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_ HFD  PREGLEDNI RADOVI

Biomimeticka kromatografija —
novi pristup u razvoju lijekova

EDVIN BRUSAC, MARIO-LIVIO JELICIC, ANA MORNAR

Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet,
Zavod za analitiku i kontrolu lijekova, A. Kovaci¢a 1,10 ooo Zagreb

s Razvoj lijekova je sloZen proces u kojem se velik broj eksperi-
mentalnih molekula iskljucuje iz daljnjih istraZivanja u svakom koraku. Pored
neprikladne ucinkovitosti i sigurnosti, kao glavni razlozi eliminacije isti¢u se
neodgovarajuca fizikalno-kemijska svojstva te, sukladno tome, farmakokine-
ticke karakteristike potencijalnog lijeka. Stoga se u ranim fazama razvoja lije-
kova fokus istrazivanja usmjerava ne samo na razmatranje sigurnosti i u¢inkovi-
tosti lijekova kandidata, ve¢ i na odredivanje fizikalno-kemijskih svojstava kao i
farmakokinetickih karakteristika na in vitro modelima (1). Neki od bitnijih fizi-
kalno-kemijskih parametara koji se ispituju u najranijim fazama razvoja lijekova
su lipofilnost, konstanta disocijacije i topljivost, dok se farmakokineticke karak-
teristike potencijalnih lijekova evaluiraju kroz parametre koji opisuju apsor-
pciju, distribuciju, metabolizam i eliminaciju tvari u organizmu. Poznavanje
ovih svojstava moze uvelike olaksati shvacanje ponasanja eksperimentalnih
molekula u bioloskom okruzenju (2).

Medu fizikalno-kemijskim svojstvima lijekova koja odreduju njihovu far-
makokinetiku istice se lipofilnost buduci da ima znacajan utjecaj na apsorpciju,
distribuciju, metabolizam i eliminaciju (ADME) samog lijeka. Lipofilnost pred-
stavlja afinitet spoja za lipidno okruzenje. Tradicionalno se odreduje tehnikom
izmuckavanja (engl. shake-flask) gdje se analit, ovisno o svojoj topljivosti, otapa
u fosfatnom puferu pH 7,4 (vodena faza) ili n-oktanolu (uljna faza) zasicenima
suprotnom fazom. Dvije faze se izmuckavaju dok se ne postigne ravnotezno sta-
nje te se potom mjeri koncentracija analita u obje faze. Takoder je moguce odre-
diti koncentraciju analita samo u jednoj fazi, ali se postupak provodi prije i
poslije izmuckavanja. Prema jednadzbi (1) se tada dobiva log P vrijednost ili sve
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Cesce koristena log D vrijednost, gdje se prati koncentracija ne samo neionizira-
nih, ve¢ i ioniziranih specija:

IOgP(D):.I“LWM_ "

¢ pufer

gdje su ¢,.oktanol 1 Cpufer kOncentracije neionizirane specije u slucaju log P te ioni-
zirane i neionizirane specije u slucaju log D vrijednosti u #-oktanolu, odnosno
puferu.

lako je tehnika naizgled vrlo jednostavna, danas se sve rjede koristi zbog
svojih nedostataka. Naime, za odredivanje lipofilnosti ovom metodom potrebne
su velike koli¢ine otapala i uzorka. Nadalje, tijekom izmuckavanja dviju faza
moguce je nastajanje mikroemulzija, §to dodatno otezava odredivanje analita u
pojedinoj fazi. Kao problem moze se javiti i uzorkovanje one faze koje je znatno
manje, te, naposljetku, tehnika je vremenski zahtjevna (3).

Ve¢ su 1997. godine Lipinski i suradnici istaknuli lipofilnost kao jednu od
klju¢nih svojstava kandidata za lijek te ju opisali jednom to¢kom svog poznatog
»pravila 5« (engl. Rule of Five). Dakle, spojevi s log P vrijednosti ve¢om od 5
pokazuju slabiju apsorpciju ili permeaciju kroz razne bioloske membrane, §to
upucuje i na manji potencijal za odabir ispitanog kandidata za daljnje faze
razvoja lijeka (3). Distribucija lijeka u tkiva, kao i njegov afinitet vezanja za razne
enzime, primjerice CYP450, takoder ovise o ovom parametru. Lipofilnost lijeka
utjece i na njegovu eliminaciju: ukoliko lijek nije dovoljno lipofilan da prijede
renalnu tubularnu membranu, nece biti reapsorbiran u sistemsku cirkulaciju,
¢ime se smanjuje njegova koncentracija u organizmu (4). Nadalje, visoke log P
vrijednosti moguce je povezati s nepredvidivim metabolizmom lijeka, visokim
udjelom vezanja za proteine plazme i u konacnici nakupljanjem u tkivima (1).

Kao sto je gore navedeno, brojni in vitro modeli primjenjuju se za ispitiva-
nje farmakokinetickih karakteristika potencijalnih lijekova. Tako se permeacija
kroz bioloske membrane cesto mjeri na raznim modelima stani¢nih kultura
poput Caco-2 (stanice humanog epitelnog kolorektalnog karcinoma) i MDCK
(stanice epitela pseceg bubrega). Ovi modeli daju najpouzdanije rezultate,
bududi da se sastoje od stanica ljudskog ili Zivotinjskog organizma (najcesce
sisavca). No, njihov nedostatak je osjetljivost na male promjene eksperimental-
nih uvjeta, zbog cega se javljaju velike razlike u rezultatima medu razlic¢itim
laboratorijima. Takoder je potrebno i do nekoliko tjedana za uzgoj stani¢nih
linija (5), $to ih ne ¢ini prikladnima za analize velikog broja spojeva.
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Kod pracdenja vezanja lijekova na proteine plazme (engl. Plasma Protein
Binding, PPB) ravnotezna dijaliza, te u novije vrijeme ultrafiltracija, tradicio-
nalno su koristene tehnike za odredivanje slobodne frakcije lijeka. Medutim,
one imaju svoje brojne nedostatke od kojih se posebice istice nemogucnost
kvantifikacije analita te se u tu svrhu moraju primijeniti druge analiticke tehnike
poput spektrofotometrije ili kromatografije. Nadalje, ravnotezna dijaliza zahti-
jeva vecu koli¢inu uzorka te postizanje ravnoteze moze trajati i do Sest sati, to ju
¢ini neprikladnom za rutinske analize velikog broja uzoraka. Takoder se mogu
javiti i promjene volumena u dijalizacijskim celijama, pri ¢emu se razrjeduju
serumski proteini zbog ¢ega su potrebne matematicke prilagodbe krajnjih rezul-
tata. Ultrafiltracija rjeSava problem dugotrajnosti ravnotezne dijalize, no nespe-
cifiéno vezanje analita na povrsinu uredaja ili ultrafiltracijske membrane moze
znacajno utjecati na pouzdanost dobivenih rezultata (6).

Dakle, kao klju¢ni nedostatak svih gore navedenih tehnika istice se dugo
trajanje analiza. Ve¢ina tehnika podrazumijeva vremenski zahtjevnu pripremu,
kao i izvodenje eksperimenta. Nadalje, navedene tehnike nisu u potpunosti ili
uopce automatizirane, $to znaci da je za svaki uzorak potreban stalni angazman
analiticara. Dakle, navedenim tehnikama ne postize se visoka proto¢nost (engl.
high throughput), odnosno analiza velikog broja uzoraka u kratkom vremenu.
Potrebno je naglasiti da je upravo u ranim fazama razvoja lijekova od iznimne
vaznosti da metode omogucavaju brzu evaluaciju potencijalnih lijekova.

U novije vrijeme sve znacajniju ulogu u odredivanju fizikalno-kemijskih
svojstava lijeka kandidata te predvidanju njihovih farmakokinetickih karakteri-
stika ima tekué¢inska kromatografija (engl. Liquid Chromatography, LC). Stovise,
razvojem instrumenta, koji omogucava provedbu analiza na tlakovima i do 1000
bara, teku¢inskog kromatografa ultra visoke djelotvornosti (engl. Ultra Perfor-
mance Liquid Chromatograph, UPLC), kromatografske analize postale su vre-
menski manje zahtjevne te ekoloski prihvatljivije. Vrlo male koli¢ine uzorka
potrebne su za ispitivanje, te manje koli¢ine necistoc¢a ne utjecu na krajnji rezul-
tat (7), §to je prikladno u ranim fazama istrazivanja.

Biomimeticka kromatografija

Napredak u primjeni teku¢inske kromatografije u predvidanju farmakokinetic-
kih karakteristika potencijalnih lijekova posebice je omoguéio razvoj inovativ-
nih kromatografskih kolona. Tu je potrebno istaknuti nove napredne nepokretne
faze koje sadrze imobilizirane fosfolipide, odnosno plazmatske proteine humani
serumski albumin (HSA) te al-kiseli glikoprotein (engl. a1-Acid Glycoprotein,
AGP). Ova vrsta kromatografije ¢esto se naziva biomimeti¢ckom kromatografijom
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zbog mogucnosti navedenih nepokretnih faza da oponasaju sastavnice ljudskog
organizma te pomazu u predvidanju farmakokinetickih karakteristika potenci-
jalnog lijeka (8).

U ovom preglednom radu bit ¢e prikazani principi i nacela biomimeticke
kromatografije, kao i njene najnovije primjene kako u istrazivanju i razvoju lije-
kova, tako i u razumijevanju farmakokinetickih karakteristika drugih vrsta spo-
jeva poput bioloski aktivnih te toksi¢nih tvari.

Kromatografske kolone s imobiliziranim fosfolipidima

Kao $to je gore navedenoispitivanje lipofilnosti je zauzelo vazno mjesto u razvoju
lijekova. U prilog tome ide ¢injenica da se u zadnja dva desetlje¢a broj radova
koji se bave lipofilno$¢u upeterostrucio (9). Shake-flask postupkom te kromato-
grafskim tehnikama uz primjenu nepolarnih nepokretnih faza s vezanim okta-
decilsilil (C18) ili oktilsilil (C8) skupinama moguce je dobiti parametre koji opi-
suju lipofilnost, ali ove tehnike samo djelomi¢no oponasaju bioloske uvjete.

Mueller i sur. (10) su 1962. godine prvi put razvili in vitro model stani¢ne
membrane koristeci fosfolipide; daljnjim istrazivanjima javljaju se dvije osnovne
izvedbe ovog modela. Kansy i sur. (11) razvijaju test propusnosti usporednih
umjetnih membrana (engl. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay,
PAMPA) na mikrotitarskim ploc¢icama, u kojem se mjeri prolazak analita iz
donorske u akceptorsku celiju koje su odijeljene umjetnom membranom. S
druge strane, Pidgeon i sur. (12) imobiliziraju fosfolipid lecitin na silikagel kro-
matografskih kolona, stvarajudi tako novu nepokretnu fazu. Ovako pripremljene
kolone autori nazivaju imobilizirana umjetna membrana (engl. Immobilized
Artificial Membrane, IAM) te njihovim otkri¢em zapocinje sve brzi razvoj i
popularnost biomimeticke kromatografije.

Pomocu ovih kolona mogucée je mjeriti (fosfo)lipofilnost lijeka kandidata
koja je povezana s njegovom potencijalnom permeacijom kroz stani¢cne mem-
brane pasivnim transportom. S druge strane, jako velik afinitet vezanja lijeka za
IAM nepokretnu fazu upucuje na smanjenu permeabilnost jer se lijek moze
zadrzavati unutar membrane. Takvi spojevi mogu izazvati fosfolipidozu, cito-
toksi¢nost u vidu razaranja fosfolipida membrane (2). Dakle, ovom metodom je
moguce ispitatii vjerojatnost fosfolipidoze kod lijekova kandidata te ih, ukoliko
je potrebno, pravodobno modificirati ili iskljuciti iz daljnjeg razvoja.

Prve komercijalno dostupne IAM kolone sastojale su se od fosfatidilkolina,
najcesceg fosfolipida u membranama stanica, vezanog za propilaminske skupine
silikagela. Kako se zbog steri¢kih smetnji nisu mogle neutralizirati sve propil-
aminske skupine, javljale su se ionske interakcije izmedu analita te silikagela,
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Slika 1. » sheme nepokretnih faza IAM PC.MG, IAM.PC.DD2 i IAM.PC.DD kolona (preuzeto iz (14))

¢ime se nije dobivala reprezentativna slika permeabilnosti. Razvojem tehnolo-
gije javljaju se modifikacije ovih kolona od kojih su danas najkoristenije one s
vielan¢anim fosfatidilkolinom (IAM.PC.DD2) (slika 1.) (13).

Regis Technologies je u danasnje vrijeme vodeca tvrtka u proizvodnji i dis-
tribuciji IAM kolona. Osim gore spomenute IJAM.PC.DD2 kolone, koja se
prvenstveno koristi u razvoju lijekova, proizvode i IAM kolone za proéi¢avanje
proteina (IAM.PC i IAM.PC.MQG) te kratke, tzv. Fast-Screen kolone (duljine 1
cm) za vrlo brze i ekoloski prihvatljive analize (15).

Afinitet analita za IAM kolone, odnosno njegova (fosfo)lipofilnost, uobica-
jeno se izrazava kao logaritam faktora kapaciteta (log k). Faktor kapaciteta, k,
predstavlja omjer koncentracija analita vezanog nekovalentnim vezama za nepo-
kretnu fazu i slobodnog u pokretnoj fazi, a izracunava se prema jednadzbi (2):
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)

gdje je tg vrijeme zadrzavanja analita na koloni, a ¢, mrtvo vrijeme, odnosno
vrijeme potrebno da nezadrzavana tvar dode do detektora.

Za odredivanje t; vrijednosti na IAM kolonama proizvoda¢ preporuca
limunsku kiselinu, no Tsopelas i sur. (16) utvrdili su da je i kalijev jodat prikla-
dan izbor za velik broj pokretnih faza.

Kako bi se ovom metodom §to vise priblizilo uvjetima u bioloskom okruze-
nju uobicajeno je koristenje fosfatnog pufera (pH 7,0 ili 7,4) kao pokretne faze.
Medutim, za analite koji pokazuju visoki afinitet za IAM nepokretnu fazu u
pokretnu fazu je potrebno dodati organsko otapalo kako bi se potaknula njihova
eluacija s kolone. Dakle, kod ovih analita potrebno je napraviti seriju analiza s
pokretnim fazama koje sadrze razlicite udjele organskog otapala. Afinitet analita
za JAM kolone se potom dobiva iz linearne ovisnosti log k vrijednosti i udjela
organskog otapala u pokretnoj fazi te se izrazava kao faktor kapaciteta ekstrapo-
liran na 0 % organskog otapala (log k,,) (slika 2.).

Slika 2. 4 Graf ovisnosti
logaritma faktora kapaciteta
o udjelu organskog otapala u
pokretnojfazi
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Bududi da za Iipbﬁlne molekule ispitivanje afiniteta za IAM kolone gore
opisanom metodom predstavlja dugotrajan postupak, Valke i sur. (17) su pred-
lozili odredivanje tzv. CHI (engl. Chromatographic Hydrophobicity Index) vrijed-
nosti. Ova vrijednost predstavlja udio organskog otapala u pokretnoj fazi za koju
se dobiva log k vrijednost 0. Nadalje, ova skupina istrazivaca predlaze ispitivanje
afiniteta analita za IAM kolone koriste¢i kromatografsku metodu s gradijen-
tnom eluacijom analita s kolone. Predlozena metoda je posebice prikladna za
analizu lipofilnih spojeva bududi da je njihova eluacija ubrzana primjenom
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organskog otapala u pokretnoj fazi. Ukratko, nakon analize kalibracijskog skupa
spojeva poznatih CHI vrijednosti moguce je odrediti t; vrijednost ispitanog
spoja te u konac¢nici i njegovu CHI vrijednost. Ista skupina znanstvenika je na
uzorku od 48 spojeva ustanovila kako se CHI vrijednosti neutralnih spojeva vrlo
dobro podudaraju s log k vrijednostima dobivenima izokratnom eluacijom (r =
0,95), kao i njihovim log P vrijednostima (r = 0,91). No, odstupanja su uocena
kod ioniziranih spojeva; bazi¢ni spojevi pokazuju ve¢i afinitet za IAM kolone od
ocekivanog, vjerojatno zbog negativnog naboja fosfatnih skupina fosfolipida (2).

Primjena kromatografskih kolona s imobiliziranim fosfolipidima

Dosadasnja istrazivanja provedena na ovim kolonama nisu bila iskljucivo usmje-
rena samo na ispitivanje afiniteta ljekovitih i toksi¢nih tvari za fosfolipide. Ve¢ina
ispitivanja obuhvacala je i procjenu potencijala IAM kromatografije za predvida-
nje razli¢itih ADMET (engl. Adsorption, Distribution, Metabolism, Excretion
and Toxicity) parametara poput oralne apsorpcije, razdijeljenja u slojevima koze,
propusnosti krvno-mozdane barijere te toksi¢nosti kako sintetskih, tako i pri-
rodnih molekula.

Tsopelas i sur. (18) su ustanovili dobru povezanost apsorbirane frakcije te
log k., vrijednosti dobivenih primjenom IAM.PC.DD2 i IAM.PC.MG kolona za
85 strukturno razli¢itih spojeva. Kako bi uzeli pH profil gastrointestinalnog
trakta u obzir, provodili su analize na dvije pH vrijednosti (5,51 7,4) te su uzi-
mali visu log k,, vrijednost kao mjerodavnu za apsorpciju. Utvrdena odstupanja
od navedene povezanosti moguce je objasniti ulogom nekih transportnih meha-
nizama poput transportnih proteina, efluks pumpi itd. Naime, JAM kromato-
grafija nije u moguénosti predvidjeti navedene transportne mehanizme, stoga bi
se ovakvi i slicni modeli mogli koristiti iskljucivo za lijekove kandidate koji se
najve¢im dijelom apsorbiraju pasivnom difuzijom te su slabi supstrati transpor-
tnih proteina.

Prva ispitivanja afiniteta spojeva za IAM kolone bila su usmjerena na lije-
kove, odnosno potencijalne lijekove male molekulske mase. Medutim, posljed-
njih godina ispitivanja su provedena i na bioloski aktivnim tvarima. Flavonoidi
su vrlo rasirena skupina spojeva prisutna u mnogim biljkama koje se koriste u
prehrani ili kao dodaci prehrani, a pritom smanjuju rizik od kardiovaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti te raka. Kako bi utvrdili opseg apsorpcije pasivnim
transportom te evaluirali primjenjivost IAM kromatografije za ovu svrhu, Tso-
pelas i sur. (19) ispitali su afinitet 41 flavonoida za IAM.PC.MG i IAM.PC.DD2
kolone te dobivene podatke usporedili s vrijednostima Caco-2 permeabilnosti.
Uocena je sigmoidna ovisnost Caco-2 permeabilnosti o log k., vrijednostima,
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gdje obje kolone daju sli¢ne rezultate. Uklju¢ivanjem molekulskih deskriptora
poput broja donora i akceptora vodikovih veza te ukupne polarne povrsine
molekule povezanost se dodatno poboljsava. Dakle, sve navedene vrijednosti
odreduju pasivnu apsorpciju flavonoida.

Lasi¢ i sur. (20) ispitali su afinitet 15 fitoestrogena prisutnih u soji, crvenoj
djetelini i lucerni za IAM.PC.DD2 kolonu u svrhu boljeg razumijevanja apsor-
pcije ovih spojeva. Upravo navedene biljne vrste su odabrane za istrazivanje
buduci da su uobicajene sastavnice dodataka prehrani namijenjenih ublazavanju
simptoma menopauze. Uoceno je da je afinitet ove skupine spojeva za JAM
nepokretnu fazu umjeren do visok. Aglikoni su se duze zadrzavali na koloni od
glikozida, $to bi moglo upucivati na njihovu bolju permeabilnost. Nadalje, ispi-
tivanjem Caco-2 permeabilnosti uz inhibitor P-glikoproteina utvrdili su kako
nijedan od ispitivanih fitoestrogena nije njegov supstrat.

Uzevsi u obzir gradu ljudske koZe moguce je pretpostaviti da bi se zadrza-
vanje spojeva na JAM kolonama moglo povezati i s parametrima koji opisuju
permeaciju kroz kozu. Ipak, Lazaro i sur. (21) su utvrdili da afinitet za IJAM
kolone bolje opisuje razdjeljenje tvari u slojevima koze, dok je permeacija bolje
opisana parametrima dobivenima na C18 koloni. Potencijalno obja$njenje ove
pojave je postojanje vise slojeva koze koji nemaju ista svojstva kao i ostale mem-
brane, a upravo prolazak kroz njih ovisi o lipofilnosti spoja. Dakle, za predvida-
nje transdermalne apsorpcije lijekova potrebno je razviti model koji obuhvaca
mehanizme zadrzavanja na C18 i JAM nepokretnim fazama.

Krvno-mozdana barijera (KMB) je gotovo nepropusna barijera izmedu
krvi i mozga koju tvari prelaze pomocu niza slozenih mehanizama. Stoga su De
Vrieze i sur. (22) pokusali utvrditi povezanost propusnosti KMB te podataka
dobivenih IAM kromatografijom za 45 razlicitih spojeva te predlozili model koji
omogucava odabir lijekova kandidata s ve¢im potencijalom prolaska u sredisnji
zivcani sustav. Potrebno je istaknuti kako su dobili zadovoljavaju¢u povezanost
(r = 0,80) za odabranu skupinu spojeva, no osim log k vrijednosti, tijekom
razvoja modela u obzir su uzeli i druge parametre poput polarizabilnosti te para-
metara koji opisuju oralnu apsorpciju i vezanje na proteine plazme molekula. S
druge strane, nedostatak predlozenog modela je da se ovi podaci, ukoliko nisu
poznati, moraju prethodno eksperimentalno odrediti.

Russo i sur. (23) su takoder ispitivali mogucnost primjene IAM kromato-
grafije za predvidanje propusnosti KMB za 79 strukturno razli¢itih spojeva.
Istrazivanje ove skupine znanstvenika prvenstveno se isti¢e zbog upotrebe IAM
Fast-Screen Mini kolone te pracenja analita primjenom dva detektora: detektora
snizom dioda i masenog spektrometra. Vodeca prednost masenog spektrometra
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je da je uodnosu na detektor s nizom dioda selektivniji budu¢i da se analiti prate
prema njihovim karakteristi¢cnim omjerima mase i naboja tzv. m/z vrijedno-
stima. Primjenom ovog detektora moguce je ispitivanje vise analita istodobno
¢ime se ucinkovito skracuje ukupno vrijeme probira. Biomimeticke analize se
najcesce provode primjenom fosfatnog pufera s dodatkom natrijeva klorida
(engl. Phosphate Buffered Saline, PBS) zbog njegove sli¢nosti s unutar/izvansta-
ni¢nim teku¢inama. No, ovaj pufer nije prikladan za analize koje ukljucuju
maseni spektrometar. S druge strane, hlapljivi pufer amonijeva acetata kompati-
bilan je s ovim detektorom. Usporedbom rezultata kromatografskih analiza
dobivenih primjenom pufera amonijeva acetata i PBS kao pokretnih faza uo¢eno
je kako nema znacajnih razlika u dobivenim podacima te je oba pufera moguce
primjenjivati u ispitivanjima koja se provode primjenom biomimetickih kroma-
tografskih kolona. Kao klju¢ne prednosti razvijene metode isti¢u se: moguénost
istodobne analize vi$e spojeva, ekoloska prihvatljivost metode te primjerenost za
rutinske analize. S druge strane, potrebno je istaknuti i ogranicenja ove brze
metode. Osim visoke -cijene masenog spektrometra, ovim detektorom nije
moguce pratiti analite ¢ija su m/z vrijednosti ispod 100. Za takve analite je ipak
potrebna primjena detektora s nizom dioda. Takoder, kao §to je navedeno i kod
predvidanja oralne apsorpcije lijekova, kao ogranicenje metode istice se nemo-
guénost uzimanja u obzir drugih vrsta transporta osim pasivne difuzije.
Konac¢no, dobiveni podaci usporedeni su s literaturnim vrijednostima koje opi-
suju propusnost KMB. Uz zadovoljavajuc¢u povezanost kromatografskih i litera-
turnih podataka (r = 0,78), uocen je i ve¢ navedeni trend jaceg zadrzavanja
bazi¢nih spojeva na IAM koloni te je moguce pretpostaviti kako je KMB propu-
snija za bazi¢ne spojeve. Ova tvrdnja povezuje se s ¢injenicom da je velik broj
psihoaktivnih tvari poput antipsihotika, antimigrenika ili stimulansa bazi¢nog
karaktera.

Za razliku od gore navedenih istrazivanja koji primjenjuju podatke dobi-
vene JAM kromatografijom za modeliranje propusnosti KMB, Vraka i sur. (24)
smatraju kako metode predvidanja ovog parametra pomoc¢u IAM, HSA i C18
kolona nisu pouzdane zbog prevelikog preklapanja vrijednosti izmedu skupina
spojeva klasificiranih kao oni koji lako prolaze kroz KMB, ne prelaze KMB i
supstrata efluks pumpi.

Razvoj peptidnih terapeutika sve je viSe u porastu, stoga su Valko i sur. (25)
biomimeticki okarakterizirali 10 linearnih i 10 biciklickih peptida koji su poten-
cijalni lijekovi. Nakon §to je provedena kalibracija IAM.PC.DD2 kolone spoje-
vima poznatih CHI vrijednosti ispitao se afinitet odabrane skupine peptida te je
uoceno kako se porastom broja aminokiselinskih ostataka u strukturi peptida
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povecava i CHI vrijednost. Nasuprot tome, u slucaju peptida koji u strukturi
sadrze znatno veci broj aminokiselina, CHI vrijednost opada s brojem aminoki-
selina. Ova informacija moze posluziti u odabiru optimalnog broja aminokise-
lina u sintezi sli¢nih terapeutika.

Biomimetic¢ka kromatografija, osim u razvoju novih lijekova, nasla je i pri-
mjenu u razumijevanju mehanizma toksicnosti tvari Stetnih za ljudsko zdravlje.
Tako je skupina talijanskih znanstvenika (26) ispitala povezanost toksi¢nosti 8
bisfenola (spojeva koji se koriste kao sirovina u industriji plastike) i njihove fos-
folipofilnosti. Za in vitro ispitivanja toksi¢nosti koristili su HeLa, 3T3-L1 i C6
stani¢ne linije, dok su analize afiniteta za fosfolipide provedene na IAM.PC.MG
koloni. Budu¢i da su uocili dobru povezanost dobivenih vrijednosti, istaknuli su
potrebu proizvodnje manje lipofilnih derivata bisfenola u svrhu smanjenja stet-
nosti.

Kada se spominje utjecaj kemikalija na okolis, cesto se isticu pesticidi,
ponajvise njihov Stetan ucinak na razlicite Zivotinjske vrste, stoga su Stergiopo-
ulos i sur. (27) pokusali utvrditi povezanost fosfolipofilnosti i toksi¢nosti pesti-
cida. Ispitali su afinitet 39 strukturno razli¢itih pesticida za IAM.PC.MG kolonu
kako bi dobili uvid u njihovu fosfolipofilnost. Nadalje, proucavanjem letalnih
koncentracija/doza pesticida za 7 razli¢itih Zivotinjskih vrsta uocili su porast
toksicnosti za lipofilnije spojeve te znacajnu povezanost navedenih vrijednosti
(r vrijednosti bile su u rasponu od 0,78 do 0,94 za razlicite vrste). Stovie, jos
bolja povezanost postize se ukoliko se u obzir uzme molekularna masa spoja te
deskriptori koji opisuju vodikove veze. Obje vrijednosti imaju pozitivni pred-
znak u predlozenom modelu te povecavaju njegovu statisticku znacajnost.
Dakle, nakon provedenog ispitivanja moguce je utvrditi kako bi toksi¢nost ove
skupine spojeva mogla proizlaziti ne samo iz permeacije kroz membranu, ve¢ iz
njihovog zadrzavanja unutar iste.

Kromatografske kolone s imobiliziranim proteinima plazme

HSA (slika 3.) je najzastupljeniji protein u ljudskoj plazmi (od 35 do 50
g/L). Osim §to regulira onkotski tlak krvi i sluzi kao prijenosnik raznih endoge-
nih tvari poput bilirubina, hormona i masnih kiselina (28), utjece i na farmako-
kinetiku lijekova, ponajvide njihovu distribuciju. Naime, velik broj lijekova veze
se za HSA, $to odreduje slobodnu frakciju lijeka, a time i njegov u¢inak. Stoga ne
¢udi kako je ovaj protein povezan i s uc¢inkovito$¢u, sigurnoscu i interakcijama
lijekova (1).

HSA sadrzi jedan lanac od 585 aminokiselinskih ostataka te se sastoji od 3
domene koje imaju po dvije poddomene stabilizirane disulfidnim mostovima.
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Mjesta na koja se vezu ligandi, poznata
kao i Sudlowljeva mjesta, nalaze se u
hidrofobnim dzepovima domena IIA
(mjesto I) i IIIA (mjesto II) (29).
Buduci da je protein bazi¢ne prirode,
s ve¢im afinitetom vezuje kisele i neu-
tralne spojeve u odnosu na bazi¢ne.
Kako je HSA najprisutniji protein u
ljudskoj plazmi, cesto se vezanje lije-
kova za njega smatra odrazom uku-
pnog vezanja za proteine plazme (1).
AGP je protein plazme takoder
koprotein se sastoji od jednog poli-
peptidnoglancaod 183 aminokiseline
te 5 kompleksnih N-vezanih glikana

HIB

Sudlow I

HB >
domena Il

Slika 3. » Struktura HSA (preuzeto i prilagodeno
iz (29))

(30). Veze prvenstveno bazic¢ne lijekove zbog negativnog naboja koji se pripisuje

sijalinskim ostacima (slika 4.).

Premda je u odnosu na HSA manje zastupljen u ljudskoj plazmi (oko 1 g/L),
za farmakokineticka istraZivanja je interesantan bududi da njegova koncentra-
cija u plazmi ovisi o stanju pacijenta. Naime, koncentracija ovog proteina moze
porastiido 3 odnosno 5 puta kod upalnih procesa, fizicke traume ili bakterijskih
infekcija, $to posljedi¢no mijenja i koncentraciju slobodnog lijeka. Za razliku od

B N-acetilglukozamin

@ manoza

galaktoza

B> fukoza

. sijalinska kiselina

Slika 4. » Shema glikanskih struktura koje se mogu pojaviti na molekuli AGP
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HSA, AGP ima samo jedno vezno mjesto za lijekove, ¢ime se brzo postize zasi-
¢enje istog. Dakle, kada su u plazmi pacijenta prisutna dva AGP liganda, moze
se javiti istiskivanje jednog od njih s veznog mjesta. Kao posljedica istiskivanja,
povecava se koncentracija slabijeg liganda u plazmi (31).

Kako su proteini HSA i AGP opticki aktivni te u mogucénosti vezati enanti-
omere istog spoja razli¢itim afinitetom, njihova prvotna primjena u kromato-
grafiji bila je usmjerena na razdvajanje kiralnih analita. Jo§ 1973. godine prvi put
je zabiljezena primjena nepokretne faze s imobiliziranim proteinima. Govedi
serumski albumin imobiliziran je na agaroznom nosacu te je koridten za razdva-
janje smjese L- i D-enantiomera triptofana (32). Kasnije se pocinju razvijati
nepokretne faze s imobiliziranim HSA i AGP (33,34). Takoder je uoceno kako
imobilizirani oblici proteina, pod uvjetom da se ne denaturiraju, zadrzavaju vrlo
slicne karakteristike vezanja onome u otopini; stoga je u zadnje vrijeme osim za
razdvajanje kiralnih spojeva cesta primjena ovih kromatografskih kolona za
ispitivanje vezanja za proteine plazme raznih analita. Kod danas komercijalno
dostupnih kolona HSA i AGP imobilizirani su putem aminopropilnih skupina
modificiranog silikagela. Kako bi se postigle vremenski u¢inkovite analize, zado-
voljavajuce razdvajanje kiralnih spojeva te izolacija analita polupreparativnom
kromatografijom, proizvode se kolone raznih veli¢ina. Duzine veéine komerci-
jalno dostupnih kolona su u rasponu od 3 do 15 cm, unutarnji promjeri su od 2
do 10 mm, dok je veli¢ina Cestica naj¢eS¢e 5 um. Proizvodaci (Daicel, Chrom
Tech Inc.) preporucuju provedbu analiza na temperaturama do 40 °C s pokret-
nim fazama ¢iji je pH izmedu 4,0 i 7,0. Kako bi se oc¢uvala struktura proteina te
produzio Zivotni vijek kolona, u pokretnoj fazi smije biti do 20 % organskog
otapala. Pri izboru organskog otapala, acetonitril bi se trebao izbjegavati jer vrlo
lako denaturira protein, koji tako gubi svoju sekundarnu strukturu (7).

Primjena kromatografskih kolona s imobiliziranim proteinima plazme
Pretrazivanjem literature moguce je utvrditi kako se posljednjih godina broj
znanstvenih radova koji ispituju moguénost primjene ovih inovativnih kroma-
tografskih kolona u ranim fazama istrazivanja lijekova znacajno povecava.

Prva istrazivanja na ovim kolonama su se provodila primjenom izokratne
eluacije analita s kolone te su se razli¢iti parametri poput log k (35) i log k, (36)
koristili za opisivanje afiniteta analita za proteine plazme, dok se L-cistin poka-
zao kao vrlo dobar izbor za odredivanja #, kod obje kolone (16).

Kamble i sur. (35), ispitujudi afinitet 65 spojeva za HSA i AGP kolone, odre-
dili su njihove log k vrijednosti koriste¢i smjesu fosfatnog pufera i izopropanola
kao pokretnu fazu. Dobivene vrijednosti su usporedili s razli¢itim molekularnim
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deskriptorima. Rezultati njihova istrazivanja upucuju kako su polarizabilnost,
McGowanov molekularni volumen i bazi¢nost vodikovih veza molekula najbit-
afinitet ioniziranih kiselina za HSA nego AGP kolonu. S druge strane, obrnuto je
uoceno zaionizirane baze. Rezultati provedenogistrazivanja dodatno potvrduju
ve¢ prije navedene tvrdnje o afinitetu ovih proteina za vezanje kiselih odnosno
bazi¢nih lijekova.

Medutim, prethodno opisane metode nisu bile neprikladne za spojeve koji
se vezuju za proteine s visokim afinitetom. Stoga su Valké i sur. (37) predlozili
kromatografsku metodu za odredivanje PPB koja je primjenjiva za spojeve sa
$irokim spektrom afiniteta za HSA. Stovise, predlozeni postupak obuhvaca i
kalibraciju kolone sa skupom spojeva s poznatim udjelom vezanja za proteine
plazme §to omogucava jednostavnu usporedbu podataka dobivenih u razli¢itim
laboratorijima kao i razli¢itim tehnikama. Prema predlozenom postupku udio
vezanja na protein »standarda« (%PPB) se linearizira putem jednadzbe (3):

%PPB } (3)

logK:lOng —9%PPB

te konstruira pravac ovisnosti dobivenog log K o nekom od parametara istog
»standarda« na HSA/AGP koloni. Pomocu nagiba i odsjecka dobivenog pravca
te navedenog parametra moguce je odrediti log K vrijednost potencijalnog lijeka
te njegov udio vezanja za HSA/AGP putem jednadzbe (4):

101x10"8X
%PPB=—— i (4)

Primjenom ove metode Valkd i sur. ispitali su vezanje 68 strukturno razli¢itih
spojeva za HSA. Za eluaciju analita s kolone koristili su pufer ¢ija je pH vrijednost
iznosila 7,4 i izopropanol, dok je detektor s nizom dioda primijenjen za identifika-
ciju analita. Kalibracija kolone provedena je analizom 10 spojeva poznatih %PPB
vrijednosti. Kao prednosti metode autori navode: kratko trajanje analize (ukupno
trajanje koje ukljucuje i pripremu kolone za sljedeci uzorak iznosi svega 15 minuta),
zadovoljavajuce poklapanje eksperimentalno odredenog vezanja za HSA s litera-
turnim podacima za kalibracijski skup spojeva (r = 0,93), visoku pouzdanost za
spojeve koji se vezu za proteine plazme s visokim afinitetom te mjerljive razlike
medu spojevima s bliskim afinitetima vezanja za proteine.

805



806

PREGLEDNI RADOVI ¢+ E.Brusaé, M-L. Jeli¢i¢, A. Mornar:
Biomimeticka kromatografija ~ novi pristup u razvoju lijekova, Farmaceutski glasnik 75, 11/2019

Pored detektora s nizom dioda moguca je i identifikacija analita nakon raz-
dvajanja na kolonama s imobiliziranim proteinima i masenim spektrometrom.
Visoka selektivnost ovog detektora omogucava istovremenu analizu i nekoliko
spojeva istovremeno te su za svoja istrazivanja Vuignier i sur. (38) odabrali
upravo ovaj nacin detekcije. Autori su istaknuli kako je za ispitivanje 19 spojeva
bilo potrebno provesti 22 analize u ukupnom trajanju od 6 sati ukoliko se koristi
UV/VIS detektor. S druge strane, istom metodom, ali uz identifikaciju analita
masenim spektrometrom, isti broj spojeva ispitan je u samo 4 analize u uku-
pnom trajanju od svega 68 minuta. Osim kratkog trajanja analiza te ekoloske
prihvatljivosti kao prednost metode istice se i njena pouzdanost. Naime, dobi-
vena je vrlo dobra povezanost literaturnih podataka udjela vezanja za HSA te
eksperimentalno dobivenih vrijednosti (r = 0,98). Nasuprot tome, losija poveza-
nost literaturnih i eksperimentalnih podataka uocdena je za vezanje spojeva za
AGP (r = 0,84). Premda ovom metodom nije moguce predvidjeti to¢an udio
lijeka vezanog za AGP, dobiveni podaci ipak omogucavaju klasifikaciju lijekova
na one sa slabim, srednjim i velikim afinitetom, §to je dostatna informacija u
ranim fazama razvoja lijekova.

Pretrazivanjem literature moguce je doci do zakljuc¢ka kako je vecina istra-
zivanja provedena na komercijalno dostupnim biomimetickim kolonama. No,
kod odredenih bolesti dolazi do promjena u strukturi plazmatskih proteina. Za
potrebe ispitivanja vezanja lijekova za promijenjene proteine plazme upravo
ovakve proteine potrebno je imobilizirati na nosa¢ima nepokretnih faza. Danas
se najcesée proteini imobiliziraju sljede¢im metodama: pripremom Schiftfovih
baza (39, 40), hvatanjem proteina u mrezu blago oksidiranog glikogena vezanog
za silikagel (41) te interakcijom proteina i njegovog specificnog antitijela veza-
nog za kolonu (42).

Uocivsi kako su derivati sulfonilureje ¢esto koristeni u terapiji dijabetesa
tip 2, americki tim znanstvenika pratio je afinitet acetoheksamida, tolbutamida,
gliklazida, klorpropamida i tolazamida za glikirani HSA prisutan u plazmi dija-
beticara (39, 40, 43). Rezultati provedenih istrazivanja su pokazala kako, ovisno
o lijeku, dolazi do povecanja ili smanjenja konstante vezanja za glikirani HSA u
odnosu na nepromijenjeni protein. Sli¢no istrazivanje proveli su Bi i sur. (42)
tako $to su pratili vezanje pet lijekova za nepromijenjeni AGP te za onaj prisutan
u plazmi pacijenata oboljelih od sistemskog eritematoznog lupusa. Vecina ispi-
tanih lijekova poput varfarina, imipramina, propranolola i klorpromazina duze
se zadrzavala upravo na kolonama s promijenjenim AGP. S druge strane, dizo-
piramid je pokazao manji afinitet za promijenjeni protein buduéi da se na
ovoj koloni krace zadrzavao. Iz dobivenih rezultata moguce je pretpostaviti da
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promjene u afinitetu lijekova za AGP potjecu zbog razli¢ite glikozilacije ovog
proteina u zdravih ljudi i pacijenata sa sistemskim eritematoznim lupusom.
Dakle, gore navedena istraZivanja isti¢u vaznost ispitivanja vezanja lijekova za
proteine plazme upravo primjenom proteina $to sli¢nijih onima u bolestima i
stanjima za koja je lijek namijenjen.

Potrebno je istaknuti kako je biomimetickom kromatografijom moguce
predvidjeti interakcije lijekova ispitivanjem raznih oblika kompeticija i afiniteta
dvaju analita za vezna mjesta HSA, odnosno AGP. Injektiranjem otopine jednog
od analita uz koristenje HSA, odnosno AGP kolone kao nepokretne faze te
pokretne faze koja sadrzi razlicite koncentracije drugog analita moguce je pratiti
promjenu faktora kapaciteta prvog analita. Iz ovisnosti recipro¢ne vrijednosti
faktora kapaciteta (1/k) o koncentraciji drugog analita u pokretnoj fazi moguce
je pretpostaviti koji je oblik interakcije izmedu dvaju analita i proteina. Na slici
5. prikazani su slucajevi nepostojece interakcije, izravne kompeticije za vezanje
za protein, negativne alostericke interakcije te pozitivne alostericke interakcije
analita u pokretnoj fazi za vezanje injektiranog analita.

Ovim pristupom ispitana je kompeticija za vezanje za Sudlowljeva mjesta I
i I ve¢ spomenutih sulfonilureja acetoheksamida i tolbutamida (44), gliklazida

nema interakcije | izravna kompeticija

1/k (injektiranog analita)
[ ]
1/k (injektiranog analita)

o
o

c (analita u pokretnoj fazi) c(analitau pokretnoj fazi)

negativna alosteri¢ka interakcija pozitivna alosteritka interakcija

1/k (injektiranog analita)
1/k(injektiranog analita)

©
o

¢ (analita u pokretnoj fazi) ¢ (analita u pokretnoj fazi)

Slika 5. » Grafovi ovisnosti reciprocne vrijednosti faktora kapaciteta injektiranog, 0dnosno prvog
analita o koncentraciji drugog analita u pokretnoj fazi za razliCite sluCajeve interakcije dvaju analita
S proteinom
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(45) i tolazamida (40), kao i miristinske, palmitinske i stearinske kiseline (46) na
nepromijenjenom ili glikiranom HSA. Ispitivanje je provedeno uz primjenu
R-varfarina, odnosno L-triptofana za koje je poznato da se specifiéno vezu za
Sudlowljeva mjesta I i II. Ispitivanje kompeticije glimepirida osim za ova dva
navedena mjesta na proteinu prosireno je i za jo§ dva manje bitna vezna mjesta,
odnosno mjesta vezanja tamoksifena i digitoksina (47). Pretrazivanjem litera-
ture uoceno je kako je do sada biomimeticka kromatografija manje primjenji-
vana za ispitivanje interakcija lijekova s obzirom na njihovo vezanje za AGP.
Ipak, ispitana je kompeticija vezanja karbamazepina za njegovo vezno mjesto u
prisustvu (S)-propranolola (41, 48).

Kao $to je gore navedeno, biomimeticka kromatografija nasla je primjenu i
u istrazivanjima tvari $tetnih za ljudsko zdravlje. Tako je ispitano vezanje veé
spomenutih bisfenola za oba proteina plazme (49). Biomimeticka ispitivanja na
HSA i AGP kolonama upotpunjena su prije dobivenim eksperimentalnim rezul-
tatima afiniteta za IAM kolone, kao i in silico predvidanjima udjela vezanja za
proteine plazme putem platforme ADMET Predictor. Trend povecanja afiniteta
za HSA odnosno AGP, kao i onog za IAM, pokazuje kako se lipofilniji spojevi
jace vezu za proteine plazme. Premda je broj ispitivanih spojeva (8) relativno
mali, povezanost eksperimentalnih i teorijski dobivenih podataka je obecava-
juca (r = 0,92), §to upucuje u skoroj buduénosti na znacajniju ulogu in silico
farmakokineti¢kog profiliranja u ranim fazama razvoja lijekova. I ovo istraziva-
nje upozorava na potrebu za smanjenjem lipofilnosti analoga bisfenola u svrhu
smanjenja njihove bioakumulacije u Zivom organizmu.

IstraZivanja provedena primjenom raznovrsnih biomimetickih
kromatografija

Kako bi dobili bolji uvid u parametre koji opisuju farmakokineticke karakteri-
stike potencijalnih lijekova, nekoliko skupina znanstvenika ispitala je ponasanje
lijekova na raznovrsnim biomimetickim kromatografskim kolonama odnosno
nakolonamas imobilizifanim fosfolipidima i kolonama s imobiliziranim prote-
inima plazme.

Jedan od parametara, ¢esto koristen u opisivanju farmakokinetike ljjekova,
je volumen raspodjele (Vp), tj. omjer primijenjene doze ljjeka i njegove koncen-
tracije u plazmi. Dakle, §to je Vp lijeka vedi, to se on viSe nakuplja u tkivima.
Hollosy i sur. (50) su ispitali mogucnost predvidanja Vp lijeka pomocu faktora
zadrzavanja dobivenih analizom spojeva na biomimetickim kolonama s imobi-
liziranim fosfolipidima i HSA. U predlozenom modelu HSA, kao najzastuplje-
niji protein u krvi za koji se lijekovi vezu, predstavlja odjeljak plazme, dok IAM
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predstavlja odjeljak tkiva. Za postavljanje modela bilo je potrebno ispitati zadr-
zavanje kalibracijskog skupa spojeva na JAM i HSA kolonama te dobivene
podatke usporediti s literaturno dostupnim Vp, vrijednostima prema jednadzbi
(5):

logV,=alogK,,+blogK,,,,+¢ (5)

gdje su a, b i c koeficijenti odredeni regresijom, a Kysa i Kijay linearizirani fak-
tori kapaciteta odredeni nakon analize na HSA i IAM kolonama. Budud¢i da se
vrijednosti Vi dobivenejednadzbom (5) zadovoljavajuc¢e podudarajuss literatur-
nim vrijednostima, moguce je zakljuciti kako predlozeni model moze biti kori-
stan za kategorizaciju lijekova kandidata prema stupnju raspodjele.

Indeks u¢inkovitosti lijeka (engl. Drug Efficiency Index, DEI) opisuje kon-
centraciju lijeka na mjestu djelovanja, ali i njegovo vezanje za sam receptor.
Dakle, DEI je jednak zbroju konstante disocijacije kompleksa lijek-receptor i
logaritma vrijednosti parametra DE (engl. Drug Efficiency, omjer koncentracije
lijeka na mjestu djelovanja i primijenjene doze). Izvrsna povezanost (r = 0,96)
literaturnih vrijednosti DEI i onih dobivenih eksperimentalno primjenom IAM
i HSA kolona za 115 strukturno razli¢itih spojeva otvara mogucnost njegovog
odredivanja biomimetickom kromatografijom za lijekove kandidate u ranim
fazama istrazivanja lijekova (51).

Dvodimenzionalna biomimeti¢ka kromatografija

Dvodimenzionalna kromatografija je napredna analiticka tehnika kojom se
ucinkovito razdvajaju sastavnice smjese primjenom razlicitih uvjeta (pokretnih
i/ili nepokretnih faza) u pojedinoj dimenziji. I ova sofisticirana tehnika kori-
$tena je u svrhu razumijevanja farmakokinetickih svojstava lijekova.

Russo i sur. (52) spregnuli su IAM kolonu u prvoj dimenziji s HSA kolo-
nom u drugoj dimenziji, pri ¢emu je jednim analitickim postupkom moguce
ispitati afinitet analita za obje relevantne biostrukture. Iz dobivenih vremena
zadrzavanja analiti se klkasiﬁéiraju prema potencijalnom obimu apsorpcije i
vezanja za proteine plazme. ‘

Novi smjerovi u razvoju biomimeticke kromatografije

Napretkom tehnologije na analiticke i preparativne kolone uspijevaju se imobi-
lizirati razne bioloske strukture. Tako su do sada pripremljene i primijenjene
nepokretne faze s imobiliziranim receptorima poput ,-adrenoceptora (53),
peroksisom-proliferator aktiviranih receptora a iy (54, 55), EphB4 (engl. Eryt-
hropoietin-producing hepatocyte B4) receptora (56) i drugih. Objavljena su i
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znanstvena istrazivanja u kojima se koriste nepokretne faze s imobiliziranim
enzimskim reaktorima: tripsin (57, 58), acetilkolinesteraza (59), purin nukleo-
zid fosforilaza (60) i a-glukozidaza (61) samo su neki od njih. Uspje$no su upo-
trijebljene i endotelne stanice ljudske pupcane vene (62). Navedene nepokretne
faze pokazuju potencijal za brzo ispitivanje afiniteta spoja za receptor te inhibi-
cije enzima ili utjecaja spoja na odredenu stani¢nu liniju; osim toga, mogu se
koristiti i u preparativne svrhe za brzu pripremu uzoraka za analizu (primjerice,
kolone s tripsinom za tripsinizaciju proteina). Stoga se moze ocekivati njihova
sve veca primjena u raznim fazama razvoja novih lijekova.

Ograniéenja biomimeticke kromatografije

IAM kromatografija trenutno pokazuje prili¢no dobre rezultate u predvidanjima
permeacije molekula kroz stanicne membrane. Unato¢ tome, glavno ogranice-
nje ove vrste kromatografije jos uvijek je nedovoljna raznolikost nepokretne faze
u odnosu na stvarnu biolosku membranu. Naime, nepouzdani podaci se mogu
dobiti za sve one lijekove koji membranu prolaze drugim oblicima transporta
osim pasivne difuzije.

Kod komercijalno dostupnih proteinskih kolona kao nedostatak se istice
nedovoljna sli¢nost promijenjenim proteinima u odredenim stanjima i bole-
stima te posljedicno netocno predviden postotak vezanja pojedinih potencijal-
nih lijekova.

Sto se tice nepokretnih faza s ostalim vezanim strukturama poput recep-
tora i cijelih stanica, one su jo$ uvijek vrlo osjetljive na male promjene eksperi-
mentalnih uvjeta, $to moze dovesti do nepouzdanih mjerenja, kao i kratkog
zivotnog vijeka takvih kolona. Osim toga, trenutno je razvijen mali broj nepo-
kretnih faza u odnosu na brojne bioloske strukture prisutne u ljudskom orga-
nizmu, stoga je potrebno nastaviti istrazivanja i razvijati slicne kolone.

Srodne analiticke tehnike

Utvrdeno je da micelarna kromatografija (engl. Micellar Liquid Chromatography,
MLC) pokazuje potehcijal predvidanja propusnosti KMB. Usporedbom para-
metara dobivenih primjenom IAM kolonama te onih dobivenih MLC uz kori-
Stenje surfaktanta natrijeva dodecilsulfata (22, 63) s eksperimentalno odrede-
nim vrijednostima propusnosti KMB dobiveni su podudarni rezultati. Nadalje,
MLC je pokazala i visoku razinu to¢nosti predvidanja vezanja za HSA uz heksa-
deciltrimetilamonijev bromid kao surfaktant (64). Ovi rezultati upucuju kako bi
se ubrzo i MLC mogla koristiti u farmakokineti¢kim ispitivanjima.
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Elektroseparacijske tehnike takoder su pokazale primjenjivost u ADMET
profiliranju lijekova kandidata. U literaturi se mogu pronadi ispitivanja vezanja
katehina iz zelenog ¢aja (65) i fluorokinolona (66) za HSA, sulfonilureja za gliki-
rani i nepromijenjeni HSA (67) te nesteroidnih protuupalnih lijekova za fosfoli-
pide (68) afinitetnom kapilarnom elektroforezom. Provedena su i kapilarnoelek-
troforetska ispitivanja kompeticije vezanja kaptoprila i hidroklorotiazida za HSA
(69), kao i ispitivanja vezanja lijekova za JAM.PC.DD2 kolonu kapilarnom elek-
trokromatografijom (70).

Zakljucak

Biomimeti¢ka kromatografija pokazuje potencijal za ispitivanje
raznih fizikalno-kemijskih parametara i farmakokinetickih karakteristika lije-
kova kandidata poput lipofilnosti, vezanja na proteine plazme, permeacije kroz
membrane, toksi¢nosti, volumena raspodjele i drugih na velikom broju uzoraka
u kratkom vremenu. Ovakav pristup izrazito je koristan za probir kandidata lije-
kova iz procesa sinteze te iskljucenje onih s nepovoljnim parametrima. Osim
toga, ispitivanje navedenih svojstava bilo bi pozeljno provesti i na raznim ljeko-
vitim tvarima iz prirode, kao i tvarima $tetnim za zdravlje ¢ovjeka. Sigurno je
kako ¢esebiomimeticka kromatografija nastaviti usavrsavati te mozda u skorom
vremenu imati jo§ znacajniju ulogu u razvoju novih lijekova.

Sazetak

Biomimetic¢ka kromatografija danas ima sve vazniju ulogu u
razvoju lijekova. Imobilizacija raznih bioloskih struktura poput humanog
serumskog albumina, al-kiselog glikoproteina, fosfolipida te raznih enzima i
receptora na nepokretne faze kromatografske kolone dovela je do mogucnosti
ispitivanja velikog broja spojeva u kratkom vremenu. Biomimeti¢kom kromato-
grafijom mogu se ispitati parametri poput vezanja za proteine plazme, lipofilno-
sti te volumena raspodjele, kao i afiniteta za odredene mete ili receptore. Na taj
nac¢in moguce je dobiti uvid u farmakokineticka i farmakodinamicka svojstva
velikog broja spojeva kandidata za lijek te odabrati najpogodnije za nastavak
istrazivanja, time ubrzavajuci proces razvoja lijekova.
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tickih metoda za lijekove i bioloski aktivne tvari u lijecenju upalnih bolesti crijeva
kojegfinanciraHrvatskazakladazaznanost projektom HRZZ-UIP-2017-05-3949.

8n



A
@
L
<
2
2
@
<
o
L.
=
4
2 ;-,.E
3

812

PREGLEDNI RADOVI ¢+ E.Brusac, M-L. Jelici¢, A. Mornar:
Biomimeticka kromatografija - novi pristup u razvoju lijekova, Farmaceutski glasnik 75, 11/2019

Biomimetic chromatography - a novel
approach in drug development

E. Brusac, M-L. Jeli¢i¢, A. Mornar

Abstract Nowadays, the role of biomimetic chromatography is increasin-
gly important in drug development. Immobilization of various
biological structures such as human serum albumin, al-acid glycoprotein,
phospholipids and various enzymes and receptors on the stationary phase of
chromatographic columns has led to the possibility of investigation of a large
number of compounds in a relatively short time. Parameters such as plasma pro-
tein binding, lipophilicity, volume of distribution and affinity for certain targets
or receptors can be evaluated using biomimetic chromatography. Thereby it is
possible to obtain insight into pharmacokinetic and pharmacodynamic proper-
ties of a large number of drug candidates and select the most appropriate ones
for continuation of research, thus accelerating the drug development process.
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