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STRUCNI RADOVI

Marica Medié Sarié, Danijela Franié, Zeljko Debeljak (Zagreb)

Lipofilnost lijekova
I. dio: VaZnost lipofilnosti u istraZivanju novih lijekova
(Primljeno 14. XI. 1997.)

1. UVOD

Idealan lijek posjeduje savrseno selektivno biolosko djelovanje, bez nus-
pojava i toksi¢nosti. Takav lijek ne postoji, ali pribliZavanje tom idealu cilj
je razvoja svakog novog lijeka. Pritom treba dobro definirati Zeljeni uéinak
lijeka te odgovarajué¢im metodama ispitati posjeduje li lijek to specifiéno dje-
lovanje. Ako posjeduje, potrebna je kvantitativna metoda, kojom ¢e se proci-
jeniti njegova ucinkovitost i selektivnost djelovanja. Nakon toga, mozZe se
provesti usporedba izmedu srodnih lijekova u svrhu utvrdivanja najselektiv-
nijeg glede zadanog farmakoloskog uéinka (1). Pote§koée u pronalaZzenju no-
vih lijekova analizirao je Spinks (2). On je procijenio da se jedan novi lijek
pojavljuje na 200 tisuéa novih spojeva. Prema njegovim pretpostavkama, mo-
Ze se oCekivati da se na svakih 400 milijuna sluéajno odabrabnih i testiranih
spojeva pojavi jedan novi antitumorski lijek. Put od sinteze novog lijeka do
njegove primjene u terapiji priliéno je dug i sloZen. Proces traje godinama i
ponekad zahtijeva ispitivanje tisuéa spojeva, a troskovi rastu na milijune do-
lara.

Modeliranje novog lijeka mora obuhvatiti sve aspekte bioloski djelotvor-
ne tvari, od njezinog dobivanja, objasnjenja strukture, analize i biolo§kog is-
pitivanja do razjasnjenja djelovanja lijeka na molekularnoj razini. U takvoj
interdisciplinarnoj znanosti potrebno je zajednicko djelovanje farmaceuta,
organskih kemicara, biokemicara, fizikalnih kemiéara, farmakologa, psiho-
loga, mikrobiologa, patologa i toksikologa (3).

Znanstvene discipline ukljuéene u stvaranje novog lijeka najéesée su obu-
hvaéane nazivom »Pharmaceutical Chemistry« ili »Medicinal Chemistry« u
anglo-saksonskom svijetu, »Chimie thérapeutique« u francuskom, odnosno
»Arzneimittelforschung« ili »Wirkstoff-forschung« u njemac¢kom govornom po-
druc¢ju. Kod nas se ta disciplina naziva »Farmaceutska kemija«.

Programirano stvaranje lijekova korisno je provoditi radi nekoliko osnov-
nih ciljeva:

(1) pronalazenja prikladnih lijekova za bolesti kod kojih je postupak
lijeéenja nezadovoljavajudi ili jo§ uopce ne postoji,

(2) pronalazenje novih lijekova kao zamjena za one lijekove koji imaju
zadovoljavajudéi terapijski ucinak, ali i izraZeni niz nuspojava,

(3) poveéanja stupnja djelovanja lijekova, koji inace klinic¢ki zadovoljavaju.
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Jedno od najznacajnijih istraZivanja u rjeSavanju ovih problema usmje-
reno je na predvidanje odnosa izmedu kemijske strukture i bioloske uéinko-
vitosti odredenog spoja koji jo$ nije sintetiziran, odnosno spojeva kojima bio-
loski udinak nije potpuno istrazen. Na osnovi poznavanja ovih odnosa
moZemo bolje razumijeti toksi¢ne, mutagene ili kancerogene ucinke mnogih
spojeva (4). Razumijevanje ovih odnosa vaZno je kako za razvoj novih farma-
koloskih agenasa tako i za ispitivanje drugih biolo$ki uéinkovitih spojeva
(ksenobiotika) kao $to su pesticidi, herbidici, stimulansi okusa i mirisa i dru-
gi (5,6). Mayer i Overton pokazali su da se narkotska uéinkovitost mnogih
jednostavnih organskih spojeva slaze s njihovim koeficijentom razdiobe (P)
dobivenim za sustav ulje/voda (7,8). Provedena su i istraZivanja lipofilnosti
u razjasnjenju molekularnih osnova slatkog okusa. Nakon analize zasladi-
vaca otkriven je visok stupanj korelacije izmedu potencijala zasladivanja i
lipofilnosti izrazene putem izra¢unatih log P vrijednosti (7-9).

Postupak pronalaZzenja novih farmakoloski djelatnih tvari obuhvacéa dva
osnovna pristupa:

(1) nastojanje da se pronade novi vodeéi spoj, tzv. spoj uzor (engl. lead
compound), odnosno molekula koja posjeduje Zeljenu biolosku ucinkovitost,
iako ona ne mora biti jako izraZena,

(2) nastojanje da se iskoriste veé postojeéi spojevi uzori.

Postupci koji koriste veé postojeée spojeve uzore razvijeniji su od onih
koji traze nove spojeve uzore. Istrazivanja postojeé¢ih spojeva uzora provode
se s ciljem da se promjenom strukture molekule:

(1) promijeni profil njezine biolo$ke uéinkovitosti (npr. ukljanjane nepo-
Zeljnih uéinaka, povecanje bioloske ucinkovitosti, poveéanje selektivnosti gle-
de organizma ili vrste, itd.),

(2) pronalaZzenje zamjena za poznate bioloski uéinkovite spojeve.

Osnovna je postavka u tim istraZzivanjima da »sliéne strukture imaju
sli¢no djelovanje«. Znanstvenici pritom nailaze na niz problema, jer ponekad
1 male promjene u strukturi molekule mogu znatno promijeniti biolo§ku uéin-
kovitost. Cak i kod malih molekula éesto su moguée velike promjene. Osim
toga, strukturna sli¢nost nije prvenstveni ¢imbenik u djelovanju lijeka, jer
je bioloska ucinkovitost odredena kombinacijom elektronske i stericke priro-
de spoja, te uvjetima transporta. Strukturne promjene imat ée razli¢ite u¢in-
ke na svaki od ovih ¢imbenika pa sliénost strukture postaje sloZeniji problem.
Ipak, ostaje ¢injenica da je promjena ¢imbenika odgovornih za biolosku uéin-
kovitost moguée provesti jedino promjenom kemijske strukture.

Rjesavanju ovih i niza drugih problema u istrazivanju novih lijekova pot-
pomaZze QSAR-metodologija (10). Prve ¢lanke iz podruéja QSPR- i QSAR-*

*QSPR = Quantitative structure-property relationship (kvantitativni odnos izmedu strukture
i svojstva); QSAR = Quantitative structure-activity relationship (kvantitativan odnos izmedu
strukture i djelovanja)
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istraZivanja objavio je Hansch prije tri desetljeéa (6, 9). U tim prvim istra-
Zivanjima bioloske uéinkovitosti lijekova uporabljeni su brojni parametri, u-
kljucujudi i lipofilnost koja se izrazavala putem izmjerenih log P vrijednosti,
koeficijenta razdiobe za sustav oktanol/voda. Ovaj parametar postao je opée
prihvaéen u QSAR-u za kvantitativni opis lipofilnog karaktera bioloski uéin-
kovitih spojeva. On je postao jedan od najvaznijih parametara u dizajniranju
novih lijekova, odnosno utvrdivanju biolos$ke uéinkovitosti sintetiziranih spo-
jeva. Zbog tako velike vaznosti koeficijenta razdiobe, zadnjih dvadesetak go-
dina razvijen je velik broj empirijskih i teorijskih pristupa odredivanja, od-
nosno izra¢unavanja vrijednosti log P.

2. BIOLOSKE MEMBRANE I NJIHOV UTJECAJ NA DJELOVANJE LIJEKOVA

Osnovna funkcija membranskih sustava je za§tita stanice. Tu funkciju
membrana obavlja tako da regulira protok odredenih molekula iz vanjske u
unutarnju biofazu i obratno, te istodobno regulira i odredene vitalne procese
u stanici. Jasno je da postoji velika raznolikost membrana glede prirode i
propusnosti $to ovisi o smjestaju u biosustavu.

Danas se struktura biomembrana prikazuje modelom tekuéeg mozaika,
opée prihvadenim konceptom, koji su jo§ 1952. razvili Singer i Nicholson (11).
Osnova ove strukture (prikazana na slici 1.) je dvosloj fosfolipida (fosfatidil-
kolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin i sl.) koji su izrazito amfoterne mo-
lekule. Kolesterol je molekula koja ¢esto s visokim postotkom ulazi u sastav
navedenog dvosloja.

ugljikovodik

3 dlikolipid £
“% o kolesterol
PN ]
W polarna glava
) 9 } fostolipid

¥ & — hidrofobni

4 o] g
0 g repovi

Slika 1. Shematski prikaz strukture bioloSke membrane

globularni protein

glikoprotein

Struktura dvosloja je prilicno stabilna, ali nikako ne miruje. Molekule
fosfolipida pokazuju sljedece vrste gibanja:
¢ brzu rotaciju oko najduze osi,
¢ lateralnu difuziju i
o transferzalnu difuziju (flip-flop).
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Ostali su dijelovi membrane proteini globularne ili linearne strukture.
Medu njima razlikujemo ekstrinziéne — koji znatnim dijelom izlaze iz sastava
dvoslojai intrinziéne — koji su locirani samo u dvosloju. Ova razlika se uocava
i glede sadrzaja aminokiselina koje ulaze u sastav jednih ili drugih proteina.
Naime, zbog izrazenih razlika u lipofilnosti aminokiselina, jasno je da ¢e pro-
teini s veéim sadrzajem hidrofilnih aminokiselina biti locirani na kontaktnoj
plohi dvosloj — voda (ekstrinziéni proteini), dok ¢e proteini s veéim sadrzajem
lipofilnih aminokiselina biti smjeSteni u samom dvosloju (intrinziéni protei-
ni). Uloga je membranskih proteina, glede propusnosti membrane prije svega
u aktivnom i olakS8anom transportu te modifikaciji difuzije.

Glede lipofilnosti mogu se razlikovati sljedeée membrane:

1. bukalne i sublingvalne membrane (1,1 do 0,2),
2. gastrointestinalne membrane (3,3 do 0,4),

3. razliite stani¢ne membrane,

4. krvno-mozdana barijera (4,2 do 1,4).

Ovakav redoslijed odgovara rastuéoj potrebi za zastitom vitalnih dijelova
biosustava, §to dublje prodiru tvari u biosustavu to je ostrija selekcija i time
izraZenije za$titno djelovanje membranskog sustava.

Prema ovom prijedlogu najmanje je selektivna bukalna sluznica. U pro-
sjeku, lijek se relativno kratko zadrZzava u usnoj Supljini, dok je apsorpcija
uglavnom vrlo brza. Ovo mozZe biti u vezi s osnovnim djelovanjem usne Sup-
ljine — osjetom okusa koji dovodi do poticanja ili odbijanja unosa.

Za razliku od usne Supljine, lijek se dulje zadrZava u gastrointestinalnom
traktu, jer je znatno smanjena moguénost prodiranja.

Krvno-moZdana barijera je poseban problem. Iako viSe nije potpuna ne-
poznanica, jo§ postoje nejasnocée glede njezine propusnosti, pogotovo za lije-
kove koji se prenose aktivnim transportom. Za pasivni transport preko krv-
no-mozZdane barijere moZe se reé¢i da je znatno selektivniji u odnosu na
liposolubilne tvari, nego §to je sluéaj sa selektivno$éu prema hidrofilnim li-
jekovima.

3. PARAMETRI LIPOFILNOSTI
Za opis hidrofobnih svojstava molekule u QSAR-istrazivanjima primje-
njuju se razni parametri, najéesce:

RM — kromatografski parametar.

Dobiva se preracunavanjem iz eksperimentalno odredenih R¢-vrijednosti
tankoslojnom kromatografijom, pomoéu jednadzbe:

RM = log (I/Rf— 1) (1)

Tako dobivena Ry-vrijednost gotovo kvantitativno odgovara opisu lipo-
filnih svojstava molekule (12-14)
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IT — hidrofobna konstanta po Hanschu

Cini razliku u lipofilnosti promatranog supstituenta i atoma vodika koji
je zamijenjen tim supstituentom na osnovnoj strukturi koju ispitujemo
(15— 23).

[ = hidrofobna konstanta po Rekkeru

Cini lipofilni doprinos (kontribuciju) promatranog fragmenta ukupnoj li-
pofilnosti molekule (11, 24, 25).

Kako se primjena parametara lipofilnosti ustalila medu znanstvenicima
razliditog profila, tako se ovaj koncept produbljivao i prilagodavao razlié¢itim
vrstama primjene. Istrazivadi Ruske akademije znanosti u Moskvi i Sveudi-
lista u Orléansu, (Francuska) ispitivali su doprinos vodikovih veza lipofilno-
sti molekule na primjerima amina i piridina (26). Rezultati su potvrdili pret-
postavku istrazivaca da je lipofilnost organske komponente, odnosno njezin
koeficijent razdiobe mogucée izra¢unati na osnovu parametara koji se odnose
na molarni volumen i svojstva vodikovih veza koje moze tvoriti ta molekula.
Medu novijim pristupima, ¢esto se navodi ASC-(Approximate Surface Calcu-
lation) metoda izracunavanja log P, koju je razvila skupina autora (27). Ona
omogucuje procjenu energije hidratacije i lipofilnosti uporabom malog broja
odijeljenih to¢aka na van der Waalsovoj plohi molekule. Buduéi da taj izraz
ovisi o trenutnoj geometriji molekule, energija otapanja i lipofilnost mogu
biti prikazane kao funkcije konformacije. Testa je pokazao da se intramole-
kulskim interakcijama mogu objasniti razlike u lipofilnosti izmedu konfor-
macijskih dijastereoizomera kao i izmedu regioizomera (28, 29).

Lipofilnost je svojstvo molekule koje ukljucuje sve intramolekulske inte-
rakcije proizisle iz otopljene tvari, osim ionskih veza. Kao i sve intramole-
kulske interakcije, tako ée i lipofilnost ovisiti o vremenski promjenjivoj tro-
dimenzionalnoj strukturi ispitivane tvari (odnosno konformaciji), §to znaci
da ¢ée to utjecati i na toénost danasnjih fragmentarnih metoda izra¢unavanja
koeficijenta razdiobe. Kako je interakcija lijeka s receptorom visokospecifiéna
pojava danas se Cesto pojavljuju kombinirani modeli koji, osim parametara
lipofilnosti ukljuéuju i brojne druge parametre, primjerice stericke ili elek-
tronske prirode. Tako su Potts i Guy razvili novi model koji ée opisivati raz-
diobu molekule lijeka u stratum corneumu, a koji ovisi o sposobnosti ispiti-
vane tvari da bude donor i/ili akceptor u stvaranju vodikove veze, te o njenoj
veli¢ini (30). Rezultat je nova jednadZba, koja permeabilnost koZe bolje opi-
suje od jednadzbe zasnovane samo na koeficijentu razdiobe za sustav okta-
nol/voda i veli¢ini molekule.

4. KOEFICIJENT RAZDIOBE ~ DEFINICIJA

Kao mjerilo lipofilnosti ispitivanih supstancija primjenjuje se koeficijent
razdiobe P (engl. Partition coefficient), koji je funkcija fizikalno-kemijskih
svojstava molekule. Hansch i suradnici predlozili su da se hidrofobni u¢inak
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opiSe logaritmom koeficijenta razdiobe (log P) ispitivane tvari izmedu lipo-
filnog otapala (n-oktanola) i vode (pufera), jer taj sustav vrlo dobro opisuje
sposobnost prolaska molekule kroz staniénu membranu.
Ovako definiran koeficijent razdiobe ¢ini Nernstov zakon razdiobe, a dan
je sljedeéim izrazom:
P=CyC, (2)
odnosno
log P = log (C,/C,) (3)

gdje su C, i C, molarne koncentracije ispitivane tvari u organskoj fazi (o =
n-oktanol), odnosno vodenoj fazi (v = voda, odnosno pufer). Gornja je jednadz-
ba omjer ravnoteznih koncentracija ispitivane tvari u dva otapala, koja se
medusobno ne mijeSaju (odnosno samo se ograni¢eno mijesaju), uz uvjet da
se ispitivana tvar u oba otapala nalazi u istom molekularnom obliku.

Danas je poznat niz eksperimentalnih i raéunskih metoda za odredivanje
lipofilnosti lijekova, odnosno koeficijenata razdiobe, log. P. U nastavku éemo
ukratko prikazati na Sto sve valja obratiti pozornost pri eksperimentalnom
odredivanju te koje su prednosti i nedostaci u odnosu na ra¢unsko odrediva-
nje log P.

5. EKSPERIMENTALNO ODREDIVANJE log P

Spoznaja o doprinosu lipofilnog parametra u razjasnjenju procesa tran-
sporta i u€inkovitosti lijekova, pesticida i drugih ksenobiotika uvelike je do-
prinijela brzem razvitku metoda za njihovo odredivanje. Po Hanschu i su-
radnicima, najprikladniji sustav za opis transporta lijekova je sustav mem-
brana/pufer. No to je relativno nedostupan sustav jer zahtijeva izolaciju i
proc¢iSéavanje membrana. To znaci da se u praksi farmakokemijskih istrazi-
vanja moramo orijentirati na pogodne sisteme organsko otapalo/voda s ogra-
ni¢enim medusobnim mijesanjem. Ovo je lista moguéih sistema otapala:

1. cikloheksan — voda 10. dietileter — voda

2. heptan - voda 11. oleil alkohol — voda

3. tetraklorugljik ~ voda 12. metil-izobutil-keton — voda

4. ksilen — voda 13. etilacetat — voda

5. toluen — voda 14. n-oktanol - voda

6. benzen - voda 15. cikloheksanon — voda

7. kloroform — voda 16. pentanol — voda

8. trigliceridi — voda 17. 2-butanon - voda
nitrobenzen - voda 18. cikloheksanol — voda

9. izopentil-acetat — voda 19. butanol — voda

Topljivost vode u organskoj fazi te mijeSanje vodene i organske faze
povecéava se od vrha prema kraju liste. Iako je uvritavanje biomembranskih
sustava u listu jo$ priliéno diskutabilno, danasnje spoznaje potvrduju da su:
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sustavi kao $to su krvno-moZdana barijera na vrhu liste,
bukalne i sublingvalne membrane na dnu,
krvne Zile i sliéni sustavi u blizini sistema oktanol/voda (3).

Oktanol posjeduje niz povoljnih osobina koje su mu osigurale ulogu re-

ferentnog sistema u QSAR-istrazivanjima. To su:

prisutnost OH-skupine kombinirana sa zadovoljavajuéom topljivoséu vode
u oktanolu (2,3 M kod zasiéenja) §to mu osigurava relativno dobre osobine
kao otapala za veéinu lijekova;

zasi¢en vodom dovoljno je polaran tako da predpostavlja asocijaciju s mo-
lekulama otopljene tvari vise nego s ostalim molekulama oktanola.

Osim toga, dodatne su mu prednosti: kemijska stabilnost, komercijalna

raspolozivost, nehlapljivost, niska toksiénost, te vrlo niska apsorbancija u
UV-podrudju §to ima veliku analiti¢ku vaznost (3).

NajteS¢a eksperimentalna metoda za odredivanje koeficijenta razdiobe

je metoda izmuékavanja (engl. shake-flask methode). Printip je jednostavan no
zahtijeva dosta vremena, strogo odredene uvjete, a osim toga neprimjenjiv je
za nesintetizirane spojeve. Pri odredivanju se moraju posStovati ove vazne
odredbe (3):

a) u pokusima je potrebno rabiti takve parove otapala koja su zasi¢ena
jedno drugim. Ako to nije postignuto, promijenit ée se njihov volumen
tijekom izmuékavanja, §to je napose znacajno kad oekujemo vrlo niske
ili visoke vrijednosti;

b) izmuékavanje (mehanicko ili ruéno) valja provoditi u dobro zatvorenim
posudama, pola sata i to polagano. Odvojene slojeve zatim centrifugira-
mo na 2000 o/min, jedan sat ili dulje;

¢) u uobicajenim slucajevima, kad obje faze nakon izmuékavanja sadrze
dovoljnu koli¢inu otopljene tvari koju je moguée analizirati, nepotrebno
Jje vaganje otopine na pocetku pokusa. Analiza ispitivane supstancije se
provdi u obje faze, a vrijednost log P izra¢unava se iz Nernstove jed-
nadzbe (3). Ta vrijednost neovisna je o koli€ini otopljene tvari i o upora-
bljenom volumenu oba otapala. Kod vrlo niskih ili visokih log P vrijed-
nosti besmisleno je analiti¢ko odredivanje ispitivane supstancije u jednoj
od faza. Tada se moramo osloniti na rezultate dobivene iz jedne faze, a
log P éemo izradunati iz jednadzbi:

log P = log ¢y — log ’a’ 4)
ili
log P = log’a’ — log ¢y (5)

ovisno o tome radi li se o vrlo visokim ili niskim vrijednostima. Tu je
obvezno vaganje ispitivane tvari na poéetku pokusa (’a’);

d) apsolutno je potrebna visoka Cistoéa ispitivane tvari, jer i najmanje
onefiséenje moZe pokvariti pomno pripremljen pokus;
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e) visoke vrijednosti log P, one iznad éetiri, trebale bi se uzimati s rezer-
vom. Naime, zbog jo§ prilino nejasnih razloga vrijednosti dobivene u si-
stemu oktanol-voda uvijek padaju unutar odredenih granica. Primjenom
danasnjih tehnika tesko je precizno izmjeriti vrijednosti log P iznad ce-
tiri, osim ako ispitivana supstancija ne apsorbira jako u UV-podruéju
(14);

t) na toc¢nost rezultata utjecat ée i temperatura sustava, te pH vrijednost
vodene faze. Ako temperatura sustava nije stalna ne vazi Nernstov zakon
razdiobe. Najprikladniji je pH onaj kod kojeg je 99,9% ispitivane supstan-
cije u neioniziranom obliku. Ako se koeficijent razdiobe odreduje kod pH
gdje je supstancija djelomi¢no ionizirana u obzir se mora uzeti stupanj
ionizacije. Postotak neionizirane forme ispitavane supstancije varirat ¢e
ovisno o koncentraciji, osim ako se kao vodena faza ne uporabi pufer (3).

Cesto se ne pridaje dovoljna paznja svojstvu tvari da se javlja u dva ta-
utomerna oblika. Naime, prema Nernstovom zakonu razdiobe (3), konstanta
razdiobe vrijedi samo ako se ispitivana tvar nalazi u istom molekularnom
obliku, a dominantna tautomerna struktura ispitivane tvari u vodi ne mora
biti takva i u oktanolu §to ée zasigurno komplicirati svaku metodu izracu-
navanja log P iz strukture za tautomerne spojeve (15).

Koncentracije tvari nakon razdjeljenja mogu se odrediti:

1. spektrofotometrijski,

2. fluorimetrijski

3. kromatografski (RPTLC, HPLC, GC),

4. titrimetrijski.

6. METODE IZRACUNAVANJA log P

Kako je spomenuto, eksperimentalno odredivanje koeficijenata razdiobe
ima mnoge nedostatke, u prvom redu to su: sloZenost postupka i nemogué-
nest odredivanja za nesintetizirane spojeve. Zato je zanimanje za uporabom
lipofilnih parametara u razjadnjenju razli¢itih mehanizama djelovanja kse-
nobiotika u biokemiji, medicinskoj kemiji i znanosti o okoli§u pogodovalo br-
Zem razvoju metoda izracunavanja lipofilnih parametara, u prvom redu ko-
eficijenta razdiobe. Prve metode racunanja log P razvili su Fujita, Iwasa i
Hansch (17), a temelje se na zamjeni vodikova atoma nekim drugim supsti-
tuentom na osnovnoj strukturi molekule poznatog log P. Novije metode za-
snivaju se na zbrajanju fragmentarnih vrijednosti s ¢imbenicima koji se od-
nose na razne interakcije medu fragmentima (31). Potpuno drukdiji pristupi
oslanjaju se na matemati¢ke modele, predstavljene kvantno-kemijskim me-
todama (32-37).
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6.1 Rac¢unanje putem [I-konstanti
6.1.111, lipofilnt karakter supstituenta

Fujita, Iwasa i Hansch dali su primamljivu metodu za opisivanje lipofil-
nog ponasanja spojeva, bez prethodnog mjerenja vrijednosti log P za te sup-
stancije (17, 18).

Pri odredivanju lipofilnosti ne uzima se u obzir ¢itava molekula, veé skup
derivata osnovnog spoja, gdje je veéi dio strukture ostao isti. U tom sluc¢aju,
spoznaja o relativnoj lipofilnosti supstituenata dovoljna je za korelacijsku
analizu. U stvari, pronadeno je da katkad samo supstituenti u odredenim
poloZajima lipofilno interferiraju s biosustavima. Hansch i suradnici smatrali
su log P parametrom, koji linearno ovisi o slobodnoj energiji, $to znaci da
ima aditivni karakter te se moZe numeri¢ki izraziti sumom log P osnovne
strukture i ¢lana Il koji ¢ini razliku u vrijednosti log P izmedu osnovne struk-
ture i strukture gdje je vodikov atom zamijenjen nekim supstituentom. Oni
su, analogno Hamettovoj jednadzbi, definirali IT parametar kako bi istraZzi-
vanje lipofilnosti bilo mogucée, te da bi lipofilni karaktef?'Supstituenta odvojili
od njegovog elektronskog i steri¢kog utjecaja:

ITx = log Prx) — log Prm ©®)

gdje Prx) 1 Pr.iy Cine koeficijente razdiobe struktura R-Xi R-H, s tim da je
struktura R-X izvedena iz strukture R-H zamjenom jednog vodikovog atoma
supstituentom X. Iz ove jednadZbe proizlazi da je, po definiciji, IIi;y = 0,00 Sto
nije tofno. Pozitivna vrijednost IT znaci da, u odnosu na vodik, supstituent
X favorizira lipidnu fazu, a negativna vrijednost upuéuje na lipofilniji karak-
ter supstituenta. Aditivni karakter koeficijenta razdiobe dopusta istodobno
zamjenu vie vodikovih atoma u strukturi, pa se jednadZba (6) moZe poopéiti:

log Pr.x1,x2, xn) = log Py + Z [ixn)

Valja naglasiti da log P nije suma IT vrijednosti ve¢ da se IT vrijednost
supstituenata mora pribrojiti na log P osnovne strukture. Vrijednosti IT kon-
stanti donekle se razlikuju od strukture do strukture kao §to se vidi iz slje-
dece tablice (38).

Tablica 1. Vrijednosti [1x za razli¢ite osnovne strukture

X X- 4-X- 4-X- 4-X-
CeHs CsH4OCH2COOH CsH4NO2 CsH4OH
-H 0,00 0,00 0,00 0,00
—CHs 0,56 0,52 0,52 0,49
-F 0,14 0,15 0,31
-Cl! 0,71 0,78 0,54 0,93
-OH -0,67 -0,61 0,11 -0,87
—~OCH3 -0,02 -0,04 0,18 -0.12
-NH2 -1,23 ~-0,46 -1,63
-NO2 -0,28 0,24 -0,39 0,50
-CN -0.57 -0,32 -0,66 0,14
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Iz tablice je vidljivo da inertne skupine kao alkilne (primjerice -CHj) ima-
ju relativno konstantne Il vrijednosti, bez obzira na elektronski karakter
drugog supstituenta u parapoloZaju. Halogeni (-F,-Cl) su donekle osjetljiviji
na prisutnost drugog supstituenta, njihove se vrijednosti znacajno mijenjaju
ako je taj supstituent jaki elektron-donor ili elektron-akceptor. Najosjetljiviji
su oni supstituenti koji imaju slobodan elektronski par na heteroatomu
izravno vezan na aromatski prsten (-OH, -OCHjs, -NHjy). Ako je drugi supsti-
tuent jaki elektron-akceptor kao naprimjer -NOy ili -CN skupina, vrijednost
I1 ée im se povecati, a ako je taj supstituent elektron-donor vrijednost IT ée
se sniziti. Kada se na aromatskom prstenu nalaze dva supstituenta, elek-
tronski utjecaj jednog na drugi promijenit ¢ée vrijednost IT oba supstituenta.
Pritom je Cesto jedan supstituent dominantan. Sljedeéi primjeri ilustrirat ée
nam uporabu IT konstanti u izraéunavanju log P:

(a) m-KSILEN
log P.a: = log Pog + 2 % Hichy (8)

= 2,13 + 1,12
= 3,25

log Ppyjer = 3,20
(b) PENTAKLOROFENOL

log P, = log Pc,) + Mion + 5 X ey 9)
= 2,13 - 0,67 + 3,55
= 5,01

log Poyer = 5,12
(c) 3,5-DINITROFENOL

log Prye = log Pc ) + Hiom + 2 X o, (10)
= 2,13 - 0,67 - 0,56
= 0,90

log Pmjer = 2,33

Vidimo da su prihvatljivi rezultati dobiveni kod struktura gdje supstitu-
enti nisu nagomilani na aromatski prsten — primjer (a), za razliku od pri-
mjera (b) gdje se javlja znafajnije odstupanje. U primjeru (c) javlja se snazna
interakcija sustava elektronegativnih supstituenata, §to definitivno onemo-
gucuje dobivanje log P jednostavnim zbrajanjem. Prvotni IT-sustav Fujita i
suradnici (31) primjenjivali su samo na supstituirane aromatske prstenove,
s tim da su supstituenti morali biti »ugljikovodiéne« prirode. Neki su istra-
Zivaéi pokusSali zamijeniti vodikov atom u nekim polarnim skupinama kao
§to su hidroksilna ili amino skupina. Iako to nije bilo pravilo, rezultati su

46



M. Medié Sari¢, D. Frani¢ i Z, Deeljak: I. Vaznost lipofiinosti u istrazivanju novh lijekova, Farm. Glas. 54, 2/1998

cesto bili pogresni. Uz to, Fujita i suradnici su veé u prvim radovima upozo-
rili na to da se ¢ak ni svi »aromatski« H-atomi ne mogu zamijeniti bez pri-
mjene faktora korekcije. Rekkerova skupina (3) takoder je imala nekoliko
primjedbi na ovu metodu: Hanschova skupina uzima vrijednost Iy, = 0,00
§to proizlazi iz jednadzbe (6), no to nije toéno, jer je kasnije utvrdeno da ona
iznosi priblizno 0,23 (3). Osim toga, ova metoda pretpostavlja jednakost
-CHj, -CH; 1 -CH skupina, iako prisutnost -CH skupine u strukturi ukljucuje
primjenu faktora korekcije veze od ~0.20.

Primjeri:
(a) IZOPROPIL-BENZEN, CqH;CH(CH3y),
log P.os = log P cm,0my + Ticn,) (11)
= log Pcu,cny + 2 % Iichy)
= log Picx, + 3 x1lch,
=2,13 + 3x(0,5)
3.63
log Pyyer = 3,66

Primjena faktora korekcije veze dala bi vrijednost 3,63 — 0,20 = 3,43, Sto
je neprihvatljivo glede izmjerenog log P.

(b) TERC-BUTIL-BENZEN, C¢H;C(CHjs); (12)
log P, = 4,13
log Ppjer = 4,11

bez faktora korekcije, no kako pravila zahtijevaju primjenu faktora, i to dva-
put, rezultat bi trebao biti 3,73.

(c) BENZILALKOHOL, C¢Hs;CH,OH

log Praé = log P(CGHG) + H(CH3) + II(OH) (13)
=2,13 +0,50-1,16
=147

log ije!‘ = 1,10

U ovom sluéaju, primjena faktora korekcije bi dobrodogla, no Hanschov
prvotni sustav ne pretpostavlja korekciju za ovu strukturu ili barem to nije
uéinio do prije nekoliko godina, kad je ponudio posebno prilagodenu vrijed-
nost za -CH,OH skupinu, ako je ona vezana na aromatsku jezgru. U kasni-
jem tabeliranju IT konstanti, Hansch je odluéio naéiniti o$tru razliku izmedu
alifatskih i aromatskih supstituenata. Alifatska serija izgleda ovako: -CHj =
0,50, -02H5 = 1,00, n-CgH'( = 1,50, i-CgH'( = 1,30, terc—C4Hg = 1,60 (ukljuéeni
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su faktori korekcije veze: jedanput, odnosno dvaput za zadnje dvije grupe).
Aromatskoj seriji pripadaju sljedeée vrijednosti; -CHg = 0,56; -CoHy = 1,02;
n-C3H ; = 1,565; i-CsH; = 1,53; terc-C4Hg = 1,98 (odgovarajuéi faktori su u-
kljuéeni). Ocigledni je nedostatak IT sustava (prvenstveno se to odnosi na
IT vrijednosti koje pripadaju »aromatskim« alkil-supstituentima, ali i mnogi
drugi supstituenti su se nasli u slicnom polozaju) u €¢injenici da je veéina tih
vrijednosti izvedena iz samo jedne vrijednosti log P, od koje je odbijena vri-
jednost log P osnovne strukture — benzena. Kako bi se ovako dobivene vri-
jednosti log P mogle uspjeSno primijeniti u korelacijskoj analizi, potrebno je
eksperimentalno odrediti dovoljan broj logaritama P za skup srodnih struk-
tura tako da se mogu otkriti sve interakcije funkcionalnih skupina koje utje-
¢u na konacéne rezultate.

6.1.2 Faktori korekcije

Kod zatvorenih prstenastih sustava i nezasiéenih struktura, potrebna je
korekcija. Zatvoreni prsteni zahtijevaju korekciju od +0,09 za svaki prsten
C-atoma (jasno, za sloZenije strukture, kao §to je adamantan izracunavanje
nece biti tako jednostavno). Dvostruke i trostruke veze izmedu C-atoma zah-
tijevaju korekcije od —0,30 odnosno —0,52.

Vrlo zanimljiva korekcija javlja se zbog gibljivosti struktura tipa
CeHs-CH;CHyCH,-X gdje X €ini elektronegativnu grupu: -F, -Cl, -Br, -J, -OH,
-OCHg, -NH,, -COOH, -COOCH3, -CONHsy, -CN, itd. Izmjerena je lipofilnost
ovih struktura za 0,60 + 0,05 nizZa od izracunatih vrijednosti. Hansch i An-
derson (9) pretpostavljaju da su takve strukture savijene; kraj njihova bo¢-
nog lanca savijen je preko benzenske jezgre, kako je to prikazano na Slici 2.

3.24 j
/

v

| |

Slika 2. Gibljivest strukture

Elektronegativna X grupa inducirat ée dipol u C-X vezi, §to ¢e C-atom u
susjedstvu X uciniti pozitivnim. Tad dolazi do interakcije izmedu pozitivnog
C-atoma i elektronskih orbitala prstena. Pritom se X grupa usmjerava od
prstena kao $to se moZe vidjeti na slici 2. Ovakvo savijanje daje mnogo kom-
paktniji oblik, §to rezultira smanjenjem lipofilnosti. Drugim rije¢ima, druga
i treéa jednostruka veza u ovakvim strukturama daju negativan doprinos li-
pofilnosti molekule, vjerojatno zbog savijanja strukture.
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Primjer:
4-FENILBUTIRAMID, CgH;-CH,-CH,-CH,CONH,
log Pras = log Pcty) + 3Iicn,) + icong,) + Favijania (14)
= 2,13 +1,50 + (-1,71) + (-0.60)
- 1,32

log Prjer = 1,41

Direktna povezanost dva aromatska prstena (kondenzirani prsteni) zah-

tijeva korekciju od F = -0,20. To se ilustrirano moZe pokazati na molekuli
bifenila.
Primjer:
BIFENIL, CgHs — CgHj
log Pras = 2 log P(CSHG) + Frondenzacije (15)
= 2(2,13) + (-0,20)
= 4.06

Iog ijer =4.09
No, ovdje je prekrsena definicija konstante lipofilnog supstituenta dana
jednadzbom (6) koja sadrzi sljedece: ma koliko bio sloZen proraéun, broj izra-
za za log P na desnoj strani jednadzbe ne smije premasiti njihov broj na li-
jevoj strani. Prema tome, izraéunavanje ukljuc¢uje log P vrijednost za benzen
(log P(_CsHe)) i IT vrijednost za CgHs grupu (Ilcn,)), a provodi se prema jed-
nadzbi;
log Pogn, - cgm,) = 108 Poay + Hicgn,) (16)

ZAKLJUCAK

Lipofilnost je svojstvo molekule, koje uklju¢uje sve intramolekularne in-
terakcije proizasle iz otopljene tvari. Kao mjerilo lipofilnosti lijekova (ili ne-
kih drugih ispitivanih supstancija) primjenjuje se koeficijent razdiobe P, koji
je funkcija fizikalno-kemijskih svojstava molekule.

Danas je poznat niz eksperimentalnih i raéunskih metoda za odredivanje
lipofilnosti lijekova. To potvrduje sve veéu vaznost u odredivanju ovog para-
metrai za nove lijekove. Stoga je vazno poznavati svojstva biolo§kih membrana
i njihov utjecaj na djelovanje lijekova. NajéeSéa metoda za eksperimentalno
odredivanje koeficijenta razdiobe, log P, je metoda izmuékavanja (engl. shake
flask method) kombinirana s razli¢itim analitiékim tehnikama (UV, HPLC, GC).

Danas sve veéu paznju znanstvenika zaokupljaju ra¢unske metode odre-
divanja lipofilnosti, koje su brze, to¢ne i pouzdane.

(Zavod za farmaceutsku kemiju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sve-
uéilista u Zagrebu, 10000 Zagreb, A. Kovaciéa 1)
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Lipophilicity of drugs
(Part I)

by M. Medié-garié, D. Franié and Z. Debeljak

Summary

Lipophilicity is a prime physicochemical descriptor of xenobiotics with
relevance to their biological properties. The hydrophobic interaction of drugs
with a receptor and the toxicological properties are examples of a steadily
increasing number of topics in which lipophilicity plays an important role.
A number of empirical and theoretical approach have been developed during
the last twenty years for calculation of log P values. The most common ex-
perimental method for determining the equilibria of drugs partitioning bet-
ween water and n-octanol is shake-flask method.

In this context calculative approaches are superior to experimental pro-
cedures.

(Department of Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy and
Biochemistry, University of Zagreb, 10000 Zagreb, A. Kovaciéa 1, Croatia)
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