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Nacini vezave makromolekul pri pripravi
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V zadnjem casu znanstveniki vse ve¢ pozor-
nosti namenjajo mehanizmom in pomenu
interakcij med bioloskimi zdravilnimi sis-
temi in dostavnimi sistemi zanje. Neslutene
moznosti prepoznavanja in interakcij med
molekulami so se pokazale Sele ob $tevilnih
teoreti¢nih $tudijah na podrodju zvijanja
proteinov (Dobson, 2003) in delovanja bi-
oloskih makromolekul v razli¢nih organskih
sistemih (Wildman, Thai, Lei, Ott, Wolf-
-Watz, Fenn, Pozharski, Wilson, Petsko,
Karplus, Hiibner, Kern, 2007).

Sistemi za dostavo bioloskih zdravilnih
ucinkovin so zanimivi iz ve¢ razlogov. Kljub
dovolj$ni majhnosti za ustrezni prenos po
telesu zaradi svoje izjemno velike povrsine
omogocajo sestavljanje dovolj velikega Ste-
vila biologkih molekul in tako lahko sluzijo
kot akceptorji. Nabor materialov, ki se upo-
rabljajo za jedra dostavnih sistemov, je izre-
dno velik in vedno ve¢ je klini¢nih $tudij, ki
tudi potrjujejo njihovo netoksi¢nost in bio-
kompatibilnost. Tako lahko danes izberemo
jedra s posebnimi opti¢nimi, elektronskimi
ali magnetnimi lastnostmi, ki zelo pripomo-
rejo pri uspe$nosti dostave. Da pa omenjeno
lahko izkoristimo za ucinkovito molekular-
no prepoznavo in ciljanje, moramo previdno
snovati povrsinsko funkcionalizacijo, kar je
mogoce zgolj ob dobrem poznavanju or-
ganske kemije (You, Chompoosor, Rotello,
2007).

Najbolj pogosto uporabljene funkcionalne
skupine na povrsini dostavnih sistemov so
hidroksilna, oksietilna, fenilna, karboksil-
na, aminska, dialkilna, fosfonatna in estr-
ska skupina. McNamee in sodelavci (2007)

so preiskovali vpliv nekaterih funkcionalnih

skupin iz omenjenih skupin na adhezivnost
ob stiku z rakavo celico. Zeleli so namrec
ugotoviti, katera od preiskovanih skupin
bi bila najbolj primerna za pripenjanje bi-
oloskih zdravilnih uéinkovin na dostavni
sistem in katero skupino naj ima bioloska
uéinkovina/povriina dostavnega sistema, da
se bo ta zdruzba najbolj u¢inkovito pribliza-
la povrsini rakave celice. Ugotovili so, da je
pri preucevanem tipu rakavih celic najbolje
prijemala karboksilna skupina, is Cesar so
sklepali, da je povrsina rakave celice, ki se
pojavlja pri melanomih, bolj pozitivno nabi-
ta. Iz tega sledi, da prihaja na povrsini celic,
ki imajo izpostavljene bolj pozitivne skupi-
ne, do prevelikega izrazanja molekul/recep-
torjev (Lee, MacKay, Fréchet, Szoka, 2005).
Funkcionalne skupine za povrsinsko funkci-
onalizacijo dostavnih sistemov se v grobem
delijo na kovalentne in nekovalentne zaradi
same narave vezi, ki je enkrat reverzibilna
in drugi¢ ireverzibilna, ter zaradi razdalj, na
katerih delujejo sile, ki vzpostavljajo ome-
njene vezi.

Kovalentna vezava

Kovalentna vezava bioloskih zdravilnih
uéinkovin je bila prvi¢ uporabljena za iz-
delavo dostavnih sistemov, ko so zaradi
kratkih razpolovnih ¢asov in posledi¢no ne-
ustrezne bioloske uporabnosti samega zdra-
vila farmacevtski tehnologi zaceli izdelovati
predzdravila. Ta sama po sebi nimajo oziro-
ma imajo le majhen farmakologki ucinek in
se Sele med presnovo v organizmu pretvo-
rijo v aktivno obliko, torej v zdravilo. Prva
predzdravila so bila sestavljena iz kombina-
cije sintetskega polimera (pogosto so to bili
razli¢ni derivati polietilenoksida — PEO) in
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Slika 1: Shematski prikaz delovanja predzdravila: ob dodatku sintetskega polimera bioloski makromolekuli lahko slednja
ustopa v celico. Znotraj celice pride do encimske razgradnje predzdravila v zdravila. Avterica: Tina Maver.

biologke ucinkovine (slika 1). Predzdravilo za povelanje stabilnosti ter sulfatno, hemi-
ima tak$ne lastnosti, da se v prebavni ce- sukcinatno in aminometilbenzoatno vez za
vi bolje absorbira kot aktivna oblika uéin-  povecanje vodotopnosti (tabela 1).

kovine, velikokrat pa se z njihovo uporabo  Kovalentno vezavo s pridom uporabljamo
zmanj$a tudi uéinek prvega
prehoda, torej izgube zaradi

; e Funkcionalna skupina Kemijska vez
metabolizma v jetrih.
Povelanje stabilnosti
V sintezi predzdravil obstaja
A -NH-C-R _ -COOR
zelo $irok nabor kemijskih NH, 8 COOH -COOCHOOCR
vezi, ki jih lahko uporabimo 'NH'g‘OH R
za kovalentno vezavo razli¢- -NH-CHz-E-g-F!
nih bioloskih makromolekul
na povriino dostavnih sis- -OH .OR -CO- '
temov. Odvisno od name- “OCHOOCR %gﬂ
na vezave najve uporabljajo R \s0
amidno, estrsko in etrsko vez /C\N]
I
Povecanje vodotopnosti
Sulfatna D-0-804
Hemisukcinatna o.o.%-cHchchO'

Tabela 1: Kemijske vezi, ki se
uporabljajo pri pripravi predzdravil. cii l':/F'1
Razlikujejo se po svoji stabilnosti Aminometilbenzoatna D-O-C-@-CHE,-N\
B .. . . + R
v fizioloskih tekocinah in svoji 2
obcutljivosti za encime v felesu.
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predvsem v primeru dostavnih sistemov na
osnovi dendrimerov - sinteznih polimerov
nanovelikosti, s homogeno in drevesu po-
dobno razvejeno strukturo. Neomejene sin-
tezne moznosti dendrimerov omogocajo pri-
penjanje velikega Stevila razli¢nih bioloskih
makromolekul naenkrat (slika 2).

S kovalentno vezavo bioloskih u¢inkovin
posredujemo dostavnemu sistemu nekaj po-
sebnih lastnosti, ki jih drugi tipi vezi ne
omogocajo. Dostavni sistem tako dobi mo-
znost ciljanja, poveca pa se tudi stabilnost
nanj pripete bioloske makromolekule (Gil-
lies, Fréchet, 2005), ki se lahko v primeru
drugih, nekovalentnih povezav nenadzoro-
vano sprosti, kar vodi do izgube ucinkovine
in véasih celo do toksi¢nih u¢inkov (McNa-
mee, Aso, Yamamoto, Fukumori, Ichikawa,
Higashitani, 2007).

Glavne namene kovalentne vezave biologkih

Slika 2: Shematski prikaz strukture dendrimerov (a, c) in
b) vezave bioloskih makromolekul (zdravilne ucinkovine
in liganda za ciljanje) na dendrimer.

Awtor: Uros Mawer.

zdravilnih udinkovin na nosilni dostavni
sistem lahko razdelimo v tri glavne skupine:
povelevanje topnosti zelo hidrofobnih pro-
teinskih molekul, povedanje stabilnosti proti
proteoliti¢ni razgradnji in povelanje pre-
hoda ez intestinalni epitelij (Peppas, Ka-
vimandana, 2006). Dostavni sistemi, ki jih
preiskujejo v te namene, vkljucujejo vse od
razliénih polimernih delcev, nanoemulzij,
liposomov, kletk, proteinskih in nuklein-
skih molekul do razli¢nih vrst anorganskih
nanodelcev (Dileo, Banerjee, Whitmore,
Nayak, Falo, Huang, 2003).

Nekovalentna vezava

V biologkih sistemih so nekovalentne po-
vezave obicajno temelj za molekulsko pre-
znavanje. Pod molekulskim prepoznavanjem
razumemo tvorbo $ibkih nekovalentnih ve-
zi, kot so vodikove vezi in hidrofobne ali
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elektrostatske interakcije med vsaj dvema
molekulama (slika 3), ki vodijo do specifi¢-
nega prepoznavanja in povezovanja sodelu-
jo¢ih molekul. Primeri takega prepoznava-
nja so kompleksi encim-substrat, povezave
protitelo-antigen, povezave receptor-ligand
in drugi. Ob dobrem poznavanju teh inte-
rakcij v naravnih procesih lahko sodelujoce
funkcionalne enote vgradimo v razli¢ne do-
stavne sisteme in tako posnemamo naravno
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molekulsko prepoznavanje, kar ima $tevilne
prednosti.

Na potek molekulskega prepoznavanja vpli-
vata molekulska zgradba, Se posebej polozaj
atomov in funkcionalnih skupin v molekuli,
ter termodinamika vezavne interakcije (ki-
netiéne in ravnotezne vezavne konstante).
Izbrane nekovalentne povezave, ki jih Zeli-
mo vgraditi v dostavni sistem, lahko racu-
nalni§ko modeliramo z razli¢nimi termo-
dinamskimi modeli. V primeru interakcije
receptor-ligand lahko tako dolo¢imo recimo
afiniteto liganda do receptorja in selektiv-
nost njune vezave. Ravnotezna konstanta
disociacije predstavlja obi¢ajni parameter za
izrazanje mo¢i kovalentne interakcije, ki jo
dolo¢imo ob upostevanju termodinamike in-
terakcije (Bayer, Peppas, 2008).

Slika 3: Biolosko makromolekulo lahko na povrsino
dostavnega sistema nekovalentno vezemo na razlicne
nacine. a) s hidrofobno interakcijo, b) elektrostatsko, c) s
specificno afinitetno interakcijo (na primer biotin-avidin),
d) s koordinativno vezjo. Avtor: Tina Mawver, delno
povzeto po:
hetp://grad.md.chula.ac.th/english%200ld/index.
phpeoption=com_contentGview=article(Fid=11:internation
al-workshop-&eatid=18:international-workshop Sltemid=8
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Paoritivivo nabito aktivno mesto encima a-kimotripsin

Slika 4: a) Aktivno mesto encima o-kimotripsin je pozitivno nabito in zaradi izpostavijenih pozitivno nabitih
skupin na dostavnem sistemu prihaja do odboja. Posledicno ne pride do vezave aktivnega mesta encima z dostavnim
sistemom. b) Na povr§ju dostavnega sistema so negativno nabite molekule in aktivno mesto encima se zaradi priviaka
elektrostatskih sil veze na dostavni sistem. Avtor: Tina Mawver.

a) Elektrostatska vezava/ionska vez
Elektrostatsko vezavo lahko zelo dobro
uporabimo za nadzorovano spro§canje v
dostavnem sistemu vezane ucinkovine na
specifiénem mestu v celici, saj za razliko od
mehanizmov in procesov na molekulski rav-
ni, ki jih $e ne poznamo dobro, zelo dobro
poznamo sestavo telesnih teko¢in na vseh
mestih v telesu.

Elektrostatska vezava je vrsta kemijske ve-
zi, pri kateri se z elektrostatskim privlakom
povezeta najveckrat kovina (kovinski atom/

ion) in neki nekovinski ion. Vez se tvori s
privlaénimi silami dveh nasprotno nabitih
ionov. Obic¢ajno je kovinski ion Ze vezan na
neki molekuli kot njen prosteti¢ni del in ima
tako pozitivni naboj. S tem privlac¢i Ze ob-
stojece nekovinske anione, ki so na primer
deli zdravilne uéinkovine. Na sliki 4 je pri-
kazano, kako lahko na podlagi poznavanja
zgradbe molekulskih struktur in s pomocjo
elektrostatskih vezi vplivamo na selektivno
vezavo ustrezno pripravljenega dostavnega
sistema na Zeleno taréno mesto v telesu.

Slika 5: LEVO: Nasz’/ecpoli(piro/)—NTA, ki ima proste skupine, ki sluzijo kot ligandi pri koordinacijski vezavi.
SREDINA: Ob dodatku centralnega iona (Cu(Il)) se ta veze na nosilec; v nasprotni smeri se ob dodatku EDTA, ki
Je mocnefsi ligand, ion odcepi z nosilca in se veze v EDTA. DESNO: ob dodatku proteina s histidini bogato verigo =
(histidinski rep (His-tag Protein)), se ta veze v koordinativno vez (protein je imobiliziran). Ob dodatku imidazola,
ki ima vejo afiniteto do vezave v koordinativno vez s Cu(1l), imidazol izpodrine vezani protein, ki se tako odcepi
(Kruppa, Knig, 2006).

Avtor: Michael Kruppa in Burkbard Knig, revija Chemical reviews (pridobljeno dovoljenge).

‘ —
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b) Koordinativna vez

Po definiciji gre pri tej vezavi za produkt,
pri katerem nevtralne molekule ali anioni
(imenovani ligandi) tvorijo vezi s central-
nim (navadno) kovinskim atomom (ali io-
nom) s tako imenovano koordinativno kova-
lentno vezjo (angl. coordinate covalent bond).
Posebnost te vezave je, da je ligand dajalec
celotnega elektronskega para, medtem ko je
centralni ion prejemnik elektronskega para.
Atoma ostaneta skupaj, ker skupni elektron-
ski par privlacita jedri obeh atomov. Obi-
¢ajno centralni ion obdaja ve¢ ligandov. Ta
vezava nam omogoca na eni strani zelo tr-
dno in stabilno zgradbo dostavnega sistema,
na drugi strani pa lahko vez zelo preprosto
razcepimo (kar pride v postev za nadome-
§¢anje nekega vezanega liganda ali za nad-
zorovano odpuséanje vezane ucinkovine), in
sicer bodisi s spremembo pH ali pa z do-
datkom specifi¢nih ligandov, ki imajo vecjo
afiniteto do centralnega atoma kot poprej
vezani ligandi oziroma molekule uéinkovi-
ne. Tovrstni mehanizem lahko poteka tudi
na tarénem mestu, kjer lahko koordinativni
kompleks razpade, ker morda na tem me-
stu obstaja tak centralni atom, do katerega
imajo na na$ dostavni sistem vezani ligan-
di (bioloske makromolekule) ve&jo afiniteto

(Kruppa, Knig, 2006).

Zaklju¢ek

Sirok nabor informacij o posameznih se-
stavnih delih dostavnega sistema, o tarénem
mestu ter o transportni poti zdravila po te-
lesu je pogoj za pravilni izbor nacina vezave
zdravilne uéinkovine na dostavni sistem, ki
omogodi ciljano zdravljenje in maksimalni
u¢inek zdravljenja. Pri tem so $e posebej
pomembne interakcije med posameznimi
deli sistema kot tudi tiste s tarénim me-
stom. Tako lahko zaklju¢imo, da je za ra-
zvoj podrodja priprave bioloskih zdravil do-
bro poznavanje interakcij klju¢nega pomena.
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