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Abstrakt
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Posluchac: Jan Petiik

Nézev diplomové prace:  Stanoveni rozpustnosti malych molekul s potencialni
radioprotektivni aktivitou

Rozpustnost 1éCiv je kritickd pro jejich ucinnost a biologickou dostupnost.
Predstavuje limitujici faktor pii zdkladnim testovani cytotoxicity a dalSich biologickych
testll ve vyzkumu a vyvoji 1é€iv. Cilem prace bylo stanovit rozpustnost vybrané série
potencialnich radioprotektivnich latek ve vodném médiu pomoci spektrofotometrické
metody a zhodnotit vliv struktury, konkrétné obmény substituentli, na rozpustnost
molekul. Rozpustnost byla porovnavéna se zakladni latkou i1 vradmci strukturné
ptibuznych skupin. Déle byl vyuZit webovy nastroj SwissADME k in silico predikci
rozpustnosti métenych latek pro porovnani s vysledky in vitro. VSechny métené latky
muzeme zpohledu klasifikace oznacit za vysoce rozpustné. Stanovené hodnoty
rozpustnosti zpravidla neodpovidaji pfedpokladiim. Ukazuje se, Ze substituenty a funkéni
skupiny mohou mit neo¢ekavany vliv na rozpustnost pravdépodobné prostiednictvim
ovlivnéni ionizace, velikosti a tvaru molekuly, energie krystalové mfizky, polarity a
polarizovatelnosti. V piipad¢ in silico rozpustnosti odpovida vliv substituentii na
rozpustnost ocekavanim, a proto u métenych latek nedochézi ke korelaci mezi in vitro a
in silico rozpustnosti. Prace rovnéz poukazuje na limity in silico predikce rozpustnosti.
Potvrdilo se zvySeni rozpustnosti ve vodé pfevedenim volné baze na hydrochloridovou
stul. Piekvapivé poznatky o vlivu substituentii na rozpustnost mohou pomoci pii
navrhovani novych nebo pfi modifikaci a optimalizaci struktur stavajicich malych

molekul.

Klicova slova: in silico, in vitro, lipofilita, rozpustnost, spektrofotometrie,
struktura



Abstract
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Title of Thesis: Determination of solubility of small molecules with

potential radioprotective activity

The solubility of drugs is critical for their efficacy and bioavailability. It represents
a limiting factor in basic cytotoxicity testing and other biological assays in drug research
and development. The aim of this thesis was to determine the solubility of a selected
series of potential radioprotective compounds in an aqueous medium using a
spectrophotometric method and to evaluate the influence of structure, specifically the
variation of substituents, on the solubility of the molecules. Solubility was compared with
a parent compound as well as within structurally related groups. Furthermore, the
SwissADME web tool was used for in silico prediction of the solubility of the tested
compounds to compare with in vitro results. All tested compounds can be classified as
highly soluble according to classification criteria. The determined solubility values
generally do not correspond to expectations. It appears that substituents and functional
groups may have unexpected effects on solubility, likely through their influence on
ionization, molecular size and shape, crystal lattice energy, polarity and polarizability. In
the case of in silico solubility, the effect of substituents on solubility corresponds to
expectations, and therefore, no correlation was observed between in vitro and in silico
solubility for the tested compounds. The thesis also highlights the limitations of in silico
solubility prediction. An increase in water solubility was confirmed upon conversion of
the free base to its hydrochloride salt. Surprising findings regarding the influence of
substituents on solubility may support the design, modification, and optimization of

existing small molecules or in the development of new ones.

Keywords: in silico, in vitro, lipophilicity, solubility, spectrophotometry,
structure
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biofarmaceuticky  klasifikacni  systétm (z  angl
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Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém distribuce 1éCiv (z
angl. Biopharmaceutics Drug Disposition Classification

System)

Centrum biomedicinského vyzkumu, Fakultni nemocnice

Hradec Kralové

chemiluminiscenéni ~ detektor  dusiku  (z  angl.

chemiluminescent nitrogen detector)
kalkulovany (z angl. calculated) logP
Cesky lékopis

dimethylsulfoxid

donor vodikovych vazeb

Evropska 1ékova agentura (z angl. European Medicines

Agency)

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (z angl. Food and Drug

Administration)
gastrointestinalni trakt

hematoencefalicka bariéra
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HTS
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MS

p.o.
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uv

UV/VIS

WHO

vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. High

Performance Liquid Chromatography)

vysokokapacitni screening (z angl. High Throughput

Screening)

infracerveny (z angl. infrared)

hmotnostni spektrometrie (z angl. Mass Spectrometry)
peroralni

topologicky polarni povrch (z angl. Topological Polar

Surface Area)
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1 Uvod

Rozpustnost 1&Civ je kriticka pro jejich t¢innost a biologickou dostupnost (BAV,
bioavailability). Pokud 1éCivo neni dostatecné rozpustné ve vode€ nebo jinych télnich
tekutindch, mtize byt problém s jeho vstiebavanim do krevniho ob&hu nebo jeho podanim
v pfipadé intravendzni injekce, coz mize vést k nedostatecné terapeutické odpovédi.
Rozpustnost piimo ovlivituje farmakokinetiku 1é¢iva, tedy jak rychle a efektivné dosahne
pozadovaného mista v téle, ale také ovliviiuje jeho ucinek v organismu, tedy
farmakodynamiku 1é¢iva. Problémy s nizkou rozpustnosti jsou bézné u mnoha novych
molekul 1€Civ, a proto se pfi jejich vyvoji vyuzivaji rizné technologie ke zlepseni jejich
rozpustnosti, jako je napf. nanoenkapsulace a pouziti povrchové aktivnich
latek. [1, 2] Rozpustnost hraje kli¢ovou roli pfi vyvoji a formulaci novych latek, protoze
bez dostatecné rozpustnosti mize byt 1é¢ivo neucinné nebo muize vyzadovat vyssi davky
a Cast¢jsi podavani, coz mize zvysit riziko vedlejsich u€inkd. Zlepseni rozpustnosti mize

snizit riziko toxicity a zvysit bezpecnost 1éCiva. [1]

Na rozpustnost 1é¢iv ma vliv struktura slou¢eniny, forma slouc¢eniny zavedena do
roztoku a sloZeni a fyzikalni vlastnosti roztoku. Vlivem toho se rozpustnost mize liSit
v zavislosti na matrici (napft. pufr s pH 7,4, simulovana stfevni tekutina apod.). Faktory
ovliviujici rozpustnost ukazuji mozné zptisoby ke zlepSeni rozpustnosti a jejich znalost

je velmi dulezita pti vyvoji novych lé¢ivych molekul. [3]

Stanoveni rozpustnosti vyZaduje dobie vyvinutou a peclivé provedou metodu. Ke
stanoveni rozpustnosti ve vyzkumu a vyvoji 1€Civ se pouzivaji jak in vitro, tak in silico
metody. Vybér vhodné metody zavisi na konkrétnim vyzkumném ukolu, jelikozZ existuje
fada metod poskytujicich odlisné informace o rozpustnosti s odliSnou rychlosti
stanoveni. [3] Tato diplomova prace se zaméfuje na stanoveni rozpustnosti malych
molekul s potencialni radioprotektivni aktivitou vychazejicich ze série substituovanych
piperazini syntetizovanych vyzkumnym tymem Centra biomedicinského vyzkumu,
Fakultni nemocnice Hradec Kralové (CBV FNHK). Kanalyze byla pouZita
ultrafialovo/viditelnd (UV/VIS, ultraviolet/visible) spektrofotometrie. Jedna se o Siroce
vyuzivanou metodu umoZiujici kvantifikaci latek na zdklad€ jejich absorpcnich
vlastnosti v ultrafialové (UV, ultraviolet) a viditelné¢ oblasti spektra. [4] UV/VIS

spektrofotometrie je jednoduchd, rychld, cenove efektivni, ekologickd, bezpecna a také
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pfesnd a reprodukovatelnd metoda méfeni rozpustnosti latek ve vodé, jejiz limitaci je

nutnost ptitomnosti chromoforu ve struktufe slouceniny. [5]
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2 Teoreticka cast

2.1 Rozpustnost

Rozpustnost mizeme definovat jako nejvyssi koncentraci, které je sloucenina
schopna dosdhnout v ¢istém rozpoustédle za danych podminek (zejména teploty a tlaku).
Jedna se o koncentraci, ve které je rozpoustédlo v rovnovaze s pevnou fazi; vznika tak
nasyceny roztok. [3, 6, 7] ,Kvantitativné¢ definujeme rozpustnost jako koncentraci
rozpusténé latky v nasyceném roztoku pii dané teploté. Kvalitativng ji lze popsat jako
spontanni interakci dvou nebo vice latek, kterd vede ke vzniku homogenni molekularni
disperze.” [6] Pokud bychom pfidali vétsi mnozstvi latky, nez je potfebné k dosazeni
nasycené¢ koncentrace, tak se prebyte¢né mnozstvi latky uz nebude dale rozpoustét,
vytvori sediment a koncentrace roztoku bude konstantni. [7] Rozpustnost se vyjadiuje
obdobné jako koncentrace. Mlizeme ji vyjadfit jako mnoZstvi latky rozpusténé v urcitém
objemu rozpoustédla konkrétné mg/ml, g/l nebo pg/ul, dale ji l1ze vyjadrit jako molaritu

(mol/l) nebo molalitu (mol/kg) nebo hmotnostnim zlomkem (g/100g). [6, 7]

Pro pozorovatele je dulezit¢ rozliSovat mezi termodynamickou neboli
rovnovaznou a kinetickou rozpustnosti latek, protoZe jejich hodnota je odli$na. Zasadnim
rozdilem mezi termodynamickou a kinetickou rozpustnosti je zpisob, jakou jsou méfeny
a v jaké fazi vyvoje 1éCiv se vyuzivaji. Kineticka rozpustnost je métena za podminek, kdy
je sloucenina nejdiive rozpusténa v organickém rozpoustédle (napt. dimethylsulfoxid —
DMSO) a az poté ptidana do vodného prostiedi. U kinetické rozpustnosti je typicke, Ze
neni dosazeno rovnovahy s prebytkem pevné slouceniny. [3, 8—10] Kineticka rozpustnost
je pouzivana v raném vyzkumu lé¢iv, kde slouzi k rychlému odhadu potencidlni absorpce
slouceniny, ke stanoveni vztahli mezi strukturou a rozpustnosti a také k diagnostice
problémti v biologickych testech. [3, 10] M¢éteni kinetické rozpustnosti je vyhodné
z n€kolika divodl. Slouceniny v in vitro vyzkumu jsou casto pouzivany ve formeé
zasobnich roztokti v DMSO, koncentrace DMSO ve findlni smési rozpoustédel je pouze
v jednotkach procent. [10] UdrZet nizkou koncentraci DMSO je dillezité, pokud je cilem
stanovit skute¢nou rozpustnost ve vodném prostiedi, protoze DMSO jako kosolvent
zvySuje rozpustnost méné rozpustnych latek. [9, 10] Obvykle jsou testy provadény ve
srovnatelném casovém rozmezi, fadov€é v minutich az hodindch. Metody méfeni

kinetické rozpustnosti vyZaduji méné nez 1 mg latky, coz je vyhodné, jelikoz v ranych
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fazich vyzkumu mame k dispozici pouze omezené mnozstvi syntetizovanych latek. [10]
Zaroven muzeme tyto metody automatizovat, coz zvysuje efektivitu a umoznuje rychlé
ziskani velkého mnozstvi dat tzv. vysokokapacitni screening (HTS, High Throughput
Screening). [9, 10] Koncentrace v testech jsou faddové v mikromoléarni oblasti. [3] Pokud
bychom provadéli testy kinetické rozpustnosti v delSim cCasovém rozmezi, tak jevi

tendenci vice odpovidat vysledkim testi termodynamické rozpustnosti. [10]

Termodynamicka rozpustnost se stanovuje za podminek, kdy je vodné
rozpoustédlo ptidano ke slouceniné ve formé pevné latky. Typicky dochazi k ustaleni
rovnovahy mezi rozpusténou latkou a prebytkem pevné latky, a proto je piebytek
v puvodni formé¢ pevné latky vzdy pritomen v kontaktu s vodnou fazi. Testy jsou
provadény po delsi dobu (obvykle 24 — 72 hodin) a za neustalého michéni, aby bylo
zajiSténo dosazeni rovnovahy. [3, 10] V testech jsou pouzivany vyssi koncentrace nez u
kinetické rozpustnosti, obvykle v mg/ml. Termodynamicka rozpustnost je zavisla na
krystalické formé latky. Vyuzivame ji v pozdnich fazich vyzkumu, pti vyvoji lékovych
formulaci a také slouzi k ptipravé podkladi k regulacnimu schvéleni. [3] Zpravidla je
kinetickd rozpustnost vy$$i neZ termodynamicka. [3, 8, 9] Dikazem je studie
porovnavajici rozpustnost 465 strukturalné riznorodych sloucenin. Z Grafu 1 lze vidét,
ze vétSina latek ma kinetickou rozpustnost stejnou nebo vySS§i v porovnani
s termodynamickou. U fady latek s nizkou rozpustnosti (log S, tedy logaritmus
rozpustnosti, v oblastech mezi — 5 a — 6,0, tedy s rozpustnosti fadové 107 az 10" mol/l)
je dobréa korelace mezi termodynamickou a kinetickou rozpustnosti. Nicméné u velkého
mnozstvi sloucenin je kinetickd rozpustnost o jeden, dva nebo i vice fadi vyssi nez
termodynamickd. Ptikladem jsou latky s kinetickou rozpustnosti log S = — 3,7 a

termodynamickou rozpustnosti log S okolo — 5. [9]
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Graf 1: Porovnani kinetické a termodynamické rozpustnosti souboru 465 strukturdlné
riiznorodych sloucenin. Rozpustnost je vyjadiena v mol/l na logaritmické stupnici.
Log S - kineticka = — 3,7 predstavuje horni hranici detekcniho rozsahu testu kinetické
rozpustnosti. Proto slouceniny, u kterych je kinetickda rozpustnost uvedena jako

log S =— 3,7, mohou vykazovat i vyssi kinetickou rozpustnost. Prevzato a upraveno z [9].

Kinetickéd rozpustnost obvykle prevysuje termodynamickou z nékolika divodd.
Pti testech kinetické rozpustnosti jsou slouceniny nejdiive rozpustény v roztoku DMSO,
a proto neni potieba piekonavat energii krystalové miizky k rozpusténi. Ptidavek DMSO
ve vodném roztoku zvySuje rozpustnost. [3] Testy kinetické rozpustnosti probihaji
pomérmné rychle a neni ¢as na vytvoreni nejstabiln€jsich polymorfnich krystalii s nizkou
rozpustnosti. [3, 8, 9] Rozdil v rozpustnosti je zavisly 1 na krystalické formé latky. [8, 9]
U vétsiny sloucenin, u kterych byl zbytek pevné faze po testech termodynamické
rozpustnosti uréen jako amorfni, se kinetickd 1 termodynamickd rozpustnost vztahuji
k amorfni form&. Naopak u slou¢enin, kde byl zbytek pevné faze charakterizovan jako
krystalicky, odpovidd termodynamicka rozpustnost krystalické formé, ale kineticka
rozpustnost odpovidd formé amorfni, coZ objasiiuje vyraznéjsi rozdily v hodnotich
rozpustnosti zméfenych obéma metodami. [9] Vyuziti testl kinetické nebo
termodynamické rozpustnosti zavisi na ucelu vyuziti vyslednych hodnot. Kinetickou
rozpustnost vyuzivame v ranych fazich vyzkumu. Naopak termodynamické rozpustnost
je zasadni pfi vyvoji 1éCiv a predstavuje zlaty standard k optimalizaci slou¢enin z pohledu

rozpustnosti. [3, 8, 10]
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Evropsky 1ékopis, tedy i Cesky 1ékopis (CL), rozdéluje latky do sedmi tiid na
zakladé objemu rozpoustédla v mililitrech, ktery je potfebny pro rozpusténi jednoho
gramu latky pfi teplotd 15 °C az 25 °C (Tabulka 1). CL dale definuje pojmy ,,éasteéné
rozpustny“, kdy se rozpusti pouze néckteré ze slozek smési, a ,,misitelny”. Pojem
»~misitelny* oznacuje kapaliny, které Ize misit vkazdém poméru sdanym

rozpoustédlem. [11]

Tabulka 1: T¥idy rozpustnosti dle CL 2023 (kapitola 5.11, strana 1665). Prevzato a
upraveno z [11].

PiibliZny objem rozpoustédla

Pobisny vV
OpISIy vyraz v mililitrech na gram latky

velmi snadno rozpustny | méné nez 1

snadno rozpustny 1az 10

dobfe rozpustny 10 az 30

mirn€ rozpustny 30 az 100

téZce rozpustny 100 az 1000
velmi téZce rozpustny 1000 az 10 000
prakticky nerozpustny vice nez 10 000

Lékopisné rozdéleni rozpustnosti je vhodné z fyzikalné-chemického hlediska,
nicmén¢ z farmakologického hlediska lze toto rozdéleni pouzit pouze omezené, protoze
nebere v potaz terapeutickou davku. Vreakci na tuto skutecnost byl vyvinut
Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém (BCS, Biopharmaceutical Classification
System), protoze samotna rozpustnost neni dostacujicim parametrem k uréeni BAV

1&&iv. [12]

Vyse zminény systém rozdéluje 1é¢iva do Ctyf tiid na zéklad€ rozpustnosti ve vodé
a intestinalni permeability (Tabulka 2). [13] Lécivo je povaZzovéano za vysoce rozpustné,
pokud se jeho nejvyssi terapeuticka davka rozpusti v 250 ml a méné¢ vodného média
v rozmezi pH 1 — 6,8 (dle nékterych zdroja 1 — 7,5) pii teploté 37 £ 1 °C. Jako vysoce

permeabilni latky chapeme 1€civa, u kterych dojde k absorpci 85 % nebo vice z podané
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davky (dle nékterych zdroji 90 % a vice). [14-16] U p.o. (peroralné) podavanych 1éCiv
je pro nas dulezité i disoluce. Jedna se o proces, pti kterém prechazi pevna faze do faze
roztoku. Béhem disoluce se uvoliluji molekuly 1éCiva z pevné faze a vstupuji do faze
roztoku. [6] Dalsim hodnocenym parametrem je rychlost rozpousténi. Lécivo
povazujeme za rychle se rozpoustejici, pokud se uvolni 85 % a vice do 30 minut. Pokud
dojde k uvolnéni 85 % a vice do 15 minut, tak oznacujeme lé¢ivo jako velmi rychle se

rozpoustéjici. [14]

Tabulka 2: Biofarmaceuticky klasifikacni systéem (BCS). Prevzato a upraveno z [13].

Trida Rozpustnost Permeabilita
I vysoka vysoka
II nizké vysoka
I vysoka nizka
v nizka nizka

BCS je vyuzivan zejména pro regulacni tcely, ale i v preklinickych a klinickych
studiich. [16—18] Pfi vyvoji 1é¢iv vyuzivame BCS k optimalizaci farmakokinetiky,
na kterou ma vyznamny vliv rozpustnost a permeabilita. Diiraz je kladen na absorpci ve
sttevé po p.o. podani, ¢imzZ dochazi i ke zvySeni BAV. Existuje 1 fada dalSich faktort,
které ovliviiuji absorpci 1éCiv, jako jsou transportni mechanismy, vlastnosti a funkce
biologickych membran a dalsi fyziologické faktory, a jejich pochopeni ndam umoziuje
vytvaret predikéni modely a zlepSit dodavku 1é¢iv do organismu. Cilem vyuziti BCS ve
vyvoji 1éCiv je snizit pocet novych chemickych entit, jejichz vyvoj selze v pozdnich

preklinickych a klinickych fazich. [18, 19]

V ramci regulacnich procest je BCS vyuzivan ke schvalovani 1éciv, kde
umoziuje regulacnim autoritdm u urcitych tiid 1é¢iv pouzivat in vitro disolucni testy
namisto in vivo bioekvivalen¢nich studii tzv. biowaiver. [19] Vyjimka zahrnuje p.o.
pevné 1ékové formy s okamzitym uvoliovanim. [20] Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

(FDA, Food and Drug Administration), Svétova zdravotnicka organizace (WHO, World
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Health Organization) a Evropské 1ékova agentura (EMA, European Medicines Agency)
umoznuji zjednodusené schvéleni na zakladé BCS 1é¢ivam z tfidy I (vysoka rozpustnost,
vysoké permeabilita) s rychlym rozpousténim. EMA a WHO rozsitily vyjimku na léCiva
z tiidy III (vysoka rozpustnost, nizkd permeabilita), pokud jsou velmi rychle se
rozpoustéjici. [19—21] WHO ma navic rozsifenou vyjimku i na né¢ktera slab¢ kysela 1é¢iva
ttidy II (nizkd rozpustnost, vysoka permeabilita), protoze jejich rozpustnost je ovlivnéna

hodnotou pH v tenkém stfevé. [16, 19, 21]

Problémem je, ze fada 1éCiv pouzivanych v soucasné farmakoterapii spadd do
tiidy BCS II (nizka rozpustnost, vysoka permeabilita) nebo IV (nizka rozpustnost, nizka
permeabilita). Léciva z téchto tfid jsou prakticky nerozpustnd ve vodném prostredi
gastrointestinalniho traktu (GIT). Nasledkem je zhorSena systémova absorpce ucinné
latky po p.o. podani, a tim snizena BAV. [22] V reakci na tuto skutenost vznikla fada
chemickych, fyzikdlnich a technologickych modifikaci ke zlepSeni rozpustnosti
1&¢iv. [12, 19, 22] BCS je Siroce vyuzivany systém ke klasifikaci 1€¢iv, nicméné pozdéji
vznikl i dalsi systém, ktery zohlediiuje hlavni cestu eliminace 1é¢iv namisto permeability.
Systém se nazyva Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém distribuce 1é¢iv (BDDCS,
Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System) a rozdéluje 1é€iva do Ctyft tiid
na zéklad¢ rozpustnosti ve vod¢ a irovné metabolismu (Tabulka 3). Studie ustanovujici
BDDCS zjistila, ze 1é€iva tiid BCS I a II jsou vysoce metabolizovany. Naopak 1éciva tfid
BCS III a IV jsou primarné vylu€ovany v nezménéné podobé renalni nebo biliarni
eliminaci. BDDCS by mélo sniZovat regulacni zatéz pro slouCeniny ttidy I a predvidat

absorp¢ni a distribu¢ni charakteristiky 1é¢iv vSech ¢tyt tiid. [23]
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Tabulka 3: Biofarmaceuticky klasifikacni system distribuce léeciv (BDDCS) + prevladajici

zpuisoby eliminace a efekt transportéri. Prevzato a upraveno z [23].

Prevladajici zptisoby Efekt
Trida Rozpustnost Metabolismus
eliminace transportéri
I vysoka rozsahly metabolismus minimalni
I nizka rozséahly metabolismus eflux
11 vysoka Spatny ren./bil. eliminace* absorpce
v nizka Spatny ren/bil. eliminace* absorpce + eflux

*renalni nebo bilidrni eliminace
2.2 Faktory ovlivnujici rozpustnost

Existuje fada faktorti ovliviiujicich rozpustnost. Mezi tyto faktory fadime tlak,
teplotu, pH, vlastnosti rozpousténé latky, vlastnosti rozpoustédla, dalsi slozky roztoku

(kosolventy, elektrolyty atd.) a metody méteni rozpustnosti. [3]
2.2.1 Teplota a tlak

Teplota hraje klicovou roli v ovliviiovani rozpustnosti 1é¢iv. Obecné plati, Ze
s rostouci teplotou se rozpustnost vétSiny pevnych latek zvySuje, protoZze dochazi k
absorpci tepla. Teplo dodava energii molekulam rozpoustédla a zptisobuje tak rychlejsi a
ucinngjsi rozpousténi. Presto existuji latky, u kterych dochazi k opacnému jevu, tedy pii

vysSich teplotach se rozpustnost snizi. [24, 25]

V zévislosti na termodynamice rozpousténi rozliSujeme endotermni a exotermni
rozpousténi. Pii endotermnim rozpousténi, kdy dochéazi k pohlceni tepla pii rozpousténi
areak¢ni teplo AH je pozitivni, se rozpustnost s rostouci teplotou zvySuje, napt. dusi¢nan
draselny ve vodé. Naopak pii exotermnim rozpousténi, kdy dochazi k uvolnéni tepla pii
rozpousténi a AH je negativni, se rozpustnost s rostouci teplotou snizuje, napt. octan

vapenaty ve vode¢. [24, 25] ZvysSovani rozpustnosti s rostouci teplotou dokazuje studie na
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Ctyfech 1é¢ivech testovanych ve vode€ a péti dalSich organickych rozpoustédlech.
Z vysledk je patrné zvySeni rozpustnosti 1éCiv zvySenim teploty rozpoustédla z 24,85 °C

na 36,85 °C a nasledné az na 39,85 °C. [26]

Tlak ovliviiuje rozpustnost 1€¢iv v piipadech, kdy se jedna o plyny. U pevnych a
kapalnych latek je vliv tlaku na rozpustnost zanedbatelny, protoze jejich objemové
zmény pii rozpousténi jsou malé. Nicméné u plynt zvySeni tlaku zvySuje rozpustnost.
Podle Henryho zdkona je rozpustnost plynu v kapaliné¢ za dané teploty pfimo umérna

tlaku plynu nad kapalinou. [24, 27]
2.2.2 pH a pKa

Rozpustnost 1é¢iv je zavisla na pH prostiedi (rozpoustédla) a disociacni konstanté
1é¢iv (pro kyseliny Ka a pro zésady Kg). Disocia¢ni konstanta je obvykle vyjadiena jako
hodnota pK (pKa, ptipadné pKg), ktera se vypocte jako zaporny dekadicky logaritmus
disocia¢ni konstanty za dané teploty (obvykle 25 °C). [25] Hodnota pKa je pH, pfi kterém
jsou koncentrace neionizované a ionizované formy monoprotického lé€iva v roztoku

stejné, tedy 50 % je ionizovéano a 50 % neionizovano. [28]

V soucasnosti je vétSina 1éCiv slabymi elektrolyty obsahujicimi kyselé nebo
zasadité funk¢ni skupiny. Rozpustnost slabych kyselin a zasad je siln€ zavisla na pH
vodného rozpoustédla. Pfi zméné¢ pH dochazi k ovlivnéni miry ionizace a poméru
ionizované a neionizované formy lé¢iva v roztoku. Obecné plati, Ze ionizovana forma
1é¢iva ma vyssi rozpustnost ve vodé€ nez forma neionizovana. [3, 24, 25, 29] Lé€iva maji
nejniZ$i rozpustnost v neionizované formé, ktera se oznacuje jako ,,intrinsic solubility*
So (vnitini rozpustnost). [3, 29] Celkova rozpustnost 1é¢iva pii urcitém pH je souctem
vnitini rozpustnosti neutrdlni ¢asti molekuly v roztoku a rozpustnosti nabité Casti
molekuly v roztoku. Tuto skute¢nost miizeme matematicky vyjadfit a stanovit rovnici pro
vypocet rozpustnosti 1é¢iva S (Rovnice 6 a Rovnice 7) pii ur¢itém pH za podminky, ze
zndme hodnoty So a pKa. lonizace 1é¢iv ve vodé probihd dle nésledujicich reakci

(viz Rovnice 1 a Rovnice 2):
HA + H,0 = H;0% + A~

Rovnice 1: Reakce kyseliny a vody za vzniku anionu kyseliny a oxoniového kationu
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B+ H,0 =0H™ + HB*
Rovnice 2: Reakce zdasady a vody za vzniku kationu zdasady a hydroxidového anionu

V rovnovazném stavu muizeme popsat rozpustnost S jednomocnych kyselin

(Rovnice 3) a zésad (Rovnice 4) nasledovne:
S =[HA] +[A7]
Rovnice 3: Rozpustnost jednomocnych kyselin v rovnovazném stavu
S =[B]+ [HB*]
Rovnice 4: Rozpustnost jednomocnych zdasad v rovnovazném stavu

Poté matematicky upravime Henderson-Hasselbalchovu rovnici (Rovnice 5) a
ziskame rovnice pro vypocet rozpustnosti kyselin (Rovnice 6) nebo zasad (Rovnice 7) na
zaklad¢ znalosti vnitini rozpustnosti So a pKa latky a pH prostiedi.

[A7]

pH = pKA + logm

Rovnice 5: Henderson-Hasselbalchova rovnice
S = Sy(1 + 10PH-PKa)
Rovnice 6: Vypocet rozpustnosti kyselin na zakladé znalosti So, pH a pK4
S = Sy(1 + 10PKa~PH)
Rovnice 7: Vypocet rozpustnosti zasad na zaklade znalosti So, pH a pK4

Z rovnice vyplyva, Ze rozpustnost se meéni linedrn€ s So a exponenciilné
v zavislosti na rozdilu mezi pH a pKa. [3, 29] Ptiklad vlivu vnitini rozpustnosti a pKa
kyselin na celkovou rozpustnost je uveden v Tabulce 4. Pokud se podivame na barbital a
amobarbital, tak vidime, ze maji stejné pKa, ale odliSnou vnitini rozpustnost. Proto ma
barbital celkovou rozpustnost pii pH 9 vyssi oproti amobarbitalu. Naopak naproxen a
fenytoin maji velmi podobnou vnitini rozpustnost, ale odlisné hodnoty pKa. Vlivem

tohoto rozdilu méa naproxen mnohonasobné vyssi rozpustnost pii pH 9 oproti fenytoinu,
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jelikoz s rozdilem mezi pH a pKa, ktery je pti pH 9 vétsi u naproxenu, roste rozpustnost

exponencialné. [3, 30]

Tabulka 4: Priklady zavislosti mezi vnitini rozpustnosti, pH a pK 4. Prevzato a upraveno

z[3].

Vnitini rozpustnost | Rozpustnost pri pH 9
Lécivo pKa
[mg/mi] [mg/ml]
barbital 7,9 7,0 95
amobarbital 7,9 1,2 15
naproxen 4,6 0,016 430
fenytoin 8,3 0,02 0,12

Rozpustnost slabych zésad se zvySuje s poklesem pH pod hodnotu pKa
(viz Graf 2), naopak u slabych kyselin se rozpustnost zvySuje se zvySenim pH nad
hodnotu pKa (viz Graf 3). [25, 28, 29] Nicmén¢ v piipadé 1éCiv obsahujicich vice nez
jednu ionizovatelnou funkéni skupinu byva zavislost rozpustnosti ve vodé na pH
komplikovanéjsi (viz Graf 4). [25] Dle studie rozpustnosti pH-dependentnich 1é¢iv ve
vodég, konkrétné flufenamova kyselina, mefenamova kyselina, niflumova kyselina, sodna
sul diklofenaku, sodna siil kyseliny meklofenamové, bylo dokdzano, Ze rozpustnost se

zvySuje s rostoucim pH a teplotou. [28]
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Graf 2: Vypoctena zavislost rozpustnosti benzylaminu ve vode na pH, vytvorend pomoci

programu PhysChem 7.0. Prevzato a upraveno z [25].
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Graf 3: Vypoctenad zavislost rozpustnosti benzoové kyseliny ve vode na pH, vytvorena

pomoct programu PhysChem 7.0. Prevzato a upraveno z [25].
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Graf 4: Vypoctena zavislost rozpustnosti 4-(aminomethyl)benzoové kyseliny ve vodé na

pH, vytvorena pomoci programu PhysChem 7.0. Prevzato a upraveno z [25].

Dulezité je, ze i malé zmény v pH mohou zplsobit zmény v koncentracich
ionizovanych a neionizovanych forem v roztoku a vyznamné ovlivnit rozpustnost
1€¢iv. [29] V rlznych fyziologickych tekutinach jsou odlisné hodnoty pH, a proto je pH
dilezitym faktorem ovliviiujicim rozpustnost 1é€iv zejména pii podani do GIT. [3, 25]
Ovlivnéni pH pomoci pufri a pufrovacich latek se pouZivd pro stabilizaci

farmaceutickych latek 1 pro zvySeni rozpustnosti Spatné rozpustnych 1éCiv. [3, 31]
2.2.3 Vlastnosti rozpousténé latky

Vlastnosti rozpousténé latky jsou dilezitymi faktory ovliviiujicimi rozpustnost.
Patfi mezi né velikost, tvar a povrch ¢astic 1éCiva, lipofilita (obvykle vyjadiena jako
logP), molarni hmotnost M a molekulova hmotnost M;, teplota tani, krystalické struktura
(amorfni/polymorfni), pfitomnost substituentti a funk¢nich skupin, polarita a pKa, které

bylo feseno v Podkapitole 2.2.2. [3, 6, 24, 32, 33]
2.2.3.1 Velikost, tvar a povrch ¢astic

Obecné plati, ze ¢im mensi jsou Castice, tim vyssi je jejich rozpustnost. Snizeni
jejich velikosti vede ke zvétSeni celkového 1 specifického povrchu latky. VEtsi specificky

povrch zlepSuje kontakt mezi rozpousténou latkou a rozpoustédlem, coz podporuje
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rozpustnost a zaroven urychluje proces rozpousténi. Existuje fada metod, které slouzi ke
zmenSeni velikosti ¢astic za ucelem zvysSeni BAV. [6, 24, 32, 33] Nicméné¢ pii dosahnuti
urcité velikosti ¢astic bude zptisobovat dalsi zmenSovani velikosti snizeni rozpustnosti,
protoze mezi menSimi Casticemi vznika vice interpartikularnich vazeb a zvySuji se

interakce mezi jednotlivymi ¢asticemi, coz miize vést k agregaci Castic. [24]

Rozpustnost ovliviiuje i tvar ¢astic, ktery je uréen konfiguraci molekuly a typem
uspotradani krystalu. Molekuly mohou byt symetrické a asymetrické, kdy rozpustnost
maji obvykle vyssi asymetrické molekuly. Symetrické molekuly jsou vice kompaktni a
maji vyssi energii krystalové miizky, proto vyzaduji vice energie k rozpusténi latky
v rozpoustédle a disledkem je nizSi rozpustnost. [6, 24] Piikladem je porovnani
rozpustnosti o-alaninu a a-aminomaselné kyseliny. Aminokyselina a-alanin vytvaii
kompaktni krystal s vysokou energii krystalové miizky a diisledkem je nizka rozpustnost.
Naproti tomu molekuly a-aminomaselné kyseliny se do krystalu formuji mén¢ efektivné,
jelikoz kyselina ma uhlovodikovy postranni fetézec o jeden uhlik delsi a nizsi energii
krystalové mfizky nez a-alanin. Dusledkem je vysSi rozpustnost a-aminomdselné

kyseliny (1,80 mol/l) v porovnani s a-alaninem (1,66 mol/l) ve vod¢ pii 25 °C. [6]
2.2.3.2 Lipofilita

Lipofilita je vyznamnym faktorem ovlivilyjicim absorpci, distribuci,
metabolismus, exkreci a toxicitu (ADMET) a je klicova pro farmakologickou i¢innost
1é¢iv. Vyhodou je mozZnost rychle lipofilitu zméfit nebo vypocitat. Ma vliv na fadu

vlastnosti ovliviiujicich absorpci 1é€iva jako je rozpustnost a permeabilita. [3, 34]

Lipofilita je vlastnost slouc¢eniny, ktera ptedstavuje schopnost latky zaclenit se do
nepolarni lipidové matrice. [3] Zakladnimi parametry vyjadiujicimi lipofilitu molekuly,
tedy rozdé€leni slouceniny mezi vzajemné nemisitelnou lipofilni a hydrofilni fazi, jsou
logP, kalkulované logP (clogP, calculated logP) a logD. Jako nepolédrni faze je obvykle
pouzivan oktanol a jako poldrni faze voda nebo vodny puftr. [3, 6, 35] Hodnota logP je
logaritmus rozdé€lovaciho koeficientu organické faze (napf. n-oktanol) a vodné faze
pfi pH, ve kterém jsou vSechny molekuly latky v neutralni formé€. Naproti tomu hodnota
logD je logaritmus rozdélovaciho koeficientu organické faze a vodné faze pti specifickém
pH, kdy je pfitomna neionizovana i ionizovana forma lé¢iva. [3, 35] Pfedchozi parametry

lze vypocitat pomoci jednoduchych rovnic (Rovnice 10 a Rovnice 11), které vychazeji
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z rozdélovaciho koeficientu (Rovnice 8 a Rovnice 9), ktery je vyjadien jako podil

koncentrace latky v organické fazi a koncentrace latky ve fazi vodné. 3, 36]

[latka],
[substance],,

Po/w_

Rovnice 8: Vypocet rozdelovaciho koeficientu pro logP, ziskano z [3, 36].

[substance]?™ + [substance]r™

D = : '

onw [substance]?™ + [substance]letom

Rovnice 9: Vypocet rozdélovaciho koeficientu pro logD, ziskdno z [3, 36].
[substance],

P = -
log log [substance],,

Rovnice 10: Vypocet logP, ziskdano z [3, 36].

[substance|?™ + [substance]l¢™

logDh =1 : .
o8 09 [substance]i™ + [substance]}f'o™

Rovnice 11: Vypocet logD, ziskano z [3, 36].

Rozdilem mezi logP a clogP je zpisob ziskani vyslednych hodnot, kdy clogP je
vypoctené logP pomoci specifickych softwart jako je napt. program ChemDraw. [35, 37]
Naopak hodnota logP se ziskavd experimentdlné napt. metodou tfepaci lahve nebo
pomoci kapalinové chromatografie. [38] Vyhodou clogP je rychlejsi zpusob ziskéani
odhadované lipofility molekuly v ranych fazich vyvoje 1é¢iv. [34, 35] Problémem clogP
je, ze 1 u neutrdlnich sloucenin byvaji jeho hodnoty ziskané riznymi programy
odlisné. [39] Vysledna hodnota clogP je zjednoduSena, protoze nezohlednuje chiralitu,
tedy 3D informace o struktufe molekuly. [40] Kviili tomu byvaji hodnoty ¢asto neptesné
a mohou vznikat faleSn¢ pozitivni vysledky, které mohou zpiisobit, ze nadéjné slouceniny
jsou zavrhnuty a nevhodné slouceniny dale pokracuji ve vyzkumu. Nicméné oba

parametry, logP i clogP, jsou uzitecné ve vyvoji léCiv. [35, 37]

Nejdilezitéjsi je pro nds spravna interpretace hodnot logP. Idealni hodnota logP
je vétsi nez 0 (obvykle okolo 1) a zaroven mensi nez 3, ptipadné 5 (viz Graf 5). Obecné
plati, Ze se zvySujici se hodnotou logP klesa rozpustnost latky ve vod¢ a se snizujici se

hodnotou logP se zhorSuje prostupnost latek skrze biologické membrany. Kromé Spatné
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rozpustnosti ve vodé, a s tim souvisejici nizké absorpce, mohou vysoké hodnoty logP,
tedy vysoka lipofilita, zplisobovat nezddouci uc€inky lé¢iv, metabolické zatizeni, rychly
metabolicky rozklad, vysokou vazbu na plazmatické bilkoviny a akumulaci ve tkadnich.
Na druhou stranu musime zohlednit dilezitost vyssi lipofility u léCiv, kterd plsobi
intracelularn€é nebo maji cil pasobit v centralnim nervovém systému, a tedy museji
efektivné prostoupit skrze lipidové membrany a biologické bariéry. [3, 6, 35, 41]
Zavislost logP na lipofilit¢ molekuly, konkrétné¢ na poctu methylenovych skupin,
vyjadiuje Graf 6, kde mtizeme vidét linearni korelaci mezi logP a po¢tem methylenovych

skupin v alkyl 4-hydroxybenzoatu. [42]
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Graf 5: Hypoteticky priklad, jak dokaze logP ovlivnit p.o. BAV u série sloucenin.
Absorpce pasivni difuzi po p.o. podani je povazovana za optimalni pro slouceniny
s mirnym logP a klesa u sloucenin s vyssimi nebo nizsimi hodnotami logP. Prevzato a

upraveno z [3].
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Graf 6. Linedrni korelace mezi hodnotami logP a poctem methylenovych skupin v alkyl

4-hydroxybenzodatu. Prevzato a upraveno z [42].
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Interpretace hodnoty logD je podobna jako u logP, ale je tieba zohlednit, Ze zavisi
na pH vodného prostiedi, pKa latky a tom, zda je sloucenina kyselina nebo zésada. Na
zminénych proménnych zavisi pomér ionizované a neionizované formy 1é¢iva. [3, 43]
Pokud je zndma hodnota logP a pKa, tak lze vypocitat logD pti daném pH (napt. 7,4)

bazickych 1é¢iv pomoci Rovnice 12. [43]
log D; , = log P + log(1 + 10PKa=7%)
Rovnice 12: Vypocet logD bazickych léciv pri pH 7,4, ziskano z [43].

Plati, Ze ionty maji vys$i afinitu k polarni vodné fazi nezli neionizované molekuly.
V ptipad¢ 1€Civ s bazickou skupinou se hodnota logD bude zvysovat s rostoucim pH
pufru, protoZe se méni pomér neutralni molekuly B a kationu BH'. [3, 42] Naopak u

kyselin se hodnota logD bude zvySovat se snizujicim se pH pufru. [3]

Vliv logP na rozpustnost ve vodé a intestindlni permeabilitu je soucasti
Lipinského pravidla tzv. pravidla péti. Pravidlo péti zahrnuje kromé logP (clogP) také
molekulovou hmotnost, pocet donorti vodikovych vazeb (DHV, vyjadien jako soucet
OH- a NHx-skupin) a pocet akceptori vodikovych vazeb (AHV, vyjadien jako soucet
atoml dusiku a kysliku). Slouceniny, které jsou substraty biologickych transportéri
(aktivni transportéry a metabolické procesy ve stfevni sténé ovlivitujici BAV), jsou
vyjimkou z pravidla. Pravidlo péti se sklad4 ze Ctyt parametri, jejichz hodnota je pét nebo
je nasobkem péti. Pokud jsou splnény dva parametry z nasledujicich, tak ma 1é¢ivo vyssi

riziko Spatné absorpce, tedy horsi rozpustnosti a permeability po p.o. podani [44]:

e Podet DHV > 5
e Pocéet AHV > 10
e Molekulova hmotnost > 500

e LogP>5

Parametry pravidla jsou zaloZeny na podloZzeném fyzikalné-chemickém zakladu.
Molekulova hmotnost souvisi s velikosti molekuly. S rostouci velikosti molekuly roste i
molekulovd hmotnost a rozpustnost se snizuje, protoZze je potieba, aby ve vode
(rozpoustédle) vznikla vétsi dutina, kterd zajisti rozpusténi latky. ZvySeni molekulové

hmotnosti snizuje permeabilitu skrze intestinalni a hematoencefalickou bariéru (HEB),
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jelikoz vétsi molekuly neprochazeji tésné spojenymi bunikami bariér tak snadno jako
molekuly mensi. Vlivem vyssi velikosti molekuly je snizena i pasivni difuize skrze
bunénou membranu. Obecné lze fici, Ze 1éCiva s vyssi molekulovou hmotnosti maji
tendence byt méné aktivni po p.o. podani nezli IéCiva sniz§i molekulovou

hmotnosti. [3, 44]

Vliv DHV a AHV je spojen s tvorbou vodikovych vazeb mezi donorem a
akceptorem. Donor i1 akceptor jsou vysoce elektronegativni prvky. Jedna se zejména o
kyslik a dusik, ptipadné i fluor. Donor je molekula obsahujici atom vodiku s ¢aste€nym
kladnym nébojem vzniklym vlivem polarity vazby. Naopak akceptor obsahuje volny
elektronovy par a diky nému ma ¢asteCny negativni naboj. Mezi ¢astecné pozitivnim
nabojem atomu vodiku a ¢aste¢né negativnim nabojem atomu elektronegativniho prvku
se vytvoii vodikovéa vazba. Tvorba vodikovych vazeb zvySuje rozpustnost latek ve vode,
¢imz se snizuje schopnost 1éCiva projit skrze lipidovou dvojvrstvou membranu, protoze
se vodikové vazby nejprve musi prerusit. Vlivem pfili§ vysokého poc¢tu DHV nebo AHV
dochazi ke zhorSeni intestinalni absorpce. [3, 27, 44, 45] Vyssi pocet DHV a AHV také
vyznamné snizuje piestup skrz HEB. [45] Problémem AHYV je, Ze jejich vyjadifeni jako
soucet atomi dusiku a kysliku je pouze hrubym métitkem schopnosti pfijimat vodikové
vazby. Schopnost piijimat vodikové vazby se 1i§i mezi jednotlivymi atomy v zavislosti
na struktufe molekuly. Piikladem je rozdil mezi pyrrolem a pyridinem, kdy se dusiky
v obou latkach pomoci jednoduché souc¢tu atoml dusiku a kysliku povazuji za shodné
akceptory. Nicmén¢ dusik v pyridinu je dobrym akceptorem a naopak dusik v pyrrolu je
akceptorem mnohem horSim. [44] Rozdil spoc¢iva v tom, Ze volny elektronovy par na
dusiku v pyrrolu se podili na aromaticité heterocyklu, zatimco v pyridinu zlstavd mimo
aromaticitu cyklu. [46] V kontrastu s AHV jsou DHV. U donori je dobra korelace mezi

souctem NHyx a OH skupin a schopnosti tvofit vodikové vazby. [44]

Pravidlo péti stanovil Ch. A. Lipinski ve studii publikované roku 1997, ktera
zahrnovala né¢kolik tisic 1é¢iv. Studovana lé€iva prosla prvni fazi klinickych studii a
postoupila do druhé faze, coz bylo ptedpokladem pro dostatecnou absorpci, a tedy
adekvatni fyzikalné-chemické vlastnosti. Lipinski a kolektiv predpokladali, ze Spatné
rozpustnd a permeabilni léCiva byla vyfazena v prvni fazi klinickych studii. U
studovanych 1é¢iv byly vypocteny pravé Ctyii vySe zminéné parametry, které jsou

spojovany s rozpustnosti a permeabilitou a na zéklad¢ vysledkli a pozorovéani se
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ustanovilo pravidlo. Nicméné ne vSechny p.o. podavand 1éCiva splituji pravidlo péti.
Jedna se o malé mnozstvi terapeutickych skupin, jako jsou antibiotika, antimykotika,
vitaminy a kardioglykosidy, protoze obsahuji strukturalni prvky umoziujici biologicky
transport. [44] Biologické transportéry mohou bud’ zvySovat, nebo snizovat absorpci latek

pomoci aktivniho transportu nebo efluxem. [3]

Studie z roku 2000 ukazuje tendenci vyvijet 1é¢iva s parametry nevyhovujicimi
pravidlu péti napt. 1éCiva s vyssi molekulovou hmotnosti a logP. Jedna se o 1éCiva s horsi
rozpustnosti ve vod¢ a intestindlni permeabilitou, ale s cilem zajistit vyssi Gi€innost na
Rada novych 1é&iv mé $patnou rozpustnost ve vodg, ¢asto v disledku vysoké lipofility
(logP >5), jelikoZ vyssi lipofilita je spojovana s farmakologickou aktivitou. Jako ptiklad
uvedl doktor Lipinski protinddorové 1é¢ivo navitoclax, které poruSuje tfi parametry
z pravidla péti (molekulova hmotnost 975, logP piiblizn€¢ 10, 11 AHV). I pfesto se
podafilo védciim navitoclax uspesné formulovat do G¢inné p.o. 1ékové formy a postoupil
do druh¢ faze klinickych studii. [41] Neocekavana p.o. aktivita navitoclaxu je z velké
¢asti zplsobena lymfatickou absorpci. [48] Od zati 2020 je navitoclax ve tfeti fazi
klinickych studii. [49] Na setkani védcti bylo uvedeno doktorem Porterem, ze 1éCiva
s vyssi lipofilitou a Spatnou rozpustnosti ve vod¢ Ize formulovat do lipidickych formulaci
umoziujici samotny vyvoj lé¢iva a zaroven i1 zvySeni BAV po p.o. podani. Nasledné
zminil myslenku, Ze by mohlo byt vhodné zkoumat i ptinosy lipofilngjSich latek, které by
bylo mozné zakomponovat do lipidickych formulaci. Jednim z hlavnich problémi
piipravy lipidickych formulaci je nemoznost v nich rozpustit dostate¢nou davku léciva
kviili nedostatecné lipofilité. Na druhou stranu je nutné mit na paméti, Ze se zvysujici se
lipofilitou se zvySuje i riziko toxicity. Proto je podle Portera idedlnim feSenim docasné
zvyseni lipofility pomoci lipofilnich komplexd, lipofilnich soli nebo lipofilnich proléciv.
Jedna se o technologie, které zvysi moznost pouzit lipidické formulace jako systém pro

dodani 1é¢iv, ale s niz§im rizikem zvySené toxicity. [41]

Pravidlo péti je Siroce vyuZzivanou mnemotechnickou pomickou k urceni, zda
latka pravdépodobné bude mit vhodnou farmakokinetiku pro p.o. podavani, ale nefekne
nam nic o farmakologické aktivité 1éCiv jako je afinita k biologickym receptorim. SlouZzi
k odhadu rozpustnosti a permeability latek ve vyzkumu a vyvoji 1é¢iv, kde se pouziva

jako nastroj k hodnoceni a navrhovani p.o. u¢innych molekul. [3, 44, 47] Kromé pravidla
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péti existuji 1 dalsi pravidla, z nichz vyznamné je Veberovo pravidlo. Toto pravidlo
vychézi z analyzy strukturnich vlastnosti sloucenin, které maji vliv na BAV po p.o.
podani u potkanti. Studie odhalila pozitivni vliv zvySujici se molekuldrni rigidity
vyjadiené jako pocet rotovatelnych vazeb a negativni vliv zvySujicitho se polarniho
povrchu na p.o. BAV u potkanti. [50] Polarni povrch je soucet povrchli polarnich atomil
(jako je kyslik, dusik a pfipojené vodiky) v molekule. Plati, ze ¢im vétsi je polarni povrch
molekuly, tim mensi bude procento absorpce. [51] Za pfijatelnou BAV u potkanti po p.o.
podani bereme BAV vétsi nez 20-40 %. Pro jeji dosaZeni musi byt splnény nésledujici

kritéria:

e Pocet rotovatelnych vazeb < 10

e Polarni povrch < 140 A% nebo po¢et DHV a AHV < 12

Pokud jsou splnény tyto parametry, tak lze s vysokou pravdépodobnosti
predpokladat dobrou p.o. BAV u potkand. Obecné plati, Ze pocet rotovatelnych vazeb se
zvySuje s rostouci molekulovou hmotnosti. Obdobné je to i u polarniho povrchu a DHV
a AHV, které se také zvySuji s rostouci molekulovou hmotnosti, ale data jsou v tomto
ptipad¢ slabsi. [50] VSechna pravidla jsou vyuZivana k rychlému, pomérné uc¢innému a
efektivnimu zhodnoceni drug-like vlastnosti sloucenin s uréitou farmakologickou
aktivitou ve vyzkumu a vyvoji 1é¢iv. Jako drug-like jsou definovany slouceniny, které
maji dostateCné pfiijatelné vlastnosti ADMET, aby mohly projit skrze prvni fazi
klinickych zkouSek. [3, 47] V dne$ni dobé se jako drug-like vlastnosti berou vSechny
parametry majici vliv na ADMET, ne pouze fyzikalné-chemické vlastnosti. Optimalizace
drug-like vlastnosti slou¢enin (napf. rozpustnost ve vod¢ a intestindlni permeabilita)

s vyuzitim pravidel je velmi dulezit4, jelikoz zvySuje GspéSnost vyvoje novych 1éCiv. [3]
2.2.3.3 Teplota tani a krystalicka struktura

VétSina novych 1é¢iv je charakteristickd Spatnou rozpustnosti ve vodé jako
disledek vysoké lipofility a vysoké teploty tani (). [41, 52] Vliv lipofility a krystalové
miizky na rozpustnost l1ze vyjadfit obecnou rovnici rozpustnosti (Rovnice 13), ve které je

vliv krystalové mtizky vyjadien jako t; a vliv lipofility jako logP. [41]
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log$S =0,5—-0,01(t, — 25) — log P
Rovnice 13: Obecna rovnice rozpustnosti, ziskano z [53].

V Rovnici 13 je S moldrni rozpustnost (mol/l), t; ve stupnich Celsia a P je
rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda. Touto rovnici ziskdme odhadovanou rozpustnost
ve vod¢ organickych neelektrolyti v kapalném nebo pevném skupenstvi. Ziskana
rozpustnost je tzv. ,intrinsic® (vnitini) rozpustnost. [3, 53] Vyhodou obecné rovnice
rozpustnosti je moznost jednoduchého a spolehlivého vypoctu rozpustnosti neelektrolytt
s vyuzitim pouze dvou parametru. [54] Teplota tani je teplota, pii které koexistuje kapalna
a pevna faze latky v rovnovaze za daného tlaku. Pii t; zacina ptechod latky z pevného
skupenstvi na kapalné. [27] Se zvysujici se t; se snizuje odhadovana rozpustnost latek ve
vode¢. [6] Z rovnice vyplyva, Ze rozpustnost bude snizena desetkrat, pokud se logP zvysi

o0 jedna nebo se t; zvysi o 100 °C. [3]

Vliv t: na rozpustnost prokazuje i studie, ve které bylo testovano nékolik desitek
sloucenin a vliv jejich vlastnosti na rozpustnost. Studie prokézala, ze slouceniny s vyssi
ti (nad 140 °C) maji rozpustnost nizsi, nez by se ocekavalo dle jejich hodnot logP. Naopak

latky s nizsi t; byvaji vice rozpustné ve vodég. [55]

Na t; maji vliv dal§i parametry ovliviiujici rozpustnost 1é¢iv jako jsou DHV, AHV
a flexibilita nebo rigidita molekuly vyjadiena jako pocet rotovatelnych vazeb. Vliv téchto
parametrl souvisi se stabilitou krystalové miizky, jelikoz vytvoreni vodikovych vazeb
vede ke stabilizaci mfiZky a zvySeni t; a naopak vyssi flexibilita molekuly, tedy zvySeni
poctu rotovatelnych vazeb, vede ke snizeni t;. [55, 56] Studie dokazuje vliv zvySeni poctu
DHV a AHV na zvySeni t;, kdy vyznamnéjsi efekt na zvySeni t; maji donory. [56]
Vliv vSech (mimo 1 vramci krystali) vodikovych vazeb na rozpustnost vyjadiuje
Abrahamova rovnice rozpustnosti ve vod€. Z Abrahamovy rovnice rozpustnosti vyplyva,
Ze rozpustnost se obecné zvysuje se zvysujicim se poctem vodikovych vazeb a snizuje se
se zvySujicim se poctem krystalickych vodikovych vazeb. [10] Prestoze t; miize
predstavovat dobrou ptedpoveéd’ pro rozpustnost latky, tak dominantni piispévek v ramci
obecné rovnice rozpustnosti bude mit vzdy logP. [57] Nicmén¢ mlzeme fici, ze u latek
s logP <2 je rozpustnost primarné ovlivnéna krystalovou mtizkou, zatimco u sloucenin
s logP > 2 hraje klicovou roli lipofilita molekuly. Pokud bude mit latka vysokou t; i

vysokou lipofilitu, tak se oba faktory budou spole¢né podilet na nizké rozpustnosti ve
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vode. [41] Teplota tani je indikdtorem obtiznosti, sjakou se molekula uvoliuje
z krystalové mfizky. [56] Pokud ma latka vysSi t, tak ma pevnéj$i a stabilngjsi
krystalickou strukturu, coz vede k horsi rozpustnosti ve vod¢. Aby doslo k rozpusténi
latky, tak musi byt nejprve prekonana energie krystalové miizky a nasleduje uvolnéni

molekul latky z krystalu. [3, 6, 58]

Obecné lze fici, Ze krystalické formy maji vyssi t; nez amorfni formy. Amorfni
formy pevnych latek jsou tvofeny pfirozené neusporadanymi molekulami. Mezi
jednotlivymi molekulami jsou minimalni interakce snadno narusitelné rozpoustédlem.
Vlivem toho maji amorfni latky niz$i t; a lepSi rozpustnost nezli krystalické formy.
Krystaly jsou formovany molekulami latky pomoci rizné silnych atraktivnich nebo
repulsnich intermolekuldrnich interakci jako jsou van der Waalsovy sily, n-r interakce a
elektrostatické interakce, dale siln€jSi vodikové vazby a mnohem silngj$i iontové
interakce. Krystalova mtizka je tvofena body, které predstavuji umisténi opakujicich se
strukturnich jednotek krystalu (atomy, molekuly nebo skupiny atomti, molekul nebo
iontl), jenZ jsou navzdjem spojeny intermolekularnimi interakcemi. Soucet energii vSech
intermolekularnich interakei v rdmci krystalu se oznacuje jako energie krystalové miizky.
Cim vyssi je energie krystalové miizky, tim vys$si je stabilita krystalu a tedy nizsi
rozpustnost ve vode. Asi 80 % farmaceutickych slouc¢enin se mize vyskytovat ve vice
neZ jedné krystalické formé¢. Schopnost latky vyskytovat se ve vice nez jedné krystalické
form¢ se nazyva polymorfie. Polymorfie muze ovlivnit t;, rozpustnost, rychlost
rozpousténi a vlivem toho 1 BAV 1é¢iva. Polymorfni latka s nejvyssi energii krystaloveé
miizky bude nejvice stabilni a bude nejméné rozpustna. Mén¢ stabilni (metastabilni)
polymorfni formy maji tendenci spontdnné pfechazet do termodynamicky stabilngjsich

forem, coz muze komplikovat jejich formulaci. [25, 27, 59, 60]

Dulezité je, ze jednotlivé polymorfni formy se mezi sebou v rozpustnosti 1isi
relativné mirné, coz dokazuje studie sledujici vliv polymorfie na rozpustnost u 55 latek.
Ve studii byl sledovan pomér rozpustnosti mezi jednotlivymi polymorfy latek
v porovnani s jejim nejméné rozpustnym polymorfem. Vysledkem studie byl primérny
pomér rozpustnosti polymorfit 1,7, pfipadné 2, pokud je zapoctena i jedna vyjimka,
premafloxacin, u které je neobvykle vysoky pomér rozpustnosti mezi polymorfy. [61]
Naproti tomu rozdil v rozpustnosti mezi polymorfni a amorfni formou latky je podstatné

vétsi. Studie sledujici rozdil vlivu mezi polymorfy a amorfy na rozpustnost ukazuje, ze
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amorfni formy latek jsou obvykle nckolikandsobné rozpustnéjs$i nez polymorfni
formy. [62] Obdobn¢ diikazy ptinasi i dalsi studie sledujici rozdil mezi rozpustnosti
amorfni formy famotidinu a jeho krystalickou formou. [63] Vliv amorfni formy a
polymorfnich forem tadalafilu na rozpustnost nam také dokazuje, ze rozdil v rozpustnosti
mezi polymorfy neni signifikantni, a naopak jeho amorfni forma je n¢kolikanasobné
rozpustnéjsi nez formy krystalické. [64] 1 kdyz amorfni latky, pfipadné¢ mén¢ stabilni
polymorfni latky, maji vyssi rozpustnost, tak jejich problém ptedstavuje riziko ¢astecné
rekrystalizace na vice stabilni krystalické formy béhem méteni rozpustnosti, ale 1 béhem

formulace. [25, 60, 62, 65]

Kromé polymorfii a amorfii existuji i solvatomorfni latky. Solvatomorfni latky
maji ve své krystalické sktruktufe zakomponované molekuly rozpoustédla. Pokud je
v€lenénym rozpoustédlem voda, tak se jednd o hydraty. Hydratované krystaly jsou
obvykle méné rozpustné ve vod¢ oproti bezvodym krystalickym formam téze latky
vlivem snizené dostupnosti mist latky k interakci s vodou. Ale pokud bychom pouzili na
rozpusténi hydratu jiné rozpoustédlo misitelné s vodou, tak by rozpustnost hydratu byla
vys$S8i neZ u nesolvatované formy. [25, 60] Vliv solvatomorfnich latek na rozpustnost
ukazuje studie sledujici pomér rozpustnosti bezvodé formy a hydratu. Vysledkem studie
je diikaz vyssi rozpustnosti bezvodych forem ve vodé€, kdy pomér rozpustnosti bezvodé
formy a hydratu vétsiny sledovanych latek byl pfiblizn¢ dva nebo méné, ale objevily se i
ptipady s vy$§im pomérem napft. niklosamid s pomérem 22,9. Nicméné existuji i ptipady,

kdy hydrat ma vyssi rozpustnost nezli bezvoda latka. [61]

Izolace a formulace vysoce energetickych polymorfii nebo amorfii ma potencial
pro zlepSeni BAV ve vod¢ S$patné rozpustnych 1é¢iv v porovnani s nejvice stabilni
krystalickou formou latky. Nicméné je dllezité zaroven zajistit stabilitu metastabilnich
forem, aby nedoSlo k samovolné zméné na stabilnéjs$i formu, k ¢emu se vyuzivaji
stabilizacni agens jako jsou napf. polymery a znich vytvofené pevné

disperzni systémy. [60]

Jak uz bylo zminéno v Podkapitole 2.2.3.1 Velikost, tvar a povrch ¢astic, tak na
energii krystalové miizky ma vliv i tvar molekuly. Krystaly tvofené symetrickymi
molekulami maji vyssi t; a jsou méné rozpustné ve vode nezli krystaly tvofené méné

symetrickymi az asymetrickymi molekulami stejné struktury. [66] Na energii krystalové
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miizky maé vliv také aromaticita molekuly. Vysoce aromatické planarni molekuly maji
Dusledkem je niz$i rozpustnost krystalti tvofenych aromatickymi molekulami ve

vode. [67]

DalSim faktorem ovlivitujicim rozpustnost vlivem na krystalickou strukturu je
chiralita. Dva enantiomery mohou krystalizovat ve vice formach odlisnych od sebe ale i
od racematu. Podle Wallachova pravidla jsou krystaly racematu stabilnéjsi a hustsi nez
jejich chirdlni protéjsky. Piikladem je rozdil v energii krystalové miizky, tim padem i ti,
mezi S-ketoprofenem s t; 72 °C a RS-ketoprofenem s t; 94 °C, kde lze vidét vyssi stabilitu
a tyu racematu. Rozdil ovliviiuje rozpustnost ve vode¢, ktera je 2,3 mg/ml u S-ketoprofenu
a 1,4 mg/ml u RS-ketoprofenu. [3] Z praktického hlediska je dilezité mit na paméti, ze
pouziti latek snizkou t; (okolo 60 °C) je povazovdno za problematické z divodu
brana teplota nad 100 °C. Teploty ve vyrobnich zafizenich, jako jsou granulatory a
tabletovaci lisy, mohou ptesahovat 40 °C, ale pfi fluidni granulaci nebo béhem suseni

mohou teploty dosahovat i ptekracovat teploty 80 °C. [6]
2.2.3.4 Substituenty a funkéni skupiny

Substituenty a funkéni skupiny maji vyznamny vliv na rozpustnost 1é¢iv. Jejich
vliv je dan ovlivnénim fyzikalné-chemickych vlastnosti molekul jako je lipofilita,
polarita, krystalicka struktura, tvorba vodikovych vazeb a ovliviiuji ionizaci 1é¢iv. Pfi
hodnoceni rozpustnosti latky je nutné brat v potaz pfitomnost vSech substituentl
v molekule 1é¢iva a jejich vliv na rozpustnost. Vysledny vliv dané funkéni skupiny je
ovlivnén ptitomnosti dalSich sousednich nebo okolnich funkénich skupin. Ke zhodnoceni

vlivu substituentil na rozpustnost je vhodné je rozd¢lit na hydrofilni a lipofilni. [46]

Hydrofilni funkéni skupiny pfispivaji k rozpustnosti ve vod€. Rozpustnost ve
vod¢ je mimo jiné dulezita k dostatecné solvataci a disoluci 1é¢iva ve vodném prostiedi
télnich tekutin po p.o. podéani a také nam umoziuje podavat 1é¢iva intravendézné. Mezi

hydrofilni funkcéni skupiny patii skupiny schopné vytvafet vodikové vazby a

34



ionizace. [46] Vliv vodikovych vazeb na rozpustnost byl diskutovan v ptedchozich

¢astech textu.

Skupiny schopné ionizace jsou kyselé nebo zasadité funk¢ni skupiny a ionizaci
ziskaji negativni nebo pozitivni naboj. Ionizace zvysuje rozpustnost ve vodé¢ diky tvorbé
ion-dipol interakci mezi funkéni skupinou a vodou. [46] Kromé rozpustnosti ovliviiuje
ionizace 1 permeabilitu skrze lipidové membrany. Ionizovand lé¢iva maji horsi
permeabilitu pomoci pasivni diftize nezli neutralni molekuly, jelikoz neutralni molekuly
jsou vice lipofilni, tedy maji vyssi hodnotu logP. Vliv na permeabilitu slabych elektrolyti
ma pKa latky a pH prostiedi. Vypocet poméru ionizované a neionizované formy léciva
vychazi z Henderson-Hasselbalchovy rovnice (Rovnice 5). [3, 46, 68] Obecné mizeme
fici, Ze vysoce permeabilni 1é¢iva maji ¢asto nizkou rozpustnost ve vodé€. Naopak vysoce
rozpustnd 1é¢iva maji Casto niz8i permeabilitu, coz miiZze byt zplisobeno ionizaci majici
opa¢ny vliv na tyto vlastnosti. Jako ptiklad mizeme uvést 1éCivo kyselé povahy
s hodnotou pKa 5, u kterého dochdzi k poklesu permeability se zvySujicim se pH a

naopak rozpustnost se s rostoucim pH zvysuje (viz Graf 7). [3]

A
(0]
=
o

- I= () o
= 5 ® o w» 8
° L J £
8 -5,5 + 6
S 3 @
o -6 ® S 4
o 3
& 65 S 2 ()
o
-7 hd € 0 @
1 3 5 7 0 5 10
pH pH

Graf 7: Profil permeability a rozpustnosti kyselé latky s hodnotou pKA 5. Prevzato a

upraveno z [3].

Pro farmakokinetiku 1é€iv je vyznamnym jevem tzv. ion trapping. Pfi ném dochézi
ke kumulaci kyselych 1é¢iv na vice bazické strané membrany a bazickych 1é¢iv na
kyselejsi strané membrany vlivem ionizace 1é¢iv. Pfikladem je slaba kyselina (pKa =4.,4),
kterd odlisné disociuje v plazmé a zaludecni tekutin€é (viz Obrazek 1). V zalude¢ni
tekutin€ prakticky nedochézi k disociaci, ale v plazmé k disociaci dochazi kvtli vy$§imu
pH. Neutralni forma HA mitiZze voln¢ pfechazet pfes membranu. Modra Cisla v hranatych

zavorkach vyjadiuji relativni rovnovazné koncentrace HA a A” ziskané z Rovnice 5. [68]
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1 pg=aa 1001 = [HA] + [A]
HA /S A+ H
Plazma||pH=7,4

Lipidova mukozni vrstva

Zaludet¢ni||pH=1,4
tekutina 1] [0,001]

HA «<— A+ H*

1,001 = [HA] + [A-]

Obrazek 1: Vliv pH na distribuci slabé kyseliny (pKA = 4,4) mezi plazmou a Zaludecni

tekutinou oddélenymi lipidovou bariérou. Prevzato a upraveno z [68].

Vyznam ionizace 1éCiv souvisi i1 s prostupem lé¢iv ptes HEB. lonizovana 1é¢iva
neprostupuji pres HEB, coz je vyznamné u Hi-antihistaminik druhé generace. Problémem
prvni generace Hi-antihistaminik, jako je promethazin a difenhydramin (Obréazek 2), je
jejich sedativni tcinek, ktery byva u druhé generace minimalni nebo zadny. [46, 68, 69]
Jednim z diivoda nizsiho sedativniho Gc¢inku u druhé generace Hi-antihistaminik (napf.
fexofenadin a cetirizin, viz Obrazek 3) je pfitomnost hydrofilnich funkénich
skupin. [46, 70] Struktura Hi-antihistaminik je obvykle slozena z aromatického jadra,
alifatickych fetézct nebo kruhli a alesponi jednoho terciarniho aminu. [46] Ale druha
generace navic obsahuje karboxylové skupiny nebo aminoskupiny. [70] Pfitomnost
1onizovatelnych funkénich skupin zvySuje rozpustnost ve vode, ¢imz se snizuje schopnost
prostupu skrze HEB. [46, 68] Konkrétné fexofenadin ma pfi fyziologickém pH pomér
ionizované a neionizované formy lé¢iva 40:1. [69] Vysoka koncentrace ionizované formy
fexofenadinu mize snizovat prostup pfes membrany. [69, 70] Rozdily najdeme i mezi
jednotlivymi zastupci druhé generace. Ve srovnani s ostatnimi Hj-antihistaminiky druhé
generace vykazuje cetirizin vyrazngjsi sedativni ucinky. [69] Nicméné niZ§i prostup pies
HEB nesouvisi pouze sionizaci a hydrofilitou molekuly. Vyznamnym faktorem
snizujicim prostup druhé generace Hi-antihistaminik pifes HEB je eflux pomoci

P-glykoproteinu. [69, 70]
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Obrazek 2: H-antihistaminika prvni generace: promethazin (vlevo) a difenhydramin

(vpravo). Prevzato a upraveno z [71, 72] v ChemDraw 23.1.2.

O HO
O OH
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Cl

K/N\/\O OH
Y

OH

Obrazek 3: Hi-antihistahimnika druhé generace: cetirizin (vlevo) a fexofenadin (vpravo).

Prevzato a upraveno z [46] v ChemDraw 23.1.2.

Kysel¢ funkéni skupiny maji schopnost darovat (ztratit) proton, a proto musi mit
atom vodiku se schopnosti odstépit se. Zaroven je nutné, aby zbyvajici atomy mély
moznost rezonan¢ni delokalizace, tedy schopnost funkéni skupiny rozptylit ndboj mezi
dva a vice atomd, ¢imZ dojde ke stabilizaci konjugované zasady. Ke vzniku rezonan¢nich
struktur dochéazi pokud jsou elektrony sdileny mezi skupinou atomd, které maji sousedni
dvojné vazby a volné elektronové pary. Zasadnim parametrem urcujicim silu kyselin je
skupiny tadime karboxylové kyseliny, [-dikarbonyly, imidy, sulfonamidy,
sulfonylmocovinu, fenoly, sulfonové kyseliny, fosfonové kyseliny, tetrazoly, thioly,
sulfaty, fosfaty a fosfonaty. Jako konkrétni ptiklad lze uvést 1éciva s karboxylovou

skupinou jako je karbidopa, gabapentin a alprostadil (Obrazek 4). [46]
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HO N-NH, HO OH
Obrazek 4: Karbidopa, gabapentin a alprostadil (zleva). Prevzato a upraveno z [73—75]
v ChemDraw 23.1.2.

Vyslednd hodnota pKa kyselych i bazickych skupin je ovlivnéna pfitomnosti
elektron odtahujicich nebo elektron poskytujicich skupin v molekule 1éciva. [3, 46]
Obvyklé rozmezi hodnot pKa vybranych kyselych skupin je uvedeno v Tabulce 5.
Nicméné v pfitomnosti elektron odtahujicich skupin v molekule se sila kyselych latek
zvySuje. Mezi elektron odtahujici skupiny patii skupiny jako halogeny, trifluoromethyl,
nitro skupina, hydroxylova skupina, nitrilova (kyano) skupina, karbonyly (aldehydy,
ketony), amidy, estery, sulfonamidy, ethery (napf. methoxy) a ionizované bazické
skupiny. Na druhé stran¢ existuji elektron poskytujici skupiny snizujici silu kyselin. Jedna
se o skupiny jako jsou aromatické hydroxyly, aromatické aminy, aromatické thioly,
aromatické ethery, ionizované kysel¢ skupiny a alkylové skupiny. Elektronové efekty se
nazyvaji téZ jako indukéni. Vysledny indukéni efekt zavisi na elektronegativité skupiny.
Cim vys§i je elektronegativita, tim silngj§i je schopnost pfitahovat elektrony, tedy
elektron odtahujici schopnost resp. zdporny indukcni efekt. Nejvyssi elektronegativitu ma
fluor, nasleduje kyslik, chlor, dusik, brom a jod. Kromé indukce ma vliv na elektronovou
hustotu 1 rezonance. Pfikladem vlivu rezonance na elektronovou hustotu je fenolova
skupina, ktera mize sdilet elektrony na aromatické jadro. Dochdzi ke sdileni elektront
atomem kysliku na aromatické jadro a negativni naboj je sdilen na atomech uhliku
aromatického jadra v o- a p-polohach vzhledem k fenolové skupin€. Na druhé strané je
ptikladem nitrilovd skupina, ktera odtahuje elektrony z aromatického jadra a ziskava
negativni naboj a aromatické jadro ziska ndboj pozitivni v o- nebo p-polohédch vzhledem

k nitrilové skupiné. [46]

Jako piiklad vlivu substituenti na pKa miizeme pouzit vySe zminénd 1éciva
s karboxylovou skupinou. Obvyklé rozmezi pKa karboxylovych kyselin je mezi 2,5
az 5. [46] Karbidopa ma pKa 2,32. [73] Hodnota je nizsi, jelikoz v blizkosti karboxylové

skupiny je pfitomna skupina hydrazinova. Hydrazinova skupina je bazicka se schopnosti
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odtahovat elektrony, coz vede ke snizeni pKa. [46] Gabapentin mé& dvé hodnoty pKa.
Prvni hodnota je 3,68 pro kyselenou karboxylovou skupinu a druhd hodnota je 10,70 pro
bazicky primarni amin. [74] Gabapentin ma karboxylovou skupinu, které ma ve své
blizkosti pouze alkylovou skupinu. Alkylovy fetézec poskytuje elektrony karboxylové
skuping, ¢imz dochazi ke snizeni kyselosti. [46] Karboxylova skupina alprostadilu

s hodnotou pKa 4,87 je ovlivnéna stejnym zptisobem jako u gabapentinu. [46, 75]

Tabulka 5: Vybrané kyselé a zasadité funkcni skupiny a jejich rozmezi pK4. Prevzato a

upraveno z [46].
Funkéni skupina Rozmezi pKa

Karboxylové kyseliny 2,5-5
B-dikarbonyly (vCetné imidit) 4,5-8.,5
Fenoly 9-10
Alifatické aminy 9-11
Alicyklické aminy (nasycené heterocykly) 9-11
Aromatické aminy (aniliny) 2-5
Aromatické heterocykly obsahujici dusik 1-6

Zasadité funkéni skupiny jsou schopny piijmout proton, pro jehoz navazani je
dilezita pfitomnost volného elektronového paru zpravidla na atomu dusiku. Sila z4sad se
vyjadiuje pomoci hodnoty pKa jejich konjugované kyseliny. Cim vyssi je hodnota pKa,
tim silnéjsi je zdsada a slabsi konjugovana kyselina. Naopak ¢im nizsi je hodnota pKa,
tim slab$i je zasada a silngj$i konjugovani kyselina. Mezi typické zasadité funkcéni
skupiny patfi primarni, sekundarni a terciarni alifatické aminy, aromatické aminy a
alicyklické aminy. Alifatické aminy rozdélujeme na primarni, sekundérni a tercidrni
podle poctu alkylovych fetézcii navazanych na atom dusiku. Alicyklické aminy maji atom

dusiku soucasti nasyceného heterocyklu a mohou byt bud’ sekundarni, nebo terciarni.

Pokud porovnavame rozdil v bazicit¢ (viz Tabulka 5) jednotlivych aminl je nutné
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zohlednit ptitomnost dalSich elektron odtahujicich nebo elektron poskytujicich funkénich
skupin v molekule 1é¢iva a stérické efekty. Elektron poskytujici skupiny, tedy skupiny
s kladnym induk¢énim efektem jako je alkylova skupina (napt. methyl a ethyl) posouvaji
elektrony smérem k aminu, ¢imz zvysuji jeho bazicitu. Proto jsou sekundarni aminy vice
bazické nezli primarni. U tercidrnich aminti dochédzi k omezeni pfistupu protonu
k volnému elektronové paru vlivem stérickych efektli alkylovych skupin, a proto jsou
primarni i1 sekundarni aminy vice bazické nezli terciarni. Nejméné bazické jsou
aromatické aminy neboli aniliny, protoze dochazi k zaclenéni volného elektronového
paru do rezonance s aromatickym jadrem. Bazicita klesa v fadé Ro>-NH > Ri-NH» > R3-N
> Ar-NH,. V ptitomnosti elektron odtahujicich skupin v blizkosti aminii dochazi ke

sniZeni jejich bazicity. [46]

Kromé amint se typicky vyskytuji v Ié€ivech 1 bazické heterocykly, které jsou
zpravidla méné bazické v porovnani s alifatickymi a alicyklickymi aminy. Jejich hodnota
pKa je zavisla na velikosti heterocyklu, na pfitomnosti dalSich heteroatomti a funkénich
skupin. Péticlenné cykly nebo kondenzované cykly s péticlennym cyklem obsahujici
pouze jeden dusikovy atom jako je napi. pyrrol a indol nejsou bazické, protoZe volny
elektronovy par dusiku je zaclenén do aromaticity cyklu. Ale u imidazolu obsahujiciho
dva atomy dusiku zlstava jeden volny elektronovy par pro vazbu protonu, a proto ma
vy$§i bazicitu nez pyrrol a indol. SestiGlenné cykly nebo kondenzované cykly
se Sesticlennym cyklem obsahujici pouze jeden dusikovy atom jako je pyridin a chinolin
jsou vice bazické oproti pyrrolu a indolu, jelikoz volny elektronovy par dusiku se

netcastni aromaticity cyklu. [46]

Lipofilni funkéni skupiny zvySuji rozpustnost 1é¢iv v lipidech. Jedna se o skupiny
neschopné ionizace nebo tvorby vodikovych vazeb. Mezi typické lipofilni funkéni
skupiny patii nesubstituované aromatické cykly, alkylové skupiny, alicyklické kruhy a
halogeny s vyjimkou fluoru. [46] Fluor zvySuje lipofilitu molekuly, ale mize vystupovat
jako AHV a tim zvySovat rozpustnost ve vode¢. [46, 76] K estertim, etheriim, fenolim a
anilinim mtZeme pfistupovat jako ke skupindm s hydrofilnimi i lipofilnimi vlastnostmi,
které zavisi zejména na atomech a skupinach k nim navazanym. Kyslik, pfipadné dusik u
anilinl se muze podilet na tvorbé vodikovych vazeb a ptispivat k rozpustnosti ve vode.
Navic u fenolti a anilini muze dochéazet i k ionizaci. Nicméné alkylové fetézce a

aromatické kruhy téchto skupin zvySuji lipofilitu latek. [46]
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Vliv substituentti a funkénich skupin si mizeme ukdzat na skupin¢ inhibitort
HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A) reduktdzy neboli statinti. Statiny
rozdélujeme na lipofilni jako je atorvastatin a na hydrofilni jako je rosuvastatin
(viz Obrazek 5). Atorvastatin ma hodnotu clogP 4,13 a rosuvastatin 0,42. [46] Rozdily
v rozpustnosti statinii jsou vyrazné ovlivnény piitomnosti nebo absenci polarnich a
hydrofilnich skupin na jejich ptevdzné hydrofobnich skeletech. [77] Rosuvastatin je
hydrofilnéjsi kvuli pfitomnosti polarni hydroxylové skupiny a methylsulfonamidové
skupiny. [78] Struktura statinii ovlivituje jejich farmakokinetiku jako je napi. BAV,
biologicky polocas a zpasob eliminace, ale i ucinnost snizovani hladiny LDL
cholesterolu. Nejucinnéjsi ve snizeni hladin LDL cholesterolu je rosuvastatin, ktery ma i

nejdelsi biologicky polocas, konkrétné 19 hodin. [77, 78]

OH OH O

S~ AN A,
(i o=

Obrazek 5: Inhibitory HMG-CoA reduktizy — atorvastatjn (vlevo) a rosuvastatin
(vpravo). Prevzato a upraveno z [78] v ChemDraw 23.1.2.

2.2.4 Vlastnosti rozpoustédla

Mezi vlastnosti rozpoustédla ovlivitujici rozpustnost patii polarita a pH média,
jehoz vliv byl feSen v predchozich €astech textu. [3, 33] Zpravidla plati, ze voda jako
polarni rozpoustédlo je dobrym rozpoustédlem soli, cukrti a dalSich podobnych slou€enin.
Zatimco mineralni oleje a dal$i nepolarni rozpoustédla se pouzivaji k rozpousténi
nepolarnich sloucenin, tedy latek obvykle jen slabé rozpustnych ve vode¢. [6] Jedna se o
tzv. pravidlo ,podobné se rozpousti v podobném®, které je zalozeno na polarité

sloucenin. [6, 33]

Polarni molekuly jsou molekuly s permanentnim elektrickym dipolovym
momentem, ktery vznikd na podkladé casteCnych ndboji na atomech molekuly
vznikajicich zejména v dasledku rozdila v elektronegativité¢ vzajemné vazanych atomu.
Rozdilna elektronegativita atoml zplsobuje nerovnomérnou distribuci elektronti na

kovalentni vazbé. Energeticky vyhodna je piitomnost elektronového paru blize
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k jednomu z atom, coz je podkladem pro vznik polarni vazby, ve které je elektronovy
par nerovnomérné sdilen mezi dvéma atomy. Piikladem je fluorovodik, ktery je polarni,
jelikoz fluor jako vysoce elektronegativni atom nese parcialni negativni naboj a vodik
nese parcialni pozitivni naboj. Plati, ze ¢im vyssi je rozdil v elektronegativite, tim vyssi
je polarni charakter vazby. Rozdil u fluorovodiku je 1,8. Ale rozdil v elektronegativité
mezi uhlikem a vodikem je pouze 0,4 a vazba C-H je povazovéana za nepolarni. Proto
latky s rozdilem v elektronegativité mensim nez 0,4 oznacujeme jako nepolarni a latky
s rozdilem vétsSim nez 0,4 jako polarni. [27] Polarni molekuly mezi sebou interaguji
prostiednictvim dip6l-dip6l intermolekularnich sil a vodikovych vazeb, kdy vyznamnéjsi

jsou interakce pomoci vodikovych vazeb. [6]

S polaritou vazeb souvisi 1 relativni permitivita média, taktéZ nazyvana jako
dielektrickd konstanta, kterd miize mit vyznamny vliv na silu interakci mezi ionty
v roztoku. Relativni permitivita je vysokd, pokud je molekula polarni. [27] Naptiklad
voda mé hodnotu relativni permitivity 78,5, tedy vice nez dalsi rozpoustédla jako je napf.
methanol nebo aceton. [6] Z tohoto divodu dochazi ve vodé ke sniZzeni interiontové
interakéni energie témeéf o dva fady oproti jeji hodnoté ve vakuu. [27] Nepolarni
rozpoustédla maji nizkou relativni permitivitu a nejsou schopna snizit pfitazlivost mezi
ionty slabych 1 silnych elektrolytt, tedy odstépit proton, a proto se oznacuji jako tzv.
aproticka rozpoustédla. Jedna se napf. o tetrachlormethan, benzen a minerdlni oleje.
Pro rozpustnost je také dileZity celkovy pomér polarnich a nepoldrnich skupin
v molekule. Pfikladem jsou alkoholy, u kterych se s prodluzovanim nepolarniho

uhlovodikového fetézce snizuje jejich rozpustnost ve vode. [6]
2.3 Metody méreni rozpustnosti

In vitro metody méfeni rozpustnosti rozdélujeme dle typu ziskané hodnoty
rozpustnosti na kinetické a termodynamické. [3, 79] Rozdil mezi kinetickou a
termodynamickou rozpustnosti a jejich vyuzitim byl vysvétlen v uvodni Casti textu
v Kapitole 2.1. Neexistuje pouze jedna hodnota rozpustnosti pro danou slouceninu,
protoze hodnota rozpustnosti zavisi na podminkach v roztoku jako je pH, pouzité
rozpoustédlo (napt. voda), kosolventy (napt. DMSO), dalsi aditiva (napft. lipidy,
surfaktanty), iontova sila, Casové rozmezi méteni rozpustnosti a teplota. Tedy i samotné

stanoveni rozpustnosti je faktorem ovliviiujicim vyslednou hodnotu in vitro
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rozpustnosti. [3, 10] V urcitych ptipadech se vyuzivaji modifikované metody meéteni
rozpustnosti ptizpisobené pro piesné stanoveni rozpustnosti za specifickych podminek

(napf. rizna vodna vehikula) a spliuji tak konkrétni potteby védeckych tymi. [3]
2.3.1 Metody méreni kinetické rozpustnosti

Pti stanoveni kinetické rozpustnosti se nejprve rozpusti pevna latka v organickém
rozpoustédle (napt. DMSO) za vzniku koncentrovaného roztoku (napt. 10 mg/ml nebo
30 mM). Nasledné¢ se malé mnoZstvi zasobniho roztoku méfené latky v DMSO
(napt. 10 pl) pfida do vodného pufru (napt. 990 pul fostatového pufru s pH 7,4) a smés se
promicha. V tomto piipad¢ je obsah DMSO 1 % a cilova rozpustnost je 100 mg/ml. [3]
Dochazi k precipitaci mefené latky. [8, 79] Jsou mozné oba zpisoby smiseni roztokil,

tedy ptidani z&sobniho roztoku latky v DMSO k vodnému pufru i naopak, pfi€emz prvni

vvvvvv

Po urcitém casovém rozmezi (napt. 0,5 — 20 hodin v zavislosti na pozadovaném
vysledku) se od kapalné faze odd€li nerozpusténé castice filtraci. K filtraci se pouzivaji
mikrofiltry s membranou tvotfenou napt. hydrofilnim polykarbonatem nebo hydrofilnim
polyvinylidenfluoridem majici minimalni nespecifickou vazbu. [3] Filtrace pomoci
téchto filtrti je rychlejsi nez metody zalozené na centrifugaci. Nicméné i centrifugace
s ndslednym pouzitim supernatantu poskytuje vysledky srovnatelné s filtraénimi
metodami. [17] Poté je filtrat, pfipadné supernatant analyzovan pomoci UV/VIS
spektrofotometru, vysokotc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography) v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS, Mass
Spectrometry) nebo UV detekci (HPLC-UV), nebo chemiluminiscen¢niho detektoru
dusiku (CLND, chemiluminescent nitrogen detector) a je stanovena koncentrace latky
v nasyceném roztoku. [3, 17, 79] Stanoveni kinetické rozpustnosti je obvykle
automatizovano pouZitim 96-jamkové mikrotitraéni desticky, 96-jamkové filtraéni
desticky a robotické platformy pro manipulaci s kapalinami, coZ umoziuje rychlé a

reprodukovatelné stanoveni rozpustnosti. [3]

Mezi metody méteni kinetické rozpustnosti fadime metody piimé jako je UV
spektrofotometrie a nepiimé jako je nefelometrie a turbidimetrie. Pfimé metody stanovuji
koncentraci latky rozpusténé v roztoku, ale metody nepiimé méfi precipitat tvoieny

nerozpusténou latkou. [3] Jak pfimé, tak nepiimé metody jsou schopny poskytovat
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srovnatelné vysledky. [17] Piehled vybranych metod stanoveni rozpustnosti ve vod¢ je

uveden v Tabulce 6. [79]
2.3.1.1 Stanoveni rozpustnosti pomoci UV spektrofotometrie

Jednd se o pifimou metodu stanovujici koncentraci slouceniny rozpusténé
v roztoku pomoci UV spektrofotometru. Nejprve se maly objem latky v koncentrovaném
roztoku DMSO pftida do jamky 96-jamkové desticky obsahujici vodny pufr a smés se
promichd. Pro zamezeni odpafovani se roztok piikryje a udrzuje se pii dané teploté po
stanovené Casové rozmezi. Pokud sloucenina neni zcela rozpustna, dojde k jejimu
vysrazeni. Nerozpusténé castice se nasledné odstrani filtraci. Absorbance filtratu i
standardniho roztoku o zndmé koncentraci se méti pomoci UV spektrofotometru. Poté je
vypoctena rozpustnost latky ve vodé na zdklad¢€ standardu, jelikoZ koncentrace je tmérna

absorbanci podle Lambert-Beerova zékona (Rovnice 14). [3]

Zakladem stanoveni rozpustnosti pomoci spektrofotometrie je Lambert-Beertiv
zakon vyjadiujici linedrni zavislost mezi absorbanci a koncentraci latky. Proto mizeme
Lambert-Beertiv zdkon aplikovat pouze, pokud je zévislost skute¢n¢ linedrni. [4]

Matematicky ho lze vyjadrit:
A=¢lc

Rovnice 14: Lambert-Beeriiv zdkon, kde A je absorbance, € je molarni absorpcni
koeficient v I*mol' *cm™, | je délka optické drahy resp. tloustka vrstvy kyvety v cm a c je

molarni koncentrace v mol*I". Ziskdno z [4].

Spektrofotometrie je metoda zalozend na stanoveni mnoZstvi svétla
absorbovaného latkou pii priichodu monochromatického svétla na zaklad¢ jeho intenzity
pfed a po prichodu vzorkem. Zakladnim principem je, Ze kazda sloucenina absorbuje
nebo propousti svétlo resp. elektromagnetické zateni pii prichodu danou latkou. [4]
UV/VIS spektrofotometrie sleduje absorpci svételné energie nebo elektromagnetického
zafeni excitujici elektrony ze zékladniho stavu do prvniho singletového excitovaného
stavu slouceniny. [80] Jednd se o velmi uZitenou metodu kvantitativni analyzy,

vyuzivanou zejména ke stanoveni koncentrace latek. [4]
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Spektrofotometr je ptistroj méfici mnozstvi fotoni absorbovanych po prichodu
vzorkem. V zévislosti na rozsahu vinovych délek svételného zdroje rozliSujeme UV/VIS
spektrofotometr a infraCerveny (IR, infrared) spektrofotometr. UV/VIS spektrofotometr
vyuziva svétlo v UV rozsahu (185 — 400 nm) a viditelném rozsahu (400 — 700 nm)
elektromagnetického spektra. IR spektrofotometr vyuziva svétlo v IR rozsahu
(700 — 15000 nm) elektromagnetického spektra. [4] Kazdy UV/VIS spektrofotometr
(viz Obrazek 6) se skladd ze zdroje svétla jako je napf. deuteriova vybojka,
monochromatoru zajist'ujiciho vznik monochromatického svétla, kyvety nebo desticky se
vzorkem a fotoelektrického detektoru. Navic mize byt pfitomen tzv. kolimator, coz je
¢ocka usmérnujici paprsek svétla a také selektor vinovy délek (Stérbina), pokud neni
soucdsti monochromatoru. Daéle rozliSujeme jednopaprskové a dvoupaprskové
spektrofotometry. Dvoupaprskové spektrofotometry umoziuji méfit referencéni 1
analyzovany vzorek zaroven, coz zajiStuje vEtsi presnost nezli vyuziti jednopaprskovych,
u kterych je nutné nejdiive zméfit referenéni vzorek a az po ném vzorek
analyzovany. [4, 80] Existuji i1 tzv. simultanni pfistroje, které neobsahuji monochroméator
mezi vzorkem a zdrojem svétla. Misto toho vyuZivaji detektor s diodovym polem, ktery
umoziiuje soucasn¢ detekovat absorbanci na vSech vlnovych délkach. Simultdnni
piistroje jsou obvykle mnohem rychlejsi a efektivnéjsi. [80]

Kolimator Selektor ylflo.\r\}ch délek
(8térbina)

(€ocka) Detektor

A\I I I-

Digitalni displej

Monochromator Roztok vzorku nebo méfic
(hranol nebo mfizka)

Zdroj svétla
(v kyvetg)

Obrazek 6: Zakladni usporadani spektrofotometrii. Prevzato a upraveno z [4].

Limitaci UV/VIS spektrofotometrie je nutnost pfitomnosti chromoforu ve
struktufe méfené latky. Pokud neni chromofor pfitomen, tak UV/VIS spektrofotometrii
nelze pouzit. [5, 79, 81] U takovych latek se pouzivaji metody zaloZzené na HPLC,
nefelometrii nebo potenciometrii. [5] AvSak absence chromoforu neptedstavuje zavaznou

nevyhodu, protoze pfitomnost chromoforu je typickd pro velkou vétSinu latek, jelikoz
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obsahuji aromatické nebo heteroaromatické systémy. [81] UV-VIS spektrofotometrie je
vhodna ke stanoveni rozpustnosti kapalin a roztokli. Pokud vzorek obsahuje pevné
Castice, tak se jedna se o suspenzi a pii analyze dochazi k rozptyleni svétla pevnymi
¢asticemi, coz zkresluje vysledky. Proto je nutné odstranit pevné Castice filtraci, piipadné
centrifugaci. Nicméné lze vyuzit specialni difrakéni zatizeni k analyze pevnych vzorki i
suspenzi, i kdyZ se nejednd o bézny postup v praxi. [80] V porovnani s nefelometrii je
spektrofotometrie citlivéjsi metodou, coz dokazuji studie stanovujici limitni koncentraci
pro nefelometrické stanoveni na ptiblizn€ 20 nebo 54 uM. Pfi nizsich koncentracich latky
neni dostatek pevnych Castic vedoucich k rozptyleni svétla s intenzitou vyvoléavajici
detekovatelny signal. [81, 82] Limitni koncentrace pro spektrofotometrické stanoveni je
dle studie 0,5 uM a pro HPLC stanoveni dokonce 0,008 uM, a proto je HPLC metoda
nejcitlivéjsi. Pii HTS se koncentrace latek pohybuji v oblastech 1 pM a vice, proto i
UV/VIS spektrofotometrie poskytuje dostate¢né informace o rozpustnosti testovanych

latek. [81]

Spektrofotometrie stejné jako HPLC metoda vyZaduje filtraci, nicméné samotna
analyza je mnohem rychlej$i. Naptiklad stanoveni UV spektra v oblasti 250 — 400 nm
probiha piiblizné€ 5 s, coZ byva dostatecné rozmezi spektra pfi stanovovani rozpustnosti
ve vodé, jelikoz vétsina sloucenin v HTS obsahuje mezi jednim aZ tfemi aromatickymi
nebo heteroaromatickymi kruhy vedoucimi k absorpénimu maximu v oblastech mezi
260 — 300 nm. V porovnani s HPLC metodou, kde stanoveni jednoho chromatogramu
trvalo pfiblizn€ 19 minut, je UV/VIS spektrofotometrie mnohem rychlejsi. Kromé vhodné
zvolené vinové délky je nezbytny i1 spravny objem roztoku v 96-jamkové desticce, ktery
je priblizné 300 pl. Typicka kalibracni kiivka se ziska z koncentracni fady z 8 zfedénych
roztokli o znamé koncentraci latky. Dulezity je také korelacni koeficient ziskany
opakovanymi méfenimi s 8 odliSnymi koncentracemi. Korelacni koeficient ukazujici
dobrou linearitu by mél mit hodnotu mezi 0,99 az 0,9999. Vysoky korela¢ni koeficient
umoznuje pouzit i koncentracni fady s mensim poctem ziedénych roztokt, coZ usnadiuje
a urychluje méteni. Pfi spektrofotometrickych testech nelze rozlisit pfitomnost necistot,
které mohou ovlivnit vyslednou rozpustnost ve vodé. Avsak u HPLC stanoveni jsou
snadno odhaleny. V zavislosti na kvalité slou¢eniny se mize jednat o kriticky problém.

vvvvvv

nutné oveiovat Cistotu opakované. V ptipadé, ze je Cistota nebo stabilita latek v roztoku
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neznama, tak je pfi stanovovani rozpustnosti ve vodé nutné vénovat pozornost

komplikacim s tim spojenych. [81]

Déle je dilezité zohlednit, Ze kazdé rozpoustédlo ma vlastni mezni vinovou délku
absorpce v UV/VIS oblasti, tzv. cut-off. Jednd se o vinovou délku, pod kterou
rozpoustédlo samo absorbuje veskeré svétlo. Pii vybéru rozpoustédla je zdsadni tento
faktor zohlednit, napf. voda ma mezni vinovou délku v oblasti 180 nm. Pokud je mezni
vlnova délka rozpoustédla a oblast absorpce méteni latky blizka, tak je vhodné zvolit jiné
rozpoustédlo. Mezni vlinovou délku maji i kyvety nebo desticky, které jsou tvoteny
riznymi materidly. Kfemenné kyvety maji mezni vilnovou délku ptiblizné¢ 160 nm a
pouzivaji se u latek absorbujicich v UV oblasti. Nicméné sklenéné kyvety maji mezni

vlnovou délku pfiblizn€é 300 nm, a proto nejsou vhodné pro pouziti v UV oblasti. [80]

UV/VIS spektrofotometrie je Siroce vyuZzivand, jednoduchd, rychld, cenové
efektivni, ekologicka, bezpecna a také presna a reprodukovatelnda metoda méfeni

rozpustnosti latek ve vode¢. [5]
2.3.2 Metody méreni termodynamické rozpustnosti

Pti stanoveni termodynamické rozpustnosti se pfidava vodny pufr k pevné latce.
Nasledné je vzorek michén po delsi dobu (obvykle 24 — 72 hodin), aby bylo dosazeno
rovnovahy mezi rozpusténou a pevnou formou latky. [3, 10] Rozpustnost je ovlivnéna i
rozpousténim z piivodni pevné formy slouceniny a naslednou precipitaci pevnych nebo
krystalickych forem latky. Mezi primarné€ pouzivané metody (viz Tabulka 6) patii metoda
ttepaci banky a metoda zaloZena na potenciometrii. Termodynamicka rozpustnost je
zasadni pfi studiu latek, které se podavaji ve formé pevné latky nebo suspenze, kde
rozpousténi slouCeniny z pevné formy latky v GIT pfimo ovliviiuje ADMET i G¢innost.
Z tohoto diivodu se obvykle k jejimu stanoveni pouzivaji rizné vodné roztoky. [3] Pokud
jsou testy kinetické rozpustnosti provadény po delsi Casové rozmezi, tedy misto nékolika
minut jsou latky testovany hodiny az dny, tak jevi tendenci odpovidat hodnotam testli

termodynamické rozpustnosti. [10, 83]
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2.3.2.1 Metoda trepaci bariky

Metoda tiepaci baiky je zlatym standardem pro stanoveni termodynamické
rozpustnosti. [3, 10] Nejprve je sloucenina se znamymi vlastnostmi pevné faze piidana
v nadbytku do vodného roztoku v bafice a vznikajici suspenze je tfepana pii definované
teploté a rychlosti po definovanou dobu bez upravy nebo s tpravou pH. Vzorky jsou
odebirany bud’ v jednom nebo nékolika Casovych bodech. Prebytek pevné latky je
odstranén filtraci nebo centrifugaci. Poté se zméti pH filtratu a filtrat se kvantifikuje
pomoci analytickych metod jako je HPLC-MS nebo HPLC-UV. Klasickéd metoda tfepaci
barky je ¢asové naro¢na, zdlouhava a pomald metoda s fadou manualnich krokt, které
jsou nachylné k chybovosti, a proto farmaceutické spolec¢nosti hledaji moznosti
modifikace této metody umoznujici HTS. [17, 83] Automatizovand HTS verze metody
tiepaci banky poskytujici podobné informace o rozpustnosti jako klasicka metoda, by
byla velmi piinosnd. Mozné je vyuziti automatizovaného zafizeni k navazeni pevnych
latek umoznujici rozdéleni malych mnozstvi sloucenin v praSkové formé do jednotlivych
jamek 96-jamkové desticky. Pokud je v kombinaci srobotickou platformou pro
manipulaci s kapalinami, tak vznikd HTS systém ke stanoveni termodynamické
rozpustnosti. [83] Dale se vyuziva sonifikace a vortexové michani ke zkraceni doby

ustaleni. [3] Existuji i dals$i modifikace této metody (viz Tabulka 6). [79]
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Tabulka 6: Metodologie pro stanoveni vodné rozpustnosti ve vyzkumu a vyvoji léciv.

Prevzato a upraveno z [79].

Typ metody Metoda Kapacita Vzorek
Pfima uv vysoka
mikrofiltrace _
( CLND vysoké 20100 pl
nebo zasobniho
Kineticka centrifugace) HPLC sttedni roztoku
Neptimé Nefelometrie vysoka
(precipitacni) Turbidimetrie stiedni 0,1 -1 mg
Konvencni nizka 10 — 100 mg
Ttepaci banka
Miniaturizovana | nizka/stfedni 2—-15mg
Déavkovani
pevné latky na sttedni 5 mg
destic¢ce
Miniaturizovana Odstranéni
HTS ttepaci rozpoustédla
‘ stfedni/vysoka 100 pl
baiika lyofilizaci nebo
zasobniho
odpafovanim
y roztoku
. Céstecna
Termodynamicka sttedni/vysoka
rovnovéaha
Mikrodisoluce nizka/sttedni 10—-100 pg
Disoluce Facilitovana
_ nizka 10— 100 mg
disolu¢ni metoda
Dvoufazova 50 ug —200
nizka
titrace mg
Potenciometrie
Dosazeni
nizka 10 — 100 mg
rovnovahy
Miniaturni
- nizka 10 mg
zatfizeni
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3 Cil prace

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace je hodnotit rozpustnost vybrané série
potencialnich radioprotektivnich latek piipravenych v CBV FNHK. Rozpustnost bude
stanovena pomoci spektrofotometrické metody, kdy bude hodnocen vliv struktury
(obmény substituentll) na rozpustnost molekuly ve vodném médiu. Dale bude vyuzit
webovy nastroj SwissADME k in silico predikci rozpustnosti méfenych latek pro

porovnani s vysledky in vitro.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Mérené latky

Méiené latky jsou malé molekuly s potencialni radioprotektivni aktivitou
vychézejici ze série substituovanych piperazind, které byly syntetizovany vyzkumnym
tymem v CBV FNHK. Konkrétn¢ se jedna o 20 derivati 1-(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-
1-yl)-3-fenoxypropan-2-olu (viz Tabulka 7), dale o tifi derivaty 1-(4-(2-
(hydroxyethyl)piperazin-1-yl)-3-aminofenylpropan-2-olu a jeden derivat 1-(4-(2-
(hydroxyethyl)piperazin-1-yl)-3-thiofenylpropan-2-olu (viz Tabulka 8). [84—86] VétSina
latek byla métena pouze ve formé hydrochloridové soli. Nicméné ¢tyii latky byly kvili

porovnani méteny pied prevedenim i po pievedeni na hydrochlorid.
4.2 Pouzite instrumentalni vybaveni

e spektrofotometr ,,Tecan Spark® v kombinaci se softwarem Sparkcontrol v3.2,
Tecan Trading AG, Svycarsko

e laboratorni centrifuga ,,Eppendorf MiniSpin plus®, Eppendorf SE, Némecko

e ultrazvukova lazein ,,Sonorex Super, BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,
Némecko

e mikropipety — 10-100 pnL a 100-1000 pL

e 96-jamkova UV desticka ,,Corningstar UV Plate, 96-Well, Flat-bottom*, Corning
Inc., USA

e mikrozkumavky Eppendorf, Eppendorf SE, Némecko

e analytické vahy Sartorius, Sartorius AG, Némecko
4.3 Pracovni postup

4.3.1 Stanoveni absorpéniho maxima

Byly pfipraveny zasobni roztoky méfenych latek v destilované vod¢ o koncentraci
1 mg/ml a 10 mg/ml. Nasledné¢ bylo odebrano do UV desti¢ky cisté rozpoustédlo
tzv. blank a z4sobni roztok 1 mg/ml v triplikatu. Ve spektrofotometru bylo zméteno

absorp¢ni spektrum (viz Graf 8) a nasledné¢ stanoveno absorpéni maximum. Pokud
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absorbance v absorpénim maximu nabyvala hodnoty vétsi nez dva, tak musel byt zasobni
roztok zfedén a znovu zméfen, aby bylo zjisténo o jakych koncentracich pfipravit

koncentracni fadu, aby byla zajiSténa linearita absorbance.

Absorpéni spektrum - NZ37
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Graf 8: Absorpéni spektrum latky NZ37, cervené oznaceno absorpcni maximum

4.3.2 Stanoveni kalibra¢ni primky

Poté byla pripravena koncentra¢ni fada ze Ctyf ziedénych roztokd o znamé
koncentraci latky. Byla zméfena absorbance zfedénych roztoki v absorpénim maximu
meétené latky. Néasledné byla sestrojena kalibraéni kiivka (viz Graf 9). Z kalibracni kiivky

byla ziskéna rovnice kalibra¢ni pfimky a korelaéni koeficient R?.

Kalibra¢ni kfivka - NZ37
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Graf 9: Kalibracni kiivka latky NZ37
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4.3.3 Priprava a stanoveni koncentrace nasyceného roztoku

Nasyceny roztok byl pfipraven pfidavanim méfené latky do stanoveného objemu
rozpoustédla, dokud se latka prestala rozpoustét. Nasledné byl roztok s nerozpusténou
slozkou vlozen do ultrazvuku po dobu tfi minut. Pokud doslo k Giplnému rozpusténi
slouceniny, byla pfidana dalsi latka. Po dosazeni limitu rozpustnosti byl vzorek
centrifugovan pii rcf (relativni odstiediva sila) 14,1 po dobu 5 min s cilem odd¢lit
nerozpusténou latku od nasyceného roztoku. Supernatant byl zifedén, aby absorbance
nabyvala hodnot mezi 0,5 az 1, obvykle 100x az 1000x, a byla zméfena hodnota
absorbance zfedéného nasyceného roztoku v triplikatu. Koncentrace nasyceného roztoku

byla vypoctena pomoci Rovnice 16, kterd byla ziskana Gipravou Rovnice 15.
x=(@-b)/a
Rovnice 15: Upravena rovnice kalibracni primky
c=(A—-b)/a
Rovnice 16: Rovnice pro vypocet koncentrace mérené latky

Ziskanad koncentrace byla vyndsobena fedénim a ziskali jsme hodnotu

rozpustnosti métené latky v mg/ml.
4.4 Vyhodnoceni vysledku

K meéfeni absorbance byl vyuZzit software Sparkcontrol v3.2 v kombinaci se
spektrofotometrem ,,Tecan Spark®. Ke zpracovani vysledku a sestaveni grafti byl pouzit
Microsoft Excel verze 2410. Nakresleni struktur latek a stanoveni molekulové hmotnosti
bylo provedeno s vyuzitim ChemDraw 23.1.2. K ziskani vlastnosti a in silico
rozpustnosti méfenych latek v neutralni forme (viz Tabulka 10) byl pouzit volné dostupny
webovy nastroj SwisSADME provozovany Skupinou molekularniho modelovéani
Univerzity v Lausanne (Molecular Modelling Group of the University of Lausanne) a
Svycarskym institutem pro bioinformatiku (Swiss Institute of Bioinformatic).
SwissADME je soucésti vétsiho pracovniho prostoru SwissDrugDesign, ktery integruje

dalsi nastroje pro pocitacoveé podporovany navrh 1é¢iv, jako jsou SwissDock (molekulérni
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dokovani), SwissTargetPrediction (predikce biologickych cilit) nebo SwissSimilarity

(virtudlni screening 1éCiv). [87, 88]

SwissADME pfedstavuje snadno pouzitelny nastroj k analyze molekul v ramci
odhadu farmakokinetiky, fyzikalné-chemickych vlastnosti, drug-like charakteristik a
rozpustnosti ve vod¢. [88] Nejprve je nutné vytvortit nebo nahrat jiz vytvorenou strukturu
latky a prevést ji na SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System), pfipadné
lze pouzit diive vytvoreny SMILES (viz Obrazek 7). Nasledn¢ se vygeneruje vycet
informaci o molekule (viz Obrazek 8). Pocet rotovatelnych vazeb a pocet AHV a DHV
je ziskan ze struktury latek. Polarni povrch je spocitan fragmentacni technikou nazyvanou
topologicky polarni povrch (TPSA), ktery bere siru a fosfor jako polarni atomy. Ke
zhodnocenti lipofility molekuly bylo vyuZito konsenzuélni logP. Jedna se o aritmeticky
primér péti metod vypoctu clogP, konkrétné iLOGP, XLOGP3, WLOGP, MLOGP a
SILICOS-IT. [88] K ziskani rozpustnosti ve vod¢ vyuziva dvé topologické metody a
ttetim zptisobem je prediktor rozpustnosti SILICOS-IT. Ob¢ topologické metody (ESOL
a Ali) se li$i od obecné rovnice rozpustnosti (Rovnice 13) tim, ze k vypoctu nevyuzivaji

teplotu tani, protoze se jedna o obtizné pfedvidatelny parametr. [88]

SwissDock SwissParam Swiss Sidechain SwissBioisostere SwissTargetPrediction SwissADME Swiss Similarity
A  swissADME °
. SWISSDFUQ Demgn Home About FAQ Help Citing Contact Terms of Use

For information: We have changed the look and feel of our toal. However, we have NOT changed the underlying technologies
and parameters. Consequently, this updated Web tool provides exactly the same results as the previous version.

Enter a list of SMILES here:

= SO G
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Obrazek 7: Webovy ndastroj SwissADME — vychozi rozhrani. MiiZeme vidét moznost
vytvoreni nebo nahrani struktury merené latky a nasledné prevedeni na SMILES,

pripadné Ize rovnou viozit SMILES. Ziskano z [87].
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Retrieve data: @ /1; Chemaxon
®
ool by Water Solubility

- g Log S (ESOL) -1.62
Solubility 6.80e+00 mg/mi ; 2.42e-02 mol/l
= FLEX SIZE Class Very soluble
\L R Log S (Ali) -1.19
N/\ i | Solubility 1.82e+01 mg/ml ; 6.50e-02 mol/
l\/N\)\/o “\@ = Class Very soluble
INSATL POL Log S (SILICOS-IT) -243
Solubility 1.03e+00 mg/mi ; 3.68e-03 mol/
o Class Soluble
ey Pharmacokinetics
SMILES OCCNICCN(CC1)CC(COciccecc1 )0 Gl absorption High
Physicochemical Properties BEB permeant Mo
Formula C15H24N203 P-gp substrate Yes
Molecular weight 280.36 g/mol CYP1A2 inhibitor Mo
Num. heavy atoms 20 CYP2C19 inhibitor No
Num. arom. heavy atoms 6 CYP2C3 inhibitor No
Fraction Csp3 0.60 CYP2D6 inhibitor No
Num. rotatable bonds [ CYP3A4 inhibitor No
Nt FEbond accaptors a Log K, (skin permeation) -7.70 ci's
Num. H-bond donors 2 =
Molar Refractivity 35.23 . e Yesp;.:]gi!:(:tri:jss
4 z ;
RSA 56.1Llip,|:;phi[icity Ghose No; 1 violation: WLOGP=-0.4
Log Py, (LOGP) 3.02 yoner Tee
Log Py (XLOGP3) 044 :E;;ge :::
Log FPon (WLOGF) 073 Bioavailability Score 055
Log Py (MLOGP) 024 Medicinal Chemistry
Log Py (SILICOS-IT) 1.06 PAINS 0 alert
Consensus Log Py, 0.81 Brenk 0 alert
Leadlikeness Yes
Synthetic accessibility 269

Obrazek 8: Webovy nastroj SwissADME — vygenerované informace o mérené latce

JM24.1. Ziskano z [87].

Pro porovnani s experimentalnimi hodnotami rozpustnosti ve vodé byla zvolena
topologicka metoda ESOL (estimated solubility). Metoda ESOL je vhodna, protoze se
jedna o model zahrnujici parametry, které byly rozebirany v teoretické ¢asti a ¢ast z nich
je 1 v Tabulce 10. Jedna se o clogP, molarni hmotnost, rotovatelné vazby, pocet AHV a
DHV, polarni povrch a také aromaticky podil a podil neuhlikovych atomt. [89] V ramci
oblasti farmakokinetiky byla zhodnocena pouze pravdépodobna GIT absorpce a
permeace skrze HEB, jejichz odhad vychédzi z modelu BOILED-Egg. Tento model lze
zobrazit pomoci SwissADME kliknutim na tlacitko ,,Show BOILED-Egg®“. BOILED-
Egg (viz Obrazek 9) ptfedstavuje intuitivni graficky model hodnotici pasivni absorpci
v GIT a prinik do mozku na zdkladé polohy molekul v grafu zavislosti WLOGP na
TPSA. Bilé oblast (,,bilek*) oznacuje vysokou pravdépodobnost pasivni absorpce v GIT.
Zluté oblast (,,Zloutek*) oznacuje vysokou pravdépodobnost primiku pies HEB. Diilezité

4

je, ze bila a zluté oblast se vzajemné nevylucuji. Body ptedstavujici 1é¢iva mohou mit
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modrou nebo cervenou barvu. Modrou barvu maji v pfipadé aktivniho efluxu

P-glykoproteinem (PGP+) a ¢ervenou pokud se nejednd o substraty P-glykoproteinu

(PGP-). [88, 90]

Retrieve data: @ ¢‘h‘ Chemaxon

WLOGP

Hide BOILED-Egg
] Show Malecules Name
BBB
HiA
-] PGP+
o PGP

180

TPSA

Neone

Obrdazek 9: Webovy nastroj SwissADME — prediktivni model BOILED-Egg latky JM24.1.

Latka je pravdépodobné absorbovina z GIT, ale neprestupuje pres HEB a

pravdepodobné se jedna o substrat P-glykoproteinu. Ziskdno z [87].
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5 Vysledky

Tabulka 7: Meérené latky 1

Znaceni
Obecny vzorec Substituenty (Rz2 — Re) M [g/mol]
[publikace]
/- JM24.1-2CI" [84] 353,28
2-isopropyl-5-methyl IM26.1-2CI [75] 409,39
4-allyl-2-methoxy IM31.1-2CI [84] 423,38
2-methoxy JM32.1-2CI" [84] 383,31
2-methoxy IM32.1 [84] 312,40
Ry 3-methoxy R17-2CI 383,31
Rs Rs 3-methoxy R17 312,40
4-methoxy R22-2CI 383,31
" K 2,6-dimethoxy IM30.1-2CT [84] 41334
’ 2-methoxy-4-nitro NZ25-2CI [84] 428,31
OH 4-methoxy-2-nitro NZ67-2CI [85] 428,31
NH 4-(4-fluorofenoxy) NZ58/69-2CI [85] 463,37
[ ] e 3-chloro NZ46/47-2CI [85] 387,73
NH 3 4-dichloro NZ36-2CI 422,17
H 2,4,5-trichloro NZ37-2CI [85] 456,61
OH 2,4,5-trichloro NZ37 [85] 385,71
4-fluoro NZ38-2CI" [85] 371,27
3,4,5-trifluoro NZ40-2CI 407,26
3,4,5-trifluoro NZ40 336,35
2-chloro-4-fluoro NZ39-2CI 405,72
2-fluoro-4-nitro NZ48/49-2C1 [85] 416,27

57




4-chloro-3-nitro NZ68-2C1 [85] 432,72
4-chloro-3-methyl IM23.1-2CI [86] 401,75

(0]
o 1-naft-(1)-yl IM4.1-2CI [84] 403,34

2Cr

TN/
e
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Tabulka 8: Merené latky 2

Obecny vzorec Substituenty (Rz — R¢) | Znageni [publikace] | M [g*mol]

/- IM56.1-3CI" [86] 388,76

2-methoxy-4-nitro NZ76-3CI 463,78

3,4-dichloro NZ489-3CI 457,64
[ ] 3cr
Rs Rs
Rg R,

/- NZ428-2CI 369,35

I
9
/
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Tabulka 9: Parametry ziskané behem stanoveni rozpustnosti mérenych latek

A
Abs.
Létka i o b R? ziedéného Rozpustnost
(am] nasyceného [mg/ml]
roztoku

IM24.1-2CI" 268 1,1287 | 0,0775 | 0,9966 0,596 459,6 + 6,1

IM26.1-2CI" 272 1,4355 | -0,1196 | 0,9971 0,987 770,7+ 1,8

JIM31.1-2CI" 278 1,2537 | 0,1359 | 0,9942 1,008 695,4+9.,8

IM4.1-2CI° 290 | 2,2332 | 0,1336 | 0,9971 0,214 36,2+ 1,3
IM32.1-2CI" 272 1,6843 | -0,0454 | 0,9992 1,224 753,8 +£26,5

IM32.1 273 | 2,3359 | -0,0298 | 0,9977 1,122 493,0+ 3,3

R17-2CI" 272 1,5223 | 0,0393 | 0,9984 1,226 >779,3 £22,7*

R17 272 1,7344 | 0,0549 | 0,9993 1,085 594,0£7,0

R22-2CI" 286 1,7522 | 0,0523 | 0,9992 1,008 5456 £2.2

IM30.1-2CI" 266 | 0,3833 | 0,0612 | 0,9954 0,318 670,9 £4,6

NZ25-2CI 342 | 5,1224 | 0,0875 | 0,9994 1,420 520,4+6,9
NZ67-2CI 364 1,6066 | -0,0406 | 0,9994 1,201 773,1 £13,8

NZ58/69-2Cl" | 274 1,6215 | -0,0146 | 0,9988 1,046 654,0£7,0
NZ46/47-2Cl" | 272 1,1373 | 0,0598 | 0,9990 0,956 787,9 £ 17,0

NZ36-2CI 282 | 0,5231 | 0,0633 | 0,9989 1,412 515,5+6,6
NZ37-2CI 288 | 0,7683 | 0,1314 | 0,9974 0,785 850,8 £21,2
NZ37 288 | 0,2500 [ 0,5000 | 1,0000 0,574 295,9 + 33,9

NZ38-2CI 276 1,1585 | -0,0001 | 0,9893 0,345 298,1£29
NZ40-2CI 266 | 0,7767 | 0,0726 | 0,9996 0,759 879,6 £ 11,3
NZ40 268 | 0,8984 | 0,2364 | 0,9964 0,479 269,5 + 14,6
NZ39-2CI 278 1,1944 | 0,1064 | 0,9991 1,368 1056,1 + 12,3
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NZ48/49-2CI
NZ68-2CI
JM23.1-2CI
IM56.1-3CI
NZ76-3CI
NZ489-3CI

NZA428-2C1**

312

334

278

286

418

306

6,0774
0,9560
0,6344
1,3038
11,018

1,3245

0,0337
0,0179
0,1104
0,1064
0,0332

0,0487

1,0000
0,9987
0,9907
0,9970
0,9965

0,9967

0,533
1,180
0,737
0,214
0,882

0,126

821,3+ 10,9
607,6 + 2,6
988,3 + 14,5
82,5+1,1
770,2+49
58,4+0,8

Vysvétlivky: Abs. max. — absorpéni maximum, a — linedrni koeficient rovnice

kalibraéni ptimky, b — absolutni ¢len rovnice kalibraéni pfimky, R? — korelacni

koeficient, A — absorbance

* >z divodu nedostatku latky pro pfesné méteni

** nelze urcit absorpcni maximum, protoze dochazi k interferenci absorbance

desticky a absorbance méfené latky

Tabulka 10: Viastnosti mérenych latek ovliviujici rozpustnost a jejich rozpustnost in

silico v neutralni formé. Ziskano prostrednictvim SwissADME [87].

Vypoétena
Rotovatelné TPSA rozpustnost
Latka AHV DHV ClogP
vazby [A7] [mg/ml]
(ESOL)
IM24.1 5 2 0,81 7 56,17 6,80
IM26.1 5 2 2,05 8 56,17 0,53
IM31.1 6 2 1,60 10 65,40 1,21
JM4.1 5 2 1,67 7 56,17 0,467
IM32.1 6 2 0,93 8 65,40 1,87
R17 6 2 0,74 8 65,40 6,24
R22 6 2 0,75 8 65,40 6,24
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JM30.1
NZ25
NZ67

NZ58/69

NZ46/47
NZ36
NZ37
NZ38
NZ40
NZ39

NZ48/49
NZ68

JM23.1
IM56.1
NZ76
NZ489

NZ428

0,74
- 0,09
-0,03

2,40

1,30

1,77

2,30

1,14

1,72

1,58

0,30

0,53

1,63

0,66
-0,12

0,80

1,22

74,63
111,22
111,22
65,40
56,17
56,17
56,17
56,17
56,17
56,17
101,99
101,99
56,17
58,97
114,02
63,55

72,24

5,64

5,92

5,92
0,201
1,92
0,533
0,149
4,96

2,59

1,39

4,75

1,83
0,994
6,77

5,90
0,525

2,61

Vysvétlivky: AHV — akceptor vodikovych vazeb, DHV — donor vodikovych vazeb,

ClogP — kalkulovany logP, TPSA — topologicky polarni povrch
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6 Diskuse

K vyhodnoceni rozpustnosti bylo vyuzito klasifikacni rozmezi rozpustnosti
doporucované tymum zabyvajicim se objevovanim novych 1éciv (Tabulka 11). Jedna se
o klasifikaci rozpustnosti slouzici jako doporuceni ukazujici na mozné komplikace pfi
p.o. absorpci ucinnych latek u lidi. [3] Absorpce je silné zavisld na rozpustnosti a
permeabilité. Na zdklad¢ korelace mezi rozpustnosti, permeabilitou a uc¢innou davkou
muzeme urcit minimalni rozpustnost nezbytnou pro kompletni absorpci. Pokud latka méa
primérnou ucinnou davku (1 mg/kg) a primérnou permeabilitu je vyZadovana minimalni
rozpustnost 52 pg/ml pro kompletni absorpci. Pokud by permeabilita byla nizka, tak je
pozadovana rozpustnost alesponn 207 pg/ml. Jestlize latka ma vyssi ucinnou davku
(10 mg/kg) a primérnou permeabilitu je nutné, aby dosahovala rozpustnosti alespon
520 pg/ml. [3, 47] Na zaklad¢ vySe zminéného klasifikaéniho rozmezi mizeme oznacit
vSechny métené latky na zakladé€ in vitro i in silico rozpustnosti za vysoce rozpustné a
vzajemné je mezi sebou porovnat v oblasti vysoké rozpustnosti. Pokud bychom vychazeli
z t¥id rozpustnosti dle CL2023 (Tabulka 1), tak vét$ina méfenych latek bude zatazena do
tfid ,,snadno rozpustné* (1 — 10 ml rozpoustédla na 1 g latky) nebo ,,dobfe rozpustné*
(10 — 30 ml rozpoustédla na 1 g latky). Latku NZ39-2CI" mizeme zatadit dle CL do ttidy
,»velmi snadno rozpustné* (méné€ nez 1 ml rozpoustédla na 1 g latky) a latka JM23.1-2CI

se nachazi na pomezi mezi tfidou ,,velmi snadno rozpustné* a ,,snadno rozpustné*.

Tabulka 11: Klasifikacni rozmezi rozpustnosti. Prevzato a upraveno z [3].

Rozpustnost [pg/ml] Popisny vyraz
<10 pg/ml nizk4 rozpustnost
10 — 60 pg/ml stiedni rozpustnost
> 60 pg/ml vysoké rozpustnost

Meétené latky jsou tvofeny piperazinem, ktery je velmi dobfe rozpustny ve vode
(321 mg/ml dle ESOL [87]), a na n&j navdzanymi fetézci snizujicimi jeho rozpustnost.

V prvni fad€ byla porovnéna rozpustnost zakladnich struktur métenych latek, tedy bez
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substituované aromatické &asti molekuly. Jedna se o latky JM24.1, JM56.1 a NZ428.
Rozdil mezi molekulami je pouze v ptitomnosti jednoho, resp. dvou atomt v piipade
JMS56.1 s aromatickou ¢asti vychazejici z anilinu. Aromaticka ¢ast latky JM24.1 vychazi
z fenolu a latky NZ428 vychazi z thiofenolu. Tento rozdil ma vliv na absorpéni maxima
zakladnich latek, kdy u JM24.1-2CI" je absorpéni maximum 268 nm a u JM56.1-3CI" se
posouvéa absorpéni maximum na 286 nm (viz Tabulka 9). U slougeniny NZ428-2CI
dochazi k posunu absorp¢niho maxima do oblasti, kde nebylo mozné touto metodikou
experimentalné stanovit rozpustnost ve vodé¢, jelikoz dochazi k interferenci absorbance

latky a absorbance UV desticky a nelze urcit absorpéni maximum (viz Graf 10).

Absorpéni spektrum - NZ428

0,9
0,8 °
0,7 '3
g 06 :.‘
& 0,5 @
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Graf 10: Absorpcni spektrum latky NZ428

U zékladnich latek JM24.1 a JM56.1 byla stanovena rozpustnost ve formé
hydrochloridu. Rozpustnost latky JM24.1-2CI" je 459,6 mg/ml a JM56.1-3CI" 82,5
mg/ml (viz Tabulka 9). Rozdil v rozpustnosti je pomérné velky a naopak byla ocekavana
vys$$i rozpustnost u latky JMS56.1-3CI, protoze vychazi z anilinu a mé o jeden ionizovany
dusik vice. Je dtlezité si uvédomit, Ze zvySeni rozpustnosti pfevedenim na siil nezvysSuje
rozpustnost u kazdé latky umérné, coz miize byt také divod rozdilu mezi jednotlivymi
experimentdlnimi hodnotami. Ptikladem je rozdil rozpustnosti pseudoefedrinu a
pseudoefedrin-hydrochloridu s rozpustnosti 0,02 mg/ml a 2000 mg/ml v porovnani
s cetirizinem a cetirizin-dihydrochloridem s rozpustnosti 0,03 mg/ml a 300 mg/ml. Jak
pseudoefedrin, tak cetirizin jsou ve form¢ hydrochloridové soli, ale u cetirizinu je

rozpustnost zvySena stokrdt a u pseudoefedrinu tisickrat. [3] Pfi porovnani
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experimentalnich hodnot rozpustnosti métenych latek s rozpustnosti ve vod¢ in silico je
vidét zvyseni rozpustnosti latek pfevedenim na hydrochlorid. Vypoctena rozpustnost
latek JM24.1 a JM56.1 je prakticky totoznd, konkrétné 6,80 mg/ml u JM24.1 a 6,77
mg/ml u JM56.1 (viz Tabulka 10). Vypoétena rozpustnost latky NZ428 je 2,61 mg/ml,
tedy o n&co nizsi nez u predchozich slou¢enin. Nizi rozpustnost NZ428 je zpisobena
atomem siry, ktery je mén¢ elektronegativni v porovnani s kyslikem a dusikem. Vytvaii
tak nizsi dipdl, a proto sira a skupiny obsahujici siru (napf. thiolova skupina) tvofi slabsi
vodikové vazby, jelikoZz jsou slabsSimi AHV a DHV a jsou mén¢ rozpustné ve vode. [46]
Rozdil v rozpustnosti mezi latkami Ize vidét i na hodnot¢ clogP, ktera je o néco vyssi u
NZ428. Dle SwissADME jsou latky JM24.1 a JM56.1 v tiidé rozpustnosti velmi

rozpustné a latka NZ428 je rozpustna.

Na zikladé¢ parametri uvedenych v Tabulce 10 a molarni hmotnosti
(viz Tabulka 7 a Tabulka 8) vSechny méfené latky vyhovuji parametrim Lipinského i
Veberova pravidla, a proto je u nich o¢ekavana dobra rozpustnost a dobra GIT absorpce.
Dle modelu BOILED-Egg budou mit latky pravdépodobné dobrou GIT absorpci a pies
HEB neprostoupi s vyjimkou &tyi latek (JM26.1, NZ37, NZ40, NZ58/69), u kterych
existuje pravdépodobnost prestupu pres HEB.

Zékladni latkou sloucenin, jejichZ aromaticka ¢ast vychazi z fenolu (Obrazek 10),
je JM24.1 s nesubstituovanou aromatickou ¢asti molekuly tvofenou fenolem. Nejprve
byla porovnana rozpustnost a vliv struktury na rozpustnost fenolovych derivati
(viz Tabulka 7) se zakladni latkou JM24.1 s in vitro rozpustnosti 459,6 mg/ml ve formé
soli a in silico rozpustnosti 6,80 mg/ml a zaroven vzajemné mezi vybranymi fenolovymi

derivaty.
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OH
NH*

2Cr
NH*

Obrazek 10: Obecny vzorec latek s aromatickou casti molekuly vychazejici z fenolu

Latka JM26.1 ma navic od vychozi struktury v o-poloze aromatické c¢asti
molekuly (Rz) vychdzejici z fenolu isopropyl a v m-poloze aromatické ¢asti (Rs) methyl.
Na zéklad¢ struktury bylo ocekavano u latky JM26.1 sniZeni rozpustnosti oproti zakladni
latce JM24.1. Nicméné experimentalni hodnota rozpustnosti u JM26.1-2Cl" je 770,7
mg/ml, tedy o 311,1 mg/ml vySsi neZ u JM24.1-2CI". Pfi porovnani rozpustnosti in silico
ma niz8i rozpustnost JM26.1, coz odpovidd nasi predikci. Neshodny vysledek mezi
experimentalni a vypoctenou rozpustnosti mize byt z nékolika diivodi. Jednim z diivodi
muze byt omezenost in silico modell stanoveni rozpustnosti. Navazani methylovych
skupin vede zpravidla ke zvySeni lipofility a sniZeni rozpustnosti ve vodé€. [76] Ale
v urcitych pfipadech zpiisobi navazani methylovych skupin zvySeni rozpustnosti ve vodé
sniZzenim energie krystalové miizky, tim ze methylové skupiny brani intermolekularnim
interakcim zvySujicim energii krystalové miizky. [76, 91] Konkrétni ptiklad zvySeni
rozpustnosti navazanim methylovych skupin mizeme vidét u antibakteridlnich
sulfonamidd. Substituce pyrimidinové kruhu sulfadiazinu nejdiive jednou a poté dvéma
methylovymi skupinami zpiisobuje zvyseni rozpustnosti ve vodé. [76] Kromé energie
krystalové miizky ma vliv na omezenost in silico modelt 1 teplota, zavislost elektrolytii
na pH a vliv polymorfnich forem latek. [92] Obdobny vliv na rozpustnost bude
pravdépodobné i pfi navazani isopropylu. Dal§im divodem nepredikovatelného rozdilu

v rozpustnosti mize byt nepfesnost nebo omezeni spojené s experimentdlni metodou
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pouzivanou ke stanoveni rozpustnosti. Na zaklad¢ struktury je zfejmé, ze latka JM26.1
ma vyssi clogP nez JM24.1 (viz Tabulka 10). U latky JM26.1 existuje dle modelu
BOILED-Egg pravdépodobnost prostupu pres HEB, nicméné latka je substratem

P-glykoproteinu, a proto bychom neocekévali prinik latky do mozku.

Dalsi latkou je JM31.1, jejiz aromatickd Cast vychazi z fenolu a v o-poloze
aromatické Casti (R2) ma navazanou methoxy skupinu a v p-poloze (R4) allyl. I u této
latky bychom na zaklad¢ struktury ocekavali niz$i rozpustnost v porovnani se zakladni
latkou JM24.1, jelikoz je substituovana dvéma skupinami zvySujicimi lipofilitu
molekuly. Nicmén¢ latka JM31.1:2CI" s rozpustnosti 695,4 mg/ml ma vyssi rozpustnost
o 235,8 mg/ml vporovnani s JM24.1-:2Cl. In silico rozpustnost také koreluje
s ptedchozim ptipadem, kdy JM31.1 ma rozpustnost niz$i nezZ JM24.1. Neshoda mezi
experimentalnimi a vypoctenymi hodnotami rozpustnosti je pravdépodobné zplisobena
stejnymi vlivy jako u latky JM26.1. Mizeme usoudit, ze allylovd a methoxy skupina
mohou narusit krystalinitu molekuly a snizit energii krystalové mtizky, coz vede ke

zvySeni rozpustnosti ve vode.

Dale byly porovnany tii latky se stejnym substituentem, ktery je u kazdé latky
v jiné poloze aromatické ¢asti molekuly vychazejici z fenolu a byl zhodnocen vliv polohy
substituentu na rozpustnost a lipofilitu molekuly. Jedna se o latky JM32.1 s methoxy
skupinou v o-poloze (R2), R17 s methoxy skupinou v m-poloze (R3) a R22 s methoxy
skupinou v p-poloze (R4). I u téchto latek dochazi ke zvySeni in vitro rozpustnosti
v porovnani se zakladni latkou JM24.1-2CI', coz je pravdépodobné zplsobeno vlivem na
krystalinitu molekuly. Naopak in silico rozpustnost je u téchto latek niz§i v porovnani se
zakladni latkou. Z téchto ti latek ma nejvyssi experimentalné zmétenou rozpustnost latka
R17-2CI" (= 779,3 mg/ml), poté JM32.1-2CI" (753,8 mg/ml) a nejnizsi rozpustnost ma
R22-2CI" (545,6 mg/ml). U latek JM32.1 a R17 byla stanovena rozpustnost
experimentalné 1 bez pievedeni na hydrochlorid. I zde byla naméfena vyssi
experimentalni rozpustnost u slouceniny R17 (594,0 mg/ml vs. JM32.1 493,0 mg/ml).
Soucasné lze vidét zvySeni rozpustnosti latek pfevedenim na sl — hydrochlorid. Nicméné
rozpustnost in silico nekoreluje s experimentalnimi vysledky, jelikoz vykazuje stejnou
rozpustnost pro latky R17 a R22 a nejniz$i rozpustnost u latky JM32.1. Vliv polohy
methoxy skupiny na rozpustnost je z vysledkl zfejmy. Pro zvySeni rozpustnosti ve vod¢

je dle experimentalnich hodnot nejméné vyhodnéa p-poloha. Naopak nejvyhodné&jsi pro
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zvySeni rozpustnosti je methoxy skupina v m-poloze. Vliv polohy substituentd na
rozpustnost ukazuje i studie alkylac¢nich agens zalozenych na substituovaném indolu.
U dvou studovanych sloucenin je odlisna pouze poloha substituentu na indolovém jadre
(pozice 7 vs. pozice 6) a rozpustnost je niz§i o 1000 uM u latky se substituentem
v poloze 7. [93] Poloha substituentu je nejspise dilezitd kvili rozdilnému uspotadani
krystalové miizky. [3, 91] Methoxy skupina mulze ovliviiovat rozpustnost latek
sterickymi efekty a také elektron poskytujicim efektem v pfipadé vazby na aromatickém
jadre. [46, 94] Kyslik v methoxy skupiné mlze vystupovat jako AHV a podilet se na
tvorb¢ vodikovych vazeb a zvySovat tak hydrataci molekuly nebo narusovat krystalickou
strukturu. Na druhou stranu methoxy skupina mtize zvysit logP molekuly a vést ke snizeni
rozpustnosti. [91, 95] Z vySe uvedeného vyplyva, Ze vliv methoxy skupiny na rozpustnost
je rizny a zavisi na konkrétni struktufe molekuly. U latek JM32.1, R17 a R22 poloha
methoxy skupiny ovliviiuje také hodnotu clogP, ktera je trochu vyssi u JM32.1 au R17
a R22 se tém¢éft shoduje. Zajimavé je, ze slouceniny R17 a R22 maji dokonce nizsi clogP

nez zakladni latka JM24.1.

Pro zhodnoceni vlivu methoxy skupiny na lipofilitu a rozpustnost ve vodé
porovname 1 latku JM31.1 s latkou JM32.1. Sloucenina JM32.1 ma stejné jako JM31.1
v o-poloze aromatické Casti (R2) methoxy skupinu, ale narozdil od latky JM31.1 nema
v p-poloze (R4) allyl. S ohledem na strukturu by latka JM32.1 méla mit vyssi rozpustnost,
protoze je mén¢ lipofilni, coz se potvrdilo. Latka JM32.1-:2CI" s rozpustnosti 753,8
mg/ml mé vys§i experimentalni hodnotu rozpustnosti nez JM31.1-2CI" s rozpustnosti
695,4 mg/ml o 58,4 mg/ml a vypoctend rozpustnost je také vyssi u JM32.1. Na zékladé
clogP lze pozorovat pouze maly vliv methoxy skupiny na lipofilitu, ktery miZzeme vidét
pfi porovnani JM32.1 s clogP 0,93 se zakladni latkou JM24.1 s clogP 0,81. Naopak u
slouc¢eniny JM31.1 obsahujici allyl je clogP 1,60.

Latka JM30.1 ma navazané dvé methoxy skupiny v o-polohach (R; a Re) na
aromatické casti molekuly vychéazejici z fenolu. Na zdklad¢ piedchozich vysledka
bychom ocekavali zvySeni rozpustnosti v porovnani se zakladni latkou JM24.1, ale
v porovnani se slou¢eninami obsahujicimi pouze jednu methoxy skupinu (JM32.1, R17,
R22) bychom ocekavali rozpustnost niz§i. Experimentalni hodnota rozpustnosti latky
JM30.1-2CI je 670,9 mg/ml. Ocekavané zvySeni rozpustnosti oproti zakladni latce se

potvrdilo. Také se potvrdilo snizeni rozpustnosti v porovnani sJM32.1:2CI" a
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R17-2CI. Nicmén¢ latka R22-2CI" s jednou methoxy skupinou v p-poloze ma nizsi
rozpustnost nez JM30.1-2CI", coz ukazuje na nevyhodu substituce p-polohy methoxy
skupinou pro zvyseni rozpustnosti. /n silico rozpustnost nekoreluje s experimentalnimi
hodnotami, jelikoz na jejich zakladé je latka JM30.1 méné rozpustna nez zakladni latka
JM24.1 a také nez R17 a R22 a 1épe rozpustnd nez JM32.1. Kviili pfitomnosti druhé
methoxy skupiny u JM30.1 mé na vypoctenou rozpustnost oproti ostatnim latkam vliv
mirn¢ vys$i TPSA a vice AHV. Na neshodu mezi experimentalni hodnotou a in silico
hodnotou rozpustnosti ve vodé maji pravdépodobné vliv obdobné faktory jako

v predchozich pripadech.

Slou¢eniny NZ25 a NZ67 maji aromatickou &ast molekuly vychazejici z fenolu
se substituovanou nitro skupinou a methoxy skupinou. U latky NZ25 je nitro skupina
navazana v p-poloze (R4) a methoxy skupina v o-poloze (Rz) a naopak u latky NZ67 je
nitro skupina navazana v o-poloze (R2) a methoxy skupina v p-poloze (R4). Na zaklade
struktury a ptfedchozich zkusenostech bylo ocekdvano zvyseni rozpustnosti u obou latek
vzhledem k zakladni latce JM24.1, nebot’ se pfedpoklada naruSeni krystalické struktury
navazanim substituenttl. U latky NZ25-2CI- byla namé&fena rozpustnost 520,4 mg/ml a u
latky NZ67-2CI- 773,1 mg/ml, tedy vice neZ u zakladni latky JM24.1-2CI". Nicméng
podle vypoctené rozpustnosti je zakladni latka JM24.1 rozpustnéj$i pouze o 0,88 mg/ml,
coz je zanedbatelny rozdil. Nedochazi ke korelaci mezi vypoctenou a experimentalni
hodnotou. Vliv nitro skupiny na rozpustnost ve vodé muize byt pozitivni i negativni
s ohledem na strukturu latky. Nitro skupina neni hydrofilni, ale polarni skupina, jelikoZ
ma velky dipdlovy moment. Ne vSechny polarni skupiny jsou hydrofilni. Nitro skupina
je tvofena atomem dusiku a dvéma atomy kysliku, které ale netvoii nebo tvoii velmi slabé
vodikové vazby. Podobné vlastnosti maji i karbonylové a esterové skupiny. [96]
Z hlediska experimentalnich hodnot je vice rozpustna latka NZ67-2Cl- nez NZ25-2CI
s nejveétsi pravdépodobnosti kvili vlivu polohy substituentii. OvSem dle vypoctené
rozpustnosti je rozpustnost substanci NZ67 a NZ25 identicka. Vysledky mohou byt
zkresleny limitaci ndmi pouzité metody méfeni rozpustnosti nebo omezenosti in silico

modeli ke stanoveni rozpustnosti.

Méiené latky NZ46/47, NZ36 a NZ37 maji chlorem substituovanou aromatickou
ast molekuly vychazejici z fenolu. Latka NZ46/47 ma navazany chlor v m-poloze

aromatické ¢asti (Rs), latka NZ36 v m-poloze a p-poloze (R; a Rs) a latka NZ37 v
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o-poloze, m-poloze a p-poloze (R2, R4 a Rs). Na zaklad¢ struktury bylo u vSech tii latek
oc¢ekavano snizeni rozpustnosti v porovnani se zakladni latkou JM24.1. Substituce
molekul chlorem zvysuje lipofilitu molekuly, coz by mélo vést ke snizeni rozpustnosti ve
vod&. Pii navéazani jednoho atomu chloru u NZ46/47, dvou atomd chloru u NZ36 a
nasledné tii atomd chloru u NZ37 by mélo dojit k postupnému poklesu rozpustnosti ve
vod¢. Rozpustnost in silico potvrzuje hypotézu, kdy dochazi k postupnému zvyseni clogP
a snizeni rozpustnosti ve vodé v fadé JM24.1 (zakladni latka), NZ46/47, NZ36 a NZ37.
Nicméné v analogii pfedchozich experimentalnich vysledkd i u latek NZ46/47-2CI-
(788,0 mg/ml), NZ36-2CI" (515,5 mg/ml) a NZ37-2CI (850,8 mg/ml) doslo ke zvyseni
rozpustnosti ve vodé v porovnani s JM24.1-2CI". Zaroven nejvice rozpustnou z vyse
zminénych je latka NZ37-2CI s trichlorsubstituovanou aromatickou ¢asti molekuly a
nejméné rozpustna je latka NZ36-2CI s dichlorsubstituovanou aromatickou &asti
molekuly. Jedna se o neobvykly jev, kdy substituce molekuly tfetim chlorem zplsobi
zvySeni rozpustnosti. Obecné je neobvyklé zvySeni rozpustnosti po navazani halogenu,
konkrétné chloru. Zvyseni rozpustnosti po halogenaci molekuly ukazuje i studie sledujici
rozpustnost 6037 molekuldrnich part, tedy dvojic liSicich se pouze tim, Ze v jedné z nich
je nahrazen atom vodiku halogenem. Nejvétsi ¢ast studovanych latek byla substituovana
chlorem, poté fluorem, poté bromem a nejméné jodem. U 67,7 % latek doSlo po
halogenaci ke snizeni rozpustnosti ve vod¢, u 12,4 % latek nedoSlo ke zméné
v rozpustnosti a u 19,9 % latek doSlo k neCekanému zvySeni rozpustnosti ve vode¢.
Nejveétsi vliv na rozpustnost mél jod, nasledovany chlorem, bromem a fluorem. ZvySeni
rozpustnosti po halogenaci souvisi pravdépodobné se zmeénou polarity a
polarizovatelnosti. V1iv miize mit také ionizace, velikost a tvar molekuly a energie
krystalové miizky. [97] Dle modelu BOILED-Egg existuje u latky NZ37
pravdépodobnost piestupu do mozku, nicméné se jedna o substrat P-glykoproteinu, coz

snizuje tuto pravdépodobnost.

Nasledujici métené latky maji aromatickou ¢ast molekuly vychazejici z fenolu
substituovanou fluorem. Jedna se o latky NZ38 s fluorem navazanym v p-poloze (R4)
aromatické &asti molekuly a NZ40 s navazanymi fluory v m-polohéach a p-poloze (R3, Ra
a Rs) aromatické ¢asti molekuly. Fluor stejné jako chlor zplisobuje zvySeni lipofility a
snizeni rozpustnosti ve vod¢. Nicméné v analogii chlorovanych latek bychom ocekavali
spiSe zvyseni rozpustnosti v porovnani se zakladni latkou JM24.1. K vétSimu snizeni

rozpustnosti by mélo dojit pii navazani t¥i atomd fluoru, tedy u latky NZ40. Rozpustnost
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in silico odpovida snizeni rozpustnosti v porovnani se zakladni latkou a zdroven potvrzuje
i v&t§i snizeni rozpustnosti u latky NZ40. Jinak je tomu u experimentalnich hodnot, kdy
u latky NZ38-2CI- (298,1 mg/ml) s jednim atomem fluoru dochazi ke sniZeni rozpustnosti
v porovnani s latkou JM24.1-2CI, od které byl odvozen. Avsak u latky NZ40-2CI
(879,6 mg/ml) stiemi atomy fluoru dochazi k vyraznému zvySeni rozpustnosti
v porovnani s JM24.1-2CI". Zvyseni rozpustnosti navazdnim jednoho nebo dvou atomui
fluoru ukazuje studie sledujici vliv halogenace v sérii selektivnich Asg antagonisti
adenosinovych receptorti. [98] Ovlivnéni rozpustnosti pravdépodobné zplisobuje zména
polarity a polarizovatelnosti, ale vliv miize mit také ionizace, velikost a tvar molekuly a
energie krystalové mtizky. [97] Nicmén¢ je nutné brat v potaz i limitace metody méfeni
rozpustnosti. Dle modelu BOILED-Egg existuje u latky NZ40 moznost piestupu do
mozku, nicméné se jedna o substrat P-glykoproteinu, a proto je pravdépodobnost

prostupu skrz HEB nizka.

Ke zhodnoceni vlivu halogenace na rozpustnost je vhodné porovnat chlorované a
fluorované latky. Pfi vzijemném porovnani latky NZ46/47 a NZ38 zjistime, Ze pro
zvySeni rozpustnosti ve vode je vyhodna substituce chlorem v m-poloze aromatické ¢asti
molekuly NZ46/47-2CI- nikoliv substituce fluorem v p-poloze aromatické ¢asti molekuly
NZ38-2CI. Trisubstituované sloudeniny NZ37 a NZ40 maji velmi podobnou
rozpustnost. Na zakladé experimentélnich hodnot rozpustnosti je latka NZ37 se tiemi
navazanymi atomy chloru vice rozpustna nepievedena na hydrochlorid neZ latka NZ40
neptevedena na hydrochlorid. Naopak ve formé soli je vice rozpustna latka NZ40-2CI
v porovnani s NZ37-2CI.. Neshodny rozdil v rozpustnosti mezi latkou NZ37 a NZ40
pted a po pfevedeni na hydrochlorid mize byt zptsoben limitaci metody a také rozdilnym
zvySenim rozpustnosti po prevedeni na hydrochlorid. Pokud bychom vychazeli
z rozpustnosti in silico, tak budou rozpustnéjii fluorované latky NZ38 a NZ40, jelikoz
chlor je objemnéjsi atom s vy$si atomovou hmotnosti a zaroven fluor mize vystupovat

jako AHV.

Podobné jako u vySe zminénych latek dochdzi ke zvySeni experimentalni hodnoty
rozpustnosti i u latky NZ39-2CI- v porovnani se zakladni latkou JM24.1-2CI- 0 596,5
mg/ml. Latka NZ39 je tvofena aromatickou &asti vychéazejici z fenolu s chlorem
navazanym v o-poloze (R2) a fluorem v p-poloze (R4). Na zéklad¢ struktury je ocekavano

snizeni rozpustnosti ve vod& v porovnani se zakladni latkou, coZ u latky NZ39 potvrzuje
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rozpustnost in silico. Zarovet zvy$eni hodnoty clogP u NZ39 potvrzuje zvyseni lipofility
zavedenim halogeni do molekuly. Nicméné experimentalni hodnota rozpustnosti
nekoreluje s predikci a rozpustnosti in silico. Latka NZ39-2CI' mé ze viech méfenych
latek nejvysSi experimentalné stanovenou rozpustnost, konkrétn¢ 1056,1 mg/ml.
Na rozpusténi 1 g latky je potieba méné nez 1 ml rozpoustédla a dle CL2023 se jedné o
,»velmi snadno rozpustnou® slouceninu. Zvyseni rozpustnosti je zptisobeno zavedenim
chloru a fluoru do molekuly, coz pravdépodobné zplisobuje zménu polarity a
polarizovatelnosti, ale vliv mize mit také ionizace, velikost a tvar molekuly a energie

krystalové mtizky. [97]

Latka JM23.1 mé navazany methyl v m-poloze (R3) a chlor v p-poloze (R4)
aromatické ¢asti molekuly vychézejici z fenolu. Na zékladé struktury bychom ocekévali
sniZzeni rozpustnosti v porovnani se zdkladni latkou JM24.1 zdivodu zavedeni
lipofilnich substituent v molekule JM23.1. Rozpustnost in silico a hodnota clogP
potvrzuji hypotézu. Experimentalné stanovena rozpustnost je u latky JM23.1-:2CI 988,3
mg/ml, tedy o 528,7 mg/ml vyssi oproti zakladni latce JM24.1-2CI". Opét je vyvraceno
odhadované sniZzeni rozpustnosti zavedenim lipofilnich substituentl. Duvody
neocekavaneého zvyseni rozpustnosti jsou pravdépodobné obdobné jako u piedchozich

latek.

Dal3i méfenou latkou je NZ58/69, ktera ma navazanou 4-fluorofenoxy skupinu
v p-poloze (R4) aromatické ¢asti molekuly vychézejici z fenolu. Je ocekavano sniZeni
rozpustnosti oproti zdkladni latce JM24.1, jelikoz 4-fluorofenoxy skupina zvySuje
lipofilitu molekuly, ¢imZ zvySuje hodnotu clogP a snizuje rozpustnost ve vodé. V analogii
ptedchozich latek odhadované sniZeni rozpustnosti potvrzuje hodnota rozpustnosti in
silico, aviak experimentalni hodnota rozpustnosti latky NZ58/69-2CI je 654,0 mg/ml,
tedy o 194,4 mg/ml vyssi v porovnani se zékladni latkou JM24.1-2CI". Podobné¢ jako u
methoxy skupiny by mohl kyslik v 4-fluorofenoxy skupiné vystupovat jako AHV a
podilet se na tvorb¢ vodikovych vazeb a zvySovat tak hydrataci molekuly nebo naruSovat
krystalickou strukturu molekuly a diisledkem muze byt zvySeni rozpustnosti ve vodé. Dle
modelu BOILED-Egg existuje pravdépodobnost prestupu latky NZ58/69 do mozku,

nicméne¢ se jedna o substrat P-glykoproteinu, a proto je Sance na piestup pres HEB nizka.
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Latky NZ48/49 a NZ68 maji nitro skupinou a chlorem nebo fluorem
substituovanou aromatickou ¢ast molekuly vychédzejici z fenolu. Latka NZ48/49 je
substituovéana fluorem v o-poloze (R2) a nitro skupinou v p-poloze (R4) a litka NZ68 je
substituovana nitroskupinou v m-poloze (R3) a chlorem v p-poloze (R4). Podle struktury
bychom ocekavali sniZzeni rozpustnosti u obou latek oproti zakladni latce JM24.1.
Nicménd experimentalni rozpustnost je vy$si u NZ48/49-2CI (821,3 mg/ml) i u
NZ68-2CI (607,6 mg/ml) v porovnani s JM24.1-2CI (459,6 mg/ml). Vliv substituenti
na rozpustnost je popsan vyse a i zde je pravdépodobné stejny jako u ptedchozich
substanci a zvySeni rozpustnosti je nejspise zptsobeno vlivem na energii krystalové
miizky. Experimentalni hodnoty rozpustnosti nekoreluji s rozpustnosti in silico, ktera je
niz&i u latek NZ48/49 a NZ68 nez u zakladni latky. Halogeny obvykle zvysuji lipofilitu
a snizuji rozpustnost ve vodé. Nitroskupina neni hydrofilni, ale poldrni skupina, jelikoz
ma velky dip6lovy moment. Ne vSechny polarni skupiny jsou hydrofilni. Nitroskupina
netvoii nebo tvoti velmi slabé vodikové vazby. [96] Proto je rozpustnost in silico nizsi
v porovnani se zakladni latkou JM24.1. Rozpustnost in silico je vyS$si a zaroven clogP
nizsi u latky NZ48/49 oproti NZ68, jelikoZ obsahuje atom fluoru, ktery mize vystupovat
jako AHV.

Posledni métenou slouceninou odvozenou od zékladni latky JM24.1 je slouCenina
JM4.1 s aromatickou ¢asti vychazejici z fenolu ndhradou benzenového jadra za naftalen.
Kvili pfitomnosti polycyklického uhlovodiku — naftalenu bychom ocekévali u latky
JMA4.1 nizsi rozpustnost nez u zakladni latky. Experimentalni hodnota rozpustnosti latky
JM4.1-2CI" je 36,2 mg/ml, tedy o 423,4 mg/ml niz§i nez u latky JM24.1-2CI, coz
potvrzuje oCekavani. S experimentalnimi vysledky koreluje rozpustnost in silico, ktera je
také niz$i u latky JM4.1 a zaroven je u latky JM4.1 vyssi clogP nez u JM24.1.
Slouceninu JM4.1 povazujeme za vysoce rozpustnou ve vode, 1 kdyz se jedna o nejméné

rozpustnou slouceninu z métenych latek.

Nasledujici  slouceniny jsou odvozeny od zékladni latky JMS6.1 s
nesubstituovanou aromatickou ¢asti molekuly vychéazejici z anilinu (Obrazek 11).
Nejprve byla porovnana rozpustnost a vliv struktury na rozpustnost dvou anilinovych
derivatl (viz Tabulka 8) se zakladni latkou JMS56.1 s in vitro rozpustnosti 82,5 mg/ml ve
formé¢ soli a in silico rozpustnosti 6,77 mg/ml a zaroven vzijemné mezi vybranymi

anilinovymi a fenolovymi derivaty.
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Obrazek 11: Obecny vzorec latek s aromatickou casti molekuly vychazejici z anilinu

Prvni latkou je NZ76, jejiz aromaticka ¢ast molekuly vychazi z anilinu a v
o-poloze (R2) ma navazanou methoxy skupinu a v p-poloze (R4) nitro skupinu.
Experimentalni rozpustnost slou¢eniny NZ76-3CI je 770,2 mg/ml, tedy vy3si o 687,7
mg/ml nez rozpustnost zakladni latky JMS6.1:-3Cl. Znovu byl pozorovan stejny jev
zvySeni rozpustnosti navazanim substituentu na aromatickou ¢ast molekuly
pravdépodobné snizenim energie krystalové miizky. Zaroven mulZeme vidét limitaci
vypoctu rozpustnosti metodou ESOL jako je nezohlednéni prostorového uspoiadéani
molekuly, jelikoZ vyuZiva pouze parametry vychazejici z 2D struktury latek. [89] Proto

je rozpustnost in silico vy$si u zakladni latky JM56.1.

Z hlediska rozpustnosti je vhodné porovnat latky NZ76 a NZ25, nebot’ se lisi
pouze zakladem aromatické ¢asti molekuly. U substance NZ76 je zikladem aromatické
&asti molekuly anilin a u NZ25 fenol. Rozpustnéjii je latka NZ76-3CI- o 249,8 mg/ml
nez NZ25-2CI-. Vys§i rozpustnost slougeniny NZ76 pravdépodobné Ize vysvétlit vlivem
substituentii na acidobazické vlastnosti molekuly. Dusik v NZ76 je sou¢asti aromatického
aminu, ktery vykazuje nizsi bazicitu ve srovnani s alifatickymi aminy. Pokud je methoxy
skupina navazana na aromatické jadro, tak funguje jako elektron poskytujici skupina, coz
umoziuje prenos elektront na dusik v jeji blizkosti. Vlivem pfenosu elektronti se miize

mirné zvysit bazicita aromatického aminu, coz nasledné pfi ionizaci ve vodé muze vést
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ke zvy3eni rozpustnosti slou¢eniny NZ76. Podle vypoétené rozpustnosti jsou latky NZ76
a NZ25 prakticky stejné rozpustné. Tuto shodu lze vysvétlit dal§im nedostatkem metod
vypoctu rozpustnosti. Metody vypoctu rozpustnosti obvykle nezohlednuji pKa latek a pH
prostiedi, které mohou v piipadé kyselych nebo bazickych latek ovlivnit vyslednou

rozpustnost ve vode.

Druhou latkou je NZ489 s dichlorsubstituovanou aromatickou &asti molekuly
vychézejici z anilinu. Chlor je navazan v m-poloze a p-poloze (R3 a R4). S ohledem na
strukturu bychom ocekdvali snizeni rozpustnosti ve vod¢ a zvySeni lipofility molekuly
v porovnani se zékladni latkou JM56.1. Experimentalni rozpustnost je nizsi o 24,1 mg/ml
u substance NZ489-3CI- (58,4 mg/ml) oproti JM56.1-3CI- (82,5 mg/ml). Zaroven i
vypoétena rozpustnost je niz§i a clogP vyssi u latky NZ489. Odhadované sniZeni
rozpustnosti navazanim dvou atomii chloru se u molekuly NZ489 potvrdilo pomoci
in silico 1 experimentalni rozpustnosti ve vod€. Soucasné¢ dochazi i ke shodé mezi
naméfenymi vysledky a studii zminénou vyse, kdy halogenace molekul u tfady latek

zpisobila snizeni rozpustnosti, ale u nékterych naopak doslo ke zvyseni.

Vhodné je porovnat rozpustnost litek NZ489 a NZ36, jelikoz obé& latky maji
dichlorsubstituovanou aromatickou ¢ast molekuly v m-poloze a p-poloze (R3 a R4) a lisi
se pouze tim, Ze u NZ489 vychazi aromaticka ¢ast z anilinu a u NZ36 z fenolu. Rozdil
v rozpustnosti in silico je minimalni, ale rozdil je v hodnot¢ clogP, ktera je vyssi skoro o
jedna u NZ36. I piesto je experimentalni rozpustnost vy$si o 457,1 mg/ml u NZ36-2CI,

coz je pravdépodobné zplisobeno snizenim energie krystalové miizky.

Rozpustnost predstavuje komplexni fenomén, a proto je obtizné odhadnout vliv
substituentll a funkénich skupin na rozpustnost. Komplexnosti rozpustnosti je ovlivnéna
1 schopnost in silico modelti predikovat rozpustnost ve vodé. Predikce rozpustnosti ve
vode je slozita i diky problémiim spojenych s reprodukovatelnosti experimentalnich dat,
na jejichz zaklad¢ jsou vytvareny in silico modely. [99] Nevyhodou in silico modeli je
nezohlednéni fady faktor ovliviiujicich rozpustnost jako je energie krystalové mftizky,
teplota, zavislost elektrolyti na pH a vliv polymorfnich forem latek. [92] DalSim
nepredikovatelnym faktorem je povaha slouCenin jako jsou solvatomorfni formy,
hydraty, soli a polymorfni formy latek. [100] Rada substituentt a funkénich skupin jako

jsou napt. halogeny miize mit neocekavany vliv na rozpustnost resp. mohou zvySovat
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rozpustnost ve vodé. Vliv na rozpustnost je pravdépodobné dan vlivem na ionizaci,

velikost a tvar molekuly, energii krystalové mfizky, polaritu a polarizovatelnost. [97]
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7 Zaver

Celkem byla stanovena rozpustnost ve vode u 23 latek ve form¢ hydrochloridové
soli, z toho u Ctyf latek i ve formé baze. Rozpustnost byla porovnavana se zakladni latkou
a vramci strukturné ptibuznych skupin. VSechny méfené latky mizeme z pohledu
zafazeni oznalit za vysoce rozpustné. Stanovené hodnoty rozpustnosti zpravidla
neodpovidaji piedpokladiim, jelikoz na zéklad¢ struktury bylo ocekavéano snizeni
rozpustnosti pfi navazani skupin zvysSujicich lipofilitu v porovnani se zakladni latkou.
Paradoxné u vétSiny métenych latek doslo ke zvySeni in vitro rozpustnosti ve vod¢ oproti
predikcim. V ptipadé in silico rozpustnosti odpovida vliv substituentll na rozpustnost
oc¢ekavanym trendiim, a proto u méfenych latek nedochazi ke korelaci mezi in vitro a
in silico rozpustnosti. Potvrdilo se zvySeni rozpustnosti ve vodé pievedenim na

hydrochloridovou stl.

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, Ze navazani methoxy skupiny na aromatickou
cast molekuly vede ke zvySeni rozpustnosti méfenych latek ve vodé ve srovnani se
zakladni latkou. Nejméné vyhodné je navdzani methoxy skupiny do p-polohy aromatické
¢asti molekuly v porovnani s o-polohou a m-polohou. Obdobné i pii vazbé chloru nebo
fluoru na aromatickou c¢ast molekuly dochazi ke zvySeni rozpustnosti, kdy se
nejvyhodnéji jevi kombinace navazani fluoru a chloru, pfipadné trisubstituce chlorem
nebo fluorem. Samotné navazani fluoru v p-poloze vedlo dokonce ke sniZeni rozpustnosti
oproti zdkladni latce, coz naznacuje, Ze substituce p-polohy méfenych latek neni
z hlediska rozpustnosti ptizniva. K vyssi rozpustnosti ve vodé rovnéz piispélo zavedeni
dalsich funkénich skupin jako je allyl, isopropyl, methyl a nitro skupina. Kondenzace

dalsiho aromatického jadra vyrazné sniZila rozpustnost slouceniny.

Neocekavané poznatky o vlivu substituentll na rozpustnost mohou pomoci pii
navrhovani novych nebo pii1 modifikaci struktur stavajicich malych molekul s potencidlni
radioprotektivni aktivitou s cilem ziskat molekuly s optimalizovanou farmakokinetikou,
pozadovanym u¢inkem a niz§i rizikem vedlejsich u¢inkd. Udaje o rozpustnosti jsou

limitujicim faktorem obecné pro dalsi testovani latek in vitro a ptipadné dale i in vivo.
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