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1. UVOD

Lidska kize je nejvétsim organem lidského téla. Chrani nase vnitini organy pred Skodlivymi
latkami, UV zafenim, vysousenim. Plocha kiize u dospélého ¢lovéka ¢ini 1,5 - 2 m?, hmotnost

tvoti 5-9% celkové hmotnosti jedince. Sklada ze tii ¢asti - epidermis, dermis, hypodermis.

Hlavni bariérovou vrstvou epidermis je vrstva rohova neboli Stratum Corneum (SC),
kterd slouzi jako primarni kozni bariéra, tenka 10 az 20 um. Je nehomogenni, sloZena
z korneocytli vlozenych do lipidové matice. ! Struktura SC je ¢asto pfipodobiiovana modelu
cihly a malty. Korneocyty jsou v ném znazornény cihlou, lipidy maltou. Tato vrstva epidermis

je odpovédna za vétsinu bariérové funkce kize.

Rozdélovaci koeficient udava pomér koncentrace latky rozdé€lujici se mezi dveé faze —
organickou a vodnou. Nejuzivanéj§im rozdélovacim koeficientem je koeficient s fdzemi
oktanol/voda, znacici se LogP. Uziva se k ur€eni lipofility latky a zjednoduSuje pochopeni
zkoncentrovani latky v tkanich, jelikoz oktanol ma podobné vlastnosti jako bunécna
membrana. Koeficient SC/voda, LogKsc/w, je dllezitym pfi transdermélnim podani 1&Civ,
jelikoZz zéavisi na absorpci a permeabilité¢ kiize. DalSim koeficientem v této praci
je liposom/voda, LogKiipw, kde organickou fazi je umély liposom slozeny z lipidové

dvouvrstvy.

Rozdé&lovaci koeficienty predstavuji dilezité parametry pii stanoveni lipofility latek,
tudiz k ndvrhu novych 1é¢iv Z hodnot koeficientli ziskdvame informace, zda je latka
vchézejici do téla lipofilni, tudiz se bude zdrzovat v bunééné membrané anebo zda je latka

hydrofilni a bude se zdrZovat spiSe v télnich tekutinach. Lze je stanovit experimentalné.

Kromé¢ jejich méfeni se tedy Casto predikuji. K tomu se pouzivaji rizné pftistupy,

nejcastéji QSAR, ale tak¢ COSMO — RS.

Cilem této prace je vypocet rozdélovacich koeficientii LogP vybranych neutrdlnich
slou€enin pomoci riznych vypocetnich metod: ALogP, KOWWIN, ACD/LogP, miLogP,
XLogP3, COSMOtherm a nasledné srovnani téchto hodnot s nalezenymi experimentalnimi
a predikovanymi rozdélovacimi koeficienty. Dale porovnani rozdélovacich koeficientl
nehomogennich membran SC a liposomu, LogKscw a LogKripw, vypoc€itané programem

COSMOmic a porovnani s experimentalnimi hodnotami LogP riiznych vypocetnich metod.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Kuze

Lidska ktze (cutis, derma) je multifunkéni biologickd membrana. SlouZi jako bariéra
pfi odpatovani vody z téla, pfi vniknuti cizorodych latek do téla a jako ochrana
pred UV zafenim. Kiize je nejvétSim orgdnem v téle, jeji celkova plocha u primérného
dospélého ¢lovéka ¢ini pFiblizné 2 m? s primérnou tloustkou 2,5 mm. Tloustka se méni podle
anatomické lokace na téle a na pohlavi. ! Kizi prochazi i nejriizn&jsi piivésky jako jsou nehty,

vlasové folikuly, potni, mazové a mlécné Zlazy.

Tento vicevrstvy orgén je slozen ze tii vzajemné oddélenych ¢asti epidermis, dermis,
hypodermis. Kazd4 z 3 hlavnich vrstev se déli na dalsi podvrstvy. Vngjsi vrstva epidermis
(Obrazek 1) se sklada ze ctyt strat — stratum corneum (SC), stratum granulosum (SG),

stratum spinosum (SS), stratum basale (SB). !

Obrazek 1 — Fotografie epidermis pomoci svételného mikroskopu s vysokym rozliSenim.
Na obrazku lze vidét vrstvy SC — stratum corneum, SG — s. granulosum, SS — s. spinosum,
SB —s. basale, D — dermis. Pfevzato z Ref. .

Vrstvy epidermis se 1i§i svym tvarem, polohou, funkci a stavem korneocytl.
SG, SBaSS jsou soucasti zivotaschopné epidermis, stratum corneum neni. VeEtSina
obrannych bariérovych funkci epidermis vii¢i malym molekuldm je lokalizovana ve stratum

corneum.2



2.2. Stratum Corneum

SC neboli rohova vrstva, je nejvrchnéjsi vrstva kiize a primarni nepropustnou kozni bariérou.
Tloustka SC ¢ini pfiblizné 15 — 20 um a 1i8i se v zévislosti na po¢tu bunék a umisténi
v lidském t¢€le. Tato vrstva je pro bariérové funkce kiize rozhodujici. Za normalnich podminek

se definuje jako sucha tkan a obsahuje jen 10 — 30 % vézané vody. >*

SC je nehomogenni, vysoce hydrofobni vrstva zahrnujici dva rizné konstrukéni prvky

a to korneocyty vlozené do lipidového matrixu (Obrazek 2). >
Corneocytes Ceramide

Water

N —
" e &
—

Cholesterol /[[

Lipid Free fatty acid

Intercellular space

Obrazek 2 — Struktura SC. Vlevo je zvétSena fotografie elektronovou mikroskopii zobrazujici
korneocyty a mezibunéény prostor. Prostiedni obrazek je model lipidové faze s mensim
mnozstvim vody, kterd je obsaZena v korneocytech. Vpravo je jedno z moznych schémat
usporadani jednotlivych lipidéi v membrané SC a jejich délky v A. Pfevzato z Ref. °

Korneocyty a lipidy ve SC jsou znazoriiovany jednoduchym modelem cihly a malty.
Korneocyty jsou ptipodobiiovany k cihldm a lipidy k malté, nebot’ jsou lokalizovany
do extracelularnich prostori mezi korneocyty. Toto uspofddani znesnadiluje prostup

molekuldm kazi, stfidanim hydrofilniho a hydrofobniho prosttedi.



2.2.1.Korneocyty

Korneocyty jsou bezjaderné, zrohovatélé, zplostélé bunky strata cornea. Jsou vyplnéné vodou
a strukturnim proteinem keratinem. Mnozstvi tohoho proteinu se li§i mezi jednotlivymi

vrstvami epidermis od piiblizné 30% ve stratum basale az k 80 % ve stratum corneum. !

2.2.2.Lipidy SC

Lipidy jsou amfifilni organické molekuly, které zastupuji zhruba 5% celkové hmotnosti
lidskych bunék. Hlavnimi lipidy jsou volné mastné kyseliny, cholesterol a ceramidy
(Tabulka 1), pficemz jejich zastoupeni se 1isi podle umisténi v téle. Kvalita bariérové funkce

1

vrstvy SC zavisi na mnoZstvi téchto lipida. Fosfolipidy jsou zde pfitomny jen

v zanedbatelné mife.

Tabulka 1 — Hmotnostni zastoupeni jednotlivych lipid SC a jejich rozdéleni

Lipidy Zastoupeni ve SC [hm. %]
Ceramidy 50
Cholesteroly 25
Cholesterol sulfaty 15
Volné mastné kyseliny 10

JelikoZ lipidy jsou amfifilni molekuly, jejich polarni skupiny interaguji s vodou
pomoci vodikovych mustkli a elektrostatickych interakci, zatimco hydrofobni fetézce tvori

nepolarni vrstvu. Organizace téchto lipidd hraje zasadni roli v permeabilité kiizi. °

2.2.2.1. Ceramidy

Ceramidy spadaji do skupiny sfingolipid. Hojné se vyskytuji ve SC a jsou jejich nezbytnou
a nejdiilezitéjsi ¢asti. Ceramidy jsou strukturné heterogenni, skladaji se z polarni hlavy a dvou
fetézel, sfingosinového a zbytku mastné kyseliny (Obrazek 3). Polarni hlavy jsou velmi malé

a obsahuji n&kolik funké&nich skupin.
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Obriazek 3 — Zakladni struktura ceramidu. Pfevzato z Ref. 2.

Analyzou HPLC-ESI-MS bylo prokdzano v lidském SC az 350 druht ceramidu.
Tyto druhy ceramidd lze klasifikovat do dvanacti skupin (Obrazek 4), ? lisici se stavbou
polarni hlavy a primérnou délkou fetézce. Sfingoidni bdze jsou pomoci amidové vazby

spojeny s fetézcem mastné kyseliny.
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oH o]
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Obrazek 4 — Struktura a nazvoslovi dvanécti zakladnich skupin ceramidd, sloZenych
z mastnych kyseliny a sfingosinti. Pfevzato z Ref. .

Zastoupeni typti ceramidli se na riznych castech téla 1isi. Vyssi podil ceramidi byl
zaznamenan ve rtech, tvaii a na prstech. Pokozka hlavy obsahuje nejvetsi obsah [NdS]
a [EOP]. Obsah jednotlivych ceramidi v kiizi se 1isi také podle roéniho obdobi. 7 Také mnoho
koznich onemocnéni — atopicka dermatitida, ichthyosis — je spojeno se zménou obsahu a typu

ceramid i jejich zkracovani. >

Ceramidy s kratkym fetézcem zvySuji propustnost membran v porovnani s ceramidy
bézné dlouhymi fetézci. Kvalita ceramidové slozky membran tedy je jednim z hlavnich

faktorti uréujici bariérové vlastnosti kiize. 48



2.2.2.2. Cholesterol

Diulezitymi lipidy ve SC jsou amfifilni steroly — cholesterol a cholesterol sufat (Obrazek 5).
Sulfatova skupina je napojena pies hydroxyl cholesterolu. I kdyz je tento lipid piitomen
v malych mnozstvich, hraje vyznamnou roli v deskvamaci SC (odlupovéani horni vrstvy SC

z epidermis). 1°

HO

Obriazek 5 — Struktura cholesterolu (vlevo) a cholesterol sulfitu (vpravo). Pfevzato z Ref. °

2.2.2.3. Volné mastné kyseliny

Pokozka dale obsahuje i volné mastné kyseliny. Nachazeji se v epidermélni bunécné

membrang, ale také v lipidech umisténych mezi vrstvami korneocytti v SC.

Mastné kyseliny jsou alifatické monokarboxylové kyseliny. Délka fetézce mastné
kyseliny se pohybuje v rozmezi C12 az C24.%!° Nejhojnéjsi jsou mastné kyseliny délek C24
a C26 (Obrazek 6). Volné mastné kyseliny jsou pievazné nasycené a linearni. ¢ Podil

mastnych kyselin v SC je mensi, nez u Zivotaschopnych vrstev. >

CHs

Obriazek 6 — Struktura nasycené kyseliny lignocerové (C24). Pievzato z Ref. !

Nizky obsah volnych mastnych kyselin obecné indikuje atopické dermitidy a klze

se stava se suchou a podrazdénou. !



2.3. Transdermalni vstup latek do téla

Kuze predstavuje pomérné velkou a tedy snadno piistupnou plochu pro absorpci latek
z vn¢jSiho prostiedi. Piesto latky neprostupuji pies k0zi snadno. Nejvétsi prekdzkou

pro difundujici latku je vrstva SC, ktera je charakteristick4 nizkou propustnosti. 2

Latky do SC vstupuji nékolika cestami. Vstup je bud’ transepidermalni nebo
transfolikularni. Transepidermdlni cesta pievlddd a rozliSuje se jako intercelularni
a transcelularni. Intraceluldrni transport vede skrz korneocyty a transcelularni transport vede
pfes mezibunécny prostor lipidovou matici. Posledni cesta je transfolikuldrni — pies potni,

mazové Zlazy a vlasové folikuly, pfi¢emz se predpoklada, Ze je zanedbatelna. '°

Jelikoz je SC ptevazné lipofilni, tak pfes tuto vrstvu snadnéji difunduji a zachytavaji

lipofilni latky. 2 Pokud je latka pfili§ hydrofilni, bude mit tendenci akumulovat se spise

vvvvvv

Transdermalni vstup latek do téla je vyznamnym zptisobem podani 1é¢iv do téla, kdy
1écivé latky se mohou dostat do krevniho fecisté a tim i do celého téla. Vyhodou tohoto
vstupu je, ze latka neprostupuje zazivacim systémem a je zde k dispozici velkd plocha
k aplikaci léku. Nevyhodou podéni ptes kiizi je rozdilnd permeabilita kiiZze na rliznych ¢astech
téla a mezi jednotlivymi jedinci. Permeabilitu latek pfes SC popisuje permeabilitni koeficient

PCsciw:

PCscw= % [em h''], (1)

kde Kscw je rozdélovaci koeficient SC/W, Dsc je difuzni koeficient [cm? h'!] a Asc tloustka
SC [cm]. > Dle rovnice lze odvodit, Ze permeabilita roste s lipofilitou a kles4 se zvySujici

se tloust’kou SC.

Pro studium penetrace latek ptes kiizi tedy musime stanovit jak difuzni koeficient, tak

rozdelovaci koeficienty. V této praci se zaméiime na rozdélovaci koeficienty.



2.4. Rozdélovaci koeficient

Rozd¢€lovaci koeficient charakterizuje rozdéleni latky mezi dvé faze, které¢ jsou vzijemné
nemisitelné nebo omezen¢ misitelné. Je definovan jako podil koncentraci latky jednotlivych

fazi Kass:

Kap =2 @)

CB

kde ca udava koncentraci stanovované latky ve fazi A, cg je koncentrace latky ve fazi B.
Dle konvence je organicka faze v &itateli (A), vodna fize ve jmenovateli (B). 1> Koeficient
je bezrozmérny. Je-li hodnota rozdélovaciho koeficientu vétsi nez 1, vyssi podil analyzované
latky je obsazen ve fazi A. Je-li rozd€lovaci koeficient mensi nez 1, vyssi podil latky
je ve fazi B. '® Nejcastéj$imi fazemi jsou pro fazi A — oktanol (dale jen oktanol) a pro B voda,
dohromady vytvafi rozdélovaci koeficient Kow.!”

V  této praci se zaméfime na rozdelovaci koeficienty oktanol/voda,

stratum corneum/voda a liposom/voda.

2.4.1. Rozdélovaci koeficient stratum corneum/voda

Latky, které difunduji ptes kazi, prochazi prvné pres SC. Jelikoz SC obsahuje korneocyty

a lipidy, musi se zapocitavat také tyto rozdélovaci koeficienty — Kcorw a Kim/w.
Rovnice pro vypocet rozdélovaciho koeficientu Ksc/w pomoci frakci @pm a @cor:
Kscw = @m Kimw + Pcor Kcor/w, 3)

®rp a Ocor jsou objemové frakce lipidové matrice a korneocytt, Kimw a Kcorw jednotlivé

rozdélovaci koeficienty latky v lipidové matici a korneocytech.'*

Vztah pro rozdélovaci koeficient lipid/voda lze definovat pomoci koeficientu LogP,

Kiww = c(Kow)’, “4)
Nebo
logio Kimyw = o + S logioKow , 5

kde p je konstanta v rozsahu 0,70 - 0,76 — lisi se od jednotlivych autorli; o je vyjadiena jako

o =logioc.!*



Lze pouzit také rovnice pro vypocet Kimw z Kscrw

Ksc/yw—PcorKcor/w (6)

Kivw= >
LM

Rozd¢€lovaci koeficient Ksc/w nekoresponduje s celkovym rozdé€lovacim koeficientem Kpwm,
jelikoz SC obsahuje i korneocyty, které se do celkové hodnoty Kscw musi zahrnout.
K métfeni Kcor/w se musi pouzit delipidovana vrstva SC. Tato faze se obtizn¢ stanovuje, proto

se ve vypodtech zanedbava. '

Rozdélovaci koeficient stratum corneum/voda se stanovuje slozité, jelikoz stratum
corneum neni homogenni membrana. Misto néj se Castéji zavadi rozdélovaci koeficient
oktanol/voda a liposom/voda, u kterych oktanolova a liposomové faze nahrazuje bunecné

membrany.

2.4.2. Rozdélovaci koeficient oktanol/voda

Rozd¢€lovaci koeficient Kow je rozd€lovaci konstantou latky mezi organickou oktanolovou
fazi a vodou v rovnovaze. Neboli je to vlastnost slouc¢eniny pouzivana k popisu lipofilnich
vlastnosti a miry polarity. Kow je Siroce vyuZivany zejména v metodach studujicich

kvantitativni vztahy mezi strukturou a aktivitou (QSAR). '’

Rozdélovaci koeficient je dan jako pomér koncentraci oktanolu a vody

C

Kow ===, 7

‘w
kde ¢, udava koncentraci latky v oktanolu, cw je koncentrace latky ve vodé.

Voda zastupuje slozku polarni, oktanol nepoldrni. Tyto kapaliny se pfi laboratorni
teplot¢ se misi omezené. Chemicka struktura oktanolu je podobna amfifilnim lipidim

v bunééné membrang. M4 také polarni hydroxylovou hlavu a hydrofobni alkylovy fetézec.!”*

Logaritmus  rozdélovaciho  koeficientu  oktanol/voda, LogP, je jednim

z nejdulezitéjSich parametri v molekularnim navrhu 1éka.

LogP = Log(Kow) (8)



Rozdé&lovaci koeficient LogP je bezrozmérny. Cim je LogP vétsi, tim ma latka hydrofobn&jsi
charakter. Silné polarni latky (hydrofilni), jako je naptiklad voda, maji hodnoty zaporné. 2!
To znamend, ze ¢im vys$S$i hodnotu tento koeficient ma, tim je vétSi pravdépodobnost,
ze se molekula bude Iépe rozpoustét v oktanolu a tedy i v bunénych membranach. Mezi
nepolarni latky naptiklad patii organické slouceniny. Ve vodé dobie rozpustné latky (polarni)

jsou nizsi alifatické alkoholy, kyseliny a cukry.

Protoze oktanol je homogenni faze, piiCemz lipidové membrany jsou obecné
nehomogenni f4zi, podrobnéj§i informaci o interakci latky s membranou lze ziskat

z rozdélovacich koeficientl do liposomti.

2.4.3.Rozdélovaci koeficient liposom/voda

Liposomy jsou uméle vyrobené lipidové dvouvrstvé vacky. Slouzi jako zjednoduseny model
bunééné membrany. Struktura liposomil je podobnd bunéénym membrandm, ve kterych jsou
uhlovodikové fetézce orientovany smérem k sobé, hydrofilni hlavy poskytuji polarni

povrch.'? Jadro liposomu je hydrofobni.

Liposomy obsahujici jednu dvouvrstvu se nazyvaji unilamelarni, liposomy zahrnujici
vice dvouvrstev multilamelarni liposomy. Mohou byt pfipraveny z riznych lipidd, nejcastéji

z amfifilnich fosfolipid@ (Tabulka 2). 22

Tabulka 2 — Piehled n&kolika lipidti vyskytujicich se v liposomech?

Lipid Zkratka Naboj
Dioleoylphosphatidylcholine DOPC 0
Dimyristoylphosphatidylcholine DMPC 0
Dipalmitoylphosphatidylcholine DPPC 0
Egg phosphatidylcholine EPC 0

0]

O
Il
/\/\/\/\/\/\/\)\ —P— P

=

\/\/\/\/\/\/\/\"/O H 0-

(8]
Obrazek 7 — Struktura fosfolipidu DPPC. Pievzato z Ref. °.
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Liposomy jsou pouzivany jako modelové membrany, proto se vyuziva jejich rozdélovaci

koeficient liposom/voda

_cLp
Kipw =—
cw

©)

kde cLip udava koncentraci latky v liposomu, cvw je koncentrace latky ve vodném prostiedi.??
Latka prochazejici liposomem se tedy koncentruje bud’ do lipidové faze liposomu anebo
do vodné faze uvniti liposomu. 2* Permeabilita liposomii se obecné zvysuje s klesajici délkou

acylového fetézce. 2

Liposomy, vzhledem ke své podobnosti s biomembranami, jsou perspektivni formou
podavani 1é¢iv ptfimo do tkani, protoze maji schopnost do sebe zabalit nejriiznéj$i materialy.
Jsou znamy svou koncentraci v malignim nédoru, ¢ehoz se vyuziva k poslani 1éku obaleného
v liposomu smérem k tumoru. Mohou se také slucovat s nékterymi tkdnémi, coz je

napomocné v genové terapii. 2124

Kimpw neutralnich latek dobie koreluji s Komw, proto se vyuzivaji pro studium
rozdélovaciho koeficientu membrana/voda (stratum corneum/voda). Kip/w nabitych slouéenin

nekoreluji tak dobte s Ko/w jako neutralni slouceniny. %°
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2.5. Stanoveni rozdélovacich koeficientii LogP

Existuje nékolik metod pouzivanych k ziskani rozdélovaciho koeficientu. LogP lze méfit
¢1 odhadnout pomoci raznych metod a méteni. Existuje fada experimentalnich metod, ziskané
hodnoty experimentalnich metod se ukladaji do chemickych databdzi. Vysoka pozornost
se v posledni dobé dava pocitacovym vypoctim vyuzivajici kvantitativnich vztahi mezi

chemickou strukturou a aktivitou (QSAR) k predikci LogP.

2.5.1.Experimentalni metody

Pii experimentdlnim méfeni se vyuzivd metod tfepaci lahve a vyhodnéjsi kapalinové

chromatografie. Tyto dv& metody patii také k nejvyuzivangj$im metodam. '

2.5.1.1. Metoda délici Iahve

Tradi¢ni metoda pfimého stanoveni LogP pomoci dé€lici lahve. V reakéni 1ahvi, ktera obsahuje
fazi oktanol/voda, se tfepe analyzovany vzorek, ktery se rozdéli mezi tyto dvé faze.
Po oddéleni v reakéni ldhvi se koncentrace analytu méti naptiklad pomoci UV spektroskopie
a HPLC technik.!>2%?” Metoda je vhodn4 pro latky s rozdélovacim koeficientem od 2 do 4.2
Nevyhodou tfepacich metod je velkd spotieba Casu a zapachajici, vysoce viskdzni oktanol.
Vyhodnéj$imi metodami jsou metody chromatografické, nebot’ vyZzaduji malé mnoZstvi

materialu a jsou rychlejsi.

2.5.1.2. RP- HPLC

Kapalinovad chromatografie LC je velmi U¢innd pro meéfeni lipofility. Vysokoucinna
kapalinova chromatografie s reverzni fazi (RP - HPLC) slouZi k nepfimému stanoveni LogP.
Stacionarni fize je nepolarni (oktanol) a mobilni fize je polarni (napf. metanol + voda).'®
Staciondrni faze jsou chemicky vazané na nosi¢ (silikagel, sklo). Podminkou RP - HPLC
je vzajemna nemisitelnost stacionarni a mobilni faze. Metoda je vhodna pro latky

s rozdélovacim koeficientem 0 - 6. Tato separa¢ni metoda je rychlejsi a levngjsi. 161926

Experimentalni méfeni byva Casto pracné a Casové ndrocné, proto se stile Castéji

vyuziva vypodetnich metod.
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2.5.2.Vypocetni metody

Bylo vyvinuto mnoho programt pro predikci LogP. Jednim ze zékladnich a nejpouzivangjSich
druhli jsou tzv. metody QSAR, coz je zkratka pro kvantitativni vztahy mezi strukturou

a aktivitou. %°

QSAR pomédhd porozumét interakcim mezi skupinami v molekuldch in silico.?®
Prvni vztah mezi aktivitou latky a chemickou strukturou byl vysloven roku 1869 Crum -

Brownem a Frazerem 28

A4 =f(X), (10)
kde A je mira aktivity, f je matematicka funkce, X je deskriptor.
Existuji dvé Siroce pouzivané metody pro odhad LogP, Hanschova a Rekkerova metoda.

Prvni metoda vyhodnoceni LogP je Hanschova substituentova m metoda.>
7= LogP(PX) — LogP(PH), (11)

kde m je lipofilni konstanta - méfitko lipofility jednotlivych substituentli oproti vodiku,
LogP(PX) je rozdélovacim koeficientem aromatické substituované latky, LogP(PH)
rozdélovacim koeficientem nesubstituované latky. Pozitivni hodnota © udava, Ze substituent
je hydrofobn&jsi nez vodik. Negativni hodnota udévé, Ze substituent je méné hydrofobni. %!
Tato metoda je vhodnd pro aromatické latky, ale je nevhodnd pro alifatické sloueniny,

pro které fragment 7 nesel vypocitat. 2

Tento problém (neschopnost hodnoceni lipofility alifatickych sloucenin) se pokusil

feSit Rekker vypocltem fragmentarnich konstant. Zvolil reduktivni pfistup, ktery vychazi

vvvvvv

LogP = aifi (12)

kde a je nasobek strukturnich fragmentti (kolikrat se fragment vyskytuje v latce), f je

fragmentova konstanta. 233

13



Hansch a Leo pak reakci na to rozdélili molekuly na zakladni fragmenty a vypocitali
jejich LogP souctem hydrofobnich pfispévkl vSech téchto fragmentl. LogP byl vypocitan
jako

LogP =2 afi+ Y., (13)

kde fje fragmentova konstanta, F je korek¢ni €len (definujici intramolekularni interakce), a, b

jsou nasobky strukturnich fragmentt. 23

Dnesni vypocetni metody pro urceni LogP se od sebe 1isi metodou pfistupu:

Atomovy pristup — ALogP, KOWWIN — zaloZeny na metodé souctu hodnot jednotlivych

atomt v molekule, metody jsou méné presné

Pristup molekulovych fragmentii — ACD/LogP, miLogP — zalozeny na rozkladu molekul
na fragmenty a piidéli se jim fragmentové konstanty a korekcni €leny, ty se poté scitaji

chemickych vypocta, které studuji vliv rozpoustédla na chemicky potencial latky:

Kvantovy pristup — COSMOtherm, COSMOmic — umoznuji pocitat vlastnosti piimo
z chemickych struktur. Zalozené na molekuldrné orbitalnich vypoctd, interakce hustoty

povrchového néboje. 3!

2.5.2.1. ALogP a KOWWIN

ALogP je jeden z nejrozsifengjSich programil na vypocet lipofility. Byl vyvinut nafitovanim

parametrii na experimentalni hodnoty LogP vice nez 12 900 molekul. 32

KOWWIN je souéasti softwarového balicku EPI Suite™, coz je sada programii
pouzivanych k predikci fyzikalnich vlastnosti slouCenin. V databazi zahrnuje pfes 12 000
hodnot a je kombinaci pfistupu atom — fragment. !> Obsahuje 144 atom — fragmentovych

hodnot and 235 korela¢nich faktord a je neustdle obnovovan. 3*
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2.5.2.2. ACD/LogP a miLogP

Metoda ACD/LogP je soucasti softwarového balicku Advanced Chemistry Development.

Byla vyvinuta nafitovanim experimentalnich hodnot vice nez 12 000 molekul.* Pouziva

fragmentdrni pfistup a je zaloZzena na izolaci skupin podle jednotlivych izolovanych uhlika

(IC). IC je takovy uhlik, ktery neni vazan dvojnou nebo trojnou vazbou k heteroatomu.>%3’

Molinspiration je chemicky software, ktery byl zaloZen na bratislavské univerzité roku
1986. Zahrnuje nastroj miLogP, vytvoifeny k vypoctu lipofility, je nafitovany na hodnoty
LogP pro vice nez 12 000 latek a zaloZen na sc¢itani atomi, vazeb, fragmentii a funkcénich
skupin. Zahrnuje 220 molekularnich fragmentt. Je schopen zpracovat témér vSechny

organické slou¢eniny a organometalické kovy. 3138

2.5.2.3. XLogP3

XLogP3 je novéjsi metoda navrzena Chengem a spol., jejimz predchidci jsou metody XLogP
a XLogP2.*” Tento model vyuzivd 87 atomovych piispévkll a zahrnuje 2 deskriptory jako
korekéni faktory. Prvni korekéni faktor predstavuje vnitini vodikové vazby, druhy korekéni
faktor je pouZivan na organické slouCeniny s aminokyselinami. XLogP3 pocitd hodnotu
rozdélovaciho koeficientu dotazované (query) slouceniny pouzitim referencni (reference)

slouCeniny se znamym LogP. Rozdil mezi dotazovanou a referen¢ni slou¢eninami se odhadne

aditivni metodou (Obrazek 8). ¥
Query k}gp.,p =0.30
0
HN— + +<
N-O e -0.085 0.800
BY O Cl

Search

Reference

logPeac = 0.29
[Slmllarlly
8]

0gP e = 0.11

Obrazek 8 — Schéma vypocétu XLogP3. Pfevzato z Ref. ¥
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2.5.2.4. COSMOtherm a COSMOmic

Predikce termodynamického chovani smeési sloucenin je dlouholetym problémem
1 v prumyslu. Pro vypocet termodynamickych vlastnosti kapalnych fazi se uplatituje komercni
software zalozeny na kvantové chemii — COSMOtherm. COSMOtherm je zaloZzen na teorii
interakce, jako elektrostatické interakce a vodikové vazby jednoduchymi empirickymi vyrazy,

zalozenymi na hustot& polarizaéniho naboje — 6 — vznikajiciho na povrchu molekuly. 4

COSMOtherm dovoluje pocitat pKa, rozdélovaci koeficienty, fazové diagramy, reakéni

konstanty a mnoho jinych vlastnosti kapalin. 4!

COSMOmic je rozsitfujici podprogram COSMOtherm, ktery se umoziuje aplikovat

teorii COSMO - RS na nehomogenni systémy jako jsou napiiklad membrany nebo micely. *°

2.6. Meéreni LogKscw

Pro tento koeficient (jako je u LogP) neni vybudovany vhodny software k pfimému vypoctu,
jelikoz je SC heterogenni membrana obsahujici rdzné mnozstvi lipida liSicich se podle

umisténi na téle. '8

Experimentalni méteni rozdélovaciho koeficientu stratum corneum/voda je sloZzité a vykonava
se in vitro. Mé&feni a analyza Kscw se provadi s ocisténymi vzorky vrstvy SC, které jsou
ziskany od vhodnych darct. Principem je, Ze po inkubacni dob€é 24 hodin se jednotlivé
vrstvicky separuji pipetkami. Timto se ziska Cisty vzorek SC, ktery se analyzuje dale. Méfeni
rozdélovaciho koeficientu se provadi po naneseni rozpuSténé latky pomoci specidlnich

naplasti. +?
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2.7. Méreni LogKLipw

IAM chromatografie a potenciometricka titrace jsou pfimé metody a jedny z nejuzivanéjSich
k méteni rozdélovaciho koeficientu liposom/voda. COSMOmic dovoluje pocitat heterogenni

membrany, proto je pouzivany k predikci Kiip/w.

2.7.1.1AM chromatografie

ODS chromatografie (oktadecyl kiemicity) s reverzni fazi (RP) se vyuziva pro stanoveni
rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda, protoze stacionarni faze oktadekan zahrnuje pouze
uhlovodikovy fetézec. To je divodem, pro¢ se zacala vyuzivat metoda IAM chromatografie
(Immobilized artificial membrane) neboli chromatografie uméle zakotvené membrany

na reverzni fazi. 2** Pomoci ni jsme schopni méfit hodnoty Kpip/w.

Povrch kolony je tvofen nosi¢em - oxidem kifemicitym, na ktery jsou kovalentné
vazany membranové fosfolipidy (napfiklad fosfatidylcholin [PC]) a tim napodobuji povrch
biologické bunééné membrany (Obrazek 9). Cely tento systém tvoii nepolarni staciondrni
fazi. 26 Mobilni fize je polarni. Tato metoda je zaloZena na vysokoudinné kapalné

chromatografii a jeji vyhodou je rychlost stanoveni a vysoka reprodukovatelnost a pfesnost.
16,44

Poiar Region

"""""""""" 11T I+ Non-pelar Region
. (hydrocarbon chain)

== 1Ll

Obrazek 9 — Porovnani uspotfddani chromatografické faze IAM (levd strana) a DMPC
dvojvrstvy jako modelu buné¢né membrany (vpravo). Prevzato z Ref. #4.
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2.7.2.Potenciometricka titrace

Me¢éieni pomoci metody potenciometrické titrace je vhodné pouze pro ionizované latky.
Pouziva se pro ziskani experimentalni hodnoty Kiip/w. Latka ve vodném roztoku se titruje
kyselinou nebo zésadou, ¢imz se odvodi disociatni konstanta pK.. Titrace se opakuje,
liposomova suspenze se titruje kyselinou nebo zasadou, ¢imz se odvodi druha disocia¢ni
konstanta pK,. Konstantami pK, se nasledn¢ odvodi LogP. Spodni hranice pH titrace je 3,5

a horni 10,5.%%%4

2.7.3.Rovnovazna dialyza

Rovnovézna dialyza je obecné membrdnova separace, rozd€lujici dvé faze polopropustnou
membranou. V této separaci se odd¢li liposomova suspenze a voda semipermeabilni
membranou (napfiklad membrana vyrobend z celuldzy), ktera umoziuje prichod latky,
ale zadrZuje liposomy. Rozpusténd latka se piidava k liposomové suspenzi. Tato dialyza
se vyhodnocuje pod rlznymi teplotami. Pfitomnost rozpusSténych latek se pak indikuje
UV spektrometrii ve vodé a podle mnozstvi pfidaného do analytického systému se stanovi

pomér koncentraci a tedy i rozd&lovaci koeficienty do jednotlivych prostiedi. 22?4

18



3. METODY

3.1. Pouzité pocitacové programy a koeficienty

V experimentalni ¢asti byly porovnavany experimentdlni a predikované hodnoty LogP.
Predikované hodnoty LogKsc/w a LogKiip/w byly porovnavany s experimentalnimi hodnotami
LogP.

Predikované hodnoty LogP byly ziskany z pocitacovych programi ALogP, KOWWIN,
ACD/LogP, miLogP, XLogP3 a COSMOtherm. Pomoci online databazi — PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), ChemSpider (http://www.chemspider.com/) — byly
prevzaty hodnoty ACD/LogP, KOWWIN, XLogP3. Hodnoty ALogP byly vypocitany
z webové stranky http://www.vcclab.org/web/alogps/ a miLogP

z http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties. Slou€eniny byly do programii zadavany

pomoci zkraceného 1D strukturniho SMILE zdpisu. Predikované COSMOtherm hodnoty
LogP byly pocitany pomoci programu COSMOthermX.

Experimentélni hodnoty LogP byly pievzaty z prace Hansche Ref. *°. Tyto hodnoty
byly v rozmezi -1,38 do + 6,91. Experimentalni hodnoty LogKsc/w byly prevzaty z Ref. '
Tyto hodnoty byly vrozmezi -0,061 do 1,98. Experimentdlni hodnoty LogKripyw byly
pievzaty z Ref. ?° a byly v rozmezi -0,36 do 4,71.

Predikované hodnoty LogKscw a LogKripw byly ziskdny pomoci programu
COSMOmic. Jako liposom byl zvolen fosfatidylcholin DOPC.

3.2. Ovladani programu COSMOtherm

Slouceniny analyzované programem COSMOtherm byly ziskany z interni databaze na TZVP

urovni anebo vlozenim nové struktury.

V TZVP databdzi (piesn&ji na BP/TZVP trovni) jsou slouCeniny popsany svym
nazvem, nabojem, konfiguraci, CAS C¢islem, molekulovou hmotnosti, vzorcem a SMILE

koédem. Nové molekuly se do TZVP databaze nahravaji pomoci SMILE nebo CAS ¢isla.
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http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties

Pomoci panelu QM Calculations v COSMOthermX jsou vlozené latky prevedeny do souboru
cosmo (soubor obsahujici soufadnice molekuly a potencidl ¢ napocitany na mfizce kolem
molekuly). V panelu QM se vybira typ metody (plynna taze, cosmo, cosmo + plynna faze),
uroven vypoctii (SVP, TZVP nebo TZVP — FINE) a typ vystupniho souboru (cosmo).

S vybranou slouceninou se pracuje dal v panelu Property. Pfi vypoctu LogKow
se v panelu vybird moznost log P / log D, kterd pocita rozdélovaci a distribu¢ni koeficienty
vybranych sloucenin, nasledn¢ se nastavuji vhodné podminky k vypoctu. Nastavené vlastnosti
jsou pievedeny tla¢itkem ADD do sekce Property sections a vypocet se spousti tlac¢itkem

RUN. Vypocétené vysledky se zobrazuji v souborech table a output.

V této praci byly zadavany parametry: metoda — plynna faze + cosmo, uroven — TZVP,

vystupni soubor — cosmo. Nastavené vlastnosti: 25°C, logP, faze — voda a mokry oktanol.

3.3. Ovladani programu COSMOmic

Program COSMOmic dovoluje pocitat rozdélovaci koeficienty pro membrany, proto byl v této

praci pouZit pro vypocet LogKsc/w a LogKrip/w.

Slouceniny byly do COSMOmic ptidavany pomoci programu TmoleX 4.1., vkladany
pomoci SMILE koédu. Pomoci pfikazu wizard calculations se slou¢eniny generuji do cosmo

souboru.

Byl pouzit model podobny lipidové ¢asti SC, sloZzen z ceramidd [nS24], kyseliny
lignocerové (C24H4s02) a cholesterolu. V. COSMOmic se vybere model faze, v tomto pfipadé
SC-mix. Molekuly k vypoctu LogKsc/w se zadavaji podle prikazu vi solute.dat, prikazem
Cosmo_distrib_mix.sh se spouSti vypocet. Ptikazem Run.sh + cat Distribution.xvg

se vysledek zobrazi v tabulce pod hodnotou LogK COSMO.

Jako model liposomu byl vybran DOPC. COSMOmic pocita rozdélovaci koeficient
pro latku, ktera prochdzi lipidovou c¢asti liposomu. Molekuly k vypoctu LogKporc/w

se zadavaji podle piikazu vi solute.dat, piikazem Cosmo_distrib.sh se spousti vypocet.
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3.4. Zpracovani hodnot

Srovndni experimentdlnich a predikovanych rozdé€lovacich koeficienti bylo provedeno

pomoci linedrn¢ korelacni zavislosti a naslednou vypocitanou regresni rovnici, ktera ma tvar

y=hx +q, (14)

kde k je smérnice rovnice, ¢ je absolutni ¢len, y je zavisle proménnd, x je nezavisle proménna.
Korela¢ni koeficient R vyjadiuje miru linearity. Rovna-li se korelacni koeficient jedné, jedna
se o linearni zavislosti, je-li korelacni koeficient nulovy, jednd se o linedrni nezavislost.
Koeficient determinace R? je druhou mocninou korelaéniho koeficientu v rozsahu <0,1>.
Jeho hodnota méfi velikost linedrni vztahu mezi veli¢inou x a y. Udava zménu hodnoty y pfi

zméné x. 40

Veskeré vypoclty regresnich rovnic byly provedeny pomoci kancelaifského softwaru
Excel. Hodnoty rozdélovacich koeficientii se vyhodnocovaly v XY grafech. Zvolena byla

linearni spojnice trendu, s ni i vysledna rovnice grafu.
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4. VYSLEDKY

4.1. Predikce LogP

Nejprve jsme vyzkouseli predikci LogP pomoci dostupnych metod — pfevazné metod QSAR
a také COSMOtherm. Predikované rozdelovaci koeficienty byly vyneseny do grafii (Graf 1)
oproti hodnotdm experimentalnich LogP z Ref. *°. V tabulce 3 jsou uvedeny jednotlivé
hodnoty rovnice linedrni regrese jednotlivych predikénich metod pro vypocet LogP
pro neutralni molekuly. Nejlépe vychazi vypocty metodami KOWWIN, XLogP3, ACD/LogP
a miLogP s Pearsonovskymi koeficienty determinance pies 0,97. Tésné v zavésu je pak
metoda ALogP a metoda COSMOtherm s koeficienty determinance ptes 0,9. KOWWIN
a ACD/LogP ukazuji také nejlepsi postihnuti trendu LogP, kdy se smérnice regresni piimky
blizi hodnot¢ 1.

Tabulka 3 - Porovnani regresnich rovnic jednotlivych metod

Metoda k q R? dLogP
ALogP“ 1,05 -0,06 0,957 0,22
KOWWIN ? 0,99 0,01 0,982 0,18
ACD/LogP 1,02 -0,04 0,973 0,17
miLogP 1,13 -0,23 0,971 0,22
XLogP3 1,04 -0,08 0,979 0,11
COSMOtherm 1,08 0,04 0,913 0,38

4 pro vodu nebyl vypocitin LogKow, b pro slou€eniny m - cresol, chlorocresol, chloroxylenol, thymol
a 2,4,6 - trichlorophenol nebyly nalezeny hodnoty KOWWIN

Metoda XLogP3 vitézi nad metodou KOWWIN jak v pokryti dat, tak také primérnou
absolutni odchylkou, podle které se da fict, Ze hodnota LogP predikovana touto metodou ma
ptesnost £ 0,11 log jednotek. Na druhou stranu, metoda COSMOtherm ukazuje nejvetsi
rozptyl hodnot LogP s nejhorsi presnosti + 0,38 log jednotek, ale oproti QSAR metodam je
COSMOtherm univerzalngjsi, nebot’” umoziiuje pocitat nejen LogP, ale také dalsi veliCiny

(napf. pKa, LogD, Henryho konstanty, aj.).
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Graf 1 — Srovnani metod predikce
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Ukazuje se tedy, ze metody QSAR jsou schopny velmi dobré predikce rozd€lovaciho
koeficientu LogP kromé ptipadi molekul: voda, acitretin, estrone, DDT, chloroxylenol
(Obrazek 10). KOWWIN hodnoty pro m-cresol, chlorocresol, chloroxylenol, thymol
a 2,4,6 - trichlorophenol nebyly nalezeny, hodnoty ALogP nebyly nalezeny pro vodu.

OH
T
0 %)\/%/L\\/\K‘O
H  H
Voda Clj Acitretin
Cl
Cl Cl
~
Cl = Cl
DDT
OH
\\
/
H,C CHj;
cl Chloroxylenal

Obrazek 10 — Struktury nejvice problematickych sloucenin v predikcich LogP.

Voda se od regresni pfimky odchyluje ve vétSin€ piipadi. JelikoZ programy k predikci
unikatnost v tom, Ze patii mezi velmi malé a béZzné molekuly. Acitretin byl také z vétSiny
pripad naméten s velkou odchylkou, pfi¢emz zde mize byt pti¢inou nenasycenost linearniho
fetézce. V ptipad€ chloroxylenolu a DDT miZe byt velkd odchylka zpiisobena piitomnou
aromatickou a halogenovou skupinou. Dal$im diivodem muze byt, Ze experimentalni hodnota
u chloroxylenolu byla jako jedina hodnota pouzitid z Ref. *’. Estrone obsahuje &tyfi cykly,

pfi¢emz jeden je na rozdil od vétSiny steroidnich latek aromaticky.

Metody vypoctu LogP tedy selhavaji pro slouceniny, které jsou strukturné
komplikované, ve své struktufe obsahuji aromatické ¢i halogenové skupiny. Specidlni

vyjimkou je voda.
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4.2. Predikce LogKporcw

K predikci LogKporc/w jsme pouzili dva rozdilné ptistupy. Prvnim pfistupem byl vypocet
LogKporc/w pomoci metody COSMOmic na piipravené DOPC dvojvrstvé. Druhym
pfistupem pak bylo vyuziti hodnot LogP ziskanych pomoci zastupcli metod z predchozi
kapitoly — KOWWIN, XLogP3 a COSMOtherm pro porovnani citlivosti predikce
LogKporc/w na kvalité predikce LogP (tabulka 4, graf 2).

Graf 2 — Predikce LogKporc/w
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Tabulka 4 — Vysledné hodnoty linedrni regrese pro predikci LogKporcw jednotlivymi
metodami. LogKporcw byly pfevzaty z experimentalnich rozd€lovacich hodnot
pro fosfolipidické liposomy (Krip/w) z Ref. %

Metoda k q R? dLogK
COSMOmic 1,27 -0,95 0,865 0,45
KOWWIN ¢ 1,13 0,07 0,901 0,48

XLogP3 0,99 0,24 0,862 0,43

COSMOtherm 0,91 0,49 0,648 0,76

“ pro slouceninu 2,4,6 - trichlorophenol nebyla nalezena hodnota KOWWIN

Ukazalo se, ze nejlepSim programem k predikci LogKporc/w je vyuziti LogP ziskany
metodami KOWWIN, piipadné¢ COSMOmic a XLogP3, které maji Pearsoniv koeficient
determinance 0,901, 0,865 a 0,862, respektive. Jelikoz u metody KOWWIN chybi rozdélovaci
koeficient pro slouceninu 2,4,6 — trichlorophenol, mtze to byt divodem, Ze korelace u metody

KOWWIN je lepsi nez pro COSMOmic a XLogP3.

Primémé odchylky pro predikci LogKporcw byly mezi metodami COSMOmic,
KOWWIN a XLogP3 skoro stejné — kolem + 0,45 log jednotek, zatimco odchylka pro
COSMOtherm byla vyrazné vyssi + 0,76 log jednotek. Metoda XLogP3 vykazuje jeden velmi
odchylny bod, kterym je 3,4 — dinitrophenol. Tato zna¢na odchylka mize byt dana pfitomnosti

dvou nitro skupin v molekule.

U metody COSMOtherm se ukazalo, jak moc je nepfesné stanoveni LogP problémem
pro nasledné odvozovani vztahti pro LogKporc/w, kdy tato metoda méla Pearsoniiv koeficient
determinance jen 0,648 a nejvétsi odchylku. A to i presto, Ze koeficienty determinance se pro
stanoveni LogP mezi metodami pfili§ neliSily a byly vSechny vétsi nez 0,9. I ptres tuto nepftilis
povedenou ukazku predikce se metoda COSMOmic naopak ukazala relativné schopnou, kdy
jeji Pearsonliv koeficient determinance je 0,865. Pfiddnim strukturni informace do metody

COSMOtherm jsme tedy byli schopni do znacné miry dohnat ztratu na QSAR metody.
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4.3. Predikce LogKscw

K predikci LogKsc/w jsme pouzili také dva rozdilné ptistupy. Prvnim pfistupem byl vypocet
LogKscow pomoci metody COSMOmic na pfipraveném lipidovém modelu SC, sloZené¢ho
z ekvimoldrni smési ceramidi, kyseliny lignocerové a cholesterolu. Druhym pfistupem pak
bylo opét vyuziti predikovanych hodnot LogP ziskanych metodami KOWWIN, XLogP3
a COSMOtherm jako v ptedchozi kapitole.

Grafy 3 — Predikce LogKsc/w
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Tabulka 5 — Vysledné hodnoty linearni regrese pro predikci LogKscw jednotlivymi
metodami. Experimentalni hodnoty LogKscw byly pfevzaty z Ref. '

Metoda k q R? dLogK
COSMOmic 0,38 0,02 0,701 0,28
KOWWIN ¢ 0,27 0,31 0,730 0,24

XLogP3 0,31 0,29 0,681 0,27

COSMOtherm 0,34 0,29 0,712 0,26

4 pro slouCeniny m - cresol, chlorocresol, chloroxylenol, thymol a 2,4,6 - trichlorophenol nebyly nalezeny

hodnoty KOWWIN

Nejvyhodnéj$im programem k predikci LogKsc/w je metoda KOWWIN, vykazujici koeficient
determinace 0,73, je tedy nejlinearnéjsi korelaci z pouzitych metod. Tento vysledek ale miize
chloroxylenol, thymol a 2,4,6 — trichlorophenol, jelikoz pro tyto sloueniny nebyly nalezeny
hodnoty KOWWIN. Za metodou KOWWIN, je s koeficientem determinace 0,712 program
COSMOtherm. Tyto dva programy se svymi vysledky ptiblizuji k determinaci 0,701 ziskané
predikei LogKsc/w programem COSMOmic proti experimentalnim hodnotdm. Méné vhodnym
je potom program XLogP3 s koeficientem determinace 0,681. VSechny programy pak maji

velmi podobnou chybu predikce kolem = 0,25 log jednotek.

Zajimavé je, Zze ve srovnani mezi COSMOtherm a COSMOmic vychazi na téchto datech
COSMOtherm mirné 1épe, ale vzhledem k tomu, jak tésny je rozdil a jak maly rozsah hodnoty

LogKsc/w maji tak je skoro neznatelny.
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5. ZAVER

Predikce LogP se nejlépe dafi metoddm QSAR, pfesnéji feceno metoddm KOWWIN
a XLogP3, pricemz hodnoty koeficientu determinace se u vSech metod pohybovaly v rozmezi
0,91 — 0,98. Nejmensi hodnoty determinac¢niho koeficientu 0,912 vykazuje program
COSMOtherm. Tudiz lze usoudit, Ze nejvhodnéjSim programem pro predikci obecné
hydrofobicity jsou programy KOWWIN a XLogP3 pracujici na metod¢ s¢itani piispévki
pro pfedem piipravené fragmenty, pfiCemz prumérné odchylky pro jimi napocitané hodnoty
LogP se daji oc¢ekavat v rozmezi = 0,11 ev. 0,18 log jednotek. Tyto metody se v préaci dale

pouzivaly pro predikci LogKporc/w a LogKsc/w.

Predikce LogKporc/w se nejlépe dafila pomoci linearni regrese s hodnotami LogP
predikovanymi QSAR metodami KOWWIN a XLogP3. Naopak zcela selhala linearni regrese
s pomoci hodnot LogP predikovanych pomoci metody COSMOtherm, coz poukazuje
na velkou citlivost na kvalitu pouzitych hodnot LogP. Nicméné doplnéni strukturnich
informaci o membrané pak metodé¢ COSMOmic umoznilo opét relativné rozumnou predikci
rozdélovacich koeficientii do liposomi LogKporc/w. Hodnoty LogKporc/w 1ze zkoumanymi

metodami predikovat s mensi ptesnosti (kolem + 0,45 log jednotek) neZ pro hodnoty LogP.

Predikce LogKscow se dafila vSem pouzitym metodam skoro stejné, piicemz
prekvapiveé posledni skoncila do té doby nejlepsi metoda XLogP3. Hodnoty determina¢niho
koeficientu se pohybovaly v rozmezi 0,681 az 0,730. Predikce LogKsc/w se zhruba stejné
dafila programy KOWWIN, COSMOtherm a COSMOmic. Hodnoty LogKscw Ize
zkoumanymi metodami predikovat s mensi presnosti (kolem + 0,25 log jednotek) nez pro
hodnoty LogP, ale kvili menSimu rozmezi hodnot jde o relativné vétsi chybu, neZz u

LogKporc/w.

Na zékladé porovnani hodnot predikce LogP, LogKporc/w, LogKsc/w jsme posoudili,
Ze nejvhodnéj$imi programy pro vypocet rozdélovacich koeficientii LogP jsou specializované
QSAR metody, které pocitaji na principu s€itani prispévku funkénich skupin (KOWWIN,
XLogP3). Pro vypocet rozdélovacich koeficientli do liposomii a strata cornea nejsou tak
obsahlé experimentalni hodnoty jako pro vypocty rozdélovacich koeficientli do oktanolu a
program COSMOmic je v takovych podminkdch podobné piesny jako metody zaloZené na

QSAR pro LogP.
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6. SUMMARY

LogP prediction is the best with QSAR methods KOWWIN and XLogP3, whereas Pearson’s
coefficient of determination of all methods is in the range from 0.91 to 0.98. The smallest
value of the coefficient of determination 0.912 has program COSMOtherm. Thus it can be
concluded that the most appropriate programs for predicting hydrophobicity are programs
KOWWIN and XLogP3 working on a method counting the contributions of fragments. LogP
values can be predicted with those methods within £0.11 or 0.18 log units. These methods

were further used for prediction of LogKporc/w and LogKsc/w.

LogKporc/w prediction was the best again with linear regression of the LogP vavues
predicted by QSAR methods KOWWIN and XLogP3. On the other hand, COSMOtherm
failed completely indicating a high sensitivity on the quality of used LogP values. However,
supplementation of structural information about the membrane with COSMOmic method
enabled again relatively reasonable prediction of partition coefficients in liposomes.

LogKporc/w values can be predicted within £0.45 log units.

LogKsc/w prediction was relatively the same with all methods used, while XLogP3
method showed the worst performance. Values of coefficient of determination ranged from
0.681 to 0.730, while the predictions of LogKscw was relatively similar with programs
KOWWIN, COSMOtherm and COSMOmic. LogKsc/w values can be predicted within £0.25

log units, but this error is relatively larger than in the case of LogKporc/w.

The most suitable programs for calculating the partition coefficients LogP are QSAR
methods which works on the principle of counting atomic contributions (KOWWIN,
XLogP3). COSMOmic program shows similar performance to QSAR methods when
predicting partition coefficients into liposomes and stratum corneum as there are not such

extensive experimental datasets as for the calculation of partition coefficients into octanol.
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Seznam zkratek

Kcorw
Kipw
Kimw
Komw
Kscw
LogP
PCscrw

SC

Rozdé€lovaci koeficient korneocyt/voda

Rozd¢lovaci koeficient liposom/voda

Rozdélovaci koeficient matice lipidu/voda ve Stratum Corneum
Rozdé€lovaci koeficient oktanol/voda

Rozdé€lovaci koeficient Stratum Corneum/voda

Logaritmus rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda
Permeabilitni koeficient Stratum Corneum/voda

Stratum Corneum
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8. PRILOHY

Tabulka 8 — Predikované a experimentalni hodnoty LogP a LogKsc/w

Exp. LogP  LogP LogP LogP LogP LogP LogP Exp. LogKscw LogKscw
Sloudeniny CAS Ref. %  ALogP KOWWIN ACD/LogP  milLog XLogP3 COSMOtherm Ref. 14 COSMOmic
Voda 7732-18-5 -1,38 -1,38 -1,38 -0,29 -0,50 -1,43 -0,06 -0,71
Methanol 67-56-1 -0,77 -1,38 -0,63 -0,72 -0,32 -0,50 -0,76 -0,02 0,14
Ethanol 64-17-5 -0,31 -0,40 -0,14 -0,19 0,06 -0,11 -0,09 -0,02 0,60
Propanol 71-23-8 0,25 0,21 0,35 0,34 0,56 0,30 0,64 0,13 1,06
Butanol 71-36-3 0,88 0,84 0,84 0,88 1,12 0,90 1,18 0,17 1,48
Pentanol 71-41-0 1,51 1,47 1,33 1,41 1,62 1,60 1,72 0,34 1,99
Hexanol 111-27-3 2,03 2,03 1,82 1,94 2,13 2,00 2,25 1,56 2,48
Heptanol 111-70-6 2,62 2,53 2,31 2,47 2,63 2,70 2,72 0,97 2,85
Octanol 111-87-5 3,00 3,21 2,81 3,00 3,14 3,00 3,17 1,18 3,44
Progesterone 57-83-0 3,87 3,58 3,67 4,04 3,81 3,90 2,43 1,48 3,26
Pregnenolone 145-13-1 4,22 4,06 3,89 4,52 3,99 4,20 3,66 1,18 3,69
Cortexone 64-85-7 2,88 3,10 3,12 3,41 2,80 2,90 1,98 1,05 2,38
Testosterone 58-22-0 3,32 2,58 3,27 3,47 3,00 3,30 2,17 0,86 2,56
Cortexolone 152-58-9 3,08" 2,79 3,15 2,74 2,53 2,50 2,14 0,86 2,45
Corticosterone 50-22-6 1,94 2,09 1,99 1,76 1,88 1,90 2,55 0,75 2,97
Cortisone 53-06-5 1,47 1,98 1,81 1,44 1,43 1,50 1,24 0,51 2,05
Hydrocortisone 50-23-7 1,61 1,79 1,62 1,43 1,62 1,60 1,58 0,44 2,35
Aldosterone 52-39-1 1,08 1,54 0,5 0,73 1,16 1,10 0,61 0,43 1,70
Estrone 53-16-7 3,13 4,03 3,43 3,69 3,24 3,10 2,97 1,14 3,11
Estradiol 50-28-2 4,01 3,57 3,94 4,13 3,43 4,00 3,66 1,14 3,48
Estriol 50-27-1 2,45 2,54 2,81 2,94 2,51 2,50 3,05 0,86 2,80
Resorcinol 108-46-3 0,80 0,70 1,03 0,76 0,95 0,80 0,82 0,28 1,18
Phenol 108-95-2 1,46 1,39 1,51 1,48 1,46 1,50 1,42 0,76 1,84
p - cresol 106-44-5 1,94 1,95 2,06 1,94 1,91 1,90 1,91 1,05 2,27
0 - cresol 95-48-7 1,95 1,89 2,06 1,94 2,33 2,00 2,05 1,05 2,37
m- cresol 108-39-4 1,96 1,93 1,94 1,88 2,00 1,92 1,05 2,26
m - nitrophenol 554-84-7 2,00 1,92 1,91 1,93 1,39 2,00 2,36 1,11 2,16
p - nitrophenol 100-02-7 1,91 1,93 1,91 1,57 1,42 1,90 2,45 1,13 1,97
0 - chlorophenol 95-57-8 2,15 2,40 2,16 2,04 2,35 2,10 2,41 1,17 2,76
p - bromophenol 106-41-2 2,59 2,50 2,40 2,49 2,27 2,60 2,13 1,46 2,67
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Slouceniny CAS

2 — napthol 135-19-3
2,4 —dichloro-

phenol 120-83-2
Chlorocresol 59-50-7
Chloroxylenol 1321-23-9
Thymol 89-83-8
2,4,6 — trichloro-

phenol 88-06-2
4 - hydroxybenzyl

alcohol 623-05-2
4 — hydroxyphenyl

acetic acid 156-38-7
Acitretin 55079-83-9
Diazepam 439-14-5
4 - acetami-

dophenol 103-90-2
4 - cyanophenol 767-00-0
4 - iodophenol 540-38-5
4 - pentyloxyphenol 18979-53-8
DDT 50-29-3
Flufenamic acid 530-78-9
Nicotinamide 98-92-0
3,4 — xylenol 95-65-8
p - ethylphenol 123-07-9

% . 1, - ,
experimentalni hodnota pouZita z prace *

Exp. LogP
Ref.
2,70

3,06
3,10
3,27
3,30

3,69
0,25

0,75
6,40
2,82

0,46
1,60
2,91
3,50
6,91
5,25
-0,37
2,23
2,58
7

LogP LogP LogP

ALogP KOWWIN ACD/LogP
2,93 2,69 2,71
3,14 2,80 2,99
2,74 2,89
3,14 3,35
3,16 3,28
3,78 3,58
0,53 0,60 0,30
0,93 0,95 0,77
5,20 7,19 5,73
2,63 2,70 2,91
0,51 0,27 1,08
1,68 1,61 1,60
2,92 2,68 2,91
3,57 3,56 3,43
6,29 6,79 5,92
4,60 5,15 5,62
-0,45 -0,45 -0,24
2,41 2,61 2,40
2,54 2,58 2,47
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LogP
miLog
2,64

3,00
2,51
2,89
3,34

3,61
0,80

0,88
5,57
2,74

0,68
1,21
2,54
3,46
6,71
4,84
-0,48
2,28
2,37

LogP LogP
XLogP3 COSMOtherm

2,70 2,39
3,10 2,92
3,10 2,37
2,00 2,82
3,30 341
3,70 3,37
0,20 0,53
0,80 0,32
6,10 5,26
3,00 2,46
0,50 0,18
1,60 0,45
2,90 2,22
3,50 3,68
6,90 5,57
5,20 4,86
-0,40 -0,22
2,20 2,28
2,60 2,39

Exp. LogKsciw
Ref. 4
1,55

1,68
1,73
1,81
1,89

1,98
0,51

0,66
1,85
1,25

0,15
0,35
1,25
1,35
1,95
1,61
0,06
1,26
1,29

LogKsciw
COSMOmic
2,81

3,26
2,78
3,16
3,63

3,73
1,14

0,96
541
3,62

1,30
1,61
2,81
3,88
6,25
5,09
1,04
2,60
2,72



Tabulka 9 — Predikované a experimentalni hodnoty LogKip/w, LogKporc/w

Slougeniny Exp. LogzKSUP/W o LOgKDOPC/W LogP LogP LogP
CAS Ref. Lipid COSMOmic KOWWIN XLogP3 COSMOtherm
Methanol 67-56-1 -0,69 DMPC 0,09 -0,63 -0,50 -1,43
Ethanol 64-17-5 -0,36 DMPC 0,48 -0,14 -0,10 -0,31
Propanol 71-23-8 0,12 DMPC 0,98 0,35 0,30 0,65
Butanol 71-36-3 0,54 - 1,32 0,34 0,90 1,18
Pentanol 71-41-0 1,08 - 1,92 0,84 1,60 1,72
Hexanol 111-27-3 1,72 - 2,43 1,33 2,00 2,25
Heptanol 111-70-6 2,38 - 2,75 1,82 2,70 2,71
Octanol 111-87-5 2,66 - 3,36 2,31 3,00 3,17
2,4,5 - trichlorophenol 95-95-4 4,46 DPPC/DOPC 3,71 3,45 3,70 2,97
2,4,6 - trichlorophenol 88-06-2 3,61 Egg PC 3,73 3,70 3,38
2,4 - dichlorophenol 120-83-2 3,54 DPPC/DOPC 3,27 2,80 3,10 2,91
2,6 - dichlorophenol 87-65-0 2,84 DPPC/DOPC 3,39 2,80 2,70 3,02
3,4,5 - trichlorophenol 609-19-8 4,71 - 3,80 3,45 4,00 3,21
3,4 - dichlorophenol 95-77-2 3,76 - 3,27 2,80 3,30 2,63
Diclofenac 15307-86-5 4,45 DOPC 3,51 4,02 4,40 3,06
5 - phenylvaleric acid 2270-20-4 3,17 DOPC 2,46 3,27 2,70 1,60
Pentachlorophenol 87-86-5 5,10 Egg PC 4,56 4,74 5,10 4,36
Tetrachlorocatechol 1198-55-6 4,41 - 4,39 3,61 4,30 4,12
Salicylic acid 69-72-7 2,59 Egg PC 2,39 2,24 2,30 1,78
2,3,4,5 — tetrachlorophenol 4901-51-3 4,76 - 4,16 4,09 4,20 3,39
2,3,4,6 - tetrachlorophenol 58-90-2 4,46 - 4,12 4,09 4,50 3,77
4 — methyl - 2,6 — dinitrophenol 609-93-8 2,34 - 3,42 2,27 1,70 3,90
Ibuprofen 15687-27-1 3,80 DOPC 3,78 3,79 3,50 3,33
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Exp. LogKLipw LogKborciw LogP LogP LogP

Sloudeniny CAS Ref. % Lipid COSMOmic KOWWIN XLogP3 COSMOtherm
Anthranilic acid 118-92-3 2,08 EPC 2,00 1,36 1,20 0,92
2 - nitrophenol 88-75-5 1,89 - 2,94 1,91 1,80 2,49
4 - nitrophenol 100-02-7 2,72 DOPC 2,52 1,91 1,90 1,62
2,4 - dinitrophenol 51-28-5 2,64 EPC 3,16 1,73 1,70 3,79
3,4 - dinitrophenol 577-71-9 3,17 - 3,68 1,73 1,20 3,27
Warfarin 81-81-2 3,46 DOPC 3,17 2,23 2,70 2,72
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