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SAZETAK: Azitromicin je polusintetski makrolidni antibiotik koji se nakon 40-godi$njega
uspjeha i dalje poima zlatnim standardom za vrstu antibiotika nazvanih azalidi. Kad se nakon 1970-ih
radilo na razvijanju novoga antibiotika koji bi snaznije od eritromicina A i klaritromicina djelovao na
Gram-negativne bakterije, te bio stabilan u kiseloj okolini i dobro se apsorbirao, u Hrvatskoj je 1979-81.
novi makrolidni antibiotik sintetizirao istrazivacki tim zagrebacke farmaceutske tvrtke PLIVA na ¢elu
s dr. sc. S. Pokicem. U ¢lanku se prikazuje cjelovit prinos PLIVINA istrazivackoga tima otkricu i pro-
izvodniji azitromicina vlastitim tehnoloskim postupkom. Za ocjenu ozracja u kojem su PLIVINI znan-
stvenici radili valja se prisjetiti prikaza njihovih istraZivanja, oslanjajuéi se na doprinos svjetskoj farma-
ceutskoj bastini kroz povijest tijeka istrazivanja makrolidnih antibiotika. Sustavnim biljeSkama daje se
pregled tijeka istrazivanja azitromicina, isti¢e se doprinos prof. Nenada Bana u otkri¢u nacdina vezanja
azitromicina na ribosome, a pretrazivanjem najranijih i ujedno prikupljanjem novijih zapisa upucuje se
na protuupalni u¢inak azitromicina te se provodi valorizacija novijih podataka o njegovoj upotrebi.

Kljuéne rijeci: antibiotici; azitromicing organska sinteza; ribosom; Sumamed; tehnoloski postupak

Racionalni pristup dizajniranju lijekova u PLIVTI:
klju¢ni trenutci koji su prethodili otkri¢u azitromicina

Zdravlje je vje¢ni prirodni preduvjet za opstanak drustva i Covjeka kao pojedinca jer
stvara osnove za funkcioniranje i razvoj ljudi, svih djelatnosti, procesa i aktivnosti te
je pronalazak novih lijekova! iznimno vaZan za cjelokupnu drusStvenu zajednicu.
Istrazivanje i razvoj novih lijekova dinamican je proces i obuhvaca Citav niz bazi¢nih
i primijenjenih znanstvenih disciplina, a svaki projekt u tom podrucju zahtijeva tim-
ski rad umreZenih znanstvenika i struka, od molekularne biologije, biologije, medi-

! Lijek - svaka tvar ili mjeSavina tvari namijenjena lije¢enju ili sprje¢avanju bolesti kod ljudi te

svaka tvar ili mjeSavina tvari koja se moZe primijeniti na ljudima u svrhu obnavljanja, ispravljanja ili
prilagodbe fizioloskih funkcija farmakolo§kim, imunolo§kim ili metaboli¢kim djelovanjem ili postavlja-
nja medicinske dijagnoze.
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cine, veterine, biokemije i kemije, do kemijske tehnologije i inZenjerstva, biotehnolo-
gije i farmacije. Upravo su ljudi te njihova znanja i vjeStine kljucni pokretaci
investicija u farmaceutskoj industriji. Gospodarstvo i proizvodna poduzeca su, pa
tako i vodeca hrvatska farmaceutska tvrtka PLIVA iz Zagreba, izloZzeni globalnoj
konkurenciji u vrtloznoj okolini, a u tom okruZenju uspjeh mogu postizati samo
tvrtke koje dolaze s inovativnim proizvodima i suvremenim organizacijskim kon-
ceptima. U farmaceutskoj je industriji inovativnost posebno izrazena, a tvrtka poput
PLIVE u tome desetlje¢ima uspijeva, zahvaljujudi tradiciji istraZivanja i razvoja. Je-
dan od prvih vaznijih zamaha u tom smjeru postignut je osnivanjem jedinica za
istraZivanje makrolidnih antibiotika,? u kojima je doslo do objedinjavanja intelektu-
alnoga i istrazivackoga potencijala vrsnih znanstvenika. Prethodnik danasnje PLIVE
bilo je poduzece Kastel d.d., osnovano 1921. u Karlovcu (Konstantinovi¢ 1986). Kastel
je 1930-ih pokrenuo istrazivacki program te je ve¢ 1936., medu prvima u svijetu, po-
¢eo proizvoditi sulfonamide (Konstantinovi¢ 1986). Godine 1940. osnovan je Bano-
vinski zavod za proizvodnju lijekova bioloskoga i kemijskoga sastava (PLIBAH), koji
je 1941. preimenovan u DrZavni zavod za proizvodnju lijekova i vakcina (PLIVA), a
od 1945. u njegovu je sastavu i poduzecée Kastel. Godine 1952. utemeljen je PLIVIN
Istrazivacki institut, a 1953. vlastitom su tehnologijom proizvedene prve koli¢ine vi-
tamina C, koji je, uz tetraciklinske antibiotike, postao PLIVIN najvazniji proizvod
(Milcec 1996). Tijekom povijesti kroz PLIVIN je Istrazivacki institut proslo vise od
tisu¢u znanstvenika, od kojih su mnogi u njemu proveli cijeli svoj radni vijek. To je
razdoblje obiljezeno znatnim razvitkom kemijske proizvodnje i izgradnjom novih
proizvodnih postrojenja, poput pogona za sinteticku proizvodnju, ¢ime je zapocet
razvoj novih disciplina kao $to su kemijsko inZenjerstvo i tehnologija. Godine 1953. i
Kemijsko-tehnoloski odjel bio je pripojen Istrazivackom institutu. Na osnovi vlasti-
tih postupaka, u proizvodnju se uvode novi sinteticki, polusinteticki i bioloski spoje-
vi te se moze ustvrditi kako su PLIVINI kemijski inZenjeri bili nositelji razvoja bio-
tehnologije, izravno pridonosec¢i usvajanju proizvodnje oksitetraciklina. Jedan od
istrazivaca u novoutemeljenom PLIVINU Istrazivackom institutu bio je Slobodan
Dokié,? koji je nakon stjecanja diplome iz kemije na Tehni¢kom fakultetu u Zagrebu

2 Antibiotik - lijek koji se primjenjuje u lije¢enju bolesti uzrokovanih bakterijama. S obzirom
na §irinu djelovanja djelimo ih na antibiotike $irokoga spektra djelovanja (djeluju na vise vrsta bakterija)
i one uskoga spektra djelovanja (djeluju na mali broj bakterijskih vrsta). Selman Waksman prvi je upotri-
jebio izraz antibiotik 1945. godine. Makrolidi su spojevi koje karakterizira makrolaktonski prsten (npr.
12-,14-,15-, 16-, 17- ili 18-eroclani) i glikozidno vezani Sederi.

3 Dokié, Slobodan, kemicar (Danilovgrad, Crna Gora, 30. XI. 1926). Gimnaziju zavr$io u Beo-
gradu 1944., kemiju diplomirao na Tehni¢kom fakultetu u Zagrebu 1952. Doktorirao na Prirodoslovno-
-matemati¢kom fakultetu u Zagrebu temom Sinteza nekih derivara pirolidina i biciklickih amina (1957).
Kao honorarni docent i izvanredni profesor predavao kolegij Procesi organske kemijske industrije na
dodiplomskom i poslijediplomskom studiju zagrebackoga Tehnoloskoga fakulteta 1964-80. Boravio na
usavr$avanju u Massachusetts Institute of Technology u Cambridgeu u SAD-u (1955.,1960-62) i u Im-
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(1952), isprva zapoceo svoj radni vijek u PLIVI kao pogonski inZenjer, a potom kao
istrazivaC. U meduvremenu je doktorirao na Prirodoslovno-matematickom fakulte-
tu u Zagrebu (1957) te nastavio djelovati kao dugogodis$nji direktor PLIVINA Istra-
zivackoga instituta (1971-90). Upravo je u 1970-ima cilj bio razviti novi antibiotik koji
¢e snaznije od eritromicina A i klaritromicina djelovati na Gram-negativne bakterije
te biti stabilan u kiseloj okolini i dobro se apsorbirati.

Azitromicin se dobiva polusintetski iz eritromicina A, koji je do trenutka ot-
kriéa azitromicina bio najvazniji predstavnik skupine makrolida. Nakon $to je 1949.
Abelardo Aguilar, filipinski lije¢nik i znanstvenik, pronasao aktinobakteriju Strep-
tomyces erythreus u uzorcima zemlje, istrazivacki tim tvrtke Eli Lilly,* za koju tada
radio, izolirao je eritromicin i zatraZio patentnu za$titu za navedeni spoj (patent’ je
odobren 1953) (Xu, Flavin, Eiznhamer 2011). Vrste aktinobakterija unutar roda
Strepromyces najcesce su prisutne u tlu, ali i u ostalim ekoloskim niSama, a proizvode
oko 75% prirodnih antibiotika (Chater 2006: 761). Tijekom svojega kratka istraziva-
nja proteina roda Strepromyces autorica ovoga rada postala je itekako svjesna velika
bioloskoga potencijala ovoga roda filamentoznih bakterija iz kojega je 1950., prije
eritromicina, izoliran prvi makrolidni antibiotik pikromicin. Prvi lijek s djelatnom
tvari® eritromicinom stavljen je na trziste 1952. pod nazivom’ llosone (prema filipin-
skoj regiji Iloilo, gdje je izvorno sakupljena aktinobakterija). Robert B. Woodward,
dobitnik Nobelove nagrade za kemiju (1965) i profesor kemije na Harvardskom sve-
ucilistu, zajedno s ¢lanovima svojega istrazivackoga tima otkrio je prvu stereokon-
troliranu asimetri¢nu kemijsku sintezu eritromicina A, objavljenu 1981. nakon njego-

perial College u Londonu (1969). Bavi se kemijom prirodnih spojeva, napose bioloski aktivnih tvari.
Autor je i suautor mnogih radova publiciranih u znanstvenim ¢asopisima (Zetrahedron Letters, 1967, Cro-
atica chemica acta, 1969; European Fournal of Medicinal Chemistry, Pariz 1978; Fournal of the Chemical
Society, Perkin Transaction I, 1986; Fournal of Antibiotics, 1987; Fournal of Chemical Research (S) and
(M), London 1988; Fournal of Microencapsulation, London 1991), a osobito su vazni radovi o sintezi azi-
tromicina. Autor je i suautor vise od 300 patentnih prijava (1958 -92) u zemlji i svijetu u kojima se $titi
sinteza i struktura novih bioloski aktivnih tvari, potencijalnih lijekova, osobito makrolidnih antibiotika.
Takoder je pisao o razvoju kemijsko-farmaceutske industrije (Dugorocni razvoj farmacije, Zagreb
1984; Tehnologija i razvoj, Beograd 1989, suautor).

4 Eli Lilly, globalnu farmaceutsku tvrtku koja posluje ve¢ gotovo 140 godina osnovao je 1876. u

Indianapolisupukovnik Eli Lilly, tridesetosmogodi$nji farmaceutski kemicar.

5 Patent - isprava kojom se na odredeno vrijeme zasticuje isklju¢ivo pravo iskori$tavanja neko-
ga izuma u zamjenu za njegovu javnu objavu. Vrijedi samo na podrucju drzave za koju je izdan i pred-
stavlja vlasni$tvo uporabu kojega vlasnik moze dopustiti drugim osobama na odredeno vrijeme dava-
njem licencije ili ga u potpunosti prenijeti na druge osobe.

5 Dijelatna tvar — tvar koja je nositelj djelovanja gotovoga lijeka, kratica API (engl. Active Phar-
maceutical Ingredient).

7 Naziv lijeka — ime dano lijeku, koje mozZe biti ili novoizumljeno ili uobicajeno ili znanstveni
naziv. Uz uobicajeno ime, odnosno znanstveni naziv, dodaje se zastitni znak ili naziv proizvodaca ili no-
sitelja odobrenja. Novoizumljeno ime mora se razlikovati od uobic¢ajenoga imena da ne dode do zabune.
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ve smrti (Woodward 1981: 3213). Eritromicin se sastoji se od 14-¢lanoga laktonskoga
prstena s deset Kiralnih centara i dva monosaharida (IL.-kladinoza i D-desozamin).
Eritromicin A je slaba baza, razgraduje se u kiselim uvjetima, apsorpcija mu je ne-
potpuna te je teSko predvidjeti razinu u serumu i krvi. Za oralnu primjenu stabilizi-
ra se prevodenjem u soli i estere ¢ime se povecava bioraspoloZivost i apsorpcija, a
smanjuju nezeljena djelovanja. Drugi makrolidni antibiotik, klaritromicin, pronasli
su znanstvenici japanske tvrtke Taisho Pharmaceuticals 1970-ih godina. Otkriven je
s ciljem razvoja derivata eritromicina A koji bi bio stabilniji u kiselim uvjetima pro-
bavnoga sustava i uzrokovao manje nuspojava®. Poduzeée Taisho Pharmaceuticals
1981. podnijelo je zahtjev za patentnu prijavu, a 1983. klaritomicin je zastiCen pod
imenom Clarith te je dobio odobrenje za stavljanje u promet lijekovima® (1991). Tvrt-
ka Taisho je 1985. u ameri¢kom poduzec¢u Abbott Laboratories pronasla partnera, te
je Abbott takoder dobio odobrenje od FDA za lijek Biaxin (1991). Prvi generic¢ki lije-
kovi! klaritromicina pojavljuju se 2004. u Europi, a 2005. u SAD-u.

Kao odgovor na izazov pronalaska antibiotika poboljSanih svojstava u odnosu
na eritromicin A i klaritromicin, od 1970. godine PLIVIN istrazivacki tim, na Celu s
S. Doki¢em, intenzivno je radio na podrucju sinteze makrolidnih antibiotika. Upra-
vo je u razdoblju 1979-81. u Hrvatskoj sintetiziran novi makrolidni antibiotik, a sin-
tetizirali su ga zaposlenici Istrazivackoga instituta zagrebacke farmaceutske tvrtke
PLIVA: Slobodan Pokié, Gabrijela Kobrehel?, Zrinka Tamburasev® i Gorjana Ra-

8 Nuspojava — svaka Stetna i neZeljena reakcija na lijek koji je primijenjen u odobrenim dozama

koje se koriste za lijeCenje ili sprje¢avanje bolesti kod ljudi ili u svrhu obnavljanja, ispravljanja i prilagod-
be fizioloskih funkcija ili postavljanja medicinske dijagnoze. U klini¢kim ispitivanjima odnosi se na
svaku Stetnu i nezeljenu reakciju na ispitivani lijek primijenjen u bilo kojoj dozi.

® QOdobrenje za stavljanje gotovoga lijeka u promet — odobrenje koje daje nadlezna agencija za

lijekove i medicinske proizvode (u Hrvatskoj HALMED), kojim se dovrsava postupak utvrdivanja ka-
kvoce, djelotvornosti i sigurnosti gotovoga lijeka.

10 FDA (engl. Food and Drug Administration) — Americka agencija za hranu i lijekove.

' Genericki lijek (engl. generic drug) — kopija lijeka koja je identi¢na izvornom lijeku s obzirom

na dozu, sigurnost i na¢in uporabe, mehanizam i ja¢inu djelovanja te kvalitetu i namjenu. Moze doéi na
trziSte tek nakon §to istekne patentna zastita izvornoga lijeka.

12 Kobrehel, Gabrijela (rodena Vazdar), hrvatska kemicarka (Obedisce, 1. III. 1941). Diplomirala
je 1964. na Tehnoloskom fakultetu u Zagrebu, gdje je i magistrirala 1977. U IstraZzivackom institutu
PLIVE istrazivala je kemijske transformacije antibiotika, napose u smjeru sinteze novih makrolidnih
antibiotika. Objavila je 25 znanstvenih radova, a vise od 20 izuma zastitila je patentima (u nas i u svijetu).
Dobitnica je Nagrade PLIVE (1986. 1 1996) i Nagrade HAZU (1998), Hrvatska gospodarska komora do-
dijelila joj je Zlatnu kunu, nagradu za zivotno djelo (1987), a Americko kemijsko drustvo uglednu titulu
»Heroj kemije 2000«.

B Tambura$ev, Zrinka, hrvatska kemicarka (Sisak, 22. IX. 1921 — Zagreb, 24. IV. 2003). Diplo-
mirala je 1948. na Kemijsko-tehnoloskom odjelu Tehni¢koga fakulteta u Zagrebu, a doktorirala 1965.
Radila je u Istrazivackom institutu tvornice lijekova PLIVA u Zagrebu, gdje je bila voditeljica skupine
za polusintetske makrolide 1972-74. i Odjela za prirodne spojeve 1974-78., te je potom vodila istrazivanja
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dobolja-Lazarevski* (slika 1). Sintetizirali su azitromicin, novi antibiotik Zeljenih
svojstava koji je predstavljao prvog ¢lana nove skupine makrolidnih antibiotika, aza-
lida®. U to je doba podrucje organske sinteze bilo okosnica istrazivackoga rada u
PLIVINU Istrazivackom institutu. U pocetku je kratkoro¢ni program rada bio
usmjeren na razradu postupaka za proizvodnju ve¢ poznatih unosnih lijekova, dok
je dugorocan program obuhvacao sintezu novih, bioloski aktivnih spojeva, od kojih
se ocekivalo povoljno ljekovito djelovanje. Radilo se na sulfonamidima te proizvodi-
ma koji djeluju na ziv€ani sustav, posebno barbituratima. Po postupcima razradenim
u PLIVI, u proizvodnju je uveden niz farmaceutskih sirovina iz grupe spazmolitika,
antihistaminika, hipertonika, diuretika te vitamin C.

Slika 1. Gabrijela Kobrehel, Slobodan Pokic¢, Gorjana Radobolja-Lazarevski i Zrinka Tamburasev
(prilagodeno prema Bani¢ Tomisi¢ 2011: 603)

na podrudju baznih sirovina. Sa Slobodanom Pokicem, Gabrijelom Kobrehel i Gorjanom Lazarevski
1974. zapocela je rad na sintezi pojedinih faza za pripravu azitromicina. Razvila je postupak izolacije
antibiotika oksitetraciklina u njegovoj industrijskoj proizvodnji, bavila se kemijskim transformacijama
antibiotika tetraciklinskoga reda i eritromicina. Dobila je Nagradu grada Zagreba 1959., Nagradu PLIVE
za 1996., Nagradu HAZU 1997. i priznanje Zlatna kuna za Zivotno djelo Hrvatske gospodarske komore
1998.

1 Lazarevski, Gorjana (rodena Radobolja), hrvatska kemicarka (Omis, 13. 1. 1946). Diplomirala
je 1969. na Tehnoloskom fakultetu u Zagrebu, gdje je i magistrirala 1977. U Istrazivackom institutu
PLIVE istrazivala je kemijske transformacije antibiotika. Objavila je 16 znanstvenih radova, a vise od 20
izuma zastitila patentima (u nas i u svijetu). Dobitnica je Nagrade PLIVE (1986.11996) i Nagrade HAZU
(1998), a Hrvatska gospodarska komora dodijelila joj je 1987., kao i drugim autorima azitromicina, nagra-
du Zlatna kuna za Zivotno djelo.

5 Azalidi — podskupina makrolida koju karakterizira makrolidni prsten s dusikom u prstenu.
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Pronalazak azitromicina zapoceo je jo§ sredinom 1960-ih, kada su S. Dokic i
Z. Tamburasev radili na derivatima ve¢ dobro poznatoga eritromicina A, makrolid-
noga antibiotika nesto Sirega spektra antibakterijske aktivnosti'® od spektra penicili-
na, te na sulfonamidnim derivatima eritromicilamina, s idejom da se kombiniraju
svojstva eritromicina i sulfonamida, ¢ime su se nadali rijesiti problem pojave rezi-
stencije’”. Naime, navedeni istrazivacki tim isprva je radio na sintezi sulfoestera oksi-
ma eritromicina A jer je bilo predlozeno da se, analogno N-(supstituiranim-
benzensulfonil)-derivatima eritromicilamina, sintetiziraju odgovarajuci sulfoesteri
oksima eritromicina A. Medutim, pritom su nastali zanimljivi produkti. Najprije je
od eritromicina A (intermedijer 1, Slika 2) i hidroksilamin hidroklorida pripravljen
oksim eritromicina A (intermedijer 2, slika 2). Tijekom sljedece reakcije aciliranja
oksima eritromicina A, u prisutnosti benzensulfonil-klorida u smjesi acetona i vode
s natrijevim bikarbonatom, doslo je do spontanoga Beckmannova pregradivanja eri-
tromicin-9(E)-oksima te, uz sudjelovanje 6-OH-skupine aglikonskog prstena, do na-
stajanja biciklickoga iminoetera eritromicina A (intermedijer 3, slika 2). Katalitickoj
redukciji u prisustvu vodika i platine kao katalizatora podvrgnuo se 6,9-iminoeter
(intermedijer 3, slika 2) i dobio 9-deokso-9-dihidro-9a-aza-9a-homoeritromicin A
(intermedijer 4, slika 2). To jo$ nije bio konacan produkt, azitromicin, ali i taj inter-
medijer je, u usporedbi s eritromicinom A, pokazao dobru antibakterijsku aktivnost
na viSe bakterijskih sojeva, a posebice na Gram-negativne bakterije. Rezultati tih
istrazivanja poljuljali su dotad promicanu dogmu o makrociklickom prstenu eritro-
micina kao nositelju antibakterijske aktivnosti makrolida. Z. Tamburasev je 1965. i
doktorirala tezom Studije u redu eritromicina — sinteza eritromicin oksima, 9-amino
eritromicina i njihovih derivata. Prvi PLIVINI izumi na tom podrucju, autora S.
Dokica i Z. Tamburasev, prijavljeni su jo$ sredinom 1960-ih, Stiteéi pripravu oksima
eritromicina A® i eritromicilamina’, vaznih intermedijera u sintezi druge generacije
makrolidnih antibiotika (azitromicina, klaritromicina, roksitromicina i diritromici-
na). U timu su neprestance nicale nove ideja vodene racionalnim pristupom u dizaj-
nu i pripravi jo§ djelotvornijih produkata. Ubrzo su se u istrazivanje ukljucile G.

16 Spektar antibakterijskoga djelovanja ili aktivnosti — opseg aktivnosti antimikrobnoga agensa
protiv bakterija. Antibakterijski agensi Sirokoga spektra inhibiraju razli¢ite Gram-pozitivne i Gram-
-negativne bakterije, antibakterijski agensi uskoga spektra aktivni su samo protiv ograni¢enoga broja
bakterija.

7" Rezistencija — prilagodavanje razli¢itih organizama (bakterija, insekata, ¢ovjeka) stjecanjem

neosjetljivosti na djelovanje otrovnih tvari ili lijekova. Unakrsna rezistencija (engl. cross-resistance) — po-
java otpornosti na djelatnu tvar kao posljedica izloZenosti bakterije tvari sli¢noga djelovanja tj. posljedic-
na pojava rezistentnosti i na druge ili na sve lijekove iz iste klase.

8 Pokic, Slobodan, Zrinka Tamburasev (PLIVA), SAD pat. prijava (prioritet) US 1967/0660895
(16. VIIL. 1967); patent US 3,478,014 (11. XI. 1969)

¥ Pokié, Slobodan, Zrinka Tamburasev (PLIVA), jug. pat. prijava P-1046/64 (27. 7.1964); njem.
pat. prijava (prioritet) DE 1967/P042498 (29. VL. 1967); patent DE 1593961 B1 (12. VIII. 1971)
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Slika 2. Prikaz sinteze azitromicina (prilagodeno prema Mutak 2016: 359). 1 = eritromicin A, 2 =
eritromicin-9(E)-oksim, 3 = 6,9-iminoeter, 4 = 9-deokso-9-dihidro-9a-aza-9a-homoeritromicin A

Kobrehel i G. Radobolja-Lazarevski te je u narednih desetak godina istrazivanja
ostvareno viSe patenata, kojima je naposljetku ostvaren i vrhunac uspjeha, sinteza i
patent azitromicina. Postupci priprave 9-deokso-9-dihidro-9a-aza-9a-homoeritro-
micina A i njegovih derivata, supstancije i njihove antibakterijske aktivnosti patent-
no je zastitila PLLIVA:1979. u Jugoslaviji, a 1980. u SAD-u, Sovjetskom Savezu, Japanu
i jo§ nekim europskim zemljama, navodeci kao izumitelje G. Kobrehel, G. La-
zarevski, Z. Tamburasev i S. DPokic¢?. Taj patent, koji je $titio pronalazak prekursora
u sintezi azitromicina, kasnije se pokazao iznimno vaznim za dokazivanje PLIVINA
autorstva te je zbog tog patenta Pfizer bio prisiljen sklopiti ugovore s PLIVOM kako
bi, uz placanje tantijema, dobio pravo na proizvodnju i prodaju azitromicina. To je
ujedno prvi patent koji je opisao uvodenje dusika u aglikonski dio molekule eritromi-
cina i pripravu jednoga od najvaznijih intermedijera u sintezi azitromicina. Rezulta-
ti tih istraZivanja objavljeni su 1986-87.2' u ¢asopisima Fournal of Chemical Society
Perkin Transactions (Pokic 1986: 1881) i The Fournal of Antibiotics (Doki¢, Kobrehel i
Lazarevski 1987:1006).

20 Kobrehel, Gabrijela i dr. (PLIVA), pat. prijava (prioritet) P-768/79 (2. IV. 1979); patent YU
43116 B (30.4.1989); patent US 4,328,334 (4. V. 1982).

2 Kovacevic, Krunoslav (ur.), Bibliografija znanstvenih i strucnih radova (Pliva 1921-1991), Za-
greb: Pliva, 1991, str. 122-142.
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U zavrsnici, dvije godine nakon proSirenja prstena, reduktivnim N-metilira-
njem ciklickoga amina u prisutnosti smjese mravlje Kiseline i formaldehida po
Eschweiler—Clarkeovu postupku, zakljucuje se proces dobivanja azitromicina (pro-
dukt 5, slika 2). Novostvoreni spoj, azitromicin dihidrat, pokazao je pozeljnija svoj-
stva u odnosu na polazni spoj, eritromicin A. Za razliku od eritromicina A, azitro-
micin ima dvije baziCne tercijarne amino-skupine i sadrzava azalidni prsten, 15-¢lani
prsten u kojem je dusik ukljucen u laktonski prsten na poloZaju 9a te nosi metilnu
skupinu na polozaju 9a(N). Primjeri aktivne zastite inovacija kroz patentne prijave te
primjeri izazova pojedinih patenata svakodnevica su svjetske farmaceutske industri-
je. Velika ulaganja u istrazivanje i razvoj moguca su samo uz odgovarajuéi povrat
uloZenih sredstava kroz trzi$ni rezultat lansiranih proizvoda. Pristupilo se patentnoj
za$titi supstancije, postupka priprave i uporabe (1981-82) u mnogim zemljama svije-
ta (Jugoslavija, Makedonija, SAD, Kanada, Japan, Sovjetski Savez, Belgija, DDR i
GDR - kasnije ujedinjene u Saveznu Republiku Njemacku, Austrija, Poljska, Velika
Britanija, Svicarska, Italija, Svedska, Madarska, Francuska i Meksiko). Ameri¢ka
prijava izuma predana je 1981., a nakon mnogih izmjena u patentnoj prijavi, americ-
ki patent odobren je tek Cetiri godine poslije, 1985 (Bani¢ Tomisi¢ 2011: 603). Sinteza
azitromicina objavljena je 1988. u Casopisu Fournal of Chemical Research (Poki¢ 1988:
152). Otkri¢e azitromicina nije bilo slucajno, ve¢ je dugogodisnje istrazivanje temelje-
no na istrazivanjima odnosa strukture i djelovanja bilo vodeno racionalnim promi-
Sljanjem o dizajnu lijekova, dovevsi PLIVU do razvoja iznimno vrijednoga lijeka s
golemim terapijskim i marketin$kim potencijalom. PLIVA je kao strateskoga partne-
ra odabrala americku tvrtku Pfizer. Neto¢na je informacija u Wikipediji kako je na-
kon patentiranja spoj bi prakti¢ki bacen u ladicu da bi ga Pfizerovi znanstvenici
ponovno pronasli, prelistavaju¢i dokumentaciju patentiranih kemijskih spojeva?.
Licencni je ugovor s PLIVOM dao Pfizeru ekskluzivno pravo (s pravom podlicenci-
ranja) da pod odredenim pravnim i financijskim uvjetima iskoristava PLIVINO in-
telektualno vlasni$tvo na temelju PLIVINA patenta iz 1979. Prema sklopljenim ugo-
vorima, Pfizer je dobio pravo proizvodnje i prodaje azitromicina u obliku gotova
proizvoda u gotovo svim zemljama svijeta, osim u Jugoslaviji i zemljama bivsega
Isto¢noga bloka, u kojima je pravo na prodaju zadrzala PLIVA (Bani¢ Tomisi¢ 2011:
603). Dogovoreno je da Pfizer za prodaju gotova oblika PLIVI pla¢a tantijeme (engl.
royalty). Pfizer je takoder imao obvezu otkupa PLIVINE sirovine, tj. PLIVA je snab-
dijevala sirovinom svojega licencijskoga partnera za proizvodnju gotova proizvoda
za SAD i veclinski za ostatak svijeta. PLIVA je azitromicin, kao gotov proizvod, pod
trziSnim brendom Sumamed, stavila na trziSte Jugoslavije te zatim i isto¢ne Europe.
Potom je Pfizer na trZziSte sa svojim trziSnim brendom Zithromax izasao 1991. u SAD-u,
a zatim i u ostatku svijeta.

2 https:/hr.wikipedia.org/wiki/Sumamed (pristupljeno 15. IIL 2019).
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Vlastiti tehnoloski postupak za proizvodnju azitromicina

Prve poluindustrijske koli¢ine azitromicina kao sirovine proizvedene su u PLIVI
1986., a pocetkom 1989. zapocela je redovita proizvodnja vlastitim tehnoloSkim po-
stupkom. Vlastiti tehnoloski postupak za sintezu aritromicina razradili su PLIVINI
kemicari, kemijski tehnolozi i biotehnolozi: Nevenka Lopotar (Pokic 1986: 1881), Mi-
lienko Cori¢, Dalmiro Grgurié¢, Kolja Ivanigevié te Berislav Prester. Doprinos laborato-
rijskom postupku dala je i skupina analiti¢ara pod vodstvom Jelene Fabijani¢ i Nede
Ortner. Projekt za adaptaciju postrojenja nacinio je Josip Kalmar, a proizvodnju je
koordinirao Alojz Dumbovi¢ (Mutak 1992: 2). Kako bi zadovoljila rastucu potraznju
za sirovinom, PLIVA je 1998. izgradila nov pogon za proizvodnju azitromicina (slika
3) u Savskom Marofu — Azitromicin VNS (ViSenamjenska sinteza), tada kapaciteta
220 t/godisnje, u kojem se azitromicin proizvodi i danas. Pliva Hrvatska d.o.o. na lo-
kaciji Savski Marof smjesStena je na podrucju opéine Brdovec, izmedu Prudnica i
Drenja Brdoveckog. Lokacija se nalazi priblizno 20 km sjeverozapadno od Zagreba,
zapadno od Zapres$i¢a u blizini granice sa Slovenijom, juzno od ZeljezniCke pruge
Zagreb-1Ljubljana, sjeverno od Save. Na toj se lokaciji proizvodne aktivnosti odvijaju
od 1876. godine, kada je »Ivornicu i rafineriju Spirita i pjenice« utemeljio barun
Dumreicher, a proizvodnja pjenice/kvasca odrzala se do danas u tvrtki Kvasac d.o.o.

Slika 3. Pocetak izgradnje objekta visenamjenske sinteze (VNS — azitromicin) u Savskom Marofu,
(1994), zavrsen 1998 (prilagodeno prema Mutak 1996)

0d 1948. godine tvornica posluje pod imenom »Zumberake, s osnovnom djelatnoi¢u
proizvodnje kvasca i $pirita, a po¢etkom 1967. ulazi u sastav PLIVE, koja je na toj
lokaciji proizvodila aktivne djelatne tvari (API). Na lokaciji Savski Marof 1976. izgra-
deno je postrojenje za proizvodnju aktivnih farmaceutskih proizvoda kemijskim
procesima, danasnja Sinteza SM1. Uz PLIV U, na lokaciji u Savskom Marofu se na-
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laze i tvrtke Hospira Zagreb d.o.o0. za proizvodnju aktivnih farmaceutskih supstan-
cija bioloskim procesima i gotovih oblika i KVASAC d.o.o. za proizvodnju svjezega i
suhoga kvasca te pekarskih dodataka. Pogon za azitromicin izgraden je za potrebe
kampanjske i $arzne viSenamjenske sinteze u skladu sa zahtjevima Dobre proizvo-
dacke prakse (DPP??) i primjenjivim zakonskim zahtjevima iz podrudja zastite oko-
lisa, zastite na radu i sigurnosti. Proizvodnja azitromicina u pogonima VNS danas je
slozen tehnoloski proces, sastavljen od vise medusobno povezanih tehnoloskih ope-
racija i tehnika. Kod proizvodnje azitromicina reakcije su odredene proizvodnim
postupkom a sastoje se od koraka redukcije (reduktivno cijepanje®*), diazotacije?,
supstitucije?, kopulacije?’, Friedel-Crafts reakcije, oksimacije, Beckmannove pre-
gradnje, hidriranja, Eschweiler-Clark reakcije i oksidacije?®. Uz kemijske reakcije,
odvija se cijeli niz fizikalnih operacija kao §to su odvajanja (odjeljivanje, dekantiranje,
filtracija, centrifugiranje), susenje i mljevenje. Proizvodna linija pogona za azitromi-
cin sastoji se od reaktora, kristalizatora, centrifuge i susnice, pumpe, mlina i uredaja
za opremanje, te postrojenja za regeneraciju otapala i predobradu otpadnih voda,
¢ime se smanjuje opterecenje okoli$a otpadnim tvarima?®.

Molekularni mehanizam vezanja i djelovanja azitromicina — doprinos
hrvatskoga znanstvenika prof. Nenada Bana

Makrolidi, pa tako i azitromicin, lipofilne su molekule koje ulaze u bakterijsku sta-
nicu i inhibiraju biosintezu bakterijskih proteina na ribosomima (Gale 1981),
ribonukleoproteinskim cesticama cija je biolo§ka funkcija translacija molekula
mRNA u polipeptide, odnosno na njima se odvija biosinteza proteina. Dio svojega
doktorata autorica ovoga rada izradila je provevsi dio poslijedoktorskoga istrazivac-
koga rada u Zirichu na Tehni¢koj visokoj $koli (ETH) u laboratoriju prof. Nenada

2 Dobra proizvodacka praksa (DPP, engl. Good Manufacturing Practice) — dio sustava osigura-
nja kakvoce kojim se postize da se lijekovi dosljedno i trajno proizvode i provjeravaju prema odgovaraju-
¢im standardima kakvoce u skladu s njihovom namjenom.

24 Redukcija - bilo koji proces u kojem se elektroni dodaju atomu. Oksidacijski broj se smanjuje,
tj. postaje negativniji. Reduktivno cijepanje znaci pucanje lanca ili prstena uz izdvajanje molekula.

% Diazotacija - reakcija primarnih arilamina s nitritima, po mogucnosti s natrijevim nitritom,
u vodenokiseloj otopini.

% Supstitucija — reakcija zamjene jednoga atoma ili skupine drugim atomom ili skupinom.
27 Kopulacija — povezivanje dviju molekula, na primjer preko dusikova atoma.

28 Qksidacija — u kemijskom smislu, otpustanje elektrona, $to se ostvaruje prijelazom valentnih

elektrona s atoma, iona ili molekula.
2 http://pliva.hr/press-kutak/novosti/clanak/305/PLIVA-objavila-Izvjesce-0-odrzivom-razvo-

ju-za-2005-godinu.html (pristupljeno 20. III. 2019)
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Bana®, redovitoga profesora strukturne molekularne biologi-
je na ETH i kristalografskoga stru¢njaka za strukture riboso-
ma. Proucavanje velike ribosomske podjedinice u laboratoriju
prof. Bana pruzilo joj je prvi uvid u golemi volumen jedne
velike stani¢ne ribonukleoproteinske ¢estice i utjecalo je godi-
nama na njezin znanstveno-istrazivacki rad u podrucju me-
dudjelovanja proteina. Prof. Ban diplomirao je u Zagrebu
(1990), zatim otisao u SAD, gdje je, nakon obrane doktorskoga
rada na Kalifornijskom sveucilistu u Riversideu (1994), posli-
jedoktorsko istrazivanje nastavio na Sveucilistu Yale, koristeci se rendgensko-krista-
lografskom analizom u grupi buducega Nobelovca, profesora Thomasa Steitza, na
temu strukture prokariotskoga ribosoma. Strukturu velike ribosomske podjedinice
iz organizma Haloarcula marismortuii objavio je 2000 (Ban 2000: 905). Godine 2002.
Steitz i Ban objavili su strukturu ribosoma u kompleksu s makrolidima karbomici-
nom A, spiramicinom, tilozinom i azitromicinom (Hansen 2002: 117), a Steitz je
2009. dobio Nobelovu nagradu za kemiju upravo na temelju ovih istrazivanja struktu-
re ribosoma. Strukture su razotkrile da je aktivno mjesto ribosoma gradeno iskljuc¢ivo
iz RNA, pa je ribosom zapravo ribozim (Nissen 2000: 920). Tim istrazivanjima poka-
zano je kako je ribosom ciljno mjesto vezanja azitromicina i drugih makrolida (slika 4).

prof. Nenad Ban

Detalji u strukturi ribosoma odredeni u laboratoriju prof. Nenada Bana, jedno-
ga od najcjenjenijih hrvatskih znanstvenika s trenutaCnom Svicarskom adresom i
dopisnoga ¢lana HAZU, smatraju se prekretnicom u istrazivanju biosinteze proteina.
Proucavanjem i prac¢enjem njegovih istrazivanja kao sustavne cjeline utvrduje se njegov
velik doprinos razumijevanju mehanizama vezanja i djelovanja antibiotika te se njegovi
rezultati valoriziraju kao vaZzan prilog hrvatskih znanstvenika otkricu azitromicina.

Iako ribosome karakterizira velika strukturna i funkcionalna evolucijska ocu-
vanost, razlike u gradi ribosoma postoje, osobito izmedu prokariota i eukariota. Ri-

30 Ban, Nenad, hrvatski molekularni biolog (Zagreb, 3. V.1966). Diplomirao molekularnu biolo-
giju na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Zagrebu (1990). Doktorirao iz biokemije na Kalifornij-
skom sveudili§tu u Riversideu (1994). Od 1995. do 1999. djelovao na Sveudilistu Yale u New Havenu.
Ondje je, kao suradnik T. A. Steitza, otkrio strukturu velike ribosomske podjedinice i pokazao da je ak-
tivno mjesto ribosoma gradeno iz RNA te da je ribosom zapravo ribozim. Od 2000. djeluje na Institutu
za molekularnu biologiju i biofiziku Savezne tehnicke visoke $kole (Eidgenossische Technische
Hochschule, ETH) u Ziirichu; redoviti profesor strukturne molekularne biologije od 2007. Bavi se istra-
Zivanjem ribosoma, velikih enzima i drugih stani¢nih supramolekularnih struktura s pomoc¢u biokemij-
skih, elektronsko-mikroskopskih i kristalografskih metoda. Otkrio strukturu sintetaze masnih kiselina
u sisavaca (2008). Godine 2011. objavio je prvu detaljnu informaciju o strukturi ribosoma u vi§ih organi-
zama te razjasnio kako ribosom sintetizira membranske bjelancevine. Clan njemacke Nacionalne akade-
mije znanosti Leopoldina (od 2008). Dopisni je ¢lan HAZU (od 2010). Dobitnik ameri¢ke nagrade
»Newcomb Cleveland« (2002), njemacke nagrade »Heinrich Wieland« (2010) te drugih medunarodnih
priznanja.
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bosom katalizira polimerizaciju aminokiselina u proteine na temelju redoslijeda nu-
kleotida nanizanih u mRNA (glasnic¢ka ribonukleinska kiselina) prema nacelima
genetskoga kdda’l. Nukleotidni tripleti u mRNA (kodoni) kodiraju pojedine amino-
kiseline. Svaki bakterijski ribosom sastoji se od velike, podjedinice 50S, i male, podje-
dinice 30S. Translacija uobicajeno zapoc¢inje korakom inicijacije koja u stanici proka-
riota ukljucuje vezanje Shine-Dalgarneova slijeda molekule mRNA s dijelom 3’ kraja
16S rRNA (rRNA, ribosomska RNA) male podjedinice prokariotskoga ribosoma.
Nukleotidi antikodona inicijacijske tRNA (tRNA - transportna ribonukleinska ki-
selina) na koju je vezana pocetna aminokiselina metionin, tvore vodikove veze s
komplementarnim slijedom nukleotida pocetnoga (start) kodona molekule mRNA,
pri ¢emu nastaje cjelovit inicijacijski kompleks 30S. U sljede¢em se koraku na taj
kompleks veze velika podjedinica ribosoma. Na sucelju dviju podjedinica ribosoma
nalazi se nekoliko karakteristicnih mjesta sazdanih od dijelova ribonukleinskih kise-
lina koja sudjeluju u vezanju derivata molekula tRNA. Aminokiseline dolaze na ribo-
som povezane s molekulama tRNA (aminoacil-tRNA), pri ¢emu se antikodon mole-
kule aminoacil-tRNA sparuje s kodonom u molekuli mRNA. Pravilnim smjeStajem
supstrata u kataliticki peptidil-transferazni centar (PTC, engl. peptidyl transferase
center) velike podjedinice ribosoma, gradenoga iskljucivo od 23S rRNA, dolazi do
katalize stvaranja peptidne veze, pri Cemu se aminokiselina iz molekule aminoacil-
-tRNA ugraduje u polipeptidni lanac. Nakon stvaranja peptidne veze dolazi do
translokacije tRNA koja je energetski potpomognuta hidrolizom molekule GTP-a.
Taj ciklus ponavlja se toliko puta koliko ima kodona u mRNA, a sinteza polipeptida
zavrSava vezanjem faktora otpustanja na stop kodon, ¢ime dolazi do terminacije
translacije, hidrolize esterske veze izmedu tRNA i polipeptida te disocijacije velike
podjedinice, male podjedinice, polipeptidnoga lanca i mRNA. Medutim, Cesto vise
ribosoma uzastopce translatira istu mRNA. Nakon sinteze i otpustanja s ribosoma
polipeptid se smata u nativni protein.

Mehanizam djelovanja makrolidnih antibiotika ostvaruje se u dvama koraci-
ma: prepoznavanjem veznoga mjesta na ribosomu i utjecajem na elongaciju polipep-
tida. Makrolidi se selektivno vezu na prokariotske ribosome u blizini izlaznoga tune-
la koji se nastavlja na peptidil-transferazni centar (Ban 2000: 905; Hansen 2002: 117).
Vecina makrolida ne inhibira stvaranje peptidne veze direktno, vec blokiraju elonga-
ciju polipeptida na ribosomu i onemogucavaju izlazak amino-kraja peptida kroz izlaz-
ni kanal, §to dovodi do prestanka elongacije, destabilizacije i otpustanja nepotpunih
peptida kracih od 5 aminokiselina u obliku peptidil-tRNA (Mao, Robishaw 1971:
2054), a ovisno o vrsti makrolidnoga inhibitora i do disocijacije ribosomskoga kom-

3 Genetski kdd - skup pravila za prevodenje informacija sadrZanih u genetskom materijalu u
proteine. Degeneriran je, univerzalan i nepreklapajudi, a ¢ita se u obliku tripleta nukleotida (kodona), a
tripleti kodiraju za neku od 20 osnovnih aminokiselina ¢iji kovalentni niz daje polipeptid.
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pleksa. Mehanizam na kojem se temelji selektivnost eritromicina A stvaranje je vodi-
kovih veza izmedu adenozina 2058 u 23S rRNA i hidroksilne skupine dezoamidno-
ga SeCera makrolidnoga prstena u podrucju izlaznoga kanala koji se nastavlja na
peptidil-transferazni centar (Ban 2000: 905) dok se hidrofobni dio makrolaktonsko-
ga prstena veZe na obliznje dusi¢ne baze putem van der Waalsovih interakcija (slika
4). Ukoliko se na ekvivalentnoj poziciji 2058 u 23S rRNA nalazi neka druga dusikova
baza, vezanje nije povoljno te posljedicno ne dolazi do terminacije translacije (Bul-
kley 2010: 17158). Dok se kod prokariota na ovoj klju¢noj poziciji nalazi adenozinska
baza, kod eukariota ovdje nalazimo gvanozin, $to smanjuje afinitet vezanja azitromi-
cina i zbog toga su makrolidi selektivni isklju¢ivo prema bakterijskim ribosomima
(Birte i Douthwaite 2001: 1). Bakterije esto ostvaruju rezistenciju na antibiotike koji
se vezu za bakterijski ribosom procesom metilacije specificnih nukleotida rRNA,
klju¢nih za interakciju s antibiotikom (Jeli¢, Antolovi¢ 2016: 1). Metil-transferaze
Erm su skupina enzima cije djelovanje rezultira rezistencijom na terapeutski vazne
makrolide monometiliranjem ili dimetiliranjem adenozina na poziciji A2058 u 23S
rRNA, iako postoje i drugi mehanizmi rezistencije. Bududi da se stijenka tunela ne
sastoji samo od 23S rRNA, nego i od dijelova ribosomskih proteina 1.4, 1.22 i 1.23
Cije petlje suzavaju tunel, strukturna razli¢itost prokariotskih i eukariotskih varijan-
ti proteina 1.4 i .22 onemogucduje vezanje azitromicina za eukariotske ribosome, ali

Slika 4. (Tijevo) Struktura velike ribosomske podjedi-
nice iz organizma Haloarcula marismortui s vezanom
molekulom azitromicina (crna sfera). Proteini su
obojeni razli¢itim bojama, a rRNA (5S i 23S)
prikazana je sivom bojom.

Slika 4. (desno) Poblizi prikaz veznoga mjesta za
aritromicin. Vidljiv je polozaj i blizina nukleotida
A2100 (numerirano prema H. marismortui
—analog kod E. coli A2059) i G2099 (numerirano
prema H. marismortui — analog kod E. coli A2058)

te drugih nukleotida iz domene V rRNA 23S u mjestu vezanja azitromicina u izlaznom tunelu ribosoma.
Seéeri azitromicina ispruZeni su prema peptidil-transferaznom centru. 23S rRNA u stijenci tunela
prikazana je sivom bojom, a dijelovi ribosomskih proteina 1.4 i .22, ¢ije petlje suzavaju tunel, prikazani
su ljubicastom i zelenom bojom. U izradi slike kori§ten je program Chimera i pdb kéd IMIK
(http://www.rcsb.org/structure/IM1K; pristupljeno 23. III. 2019).
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ne i za bakterijske (Melnikov 2012: 560). Uvodenje mutacija u proteine 1.4 i .22 po-
tvrduje njihovu ulogu u suZavanju izlaznoga kanala.

Protuupalno djelovanje i otkrice imunomodulatornih svojstava
azitromicina potaknuto spoznajama iz klinicke primjene

Kao posljedica vezanja azitromicina za bakterijske ribosome, djelovanje azitromicina
smatra se bakteriostatskim??, a koncentracije nekoliko puta vece od minimalnih in-
hibitornih koncentracija pridonose baktericidnom djelovanju®. Djelovanje azitromi-
cina sli¢no je djelovanju eritromicina A, uz Siri spektar djelovanja, $to predstavlja
prednost pred ostalim makrolidima (Iacoviello i Zinner 2002). Osobito je djelotvoran
prema uzroc¢nicima infekcija gornjih di$nih puteva te pri infekcijama mekih tkiva i
infekcijama spolno prenosivih bolesti. Medutim, uz antibakterijsko djelovanje, ma-
krolidni antibiotici posjeduju dodatne terapijske osobine koje su dosle do izrazaja u
klini¢koj praksi pri lije¢enju kroni¢nih upalnih i zaraznih bolesti karakteriziranih
snaznom upalnom reakcijom u kojoj dominiraju neutrofili poput difuznoga pan-
bronhiolitisa (DPB), cisti¢ne fibroze (CF), astme i bronhiektazija (Culi¢, Erakovi¢ i
Parnham 2001: 209; Labro 1998: 37; Keicho, Kudoh 2002: 119, Schultz 2004: 21). Za-
hvaljujudi iznimno dobrim farmakokinetickim svojstvima, azitromicin u upalno
promijenjenim tkivima postiZe visoke i postojane terapijske koncentracije, a zavr§no
vrijeme polueliminacije azitromicina iz plazme iznosi 2 do 4 dana. Biotransformaci-
ja malih koli¢ina azitromicina zbiva se u jetri procesom demetilacije, a iz organizma
se izluCuje putem Z7uci. Sposobnost prodiranja makrolida u stanice omogucuje
nakupljanje azitromicina u neutrofilnim granulocitima, monocitima i makrofagi-
ma, koji ga procesom kemotaksije usmjeravaju na mjesto upale. Zahvaljujuéi tome
postizu mnogo vece koncentracije makrolida u podrucju upale nego u zdravom tki-
vu, ¢ime se ostvaruje njegovo ciljno djelovanje (Gladue 1989: 277, Olsen 1996: 2582,
Ishiguro 1989: 719). Prvo sabiranje podataka doslo je iz klinicke primjene. Zadnjih
20-ak godina postoje jasni dokazi kako neki makrolidi, koji se ve¢ niz godina primje-
njuju u klinickoj praksi, ujedno djeluju protuupalno i imunomodulatorno. Otkrice
imunomodulatornih svojstava makrolida primjeéeno je uporabom lijeka u klinici
izvan odobrene indikacije (engl. off-label use), u lijeCenju Zivotno ugrozenih osoba,
usprkos Cinjenici §to ih regulatorna tijela nisu registrirala za navedenu indikaciju.

32 Bakteriostatska aktivnost — razina antibakterijske aktivnosti koja inhibira rast bakterije.
Odreduje se in vitro testiranjem aktivnosti standardizirane koncentracije bakterija u serijskim razrjedi-
vanjima antibiotika. Najniza koncentracija antibiotika koja inhibira rast bakterija naziva se minimalna
inhibitorna koncentracija (MIK).

3 Baktericidna aktivnost - razina antibakterijske aktivnosti koja uniStava ispitivanu bakteriju.
Odreduje se in vitro testiranjem aktivnosti standardizirane koncentracije bakterija u serijskim razrjedi-
vanjima antibiotika. Najniza koncentracija antibiotika koja unistava 99,9% bakterija se naziva minimal-
na baktericidna koncentracija (MBK).
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Klinicke opservacije u¢inka lijeka izvan inicijalnoga terapijskoga podrucja djelovanja
potaknule su detaljnija bazi¢na istraZzivanja uocenoga svojstva (Herak 2011: 29), me-
dutim konacno misljenje i preporuku o prosirenju terapijskih indikacija za lijekove
donosi nadlezna agencija za lijekove. Protuupalni ucinci makrolidnih antibiotika
(Martinez, Curtis, Albert 2008: 331) o¢ituju se u regulaciji ekspresije faktora nekroze
tumora o. (TNF-0), interleukina-1 (IL-1), interleukina-4 (IL-4), interleukina-8 (IL-8),
smanjuju oslobadanje superoksida i elastaze iz stimuliranih polimorfonuklearnih
leukocita (PMN), povecavaju apoptozu neutrofila, limfocita, histiocita i eozinofila,
smanjuju kemotaksiju i prezivljavanje neutrofila te smanjuju sekreciju mukoze i
stvaranje biofilma (Anderson, Fernandes i Eftychis 1984: 966; Anderson 1989: 41;
Schultz 2000: 235; Wenisch 1996: 2039). Pojedini makrolidi imaju dodatno korisno
protuupalno djelovanje kod kroni¢ne opstruktivne bolesti pluca (KOPB), bolesti ka-
rakterizirane progresivnom opstrukcijom di$nih putova uzrokovane neprimjerenim
upalnim odgovorom na dugotrajnu izloZenost Stetnim tvarima kao $to su produkti
izgaranja duhana (Pauwels 2001: 1256). Dugotrajnom primjenom eritromicina A i
klaritromicina postignuto je znatno smanjenje upale u bronhijima kroz supresiju, ne
samo proliferacije neutrofilnih granulocita, ve¢ i aktivnosti limfocita i obstruktivne
sekrecije u diSnim putevima kod idiopatske bolesti DPB, raspostranjene u Aziji zbog
genetskih predispozicija (Goswami, Kivity i Marom 1995: 72). Protuupalni uc¢inak
makrolida dugotrajnom terapijom pacijenata s DPB-om zabiljeZen je u snizavanju
broja neutrofilnih stanica u bronhoalveolarnoj tekucini, inhibiciji protuupalnih cito-
kina (Keicho, Kudoh 2002: 119) a ocituje se poboljSanjem ishoda bolesti (Kudoh 1987:
632; Koyama, Geddes 1997: 915).

Zakljucak

Uz pojam hrvatske farmaceutske industrije nepobitno se povezuje organizirani
istrazivacki rad jos od 30-ih godina prosloga stoljeca koji obuhvaca djelovanje svjetski
priznatih istraZivaca, otkrice novih lijekova, orijentiranost na izvoz proizvoda te stal-
no ulaganje u ljude, tehnologije i proizvode te slavnu proslost zbog otkrica sinteze
azitromicina prije 40 godina. Medutim, svega pola stolje¢ca nakon Siroke upotrebe
antibiotika nasli smo se u velikom javnozdravstvenom problemu i situaciji u kojoj
nemamo ucinkovite lijekove za neke bakterijske infekcije. U Europskoj uniji vise od
25 000 pacijenata godi$nje umire od infekcija uzrokovanih rezistentnim bakterija-
ma. Svjedoci smo, posebno u posljednje vrijeme, vrlo intenzivnih javnih rasprava o
tome kako infekcije uzrokovane multirezistentnim bakterijama pokazuju visu stopu
smrtnosti i produljenje bolni¢koga lijeCenja, povecane tros$kove u zdravstvu, a za
mnoge infekcije postoji vrlo malo preostalih terapijskih mogucnosti. Razvoj i regi-
stracija novih antibiotika, poglavito iz novih klasa, predstavljaju velik izazov. Broj
odobrenja za antibiotike koje daje americka agencija za hranu i lijekove (FDA) dra-
sti¢no se smanjio u posljednjih 20 godina. Posljedi¢no, u razdoblju 2015-17., FDA je
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odobrila samo Sest novih antibiotika od ukupno 500-tinjak odobrenih novorazvije-
nih lijekova (Honeyman 2001). Zbog ekonomskih, ali i drugih razloga, farmaceutske
tvrtke se u svojim istrazivanja viSe okrecu razvoju drugih vrsta lijekova. Klju¢ni
trendovi svjetske farmaceutske industrije jesu daljnja velika ulaganja u istrazivanje i
razvoj, uz istodobnu stagnaciju u vaznim inovacijama i broju novih molekulskih
entiteta koji izlaze na trziste. Takvo stanje stvara dodatan pritisak i zahtjeve na teh-
nolosku specijalizaciju, a domaca industrija u velikoj mjeri prati navedene trendove.

Zbog iznimnih terapijskih svojstava azitromicin je napravio revoluciju u lije-
¢enju antibioticima, te na taj nadin postao jedan od najuspjes$nijih lijekova diljem
svijeta. Od samih pocetnih ispitivanja azitromicin se pokazao kao iznimno ucinkovit
antibiotik s prosirenom i pove¢anom antimikrobnom aktivnoscu te prolongiranom
i viSom tkivnom koncentracijom, kao i niskom ucestalo$¢u gastrointestinalnih nus-
pojava u usporedbi s ostalim antibioticima. Zahvaljujudi izvrsnim rezultatima i veli-
koj koli¢ini akumuliranoga znanja i iskustva njezinih istrazivaca, tijekom sedamde-
setih i osamdesetih godina XX. st. u PLIVI je uslijedilo razdoblje najve¢ih dometa na
podrucju kemijskih transformacija tetraciklina i eritromicina te sinteze novih azali-
da. PLIVA je vlasnik viSe od 380 patenata, ali otkri¢e azitromicina u PLIVINIM
laboratorijima najznacajniji je dogadaj ne samo u povijesti PLIVE vec i hrvatske
farmaceutske industrije u cjelini. PLIVA se ovim otkri¢em svrstala medu malobroj-
ne farmaceutske kompanije koje imaju svoj originalan lijek®, a Hrvatska medu ma-
lobrojne zemlje u svijetu koje se time mogu pohvaliti. VaZnost azitromicina kroz
priznanja i nagrade prepoznala je Hrvatska, ali i svijet. Ameri¢ko kemijsko drustvo
(engl. American Chemical Society, ACS) je 2000. godine u Washingtonu dr. sc. Slobo-
danu Dokicu i mr. sc. Gabrijeli Kobrehel, zajedno s njihovim kolegama koji su sudje-
lovali u radu na azitromicinu iz poduzeca Pfizer, dodijelilo priznanje za unaprjede-
nje globalne dobrobiti ¢ovjecanstva u podrucju zdravlja i imenovalo ih »Herojima
kemije« na ceremoniji pod imenom »Heroji kemije 2000« (engl. Heroes of Chemistry
2000) (Vojvodié, Valenti¢ 2000: 233). Osim toga medunarodnoga priznanja, S. Poki-
¢u, G. Kobrehel, G. Radobolja-Lazarevski i Z. Tamburasev ujedno su dodijeljena i
tuzemna priznanja — Nagrada za zivotno djelo (1998), Nagrada HAZU-a za otkrice
novoga antibiotika azitromicina (1998), a zbog svoje iznimne kvalitete, ugleda i pre-
poznatljivosti, Sumamed je dobio atribut »izvorno hrvatsko«®.

3 Izvorni lijek ili originalni lijek (engl. proprietary drug) — lijek koji je prvi odobren za stavljanje
u promet u svijetu na temelju potpune dokumentacije o djelotvornosti, sigurnosti primjene i kakvodi
prema vazec¢im zahtjevima. Posve je nov lijek, nastao na temelju istrazivanja novih kemijskih entiteta
rezultati kojih se patentno zasti¢uju. Prolazi dugotrajna klinic¢ka ispitivanja. Tijekom trajanja patentne
za$tite (obi¢no 20 godina) samo vlasnik patenta moze proizvoditi lijek ili moZe to pravo licencirati nekom
drugom uz odgovaraju¢u naknadu.

35

http:/kupujmohrvatsko.hgk.hr/wp-content/uploads/2015/04/proizvodi_ih.pdf (pristupljeno
26. I11. 2019)
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40 YEARS OF AZITHROMYCIN - A CONTRIBUTION TO THE VALORISATION OF
THE ACHIEVEMENTS OF CROATIAN SCIENTISTS

Vlatka Godini¢ Mikul¢i¢
Agency for Mobility and EU Programmes, Zagreb
vgodinic@yahoo.com

ABSTRACT: Azithromycin is a semisynthetic macrolide antibiotic that, after 40 years of
success, is still considered a golden standard for a type of antibiotic called azalides. After the 1970s, as the
development of a new antibiotic that would have a more powerful effect on gram-negative bacteria than
erythromycin A and clarithromycin, be stable in an acid environment, and absorb well was underway,
in Croatia a research team of the Zagreb pharmaceutical company PLIVA led by Dr S. Doki¢ synthesi-
sed a new macrolide antibiotic in 1979-81. This article offers an overview of the full contribution of
PLIVA’s research team to the discovery and production of azithromycin through their own technologi-
cal process. In order to better understand the climate in which PLIVA’s scientists worked, one should
recall the summaries of their research, based on their contribution to world pharmaceutical heritage
through the history of macrolide antibiotic research. An overview of the azithromycin research process
is presented through systematic notes. The contribution of Prof. Nenad Ban to the discovery of the way
azithromycin binds to ribosomes is highlighted, while a study of his earliest and a collection of his newer
writings are used to refer to the anti-inflammatory effect of azithromycin and valorise new data on its
use.

Keywords: antibiotics; azithromycin; organic synthesis; ribosome; Sumamed; technological process
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