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Dragi kolegi in bralci Farmacevtskega vestnika,

vsebina letoSnje 3. Stevilke je v skladu z letnim ¢asom razgibana in vas bo
popeljala v novosti na podrocju farmacevtske tehnologije in sorodnih ved.
Sledili bormo Zivijenjskemu ciklu zdravila, ki se zacne z odkritiem nove zdra-
vilne ucinkovine, nadaljuje pa z nacrtovanjem ustrezne farmacevtske oblike
ali dostavnega sistema in slednjemu prilagojene izbire pomoznih snovi ter
proizvodnega procesa.

V uvodnem prispevku predstavljamo konzervanse kot pomozne snovi za
zagotavljanje mikrobioloske kakovosti zdravil, s poudarkom na novostih pri
oznacevanju njihove vsebnosti in zgornjih varnih mej uporabe glede na
smernice EMA. Drugi in tretji prispevek sta posvecena novostim s podrocja
tehnoloskih procesov. Liofilizacija je metoda izbora za pripravo stabilnih
zdravil s proteinskimi ucinkovinami, ekstrakcija s subkriticno vodo pa se
uveljavija kot zelena, okolju prijazna tehnologija za pridobivanje rastlinskih
ekstraktov. Premik po casovni lestvici izdelave zdravila nas pripelje do obli-
kovanja sistemov za cilfano dostavo ucinkovin v debelo ¢revo, bodisi za lo-
kalno zdravijenje bolezni debelega Crevesa ali kot alternativna pot vnosa
ucinkovin. Za vsak napredek je bistveno, da pogled usmerjamo ne le v se-
danjost, temvec tudi v prihodnost, zato drugi del te Stevilke Farmacevt-
skega vestnika zaokroZujemo z novostmi, ki si utirajo pot v prakso.
Polimerna nanovlakna imajo velik potencial ne le za dostavo ucinkovin,
temvec tudi za izdelavo tkivnih nadomestkov. Na podrocju nanodostavnih
sistemov pa se uveljavijajo tudi nanoteranostiki, ki omogocajo posamezniku
prilagojeno zdravijenje in neinvazivno zgodnjo diagnostiko bolezni. Ceprav
poletje prinasa bolj sprosc¢ene pocitniske dni, je prav, da ne pozabimo na
preventivne ukrepe, ki so tudi kiju¢ do bolj normalne jeseni. NoSenje zasci-
tnih mask je tako Se vedno aktualno, s tem pa tudi prispevek o testiranju
ucinkovitosti filtrov in razvoju obraznih mask za zascito pred virusi. Da no-
vosti na tehnoloskih podrocjih ni malo, potrjujejo najnovejsi dosezki na po-
drodju cepiv na osnovi informacijske RNA proti koronavirusu SARS-CoV-2.
V zadnjem prispevku vas tako Caka zanimivo branje o mehanizmih delova-
nja, nacinu proizvodnje in dosedanjih Klinicnih izkusnjah s profilakticnimi ce-
pivi na osnovi te platforme. Morda pridoblieno znanje Se koga spodbudi,
da cepivo ¢im prej preskusi tudi v praksi.

Upava, da vam bo poletna stevilka Farmacevtskega vestnika prinesla obilo
zanimivih pa tudi uporabnih informacij, ki naj vam popestrijo pocitniske dni.

Izr. prof. dr. Alenka Zvonar Pobirk, mag. farm., gostujoca urednica
Prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm., odgovorni urednik
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uvoD

Mikrobioloska kakovost je bistveni del celokupne kakovosti
vsakega farmacevtskega izdelka. Vanje jo »vgradimo« z
upostevanjem dobre proizvodne prakse (DPP) ter smernic,
ki zagotavljajo ustrezno kakovost izdelkov tekom celotnega
cikla zdravila, od izdelave do njegove uporabe. Predmet
tega prispevka so nesterilne in steriine farmacevtske oblike
z vidika specificnih zahtev glede mikrobioloSke kakovosti
in uporabe konzervansov. Kriteriji sprejemljivosti za neste-
rilne farmacevtske oblike se razlikujejo glede na nacin
aplikacije zdravila in so podani v Evropski farmakopeiji (Eur.
Ph.) v poglavjih »Mikrobioloska kakovost nesterilnih farma-

147

POVZETEK

MikrobioloSka kakovost farmacevtskih izdelkov je
eden izmed klju¢nih aspektov zagotavljanja kako-
vostnih, varnih in uc¢inkovitih zdravil. Zaradi strogih
standardov zagotavljanja kakovosti v farmacevtski
industriji jo lahko dojemamo kot samoumevno. Pa
vendar, kot smo izkusili v letu pandemije, ni ni¢
samoumevno. V prispevku predstavljamo razlicne
pristope mikrobioloSke zascite farmacevtskih iz-
delkov z glavnim poudarkom na konzervansih, ki
Scitijo izdelek pred sekundarno mikrobioloSko kon-
taminacijo med shranjevanjem, distribucijo in upo-
rabo izdelka. Na primeru konzervansov, katerih
varnostno vpraSanje je bilo izpostavljeno v zadnjih
letih in je v primeru benzilalkohola, benzalkonije-
vega klorida in benzojske kisline oz. benzoatov
tudi vodilo v nedavno revizijo oznacevanja zdravil
s strani Evropske agencije za zdravila, zelimo skozi
prispevek izpostaviti tudi potrebo po nenehnem
skrbnem spremljanju in oceni varnostnega tvega-
nja, zlasti za najranljivejSo pediatricno skupino bol-
nikov.

KLJUCNE BESEDE:
benzalkonijev klorid, benzilalkohol, konzervansi, mi-
krobioloSka kakovost, parabeni

ABSTRACT

The microbiological quality of pharmaceutical prod-
ucts is one of the key aspects of ensuring quality,
safety and effectiveness of medicines. Due to strict
quality assurance standards in the pharmaceutical
industry, it can be considered as self-evident. Yet,
as we experienced in the year of the pandemic,
nothing really is. This review presents various ap-
proaches to microbiological protection of pharma-
ceutical products with the main emphasis on
preservatives posing protection from secondary
microbiological contamination of products during
their storage, distribution and usage. Finally, case
studies of preservatives which safety concerns
have been raised up in recent years, are presented.
In the case of benzyl alcohol, benzalkonium chlo-
ride and benzoic acid/benzoates, it resulted in a
recent revision of medicine labelling by the Euro-
pean Medicines Agency, which highlights the need
for continuous careful monitoring and safety risk
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assessment of preservatives and other excipients,
especially for the most vulnerable paediatric group
of patients.

KEY WORDS:
benzalkonium chloride, benzyl alcohol, microbio-
logical quality, parabens, preservatives

cevtskih izdelkov in substanc za farmacevtsko uporabo«
(5.1.4.) ter »Mikrobioloska kakovost zdravil rastlinskega iz-
vora za peroralno uporabo in ekstraktov za njihovo izde-
lavo« (5.1.8.). Temeljijo na skupnem Stevilu aerobnih mi-
kroorganizmov in skupnem Stevilu kvasovk in plesni ter
odsotnosti specificnih patogenov. Sterilne farmacevtske
oblike (vkljuCujo¢ parenteralne farmacevtske oblike, far-
macevtske oblikeza oko in dermalne farmacevtske oblike
za uporabo na hudo poskodovani kozi) pa izdelujemo iz

snovi in po postopkih, ki zagotavljajo sterilnost in prepre-
¢ujejo vnos in rast kontaminantov v skladu z zahtevami v
poglavju »Metode priprave sterilnih izdelkov« (5.1.1.) (1).

Do mikrobioloske kontaminacije izdelka lahko pride bodisi
v fazi izbora sestavin, izdelave in polnjenja izdelka v pri-
marno ovojnino (primarna kontaminacija) ali v ¢asu shra-
njevanja, transporta in uporabe (sekundarna kontami-
nacija) (slika 1). Ker je primarna kontaminacija izdelka
posledica uporabe surovin neustrezne mikrobioloSke ka-
kovosti ali neustrezne proizvodne prakse, je klju¢no do-
sledno upostevanie kriterijev sprejemljivosti za mikrobiolo-
Sko kakovost substanc za farmacevisko uporabo ter
proizvodnja v skladu z zahtevami dobre proizvodne prakse.
Do sekundarne kontaminacije pa pride zaradi kontaminacije
in/ali razraSCanja mikroorganizmov med shranjevanjem in
distribucijo  izdelka (npr. zaradi  neustreznega
konzerviranja/ovojnine) ali v Casu uporabe. Poznamo razli-
¢ne strategije zaScite izdelkov pred sekundarno kontami-
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Slika 1: Vzroki in posledice kontaminacije izdelkov z mikroorganizmi (MO) ter mozni ukrepi za zagotavijanje ustrezne mikrobioloske (MB)
kakovosti; prirejeno po (2).
Figure 1: Causes, consequences and ways of preventing microbial contamination, adapted from (2).
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nacijo. Medtem ko pri fizikalnem pristopu omejimo mi-
krobiolosko kontaminacijo v izdelku z izbiro ustrezne ovoj-
nine (npr. zrakotesno zaprti vsebniki z aplikatorjem), pri fi-
zikalno-kemijskem pristopu zagotovimo vzpostavitev
pogojev, ki so neugodni za prezivetie mikroorganizmov.
Kemijski pristop pa vkljuCuje uporabo konzervansov kot
pomoznih snovi, ki preprecujejo rast mikroorganizmov pri
normalnih pogojih shranjevanja in uporabe (2, 3).

FIZIKALNO-KEMIJSKI
PRISTOP MIKROBIOLOSKE
ZASCITE

Poleg razpolozljivih hranil sta za rast mikroorganizmov nujni
tudi ustrezna temperatura in vsebnost vlage. Fizikalno-ke-
mijski pristop v veliki meri temelji na znizanju aktivnosti
vode v izdelku. Z aktivnostjo vode (a,) opiSemo vsebnost
t. i. proste (bulk) vode in se razlikuje od celokupne vsebnosti
vode, ki poleg proste vkljuCuje tudi vezano vodo. Ker je
mikroorganizmom razpoloZzljiva le prosta voda, poznavanje
a,, nesterilnih formulacij poda pomembno informacijo o
dovzetnosti izdelka za sekundarno mikrobioloSko konta-
minacijo. a,, opisuje enacba

a, =P/Py=n,/(n, +n,),

pri emer so P delni tlak vodne pare nad izbranim izdelkom
in P, delni tlak vodne pare nad Cisto vodo pri enaki tem-
peraturi, n, moli topila (vode) in n, moli toplienca.

Znano je, da razli¢ni mikroorganizmi za svojo rast potre-
bujejo razlicne kolicine proste vode. Na osnovi poznavanja

a,, izdelka in potrebne minimalne a,, za rast posameznih
mikroorganizmov (preglednica 1) lahko bolje nacrtujemo
ustrezno mikrobioloSko za&¢ito izdelka tako s pristopi za
znizanje a,, kot tudi z izbiro konzervansa, ki je prilagojena
najverjetnejSim kontaminantom izdelka. V formulaciji lahko
znizamo a,, z Vkljucitvijo pomoznih snovi, ki vezejo vodo
(npr. hidrofilni polimeri, sotopila in soli) ali pove€ajo osmo-
larnost izdelka (npr. sladkorji). Tako pri sirupih visoka vse-
bnost sladkorjev bistveno zmanjSa a, in s tem tudi potre-
bno koncentracijo konzervansa, ki mora izdelek zascititi
predvsem pred osmotolerantnimi kvasovkami. DoloCene
farmacevtske oblike, kot so praski, tablete, sveCke in ma-
zila, pa Ze v osnovi izkazuijejo zelo nizko a,, (tj. < 0,6) (4, 5).
Na rast mikroorganizmov v formulaciji vpliva tudi tip emul-
zije. Zaradi prisotnosti vode v notranji fazi so emulzije tipa
V/O manj dovzetne za kontaminacijo kot emulzije tipa O/V.
K boljsi mikrobioloski stabilnosti pripomore tudi velikost
kapljic, zato so nanoemulzije v prednosti pred klasicnimi
emulzijami. Na zascito izdelka lahko ugodno vpliva tudi
sestava oljne faze (npr. z vecjo vsebnostjo fenolnih spojih).
Tako tekoCe emulzije kot tudi poltrdne emulzijske gele (tj.
kreme) obeh tipov dodatno zaS¢itimo s konzervansi; iziema
so sterilne formulacije, napolnjene v zrakotesnih vsebnikih
(pogosto z zaporko z aplikatorjem) (2, 3).

Na mikrobioloSko odpornost pomembno vpliva tudi pH for-
mulacije. Ker je optimalna vrednost pH za proliferacijo glav-
nine mikroorganizmov med 5 in 8, predstavijajo izdelki z
vijim ali nizjim pH manj ugodno okolje za njihovo rast in ra-
zmnozevanie. To Se zlasti velja za formulacije s pH pod 3 ali
nad 9; pri pH pod 3 lahko rastejo le nekatere odporne plesni.
pH vrednost izdelka pa pomembno vpliva tudi na izbiro
ustreznega konzervansa, tako z vidika njegove ucinkovitosti
kot tudi stabilnosti, kot predstavljamo v nadaljevanju (6, 7).

Preglednica 1: Aktivnosti vode (aw), pri kateri so dolo¢eni mikroorganizmi sposobni prezivetja; povzeto po (3).
Table 1: Proliferation ability of microorganisms in correlation to water activity (aw); adapted from (3).

a Mikroorganizmi, zmozni proliferacije

w

0,96-0,99 | G*in G bakterije (npr. Pseudomonas species), kvasovke in plesni

0,90-0,95

Nekatere G in vecina G* bakterij (npr. Enterobacter aerogenes, Echericchia coli, Bacillus species),
kvasovke (npr. Saccharomyces cerevisiae) in plesni

0,80-0,89 | G* bakterije (npr. Staphylococcus aureus), kvasovke in plesni

0,70-0,79 | Halofilne bakterije (npr. Halobacterium halobium), kvasovke in plesni (npr. Aspergillus niger)

0,62-0,69 | Osmotolerantne kvasovke (npr. Zygosaccharomyces rouxii)

pod 0,60 |/

G* - po Gramu pozitivne bakterije, G- — po Gramu negativne bakterije
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KEMIJSKI PRISTOP
MIKROBIOLOSKE ZASCITE

Konzervansi so pomozne snovi, ki v izdelku preprecijo rast
mikroorganizmov v ¢asu roka njihove uporabe, tudi po od-
priju. Njihova uporaba je nujna v veCodmernih tekocih in
poltrdnih izdelkih. Ceprav mikroorganizmi za svoje razmno-
Zevanje potrebujejo vodo, je potrebno ustrezno zascCiti tudi
lipidne in trdne formulacije, saj se lahko v slednjih tvorijo po-
droCja s prosto vodo, ki omogocajo njihovo rast in razmno-
zevanie (npr. mikrobioloSko kvarjenje mazil in razlicnih stikov).
Vsi konzervansi in njihove koncentracije, dovoliene za upo-
rabo v farmaciji, so navedeni v Handbook of Pharmaceutical
Excipients in Eur. Ph. Dodatek konzervansov nikoli ne sme
nadomestiti postopkov dobre proizvodne prakse, niti jih ne
smemo dodajati z namenom, da bi preprecili razraSCanje
mikroorganizmov v ze kontaminiranih surovinah ali izdelkih.
Glede na mehanizem delovanja (preglednica 2) lo¢imo
konzervanse, ki poskodujejo celicno steno in/ali membrano,
s &imer vplivajo na permeabilnost in aktivnost (trans)mem-
branskih encimov in ovirajo transport vode in hranilnih
snovi. Tretja tarCa je citoplazma mikroorganizmov, kjer ne-
kateri konzervansi povzrocijo denaturacijo proteinov in en-
cimov ali strukturne spremembe pomembnih komponent
celic, zavirajo celi¢ni metabolizem ali poskodujejo DNK oz.
RNK. Pogosto je tezko predvideti to¢no mesto delovanja
konzervansov, saj je slednje odvisno tudi od uporabliene
koncentracije (6, 8).

Pri izbiri primernega konzervansa moramo upostevati tako
vrsto farmacevtske oblike kot nacin aplikacije zdravila (pre-
glednica 3) in starost bolnika. Ker idealen konzervans ne

obstaja, v praksi izbiramo taksne, ki imajo ¢im vec nasled-
njih lastnosti: 1) delovanje pri ¢im nizji koncentraciji (pri
kateri mora biti tudi netoksi€en in nealergen), 2) definirano
kemijsko zgradbo, 3) Sirok spekter delovanja, 4) ucinkovi-
tost v Sirokem pH obmodju, 5) ustrezno stabilnost (tudi pri
poviSani temperaturi, na svetlobi, pri razli¢nih vrednostih
pH, ki jim je lahko izpostavlijen med izdelavo, shranjevanjem
in uporabo izdelka), 6) primerno vodotopnost in porazde-
litveni koeficient, ki omogoca, da ostane prednostno po-
razdelien v vodni fazi, 7) kompatibilnost z drugimi sestavi-
nami izdelka in ovojnino, 8) v primeru (per)oralne in nazalne
aplikacije pa so pomembne tudi ustrezne organolepti¢ne
lastnosti (okus, vonj) (7, 9).

Vecina konzervansov le delno ustreza navedenim kriterijem,
zato pogosto uporabliamo kombinacije konzervansov oz.
konzervansov in drugih sestavin s sinergisti¢nim delovanjem,
kar nam omogoca uporabo niZie koncentracije posameznega
konzervansa. UcCinek slednjin podpirajo npr. kelatorji kovinskih
ionov, nekatera topila, higroskopne spojine, zdravilne ucin-
kovine in eteri¢na olja. V praksi pogosto kombiniramo metil-
in propilparaben, saj je protimikrobna aktivnost parabenov
obratno sorazmerna z vodotopnostjo in naras¢a z daljSanjem
alkilne verige (butil > propil > etil > metil). Veliko se uporablja
tudi kombinacija parabenov in EDTA (7, 10, 11).

Pri izbiri konzervansa moramo upoStevati tudi morebitne
inkompatibilnosti s sestavinami formulacije (npr. povrsinsko
aktivnimi snovmi) in izbrano ovojnino (Moznost adsorpcije
konzervansa na nekatere umetne mase in gumijaste za-
porke) (preglednica 3). Dodaten izziv predstavlja konzervi-
ranje vecfaznih sistemov zaradi porazdeljevanja kon-
zervansa med oljno in vodno fazo v skladu z njegovim
porazdelitvenim koeficientom (v primeru emulzijskih siste-
mov) oz. moznosti adsorpcije konzervansa na trdne

Preglednica 2: Mesto delovanja izbranih konzervansov v mikrobni celici; povzeto po (8).
Table 2: Site of selected preservatives' activity in microbial cell; adapted from (8).

Celi¢na stena

Citoplazemska membrana

Citoplazma

Fenoli

2-fenoksietanol

2-fenoksietanol in drugi organski
alkoholi

Alifatske in aromatske karboksilne kisline | parabeni

alifatske in aromatske karboksilne
kisline

Organske zivosrebrove spojine

organske zivosrebrove spojine

halogenirani konzervansi

EDTA EDTA

/

Klorheksidin, cetrimid

klorheksidin, heksaklorofen

klorheksidin (visoke koncentracije)

Glutaraldehid

spojine, ki sproscajo formaldehid
(npr. bronopol, imidurea)

spojine, ki sproscajo formaldehid
(npr. bronopol, imidurea)

Anionske povrsinsko aktivne snovi

benzalkonijev klorid /
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Plasti¢na ovojnina, guma

Adsorpcija /
permeacija

Konzervans

lonizacija 'y

A 4

Vodna faza

A

Adsorpcija

) 4

aktivnih snovi

Miceli povrsinsko

Suspendirani
trdni delci,

polimeri

Slika 2: Koncentracija molekule konzervansa v vodni fazi formulacije je odvisna od stopnje ionizacije molekule, porazdeljevanja v oljno fazo ali
micele povrsinsko aktivnih snovi, moZna je tudi adsorpcija na suspendirane delce ter adsorpcija/permeacija v plasticne zaporke. Prirejeno po

(12).

Figure 2: The concentration of active form of preservative molecules in an aqueous phase of formulations depends on the state of ionisation
of the molecule, partitioning into oil droplets or surfactant micelles, as well as adsorption onto suspended solids or adsorption/permeation of

plastic closures. Adapted from (12).

delce (v primeru suspenzij) ali polimere, ki se uporabljajo
kot zgoSCevala. Na porazdelievanje v oljino fazo moramo
biti pozorni npr. pri bolj lipofilnih analogih parabenov (pro-
pil- in butilparaben), medtem ko je za klorheksidin znacilno
porazdeljevanje v micele in adsorpcija na polimerna su-
spendirajo¢a sredstva. Oboje vodi v znizanje koncentracije
konzervansa v vodni fazi, zato je potrebno ustrezno pove-
Cati njegovo koncentracijo v formulaciji (slika 2) (7, 9).

Od pH formulacije ni odvisna le rast mikroorganizmov, am-
pak tudi interakcije konzervansov s komponentami njihove
celine stene in s tem minimalna inhibitorna koncentracija
konzervansa. Ucinkovitost slednjih je najboljSa, ko je pH
formulacije znotraj pH obmocdja njihove optimalne aktivnosti
(preglednica 3). Od pH odvisna aktivnost je povezana s
kemijsko strukturo konzervansov. Kadar so slednji aktivni
v neionizirani obliki (npr. kisline, alkohali ali fenoli), je njihova
ucinkovitost najooljsa, ko je PH i muacie = PKonzenansa;
Vpliv pH na aktivnost konzervansov je sicer kompleksen,
saj je protibakterijsko delovanje benzojske pa tudi propion-
ske in sorbinske kisline veliko bolj odvisno od pH kot njihova
aktivnost proti glivam, ki je ohranjena tudi pri visjih vredno-
stih pH (2, 6, 7).

3.1 VREDNOTENJE UCINKOVITOST!
KONZERVANSOV

Za vse konzervirane farmacevtske izdelke moramo dokazati
upravicenost uporabe in ucinkovitost izbranin konzervansov
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s farmakopejskim preskusom »Ucinkovitost konzervansov«
(5.1.3), s katerim vrednotimo celokupno protimikrobno za-
&¢ito izdelka (1). K slednji skupno prispevajo znacilnosti
formulacije, vgrajeni konzervansi in primarna ovojnina. Os-
novni princip testa je masovna in namerna inokulacija iz-
delka (najbolje v originalnem vsebniku) s standardnimi mi-
kroorganizmi ter spremljanje njihovega Stevila skozi
predpisano ¢asovno obdobje. Protimikrobna zaScita je
ustrezna, v kolikor pride po inokulaciji do znacilnega (in
trajnega) zmanjSanja Stevila mikroorganizmov.

Eur. Ph. definira inokulacijo testiranih izdelkov s Pseudo-
monas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albi-
cans ter Aspergillus brasiliensis do koncnega inokuluma
105 (v primeru gliv) oz. 10° (v primeru bakterij) kolonizirajocih
enot (CFU) na ml oz. g izdelka. Dodatno lahko uporabimo
tudi verjetne kontaminante kot Escherichia coli za peroralne
formuacije ter Zygosaccharomyces rouxii za peroralne far-
maceviske oblike z visoko koncentracijo sladkorja (sirupe).
Koli¢ina dodane suspenzije mikroorganizmov pri tem ne
sme presegati 1 % volumna izdelka, s Cimer se izognemo
redéenju izdelka oz. konzervansa. Inokulirano formulacijo
shranjujemo zaSciteno pred svetlobo pri 20 do 25 °C in
glede na vrsto izdelka spremljamo Stevilo mikroorganizmov
v Casovnem intervalu 0 do 28 dni. Kot rezultat podamo lo-
garitem zmanjSanja koncentracije mikroorganizmov
(CFU/mI) glede na zacetni inokulum, ki mora glede na zah-
tevano stopnjo mikrobioloSke zaScite farmacevtskih izdel-
kov ustrezati kriteriju A ali B. Kriterij A izraza priporocljivo
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Preglednica 3: Skupine pogosto uporabljanih konzervansov za razlicne nacine aplikacije s pH-obmocji, pri katerih so optimalno aktivni, ter
nekaterimi substrati oz. adsorbenti, ki jih lahko deaktivirajo. Povzeto po (6-8).
Table 3: Common preservatives for pharmaceutical products: pH of optimum activity plus some adsorbents/substrates playing a part in their
inactivation. Adapted from (6-8).

Na?m .. Konzervans Kemijska skupina |pH Adsorbent / substrat
aplikacije
Metil-, etil-, propilparaben (in | estri aromatskih nekatere plastike, ionsko izmenjevalne
T o 4-8 N
kombinacije) karboksilnih kislin smole, zelatina
Na-benzoat in benzojska aromatska ,
L \ o <4,5 kaolin
kislina karboksilna kislina
(Per)oralno - — : ;
Sorbinska kislina, K-sorbat alifatske karboksilne | 4,5 olipropilen (PP), PVC, polietilen (PE)
propionska kislina kisline 3,9 poliprop ’ P
Metilparaben + Na-benzoat )
(kombinacija)
Benzalkonijev klorid,
cetrimonijev bromid, kvarterne amonijeve
benzetonijev klorid, spojine; kelator 4-10 HPMC
alkiltrimetilamonijev klorid kovinskih ionov
(tudi v kombinaciji z EDTA)
Metil-, etil-, propil-, estri aromatskih 4-8 nekatere plastike, ionsko izmenjevalne
butilparabeni (in kombinacije) | karboksilnih kislin smole, zZelatina
Benzilalkohol, cetil- in aromatski in alifatski <5 PE. quma
stearilalkohol alkoholi = "9
Benzojska kislina, sorbinska :E?ar?si[zizlrgoksilne <45 kaolin
Dermalno | qjinq -~ 4,5 PP, PVC, PE
(vkljuéno z Kisline
nazalno) Kloroacetamid, alifatski in aromatski |
triklorokarban amidi
Tiomersal cv)lrganske . Nl PE/druge plastike, guma
zivosrebrove spojine | pH
. spojine, ki sproscajo | 3-9
Imidurea, bronopol formaldehid 5-8
Klorheksidin bigvanidi 5-7 Na-karbosimetil celuloza
Klorkrezol, klorooksilenol, 4-9
CINSTEER, MASITEIE o 0o PVC, celulozni derivati
2-fenoksietanol 3-10
Benzilalkohol, aromatski in alifatski
2-etoksietanol, ) <5 PE, gumaPE
alkoholi
klorobutanol
Metil-, etil-, propil-, estri aromatskin 4-8 nekatere plastike, ionsko izmenjevalne
butilparaben (in kombinacije) | karboksilnih kislin smole, Zelatina
Pail(lifanvteralno Benzojska kislina, sorbinska zﬁ?gsi[:izlrgoksilne <45 kaolin
(vkljuénos | icing e 45  |PP PVC, PE
cepivi) kisline
Klorheksidin bigvanidi 5-7 Na-karbosimetil celuloza
Fenol, m-krezol, . 4-9 , o
5_fenoksietanol fenoli 3-10 PVC, celulozni derivati
Tiomersal, fenil Zivosrebrove | organske kisel pH | PE/druge plastike, gumarazli¢na
soli zivosrebrove spojine | 5-8 suspendirajoCa sredstva
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Kvarterne amonijeve spojine .
B o kvarterne amonijeve
(benzalkonijev klorid in .
) ; L spojine; kelator 4-10 HPMC

druge); tudi v kombinaciji z kovinskin ionov

EDTA

2-fenoksietanol fenoli 3-10 PVC, celulozni derivati

Tiomersal, fenil Zivosrebrove | organske Zivosrebrove | kisel pH | PE/druge plastike, gumarazlicna

soli spojine 5-8 suspendirajo¢a sredstva
Okularno E:Q;gikzgrlzlilr?:l‘(e’\\lz_slina aromatske in alifatske | < 4,5 kaolin

. ’ karboksilne kisline 4.5 PP, PVC, PE

K-sorbat

Klorheksidin,

poliaminoproilbigvanid, bigvanidi 57 Na-karbosimetil celuloza

poliheksametilbigvanid

, spojine, ki sprosc¢ajo g
Imidurea formaldehid 59

ucinkovitost, ki jo je potrebno doseci. V utemeljenih pri-
merih, Kjer kriterija A ne moremo doseci (na primer zaradi
vecCje moznost nezelenih reakcij), pa mora biti izpolnjen
kriterij B (1).

PRIMERI UPORABE IN_
OZNACEVANJE DOLOCENIH
KONZERVANSOV V ZDRAVILIH

V1. 2017 je EMA revidirala navodila za oznaCevanje zdravil
v povezavi z nekaterimi pogosto uporabljanimi pomoznimi
snovmi, s posebnim poudarkom na njihovem varnostnem

profilu, zlasti za pediatricno populacijo (13). Podrobneje je
proucila tudi konzervanse, in sicer benzilalkkohol, benzal-
konijev klorid in benzojsko kislino oz. benzoate, ki so ob
tiomersalu in parabenih (slika 3) tudi sicer pod drobnogle-
dom zaradi potencialnih skodljivih u¢inkov na zdravje.

4.1 BENZILALKOHOL IN TIOMERSAL V
VECODMERNIH PARENTERALNIH
FARMACEVTSKIH OBLIKAH

Poseben izziv za konzerviranje predstavljgjo veCodmerne
vodne parenteralne farmacevtske oblike, ki morajo zaradi
moznosti kontaminacije med veckratnim odvzemom nujno

@) )
©/\QH ©)L OH ONa
.Hg _CH
Benzilalkohol Benzojska S g‘/ 3
kislina Tiomersal
O OR
ﬁ/ Cl Metilparaben R=-CH,
\C H Etilparaben R =-CH,CH,
| nti2n+1 Propilparaben R = -CH,CH,CH,
Butilparaben R = -CH,CH,CH,CH;
Benzalkonijev klorid
(najpogostejen = 12, 14, 16) OH

Slika 3: Kemijske strukture izbranih konzervansov.
Figure 3: Chemical strukture of selected preservatives.
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vsebovati konzervans (razen ¢e sama farmacevtska oblika
izkazuje ustrezne protimikrobne lastnosti). Parenteralne far-
macevtske oblike s klasi¢nimi zdravilnimi u¢inkovinami, t.
i. majhnimi molekulami, so najpogosteje konzervirane z
benzilkoholom ali kombinacijo metil- in propilparabena (raz-
merje 9 : 1 do skupno 0,2 %), pogosto se uporabljajo tudi
fenol, klorbutanol, m-krezol, fenoksietanol ter tiomersal,
vecinoma v zelo nizkih koncentracijah od 0,002 do 1 %
(14-16). Konzerviranje parenteralnih farmacevtskih oblik s
proteinskimi ucinkovinami, vkljuCujo¢ monoklonska proti-
telesa, pa je zlasti zahtevno zaradi moznih interakcij s kon-
zervansom, ki lahko vodijo v fizikalno nestabilnost ali oksi-
dacijo proteinske molekule. To je problemati¢no tako z
vidika ucinkovitosti kot dolgoro¢ne (ne)stabilnosti. Zaradi
specificnih lastnosti so ti pripravki v obliki liofilizatov, kjer je
v primeru veC¢odmernih farmacevtskih oblik konzervans
(najpogosteje m-krezol, fenol, benzilalkohol ali benzalkonijev
klorid) dodan v medij za rekonstitucijo (17).
Benzilalkohol v parenteralnih farmacevtskih oblikah kla-
siéno uporabliamo v koncentraciji 0,5 do 2 %, v parente-
ralnih proteinskih pripravkih pa od 0,9 do 1,1 % (14). Deluje
tudi kot lokalni anestetik, zaradi Cesar je intramuskularna
aplikacija manj boleCa. Dodajamo ga tudi v peroralne far-
macevtske oblike (do 2 %) in kozmeticne izdelke (do 1 %).
Ucinkovit je proti vecini po Gramu pozitivnih bakterij, kva-
sovk in plesni, manj pa proti po Gramu negativnim bakte-
rijam. |zrazito problematiCen je za nedonosencke in novo-
rojenCke po intravenski aplikaciji. Zaradi Se nerazvitega
encimskega sistema pride do akumulacije benzilalkkohola
in njegovega metabolita benzojske kisline, ki ob socasni
metabolni acidozi vodi v zivljenje ogrozajoce stanje z zna-
¢ilnim »sindromom lovljenja sape« (gasping syndrome), hu-
dimi nevroloskimi in hematoloskimi motnjami ter odpovedjo
srca (18). UpoStevaje nove smernice EMA za oznaCevanje
morajo zato navodila za uporabo tako za zdravila za pa-
renteralno pa tudi peroralno dostavo vsebovati opozorilo,
da je/se benzilalkohol 1) povezan z nevarnostjo pojava
resnih nezelenih uc¢inkov, vklju€ujo¢ »sindrom lovljenja
sapex, pri mlajSih otrocih; 2) ne uporablja pri novorojenckih
do Cetrtega tedna starosti, razen po navodilu zdravnika; 3)
ne uporablja ve€ kot en teden pri otrocih do tretjega leta
starosti, razen po navodilu zdravnika ali farmacevta ter 4)
morajo nosecnice in dojeCe matere ter bolniki z boleznimi
ledvic ali jeter posvetovati z zdravnikom ali farmacevtom o
uporabi zaradi moznosti akumulacije v telesu in nastanka
metabolne acidoze (19).

Tiomersal v cepivih je Se vedno aktualna tema, tako kot
varnost cepiv v celoti, ki Se zlasti v luci trenutne epidemio-
loske situacije zaradi covid-19 le pridobiva na razseznosti.

Tiomersal je tako Se vedno tema razli¢nih polemik, Ceprav
njegove morebitne vpletenosti v pove¢ano pojavnost avt-
izma in ostalih razvojnih motenj niso dokazali v nobeni iz-
med raziskav, izvedenih s tiomersalom v koncentracijah,
ki se uporabljajo v cepivih (20, 21). Metil zivo srebro (metil
Hg), s katerim najpogosteje pridemo v stik z morsko hrano
(npr. tunino), je dejansko nevrotoksi¢na oblika organskega
Hg, zlasti za nerojene in majhne otroke. Svetovna zdrav-
stvena organizacija je zato dolocila zgornjo varno vrednost
za dnevno izpostavitev metil Hg, ki je za majhne otroke,
nosecnice, dojece matere in Zenske v rodni dobi Se bi-
stveno nizja v primerjavi s povprecnim odraslim; v obeh
primerih pa so upostevani veliki varnostni faktorji. Navedene
vrednosti se upoStevajo tudi za tiomersal, ki je skupaj s
svojim metabolitom etil Hg sicer veliko manj toksi¢en kot
metil Hg. Za razliko od slednjega, ki se nalaga v telesu, je
za etil Hg znacilna zelo hitra eliminacija. Kljub temu so iz
previdnostnih razlogov na zaCetku 21. stoletja v ZDA umak-
nili tiomersal iz vecine cepiv, cemur je sledila tudi Evropa.
Po trenutno dostopnih podatkih v Sloveniji dostopna cepiva
ne vsebujejo tiomersala (22).

4.2 BENZALKONIJEV KLORID V
PRIPRAVKIH ZA OKO

Za konzerviranje pripravkov za oko priporo¢ajo razlicne
konzervanse (preglednica 3). Po razSirjenosti moc¢no iz-
stopa benzalkonijev klorid, ki se uporablja ze od I. 1950
in je zaradi visoke ucCinkovitosti, ustreznega varnostnega
profila in nizke alergenosti prisoten v treh Cetrtinah izdelkov.
V vlogi konzervansa ga pogosto najdemo tudi v vodnih
pripravkih za inhaliranje ali aplikacijo v nos, redko pa v far-
macevtskih oblikah za druge poti vnosa (23). Kot konzer-
vans se uporablja v koncentracijah 0,004 do 0,025 %. De-
luje fungicidno ter baktericidno predvsem na po Gramu
pozitivne bakterije, medtem ko se aktivnost proti po Gramu
negativnim bakterijam ojaca v kombinaciji z EDTA (0,1 %).
Zaradi dolge zgodovine uporabe so dobro raziskani tudi
nezeleni ucinki po nanosu benzalkonijevega klorida, pred-
vsem v povezavi s kapljicami za zdravljienje glavkoma in
uporabo umetnih solz za blazenje sindroma suhega ocesa,
kjer kroniCna in progresivna narava obeh bolezni zahteva
vecletno uporabo pripravkov za oko. V obSirnih klini¢nih
raziskavah so potrdili koncentracijsko in ¢asovno odvisne
nezelene ucinke benzalkonijevega klorida na povrSino
oCesa, ki se odrazajo v paleti klini¢nih znakov, od obdcutka
poveCanega nelagodja, suhega oCesa, ostrega, boleCega
ali srbeCega obcutka in zmanjSane tvorbe ter obstojnosti
solznega filma do vnetnih sprememb. Ker lahko sledniji
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zelo poslabsajo sodelovanje bolnikov, so zazelene formu-

lacije s podaljSanim delovanjem, ki mo¢no zmanjsajo iz-

postavljenost oCesa benzalkonijevemu kloridu in omilijo
navedene sopojave. Nasprotno pa njegova uporaba ni
problemati¢na pri kratkotrajni uporabi, kot je v primeru

zdravljenja vnetij ali infekcij (24-26).

Tezave, ki lahko spremljajo dolgotrajno uporabo benzal-

konijevega klorida v pripravkih za oko, so obsli z enood-

mernimi farmacevtskimi oblikami za oko. Slednje imajo iz-
boljSan varnostni profil, a so tudi neprimerljivo drazje (za
faktor 5-10) in v primerjavi z veCodmernimi konzerviranimi
farmacevtskimi oblikami tudi bolj obremenjujejo okolje. Vse-
bnik vsebuje 0,1 do 1 ml tekoCine in naj bi ga po aplikaciji
ene do dveh kapljic v posamezno oko ali obe ocesi zavrgli
skupaj z zaostalo tekocino. V praksi jih ljudje zelo pogosto

uporabljajo, dokler ne zmanjka vsebine, kar predstavlja vi-

soko mikrobioloSko tveganje. Omeniti velja tudi otezeno

rokovanje z enoodernimi vsebniki pri starejsih ali ljudeh z

zmanj$ano fino motoriko (npr. nerodno odpiranje pokrovcka

ter tezavno stiskanje vsebnika zaradi trSe plastike). Alter-
nativo slednjim predstavljajo inovativni ve¢odmerni vsebniki,
ki med uporabo zagotavljajo sterilnost vsebine s pomocdjo
tehnoloskih resitev, ki vkljuCujejo bifunkcionalno membrano

s protimikrobnimi lastnostmi, globinski filter ali posebni

enosmerni ventil, ki prepre€uje vstop mikroorganizmov v

notranjost vsebnika po odprtju (26). Zanimivo inovacijo na-

menjeno konzerviranim kapljicam pa predstavljajo vsebniki

s filtri, na katere se konzervans med aplikacijo adsorbira in

tako ne pride v stik z oCesno sluznico (24).

V veCodmernih kapljicah za oko uporabljamo tudi alterna-

tivne konzervanse, vendar je nabor relativno majhen zaradi

zahtevanih visoke protimikrobne ucinkovitosti in netoksi-
¢nosti (26). Glede na mehanizem delovanja v osnovi loimo
dve skupini:

a) Oksidirajo€i konzervansi, ki oksidirajo posamezne
komponente mikroorganizmov in vplivajo na sintezo niji-
hovih proteinov. Po aplikaciji se pod vplivom svetlobe
ali v stiku s solzno tekocino razgradijo ne neskodljive
produkte. V uporabi so natrijev perborat (GenAqua®,
Dequest®), stabiliziran oksiklorokompleks (Purite®, Ocu-
Pure®) ter Sofzia®, ki je pufrna raztopina cinkovega klo-
rida, borata, propilen glikola in sorbitola. Natrijev perborat
je eden izmed prvih oksidirajoCih konzervansov in v
skladu z idejo »disappearing« konzervansov ob stiku z
vodo tvori vodikov peroksid, ki ga v oesni sluznici pri-
sotne katalaze razgradijo na kisik in vodo. Stabiliziran
oksiklorokompleks v raztopini tvori radikale klorovega
dioksida, po aplikaciji na oko pa se pod vplivom svetlobe
razgradi v natrijev klorid, kisik in vodo. Sicer malostevilne
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raziskave potrjujejo znacilno manj izrazene nezelene
ucinke na oCesno povrsino v primerjavi z benzalkonijevim
kloridom (26).

b) Polikvarternij-I (polyquaternium-I, Polyquad®) kot kon-
zervans Vv tekocinah za le¢e uporabliamo Ze vec kot 30
let in Stevilne raziskave potrjujejo njegovo ucinkovitost
ter biokompatibilnost. Ceprav je kvarterna amonijeva
spojina, ima v primerjavi z benzalkonijevim kloridom zna-
¢ilno manj izrazene nezelene ucinke na oCesni povrsini.
Polikation polikvarternij-l je namreC polimer in kot tak
bistveno vecja molekula z manjSo sposobnostjo pene-
tracije v tkiva (26, 27).

Zadnje izdano mnenje EMA z leta 2009 glede uporabe

konzervansov v pripravkih za oko sicer ne podaja splos-

nega priporocila 0 odsotnosti konzervansov, poudarja pa
smotrnost uporabe pripravkov brez konzervansov v primeru
dolgotrajne terapije ali za ljudi, ki so nanje obcutljivi. Ne-
konzervirane farmacevtske oblike za oko EMA moc&no pri-
poroca za uporabo pri otrocih, zlasti novorojenckih. Kon-
koncentraciji glede na rezultat preskusa »U&inkovitost kon-
zervansov, izogibati pa se je potrebno Hg spojinam (npr.
tiomersalu), tudi z vidika zmanjSevanja izpostavljenosti oko-
lia Hg (28). Upostevaje aktualne smernice EMA je potrebno
v primeru zdravil za o€i, ki vsebujejo benzalkonijev klorid,
oznaciti, da 1) se le-ta lahko absorbira v mehke lece in jih
obarva; 2) je potrebno pred aplikacijo zdravila leCe odstraniti
in jih ponovno vstaviti po 15 minutah; 3) benzalkonijev
klorid lahko povzroci drazenje oci, zlasti v primeru sindroma
suhega oCesa ali tezav z rozenico. V primeru izrazitega
neugodja, zbadanja ali bole€ine po uporabi zdravila se je
potrebno posvetovati z zdravnikom (29).

4.3 BENZOJSKA KISLINA IN BENZOATI
V PERORALNIH, PARENTERALNIH
IN DERMALNIH FARMACEVTSKIH
OBLIKAH

Za konzerviranje navedenih farmacevtskih oblik se ben-
zojska kislina in predvsem njene K- ali Na-soli (benzoati)
uporabljajo v koncentraciji 0,01 do 0,2 %. Glavno varnostno
vpraSanje se nanasa na njeno sposobnost spros¢anja bi-
lirubina z albumina, varnostno tveganje pa je veliko zlasti
za novorojencke, kar je tudi vodilo v revizijo navodil. Fizio-
loska zlatenica je pogost pojav pri novorojenckih, prevelike
koncentracije nevezanega oz. prostega bilirubina v serumu
pa delujejo nevrotoksicno in lahko povzrodijo okvaro osred-
njega ziv€evja (kernikterus). Tveganije je povezano tako s
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peroralno, parenteralno kot tudi dermalno aplikacijo (obseg
dermalne absorpcije benzojske kisline je pri novorojenckih
zelo velik) ter tudi s socasno aplikacijo benzilalkohola, ki
se metabolizira do benzojske kisline. Na navodilih za upo-
rabo zdravil za opisane poti aplikacije je zato potrebno
oznaciti, da lahko benzojska kislina povzroci zlatenico (pre-
poznavno po rumenem obarvanju koze in o&i) pri dojenckih
do Cetrtega tedna starosti. V primeru dermatikov je zahte-
vana Se navedba dodatnega opozorila 0 moznosti lokal-
nega drazenja (30).

4.4 PARABENIV PERORALNIH IN
DERMALNIH FARMACEVTSKIH
OBLIKAH

Parabeni so estri parahidroksibenzojske kisline in njihove
natrijeve soli in so zadnjih 80 let eni najpogosteje upora-
bljanih konzervansov v hrani, kozmeti¢nih in farmacevtskih
izdelkih, ki jih u€inkovito za&citijo proti kvasovkam in ples-
nim, manj pa proti po Gramu negativnim bakterijam. Med-
tem ko se po peroralni aplikaciji zelo hitro absorbirajo in
metabolizirajo v jetrih ter izlogijo z urinom, se po dermalnem
nanosu absorbirajo le v manjSem obsegu (za izraCun meje
varnosti se uposteva 3,7-odstotna dermalna absorpcija).
Ker hidroliza do parahidroksibenzojske kisline v kozi ni po-
polna, jih zaradi moznega estrogenega delovanja ne mo-
remo obravnavati kot popolnoma varne spojine. V EU tako
sistemati¢no zbiramo in proucujemo podatke o njihovi var-
nosti, s ¢imer je povezano tudi redno posodabljanje pred-
pisov, ki urejajo njihovo uporabo v razlicnih izdelkih, ki smo
jim pogosto so¢asno izpostavljeni. Z namenom doseganja
sinergisticnega ucinka in s tem ¢&im nizje vsebnosti kon-
zervansov v izdelkinh pogosto uporabljamo kombinacijo
metil- in propilparabena. V farmaciji je najbolj razsiriena v
peroralnih farmacevtskih oblikah, kjer je njuna vsebnost
najveckrat 0,015 do 0,2 % (metilparaben) oz. 0,02 do
0,06 % (propilparaben) (31). EMA sicer maksimalno dovo-
lieno koncentracijo propilparabena omejuje na 100
mg/kg/dan. Etilparben in butilparaben se manj uporabljata,
slednji predvsem v dermalnih pripravkih.

Parabeni imajo dolgo zgodovino uporabe tudi v kozmeticni
industriji, kjer so jinh povezovali zgolj z moznostjo pojava
alergijskih reakcij. Odkar je bila I. 2004 v reviji Journal of
Applied Toxicology objavljena raziskava, v kateri so porocali
0 povecani vsebnosti parabenov v tumorjih dojk onkoloskih
bolnic, v strokovni in SirSi javnosti poteka intenzivna diskusija
0 varnosti njihove uporabe v kozmetic¢nih izdelkih (za pod
pazduho) in tveganjem za razvoj raka dojk. Ceprav sta tudi

avtorja raziskave dodatno pojasnila, da parabenov nista
oznacila kot vzrok za pojav raka in da nenazadnje niti ni
znano, po kateri poti so parabeni prisli v tumorje oz. kaj je
bil njihov izvor, je dvom o varnosti parabenov ostal. Znan-
stveni odbor za potroSniSke izdelke (Scientific Committee
on Consumer products, SCCP) tako ze 15 let intenzivho
spremlja varnost parabenov v kozmeticnih izdelkih in je od
leta 2005 izdal ve€ mnenj (zadnje v I. 2021). V vseh so prisli
do zakljuCka, da ni znanstvenih dokazov, ki bi kazali na po-
vecano tveganje za razvoj raka dojk ob uporabi konzervira-
nih kozmeticnih izdelkov za pod pazduho. So pa na podlagi
teh raziskav uvrstili parabene med morebitne endokrine
motilce, Cemur so prilagodili njihove maksimalne dovoliene
koncentracije in prepovedali uporabo dolgoveriznih deriva-
tov (izopropil- in izbobutil- ter pentil-, fenil- in benzilparabeni
niso dovolieni v kozmeticnih izdelkih, ki so prisli na trzis¢e
po |. 2014). Metil- in etilparaben Se naprej veljata kot varna,
njuna vsebnost v kozmeti¢nih izdelkih pa je lahko do 0,4 %
(kot posamezen ester) oz. do 0,8 % (za zmesi parabenov).
Od leta 2016 je maksimalna dovoliena koncentracija za
propil- in butilparaben znizana na 0,14% (posamezno ali v
kombinacijij. SCCS je pred kratkim izdal novo mnenje o
varnosti propilparabena, ki je potrdilo izsledke iz leta 2016,
za butilparaben pa je ponovna presoja varnosti Se v teku.
Na predlog SCCS je Evropska komisija leta 2016 tudi pre-
povedala uporabo propil- in butilparabena v kozmeti¢nih
izdelkih, ki se ne spirajo in so namenjeni negi plenicnega
podrocja pri otrocih, miajSih od treh let (32-34).

Pri proucevanju varnosti parabenov sodeluje tudi Evropska
agencija za varnost hrane (EFSA), saj parabene v viogi
konzervansov uporabliamo tudi v zivilih (maksimalna do-
voliena vsebnost v konénem Zivilu je do 0,2 % 0z. 0,1 % v
pijacah) (35). EFSA maksimalni skupni dnevni vnos metil-
in etilparabena (navajana kot E218 in E214) omejuje na do
10 mg/kg telesne mase, medtem ko je uporaba propilpa-
rabena v ziviih v EU od I. 2006 prepovedana zaradi po-
tencialnega vpliva na razvoj moskih reproduktivnih organov.
Pri metilparabenu tovrstnih ucinkov niso zaznali in Se naprej
velja za varnega tudi za celotno pediatricno populacijo. Na
podlagi prepovedi uporabe propilparabena v hrani lahko
utemeljimo tudi prepoved njegove uporabe v zdravilih za
novorojencke, dojencke in majhne otroke, tudi v primeru
kratkotrajne uporabe (36).

4.5 KONZERVANSI V ZDRAVILIH ZA
OTROKE

Primeri zgoraj opisanih konzervansov osvetljujejo zahtev-
nost in ve¢plastnost oblikovanja zdravil za otroke, kjer sle-
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dimo sploSnemu vodilu po ¢im bolj enostavni konéni for-
mulaciji z minimalnim Stevilom in vsebnostjo pomoznih
snovi, brez nepotrebnih dodatkov. Ce je mogoce, se na-
mesto konzervansov raje posluzujemo inovativnih tehno-
loskih reSitev. Kadar to ni mozno, mora biti uporaba kon-
koncentracijah, ki Se zagotavljajo ustrezno zascito. Po-
manjkanje relevantnih Kklini¢nih raziskav postavija klju¢no
vpraSanje, ali so varnostni podatki, pridoblieni na odraslih
prostovoljcih, relevantni za pediatricno populacijo. Ali naj
bo uporaba konzervansov prepovedana v vseh starostnih
skupinah ali le za novorojencke in dojencke, morda le v
primeru dolgotrajne uporabe? Morebiti so lahko dovoljeni
za starejSe otroke, vendar koliko stare? Al je vprasljiva tudi
kratkotrajna uporaba (36)? Nesteto vpraSanj, odgovor pa
ni en sam in Se zdale€ ne enoznacen. V pomoc¢ glede dol-
gotrajne izpostavljenosti lahko sluzijo podatki EFSA ter na
novo vzpostavljena podatkovna baza STEP (Safety and
Toxicity of Excipients for Pediatrics (37)), vsekakor pa je
prva izbira vedno uporaba pripravkov brez konzervansov.
Izpostavljenost konzervansom lahko zmanjsamo tudi s
tem, da tradicionalne veCodmerne tekoCe pripravke na-
domestimo z alternativnimi otrokom prijaznimi farmacevt-
skimi oblikami, kot so npr. orodisperzibilne tablete, minita-
blete, oralni filmi in slamice, ki jih praviloma ni potrebno
konzervirati (38, 39).

SKLEP

MikrobioloSka kakovost je integralni del vsakega farma-
cevtskega izdelka. Ustrezno nacrtovanje pomoznih snovi,
vklju¢no s konzervansi, je klju€nega pomena za razvoj op-
timalnega zdravila. Poleg osnovnih informacij o konzer-
vansih, katerih poznavanje je pomembno s tehnoloskega
vidika, moramo redno spremljati tudi informacije o njihovi
varnosti, ki jih z namenom zagotavljanja kakovostnih in
varnih zdravil kontinuirano nadgrajujejo. Regulatorni organi
namre€ nenehno spremljajo varnostni profil pomoznih
snovi, vklju€ujo¢ konzervanse, kar se odraza tudi v prila-
gajanju zgornjih varnih mej uporabe in reviziji oznacevanja
zdravil na osnovi najnovejsih znanstvenih dognanj. Klju¢no
je, da bodo takSnemu trendu sledili tudi v prihodnje, zato
so relevantne znanstvene raziskave, predvsem z vidika
ocene varnostnega tveganja za razlicne nacine aplikacije
in specificne skupine bolnikov, Se kako upravicene.
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UuvoD

Liofilizacija oz. suSenje z zamrzovanjem je Siroko upora-
bljana metoda, za katero zanimanje v zadnjih letih strmo
narasc¢a. Gre za metodo susenja, ki jo najpogosteje pove-
zujemo s pripravo bioloskih in biolosko podobnih zdravil
za parenteralno dajanje oz. suSenjem proteinskih ucinkovin.
Omogoca tudi izdelavo farmacevtskih oblik, kot so praski
za pripravo kapljic za oCi ter peroralnih liofilizatov. Slednji
vse bolj pridobivajo na pomenu predvsem z vidika razvoja
novih farmacevtskih oblik za otroke in starostnike. Upo-
rabnost liofilizacije se kaze tudi pri izdelavi cepiv in stabili-
zaciji nanodostavnih sistemov (1). Liofilizacija povecuje sta-
bilnost zdravilnih ucinkovin zaradi odstranitve vode,
povecCuje topnost slabo topnih zdravilnih u€inkovin preko
njihove amorfizacije, omogoca zmanjsanje mase zdravil in
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POVZETEK

Liofilizacija je danes metoda izbora za pripravo sta-
bilnih formulacij s proteinskimi zdravilnimi u¢inkovi-
nami, njena uporaba in globlje razumevanje pa po-
stajata Gedalje bolj pomembna tudi z vidika priprave
novih, pacientu prijaznih farmacevtskih oblik.
Skladno z intenzivnim povecanjem Stevila novih bio-
loskih in biolosko podobnih zdravil se farmacevtska
industrija vse bolj usmerja k razvoju in optimizaciji
procesa liofilizacije, z namenom zagotavljanja ka-
kovostnih, varnih in ucinkovitin zdravil. Namen
¢lanka je predstaviti proces liofilizacije in novosti na
tem podrocju ter izpostaviti njegovo pomembnost
na podrodju farmacije.

KLJUCNE BESEDE:
agresivno susenje, bioloska zdravila, liofilizacija, op-
timizacija, suSenje z zamrzovanjem

ABSTRACT

Today, lyophilisation is the method of choice for the
preparation of stable formulations with protein active
ingredients, and its use and deeper understanding
have become increasingly important in terms of
preparation of new, patient-friendly dosage forms.
In line with the intensive increase in the number of
new biologic and biosimilar drugs, the
pharmaceutical industry is increasingly focusing on
the development and optimisation of the
lyophilisation process, with the aim of providing
quality, safe and effective drugs. The purpose of
the article is to present the process of lyophilisation
and innovations in this field, and to highlight its
importance in the field of pharmacy.

KEY WORDS:
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s tem lazji transport ter zaradi pretvorbe v suho obliko
omogoca daljsi rok uporabe zdravila.

Farmacevtska industrija se vse bolj usmerja v raziskovanje
na podroc¢ju bioloskih zdravil, ki predstavijajo sedem od
desetih najbolj prodajanih zdravil v letu 2018 (preglednica
1) (2). Pojav prvega bioloSkega zdravila sega v zaCetke
osemdesetih let prejSnjega stoletja, ko je farmacevtsko
podietje »Eli Lily and Company« zacelo s prodajo zdravila s
proteinsko ucinkovino rekombinantnim inzulinom. V splos-
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POMEN LIOFILIZACIJE V FARMACIJI

Preglednica 1: Deset najbolj prodajanih zdravil v svetovnem merilu v letu 2018 (2).

Table 1: Ten best-selling drugs worldwide in 20187 (2).

ZDRAVILO INDIKACIJA PROIZVAJALEC PRODAJA (mrd. $)
Humira (adalimumab) artritis AbbVie 19,9
Revlimid (lenalidomide) multipli mielom Celgene 9,7
Keytruda (pembrolizumab) | rak Merck & Co. 7,2
Herceptin (trastuzumab) rak Roche 7,1
Avastin (bevacizumab) rak Roche 7,0
Rituxan (rituximab) rak Roche 6,9
Opdivo (nivolumab) rak Bristol-Myers Squibb 6,7
Eliquis (apiksaban) venska tromboza, plju¢na embolija | Bristol-Myers Squibb 6,4
Prevnar (cepivo) pnevmokokne okuzbe Pfizer 5,8
Stelara (ustekinumab) luskavica Johnson & Johnson 5,2

'Odebeljeni tisk se nanasa na bioloska zdravila.

nem danes porast v razvoju in prodaji predstavijajo biolosko
podobna zdravila, ki se pojavljajo kot posledica izteka pa-
tentnih pravic originatorskim bioloSkim zdravilom (3).

Bioloska in biolosko podobna zdravila imajo Stevilne pred-
nosti v primerjavi s klasi¢nimi zdravili, a gledano s tehnolo-
Skega vidika sta oblikovanje in proizvodnja tovrstnih zdravil
zapletena procesa, ki zahtevata veliko znanja in izkusen;.
Gre namre¢ za obdutliive in nestabilne, veéinoma protein-
ske ali peptidne molekule, pri katerih preostri tehnoloSki
pogoji izdelave lahko povzrodijo izgubo oz. spremembo
njinove bioloske aktivnosti, kar vodi do pojava resnejSih
nezelenin ucinkov (4). Velika molekulska masa bioloskih
molekul ter njihova fizikalna in kemijska nestabilnost so bi-
stveni parametri, po katerih se bioloSka zdravila razlikujejo
od klasi¢nih sinteznih zdravil, obenem pa pri razvoju biolo-
Skih zdravil naletimo Se na tezave, kot so encimska raz-
gradnja, imunogenost in kratek razpolovni ¢as (5). Vse ne-

zamrzovanje  primarno sekundarno

suSenje suSenje

Slika 1: Shematski prikaz poteka liofilizacije.
Figure 1: Schematic representation of the lyophilisation.

Steto je razlog za obicajno zelo nizko biolosko uporabnost
bioloskih makromolekul po peroralni aplikaciji, zato kot
omenjeno med bioloskimi zdravili previadujejo parenteralne
farmacevtske oblike v obliki raztopin, suspenzij ali liofilizatov.
Ravno slednji predstavljajo najbolj razsirieno farmacevtsko
obliko bioloskih zdravil, in sicer je bilo v preteklih desetih
letin kar 40 do 50 % vseh odobrenih bioloskih zdravil v lio-
filizirani obliki (1).

SUSENJE Z ZAMRZOVANJEM -
LIOFILIZACIJA

Liofilizacija (freeze-drying, lyophilisation) predstavlja obliko
suSenja z uporabo nizkih tlakov in temperatur. Zdravilne
ucinkovine bioloSkega izvora so veCinoma obcutlive na
poviSano temperaturo, zato pri pretvorbi raztopin v suho
obliko ne moremo uporabiti obi¢ajnih nacinov susenja.
Nizke temperature in tlaki pri susenju z zamrzovanjem
omogocajo odstranitev vode iz vzorca in pretvorbo le-tega
v trdno obliko, tj. v liofilizat, ki mora imeti ustrezne kriti¢ne
lastnosti kakovosti produkta, kot sta izgled in delez rezi-
dualne vode. Proces temelji na fizikalnem pojavu sublima-
cije, kjer snov iz trdnega agregatnega stanja preide nepo-
sredno v plinasto agregatno stanje brez predhodnega
prehoda skozi tekoco fazo (slika 1). Liofilizacija sestoji iz
treh zaporednih faz, ki so medsebojno odvisne. Na zacetku
vzorce zamrznemo, nato sledi faza primarnega susenja,
kjer zaradi uvedbe visokega vakuuma prihaja do sublimacije
proste vode. V zadnji fazi sekundarnega susenja se zaradi
desorpcije odstrani e vezana voda in tako konéni produkti
vedinoma vsebujejo manj kot 2 % (m/m) rezidualne vode.
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Kljub Stevilnim prednostim se je pri izbiri procesa liofilizacije
potrebno zavedati, da gre za dolgotrajen in energetsko
zelo potraten proces, posledica ¢esar so visoki stroski
proizvodnije. Proces liofilizacije mora biti zato ustrezno na-
¢rtovan in optimiziran.

2.1 ZAMRZOVANJE

Zamrzovanije je prvi korak procesa liofilizacije, ki omogoca
pretvorbo zaCetne raztopine v trdno stanje. Zamrznjena
voda se loCi od zdravilne uc¢inkovine in pomoznih snovi, ki
so vklju¢ene v formulacijo, posledi¢no pride do nastanka
intersticijskega prostora med kristali ledu. Zamrzovanje se
pricne s podhladitvijo raztopine, kjer pride do pojava nu-
kleacije in rasti kristalov ledu. Ko se kristalizacija zakljuci,
kar oznaduje konec zamrzovanja v raztopini, temperatura
po zaCetnem dvigu pade proti nastavijeni temperaturi polic,
vecinoma okrog -40 °C. Nadaljnje ohlajanje vzorcev pov-
zroCi povecanije koncentracije topliencev v nastalem inter-
sticijskem prostoru do kriti€ne koncentracije. Temperaturo,
pri kateri je raztopina maksimalno nasi¢ena in le-ta preide
iz zmehCanega stanja v steklasto stanje, oznacujemo kot
temperaturo steklastega prehoda maksimalno koncentri-
rane zamrznjene raztopine (Tg’), ki je znacilna za amorfne
sisteme, medtem ko za kristalne sisteme velja temperatura
taliS¢a evtektika (Teu) (6).

V fazo zamrzovanja pogosto vkljucimo tudi korak temperi-
ranja (annealing), ki zagotavlja kristalizacijo pomoznih snovi
in posredno preko tvorbe kristalov ledu vpliva na hitrost

suSenja. Temperiranje izvedemo tako, da vzorce segrejemo
nad Tg’, to temperaturo nekaj Casa vzdrzujemo, nato pa
VZOrce ponovno zamrznemo na enako temperaturo, kot je
bila dosezena pred fazo temperiranja (7).

Zamrzovanie je dehidracijski proces, ki lahko ogrozi stabilnost
proteinskih ucinkovin v primeru neustrezno izbranih proces-
nih parametrov. Glavni parametri, ki vplivajo na velikost in
morfologijo nastalih kristalov, so temperatura in ¢as zamr-
zovanja ter hitrost ohlajanja. Pogasno ohlajanje (0,5 °C/min)
vodi do nastanka vedjih homogenih kristalov, ki tvorijo boljSe
kanale za sublimacijo vodne pare v fazi suSenja, medtem
ko za hitro ohlajanje velja ravno obratno (5, 8). Cas zamrzo-
vanja je odvisen od ucinkovitosti toplotnega prenosa med
polico liofilizatorja in dnom viale, zato morajo biti ¢asi za do-
seganje popolnoma zamrznjenega vzorca dovolj dolgi.

2.2 PRIMARNO SUSENJE

Glavni cilj primarnega susenja je odstranitev nastalega ledu
s sublimacijo. Pojav sublimacije omogoca uvedba mocno
znizanega tlaka v susiino komoro in izbira ustrezne tem-
perature polic. Cas primarnega susenja je funkcija tempe-
rature polic in tlaka v komori, ki neposredno vplivata na
temperaturo produkta med suSenjem in hitrost sublimacije
vodne pare. Na zaCetku primarnega susenja tlak v komori
hitro pada, medtem ko temperatura polic postopoma na-
rasca (slika 2). Ker se produkt zaradi sublimacije hladi, se
njegova temperatura postopoma priblizuje nastavljeni tem-
peraturi polic. Ko temperatura produkta (Tp) doseze tem-
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Slika 2: Primer poteka liofilizacijskega cikla. Zelena krivulja predstavija nastavijeno temperaturo polic, rdeca in modra dejanski temperaturi

produkta ter roza nastavljen tlak susenja.

Figure 2: An example of a lyophilisation cycle. Green curve represents the set shelf temperature, red and blue curves represent actual
product temperatures, and pink curve represents the set chamber pressure.
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peraturo polic, je sublimacija v celoti zakljuCena in primarno
susenje se konca.

Z izbiro ustreznih tlaka in temperature susenja vplivamo
tako na trajanje suSenja kot tudi na lastnosti produkta.
Izbira tlaka in temperature susenja je odvisna od specifi-
énosti sestave formulacije oz. fizikalno-kemijskih parame-
trov zdravilne ucinkovine. Slednje je Se posebej pomembno
pri proteinskih ucinkovinah, kjer morata tlak in temperatura
susenja zagotavljati fizikalno in kemijsko stabilnost protein-
skih molekul ter ustrezen videz liofilizata, obenem pa Se
vedno vzorec posusiti do sprejemljive vsebnosti rezidualne
vode. Najpogosteje uporabliamo tlak susenja v obmocju
med 0,1 in 0,3 mbar. Previsoki tlaki suSenja lahko povzrocijo
porusitev strukture liofilizata (kolaps), medtem ko lahko
prenizki tlaki povzrocijo kontaminacijo suSenega materiala
z oliem vakuumske Crpalke, obenem pa vplivajo na zmanj-
Sanje kapacitete kondenzatorja (9).

Temperatura suSenja mora biti skrbno izbrana z namenom
optimizacije trajanja primarnega susenja. Odvisna je od
termicnih lastnosti susenih formulacij, in sicer sta omejujoca
dejavnika temperatura Tg’ in temperatura kolapsa (Tc).
Slednja je najviSja temperatura vzorca, ki ne povzrodi
kolapsa liofilizacijske pogace. Kolaps definiramo kot izgubo
strukture liofilizacijske pogace, ki se pojavi na makro ali
mikro nivoju ter tako lahko vpliva na izgled in kakovost
produktov. PoruSena struktura povzroci zaporo por znotraj
liofilizata, kar predstavlja oviro za sublimacijo vodne pare
ter posledicno moc¢no upocasni potek susenja. Kljub
dejstvu, da gre za nezelen pojav, pa je iz znanstvenih
¢lankov razvidno, da kolaps velikokrat vpliva le na koncni
izgled liofilizacijske pogace, medtem ko so kriti¢ne lastnosti
kakovosti produkta, kot sta rekonstitucijski ¢as in vsebnost
rezidualne vode, Se vedno ohranjene (10, 11).

Dolgo je veljalo, da mora biti temperatura zamrznjenega
vzorca med primarnim susenjem pod Tc ali celo pod Tg’,
z namenom doseganja ustreznega videza liofilizacijske
pogace, kar strokovno opiSemo kot konzervativno suSenje
(12). Naprotno se danes na podroCju susenja z
zamrzovanjem vse bolj uveljavlja uporaba agresivnih
pogojev susenja, 1j. suSenja vzorcev pri temperaturah, visjih

[ KRITICNE LASTNOSTI KAKOVOSTI PRODUKTA |
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Slika 3: Kriticne lastnosti kakovosti produkta.
Figure 3: Critical quality attributes of lyophilisates.

od kriticnih temperatur Tg" in v nekaterih primerih celo Tc
(Tp > Tg’ in Tc), ki ve€inoma ne vplivajo negativho na
kriticne lastnosti kakovosti produkta (slika 3), medtem ko
so Casi suSenja bistveno krajsi kot pri konzervativhem
nacinu susenja (13, 14).

2.3 SEKUNDARNO SUSENJE

Sekundarno susenje predstavija zakljuéno fazo procesa,
pri kateri se zaradi poviSanja temperature polic (slika 2) in
pogosto tudi nekoliko nizjega tlaka preko procesa desorpcije
iz vzorca odstrani Se preostala vezana voda. Pomembno
je, da na zaCetku sekundarnega susenja, ko je delez vezane
vode velik, temperaturo polic dvigujemo postopoma, da s
prehitrim poviSanjem temperature ne povzro¢imo kolapsa
pogade, kar je Se posebej pomembno za amorfne kompo-
nente (15). Pri doloCanju ¢asa sekundarnega susenja si
lahko pomagamo z neposrednim merjenjem deleza zaostale
vlage v vzorcih in ko je le-ta na sprejemljivem nivoju, obicajno
pod 2 % (m/m), lahko sekundarno susenje zakljucimo. Kljub
temu da vsebnost vlage v vzorcih mo¢no znizamo in s tem
zagotovimo mikrobiolosko in fizikalno-kemijsko stabilnost
vzorcey, pa delezi vlage, manjSi od 0,5 % (m/m), niso pri-
porodlijivi (15, 16).

OPTIMIZACIJA LIOFILIZACIJE

Optimizacija ciklov se posredno zaCne Ze v fazi razvoja
formulacije, in sicer preko vkljuCitve ustreznih pomoznih
snovi. Poleg tega, da moramo v proteinske formulacije
vkljuciti stabilizatorje, kot sta saharoza ali trehaloza, je pri-
porocljivo, da formulacijam dodamo tudi ustrezna polnila.
Namen polnil, med katerimi sta najpogostejSa glicin in ma-
nitol, je zagotavljati ustrezno strukturo liofilizacijske pogace
tudi v primerih, ko je Tc amorfne faze presezena. Polnila
med zamrzovanjem 0z. temperiranjem kristalizirajo in tvorijo
reSetko, ki predstavlja mehansko oporo za amorfne kom-
ponente, in s tem preprecujejo kolaps liofilizacijske pogace
(17). Dokazali so, da poviSanje temperature za 10 °C med
temperiranjem skrajSa ¢as primarnega susenja za do 34
% (18). Uporaba ustreznih pomoznih snovi tako omogoca
susenje pri visjih temperaturah produkta, s ¢imer vplivamo
na skrajSanje Casa primarnega susenja in posledic¢no tudi
celotnega cikla, nasprotno vkljucitev neustreznih pomoznih
snovi vodi v porusenje liofilizacijske pogace.
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3.1 IZGLED LIOFILIZACIJSKE POGACE

Izgled liofilizacijske pogace po koncu suSenja je eden najbolj
kriticnih parametrov kakovosti produkta pri pripravi liofili-
zatov, ki vpliva na uporabnost konénega izdelka. Nepravil-
nosti v izgledu liofilizacijske pogace so nezazelene pred-
vsem z vidika uporabnika, ki jih lahko poveze s slabSo
kakovostjo produkta. Vendar pa je pomembno lociti med
kolapsom kot »kozmeti¢no« nepravilnostjo in kolapsom, ki
vpliva neposredno na kakovost, varnost in ucinkovitost
zdravila (10). Na pojav kolapsa v veliki meri vplivamo z
izbiro ustreznih temperature in hitrosti zamrzovanja ter tem-
perature in tlaka suSenja, kar je Se posebej pomembno pri
suSenju formulacij s proteini. NajpogostejSe nepravilinosti
liofilizacijske pogace, ki v vec€ini primerov ne pomenijo neu-
streznosti izdelka, so skréenje in manjSe pokanje liofiliza-
cijske pogace, t. i. meglenje notranje stene vial, penjenje
vzorca ter pojav vulkana kot posledica dviga manjSe koli-
¢ine pogace (slika 4).

3.2 UPORABA PROCESNO-ANALIZNIH
TEHNOLOGIJ IN MODELIRANJA NA
PODROCJU LIOFILIZACIJE

K optimizaciji ciklov danes moc¢no pripomore uporaba sod-
obnih orodij procesno-analiznih tehnologij (PAT), ki omo-

v

@~

Slika 4: Nepravilnosti v izgledu liofilizacijske pogace: skréenje
pogace (a), popokanje pogace (b), meglenje vzorca (c), penjenje
vzorca (d) in vulkan (e). Prirejeno po 10.

Figure 4: Irregularities in cake appearance: cake shrinkage (a), cake
cracking (b), fogging (c), foaming (d) and volcano (e). Adapted after
10.
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gocajo vpeljavo koncepta nacrtovanja kakovostnih izdelkov
in procesov »Quality by Design« (QbD). QbD predstavlja
novo paradigmo, katere cilj je vgrajevanje kakovosti v pro-
ces in proizvod, ki temelji na predhodni identifikaciji kljucnih
znadilnosti izdelka in kriticnih procesnin parametrov (19).
Cilj uvedbe QbD je sistematicen pristop k razvoju proizvoda
in procesa, njunemu razumevanju in vzpostavitvi procesne
kontrole, z namenom pridobivanja kakovostnih proizvodov
(20). Pri uvedbi QbD si lahko pomagamo s t. i. diagramom
Ishikawa, kjer definiramo glavni problem in parametre, ki
vplivajo na definirani problem (slika 5).

S pojavom PAT so se pojavile stroge regulatorne zahteve
glede vpeljave teh orodij v farmacevtsko industrijo, kljub
temu pa so tovrstna orodja ze del vsakodnevnega proiz-
vodnega procesa farmacevtskih izdelkov (21). Tako so se
orodja PAT pojavila tudi na podrocju susenja z zamrzova-
njem.

Sistem TEMPRIS (temperature remote interrogation sy-
stem) sestavlja 8 do 16 temperaturnih senzorjev, ki jih vsta-
vimo neposredno v vzorce v vialah (slika 6a). Senzoriji preko
oddajnika posiljajo signal do sprejemne enote, ki signal
pretvori v temperaturno vrednost. Slednja se z uporabo
ustrezne programske opreme izpiSe na racunalniku, ki je
povezan z liofilizatorjem. Sistem tako omogoca stalen nad-
zor nad Tp med suSenjem (22). Sistem TrackSense Pro je
v osnovi podoben sistemu TEMPRIS, le da senzorje napaja
baterija (slika 6b). Sistem ne omogoca sprotnega prikaza
temperature, ampak se podatki hranijo in so dostopni Sele
po koncu procesa (23).

Manometri¢no dolo¢anje temperature (MTM, manometric
temperature measurement) predstavlja neinvazivno tehno-
logijo, Kjer z razliko od prejSnjih dveh sistemov ne pose-
gamo neposredno v vzorce. Sistem uporabljajo za sprem-
lianje kriticnih lastnosti produktov in procesa suSenja za
celotno serijo susenih vzorcev. MTM temelji na periodicnem
dvigovanju tlaka znotraj komore, ki je med meritvijo izolirana
od kondenzatorja. Dvig tlaka v komori popiSemo z uporabo
MTM-enacbe, ki na podlagi toplotnega in masnega pre-
nosa posredno preko parnega tlaka ledu in upornosti trdne
plasti proti toku vodne pare omogoca dolocitev najpo-
membnejSih parametrov produkta in procesa, kot so hitrost
sublimacije, temperatura produkta, debelina suhe snovi in
koeficient prenosa toplote. V primerih, ko je MTM skloplien
s programsko opremo SMART™, je omogoc&ena nepo-
sredna optimizacija primarnega susenja, preko predhodno
izbranih zahtev operaterja in dejanske povratne informacije
0 izdelku med merjenjem (23).

Uporaba spektroskopskih tehnik (sonde NIR in RAMAN)
med procesom susenja predstavlja neinvazivno in nede-
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FORMULACIJSKI PARAMETRI
zdravilna u¢inkovina ‘ ’ pomozne snovi ‘ ‘ formulacija —‘
molekulska masa - < | volumen

inkompatibilnosti | >

cena

< | viskoznost

vrsta s
4_‘ kristalna/amorfna
i oblika -« p
koncentracija | —* interakeije |~ Tg', Teu, Tc, Tg
stabilnost el A KRITICNE
X Rl povrina ¥
LASTNOSTI
KAKOVOSTI
A _ A “ LIOFILIZATA
< | tempernranje < | temperatura polic
hitrost » ) &as > «| temperatura
<+ | tlak v susilni komori polic
cas
temperatura kA T - | A
o koeficient prenosa s

koeficient prenosa toplote

mase

zamrzovanje ‘ ‘

primarno susenje

‘ ‘ sekundarno susenje

PROCESNI PARAMETRI

Slika 5: Diagram Ishikawa, ki opredeljuje bistvene parametre, ki vplivajo na proces liofilizacije. Prirejeno po: http://file.scirp.org/Html/1-
4600131_63220.htm. Tg’ — temperatura steklastega prehoda maksimalno koncentrirane zamrznjene raztopine; Teu — temperatura talis¢a
evtektika; Tc — temperatura kolapsa, Tg — temperatura steklastega prehoda.

Figure 5: Ishikawa diagram defining the main parameters influencing the lyophilisation process. Adapted after: http.//file.scirp.org/Htmi/1-
4600131_63220.htm. Tg" - glass transition temperature of the maximally freeze-concentrated solution; Teu — eutetic temperature; Tc —

collapse temperatre; Tg — glass transition temperature.

struktivno »in line« metodo. Postavitev sond v susilno ko-
moro omogoca neprestano spremljanje poteka procesa in
nadzor nad spremembami v vzorcih. Podatki se ves Cas
shranjujejo in v dologenih asovnih intervalih izpisujejo v

e
Pespp—————

a b

Slika 6: Senzor TEMPRIS za nadzor temperature (a) in senzor
TrackSense Pro (b). Prirejeno po: https://www.tempris.com/;
http://www.ellab.com/products/find-the-right-data-
logger/tracksense-pro

Figure 6: TEMPRIS sensor for temperature monitoring (a) and
TrackSense Pro sensor (b). Adapted after:
https.//www.tempris.com/; http.//www.ellab.com/products/find-
the-right-data-logger/tracksense-pro.

obliki spektrov. Z uporabo sond lahko dobimo podatke o
poteku kristalizacije znotraj vzorcey, iz Cesar lahko skle-
pamo o koncu faze zamrzovanja. Prav tako lahko sprem-
liamo potek sublimacije in dolo¢imo konéno tocko primar-
nega susenja, obenem pa nam sondi omogocata detekcijo
vsebnosti viage v produktih, kar je pornemben podatek pri
doloCanju Casa sekundarnega susenja (25). Trenutno je
najpogosteje uporabljan sistem TDLAS, ki deluje na prin-
cipu bliznje IR-spektroskopije. LyoTrack predstavija senzor
za doloCanje vlage oz. koli¢ine vodne pare v susilni komori.
NajvecCkrat ga uporabljamo za dolo¢anje konca primarnega
susenja, kar senzor zazna kot zmanjSanje deleza vodne
pare. Programska oprema omogocCa izrisovanje proces-
nega grafa, kjer spremljamo delez vlage v komori v odvis-
nosti od temperature in Casa (24).

Modeliranje pri liofilizaciji zmanjSa Stevilo poskusov po prin-
cipu »poskusi in napake«, kar vodi v poviSanje stroSkov
procesa. S sistemom nacrtovanja eksperimentov (DoE,
design of experiments) ugotovimo vpliv in interakcije med
razlicnimi faktorii, ki temeljijo na povezavi kritiCnih lastnosti
vhodnih surovin (CMA), kriti€nih procesnih parametrov
(CPP) in kritinih lastnosti kakovosti liofilizatov (CQA). Pri
tem lahko v ospredje postavimo modeliranje same formu-
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lacije oz. procesa. V literaturi najpogosteje najdemo mo-
deliranje faze primarnega suSenja. V okviru slednjega po-
sledi¢no definiramo eksperimentalni prostor, pri Semer mo-
deliranje najpogosteje temelji na teoriji koeficienta prenosa
toplote in upornosti prenosa mase (19, 25).

SKLEP

Proizvodnja bioloSkih zdravil predstavija enega najzahtev-
nejSih postopkov, ki je sestavljen iz mnozice zaporednih
korakov in katerega glavni cilj je priprava varnega, kako-
vostnega in ucinkovitega zdravila. Liofilizacija je metoda
izbora pri suSenju raztopin termolabilnih zdravilnih ucinko-
vin, med katere uvrs¢amo tudi proteinske molekule. V izo-
gib visokim stroSkom liofilizacije so trendi na tem podrocju
usmerjeni v iskanje resitev za optimizacijo stroskov procesa,
pri Eemer novost predstavija agresivno susenje, torej su-
Senje nad kritiCnimi temperaturami produkta, brez vpliva
na izgled liofilizata in stabilnost zdravilne ucinkovine. Vecjo
ekonomicnost procesa danes omogocajo tudi Stevilna
orodja PAT, ki zagotavljajo ustrezno kakovost liofiliziranih
produktov ter implementacija sodobnih matematic¢nih mo-
delov za vrednotenje soCasnega vpliva vec faktorjev, ki vse
bolj nadomesc¢ajo Stevilne empiricne ponovitve eksperi-
mentalnih poskusov.
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uvoD

Ekstrakcija s subkriticnimi tekocinami je med sodobnimi,
okolju prijaznimi tehnologijami ekstrakcije pritegnila veliko
pozornosti zaradi njihovih edinstvenih lastnosti, ki omogo-
Cajo razlicne moznosti uporabe. Uporaba subkriticne vode

POVZETEK

ZmanjSana poraba energije, ucinkovita pretvorba
reaktantov v produkte, manj stranskih odpadkoy,
moznost vpetosti v kroZzno gospodarstvo ter vecja
kakovost in varnost konénih izdelkov so kljucne
zahteve pri razvoju novih tehnologij in tehnologija s
subkriticnimi tekocinami po optimizaciji ekstrakcijske
metode v sploSnem ustreza vsem nastetim kriteri-
jem. Pogosto uporabliano topilo je voda, saj je okolju
prijazna, lahko dostopna in ekonomsko opravicljiva.
Subkriticna voda ima v primerjavi z vodo pri nor-
malnih pogojih posebne lastnosti, kot so manjSa
gostota, manjSa dielektricna konstanta, vecja ioni-
zacijska konstanta in nizja povrsinska napetost. V
¢lanku predstavljamo proces ekstrakcije s subkriti-
¢no vodo ter moznosti njene uporabe za pridobi-
vanje rastlinskih izvieckov.

KLJUCNE BESEDE:
ekstrakcija, rastlinski izvliecki, subkriticna voda

ABSTRACT

Reduced energy consumption, efficient conversion
of reactants into products, less by-products and
higher quality and safety of finished products are
key requirements in the development of new tech-
nologies, and subcritical fluid technology generally
meets all these conditions after optimisation of the
method. A frequently used solvent is water, as it is
environmentally friendly, easily accessible and eco-
nomically justifiable. Subcritical water has specific
properties compared to water under normal condi-
tions, such as lower density, lower dielectric con-
stant, higher ionization constant and lower surface
stress. In the article, we present the process of ex-
traction with subcritical water and the possibilities
of its use in the production of plant extracts.

KEY WORDS:
extraction, plant extracts subcritical water

je Se posebej zanimiva, ker je voda kot topilo netoksi¢na,
nevnetljiva in dostopna (1, 2). V nadaljevanju bomo pred-
stavili lastnosti subkriticne vode, postopek, prednosti in
slabosti ekstrakcije s subkriticno vodo ter primere uporabe
te tehnologije za pridobivanje rastlinskih izvieCkov, ki na-
kazujejo obetavne moznosti tudi za farmacevtsko, kozme-
tiCno in prehrambno industrijo.
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LASTNOSTI SUBKRITICNE
VODE

Subkriti€éna voda je ucinkovito topilo, katalizator in reaktant
za hidrolizne pretvorbe in ekstrakcije. Ekstrakcija poteka
pri temperaturah med 100 in 374 °C in pri tlaku v obmocju
do 220 bar, da vodo vzdrzuje v tekoCem stanju (slika 1).
Pri temperaturi nad 374 °C in tlaku nad 220 barov pa voda
preide v superkriticno stanje. Lastnosti vode pri normalnih
pogojih ter v subkriticnem in superkriticnem stanju so pred-
stavljene v preglednici 1 (3, 4, 5).

S spremembo temperature ekstrakcije in tlaka se spremenijo
lastnosti vode kot ekstrakcijskega topila. Voda je polarno
topilo z dielektricno konstanto (€) 78,5 pri normalnih pogojih.
Odgovorna je za dobro topnost in ekstrakcijo polarnih spojin

pri sobnih pogojih. Pri temperaturi med 100 in 374 °C (pod
dovolj visokim pritiskom, da voda ostane v tekocem stanju)
pa se dielektricna konstanta vode moc¢no zniza in posledi¢no
voda postane primerna za ekstrakcijo tako polarnih kot ne-
polarnih spojin. Na primer, v subkritiénem stanju se dielek-
tri¢na konstanta vode zmanjSa na priblizno 33 pri temperaturi
200 °C (15 bar). Ta vrednost je primerljiva dielektricni kon-
stanti nekaterih organskih topil, na primer metanola (e = 32,6;
normalni pogoji), ki ga pogosto uporabliamo za ekstrakcijo
spojin zmerne polarnosti. Pri temperaturi 250 °C znasa die-
lektricna konstanta vode 27, z nadaljnjim viSanjem tempe-
rature na 300 °C pa pade na 20 (3, 4).

Z doseganjem nizje polarnosti pri poviSanih temperaturah
lahko tehnologija ekstrakcije s subkriticno vodo ustvari vi-
soke izplene ekstrakcije in hiter Cas ekstrakcije Stevilnih hi-
drofobnih organskih snovi (npr. eteri¢nih olj, mascobnih ki-
slin in karotenoidov) (3).

Tekoie

Tlak (bar)

220

6,1x103

Trojna to¢ka

Plinasto

I

I

I

I

! Superkritiéno
: stanje
|

|

Kriti¢éna tocka

o

|
I
|
|
1
0

0,01

374 Temperatura ("E)

Slika 1: Fazni diagram vode z oznacenim predelom, kjer je voda v subkriticnem stanju; povzeto po viru (36).
Figure 1: Water phase diagram with a marked area, where water is in subcritical state; adapted from (39).

Preglednica 1: Lastnosti vode pri razlicnih pogojih (3).
Table 1: Water properties under different conditions (3).

Lastnost Voda pri normalnih pogojih | Voda blizu kriticnega stanja | Superkriticna voda
Temperatura (°C) 25 350 400

Tlak (bar) 1 250 500

Gostota (kgm™) 997,45 625,45 577,79
Dielektricna konstanta (/) 78,5 14,86 12,16
Disociacijska konstanta (/) 14,0 11,5 11,5
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Pri poviSanih temperaturah v subkriticnem stanju se poleg
polarnosti znatno zmanjSajo tudi gostota vode (preglednica
1), povrSinska napetost in viskoznost. ZmanjSanje povr-
Sinske napetosti omogoca povecano omocenje ekstrak-
cijskega materiala z vodo in hitrejSe raztapljanje cilinih spo-
jin. ZmanjSana viskoznost vode poveca njeno prodiranje
(difuzijo) v ekstrakcijski material, kar prav tako pospesi ek-
strakcijo (3).

Z viSanjem temperature pa se pojavijo tudi oksidacijske
lastnosti vode. Najmod&nejSe so prav ob prehodu v super-
kritiCno stanje, kar lahko povzroCi kemijske spremembe
snovi, ki se lahko odrazijo v zmanjSani topnosti (npr. fenolov)
3).

Poleg omenijenih lastnosti se spreminjajo tudi ionizacijske
lastnosti vode glede na temperaturo. Disociacijska kon-
stanta (Kw) vode se poveca od 1,0 x 10~* pri 25 °C do
1,2 x 10712 pri 350 °C. To pomeni, da se pH spremeni s
priblizno 7,0 na 5,5 (3).

Te edinstvene lastnosti subkritiCne vode skupaj z dejstvom,
da je voda kot topilo lahko dostopna, poceni, nestrupena,
nevnetljiva in okolju prijazna, vodijo do uveljavijanja Stevilnin
nacinov uporabe za ekstrakcijo, loCevanje in izolacijo razli-
¢nih spojin (3). Moznosti uporabe podrobneje opisujemo v
podpoglavju 5.

POSTOPEK EKSTRAKCIJE

3.1 PARAMETRI

Glavni parameter ekstrakcije s subkriticno vodo je tempe-
ratura, saj se z njo spreminjajo glavne kemijsko-fizikalne
lastnosti, opisane v podpoglavju 2. Tlak ima omejen vpliv
na lastnosti topila, pomembno pa je, da ohranja topilo v
tekocem stanju. Ostali pormembni parametri ekstrakcije so
razmerje topila in ekstrakcijskega materiala, pretok topila,
velikost delcev ekstrakcijskega materiala, Cas ekstrakcije,
mesanje in uporaba sotopila. Izbira ustreznih delovnih po-
gojev je lazje dolocljiva, ko je znana narava spojin, ki jih
bomo ekstrahirali (3, 5).

3.2 NAPRAVA

Za ekstrakcijo s subkriticno vodo obstajata dve vrsti
opreme: dinamic¢ni (neprekinjeni pretoc¢ni) sistem in staticni
(serijski) sistem (slika 2). Crpalka dinamiénega sistema do-
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vaja vodo skozi grelno tuljavo do ekstrakcijske posode.
Na ta nacin se voda predhodno segreje na temperaturo
ekstrakcije. Voda nato prehaja skozi ekstraktor do hladilne
tuljave, kjer se zbira. Tlak sistema nadzoruje zracna teko-
Cinska Crpalka s tlakom od 2 do 200 bar, ogrevanje pa
pecica. Da prepreCimo odtekanje vzorca oz. njegovo iz-
gubo in morebitno zamasitev cevi, mora imeti posoda za
ekstrakcijo sintrane filtre iz nerjaveCega jekla vsaj pri izstopu
vode iz ekstraktorja. Dinamicen in stati¢en sistem sta si
zelo podobna glede postavitve peci, cevi in ventilov. V na-
sprotju z dinamic¢nim sistemom pa stati¢ni nima Crpalke in
je pod podtlakom dusika, da prepre¢imo oksidacijo vzorca.
Cas zadrzevanja subkritisne vode v dinamiéni opremi je
krajsi kot v statiCni opremi, kar ima za posledico manjSo
razgradnjo termolabilnih komponent. Najvecja pomaniklji-
vost dinami¢nega sistema za ekstrakcijo s subkritiéno vodo
je, da je zaradi vecje kompleksnosti naprave draZji od sta-
ticnega sistema. Omeniti velja Se, da je poraba vode vedja
pri dinami¢nem sistemu. Glavne prednosti dinamic¢nega
sistema pa so krajSi Cas zadrzevanja ekstrakcijskega topila
ter posledicno manjSa razgradnja termolabilnih snovi in
vedji izplen (5).

PREDNOSTI IN SLABOSTI
EKSTRAKCIJE S
SUBKRITICNO VODO

Pri subkriti¢ni ekstrakciji z vodo je Cas ekstrakcije navadno
krajSi in poraba topila je manjSa v primerjavi z obicajnimi
metodami ekstrakcije za pridobivanje sorodnih ekstraktov,
kar vodi do manjSih obratovalnih stroskov. Poleg tega je
subkritiCna ekstrakcija z uporabo vode namesto organskih
topil varen ter okolju prijazen postopek s Siroko uporab-
nostjo za pridobivanje funkcionalnih Zivil ter kozmeticnih in
farmacevtskih sestavin. Ekstrakti so v sploSnem bolj kom-
pleksni z vidika kemizma, saj ekstrahiramo polarne in tudi
manj polarne spojine, subkriti¢na voda pa je v subkriti¢nih
pogojih tudi bolj difuzivna, zato daje vecje izplene.

Vendar pa je pri uvajanju te metode izredno pomembna
optimizacija ekstrakcijskin razmer. Predolg Cas segrevanja
lahko povzroci termiCno razgradnjo spojin. Prav tako je
veCja moznost za potek drugih kemijskih reakcij, kot je
Maillardova reakcija. Ce Zelimo konéni produkt v suhi obliki,
je slabost tudi dodatni korak susenja oz. koncentriranja, ki
ga moramo izvesti po ekstrakciji, saj iz naprave po izvedeni
ekstrakciji dobimo vodni ekstrakt. Zato je treba pred
uvedbo ekstrakcije s subkriticno vodo v industrijskem ob-
segu sestaviti natancen protokol, da zagotovimo strosko-
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Slika 2: Shematski prikaz ekstraktorja s subkriticno vodo; a) dinamicni ekstraktor, b) staticni ekstraktor.
Figure 2: Schematic representation of a subcritical water extractor; a) dynamic extractor, b) static extractor.

vno ucinkovitost postopka. Velik stroSek pa predstavija
tudi nakup take opreme (4, 6, 7).

MOZNOSTI UPORABE

Tehnologija s subkriti€no vodo je v zadnjih letih zelo razi-
skovano podrocje in v prihodnosti pricakujemo vec novih
moznosti uporabe. Trenutno so najbolj aktualne uporaba
produktov v farmaciji, predvsem pri proizvodnji pripravkov
rastlinskega izvora, v kozmeti¢ni industriji ter v zivilstvu.

5.1 EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJIN

Vecina trenutno objavijenih raziskav o ekstrakciji s subkritiéno
vodo je osredotocena na antioksidante, predvsem fenolne
spojine iz razliénih virov. Fenoli so razmeroma polarne spojine
in spaojine z razliéno termic¢no stabilnostjo, kar je treba upo-

Stevati pri izbiri ustreznih ekstrakcijskin razmer (3). Antioksi-
dativne fenolne spojine so s subkriticno vodo ekstrahirali iz
semen granatnega jabolka (Punica granatum) (8), grozdnih
tropin (Vitis vinifera) (9), korenike ingverja (Zingiber officinale)
(10), olupkov krompirja (Solanum tuberosum) (11), cvetov
rumene zametnice (Tagetes erecta) (12) in plodov vrste pa-
paje (Vasconcellea pubescens) (13).

Povecanje izplena ekstrakcije antioksidativnih spojin so v
nekaterih primerin dosegli z dodatkom sotopila, kot je etanol,
kislina ali baza. Ugotovili so, da sta temperatura nad 175 °C
in dolg Gas ekstrakcije povezana z vecCjo antioksidativno
aktivnostjo v primeru cvetov rumene zametnice (12).

Glede na kemijsko naravo antioksidativnih spojin, prisotnih
v rastlini, lahko razmere ekstrakcije prilagodimo tako, da
nekatere spojine selektivno ekstrahiramo. Antocianidini in
fenolne kisline so primeri rastlinskih sekundarnih metabo-
litov z antioksidativnim delovanjem, ki jih je mozno selekti-
vno ekstrahirati (14), saj lahko temperaturo, tlak in &as ek-
strakcije optimiziramo glede na Stevilo prostih hidroksilnih
skupin v molekuli (14, 15). Na ta nac¢in so proucevali ek-
strakcijo fenolnih spaojin iz oplodja manga (Mangifera indica)
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(8), zeli vednozelenega gornika (Arctostaphylos uva-ursi)
(8) in lubja cimeta (Cinnamomum zeylanicum) (3), ekstrak-
cijo mircetina, kvercetina in kemferola iz ¢rnega Caja (3),
rutina iz ajde (Fagopyrum esculentum) (4), izoksantohumola
iz hmelja (Humulus lupulus) (16) ter hesperidina in narirutina
iz lupin citrusov (17), pri Cemer so v tej raziskavi Stirikrat
povecali izplen v primerjavi s klasi¢no ekstrakcijo.

5.2 PRIPRAVA DRUGIH OBOGATENIH
EKSTRAKTOV

Spreminjanje pogojev ekstrakcije s subkritiéno vodo v od-
visnosti od temperature, tlaka, pretoka in dodanega soto-
pila so proucevali tudi za pripravo ekstraktov, obogatenih
z laktoni iz korenine kave kave (Piper methysticum) (18),
ter sladilnih spojin steviozidov iz listov stevije (Stevie re-
baudiana) (19, 20).

5.3 EKSTRAKCIJA POLISAHARIDOV

Polisaharidi so velika skupina strukturno raznolikin polime-
rov, ki vklju€ujejo npr. Skrob, celulozo, sluzi in pektine. Za-
radi visoke polarnosti so dobri kandidati za ekstrakcijo s
subkriticno vodo. Tako so s to metodo pridobili pektine iz
jabol&nih tropin in lupin citrusov (22), polisaharide iz na-
vadne kustovnice ali goji (Lycium barbarum) (6), hemicelu-
loze iz listov oljine palme (23) ter mono- in oligosaharide iz
kokosove moke (24).

5.4 PRIDOBIVANJE ALKALOIDOV

Alkaloidi so rastlinski sekundarni metaboliti s Sirokim spek-
trom bioloskih aktivnosti, ki vsebujejo dusik. Ugotavljanje
njihove vsebnosti je pogosto potrebno za vrednotenje in
zagotavljanje ustrezne kakovosti rastlinskih drog. Ekstrak-
cijo s subkriticno vodo so uporabili za ekstrakcijo kinolizi-
dinskih alkaloidov citizina, sofokarpina, matrina, soforidina
in oksimatrina iz vrste sofore Sophora flavescens (25) ter
za ekstrakcijo izokinolinskih alkaloidov hidrastina in berbe-
rina iz kanadskega hidrasta (Hydrastis canadensis) (26).

5.5 PRIDOBIVANJE ETERICNIH OLJ

Ekstrakcijo s subkriticno vodo kot metodo pridobivanja
etericnih olj opredeljujeta krajsi Cas ekstrakcije in vecji od-
stotek vsebnosti kisikovih spojin v primerjavi z eteriCnimi
olji, pridobljenimi s parno destilacijo. Metodo so uporabili
za pridobivanje eteri¢nih olj zeli rozmarina (Rosmarinus of-
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ficinalis) (27), lista origana in bazilike (28), iz listov rastline
Thymbra spicata, znane tudi pod imenom sredozemski ti-
mijan (29), zeli vritnega Setraja (Satureja hortensis) (30), zeli
poprove mete (Mentha x piperita) (30), listov modrega ev-
kalipta (Eucalyptus globulus) (31), zeli navadnega komarcka
(Foeniculum vulgare) (32), semen koriandra (Coriandrum
sativum) (33) in korenine ingverja vrste Zingiber cassumunar
(84). V vseh primerih so sestavo etericnega olja, ki so ga
proizvedli z ekstrakcijo s subkritiéno vodo pri razlicnih tem-
peraturah, primerjali s sestavo eteri¢nega olja, pridoblje-
nega z destilacijo. Na splosno so z ekstrakcijo s subkriticno
vodo v krajsem Casu pridobili vecji odstotek hlapnih polarnih
spojin (21).

SKLEP

Metoda ekstrakcije s subkriticno vodo sodi med uvelja-
vijajoCe se zelene, okolju prijazne tehnologije za pridobivanje
ekstraktov iz rastlinskega materiala. Klju¢na ekstrakcijska
parametra sta temperatura (>100 °C), saj z viSanjem tem-
perature znizujemo dielektricno konstanto vode, in tlak, ki
je potreben, da vodo vzdrzujemo v tekoCem stanju. Bi-
stvenega pomena je tudi Cas ekstrakcije, saj ob daljSanju
Casa pogosto pride do razgradnje zelenih produktov. Gla-
vna razlika v sestavi tako pridoblienih ekstraktov glede na
klasicne metode je SirSi nabor ekstrahiranih spojin zaradi
posebnih lastnosti vode v subkritinem stanju. Metodo ze
uporabljajo za izdelavo izvleCkov v kozmeti¢ni industriji,
najverjetneje pa ji bosta kmalu sledili tudi farmacevtska in
prehrambna industrija. Predvsem v slednji bi lahko ek-
strakcija s subkriticno vodo v prihodnosti Se dodatno pri-
dobila na pomenu zaradi moznosti uporabe v kroznem
gospodarstvu.
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vilnih u¢inkovin v doloCene dele prebavil bodisi za lokalno
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POVZETEK

Farmacevtske oblike s prirejenim sproS¢anjem so
po peroralnem vnosu na poti do debelega Crevesja
izpostavljene razlicnim dejavnikom. Za dostavo
zdravilnih u¢inkovin v debelo &revo morajo biti do-
stavni sistemi zasnovani tako, da omogocijo spros-
¢anje zdravilnih ucinkovin Sele v debelem c¢revesju,
kier lahko le-te delujejo bodisi lokalno bodisi sistem-
sko po absorpciji. V prispevku predstavijamo pred-
nosti in slabosti dostave zdravilnih u€inkovin v de-
belo Erevo po peroralni poti.

KLJUCNE BESEDE:
debelo ¢revo, dostava zdravilnih ucinkovin, pero-
ralne farmacevtske oblike, prebavni trakt

ABSTRACT

After ingestion, controlled release oral dosage forms
are exposed to different physiological factors.
Colon-specific drug delivery systems have to be
designed to enhance drug delivery to the colon.
Oral route of drug administration can be used for
both the systemic drug delivery and treating local
gastrointestinal diseases. This review describes the
physiological, pathophysiological and pharmaceu-
tical considerations regarding drug delivery to the
colon for the oral route of administration, as well as
conventional and novel drug delivery approaches.

KEY WORDS:
colon, drug delivery gastrointestinal tract, oral do-
sage forms

bodisi za sistemsko zdravljenje bolezni (1). Ob porastu pri-
merov bolezni debelega Crevesja v zadnjih desetletjih je
aktualna tema razvoj farmacevtskih oblik za ciliano dostavo
v debelo ¢revo, predvsem zaradi ucinkovitosti zdravljenja
ob soCasnem zmanjsanju pojava sistemskih nezelenih ucin-
kov (1, 2). Cillana dostava v debelo Erevo pa je zanimiva
tudi za sistemsko zdravljenje z zdravilnimi udinkovinami,
obdcutliivimi na pogoje v zgornjih delih prebavnega trakta
(2). Pri nacrtovanju farmacevtskih oblik za ciljano dostavo
v debelo Crevo je potrebno poleg lastnosti zdravilnih ucin-
kovin upostevati ve¢ dejavnikov, ki vplivajo na spros¢anje
zdravilnih u€inkovin iz farmacevtskih oblik in na absorpcijo
v krvni obtok v primeru Zelenega sistemskega delovanja
(1, 2). Pomembni dejavniki so Cas zadrzevanja farmacevt-
ske oblike v posameznem delu prebavnega trakta, spre-
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minjanje pH vrednosti, encimska aktivnost, prisotnost mi-
kroorganizmov, hrane in so¢asno apliciranih zdravilnih ucin-
kovin, povrSina za absorpcijo in prekrvavljenost dela pre-
bavnega trakta, kjer poteka absorpcija zdraviine ucinkovine
v krvni obtok, razpoloZljivost vode za raztapljanje zdravilne
ucinkovine, prisotnost receptorjev ali prenaSalcev za tran-
sport zdravilne ucinkovine ter bolezenska stanja (1-5).

DOSTAVA ZDRAVILNIH
UCINKOVIN V DEBELO CREVO
PO PERORALNI APLIKACIJI

Glavne funkcije prebavnega trakta so prebava zauzite
hrane, absorpcija hranil in izloGanje odpadnih produktov
(1). Zauzita hrana po poziralniku, ob delovanju peristaltike,
preide v zelodec, kjer je podvrzena mehanskim vplivom,
pod vplivom klorovodikove kisline in encimov (predvsem
peptidaz) pa poteka kemijska razgradnja hranil do manjsih
gradnikov. Tanko Crevo je najdaljsi del prebavil, ki ima veliko
povrsino zaradi izrastkov, imenovanih resice oz. vili (6).
Glavna funkcija tankega Crevesja je prebava in absorpcija
hranilnih snovi, soliin vode (6). V debelem Crevesju potekajo
absorpcija, sekrecija in transport (6). Skozi usta zauzite
farmacevtske oblike potujejo po prebavnem traktu po isti
poti kakor hrana in so prav tako podvrzene razli¢énim de-
javnikom in spreminjajocim se pogojem v razlicnih delih
prebavil. Dostava zdravilnih ucinkovin v debelo &revo je
uporabna tako za lokalno zdravljenje bolezni debelega Cre-
vesja, kot so kolorektalni rak, sindrom razdraZljivega Cre-
vesja in kroni¢na vnetna Crevesna bolezen (7), kot tudi za
sistemsko zdravljenje z zdravilnimi u¢inkovinami, ki niso
stabilne v kislih pogojih (Zelodec) ali so podvrzene encimski
razgradnji v zgornjih delih prebavnega trakta (na primer
proteini in peptidi) (2). Sluznica debelega Crevesja je gladka
in v primerjavi s tankim ¢revesjem nima resic. Prav tako ne
vsebuje Panethovih celic, ki v tankem Crevesju izlo¢ajo ra-
zlicne produkte, pomembne za vzdrzevanije Crevesne flore
in obrambne funkcije Crevesja (6). Med epitelijskimi celicami
debelega Crevesja so CaSaste celice, ki izloCajo zascitno
sluz (6). Sluznico debelega Crevesja naseljuje veliko Stevilo
razlicnih vrst bakterij; med najbolj zastopanimi so bakterije
iz rodov Bacteroides, Bifidumbacteria, Clostridium, Prevo-
tella, Porphyromonas, Eubacterium, Ruminococcus, Strep-
tococcus, Enterobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Fusobacteria in Peptostreptococcus (1, 8).

Glavne prednosti peroralnih farmacevtskih oblik za ciliano
dostavo v debelo Crevo so:

e dostava zdravilne ucinkovine neposredno na mesto de-
lovanja za lokalno zdraviljenje,

e poljSi terapevtski ucinek lokalnega zdravljenja zaradi mi-
nimiziranja izgub ob prehodu zgornjega dela prebavnega
trakta,

e zaradi manjsih izgub je mozen manjsi odmerek, kar
zmanjSuje tveganje za pojav sistemskih nezelenih ucinkov,

e manj interakcij z zdravilnimi ucinkovinami, ki se spros¢ajo
na drugih mestih v prebavilih,

e manjSi vpliv na zdravilne uc€inkovine (npr. proteinske in
peptidne zdravilne ucinkovine), obcutlive na kisline in
encime, prisotne v vecji meri v zgornjem delu prebavnega
trakta, in posledi¢no vecja bioloska uporabnost teh zdra-
vilnih uc¢inkovin v primeru sistemskega zdravljenja,

¢ pboljSa sodelovalnost bolnikov pri zdravljenju s peroralnimi
farmacevtskimi oblikami v primerjavi s parenteralnimi ali
rektalnimi (2, 7, 9, 10).

Pri oblikovanju dostavnih sistemov za ciliano dostavo zdra-

vilnih ucinkovin v debelo Erevo po peroralni poti se soo-

¢amo z razliénimi izzivi. Zdravilne ucinkovine so ob prehodu
skozi prebavni trakt izpostavliene metabolizmu prvega pre-
hoda in razlicnim dejavnikom, ki vplivajo na stabilnost, top-
nost in absorpcijo (npr. vplivi na pH — del prebavnega
trakta, hrana, zdravila, starost; vplivi na ¢as prehoda vzdolz
prebavnega trakta — hrana, pomozne snovi, viskoznost
Crevesne vsebine; adsorpcija zdravilne u¢inkovine na mo-
lekule iz hrane — pektini in viaknine; vezava zdravilne ucin-
kovine na kovinske ione; encimska razgradnja zdravilne
ucinkovine) (1, 11). Primarno je potrebno prepreciti neze-
leno sproscanje zdravilne ucinkovine iz dostavnega sistema
ze v zgornjih delih prebavnega trakta, pri ¢emer moramo
upostevati fizioloSke in patofizioloSke znacilnosti prebav-
nega trakta (2). Fizioloske znacilnosti se nanasajo predvsem
na spreminjajoCe se pH vrednosti vzdolz prebavnega trakta,

Gas zadrzevanja zauZite vsebine v posameznih delih pre-

bavnega trakta in gibljivost Crevesja, prisotnost vode, en-

cimov, mikroorganizmov in zauzite hrane ter permeabilnost
barier (2). PatofizioloSke znacilnosti so povezane s specifi-
¢nimi pogoji ob razlicnih boleznih — tako so npr. pri bolnikih

s Crevesnimi boleznimi ravni reaktivnih kisikovih zvrsti in

vnetnih citokinov visje v primerjavi z zdravimi posamezniki,

izrazeno je neravnovesje pomembnih antioksidantov v te-
lesu, sluznica prebavil je prizadeta in ima posledi¢no spre-
menjeno permeabilnost (2). Pri peroralnin farmacevtskih
oblikah je nastop ucinka zaradi potrebnega ¢asa za ab-
sorpcijo zdravilne uc¢inkovine kasnejSi v primerjavi z neka-
terimi drugimi farmacevtskimi oblikami (npr. intravenske
injekcije). Peroralne farmacevtske oblike so zato manj pri-
merne za zdravljenje pri nujnih stanjih (1). Slabost peroralnih
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farmacevtskih oblik je lahko tudi neprijeten okus zdravilne
ucinkovine ali drazenje zelod¢ne sluznice (1).

Debelo Crevo predstavija poseben izziv za dostavo zdra-
vilnih uginkovin, saj je vode v lumnu zaradi obsezne ab-
sorpcije malo, prisotna pa je zelo viskozna zaSd&itna sluz,
ki otezuje solubilizacijo zdravilnih ug¢inkovin (3, 12). Ciljano
dostavo zdravilnih u€inkovin v debelo Crevo lahko zagoto-
vimo z izbiro primernega dostavnega sistema, ki ga je po-
trebno nacrtovati na podlagi fizikalno-kemijskih lastnosti
zdravilne u€inkovine, lastnosti polimerov in ostalih pomoznih
snovi, ki sestavljgjo dostavni sistem ter patofiziologije same
bolezni (4, 13).

Dodatno omejujo¢ dejavnik je v nekaterih primerih zahtevna
tehnologija izdelave dostavnih sistemov, ki je povezana z
visokimi stroski (1-3, 5, 14). Za nekatere dostavne sisteme
obstaja tudi premalo podatkov o njihovi varnosti (15).

PRISTOPI ZA OBLIKOVANJE
DOSTAVNIH SISTEMOV ZA
DOSTAVO ZDRAVILNIH
UCINKOVIN V DEBELO CREVO

Izbira primernega sistema za dostavo zdravilnih ucinkovin v
debelo Erevo je odvisna od kemijske strukture, stabilnosti,
porazdelitvenega koeficienta, funkcionalnih skupin in drugih
lastnosti zdravilne ucCinkovine, patofiziologije bolezni ter fizi-
kalno-kemijskih lastnosti pomoznih snovi (1-3). Razli¢ni na-
ravni, sintezni in polsintezni polimeri lahko zdravino ucinkovino
v dostavnem sistemu ustrezno zascitijo pred spremembami
pH in encimsko aktivnostjo vzdolz prebavnega trakta.
Polimeri so pomembne sestavine razlicnih dostavnih si-
stemov — od klasi¢nih ogrodnih do kompleksnejsih osmot-
sko nadzorovanih sistemov (8). Dodatne moznosti dostave
zdravilnih uc¢inkovin v debelo ¢revo v zadnjem ¢asu omo-
goca tudi nanotehnologija (8). Z izbranimi pomoznimi
snovmi lahko nadzorujemo Cas zacdetka sproScanja zdra-
vilne ucinkovine, medtem ko je mesto sproScanja lahko
pogojeno tudi s prisotnostjo doloCenih mikroorganizmov
in reaktivnih kisikovih zvrsti ter tlaka v prebavni cevi (13).
V nadaljevanju bomo predstavili naslednje primere dostav-
nih sistemov za dostavo zdravilnih ucinkovin v debelo
Srevo:
e na pH obcutljive dostavne sisteme,
e Casovno odvisne dostavne sisteme,
e dostavne sisteme, odvisne od mikroorganizmov oz. niji-
hovih encimov (biorazgradljivi polimeri, predzdravila),
e dostavne sisteme, odvisne od tlaka v prebavni cevi,
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e osmotsko nadzorovane dostavne sisteme,
e pioadhezivne dostavne sisteme.

3.1 NA pH OBCUTLJIVI DOSTAVNI SISTEMI

Vrednosti pH se razlikujejo glede na odsek prebavnega
trakta, kar lahko izkoristimo pri naCrtovanju dostavnih si-
stemov. V Zelodcu je pH na teS¢e med 1,5 in 2 (1), po
obroku ali ob doloenih bolezenskih stanjih pa lahko znatno
poraste (16). V dvanajstniku je pH okrog 6, najviji pH —
okrog 7,4 — pa je normalno v koncnem delu tankega Cre-
vesja (ileumu) (1). Na zaCetku debelega Crevesja v navzgor-
njem kolonu lahko pH pade malo pod 6 (1), v danki pa so
vrednosti okrog 6,7 (1). Znizanje pH ob prehodu iz tankega
Crevesja v debelo Crevo je posledica prisotnosti kratkover-
iznih mascobnih kislin, ki nastajajo ob bakterijski razgradnii
polisaharidov ter oligosaharidov in vplivajo tudi na peristal-
ticno aktivnost (9, 17-19).

Mehanizem sproscanja zdravilne ucinkovine iz na pH ob-
Cutljivih dostavnih sistemov temelji na strukturnih spre-
membah polimerov v dolo¢enem obmodju pH (nevtralni
ali rahlo alkalni pH). Tovrstne polimere lahko pri tabletah in
kapsulah uporabimo v oblogah, ki nadzorujejo spros¢anje
bodisi pri enoenotnih bodisi pri veCenotnih farmacevtskih
oblikah, in morajo biti odporne na nizke vrednosti pH v ze-
lodcu in v proksimalnem delu tankega Crevesja; v termi-
nalnem delu ileuma in na prehodu v debelo ¢revo pa pod
vplivom viSjega pH pride do strukturnih sprememb poli-
merov in spros¢anja zdravilne uc¢inkovine. Primerni so ko-
polimeri metakrilne kisline in derivati hidroksipropilmetilce-
luloze (1, 2). Pri niziem pH netopna obloga ob prehajanju
zgornjega dela prebavnega trakta S¢iti zdravilno ucinkovino
pred zelod¢nimi sokovi, zoléem in mikroorganizmi, medtem
ko vi§je vrednosti pH sprozijo raztapljanje obloge in posle-
dicno sproscanje zdraviine ucinkovine iz dostavnega si-
stema in s tem zagotavljajo prirejeno sproscanie (1). Druga
moznost je vgradnja na pH obcutljivin polimerov v ogrodne
sisteme, pri katerih prihaja v dolo¢enem pH obmodju do
erozije oz. raztapljanja polimera in s tem do difuzije zdravilne
ucinkovine iz farmacevtske oblike (1, 3, 8, 20). Klju¢ni de-
javniki pri nacrtovanju na pH obdutljivih dostavnih sistemov
so uporaba kombinacij razliénih polimerov, upostevajoc
koli¢ino uporablienega polimera, uporaba plastifikatorjev,
variabilnost vrednosti pH prebavnega trakta pri posamez-
niku in med posamezniki, koncentracija elektrolitov in ¢as
prehoda Crevesne vsebine (1, 17).

Slabost na pH obcutljivih dostavnih sistemov je, da se pH
med posamezniki ali celo pri isti osebi na istem mestu v
prebavni cevi lahko spreminja (npr. zaradi prisotnosti hrane,
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bolezni, starosti, cirkadianega ritma in drugih so¢asno zau-
zitih zdravil) (1, 7). Posledi¢no lahko padec vrednosti pH
na zaCetku debelega Crevesja prepreci sprosCanje zdravine
ucinkovine ali pa se zdravilna ucinkovina iz dostavnega si-
stema zacne sproscati ze v spodnjem delu tankega Cre-
vesja, (2, 3, 7,13, 17, 21).

3.2 CASOVNO ODVISNI DOSTAVNI SISTEMI

Casovno odvisni dostavni sistemi sprostijo zdravilno ugin-
kovino po dolo¢enem Casu ali v ve¢ Sasovnih tockah. Tak-
Sni dostavni sistemi so uporabni v primerih, ko je zazeleno,
da se zdravilna ucCinkovina sprosti iz farmacevtske oblike
ob to¢no dolo¢enem &asu ali na doloCenem mestu v pre-
bavni cevi glede na predviden Cas prehoda Crevesne vse-
bine (14). Mehanizem Casovno odvisnega spro$canja je
mozno doseci z uporabo hidrofilnih polimerov (etilceluloza,
hidroksipropilmetilceluloza), ki postopoma nabrekajo in
omogocajo zakasnitev sproS¢anja zdravilne ucinkovine (1).
SproS¢anje zdravilne ucinkovine je nadzorovano z nabre-
kanjem polimera, ki v stiku z vodo tvori gel, vdiranjem vode
v ogrodje, raztapljianjem zdravilne uc¢inkovine in njenim pre-
hajanjem skozi nabreklo polimerno plast ter erozijo ogrodja
(1). Patentirani so tudi naprednejsi sistemi, ki imajo dodatne
mehanizme sprosc¢anja — npr. od pH in ¢asovno odvisno
sproscanje (1, 3, 22). Primer sistema s kombiniranim me-
hanizmom sproS¢anja je sistem, sestavljen iz nerazgradlji-
vega telesa kapsule, ¢epa iz hidrogela, ki zapira odprti del
telesa kapsule, in v vodi topne kapice kapsule, ki pokriva
Gep iz hidrogela. Cela kapsula ima Se gastrorezistentno
oblogo, ki se pod vplivom pH okolja razgradi v tankem
Crevesju. Kapica kapsule se ob stiku z vodo raztopi, nato
zacne hidrogel nabrekati in se po doloCenem Casu iztisne
iz telesa kapsule, zdravilna ucinkovina, ki se nahaja v telesu
kapsule, pa se sprosti. Cas nabrekanja hidrogela dologa
C¢asovni zamik sproScanja zdravilne ucinkovine (1, 3, 22).
Slabost ¢asovno odvisnih dostavnih sistemov je velika va-
riabilnost v Sasu prehoda vzdolz posameznih delov pre-
bavnega trakta, Se zlasti v prisotnosti zauzite hrane. Cas
prehajanja je odvisen od fizioloskih in patofizioloSkih de-
javnikov (npr. pospeseno prehajanje skozi debelo Crevo pri
razdrazljivem Crevesju) (1).

3.3 OD MIKROORGANIZMOV ODVISNI
DOSTAVNI SISTEMI

Ti sistemi temeljijo na specificnih encimskih reakcijah, ki
lahko potekajo v debelem ¢Erevesju zaradi prisotnosti mi-
kroorganizmov. Encimi mikroorganizmov lahko razgradijo

vezi v ogljikovih hidratih in proteinih. V debelem Crevesju
so dolocili preko 400 razli¢nih rodov bakterij, od katerih jih
je 20 do 30 % iz rodu Bacteroides. Druge pomembne
anaerobne bakterije so Se iz rodov Bifidobacterium, Eu-
bacterium, Enterococcus, Peptostreptococcus, Rumino-
coccus in Clostridium. Encimi, ki jih izloCajo, v glavhem
katalizirajo hidrolize (esteraze, amidaze, glikozidaze, glu-
kuronidaze, sulfataze) in redukcije (nitroreduktaze, azore-
duktaze, sulfoksid reduktaze, hidrogenaze) (1-3, 17, 20).
Prvi mozni pristop je na&rtovanje predzdravil, kjer lahko z ve-
zavo ustreznih funkcionalnin skupin na molekulo zdravilne
ucinkovine dosezemo farmakolosko aktivno obliko po en-
cimski razgradnji v debelem Crevesju (1, 3, 14). Predmet
proucevanja je bila predvsem azoreduktazna aktivnost bakterij
v debelem Crevesju (1). Pri tem pristopu lahko poleg ciliane
dostave zdravilne uc¢inkovine v debelo &revo izboljSamo tudi
njene topnost, permeabilnost in stabilnost (1). Ta pristop iz-
koris¢ajo npr. farmacevtske oblike s predzdravili 5-aminosa-
liciine kisline (sulfasalazin, olsalazin), ki jih uporabliamo za
zdravlienje kroni¢nih vnetnih Srevesnih bolezni. Sulfasalazin
se slabo absorbira v zgornjih delih prebavnega trakta, v de-
belem Crevesju pa se v prisotnosti azoreduktaz razgradi do
5-aminosalicilne kisline, ki deluje pri zdraviienju kroniCnih vne-
tnih Crevesnih bolezni (1). Drug pristop vkljuCuje uporabo
polimerov v ogrodnih ali rezervoarnih dostavnih sistemih. Po-
lisaharidi so lahko rastlinskega (gvarjev gumi, inulin) ali zival-
skega izvora (hitosan, hondroitin sulfat), pridoblieni iz alg (al-
ginati) ali s pomocjo mikroorganizmov (dekstran) (3, 14, 20).
Neskrobni polisaharidi so odpornejSi na razgradnjo v tankem
Crevesju in se razgradijo v debelem Crevesju (1). Hidrofilni
polimeri privzamejo vodo in nabrekajo med pomikanjem po
prebavnem traktu. Omogocajo prehajanje bakterij in/ali en-
cimov skozi hidratirano plast, kar sprozi razgradnjo polimera
in sprostitev zdravilne ucinkovine iz farmacevtske oblike (1).
Slabost dostavnih sistemov, odvisnih od mikroorganizmoyv,
je premajhna specificnost sproS¢anja zdravilne ucinkoving,
predvsem zaradi prisotnosti velikega Stevila vrst bakteri]
vzdolz celotnega prebavnega trakta in variabilnosti v za-
stopanosti posameznih rodov bakterij pri posameznikih v
odvisnosti od fizioloskih in patofizioloskih sprememb. Pa-
tofizioloSke spremembe v Crevesni mikroflori lahko nastajajo
npr. zaradi bolezni Crevesja ali uporabe antibiotikov. Po-
sledica spremembe v Stevilu in zastopanosti bakterij je
spremenjeno izlo¢anje encimov, ki so pomembni za spros-
Canje zdravilne ucinkovine iz dostavnega sistema. V neka-
terih primerih pa zaradi hitrega prehoda farmacevtske oblike
skozi prebavni trakt encimi nimajo na voljo dovolj Casa za
delovanje (npr. v primeru diareje) (1). Pri dostavnih sistemih
z moc¢no hidrofilnimi polimeri lahko v prisotnosti vode pride
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tudi do nezelenega predCasnega sproscanja zdraviine ucin-
kovine iz farmacevtske oblike, zato so raziskovalci prou-
Cevali moznosti kemijskin modifikacij polisaharidov in kom-
biniranja s hidrofobnimi polimeri (1). Za optimalno
spros¢anje zdravilne ucinkovine je klju¢no ravnotezje med
hidrofilnimi in hidrofobnimi lastnostmi polimerov. Polimeri,
ki so manj vodotopni, lahko sicer dlje zadrzijo zdravilno
ucinkovino znotraj dostavnega sistema, vendar se lahko
tudi prepozno razgradijo. Pri nacrtovanju takSnih sistemov
je pomembno, da preprecimo predcasno spros¢anje zdra-
vilne ucinkovine v Zelodcu ali tankem Crevesju in prepozno
spros¢anje v samem debelem Crevesju (1-3, 14).

3.4 TLACNO NADZOROVANI DOSTAVNI
SISTEMI

Presnovo hrane v prebavni cevi spremlja ritmic¢no kréenje
Crevesja. Za razliko od pogostejsin peristalticnih valov v
drugih delih prebavne cevi se le-ti v debelem Erevesju izrazijo
na kratko in le tri- do Stirikrat dnevno, vendar so moc¢nejSi
in tako pomembno zvisajo tlak v lumnu debelega Crevesja.
Primer dostavnega sistema, ki ima vgrajen mehanizem
spros¢anja zdravilne ucinkovine glede na okoliski tlak, je
kapsula z ovojnico iz etilceluloze, netopne v vodi (14). Poli-
merna kapsula razpade pod vplivom visokega tlaka v lumnu
debelega Crevesja, kljucni dejavniki pri oblikovanju pa so
debelina ovojnice kapsule in velikost kapsule (3, 14).

Izziv pri naértovanju tlacno nadzorovanih dostavnih siste-
mov je dosecCi ustrezno raztapljanje zdravilne ucinkovine,
kar je v normalnih pogojih otezeno zaradi obilne reabsorp-
cije vode in posledi¢no velike viskoznosti Crevesne vsebine
v debelem Crevesju. V opisanem dostavnem sistemu v
obliki kapsule z ovojnico iz etilceluloze je mozna reSitev te-
koca vsebina z raztoplieno zdraviino ucinkovino (14).

3.5 OSMOTSKO NADZOROVANI
DOSTAVNI SISTEMI

Osmotsko nadzorovani sistemi so sestavljeni iz jedra z
zdravilno uginkovino in osmotsko aktivne pomozne snovi
(osmogen). Obdani so s polprepustno membrano, ki nad-
zoruje vstopanje vode v jedro. S hidratacijo in nabrekanjem
osmogena naras¢a osmotski pritisk znotraj farmacevtske
oblike in povzro¢a spros¢anje zdravilne ucinkovine skozi
eno ali ve¢ odprtin (3, 4, 17).

Tudi osmotsko nadzorovane sisteme je zaradi razli¢nih ¢a-
sov prehoda skozi prebavno cev izziv nacrtovati tako, da
se zdravilna ucinkovina sprosti na izbranem mestu. Teh-
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nologija je zahtevna in povezana z visjimi proizvodnimi stro-
Ski (3, 14).

3.6 BIOADHEZIVNI DOSTAVNI SISTEMI

Cili nagrtovanja bioadhezivnih sistemov je podaljSati ¢as
stika dostavnega sistema s povrSino sluznice debelega
Crevesja, da se lahko sprosti ¢im ve¢ zdravilne ucinkovine
(14, 28). Polimeri, ki so jih uporabili v raziskavah bioadhe-
zivnih dostavnih sistemov, so polikarbofili, poliuretani in
polietilen oksid (3). Ahmad in sodelavci (3, 24) so uporabili
Skrob iz sorte riza Assam Bora za dostavo metronidazola
v debelo ¢Erevo v obliki bioadhezivnih mikrodelcev. Bioad-
hezivni sistemi omogocajo podaljSan stik zdravilne ucin-
kovine z mestom delovanja oz. absorpcije, so manj pod-
vrzeni encimskih reakcijam in zaradi manj pogostega
jemanija zdravila omogocajo vecje sodelovanije bolnikov pri
zdravlienju (3, 25). Izzivi pri oblikovanju tovrstnih dostavnih
sistemov so doseganje bioadhezije na zelenem mestu de-
lovanja in izbira biokompatibilnih polimerov (3, 25).

TRENDI RAZVOJA DOSTAVNIH
SISTEMOV ZA DOSTAVO
ZDRAVILNIH UCINKOVIN V
DEBELO CREVO

Zaradi premajhne specifi€nosti oziroma nezelenega spros-
¢anja zdravilnih ucinkovin tudi na drugih mestih v prebav-
nem traktu in s tem povezanimi nezelenimi ucinki zdravil
raziskovalci proucujejo nove moznosti za nacrtovanje pe-
roralnih dostavnih sistemov za dostavo zdravilnih ucinkovin
v debelo Crevo. Alternativni pristopi vkljuCujejo nacrtovanje
dostavnih sistemov, ki so v organizmu odvisni od dveh ali
ve¢ dejavnikov (npr. vrednost pH in ¢asovna odvisnost,
vrednost pH in prisotnost doloCenih mikroorganizmov) (1).
Patentirali so razli¢ne sisteme, ki so tehnolosko rezervoarni
ali ogrodni sistemi, na voljo kot eno- ali veCenotne farma-
cevtske oblike (1). Skupna znadilnost teh sistemov je izbira
pomoznih snovi, ki zagotavljajo vsaj dvojni nadzor spros-
¢anja zdravilne ucinkovine iz dostavnega sistema in s tem
doseganje mestno specificnega delovanja v debelem &re-
vesju (1, 3, 4, 13, 14, 21). Nekatere pomembne prednosti
imajo dostavni sistemi, osnovani na nanotehnologiji. Na-
nodelci lahko zaradi manjSe velikosti lazje in hitreje prodrejo
v vnetno tkivo, ki je znacilno za kroniCne vnetne Crevesne
bolezni, v primerjavi z vec¢jimi dostavnimi sistemi bodisi za-
radi vecCje permeabilnosti patoloskih tkiv bodisi jih privza-
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mejo vnetne celice imunskega sistema (1, 7). Majhnost
dostavnega sistema je v primeru hitrega privzema v vnetna
tkiva ali celice prednost tudi v primeru driske, ki pri vedjih
farmacevtskih oblikah lahko povzroci prehitro izloCanje le-
teh iz telesa (1). Nanodelci v primerjavi z vedjimi dostavnimi
sistemi teoreti¢no lahko dosezejo enak ali boljSi terapevtski
ucinek ze pri nizjih odmerkih vgrajene zdravilne ucinkovine
(1). Priiinovativnih pristopih oblikovanja dostavnih sistemov
na osnovi nanotehnologije pa je potrebno Se dodatno vred-
notenje varnosti, saj so tovrstni podatki omejeni (1).

SKLEP

Predstavlieni dostavni sistemi so izto¢nica za razmiSljanje o
novih moznih pristopih nacrtovanja dostavnih sistemov za
dostavo zdravilnih ucinkovin v debelo Crevo, ki postaja vse
pomembnejSe mesto delovanja zdravilnih u¢inkovin — po eni
strani zaradi optimizacije lokalnega zdravljenja bolezni debe-
lega Crevesja, po drugi strani kot raziskovanje novinh moznosti
dostave zdravilnih ucinkovin za sistemsko zdravijenje. 1zzivi
za oblikovanje udinkovitih dostavnih sistemov za dostavo
zdravilnih ucinkovin v debelo Crevo segajo vse od fizioloskih
preprek (pH, ¢as prehoda Srevesne vsebine, prisotnost en-
cimov in mikroorganizmov) do zagotovitve varnosti ter ne-
nazadnje ekonomike industrijske proizvodnje. Pristopi kom-
biniranja ve€ mehanizmov spros¢anja zdravilnih uc¢inkovin
(npr. s pomocjo mikroorganizmov in razli€ne vrednosti pH)
s0 ucinkovitejSi od pristopov s samo enim mehanizmom.
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uvoD

Na podrod&ju zdravil se v zadnjem ¢asu pojavlja vse vec na-
prednih dostavnih sistemov, ki pogosto omogocajo dose-
ganje boljSe bioloSke uporabnosti in nadzorovano spros-
¢anje ucinkovin ter imajo nekatere druge prednosti v
primerjavi s tradicionalnimi farmacevtskimi oblikami. Med
napredne dostavne sisteme sodijo poleg razlicnih nano-
delcev tudi nanovlakna, ki so jih prvi¢ opisali leta 1934, ko
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POVZETEK

Nanovlakna so edinstven inovativen sistem za do-
stavo zdravilnih ucinkovin in za tkivno inzenirstvo. V
zadnijih letih so dozivela izjemen razvoj, kar bo omo-
gocilo izdelavo novodobnih zdravil in tkivnih nado-
mestkov za zdravljenje mnogih bolezni in poskodb.
Nanovlakna so izdelana z elektrostatskim sukanjem
iz naravnih in/ali sinteznih polimerov z razliéno se-
stavo in strukturo (enoslojna, vecslojna in vecplastna)
ter izkazujejo edinstveno kombinacijo strukturnih,
funkcionalnih in mehanskih lastnosti. Prilagodljivost
nanovlaken je privedla do razvoja Sirokega nabora
dostavnih sistemov za razlicne ucinkovine in pod-
pornih struktur za obnovo tkiv. V preglednem ¢lanku
predstavljamo pripravo nanoviaken z elektrostatskim
sukanjem, doseganje razlicnih profilov sproS¢anja
vgrajenih majhnih molekul in biofarmacevtikov za
zdravljenje ter obnovo tkiv. Polimerna nanovlakna v
tkivnem inZenirstvu podpirajo razmnoZzevanje in rast
celic ter na ta nacin spodbudijo obnovo tkiva. Na-
novlakna kljub mnogim prednostim predvsem zaradi
nezadostnih podatkov o njihovi varnosti in omejitev
v industrijski proizvodniji Se niso v klini¢ni uporabi, jin
pa lahko pric¢akujemo kmalu.

KLJUCNE BESEDE:

dostavni sistemi, elektrostatsko sukanje, nanov-
lakna, polimer, sproS¢anje ucinkovin, tkivno inze-
nirstvo

ABSTRACT

Nanofibers provide unique systems for drug delivery
and tissue engineering. In recent years, major ad-
vances have been made towards the formulation
of innovative medicines and tissue replacements
for the treatment of disease and injury. Nanofibers
are made by electrospinning of natural and/or syn-
thetic polymers, and as such, they can have a range
of different compositions and structures (e.g.,
monolayers, multilayers, ‘sandwich’). They also
show unique combinations of structural, functional
and mechanical properties. This flexibility has led
to the development of a wide assortment of
nanofibers as drug-delivery systems and tissue-re-
generation structures. This review covers the prepa-
ration of nanofibers by electrospinning and provides
the details on their release kinetics for small
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molecules and biopharmaceuticals, and their use
for treatment and tissue engineering. Polymeric
nanofibers in tissue engineering support proliferation
and growth of cells, hence encouraging tissue re-
generation. Despite the many advantages of
nanofibers, they are not yet in clinical use. This is
mainly due to insufficient data on their safety and
limitations in their industrial production, but these
aspects are expected to be overcome soon.

KEY WORDS:
drug delivery, drug release, electrospinning,
nanofibers, polymer, tissue engineering

so patentirali postopek njihove izdelave. Zaradi pomanjkanja
ustrezne tehnologije je razvoj na tem podrocju v vedji meri
zastal do konca dvajsetega stoletja, ko so se moznosti za
izdelavo in posledi¢no tudi interes industrije mo¢no povecali
(1). Nanovlakna so zelo tanka in teoreticno neomejeno
dolga. Premer nanovlaken je najveckrat od 10 do 1000
nm, imajo veliko specificno povrsino glede na maso in raz-
novrstne povrsinske lastnosti. Za njihovo uporabo so zelo
pomembne ustrezne strukturne, funkcionalne in mehanske
lastnosti, kot sta visok Youngov modul in posledicno visoka
natezna trdnost (2-4). Za biomedicinske namene danes
raziskujejo nanovlakna za uporabo v dostavnih sistemih
ucinkovin in tkivnem inzenirstvu, za izdelavo filtrov za filtracijo
zraka in prepre¢evanje okuzb (kot del obraznih mask), kot
sestavine pametnih ovojnin za shranjevanje zivil, sestavine
gradbenih materialov, pa tudi v sistemih za pridobivanje,

prenos in shranjevanje elektricne energije (3, 5-7). Nanov-
lakna z zdravilno ucinkovino lahko vgradimo v farmacevtske
oblike z razli¢nimi profili sproS¢anja ucinkovin ali pa jih upo-
rabimo pri tkivnem inZenirstvu za spodbujanje obnove tkiv
(8-10). V nanovlakna lahko vgrajujemo male molekule ucin-
kovin, peptide in proteine, nukleinske kisline in celice (11,
12). V literaturi tako zasledimo raziskave o nanovlaknih kot
dostavnih sistemih za ucinkovine z raznovrstnim farmako-
loSkim delovanjem (protivnetnim, protimikrobnim, antineo-
plasti¢nim, analgeti¢nim, antialergijskim ali kontracepcijskim
uc¢inkom). Ena izmed aktualnih tehnologij za inzenirstvo in
izdelavo nanovlaken je elektrostatsko sukanje, ki omogoca
preoblikovanie izbrane koloidne raztopine pod vplivom elek-
trostatskih sil v tanek curek in nastanek nanovlaken z zele-
nima debelino in morfologijo. V prispevku predstavijamo iz-
delavo in uporabo nanovlaken za dostavo zdravilnih
ucinkovin ali pripravo tkivnih nadomestkov (slika 1).

ELEKTROSTATSKO SUKANJE

Najpomembnejsa metoda za izdelavo nanovlaken za bio-
medicinske namene je elektrostatsko sukanje, ki omogoca
izdelavo viaken farmacevtske kakovosti (4, 13). To je proces,
pri katerem se curek raztopine polimera zaradi mocnega
elektricnega polja na poti od Sobe do zbirala podalj8a,
stanjSa, posusi in posledicno nalozi na zbiralu (slika 2). Zna-
¢ilnosti slednjin so odvisne od lastnosti koloidne raztopine
polimera (viskoznost, elektricna prevodnost in povrSinska

Slika 1. Videz nanoviaken v razlicnih merilnih skalah: a) mnozica plasti nanovilaken tvori belo membrano, kot jo vidimo s prostim oc¢esom; b)
posnetek nekaj plasti nanoviaken s keratinocitom, pritrjienim na povrsini, v mikrometrskem obmocju,; c) posnetek nanoviaken z vrsticnim

elektronskim mikroskopom v nanometrskem obmocju.

Figure 1. Appearance of nanofibers on different scales a) many layers of nanofibers form white membrane that is seen with a naked eye, b) a
few layers of nanofibers with an attached keratinocyte in a micrometre scale c) nanofibers captured with an electron microscope in a

nanometre scale.
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Curek raztopine

Brizga
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Tayiorjev stozec

Slika 2: Shema naprave za elektrostatsko sukanje z glavnimi elementi.
Figure 2: Schematic representation of a nanofiber electrospinning
set-up.

napetost), procesnih (velikost in oblika Sobe, napetost in
razdalja med Sobo in zbiralom ter vrsta zbirala) in okoljskih
parametrov (relativna zracna vlaga in temperatura) (3, 14,
15). Nanovlakna izdelamo bodisi iz koloidne raztopine ali
taline enega ali ve¢ polimerov (t. i. kompozitna nanoviakna)
bodisi iz taline lipidov (v tem primeru mora biti sistem za
dovajanje tekocine skozi Sobo opremlien z dodatno grelno
enoto). V nadaljevanju bomo podrobneje prikazali elektro-
statsko sukanje koloidne raztopine polimera (2, 4, 7, 9).
Medtem ko je naprava za elektrostatsko sukanje na videz
enostavna (slika 2), je izdelava nanovlaken zahteven in od
Stevilnih zgoraj omenjenih parametrov odvisen proces. Na-
pravo sestavljajo rezervoar s Sobo, vir visoke napetosti,
¢rpalka za uravnavanije pretoka raztopine in zbiralna elek-
troda (zbiralo). Napetost med Sobo in zbiralom je lahko
enosmerna (stalna) ali izmeni¢na (obi¢ajno nastavimo med
10 in 100 kV) (13). Poznamo tudi vecC izvedb Sobe, ki je
lahko enokanalna (enostavna), dvokanalna (koaksialna) ali
veckanalna; iz nje izhaja eden ali ve¢ curkov hkrati. Prav
tako so razpoloZljiva razli¢na zbirala (ravna ploskev, vrte¢
valj, mrezasto zbiralo). Vrsta zbirala vpliva na nastanek na-
klju¢no ali vzporedno urejenih nanovlaken (3, 4).
Elektrostatsko sukanje temelji na ionizaciji koloidne raztopine
v elektricnem polju. Na izhodu Sobe se nastajajoCa kapljica
pod vplivom tlaka, elektricne sile, povrSinske napetosti te-
kocine in njene viskoznosti oblikuje v t. i. Taylorjev stozec,
ki se nadaljuje v vse tanjSi polimerni curek. V prvi fazi gibanja
potuje curek naravnost proti zbiralu in se medtem podaljSuje
in tanjSa. Ko se curek tanjSa, se na povrsini poveCuje go-
stota naboja in s tem odbojne sile, zaradi katerih se zacne
curek vrtin€iti proti zbiralu. To vodi Se v nadaljnje tanjSanje
curka in povecanije njegove specificne povrsine, kar Se po-
spesi izhlapevanje topila. Proces izdelave se zakljuci z na-
laganjem posusenega nanoviakna na zbiralo (3, 4, 7).

Ena glavnih znacilnosti elektrostatskega sukanja je moznost
vgradnje najrazlicnejSih ucinkovin v viakna z namenom, da
se jim izboljSa bioloSka uporabnost, pospesi raztapljanje
ali doseze nadzorovano sproS¢anje. Poleg tega je mogoca
neprekinjena proizvodnja z nizko porabo energije, zaradi
Cesar je lahko alternativa Siroko uporablianemu zamrzo-
valnemu susenju in susSenju z razprSevanjem (16). Doslej
je nizka stopnja proizvodnje laboratorijsko prilagojenih na-
prav omejevala industrijsko uporabo te tehnologije, a danes
SO na trgu ze razli¢ne reSitve, razvite za razsirjeno proiz-
vodnjo vlaken s poudarkom na farmacevtskih izdelkih (12,
16).

NANOVLAKNA KOT DOSTAVNI
SISTEMI

3.1 VRSTE NANOVLAKEN

Glede na morfologijo in mesto vgradnje ucinkovine locimo
tri glavne kategorije nanovlaken: enoslojna, vecslojna ter
vecplastna nanovlakna (slika 3).

V enoslojnih nanovlaknih je ucinkovina enakomerno raz-
porejena po celotnem viaknu, ki ga sestavlja en polimer
(enokomponentna vlakna) ali meSanica ve¢ polimerov
(veCkomponentna ali kompozitna nanovlakna), ki za-
gotavljajo nacrtovano sproscanje ucinkovine, mehansko
trdnost in elasti¢nost viaken. ObnasSanje enoslojnih nanovla-
ken v telesu je odvisno od topnosti polimera. Nanoviakna iz
hidrofilnin polimerov se v bioloSkih tekocinah hitro raztopijo
in omogocajo takojSnje sproscanje ucinkovine. Pri nanov-
laknih s podaljSanim spro$¢anjem pa je sproScanje ucinkovine
odvisno od erodiranja ali razgradnje uporabljenih polimerov
v bioloSkem okolju oziroma difuzije ucinkovine. Za izdelavo
nanovlaken lahko uporabimo tudi mukoadhezivne polimere,
ki omogocajo daljSi stik s sluznico ali tkivom (4, 17).
Vecslojna nanovlakna so zgrajena iz dveh ali veC slojev
(jedro in zunanji sloj/i) z uc€inkovino v enem ali ve¢ slojih
(18). Izdelamo jih s pomocjo koaksialne Sobe, ki ima ve¢
kanalov in omogoca nastanek vec slojev hkrati. Pri takSnem
nacinu izdelave lahko za notranjo plast nanovlakna upora-
bimo tudi polimere, ki sami po sebi niso zmozni tvoriti na-
novlaken, a s svojimi znacilnostmi pomembno prispevajo
k lastnostim izdelanih nanovlaken (npr. vpliv na stabilnost
in profil sproS¢anja ucinkovine). Glede na strukturo so vec-
slojna nanovlakna lahko ogrodna ali rezervoarna. Pri
ogrodnih veéslojnih nanovlaknih nadzoruje sproScanje
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Slika 3: Precni prerez razlicnih vrst nanovlaken z vgrajeno ucinkovino. Razlicni odtenki sive predstavijajo razlicne polimere oz. razlicne

sloje/plasti, ucinkovina pa je oznacena s &rnimi pikami.

Figure 3: Cross section of different types of nanofibers with incorporated drugs. Different shades of grey represent different polymers or

layers of nanofibers, and drug is represented by black dots.

polimerno ogrodje, v katerem je ucCinkovina enakomerno
porazdeliena. V odvisnosti od ogrodnega polimera lahko
dosezemo takojSnje ali prirejeno sproscanje ucinkovine. Z
ustrezno kombinacijo polimerov lahko dosezemo dvojni
profil spros€anja, pri Cemer se ucinkovina iz zunanjega
sloja sprosti takoj, iz notranjega pa pocasneje (4, 19). Vec-
slojna nanovlakna lahko oblikujemo tudi v obliki rezer-
voarnih nanovlaken, kjer zunaniji sloj tvori prepustno pre-
grado, ki nadzoruje spros¢anje ucinkovine, vgrajene v
notranjem sloju. Rezervoarni tip nanoviaken je primeren
predvsem za podaljSano sproScanje ucinkovin (4, 19, 20).
Vecéplastna nanovlakna dobimo z zaporednim elektrostat-
skim sukanjem plasti raztopin polimera ali polimera z ucin-
kovino na zbiralo. Pri tem nastane sistem, v katerem spodnja
in zgornja plast nanovlaken predstavijata pregrado za spros-
¢anje ucCinkovine, ki je vgrajena v sredinski plasti nanovlaken
(t. i. »senadvic tip« nanoviaken). Za izdelavo tovrstnih sistemov
so primerni predvsem nabrekajoci hidrofilni polimeri (21).

3.2 POLIMERI

Za izdelavo nanovlaken uporabliamo Stevilne biokompati-
bilne naravne in sintezne polimere, ki se razlikujejo po vrsti,
Stevilu in ureditvi monomernih enot, ki doloc¢ajo fizikalno-
kemijske lastnosti (molekulska masa, polarnost, vodotop-
nost in prisotnosti razli¢nih funkcionalnih skupin) (3). V pre-
glednici 1 so zbrani najpomembnejSi polimeri za oblikovanje
razlicnih vrst nanovlaken.

3.3 VGRAJEVANJE UCINKOVIN

Ucinkovino dodamo v raztopino polimera in jo tako nepo-
sredno vgradimo v nanoviakna med samim procesom elek-
trostatskega sukanja ali pa jo adsorbiramo na ze oblikovana
nanovlakna (slika 4) (8, 17). V obeh primerih je lahko ucin-

Polimer in uc¢inkovina
v raztopini za
elektrostatsko sukanje

Disperzija polimera
in nanodelcev z ucinkovino 2s

e 0o

za elektrostatsko sukanje °° o

Adsorpcija ucinkovine
na nanovlakna
po sukanju

Koaksialno sukanje z

5 ; it | + g
ucinkovino v notranjosti =

Slika 4: Nacini vgrajevanja ucinkovine v nanoviakna. Barva raztopine
pred sukanjem se ujema s slojem nanovlakna po sukanju. Barve
predstavijajo razli¢ne polimere.

Figure 4: Different drug loading techniques in nanofibers. Colours of
original dispersions correlate with nanofiber layers after
electrospinning. Colours represent different polymers.
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Preglednica 1: Pregled nanovlaken glede na kinetiko sproscanja in primeri polimerov za njihovo izdelavo.
Table 1: Summary of nanofibers with different release kinetics and polymers for their formulation.

Nanovlakna s takojSnjim sprosc¢anjem

« Sintezni polimeri: polietilenglikol (PEG) (22), polivinilalkohol (PVA) (23), polimlecna
kislina (PLA), polivinilpirolidon (PVP) (24), poliakrilati, Soluplus® (polivinil kaprolaktam-

Enokomponentna polivinil acetat-polietilenglikol razvejan kopolimer) (8, 23, 24)
nanovlakna . . S ) o o
* Naravni in polsintezni polimeri: hitosan, alginat, dekstran, kolagen, zelatina, fibroin
(protein svile) (25)
VeCkomponentna + Soluplus® in PVA; poloksameri in PEG; alginat in PEG (15); hitosan in PEG (26); PVP in
nanoviakna PVA (27)

Nanovlakna s podaljSanim spro$¢anjem

Enoslojna ogrodna
nanovlakna

kisline (PLGA) (3)

natrijev alginat in gelan (8)

* Polikaprolakton (PCL) (28), hidroksipropilmetilceluloza, kopolimer mleCne in glikolne

« Polikaprolakton in zelatina, polikaprolakton in hitosan, PVA in etilhidroksietilceluloza,

Vecslojna ogrodna
nanovlakna

* Polikaprolakton (zunanii sloj) in PVA (jedro) (20), PMMA (zunaniji sloj) in PVA (jedro) (18);
PLGA (zunaniji sloj) in PVP (jedro) (19)

Vecslojna rezervoarna
nanovlakna

+ Polimle¢na kislina (PLA) in tiohitosan (zunaniji sloj) in PEG (jedro) (8, 29)
« Glicerol monostearat (zunanji sloj) in etilceluloza (jedro) (30)

Vecplastna nanovilakna

« Zelatina (zunaniji plasti) in Zelatina z uginkovino (notranja plast) (21)

Nanovlakna z ve¢faznim spros¢anjem

Vecslojna ogrodna
nanovlakna

* PEG (zunanii sloj) in PLA (jedro) (31)

Nanovlakna z zakasnelim sprosc¢anjem

Temperaturno odzivna
nanovlakna

« Poli(N-izopropilakrilamid) in etilceluloza (32)

pH odzivha nanoviakna

+ Eudragit RS100, Eudragit S100 (derivata polimetilakrilne kisline) (33)

kovina v tekodi disperziji (raztopina, emulzija ali suspenzija)
raztopliena, emulgirana ali suspendirana. U¢inkovino (samo
ali vgrajeno v nanodelce) lahko tudi adsorbiramo na na-
noviakna (slika 4). Z adsorpcijo specificnih ligandov (npr.
protitelesa, folna kislina) lahko pove¢amo funkcionalnost
nanovlaken. V nanovlakna lahko vgrajujemo male molekule
ucinkovin, peptide in proteine, nukleinske kisline in celice
(11, 12, 34). Aktualno je vgrajevanje celic in bakterijskih
spor v nanoviakna za namen obnove in podpore mikrobiote
na mestu delovanja (34). Nanovlakna izdelujemo z name-
nom doseganja lokalnega ali sistemskega delovanja vgra-
jene ucinkovine (4).

3.4 PROFILI SPROSCANJA UCINKOVIN
IZ NANOVLAKEN

Poleg morfoloskih lastnosti je zelo pomembna lastnost na-
novlaken tudi sposobnost dostave ucinkovine z izbrano

kinetiko sprosCanja. SproSCanje ucinkovin iz nanovlaken
je lahko takojsnje ali prirejeno (slika 5), kar je odvisno od
vrste polimera oz. njihovih zmesi ter od strukture nanovla-
ken (4). Primeri polimerov in struktur nanovliaken za dose-
ganje doloCene kinetike sproS¢anja so navedeni v pregled-
nici 1.

Iz nanovlaken s takoj$njim spro$éanjem se ucinkovina
sprosti zelo hitro. Pri u€inkovinah z dobro vodotopnostjo
in hitro absorpcijo lahko s takSnimi nanovlakni hitro dose-
zemo terapevtski ucinek (npr. v nekaj minutah). K hitremu
sproscéanju ucinkovin pomembno prispeva tudi velika spe-
cifi¢na povrsina nanovlaken. Ob ustrezni izbiri polimera
lahko takojSnje sproS¢anje dosezemo z enoslojnimi ali vec-
slojnimi nanovlakni z ucinkovino le v zunanjem sloju (8,
28). Pri slabo vodotopnih ucinkovinah je izziv vedji; hitrost
raztapljianja slednjin lahko med drugim izboljSamo s pri-
pravo stabilne amorfne oblike ucinkovine v nanovlaknu
(11). Za pripravo slednjih je pomembno, da za raztapljanje
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Slika 5: Razlicni profili sproscanja ucinkovine iz nanoviaken: neprirejeno oz. takojSnje sproséanje in prirejeno (podaljSano, vecfazno in

zakasnelo) sproscanje.

Figure 5: Different profiles of drug release from nanofibers: immediate release and modified release (prolonged release, multiphase release

and delayed release).

polimera in ucinkovine izberemo topilo, ki zelo hitro in v
celoti izhlapi. Sam proces elektrostatskega sukanja mora
biti dovolj hiter, da preprecimo kristalizacijo ucinkovine med
oblikovanjem nanovlakna (8).

Farmacevtske oblike s prirejenim sproS¢anjem, ki vklju-
cujejo podaljsano, vecfazno in zakasnelo sproScanje, se
od oblik s takojsnjim sproscanjem razlikujejo v hitrosti in/ali
mestu sproscanja ucinkovine. V primerjavi s takojSnjim
sproS¢anjem je za tovrstne sisteme znacilno poCasnejSe
sproS¢anje ucinkovine ali z dolocenim casovnim zamikom,
mozno pa je tudi podaljSano spros¢anje ucinkovine skozi
daljSe ¢asovno obdobje. Ti sistemi so primerni za nadzo-
rovano dostavo uc¢inkovine na izbrano mesto aplikacije (4,
8).

Za podaljSano sproscanje je znacilna po¢asna kinetika
sprosc¢anja ucinkovine skozi doloc¢en ¢as (ve¢ dni, tednov
ali mesecev), bolj konstantna koncentracija ucinkovine v
krvi in s tem povezana manjSa moznost nezelenih ucinkov
(8). Primerna so predvsem enoslojna nanovlakna iz hidrof-
obnih polimerov, pa tudi rezervoarna ter vecplastna na-
novlakna (slika 3). Torej je poleg strukture nanoviaken bi-
stvena tudi izbira primernega polimera (preglednica 1).
SproS¢anje ucinkovine iz taksnih nanovliaken je nadzoro-
vano z difuzijo uc¢inkovine skozi polimerno ogrodje (PCL),
erozijo (hitosan) ali razgradnjo polimernega ogrodja (PLGA)
(4, 8, 35).

Za farmacevtske oblike z veéfaznim sproséanjem je
znacilno sproS¢anje ucinkovine z razlicnimi kinetikami
spros¢anja v razliénih ¢asovnih intervalih. To najlazje do-
sezemo z vecslojnimi nanovlakni, pri katerih zunanji sloj
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zagotovi takojsnje sproS&anje, notranji pa zakasnelo ali po-
daljSano spros&anje. Tudi v tem primeru velja, da je poleg
strukture nanovlaken bistvena izbira primernih polimerov,
ki omogocajo razli¢ne kinetike spros¢anja (31).
Zakasnelo sproscanje lahko dosezemo z ve&slojnimi
nanovlakni ali z nanovlakni iz polimerov, odzivnih na dra-
Zljaje (t. i. inteligentni polimeri). Sledniji vsebujejo funkcio-
nalne skupine, ki se odzivajo na dologene dejavnike v
okolju (npr. na majhne spremembe vrednosti temperature,
pH, ionske modi ali elektromagnetnega polja) in na ta
nacin spreminjajo lastnosti polimera. S tem uravnavajo
spro$¢anje vgrajene ucinkovine iz nanovlaken. Taksni po-
limeri so zelo aktualni za naértovanje dostavnih sistemoyv,
namenjenih ciljani dostavi u¢inkovine in spros¢anju na to-
¢no dolo¢enem mestu v prebavnem traktu ali drugje v te-
lesu (4, 8, 32).

Temperaturno odzivna nanovlakna se spremenijo in
sprostijo ucinkovino ob spremembi temperature zaradi
segrevanja pod vplivom telesne temperature ali pa zaradi
umetnega poviSanja s segrevanjem z infrardeCo svetlobo
(32). pH odzivna nanovlakna uporabljamo za dostavo
ucinkovine na dolo¢eno mesto v prebavnem traktu. Primer
tovrstnega sistema so gastrorezistentna nanovliakna, ki
sprostijo uc¢inkovino v dvanajstniku, ter nanovliakna, ki
sprostijo ucinkovino na zacetku debelega Crevesja (33).
Velika prednost nanovlaken, ki sicer prestavljajo relativno
novo obliko dostavnih sistemov, je njihova vsestranska
uporabnost. Z izbiro ustreznih polimerov, strukture nanov-
laken ter parametrov elektrostatskega sukanja lahko do-
sezemo prakti¢no vse uveljavliene kinetike spros¢anja ucin-
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kovine. Omogocajo tudi vgradnjo ucinkovine v amori
obliki in njeno stabilnost skozi daljSe ¢asovno obdobije.
Kon&ne farmacevtske oblike za nanovlakna so tablete,
kapsule in orodisperzibilne farmacevtske oblike (nanoviakna
pred polnjenjem ali stiskanjem zmeljejo) ter vsadki in zdra-
vilni oblizi (4, 8, 12).

TKIVNO INZENIRSTVO

Tkivno inzenirstvo je del regenerativne medicine, ki celicam
zagotavlja umetno zunajcelino ogrodje (scaffold). Omo-
goca pritrievanje, naseljevanje, diferenciacijo, rast in ra-
zmnozevanije celic. Tako pripravljen tkivni nadomestek pre-
nesemo na poskodovano tkivo, kjer spodbuja njegovo
obnovo. Tkivni nadomestek sestavljajo ogrodje iz polimer-
nih nanovlaken, tkivno specificne celice in rastni dejavniki
ali u¢inkovine (9). Za izdelavo tak$nih nanovlaken pogosto
uporabliamo naravno pridobliene polimere zaradi dobre
tkivne biokompatibilnosti, podobnosti z zunajcelicnim
ogrodjem in moznostjo pristnih interakcij s celicami (6).
Tudi sintezne polimere lahko zasnujemo tako, da posne-
majo zunajceli€no ogrodije in dostavijo ter sprosc¢ajo rastne
dejavnike in sorodne spojine kot odziv na fizioloske signale.
S tem posnemajo naravni proces celienja, spodbujanja
obnove tkiva in zmanjSujejo brazgotinjenje. Tkivni nado-
mestki sluzijo kot opora za razrast celic in obnovo tkiva.
Nadomestki morajo posnemati specificne biokemijske,
strukturne in mehanske lastnosti bioloSkega tkiva, a ne
smejo povzroCati negativnega imunskega odgovora (36,
37). Nanovlakna morajo zagotavljati podporo in spodbujati
naseljevanje ter razmnozevanje celic toliko ¢asa, dokler se
tkivo ne obnovi. Poleg intrinzi¢nih lastnosti nanoviaken pa
lahko obnovo tkiva izboljSamo z vgrajevanjem rastnih de-
javnikov v nanovlakna, ki spodbuijajo delienje celic in njihovo
naseljevanje na obmocije poskodbe (38). Z vidika odstra-
nitve tkivnega nadomestka z mesta obnove tkiva je pri na-
Srtovanju zelo pomembno, da se hitrost razgradnje na-
novlaken ujema s hitrostjo obnove tkiva (39). Raziskave
kazejo boljSe rezultate tkivnih nadomestkov iz naravnih
materialov (40). Na moznost infiltracije celic in njihovo ra-
zrast imata velik vpliv debelina nanovlaken in velikost por,
zato je priprava tridimenzionalne zgradbe podpornega
ogrodja zelo pomembna. S pripravo slednjega z elektro-
statskim sukanjem lahko dosezemo primerne strukturne
lastnosti in hkrati nadzorovano spro$¢anje vgrajene ucin-

kovine. Nanovlakna kot tkivni nadomestki so v obliki razli-
¢no velikin poroznih membran ali vsadkov in sluzijo kot
podlaga za gojenje tkivnih celic in omogocajo njihov prenos
z gojis¢a v Kliniko in samo aplikacijo (41, 42).

4.1 KOZA IN CELJENJE RAN

Tkivni nadomestki sodelujejo pri celjenju ran in nadomes-
¢ajo fizioloske funkcije koze. Omogocati morajo dostop
kisika ter spodbujati keratinocite k naseljevanju in razmno-
zevanju ter strukturiranju posameznih koznih plasti. Po
drugi strani pa imajo tudi zaScitno vlogo, saj preprecujejo
vdor mikroorganizmov v poskodovano tkivo. Glavne celice,
ki sodelujejo pri obnovi koze, so keratinociti. Na membrano
naselimo keratinocite, ki se pritrdijo in razmnozujejo na na-
novlaknih. Ce tkivni nadomestek s keratinociti dodamo na
poskodovani del koze, ti pospesijo njeno obnovo s spros-
¢anjem rastnih dejavnikov. Podporna membrana iz nanov-
laken keratinocitom nudi tudi ustrezno zascito pred zuna-
njim okoljem. Polimeri, ki jih uporabljamo za izdelavo koznih
tkivnin nadomestkov na osnovi nanovlaken, so poliuretani,
kopolimer mleCne in glikolne kisline in derivati ter polika-
prolakton (6, 9, 38, 43).

4.2 PODPORNA MEMBRANA ZILNE
STENE

Zile so sestavijene iz ve¢ tkivnih plasti. Takéni morajo biti
tudi Zilni nadomestki na osnovi nanovlaken, saj Zelimo, da
je obnovljena zila primerljiva ostalim. Poleg strukturne pod-
obnosti z zilno steno mora ziini nadomestek vzdrzati tudi
pulziranje krvnega tlaka zaradi bitja srca. Shema izdelave
podporne membrane zilne stene je prikazana na sliki 6.
Podporna membrana iz nanovlaken za zilno steno je se-
stavljena iz veC plasti, ki vkljucujejo razlicne kombinacije
polimerov glede na funkcijo plasti: protein svile fibroin, ze-
latino, kolagen, polikaprolakton, polimle¢no kislino in po-
liuretane (9, 43).

4.3 DRUGE MOZNOSTI UPORABE

Nanovlakna uporabliamo tudi za obnovo in delno nado-
mestitev funkcije v kostnem tkivu, hrustancu, ligamentih,
tetivah in za gojenje perifernin nevronov. Za nadomestitev
oporne funkcije kostnega tkiva morajo imeti tkivni nado-
mestki ustrezno mehansko trdnost, kar bolnikom omogoca
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Figure 6: lllustrative scheme of preparation method for supportive

tubular scaffold membrane; PDSM (polydimethyisiloxane).

povrnitev fizioloSke funkcije. Glavne celice za obnovo kost-
nega tkiva so osteoblasti in hondrociti, ki jih nasadimo na
podporno ogrodije iz nanovlaken. Ogrodje mora omogodcati
infiltracijo hondrocitov in osteoblastov, ki po dolo¢enem
Casu nadomestijo organski del kostnine in spodbujajo kal-
cifikacijo kosti (26, 41, 44). Za izdelavo kostnih vsadkov
uporabliamo kombinacije biolosko razgradljivin naravnih in
sinteznih polimerov, najpogosteje polimlecno kislino, ko-
polimer mle¢ne in glikolne kisline, polikaprolakton in kolagen
9).

Nevronov trenutno Se ne moremo nadomestiti z nanoviakni,
lahko pa izdelamo podlago za njihovo rast in obnovo. Pod-
laga iz nanovlaken mora omogocati rast celic v isto smer,
kot so nevroni usmerjeni v perifernem zivcu. Za to upora-
bliamo vzporedno urejena nanovlakna iz polianilina in poli-
kaprolaktona, izdelana z elektrostatskim sukanjem na zbi-
ralo v obliki vrteCega valja. Za spodbujanje rasti vgradimo
v nanovlakna nevrotrofi¢ne in rastne dejavnike glia celic, ki
usmerjajo rast in pospesujejo delitev (9).

Za obnovo hrustanca potrebujemo porozen, mehansko
stabilen vsadek, ki omogoca infiltracijo in pritrjevanje hon-
drocitov (45). Za obnovo ligamentov in tetiv so potrebne
podobne lastnosti, vendar je treba zagotoviti tudi vzporedno
usmerjenost nanovlaken, ki zagotavlja dobro natezno
trdnost. Nanovlakna iz polikaprolaktona, kolagena tipa 2 in
hitosana ustrezajo lastnostim za obnovo navedenih tkiv (9).

POGLED V PRIHODNOST

Kljub velikim prednostim, ki jin prinagajo nanovlakna, jih na
evropskem in ameriSkem trgu regulatorni organi Se niso
odobrili za uporabo v zdravilih. Prve materiale z nanovlakni
je odobrila ameriSka Agencija za hrano in zdravila (FDA) za
zobne zalivke (46). Zaradi nanovelikosti so regulatorni or-
gani previdni pri odobritvi nanomaterialov, saj ima vsak
material nanovelikosti specificne lastnosti, zato je treba iz-
vesti ve€ biokompatibilnostnih raziskav kot za delce iz ena-
kega materiala vecjih velikosti. Sestava in tehnoloski po-
stopek odlocilno vplivata na fizikalno-kemijske lastnosti
nanovlaken in spros¢anje ucinkovine v primeru dostavnega
sistema, poleg tega v primeru tkivninh nadomestkov tudi
na strukturne in mehanske lastnosti. Razvoj in izdelava
kompozitnih nanovlaken, ki temeljijo na zdruzevaniju razli-
¢nih polimerov, obetata zelo natancno prilagajanje lastnosti
nanovlaken dolo¢enemu namenu uporabe in Sirita nabor
dostavnih sistemov in tkivnih nadomestkov za zdravljenje
raznih bolezni. Kljub velikemu znanstvenemu napredku na
tem podrodju pa razvoj industrijske proizvodnje taksnih
dostavnih sistemov le pocasi napreduje. Potrebno je Se
vec¢ Kliniénih raziskav in razvoj novih pristopov za izdelavo
in vrednotenje dostavnih sistemov in vsadkov iz nanovla-
ken. V bliznji prihodnosti pricakujemo uspesnejSi prenos
izsledkov iz raziskovalnih in razvojnih laboratorijev v proiz-
vodnjo in klinicno uporabo.
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uvoD

Farmacija je visokoinovativno podrocje, za katerega je zna-
Cilen hiter napredek, o emer pri¢a podatek, da je ameriSka
Uprava za hrano in zdravila (Food and Drug Administration,
FDA) v zadnjih dveh desetletjih vsako leto odobrila 20 do
25 novih zdravil; to Stevilo pa se je v zadnjih letih povzpelo

POVZETEK

Z uspesnim razvojem Stevilnih nanodostavnih si-
stemov za vnos zdravilnih ucinkovin in diagnostikov
v zadnjih Sestdesetih letih se je uveljavilo tudi po-
dro&je nanoteranostikov. Ti multifunkcionalni sistemi,
ki vsebujejo terapevtsko in diagnostiéno kompo-
nento, omogocajo bolj ucinkovito in posamezniku
prilagojeno zdravljenje ter neinvazivno zgodnjo dia-
gnostiko bolezni in/ali spremljanje zdravlienja. Zaradi
Stevilnih prednosti predstavljajo nanoteranostiki po-
memben korak od pristopa »enega zdravila, ki
ustreza vsem« k posamezniku prilagojenemu zdra-
vlienju. Kljub bliskovitemu razvoju pa ostajajo dolo-
¢eni izzivi, s katerimi se bo treba soociti, ¢e zelimo,
da bodo nanoteranostiki uspesno presli iz raziskav
v kliniéno uporabo.

KLJUCNE BESEDE:
diagnostika, nanodostavni sistemi, personalizirana
medicina, teranostika, zdravljenje

ABSTRACT

Successful development of numerous nanodelivery
systems for drugs and diagnostics in the past 60
years has introduced also the field of nanothera-
nostic. These multifunctional systems, which com-
bine therapeutic and diagnostic components, en-
able more efficient, individually adjusted therapy,
and non-invasive and rapid early diagnostics or al-
low monitoring of the treatment progress. Due to
the number of advantages nanotheranostics repre-
sent an important step from the concept of »one
medicine fits all« towards patient-tailored therapy.
Despite the rapid development of nanotheranostics,
there are still some challenges to be addressed in
the future, to enable their successful translation
from research to clinical practice.

KEY WORDS:
diagnostics, nanosized drug delivery systems, per-
sonalized medicine, theranostics, therapy

na 40 do 50 (1). Le v letu 2019 je Evropska agencija za
zdravila (European Medicines Agency, EMA) odobrila kar
66 novih zdravil, med katerimi jih je 30 vsebovalo nove
ucinkovine (2). O hitrem razvoju farmacije pri¢ajo tudi Ste-
vilne nove farmacevtske oblike in novi dostavni sistemi, ki
S0 bili razviti v zadnjih 70 letih. Nekaj pomembnih mejnikov
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na podroc¢ju farmacije med drugim predstavijajo regulatorna
odobritev farmacevtskih oblik s podaljSanim sproS¢anjem
(1952), inhalatorjev (1956), transdermalnih oblizev (1979),
rekombinantnih inzulinov (1982), mikrosfer (1984), liposo-
mov (1995), nanodelcev (2005), tridimenzionalno natisnje-
nih zdravil (2015), genskega zdravljenja in digitalnih zdravil
(2017) (3).

Razvoj farmacije se iz pristopa »enega zdravila, ki ustreza
vsem« (»one medicine fits all<) preusmerja v t. i. personali-
zirano medicino, ki temelji na pristopu posamezniku prila-
gojenega zdravlienja na osnovi genetskih preiskav in od-
krivanja bioloSkih oznacCevalcev bolezni. Poleg tega tak
pristop zagotavlja spremljanje in napovedovanije terapevt-
skih ucinkov z uporabo razliénih slikovnih tehnik (4). Ob
mnozici inovativnih pristopov personalizirane medicine se
poraja vprasanje, kaj sledi. Bi lahko pomemben korak k
personalizirani medicini naredili nanoteranostiki?

NANOTEHNOLOGIJA IN
RAZVOJ ZDRAVIL

Zametke nanotehnologije je na zemljevid znanosti leta 1959
v svojem znamenitem predavanju z naslovom »There's
Plenty of Room at the Bottom« postavil Richard Feynman,
ki je napovedal, da bomo v prihodnosti izdelovali izdelke vi-
soke kompleksnosti — nanoizdelke (5). Danes, Sest desetletij
pozneje, je nanotehnologija eno izmed Kkljucnih podrodij na-
predka, tako v znanosti nasploh kot v farmaciji.

Vse od raziskav in razvoja prvih nanodelcev za dostavo
ucinkovin, ki so jih razvili v skupini Petra Paula Speiserja v
poznih Sestdesetih letih prejSnjega stoletja, pa do danes je
bilo razvitih mnogo nanozdravil (6). Pogosto prihaja do zmot-
nega enacenja celotne skupine nanozdravil z le eno tehno-
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vodotopnost
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Slika 1: Prednosti nanodostavnih sistemov pred dostavnimi sistemi vecjih velikosti.
Figure 1: Advantages of nano drug delivery systems compared to larger drug delivery systems.
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loSko obliko, in sicer z nanodelci, ki so definirani kot delci s
premerom v nanometrskem obmocju (7). Velja pa poudariti,
da nanozdravila ne temeljijo vedno na nanodelcih, ampak
so lahko njihova osnova tudi nanomateriali drugacnih oblik.
Nanozdravila predstavljajo zdravila, ki izkoris&ajo edinstvene
fizikalne, kemijske in bioloske lastnosti nanomaterialov in so
izdelana s pomocjo nanotehnologije z namenom preprece-
vanja, diagnosticiranja ali zdravlienja bolezni (8). Ravno zaradi
omenjenih edinstvenih lastnosti izkazujejo nanodostavni si-
stemi Stevilne prednosti v primerjavi z dostavnimi sistemi
vecjih velikosti (slika 1) in imajo zato velik potencial za upo-
rabo na razli¢nih podrodjih v biomedicini (9—11).

V zadnjem desetletju so izsledki raziskav na podrocju far-
macevtske nanotehnologije posegli na Stevilna podrocja
biomedicine, kot so dostava ucinkovin v mozgane, zdra-
vlienje bolezni tretjega sveta (tuberkuloze, malarije, okuzb
z virusom HIV), regenerativha medicina, zdravljene diabe-
tesa, nevrodegenerativnih, avtoimunskih, vnetnih, sréno-
Zilnih in plju¢nih bolezni. Najve¢ raziskav je trenutno na
podro¢ju uporabe nanodostavnih sistemov za zgodnje od-
krivanje in zdravljenje rakavih bolezni. Poleg tega nanodo-
stavni sistemi veljajo za obetavne tudi na drugih aktualnih
podrocjih, kot so dostava bioloSkinh makromolekul (nuklein-
skih kislin, peptidov in proteinov), boj proti bakterijski od-
pornosti na antibiotike in nenazadnje razvoj nanoterano-
stikov (12, 13).

Kljub hitremu razvoju farmacevtske nanotehnologije pa da-
nes na trgu ni veliko nanozdravil. Glavni razlogi, ki ovirajo
hitrejSi preboj inovativnih nanozdravil na trg, so zapleteni
tehnoloski postopki, omejena ucinkovitost in vivo ter po-
manijkljivo poznavanje njihove varnosti (12). Poleg nacrto-
vanja in razvoja novih nanodostavnih sistemov ter tehnologij
njihove izdelave je prav prouCevanje njihovih lastnosti, s
poudarkom na varnosti in u€inkovitosti, klju¢nega pomena
za njihov prehod iz raziskav v klinicno uporabo.

NANOTERANOSTIKI

Pogost izziv, s katerim se sreCujejo zdravniki v vsakdanii
klini¢ni praksi, so razlike med posameznimi bolniki, kar po-
sledi¢no vodi do razlitnega porazdelievanja zdravilnih ucin-
kovin, razli¢ne ucinkovitosti zdravijenja in razli¢nih nezelenih
ucinkov. Personalizirana medicina, ki se ukvarja s prilaga-
janjem zdravljienja posameznemu bolniku in katere cilj je
dostava ustrezne uc€inkovine ustreznemu bolniku ob ustrez-
nem Casu (13), vklju€uje uporabo inovativnih dostavnih si-
stemov, med katerimi so tudi nanoteranostiki. Le-ti so zelo
aktualni v raziskavah, kar kaze tudi Stevilo objav na temo
nanoteranostikov v zadnjem desetletju (slika 2).
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Slika 2: Stevilo objav na temo nanoteranostikov v letih 2009-2020 (vir: podatkovna baza PubMed; iskalni niz: »nanotheranostics«, datum

dostopa 22. 12. 2020).

Figure 2: The publication record on nanotheranostics in years 2009-2020. The search was performed on 22th of December 2020 with the

following query »nanotheranostics« (database: PubMed archive).
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Kot teranosticni pristop se pogosto pojmuje ze samo pri-
lagajanje zdravljenja na podlagi rezultatov razli¢nih diagno-
sti¢nih testov in vitro s podrocja genomike, epigenomike,
transkriptomike, proteomike, metabolomike in proucevanja
bioloskih oznacevalcev. Nanoteranostika gre Se korak dlje
in poleg zdravljenja omogoca tudi diagnostiko in vivo, ki jo
izvajamo pred, med ali po zdravljenju in na podlagi rezul-
tatov tudi ustrezno prilagajamo potek zdravljenja bolnika
(4, 14, 15). Nanoteranostik tako predstavija multifunkcio-
nalen nanodostavni sistem, v katerem sta zdruzeni dia-
gnosti¢na in terapevtska komponenta (13), zato omogoca
so¢asno zdravljenje in spremljanje dostave ucinkovine,
spros¢anja ucinkovine ali u€inkovitosti zdravljenja (4).

3.1 SESTAVA NANOTERANOSTIKOV

Osnovna gradnika vsakega nanoteranostika sta terapevt-
ska in diagnosti¢na komponenta, ki sta vgrajeni v ustrezen
dostavni sistem ali obdani z ustrezno oblogo (slika 3) (12).
Terapevtsko komponento v vedini primerov predstavija
zdravilna ucinkovina, ki je na dostavni sistem vezana (ne)ko-
valentno, fizikalno ujeta v ogrodje dostavnega sistema ali
pa je kovalentno vezana neposredno na diagnosticno kom-
ponento in skupaj z njo vkljuCena v ogrodje dostavnega
sistema. V organizmu se lahko ucinkovina iz dostavnega
sistema sprosti brez ali pod vplivom specifi¢nih drazljajev
(npr. pH, temperatura, ionska moc¢, prisotnost encimoy,
radiofrekvencno elektromagnetno valovanje, magnetno po-
lie) in z vezavo na taréno mesto sprozi farmakoloski ucinek
(12, 16). Najpogosteje so zdravilne ucinkovine, ki so vgra-
jene v nanoteranostike, protitumorne ucinkovine ali nu-
kleinske kisline (npr. DNA, siRNA). Za doseganje terapevt-
skega ucinka pa lahko izkoris€amo tudi edinstvene lastnosti
samega nanoteranostika brez vgrajene ucinkovine (16).
Primer takSnega sistema so nanoteranostiki, osnovani na
superparamagnetnih nanodelcih zelezovega oksida (su-

perparamagnetic iron oxide nanoparticles, SPIONs), ki ob
izpostavitvi izmeniénemu magnetnemu polju povzrodijo se-
grevanje okoliSkega tkiva na temperaturo > 43 °C, kar
imenujemo magnetna hipertermija. Ta ucinek lahko izko-
ris¢amo za selektivno uniCenje rakavih celic, saj so le-te
na poviSano temperaturo bolj obcutljive kot zdrave celice
(17). Nekateri dostavni sistemi lahko terapevtski ucinek
brez dostave ucinkovine sprozijo tudi kot fotosenzibilizatorji
v fotodinami¢nem zdravljenju, npr. SPIONI, kvantne pike
in nanodelci zlata (17, 18).

Diagnosti¢na komponenta omogoc¢a neinvazivno sprem-
lianje mesta nahajanja dostavnega sistema v organizmu.
Tako lahko spremljamo bodisi porazdeljevanje dostavnega
sistema v organizmu, spros$€anje ucinkovine iz sistema v
tarénem tkivu (kovalentna vezava diagnosti¢ne kompo-
nente z ucinkovino) ali uCinkovitost zdravijenja (3, 11). V
odvisnosti od izbrane metode vizualizacije se v nanotera-
nostikih kot diagnosti¢ne komponente uporabljajo razli¢ne
snovi (preglednica 1) (12, 19).

Ker ima vsaka metoda vizualizacije svoje prednosti in po-
manjkljivosti, je pogosto smiselno, da v enem sistemu
zdruzimo vec razlicnih diagnosti¢nih komponent in tako
izboljSamo diagnostiko z uporabo komplementarnih metod
vizualizacije. Tak primer so kombinacije nanodelcev Zele-
zovega oksida s cianobarvilom (20), nanokapsulami zlata
(21), kvantnimi pikami (22), fluoroforom (23) ali radionukli-
dom (24). Bistveno pri izboru diagnosti¢ne komponente
je, da le-ta omogoca zgodnje odkrivanje bolezni, sprem-
lianje farmakokinetike dostavljene zdravine ucinkovine ali
spremljanje odziva na zdravljenje (15).

Tretja komponenta nanoteranostika je dostavni sistem, ka-
terega glavna naloga je soCasna dostava terapevtske in
diagnosti¢ne komponente do ustreznega tarCnega mesta,
v ustrezni koncentraciji in ob ustreznem ¢asu. Dostavni si-
stem je pomemben tudi za zagotavljanje funkcionalnih sku-
pin za vezavo ligandov za ciliano dostavo ali ucinkovine.

Preglednica 1: Najpogosteje uporabljane diagnosticne komponente v nanoteranostikih. *PET — pozitronska emisijska tomografija, SPECT —

enofotonska emisijska racunalniska tomografija (12, 19).

Table 1: The most commonly used diagnostic components in nanotheranostics. *PET — positron emission tomography, SPECT — single-

photon emission computed tomography (12, 19).

Diagnosticha komponenta

Metoda vizualizacije

Opticno aktivne majhne molekule

merjenje fluorescence ali bioluminiscence

Kovinski oksidi

magnetno resonan¢no slikanje

Ultrazvocna kontrastna sredstva (npr. mikromehurcki)

sonografija

Radionuklidi

y-scintigrafija (npr. PET, SPECT)

Zlato

racunalniska tomografija

Jod

racunalniska tomografija
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Slika 3: Shematski prikaz nanoteranostika.
Figure 3: Schematic representation of nanotheranostic.

Y

Poleg tega povrsinske lastnosti dostavnega sistema mocno
vplivajo na stabilnost koloidne disperzije nanoteranostika.
Dostavni sistem je lahko z diagnosti¢nega in terapevitskega
vidika inerten ali pa ze sam predstavlja diagnosti¢no in/ali
terapevisko komponento (npr. nanodelci zlata, SPIONi,
kvantne pike) (19). Najpogosteje za izdelavo nanoterano-
stikov uporabliamo materiale, ki so ze dobro raziskani in
poznani za izdelavo nanodostavnih sistemov. Tako je pri
izdelavi nanoteranostika potrebna le nadgradnja obstoje-
¢ega nanodostavnega sistema z vgradnjo diagnosti¢ne
komponente. Med drugim kot gradnike dostavnih sistemov
uporabliamo kovinske okside, kovine, zlato, silicijev dioksid,
ogliik, polimere, lipide, proteine in peptide (17, 19). Dodati
velja Se, da lahko uc¢inkovino oz. terapevtsko komponento
vgradimo tudi v oblogo, ki obdaja jedro z diagnosti¢no
komponento (npr. obloga siliciievega dioksida, ki obdaja
skupke SPIONov) (25).

Pri razvoju nanoteranostika, torej zdruzevanju diagnosti¢ne
in terapevtske komponente v en sam (dostavni) sistem,
moramo dobro poznati lastnosti posameznih komponent
in njuno kompatibilnost. Zgodi se lahko, da se lastnosti

komponent zaradi vgradnje v nanoteranostik spremenijo
ali celo »izgubijo« (npr. zdravilna ucinkovina ni ve¢ farma-
kolosko aktivna, zdravilna ucinkovina prepreci ucinek kon-
trastnega sredstva) ali pa ob zdruzevanju komponent v en
sistem ne dosezemo Zelenega sinergisticnega ucinka zdra-
vlienja in zato razvoj takSnega sistema ni smiseln (19).
Poleg tega lahko vkljuCevanje kakrsnih koli drugih kompo-
nent v osnovni dostavni sistem pomembno spremeni nje-
govo farmakokinetiko (16).

3.2 RAZDELITEV NANOTERANOSTIKOV

Nanoteranostiki se med seboj razlikujejo v Stevilnih lastno-
stih, kot so oblika, velikost, sposobnost in nacin ciljanja
tarCnega tkiva, vrsta vgrajene diagnosticne komponente
in posledi¢no metoda vizualizacije v organizmu ter nena-
zadnje osnovni material, iz katerega je izdelan dostavni si-
stem (12). V literaturi najdemo razli¢ne delitve nanoterano-
stikov na osnovi njihove strukture (19), metode vizualizacije
sisterma (13, 19) in osnovnega materiala za izdelavo do-
stavnega sistema (17, 26, 27) (slika 4).
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Na osnovi metode
vizualizacije sistema:

- magnetna resonanca (MRI);

- sonografija oz. ultrazvo¢no

slikanje (UZ);

- opti¢na vizualizacija
(fluorescenca,
bioluminiscenca);

- y-scintigrafija: pozitronska

emisijska tomografija (PET)
in enofotonska emisijska
racunalniska tomografija
(SPECT);

- racunalniska tomografija

Na osnovi strukture:

- polimerni konjugati;

- dendrimeri;

- vezikli;

- miceli;

- nanokapsule in nanosfere;
- mikromehurcki;

- (ogljikove) nanocevke;

- ostale strukture.

Na osnovi materiala za
izdelavo:

- superparamagnetni
nanodelci Zelezovega oksida;

| - kvantne pike;

- nanodelci zlata;

- nanodelci mezoporoznega
silicijevega dioksida;

- polimerni nanodelci in
miceli;

- trdni lipidni nanodelci;

(CT);
- fotoakusticno slikanje;

- povrsinska plazmonska
resonanca;

- ostale metode.

Slika 4: Razlicne razdelitve nanoteranostikov.
Figure 4: Different classifications of nanotheranostics.

- ogljikove nanocevke;

- ostali materiali.

3.3 PREDNOSTI NANOTERANOSTIKOV

Zaradi svoje velikosti izkazujejo nanoteranostiki, tako kot
drugi nanomateriali, edinstvene fizikalne, kemijske in bio-
loske lastnosti (slika 1). Glavni prednosti nanoteranostikov
sta ucCinkovita diagnostika in zdravljenje bolezni, kar je
tudi poglavitni cilj personalizirane medicine.

Nanoteranostiki so multifunkcionalni sistemi, ki omogocajo
prilagajanje zdravljenja posamezniku (16). Z vklju¢eno dia-
gnosti¢no komponento takSni sistemi omogocajo nein-
vazivno, hitro in ucinkovito zgodnjo diagnostiko, poleg
tega pa s kombinacijo ve¢ razli¢nih tehnik vizualizacije
omogocajo zaznavo in odkrivanje majhnih tumorskih lezij,
ki so za konvencionalne metode vizualizacije nezaznavne
(18, 27). Z vidika diagnostike in prilagajanja zdravljenja
bolniku je izrednega pomena tudi dejstvo, da nanotera-
nostiki omogocajo spremljanje ucinkovitosti zdravljenja
hitreje in neodvisno od tradicionalnih izidov zdravljenja, ki
se obi¢ajno pokazejo Sele po doloCenem cCasu. Tako
lahko na primer z nanoteranostiki na osnovi SPIONov

preko magnetnoresonancnega slikanja spremljamo bodisi
uspesnost dostave ucCinkovine do tarénega tkiva takoj po
aplikaciji (28) ali pa ugotavljamo uspesnost predhodnega
zdravljenja so¢asno z aplikacijo naslednjega odmerka, ki
ga na podlagi rezultata diagnostike lahko ustrezno prila-
godimo (13).

Zaradi velike kapacitete za vgrajevanje ucinkovin, moz-
nosti spreminjanja povrSine nanoteranostikov in pripenja-
nja ligandov (ne)posredno na njihovo povrsino, omogocajo
nanoteranostiki so¢asno dostavo vec razli¢nih ucinkovin
in diagnosticninh komponent ter vizualizacijo z ve¢ razli-
¢nimi oz. komplementarnimi metodami (12).
Diagnosti¢na komponenta omogoca spremljanje nahajanja
ali porazdeljevanja nanoteranostika pri ciliani dostavi, bodisi
s pasivnim cilianjem (pove€ana prepustnost tumorskega
tkiva za nanodostavne sisteme in povecano zadrzevanje
vV njem; magnetno ciljanje pod vplivom zunanjega ma-
gnetnega polja) ali aktivnim ciljanjem (prepoznavanje tar-
¢nih mest na povrSini celic in vezava nanje preko specifi-
¢nih ligandov na povrsini nanoteranostika) (13, 16).
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Pomembna prednost pri izdelavi nanoteranostikov je ta,
da lahko dolocene vrste nanodelcey, ki jih danes Ze inten-
zivno raziskujejo, uporabimo tudi kot kontrastna sredstva
(npr. SPIONg, kvantne pike, nanodelce zlata) ali pa se ze
sami po sebi (tj. brez da bi vanje vgradili ali nanje vezali
ucinkovino) uporabljajo v terapevtske namene (npr. SPIONI
za magnetno hipertermijo, kvantne pike v fotodinami¢nem
zdravljenju) (17, 18, 26). Z uporabo taksnih nanodelcev iz-
delamo nanoteranostike brez dodatnega vgrajevanja dia-
gnosticne in/ali terapevtske komponente.

3.4 PRIMERI NANOTERANOSTIKOV V
RAZISKAVAH

Materiali, iz katerih so nanoteranostiki, bistveno vplivajo
na njihove lastnosti in posledi¢no na njihov potencial za
uporabo na razli¢nih terapevtskih podrocjih. Najbolj razsir-
jene so raziskave nanoteranostikov na osnovi SPIONov, ki
jih je FDA odobrila kot kontrastno sredstvo za magnetno
resonancno slikanje (17, 29). Nanodelci zelezovega oksida
izkazujejo superparamagnetne lastnosti (tj. magnetna od-
zivnost v prisotnosti zunanjega magnetnega polja in ma-
gnetna neodzivnost v odsotnosti zunanjega magnetnega
polja), ¢e je njihova velikost manjSa od 20 nm, in tako
omogocajo magnetno vodenje dostavnega sistema do tar-
¢nega tkiva ter ciljiano dostavo razli¢nih ucinkovin, genov
in fluoroforov (17, 27). Vse navedene vrste aktivnih kom-
ponent lahko vgradimo v oblogo nanoteranostika na osnovi
SPIONov (npr. oblogo iz silicijevega dioksida) (25). V tera-
pevtske namene lahko takSne nanoteranostike uporabimo
tudi za doseganje magnetne hipertermije (17). SPIONom
lahko nacCrtovano spreminjamo povrsino in tako izboljSamo
njihove fizikalno-kemijske in bioloske lastnosti ali pa jih
zdruzimo z drugimi nanodostavnimi sistemi, kar razSiri nji-
hovo teranosti¢no uporabnost. Vgradimo jih lahko na pri-
mer v peptidne nanodelce z radioaktivnimi izotopi (31) ali
jih zdruzimo s kvantnimi pikami v nanodostavni sistem (26).
Kvantne pike so manj pogoste v raziskavah kot SPIONIi,
saj njihov toksikoloski profil ni dovolj jasen in je relativho
problematicen (17).

Kvantne pike so nanokristali polprevodnih materialov (npr.
CdTe/CdSe, InAs/ZnSe, InAs/InP/ZnSe, Cd,4P,), katerih
opti¢ne lastnosti lahko natancno prilagajamo s spreminja-
njem velikosti in sestave delcev (32). Kvantne pike pred-
stavljajo diagnosti¢no komponento, saj ob osvetlitvi s svet-
lobo doloCene valovne dolzine fluorescirajo (33). Lahko jih
obdamo z ustrezno oblogo, v katero vgradimo ucinkovine,
gene ali oboje hkrati oz. jih vgradimo v druge nanodostavne
sisteme (34). Tak primer je soCasna vgradnja fluorescencne

ucinkovine doksorubicina, RNA in kvantnih pik v liposome.
TakSen nanoteranosti¢ni sistem omogoca spremljanje nje-
gove lokacije in vivo (na osnovi fluorescence kvantnih pik)
in sogasno spremljanje spros¢anja ucinkovine (na osnovi
fluorescence doksorubicina) (35). Za izboljSanje diagnosti-
¢nih lastnosti sistema lahko vanj poleg kvantnih pik vgra-
dimo 8e SPIONe. Kvantne pike lahko predstavijajo tudi sa-
mostojno terapevtsko komponento kot fotosenzibilizatorii
v fotodinami¢nem zdravljenju (18).

V raziskavah pogosto proucujejo tudi nanoteranostike na
osnovi nanodelcev zlata. Nanodelci zlata predstavijajo kon-
trastno sredstvo za racunalnisko tomografijo, povrsinsko
plazmonsko resonanco in fotoakusti¢no slikanje (17). Za
dostavo terapevtskih komponent izkoriS€¢amo povrsino na-
nodelcev zlata, ki je obiCajno spremenjena tako, da ima
vezane tiolne skupine, kar omogocCa vezavo razli¢nih zdra-
vilnih uc¢inkovin (tudi genov), ki se nato v celicah izmenjajo
z glutationom in tako sprostijo s povrSine nanodelcev (17,
26). Taksni nanodelci so stabilni, varni, iz telesa jih odstranijo
makrofagi ali se izlo¢ijo z urinom in omogoc¢ajo nadaljnje
spremembe povrsinskih lastnosti nanodostavnega sistema;
njihova slabost pa je predvsem relativno visoka cena (17).
Kot terapevtska komponenta nanodelci zlata izkazujejo
velik potencial predvsem kot fotosenzibilizatorji v fotodina-
mi¢nem zdravljenju in za doseganje hipertermije ob izpo-
stavitvi bliznji infrardeci svetlobi (17, 33).

Tudi nanodelci silicijevega dioksida se v raziskavah prou-
Cujejo kot osnova nanoteranostikov. Ti nanodelci izkazujejo
veliko kapaciteto za vgradnjo ali vezavo Sirokega spektra
ucinkovin in diagnostikov (17), vanje pa lahko vgradimo
tudi druge nanomateriale, npr. SPIONe (25), nanodelce
Zlata (36) ali kvantne pike (37). Nanodelci silicijevega diok-
sida (zargonsko tudi nanodelci silike) se po vnosu v orga-
nizem izloCijo iz telesa v relativno kratkem Casu preko ledvic
in niso reaktivni niti toksi¢ni (17). Podobno kot nanodelci
siliciievega dioksida se uporabljajo tudi polimerni nanodelci
in polimerni miceli, ki sluzijo kot dostavni sistemi za razli¢ne
ucinkovine in kontrastna sredstva, npr. SPIONe (38),
kvantne pike (26), gadolinij (26), nanodelce zlata (39). Med
drugimi nanomateriali, ki jih Se prouCujejo za pripravo na-
noteranostikov, velja omeniti Se ogljikove nanocevke, ki
omogocajo vgradnjo in dostavo ucinkovin ter jih in vivo
lahko zaznamo s fotoakusti¢nim slikanjem in Ramansko
spektroskopijo (17). Kljub navedenemu potencialu za upo-
rabo v teranostiki pa je varnost uporabe ogljikovih nanocevk
vprasljiva, saj imajo z obliko pogojeno toksi¢nost in se v
organizmu razgrajujejo izredno pocasi, njihovi zaostanki
pa lahko vodijo tudi do dolgoro¢nih poskodb celic (27,
40).
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SKLEP

V Casu, ko se obravnava bolnikov vse bolj preusmerja na
podrocje personalizirane medicine, potekajo Stevilne razi-
skave na podro¢ju nanoteranostikov. Kjub Stevilnim pred-
nostim, ki jih obeta uporaba nanoteranostikov pred tradi-
cionalnimi pristopi zdravljenja in diagnostike, ti sistemi
danes (3e) niso na ustrezni stopniji razvoja za prehod v kli-
niéno uporabo. Glavni izziv raziskav ostaja dokazovanje
njihove varnosti in biokompatibilnosti, ki sta klju¢na vidika
za klini€no uporabo nanoteranostikov. Poleg omenjenih
raziskav bo v prihodnje izrednega pomena tudi razvoj na-
noteranostikov v smeri, da bodo omogocali enostavno in
hitro prilagajanje potrebam bolnika. Uporaba nanoterano-
stikov ne bo postavila obstojecih medicinskih praks na
glavo in pahnila konvencionalnih nacinov zdravljenja ter
diagnostike v pozabo, vsekakor pa lahko pomeni pomem-
ben korak v smeri personalizirane medicine in tako pripo-
more k vecji uCinkovitosti, kakovosti in varnosti zdravlje-
nja.
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POVZETEK

Onesnazenje zraka z delci in pandemija covid-19
sta povzro€ila svetovno potrebo po ucinkovitih
ukrepih za zascito zdravja ljudi. Membranska filtra-
cija velja danes za najucinkovitejSo in najzaneslji-
vejSo fizikalno metodo za zaScito pred vsemi
vrstami delcev iz zraka, ¢eprav so obrazne maske
s filtri z visokim kakovostnim koeficientom in proti-
infektivnimi lastnostmi Se vedno izziv za proizvajalce
mask in potrosnike. Prispevek nudi bralcem osnovni
opis za SirSe razumevanje zascite dihal, ki zajema
vrste delcev v zraku, filtracijske mehanizme in testi-
ranje ucinkovitosti filtrov ter vrste obraznih mask in
njihovo stopnjo zascite. Nato se ozremo v bliznjo
prihodnost, kjer je najve€ zanimanja za razvoj novih
filtrov in obraznih mask za odstranjevanje virusoy,
kar je mozno doseci predvsem z nanotehnoloSkimi
pristopi.

KLJUCNE BESEDE:
delci v zraku, nanotehnologija, obrazna maska,
ucinkovitost filtriranja delcey, virus

ABSTRACT

Air-particle pollution and the covid-19 pandemic
have resulted in a huge global need for specific and
effective measures to protect human health. Mem-
brane filtration is now considered the most efficient
and reliable physical method against air pollutants,
although face masks with filters with high quality
factors and antiinfective properties are still a chal-
lenge for mask manufacturers and consumers.
Here we provide a basic description for a broader
understanding of respiratory protection, covering
types of particles in the air, filtration mechanisms
and testing of the filter effectiveness, along with the
types of face masks and offered protection perfor-
mance. We then look into the near future, where the
greatest interest is for the development of new filters
and face masks to remove viruses, which can be
achieved above all through nanotechnological ap-
proaches.

KEY WORDS:
face mask, nanotechnology, particle filtration effi-
ciency, particulate matter, virus
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FILTRIRANJE ZRAKA IN RAZVOJ OBRAZNIH MASK IZ NANOVLAKEN ZA ZASCITO PRED VIRUSI

uvoD

Naras¢anje svetovne populacije in razvoj druzbe neizogibno
poveCujeta obseg industrije in migracij, kar vodi v vecjo
onesnazenost zraka s plini in delci, ki predstavijajo veliko
nevarnost za zdravje (1). Delci v zraku fizikalno predstavljajo
aerosol, Ki je opredelien kot disperzni sistem inertnih in bio-
loskih trdnih in tekocih delcev razli¢nih velikosti. Po najno-
vejSem porocilu Svetovne zdravstvene organizacije (WHO)
zivi danes 91 % svetovnega prebivalstva v krajih, kjer ka-
kovost zraka ne dosega njenih smernic (2). Raziskava o
kakovosti zraka v Pekingu januarja 2013 je pokazala, da
predstavljajo mikroorganizmi med vdihanimi delci v velikosti
od 2,5 do 10 pm vec kot 80-odstotni delez (3). Med njimi
S0 najpogostejSe bakterijske in glivne vrste, ki so odgovorne
za razli¢ne alergije ter Sirjenje dihalnih in drugih bolezni.
Stevilo znanstvenih objav in védenje o atmosferskih delcih
(particulate matter, PM) se je strmo povecevalo v zadnjih
dveh desetletjih, skokovito pa ob izbruhu bolezni covid-19
leta 2020, ki jo povzrocCa virus SARS-CoV-2 (4). Vedno veC
je dostopnih podatkov o kakovosti zraka, Stevine znan-
stvene raziskave pa potrjujejo vpliv aerosolov na zdravje
ljudi (4). Medtem ko so fizikalno-kemijske lastnosti anor-
ganskih onesnazeval Ze relativno dobro raziskali, pa vemo
0 mikroorganizmih v zraku bistveno manj, Se najmanj pa o
virusih. Raziskovalci ugotavljajo, da vsi zelo majhni delci
¢loveku niso nevarni, Ce le ne pridejo v organizem v preve-
likem Stevilu. Topni in razgradijivi delci se po vdihu pocasi
izloCijo, medtem ko je pri tezko topnih (npr. kovinski oksidi,
azbest) in bioloSkih delcih situacija precej bolj zapletena.
Virusi so mnogo manjsi kot Stevilni drugi delci v zraku, zato
zahteva njihovo odstranjevanje poseben pristop (slika 1).

Rdeca krvna PM 10

celica

Bacillus PM 2,5

Koronavirus bakterija

0.1pum  0.5pm

2.5 um

7 pm

10 ym

Slika 1: Relativna primerjava velikosti virusa z drugimi vrstami delcev
v zraku; PM - atmosferski delci (prirejeno po 4).

Figure 1: Relative comparison size of a virus with other particle
types in air; PM - particulate matter (adapted from 4).

Znanih je nekaj ve¢ kot 5.000 virusnih vrst, ki lahko okuzijo
vse vrste organizmov, od arhej in bakterij do gliv, rastlin in
zivali in ljudi. Virus SARS-CoV-2 je okrogle oblike s preme-
rom 60 do 140 nm in negativnim nabojem na povrSini.
Notranjost virusne kroglice izpolnjuje predvsem RNA, ki je
virusni genom, obdan z zascitno lipidno-beljakovinsko ovoj-
nico, iz katere §trlijo »izrastki« proteina S, ki predstavijajo
vezavno regijo, preko katere se virus veze na dolo¢ene re-
ceptorje v membrani gostiteljskih celic. Virusi se razmno-
zujejo le v zivih celicah, ker sami nimajo mehanizmov za
lastno reprodukcijo. Mnogo virusov povzroca nalezljive bo-
lezni, saj s svojim delovanjem negativno vplivajo na gosti-
teljske celice (5, 6).

Virusi se prenasajo preko dotikalnih povrsin in z vnosom v
dihala preko rok ter s kapljicnim prenosom, pri Cemer delez
respiratornih kapljic, ki nastajajo med govorjenjem, kihanjem
in kaSljanjem, vsebuje viruse (6). Respiratorne kapljice s
premeri nad 20 pm se odstranijo iz zraka zaradi gravitacije
tako, da padejo na tla ali se prilepijo na povrsine in ne po-
tujejo dlie kot 1 do 2 m, manjSe kapljice pa lahko ostanejo
v zraku mnogo daljsi ¢as, tudi do ve¢ ur. V procesu trkov
z drugimi delci in molekulami zraka privzamejo njegovo
termicno energijo, ki jim omogoci naklju¢no gibanje v razli-
¢nih smereh. Na tak nacin veCajo obmocie, po katerem se
gibliejo. K Siritvi okuzenega zraka prispevajo tudi zracni to-
kovi v prostoru in termika, pri kateri se toplejSi zrak dviga.
Ko tak zrak z okuzenimi kapljicami vdihnemo, aerosoli po-
tujejo vzdolz dihalne poti. Kje se ustavijo, je odvisno pred-
vsem od njihove velikosti in gostote. Delci, vecji od 10 pm,
se obi¢ajno odloZijo ze na zacetku dihalne poti, delci,
man;jsi od 1 um, pa prispejo do pljucnih mesickov (slika 2)
(7). Z zmanjSevanjem velikosti kapljic zaradi izhlapevanja
vode, odvisno od relativne vlage in temperature, se po-
daljSuje trajanje njihovega lebdenja v zraku (8). Kako se
torej zacCititi pred tem? Dokazano je, da je uporaba fizi¢nih
ovir, kot so zasc¢itne maske za dihala, ucinkovit pristop za
zmanijsanije Sirjenja bakterijskih in tudi virusnih infekcij z iz-
dihanimi kapljicami, predvsem kadar jih posamezniki upo-
rabljgjo v zaprtih prostorih in je razdalja med njimi majhna
(9). Kot odziv na izbruh virusa SARS-CoV-2 se je uporaba
obraznih mask moc¢no povecala (8). Danes je na voljo malo
podatkov 0 zmogljivosti tkanin in drugih membran, ki jih
uporabljajo za izdelavo obraznih zascitnih mask, zlasti o
njihovi uCinkovitosti filtriranja delcev z velikostjo od nekaj
10nmdo 1 um (2, 9, 10).

Pogosto so maske sestavljene iz ve€ razli¢nih slojev net-
kanih materialov, pri Cemer ima vsak sloj doloceno lastnost
in funkcijo. Skozi medicinsko obrazno masko zrak vstopa
in izstopa. Zunaniji sloj (obi¢ajno moder ali ¢rn) je nepre-

200 farm vestn 2021; 72




ISO 16890 klasifikacija filtrov

5-10 um Nos in Zrelo
<> M
e 3-5 um Sapnik
2-3 um Bronhiji
01-2 um_ Bronhioli
&> 0.1-1 ym Pljucni mesicki

Slika 2: Nalaganje delcev iz zraka vzdolz dihalne poti glede na
velikost; PMx — velikost delcev (prirejeno po 7).

Figure 2: Deposition of air particles along the airway according to
size; PMx — particule size (adapted after 7).

modljiv in odbija tekoc¢ino. Srednji sloj preprecuje delcem
ali patogenom nad dolo¢eno velikostjo prodiranje v katero
koli smer. Sloj najblizje kozi ujame vdihane delce z zunanje
strani, z notranje pa izdihane kapljice. Ve¢ slojev skupaj
ucinkovito 8Citi tako uporabnika kot okolico s filtriranjem
delcev in patogenov. Ideja in namen medicinskih mask za
obraz je filtriranje zraka in s tem prepreCevanje prenosa
vseh vrst kapljic in delcev v plju¢a, vkljucno bakterij in viru-
sov. Dobri filtri so tisti, ki uCinkovito odstranjujejo delce
vseh velikosti, povzrocijo na filtru nizek padec zratnega
tlaka, imajo visoko mehansko trdnost, so lahki in udobni
za noSenje ter tudi poceni (2, 9).

MEHANIZMI FILTRIRANJA
ZRACNIH DELCEV IN
OMEJITVE ZA VIRUSE

Filtre za filtracijo delcev iz zraka sestavljajo tkanine ali drugi
vlaknasti materiali, ki s svojo strukturo in lastnostmi ovirajo
prehod delcev skoznje. V zadnjem Casu so predmet razi-
skav predvsem filtrirne vreCe (fabric filter) in viaknaste mem-
brane (9, 11). Osnova filtrirnih vreC temelji na filtriranju del-
cev po nacelu velikosti (size-exclusion principle). V
primerjavi z njimi lahko vlaknaste membrane, ki so pripra-
vljene iz naklju¢no razporejenih viaken eno na drugo, uja-
mejo delce tudi po drugih mehanizmih, predvsem preko
elektrostaticnega naboja. Na ucinkovitost odstranjevanja
delcev iz zraka vplivajo lastnosti delcev samih, kot so ke-
mijska sestava delcey, velikost in oblika, ter hitrost pretoka

zraka in lastnost povrsine, kamor se delci odlagajo. V
sploSnem velja, da ucinkovitost filtra narasS¢a z naras¢anjem
mase Cistega filtra, se pa zmanjSuje z naraS¢anjem hitrosti
gibanja zraka (11).

Filtrirne vreCe vecCinoma uporabljajo v velikih industrijskih
obratih za izloCanje trdnih delcev iz plinov. Vlaknasti filtri so
namenjeni uporabi v delavnem okolju, skozi katerega pre-
haja zrak. Za razliko od filtrirnih vre€ prihaja pri slednjih do
nalaganja delcev vzdolZ celotne debeline filtra in ne le na
povrSini. Kateri mehanizmi nastopajo pri odstranjevanju
delcev iz zraka, prikazuje slika 3 (12).

Do prestrezanja pride, ko se delec, ki potuje s tokom zraka,
zaleti v vlakno in tam naloZzi. Verjetnost, da se delec zaleti
v vlakno filtra, se veCa z ve€anjem premera delca (slika 4)
(12). Zaradi vpliva inercije oz. vztrajnostnih sil delca, se le-
ta ne giblie po tokovnici zraka, temvec v svoji smeri gibanja,
dokler se ne zaleti ob vlakno in se na njem deponira. Vpliv
mehanizma inercije se ve€a s povecevanjem mase in hi-
trosti delca. V primeru tipicne hitrosti zraka pri filtraciji po-
stane mehanizem inercije previadujoC za delce s premerom,
vecjim od 1 pm. Difuzija delcev je posledica Brownovega
gibanja molekul zraka. Zelo majhni delci, ki potujejo z zra-
¢nim tokom, so ob gibanju skozi vlakna podvrzeni trkanju
z molekulami zraka, kar povzroci naklju¢no spreminjanje
smeri in je lahko razlog, da se delec zaleti ob vlakno in na
njem deponira. UCinek tega mehanizma se povecuje z
manjSanjem velikosti delcev in zmanjSevanjem hitrosti gi-
banja zraka. Tako se skoraj vsi nanodelci s premerom
<100 nm v filtru nalozijo z difuzijo (11, 12).

V dolo¢enih primerih lahko poleg navedenih mehanizmov
na zadrzevanje delcev vplivajo Se elektrostaticne interakcije,

o
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4 prestrezanje
° in inercija
o
N
Y
o
o
0 A A L 1Ll
10 100 1000

premer delca [nm]

Slika 3: Mehanizmi zadrzevanja delcev na filtru v odvisnosti od
njihovega premera (prirejeno po 12).

Figure 3: Mechanisms of particle retention on a filter depending on
their diameter (adapted after 12).
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Difuzija A Hoﬁ 3\ Tokovnica
Vlakno

Prestrezanje /<%)\
Inercija A ?

Inercijski trki

Sedimentacija
Elektrostati¢no

nalaganje
Elektrostaticni
privlak
Premer delcev (pm) 0,3 1 10
| [ N N T T Y I I >
Difuzija in .|‘ Prestrezanje >|‘ Inercijski trki | Sedimentacija in
elektrostaticni masenje
privliak < Presejanje »

Slika 4: Osnovni mehanizmi filtriranja delcev iz zraka na filtru, nalaganje v pljucih ter previadujo¢ mehanizem pri doloceni velikosti delca (12).
Figure 4: Basic mechanisms of air particle filtration at filters, deposition in the lungs, and the predominant mechanism at a certain particle size (12).

ki povzrocijo, da se delec in viakno z nasprotnim nabojem
priviagita (slika 4). Ce je nabit samo delec ali samo viakno,
pa za medsebojni privlak zadostuje Ze, da je nenabit ele-
ment polariziran. Zbiranje delcev na viaknu zaradi elektro-
statiCne sile se z veCanjem hitrosti zraka zmanjSuje. Ker
elektrostati¢na polja povecajo ucinkovitost filtracije brez
povecanja upora zracnemu toku in hkrati ne povecajo
padca tlaka, so taki filtrirni sistemi Se posebej energetsko
ucinkoviti. Po daljSi uporabi lahko nastopi sen&enje nabojev,
kar zmanjsa sposobnost elektrostati¢nih interakcij.
Mehanizmi filtracije si sledijo od vecjih k manjSim delcem:
sedimentacija, inercijski trki, prestrezanje, difuzija in na-
zadnje elektrostaticni priviak (12). Za delce s premerom
ve¢ kot 10 um prevliaduje sedimentacija zaradi gravitacije,
od 1 do 10 pm prevladujeta prestrezanje in inercija, pri ae-
rosolih velikosti do 100 nm prevladujeta mehanizma pre-
strezanja in difuzije, za $e manjSe delce pa je mozno udin-
kovito prestrezanije le z elektrostaticnim priviakom. Slednji
je Se posebej ucinkovit pri nizkih hitrostih zraka, ki so zna-
Cilne za dihanje skozi obrazne maske.

Ucinkovitost nastetih mehanizmov filtracije je odvisna pred-
vsem od velikosti delcey, hitrosti pretoka zraka in gostote
vlaken. Zanimivo je, da so pri preverjanju ucinkovitosti fil-
tracije nanodelcev dokazali, da obstaja med 100 in 500
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nm »interakcijsko okno«, v katerem ucinkovitost filtracije
opazno pade (slika 3). Tu je skupni ucinek difuzije in pre-
strezanja najmanjsi, torej je tudi odstotek delcev, ki se v
filtru zadrzijo, najmanjsi (2). Ta ugotovitev ima velik vpliv na
filtriranje virusov in nanodelcev samih, tudi Ce so agregirani
ali hidratirani. Pomembno je natanéno poznavanie fizikalnih
nacel filtracije, saj relativna ucinkovitost filtrov za zadrzevanje
virusov ni popolnoma znana, Se zlasti odstranjevanje v ob-
modju njihovih velikosti (13).

STANDARDI IN NORMATIVI ZA
ZRACNE FILTRE IN OBRAZNE
MASKE

3.1 ZAKONODAJA ZRACNIH FILTROV
PRI SPLOSNEM PREZRACEVANJU

Mednarodna organizacija za standardizacijo (ISO) je po-
stavila svetovni standard ISO 16890 za klasifikacijske in
preizkusne postopke za doloditev glavnih znacilnosti zra-
¢nih filtrov v splosnih prezracevalnih sistemih (7). Ameriska
agencija za okolie, Svetovna zdravstvena organizacija in
Evropska unija so prvi¢ skupaj dolocile tri razrede delcev v
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Preglednica 1: Velikostni razredi delcev v zraku, njihova standardna oznaka, obmocje filtriranja, primeri delcev in mesto nalaganja vzdolz

dihalne poti po standardu ISO 16890.

Table 1: Air particle size classes, their standard designation, filtration area, particle examples and place of loading in the lungs according to

ISO 16890 standard.

Premer |Oznaka | Obmogje filtriranja | Primeri delcev v skupini Mesto nalaganja v dihalih

delcev [um]

<10um |PM,, 0,3<x<10 prasni delci, bakterije, glive, mikro- in centralni dihalni sistem (nos in
nanodelci, virusi grlo)

<2,5um PMZ5 03<x<25 manjsi delci, bakterije, glive, mikro- in periferni dihalni sistem
nanodelci, virusi (sapnik, bronhialne cevi)

<1um |PM, 03<x<1 virusi, delci, nastajajoCi pri nepopolnem | pljucni mesicki, lahko tudi v
izgorevanju, nanodelci krvni obtok

zraku z velikostjo med 0,3 pm in 10 um (preglednica 1).
Standard I1ISO 16890 temelji na tem, kje se delci iz zraka,
ki ga dihamo, odlozijo vzdolz dihalne poti. Zracne filtre po
tem standardu vrednotijo v laboratoriju glede na njihovo
zmoznost odstranjevanja delcev iz zraka, kar podaja ucin-
kovitost filtracije (7).

Zaradi Skodljivosti, dolgotrajnosti lebdenja v zraku in po-
gostosti potrebujejo najveC pozornosti delci, ki so manjsi
ali enaki 1 um. Najlazji in najmanjsi delci so najstevilcnejsi
in najnevarnegjsi, ostanejo v zraku najdlje, ker lebdijo, in se
Sirijo skupaj z gibajo¢im se zrakom. Ti delci po vdihu pro-
drejo najgloblje v plju¢a. Delci z velikostjo 1 um prispevajo
k skupni masi zraka le nekaj odstotkov, k skupnemu Stevilu
vseh delcev pa veC kot 90 %. Za izboljSanje kakovosti
zraka v zaprtih prostorih in preprecevanje okuzb so ucin-
koviti filtri v medicinskih maskah za obraz. Standard ISO
16890 podaja ucinkovitost filtracije za PM,, PI\/IQ’5 in PM,,
torej pokriva mikrometrsko podrocje, kamor sodijo po ve-
likosti bakterije in glive, virusi in nanodelci pa v tem stan-
dardu niso omenijeni (7).

3.2 STANDARDI IN ZAHTEVE ZA
MEDICINSKE MASKE ZA OBRAZ

Pri dihanju, govorjenju, kasljanju, kihanju in podobno na-
stanejo manjSe ali vecCje kapljice, vecinoma velikosti med
0,5 umin 12 pm, ki pa se na zraku hitro susijo in manjSajo
(10). Zahteve za medicinske maske za obraz ureja evropska
zakonodaja v standardu EN 14683:2019+AC:2019: Me-
dicinske maske za obraz (14). V sploSnih zahtevah je na-
vedeno, da so medicinske maske za obraz medicinski pri-
pomocki, obiCajno sestavljeni iz filtrirne plasti, ki je
namescena, vezana oz. oblikovana med plastmi tkanine.
Medicinske maske med namensko uporabo ne smejo raz-
pasti, se razcepiti ali raztrgati. Pri izbiri filtrskih in slojnih
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materialov je pomembna mikrobna Cistost. Maske morajo
biti narejene iz materialov, ki omogocCajo prileganje preko
nosu, ust in brade uporabnika ter morajo zagotoviti tesno
prileganje ob straneh. Lahko so razli¢nih oblik in imajo do-
datne elemente, ki zascitijo uporabnika pred brizganjem in
kapljicami. Zahteve za delovanje respiratornih mask so do-
datno opredeliene v standardu EN 149:2001+A1:2009:

Pripomocki za zas¢ito dihal (15). Funkcionalne zahteve za

medicinske maske vkljucujejo podpoglavja za naslednje

preizkuse:

e Splosno velja, da je vse preizkuse treba izvesti na koncnih
izdelkih ali vzorcih, odvzetih iz serije koncnih izdelkov.

e UCinkovitost bakterijske filtracije (bacterial filtration effi-
ciency, BFE) — medicinske maske za obraz morajo ustre-
zati minimalni vrednosti BFE za dolo¢eno vrsto mask.

e Zracnost (breathability) — medicinske maske za obraz
morajo ustrezati minimalni vrednosti zracnosti (tlacna ra-
Zlika) za dolo¢eno vrsto maske.

e Odpornost proti prodiranju tekocine — medicinske maske
za obraz morajo po preizkusu na odpornost proti prodi-
ranju tekoCine ustrezati najmanjsi vrednosti, ki je nave-
dena za tip maske IIR.

e Mikrobna obremenitev (bioburden) — medicinske maske
morajo biti skladne s standardom (< 30 CFU/qg).

e Biokompatibilnost medicinskih mask za obraz kot povr-
Sinskih pripomockov z omejenim stikom mora biti doka-
zana in dokumentirana v skladu s standardom.

V preglednici 2 so predstavljene vrste medicinskih mask

za obraz po standardu EN 14683:2019. Maske so razvrs-

Cene v tri kategorije, tip |, tip I in tip IR, glede na ucinkovi-

tost filtracije bakterij z zahtevanimi vrednostmi za posa-

mezno razvrstitev (14).

Poimenovanje mask na trgu in v medijih je razlicno (npr.

zascCitne, medicinske, kirurske, obrazne), kar pogosto pov-

zro¢a zmedo. Priporocljivo je, da pred odlocitvijo za nakup
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Preglednica 2: Funkcionalne zahteve za medicinske maske za obraz razlicnih vrst (14).
Table 2: Functional requirements for medical face masks of different types (14).

Test Tip I? Tip I Tip lIR
Ucinkovitost filtracije bakterij ( % ) >95 >98 >98
Tladna razlika (Pa/cm?) < 29,4 < 29,4 < 49,0
Odpornost na prodiranje tekocin (kPa) Ni zahtevano Ni zahtevano >16,0
Mikrobna obremenitev (CFU/q) <30 <30 <30

a Medicinske maske za obraz tipa | smejo uporabljati samo pacienti in druge osebe za zmanjSanje tveganja za Sirjenje okuzb, zlasti v
epidemicnih ali pandemicnih razmerah. Maske tipa | niso namenjene zdravstvenim delavcem v operacijski dvorani ali v drugih zdravstvenih
okoljih s podobnimi zahtevami, pac pa se v ta namen uporabljajo maske tipov Il in IIR. Obrazne maske tipa IIR so odporne tudi na
prodiranje tekocine; CFU/g — (colony foming units/g) je enota za ocenitev Stevila Zivih bakterij, ki tvorijo kolonijje v 1 g vzorca.

maske poiS¢emo podatek o njeni ucinkovitosti filtracije in
tlacni razliki ali Se bolje njen kakovostni koli¢nik (podpoglavie
3.4.5). Razli¢ne vrste obraznih mask se razlikujejo po iz-
gledu in izvedbi ter obi¢ajno zagotavljajo razlicno zascito
(slika 5). Medicinske maske za obraz zagotavljajo zascito
pred vdihavanjem zra¢nih patogenov mikrometrskih veli-
kosti, veliko slabSe pa virusov. Le obrazne maske, ki ustre-
zajo navedenim funkcionalnim zahtevam, spadajo med
osebno zascitno opremo, ki potencialno zagotovi zascito
pred virusnimi okuzbami oz. zmanj3ajo Sirjenje virusov
SARS-CoV-2 v svetu (16).

3.3 STANDARDI IN ZAHTEVE ZA
RESPIRATORNE MASKE

Zahteve za respiratorne maske (respirators) ureja evropski
predpis s standardom EN 149:2001+A1:2009: Pripomocki
za zascito dihal (15). V skladu s tem standardom so maske
razvrs€ene v tri razrede glede na njihovo ucinkovitost:
FFP1, FFP2 in FFP3 (filtering face piece) (slika 5). Bistvena
razlika med medicinskimi maskami za obraz in respirator-
nimi maskami je v velikosti odfiltriranih delcey, in sicer prve
odfiltrirajo delce = 3 pm, respiratorne maske pa > 0,3 um
(16, 17). Slednje imajo izpopolnjeno filtrirno povrsino na
sredini in odprtine za izdihan zrak ob straneh ter se tesno
prilegajo obrazu. Za uporabnika so bolj neudobne kot me-
dicinske maske, otezujejo dihanje in pospesujejo znojenje.
Respiratorne maske se po oznacevanju in filtracijskih pa-
rametrih razlikujejo po posameznih regulatornin podrodjih.
Maske FFP1 predstavijajo prvi razred mask z najnizjo filtrirno
ucinkovitostjo, vecinoma jih uporabliamo za delo v praSnem
okolju. Maske FFP2 uporabljamo za zaS¢ito pred vdihava-
njem v industrijskih obratih in kot zascito pred virusom
gripe, SARS-a in bakterijskimi sevi kuge ter tuberkuloze.
Maske FFP3 imajo najvecjo filtrirno sposobnost in omogo-
Cajo odstranitev 99 % zelo majhnih delcev (11).

Na sliki 5 so prikazane zahteve za posamezne vrste medicin-
skih in respiratornih mask z oznakami za razli¢ne trge: kitajski,
ameriski in evropski. Usklajeno poimenovanje zaenkrat ne
obstaja kakor tudi ne zahtevane enotne vrednosti parametrov.
Na vseh trgih najdemo zaS&itne maske treh vrst, a so poime-
novanje in standardne vrednosti razli¢ne. Vedno raste ucin-
kovitost filtracije od prve do tretje kategorije. Med geografskimi
podrociji je najvedje odstopanije pri respiratornin maskah, tako
po poimenovanju kot ucinkovitosti filttracije. Le maske z visoko
ucinkovitostjo filtracije tudi izredno majhnih delcev bodo pri-
spevale k izboljSanju kakovosti vdihanega zraka. Ob pozna-
vanju mehanizmov filtracije lahko zakljucimo, da sedanji me-
dicinski pripomocki za filtracijo zraka dobro zascitijo pred
mikrometrskimi aerosoli, manj pa pred nanodelci in virusi.

3.4 TESTIRANJE KAKOVOSTI FILTROV
IN MASK

Glavni preizkusi, ki jih uporabliamo za oceno ucinkovitosti
obraznih mask, so filtracija, zra¢nost in dihalna odpornost
(filtration, breathability, breathing resistance) (11, 15, 17).
Pri medicinskinh maskah za obraz morajo testirati materiale
za izdelavo, medtem ko pri respiratornin maskah opravijo
preizkuse na izdelanih maskah. Preizkuse izvajajo pri defi-
niranih pogojih (temperatura, relativna viaga in pretok zraka)
(18). Na ucinkovitost filtra pri loCevanju delcev iz zratnega
toka vplivajo sestava in oblika delcev, pretok in vrsta filtrirne
povrsine. Znani so razli¢ni preizkusi, s katerimi dokazemo
ucinkovitost filtracije (10, 16, 17). Glede na vrsto in velikost
delcev poznamo ucinkovitost filtracije delcev (particulate
filtration efficiency, PFE), ucinkovitost bakterijske filtracije
(BFE) in ucinkovitost virusne filtracije (virus filtration effi-
ciency, VFE). Stevilne znanstvene raziskave kazejo, da se
anorganski in bioloski delci ujamejo s podobnimi mehanizmi
(18). Sama ucinkovitost filtracije se veca z veCanjem mase
filtra in manjSa z ve€anjem hitrosti gibanja zraka (18).
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Tip maske Standard

Ucinkovitost filtracije

Medicinska maska KITAJSKA: YY 0469

3,0 ym = 95 %
0,1 ym = 30 %

Level 1 Level 2 Level3

ZDA: ASTM F2100

3,0 ym = 95 %

3,0 pm = 98 %
0,1 ym = 98 %

3,0 pm = 98 %
0,1 pm = 98 %

Tip I Tip II Tip III

EVROPA: EN 14683

3,0 pm = 95 %

3,0 um = 98 %
0,1 pm: ¥

3,0 pm = 98 %

0,1 um: X 0,1 pm: ¥

Respiratorna maska ZDA:

N95/KN95 N99/KN99 N100/KN100

NIOSH (42 CFR 84)
KITAJSKA: GB2626

0,3 um = 95 %

0,3um =299 % |0,3 yum = 99,97 %

FFP1 FFP2 FFP3

EVROPA:
EN 149:2001+A1:2009

0,3 pm = 80 %

0,3Um=94% | 0,3um =99 %

Slika 5: Zahteve za posamezne vrste mask za obraz za trg Evrope, Zdruzenih drzav Amerike ali Kitajske in njihova ucinkovitost filtracije; X —

brez zahtev (14).

Figure 5: Requirements for individual types of face masks for the European, United States or Chinese market and their particle filtration

efficiency,; X — no requirements (14).

Tako za izvedbo preizkusov kot omejevanje okuzb je po-
membno poznati relativno viaznost okolja, ki razlicno vpliva
na prezivetie mikroorganizmov. Mehanizem, na katerem
temelji ta odnos, ni znan, zlasti ne za viruse. S tradicional-
nimi pristopi na osnovi celi¢nih kultur so raziskali ucinke
relativne vlage na sposobnost prezivetja bakterij in virusov
tako v aerosolih kot v mirujoCih kapljicah. Rezultati so po-
kazali, da je sposobnost prezivetja bakterij na splosno
manjSa z nizanjem relativne vlage. Virusi relativno dobro
ohranijo bioloSko aktivnost pri nizki (pod 33 %) in visoki
vlagi (nad 80 %), medtem ko se njihova aktivhost zmanjSa
pri vmesnih vrednostih (19). NajpogostejSi preizkusi za
vrednotenije filtrov so navedeni spodaj.

3.4.1 Ucinkovitost filtracije delcev

Standard ucinkovitosti filtracije delcev (PFE) predstavija
frakcijo delcey, ki jih filter ali maska zadrzi pri konstantni hi-
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trosti pretoka zraka. Za kvantitativno opredelitev ucinkovi-
tosti filtracije materialov za maske uporabljajo 0,1-mikro-
metrske polistirenske delce ali delce natrijevega klorida
doloCenih velikosti pri hitrostin zratnega toka 0,5 do 25
cm/s. S Stevcem delcev prestejejo tiste delce, ki sipajo
svetlobo v obmodju velikosti 0,1 do 5,0 um. U&inkovitost
filtracije delcev, E,,, izraCunamo kot razmerje delcev pred
in po filtriranju skladno z enacbo:

Epy (%) =

07 %100

o
Kjer ¢, (ug/mq) in ¢, (ug/m?) predstavijata masno koncen-
tracijo ali povprecno Stevilo delcev pred in po uporabi zra-
Cnega filtra (14-18).

3.4.2 Ucinkovitost filtracije bakterij

Medicinskim maskam dolocijo uc¢inkovitost filtracije bakterij
po standardu EN 14683:2019 (15). Za simulacijo bakterij-
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ske okuzbe uporabljajo aerosol Staphylococcus aureus.
Nadzorovano &rpajo suspenzijo bakterijske kulture s 5 x
10% CFU/ml skozi razprsilec s stalnim pretokom in tlakom
zraka. ViSji odstotek ucinkovitosti filtracije oznacuje visjo
raven zaSCite za pacienta in zdravstveno osebje pred bo-
leznimi, ki se prenasajo z aerosoli (18).

3.4.3 Ucinkovitost filtracije virusov

Ucinkovitost filtracije virusov ni standardna metoda, vendar
jo sedaj uporabljajo proizvajalci mask. Za preizkus upora-
bljajo enak postopek in nastavitve, kot jih priporo¢a stan-
dard EN 14683 za ucinkovitost filtracije bakterij, s to razliko,
da uporabijo virusni aerosol in ne bakterijskega. Virusni
aerosol so v zraku razprSene kapljice vode, ki vsebuijejo vi-
ruse in ne posameznih delov virusa (17).

3.4.4 Padec tlaka na filtru

Poleg ucinkovitosti filtracije je izredno pomembna tudi
dobra permeabilnost filtra za zrak. To opredelimo kot ra-
zliko tlaka (med dovodnim in odvodnim tlakom zraka v
napravi, ki tehniéno posnema nosenje maske) (13, 16).
Padec tlaka se povecuje z veCanjem debeline filtra ali z
manjSanjem njegove prepustnosti (20). Merilo dihalnega
upora ocenijo po standardu EN 149:2009 (14), predstavlja
pa znacilen parameter, ki ga je treba oceniti in navesti na
izdelku.

3.4.5 Kakovostni koliénik

S kakovostnim koli¢nikom (quality factor, QF) ovrednotimo
celotno lastnost filtracijskin materialov, kjer za izraCun upo-
Stevamo eksperimentalne podatke: E predstavija ucinko-
vitost odstranjevanja delcev, AP pa padec tlaka zaradi fil-
tra:

QF = —In (1 — E)/AP

Visji kakovostni koli¢nik je povezan tudi z boljSim filtrira-
njem. Definicija QF pokaze vecjo ucinkovitost filtracije pri
manj$em padcu tlaka. Ce povedamo koligino viaken v
filtru oz. maski, se zmanjsa velikost por (prosta pot za
zrak in delce) in izboljSa ucinkovitost odstranjevanja, a zal
hkrati povec€a zracni upor. Posledi¢no je izredno pomem-
bno, da najdemo ravnovesje med ucinkovitostjo odstra-
njevanja delcev in zraénim uporom. Za vedji QF je mozno
tehnolosko optimirati razmerje med povrSino in debelino
vlaken ter prostor med njimi, da ¢im manj ovira pretok
zraka.
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Preglednica 3: Parametri in lastnosti obraznih mask.
Table 3: Parameters and properties of face masks.

e UCinkovitost odstranjevanja delcev
e Primeren padec tlaka
e Kakovostni koli¢nik

e Protiinfektivne lastnosti
¢ Biokompatibilnost

e Udobno nosenje

® |zgled

e \leCkratna uporaba

¢ Toplotna stabilnost

e Moznost recikliranja

* Sprejemljiva cena

® Negorljivost

FILTRI IN MASKE V RAZVOJU

Pomanjkljivost konvencionalnih obraznih mask je vezana
na nezadostno zadrZevanje delcev < PM,, velik padec
tlaka ter visoko osnovno maso (2, 10, 11, 15, 20). El-Atab
in sod. poroCajo, da obrazna maska N95 zagotavlja visoko
raven zaScite pred bakterijami, a je ucinkovitost filtracije za
delce, manjSe od 300 nm, le priblizno 85-odstotna. Ker
znaSa premer virusa, ki povzroca bolezen covid-19 65 do
125 nm, Sirina por v filtru pa priblizno 300 nm, obstaja po-
treba po razvoju u€inkovitejSih mask (21). Poleg navedenih
parametrov je pomemben vidik dobre zascitne maske, ki
ga je vredno upoStevati pri razvoju, nabavi ali uporabi vseh
vrst obraznih mask, udobno nosenje (22). Ugotovili so, da
je udobnost maske oz. njena nosljivost neposredno odvisna
od sposobnosti maske za prepustnost vodne pare in zraka
ter ucinkovit prenos toplote (10, 18). Ocenjujejo, da je treba
razviti filtre z nizjo porabo energije za premagovanije upora
maske, hkrati pa doseci visoko ucinkovitost filtriranja. Do-
kazano je, da viSja ucinkovitost mask dobro korelira z
zmanjSanjem premera viaken, kar dosezejo z razlicnimi
nanotehnoloSkimi pristopi, ki Se niso v celoti izkoris¢eni,
kot ugotavljajo znanstveniki. Nanomateriale lahko upora-
bimo za izboljSanje filtracijskih sposobnosti in zra¢nosti z
namenom, da izboljSamo kakovost mask (18). K celovitemu
udobju prispevajo tudi povecCanje prostora med masko,
nosom in ustnicami, zadostna proznost usesne zanke in
masa maske.

Med procesom filtracije prehaja skozi masko zrak, ki je to-
pel, vlazen in poln mikroorganizmoyv, zato obstaja velika
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verjetnost za razrast bakterij in plesni v njih. Za zmanjSanje
Stevila mikroorganizmov so priceli v viakna vgrajevati snovi
s protimikrobnim delovanjem (22). Za izboljSanje filtracije
razvijajo in preizkusSajo nove materiale in nove tehnologije.

4.1 MATERIALI ZA PRIPRAVO FILTROV
IN ZASCITNIH MASK

Glede na izvor razdelimo polimerne materiale v tri skupine:
naravne, sintezne in biotehnoloske (23). Naravni materiali,
vkljuéno s polisaharidi, kot so celuloza, Skrob in hitozan, in
beljakovinski materiali, kot so kolagen, elastin in svila, so
idealni biolosko razgradljivi polimeri. Celuloza je naravni
material, ki omogoc¢a le mehansko zajetje delcey, ker sama
po sebi ne poseduje elektrostatichega naboja. Nasprotno
hitozan, kolagen, elastin in svila posedujejo naboj in lahko
dosezejo zajetje delcev tudi z elektrostaticnim mehanizmom
(24, 25). Tovrstni naravni materiali so sorazmerno tezko
predvidljivi, imajo Sibke mehanske lastnosti in nizko ob-
stojnost v viaznem okolju. V izogib navedenim pomanjklji-
vostim naravne materiale obi¢ajno spremenijo s fizikalnimi,
kemi¢nimi in encimskimi reakcijami (26). V praksi so danes
bolj zastopani sintezni polimerni materiali, kot so polipro-
pilen, polikaprolakton, polivinil alkohol, polimle¢na kislina,
kopolimer mle¢ne in glikolne kisline in drugi (27). Med nove
materiale, ki ustrezajo postopku elektrostatskega sukanja,
sodijo tudi poliviniliden fluorid, poliakrilonitril, polikarbonat
in acetilceluloza. ProucCujejo tudi kompozitno sestavo, kot
je npr. hitozan/polivinil alkohol, ki zaradi zmernega elektro-
statiCnega naboja izkazujejo boljSo ucinkovitost (27, 28).
Filtri iz acetilceluloznih nanovlaken z razli¢nimi povprecnimi
premeri izkazujejo boljSe rezultate kot komercialni filtri.

Na trzis€u najdemo kemijsko enake polimere razli¢nih mo-
lekulskin mas in substitucijskih stopenj, zato jih je vredno
raziskati. Larsen in sod. so proucevali polipropilen (PP)
treh razli¢nih vrst in poiskali tisto, ki izkazuje najboljso fil-
tracijsko ucinkovitost na primeru mask N95 (29).
Navedeni materiali, ki jih uporabljajo za izdelavo filtrov za
obrazne maske, omogocajo pripravo viaken razli¢nih pre-
merov (10 do 50 pm) (30, 31). Ker so debelina teh viaken
in pore med njimi relativno velike, so vlakna ustrezna za
prestrezanje bakterij, za prestrezanje virusov in drugih sub-
mikronskih delcev pa ne. ReSitev predstavljajo tehnologije,
s katerimi pripravimo na osnovi teh viaken dodatno plast
ultratankih viaken z mnogo manjsimi vmesnimi prostori, ki
zgolj malenkostno spremenijo upor zraka v filtru. Zaradi
vseh lastnosti, ki jih Zelimo dosedi pri izdelavi obraznih
mask, je smiselno uporabiti vec slojev iz razlicnih materialov,
ki omogocijo zajetje delcev tako zaradi mehanske pregrade
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Slika 6: Primer filtracije skozi dvoslojno obrazno masko, ki vkljucuje
razlicne mehanizme filtracije (16).

Figure 6: Example of a two-layer face mask filtration approach
involving different filtration mechanisms (16).

kot tudi elektrostaticnega naboja, in hkrati zadostiti prica-
kovanjem potroSnikov; koncept je predstavljen na sliki 6
(16).

Pri izboru materialov in postopkov ne smemo prezreti
usmerjenosti v alternativno (zeleno) tehnologijo, ki je pri-
jaznejsa do okolja z vidika varstva okolja v primerjavi s
funkcijsko enakimi tehnologijami, ki prevladujejo v danasnii
praksi. Z vidika polimerov in topil izbiramo med tistimi, ki
s0 biolosko razgradljivi in topni v okolju prijaznih topilih, iz-
delane maske pa je mozno reciklirati (2, 32).

4.2 |IZDELAVA ZRACNIH FILTROV IZ
NANOVLAKEN Z METODO
ELEKTROSTATSKEGA SUKANJA

NajpogostejsSi postopek za izdelavo ultratankih polimernih
vlaken (nanovlaken) je elektrostatsko sukanje raztopine po-
limera ali kombinacije polimerov (30). Z besedo nanoviakna
imenujemo zelo tanka in dolga vlakna, s premerom manj
kot 1000 nm in veliko specificno povrsino. Elektrostatsko
sukanje je metoda za izdelavo membran z vlakni razli¢nih
premerov, morfologij, polarnosti in poroznosti. Nanovlakna
omogocajo nastanek mehkih in proznih membran z dobrimi
mehanskimi lastnostmi, kot sta natezna trdnost in elasti-
¢nost (33-35).

Osnovne komponente elektrostatskega sukanja so viso-
konapetostni vir energije, Crpalka z brizgo, Soba ter zbiralo.
Proces sukanja se pri¢ne, ko vzpostavimo vir elektricne
napetosti med Sobo in zbiralom. Nato se v raztopini poli-
mera ustvari elektricni naboj, ki povzrodi, da sfericna ka-
pljiica, ki nastane na izstopu Sobe, spremeni svojo obliko v
Taylorjev stoZec. Slednji nastane zaradi prisotnosti naras-
¢ajocih odbojnih sil med istovrstnimi naboji na povrsini ka-
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pliice in priviacnih sil med nasprotno nabitim zbiralom. Ko
sila elektricne napetosti preseze silo povrsinske napetosti
kapljice, se z vrha Taylorjevega stozca tvori curek, ki potuje
proti zbiralu. Na tej poti topilo odpareva, curek se tanjsa
ter se pricne vrtinciti, kar je posledica skupnega vpliva
elektri¢nega polja in odboja med povrinskimi naboji. Na
zbiralu se naberejo suha in izredno lahka nanoviakna, ure-
jena naklju¢no. Na morfologijo elektrosukanih nanoviaken
vplivajo razli¢ni dejavniki, Se posebej vrsta in koncentracija
polimera v raztopini, topilo, elektriCna napetost, hitrost toka
raztopine skozi Sobo, razdalja med Sobo in zbiralom, last-
nosti raztopine (polarnost, povrSinska napetost, elektricna
prevodnost) ter vpliv okolja, kjer se izvaja elektrostatsko
sukanje (temperatura, relativna viaznost, premikanje zraka)
(34).

Z ozavesGanjem o varovanju okolja se hkrati razvija elek-
trostatsko sukanje polimernih talin, torej tehnologija brez
uporabe topil, ki sicer pogosto predstavijajo probleme (tok-
si¢nost topil, zaostanek topil v viaknih in med njimi). V lite-
raturi omenijajo kot primerne polimere, ki jih lahko uspesno
oblikujemo v filtre preko talin, polietilen, polipropilen, poli-
kaprolakton, poliuretan, polimlecno kislino in druge (31,2).
Ucinkovitost filtracije delcev in padec tlaka sta najpo-
membnejSa parametra zracnih filtrov. Raziskave so poka-
zale, da so filtri iz nanovlaken bolj ucinkoviti za filtriranje
aerosolov zaradi njihove vedje specifine povrsine kot filtri
iz mikrovlaken, ker prvi zagotavljajo boljsi stik med delci v
zraku in vlakni (32). Za pripravo vlaken v nanometrskem
obmocdju so razvili pristop samosestavljanja molekul s spe-
cificno molekularno zasnovo, ki omogoca ustrezno struk-
turno ureditev (princip »LEGO«) (36). Torej ze s skrbno iz-
branim materialom in tehnoloSkim postopkom lahko
pripravimo filtre in obrazne maske, ki zadostijo vsem pred-
pisanim standardom za odstranjevanje delcev iz zraka
(87). Velik napredek je pricakovati tudi na podroc¢ju od-
stranjevanja virusov in nanodelcev, saj raziskovalci inten-
zivno raziskujejo v smeri izbora in vgrajevanja varnih aktiv-
nih sestavin.

4.3 MEMBRANE 1Z NANOVLAKEN ZA
VGRAJEVANJE V OBRAZNE MASKE
IN UCINKOVITO ZADRZEVANJE
MIKROBOV

Velikost virusov redko presega 100 nm, kar je razlog za
njihovo neucinkovito zadrzevanje na filtrih. Da bi zagotovili
ustrezno zadrzevanije virusov, bi bila smiselna izdelava filtrov
z velikostjo por 10 do 100 nm in z vgrajeno uc¢inkovino, ki
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izkazuje protimikrobno ali protivirusno delovanije (2, 10, 28,
38). Natanc¢no bi bilo treba doloditi debelino viaken in por
z vrstiéno elektronsko mikroskopijo, mehansko trdnost
(Youngov modul), protiinfektivno ucinkovitost, sposobnost
adsorpcije virusov ter protivirusno delovanje nanoviaken
(38-40).

V literaturi najdemo Clanke, v katerih opisujejo razvoj kom-
pozitnin nanovlaken s protimikrobnimi ali protivirusnimi
ucCinkovinami, ki so jih izdelali z metodo elektrostatskega
sukanja ter jim dolocili uCinkovitost filtracije, tlacni padec
in kakovostni koli¢nik (2, 13, 27, 28, 38, 40, 41). Dokazali
S0, da so vlakna z manjSim premerom privedla do vecjega
mehanskega zajema z difuzijo in prestrezanjem predvsem
zaradi velike specificne povrSine nanovlaken. Za zajema-
njem aerosolov velikosti delcev pod 100 nm, ki simulira
koronavirus in nanoaerosolna onesnazevala, je difuzija po-
stala pommemben mehanizem. Elektrostaticni zajem ze sam
po sebi nekoliko izboljSa zajem, prisotnost Stevilnih tankih
nanovlaken pa ga Se poveca.

Kot aktivne spojine v nanovlaknih proucujejo delce cinko-
vega, titanovega, magnezijevega, aluminijevega ali bakro-
vega oksida, srebra in zlata ter protimikrobno delovanje
dokazujejo s preizkusi inhibicije rasti na celicnih gojiscih.
Za nanodelce srebra in zlata so dokazali, da izkazujejo
protivirusno delovanje proti razli¢nim vrstam virusov: virusu
influence, HIV-1, virusu herpesa simpleksa tipa 1 (HSV-1)
in virusu hepatitisa B (HBV) (14). Slednje kaze na smiselnost
vgrajevanja kovinskih ionov v materiale za izdelavo mem-
bran za obrazne maske (2, 13, 28).

V vecini drugih Clankov izdelanim filtrom niso dolocili in
definirali velikosti njihovih por ter s preizkusi dolocili njiho-
vega protivirusnega delovanja, zato tezko sklepamo o niji-
hovi ucinkovitosti za odstranjevanje virusov. Ravno zato
bi bilo treba razviti metode in preizkuse za dolocitev vezave
virusov na filtre. Smiseln bi bil razvoj metode, s katero bi
lahko kvalitativno in kvantitativno dolocili, ali se je virus
zadrzal na filtrih in v kak8nem obsegu. Ena izmed moznosti
je razvoj metode, s katero bi lahko dolodili, ali se virus
veze na viakna filtra in ali vgrajene protivirusne ucinkovine
sploh uc€inkujejo nanje. Druga moznost pa je merilna teh-
nika po analogiji kot za druge delce, ki bi omogocala do-
locitev, koliko virusov je preSlo filter in se na njem ni zadr-
zalo. S tem bi omogocili razvoj standardnih metod in
posledi¢no omogocili lazje interpretiranje rezultatov razi-
skav.

Nedavna pandemija in spodbujene Stevilne raziskave po
vsem svetu so pokazale potrebo po razvoju ustreznejsih
mask, na osnovi inovativnih materialov in nanotehnoloskih
postopkov. Pri¢akujemo lahko razvojni prehod od sedanjih
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relativno enostavnih do naprednih zascitnih mask. Nekateri
napredni filtri z odli¢nim kakovostnim koli¢nikom imajo tudi
posebne lastnosti, kot so toplotna stabilnost, antibakterijske
lastnosti, so samocistilni, negorljivi in bioloSko razgradijivi.
Dodatno najdemo v literaturi prve filtre za filtriranje zraka in
ucinkovito odstranjevanje delcev PM 0,1 (42).

ZAKLJUCEK

V zadnjih letih naraSCa prizadevanje za razvoj naprednih
strategij za odstranjevanje aerosolov v vdihanem zraku. Z
uvajanjem elektrostatskega sukanja v proces izdelave na-
novlaken je mozno izdelati elektricno nabite, ultralahke
filtre. Membrane iz nanovlaken s svojimi lastnostmi omo-
gocajo reSevanje prenekaterin omeijitev, ki jih predstavija
uporaba konvencionalnih materialov. Izdelava membran iz
nanovlaken omogoCa nadzor velikosti por, premera viaken
in s tem doseganije velike specificne povrsine in hkrati za-
gotavlja vse mehanizme filtracije. Take membrane znatno
izboljSajo ucinkovitost filtriranja virusov in drugih submi-
kronskih delcev v zraku, pri tem pa le malo vplivajo na pre-
tok zraka (majhen padec tlaka). Ce povzamemo, je le upo-
raba ustrezne maske ucinkovito sredstvo za za$cito
delovnega okolja in posameznika pred virusi in drugimi
kontaminanti. Pri izbiri maske moramo biti previdni, da iz-
beremo ustrezno za dolo¢en namen uporabe. Ob prihod-
njih pandemijah, povezanih z dihali, pricakujemo dostop-
nost uc¢inkovitejSih obraznih mask.

Danes opazamo potrebo za razvoj filtrov s kombiniranim
mehanizmom odstranjevanja virusov s filtriranjem aero-
solov ter vkljuevanjem spojin s protivirusnim delovanjem.
Ne glede na to se je treba Se vedno zavedati vseh dejav-
nikov, ki vplivajo na ustreznost filtrov. Kljuénega pomena
pri vlaknastih filtrih je njihova sposobnost za ucinkovito
odstranjevanje virusov iz zraka, nizek upor zranega toka
ter sposobnost prenosa toplote in vodne pare. Poseben
poudarek je treba nameniti udobnosti mask, ker ne-
udobne obrazne maske pri uporabnikih povzro¢ajo nela-
godije in povecajo verjetnost, da jih ne uporabljajo v skladu
z navodili. V prihodnosti lahko pri¢akujemo vecje poeno-
tenje izrazov in standardnih vrednosti za enake vrste zra-
¢nih filtrov in mask na svetovnem nivoju. S tem bi znacilino
olajsali njihovo prepoznavnost, osebno uporabo, sveto-
vanje v lekarnah in zdravstvenih ustanovah, pa tudi trgo-
vanje.
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UvoD

POVZETEK

Cepiva na osnovi informacijske RNA (mRNA)
predstavljajo izjemno obetavno platformo cepiv,
saj omogocajo hiter odziv na groznje novih pato-
genov. Temeljijo na vnosu genskega zapisa za
enega ali ve¢ antigenov povzrocitelja nalezljive
bolezni neposredno v celice vakcinirane osebe.
Na podlagi genske informacije transfecirane celice
prehodno izrazijo proteinski antigen in ga pred-
stavijo na svoji povrsini v obliki peptidov, vezanih
na poglavitni kompleks tkivne skladnosti. Tako
predstavijene jih zaznajo limfociti T. Ce usmerimo
antigen na celicno membrano ali v zunajcelicni
prostor, pride tudi do robustnega humoralnega
imunskega odziva. V zadnjem desetletju belezimo
precejsen napredek na podrocjih encimske sin-
teze mRNA, razumevanja imunomodulatornih
lastnosti same eksogene mMRNA in dostavnih si-
stemov mMRNA-cepiv ter doseganja ucinkovite
transfekcije in translacije in vivo, kar je omogocilo
nedavno odobritev prvih tovrstnih cepiv v Evropski
uniji in ZDA. V prispevku predstavljiamo mehan-
izme delovanj, nac¢in proizvodnje in dosedanje kli-
nic¢ne izkusnje s profilakti¢nimi MRNA-cepivi proti
nalezljivim boleznim.

KLJUCNE BESEDE:
cepivo, Klinicne raziskave, mehanizem delovanja,
mMRNA

ABSTRACT

Messenger RNA (MRNA) vaccines are an extremely
promising vaccine platform, as they allow for im-
mediate response to new pathogen threats. mRNA
vaccines are based on introducing genetic infor-
mation for one or more antigens of a pathogen di-
rectly into cells of a vaccinated individual. The trans-
fected cells use this genetic information to
transiently express the encoded protein antigen
and display it on the cell surface in the form of
antigenic peptides bound to major histocompati-
bility complex, thereby activating T lymphocytes. If
the encoded intact antigen is directed to the cell
surface or the extracellular space, robust humoral
response is also observed. In the last decade, im-
portant progress has been made in the areas of

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI

Cepiva (vakcine) so praviloma profilakti¢na zdravila, s ka-
terimi prepreCujemo nalezljive bolezni, a razvijajo tudi te-
rapeviske vakcine za zdravljenje (kronicnih) virusnih okuzb

enzymatic mRNA synthesis, understanding im-
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munomodulatory properties of exogenous mRNA
as well as materials for mRNA delivery, and opti-
mizing transfection and in vivo translation efficiency,
leading to approval of first mMRNA-based vaccines
in the European Union and United States. Here,
we review the mechanisms of actions, production
technologies and current clinical experience with
prophylactic mRNA vaccines against infectious dis-
eases.

KEY WORDS:
clinical trials, mechanism of action, mRNA, vaccine

in rakavih bolezni. V Clanku se osredoto¢amo izklju¢no
na profilakticna cepiva na osnovi informacijske RNA
(mRNA). Ta relativno nova platforma je zelo obetavna, saj
omogoca iziemno hiter odziv na groze€e epidemije virus-
nih bolezni, kot se je izkazalo v aktualnem primeru covid-
19 — vsega deset mesecev po tem, ko je Svetovna zdrav-
stvena organizacija razglasila pandemijo, sta prejeli
pogojno dovoljenje za promet v EU in ZDA Ze dve cepivi
na osnovi MRNA, Se 14 takih cepiv proti covid-19 pa tre-
nutno po svetu vrednotijo v klini¢nih raziskavah (1).
MRNA-cepiva so privlacna tudi, ker dobro posnemajo
proces naravne okuzbe z vidika procesiranja in predsta-
vljanja virusnih antigenov (za razliko od konvencionalnih
inaktiviranih ali proteinskih vakcin), kar je klju¢nega po-
mena za prozenje tako humoralnega kot celi¢nega imun-
skega odziva (2).

Leta 1989 so prvi¢ porocali o uspesnem izrazanju mo-
delnega proteina luciferaze po transfekciji evkariontskih
celic z mRNA, pripravljeno s transkripcijo in vitro (3). Leto
kasneje je ista raziskovalna skupina potrdila tudi izrazanje
veC poroCevalskih genov po vnosu pripadajoCih mRNA v
misje skeletne misi¢ne celice in vivo (4). Od takrat je teh-
nologija terapevtikov na osnovi nukleinskih kislin mo¢no
napredovala: kopicCilo se je znanje o potrebnih regulatornih
elementih, ki vplivajo na biolosko razpolovno dobo mRNA
v celicah in na nivo izrazanja kodiranega proteina, struk-
turnih modifikacijah, ki uravnavajo imunomodulatorne last-
nosti eksogene mMRNA, ter dostavnih sistemih. V zadnjem
desetletju so Stevilni raziskovalci pokazali, da vnos pri-
merno izbranega genskega zapisa za proteinski antigen
patogena intradermalno, subkutano ali intramuskularno
izzove oblikovanje imunskega spomina, ki zivali zaSciti
pred okuzbo, ¢emur je sledilo tudi vrednotenje varnosti
in imunogenosti MRNA-cepiv na ¢loveskih prostovoljcih
2, 5).

KAJ SO CEPIVA NA OSNOVI
mRNA IN KAKO DELUJEJO?

Najenostavnejsa mRNA-cepiva kot ucinkovino vsebujejo
mRNA, ki nosi zgolj genski zapis za proteinski antigen pa-
togena. Zaradi kemijske in encimske nestabilnosti molekul
RNA ter za doseganije ucinkovitejSe dostave v celice mRNA
obi¢ajno vgradijo v lipidne nanodelce, redkeje nanodelce
iz kationskih polimeroy, ali tvorijo komplekse s pozitivno
nabitimi proteini, kakrSen je protamin (podpoglavie 3.3).
mRNA sintetizirajo encimsko v procesu transkripcije in vitro
na osnovi lineariziranega plazmida, ki nosi genski zapis za
antigen pod nadzorom bakteriofagnega promotorja (T7,
T3 ali SP6) (2, 5). Minimalne strukturne zahteve za mRNA
so predstavljene na sliki 1A. Transkript posnema zrelo
mRNA, kakrSna se nahaja v citosolu evkariontskih celic, in
je sestavlien iz bralnega okvirja (kodirajoCe regije), ki ga
obdajata neprevedeni regiji (untranslated regions, UTR),
na 5'-koncu mRNA je prisotna kapa iz 7-metilgvanozina,
povezanega s prvim nukleotidom prek 5'-trifosfatne sku-
pine, na 3'-koncu pa rep iz 100 do 250 adenozinskih
ostankov. Ti regulatorni nekodirajoCi elementi ¢itijo mMRNA
pred razgradnjo z nukleazami in so kljucni za proces tran-
slacije (sinteze kodiranega proteina). Encimska sinteza
mRNA je iziemno ucinkovita (poro¢ajo o donosih, visjih od
2 g mRNA/L), neodvisna od nukleotidnega zaporedja in
njen obseg je mogocCe razmeroma enostavno povecati (2).
Nacin proizvodnje, ki za razliko od konvencionalnih vakcin
na proteinski osnovi (atenuiranih, inaktiviranih in rekombi-
nantnih proteinskih cepiv) ali virusnih vektorskih cepiv ne
zahteva uporabe celi¢nih kultur ali jajc, omogoca hitro in
cenovno ugodno pripravo ucinkovine ter zagotavlja od-
sotnost vsakr$nih kontaminantov, kot so virusi ali proteini
ekspresijskega sistema. Po transkripciji in vitro matricno
DNA razgradijo z DNazo, mRNA pa kromatografsko pre-
Cistijo, da odstranijo encime, proste nukleotide, fragmente
DNA in nepopolno sintetizirano RNA. Sledi Se sterilizacija
s filtracijo in vgradnja v ustrezen dostavni sistem (2, 5).

Poleg t. i. konvencionalnih mRNA-cepiv nekatera podjetja
razvijajo tudi samopomnozujo¢a mMRNA-cepiva (slika 1B,
preglednica 1) (2, 6). Ta so osnovana na genomu alfavirusov
in so kot taka pravzaprav vektorska cepiva, ki jinh proizva-
jamo s transkripcijo in vitro ali pomnozevanjem in pakira-
njem v virusne delce s pomocjo posebnih pakirnih celi¢nih
linij, ki izrazajo alfavirusne strukturne proteine. Pri nacrto-
vanju samopomnozujocinh mMRNA-cepiv iz genoma alfavi-
rusov odstranijo gene za strukturne proteine in jih nado-
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mestijo z zapisom za zeleni antigen, ohranijo pa regulatorne
elemente (5'-kapo, 5'- in 3'-cis elemente (CSE) in poli(A)-
rep) ter gene za nestrukturne proteine nsP1-4, ki tvorijo
replikazni kompleks (od RNA odvisno BRNA-polimerazo,
RNA-dependent RNA polymerase, RARP). Po vstopu v
celico se tako najprej tvori RARp, ki ustvari kopije virusnega
vektorja, kar omogoca uporabo bistveno nizjih odmerkov
cepiva in daljSe izrazanje antigena.

Ribonukleinske kisline so izrazito nestabilne molekule, kar
zelo zaplete in posledicno podraZi logistiko (shranjevanje,
transport in organizacijo) ceplienja s cepivi na osnovi
mRNA. Osnovni razlog kemijske nestabilnosti RNA je nu-
kleofilna narava hidroksilne skupine na polozaju 2' riboze

(ta je v sicer strukturno sorodni molekuli DNA odsotna), ki
— zlasti v alkalnem okolju, ko se deprotonira — napade fos-
forjev atom v sosednji fosfodiestrski vezi. Proces poteka
predvsem na izpostavljenih 2'-hidroksilnih skupinah ne-
strukturirane (tj. enoverizne) RNA. Posledica je cepitev estr-
ske vezi in nastanek 2',3'-ciklicnega fosfatnega interme-
diata, ki hidrolizira do 2'- ali 3'-fosfata (7). Dolgoro¢no
kemijsko stabilnost RNA v sploSnem zagotavljamo s shra-
njevanjem RNA pri ekstremno nizkih temperaturah in nev-
tralnem pH ali z liofilizacijo. Izpopolnjene formulacije MRNA-
cepiv lahko pomembno prispevajo k vediji stabilnosti mRNA
in ji hkrati nudijo zascito pred hidrolizo z RNazami in vivo

(8).
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Slika 1: Mocno poenostavijena struktura mRNA za vnos genskega zapisa za proteinski antigen (prirejeno po (6)). A. Splosni funkcijski
elementi zrele evkariontske mRNA: 5'-kapa (7-metilgvanozin, m7G), 5'-neprevedena regija (5'-UTR), bralni okvir, ki ga omejujeta zacetni in
Zzakljucni kodon, 3'-UTR in 3'-poliadenozinski (poli(A)) rep. B. Primerjava konvencionalnih in samopomnozujocih mRNA-cepiv. Prva nosijo le
zapis za antigen, druga (osnovana na alfavirusnem vektorju) pa tudi gene za proteine nsP1-4, ki skupaj tvorijo replikazni kompleks, ki v
celicah ustvarja kopije virusnega vektorja. CSE — cis-regulatorni element, RdRp — od RNA odvisna RNA-polimeraza. Sliko smo pripravili z

BioRenderjem.

Figure 1: A simplified depiction of mRNA for delivery of genetic information encoding a protein antigen (adapted from (6)). A. General
functional elements of mature eukaryotic mRNA: &' cap (7-methyl guanosine, m7G), 5' untranslated region (UTR), open reading frame
flanked by start and stop codons, 3' UTR and polyadenosine (poly(A)) tail. B. Comparison of conventional and self-amplifying mRNA
vaccines. The former only encode an antigen, whereas the latter (based on alphavirus) in addition harbour genes encoding proteins nsP1-4
which form the replicase complex responsible for amplifying the viral vector. CSE — cis-acting element, RdRp — RNA-dependent RNA

polymerase. Graphics made with BioRender.
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Preglednica 1: Nekatere prednosti in pomanjkljivosti/slabosti konvencionalnih in samopomnozujocih mRNA-cepiv (povzeto po (9)).
Table 1: Advantages and disadvantages of conventional and self-amplifying mRNA vaccines (adopted from (9)).

Platforma

Prednosti

Pomanijkljivosti/slabosti

Konvencionalna in
samopomnozujoc¢a mMRNA-cepiva

- encimska sinteza, ne uporabliamo jajc ali
celi¢nih kultur za proizvodnjo

- moznost hitre in obsezne proizvodnje

- cepiva neinfektivna, ne prihaja do
integracije v genom prejemne celice,
razgradnja mRNA z endogenimi
celiénimi mehanizmi

- izrazanje in situ: nativen proteinski
antigen

- aktivacija mehanizmov prirojene imunosti
okrepi humoralno in celi¢éno imunost

- nestabilnost RNA

- v nekaterih primerih opazena nizja
imunogenost pri ljudeh v primerjavi
s poskusnimi Zivalmi (prenosljivost
rezultatov; poglavje 4), nova
tehnologija

- vnetni proces zaradi spro$¢anja
IFN tipa |

- tezave, povezane z ucinkovito
dostavo v celice

Konvencionalna mRNA-cepiva

- mRNA kraj$a v primerjavi s
samopomnozujoco mMRNA

- mozna vgradnja spremenjenih
nukleozidov

- neposredno izrazanje antigena iz mRNA

- imunski odziv proti vektorju ni prisoten

- potrebni visji odmerki

- izrazanje antigena Casovno krajse

- morebitna toksiCnost spremenjenih
nukleotidov, nova tehnologija

- vi§ja cena in zapletena logistika
ceplienja v primerjavi s »klasi¢nimi«
(inaktiviranimi ali oslabljenimi) cepivi

Samopomnozujo¢a mMRNA-cepiva

- mocnejSe in Casovno daljSe izrazanje
antigena

- potrebni nizji odmerki

- intrinzino adjuvantno delovanje

- apoptoza transfeciranih celic vodi do
okreplienega prevzema proteinskih
antigenov s strani APC in predstavljanja
antigenov z MHC |

- moznost dostave ve¢ antigenov z enim
vektorjem

- vnetni proces zaradi
pomnozevanja vektorja

- mRNA daljSa v primerjavi s
konvencionalnimi mRNA
(tezavnejSa proizvodnja)

- morebitna toksi¢nost proteinov
nsP

- mozen imunski odziv proti vektorju

APC - antigen predstavitvena celica, IFN — interferon, MHC — poglavitni kompleks tkivne skladnosti

2.1 PREVZEM mRNA IN SPROSCANJE
IZ ENDOSOMOV

RNA so velike in na racun fosfatnih skupin v sladkorno-
fosfatnem ogrodju izrazito negativno nabite molekule, kar
otezuje njihovo uginkovito dostavo v celice. Z MRNA-cepivi
lahko transfeciramo antigen predstavitvene celice, zlasti
dendriticne celice, ex vivo ali pa vakcino injiciramo nepo-
sredno, najveckrat v miSi¢no tkivo (2). Transfekcija dendri-
tinih celic ex vivo in njihova avtologna infuzija je oblika ce-
licnega zdravljenja, ki jo razvijajo za boj proti rakavim
boleznim, zato je v prispevku ne obravnavamo podrobno.
MRNA-cepiva najveCkrat formulirajo v obliki nanodelcev
(premera priblizno 100 nm) iz kationskih lipidov (2, 5). Ce-

214

liéna povrSina je namreC negativno nabita; kationski lipidi
tako omogocijo ne le nevtralizacijo negativnin nabojev na
MRNA, temve¢ so klju¢nega pomena tudi za tvorbo elek-
trostatskih interakcij med celi¢no povrsino in nanodelci ter
za kasnejSe sproscanje iz endosomov. Kationskim lipidom
so praviloma dodani e naravni fosfolipidi, ki pomagajo pri
tvorbi lipidnega dvosloja, holesterol kot stabilizator mem-
bran in na lipide vezan polietilenglikol (PEG) za izboljSanje
koloidne stabilnosti nanodelcev (lipopleksov; podpoglavie
3.3) (5). Raziskave na zivalih so pokazale, da sistemska
aplikacija lipopleksov vodi do kopi¢enja mRNA v hepatocitin
(na racun vezave na apolipoprotein E in posledi¢ne recep-
torsko posredovane endocitoze) (10), medtem ko subku-
tana, intradermalna in intramuskularna aplikacija zagota-
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vijgjo lokalno in nekoliko daljSe izrazanje kodiranih proteinov,
kar je ugodno z vidika prozenja imunskih odzivov (11, 12).
Lipopleksi vstopajo v celice v zapletenem procesu endo-
citoze, pri Cemer pride do uvihanja celicne membrane, ki
se odcepi in tvori endosomske vezikle. Ti zorijo in se zlivajo
z lizosomi, ki dostavijagjo presnovne hidroliticne encime,
zato mora mRNA Se pravoCasno zapustiti endosome in
vstopiti v citosol, s &imer se izogne razgradnii (5). Ni povsem
jasno, kaksen je mehanizem spros¢anja mRBNA iz endo-
somov, a verjetno zajema zlitie membrane lipopleksa in
endosoma, zato sestava lipidnin komponent dostavnega
sistema pogojuje ucinkovitost transfekcije.

MRNA sama po sebi deluje imunostimulatorno, saj aktivira
Stevilne endosomske (TLR7 in TLR8) in citosolne receptorje
(RIG-1in MDA-5) prirojene imunosti, kar vodi do sproS¢anja
interferonov tipa | (IFN-I) in nekaterih drugih vnetnih citoki-
nov (2, 13). Po eni strani je to dobrodoslo, saj aktivira an-
tigen predstavitvene celice in okrepi imunski odziv proti
kodiranemu antigenu, a interferonska signalizacija nespe-
cifiéno zavre tvorbo proteinov v celicah, kar oslabi proces
izrazanja antigena. Nekatera cepiva na osnovi mRNA zato
vsebujejo spremenjene nukleozide, ki so man;j imunosti-
mulatorni (podpoglavje 3.1). Samopomnozevalna mRNA-
cepiva, ki se namnozujejo v celicah, seveda vsebujgjo le
obi¢ajne nukleotide, hkrati pa se med pomnozevanjem
tvori dvoverizna struktura RNA, ki je izrazito imunostimula-
torna, zato imajo modan adjuvantni ucinek (2). Proteini, ki
tvorijo replikazni kompleks, za organizem predstavljajo
neoantigene, zato lahko pride do imunskega odziva proti
samemu vektorju, kar utegne voditi do manj ucinkovitega
imunskega odziva pri nadaljnjih ceplienjin z enako plat-
formo, saj bi predhodno senzitizirani citotoksicni limfociti
unicili transfecirane celice, Se preden bi te izdelale proteinski
antigen cepiva.

2.2 TRANSLACIJA

MRNA se ne prenese v celicno jedro (kot to velja za gensko
informacijo DNA-vektorskih cepiv) in v citosolu vstopa ne-
posredno v ribosome, ki na osnovi predstavijenega nu-
kleotidnega zaporedija sintetizirajo polipeptidno verigo an-
tigena. Ceprav v celice vnasamo tujo gensko informacijo,
veljigjo cepiva na osnovi MRNA z vidika insercijske muta-
geneze za nadvse varna, torej ni nikakrSne moznosti za in-
tegracijo v genom. Antigen se zaradi takojSnjega zaCetka
translacije tvori iziemno hitro in ker je sintetiziran in situ, je
polipeptidna veriga pravilno zvita, protein je delezen vseh
ustreznih posttranslacijskih modifikacij in je usmerjen na
ustrezno mesto v celici (npr. v celicno membrano) (2).
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mRNA ima razmeroma kratko zivlienjsko dobo in se sCa-
soma razgradi, zato je izrazanje antigena prehodne na-
rave.

2.3 PROCESIRANJE IN
PREDSTAVLJANJE ANTIGENA

MRNA-cepiva z izrazanjem antigena neposredno v trans-
fecirani celici posnemajo proces virusne okuzbe (2). MiSicne
celice izdelajo kodiran virusni membranski protein in ga iz-
razijo na svoji povrsini, kjier ga zaznajo limfociti B (slika 2).
Del nastalega antigena celice razgradijo s specializiranimi
proteaznimi kompleksi v citosolu, imenovanimi proteasomi.
Nastali peptidi se prenesejo v lumen endoplazemskega
retikuluma, kjer se vezejo na poglavitni kompleks tkivne
skladnosti | (MHC 1), od tam pa z vezikularnim transportom
potujejo prek Golgijevega aparata na celicno povrsino. An-
tigenske peptide, vezane na MHC |, prepoznajo citotoksicni
limfociti T (CD8*). mRNA prvenstveno vstopa v antigen
predstavitvene celice (dendritiCne celice in makrofage), ki
SO sposobne tudi alternativnega procesiranja antigenov
(slika 2), pri Cemer antigenske peptide izrazijo na MHC Il.
V tej obliki antigen zaznajo T-celice pomagalke (CD4%), ki
uravnavajo aktivacijo in diferenciacijo limfocitov B in cito-
toksi¢nih limfocitov T. UpoStevajo¢ Se imunomodulatorno
delovanje same sintezne mMRNA so mMRNA-cepiva spos-
obna izzvati Sirok spekter imunskih odzivov.

POMEMBNEJéE INOVACIJE
NA PODROCJU mRNA-CEPIV

Poglavitne tezave, ki so ovirale klini¢ni razvoj mRNA-cepiv,
so nestabilnost RNA, neucinkovita dostava mRNA v celice
in dejstvo, da transfekcija z eksogeno RNA lahko izzove
vnetne procese. Optimizacija procesov formulacije, zlasti
vgradnja mRNA v lipidne nanodelce, nudi zas¢ito RNA pred
zunanjimi vplivi in omogocCa ucinkovito dostavo v celice,
medtem ko z optimizacijo strukture mRNA lahko odlocilno
vplivamo na njeno zaznavanje s celi¢nimi receptorii prirojene
imunosti in izboljSamo ucinkovitost translacije in vivo.

3.1 OPTIMIZACIJA STRUKTURE mRNA

Endogena mRNA v jedru evkariontskih celic dozivi po-
sttranskripcijske modifikacije, kot sta pripenjanje 5'-kape
in 3'-poli(A)-repa. Pri transkripciji in vitro je ta funkcionalna
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Slika 2: Procesiranje in predstavijanje antigenov po vstopu sintezne mRNA v celice (prirejeno po (14)). Zgoraj: Misicne celice na povrsini
izraZajo nativne membranske virusne proteine, ki jih prepoznajo limfociti B, in pripadajoce antigenske peptide (nastale pri razgradnji s
proteasomom), vezane na poglavitni kompleks tkivne skladnosti | (MHC ), ki jih prepoznajo citotoksicni limfociti T (CD8+). Spodaj: Antigen
predstavitvene celice (APC) procesirajo proteinske antigene na enak nacin (ni prikazano), hkrati pa jih delno razgradijo tudi v endosomskih
veziklih. Antigenski peptidi se nato veZejo na MHC Il in z vezikularnim transportom potujejo v celicno membrano, kjer jih prepoznajo T-celice
pomagalke (CD4+). BCR — B-celicni receptor, ER — endoplazemski retikulum, GA — Golgijev aparat, TCR — T-celicni receptor. Sliko smo
pripravili z BioRenderjem.

Figure 2: Antigen processing and presentation after synthetic mRNA entry into cells (adapted from (14)). Upper panel: Muscle cells display
native viral membrane proteins on their surface, allowing antigen recognition by B lymphocytes. A fraction of synthesized antigens is
degraded in the cytosol by proteasomes and the resulting antigenic peptides are displayed on cell surface bound to type | major
histocompatibility complex (MHC 1), allowing recognition by cytotoxic lymphocytes T (CD8+). Lower panel: In addition to mechanisms of
antigen processing described above (not shown) specialized antigen presenting cells also degrade proteins in endosomal vesicles. The
antigenic peptides are bound to MHC Il and transferred to cell surface via vesicular transport, where they are recognized by helper T cells
(CD4+). BCR — B cell receptor, ER — endoplasmic reticulum, GA — Golgi apparatus, TCR — T cell receptor. Graphics made with BioRender.

elementa zrele mRNA potrebno dodati naknadno (2, 5).
Kapo na 5'-konec sinteznih transkriptov dodajo encimsko
(tj. z uporabo rekombinantnega encimskega kompleksa
virusa vakcinije) ali pa ze med transkripcijo uporabijo ana-
loge kape (anti-reverse cap analogue, ARCA,; slika 3), pri
katerih je 3'-hidroksilna skupina 7-metilgvanozina metili-

rana, kar zagotavlja praviino orientacijo kape (15). Tudi
poli(A)-rep je mogocCe dodati po zakljuCeni transkripciji z
rekombinantnim encimom poli(A)polimerazo iz bakterije E.
coli, a je bolj ekonomi¢na uporaba matricne DNA z zapisom
za dolgo zaporedje adenozinov, tako nastala mRNA pa
ima tudi bolje definirano dolzino poli(A)-repa.
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Slika 3: Transkripcija in vitro z uporabo standardnega analoga 7-metilgvanozinske kape (levo) in analoga ARCA (anti-reverse cap analogue;
desno), katerega 3'-hidroksilna skupina je metilirana (povzeto po (16)). Ce pri encimski sintezi uporabijo dinukleotid m7GpppG, priblizno polovica
transkriptov nosi 5'-kapo v napacni orientaciji. Nanje se iniciacijski dejavnik translacije elF-4E ne veze, zato je translacija in vivo bistveno manj
uinkovita. Ce uporabijo dinukleotid ARCA (m7GmpppG), nastanejo le transkripti s 5'-kapo ustrezne orientacije in udinkovitost translacije je visoka.
Figure 3: In vitro transcription using the standard 7-methylguanosine cap analogue (left) and the anti-reverse cap analogue (ARCA; right) with 3"
hydroxyl group methylated (adopted from (16)). If the standard dinucleotide m7GpppG is used in enzymatic synthesis, about a half of transcripts
harbours the 5' cap in reverse orientation. As the translation initiation factor elF-4E does not bind reverse capped products, the in vivo translation
is fairly inefficient. On the other hand, the use of ARCA dinucleotide (m7GmpppG) leads to a single correctly capped product, significantly

increasing the extent of translation.

Optimizacija kodirajoCega zaporedja je smiselna z vidika
uporabe pogostejsih alternativnih kodonov za isti aminoki-
slinski ostanek in odstranitev visjih struktur mMRNA (kot po-
sledice lokalnega zvitja, npr. tvorbe zank ali lasnic), kar pri-
pomore k udinkovitosti procesa translacije (2, 5). 5'-UTR
je vpletena v iniciacijo translacije, 3'-UTR pa uravnava sta-
bilnost MRNA in obseg izrazanja proteina. Pomembni de-
javniki, ki doloCajo funkcionalnost neprevedenih regij, so
nukleotidno zaporedije, dolzina in sekundarna struktura (2,
5), zato je racionalno nacrtovanje teh funkcionalnih ele-
mentov nemogodce. Praviloma uporabijo neprevedene regije
genov, za katere je znano, da povecajo stabilnost in okrepijo
izrazanje mMRNA. Orlandini von Niessen in sodelavci (17)
so pripravili knjiznico 3'-UTR dolgozivih mRNA in s poro-
Cevalskim celi¢nim testom izbrali ve¢ funkcijskih elementoy,
ki so omogocali do trikrat viSjo produkcijo kodiranih pro-
teinov in vivo v primerjavi s konvencionalno 3'-UTR iz &lo-
veskega gena za 3-globin. Optimizacija izrazanja antigena

je v vakciniranih misih pricakovano izzvala tudi moc¢nejsi
imunski odziv.

Pomemben napredek pri optimizaciji delovanja mRNA-ce-
piv je tudi zmanjSevanje imunostimulatornih lastnosti sin-
tezne mRNA. Znano je, da dolo¢ena, zlasti z uridinom bo-
gata nukleotidna zaporedja v RNA aktivirajo t. i. vzoréno
prepoznavne receptorje TLR7 in TLR8 (18, 19), zato z za-
menjavo uridinov za njegove analoge, ki se sicer naravno
pojavijajo v RNA kot posledica posttranskripcijskin modifi-
kacij (kot sta psevdouridin ali N1-metilpsevdouridin), lahko
mocno omejijo vnetne procese po vakcinaciji z mRNA in
omogocijo boljSe izrazanje antigena.

3.2 OPTIMIZACIJA PROIZVODNJE mRNA

Uvedba 5'-kape in 3'-poli(A)-repa med postopkom tran-
skripcije in vitro (podpoglavije 3.1) je stroSkovno ucinkovita,
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ker ne zahteva loCenih encimskih reakcij z vmesno izolacijo
in CisCenjem RNA s precipitacijo. Tako so izgube med pro-
cesom proizvodnje ucCinkovine manjSe. Koncno CisScenje
sintezne MRNA s HPLC je potrebno za odstranitev necistot,
ki izhajajo iz encimske sinteze; zlasti je problemati¢na dvo-
verizna RNA, ki aktivira receptorja TLR3 in RIG-I. Cig&enje
s HPLC ima omejeno kapaciteto, zato so Baiersdorfer in
sodelavci razvili alternativen nacin CisCenja, ki je osnovan
na selektivni adsorpciji dvoverizne RNA na celulozo (20).
Metoda je enostavna, cenovno zelo ugodna in ucinkovita
primerljivo s HPLC.

3.3 OPTIMIZACIJA DOSTAVNIH
SISTEMOV ZA mRNA

Ustrezna formulacija mRNA je osrednjega pomena tako
za ucinkovito dostavo in vivo kot za zagotavljanje stabil-
nosti cepiva, obenem pa mora biti dostavni sistem bio-
kompatibilen in netoksicen. Verjetno najvedji napredek pri
razvoju mMRNA-cepiv beleZzimo ravno na podro&ju razvoja
dostavnih sistemov (21), a so podrobnosti (kvantitativha
sestava in nacin formulacije) poslovna skrivnost proizva-
jalcev cepiv. V obeh odobrenih mRNA-cepivih proti SARS-
CoV-2 (preglednica 2) je mRNA, ki kodira virusni protein
S, vgrajena v lipidne nanodelce, ki vsebuijejo kationske li-
pide (ALC-0315 (((4-hidroksibutillazandiil)bis(heksan-6,1-
diil)bis(2-heksildekanoat); Comirnaty (Pfizer/BioNTech)) ali
SM-102 (heptadekan-9-il 8-((2-hidroksietil)(6-okso-6-(de-
ciloksi)heksil); COVID-19 Vaccine Moderna (Moderna)), ob
tem pa Se PEGilirane lipide (ALC-0159 (2-[PEG-2000]-
N,N-ditetradecilacetamid; Comirnaty) ali PEG2000 DMG
(1,2-dimiristoil-rac-glicero-3-metoksiPEG-2000; COVID-
19 Vaccine Moderna)) ter DSPC (1,2-distearoil-sn-glicero-
3-fosfoholin) in holesterol. Nekatera od mRNA-cepiv, ki
so do sedaj dosegla fazo predkliniénega in zgodnjega kli-
nicnega razvoja, so slonela tudi na uporabi protamina,
amfipati¢nih peptidov, ki prehajajo lipidne membrane, ali
kationskih polimerov (npr. polietilenimina, PEI) (21). Ker je
PEI razmeroma citotoksiCen, ga zamenjujejo za acilirane
analoge (npr. funkcionalizirane s stearinsko kislino), ki iz-
kazujejo boljSi varnostni profil (npr. (22)). Zelo obetaven
dostavni sistem predstavljajo tudi oligo(karbonat-b-a-
amino estri), t. i. CART (charge-altering releasable tran-
sporters). Ti kot kationski polimeri sprva tvorijo nekova-
lentne komplekse z mMRNA, ki u¢inkovito vstopajo v celice,
ob spontani razgradniji do nevtralnih amidov v endosomih
pa izgubijo pozitiven naboj in tako olajSajo sproScanje
mRNA v citosol (23).

KLINICNE IZKUSNJE S CEPIVI
NA OSNOVI mRNA

Cepiva na osnovi mRNA niso popolna novost, saj prva
klini¢na raziskava s konvencionalnim mRNA-cepivom sega
v leto 2013, ze pred tem pa so CloveSkim prostovolicem
injicirali tudi samopomnozujoco alfavirusno RNA, pakirano
v virusne delce (preglednica 2). Dosegljiva porocila klini¢nih
raziskav potrjujejo varnost taksnih profilakti¢nih vakcin,
vendar pa imunogenosti, ki so jo potrdili v predklinicnih
raziskavah, niso vselej opazili tudi pri Cloveskih prosto-
voljcih. V Kklini¢nih raziskavah prve faze, v katerih so vred-
notili varnost in imunogenost mRNA-cepiv s spremenjenimi
nukleotidi, formuliranih v obliki lipidnih nanodelcey, proti
virusu gripe sevov H10N8 (NCT03076385) in H7N9
(NCT03345043) (24), so v nasprotju s poskusi na Zivalih
(misih, dihurjih in makakih) po ceplienju ljudi zabelezili raz-
meroma Sibko in kratkotrajno imunost. Zanimiva so tudi
opazanja iz klinicne raziskave prve faze, v kateri so vred-
notili imunogenost mMRNA-cepiva z nespremenjenimi nu-
kleotidi v kompleksu s protaminom proti steklini
(NCT02241135) (25). Cepivo je po intradermalnem injici-
ranju uspesno zascitilo misi pred okuzbo ter izzvalo mo&an
in dolgotrajen imunski odziv pri prasigih (26). Clove$kim
prostovoljcem so cepivo injicirali intramuskularno ali intra-
dermalno, bodisi z uporabo brizg in igel ali z brezigelnim
injektorjem. NepriCakovano so le prostovoljci, vakcinirani
z brezigelnim injektorjem, razvili nevtralizirajoCa protitelesa,
a je bil imunski odziv razmeroma variabilen in je izzvenel
po enem letu (25). Ta opazanja nakazujejo, da obstajajo
pomembne medvrstne razlike v imunogenosti mRNA-ce-
piv, ki so verjetno posledica razlik v zaznavanju eksogene
mRNA ali komponent dostavnih sistemov z receptorji ne-
specificne imunosti, ob tem pa velja veliko pozornost v
klinicnih raziskavah posvetiti ne le viSini odmerka in ¢a-
sovnim intervalom med ponovljenimi cepljenii, temvec tudi
nacinu aplikacije.

Najve¢ podatkov o ucinkovitosti in varnosti mBNA-cepiv
SO seveda zbrali za obe pogojno ze odobreni cepivi proti
virusu SARS-CoV-2. Obsezni klinicni raziskavi tretje faze
sta zajeli tudi starejSe odrasle, ljudi z raznolikim genetskim
ozadjem (etni¢no poreklo) in bolnike z boleznimi, ki so znan
dejavnik tveganja za hujsi potek covid-19 (astma, kroni¢ne
pliu¢ne bolezni, indeks telesne mase > 30, sladkorna bo-
lezen, hipertenzija). UCinkovitost cepiv (zaS¢ita pred co-
vid-19) je ocenjena na visokih 95 % (95-odstotni interval
zaupanja: 90,0-97,9; Comirnaty (Pfizer/BioNTech) (27)) oz.
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94,1 % (95-odstotni interval zaupanja: 89,3-96,8; COVID-
19 mRNA Vaccine (Moderna) (28)). Tudi Ce je pri ceplienih
posameznikih prislo do okuzbe s SARS-CoV-2, je bolezen
potekala v blagi obliki. Med zdravimi prostovoljci in kroni-
¢nimi bolniki bistvenih razlik v uc¢inkovitosti cepiv niso opa-
zili, podobno velja za razli¢ne starostne skupine. Reakto-
genost je bila nekoliko bolj izrazena pri mlajsih udelezencih
Klinicne raziskave, nezeleni ucinki so bili pretezno blagi in
so hitro izzveneli. Najpogosteje so porocali o bolecinah na
mestu vnosa cepiva, utrujenosti, glavobolu, bolecCinah v
misicah ali sklepih in pireksiji. Pri redkih prostovoljcih
(4/21.720 (NCT04368728); 3/15.210 (NCT04470427)), ki
so prejeli cepivo (in pri enem udelezencu iz skupine, ki je
prejela placebo (1/15.210 (NCT04470427)) se je pojavila
prehodna paraliza obraznega zivca (Bellova pareza), po
zaCetku mnozi¢nega ceplienja pa poroCajo o sicer iziemno
redkih alergijskih reakcijah. Pri tem velja izpostaviti, da aler-

gijske bolezni dihal in koze, anafilaksija po pikih zuzelk,
hrani ali zdravilih niso kontraindikacije za ceplienje s tema
cepivoma (29). Cepijo se lahko tudi imunokompromitirani
posamezniki in bolniki, ki prejemajo imunosupresivna zdra-
vila, a je ucinkovitost cepljenja pri teh verjetno nizja.

Pregled dosedanijih klini¢nih vrednotenj profilakti¢nih cepiv
na osnovi MRNA proti nalezljivim boleznim je zbran v pre-
glednici 2. Vecina raziskav zajema uporabo mRBNA, ki po
ceplienju izzovejo nastajanje enega ali vec (gliko)proteinskin
antigenov virusnih patogenov in s tem sprozijo aktivnho
imunizacijo proti povzroditelju nalezljive bolezni. Nasprotno
v eni man;si klini¢ni raziskavi prve faze vrednotijo varnost,
farmakokinetiko in farmakodinamiko mRNA, ki kodira nev-
tralizacijsko monoklonsko protitelo (CHKV-24), usmerjeno
proti virusu Cikungunje. V tem primeru ne govorimo o ce-
pivu, temve¢ posegajo po drugacni terapevtski strategiji,

t. i. pasivni imunizaciji.

Preglednica 2: Pregled Klinicnih raziskav profilakticnih mRNA-cepiv proti nalezljivim boleznim (vir: clinicaltrials.gov).
Table 2: Clinical trials of prophylactic mRNA vaccines for infectious diseases (source: clinicaltrials.gov).

Patogen Ucinkovina/ Rezim Zacetek | Stevilo Podjetje |Status Faza klinicnega
formulacija klinicne udelez. klinicne vrednotenja,
raziskave raziskave |identifikacijska
Stevilka
HIV-1 AVX101, 10%-108 virusnin | 2004 96 AlphaVax |zakljucena |faza |
alfavirusna RNA, |delcey, (NCTO0097838)
ki kodira protein |s. c., (30)
Gag virusa HIV- | en odmerek,
1, pakirana v primerjava s
virusne delce placebom
Virus gripe | AVX502, 2 x 107 ali 2 x 2007 216 AlphaVax | zakljucena |faza I/Il
A/Wyoming/ | alfavirusna RNA, | 108 virusnih 2008 28 (NCT00440362)
03/2003 ki kodira delcey, faza I/l
hemaglutinin s.c.alii.m., (NCTO0706732)
virusa gripe en ali dva (31)
A/Wyoming/ odmerka,
03/2003, razporejena na
pakirana v tedna O in 8,
virusne delce primerjava s
placebom
CMmV AVX601, 2 x 107 ali 2 x 2007 40 AlphaVax | zakljuCena |faza |
alfavirusna RNA, | 108 virusnih (NCT004398083)
ki kodira delcey,s. c. ali i. (31, 32)
glikoprotein gB | m.,trije odmerki,
in fuzijski protein | razporejeni na
pp65/IE1T CMV, |tedne O, 8 in 24,
pakirana v primerjava s
virusne delce placebom
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Virus stekline | mRNA CV7201, | 80-640 ug, 2013 101 CureVac |zakljucena |fazal
ki kodira i.m.alii. d., (NCT02241135)
glikoprotein odmerki (25)
RABV-G, razporejeni na
kompleksirana z | dneve 0-7-28,
bazi¢nim 0-28 ali 0-28-56
proteinom
protaminom
Virus stekline | nekodirajoca 25-250 g, 2014 72 CureVac | zakljuCena |fazal
RNA CVv8102 i m., (NCT02238756)
kot adjuvant samostojno ali v (33)
(agonist kombinaciji z
receptorjev TLR | inaktiviranim
7/8 in aktivator | cepivom
signalne poti (Rabipur),
RIG I), odmerka
kompleksirana z | razporejena na
majhnim dneva 0 in 21
kationskim
peptidom
CR12C
Virus gripe mRNA-1440 25-400 g, 2015 201 Moderna |zakljucena |fazal
H10N8 (VAL-506440), ki |i. m. alii. d., (NCT0O3076385)
kodira odmerka (12, 24)
hemaglutinin 10, | razporejena na
vgrajena v dneva O in 21,
lipidne primerjava s
nanodelce placebom
) . .| ni podatka o 2016 90 Moderna | zakljucena |faza I/l
Viuszika | MRNAT325, ni | 4 srjani, (NCT03014089)
podatka o L
formulaciji primefjava s
placebom
Virus gripe mRNA-1851 10-50 pg, i.m., 2017 156 Moderna |zakljucena |faza |
H7N9 (VAL-339851), ki | primerjava s (NCT03345043)
kodira placebom (12, 24)
hemaglutinin 7,
vgrajena v
lipidne
nanodelce
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CMV mRNA-1647* ali | 30-300 ug, 2017 181 Moderna |zakljucena |fazal
mMRBNA-1443, odmerki (NCT03382405)
vgrajena v lipidne |razporejeni na
nanodelce mesece 0, 2 in

6,
primerjava s
placebom

Virus stekline | mRNA CV7202, | narascajoCi 2018 53 CureVac |v teku faza |
ki kodira odmerki, (NCT03713086)
glikoprotein i. m., en ali dva
RABV-G, odmerka (na
vgrajena v lipidne | dneva O in 28),
nanodelce primerjava z

inaktiviranim
cepivom
(Rabipur)

Virusa hMPV | mRNA-1653 (dve | ni podatka o 2019 114 Moderna |v teku faza b

in PIV3 razlicni MRNA), ki | odmerjanju (dve (poteka (NCT04144348)
kodirata proteina | roki: odrasli in novacenje
paramiksovirusov, | otroci; prostovolicev)
vgrajeni v lipidne | primerjava s
nanodelce placebom)

Virus zika mMRNA-1893, ki 10-250 pg,i. m., | 2019 120 Moderna | zakljucena |fazal
kodira strukturni | odmerka (NCT04064905)
protein prME razporejena na
(tvori VLP), dneva 0 in 28,
vgrajena v lipidne | primerjava s
nanodelce placebom

Virus mMRBNA-1944, ki | naras¢ajoci 2019 39 Moderna |v teku faza |

¢ikungunje | kodira protitelo odmerki, (NCT03829384)
(CHKV-24), i. v. (infuzija),
usmerjeno proti | primerjava s
virusu Cikungunje | placebom
(pasivna
imunizacija),
vgrajena v lipidne
nanodelce

221 farm vestn 2021; 72

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI




PROFILAKTICNA CEPIVA NA OSNOVI INFORMACIJSKE RNA PROTI NALEZLJIVIM BOLEZNIM

CMV mMRNA-1647* 50-150 pg, 2020 452 Moderna | v teku faza ll
(Sest razli¢nih odmerki (poteka (NCT04232280)
mMRNA), ki razporejeni na novacenje
kodirajo mesece 0, 2 in 6, prostovolicev -
membranski primerjava s tako
pentamerni placebom seropozitivnih
kompleks in kot
glikoprotein gB seronegativnin -
CMV, vgrajene v dve roki)
lipidne
nanodelce
SARS-CoV-2 | mRNA 10-100 pg, 2020/2021 | 144 Pfizer/ v teku faza |
BNT162b2 (in i.m., BioNTech (NCT04523571)
druge), ki odmerki
kodirajo protein | razporejeni na 456 v teku faza I/ll
Sp ali RBD, dneva 0 in 21, (NCT04380701)
vgrajene v primerjava s (34)
lipidne placebom
nanodelce 120 v teku faza I/ll
(NCT04537949)
160 v teku faza I/l
(NCT04588480)
(35)
960 v teku faza ll
(NCT04649021)
43998 v teku (poteka | faza I/l
novacenje (NCT04368728)
prostovolicev) | (27)
4644 v teku (poteka | faza I/1II/1II
(otroci, novacenje (NCT04816643)
5-12 let) prostovoljcev)
4000 v teku (poteka | faza lI-1Il
(nosecnice novacenje (NCT04754594)
18letin prostovoljk)
ved)
pogojna
odobritev
COMIRNATY
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SARS-CoV-2 | mRNA-1273, ki | 25-250 ug, 2020/2021 | 120 Moderna |V teku faza |
kodira protein i.m., (NCT04283461)
Sp, vgrajenav | odmerki (36, 37)
lipidne razporejeni na
nanodelce dneva 0 in 28, 600 v teku faza lla
primerjava s (NCT04405076)
placebom
30000 v teku faza lll
(NCT04470427)
(28)
3000 v teku faza I/l ‘1?
(otroci (NCT04649151) §
12-18 ?
let)
7050 v teku faza II/IlI
(otroci (poteka (NCT04796896)
0,5-12 novacenje <z
let) prostovolicev) %
1)
pogojna E
odobritev e
COVID-19 2
Vaccine <ZE
Moderna N
5
-
D
&
SARS-CoV-2 | mRNA CVnCoV, |6-12 ug, 2020/2021 | 280 CureVac |vteku faza |
ki kodira protein |i. m., (NCT04449276)
Sp, vgrajena v odmerka
lipidne razporejena na 660 v teku faza |l
nanodelce dneva 0in 28 (NCT04515147)
(+180),
primerjava s 36500 v teku faza llb/Ill
placebom (tudi (NCT04652102)
cepivoma proti
hepatitisu A ali 2520 v teku faza lll
pnevmokokom) (poteka (NCT04674189)
novacenje
prostovoljcev)

CMV - citomegalovirus, hMPV — ¢loveski metapnevmovirus, i.d. — intradermalno, i.m. — intramuskularno, i.v. — intravensko, PIV3 — virus
parainfluence tipa 3, protein Sp — predfuzijska oblika proteina S (spike), RBD — receptor vezavna domena proteina S, s.c. — subkutano, VILP —
virusu podobni delci (virus-like particles)
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SKLEP

Cepiva na osnovi mRNA predstavljajo eno najobetavnejSih
platform, saj zaradi moznosti hitre in obsezne proizvodnje,
neodvisne od strukture kodiranega proteinskega antigena,
omogocajo iziemno hiter odziv na groznje novih patogenov
in jih je mo¢ razmeroma enostavno prilagajati potencialnim
mutacijam, ki spremljajo Siritev patogenov v populaciji. Kljub
iziemnemu napredku pri razvoju MRNA-cepiv proti infekcij-
skim in rakavim boleznim v zadnjih dveh desetletjih ostaja
nekaj pomembnih vprasanj odprtih. Tako trenutno ni znano,
ali posamezni formati MRNA-cepiv (npr. modifikacije 5'-kape
in regulatornih regij MRNA, uporaba spremenjenih nukleozi-
dov) sprozajo razlicne vrste imunskin odzivov oz. ali so pri-
mernejSi za dolocen nabor terapevtskih aplikacij. Kljucnega
pomena bo razumevanje imunostimulatornih ucinkov same
sintezne mMRNA, ki prek indukcije sproS¢anja citokinov in ke-
mokinov domnevno pomembno vpliva na obseg in kakovost
odzivov limfocitov T in B z aktivacijo in novacenjem razli¢nih
celic imunskega sistema (21). Ziviienjska doba mRNA in vivo
ter nivo izrazanja antigena (kar pomembno dolo¢a tudi inter-
feronski odziv) pomembno vplivata na kinetiko in obseg pred-
stavljanja antigenskih peptidov na MHC I'in MHC Il (21). Re-
zultati nedavnih raziskav na zivalih nakazujejo, da
mMRNA-cepiva s spremenjenimi nukleotidi, formulirana v obliki
lipidnih nanodelcey, izzovejo mocan odziv folikularnih T-celic
pomagalk in limfocitov B v germinalnih centrih bezgavk, kar
vodi do robustne tvorbe nevtralizacijskih protiteles (38, 39).
Manj je podatkov o tem, kako spremenjeni nukleotidi v
MRNA-cepivih vplivajo na odziv citotoksicnih limfocitov T.
Znano je, da nespremenjena mMRNA izzove robustne odzive
citotoksi¢nih limfocitov T proti tumorskim antigenom (40,
41), a v tovrstnih raziskavah praviloma ne spremljajo humo-
ralnega imunskega odziva. V prihodnosti si obetamo tudi
nadaljnji napredek v razvoju dostavnih sistemoy, s Cimer bi
npr. selektivno transfecirali posamezne vrste celic in vivo,
povecali stabilnost cepiv (omogoCili enostavnejSe shranje-
vanije) in optimizirali njihov imunomodulatorni ucinek.
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NAPREDNE KLINICNE
STORITVE V LEKARNAH - HITRI
TESTI

Doc. dr. Nejc Horvat, asist. dr. UrSka Nabergoj
Makovec, asist. dr. Jasna Omersel

Hitri testi niso novost, temved so Ze ve¢ desetletij prisotni
v laboratorijski medicini. Izvajajo se izven medicinskih la-
boratorijev kot testiranje ob preiskovancu, t. i. point of
care test (POCT), saj omogocajo hitro pridobljen rezultat,
ki lahko neposredno vpliva na postavitev diagnoze, napo-
ved zdravstvenega izida ali spremljanje zdravljenja. Mnoge
pa uporabliamo kot teste za samotestiranje (npr. test no-
secnosti, merjenje glukoze z glukometrom).

Napredne klini¢ne storitve v lekarnah, ki ponujajo testiranje
ob preiskovancu za presejanje in nadzor bolezni, so raz-
Sirjene predvsem v ZDA, Kjer lekarne ponujajo Sirok nabor
moznih testov ob preiskovancu. Rezultati ankete Farma-
cevtske skupine Evropske unije (PGEU) so pokazali, da
77 % lekarn izvaja merjenje glukoze v krvi in 73 % merjenje
holesterola (1).

Skozi primer Studije iz Severne Irske je razviden potencial
racionalizacije predpisovanja antibiotikov ob podpori upo-
rabe hitrih testov za C-reaktivni protein (CRP) in streptokok
A (2). Storitev je potekala v petih zunanijih lekarnah, s pod-
poro lokalnih zdravnikov, farmacevti so bili delezni izobra-
Zevanja za izvedbo hitrih testov. Vklju¢eni so bili pacienti s
simptomi kaslja, prehlada ali gripe. Pacientom s produ-
ktivnim kasliem so pomerili CRP v kapilarni krvi. Tisti, ki so
imeli visoko koncentracijo CRP (nad 80 mg/L), so bili na-
poteni k zdravniku za nadaljnjo obravnavo. Pacientom, ki
so imeli vneto grlo, pa so ponudili test za streptokok A. Na
podlagi pozitivhega rezultata je farmacevt izdal antibiotik.
Od 425 vkljucenih pacientov jih je bilo le 14 pozitivnih na

streptokok A in so prejeli antibiotike. Od 286 pacientov s
produktivnim kasliem sta le 2 imela CRP nad 80 mg/L.
Tema je zdravnik predpisal antibiotike. Med pacienti, ki jih
niso napotili k zdravniku, jin je 50 kljub temu odSlo k zdrav-
niku. 49 od tega jih je dobilo antibiotike navkljub odsotnosti
klini¢nih indicev, kar kaze na mo¢no usidrano navado pred-
pisovanja antibiotikov. Glede na enako obdobje v prejSnjem
letu se je predpisovanje antibiotikov v povprecju znizalo za
kar 45 %.

Vsi udelezenci so izkazovali zadovoljstvo s storitvijo in Zeljo,
da se jo implementira na nacionalni ravni. Prihranke storitve,
v katero je bilo vkljucenih 425 pacientov, so ocenili na pri-
blizno £ 3800, pri cemer so upostevali tudi stroske opreme,
materiala in izobrazevanja (2).

Vira:

1. PGEU. Annual report 2017: Measuring health outcomes in
community pharmacy. Brussels; 2017.

2. Kulwicki BD, Brandt KL, Wolf LM, Weise AJ, Dumkow LE.
Impact of an emergency medicine pharmacist on empiric
antibiotic prescribing for pneumonia and intra-abdominal
infections. Am J Emerg Med. 2019 May,;37(5):839-844. doi:
10.1016/j.ajem.2018.07.052.

NANOTEHNOLOGIJA IN CEPIVA
PROTI KORONAVIRUSU

Izr. prof. dr. Pegi Ahlin Grabnar, mag. farm.

Ste vedeli, da ima nanotehnologija zelo pomembno viogo
pri razvoju mMRNK-cepiv proti novemu koronavirusu?
mRNK-cepiva proizvajalcev BioNTech/Pfizer in Moderne
namre¢ vsebujejo lipidne nanodelce, v katere je vkljuCena
informacijska ribonukleinska kislina (MRNK), ki predstavlja
navodila za izdelavo proteina virusa SARS-CoV-2, ki pov-
zroCa covid-19. Sama mRNK je sicer zelo nestabilna mo-
lekula, ki se hitro razgradi z ribonukleazami, ki so prisotne
v zunajcelicnem okolju. Poleg tega, da lipidni nanodelci
prispevajo k stabilnosti mMRNK, predstavijajo tudi dostavni
sistem, ki omogoca, da lahko molekule vstopijo v celice.
mMRNK je namre¢ velika molekula z negativnim nabojem,
zato je njeno prehajanje membran otezeno. Po intramu-
skularni aplikaciji lipidni nanodelci omogocajo sprejem
mMRNK v celice gostitelja in dostavo v citosol, kjer v riboso-
mih pride do translacije sekvence mMRNK v protein, ki se
sicer nahaja na povrsini virusa. Lipidni nanodelci imajo pre-
mer 60 do 100 nm in vsebujejo Stiri glavne sestavine: fos-
folipid, holesterol, pegiliran lipid in kationski lipid. Slednji
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vsebuje amino skupine, ki stopajo v interakcije z anionskimi  Vira:

skupinami MRNK; tako da so lipidi prisotni tudi v notranjosti - Schoenmaker L, Witzigmann D, Kulkarni JA, Verbeke R, Kersten
. . ) Lo G, Jiskoot W, Crommelin DJA. mRNA-lipid nanoparticle COVID-
nanodelcey, za razliko od liposomov, pri katerih je v notra-

o 19 vaccines: Structure and stability. Int J Pharm. 2021 May
njosti voda. Trenutna pomanijkljivost mRNK-cepiv je potreba 15;601:120586. doi: 10.1016/}.jipharm.2021.120586.
po shranjevanju pri nizkih temperaturah (Moderna: med 2 Zhigg’ Sg/y/i/ EJA, L;?/JS’, ’Vt%Uyg’/? DA, Zagk/ KD, /T;UIO/”Q AVP-

. o, D . . . ° IpId-base anoparticles in the Clinic an inical Irials: From
_163 'r.] _25 C; BioNTech/ '?ﬂzer' med 60 in _'90 C), kar Cancer Nanomedicine to COVID-19 Vaccines. Vaccines (Basel).
otezuje njihov transport. Njihova prednost pa je zagotovo 2021 Apr 8;9(4):359. doi: 10.3390/vaccines9040359.

relativno hiter razvoj, saj mRNK-lipidni nanodelci predsta-
vljajo tehnoloSko platformo, kar pomeni, da proces izdelave
novih mRNK-cepiv poteka po enakem postopku.
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Clan Slovenskega farmacevtskega drustva, zasluzni prof.
dr. Franc Kozjek, mag. farm., je bil mnogim generacijam
farmacevtov v Sloveniji profesor na Fakulteti za farmacijo v
Ljubljani, a nekaterim nasim ¢lanom je dobro poznan tudi
kot ljubitelj likovne umetnosti in lastnik bogate zbirke slik.
Po diplomi na Farmacevtski fakulteti v Zagrebu in doktoratu
na Medicinsko-farmacevtski fakulteti v Lyonu je na univer-
zitetnem Studiju farmacije v Ljubljani uvajal nove vsebine in
jih je podprl tudi z ustreznimi ucbeniki. Izredno piSo¢ tudi
po upokojitvi ni pocival. Leta 2019 je tako v samozalozbi
izdal knjigo »Od slike do zbirke«. Kot lastnik preko 200 li-
kovnih del 150-ih avtorjev vseh ni mogel predstaviti v eni
knijigi, zato je letos izdal Se nadaljevanje.

Tudi v novi knjigi spominov na sre¢anja z likovnimi umetniki
»Od slike do zbirke ll« se avtor poglablja v sliko, jo razume

IzSel je drugi del spominov
prof. dr. Franca Kozjeka na
sreCanja z likovnimi umetniki.

200 strani zanimivega branja.

Cena 24,99 €
Seniorji in Studenti 15,00 €

NaroCila na: franc.kozjek@telemach.net ali tel. 031 598 058

in razlozi. Vsak opis je zgodba zase. Tista, ki je obogatena
z obiskom slikarja, ima $e dodatno vrednost. V vsaki Cu-
timo slikarjevo duSo in njegovo pripoved, kar je avtor
spretno prepletel v komentar k posamezni sliki iz zbirke.
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Pot do zdravja

Nas cilj so zdravi in sre¢ni ljudje. Smo veledrogerija za prodajo zdravil z najsirso ponudbo izdelkov
za humano in veterinarsko medicino v Sloveniji. Odlikujejo nas hitrost, varnost in zanesljivost. Svoje

delo opravljamo sréno in predano. Prav zaradi tega nam zaupajo Stevilne lekarne in bolnisnice
ter druge zdravstvene in veterinarske ustanove.

Zavedamo se, da nam prihodnost ponuja nesteto izzivov. Premagamo jih lahko z nenehnim

izpopolnjevanjem. S kakovostnimi storitvami in s Siroko izbiro zdravil ter drugih izdelkov bomo
zaupanje svojih kupcev opravicevali tudi v prihodnje!

01 47098 00 | www.kemofarmacija.si
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