Fyzikalné-chemické parametry ovliviujici ucinek léciv

Rozpustnosti, lipofilita, hydrofobicita
Rozpustnost ve vode
nutna pro uvolnéni LC z pevné lékové formy do obsahu GIT, transport LC t&lInimi
tekutinami
*pro p.o. podani staCi mala — v GIT se vytvari nasyceny roztok, latka se kontinualné

vstiebava pfes mukozni vrstvu a rozpusténi pokraduje, dokud se LC nevstieba (2

dynamické rovnovahy: LF — tekutina GIT; tekutina GIT — mukdza (— krevni plazma)
epodobné i.m. a s.c. podani (postupné uvolfovani z “depa” ve svalu €i pod kuzi)
*pro i.v. podani vSak nutna dostateCna rozpustnost (proto tvorba soli, hydrofilnich
proléciv, inkorporace do dutiny a-cyklodextrinu (alfadexu) apod.)

*vyjadfuje se napf. v g/100 ml vody, g/l vody, mmol/l vody apod. (nezaménovat s
koncentraci — jedna se zpravidla o mnozstvi vztazené na objem Cistého
rozpoustédla, nutno vSak zdroj studovat pozorné); relativni pfesné definované

vyjadfovani rozpustnosti viz CL
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Alfadex

alfadex
o-cyklodextrin, cyklohexaamylosa, cyklo-a-(1—4)-D-hexaglukopyranosid



Rozpustnost v lipidech
nutna pro priinik LC bariérami organismu (membranami)
hydrofobni interakce se rovné&z uplatriuji pfi vazbé LC na receptor nebo aktivni misto
enzymu
*absolutni rozpustnost v lipidech Ci lipofilnim rozpoustédle se stanovuje zfidka; jeji
znalost muze mit vyznam napf. technologicky (kupf. salicylova kys. je nerozpustna ve
vazeling, pro jeji solubilizaci Ize pouzit ricinovy olej)

*Castéji se vyjadruje (hydro)lipofilita, hydrofobicita



Lipofilita, hydrofobicita latky
*pojmy témer synonymni
svyjadruji “afinitu” latky k vodné Ci lipidové fazi na jejich rozhrani
*kvantifikace lipofility — nejbéznéji rozdélovaci koeficient P, nejCastéji jako log P, aby mezi
hodnotami pro jednotlivé latky nebyl rozdil nékolika Fadu

p-“L
Cy

C., C, —rovnovazné koncentrace v lipidové a vodneé fazi; lipidy zpravidla

nahrazeny vhodnym org. rozpoustedlem

*pouzivané soustavy: oktanol/voda (oktanol “mimikuje” vlastnosti biomembran), ve
farmacii, resp. farm. chemii nejCasté;si, tisice hodnot publikovany; chloroform/voda,
cyklohexan/voda ...; pro kyseliny a baze zpravidla nastaveno pH vodné faze (silna
kyselina, zasada, pufr)

*zpusob stanoveni: vytfepavani v délici nalevce (nebo jiné vhodné nadobé), v
idealnim pripadé az do rovnovahy (nutno stanovovat), zpravidla ale jen po
omezenou, pfedem definovanou dobu; pak log P” (zdanlivy rozdélovaci koeficient);
poméry objemu fazi nutno volit dle predpokladaného log P tak, aby koncentrace v
jedné z fazi byla zvolenou analytickou metodou stanovitelna

u disociovatelnych latek (kyseliny, baze) je nejlipofilngjSi nedisociovana forma — viz
dale



Priklady vlivu lipofility na pranik bariérami organismu

-hematoencefalicka bariéra: pro latky pronikajici pasivni difuzi optimum log P_ 1,5 az

2,7 s maximem 2,1

Tight junction

Absorptive-mediated
tfranscytosis ‘e

Receptor-mediated transcytosis

Hematoencefalicka bariéra (fez mozkovou
kapilarou)



Bukalni, stfevni a kozni bariéra

akin buceal mucosa small intesiine

Fig. 1. A stmuctural comparison of the skm, buccal mucosa, and small intestine, The skin and buccal mucosa are covered by a strahified squamous
epithelum, wheress the surface of the small mtestine consists of a simple colummar epithelium, The regon sssociated with the bamier propertics
of cach tissue 15 highlighied by the astensk. This diagram 15 not dmwn to scale.

Srovnani stavby kuze, sliznice dutiny ustni a tenkého stfeva
*kUze a mukoza ustni dutiny jsou kryty vrstevnatym dlazdicovym epitelem, povrch tenkého
stfeva jen jednoduchym cylindrickym epitelem
*mukoza ustni dutiny je na nékterych mistech keratinizovana, kuze vSude (stratum
corneum); prunik pfes keratinizovanou vrstvu vyZaduje zvySenou lipofilitu



Transportni cesty l€Civ pfes mukozni sliznici ve srovnani se sliznici tenkého streva

(a) (b)

paracellular transcellular paracellular transcellular

strevo mukdza

eparacelularni cestou pronikaji slouceniny rel. hydrofilni, trancelularni hydrofobni; u

mukozy nutna vetsi lipofilita



Léciva spontanné pronikajici kozni bariérou do krevniho obéhu
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i} Acidobazické vilastnosti
*velka Cast LC slabé kyseliny nebo baze
«sila kyseliny nebo baze kvantifikovana disociacni konstantou Ka, Kb, Casto jako
pK = -log K
Pro kyseliny

HA =—= H + A

H"[A
g AN
[HA]
pK =-logK, =-log[H ]-log 4]
i [HA]
[A] .
pK, = pH —log Hendersonova-Hasselbachova rovnice
[HA]
(4]
lo = pH — pK
g [HA] pi1 — pi,
[A_] _ lo(pH—pKa)

P pak plati pro pomér disociované a nedisociované formy

[HA]



Dosazeni pro ibuprofen v krevni plazmé
pK =491pH=7,4

@ =1074*D =10>% = 309,03 =309,03:1 = 309,03 =0,9968 =99,68%
[HA 310,03
Pro baze
B + H — BH
[BH™]
K, = "
|B][H "]
|[BH "] 1 [BH "] N
pK, =—log —log——=—log —(0—-log[H])
b [B] [H*] [B]
[BH "]
pK, =—log 3] — pH Hendersonova-Hasselbachova rovnice

-Castéji se u bazi uvadeji pK_konjugovane kyseliny, pro nez plati

pK + pK, =14



epotom Cim vysSi pK , tim je baze silnéjsi
*pro podil disociované a nedisociované formy baze pak plati

+
[BH | _ | gk,
| B]
Priklad — vypocet podilu disociované formy morfinu v Zaludku
pH =1
pK =7,87
[BH '] _ 407870 _ 7413102413 = 74131024131 = (413102413 _ 5 999990865 — 99 9999865 2

/BJ 7413103,413




Vztah disociace a lipofility

*nejlipofilngjSi forma je nedisociovana

latky prochazeji bariérami vCetné sliznice GIT nejlépe v nejlipofilngjSi formé

*=z kyselého prostredi zaludku se |épe vstrebavaji kyseliny, z bazického prostredi
tenkého stfeva baze

distribucni koeficient D, €astéji log D je log P pfi daném pH, charakterizuje
tedy latku z hlediska lipofility a acidobazickych vilastnosti zaroven

Priklad — ciprofloxacin

logD -1.80 pH 1 (28)
Temp: 25 °C
logD -1.79 pH 2 (28)
Temp: 25 °C
logD -1.78 pH 3 (28)
Temp: 25 °C HN/\\
logD -1.75 pH 4 (28) \\/N N
Temp: 25 °C |
logD -1.54 pH 5 (28) O
Temp: 25 °C F
logD -1.07 pH 6 (28)
Temp: 25 °C O OH
logD -0.85 pH 7 (28)
Temp: 25 °C
logD -0.95 pH 8 (28)
Temp: 25 °C
logD -1.47 pH 9 (28)
Temp: 25 °C

logD 2.14 oH 10 (28)



pH of the gastrointestinal tract
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pH v jednotlivych ¢astech GITu na lacno a po jidle

i

Stomach Jejunum lleum Colon

pH 1.4-21 4.4-6.6 6.8-8.6 2-8 fasting
3-7 5.2-6.2 6.8-8.0 5-8 fed




QSAR = QUANTITATIVE STRUCTURE - ACTIVITY
RELATIONSHIPS
KVANTITATIVNI VZTAHY MEZI (CHEMICKOU) STRUKTUROU A
(BIOLOGICKOU) AKTIVITOU



Hledame vztah, v némz je biologicka aktivita funkci struktury, resp. parametru, které se strukturou souviseji
A= f (struktura)

2 zakladni pfistupy QSAR
*regresni analyza — hleda matematicky popis funkce, vétSinou s pouzitim linearni apod. regrese

empirické metody — hledaji pouze extrémy (maxima a minima) dané funkce

Regresni analyza

hleda rovnici ve tvaru A = a0+ ax, + a2x2+...anxn,

kde A je biologicka aktivita, x jsou parametry vyplyvajici ze struktury slouCeniny, a_jsou regresni koeficienty
(a, ...absolutni Clen), ziskane vypoctem. V pripadé tzv. Hanschovy metody jsou x fyzikalné-chemicke

parametry vyplyvajici ze struktury, v pripadé tzv. Free-Wilsonova pristupu parametry x vyjadruji pritomnost
nebo nepfitomnost ur€itého substituentu nebo strukturniho fragmentu v molekule.



Hanschova metoda regresni analyzy
A=a +ax + ax+..ax
A ... kvantifikovana biologicka aktivita, Casto v pfevracené hodnoté a/nebo logaritmovana k zajisténi
linearity vztahu
Priklady:
1/MIC ... pfevracena hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace u antimikrobnich latek

log ED__... logaritmus davky, ktera navodi pozadovany efekt u 50 % testovanych subjektu
50

log LD,,... parametr akutni toxicity; logaritmus davky, ktera usmrti 50 % zvifat, na nichz testovani
probiha
IC,, ... koncentrace studované latky(efektoru), ktera snizi aktivitu enzymu na 50 % puvodni hodnoty

Ki... konstanta charakterizujici afinitu latky k aktivnimu mistu enzymu nebo k receptoru
log BB ... vyjadfuje schopnost latky pronikat HEB
.. atd.

a, .- a_... regresni koeficienty tj. koeficienty ziskané vypoCtem za pouziti napr. linearni regrese



“Klasicke” strukturni parametry x_ ... x_

*hydrofobni
eelektronové

esterické

a) Hydrofobni parametry - v rovnici ¢asto v kvadratickém tvaru — vyjadfuji pomér rozpustnosti latky ve
vodé a v lipidech; maji pro uc€inek €asto zasadni vyznam, zejména pro prunik bariérovymi systémy
organismu; napr. log P(oktanol/voda), log P(cyklohexan/voda) aj., parametr R_ z rozdélovaci TLC na

tzv. reverzni fazi (stacionarni faze lipofilni, mobilni faze hydrofilni):

R, =log( . ),

——1
Rf
dale logaritmus tzv. kapacitniho faktoru log k™ z rozdélovaci chromatografie plynové (GC) nebo

vysokoucinné kapalinové (HPLC)

(tr_ to)
—t

logk "=log(

kde t, je retenCni Cas dané latky a t, je tzv. mrtvy retencni Cas, tj. retenCni Cas latky, ktera se na koloné
nezadrzuje (napf. u HPLC na reverzni fazi s oktadecylovanym silikagelem se pro stanoveni t, pouziva

dusitan sodny nebo aceton).



(Hanschuv) lipofilni parametr ©t — pro fady (série) latek, obsahujici na stejném strukturnim fragmentu
(nejCastéji benzenovém jadre) ruzneé substituenty

p
Tr:10gP—X:10g P,—logP,
H

kde P_je rozdelovaci koeficient substituovane latky a P, rozdeél. koeficient latky nesubstituovane.

Vypoctené hydrofobni parametry
Kromé experimentalné stanovenych hydrofobnich parametrl se dnes stale ¢astéji pouzivaji odhady téchto
parametru ziskanych vypoétem podle rdznych algoritmu, z nichz nejjednodussi jsou patrné vypocetni
postupy pro odhad log P (okt_anol/voda) souctem log P inkrementl podle Rekkera a Nysse

IOgP:Zai fi

kde f je log P prislusného fragmentu a a je pocet, kolikrat se tento fragment vyskytuje, nebo podle

Hansche (a Lea) vzorcem

l J
log P=2a,f +2.b,f
kde f je fragmentova konstanta, fj je korekeni faktora a a bj je odpovidajici pocet vyskytu daného

VigwviEiwv s

¢asto umoznuje i optimalizaci struktury metodami molekulové mechaniky a vypocty dalSich parametrt pro
vypocty QSAR (pro PC napf. Molgen, HyperChem). Shoda vypoc¢teného odhadu log P, oznaCovaného u

Hanschova algoritmu Clog P, s experimentalné stanovenou hodnotou, byva pro riizné vypocetni postupy
velmi odlisSna, Casto vSak pro vypocCty postaci, existuje-li linearni zavislost mezi nimi.



Priklad QSAR zavislosti pouze s hydrofobnim parametrem
Uc&innost fenoll jako induktord apoptosy nadorovych bunék
Hansch, C. et al.: Bioorg. Med. Chem. 11, 617 (2003)
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b) Elektronové parametry
-souviseji s elektronovym obalem molekuly

* Hammetovy konstanty o - pro m- a p-substituované derivaty benzenu; vyjadruji elektrondonorové
(+M, +I) nebo elektronakceptorové (-M, -I) vlastnosti substituentu; odvozené konstanty: ¢ , ¢, ¢,

podobné Swain-Luptonovy konstanty .7, ‘R
*parametry ze spekter a jinych fyzikalnich méreni — chem. posuny 6 z NMR, vinova délka maxima
absorbance A__ z UV-VIS spekter, vinoCet v vyrazného absorpcniho pasu v IC spektrech, pdlvinny

potencial E_ z polarografie, pK, pl (= izoelektricky bod)
*vypoctené elektronové parametry: polarita, polarizovatelnost, parcialni naboj na urcitém atomu

c) Sterické parametry
- vyjadfuji “celkovou objemnost” molekuly nebo Castéji substituentu na spoleCném skeletu
-van der Waalsovy polomery v_

Taftova stericka konstanta E_odvozena pomoci rychlostnich konstant hydrolyzy esteru alkanovych
kyselin
_X
)
Kp
kde k je rychlostni konstanta hydrolyzy esteru prislusné alkanové kyseliny RCOOR" a k_obdobna

konstanta pro ester kyseliny octove CH_COOR’- standard. E_neni Cisteé sterickym parametrem,
zahrnuje CastecCné i elektronove vlivy (+1).

E =log

E (CH,) = 0, objemnéjsi substituenty E_< 0, mené objemne E_> 0



* Verloopovy sterické parametry

— pro jednotlivé substituenty

- odvozené (zméfené) z pocitacové optimalizovanych modelt molekul
(Sterimol)

- L je délka substituentu, B, — B, “polomery zakfiveni” substituentu (“podéiné”
a “horizontalni”)

(Karboxylova skupina v molekule benzoové kys.)
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DalSi parametry uzivané v QSAR
~vétSinou vypoctené
~zahrnuji Casto 2 i 3 typy vlivu (hydrof.+elektron.+ster.)
“Klasické”
eparachor

r

M _14)
P ==
d Y
, kde v je povrchové napéti, M molarni hmotnost a d hustota.

*molarni refrakce (= molekularni refraktivita) MR (téz CMR); def. vztah oznaCovan Lorentzova-Lorenzova

rovnice

2
1, 2M_(n’~1) M

MR=n"—
n d (n’+2)d

)

kde n je index lomu.

“Neklasickeé”
-solvatacni energie — je-li pro vodu, pak hydratacni energie AG_*

epovrchy molekuly rizného typu — polarni van der Waalsuv, nepolarni, pfistupny vodé€, dynamicky polarni
(DPSA), topologicky polarni (TPSA) aj.

*objemy molekuly — polarni, pfistupny vodeé aj.



Free- Wilsonova metoda regresni analyzy
*hleda zavislost biologické aktivity na pfitomnosti nebo nepfitomnosti urcitych substituentt nebo strukturnich
fragmentd v molekule. Jde o vlastné o statistickou separaci aktivity na pfispévky urcitych ¢asti molekul, ;.
predpoklada se aditivita vlivu substituentl nebo jinych ¢asti molekuly. Metoda vede k feSeni soustav rovnic o
vétSim pocCtu neznamych, které se v jednoduchych pfipadech daji fesSit maticovym pocCtem, jinak pomoci
statistickych programUt umoznujicich multilinearni regresi (MLR).
0b& metody Ize téZ kombinovat. Cast nezavislych proménnych pak vyjadfuje fyzikaln&-chemické vlastnosti
latek, dalSi, nazyvané ,,indikatorové proménné* (symbol |), udavaji pritomnost nebo nepfritomnost urcitych

molekulovych fragmentu. Indikatorovych proménnych byva obvykle maly pocet, ¢asto pouze jedina.



Empirické metody QSAR
epouzivany s vyhodou tam, kde nelze jednoduse zjistit matem. popis funkce A = f(struktura)
*hledaji pouze extrémy (maxima a/nebo minima) dané funkce; matem. popis pfitom zUlstava “Cernou
skrinkou”
*pfi jejich aplikaci syntetik usmeérnuje volbu latky k syntéze na zakladé biol. hodnoceni latky pfedchozi

Optimalizace podle jednoho strukturniho parametru — Fibonacciho optimalizace

Latky se sefadi podle rostouci hodnoty strukturniho parametru, u néhoz se prepoklada, ze aktivitu
vyznamné ovliviiuje. PocCet latek musi odpovidat po¢tu bodu v nékterém z Fibonacciho intervala (viz tab.
1), neni-li tomu tak, néktera z krajnich latek, u nichz je mala pravdépodobnost, Ze by byly nejucinné;si, se
vypusti nebo se naopak pfida fiktivni krajni latka. K syntéze se vyberou latky, které maji v intervalu poradi
uvedené ve druhém sloupci tabulky. Provede se biologické hodnoceni téchto latek a podle jeho vysledku
se Cast intervalu od jednoho z krajnich bodu smérem k méné aktivni slouceniné vylouci. Vysledny soubor
je dalsim Fibonacciho intervalem. Vybér se opakuje tak dlouho, dokud se nedospéje k nejucinnéjsi
slouCeniné. Metoda umozniuje podstatné snizit poCet syntetizovanych a testovanych latek, napf. namisto
589 latek, které by bylo nutno pfipravit a otestovat, abychom mezi nimi nasli nejucCinnéjsi, staci pfipravit a

stanovit biol. aktivitu u pouhych 13 slou€enin (viz sloupec C tab. 1).



Tab. 1. Fibonacciho optimalizace

Legenda: A ... pocet latek prislusného Fibonacciho intervalu

B ... poradi latek uréenych pro syntézu a testovani v ramci

intervalu

C ... pocet latek potrebny k dosazeni optimalizace

A B C A B C A B

2 la2 2 20 8a13 6 143 55 a 89
4 2a3 3 33 13a21 7 222 89a144
I Jabd 4 54 21a34 8 366 144 a 233
12 5a8 5 88  34add 9 580 233 a377

10
11
12
13



Optimalizace podle vice strukturnich parametrt
Simplexova metoda

KazZdou latku |ze charakterizovat jako bod v n-rozmérném prostoru, ve kterém biologicka aktivita je
jednou souradnici a zbyvajicich n — 1 soufadnic predstavuji fyzikalni a fyzikalné-chemické vlastnosti
slouCeniny, o nichz se predpoklada, Ze aktivitu ovliviiuji. Pokud pracujeme v (klasickém) trojrozmérném
prostoru, tj. optimalizujeme-li pouze dva parametry, miZzeme optimalizaci proveést i graficky na
milimetrovém papife. Pracujeme vilastné v primétu do roviny vilastnosti. K (syntéze a) hodnoceni se
vyberou 3 latky, které v rovine soufadnic vlastnosti nejsou od sebe priliS vzdalené s jejichz souradnice

v této roviné tvofi trojuhelnik, nejlépe rovnostranny. Porovname aktivity téchto 3 sloucenin a z bodu,

v v s

IS &4

neodpovida zadné slouCeniné, pouzijeme k hodnoceni latku nejblizsi. Z tohoto bodu a dvou pfedchozich
vytvofime dalSi trojuhelnik, ktery podrobime stejnému optimalizaCnimu pochodu. Postup opakujeme,
dokud nachazime latky o rostouci aktivité. Jakmile aktivita zaCne klesat, muzeme latku s dosazenou
nejvyssSi aktivitou povazovat za optimaini.



Simplexova metoda




Optimalizace podle vice strukturnich parametr
Optimaliza¢ni schémata
*postup racionalnich myslenkovych pochodud farm. chemika
ezohlednuji hydrofobni, elektronové a sterické parametry
*nejsou univerzalni; pro urcity typ obmén na urcité strukture byva nutné sestavit nové

Schéma obmén substituentl na fenylu (Topliss 1972)

3-Cl
R=H

3-CF,, 4-Cl; 3-CF,, 4-NO,

méné l vice
4-OCH, <—— 4-C| wmmp 3 4 CI,
nebo
stejné 4-CF,, (4-Br, 4-1), 2,4-Cl,
3-CH,, 4-N(CH,), <mmmm 4-N(CH,), 4-CH,
l \4-C(CH3)31 314'(CH3)2

4-NH,; 4-OH; 3-CH,, 4-OCH,

3-N(CH,),; 3-NH, <——= 3-C| wmmmmm 3-CF.; 3-Br; 3-I; 3,5-Cl,

|

3-CHy——= 2.¢J; 2.CH,; 2-OCH,



Komentar ke schématu obmén substituentt na fenylu

Pri optimalizaci podle uvedeného schématu postupujeme tak, ze nejprve pfipravime nesubstituovanou
slou€eninu a jeji 4-chlorderivat. Substituce chlorem snizi elektronovou hustotu v poloze 1 a zaroven zvysSi

lipofilitu (4-Cl: 6 = 0,23; ©= = 0,71); je-li 4-chlorderivat aktivnéjsi, Ize lipofilitu a elektronakceptorové vlastnosti
zvysSit dalSi substituci chlorem. Je-li 4-chlorderivat méné aktivni, mizeme predpokladat, ze pokles

elektronové hustoty ovlivnil aktivitu negativné, a pripravime 4-methoxyderivat, ktery ma lipofilitu prakticky
stejnou jako nesubst. latka, el. hustota v pol. 1 je vsak vyssi (4-OCH.: ¢ =-0,27, n = 0,02). Neni-li zfetelny
rozdil mezi aktivitou nesubst. latky a 4-chlorderivatu; mizeme pfedpokladat, Ze vliv el. hustoty a lipofility
pusobi proti sobé a zkusime pfipravit 4-methylderivat (4-CH_: c = -0,17, = = 0,56). Je-li u vSech latek

substituovanych v pol. 4 aktivita nizSi néz u nesubstituované latky, je zfejme, ze substituce v poloze 4 je
stericky nevyhodna, a budeme pripravovat latky substituované v polohach 2 a 3. V jednotlivych vétvich

tohoto schématu je mozné postupovat dale, dokud nedojdeme ke slouceniné s maximalni aktivitou.
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