenciacija iPSC, do katere
pride zaradi samoorganizacije celic, in je vzrok za variabil-
nost med posameznimi organoidi. Ce pOogoji in Vitro niso
dovolj podobni tistim in vivo, lahko pride do nepopolnega
zorenja iPSC ali do nastajanja nezelenih tipov celic v kulturi.
Pogosta tezava je vaskularizacija, ki v organoidih ni ustre-
zno vzpostavljena, zato prihaja do neenakomerne poraz-
delitve hranil in kisika med celicami, kar lahko posledi¢no
vodi do celicne nekroze predvsem v notranjosti sferoidov
ali organoidov (prevelike difuzijske razdalje) (20, 24).

3.3 ORGANI NA CIPU KOT
NAJNAPREDNEJSI TESTNI MODELI 3D

Razvoj biolosSkega sistema in napredovanije bolezni sta di-
namicna procesa, tekom katerih se aktivnosti na celi¢ni in
tkivni ravni spreminjajo tako prostorsko kot ¢asovno. S
trenutnimi 3D-sistemi dosegamo predvsem prostorsko
modeliranje, ne omogod&ajo pa ¢asovnega obravnavanja
dogodkov in ne upostevajo nekaterih klju¢nih biofizikalnih
procesov, kot so strizne sile in pretoki. Tako prostorska
kot Casovna komponenta sta pomembni za procese raz-
voja in staranja organizma, celienje in regeneracijo tkiv ter
izmenjavo metabolitov (31). Tehnologija, ki ji uspeva vzpo-
stavljati tako prostorsko kot ¢asovno dinamiko v modelu
in vitro, je tehnologija izdelave organov na Cipu.

Organi na Cipu so mikrofluidni sistemi v obliki majhne
3D-naprave, ki omogoca natancen nadzor nad sestavo in
delovanjem tkiva in vitro. So edini modeli do sedaj z vzpo-
stavljeno perfuzijo, ki oponaSa vaskularizacijo. To jim omo-
goca boljSo in enakomernejSo porazdelitev kisika, hranil in
drugih nujnih komponent za vzdrzevanje celic v delujo¢em
stanju in vitro (24, 31, 32). Leta 2010 so izdelali plju¢a na
Cipu z namenom rekonstrukcije funkcionalnega alveolarno-
kapilarnega vmesnika. Temu je sledil hiter nadaljnji razvoj,

pri Cemer so s tehnologijo organov na Cipu pripravili Se
ledvice, jetra, mozgane, srce in Stevilne druge organe (32).
V dinamiCen sistem organa na Cipu lahko vklju¢imo razlicne
3D-konstrukte, izdelane iz iPSC, ki so tako izpostavljeni
stalnemu pretoku gojis€a, kar posnema sistemske inte-
rakcije (24). Danes te visoko tehnoloske izdelke upora-
bljamo za modeliranje bolezni ter iskanje in preskusanje
novih zdravilnih ucinkovin (32). V kolikor vanje vklju¢imo
veC organskih sistemoy, jih lahko uporabimo celo za prou-
Cevanje procesov absorpcije, porazdelitve, metabolizma
in eliminacije zdravilnih ucinkovin (32).

Kljub vecji dozorelosti celic v modelih organov na Cipu in
njihovi kompleksnosti se pri uporabi teh sistemov ravno
zaradi slednjega sooCamo z veliko variabilnostjo pridoblje-
nih podatkov in slabo ponovljivostjo poskusov ter tudi z
njihovo otezeno dostopnostjo zaradi tehnoloSke zahtev-
nosti njihove priprave (24).

UPORABA iPSC ZA
VREDNOTENJE ZDRAVILNIH
UCINKOVIN

Celi¢ni modeli, izdelani s pomocjo iPSC, se najpogosteje
uporabljajo za proucevanije bolezni in pri testiranju udinkovin
na podrodjih kardiovaskularnega sistema, ziv€evja in jeter.

To potrjujejo Klinicne Studije na portalu clinicaltrials.gov,

kjer je trenutno prijavljenih ve¢ kot 30 Studij z uporabo

iPSC, v okviru katerih raziskujejo delovanje ucinkovin (33).

Uporaba iPSC pri odkrivanju zdravilnih ucinkovin in razvoju

farmakolo$kih pristopov vklju€uje vec kljuénih podrodij (slika

3) (33):

e testiranje novih malih molekul za zdravljenje tar¢nih bo-
lezni z uporabo visoko zmogljivih metod reSetanja;

e testiranje Ze odobrenih zdravilnih u¢inkovin za odkrivanje
novih indikacij (angl. drug repurposing);

e prouc¢evanje toksicnih odzivov posameznikov na zdravilne
ucinkovine z namenom razvoja personaliziranega zdra-
vlienja;

e identifikacija farmakogenetskih in drugih bioloskih ozna-
Cevalcev, pomembnih za farmakoterapijo;

e modeliranje razvoja bolezni, specificnih za posameznike,
ter iskanje novih tar¢ za nacrtovanje novih ucinkovin.

Testni modeli na osnovi iIPSC omogocajo torej inovativne

reSitve, ki bi lahko prispevale k posamezniku usmerjenem

in ucinkovitejSem zdravljenju. V nadaljevanju opisujemo
nekaj primerov raziskav zdravilnih ucinkovin z uporabo
iPSC.

Farm Vestn 2025; 76


http://clinicaltrials.gov

Visoko zmogljivo
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toksiénosti u€inkovin

Identifikacija novih
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odobrene zdravilne
ucinkovine

Personalizirano
zdravljenje

Identifikacija bioloskih
oznadcevalcev pri
farmakoterapiji

Slika 3: Moznosti uporabe induciranih pluripotentnih maticnih celic (iPSC) za odkrivanje in vrednotenje zdravilnih ucinkovin in vitro. Ustvarjeno

s programom Biorender (https.//BioRender.com/q98z512).

Figure 3: Possible applications of induced pluripotent stem cells (iPSCs) for in vitro discovery and evaluation of drugs. Created in Biorender

(https.//BioRender.com/q98z512).

4.1 PROUCEVANJE KARDIOTOKSICNOSTI
ZDRAVILNIH UCINKOVIN IN
NJIHOVEGA VPLIVA NA
KONTRAKTILNOST SRCNE MISICE

Bolnikove iPSC z genetskimi predispozicijami za doloceno
patologijo lahko diferenciramo v kardiomiocite, celice sréne
miSice, in jih nato uporabimo za testiranje kardiotoksi¢nosti.
Slednjo pogosto povzro¢ajo protirakave ucinkovine, vklju-
¢no z zaviralci tirozin kinaz. Rezultati so ze v 2D-celi¢nih
modelih, izdelanih iz iPSC, pokazali dobro ujemanije s kli-
nic¢nimi patoloskimi fenotipi (34). Na podrocju kardiova-

skularnih raziskav so nato razvili razlicne 3D-modele od
preprostejSin sferoidov do kompleksnejsih inzenirsko
ustvarjenih srénih tkiv in organoidov. Vse tri vrste modelov
danes uporabljajo za proucevanije kardiotoksi¢nih ucinkov
protirakavih in drugih zdravilnih u¢inkovin ter okoljskih tok-
sinov, kar omogoc¢a boljSe razumevanje mehanizmov nji-
hovega delovanja in posledi¢no personalizirano napove-
dovanje kardiotoksicnih zapletov (35). Zlasti kompleksnejsi
3D-modeli omogoc&ajo celo modeliranje aritmij, srénega
popuscanja in celienja srénega tkiva po ishemicni poskodbi
(10). Tovrstni sistemi zagotavljajo natancnejSe funkcijsko
testiranje ucinkovin glede njihovega vpliva na kontraktilnost
miokarda, kar lahko dolgoro¢no zmanjSa potrebe po upo-
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rabi zivalskih modelov. Vpliv zdravilnih ucinkovin na sréne
kontrakcije namre¢ pogosto merijo s spremljanjem tlaka v
levem ventriklu pri zavestnih Zivalih (36, 37).

4.2 NEVROLOSKE IN
NEVRODEGENERATIVNE BOLEZNI

V Stevilnih Studijah so iIPSC uporabili za vzpostavitev 2D-
modela, namenjenega identifikaciji novih uc¢inkovin za zdra-
vlienje Alzheimerjeve in drugih nevrodegenerativnih bolezni
(88). Celice iPSC bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo so
npr. izpostavili razliénim spojinam in tako identificirali zavi-
ralce sekretaze y, ki je kandidatna proteinska molekula za
razvoj ucinkovin za zdravljenje tega patoloSkega stanja
(89). Podobno so z uporabo iPSC bolnikov z amiotrofiéno
lateralno sklerozo (ALS), ki so jih diferencirali v motori¢ne
nevrone, dokazali in vitro, da digoksin in nekatere druge
majhne molekule modulirajo nastanek za ALS znacilnih
agregatov (40). Na ta nacin so identificirali tudi nove ge-
netske dejavnike, kar je spodbudilo razvoj genskih terapij
za to bolezen (41).

Nevralni 3D-modeli iz iPSC se pogosto uporabljajo kot si-
stemi in vitro za odkrivanje zdravilinih uginkovin. Tako so
npr. s pomocjo nevronskih 3D-modeloy, ki so jih pripravili
z iPSC bolnikov z DiGeorge-ovim sindromom (delecija
22q11.2), identificirali antipsihotike, ki preprecujejo spon-
tano aktivacijo nevronov in izboljSujejo njihovo funkcijo z
uravnavanjem nivoja kalcija (42). V ¢asu epidemije virusa
Zika pa so z uporabo nevronskih organoidov testirali preko
1000 ze odobrenih zdravilnih ucinkovin in odkrili, da hi-
peastrinijev bromid ucCinkovito preprecuje okuzbo ter po-
pravi poSkodbe v rasti in diferenciaciji nevronov (43).

OMEJITVE PRI UPORABI iPSC

Celicni modeli in vitro, izdelani iz iPSC, torej nudijo velike
moznosti pri odkrivanju novih zdravilnih ucinkovin, vendar
pa imajo tudi doloCene omejitve, ki ovirajo njihovo SirSo
uporabo. Kljub temu, da pogosto bolje oponasajo fizioloSke
pogoje od ostalih predkliniénih modelov, vseeno ne omo-
gocajo posnemanja kompleksnih medceli¢nih in znotraj-
celi¢nih interakcij, ki so znacilne za razli¢ne bolezni. Po-
manjkljivi so tudi pri modeliranju bolezni, katerih
patofiziologija vkljuCuje veC genov in signalnih poti. DoloCen
delez celic, diferenciranih iz iPSC, pogosto ostane nezrel,

kar seveda omejuje njihovo funkcionalnost. S tovrstnimi
modeli tudi tezje posnemamo bolezni, ki se pojavijo v kas-
nejSem Zivljenjskem obdobju posameznika. Poleg tega pa
tem testnim modelom manjkata robustnost in ponovljivost.
Variabilnosti v protokolih reprogramiranja somatskih celic
v iPSC in njihove nadaljnje diferenciacije povzro¢ajo feno-
tipsko heterogenost med razlicnimi posamezniki. Zato je
za potrjevanje testnih ugotovitev potreben vecji nabor linij
iPSC, to pa povecCuje kompleksnost in stroske raziskav.
Tudi uporaba visoko zmogljivih metod testiranja ucinkovin
je pri testiranju v celi¢nih modelih iz iPSC lahko omejena,
in sicer zaradi razmeroma dolgotrajnega in dragega pro-
cesa priprave iPSC. Pri Klinicni uporabi iPSC v regenerativni
medicini pa ostajajo nereseni pomisleki povezani s tumo-
rigenezo in imunskimi zavrnitvami. Trenutno so v teku po-
bude za vzpostavitev nadzora linij iPSC ter postavitve smer-
nic za standardizacijo postopkov njihovega pridobivanja in
diferenciacije, v kar smo vkljuceni tudi raziskovalci Fakultete
za farmacijo (COST, Haplo-iPS). To bi omogocilo, da bi
tekom testiranja lahko lo¢ili normalno celi¢no fenotipsko
variabilnost od fenotipov, specificnih za bolezen, s tem pa
premagali marsikatero oviro pri uporabi iPSC (3, 5, 44).

SKLEP

Odkritje iPSC je omogocilo velik napredek ne samo v re-
generativni medicini, ampak tudi pri razvoju zdravilnih ucin-
kovin, saj v primerjavi z obstojeimi celicnimi in Zivalskimi
sistemi testni modeli, izdelani iz iPSC, natancneje posne-
majo (pato)fizioloSko stanje Cloveskih tkiv in organov ter
omogocajo varnejSe testiranje z manj eti¢nih zadrzkov. Ce-
lice iPSC trenutno predstavljajo klju¢no orodje za modeli-
ranje bolezni in razvoj personalizirane medicine, s ¢imer
lahko terapije prilagodimo posameznim bolnikom. Kljub
temu, da iPSC ponujajo realno moznost za nadomestitev
zivalskih modelov v predklini¢nih studijah, pa se pri njihovi
uporabi sreujemo s pomembnimi izzivi, kot so: nezado-
stna zrelost celic, variabilnost celi¢nih linij, kompleksnost
diferenciranja ter visoki stroski proizvodnje, gojenja in dife-
renciacije. Za SirSo uporabo iPSC v farmaciji bi bilo zato
potrebno optimizirati predvsem postopke njihove diferen-
ciacije, izboljSati ponovljivost testnih rezultatov ter vpeljati
visokozmogljive sisteme za povecanje uporabnosti teh mo-
delov pri odkrivanju novih zdravilnih ucinkovin. Kljub temu
pa se z nenehnim napredkom na tem podrocju blizamo
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Casu, ko bodo iPSC postali nepogresljivi v farmaciji in omo-
gocili hitrejSe in natancnejSe razvijanje ucinkovitejsih in var-
nejsih farmakoterapevtskih pristopov za Sirok spekter bo-
lezni.
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POVZETEK

Reguliranost farmacevtskega poklica izhaja iz leta
2024 posodobljene Direktive 2005/36/EC o prizna-
vanju poklicnin kvalifikacij. V programu usposabljanja
farmacevtov je navedena tudi »SploSna in uporabna
biokemija (medicinska)«, poznana pod izrazom Kkli-
ni¢na biokemija. Slednja je najvecja veja laboratorij-
ske medicine, ki z analizo bioloskih vzorcev pacienta
prispeva k ugotavljanju zdravstvenega stanja pre-
iskovanca v preventivi, diagnostiki, spremljanju zdra-
vlienja in napovedovanju poteka bolezni. To po-
droGje pa ostaja kot kompetenca farmacevtov slabo
poznano Vv strokovni javnosti. V prispevku so prika-
zane znacilnosti razvoja laboratorijske medicine v
evropskem in slovenskem prostoru z mejniki v raz-
voju klini€ne kemije in organiziranost njenega iz-
obraZevanja pri nas, ki se je zacelo kot del Studija
farmacije. Posebej so izpostavljeni kompetencni vi-
diki farmacevtov na podrocju laboratorijske diagno-
stike.

KLJUCNE BESEDE:

diagnostika, farmacija, izobrazevanje, klini¢na bio-
kemija, kompetence/kompetencni modeli, labora-
torijska medicina

ABSTRACT

The regulation of the pharmaceutical profession
derives from Directive 2005/36/EC on the recogni-
tion of professional qualifications, which was up-
dated in 2024. The training program for pharma-
cists also includes ‘General and Applied
Biochemistry (Medical),” which is known as clinical
biochemistry. The latter is the largest branch of la-
boratory medicine — the activity of analyzing human
biological samples to determine the health status
of an individual in prevention, diagnosis, treatment
monitoring, and disease prognosis. This area is still
not well known in the professional community as a
competence of pharmacists. The article describes
the characteristics of the development of laboratory
medicine in the European and Slovenian context
with the milestones in the development of clinical
chemistry and the organization of its education in
Slovenia, which began as part of pharmacy studies.
The competency aspects of pharmacists in the
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field of laboratory diagnostics are particularly emp-
hasized.

KEY WORDS:

clinical biochemistry, competencies/competency
models, diagnostics, education, pharmacy, labora-
tory medicine

UvoD

Laboratorijska diagnostika oziroma laboratorijska medicina
v SirSi javnosti ni prepoznana kot kompetenca farmacevtov.
Rezultati mednarodne Studije o zagotavijanju kakovosti v
izobrazevanju in usposabljanju evropskih farmacevtov
(PHAR QA) kaZejo, da podobno velja tudi v precejsSnjem
delu stroke (1). To je nekoliko presenetljivo, saj je poklic
farmacevta visoko reguliran na evropski ravni, tako da je
torej vsebina izobrazevanja in dela transparentna in vseev-
ropska. Reguliranost poklica izhaja iz Direktive 2005/36/EC
o priznavanju poklicnih kvalifikacij in vpliva na izobrazevanije,
saj predpisuje nabor obveznih vsebin Studijskega programa
(2). V Prilogi Direktive je med programsom usposabljanja
farmacevtov navedena tudi »Splos$na in uporabna biokemija
(medicinska)«. Poznamo jo tudi pod imenom klini¢na bio-
kemija in je najvecja veja laboratorijske medicine, ki analizira
bioloSke vzorce z namenom ugotavljanja zdravstvenega
stanja preiskovanca v preventivi, diagnostiki, spremljanju
zdravljenja in napovedovanju poteka bolezni (3).

Marca 2024 sprejeti amandmaji Direktive 2005/36/EC (4)
in amandmaji Priloge V (5) so nastali po pogloblieni analizi
zaradi razvoja farmacevtskega podrocja (6). Sledniji je bil
zaznan tako z vidika tehni€nega kot tudi znanstvenega
razvoja (slika 1). V Studijo razvoja farmacevtskega podrocja
je umeScena tudi laboratorijska medicina. SreCamo jo v
poglavjih »Uporaba zdravil in pacientova varnost«, »Pro-
mocija zdravja in preventiva bolezni«, »Diagnosti¢no testi-
ranje«. Vsebinsko se navezuje na klini€ne Studije in mikro-
biologijo v podro¢ju »Raziskave in razvoj zdravil«, na
imunologijo, genetiko in farmakogenetiko, pa tudi na po-
dro¢je »Biotehnologija z bioloSkimi zdravili«. Posredno je
povezana s klinicno farmacijo v podroCju »Na pacienta
osredotoCena skrb«. Klini¢na biokemija torej tudi v preno-
vljeni Direktivi ostaja ena osnovnih sestavin izobrazevanja
in usposabljanja farmacevtov, ki se z njo lahko sreCajo v
razli¢nih poklicnih okoljih (7).

ZNACILNOSTI RAZVOJA
LABORATORIJSKE
DIAGNOSTICNE DEJAVNOSTI
V SIRSEM EVROPSKEM
PROSTORU

Podrocje laboratorijske diagnostike ni novo, je pa dobilo
poenoteno ime laboratorijska medicina Sele konec 20.
stoletja (8). Pregledovanje telesnih izlockov z namenom
ugotavljanja zdravstvenega stanja posameznika spremlja
Cloveka Ze od vekomaj. Bizantinski pisni viri kazejo na
sistematicen pristop glede prostorov, opreme, postopkov
in osebja. Uporabljeni izraz »inSpektor narave/urinski in-
Spektor« kaze, da niso bili samo zdravniki vkljuceni v la-
boratorijske preiskave (9). V srednjem veku ni bilo veliko
diagnostiénih laboratorijskih preiskav. Sele dela Pasteurja
in Kocha ter delovanje prvih klini¢nih laboratorijev kazejo
na bolj znanstveni pristop (10).

V Casu 1. svetovne vojne in po njej se je ob organizira-
nosti bolnisni¢nih laboratorijev povecala kliniéna uporab-
nost laboratorijskih preiskav. Trend zaposlovanja nara-
voslovcev v laboratorijski diagnostiki se je stopnjeval tudi
po 2. svetovni vojni. Pomanjkanje kadra in uvedba novih
kompleksnejSih analiznih metod sta privedla do speciali-
zacij v posamicnih vejah klini¢nih laboratorijev. Na dokaj
lo¢en razvoj s posamicnimi prekrivanji so vplivale tudi
nacionalne znacilnosti in posebnosti okolja, kar se kaze
v heterogenosti podroc¢ja Se danes. Od tod tudi ve¢ poj-
mov za oznacevanje dejavnosti klinicnih ali medicinskih
laboratorijev, ki so pokrivali dele ali celotno dejavnost:
klinische chemie, biopathology, analisis clinicos, biologie
clinique, medical biopathology idr. (8).

Ob koncu 20. stoletja je prevladalo zavedanije, da v Klini-
¢no-laboratorijskih praksah kljub posami¢nim posebno-
stim obstajajo primerljiva izhodis¢a, problemi in orodja.
Po vecletnih razpravah v stroki se je uveljavil pojem la-
boratorijska medicina za vse oblike dela in storitev
vseh tipov Klini¢nih laboratorijev. Sodobna definicija jo
opredeljuje kot vejo medicine, ki zalaga zdravstveni si-
stem z laboratorijskimi rezultati in sorodnimi informacijami
ter nasveti, vezanimi na klini¢no stanje in obravnavo pre-
jemnika storitev zdravstvenega sistema (bolnika). Labo-
ratorijska medicina je pomemben del zdravstvenega si-
stema, vklju¢ena v preko 70 % medicinskih odlocitev v
diagnostiki, spremljanju razvoja bolezni, odziva na tera-
pijo, spremljanju epidemioloSkega stanja ali preventivi

(11).
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Slika 1: Znanstveni in tehnicni razvoj farmacevtskega podrocja po uvedbi podrocne Direktive (povzeto po 6).
Figure 1: Scientific and technical development of the pharmaceutical field after the implementation of the sectoral Directive (adapted from 6).
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FARMACEVTSKE KOMPETENCE S PODROCJA LABORATORIJSKE MEDICINE: RAZVOJ, IZOBRAZEVANJE IN POMEN KLINICNE BIOKEMIJE

ZNACILNOSTI RAZVOJA
LABORATORIJSKE
DIAGNOSTICNE DEJAVNOSTI
NA SLOVENSKEM

Podobno kot v Evropi imajo tudi v Sloveniji strokovnjaki la-
boratorijske medicine razli¢na poklicna oziroma izobraz-
bena ozadja medicinske ali naravoslovne usmeritve. Pre-
poznavnost laboratorijske diagnostike je bila v drugi polovici
20. stoletja v Sloveniji slaba, njena umescenost v zakono-
dajo zdravstvenega sistema pa pomanikljiva, nedosledna
in razdrobljena:
e | eta 1977 je strokovni kolegij klini¢nih in biokemicnih la-
boratorijev postavil sistem kategorizacije laboratorijev za
podrocije klini¢ne biokemije v 5 tipov (npr. tip O — orienta-
cijske preiskave ob pacientu v izvedbi medicinske sestre,
usposobliene v laboratoriju viSjega tipa; tip Il — laborato-
rijska sluzbo zdravstvenega doma, ki jo vodi specialist
medicinske biokemije) (12). Toda strokovne smernice
niso nasle poti v zakonodajo.
Zakon o zdravstveni dejavnosti je 1992. leta omenjal de-
javnost klinicno-kemi¢nih laboratorijev le v okviru zdrav-
stvenih domov in bolnidnic, lo¢eno pa patoanatomsko
dejavnost (znotraj katere je tudi del laboratorijske medi-
cine), preskrbo s krvjo (transfuzijska medicina) in epide-
miolosko dejavnost (mikrobiologija) inStituta za varovanje
zdravja (13). Zal tudi tri desetletja kasneje danasnje stanje
ni kaj dosti drugacno.

Podro¢ni dogovori z Zavodom za zdravstveno zavaro-

vanje Slovenije so ob koncu 20. stoletja kot kadrovski

normativ navajali kar laboratorij, Ceprav je v stroki ze
takrat veljala osnovna ekipa v sestavi: specialist, dva in-
zenirja in dva tehnika.

e Plan zdravstvenega varstva Slovenije iz leta 2000 je imel
v prilogi predvideno mrezo laboratorijske dejavnosti na
primarni ravni po regijah, vendar priloga ni bila sprejeta
kot del Plana (14).

Povezanost laboratorijskega strokovnjaka in klinicnega

zdravnika je nujna na vseh podrocjih laboratorijske medi-

cine, marsikje pa sta laboratorijska diagnostika in klinicno
delo nelocljiva. Po anketi Evropskega zdruzenja za kliniéno
kemijo, izvedeni konec 20. stoletja med 30.000 d&lani, je
na podro¢ju Kklinicne kemije in sorodnih podrocij delovalo

40 % zdravnikov, 27 % (bio)kemikov in 21 % farmacevtoy,

in sicer so: v Franciji, Spaniji in Sloveniji previadovali far-

macevti, v Zdruzenem kraljestvu, Romuniji, Gr&iji, na Sved-
skem in Nizozemskem biokemiki, v Avstriji, Italiji, Svici na

Norveskem, Portugalskem pa zdravniki (11). Leta 2012 je

bilo med 222 vpisanimi v register laboratorijskih strokov-
njakov v Sloveniji (druga bolonjska stopnja ali univerzitetna
izobrazba po starem zakonu) 50 (23 %) farmacevtov. Med
84 specialisti medicinske biokemije je bilo prav tako najvec

farmacevtov, 32 (38 %) (15).

3.1 MEJNIKI V RAZVOJU KLINIGNE
(BIO)KEMIJE

Zametki kliniéne kemije v Sloveniji segajo v obdobje med
obema vojnama, ko so se zaceli pojavijati prvi priroCni la-
boratoriji za preiskave seca, krviin zelodénega soka ter la-
boratoriji v zdravstvenih institucijah. Leta 1923 je bil usta-
novljen Higienski zavod v Ljubljani z biokemicnim
laboratorijem. V njem so opravljali tudi kvantitativne bioke-
micne preiskave bioloskih vzorcev bolnikov ljubljanske splo-
Sne bolnisnice. V tridesetih letih 20. stoletja so na fiziolo-
Skem institutu Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani
(UL MF) zaceli s predavaniji in vajami fizioloSke kemije. Leta
1941 je bil urejen prvi bolniSnicni biokemicni laboratorij v
bolniSnici na interni kliniki Ob¢e drzavne bolnice v Ljubljani.
Vodil ga je diplomirani inzenir kemije; hematoloski in urinski
laboratorij, ki sta delovala loCeno, sta vodila zdravnika.
Leta 1945 je biokemicni laboratorij postal del Instituta za
kemijo UL MF, 1952. pa je preSel pod Interno kliniko. Sredi
sedemdesetih let so se povezali medicinski laboratoriji ki-
rurgije in interne klinike Klinicnega centra Ljubljana ter
Zdravstvenega doma Ljubljana v Centralni laboratorij. Prvi
strokovni kolegij klini¢nih in biokemicnih laboratorijev re-
publike Slovenije je bil imenovan 1977, vodil ga je dr. Niko
Jesenovec, Clani pa so bili iz vse Slovenije. V naslednjih
letih je kolegij postavil kriterije glede prostorov, zaposlitvene
strukture, postopkov in opreme, izpeljal kategorizacijo iz-
vajalcev laboratorijskih storitev na podro¢ju medicinske
biokemije, v praksi organiziral zunanjo kontrolo kakovosti
rezultatov in izvedel obvezno vkljucitev vanjo. Ker zakono-
daja ni sledila strokovnim zahtevam podrocja, je ob koncu
osemdesetih let aktivnost zamrla. Leta 1978 so se Cen-
tralnemu laboratoriju pridruzili Se laboratoriji ginekoloske,
infekcijske, gastroenteroloSke in otorinolaringoloske klinike;
1979. se je preimenoval v Institut za klini¢no kemijo in bio-
kemijo. Takrat je imel 200 zaposlenih, od tega 17 z univer-
zitetno izobrazbo, opravil je 4,4 milijona preiskav letno. S
povecCanjem raziskovalnega dela je v devetdesetih letih in-
Stitut pridobil naziv klini¢ni institut, nato pa se tudi preime-
noval v Klini¢ni institut za klinicno kemijo in biokemijo
(KIKKB) (16-19).

Leta 1992 je bil imenovan RazSirjeni strokovni kolegij za
laboratorijsko diagnostiko, kot eden od posvetovalnih or-
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ganov zdravstvenega ministra. V treh desetletjih je nepo-
sredno ali skozi razli¢ne delovne skupine s strokovnimi
zdruzenji opravil pomembno vlogo pri povezovanju stroke,
standardizaciji, smernicah za delo, pripravi strokovnih iz-
hodiS¢, priporodil in vodil za delo (20).

Na podrocju klini¢ne biokemije so v osrednji Sloveniji v ob-
dobju do leta 1990 pionirsko delo za razvoj stroke, institucij
in organiziranega izobrazevanja s podro¢ja SirSe klinicne
biokemije opravili prvi tirje specialisti: kemik dr. Pavle Dolar,
zdravnik dr. Miha Zemva in farmacevta mag. Marija Zemva
in prof. dr. Niko Jesenovec (21). Slednii je bil prvi predstojnik
Katedre za klini¢no biokemijo Oddelka za farmacijo Fakul-
tete za naravoslovje in tehnologijo Univerze v Ljubljani (UL)
(22). V letinh 1988 in 1990 je izdal dva dela knjige ,/lzabrani
postupci analiza u klinicko biokemijskim laboratorijima®.
Ledino slovenske klini¢ne biokemije so orali tudi kemicarka
Alenka Zakelj (Interna Klinika ljubljanske bolnignice 1943
1958), farmacevt Bogdan Savnik (vodja laboratorija na Gi-
nekolosko porodniski kliniki klinicnih bolnic 1951-1963),
kemiCarka Zora Pretnar (vodja laboratorija na pediatri¢ni
Kliniki Klininega centra Ljubljana 1956-1973) in zdravnik
prim. Stanislav Straus (vodja laboratorija in transfuzijske
postaje v celjski bolnisnici 1949 —1962).

Za laboratorijsko medicino je bilo pomembno sprejetje
Kodeksa deontologije v laboratorijski medicini leta 1992,
namenjenega strokovnjakom in javnosti, ki dopolnjuje splo-
Sne zdravstvene kodekse s posebnostmi dela z bioloSkim
materialom bolnikov (23), in Pravilnika o pogojih, ki jih mo-
rajo izpolnjevati laboratoriji za izvajanje preiskav na po-
dro¢ju laboratorijske medicine, leta 2004 (24). Slednji pred-
stavlja soglasje razli¢nih podrocij klini€no-laboratorijskega
dela o skupnih minimalnih kriterijih za zagotavljanje kako-
vosti postopkoy, varnosti pacientov in doseganja zaneslji-
vosti izvidov (25). Osnovan je bil na istih izhodis¢ih kot
mednarodni standard ISO 15.189:2007 Medicinski labo-
ratoriji — posebne zahteve za kakovost in pristojnost z na-
menom postopnega prehoda na akreditacije medicinskih
laboratorijev v Sloveniji (26).

Pomembni pokazatelji razvoja podrogja v samostojni Slo-
veniji so tudi ustanovitev Zbornice laboratorijske medicine
Slovenije in pridobitev javnih pooblastil na podrodju samo-
regulacije podrocja, krepitev mednarodne prepoznavnosti
Z intenzivnim sodelovanjem nacionalnih strokovnih zdruzenj
in z vodilnimi polozaji slovenskih strokovnjakov v njih in
vzpostavitev nacionalne sheme zagotavljanja kakovosti
medicinskih laboratorijev. Tudi raziskovalno delo se je vzpo-
stavilo v samostojnih registriranih raziskovalnih skupinah z
nacionalnimi in mednarodnimi projekti, oblikovano je bilo
izobrazevanje s podrocja laboratorijske medicine na vseh

treh ravneh bolonjskih Studijev. Slednje je pomemben temelj
razvoja vsake celovite stroke.

3.2 ORGANIZIRANO IZOBRAZEVANJE
IN USPOSABLJANJE NA
PODROCJU KLINICNE BIOKEMIJE
IN LABORATORIJSKE MEDICINE

Pionirsko delo v stroki v Sloveniji in veliki razvojni premiki
laboratorijske medicine v mednarodnem prostoru so po-
vecali potrebno po samostojnem izobrazevanju, usmerje-
nem v podrocje medicinske biokemije oz. SirSe v podrodje
laboratorijske medicine.

V izobrazevalni sferi ze desetletja skrbi za umestitev in di-
dakti¢ni razvoj stroke UL, Fakulteta za farmacijo (UL FFA)
(oziroma njene predhodnice) skupaj z UL MF (hematoloSki
del) in s KIKKB Univerzitetnega klinicnega centra (UKC)
Ljubljana (velik del vaj in specialistichega usposabljanja).
Kot glavne mejnike v razvoju izobrazevanja na podrocju
klinicne biokemije/laboratorijske (bio)medicine lahko Ste-
jemo dogodke, predstavijene v preglednici 1 (27-30).
Specializacija iz klinicne biokemije, oziroma medicinske
biokemije, kot jo poimenujemo za razlikovanije s klini¢nimi
specializacijami zdravnikov, poteka v Sloveniji od leta 1970.
Je posebna oblika podiplomskega izpopolnjevanja in uspo-
sabljanja, ki je potrebno za opravljanje zahtevnejsih del na
podro¢ju medicinske biokemije. Obsega pridobivanje teo-
retiénih znanj in Stiriletno prakticno usposabljanje v skladu
s programom specializacije. Specialisticno usposabljanje
iz medicinske biokemije je potekalo kot temeljna zdrav-
stvena specializacija do leta 2003 pod okriliem Ministrstva
za zdravje, od leta 2004 pa Zbornice laboratorijske medi-
cine Slovenije (31). Program je bil usklajen s programom
za evropskega klinicnega kemika in je pridobil standard
ekvivalentnosti za evropskega specialista iz laboratorijske
medicine (32).

FARMACEVTI IN
KOMPETENCNI VIDIKI
KLINICNE BIOKEMIJE /
LABORATORIJSKE MEDICINE

Podrocje laboratorijske medicine v okviru predmetov klini-
Cne kemije, pa tudi mikrobiologije, imunologije, Klini¢nih
Studij idr. je v enovitem magistrskem Studiju Farmacije
glede na dopolnjeno Direktivo Se vedno pomemben
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Preglednica 1: Glavni mejniki v razvoju izobrazevanja na podrocju kiinicne kemije/laboratorijske medicine na Slovenskem.
Table 1: Main milestones in the development of clinical chemistry/laboratory medicine education in Slovenia.

Leto

Dogodki

1953-1957

Prvi ucbenik s podrocja klini¢ne kemije v slovenscini »Biokemicne preiskave v medicini s
tolmadenjem rezultatov« (Marija Zemva, mag. farm., in Miha Zemva, dr. med.)

1960

V okviru predmeta Biokemija za Studente farmacije obravnavana tematika biokemic¢nih dogajan;j v
SloveSkem telesu kot osnova klini¢ne kemije.

1977

Uvedba predmeta Analizna farmacevtska biokemija na programu Farmacija (vaje v laboratorijih UKC
Ljubljana).

ZaGetek dveletnega viSjeSolskega Studija Farmacija — smer medicinska biokemija (izredni Studij do
leta 1990, nato redni do 1995).

1978

Uvedba podiplomskega (znanstveni magisterij, doktorat) Studija Farmacije, smer Klini¢na biokemija.

1986

Ustanovitev Katedre za klinicno biokemijo na UL FFA.

1987

Preimenovanje predmeta Analizna farmacevtska biokemija v Klini€no biokemijo.

1995

Preoblikovanje dveletnega visjeSolskega Studija Farmacija — smer medicinska biokemija v triletni
visokoSolski strokovni Studijski program Laboratorijske biomedicine na UL FFA.

1999

Na UL uveden stiriletni podiplomski Studij smeri Klini¢na biokemija v okviru podiplomskega Studija
Biomedicine kot prvi podiplomski Studij na ravni univerze.

2007

Akreditiran bolonjski Studij Laboratorijske biomedicine 1. stopnje; vpis Studentov 2008.

Akreditiran bolonjski doktorski program Biomedicina s smermi, vezanimi na laboratorijsko medicino:
Klini¢na biokemija in laboratorijska biomedicina, Biokemija in molekularna biologija, Mikrobiologija,
Genetika, Toksikologija.

Ustanovitev Katedre za klinicno biokemijo na Medicinski fakulteti Univerze v Mariboru.

2008

Vpis v bolonjski program Farmacija s predmetom klinicna kemija, ki gradi na povezljivosti s
kemijskimi, bioloSko-medicinskimi in instrumentalnimi predmeti.

Akreditiran bolonjski Studij Laboratorijske biomedicine 2. stopnje; vpis Studentov 2009. S tem je
dosezena celotna tristopenjska vertikala samostojnega Studija laboratorijske medicine.

2021

Uvedba predmetov Medicinska biokemija, Klinina biokemija in laboratorijska diagnostika in Izbrane
teme iz diagnostike v prenovljen Studijski program Medicina na UL MF.

2023

Prenova Studijskega programa Laboratorijska biomedicina 2. stopnje s prvim vpisom v Studijskem
letu 2024/2025.

FFA — Fakulteta za farmacijo;, MF — Medicinska fakulteta, UKC -Univerzitetni klinicni center; UL — Univerza v Ljubljani.
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(obvezni) sestavni del Studijskin programov farmacije in
poklicnih kompetenc farmacevtov (4, 5).

Seznami pri¢akovanih, zelenih ali nujnih kompetenc (znanj,
vescin in sposobnosti 0z. hotenj) se razlikujejo tudi znotraj
enega poklica glede na razlicna delovna mesta. Za poklic
farmacevta je to Se posebej izrazeno zaradi Sirine zaposilit-
venih moznosti znotraj poklica: javne in bolnisnicne lekarne,
klinicna farmacija, raziskave in razvoj, izdelava zdravil, za-
gotavljanje kakovosti izdelkov in storitev v celotni verigi iz-
delave in dobave zdravil, trzenje in prodaja, regulativa, iz-
obraZevanje, laboratorijska medicina ... To je razvidno iz
sistematizacije delovnih mest, opisov poklicev v zdravstveni
dejavnosti in iz kompetencnih modelov poklicnih in stro-
kovnih zdruzenj (33-35). Seznami kompetenc obicajno ob-
segajo celoten karierni spekter posameznikov: od novinca
in izkuSenega zacetnika preko strokovnjaka do eksperta
(86, 37). V tem kontekstu se Direktiva navezuje na enotno
ali vsaj primerljivo izobrazevanje: torej na maksimum kom-
petenc, ki jih je mozno pridobiti tekom Studija, oziroma na
minimum kompetenc, ki so skupne vsem farmacevtom po
razli¢nih podrodjih dela v drzavah znotraj EU. Iz izobraze-
valnega sistema lahko ne glede na oblikovanje programa
izstopi samo novinec ali zaCetnik z omejenimi izkusnjami.
Kurikulumi obsegajo pridobivanje znanj (predpisanih, kul-
turno pogojenih in praktic¢nih), ves&in in tudi razvijanje po-
sameznikovega odnosa, ki je vezan na profesionalizem.
Kodificirana (predpisana) znanja je tradicionalno prenaSala
univerza, preostala znanja (kulturno pogojena in praktic¢na)
pa delovno okolje. Ceprav je bilo v zadniji tretjini dvajsetega
stoletja mnogo pripomb na neprilagodijivost visokoSolskega
izobrazevalnega sistema in njegovo zaprtost, se je vse vec
prakti¢nih veS¢in potiskalo s strani delodajalcev v visoko-
Solske kurikulume. Sodoben zdravstveni sistem naj bi bil
po Wrightu nekoliko drugacen: predpisana znanja, kulturno
pogojena znanja in posameznikov profesionalni odnos
ustvarjata in posredujeta tako univerza kot delodajalci,
praktiéna znanja, ki so vezana na neposredno delovno
okolie, pa delodajalci. Sele v poklicnem okolju se lahko
novinec razvije v izkuSenega zacetnika, strokovnjaka in
morda eksperta (38).

Kompetencni model Evropskega zdruzenja farmacevtskih
fakultet (EAFP) je nastal z vidika kompetenc farmacevta
prvega zaposlitvenega dne, torej kompetenc, ki naj bi jih
Student pridobil med Studijem. Pri tem so bili upostevani
kompetencni seznami mednarodnih in nacionalnih zdru-
zenj ter podro¢ne direktive, ki je vsebinsko obvezujoca za
izvajalce izobrazevanj. V domeni »Kompetence, vezane
na skrb za pacienta« sta navedeni tudi sposobnost inter-
pretacije osnovnih medicinskih laboratorijskih testov in

sposobnost izvajanja ustreznih diagnosti¢nih testov, ki so-
dita med kompetence s podrocja laboratorijske medicine
(85). Da nam tak pristop v Sloveniji ni tuj, kazejo tako po-
roCila o situaciji v Sloveniji iz preteklega desetletja, analiza
Studijskega programa Farmacije, pa tudi dolgoletna
praksa, saj so kompetence farmacevtov na podro&ju Kili-
ni¢ne biokemije pomemben steber zdravstvenega varstva
(39, 40). Studija z zadetka tisogletja je pokazala, da je v
Sloveniji sicer komaj odstotek farmacevtov zaposlen v
medicinskih laboratorijin s podrocja klinicne (bio)kemije
vendar predstavljajo kar 40 % vseh specialistov medicin-
ske biokemije kot nosilcev dejavnosti (15). Da to ni bilo
samo trenutno stanje, kazejo zgodovinski popisi, kot je
obsezna in enciklopedi¢no utemeliena monografija »Zgo-
dovina zdravstva in medicine na Slovenskemc, kjer se far-
macevtske, medicinske in tudi laboratorijske stroke pre-
pletajo skozi ve¢ poglavij in ve¢ knjig (41-45). Sodobno
stanje pa je razvidno tudi iz Pravilnika o pripravniStvu in
strokovnih izpitih zdravstvenih delavcev in zdravstvenih
sodelavcev na podrogju zdravstvene dejavnosti, ki pred-
pisuje za farmacevte tudi strokovne vsebine s podrocja
klinicne biokemije in SirSe laboratorijske medicine (46).
Slednje namre& niso vezane samo na neposredno zapo-
slitev na podrodju laboratorijske medicine, ampak so nujne
in uporabne tudi na drugih farmacevtskih podrocijih.

SKLEP

Podrocje farmacije se je v zadnjih letih opazno razvilo. Raz-
voju stroke sledijo tudi posodobitve evropske zakonodaje,
ki vpliva na nabor potrebnih znanj in kompetenc za opra-
vlianje poklica farmacevta. Siroke zaposlitvene moznosti
magistrov farmacije zahtevajo Sirok nabor kompetenc, med
katerimi ostajajo pomembne tudi kompetence na podrocju
laboratorijske medicine.
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NOVICE

IZ SVETA
FARMACIJE

OB MEDNARODNEM
DNEVU ZENSK IN DEKLET
V ZNANOSTI: ZGODBA
ROSALIND E. FRANKLIN

Natasa Karas Kuzeligki

Enajstega februarja smo praznovali Mednarodni dan zensk
in deklet v znanosti. Ena izmed znanstvenic, ki v ¢asu Zi-
vljenja niso dobile zasluzenega priznanja za njinov prispevek
znanosti, je zagotovo Rosalind Elsie Franklin (25. 7. 1920
—16. 4. 1958), ki je s svojim delom prispevala k razkritju
strukture molekule Zivljenja — dvojne vijacnice DNA.

Rosalind Franklin se je rodila v vplivni britanski druzini ju-
dovskega rodu in je ze v otroStvu kazala iziemno bistrost.
Leta 1941 je diplomirala iz kemije, leta 1945 pa doktorirala
na Univerzi v Cambridgeu. Leta 1947 se je preselila v Pariz,
kjer je kot podoktorska raziskovalka delala v Laboratoire
Central des Services Chimiques de I'Etat (Centralni labo-
ratorij drzavnih kemicnih sluzb). Tam se je specializirala za
rentgensko kristalografijo. Leta 1951 se je kot znanstvena
sodelavka zaposlila na King’s Collegeu v Londonu, kjer so
jo kot strokovnjakinjo za rentgensko kristalografijo razpo-
redili v raziskovalno skupino biofizika Mauricea Wilkinsa.
Ta se je ukvarjal z raziskovanjem strukture molekule DNA.
Rosalind je z asistentom, Studentom Raymondom Goslin-
gom, posnela vrsto rentgenskih slik DNA pri razli¢nih stop-
njah vlaznosti. Wilkins, ki se s Franklinovo ni razumel, je te
slike brez njene vednosti in dovolienja pokazal Jamesu
Watsonu in Francisu Cricku, kar je pripeljalo do revolucio-
narnega odkritja, razkritja strukture dvovijane DNA, za
katerega sta Watson in Crick skupaj z Wilkinsom leta 1962
prejela Nobelovo nagrado. V ¢asu Zivljenja Rosalind Franklin
sta si vse zasluge za odkritje strukture DNA lastila Watson
in Crick; Sele kasneje sta priznala, da brez dela Franklinove

ne bi uspela priti do omenjenega odkritjia. Vse to kaze na
to, kako malo so Rosalind cenili njeni moski kolegi in je
niso obravnavali kot sebi enake. Nekateri viri so trdili, da
Rosalind ni razumela pomena svojih lastnih rezultatov, kar
pa ne drzi, saj zapiski v njenih laboratorijskih dnevnikih ka-
z€jo, da je iz slik sklepala, da ima DNA strukturo vijacnice.
Izsledke je predstavila tudi v svojem predavanju novembra
1951 ter v Clanku, ki je izSel v isti Stevilki revije Nature kot
Clanek Watsona in Cricka o strukturi DNA leta 1953. Zani-
mivo je, da sta Watson in Crick soavtorstvo na svojem
¢lanku ponudila Wilkinsu (ki ga je sicer zavrnil), ne pa tudi
Franklinovi, ki je bila najbolj zasluzna za eksperimentalne
podatke, na katerih je temeljil njun model DNA. Zaradi ne-
soglasij z Wilkinsom je Rosalind Se pred objavo Clankov
zapustila King’s College in se zaposlila na Birkbeck College,
kjer so bili po njenih besedah pogoji za delo slabsi, vendar
je bilo vodstvo veliko bolj naklonjeno znanstvenicam. Tam
je nadaljevala z raziskovalnim delom na podrocju virusov
in molekul RNA. Na zalost so Rosalind Franklin leta 1956
diagnosticirali raka na jajcnikih, zaradi katerega je umrla
dve leti kasneje, stara komaj 37 let.
Prezgodnja smrt je verjetno glavni razlog, da Rosalind Fran-
klin ni prejela Nobelove nagrade skupaj z Watsonom in
Crickom. Watson in Crick sta namre¢ prejela Nobelovo
nagrado 4 leta po njeni smrti, pravila pa niso dopuscala
posmrtnih nominacij. Kljub temu dediS¢ina Rosalind Fran-
klin danes zivi naprej, Sele mnogo let po smrti je dobila pri-
znanje za svoj prispevek k odkritju strukture DNA.
Viri:
1. Maddox, B. The double helix and the ‘wronged heroine’. Nature
421, 407-408 (2003).

AMERISKI URAD ZA ZDRAVILA
IN PREHRANO JE ODOBRIL
NOV NEOPIOIDNI ANALGETIK

Natasa Karas Kuzeli¢ki

Ameriski urad za zdravila in prehrano (FDA) je prvi¢ po veC
kot dveh desetletjih odobril neopioidni analgetik. Suzetrigin
(za&Citeno ime Journavx®), ki se uvrdda v nov razred proti-
bolecinskih zdravil, je razvilo podjetje Vertex Pharmaceuticals
(Boston, Massachusetts, ZDA). Svojo pot je zaCel kot spo-
jina VX-548, ki se je izkazala kot zelo mocan in selektiven
zaviralec natrijevih kanalCkov Nav1.8 v perifernem zivCevju.
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Suzetrigin je po jakosti protiboleCinskega delovanja pri-
merljiv z opioidi, vendar za razliko od le-teh ne povzro¢a
odvisnosti in drugih neprijetnih nezelenih ucinkov opioidnih
analgetikov. Suzetrigin ni prva ucinkovina, ki deluje proti-
boledinsko z zaviranjem natrijevih kanalckov. Spojini, kot
sta prokain in lidokain, se uporabljata za ta namen ze
veC kot stoletje, vendar sta za razliko od suzetrigina ne-
selektivna zaviralca natrijevin kanalCkov, zato ju lahko
uporabljamo zgolj lokalno, da se izognemo sistemskim
nezelenim ucinkom. V devetdesetih letih 20. stoletja so
odkrili, da se trije od devetih podtipov natrijevih kanalCkov
izrazajo izklju¢no v bolecinskih nevronih; to so kanalCki
Nav1.7, Nav1.8 in Nav1.9. Ker se ne izrazajo v mozganih
in srcu, bi imela zdravila, ki delujejo na njih, veliko manj
nezelenih ucinkov. Zato se je veliko farmacevtskih podijetij
lotilo iskanja selektivnih zaviralcev Nav1.7, Nav1.8 in
Nav1.9. Genetske Studije v prvem desetletju 21. stoletja
na osebah s kroni¢nim boleCinskim sindromom in posa-
meznikih, ki so neobcutljivi na bolecino, so identificirale
kanal¢ek Nav1.7 kot glavni regulator percepcije bolecine,
vendar so bili rezultati iskanja njegovih zaviralcev neza-
dovoljivi. Ravno tako so se Studije kanalCka Nav1.9 v la-
boratoriju izkazale za tezavne. Zato se je pozornost razi-
skovalcev usmerila v Nav1.8, kar je privedlo do odkritja
suzetrigina. Le-ta za razliko od opioidov, ki zmanjSajo
prenos bolecCinskega signala v mozganih, zavira natrijeve
kanalCke v perifernih Zivcih in tako prepredi prenos bole-
¢inskih signalov iz le-teh v mozgane. Na ta nacin se izo-
gnemo ucinkom v centralnem zivénem sistemu, ki pov-
zroCajo odvisnost.

V tretji fazi klini¢nih preskusanj je 80 % preiskovancev oce-
nilo, da je suzetrigin ucinkovito odpravil po-operativno bo-
leCino ali boleCino zaradi poskodbe. Izkazalo se je, da je
zdravilo izredno varno, z nizko incidenco nezelenih ucinkov.
Najpogostejsi nezeleni ucinki so bili slabost, glavobol, omo-
tica in zaprtost. Pri vecini preiskovancev so bili omenjeni
nezeleni uCinki blagi, edini nezeleni uCinek, ki se je pojavil
pri veC kot 5 % preiskovancey, je bil glavobol.

Kljub obetavnim rezultatom Se ni jasno, ali bo suzetrigin v
prihodnosti lahko nadomestil opioide za zdravljenje kroni-
¢ne bolecine, saj je bil zaenkrat registriran za zdravljenje
akutne bolecine. Za odgovor na to vprasanje bodo po-
trebna nadaljnja klini¢na preskusanja na bolnikih s kroni¢no
bolecino. Ali se bo suzetrigin lahko uporabljal za zdravljienje
kroni¢ne boleCine, je odvisno tudi od njegove cene, ki tre-
nutno znada 15,5 $ na tableto. Ta je sicer vedja kot je
cena genericnih opioidov, ampak $e vedno dovolj nizka,
da v zdravstvenem sistemu odtehta stroske, ki nastanejo
zaradi morebitne odvisnosti od opioidov.

Nekatera farmaceviska podijetja ze razvijajo zaviralce
Nav1.8 naslednje generacije, kot je na primer spojina LTG-
001 (Latigo Biotherapeutics, Thousand Oaks, California,
ZDA), ki se hitreje absorbira v kri kot suzetrigin in zato do-
seze hitrejSi protibolecCinski ucinek. Odkritie novega razreda
selektivnih zaviralcev Nav1.8 predstavlja revolucijo v zdra-
vljenju boleCine, saj bo zagotovilo ucinkovito, a varnejSo
protiboleCinsko terapijo.
Viri:
1. Dolgin E. US drug agency approves potent painkiller - the first
non-opioid in decades. Nature. 2025 Feb,;638(8050):304-305
2. Osteen, J.D., Immani, S., Tapley, T.L. et al. Pharmacology and
Mechanism of Action of Suzetrigine, a Potent and Selective
NaV/1.8 Pain Signal Inhibitor for the Treatment of Moderate to

Severe Pain. Pain Ther (2025). https.//doi.org/10.1007/s40122-
024-00697-0

VPLIV KAVE NA SESTAVO
CREVESNE FLORE
PRI CLOVEKU

Natasa Karas Kuzelicki

V zadnjem desetletju se je povecalo Stevilo Studij, ki prou-
Cujejo povezavo sestave Crevesne flore oziroma mikro-
bioma na pojavnost razli¢nih bolezni pri Cloveku. Hkrati pa
zelo malo vemo o tem, kaj vse vpliva na sestavo Crevesne
flore. Eden najbolj ocitnih vplivov je vrsta prehrane pri po-
samezniku, saj naj bi dolocena Zivila pospeSevala ali zavirala
rast doloCenih vrst bakterij v prebavnem traktu. Z vplivom
prehrane na ¢lovekov mikrobiom se ukvarja tudi Clanek, ki
S0 ga objavili v reviji Nature Microbiology. Avtorji Clanka so
preverjali vpliv uzivanja kave na Sloveski mikrobiom in odkrili,
da je uzivanje kave mocCno povezano z vrsto Crevesne
bakterije Lawsonibacter (L.) asaccharolyticus, ki so jo prvi¢
odkrili v CloveSkem mikrobiomu Sele leta 2018. Metage-
nomska Studija Crevesne flore je bila najvecja doslej in je
zajemala 22.867 posameznikov iz ZDA in Velike Britanije.
Od preiskovancev so pridobili tudi podrobne informacije o
uzivanju kave skozi daljSe ¢asovno obdobje. Raziskovalci
so preiskovance razdelili v tri skupine glede na koli¢ino
zauzite kave: na tiste, ki kave ne uzivajo (manj kot 3 sko-
delice na mesec), na tiste, ki jo uzivajo zmerno (ve¢ kot 3
skodelice na mesec in manj kot 3 na dan), in na tiste, ki jo
uzivajo v velikih koli¢inah (veC kot 3 skodelice na dan). Z
uporabo metod, kot so metagenomika, metatranskripto-
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mika in metabolomika, so raziskali biokemijske interakcije
med uzivanjem kave in mikrobiomom posameznikov, pri
¢emer so upostevali vpliv tako kofeinske kot brezkofeinske
kave.

Studija je ugotovila, da je mikrobiom oseb, ki pijejo kavo,
izrazito drugaCen od mikrobioma tistih, ki je ne uzivajo.
Najvecje razlike so ugotovili v zastopanosti bakterije L.
asaccharolyticus, saj je bila njena prisotnost v prebavnem
traktu pri pivcih kave v povprecju 4,5- do 8-krat vecja, kot
pri posameznikih, ki kave ne uzivajo. Potrebno je poudariti,
da so bile razlike v koli€ini L. asaccharolyticus najvecje
med osebami, ki niso uzivale kave, in tistimi, ki so jo uzivale
v velikih koli¢inah, razlike med zmernimi in pogostimi pivci
kave pa so bile statisticno neznacilne. Omenjena povezava
ni bila odvisna od geografske lokacije ali vrste kave (ko-
feinska ali brezkofeinska).

Vpliv kave narast L. asaccharolyticus so raziskovalci potrdili
tudi z eksperimenti v laboratoriju. Eksperimenti in vitro so
pokazali, da kava neposredno spodbuja rast L. asaccha-
rolyticus. Raziskava je pokazala, da so ucinki kave na mi-
krobiom ve¢inoma neodvisni od kofeina. Tudi brezkofeinska
kava je spodbuijala rast L. asaccharolyticus, kar kaze na
vpliv drugih komponent v kavi, kot so polifenoli (npr. kloro-
genska kislina).

Na splosno je bila prevalenca L. asaccharolyticus visja v
drzavah z vecjo porabo kave na prebivalca. Analiza sestave

mikrobioma in povprecne porabe kave na prebivalca v 43
drzavah je pokazala, da je L. asaccharolyticus bolj razSirjen
(prevalenca 75 %) v zahodnih urbanih populacijah, kjer je
uzivanje kave zelo razSirieno. V podezeliskem okolju v manj
razvitin drzavah, kjer je tudi dostop do kave omejen, je ta
bakterija redka (prevalenca 2,4 %), kar nakazuje, da ima
kava klju¢no vlogo pri njeni zastopanosti v ¢loveSkem mi-
krobiomu. Zanimivo je, da omenjene bakterije niso nasli v
mikrobiomu dojenckov in majhnih otrok, zelo redko pa je
bila prisotna pri visjih primatih. Vse to podpira hipotezo o
vplivu kave na rast L. asaccharolyticus.
Znanstveniki domnevajo, da bi L. asaccharolyticus lahko
imel vlogo pri posredovanju nekaterih ze predhodno ugo-
tovljenih pozitivnih u€inkov kave, kot so zmanjSanje tvega-
nja za kardiovaskularne bolezni, sladkorno bolezen tipa 2
in rakava obolenja. Pomembno pa je, da rezultati Studije
nakazujejo, da bi lahko bili omenjeni pozitivni ucinki kave
neodvisni od kofeina.
Viri:
1. Manghi, P, Bhosle, A., Wang, K. et al. Coffee consumption is
associated with intestinal Lawsonibacter asaccharolyticus

abundance and prevalence across multiple cohorts. Nat
Microbiol 9, 3120-3134 (2024).
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ACTIVITIES
FROM THE SOCIETY

IN MEMORIAM

BREDA DRENEK SOTOSEK
(1947-2024)

Jelka Dolinar, Martina Klanjscek

Konec novembra lanskega leta nas je pretresla vest, da se
je za vedno poslovila magistra Breda Drenek SotoSek, iz-
jemna oseba, ki je na druzbeno-politicnem podrodju in na
podrodju filantropije zaznamovala Posavsko regijo, pred-
vsem Sevnico, sled pa je pustila tudi v slovenski farmaciji.
Lekarnisko sluzbo je opravijala od leta 1973 dalje, sprva v
Javnem zavodu Lekarne Sevnica, ki ga je 18 let vodila kot
direktorica, od leta 1994 dalje pa je bila koncesionarka za-
sebne lekarne Pod Sv. Rokom.

Aktivno je sodelovala v Sekciji koncesionarjev pri Lekarniski
zbornici Slovenije (LZS), ki je v devetdesetih letih Sele po-
stavljala temelje in organizacijo dela v tej novi obliki izvajanja
lekarniSke dejavnosti v Sloveniji. Predanost ciliem in izkusnje
magistre Brede so bile pri tem nepogresljive. Kar nekaj let
je zastopala koncesionarje tudi v urednistvu Lekarnistva,
glasilu LZS.

Bila je med prvimi lekarniSkimi farmacevti, ki je leta 1991
koncala specializacijo iz farmacevtske informatike, leta 1997
je postala magistra ekonomskih ved. V letih 1993 do 1995
je kot Clanica organizacijskega odbora pomagala oblikovati
programe simpozijev Slovensko farmacevtsko drustvo (SFD)
ob letni skupscini, ki so bili namenjeni farmakoinformatiki,
zdravstveni ekonomiki in zakonodaji. Drustvene aktivnosti
magistre Drenek SotoSek so bile povezane predvsem s po-
druzniénim delovanjem. Ve¢ mandatov je bila Clanica iz-
vrénega odbora SFD, Kjer je zastopala Celisko podruznico,
leta 1991 pa je dala pobudo za ustanovitev Posavske po-
druznice, ki jo je dva mandata tudi vodila. Poleg dela v lekarni
je v osemdesetih poucevala strokovne predmete na Srednii
tekstilni Soli v Sevnici, med leti 2010 in 2018 pa na Solskem
centru Novo mesto, na Srednji zdravstveni in kemijski Soli,
na programih Farmacevtski in Kozmeticni tehnik. Bila je soav-

torica dveh delovnih zvezkov in u¢benika za interno uporabo
za dijake teh Sol. Pisala je strokovne prispevke za obiskovalce
lekarne Pod Sv. Rokom in za sluSatelie Fakultete za organi-
zacijske Studije v Novem mestu, sodelovala je kot soavtorica
s prispevki v Lekarnistvu. Ob delu je dodatno zakljucila Solanje
s podrocja kozmetike in homeopatije.

Delo v zasebni lekarni ji ni puscalo veliko prostega Casa, kar
pa ji ga je ostalo, ga je namenila svojim hobijem, s katerimi
je bogatila sebe, svojo druzino in okolje, v katerem je Zivela.
Prodornost, pogum in vztrajnost so bile odlike magistre
Drenek SotoSek. Bila je navdih svojim otrokom, ki nadalju-
jejo njeno delo in vsem nam, ki smo jo poznali.
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POROCILO O SKUPSCINI EVROPSKEGA ZDRUZENJA
BOLNISNICNIH FARMACEVTOV (EAHP)

Vesna Bizjak

Generalna skupscina Evropskega zdruzenja bolnisni¢nih far-

macevtov (EAHP) je najvisji organ zdruzenja, katerega Clanica

je tudi Sekcija bolnisni¢nih farmacevtov Slovenskega far-
macevtskega drustva (SBF SFD). 54. redna letna skupscina

EAHP je potekala v Valenciji (Spanija) od 6. do 8. junija

2024. Slovenska delegata sta bila dr. Aljlaz So¢an, pred-

sednik SBF SFD, in podpredsednica sekcije Vesna Bizjak.

Po pandemiji covid-19 je EAHP prezivel kar nekaj spre-

memb in novosti:

e Prvi¢ smo na skupScini uporabili elektronski nacin gla-
sovanja, kar je kljub zacetnim tezavam odlo¢no skrajsalo
proces glasovanja.

e Upokajila se je dolgoletna raCunovodija, zato je EAHP po-
iskal novo mo¢, marca 2025 pa odhaja dolgoletna direk-
torica, njeno pozicijo bo prevzel Gonzalo Marzal Lopez.

e Razsiril se je nabor zaposlenih v pisarni, in sicer smo
imeli priloznost spoznati Stiri novo zaposlene.

e Od jeseni 2024 je prenovljena spletna stran z uporabni-
kom prijaznimi reSitvami.

e Nenad Milikovi¢ je predstavil filmski projekt bolniSni¢ne
farmacije, katerega namen je povecati prepoznavnost
poklica. Projekt obsega 10-minutni film in 3—-4 spremlja-
joCe posnetke, ki bodo objavljeni na YouTube.

V nadaljevanju navajamo kratko predstavitev tem, ki so

bile obravnavane na skupScini:

EAHP BOOST

Gre za nov »vikend dogodek« s Stevilnimi delavnicami, ki
se bo odvijal na letni ravni, predvidoma jeseni. Prvi Boost
je potekal v Firencah (ltalija) od 27. do 28. septembra 2024
z naslovom Humanizacija visokotehnoloSke lekarne in je
vkljuCeval dve vzporedni delavnici. Ve na:
https://www.eahp.eu/content/eahp-boost.

SYNERGY MASTERCLASS

Za zagotavljanje kontinuiranega izobrazevanja in
nadalinjega napredka stroke bolniSni¢ne farmacije po svetu
EAHP organizira enodnevno ali dvodnevno izobrazevanie,
na katerega so vabljeni tako ¢lani kot neclani EAHP (za
Clane je kotizacija nizja), ki jih zanima predstavijeno

podrocje. Obenem gre za priloznost izmenjave mnenj in
spoznavanija. Naslednje sre€anje bo 16. in 17. maja 2025
v Bruslju z naslovom Strategija in perspektive vodenja
digitalne transformacije bolnisnicnih lekarn. VeC na:
https://eahp.eu/education/synergy-masterclass/synergy-
masterclass-2025/.

MLADA MOC

Sodelovanje z Evropskim zdruzenjem Studentov farmacije
(angl. European Pharmaceutical Students’ Association) je
bolj aktualno kot kadarkoli. Pomanjkanje kadra v lekarnah,
ker se Studentje farmacije raje odlogijo za industrijo, pesti
vse vrste lekarn, ne le bolnisni¢nih. EAHP Se naprej razi-
skuje, kam gredo farmacevti po kon¢anem Studiju. Poklic
bolnisni¢ne farmacije promovira na dnevu lekarn in novi
mrezi bolniSni¢nih lekarn za zgodnjo kariero (angl. Early
Career Hospital Pharmacy Network), katere cilj je izmenjava
najboljsih praks in izkusenj med bolniSni¢nimi farmacevti.
Poudarjen je bil pomen te mreze kot podpora drzavam
brez programa specializacije in za razvoj platforme za laZjo
izmenjavo in pripravniStvo za Studente v bolniSnicah po
vsej Evropi. Delegati so dodali, da bo potrebno spodbujati
tudi zaposlovanje farmacevtskih tehnikov.

PROJEKT ISKANJA DELOVNE SILE

BivSi predsednik EAHP, Petr Horak, je predstavil koncept
prihodnosti kadrovskega projekta: (i) opis trenutnega stanja,
(i) iskanje glavnih dejavnikov, ki vplivajo na razpoloZljivost
in zmogljivost delovne sile, (i) predlog priporocila za zago-
tavljanje zadostne delovne sile v bolnisni¢nih lekarnah. Pro-
jekt se je zacel julija 2024 z anketiranjem c¢lanov EAHP in
iskanjem interesa za sodelovanje z drugimi zdruzenji, cilj je
dokoncati priporocila do junija 2026. Delegati EAHP bodo
obves&eni o naslednjih korakih projekta v sklopu rednih

spletnih sestankov (angl. on-line catch-up meetings).

DOSTOP DO ZDRAVIL

Evropska komisija je 13. 12. 2023 v Bruslju organizirala 7.
dogodek zainteresiranih deleznikov o podobnih bioloskih
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zdravilih (angl. 7" Biosimilar Multistakeholder Event). Raz-
prava je zajemala vpliv konkurence bioloSkih podobnih
zdravil, prihajajoCe izgube ekskluzivnosti, razlike v odobritvi
in dostopu podobnih bioloskih zdravil ter posledice farma-
cevtskih oblik in nagina uporabe zdravila za bolnike, zdrav-
stvene delavce in zdravstvene sisteme.

EU je sprejela novo uredbo o snoveh ¢loveskega izvora in
EAHP je so-podpisal skupno izjavo o bolnisni¢nih iziemah
pri razvoju zdravil za napredno zdravljenje (angl. hospital
exemption or non-routinely prepared medicines for advan-
ced therapy), ki poudarja klju¢no viogo bolnisni¢nih far-
macevtov pri ravnanju z njimi.

Predstavljen je bil predlog o spremembi Uredbe o medi-
cinskih pripomockih (Uredbe MDR) in Uredbe o in vitro
diagnosti¢nih medicinskih pripomockih (Uredbe IVDR).
EAHP Se naprej aktivno sodeluje v koordinacijski skupini
za medicinske pripomocke (angl. Medical Device Coordi-
nation Group, MDCQG).

PROTIMIKROBNA ODPORNOST

Od poletja 2023 je EAHP ¢&lan vedstranske partnerske plat-
forme proti protimikrobni odpornosti, katere cilj je zagotouviti
priporoCila za ukrepe glede protimikrobne odpornosti, ki
jih bodo obravnavali Zdruzeni narodi. EAHP je kot del Ev-
ropske mreze proti protimikrobni odpornosti (angl. EU AMR
One Health Network) prisostvoval Stevilnim sestankom o
protimikrobni odpornosti z razli¢nimi zainteresiranimi
stranmi, kot so npr. zdruzenja bolnikov FIP AMR (angl.
AntiMicrobial Resistance). Zdruzenje EAHP uspeSno so-
deluje tudi z Evropskim zdruzenjem za klinicno mikrobio-
logijo in infekcijske bolezni (ESCMID), kar je privedio do
povabilak sodelovanju EAHP kongresu ESCMID leta 2025.

POMANJKANJE ZDRAVIL

Zdruzenje EAHP je sodelovalo pri zagonu Zveze za kriticna
zdravila (angl. Critical Medicines Alliance, CMA), ki naj bi
do konca leta 2024 objavila prvi sklop priporocil kot del
svojega strateSkega akcijskega nacrta. Podrocje uporabe
CMA je omejeno na dolo¢eno Stevilo klju¢nih zdravil, s po-
udarkom na izboljSanju dobave kriticnih zdravil, da bi pre-
precili in obravnavali pomanjkanje. EAHP se bo pridruZil
obema delovnima skupinama, da bi zastopal bolnisni¢ne
farmacevte in zdravstvene delavce, medtem ko zastopa-
nost industrije ostaja moc¢na.

Izvr8na usmerjevalna skupina za pomanjkanje in varnost
zdravil (angl. Executive Steering Group on Shortages and

Safety of Medicinal Products, MSSQG) je pripravila po-
membne dokumente o dobavnih verigah s poudarkom na
kratkoroc¢nih in srednjeroc¢nih ukrepih, CMA pa se bo osre-
dotocil na dolgoro¢ne ukrepe. Koordinacijo in harmonizacijo
obstojecCih sistemov proti pomanjkanju zdravil v evropski
mrezi (. i. projekt Chessmen) vodijo nacionalne regulatorne
agencije, sestavlja pa ga osem delovnih projektov, katerih
cilj je uskladiti delo na podroCju pomanjkanja in imeti
skupne ukrepe proti pomanjkanju zdravil. Sodelovanje
EAHP z Evropsko agencijo za zdravila (EMA) je klju¢no,
saj zagotavlja neposredno priloznost za vplivanje na delo
EMA, kar neposredno vpliva na vsakodnevno delo bolnis-
nicnih farmacevtov.

VOLITVE V ODBOR EAHP

Letos so bile volitve v odbor EAHP bolj pestre kot ostala
leta. Zanimivost iz naSe regije je, da je bil Nenad Miljkovi¢
(Srbija) izvolien za predsednika EAHP, Darija Kuruc Poje
(HrvaSka) pa za podpredsednico.

Naslednja skups$cina bo v Solunu v Grciji, 6. in 7. junija
2025.

Delo delegata EAHP vzame dosti ¢asa in energije. Neredko
zahteva stalno pripravljenost priskoditi nekomu na pomoc,
lahko le s poslusanjem in podajanjem osebnega mnenja.
Se najve¢ ¢asa hamenimo povezovanju z ekipo EAHP ter
naso sekcijo. V zameno za Cas in energijo smo poplacani
z najnovejsimi informacijami o dogajanju v bolnigni¢ni far-
maciji po Evropi, nova poznanstva med kolegi pa nam
omogocajo spletanje profesionalnih, kolegialnih in prijatelj-
skih vezi.
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Prinasamo
zdravje

Zdravje in dobro pocutje ljudi sta za nas na prvem mestu.
Kot vodilna slovenska veletrgovina z zdravili, ki zagotavlja
Siroko ponudbo izdelkov, smo zavezani, da svoje delo
opravljamo zanesljivo, varno in ucinkovito.

V vse, kar poénemo, vlagamo srénost in predanost.
Z nenehnim razvojem nasih storitev gradimo zaupanje
ter trdne partnerske odnose za bolj zdravo prihodnost.

www.kemofarmacija.si
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