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Racunarski modeli za predvidanje transporta
lekova posredovanog P-glikoproteinom
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Kratak sadrzaj

P-glikoprotein (Pgp) je transmembranski transporter koji, transportujuci strukturno
raznovrsne lekove iz unutrasnjosti Celije u ekstracelularnu sredinu, moze uticati na resorpciju,
distribuciju i efikasnost ve¢eg broja lekova. Prekomerna ekspresija Pgp-a u ¢elijama predstavlja
jedan od mehanizama razvoja rezistencije na lekove. Iz ovih razloga, potrebno je u ranoj fazi
otkrica leka predvideti da li je potencijalni lek supstrat za Pgp, idealno i pre same sinteze. U tu
svrhu, tokom poslednje decenije razvijen je veliki broj racunarskih modela koji omogucavaju
predvidanje transporta posredstvom Pgp-a samo na osnovu hemijske strukture. U ovom radu
prikazan je pregled razli¢itih pristupa koji su kori$¢eni u razvoju modela, razmotrene su njihove
prednosti i nedostaci, kao i faktori koji u najve¢oj meri utiCu na pouzdanost predvidanja.
Polispecificnost ovog transportera predstavlja znaCajan izazov za vecinu metoda racunarske
hemije. Ipak, dostignut nivo tacnosti modela koji su prikazani u litearaturi ukazuje na ¢injenicu
da oni mogu doprineti racionalizaciji procesa dizajniranja novih lekova. Sira dostupnost
eksperimentalnih podataka, kao i kombinovanje razli¢itih pristupa modelovanju transporta,
mogu dodatno unaprediti postoje¢e modele.

Kljuéne reci: P-glikoprotein, racunarski modeli, rezistencija, dizajn lekova.
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1. Uvod

P-glikoprotein (Pgp) je transmembranski protein koji funkcionalno predstavlja
efluksni transporter sposoban za prenos strukturno raznovrsnih supstrata kroz celijsku
membranu, iz unutrasnjosti ¢elije u ekstracelularnu sredinu. Pgp pripada filogenetski
veoma staroj grupi ABC' transportera koji posreduju u aktivnom transmembranskom
transportu supstrata, uz utroSak energije oslobodene hidrolizom adenozin-trifosfata
(ATP) [1]. U humanom genomu identifikovano je 49 gena koji kodiraju ABC
transportere [2], ali je najbolje proucen i funkcionalno najznacajniji predstavnik ove
grupe P-glikoprotein.

Klju¢na karakteristika ovog transportera, koja je doprinela njegovom otkricu,
karakterizaciji i imenovanju (P od permeabilnost), jeste sposobnost Pgp-a da uti¢e na
prolazak lekova kroz celijske membrane [3]. Tokom prethodne Ccetiri decenije
istrazivanja, utvrdeno je da Pgp transportuje veliki broj klinicki vaznih lekova i1 da
zna¢ajno moze uticati na njihovu farmakokinetiku i efikasnost. Visoki nivoi ekspresije
Pgp-a u enterocitima, na kanalikularnim povr§inama hepatocita i kapilarnom endotelu
krvno-mozdane barijere, sugeriSu da je Pgp vazna komponenta odbrane tkiva od
ksenobiotika. Ova fizioloSka funkcija Pgp-a moZe biti odgovorna za nisku
bioraspolozivost lekova, njihovu ograni¢enu distribuciju u odredena tkiva, a moze
predstavljati 1 molekularnu osnovu interakcije izmedu lekova [4-7]. Sa aspekta
efikasnosti lekova, prekomerna ekspresija Pgp-a u maligno transformisanim celijama
predstavlja jedan od znacajnih mehanizama razvoja rezistencije na antitumorske lekove
1 formiranja multirezistentnog (engl. multiple drug resistant, MDR) fenotipa tumorskih
¢elija [8-10].

Prepoznavanje uticaja Pgp-a na farmakokinetiku lekova 1 njegovog znacaja u
razvoju rezistencije na antineoplastike ukazalo je na neophodnost razmatranja transporta
lekova-kandidata posredstvom Pgp-a ve¢ u ranim fazama otkriéa i razvoja [11].
Regulatorne agencije u Americi i Evropi zahtevaju karakterizaciju interakcije novih
lekova sa nizom membranskih transportera, kao 1 ispitivanje uticaja afiniteta za
transportere na eventualne interakcije izmedu lekova [12]. Podloznost transportu od
strane Pgp-a posebno je znafajno uzeti u obzir u okviru programa otkrica novih
antitumorskih jedinjenja. Danas je dostupan veéi broj racionalno dizajniranih,
selektivnih inhibitora Pgp-a [13], za koje se ocekivalo da ¢e, u kombinovanoj terapiji,
doprineti lecenju kancera sa MDR fenotipom kroz povecéanje efikasnosti dostupnih
antitumorskih lekova koji su supstrati za ovaj transporter. Medutim, u klinickim
ispitivanjima ovi lekovi se za sada nisu pokazali kao uspesni [14,15]. Stoga je, paralelno
sa istrazivanjem alternativnih pristupa prevazilaZenju rezistencije [16], u okviru dizajna

1 Od engleskog ATP-binding cassette (ABC).
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novih antitumorskih lekova potrebno teziti ka minimizaciji rizika da novi lek bude
supstrat za Pgp [17].

S obzirom da su strukturne modifikacije leka-kandidata u fazi razvoja leka
materijalno i vremenski veoma skupe, odredivanje mogucénosti interakcije sa Pgp-om
treba izvrSiti u ranim fazama otkri¢a potencijalnih kandidata [18]. Iako su razvijeni
pristupi koji omogucavaju pouzdanu i brzu in vitro karakterizaciju interakcije
novosintetisanih jedinjenja sa Pgp-om [19,20], raunarski prediktivni modeli imaju tu
prednost Sto ne zahtevaju dostupnost sintetisane supstance. Kao takvi, pouzdani
racunarski modeli za predvidanje transporta P-glikoproteinom mogu se efikasno
integrisati u savremene protokole dizajniranja molekula primenom racunarskih metoda
[21]. Njihova predvidanja mogu doprineti eliminaciji delova kolekcije virtuelnih
struktura i predstavljati osnovu za izbor odredenih jedinjenja koja bi prioritetno bila
bioloski testirana u cilju evaluacije interakcije sa Pgp-om. Interpretacija uspostavljenih i
validiranih modela takode moze pruziti racionalnu osnovu za modifikacije strukture u
cilju smanjenja njihovog afiniteta za Pgp. Na taj nacin, komplementarno sa in vitro
metodama testiranja, in silico modeli imaju znacajan potencijal u racionalizaciji procesa
otkri¢a novih lekova kroz brzu selekciju jedinjenja sa optimalnim karakteristikama [22—
24].

Ovaj clanak predstavlja pregled istrazivanja u oblasti razvoja racunarskih modela
za predvidanje transporta Pgp-om, objavljenih u poslednjih 10 godina. Cilj ovog rada je
da istakne najznacajnije faktore koji uti¢u na pouzdanost razvijenih modela i pruzi osvrt
na prednosti 1 nedostatke razli¢itih pristupa modelovanju interakcije lekova 1 Pgp-a. U
tom smislu, razmatrani su aspekti primenljivosti modela u racionalnom dizajniranju
novih lekova, ogranicenja postoje¢ih modela i moguénosti za dalje unapredenje njihove
pouzdanosti.

2. Supstratna polispecificnost Pgp-a kao izazov u uspostavljanju
racunarskih modela

Humani P-glikoprotein sadrzi priblizno 1.280 aminokiselina, ¢ija je strukturna
organizacija slina svim transporterima ABC familije. Kristalna struktura humanog
Pgp-a nije dostupna, ali je 2009. godine reSena kristalna struktura misjeg Pgp-a [25,26],
koja predstavlja prvu strukturu ABC transportera eukariota rezolucije ispod 4 A. Kako
humani 1 miSji Pgp odlikuje sli¢nost sekvenci od 87%, ova kristalna struktura pruZila je
jasan uvid u njegovu strukturnu organizaciju (Slika 1). Pgp je organizovan u 4 domena:
svaki od dva transmembranska domena (TMD) ¢ini 6 transmembranskih heliksa, dok se
sa citoplazmatske strane nalaze dva nukleotid-vezuju¢a domena (engl. nucleotide-
binding domains, NBD), koja vezuju ATP 1 igraju klju¢nu ulogu u prevodenju hemijske
energije u pokrete proteina, neophodne za translokaciju supstrata. Supstrati se vezuju u
prostranu unutrasnju Supljinu Pgp-a, koju formiraju dva TMD. Vezivna Supljina

91



locirana je u ravni lipidnog dvosloja i ima zapreminu od priblizno 6.000 A°. U
zatvorenoj konformaciji proteina, vezivna Supljina otvorena je ka unutrasnjosti ¢elije.

transmembranski
heliksi
(TMD1 i TMD2)

citosol

Slika 1. Struktura miSjeg P-glikoproteina (PDB ID: 4M2T), sa pretpostavljenim
polozajem u éelijskoj membrani.

Figure 1. Structure of murine P-glycoprotein (PDB ID: 4M2T), with its putative
localization in the cell membrane.

Pretpostavljeni mehanizam kojim Pgp transportuje supstrate obuhvata nekoliko
koraka [27]. U prvom koraku neophodno je da supstrat prede u unutrasnju stranu
lipidnog dvosloja membrane, gde moze do¢i do njegovog prepoznavanja od strane Pgp-
a. U slede¢em koraku, transporter preuzima supstrat nedovoljno definisanim putem,
nakon ¢ega se upostavljaju interakcije supstrata sa aminokiselinama unutrasnje Supljine
Pgp-a. Vaznu ulogu u prepoznavanju supstrata mogu imati i konstituenti cCelijske
membrane, odnosno slozene interakcije izmedu lipida membrane, supstrata i
transportera [28,29]. Da bi nakon vezivanja supstrata doslo do transporta, neophodno je
da svaki NBD veZze po jedan molekul ATP-a, Sto pokre¢e konformacionu promenu
kojom Pgp prelazi iz konformacije otvorene ka unutrasnjosti ¢elije u konformaciju u
kojoj je unutrasnja Supljina otvorena ka ektracelularnoj sredini i omogucava disocijaciju
supstrata.
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Iako Pgp moze da transportuje strukturno raznovrsna jedinjenja, vazno je naglasiti
da interakcija supstrata i transportera nije nespecifi¢na, ve¢ polispecifina, na Sta
ukazuju brojne studije u kojima su prikazane varijacije od nekoliko redova veli¢ine u
afinitetu razlicitih supstrata za Pgp [30]. Prostranost unutrasnje Supljine ukazuje na
moguénost postojanja veceg broja vezivnih mesta; postoje eksperimentalni dokazi da
Pgp istovremeno moZe da veze dva razli€ita supstrata [31]. Tacan broj vezivnih mesta
na transporteru nije jasno definisan: u razli¢itim studijama sugerisano je postojanje od 2
do 7 razlil¢itih vezivnih mesta, koja medusobno stupaju u slozene alosterne interakcije
[32-35]. Po savremenim tumacenjima, Pgp ne poseduje jasno definisana, prostorno
razdvojena vezivna mesta, ve¢ jednu prilagodljivu vezivnu regiju sa oblastima za koje
pojedini supstrati pokazuju izrazen afinitet [36,37]. Novije biohemijske studije, kao i
simulacije molekularne dinamike, ukazuju da u supstratnoj polispecifi¢nosti Pgp-a
klju¢nu ulogu ima i izrazena fleksibilnost transportera [38].

Analiza fizicko-hemijskih karakteristika poznatih Pgp supstrata ne ukazuje na
postojanje jasnog profila tipi¢nog jedinjenja koje Pgp transportuje. Do danas
okarakterisani supstrati su veéinom relativno velike organske molekule, aromati¢nog
karaktera, sa baznim centrima i pozitivnim naelektrisanjem pri fizioloskoj pH. Ipak, u
Pgp supstrate ubrajaju se i molekule ¢ije mase variraju od 200 do 1.900 Da, koje imaju
amfifilnu prirodu, acikli¢an karakter, alifaticne molekule, kao i jedinjenja sa negativnim
naelektrisanjem pri fizioloskoj pH, iako je njihov transport manje efikasan [39].

Skup saznanja o strukturi vezivnog mesta Pgp-a, pretpostavljenom mehanizmu
transporta i raznovrsnosti supstrata ukazuju na nekoliko kljuénih izazova koje je
potrebno uzeti u obzir prilikom razvoja modela za predvidanje interakcije sa ovim
transporterom. Prvo, transport ne zavisi samo od interakcije jedinjenja sa Pgp-om.
Vazna komponenta transporta jeste pasivna raspodela supstrata u lipidnom dvosloju:
jedinjenja sa visokom pasivnom permeabilno$¢u mogu da prezasite transportni kapacitet
Pgp-a, dok jedinjenja koja se kratko zadrzavaju u membrani imaju manju verovatnocu
da budu preuzeta od strane transportera. Efektivno, to znaci da izostanak transporta u in
vitro testu ne znaci nuzno da dato jedinjenje ne moze da stupa u interakciju sa Pgp-om
na molekulskom nivou. Nadalje, za razliku od modeliranja odnosa strukture i aktivnosti
jedinjenja koja se vezuju za isto vezivno mesto, Pgp ne poseduje jedno, ve¢ veci broj
slabo definisanih vezivnih mesta. Konac¢no, visok stepen fleksibilnosti proteina,
prilagodljivost razli¢itim supstratima i alosterne komunikacije izmedu vezivnih mesta
uslovljavaju ¢injenicu da jedna, stati¢na struktura Pgp-a ima ogranicenu primenljivost u
predvidanju interakcije razli¢itih jedinjenja sa transporterom. U cilju prevazilazenja
ovih izazova, koriS¢eni su razli¢iti pristupi u procesu razvoja modela: uspostavljanje
viSe modela koji se objedinjuju u ansambl, primena nelinearnih regresionih metoda,
integrisanje fleksibilnosti proteina u predvidanje interakcije sa supstratima, i drugi
pristupi koji ¢e detaljnije biti opisani u odeljcima 4-6.
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3. Priprema setova podataka u razvoju racunarskih modela

Prvi korak u razvoju racunarskih modela za predvidanje transporta Pgp-om jeste
prikupljanje podataka o supstratima i nesupstratima ovog transportera. Razlicite metode
eksperimentalne karakterizacije transporta, medutim, pruzaju razli¢itu prirodu
informacije o tatnom vidu interakcije datog jedinjenja i Pgp-a. Testovi koji su najcesce
opisani u literaturi mogu se podeliti u [40]: testove transcelularnog transporta, testove
akumulacije ili efluksa, testove stimulacije ATP-azne aktivnosti i in vivo testove na
knockout Zivotinjama. Vazno je imati u vidu da nijedan od ovih testova ponaosob ne
pruza nedvosmislen dokaz aktivnog transporta jedinjenja od strane Pgp-a. Primera radi,
u slucaju supstrata visoke pasivne permeabilnosti, test transcelularnog transporta moze
dati lazno negativan rezultat, posebno pri viSim koncentracijama ispitivanog jedinjenja
[41,42]. S druge strane, veéina supstrata dace pozitivan rezultat testa stimulacije ATP-
azne aktivnosti, ali pozitivan rezultat ovog testa daju i pojedini inhibitori Pgp-a [43],
dok drugi supstrati u visokim koncentracijama inhibiraju ATP-aznu aktivnost [44].
Zbog toga je za definitivnu karakterizaciju interakcije jedinjenja sa Pgp-om najcesce
neophodno upotrebiti vise komplementarnih testova [45].

U kontekstu razli¢ite pouzdanosti klasifikacije jedinjenja u zavisnosti od tipa
eksperimentalnih podataka, nekoliko autora predlozilo je kriterijume koji omoguéavaju
uniformnu procenu nivoa dokaza koje dostupni podaci pruzaju [19,40,46]. Usvajanje
takvih kriterijuma prilikom prikupljanja eksperimentalnih podataka iz literature posebno
je vazno usled ¢injenice da postoji veliki broj primera jedinjenja koja su, primenom
razli¢itih testova, klasifikovana i kao supstrati i kao nesupstrati. U nasim istrazivanjima,
usvajanje kriterijuma za procenu pouzdanosti dostupnih podataka omogudéilo je
formiranje setova visoke konzistentnosti [47]. Kao Sto je prikazano u Tabeli I,
definisanjem hijerarhije pouzdanosti odredenih testova moguce je izvrSiti klasifikaciju
jedinjenja na osnovu najviseg dostupnog nivoa dokaza; u onim slu¢ajevima kada su
dostupni podaci suprotstavljeni, a odlikuje ih isti nivo pouzdanosti, dato jedinjenje se
moze iskljuciti iz seta u cilju izbegavanja eventualne greske. Takode, u nasem radu,
samo nivo dokaza A i B (Tabela I) smatran je adekvatnim za klasifikaciju jedinjenja kao
supstrata.
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Tabela I Primer kriterijuma za klasifikaciju pouzdanosti eksperimentalnih podataka o transportu

jedinjenja P-glikoproteinom, prilagoden iz reference [47].

Table I Example of criteria used in evaluating the reliability of P-glycoprotein transport assay

data, adapted from reference [47].

Nivo
dokaza

Dostupni eksperimentalni podaci

A
(najvisi)

D

(najnizi)

Konsenzus rezultata:

(1) in vitro studija transcelularnog transporta sprovedenih na transficiranim
¢elijskim linijama i in vivo studija distribucije u transgenim zivotinjama bez i
sa funkcionalnim P-gp; ili

(2) tri studije: in vitro studije transcelularnog transporta, stimulacije ATP-
azne aktivnosti i testa akumulacije sa kalcein-AM probom

(1) jedna ili vise in vitro studija transcelularnog transporta sprovedena na
transficiranim ¢elijskim linijama, uz netransfektovane ¢éelije kao kontrolu; ili

(2) konsenzus rezultata dve studije iz kategorije C, koje ne daju nivo dokaza
A (npr. transport kroz Caco-2 ¢elije i studija na transgenim miSevima); ili

(3) konsenzus rezultata dva in vitro testa iz kategorije A-2

(1) polarizovan transport kroz ¢elijske linije koje prekomerno eksprimiraju
P-gp, ali i druge transportere (npr. Caco-2); ili

(2) stimulacija P-gp ATP-azne aktivnosti; i/i

(3) in vivo studija distribucije u transgenim Zzivotinjama bez i sa
funkcionalnim P-gp; ili

(4) studije akumulacije ili efluksa sprovedene kori§¢enjem membranskih
vezikula sa eksprimiranim P-gp; i/i

(5) studije rezistencije na citotoksi¢ne efekte na celijskim linijama MDR
fenotipa.

Podaci iz preglednih i stru¢nih radova, gde originalne studije nisu navedene
ili dostupne.

Dodatni faktori koje je potrebno uzeti u obzir prilikom formiranja seta podataka
jesu hemijska raznovrsnost jedinjenja i relativna zastupljenost supstrata i nesupstrata.
Najvec¢i setovi koriS¢eni za uspostavljanje transportnih modela posredstvom Pgp-a
uglavnom sadrze oko 300 jedinjenja [48], Sto je relativno mali broj koji ne obezbeduje
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potpunu pokrivenost hemijskog prostora od znacaja za medicinsku hemiju. Kvalitet
eksperimentalnih podataka i1 veliCina seta Cesto su suprotstavljeni faktori prilikom
formiranja seta podataka; prvi faktor odluc¢ujuée uti¢e na pouzdanost, ali je drugi faktor
presudan za domen primenjivosti modela. Sire prihvatanje dana$njih kriterijuma za
potpunu karakterizaciju interakcije sa Pgp-om zapocelo je tek pocetkom ovog veka, pa
je 1 literaturna dostupnost kvalitetnih podataka ograni¢ena. U tom smislu, jedan od
pristupa moze biti i uspostavljanje modela koji su primenjivi u ograni¢enom delu
hemijskog prostora (lokalni modeli) ali koji u okviru svog domena primenjivosti
pokazuju znacajnu pouzdanost [22].

Konacno, u literaturi su daleko prisutnije publikacije koje opisuju identifikaciju
supstrata za Pgp, nego one koje dokumentuju karakterizaciju nesupstrata. Ova Cinjenica
otezava formiranje setova u kojima je broj supstrata i nesupstrata uravnotezen, sto je
vaZzan aspekat u razvoju klasifikacionih modela, jer setovi u kojima svaka od klasa nije
priblizno jednako zastupljena mogu dovesti do razvoja modela sa loSim prediktivnim
karakteristikama [49].

4. Modeli zasnovani na molekulskim deskriptorima

Najveci broj u literaturi dostupnih modela za predvidanje transporta Pgp-om
pripada grupi binarnih klasifikacionih modela, koji su uspostavljeni primenom
molekulskih deskriptora i nelinearnih regresionih metoda. Kao $to je prikazano u Tabeli
I, ne postoje velika odstupanja u prosecnoj tacnosti predvidanja razlic¢itih modela, koja
je u proseku 80-85%. Iako su pojedini autori pokazali da se razli¢itim kombinacijama
deskriptora i regresionih metoda uspostavljaju modeli znacajno razlicitih performansi
[50], retrospektivna analiza literaturnih modela ukazuje na to da se ve¢inom prikazanih
metodologija moze postiéi slicna tacnost predvidanja. Izuzetak jesu linearni modeli, koji
se u slucaju klasifikacije Pgp supstrata veoma retko koriste.
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Tabela II Pregled odabranih modela za predvidanje transporta P-glikoproteinom, uspostavljenih
koriséenjem molekulskih deskriptora i razliCitim regresionim metodama.

Table I  Overview of selected models for predicting transport by P-glycoprotein, based on the
use of molecular descriptors and various regression methods.
Autori Velic¢ina Deskriptori Regresioni metod” Performansena  Ref.
seta” finalnog modela setu za testiranje®
Xue et al. (2004) 116 S 22 elektrotopoloska SVM Se =81,2% [51]
85 NS deskriptora k-NN Sp=79,2%
ANN Acc =79,4%
DT
de Cerqueira Lima 108 S 173 deskriptora SVM Se =78% [52]
et al. (2006) 87 NS atomskih parova k-NN Sp = 84%
DT Acc=81%
binarni QSAR
Cabrera et al. 113 S 6 deskriptora MLR Se =82,73% [53]
(2006) 90 NS topoloskih Sp="77,77%
podstruktura Acc = 80,5%
Huang et al. (2007) 113 S 7 molekulskih PS-SVM Se = 100% [54]
90 NS deskriptora MLR Sp = 86%
Acc=93%
Demel et al. (2010) 343 S 11 molekulskih RuleFit model Se=81% [55]
1534 NS deskriptora Sp =98%
Wang et al. (2011) 206 S 23 molekulska SVM Se =96% [56]
126 NS deskriptora Sp="73%
Acc =88%
Broccatelli (2012) 110 S 3 molekulska GA-RF Se =80% [57]
77 NS deskriptora k-NN Sp = 86%
SVM Acc =84%
NB
Levatic et al. 448 S 183 2D deskriptora SVM Acc =86% [58]
(2013) 486 NS
Lietal. (2014) 423 S 13 fizicko- NB Se =89,9% [59]
399 NS hemijskih, 43 Sp=74,7%
topoloska Acc = 83,5%
deskriptora i
ECFC 10
molekulski otisak
prsta
Eri¢ et al. (2014) 159 S 24 molekulska ANN ansambl Se =82% [47]
151 NS deskriptora SVM ansambl Sp = 82%
Acc =82%

a KoriS¢ene skracenice: S — supstrati, NS — nesupstrati;
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b Ukoliko je u radu poredeno nekoliko regresionih metoda, podvuéena je metoda koja je
dala najbolje rezultate. Koris¢ene skracenice: SVM — support vector machines, k-NN — metod
najblizih suseda, ANN — vestacke neuronske mreze, DT — drva odluke, MLR — multipla linearna
regresija; PS — algoritam jata Cestica (engl. particle swarm), GA — genetski algoritam, RF —
random forest, NB — naivni Bejesov klasifikator; ¢ Statisticki parametri predvidanja modela: Se
— senzitivnost, Sp — specificnost, Acc — ta¢nost.

Najuocljivije razlike izmedu novijih 1 starijih modela jesu setovi koriS¢eni u
njihovom razvoju. U tom kontekstu, primetan je trend u novijim publikacijama da se
poseban akcenat stavlja na veli€inu i1 raznovrsnost seta za uspostavljanje modela, kao i
na konzistentnost eksperimentalnih podataka. U nekoliko skorijih publikacija opisani su
setovi znacajne veli€ine i raznovrsnosti. Demel 1 saradnici [55] iskoristili su podatke o
citotoksi¢nosti eksperimentalnih jedinjenja jedne farmaceutske kompanije na ¢elijskoj
liniji koja prekomerno eksprimira Pgp, za kreiranje seta od 1877 jedinjenja. Levati¢ i
saradnici [58] opisali su sli¢an pristup, koris¢enjem podataka o citotoksi¢nosti na 60
razli¢itih ¢elijskih linija (NCI60) koje uniformno prikuplja ameri¢ki Nacionalni institut
za kancer, u okviru svog Programa razvoja lekova [60]. Obe grupe autora su
pretpostavile da u slucaju Pgp supstrata postoji inverzan odnos izmedu osetljivosti ¢elija
na citotoksi¢ne efekte jedinjenja i nivoa ekspresije Pgp-a u datoj ¢celijskoj liniji. Vazan
aspekat ovih setova jeste Cinjenica da pokazuju minimalno preklapanje sa postojec¢im
setovima podataka i time doprinose istrazivanju afiniteta jedinjenja za Pgp u okviru
novog hemijskog prostora. Ipak, na konzistentnost seta uspostavljenog koris¢enjem
isklju¢ivo podataka o citotoksi¢nosti, u velikoj meri utiCu pasivna permeabilnost
jedinjenja, kao i potencijalno zanemareni drugi mehanizmi rezistencije na citotoksi¢ne
efekte. Li i saradnici [59] primenili su drugi pristup, prikupljanjem podataka iz 517
publikacija za 822 jedinjenja; za razliku od kriterijuma pouzdanosti koje smo prethodno
opisali u odeljku 3, koji podrazumeva i isklju¢ivanje jedinjenja sa suprotstavljenim
podacima, autori su koristili konsenzus klasifikaciju, svrstavajuci dato jedinjenje u klasu
prema najvecem broju rezultata, nezavisno od njihove pouzdanosti.

Pored seta podataka koji je znacajan faktor za preciznost predvidanja, slozenost i
interpretabilnost finalnih modela vazne su karakteristike po kojima se dostupni modeli
razlikuju. Ukljuéivanjem veceg broja deskriptora u model mogucée je, do odredene
granice, poboljSati njegove prediktivne karakteristike, ali koriS¢enje modela sa velikim
brojem deskriptora otezava identifikaciju najznacajnijih strukturnih karakteristika, ¢ija
bi modifikacija mogla da doprinese smanjenju afiniteta jedinjenja za Pgp. Postoji
nekoliko pristupa kojima se moze poboljSati interpretabilnost modela razvijenih
nelinearnim metodama. U nasim ranijim istraZivanjima pokazano je da implementacije
inovativnih algoritama omogucavaju uvid u relativhu znacajnost i prirodu uticaja
odabranih molekulskih deskriptora na fenomen koji se modeluje [61]. Ovaj i sli¢ni
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pristupi [62,63] znacajno povecavaju primenljivost modela, jer pruzaju medicinskom
hemicaru smernice o najefektivnijim putevima modifikacije strukture.

Pregled deskriptora koji su koriS¢eni u dostupnim racunarskim modelima za
predvidanje transporta Pgp-om ukazuje na slozenost odnosa izmedu strukture supstrata i
njhovog afiniteta za Pgp. Primetno je da su u veéini modela znaajni deskriptori
veli¢ine, lipofilnosti i oblika molekule. Primera radi, od 7 molekulskih deskriptora u
modelu Huang-a i1 saradnika [54], 4 opisuju upravo ove karakteristike: molekularnu
tezinu (MW), izraCunati particioni koeficijent oktanol-voda (ClogP), broj prstenova u
strukturi (NR) 1 ukupnu polarnu povrSinu jedinjenja (TPSA). Drugu vaznu grupu
deskriptora koji su znacajni u dostupnim modelima ¢ine deskriptori koji opisuju
brojnost i raspored donora 1 akceptora vodoni¢nih veza, kao i njihovu jacinu. Od preko
10 modela u radu Broccattelli-ja [S7], u vecini su najznacajniji bili DRDRDO i
DRACDO deskriptori, koji opisuju dimenzije najveceg trougla koji definiSu dve
hidrofobne farmakoforne tacke i jedan donor vodoni¢ne veze, odnosno jedna hidrofobna
tacka, jedan donor i jedan akceptor vodoni¢ne veze. Ove €injenice ukazuju da model za
predvidanje interakcije sa Pgp-om istovremeno mora da sadrzi deskriptore koji opisuju
sposobnost molekule da se preraspodeli i ostane u lipidnom dvosloju, kao 1 deskriptore
koji opisuju postojanje i raspored delova strukture koji mogu da stupe u specifi¢ne
interakcije sa vezivnim mestima na transporteru.

Kao alternativu racunarskim modelima sa ve¢im brojem molekulskih deskritptora,
nekoliko autora predlozilo je jednostavna pravila, koja omogucavaju identifikaciju
jedinjenja koja imaju visoku verovatno¢u da budu supstrati za Pgp. Predlozena pravila
zbirno su prikazana u Tabeli III. Jasna prednost ovog pristupa je u Cinjenici da, nalik na
sli¢na empirijska pravila kao §to je ,,pravilo petice* Lipinskog [64], ovakva pravila je
lako inkorporirati u proces otkri¢a novih lekova. Ipak, veéina objavljenih pravila nije
validirana na eksternim podacima, a njihova jednostavnost za posledicu ima i nizu
tacnost predvidanja. Primera radi, Li i saradnici primenili su pravila Didziapetrisa na
njihov set podataka i1 ustanovili da je ovim pravilima moguée identifikovati samo 145
od 423 supstrata za Pgp [59]. lako je njihova jednostavnost znacajna prednost,
koris¢enje iskljucivo ovog pristupa u predvidanju interakcije sa Pgp-om nosi sa sobom
rizik od brojnih lazno negativnih rezultata.
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Tabela III Pregled predloZenih pravila za jednostavnu identifikaciju potencijalnih supstrata P-gp.
Table III  Overview of simple rule-based models for identifying potential P-gp substrates.

Autori Pravilo Performanse Ref.
Didziapetris et al. P-gp supstrati: ? [46]
(2003) (a) suma broj atoma azota i kiseonika > 8

(b) molekulska masa > 400
(c) pKa najkiselije grupe > 4
P-gp nesupstrati:
1. suma broj atoma azota i kiseonika <4
2. molekulska masa < 400
3. pKanajbaznije grupe < 8

Gombar et al. (2004) P-gp supstrati: Acc =86,2% [65]
e vrednost molekulskog
elektrotopoloskog stanja:
MolES > 110
P-gp nesupstrati:
e MolES <48

Gleeson (2008) P-gp supstrati: ? [66]
e molekulska masa > 400
e izracunati logP > 4
e bazno ili neutralno jedinjenje

Levati¢ et al. (2013)  P-gp supstrati: Acc=74,3% [58]
e  broj atoma > 35
e specifi¢na zapremina < 7,3 A*/atomu

5. Modeli zasnovani na farmakofornim hipotezama

Molekulska struktura jedinjenja moZze se predstaviti kao niz apstraktnih tacaka, sa
definisanim rasporedom u prostoru, koje karakteriS§e moguc¢nost specificnog uceséa u
intermolekulskim interakcijama. Taj skup tacaka najces¢e ¢ine hidrofobni i aromati¢ni
centri, donori 1 akceptori vodoni¢nih veza, 1 centri pozitivnog 1 negativnog
naelektrisanja. Zajedno sa njihovim rasporedom u prostoru, ovaj skup tacaka predstavlja
farmakoforni prikaz molekule. Superponiranjem niza farmakofora, izvedenih iz
bioaktivnih konformacija aktivnih molekula, moguée je formulisati farmakofornu
hipotezu o najve¢em zajedni¢kom skupu strukturnih elemenata i njihovom prostornom
odnosu, koji je neophodan za upostavljanje interakcije sa datim ciljnim mestom dejstva
[67].

Uspostavljanje farmakofornog modela supstrata za Pgp znatno otezava vise
faktora. Kao S§to je opisano u odeljku 2, Pgp nema jasno definisano vezivno mesto za
sve supstrate koje transportuje, tako da je validnost uspostavljanja jednog
farmakofornog modela diskutabilna. Za najve¢i broj Pgp supstrata nije poznata
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bioaktivna konformacija, niti su Sire dostupni podaci o kompeticiji u vezivanju sa
drugim jedinjenjima koji bi ukazali na vezivanje za istu regiju vezivne Supljine Pgp-a.
Nadalje, formulisanje farmakoforne hipoteze zahteva superponiranje (preklapanje)
farmakofora veceg broja aktivnih jedinjenja. UspeSnost ovog koraka u razvoju modela
zahteva visok stepen hemijske slicnosti razmatranih struktura, tako da rezultujuce
modele najceS¢e odlikuje primenjivost u ograni¢enom delu hemijskog prostora.
Kona¢no, ¢injenica da dato jedinjenje zadovoljava farmakofornu hipotezu ne znaci
nuzno i da ¢e efikasno biti transportovano posredstvom Pgp-a; farmakoforni modeli
zanemaruju uticaj permeabilnosti jedinjenja na transport i iskljucivo odslikavaju
moguénost interakcije sa vezivnim mestima Pgp-a.

Najraniji opsti farmakoforni model supstrata P-glikoproteina predlozila je Anna
Seelig 1998. godine [68]. Model je uspostavljen analizom trodimenzionalnih struktura
75 supstrata, 18 induktora i1 7 nesupstrata Pgp-a. Prema ovom modelu, ilustrovanom na
Slici 2, najvecu verovatnoc¢u da budu supstrati za Pgp imaju jedinjenja koja sadrze jednu
,farmakofornu jedinicu‘ tipa I ili jednu jedinicu tipa II, pri ¢emu verovatnoca raste sa
jacinom i brojnos¢u donora elektrona koji ¢ine farmakoforu. Iako je ovaj model razvijen
koriS¢enjem relativno malog broja struktura, na$ rad na razvoju modela za transport
Pgp-om ukazao je da trodimenzionalni deskriptori izvedeni iz predlozenih farmakofora
mogu znacajno unaprediti predvidanja globalnih modela [47].

Farmakofora tipa I
2 elektron-donora
udaljena

i 2,5+0,3 A

274

Farmakofora tipa II
2 elektron-donora
udaljena
46+0,6 A
ili
3 elektron-donora gde su
2 najudaljenija na ovom
rastojanju

Slika 2. Ilustracija farmakofora P-gp supstrata, predloZenih u referenci [68]. Kao primer
supstrata ilustrovan je levofloksacin.
Figure 2. A schematic representation of the pharmacophoric patterns of P-gp substrates,

proposed in [68]. Levofloxacin is shown as an example substrate.
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Vecina drugih farmakofornih modela u literaturi predlozena je za specifi¢na,
pretpostavljena vezivna mesta Pgp-a [69—71]. Do sada predlozeni globalno primenjivi
farmakoforni modeli zasnivaju se na pristupu koris¢enja skupa (ansambla) velikog broja
pojedina¢nih farmakofora. Penzotti i saradnici [72] analizirali su set od 76 supstrata i 68
nesupstrata, mapirajuéi za svako jedinjenje vise farmakofora od po 2 do 4 farmakoforne
tatke. Statistickom analizom autori su identifikovali 100 najinformativnijih
farmakofora, pri ¢emu je preko polovine ¢inila kombinacija jednog donora i jednog
akceptora vodonic¢ne veze, sa jednim ili dva hidrofobna centra. Supstratima su smatrane
one strukture koje se podudaraju sa najmanje 20 od 100 farmakofora ansambla, pri
¢emu je ovaj vid klasifikacije ispravno predvideo transport 63% jedinjenja iz seta za
testiranje.

Li i saradnici [73] su slicnim pristupom razvili drvo odluke (engl. decision tree),
bazirajuci svako grananje u ovom modelu na podudarnosti sa jednom od 9 farmakofora.
Set koji je korisS¢en za uspostavljanje modela sastojao se od 91 supstrata i 72
nesupstrata. Ovakvim integrisanjem vise farmakofornih modela, postignuta je ukupna
ta¢nost predvidanja od 87,6% na eksternom setu za testiranje, koji je sadrzao 97
jedinjenja.

Opisani su 1 pristupi koji podrazumevaju kombinovanje fizicko-hemijskih sa
farmakofornim deskriptorima koji se ne zasnivaju na preklapanju struktura, ve¢ na
kvantifikaciji rasprostranjenosti oblasti koje odgovaraju odredenom tipu farmakoforne
tacke [74].

Domen primenjivosti i tacnost predvidanja vecine objavljenih farmakofornih
modela znaajno je nizi od modela zasnovanih na molekulskim deskriptorima.
Farmakoforne hipoteze predlozene u okviru ovih modela karakteriSu znacajne razlike,
¢ije postojanje sprecava formulisanje globalno validne farmakofore i jo§ jednom
upucuje na polispecificnost Pgp-a [22,75]. Upravo ova karakteristika Pgp-a ograni¢ava
moguénost primene farmakofornog modeliranja, $to je jedan od verovatnih uzroka
relativno slabe zastupljenosti ove grupe modela u novijoj literaturi.

6. Modeli zasnovani na strukturi Pgp-a

U periodu do 2009. godine, interesovanje za strukturu P-glikoproteina u atomskoj
rezoluciji dovelo je do razvoja veceg broja molekulskih modela zasnovanih na sli¢nosti
sekvenci izmedu humanog Pgp-a i bakterijskih ABC transportera, ¢ije su kristalne
strukture bile dostupne [76—79]. Usled relativno niske identi¢nosti sekvenci, medutim,
ovi modeli nisu mogli biti pouzdano primenjeni u predvidanju interakcije malih
organskih molekula i Pgp-a [80]. ZnaCajan pomak u ovom smislu omoguéilo je
reSavanje kristalne strukture miSjeg Pgp-a, u apo obliku i kompleksu sa dva

102



stereoizomera makrocikliénog inhibitora QZ59S [25]>. Tako su objavljene strukture
relativno niske rezolucije (3,80—4,40 A), visok stepen sli¢nosti sekvenci humanog i
misjeg Pgp-a omogucio je razvoj preciznijih modela zasnovanih na homologiji, §to je
uticalo na povecano interesovanje za primenu metoda molekulskog dokinga u
proucavanju interakcije Pgp-a i njegovih supstrata [81].

Dostupnost ovih struktura i modela doprinelo je racionalizaciji strukturne osnove
razli¢itih eksperimentalnih zapazanja. ViSe autora primenilo je molekulski doking u
predvidanju strukture kompleksa Pgp-a i jedinjenja koja se za transporter vezuju [82—
87]. Dobra ilustracija ovog pristupa jeste kombinovana studija mutageneze i
molekulskog dokinga koju su predstavili Chufan i saradnici [88]. Na osnovu polozaja
QZ59S-SSS u kristalnoj strukturi Pgp-a, molekulskog dokinga tarikvidara, valinomicina
i ciklosporina A, kao i uzimanjem u obzir dostupnih eksperimentalnih podataka, autori
su odabrali nekoliko aminokiselina u strukturi Pgp-a koje su podvrgli mutagenezi. Na
osnovu vezivanja izabranih struktura za mutirane forme, autori su pokazali da gubitak
afiniteta za prvobitno mesto vezivanja ne dovodi do izostanka vezivanja izabranih
jedinjenja za Pgp, ve¢ da se ona u mutiranim formama transportera vezuju za
sekundarna mesta. Time je potvrdena hipoteza o postojanju vise potencijalnih vezivnih
mesta na transporteru. Autori su takode zakljucili da, iako dokingom nije moguce tacno
predvideti mesto vezivanja supstrata, razliiti moguci polozaji liganda u vezivnoj
Supljini, dobijeni dokingom, mogu biti korisni u daljim studijama.

Vise autora opisalo je primenu simulacija molekulske dinamike (MD) u
izuCavanju interakcije supstrata 1 modulatora sa P-glikoproteinom. Ferreira i saradnici
[89] rafinisali su model humanog Pgp-a, zasnovanog na strukturi misjeg, primenom
relativno dugih simulacija MD (100 ns). Autori su ustanovili da je modeliranje
nedostajuceg segmenta izmedu NBD1 i TMD2, kao i adekvatno simuliranje lipidnog
okruzenja transportera od velikog znacaja za izuCavanje dinamike Pgp-a. Poredenjem
dinamike supstrata i modulatora u kompleksu sa transporterom, autori su zakljucili da u
proseku modulatori ostvaruju brojnije interakcije sa vezivnim mestima od supstrata. U
drugoj studiji, Prajapati i saradnici [90] su, analiziraju¢i rezultate MD simulacija i
proracuna slobodne energije, utvrdili da hidrofobne interakcije daju znacajno veci
doprinos energiji vezivanja u poredenju sa elektrostatskim, kao i da rigidne molekule
pokazuju manju sklonost prilagodavanju Supljinama transportera, Sto ih ¢ini loSijim
supstratima za Pgp.

Iako simulacije MD pruzaju jedinstven uvid u interakcije sa Pgp-om na atomskom
nivou i u vremenskoj rezoluciji femtosekunde, njihova racunarska zahtevnost ¢ini ih
neprakticnim za rutinska predvidanja u dizajnu novih lekova. Molekulski doking je

2 Prvobitno objavljene strukture iz 2009. godine korigovane su od strane autora 2014. godine
[26].
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racunarski znacajno pristupacniji, pa je viSe autora istrazivalo moguénost predvidanja
transporta Pgp-om pomocu ove metode. Dolghih i saradnici [91] izvrSili su doking 126
jedinjenja u strukturu misjeg Pgp-a i poredili rezultate dobijene pristupom u kome je
protein bio rigidan sa pristupom gde su boc¢ni lanci aminokiselina vezivnog mesta
tretirani kao fleksibilni. Autori su ustanovili da je fleksibilnost od klju¢nog znacdaja za
uspeh predvidanja kao 1 da se ovom metodom dobija kvalitativno slaganje izmedu
stepena transporta jedinjenja i energije vezivanja izracunate dokingom. Autori su takode
zakljucili da su fizicko-hemijske karakteristike supstrata od vec¢eg znaaja za energiju
vezivanja od interakcije sa specificnim aminokiselinama. Do sli¢nih zaklju¢aka u
pogledu vaznosti fleksibilnog dokinga dosli su i drugi autori [92].

Ferreira 1 saradnici upotrebili su prethodno opisani rafinisani model Pgp-a u
doking studiji, u okviru koje su proucavali razlike u predvidenom nacinu i1 energiji
vezivanja supstrata, nesupstrata i modulatora Pgp-a [93]. Koriste¢i AutoDock Vina
softver, autori su predlozili kriterijum po kome jedinjenja ¢ija je doking energija veca of
-7 kcal/mol najverovatnije predstavljaju nesupstrate Pgp-a. Porede¢i polozaje supstrata i
modulatora Pgp-a, dobijene dokingom, autori su zakljucili da se supstrati ve¢inom
lokalizuju u oblasti H- i R- vezivnih mesta [32], dok modulatori pokazuju ve¢i afinitet
ka dubljoj lokalizaciji u predelu preseka dva transmembranska domena. U sli¢noj
studiji, Zeino i saradnici [94] uporedili su rezultate dokinga 22 supstrata, 26 modulatora
i 15 nesupstrata na modelu humanog i na kristalnoj strukturi miSjeg Pgp-a. Autori su
pokazali da postoje statistiCki znacajne razlike u energijama vezivanja supstrata,
nesupstrata i modulatora, ali samo ukoliko se koristi model humanog Pgp-a.

Relativno mali broj jedinjenja koja su koriS¢ena u doking studijama, nedostatak
opseznije validacije, niza ta¢nost predvidanja kao i ve¢i raunarski zahtevi ¢ine modele
zasnovane na strukturi Pgp-a manje pouzdanim i primenjivim od modela koji su
zasnovani na molekulskim deskriptorima. Usled ove ¢injenice, dostupnost kristalne
strukture misjeg Pgp-a nije znacajno doprinela uspeSnosti racunarskih predvidanja
transporta P-glikoproteinom [48,81]. Ipak, metode bazirane na strukturi Pgp-a
komplementarne su sa predvidanjima modela zasnovanim na molekulskim
deskriptorima. Primer koji ilustruje ovu ¢injenicu je internet server za predvidanje
interakcije sa Pgp-om, koji su razvili Bikadi i saradnici [95]. U predlozenoj metodi
koriste se vrednosti molekulskih deskriptora 1 prethodno uspostavljen SVM model da bi
se predvideo transport priloZzenog jedinjenja, a zatim generiSe moguca struktura
kompleksa sa Pgp-om, primenom molekulskog dokinga.

MesSoviti pristupi u okviru kojih je moguée kombinovati predvidanja razlicitih
metoda do danas nisu Siroko primenjivani u predvidanju transporta P-glikoproteinom.
Ovakvi pristupi integrisanja razli¢itih predvidanja pokazali su uspeSnost u drugim
poljima racunarske hemije, kao §to su virtuelni skrining [96] 1 inverzni virtuelni skrining
[97], tako da je moguce da njihova primena u slucaju transporta Pgp-om doprinese
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pouzdanosti postoje¢ih modela. Bez obzira na nizu pouzdanost predvidanja, upotreba
strukture Pgp-a moze da pruzi dodatan uvid u mehanizam transporta i interakcije datog
jedinjenja i transportera. Takav uvid moze pruziti racionalnu strukturnu osnovu za
modifikaciju strukture u cilju smanjenja njenog afiniteta za Pgp [98].

7. Zakljucak

Pravovremeno predvidanje transporta posredovanog P-glikoproteinom ima veliki
znacaj u racionalnom otkri¢u novih lekova. Tacnost predvidanja literaturnih modela
zasnovanih na raznovrsnim molekulskim deskriptorima dostigla je stepen koji
omogucava relativno pouzdanu identifikaciju jedinjenja koja imaju veliku verovatnocu
da predstavljaju supstrate za Pgp. UspeSnost razvoja novih modela u najvecoj meri
zavisi od prikupljanja uniformnih eksperimentalnih podataka i dovoljne hemijske
raznovrsnosti kreiranog seta, Sto moze da obezbedi primenjivost modela u
odgovaraju¢em delu hemijskog prostora. Farmakoforni modeli i novije studije koje
koriste strukturu P-glikoproteina nemaju uporedivu tacnost predvidanja, ali
omogucavaju ostvarivanje uvida u molekularnu osnovu interakcije supstrata sa
vezivnim mestima na transporteru.

Analiza uspostavljenih modela sugeriSe da uspesSnost predvidanja transporta P-
glikoproteinom zavisi od adekvatnog modelovanja sposobnosti molekule da prede u
lipidni dvosloj i1 postojanja karakteristicnih strukturnih elemenata koji omogucéavaju
interakciju sa vezivnom Supljinom transportera. Cini se izvesnim da fizi¢ko-hemijske
karakteristike, pre nego postojanje specifi¢ne farmakofore, sustinski uti¢u na moguénost
transporta. To u velikoj meri otezava racionalno dizajniranje strukture koja nece biti
supstrat P-glikoproteina, pa je predloZzeno da povecanje pasivne permeabilnosti za sada
predstavlja najefikasniji nacin smanjenja podloznosti leka uticaju P-glikoproteina [99].
Ipak, razvoj metoda koje bi omogucile pouzdano predvidanje mesta za koje se supstrati
vezuju za Pgp moglo bi da doprinese racionalnoj modifikaciji hemijskih struktura.

Unapredenje pouzdanosti postoje¢ih modela bi¢e moguce sa povecanom
dostupnoS¢u eksperimentalnih podataka visokog kvaliteta. Integrisanje in silico 1 in
vitro metoda u objedinjene protokole omoguéilo bi stalno unapredenje predvidanja
racunarskih modela, a istovremeno bi ogranicilo broj neophodnih in vitro testova kroz
prioritetno testiranje onih jedinjenja za koje se raCunarskim modelima predvidi da su
najverovatniji (ne)supstrati [100]. Takode, kombinovanje predvidanja razli¢itih metoda
ima potencijal da unapredi racunarsku karakterizaciju interakcije sa Pgp-om i doprinese
sticanju boljeg uvida u strukturnu osnovu transporta.
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Summary

P-glycoprotein (Pgp) is a transmembrane transporter which can, by transporting
structurally diverse compounds, influence the absorption, distribution and efficacy of a number
of drugs. Pgp overexpression in cells is a major contributing factor to the development of drug
resistance. For these reasons, potential for compound efflux by Pgp should be assessed early on
in the drug discovery process, preferably even prior to compound synthesis. To meet this
demand, numerous computational models have been developed during the past decade, capable
of predicting Pgp-mediated transport based solely on chemical structures. This paper
summarizes the various approaches that have been used for model development, discusses their
advantages and disadvantages and focuses on key factors that influence model reliability. The
promiscuous nature of the transport can be seen as a major challenge for most computational
chemistry methods. Nevertheless, the attained level of accuracy of literature models suggests
that they can be useful in the drug discovery setting. Greater availability of experimental data
and integration of predictions made by different modeling methods has the potential to further
improve the reliability of computational predictions.

Keywords: P-glycoprotein, computational models, drug resistance, drug design.
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Kratak sadrzaj

Uvod: Gojaznost u de¢jem uzrastu se povezuje sa razvojem kardiovaskularnih bolesti i
tipa 2 dijabetes melitusa u kasnijem dobu. Smatra se da je rezistin, adipokin kojeg u humanom
organizumu lu¢e monociti i tkivne makrofage, povezan sa ovim poremecajima.

Cilj: Ispitati povezanost koncentracije rezistina kod gojazne dece i adolescenata sa
antropometrijskim parametrima gojaznosti, lipidnim statusom, inflamatornim markerima i
parametrima insulinske rezistencije.

Materijal i metode: U istrazivanju je ucestvovalo 66 ispitanika (40 deCaka, 26 devojcica)
kojima su izvrSena antropometrijska merenja i laboratorijska ispitivanja (koncentracije glukoze,
ukupnog holesterola, holesterola u Cesticama lipoproteina visoke gustine (eng. high-density
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lipoprotein, HDL) i niske gustine (eng. low-density lipoprotein, LDL), triglicerida, mokra¢ne
kiseline, visokoosetljivog C-reaktivnog proteina (high-sensitivity C-reactive protein; hsCRP) i
glikoziliranog hemoglobina (HbAlc)). Insulinska rezistencija je procenjena na osnovu modela
za izraCunavanje indeksa insulinske rezistencije (eng. homeostasis model assessment of insulin
resistance; HOMA-IR).

Rezultati: Kod 63,3% ispitanika utvrdili smo prisutnu dislipidemiju, a dobijene vrednosti
hsCRP i mokraéne kiseline ukazuju na prisustvo inflamacije. Utvrdili smo korelaciju izmedu
koncentracije rezistina i odnosa obima struka i kukova (r=0,294, p<0,05) i izmedu koncentracije
rezistina i HOMA-IR (r=0,293, p<0,05). Ustanovili smo povezanost koncentracije mokraéne
kiseline i parametara gojaznosti. Uporedivanjem parametara izmedu polova, znacajna razlika
postoji u telesnoj visini (p<0,01), odnosu obima struka i kukova (p<0,001), mokraénoj kiselini
(p<0,01) i HOMA-IR (p<0,01).

Zakljucéak: Nasi rezultati ukazuju na povezanost gojaznosti, inflamacije i dislipidemije
kod dece i adolescenata. Rezistin bi u buduénosti mogao biti znacajan za procenu
kardiometabolickog rizika u ovoj populaciji.

Kljuéne rec€i: decja gojaznost; rezistin; inflamacija; dislipidemija.
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Uvod

Prevalenca gojaznosti u savremenom svetu se dramaticno povecava dostizuci
epidemijske razmere (1). Podaci koji narocito zabrinjavaju odnose se na poveéanje broja
gojazne dece i1 adolescenata (2), budu¢i da se gojaznost u de¢jem uzrastu povezuje sa
visokim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti i tipa 2 dijabetes melitusa u
odraslom dobu (3). Utvrdeno je da prekomerna akumulacija adipoznog tkiva dovodi do
niza lokalnih i sistemskih efekata, medu koje se svrstavaju povecanje nivoa
proinflamatornih citokina, promene u koncentraciji adipokina, poviSen nivo
oksidativnog stresa, kao i niz endokrinih poremecaja, od kojih je najvazniji razvoj
insulinske rezistencije (4).

Jedan od ucesnika u pomenutim procesima koji je danas predmet intenzivnog
istrazivanja je rezistin. Ovaj protein, molekulske mase 12,5 kDa, spada u grupu
cisteinom bogatih - rezistinu sli€nih proteina i ubraja se tzv. ,,FIZZ” (Found in
inflammatory zones) proteine (5), a u svojoj strukturi ima 114 aminokiselina (6). Kod
glodara je ustanovljeno da rezistin primarno sekretuju adipociti, te da je povezan sa
razvojem insulinske rezistencije (7). Kod ljudi ga u najveéoj meri stvaraju cirkuliSuci
monociti 1 tkivne makrofage, a u manjoj meri adipozno tkivo, dok je pronaden i u
aterosklerotskim lezijama, kostnoj srzi, placenti, ¢elijama pankreasnih ostrvaca i
pluc¢ima (8).

Nekoliko istrazivanja je ukazalo na povezanost izmedu rezistina i aterogeneze; sa
jedne strane posredstvom stimulacije monocita i promocijom vaskularne inflamacije
(7), a sa druge strane preko smanjene ekspresije receptora za lipoproteine niske gustine
(eng. low-density lipoprotein, LDL) i povecanja koncentracije LDL- holesterola (9).
Smanjena ekspresija LDL-receptora uzrokuje smanjen klirens ovih lipoproteinskih
Cestica, njihovo produzeno zadrzavanje u cirkulaciji, te duzi period izlozenosti
potencijalnim Stetnim efektima slobodnih kiseoni¢nih radikala. Oksidativna
modifikacija LDL Cestica doprinosi povecanju njihovog proaterogenog potencijala, pre
svega zbog toga S$to ovako izmenjene Cestice imaju veliki afinitet prema receptorima
hvata¢dima na makrofagama, Sto je prvi korak u nastanku ateroskleroze (10). Ova
istrazivanja daju osnovu za pretpostavku da rezistin predstavlja jedan od integriSucih
faktora koji povezuju gojaznost, inflamaciju, insulinsku rezistenciju 1 razvoj
kardiometabolickih komplikacija. Rezistin je tema mnogih istraZivanja koja pokuSavaju
da odgonetnu njegovu kona¢nu ulogu u razvoju kardiometaboli¢kih komplikacija kod
gojaznih osoba, a rasvetljavanje njegove uloge moze biti narocito vazno za populaciju
gojazne dece.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitivanje povezanosti serumske koncentracije
rezistina sa antropometrijskim parametrima gojaznosti, lipidnim statusom,
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inflamatornim markerima kao i parametrima insulinske rezistencije kod gojazne dece i
adolescenata.

Materijal i metode
Ispitanici

U istrazivanju je ucestvovalo ukupno 66 gojazne dece i adolescenata uzrasta od 10
do 18 godina, telesne tezine izmedu 49,5 1 145 kg. Od 66 ispitanika 46 su €inili decaci, a
20 devojcice. Uzorci su dobijeni sa Univerzitetske decije klinike ,,TirSova“. Na pocetku
istrazivanja izvrSena su antropometrijska merenja (visina, tezina, obim struka i kukova,
odnos struk/kuk (S/K) i indeks telesne mase (eng. body-mass index, BMI)). BMI je
izraCunat kao odnos visine i kvadrata telesne tezine. Gojaznost je potvrdena na osnovu
BMI, koji je bio veéi od 95-tog percentila za starosnu dob (11). Dislipidemija je
definisana na osnovu preporucenih vrednosti za lipidne parametre u de¢jem uzrastu
(12). Studija je planirana i sprovedena u skladu sa etickim principima HelsinSke
deklaracije, a na osnovu odobrenja Etickog komiteta Univerzitetske deCije klinike.
Roditelji 1 u€esnici u studiji dali su pismenu saglasnost za u¢esce u istrazivanju.

Laboratorijska odredivanja

Uzorci krvi potrebni za laboratorijske analize dobijeni su nakon noénog
gladovanja. Nakon izdvajanja seruma i EDTA plazme, uzorci su zamrznuti i uvani na
temperaturi od -80° C, a odledeni neposredno pre izvodenja analiza. Koncentracije
glukoze, ukupnog holesterola, holesterola u ¢esticama lipoproteina visoke gustine (eng.
high-density lipoprotein, HDL), LDL-holesterola, triglicerida i mokra¢ne kiseline
odredene su standardnim laboratorijskim postupcima (Randox Laboratories, Armdore,
Crumlin, UK). Koncentracije visokoosetljivog C-reaktivnog proteina (eng. high-
sensitivity C-reactive protein; hsCRP) i glikoziliranog hemoglobina (HbAlc) odredene
su imunoturbidimetrijski (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Insulinska
rezistencija procenjena je na osnovu modela za izraCunavanje indeksa insulinske
rezistencije (eng. homeostasis model assessment of insulin resistance; HOMA-IR).
HOMA-IR je izra¢unat kao proizvod koncentracije glukoze (mmol/L) i koncentracije
insulina (mIU/L) podeljen sa 22,5. Koncentracija rezistina odredena je ELISA tehnikom
(ELISA, R&D systems, Wiesbaden, Germany).

Statisticka analiza

Kontinuirani podaci su prikazani kao aritmeti¢ke srednje vrednosti i standardne
devijacije za normalno distribuirane varijable, te kao geometrijske srednje vrednosti i
intervali pouzdanosti za varijable koje su pratile log-normalnu raspodelu. Kategoricki
podaci prikazani su kao apsolutne frekvence. Razlike izmedu kontinuiranih
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promenljivih analizirane su Student-ovim t-testom. Za ispitivanje korelacije izmedu
razli¢itih parametara koriS¢ena je Pearsonova korelaciona analiza.

Rezultati

Osnovne demografske i klinicke karakteristike ispitanika prikazane su u Tabeli I.
Kao S$to se moze uociti na osnovu percentila BMI, svi ispitanici pripadali su kategoriji
gojaznih. I ostali antropometrijski parametri upucivali su na profil koji odgovara
abdominalnoj gojaznosti. Uporedivanjem koncentracija rutinskih parametara lipidnog
statusa sa preporucenim vrednostima u pedijatrijskoj populaciji, utvrdili smo da je kod
63,6% ispitanika prisutna dislipidemija. Takode, dobijene vrednosti hsCRP i mokra¢ne
kiseline ukazuju na prisustvo inflamacije niskog stepena.

Tabela I Osnovne demografske i klinicke karakteristike ispitanika
Table I Basic demographic and clinical characteristics of study participants

Ispitanici
Uzrast (godine) 14,23 £2,09
Pol (m/7) 46/20
Telesna visina (cm) 169,29 + 12,02
Telesna tezina (kg) 86,98 + 18,03
Percentili za indeks telesne mase 97,0 + 2,05
BMI (kg/m?) 30,03 + 3,39
Obim struka (cm) 96,75 + 8,57
Obim kukova (cm) 102,42 +£10,37
Odnos S/K 0,95 + 0,07
Ukupan holesterol (mmol/L) 4,32+ 1,04
HDL-holesterol (mmol/L) 1,06 + 0,27
LDL-holesterol (mmol/L) 2.72 +1,06
Trigliceridi (mmol/L)* 1,01 (0,91 —1,13)
Glukoza (mmol/L) 4,75+ 0,63
Hemoglobin Alc (%) 5,36 £0,29
HOMA-IR 3,88 +£2,11
Rezistin (ng/mL)* 13,58 (12,18 — 15,14)
hsCRP (mg/L)* 2,69 (2,24 —3,22)
Mokraéna kiselina (umol/L) 342,71 £ 78,39

Podaci su prikazani kao

ili  kao apsolutne frekvence.

* Podaci su prikazani kao geometrijske sredine i intervali pouzdanosti i log transformisani pre

analize.
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U nastavku istrazivanja izvrSili smo proveru postojanja znacajnih korelacija
izmedu markera gojaznosti, inflamacije, insulinske rezistencije i1 dislipidemije u
pedijatrijskom uzrastu. Dobijene korelacije su prikazane na Slici 1. Evaluacijom
parametara gojaznosti utvrdili smo korelaciju izmedu odnosa S/K i koncentracije
rezistina, dok nije pronadena korelacija rezistina sa BMI. Takode, ustanovili smo
povezanost koncentracije rezistina sa HOMA-IR (Slika la). Evaluacijom markera
inflamacije ustanovili smo korelaciju mokra¢ne kiseline sa parametrima gojaznosti
(telesnom tezinom, BMI, obimom struka i obimom kukova), ali ne i sa koncentracijom
rezistina (Slika 1b). Tokom analize rezultata nismo ustanovili povezanost rezistina sa
parametrima lipidnog statusa.

Odnoss’“c _ 0‘294‘

a) Rezistin b) Mokraéna kiselina

HOMA-IR 0,293 *

*p<0,05; **p<0,01

Slika 1. Znacajne korelacije rezistina i mokracne kiseline sa parametrima gojaznosti i
insulinske rezistencije
Figure 1. Significant correlations of resistin and uric acid with markers of obesity and
insulin resistance
Dalje istrazivanje nastavili smo uporednom analizom svih ispitivanih parametara
kod devojcica 1 decaka. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli II. Statisticki znacajna
razlika medu polovima postoji u telesnoj visini (p<0,01), odnosu S/K (p<0,001),
mokra¢noj kiselini (p<0,01), kao 1 u HOMA-IR (p<0,01). Nismo nasli statisticki
znacajne razlike u koncentracijama glukoze, lipidnih parametara, kao i rezistina.
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Tabela II Razlike u antropometrijskim i klini¢kim karakteristikama ispitanika podeljenih po polu

Table II  Differences in anthropometric and clinical characteristics of study participants

according to gender

Devojcice Decaci P
Uzrast (godine) 13,78 + 1,80 14,42 £2,19 0,256
Telesna visina (cm) 163,51 +£9,15 171,80 + 12,32 <0,01
Telesna tezina (kg) 82,28 + 14,07 89,03 + 19,29 0,164
Percentili za indeks telesne mase 97,30 £ 1,52 96,87 +£2,24 0,436
Odnos obima struka i kukova 0,91 + 0,07 0,96 + 0,06 <0,001
Holesterol (mmol/L) 4,31 + 0,65 432+1,18 0,958
HDL (mmol/L) 1,07 £ 0,30 1,05+ 0,26 0,824
LDL (mmol/L) 2,57 + 0,63 2,78 1,20 0,455
Trigliceridi (mmol/L)* 1,01 (0,84 — 1,20) 1,05 (0,93 - 1,19) 0,305
Glukoza (mmol/L) 4,85+ 0,57 4,71 £ 0,66 0,403
Hemoglobin Alc (%) 5,38 £0,29 5,36 £0,29 0,777
HOMA-IR 4,99 +2.91 339+ 1,42 <0,01
Rezistin (ng/mL)* 14.91 (11,70 — 18,99) 13.01 (11.60 - 14.65) 0,282
CRP (mg/L)* 3,03 (2,24 —4,08) 2,41 (1,94 - 2,98) 0,378
Mokraéna kiselina (pmol/L) 304.70 + 67.47 359.24 £ 77.67 <0,01
Podaci su prikazani kao Xsr =+ Sd, kao apsolutne frekvence.

* Podaci su prikazani kao geometrijske sredine i intervali pouzdanosti i log transformisani pre

analize.
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Na kraju, uporedili smo koncentracije rezistina kod ucesnika u studiji u zavisnosti
od toga da li su bili klasifikovani u grupu sa ili bez prisustva dislipidemije. Kao $to je
ve¢ pomenuto, kod 42 ispitanika bili su zadovoljeni kriterijumi za definisanje
dislipidemije. Koncentracija rezistina bila je viSa kod pacijenata sa dislipidemijom, iako
nije postignuta statisticki znacajna razlika (15,60 vs 13,67 ng/mL, p=0,193). Sli¢an
trend, ali ponovo bez statisticke zna€ajnosti uocen je 1 kod mokraéne kiseline i HOMA-
IR (podaci nisu prikazani).

Diskusija
Rezultati naseg istrazivanja ukazuju na c¢vrstu povezanost inflamacije,
dislipidemije i gojaznosti u pedijatrijskom uzrastu. Razumevanje nivoa ove povezanosti

od velikog je znaCaja za dalje medicinsko pra¢enje gojazne dece i preduzimanje
potrebnih preventivnih mera i1 koraka.

Prethodna istrazivanja pokazala su da je proinflamatorni citokin rezistin faktor
rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti u odrasloj populaciji (6), a sli¢ni rezultati
dobijeni su nedavno i kod dece (13). Kao Sto je prethodno navedeno, rezistin se dovodi
u vezu sa svim elementima metabolickog sindroma. Jedan od ovih ¢inilaca je centralni
tip gojaznosti €iju su vezu sa koncentracijom rezistina pokazali Li 1 saradnici (8). U
naSem istrazivanju smo ovo i potvrdili, s obzirom da je nadena znacajna korelacija
izmedu koncentracije rezistina i odnosa S/K. Odnos S/K smatra se boljim indikatorom
centralne gojaznosti od BMI. Cinjenica da nismo nasli korelaciju izmedu BMI i
rezistina potvrduje pretpostavku da je upravo centralna gojaznost ona koja doprinosi
nastanku proinflamatornog stanja (14). Dalje smo pokusali da dovedemo u vezu nivoe
serumskog rezistina sa insulinskom rezistencijom, tj. vrednostima HOMA-IR 1 HbAlc.
U ranijim istrazivanjima pokazano je da ne postoji direktna korelacija rezistina sa
vrednostima HOMA-IR (3). Medutim, naSi rezultati sugeriSu postojanje povezanosti
izmedu ova dva markera kardiometabolickih poremecaja, $to je potrebno proveriti u
budu¢im veéim istrazivanjima.

Kako je prethodno navedeno, rezistin dovodi do smanjenja broja LDL receptora i
porasta koncentracije LDL-h. Medutim, u naSem istrazivanju nismo nasli znacajnu
korelaciju izmedu rezistina i bilo kog parametra lipidnog statusa, ukljucuju¢i i LDL-h.
Ovo bi se moglo objasniti uzrastom nasih ispitanika, te sposobnoséu mladog organizma
da dobro kompenzuje patoloske promene, §to dovodi do sporog i odloZenog razvoja
dislipidemije. Ipak, nakon §to smo podelili ispitanike prema eventualnom prisusutvu
dislipidemije, uocen je trend ka viSim koncentracijama ovog markera kod ispitanika sa
dislipidemijom, iako bez statisticke znacajnosti. Izostanak statisticki znacajnih razlika
mogao bi se ponovo objasniti specificnostima uzrasta naSih ispitanika, ali takode i
relativno malim uzorkom za analizu, tako da bi se povezanost rezistina i lipidnog
statusa u pedijatrijskoj populaciji svakako trebala dodatno ispitati u ve¢oj studiji.

122



Nasi ispitanici imali su poviSene vrednosti inflamatornih markera (Tabela I), $to
ukazuje na pretpostavku da je kod gojazne dece prisutan odreden stepen vaskularne
inflamacije i aterogeneze. Cinjenica da su markeri gojaznosti pozitivno korelirali sa
koncentracijama mokraéne kiseline (Slika 1b), potvrduje od ranije poznatu povezanost
inflamacije 1 gojaznosti, ali i ponovo naglasava mogucnost njihovog sadejstva u razvoju
ateroskleroze u ranom zivotnom dobu.

U nastavku istraZivanja fokusirali smo se na eventualne razlike u nivoima
ispitivanih markera gojaznosti i kardiometaboli¢kog rizika kod decaka i devojcica. Kada
su u pitanju serumski lipidni parametri, nismo nasli razlike izmedu gojaznih decaka i
devojcica (Tabela II). Iako su hormonalne razlike izmedu polova vazna determinanta
lipidnog statusa, nasi rezultati sugeriSu da kod gojazne dece ovog uzrasta njihov efekat
nije jo§ uvek dovoljno izrazen. Mnoge studije su pokazale da kod odraslih osoba
serumska koncentracija rezistina zavisi i od pola, tako da zene imaju tendenciju ka
viSim koncentracijama rezistina (8). Istrazivanja vrSena u pedijatrijskoj populaciji
pokazala su visSe vrednosti rezistina kod devojc€ica (8), ali nasi rezultati ukazuju na to da
nema znacajne razlike u koncentracijama ovog parametra u zavisnosti od pola, barem
kada su gojazna deca u pitanju (Tabela II). Potencijalni razlog moze biti i relativno mala
veli¢ina uzorka u nasem istrazivanju, $to je moglo da utice na statisticku znacajnost,
narocito ako se ima u vidu da je i u naSoj grupi uocen trend ka viSim koncentracijama
rezistina kod devojcica (Tabela II).

S druge strane, rezultati nase studije pokazuju znacajno vecu sklonost decaka ka
razvoju centralnog tipa gojaznosti (Tabela II). Ove rezultate treba razmatrati sa
zadrskom, s obzirom da devojcCice prolaze prirodne promene specificne za pubertet koje
obuhvataju povecanje obima kukova i smanjenje odnosa S/K. U studiji Nini¢ i sar. (15),
izvedenoj na zdravim ispitanicima pedijatrijskog uzrasta, pokazano je da u toku rasta
dolazi do proporcionalno veceg porasta obima kukova u odnosu na struk. U skladu sa
tim, uocene viSe vrednosti odnosa S/K kod muskog pola u nasoj grupi ne bi trebalo
prihvatiti kao definitivnu potvrdu vece prevalence abdominalne gojaznosti kod decaka,
pogotovo ako se uzme u obzir da nismo nasli razlike u lipidnim parametrima izmedu
polova (Tabela II).

Dok se razlike u telesnoj visini 1 odnosu S/K mogu objasniti prirodnim
fizioloskim promenama tokom puberteta, devojCice pokazuju vece vrednosti HOMA-
IR, a decaci statisticki znacajno vece vrednosti mokraéne kiseline (Tabela II).
Interesantno je pomenuti da su i prethodna istrazivanja ustanovila vise koncentracije
mokraéne kiseline kod decaka u pubertalnom uzrastu, Sto je objasnjeno uticajem
estrogena na ekskreciju mokraéne kiseline (16). Imajuéi u vidu da su nasi ispitanici bili
u pubertalnom uzrastu, dobijeni rezutati uklapaju se u objaSnjenje koje su ponudili
Kubota i saradnici (16). S druge strane, prethodna istrazivanja pokazala su da uzrast
znacajno utice na insulinsku rezistenciju, te da deca u pubertetu normalno prolaze kroz
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fazu prolazne insulinske rezistencije, koja ne moze biti u potpunosti objasnjena
povecanjem BMI i adipoznog tkiva (17). Imaju¢i u vidu ove rezultate, ¢ini se da
HOMA-IR nije adekvatan parametar za prac¢enje kardiometaboli¢kog rizika kod dece u
pubertetu. Medutim, Lee i1 saradnici su u velikoj populacionoj studiji pokazali da
gojazna deca imaju znacajno vise vrednosti HOMA-IR, kao i da je gojaznost najvaznija
pojedina¢na determinanta insulinske rezistencije (18). Takode, ova studija (18) je
ukazala na viSe nivoe insulinske rezistencije kod devojcica u odnosu na decake, $to je
rezultat slican naSem. U ovom kontekstu zna¢ajno je pomenuti i uoceni trend ka viSim
koncentracijama rezistina kod devojéica (Tabela II), Sto moze posluziti kao indirektan
dokaz za povezanost rezistina, gojaznosti i insulinske rezistencije, te njihov zajednicki
doprinos povecanju ukupnog kardiometabolickog rizika u ovoj grupi.

Zakljucak

Ukupno uzevsi, nasi rezultati ukazuju na snaznu povezanost gojaznosti, pre svega
centralnog tipa, inflamacije i dislipidemije kod dece i adolescenata. Rezistin, kao
parametar koji integriSe vise razli¢itih metabolickih uticaja, mogao bi u buduénosti biti
znacajan klinicki marker za procenu kardiometabolickog rizika, ako bi se istrazivanja u
ovom smeru nastavila. Prac¢enje faktora rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod
mladih osoba je od velikog znacaja jer, kao $to mnoga istrazivanja ukazuju, mlade
gojazne osobe poseduju uvecéan rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti i insulinske
rezistencije.
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Summary

Introduction: Childhood obesity is related to cardiovascular diseases and diabetes
mellitus type 2 in later life. Resistin, an adipokine primarily secreted by monocytes and tissue
macrophages in humans, is considered to be associated with these conditions.

The Aim: To examine the correlations between resistin concentration and anthropometric
parameters, lipid status, inflammatory markers and parameters of insulin resistance in obese
children and adolescents.

Material and Methods: The study included 66 patients (40 boys, 26 girls), which
underwent anthropometric measuring and laboratory testing (glucose level, total cholesterol,
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-cholesterol), low-density lipoprotein cholesterol
(LDL-cholesterol), triglycerides, uric acid, high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) and
glycosylated hemoglobin (HbAlc). Insulin resistance was estimated with HOMA-IR
(homeostasis model assessment of insulin resistance).
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Results: We determined that 63.3% of our patients had dyslipidemia, while hsCRP and
uric acid levels suggested an ongoing inflammation. We established that there was a correlation
between resistin concentration and waist to hip ratio (WHR) (=0.294, p<0.05), as well as
between resistin concentration and HOMA-IR (r=0.293, p<0.05). Also, uric acid levels
correlated with obesity parameters. While comparing parameters by gender we found a
significant difference in height (p<0.01), WHR (p<0.001), uric acid levels (p<0.01) and
HOMA-IR (p<0.01).

Conclusion: Our results show a link between obesity, inflammation and dyslipidemia in
children and adolescents. In the future, resistin could become a significant clinical marker for
evaluation of cardiometabolic risk.

Keywords: childhood obesity; resistin; inflammation; dyslipidemia.
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Kratak sadrzaj

Lajmska borelioza je multisistemska bolest koju karakteriSe Sirok spektar klinickih
manifestacija.

U Evropi je primarno prouzrokovana vrstama B. afzelii, B. garinii i B. burgdorferi sensu
stricto, ali Borrelia spielmanii, Borrelia valaisiana, Borrelia lusitaniae and Borrelia bissettii se
takode navode kao retki ili potencijalni uzroc¢nici oboljenja kod ljudi. U Severnoj Americi, kao
jedini humani patogen, dokazana je vrsta B. burgdorferi sensu stricto. NajéeS$ca klinicka
manifestacija lajmske borelioze je kozna lezija, erythema migrans, koja moze da prode
spontano, bez terapije antibioticima. Medutim, patogen se moze Siriti do drugih delova koze i
organa i tako prouzrokovati teze manifestacije kako na kozi, tako i na nervnom sistemu,
zglobovima i/ili srcu, pri ¢emu je terapija antibioticima neophodna. Najces¢e korisceni
antibiotici u terapiji lajmske borelioze su: amoksicilin, ceftriakson, cefuroksim, doksiciklin i
azitromicin.

Kljucne re¢i: Lajmska borelioza, epidemiologija, klini¢ka slika, terapija
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Lajmska borelioza je prouzrokovana pokretljivom, spiralnom bakterijom iz
kompleksa Borrelia burgdorferi sensu lato (sensu lato-u Sirokom smislu), koju na ljude
prenose krpelji kompleksa Ixodes (1,2).

1.Antigenske karakteristike uzro¢nika lajmske borelioze

Borelije su tanke, pokretljive, spiralne bakterije koje poseduju 7-10 endoflagela
smeStenih u periplazmatskom prostoru koji se nalazi izmedu spoljasnje i citoplazmatske
membrane. Duzina ¢elija se kre¢e od 5 do 30 pum, Sirina od 0,2 do 0,5 um a broj
spiralnih navoja varira od 3 do 10 (1-3). SpoljaSnja membrana borelija je veoma fluidna
1 sadrzi transmembranske 1 spoljasnje povrSinske proteine (engl. Outer surface protein,
Osp) koji su po hemijskoj prirodi lipoproteini. Poznato je 6 Osp proteina: OspA, OspB,
OspC, OspD, OspE i OspF (3). OspA je prisutan kod vecine izolata B. burgdorferi
sensu lato. Do ekspresija gena ospA dolazi u crevu krpelja, a vrlo retko pri infekeiji
domacina (4). Protein OspA poseduje adhezivne osobine ¢ime je omoguceno vezivanje
za epitelne celije creva (5). Dok krpelj egzistira na domacinu i hrani se, dolazi do
porasta temperature u crevu krpelja na 37 °C, $to za posledicu ima smanjenje ekspresije
gena ospA Sto omogucava borelijama odvajanje od epitelnih ¢elija creva i1 prelazak u
pljuvacne zlezde (4,6). Pojava antitela usmerenih protiv OspA, desava se u kasnijoj fazi
bolesti (7). OspB je Cesto izrazen pri hroni¢noj infekciji kod ljudi i vrlo retko ga
ispoljavaju borelije prisutne u krpeljima. Ovaj protein takode poseduje adhezivne
osobine kao 1 protein OspA. Do pojave imunog odgovora protiv OspB dolazi u kasnim
fazama bolesti (8). OspC igra vaznu ulogu u prelasku borelija iz creva krpelja u
pljuvacne zlezde 1 dalje u prelasku u domacina (9). U toku hranjenja krpelja dolazi do
povecane ekspresije proteina OspC, dok se ekspresija OspA smanjuje. Ekspresija OspC
je u korelaciji sa infektivnoséu borelija (10) a kod coveka dovodi do snazanog
imunskog odgovora (6).

Infekcija borelijama dovodi do specifi¢nog imunskog odgovora. Borelije poseduju
mnoge antigene koji stimuliSu imunski sistem, a produkcija specificnih antitela nastaje
sporo. Flagelin je osnovni protein borelijskih flagela, snazan je antigen i odgovoran je
za nastajanje prvih antitela u toku infekcije. Posto su neki delovi flagelina sli¢ne ili
identi¢ne strukture kao i kod drugih bakterija koje poseduju flagele (treponema,
enterobakterije, bacili), ta antigenska slicnost moZze biti uzrok lazno negativnih reakcija
prilikom izvodenja seroloskih testova (11).

Za nastanak imunskog odgovora nije dovoljno samo prisustvo antigena, potrebno
je 1 da antigeni budu prisutni u dovoljnoj koli¢ini 1 na raspolaganju imuno-
kompetentnim ¢elijama. Za lajmsku boreliozu karakteristiCan je relativno mali broj
borelija u tkivima i ,prikrivanje” na mestima koja nisu najbolje dostupna imuno
kompetentnim ¢elijama. Na taj nacin borelija sama ,,prikrije* svoje antigene (npr.
povrsinu prekrije sa sluzi ili antigene okrene unutar ¢elije) tako da su prva antitela koja
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se javljaju kod bolesnika, usmerena samo prema jednom ili dva borelijska antigena.
Zato je za nastanak specifi¢nih antitela potrebno cekati vise nedelja (za nastanak antitela
IgM klase) ili meseci (za nastanak antitela IgG klase). Kada se imunski sistem jednom
stimuliSe borelijskim antigenima, stvaranje antitela postaje dinamican proces a njihova
koli¢ina u telesnim te¢nostima se povecava (12).

2. Epidemiologija

Lajmska borelioza je naj¢esca bolest koju prenose krpelji na severnoj hemisferi
(1). Bolest se javlja u celoj Evropi, u Severnoj Americi (od meksicke granice na jugu do
juzne kanadske provincije na severu), u delovima severne Afrike (Magreb) i severnoj
Aziji (ruski Sibir 1 Daleki istok, Sahalin, Japan, Kina i Koreja). U Severnoj Americi
lajmska borelioza do sada nije zabelezena samo u nekoliko saveznih drzava (Aljaska,
Arizona, Montana, Nebraska, Novi Meksiko 1 Vajoming). Postojanje lajmske borelioze
na juznoj hemisferi (Srednja i Juzna Amerika, subsaharska Afrika, juzna Azija,
Australija) do danas nije pouzdano potvrdeno (13).

Incidenca lajmske borelioze povezana je sa rasprostranjenoscu glavnih vektora
krpelja. U Evropi je glavni vektor I ricinus, w SAD I scapularis, a u Aziji I
persulcatus (13, 14). Vrste borelija 1 geografska rasprostranjenost krpelja prikazani su u
Tabeli 1.
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Tabela I Vrste borelija i geografska rasprostranjenost krpelja (1, 14,15)

Table I Borrelia species and geographical distribution of ticks (1, 14, 15)

Vrsta borelija

Krpelj (glavni vektor)

Lokacija

B. afzelii* L ricinus, I. persulcatus Evropa, Azija
B. bavariensis* L ricinus Evropa
B. burgdorferi sensu stricto* I. ricinus, I. scapularis, 1. | Evropa, SAD
pacificus
B. garinii* 1L ricinus, Ixodes persulcatus Evropa, Azija
B. spielmanii* I. ricinus Evropa
Americana L. pacificus, L. minor SAD

andersonii

I. dentatus

Isto¢ni deo SAD

L spinipalpis, I. pacificus

Zapadni deo SAD

B.
B.
B. bissettii
B.

californiensis I. pacificus, I. jellisonii, SAD
I. spinipalpis
B. carolinensis I. minor SAD
B. finlandensis 1L ricinus Evropa
B. kurtenbachii I. scapularis Evropa, SAD
B. lusitaniae 1 ricinus Evropa (uglavnom Portugal)
B. japonica L ovatus Japan
B. sinica 1 persulcatus Kina
B. tanukii 1 tanukii Japan
B. turdi L turdus Japan
B. valaisiana I ricinus Centralna Evropa, Irska, Velika
Britanija i Azija

B. yangzte Haemaphysalis longicornis, Kina

I. granulatus

*poznati patogeni
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U vedini slucajeva najcesca klinicka slika (erythema migrans) se javlja izmedu
juna i avgusta. Sezonska distribucija ekstrakutanih manifestacija je manje izraZzena usled
varijabilnog vremenskog perioda od infekcije do pojave oboljenja, koji je obi¢no duzi
nego za erythema migrans (16). Klinicke manifestacije su iste kod dece i1 kod odraslih,
osim meningopoliradikuloneuritisa i acrodermatitis chronica atrophicans koji se ne
javljaju kod dece (kod dece se ceS¢e javlja multipli erythema migrans); ucestalost
razli¢itih klini¢kih manifestacija je viSe varijabilna kod dece razli¢itih starosnih grupa
nego kod odraslih (17-19).

Na osnovu dostupnih nacionalnih podataka, procenjeno je da prosean godiSnji
broj obolelih od lajmske borelioze u Evropi iznosi oko 85 000, dok se u SAD taj broj
kre¢e od 15 000 do 20 000 (20,21). U Evropi je zabelezen porast ucestalosti bolesti od
zapada ka istoku, sa najve¢em ucestalos¢u u zemljama centralne Evrope (npr. Slovenija
155 slucajava na 100 000 stanovnika) i najmanjom ucestaloS¢u u Velikoj Britaniji
(0,7/100 000) i Irskoj (0,6/100 000). Smatra se da je realna ucestalost ove bolesti mnogo
veca. U nekim zemljama Evrope zabeleZeno je smanjenje ucestalosti bolesti: od juga ka
severu (Skandinavija), i od severa prema jugu (Italija, Spanija i Gréka) (21). Lajmska
borelioza se registruje 1 u svim okruzima Republike Srbije. U toku 2013. godine
prijavljeno je ukupno 942 slucaja lajmske borelioze (incidenca 13,08/100.00), Sto je za
oko 2% manji broj registrovanih nego u 2012. godini. NajviSa incidencija zabeleZena je
u Kolubarskom (76,25/100.000) a najniza u Jablanickom okrugu (0,46/100.000) (22).
Prijavljivanje obolelih od lajmske borelioze obavezno je u samo nekoliko evropskih
zemalja, pa je njenu ucestalost u Evropi moguce proceniti samo priblizno (23).

U SAD incidenca se povecala na priblizno 30 000 slucajeva na 100 000
stanovnika u toku 2009. godine (32).

3. Klinicka slika lajmske borelioze

Lajmska borelioza se manifestuje razlic¢itim klinickim znacima i simptomima. Tok
bolesti se moze podeliti u tri klinicke faze: rana infekcija se manifestuje kao kozna
lezija (erythema migrans) koja se javlja na mestu uboda krpelja (faza 1), sledi rana
diseminovana infekcija u toku koje mogu biti zahvaceni nervni sistem, koza, zglobovi
1/ili srce (faza 2) i kasna zahvacenost nervnog sistema, zglobova i koze koja se javlja u
toku nekoliko meseci ili godina (faza 3) (1,2). Poredenje lajmske borelioze u Severnoj
Americi i Evropi prikazano je u Tabeli II.
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Tabela II Poredenje lajmske borelioze u Severnoj Americi i Evropi (1,2)

Table I  Comparison of Lyme borreliosis in North America and Europe (1, 2)
Varijabla Severna Amerika Evropa
Koza Akutna faza Erythema migrans se brze Siri, Erythema migrans se sporije Siri,

Hroni¢na faza

kra¢e traje, inflamacija je
intenzivnija; veca moguénost
hematogene diseminacije

ACA* se retko javlja

duze traje, inflamacija je manje

izrazena; manja moguénost

hematogene diseminacije

ACA

Nervni sistem Akutna faza

Hroni¢na faza

Meningitis, teSka glavobolja,
blaga ukocenost vrata, manje

istaknut radikuloneuritis

Blaga senzorna

polineuropatija bez ACA

Radikularni bol i pleocitoza; manje
istaknuta glavobolja 1 ukocéenost

vrata

Blaga senzorna polineuropatija u

delovima zahvaéenim ACA

Blaga encefalopatija, Teski encefalomijelitis, spasticitet,
kognitivni poremecaji, slaba kognitivni poremdaji, znaclajna
intratekalna produkcija intratekalna produkcija antitela
antitela
Srce AKkutna faza AV* blok i miokarditis AV blok i miokarditis
Hroni¢na faza | Nema podataka Dilatirana kardiomiopatija
Artritis Akutna faza Oligoartritis se c¢esto javlja, Oligoartritis se retko javlja, manje
intezivnija inflamacija intezivna inflamacija zglobova
zglobova
Hroni¢na faza | Oko 10% pacijenata sa Perzistentni artritis se retko javlja
artritisom je rezistentno na
terapiju
Asimptomatska Javlja se u oko 10% pacijenata  Javlja se u vise od 10% pacijenata
infekcija

Pojava antitela

Antitela usmerena na mnoge

proteine

Antitela usmerena na nekoliko

proteina

ACA= acrodermatitis chronica atrophicans; AV=atrioventrikularni
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Od razli¢itih objektivnih klini¢kih prezentacija lajmske borelioze u Evropi,
erythema migrans je najceSca (16,24). U ranijim studijama koje su sprovedene na
pacijentima iz Evrope (25) pokazano je, da je 89% pacijenata imalo erythema migrans,
5% je imalo artritis, 3% je imalo rane neuroloske manifestacije, 2% je imalo borelijski
limfocitom, 1% je imalo acrodermatitis chronica atrophicans, a manje od 1% je imalo
sr¢ane manifestacije. Istrazivanje pokazuje da nije bilo pacijenata sa znacima kasne
neurolske borelioze. Sli¢ni podaci o ucestalosti klini¢kih manifestacija su pokazani i u
studijama koje se sprovedene u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) (26-28) s tim
da nisu zabelezeni pacijenti koji su imali borelijski limfocitom i acrodermatitis
chronica atrophicans.

Infekcija B. afzelii je, uglavnom, povezana sa koznim manifestacijama kao §to su
erythema migrans 1 acrodermatitis chronica atrophicans, dok je nalaz B. garinii u
pozitivnoj korelaciji sa manifestacijama na nervnom sistemu (lajmska neuroborelioza).
Klinicka slika lajmskog artritisa je ¢eS¢a kada je uzroc¢nik infekcije B. burgdorferi sensu
stricto (1,2,29,30).

Manifestacije na kozi

Erythema migrans je karakteristicna kozna promena koja se odnosi na rani,
lokalizovani oblik lajmske borelioze (1,2). U Evropi se kao uzroc¢nici oboljenja kod
ljudi navode B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto, 1 B. spielmanii, retko B.
bissettii 1 B. lusitaniae, a najcesc¢e izolovana vrsta je B. afzelii (24,29,31-35). Promena
na kozi kod lajmske borelioze javlja se posle nekoliko dana/nedelja na mestu uboda
krpelja, a pocinje kao mala crvena makula ili papula, koja se postepeno Siri spolja i
bledi u sredini. Nelecene lezije mogu da se proSire i da perzistiraju vise nedelja ili
meseci 1 da dostignu veli¢inu od nekoliko do 100 cm (1,16).

Od propratnih simptoma mogu da se jave: blag svrab, pefenje i bol na mestu
uboda, umor, malaksalost, glavobolja, bolovi u miSi¢ima i zglobovima (36).

Ukoliko iz pocetnog eritema dode do hematogene diseminacije borelija, moZe da
nastane multipli erythema migrans. Ponekad, klinic¢ku sliku rane lokalizovane infekcije,
predstavlja borelijski limfocitom. Javlja se nekoliko nedelja nakon infekcije 1 moze da
perzistira visSe meseci. To je solitarna, crvenkasto-plava nodula, veli¢ine do nekoliko
centimetara, koja nastaje usled guste infiltracije limfocita u kozi i potkoZinom tkivu i
najcesce se javlja na usnoj skoljci 1 bradavici (1,2,16).

Klinicka slika kasnog oblika lajmske borelioze je acrodermatitis chronica
atrophicans. Javlja se posle nekoliko meseci ili godina nakon primarne infekcije i1 za
razliku od erythema migrans 1 borelijskog limfocitoma, ne moze proéi spontano (1,16).

To je dugotrajna, obi¢no progresivna manifestacija lajmske borelioze, koja se u
pocetku karakteriSe crvenim ili crvenkasto-modrim promenama i otokom koze, obi¢no
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na ekstenzornim povrSinama ekstremiteta, a kasnije dolazi do atrofije koze i potkoznog
tkiva, a moguca je i pojava fibroznih ¢vorova u kozi (23).

Lajmska neuroborelioza

Lajmska neuroborelioza je bolest centralnog i/ili perifernog nervnog sistema
prouzrokovana B. burgdorferi sensu lato, i moze biti rana ili kasna (17).

U Severnoj Americi sve manifestacije lajmske borelioze, ukljucujuéi i lajmsku
neuroboreliozu prouzrokuje B. burgdorferi sensu stricto, dok u Evropi lajmsku
neuroboreliozu najéesée prouzrokuje B. garinii, rede B. afzelii, i retko B. burgdorferi
sensu stricto (17,18,33,37).

Pacijenti sa kliniCkom slikom borelijskog meningitisa obi¢no imaju blage
simptome a limfocitna pleocitoza je prisutna u cerebrospinalnoj tec¢nosti (CST)
bolesnika (1,17).

U toku rane lajmske neuroborelioze mogu biti zahvac¢eni motorni nervi, Sto za
posledicu ima pareze koje su obi¢no asimetricne. Najcesc¢e su zahvaceni facijalni nervi -
nastaje unilateralna ili bilateralna periferna facijalna paraliza. Kod pacijenata je prisutna
limfocitna pleocitoza, ¢ak i1 onda kada nema klinickih simptoma meningitisa
(1,17,38,39).

Periferna neuropatija, kao posebna klinicka manifestacija lajmske neuroborelioze
javlja se veoma retko, mnogo cesce se sre¢e kod pacijenata sa acrodermatitis chronica
atrophicans.

Drugi redi oblici rane lajmske neuroborelioze su encefalitis i mijelitis, a veoma
retko se srece cerebralni vaskulitis (23).

Lajmski karditis

Najc¢es¢a manifestacija infekcije na srcu su atrioventrikularni poremecaji
sprovodenja (AV blokovi razli¢itog stepena) (3,40). Kod pacijenata koji su primili
antibiotsku terapiju (pa cak i kod onih koji nisu) simptomi vezani za sr¢ane poremecaje
1 elektrokardiogramske abnormalnosti obi¢no prolaze nakon 3-6 nedelja (3,40).

Lajmski artritis

Lajmski artritis predstavlja povremenu inflamaciju jednog ili viSe zglobova.
Nastaje kao rezultat diseminacije borelija i javlja se ¢eSée kod pacijenata u SAD i kod
70% pacijenata sa neleCenom manifestacijom erytema migrans. Zahvacenost zglobova
je obi¢no asimetricna. Pocetak artritisa je akutan a prvenstveno su zahvaceni koleno,
lakat i skocni zglob, a ponekad i rame i kuk. Zglobovi su bolni a inflamacija traje od
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nekoliko dana do nekoliko nedelja, a ponekad i do nekoliko meseci. Tok bolesti je
veoma varijabilan, obi¢no rekurentan i moze trajati i po nekoliko godina (1,2,17).

OftalmoloSke manifestacije kod lajmske borelioze

Podaci o infekciji o¢iju su ograniceni. Infekcija o€iju se javlja veoma retko i Cesto
je povezana sa drugim manifestacijama lajmske borelioze, kao $to su eritema migrans,
lajmska neuroborelioza i lajmski artritis, ali takode moze biti i posebna manifestacija
bolesti. Infekcija ociju se primarno manifestuje kao keratitis, konjuktivitis i retinalni
vaskultis ili sekundarno kao rezultat ekstraokularnih manifestacija lajmske borelioze
kao Sto je pareza kranijalnih nerava (III, IV, VI I VII kranijalni nervi). Ukoliko dode do
pogresne dijagnoze i infekcija traje duzi vremenski period moze rezultirati potpunim
gubitkom vida (17).

4. Mikrobioloska dijagnoza lajmske borelioze

Mikrobioloska dijagnoza lajmske borelioze je potrebna za sve klinicke
manifestacije bolesti, osim za koznu leziju (erythema migrans), koja je karakteristi¢na i
naj¢eS¢a klinicka manifestacija rane lajmske borelioze (3,17). Postoje direktne i
indirektne metode za dokazivanje lajmske borelioze.

Direktno dokazivanje B. burgdorferi sensu lato

Za direktno dokazivanje uzro¢nika lajmske borelioze, primenjuju se dva razlicita
pristupa: izolacija borelija i dokazivanje DNK borelija (12).

Izolacija borelija

Borelije se mogu izolovati iz razli¢itog klinickog materijala kao Sto su koza, krv,
CST, sinovijalna te¢nost itd. u toku rane, kao 1 hroni¢ne faze lajmske borelioze (12).

Izolacija borelija je najuspeSnija sa koze bolesnika u ranoj fazi lajmske borelioze
(kod bolesnika sa klinickom slikom erythema migrans). U Evropi, prose¢na uspesnost
izolacije borelija iz erythema migrans je > 40% (12,41,42), u SAD je veca od 50%, dok
je prosecna uspesnost izolacije borelija u Evropi iz acrodermatitis chronica atrophicans
>22% (12).

Izolacija borelija iz krvi neleCenih pacijenata u Evropi je manja od 5%. U veceni
studija, u postupku izolacije borelija koris¢en je mali uzorak krvi odnosno plazme
volumena < 1 mL. Uspes$nost izolacije iz krvi je niska usled retke diseminacije borelija
ili usled nedovoljne koli¢ine uzete krvi (12). B. afzelii je najCeSée izolovana vrsta iz
primarne kozne promene erythema migrans u Evropi ali je njena hematogena
diseminacija retka (12,43).
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Uspesnost izolacije borelija iz krvi (iz volumena plazme > 9 mL) bolesnika u
SAD je veca od 40%. Prose€ana uspesSnost izolacije borelija iz cerebrospinalne te¢nosti
(CST) bolesnika sa neuroboreliozom iznosi 10%. (12).

Identifikacija DNK borelija

DNK borelija se dokazuje pomocu reakcije lan¢ane polimerizacije (engl.
polymerase chain reaction, PCR). U odnosu na kultivaciju, koja traje viSe od 9 nedelja,
PCR je mnogo brza metoda koja daje rezultate u toku samo nekoliko dana, ali njen
nedostatak je §to nije standardizovana (12).

Pomoc¢u PCR metode mogu se analizirati uzorci biopsije koze bolesnika, krv, CST
1 sinovijalna te¢nost bolesnika s razli¢itim klinickim slikama borelijske infekcije.

U Evropi, osetljivost PCR metode za detekciju DNK B. burgdorferi sensu lato u
uzorku koze krece se u rasponu 36-88% za erythema migrans, i u rasponu 54-100% za
acrodermatitis chronica atrophicans, dok je u SAD taj raspon 59-67% za erythema
migrans. Osetljivost PCR metode za detekciju DNK B. burgdorferi sensu lato u uzorku
krvi i CST pacijenata sa lajmskom boreliozom je daleko niza, i u sluc¢aju uzorka krvi
iznosi 10% a 23% za uzorak CST (12).

Indirektno dokazivanje B. burgdorferi sensu lato

Indirektne metode za dokazivanje borelijske infekcije obuhvataju seroloske
testove pomocu kojih se dokazuju antitela specifi¢na za borelije u serumu, likvoru ili
sinovijalnoj te¢nosti.

IgM 1 IgG antitela mogu se odrediti testovima indirektne imunofluorescencije
(IFT), enzimskim imunotestovima (ELISA), imunoblot testom (Western blot), ili
testovima hemaglutinacije. Nedostaci seroloskih testova su da nisu standardizovani, kao
i razlike u specifi¢nosti i osetljivosti pojedinih testova (12).

5. Terapija lajmske borelioze

Kod veéine pacijenata terapija lajmske borelioze je uspeSna uz primenu
preporucenih antibiotika (16,44-46). U lecenju lajmske borelioze se koriste antibiotici
koji su se prethodno pokazali efikasnim protiv borelija u in vitro studijama. Mnoga in
vitro istrazivanja su pokazala da su borelije koje uzrokuju lajmsku boreliozu osetljive na
Sirok spektar antimikrobnih agenasa ukljucujuc¢i amoksicilin, azitromicin, ceftriakson,
cefuroksim, doksiciklin, penicilin G, itd. (47-52). In vitro testiranje osetljivosti B.
burgdorferi sensu lato na antibiotike uvek je bilo ogranic¢eno usled: malog broja izolata
na raspolaganju u pojedinim studijama, retkog izvodenja testa na sojevima neposredno
izolovanih od pacijenata koji su rezistentni na terapiju i/ili zbog toga Sto sama
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metodologija nije standardizovana. Neke in vitro studije navode postojanje razlike
izmedu pojedinih vrsta borelija u osetljivosti na antibiotike (49,50,52,53) kao i
postojanje razliCitog efekta antibiotika na razliCite sojeve unutar iste vrste (54), dok
neke druge studije negiraju postojanje razlika izmedu vrsta (55).

Iako u vecini sluCajeva erythema migrans spontano nestaje, oralna antibiotska
terapija se preporucuje kako bi se sprecila diseminacija i razvoj kasnijih komplikacija
(Tabela 3). Doksiciklin, amoksicilin, fenoksimetilpenicilin i cefuroksim acetil su visoko
efikasni antibiotici i koriste se kao prva linija lekova u terapiji razli¢itih klinickih
manifestacija lajmske borelioze. Makrolidi, kao §to je azitromicin, manje su efikasni
nego oralni antibiotici prve linije i primenjuju se kao druga linija lekova u terapiji
lajmske borelioze (16,45). Parenteralna antibiotska terapija je preporucena za leCenje
kasne lajmske neuroborelioze. Antibiotik izbora je ceftriakson jer prolazi krvno-
mozdanu barijeru 1 ima dugo poluvreme eliminacije, usled ¢ega je moguca njegova
primena jednom dnevno. Alternativni izbor za parenteralnu terapiju su cefotaksim i
intravenski penicilin (16).

Uprkos antibiotskoj terapiji, kod nekih pacijenata se razvija hronicna infekcija
usled sposobnosti borelija da perzistiraju u latentnom stanju, a perzistencija borelija
moze se potvrditi njihovom izolacijom iz klini¢kog materijala nakon antibiotske terapije
(56), dok je kod nekih drugih pacijenata terapija uspesna tek nakon ponovljenog ili
produzenog davanja antibiotika (2,16).

Primena antibiotika je korisna u svim fazama lajmske borelioze i za sve klinicke
manifestacije iako je najefikasnija u toku rane faze bolesti. Najefektivniji antibiotik i
optimalna doza, kao i najoptimalnije trajanje terapije jo§ uvek nisu precizno utvrdeni za
mnoge klinicke manifestacije bolesti (46). Preporucena terapija za sve faze lajmske
borelioze (rana lokalizovana, rana diseminovana i kasna faza lajmske borelioze)
prikazana je u Tabeli 3.

139



Tabela III Preporucena terapija kod pacijenata sa lajmskom boreliozom (16)

Table III Recommended treatment for patients with Lyme borreliosis (16)

atrophicans

= Aplikacija Trajanje Komentar
E Erythema migrans Oralnati 14 dana 10-dnevna terapija sa doksiciklinom
'S je efikasna u SAD ali ne i sa drugim
2 antibioticima.
g Meningitis/radikulopatija | Parenteralna§/ | 14 dana Evropske studije pokazuju da je
£ doksiciklin} oralna  terpija  doksiciklinom
= efikasna kao i parenteralna.
s % Zahvacenost kranijalnih | Oralnatj 14 dana Ograni¢eni dokazi o efikasnosti
E 2 | nerava oralnih  antibiotika u  terapiji
S E kranijalne neuropatije.
< N .. . .
E é Sréana oboljenja Oralnati/ 14 dana Ograni¢eni dokazi o terapiji.
S g parenteralna§
=
é 8 | Borelijski limfocitom Oralnatj 14 dana Malo je dostupnih informacija o
terapiji. Koristi se isti pristup kao i u
terapiji erythema migrans. Nije
zabelezen u Severnoj Americi.
Artritis bez neuroloskih | Oralna 28 dana Kod pacijenata se istovremeno
oboljenja primenjuju i NSAIL.
= Rekurentni artritis posle | Oralna/ 28 dana | Parenteralna terapija kada pacijenti
N jedne  doze  oralne | yarenteralnag | Oralno ili 14- | ne reaguju na oralnu.
s terapije 28 dana
E parenteralno
S Antibiotik-refraktorni Simptomatska | Po potrebi Antibiotik-refraktorni lajmski
E artritis terapijaq artritis je definisan kao perzistentni
= sinovitis najmanje 2 meseca nakon
S zavrSetka intravenske terapije sa
@ ceftriaksonom
o Oboljenje Parenteralna§ | 14-28 dana Nema studija koje porede 14-
centralnog/perifernog dnevnu i 28-dnevnu terapiju.
nervnog sistema
Acrodermatitis chronica | Oralna 21-28 dana Nema studija koje porede 21-

dnevnu i 28-dnevnu terapiju. Retko
se javlja u Severnoj Americi.
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tPreferirana oralna terapija: doksiciklin (odrasli-100 mg dva puta dnevno; deca >8 godina starosti
-4 mg/kg na dan podeljeno u dve doze dnevno [maksimalna doza=100 mg dva puta dnevno]); amoksicilin
(odrasli-500 mg tri puta dnevno; deca-50 mg/kg na dan podeljeno u tri doze dnevno [maksimalna
doza=500 mg tri puta dnevno]); fenoksimetilpenicilin (odrasli-500—1000 mg tri puta dnevno; deca-100
mg/kg na dan podeljeno u tri doze dnevno [maksimalna doza =1000 mg tri puta dnevno]); cefuroksim
aksetil (odrasli-500 mg dva puta dnevno; deca-30 mg/kg na dan podeljeno u dve doze dnevno
[maksimalna doza 500 mg dva puta dnevno]). Alternativna oralna terapija (za pacijente kod kojih se ne
mogu primeniti doksiciklin, amoksicilin, fenoksimetilpenicilin, i cefuroksim acetil); azitromicin (odrasli-
500 mg jednom dnevno; deca-10 mg/kg na dan [maksimalna doza =500 mg dnevno])-lek ima dugo




poluvreme eliminacije iz organizma usled Cega terapija traje krace. fPrimena doksiciklina je
kontraindikovana kod dece mlade od 8 godina, u trudno¢i i tokom dojenja. §Preferirana parenteralna
terapija: ceftriakson (odrasli-2 g intravenski jednom dnevno; deca-50-70 mg/kg na dan intravenski
[maksimalna doza=2 g intravenski na dan]). Alternativa parenteralna terapija kod pacijenata sa
normalnom renalnom funkcijom: cefotaksim (odrasli 2g svakih 8 sati intravenski); deca-150-200 mg/kg
dnevno podeljeno u tri-Cetiri doze na dan intravenski [maksimalna doza=6 g na dan]); penicillin G
(odrasli-18-24 miliona jedinica intravenski na dan podeljeno u Sest dnevnih doza; deca-250 000-400 000
U/kg na dan podeljeno u Sest dnevnih doza intravenski [maksimalna doza=18-24 miliona jedinica na
dan]). §Simptomatska terapija podrazumeva primenu nesteroidnih antiinflamatornih lekova.

6. Prevencija lajmske borelioze

Najbolja mera prevencije lajmske borelioze je spreavanje uboda krpelja. Kako bi
se eventualno sprecio ubod krpelja potrebno je tokom boravka u prirodi izbegavati
podrucija sa visokom travom i opalim liS¢em. Takode je potrebno nositi ode¢u svetlijih
boja ukoliko dode do kontakta sa krpeljom da se lakse primeti i odecu koja prekriva $to
vecu povrsinu tela kako bi se izbegao kontakt, a nakon boravka u prirodi treba detaljno
pregledati telo i ode¢u. Takode su dostupni i repelenti ¢ije dejstvo traje i do nekoliko
sati. Ukoliko dode do uboda krpelja, potrebno je upotrebiti dezinfikovanu pincetu
kojom ¢e se krpelj lako obuhvatiti neposredno uz povrsinu koze, bez stiskanja njegovog
tela 1 laganim povladenjem, izvuéi ga. Prilikom uklanjanja krpelja ne treba premazivati
alkoholom i uljem, gnjeciti ili izlagati plamenu. U prva 3 do 30 dana, preporucuje se
posmatranje koZe na mestu uboda krpelja. Crvenilo koje se pojavi tokom prvog dana na
mestu uboda krpelja i traje nekoliko sati do nekoliko dana, posledica je toksi¢ne ili
alergijske reakcije 1 nije znak rane borelijske infekcije.

Zakljucak

Izolacija kao 1 kultivacija borelija iz klini¢kog materijala je dugotrajna, zahtevna i
skupa metoda. Ovaj postupak se ipak smatra ,zlatnim standardom® za potvrdivanje
infekcije uzrokovane borelijama, narocito u toku prvih nedelja, kada su seroloski testovi
neosetljivi.

U Republici Srbiji borelije se ne izoluju ih humanog materijala. Nemoguénost
ovog vida mikrobioloske potvrde borelijske infekcije smatra se jednim nedostatkom. S
druge strane, lajmska borelioza je multisistemska bolest, neleCena moze prouzrokovati
brojne komplikacije, usled Cega je neophodno poraditi na edukaciji stanovniStva o
prevenciji uboda krpelja, njegovog pravilnog odstranjivanja i posledicama koje borelije
mogu da prouzrokuju ukoliko dode do njihove diseminacije u organizmu. Prijavljivanje
obolelih od lajmske borelioze je teSko pratiti jer je ono obavezno u samo nekoliko
zemalja Evrope. Ukoliko dode do infekcije borelijama, neophodno je pravilno postaviti
dijagnozu i odgovarajucu terapiju. Problem sa terapijom je i dalje aktuelan kako kod nas
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tako i1 u svetu. Odgovarajuci spektar antibiotika na koje su borelije osetljive je utvrden
in vitro, ali 1 dalje nije potpuno razjasnjeno da li razliite vrste borelija pokazuju istu
osetljivost na antibiotike 1 da li su razli¢iti sojevi unutar istih vrsta razli¢ito osetljivi.
Takode se javlja i problem perzistentne borelijske infekcije 1 pitanje kako tretirati
rezistentne sojeve? Posto su borelije bioloski raznolike bakterije, pre davanja antibiotika
pacijentu, korisno bi bilo uraditi antibiogram test kako bi se s preciznos¢u utvrdila
osetljivost posebnog soja na odgovaraju¢i antibiotik. S druge strane, problem je Sto
sama metodologija in vitro ispitivanja borelija na antibiotike nije standardizovana, pa je
neophodno staviti akcenat pre svega na standardizaciju ovog postupka.
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Summary

Lyme borreliosis is a multisystem disorder characterized by a wide spectrum of clinical
manifestations. In Europe, the main aetiological agents are Borrelia afzelii, Borrelia garinii and
B. burgdorferi sensu stricto, but Borrelia spielmanii, Borrelia valaisiana, Borrelia lusitaniae
and Borrelia bissettii have also been reported as rare or potential causes of human disease. In
North America, B. burgdorferi sensu stricto is the only human pathogen. The most common
clinical manifestation of Lyme borreliosis is a skin lesion, erythema migrans, which may
resolve spontaneously without antibiotic treatment. However, the pathogen can spread to
other tissues and organs, causing more severe manifestations that can involve a skin, nervous
system, joints, and/or heart, requiring antibiotic therapy. The most commonly used antibiotics
in the treatment of Lyme borreliosis are: amoxicillin, ceftriaxone, cefuroxime, doxycycline and
azithromycin.

Keywords: Lyme borreliosis, epidemiology, clinical manifestations, treatment
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Prilozi — Contributions

Zakljucci sa sastanka ,,Da li smo spremni za biosimilare”,

odrzanog 28. aprila 2015. godine, u Beogradu

Sekcija za farmakoekonomiju Saveza farmaceutskih udruzenja Srbije (SFE SFUS)
organizovala je 28. aprila 2015. godine u Beogradu medunarodnu konferenciju sa
temom: ,,Da li smo spremni za biosimilare?”.

Bioloski lekovi su u poslednjih 30 godina doveli do znacajnog unapredenja
lecenja mnogih bolesti, pre svega u oblasti onkologije i imunologije ali i metabolickih,
degenarativnih 1 drugih oboljenja. Po isticanju patentne zaStite originalnog bioloSkog
leka moguca je registracija bioloski sli¢nih lekova, odnosno biosimilara. Imajuéi u vidu
potencijalno nizu cenu biosimilara te rastu¢e potrebe u lecenju zapaljenskih, malignih i
imunoloskih oboljenja, ulazak ovih lekova na trziste moze doneti ustede zdravstvenim
sistemima 1 poboljSati dostupnost le€enja obolelima. Evropska agencija za lekove je
medu prvima izdala niz smernica kojima je dala zakonski regulatorni okvir za
registraciju biosimilara. Ipak, odredene teme, kao $to je medusobna zamenljivost i
automatska supstitucija, nisu obradene ovim dokumentima, ve¢ je odluka ostavljena
regulatornim telima zemalja ¢lanica.

Cilj konferencije je bio da se svim zainteresovanim akterima pruzi prilika da se
upoznaju sa relevantnim informacijama u vezi sa specifi¢nostima ovih lekova,
regulatornim okvirima i iskustvima u zemlji, regionu i Evropskoj uniji.

Prvo predavanje na temu ,Sta su to biosimilari prema definiciji razlicitih
regulatornih tela (EMA, FDA)“ odrzala je dr sc. Rieke Alten, Sef Odeljenja za internu
medicinu, reumatologiju, klini¢ku imunologiju i osteologiju na Schlosspark-Klinik,
bolnice Charite u Berlinu, u Nemackoj. Biosimilari (bioloski sli¢ni lekovi) nisu
identi¢ni originalnom bioloskom leku te se ne mogu smatrati generickim lekovima.
Razlog ovome je kompleksnost bioloskih lekova, njihova veli¢ina, struktura, proces
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razvoja 1 proizvodnja. Bioloski lekovi se proizvode u zivim, bioloskim sistemima i
upravo zbog ovoga biosimilar ne moze biti identi¢na kopija originalnog bioloskog leka.

Zbog ovih specifi¢nosti nametnula se potreba posebnog regulatornog okvira za
registraciju biosimilara. Evropska agencija za lekove je 2005. prva donela smernice u
ovom polju, na koje su se kasnije oslanjala regulatorna tela u drugim regionima u svetu.
Ove smernice i vodi¢i se i1 dalje razvijaju i redefiniSu. Cilj razvojnog programa
biosimilara je da pokaze biolosku slicnost (Biosimilarity) originalnom leku, dok nije
potrebno ponavljanje Citavog klinickog programa. Klini¢ke studije u ovom slucaju
potvrduju bezbednost i efikasnost u populaciji obolelih, ali u kom obimu ¢e se lek
ispitivati zavisi od brojnih faktora i odlucuje se po principu ,,0d sluc¢aja do slucaja“.

lako regulatorni okvir EMA daje smernice za razvoj i registraciju biosmilara,
mnoga pitanja (ekstrapolacija, medusobna zamenljivost, automatska zamena, ime) i
dalje zahtevaju razmatranje svetskih i lokalnih stru¢nih i regulatornih tela. Rieke Alten
je pokazala primere stavova razli¢itih strukovnih udruzenja po pitanju biosimilara sa
posebnim osvrtom na gore pomenute nedoumice.

Prof. Silvio Danese, generalni sekretar Evropskog udruzenja za Kronovu bolest i
kolitis (ECCO), predstavio je upotrebu biosimilara iz perspektive gastroenterologa.
Prof. Danese je u svom predavanju pokazao rezultate ankete sprovedene 2013. godine
medu viSe od 300 evropskih stru¢njaka koji se bave lecenjem inflamatornih bolesti
creva (IBD). Rezultati ankete su pokazali da su IBD stru¢njaci dobro informisani o
biosimilarima te da ih vide kao priliku za snizavanje troSkova le¢enja, medutim vecina
ispitanika smatra da origninalni i bioloski sli¢ni lek nisu medusobno zamenljivi ukoliko
ne postoje jaki dokazi o sli¢nosti u svakoj od odobrenih indikacija. Takode, veéina je
odgovorila da se ne oseéa sigurno u vezi sa klinickom primenom biosimilara.
Oslanjajuci se na rezultate ankete i dostupne podatke Evropsko udruZenje za Kronovu
bolest i kolitis 2013. godine objavilo je svoj stav o upotrebi biosimilara u lecenju
inflamatornih bolesti creva. ECCO smatra da ekstrapolacija indikacija u inflamatornim
bolestima creva nije prihvatljiva, s obzriom da pokazana efikasnost biosimilara u jednoj
indikaciji ne znaci nuzno da je efikasan i u drugim indikacijama za koje je originalni lek
odobren. Potrebni su specifi¢ni dokazi dobijeni u studijama radenim o inflamatornim
bolestima creva kako bi se utvrdila efikasnost i bezbednost, jer ih je nemoguce
predvideti na osnovu podataka dobijenih o drugim indikacijama. Medusobna zamena
originalnog leka i biosimilara je moguéa samo na osnovu misSljenja lekara i uz
upoznavanje pacijenta sa intervencijom. Klini¢ke studije moraju biti dizajnirane tako da
identifikuju Cesta nezeljena dejstva i biolosku sli¢nost. Razli¢it INN originalnog i
bioloski sli¢nog leka je potreban radi pracenja nezeljenih dejstava i sledljivosti svakog
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leka ponaosob. lako su bolja dostupnost adekvatne bioloske terapije kao i ustede bitni,
osnovni vodici prilikom donosenja odluka uvek moraju biti jasni nau¢ni dokazi i princip
da je oboleli na prvom mestu.

UdruZenje reumatologa Srbije je na osnovu dostupnih podataka, stru¢nih stavova i
propisa vezanih za biosimilare usvojilo i objavilo svoj stav za biosimilare koje je
profesor Nemanja Damjanov, predsednik UdruZenja, na konferenciji predstavio za
razli¢ite dole navedene aspekte.

Registracija

Bioloski sli¢ni lekovi moraju da budu registrovani u Srbiji u skladu sa propisima
Evropske medicinske agencije (EMA) i Americke agencije za hranu i lekove (FDA) da
bi se sprecila registracija bioloski sli¢nih lekova koji zbog svog loSeg kvaliteta mogu
ugroziti efikasnost leCenja i bezbednost bolesnika kojima je neophodno biolosko
lecenje.

Ekstrapolacija indikacija

Bioloski slican lek moze da bude registrovan samo za onu indikaciju (bolest) za
koju su sprovedena odgovarajuca pretklinicka i klinicka ispitivanja koja pokazuju da je
bioloski sli¢an lek dovoljno sli¢nog profila efikasnosti i bezbednosti za tu indikaciju kao
1 originalni bioloski lek. Nije dozvoljeno automatsko prenoSenje odobrenja upotrebe sa
indikacije na kojoj je potvrdena biosli¢nost, na ostale indikacije odobrene za originalni
bioloski lek.

Medusobna zamenljivost i automatska zamena

Osnovni strucni princip lecenja bioloskim lekom jeste da se jedan bioloski lek koji
je efikasan i1 bezbedan u lecenju odredenog bolesnika ne treba menjati drugim bioloskim
lekom, jer takvo menjanje moze da dovede do nepredvidivih promena u efikasnosti i
bezbednosti lecenja (pojacana imunogenost, smanjena efikasnost ili problemi sa
bezbednosc¢u vezani za novi lek). Zbog toga se ne dozvoljava promena jednog bioloskog
(bioloski slicnog) leka drugim, ukoliko je on zadovoljavajuce efikasan ili bezbedan.
Ukoliko se pokaze da je leCenje jednim bioloskim lekom neefikasno ili nebezbedno,
tada je neophodno zameniti ovaj lek drugim bioloSkim lekom, ali nikada njemu bioloski
sli¢nim lekom, ili obrnuto (nije dozvoljena zamena originalnog bioloskog leka njegovim
bioloski sli¢nim lekom ili zamena bioloski slicnog leka njegovim originalnim bioloskim
lekom).
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Farmakovigilanca

Radi odgovaraju¢eg pracenja efikasnosti i bezbednosti le¢enja originalnim
bioloskim, odnosno bioloski sliénim lekom neophodno je da se svaki od ovih lekova
pojedinacno prati i posebno se beleze efikasnost i bezbednost svakog leka pojedinac¢no.
Da bi se to obezbedilo, smatramo da je neophodno da se lek identifikuje na osnovu INN
broja + zastiCenog imena leka + broja proizvodacke serije (anglosaksonski: batch code).
Samo tako je moguce odgovarajuce razlikovati efikasnost i bezbednost razlicitih serija
pojedinih lekova.

UdruZenje smatra da se ovi stavovi mogu menjati samo nakon prikupljanja
dovoljno podataka o efikasnosti i dugoro¢noj bezbednosti bioloski sli¢nih lekova koji
budu registrovani u nasoj zemlji.

Gospoda Vesna Magli¢i¢, pravni savetnik, predstavila je iskustva iz Hrvatske sa
javnom nabavkom bioloskih i bioloski sli¢nih lekova. Pitanje medusobne zamenljivosti
postalo je aktuelno poc¢etkom 2014. godine prilikom javne nabavke bioloskih (bioloski
sliénih) lekova. Ukoliko bi se bioloski lek naveo u tenderskoj dokumentaciji pod
generickim imenom, a sve potrebne koli¢ine se nabavljaju jednim postupkom, rezultat
bi bila nabavka samo jednog proizvoda, koji se nudi sa niZzom cenom, bez obzira na
terapiju koju su pacijenti prethodno primali. Stru¢na javnost se usprotivila automatskom
zamenjivanju terapije Sto bi bila posledica nabavke iskljuc¢ivo jednog, jeftinijeg leka, tj.
preslikavanju modela javne nabavke lekova koji imaju genericke paralele. Radi
otklanjanja nedoumica u primeni javne nabavke, trazeno je miSljenje Agencije za
lijekove i medicinske proizvode Hrvatske (HALMED), Hrvatskog zavoda za
zdravstveno osiguranje (HZZO) i Ministarstva privrede, Uprave za javna nabavke.
HZZO je uputio na HALMED kao merodavan za tumacenje o zamenjivosti bioloskih
lekova.

HALMED je od ranije na svojoj internet stranici imao objavljene stavove o
biosimilarima, ukljucujuéi i onaj o medusobnoj zamenljivosti, te se po ovom pitanju
nije dodatno izjaSnjavao, ve¢ uputio na ono $to je objavljeno. Stav HALMEDA je da
iako bioloski slican lek u osnovi ima isto klini¢ko dejstvo kao originalni bioloski lek,
ovi se lekovi ne mogu direktno medusobno zamenjivati.

Ministarstvo privrede je preporucilo da ukoliko narucilac iz opravdanih razloga u
tehnic¢koj specifikaciji navede zasSti¢eno ime leka, uvek mora oznaciti s dodatkom ‘ili
jednakovredan’ pri ¢emu je na ponudacu teret dokaza jednakovrednosti leka (u skladu
sa Zakonom o javnim nabavkama) Prilikom ocene jednakovrednosti leka narucilac bi
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trebao koristiti stru¢no misljenje nadleznih tela kao Sto su Agencija za lekove i
medicinska sredstva.Kao rezultat stavova strukovnih udruzenja, HALMED-a i
preporuka Ministarstva privrede omoguéena je javna nabavka leka pod zastiCenim
imenom za bolesnike koji su na terapiji, dok je odvojen postupak raspisan pod
generickim imenom lekova za nove pacijente.

Automatsku supstituciju zbog strucnih i regulatornih stavova ne odobrava vec¢ina
Evropskih zemalja, a problem javnih nabavki je razlicito resen. Hrvatski model nabavke
mogao bi resiti eventualni problem automatske supstitucije prilikom javne nabavke
bioloskih lekova u Republici Srbiji. Strucna udruzenja su jasno iznela svoje stavove o
upotrebi biosimilara, a sledeci korak svakako bi bio strucni stav ALIMS-a, kao krovnog
regulatornog tela u zemlji.

U zaklju€ku konferencije navedeno je da je potrebno da strukovna udruzenja i
regulatorna tela u Srbiji jasno iznesu svoje stavove po pitanju bioloskih i bioloski
sli¢nih lekova sa posebnim osvrtom na gore pomenute teme, a zasnovane isklju¢ivo na
dostupnim nau¢nim i klinickim podacima. Ovako sac¢injeni stavovi bi doprineli uredenju
oblasti bioloSkih lekova i biosimilara i pomogli donosiocima odluka da omoguce
transparentan proces nabavke i obezbede optimalne terapijske opcije obolelima.

Tanja Novakovi¢
Predsednica Sekcije za

farmakoekonomiju SFUS
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Izvestaj sa Prve evropske konferencije o lekovima,

odrzane u Rensu, 13-14. aprila 2015.

Milica Lukié

U periodu od 13. do 14. aprila 2015.god. u Rensu (Francuska), odrzana je Prva
evropska konferencija o lekovima pod nazivom "I European Conference on
Pharmaceutics — Drug Delivery" u organizaciji APV (Internacionalnog udruzenja za
farmaceutsku tehnologiju engl. International Association for Pharmaceutical
Technology), APGI (Udruzenja farmaceutske galenske industrije, f. Association de
Pharmacie Galénique Industrielle) 1 A.D.R.ILT.E.F. (Italijanskog udruzenja za
farmaceutsku tehnologiju i regulativu, it. Associazione Docenti e Ricercatori Italiani di
Tecnologie e Legislazione Farmaceutiche). Konferencija je organizovana tako da su se
oba dana odvijale dve paralelne sesije: plenarna predavanja u amfiteatru Rojal i kratke
komunikacije — usmene prezentacije postera, u amfiteatru Klovis. Izlagaci su brojnim
trendove u savremenoj isporuci lekova. Vise od 600 ucesnika iz preko 30 zemalja imali
su priliku da ¢uju predavanja reprezentativnih izlagaa — istrazivaCa, strucnjaka iz
industrije i regulative, iz oblasti ciljane isporuke lekova, liposoma i nanocestica, oralne i
pulmonarne, kao i koZne / vaginalne / rektalne / nazalne / aurikularne / okularne
isporuke lekova, zatim pametnih i transdermalnih sistema za isporuku lekova i vakcina.

Profesor Patrick Couvreur, nano-onkolog, zaposlen u laboratoriji Chatenay-
Malabry (Pariz, Francuska) koji je svoj istrazivacki rad posvetio ispitivanjima u oblasti
nanomedicine, i trenutno radi na razvoju nanocestica koje ciljano napadaju celije
kancera, odrzao je predavanje pod nazivom ,Ciljna isporuka lekova — gde smo
trenutno?". Njegovo izlaganje, koje je bilo posveceno nanolekovima, zapocelo je
prikazom lekova iz ove grupe Cija se registracija od strane FDA (Americke agencije za
hranu i lekove) ocekuje. Nanolekovi se razvijaju radi postizanja ciljane terapije,
prevazilazenja rezistencije, kombinovanja razli¢itih funkcija i kona¢no, da bi se
napravio lek koji ¢e reagovati na stimulus. Uz prikaz velikog broja rezultata, sluSaoci su
upoznati sa znacajnijim novinama u oblasti ciljne isporuke lekova kao $to su biotinom
oblozene nanocestice, koje se preko biotinskih receptora na povrsini Celije kancera
selektivno vezuju za nju. Ovakve su 1 nanocestice koje mogu da interaguju sa Af-
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peptidom 1 koriste se u terapiji Alzheimer-ove bolesti. Zatim nanokonjugati skvalena sa
lekovima, kao multifunkcionalne nanocestice, ¢ija se primena pokazala bezbednijom i
efikasnijom od primene samog leka. Dodatno je apostrofiran savremen koncept razvoja
nanouredaja koji bi reagovali na stimulus (engl. stimuli-responsive nanodevices).

Slede¢e plenarno predavanje pod nazivom ,Transdermalna isporuka lekova:
tehnologija koja je sazrela i razvija se", odrzao je profesor Richard Guy iz Univerziteta
u Batu (Bat, Velika Britanija), koji je kao stru¢njak u oblasti karakterizacije kozne
barijere, transdermalne isporuke lekova, poboljsanja perkutane apsorpcije, jontoforeze,
predvidanja 1 procene kozne penetracije i lokalne bioraspolozivosti lekova, jedan od
najkompetentnijih u oblasti transdermalne isporuke lekova. U svom predavanju istakao
je znacaj transdermalne isporuke lekova u/kroz kozu, kao i najznacajnije faktore koji se
razmatraju pri odabiru lekova za transdermalnu isporuku. Ipak, najvec¢i deo njegovog
predavanja posvecen je prikazu savremenih tehnika vizuelizacije leka u kozi. Stimulated
Raman scattering (SRS) je medu tim tehnikama, a predstavlja neinvazivnu tehniku koja
daje informacije o lokalnoj dispoziciji leka u i na koznu barijeru. Ovom tehnikom mogu
se videti razli¢ite brzine penetracije leka kroz folikul dlake u odnosu na intracelularni
transport kroz stratum corneum ili taloZzenje leka (kao Sto je ibuprofen) na povrSini
koze. Uz njegovu licnu tvrdnju da nanocCestice ostaju na povrsini koze, profesor Guy je
dao pregled tehnika kojima se moze stimulisati tj. poboljSati penetracija leka u / kroz
kozu. Pored jontoforeze koja koristi uredaj koji stimuliSe penetraciju, govorio je i o
mikroiglama i laserima kojima se u kozi formiraju pore i koje bi na taj nacin trebalo da
poboljsavaju penetraciju leka.

Dr Michael Sournac iz laboratorije Pierre Fabre (Tuluz, Francuska) odrzao je
predavanje pod nazivom ,, Transdermala isporuka lekova: sa industrijske tacke gledista",
koje je u najvecoj meri bilo posveéeno jednoslojnim filmovima, nosacima lekovitih
supstanci 1 njihovoj proizvodnji. Odmah nakon njega predavanje je odrZao i predstavnik
regulatornih poslova, Sean Jones iz Regulatorne agencije Velike Britanije. Njegovo
predavanje ,,Nove smernice za kvalitet transdermalnih flastera: novi zahtevi u razvoju",
bilo je posveéeno novim smernicama i vodi¢ima u oblasti transdermalnih sistema, pre
svega flastera.

U popodnevnoj sesiji koja je bila posveéena oralnoj isporuci lekova dr Martin
Lueck je izlozio novije izazove sa kojima se danas suocavaju formulatori lekova sa
kontrolisanim oslobadanjem za oralnu primenu. Nakon njega prof. David Brayden iz
Univerziteta u Dablinu (Irska) odrzao je predavanje ,,Pitanja terapijskih indeksa kod
ubrzivaca penetracije oralnih peptida". Sve veci interes za oralnom isporukom lekova,
koja bi zamenila postojeéu parenteralnu isporuku, doveo je do razvoja ekscipijenasa
kakvi su intestinalni penetracioni ubrzivaci (apsorpcioni inhenseri) koji povecavaju
biolosku raspolozivost lekova. Oralna isporuka makromolekula kakvi su peptidi i
proteini ograni¢ena je pre-sistemskom degradacijom i loSom penetracijom duz GIT-a.
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Intestinalni penetracioni inhenseri koji se intenzivno ispituju su limunska kiselina, luroil
karnitin, Zu¢na so/soli, natrijum kaprilat/kaprat 1 dr. Zahvaljujuéi primeni apsorptivnih
inhensera oralne formulacije slabo apsorptivnih peptida su se razvile u lekove koji se
klinicki ispituju. Najuspesniji pristup pretstavljaju formulacije inkapsuliranih peptida sa
zaStitnim nosad¢ima i apsorptivnim ubrzivacima, sposobnim da brzo i reverzibilno
povecaju epitelnu permeabilnost.

Dr Dejan Duri¢ iz Bayer-a (Berlin, Nemacka) odrzao je predavanje
,»Orodisperzibilni farmaceutski oblici". Poslednjih godina na trziStu su se pojavile
razli¢ite formulacije orodisperzibilnih formulacija lekova. Oralni liofilizati i
orodisperzibilne granule, tablete ili filmovi imaju, u tom smislu, odredene terapijske
prednosti, 1 u okviru predavanja predstavljena su dostignu¢a kompanije Bayer na tom
polju.

U okviru kratkih komunikacija u sesijama posveéenim kontrolisanoj oralnoj
isporuci lekova 1 nanoCesticama 1 nosa¢ima mladi istraziva¢i su u okviru
petnaestominutnih izlaganja prikazali deo aktuelnih istrazivanja u ovim oblastima.U
okviru prezentacija najzastupljenija su bila predavanja vezana za razliCite dissolution
metode (ispitivanja brzine rastvaranja), tj.ispitivanja uticaja razliitih faktora i razvoj
novih protokola 1 metoda u ovoj oblasti. Grupa autora iz Italije prikazala je novi
milite¢ni kontinualni proto¢ni uredaj koji je predlozen za dissolution ispitivanja oralnih
tankih filmova. Ovaj uredaj je dizajniran sa osnovnom idejom da reprodukuje uslove
proticanja koji imitiraju fizioloSke uslove u ustima. Zbog malih dimenzija u radu sa
ovim uredajem nisu primecene nejasnoce vezane za uslove testiranja koje su prijavljene
u izvestajima kada su ispitivanja sprovedena sa USP aparaturom 4 ili neuspesnost, $to je
bio slucaj sa testovima sprovedenim sa USP aparaturom 1-2. Dobijeni podaci pokazali
su dobru reproduktivnost i pouzdanost.Grupa istrazivaca iz Nemacke (Diseldorf)
prikazala je dissolution metod za meke sisteme za Zvakanje. Ovi sistemi su osmisljeni
da bi se povecala komplijansa veterinarskih lekova i za njih u Evropskoj farmakopeji ne
postoji odgovarajuéa monografija i tretiraju se kao oralne tablete. Medutim na ovaj
nacin se ne mogu dobiti veoma znacajni podaci, kao Sto je koli¢ina leka koja se
oslobada u ustima pri zvakanju. Da se ovo ne bi zanemarilo njihova metoda
podrazumevala je upotrebu teksturnog analizera koji se koristi za imitiranje zZvakanja.

U okviru nanocestica i nosaca kratka izlaganja su uglavnom bila posveéena
ispitivanjima u oblasti antikancer terapije i1 sistemima za isporuku ovih lekova, kao i
biotehnoloskih lekova.

Drugi dan konferencije posveéen ,,Pametnim sistemima isporuke lekova" zapoceo
je profesor Gianfranco Pasut sa Univerziteta u Padovi (Padova, Italija) predavanjem pod
nazivom ,Napredak u ciljanoj isporuci antikancer lekova uz primenu polimernih
konjugata". Istrazivacki interes prof. Gianfranca Pasuta u oblasti isporuke lekova
usmeren je na proteine i nisko molekularne konjugate lekova sa polimerima. On je dao
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pregled razvoja lekova koji se koriste u terapiji kancera od Cetrdesetih godina proslog
veka do danas, uz poseban osvrt na znacaj nanolekova u ovoj terapiji. Kada je re¢ o
polimernim konjugatima, iako se njihov potencijal u ciljnoj isporuci lekova intenzivno
proucava, jo$ uvek nije u potpunosti ispitan.NesSto vise re¢i bilo je o faktorima koji
imaju vaznu ulogu u uspehu tj.neuspehu konjugata lek-polimer: koli¢ina i mesto
oslobadanja leka, biodistribucija (ciljanje 1 penetracija tumora), imunogenost (nosaca),
homogenost (znacaj konformacije polimera), supramolekulske strukture (Sta stvarno
cirkuliSe u krvi) i kona¢no cena prenosa laboratorijske proizvodnje na industrijski nivo.
U pocetku je glavni zadatak polimera bio da povecaju rastvorljivost leka, da smanje
telesni klirens 1 da se iskoristi efekat povecanja permeabilnosti i retencije (EPR efekat).
Danas zahtevi koje treba da ispuni nosa¢ prevazilaze jednostavne zahteve za
biokompatibilno$¢u i adekvatnom koli¢inom leka koja moze u njega da se inkorporira,
ve¢ se od nosaca ocekuje i dobra selektivnost, preuzimanje u ¢elije, ciljna isporuka,
odgovor na stimulus 1 samoorganizovanje. Nizom primera, odnosno rezultata, uglavnom
njegove grupe saradnika, prof. Pasut je pokazao kako se mogu ispuniti pomenuti
zahtevi.

Predavanje profesora Clive Roberts-a sa Notingemskog Univerziteta (Notingem,
Velika Britanija) koji se bavi razvojem i primenom novih analiti¢kih i formulacionih
strategija za razvoj lekova 1 medicinskih sredstava bilo je posveéeno istraZivanjima
novih proizvodnih postupaka baziranih na tehnikama 3D Stampe (engl. 3D printing).
Razli¢ite tehnike Stampanja (2D Stampa, ink-jet Stampa, kao 1 3D Stampa) pokazale su
da bi Stampane formulacije mogle biti potencijalno dobar nadin za postizanje
personalizovane terapije, odnosno da bi se razvojem ovih formulacija mogli dobiti
personalizovani lekovi. 3D Stampani lekovi koje je predstavio prof. Roberts pokazali su
se, zbog prednosti u odredenim aspektima (koli¢ina leka koja na ovaj nacin moze da se
inkorporira, oslobadanje lekovite supstance, odredeni problemi proizvodnog procesa i
dr), kao najznacajniji predstavnici Stampanih formulacija.

Jo§ jedno plenarno predavanje u podnevnoj sesiji pod naslovom ,,Napredak u
pulmonarnoj isporuci lekova" odrzao je profesor Hartmut Derendorf sa Univerziteta
Florida (Florida, SAD). Kako su doziranje, bezbednost i efikasnost glavni faktori u
formulisanju inhalacionih preparata, ovo predavanje bilo je posveéeno izazovima u
svakoj od pomenutih oblasti uz prikaz trenutnih dostignu¢a koja se bave ovom
problematikom. Broj lekovitih supstanci koje se unose inhalacijom intenzivno se
povecava, ne samo zbog novih lekova za tretman pulmonarnih oboljenja, ve¢ i zbog
lekova koji se koriste u kombinovanoj terapiji, bioloskih lekova i kandidata za
sistemsku isporuku preko plu¢a. Da bi se ovi lekovi formulisali kao inhalacioni
preparati neophodno je razumevanje i dobro poznavanje njihove sudbine u pluc¢ima,
odnosno farmakokinetike 1 farmakodinamike. Veliki broj nedoumica i ogranicen broj
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podataka u ovoj oblasti ukazuju na neophodnost saradnje akademskih i industrijskih
istrazivaca i regulatornih tela.

Popodnevna sesija bila je posvecena isporuci peptida i proteina i plenarno
predavanje odrzao je prof. Wim Hennink sa Univerziteta u Utrehtu (Utreht, Holandija).
Njegovo predavanje, uz osvrt na znacaj proteinskih i1 peptidnih struktura u savremenoj
terapiji, u najve¢oj meri, odnosilo se na razliCite pristupe i sisteme koji se danas
razvijaju, odnosno ispituju, za upotrebu kao nosaci proteinskih molekula. Znacaj i
karakteristike koje ovi sistemi moraju imati da bi se koristili kao nosaci prikazani su
kroz pregled dostignuca u ovoj oblasti.

U okviru ove sesije dr sc. Darek O Hagan iz Novartisovog sektora za vakcine
odrzao je predavanje pod nazivom ,Ilzazovi i prednosti ostvarene u oblasti isporuke
vakcina". Njegovo predavanje u najve¢oj meri odnosilo se na prikaz trenutnog stanja u
oblasti istrazivanja adjuvanasa. Prve generacije adjuvanasa bazirane su na nerastvornim
solima aluminijuma, emulzijama ulje u vodi i liposomima i one se ve¢ duze vreme
koriste kao najznacajnija grupa adjuvanasa u registrovanim vakcinama. Poslednjih
decenija tek mali broj Cesticnih adjuvanasa uspeo je da napravi ograni¢en uspeh u
klinickim ispitivanjima. Vecina adjuvanasa druge generacije sadrzi potencijatore
imuniteta kojima se povecava potentnost. O Hagan smatra da je vazno istac¢i sve ono §to
je mozda doprinelo uspehu malog broja novijih adjuvanasa, kao i da u novim
tehnologijama koje se ve¢ koriste moze da se nade reSenje za neke probleme koji se
sre¢u u formulaciji vakcina.

U okviru kratkih predavanja pod nazivom ,Napredni sistemi isporuke"
predstavljeni su brojni radovi, kako onih istrazivaca koji se bave razvojem metoda za
poboljsanje penetracije lekova kroz kozu, tako i onih koji se bave razvojem novih
sistema za transdermalnu isporuku lekova. Grupa istrazivaca sa Univerziteta u Lionu
(Francuska) ispitivala je uticaj zamrzavanja na strukturu i funkciju stratum corneum-a i
posledice ovog postupka po rezultate ex vivo 1 in vitro studija permeacije lekovitih
supstanci u kojima se koriste ovakvi uzorci koze. Kao $to se i oCekivalo, stanje kozne
membrane moze snazno da utice na rezultate permeacionih studija zbog cega
predstavlja klju¢ni faktor u eksperimentalnoj proceduri. Ovaj faktor se obavezno mora
uzeti u obzir pri ispitivanju perkutane apsorpcije lekova i1 pri poredenju rezultata iz
razli¢itih izvora. Grupa naucnika iz Japana predstavila je mezoporozne fosfolipidne
Cestice kao novu platformu za isporuku lekova. Ovi sistemi se zbog njihovih
jedinstvenih osobina koriste u razli¢itim oblastima. U istrazivanjima isporuke lekova
mezoporozne ¢estice mogu se koristiti kao rezervoari lekova, a njihova mala gustina
moze biti velika prednost u pulmonarnoj isporuci lekova jer se mogu isporuciti duboko
u pluéa. Ova grupa je prikazala jednostavnu proceduru za pripremu mezoporoznih
Cestica koje se sastoje samo od fosfolipida, i imaju veliki potencijal kao nova platforma
za isporuku lekova koja moze biti komparativna ili zamena postoje¢im tehnologijama
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liposomnih materijala. Istrazivaci iz Kine prikazali su novu nano-termalnu i tehniku
analize slike za pracenje distribucije leka unutar PLGA (engl. poly (d,Il-lactic-co-
glycolic) acid) mikrosfera, koje se poslednjih godina intenzivno koriste za kontrolisano
oslobadanje lekovitih supstanci. Ova nova tehnika Transition Temperature Microscopy
(TTM), je varijanta nanotermalne analize i u ovoj studiji je koriS¢ena zajedno sa
Modulated Temperature Differential Scanning Calorimetry (MTDSC). Dobijeni
rezultati su pokazali da bi se ovaj analiticki alat mogao viSe koristiti i kao skrining
metoda, ali 1 u optimizaciji kona¢nog oslobadanja lekovite supstance iz mikrosfera.

Grad domaéin Rens nalazi se na 129 km udaljenosti od Pariza u oblasti Sampanj-
Arden, koja je Cuvena, pre svega, po najpoznatijem penuSavom vinu Francuske —
Sampanjcu. Ovaj gradi¢, koji su osnovali drevni Gali, ima dugu istoriju, a do izgradnje
Versajskog dvorca ceremonija krunisanja odvijala se u katedrali u Rensu. Ova katedrala
koja se zove kao i1 ¢uvena pariska Notr-Dam katedrala, datira iz 13.veka i uradena je u
gotskom stilu, 1 jedna je, od Cak, tri gradevine koje se nalaze u Rensu, a pod zastitom su
UNESCO-a. To su jo$ i Palais du Tau, rezidencija renskih biskupa, danas pretvorena u
muzej, i samostan Sv. Rena iz 6. veka. Pored ovih znamenitosti, ljupkost i Sarm Rensa
upotpunili su opsti veoma dobar utisak vezan za celokupnu organizaciju prve evropske
konferencije o lekovima.
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