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Fenomenul care joacd un rol central in succesul terapeutic al formulérilor
lipozomale de transport si eliberare controlatd a substantelor active me-
dicamentoase administrate i.v. este reprezentat de opsonizarea suprafetei
transportorilor lipozomali, cu implicatii directe negative asupra timpului
de circulatie. Cu toate cd existd un numéir mare de date experimentale
referitoare la acest subiect, interactia intimi la nivel molecular dintre
proteinele opsonizante si suprafetele lipozomilor transportori nu este
incd complet descrisi si inteleasd. Scopul celei de a doua pérti a studiului
nostru prezentati aici este acela de a analiza utilizind metodele modelarii
moleculare fenomenul adsorbtiei proteinelor opsoninice la suprafetele
lipozomale stabilizate steric (LSS). S-au analizat trei varietéiti de lipozomi
LSS, cu diferite densitéti de acoperire si diferite compozitii ale stratului
polimeric protectiv, sub aspectul capacitatii acestuia din urma de a impie-
dica opsonizarea. Metoda imaginati si aplicatd in acest sens s-a dovedit
a fi suficient de sensibild pentru a indica diferente semnificative in com-
portamentul celor trei clase de lipozomi supuse studiului. Rezultatele au
indicat predictiv cad cele mai eficiente acoperiri sunt cele mixte si cele
caracterizate de densitati mici de acoperire dar cu lanturi polimerice de
masd moleculard mare.

Molecular modeling interaction of Sterically Stabilized Liposome

The central phenomenon which plays a negative role in the therapeutic
success of liposomal drug delivery formulations administered i.v. is the op-
sonization of transporters surface. This interaction reduces the circulation
times of liposomes loaded with drugs by promoting their clearance from
blood. Although there is a great amount of experimental results regarding
the opsonization effect, there is much less understanding of the intimate
molecular mechanisms of protein (opsonin) — liposome surface interactions.
The aim of this second part of the study is to develop a methodology for
the analysis of Sterically Stabilized Liposome (SSL) — opsonin interactions
using molecular modeling techniques. We developed, using the previously
validated model for liposomes (Neamtu, 2006), a method for predicting the
shielding capabilities of SSL liposomes with respect to their physical and
chemical surface properties.. Consequently we applied it to three varieties
of pegilated liposomes which differ in the surface coverage densities and
in the molecular mass of the polymer used. The method proved itself
sensible enough to point out significant differences between the liposomes
subjected to analysis. Finally, the liposomes with low coverage densities but
with high polyethylenglicol molecular mass and especially mixed coverage
liposomes proved the best shielding capabilities.
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Introducere

Sistemele Terapeutice, ca strategie moderna
de administrare a substantelor active medicamen-
toase isi extind aria de aplicabilitate in practica
medicald, avantajele eliberirii continue determinand
in conditiile respectarii indicatiilor, tendinte
preferentiale din partea terapeutilor in domeniile
pentru care au fost formulate.

De la Sistemele Terapeutice administrate pe
cale orald, transcutand, pulmonard, sistemica etc.
si pana la implantarea intracerebrala de polimeri cu
eliberare continua a diferitilor agenti medicamentosi
terapeutii dispun deja de o serie de prepariri cu
eliberare continua din care unele s-au dovedit de
succes.

Un loc aparte in cadrul Sistemelor Terapeutice il
ocupa cele pe bazd de nanoparticule. Acestea sunt
atractive datoritd dimensiunilor mici ale transpor-
torilor si totodata datorité existentei posibilitatii de
“coafare” a suprafetei lor in vederea prelungirii tim-
pului de circulatie sau a tintirii active a tesuturilor
afectate de diverse procese patologice.

Unii dintre transportorii de medicamente
nanoparticulati cu mari sperante de utilizare in
practica medicala curenta sunt lipozomii — vezicule
delimitate de una sau mai multe membrane cu
structurd de bistrat lipidic, similarda membranelor
celulare. Substanta activa se gaseste incarcata fie in
mediul apos delimitat de aceste membrane pentru
substantele hidrofile, fie in miezul hidrofob al stra-
turilor lipidice pentru medicamentele hidrofobe.

Succesul terapeutic al formulérilor lipozomale
administrate intravenos depinde in cea mai mare
masurd de rata de indepértare a acestor trans-
portori din circulatie, de dorit fiind un timp cit
mai lung de circulatie pentru ca acestia sd poata
elibera lent medicamentul inglobat, conform pro-
gramului prestabilit. Din pacate, odatd introdusi
in circulatie lipozomii interactioneaza rapid cu o
gamd largd de proteine plasmatice (opsonine), care
fie destabilizeaza lipozomul fie faciliteazd captarea
acestuia de catre fagocitele Sistemului Reticulo-
Endotelial.

Desi existd un volum mare de date experimentale
privitoare la fenomenul opsonizarii suprafetelor
biomaterialelor in general si a lipozomilor in special,
abordarile teoretice evaluare pe baze fizice riguroase
(predictive si interpretative) a acestor aspecte sunt
incé in faza de inceput.

Volumul sirac de date si cercetiri teoretice, dublat
de existenta unui bazin important de cercetéri experi-
mentale practice, contribuie deocamdata la eficienta
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scizutd in practica medicald uzuald a transportorilor
nanoparticulati. Problematica interactiunii suprafetei
biomaterialelor cu mediul intern al organismului
este adancitd de complexitatea si interpatrunderea
proceselor fizice, chimice si biologice, cu mult
peste delimitarile traditionale, in conditiile lipsei
unei intelegeri relativ complete a acestora la nivel
molecular.

Scopul prezentului studiu il constituie aplicarea
metodelor de modelare moleculard pentru analiza
adsorbtiei proteinelor opsonizante pe suprafetele
transportorilor lipozomali stabilizate steric. Datele
prezentate sunt rezultatul continuarii studiului de
validare a modelelor lipozomale (Neamtu, 2006), cu
analiza proprietétilor de suprafati a transportorilor.
S-au realizat si analizat astfel comparativ trei mode-
le de lipozomi stabilizati steric (LSS) care difera
intre ei prin densitatea de acoperire si lungimea
lanturilor polimerului polietilenglicol (PEG) de
acoperire. In decursul simuldrilor s-a urmarit
modul de interactiune a unei opsonine “de test” cu
suprafetele amintite si obtinerea prin calcul a fortei
de repulsie stericé exercitatd de stratul polimeric de
grefaj asupra proteinei de adsorbtie.

Material si metoda

Protocolul de lucru a constat intr-o prima etapa
in obtinerea prin simulare, utilizand modelul vali-
dat in prima parte a acestui studiu, a trei varietati
de bistraturi lipidice pegilate, care sa reproducd
structura peretelui lipozomal pentru urmatoarele
clase de lipozomi pegilati:

LSS(A) — lipozomi stabilizati steric acoperiti cu
PEG de masa moleculard micd (lungime scurta)
(PEG750) dar cu densitate mare de acoperire (=
16%)

LSS(B) — lipozomi stabilizati steric acoperiti cu
PEG de masi moleculard mare (PEG5000) dar cu
densitate redusd de acoperire (~4%)

LSS(C) - lipozomi stabilizati steric acoperiti cu
un strat heterogen de PEG care contine in diferite
fractii molare PEG de diferite lungimi ale lantului
polimeric.

Rationamentul care a stat la baza utilizérii li-
pozomilor pegilati in trei variante a fost aceea ca
opsonizarea plasmaticd si deci indepértarea din
circulatie a lipozomilor transportori de medica-
mente, este un proces extrem de complex, mediat
de o varietate mare de proteine plasmatice, cu di-
mensiuni si caracteristici diferite, un singur tip de
moleculd de PEG nefiind suficient pentru asigura
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protectia impotriva tuturor acestor variate clase
de proteine.

Astfel, opsoninele cu masa moleculara micé
pot difuza printre moleculele de PEG cu lungime
mare si densitate de acoperire mica, care insi sunt
eficace in cadrul protectiei impotriva opsoninelor
de dimensiuni mari. Pe de altd parte, acoperirea
cu PEG avéand lanturi scurte dar dese ar putea fi
eficace impotriva opsoninelor cu masi moleculara
relativ micé (ex. fosfolipazele) dar nu si impotriva
acelora cu masi moleculara mare cum sunt imu-
noglobulinele.

Din acest motiv am considerat ci o acoperire
mixtd (LSS(C)) ar putea avea efecte pozitive asupra
ameliorarii timpilor de circulatie a lipozomilor trans-
portori de medicamente. Pentru LSS(C) alegerea
numarului de lipide pegilate din fiecare clasa nu s-a
facut aleator ci conform urmatorului rationament:
avand in vedere faptul cd fenomenul care impune o
limitd superioara densitétii superficiale de pegilare
este reprezentat de expansiunea ariei/lipid a bis-
tratului lipidic ca urmare a greférii polimerului pe
suprafata acestuia, am propus alegerea cantitatii din
fiecare specie pegilata in raport invers cu capacitatea
acesteia de a produce expansiunea laterald a ariei
mai sus amintitd. Se stie ca expansiunea ariei/lipid
creste proportional (la o densitate de acoperire dati)
cu raza de giratie medie a polimerului de grefare
care la randul ei depinde de lungimea lantului. Prin
urmare, s-a scris un sistem de ecuatii in care s-a
impus conditia ca raportul de concentratie molara
dintre oricare doua fractii de lipide pegilate si
fie egal cu raportul invers al razelor de giratie a
lanturilor polimerice corespunzatoare celor doua
tipuri de lipide. In plus, se impune conditia ca suma
concentratiilor molare corespunzitoare fractiilor
lipidice pegilate, adica fractia totala a lipidelor pe-
gilate, sa fie egala cu o anumita valoare procentuala
aleasd in mod convenabil.

Razele de giratie (R ) ale lanturilor polimerice
corespunzatoare tipurilor de lipide pegilate utilizate
in modelarea LSS(C) au fost calculate cu ajutorul
relatiei (Teraoka, 2002):

R, =a N’

in care a = dimensiunea unui monomer de PEG,
N = numirul de monomeri din lant. Considerand
a=0,38nm (dimensiunea medie a unui segment
monomeric —CH,-CH,-O-) si concentratia totala a
lipidelor pegilate = 30%#n0l s-au obtinut urmétoarele
valori pentru concentratiile fractiilor de lipide pe-

gilate (Tabel I):

Concentratia diferitelor varietiti de PEG
utilizate pentru formularea de tip LSS(C)

Varietatea de PEG | Concentratia (%mol)
PEG350 7,95
PEG550 5,96
PEG750 5,10

PEG1000 4,26

PEG2000 2,83

PEG3000 2,25

PEG5000 1,66
tabel 1

Ca indicatori ai echilibrarii sistemului modelat a
fost urmadrita variatia in timp a energiilor potentiale
de interactiune dintre diferitele componente mo-
leculare din sistem. Din momentul in care acesti
indicatori rdman constanti se poate aprecia ca
sistemul se afla in stare de echilibru.

Odata obtinute bistraturile lipidice care modeleaza
peretii lipozomali ai lipozomilor din clasele LSS(A),
LSS(B) si LSS(C) s-a trecut la evaluarea propriu-zisa
a opsonizdrii cu ajutorul unui protocol pe care il
descriem in continuare.

La o primé vedere s-ar putea considera ca
cea mai simpla metodd de evaluare a adsorbtiei
opsoninelor plasmatice pe suprafetele lipozomale
ar fi realizarea unor simuléri in care o colectie de
molecule proteice (opsonine) s-ar gési in suspensie
la o anumita distantd de bistratul lipidic pegilat
de analizat si care ar difuza si adera in decursul
evolutiei temporale a sistemului, intr-o mai mica
sau mai mare mdisurd, la suprafata acestuia. O
astfel de abordare nu este insa fezabila datoritd
timpului extrem de mare care ar trebui acoperit
prin simulare.

In general, in situatiile in care obtinerea unor
rezultate suficient de precise este imposibild prin
aplicarea metodelor de simulare de echilibru, se
opteazd pentru metode de modelare moleculara de
neechilibru (NEMD - Nonequilibrium Molecular
Dynamics) (Leach, 2001). In cadrul acestor me-
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tode se aplicd o perturbatie asupra sistemului stu-
diat pentru a deplasa starea acestuia citre situatia
dorita a fi cercetata. Rezultatele sunt apoi analizate
dupa caz prin prisma teoriei statistice a starilor de
neechilibru termodinamic. Cel mai adesea pertur-
barea aplicata sistemului imbraca forma unor forte
exercitate asupra unei regiuni restranse a sistemu-
lui analizat. Aceastd tehnici poartd denumirea de
Dinamici Moleculari Ghidata (Steered Molecular
Dynamics).

Concret, in cazul de faté al studiului opsonizérii
am optat pentru codul PMF (Potential of Mean
Force) implementat in suita de programe GRO-
MACS (van der Spoel, 2006). Acesta este utilizat la
calculul potentialului fortei medii folosind simulari
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in cadrul carora pozitia moleculelor de cercetat este
fixata in locatii variabile, conform unui program
dinainte stabilit, si in decursul cérora se masoara
forta medie pe care restul sistemului o exercitéd
asupra lor.

Concret, in cazul de faté restrictiile pozitionale
sunt aplicate asupra a doud molecule opsoninice
a céror distantd fatd de bistratul lipidic analizat
este redusa in mod progresiv si foarte lent. Se
inregistreaza in timpul simulérii forta pe care
lanturile grefate de PEG si solventul o exercitd
asupra acestor molecule, precum si energiile de
interactiune dintre diversele specii moleculare
componente ale sistemului (figura 1).

In acest mod, prin analiza profilelor de forti

Figura 1 Principiul metodei de evaluare a capacitatii de rezistenta la opsonizare a suprafetelor lipozomale stabilizate steric.
(A) - principiul metodei; (B) — exemplul concret al evaludrii opsonizirii lipozomilor de tip LSS(C); (C) — profilul fortei de

repulsie obtinut pentru LSS(C).
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pentru diferite tipuri (varietati) de bistraturi li-
pidice pegilate se pot extrage informatii in ceea
ce priveste capacitatea relativd a acestora de a
indeparta opsoninele plasmatice de suprafetele
lipidice lipozomale.

Pentru a avea un profil de referinta in cadrul
analizei celor trei tipuri de modele lipozomale pe-
gilate LSS(A) LSS(B) si LSS(C) am inregistrat prin
metoda descrisd mai sus si profilul de interactiune
a moleculelor opsoninice cu suprafata unui lipozom
clasic (LC) (bistrat lipidic nepegilat).

Ca moleculd opsoninica de test (,senzor op-
soninic”) s-a ales Proteina C-reactiva (PC-r).
Alegerea a fost dictata de dorinta de a reproduce
prin simulare o situatie cdt mai apropiata de re-
alitate (adica interactia dintre o moleculd proteica
opsonizantd realda si un bistrat lipidic pegilat).
Proteina C-reactivd este o opsonind plasmatica
avand dimensiuni medii si totodatd se bucura de
faptul ca are structura determinata cristalografic,
prin urmare fiind posibild constructia unui model
detaliat pentru aceasta.

Algoritmul de simulare presupune constrangerea
centrului de masd al proteinei opsonizate la distante
variabile (Constrained Dynamics) fatd de planul de
simetrie a bistratului lipidic urmatd de evaluarea
si inregistrarea repetitiva, la un anumit numér de
pasi de integrare, a fortei rezultante ce actioneaza
asupra proteinei.

Pozitia centrului de masa a proteinei opsonizante
este deplasatd cu o vitezd convenabil aleasa spre
bistratul lipidic. In decursul acestei deplasiri doar

distanta de-a lungul coordonatei OZ, perpendiculara
la planul membranei, a fost ajustatd in permanenta
pentru proteina in cauzi, aceasta putindu-se insi
deplasa liber in planul XOY.

Pentru constructia modelului redus utilizat in
descrierea Proteinei C-reactive s-au utilizat param-
etrii modelului Marrink (2003) care au fost asociati
in functie de tipul lor, gruparilor chimice ale celor
20 de aminoacizi naturali. Asocierea s-a efectuat
cu ajutorul programului BilCad v1.1, conceput si
realizat in laboratorul nostru.

Toate simularile s-au efectuat cu ajutorul suitei
de programe GROMACS v. 3.3.1 (Berendsen, 1995)
sub sistemul de operare Linux OpenSuSE (Novell)
10.1 pe un cluster format din 5 noduri de calcul
(P4 — 3Ghz,1GB RAM/nod) interconectate printr-o
retea de mare vitezd (Gigabit Ethernet). Graficele au
fost realizate cu ajutorul programelor PyMol v. 0.99
(DeLano, 2005), Grace v. 5.19 si Inkscape v. 0.44.

Rezultate si discutii

In urma simularilor de adsorbtie a opsoninei de
test pe suprafetele lipozomilor de tip LC, LSS(A),
LSS(B) si respectiv LSS(C) s-au inregistrat atét
modul de variatie a energiei de interactiune dintre
opsonind si suprafata lipozomala cit si profilele fortei
de repulsie pe care aceasta o resimte la apropierea
de suprafata.

Graficele de variatie a energiei totale a sistemu-
lui in timpul adsorbtiei Proteinei C-reactive pe
suprafetele lipozomilor de tip LC si LSS(C) sunt
reprezentate comparativ in figura 2.

Figura 2 Reprezentarea grafica a variatiei energiei potentiale totale de interactiune a Proteinei C-reactive (PC-r) (opsonini de
test) obtinutd in urma simularii adsorbtiei acesteia pe suprafata lipozomilor conventionali (LC) si stabilizati steric (LSS(C)).
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Se observi in primul rand ca pentru lipozomii
LC graficul energiei este caracterizat de prezenta
unui minim situat in apropierea suprafetei lipozo-
male la distanta de 0,9#m, minim care asa cum era
de asteptat exprima tendinta proteinelor opsoni-
zante de a se adsorbi pe suprafata transportorilor
lipozomali clasici. Trebuie subliniat ca in cazul
de fatd adsorbtia este specifici deoarece proteina
C-reactiva poseda situri de legare specifice pentru
fosfatidilcoling, interactiunea cu lipidele lipozomale
avand loc in acest caz prin intermediul a 10 ioni
de Ca** (cate 2 pentru fiecare lant polipeptidic din
componenta PC-r).

Minimul energetic dispare insa in graficul
corespunzator lipozomilor stabilizati steric, ceea
ce demonstreaza efectul de inhibare a adsorbtiei
proteinelor opsonizante manifestat de acoperirea
cu PEG a suprafetei lipozomale.

Pentru o analizd améinuntiti a modului de
interactiune a moleculei opsonizante cu suprafata
lipozomald am considerat necesard descompunerea
profilelor energetice in componente si anume en-
ergiile de interactiune: PC-r <> PEG, PC-r <> ap3,
PC-r <> fosfolipide si PEG <> fosfolipide, rezultate
prezentate in figura 3.
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Se observi in cazul interactiunii PC-r de test
cu suprafetele stabilizate steric ci primul fenomen
care se manifestd in timpul adsorbtiei este cel de
pierdere a unei parti din apa de hidratare a proteinei
opsonizante. Concomitent, locul apei de hidratare
este preluat de interactiile cu polietilenglicolul.
Acest fenomen este evidentiat in graficul energiilor
prin scidderea (in valoare absoultd) a energiei de
interactiune PC-r <> apd si cresterea energiei de
interactiune CP-r <> PEG.

Interactiunea directd dintre proteind si fosfo-
lipidele bistratului lipidic incepe la distante mici
fatd de suprafata acestuia din urma4, iar energi-
ile van der Waals asociate acestor interactii au
valori mult reduse fatd de cele corespunzitoare
interactiunilor proteind-solvent si respectiv
proteina-polietilenglicol.

Totodata se observa ca variatia de energie
asociatd interactiei CP-r <> fosfolipide este mai
micé decét cea corespunzitoare interactiei PEG <>
fosfolipide, ceea ce ne conduce la concluzia cé doar
anumite portiuni ale proteinei opsonizante ajung in
contact direct cu fosfolipidele lipozomale, intre ele
fiind interpus un strat subtire de PEG.

Rezultatele obtinute asupra fortelor de repulsie

Figura 3 Reprezentarea grafica a variatiei energiei potentiale de interactiune a Proteinei C-reactive (PC-r) cu peretele lipo-
zomal, descompusé pe componente, obtinutd in urma simulirii adsorbtiei acesteia pe suprafata lipozomilor stabilizati steric

(LSS(C)).
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exercitate de stratul de grefaj polimeric asupra
proteinei opsonizante, in timpul adsorbtiei acesteia,
sunt prezentate in figura 4.

pentru distante sub 2nm. Rezulta de aici faptul ca
lipozomii caracterizati de straturi de grefaj avind
lanturi polimerice scurte, permit, in ciuda densitatii

Figura 4 Reprezentarea graficd a profilelor fortei de repulsie sterica pentru tipurile de lipozomi analizate. Fortele mai intense
conferd lipozomului respectiv o capacitate mai mare de rezistentd in fata fenomenului opsonizérii.

Un prim fapt care meritd remarcat este acela
cd metoda de simulare aplicatd se dovedeste a fi
destul de sensibila in decelarea diferentelor privind
efectul protectiv steric ce caracterizeaza diferite
varietati de lipozomi.

Diagrama din figura 4 trebuie privitd sub as-
pect ,relativ’ si anume acela cd ea ne furnizeaza
informatii asupra capacititii relative a diferitelor
clase de straturi polimerice de excludere a pro-
teinelor opsonizante de la suprafata lipozomilor si
nu valori absolute ale acestui fenomen (cum ar fi de
exemplu cantitatea de proteine in valoare absoluta ce
se poate adsorbi la suprafata unei anumite varietati
de lipozomi).

Analizénd figura 4 se observa cresterea puternica
a fortei de repulsie stericé la distante sub 5nm de
suprafata lipozomald, fapt valabil numai pentru
variantele lipozomale LSS(B) si LSS(C), in timp ce
pentru LSS(A) si LC forte respingere mari se obtin

mari de acoperire, apropierea proteinelor opsoni-
zante suficient de mult pentru ca ele si ajunga
frecvent in contact direct cu bistratul fosfolipidic,
producind o opsonizare indeajuns de extinsa pentru
a declansa o indepértare rapida din circulatie.

In schimb, in cazul lipozomilor de tip LLS(B)
si in special a celor de tip LSS(C) fortele mari de
repulsie sterica, manifestate inca de la distanta de
5nm fatd de suprafata lipozomilor, pot sd asigure
o excludere mai eficientd a eventualelor proteine
ce tind sa se adsoarba pe lipozomi, putine dintre
acestea ajungind sa intre in interactiune directd cu
bistratul fosfolipidic al peretelui lipozomal.

Se poate astfel stabili o legatura semicantitativa
cu caracter predictiv intre profilele fortelor de re-
spingere sterica inregistrate prin metoda descrisa
in lucrarea de fatd si timpul de circulatie in vivo
a lipozomilor stabilizati steric, cu caracteristici
diverse de acoperire. Astfel de predictii, realizate
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prin metodele de simulare descrise mai sus, trebuie
verificate prin compararea cu rezultate obtinute din
madsuratori farmacocinetice si farmacodinamice in
experimente pe animal in care si se utilizeze tipurile
de lipozomi supuse modelarii.

Concluzii

In lucrarea de fata au fost analizate comparativ
trei varietati de lipozomi stabilizati steric trans-
portori de substante active in vederea evaludrii
prin modelare moleculara a capacitatii acesora de
a rezista fenomenului opsonizarii, element central
in cascada raspunsului imun al organismului la
introducerea de materiale artificiale in mediul
intern. Cele trei categorii de lipozomi diferd prin
densitatile de acoperire si prin lungimea lanturilor
polimerului (PEG) utilizat in acest scop.

Rezultatele demonstreaza ca lipozomii cu densitati
mici de acoperire dar caracterizati de lungimi mari
ale lanturilor polimerice de grefaj prezinta avantaje
fata de cei cu densititi mari de acoperire dar avand
polimeri de masé moleculard mica. Cea mai eficace
s-a dovedit a fi o clasd de lipozomi in care s-a uti-
lizat o acoperire mixta, populatia de polietilenglicol
fiind heterogena contindnd subpopulatii de lanturi
polimerice caracterizate de diferite mase moleculare
si densititi de acoperire.

CERCETARI ORIGINALE

Metoda de modelare propusé s-a dovedit a fi
suficient de sensibild pentru decelarea diferentelor
intre tipurile de lipozomi studiate, ceea ce face
din aceastd cercetare un prim pas in stabilirea de
metodologii alternative de analiza a proprietatilor
fizico-chimice a Sistemelor Terapeutice lipozomale
in interrelatie cu proprietétile farmacologice ale
acestora.
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