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ADME :

Absorpce — Distribuce — Metabolismus —
Exckrece

Screening ADME vlastnosti je stejné dulezité
jako screening biologickeé aktivity latek.



Velké farmaeutické firmy jsou schopny za rok
otestovat vice nez 3 000 000 novych molekul na
biologickou aktivitu.

Priblizné 30 000 prokaze dobrou aktivitu.
Vétsina z nich, jakkoliv jsou ucinné, nema
potrebné vlastnosti z hlediska fyzikalniho,
metabolického nebo toxikologického.

Priblizné 30 z nich projde do faze klinického
hodnoceni.

0 - 3 z nich jsou pak uvedeny na trh jako IécCiva.
Priblizné 30% farmakologickych testovani je
zastaveno kvuli problémum s ADME.



,A“z ADME (Absorpce)

vlastnosti ovliviaujici absorpci:
acido-basicky charakter
lipopfilita

rozpustnost

membranova permeabilita



Transportni model:
permeabilita — rozpustnost - ionizace —
pH-rozdélovaci hypotéza

Pasivni difuze: dusledek difuzivity a
koncentracniho gradientu

lonizovatelné molekuly musi byt pri permeaci v
neionizovaném stavu.

Mnozstvi neionizované formy je zavislé na pH.



MEMBRANE

ACCEPTOR

dC /dx=(C_°-C_")/h

FICK'S FIRST LAW
flux=D_ dC_/dx

_ h
=D,_(C,°-C")/h

=D_K,(C,-C,)/h
=P, (C;-C,)

Figure 2.1 Transport model diagram, depicting two aqueous cells separated by a membrane barrier. The
drug molecules are introduced in the donor cell. The concentration gradient in the membrane drives the
molecules 1n the direction of the acceptor compartment. The apparent partition coefficient, K; = 2.
[Avdeet, A., Curr. Topics Med. Chem., 1, 277-351 (2001). Reproduced with permission from Bentham
Science Publishers, Ltd.]



C. 0 C_PM:koncentrace neionizované formy v
membrané (tézko se da stanovit)

h : tloustka membrany

logK : rozdélovaci koeficient lipidy/voda

Cp, C, : koncentrace neionizované formy ve
vodé (jednoduse se stanovi pomoci HPLC)
D : difuzivita

P, : permeabilita

D, K
Pm — e
/




Fyziologické vlastnosti GIT
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Jejunum + ileum > 99% povrchu absorpce

Cas potfebny pro prichod:

Prazdny zaludek: vodny roztok 5 - 20 min
pevna strava 0,5 - 3 hod
tucna strava az 13 hod

Jejunum +ileum : 3 - 5 hod

Kolon: 7 - 20 hod (zalezi na ¢ase spanku)

pokles pH v kolonu muze byt zptisoben krdtkymi
mastnymi kyselinami produkovanymi strevni
mikroflorou
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Figure 2.5 Schematic of the structure of epithelial cells, based on several literature sources [55,63,69,73,74,76,78.,79].
The tight junctions and the basement membrane appear to be slightly ion-selective (lined with some negatively charged
groups) [75,76,79]. [Avdeel, A., Curr. Topics Med. Chem., 1, 277-351 (2001). Reproduced with permission from
Bentham Science Publishers, Ltd.]



-glycocalyx zpomaluje absorpci lipofilnich
molekul

-zonula occludens (tight junction) umoznuje
volny pruchod malym molekulam (< 200 Da)

-pozitivné nabité molekuly maji lepsi
permeabilitu pres bazalni membranu

-kyselé pH mikroklima v mukozni vrstve
usnadnujeé permeaci slabych kyselin



pH nitrobunécnych struktur:

TABLE 2.1 Intracellular pH Environment

Intracellular Compartment pH

Mitocondria 8.0

Cytosol 7.2-74
Endoplasmic reticulum 7.1-7.2
Golgi 6.2-7.0
Endosomes 3.5-6.0
Secretory granules 5.0-6.0
Lysosomes 45-5.0




Structura oktanolu.
Oktanol slouzi dlouha léta jako model membrany
Oktanol nasyceny vodou:

klastry oktanol-voda umoznuji vstup i
nydrofilnich latek, dokonce i malému mnozstvi
atek ionizovanych




Klasifikacni systém biofarmaceutik (BCS)

Ctyfi tfidy BCS podle rozpustnosti a permeability
Pro klasifikaci plati:

Rozpustnost je mnozstvi vody potrebné k
rozpusténi nejvyssi jednotlivou davku pri
takovém pH v rozmezi (1-8), pri kterém je
rozpustnost latky nejhorsi:

nizka s > 250 ml > vysoka s

Permeabilita je stanovovana v lidském jejunu in
VIVO

vysoka > 104 > nizka



Biopharmaceutics classification system (BCS)

HIGH SOLUBILITY LOW SOLUBILITY
CLASS 1 (amphiphilic) 2| CLASS 2 (lipophilic) ©

diltiazem antipyrine flurbiprofen ketoprofen
labetolol glucose naproxen desipramine
HIGH captopril L-dopa diclofenac itraconazole
PERMEABILITY enalapril piroxicam
metoprolol carbamazepine
propranolol phenytoin
phenylalanine namil
CLASS 3 (hydrophilic) c g NN B0
LOW famotidine atenolol terfenedine

cimetidine acyclovir furosemide
PERMEABILITY ranitidine nadolol cyclosporine
hydrochlorothiazide

4 RATE OF DISSOLUTION limits in vivo absorption
b SOLUBILITY limits absorption flux
p — ¢ PERMEABILITY is rate determining

9 No IVIV { in vitro - in vivo) correlation expected



lonizace

Slabé kyseliny a zasady se v roztocich ionizuji
pouze z casti v zavislosti na pH prostredi.

pH prostredi tedy urcuje mnozstvi neionizované
formy potrebné pro absorpci.

Termodynamickym parametrem tohoto procesu je
disociacni konstanta K, (pK,).

Znalost pK, latky je velice dulezita — pomuze
predvidat chovani latky v procesech absorpce,
distribuce i exkrece.



lonizace Priklad

pH moce (normalné 5,7-5,8) muze byt jednoduse
zmeneno peroralnim podanim NH,Cl nebo
NaHCO; k usnadnéni exkrece ionizovatelnych
latek v pripadé intoxikace.

Slabé kyseliny jsou extrahovany do zasadité moce,
slabé zasady do kyselé moce.



Henderson-Hasselbachova rovnice
termodynamické rovnovahy pro slabé kyseliny,
baze a diproticky amfolyt:

A - _[AT]HT
HA <= A~ +H Ko =15 (3.1)
B]H"]
BH" & B + H' Ko = (3.2)
XH; <> XH +H Kat = —rms (3.3)
X][HY]
XH & X H} Ko == XH | {;4)

negativhim zlogaritmovanim ziskame Henderson-
Hasselbachovy rovnice:



Henderson-Hasselbachovy rovnice

HA

pK, = pH + log -'A - (3.5)
BH™! |

pK, = pH + log- B ' (3.6)
XH; ]

pK, = pH + l{':ng'_x[_‘[‘_' (3.7)
SH]

pK, = pH + log -'X - (3.8)

pH = pK, : koncentrace ionizované a neionizované
formy je stejna

pH = pK, — 2 : pomeér (1:100) 99,9% neionizovano
pH = pK, + 2 : pomeér (100:1) 99,9% ionizovano




Konstantni iontové prostredi pro stanoveni
lontova sila roztoku ovlivhuje miru disociace.

Stanovovani pK, musi proto probihat ve
standardizovaném prostredi:

0,15 M roztok KCl nebo NaCl jsou vyhodné pro
predikci chovani v organismu (fyziologické
podminky)



Potentiometrické méreni
Titrace vodného roztoku s pridavkem 0,15 M KCl

nebo NaCl
standardnim roztokem HCI nebo KOH/NaOH

Je vytvorena potenciometricka titracni krivka.

V pripadé multiprotickych latek muze byt ale
analyza titracni krivky zavadéjici!

Musi byt provedena Bjerrumova analyza:



Postup Bjerrumovy analyzy:
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Postup Bjerrumovy analyzy:

1. Vytvori se krivka vznikla odectenim titracni
krivky bez vzorku (blank) od titracni krivky se
vzorkem (b)

2. obrati se osy x za y (c)

3. Spotreba se prevede na pomeér ionizovatelnych
vodiku (pocet odvodime od struktury):

Provede se diference mezi celkovym poctem
ionizovatelnych vodiku a aktualné ionizovanych
vodiku. Rovnovazny stav vzdy mezi dvéma vodiky
odpovida pfislusné hodnoteée pK, (d)



Problémy s rozpustnosti:

Mnoho biologicky aktivnich latek je velmi Spatné
rozpustnych ve vode.

> 100 uM: zadné problémy pri potentiometrii

10 — 100 uM: Ize merit pouze pokud je elektroda
vekmi peclivé nakalibrovana

< 10 uM: je nutno pouzit prostredi smesi
rozpoustedel



Smeési organické rozpostédlo-voda:

alkohol - voda (methanol, ethanol, propanol)
dimethylsulfoxid (DMSO) — voda
dioxan —voda

Nameérené hodnoty ve smeési muzeme
extrapolovat na hodnoty v samotné vodé pomoci
strukturné podobnych standardu



Spectroscopicka stanoveni (UV-VIS):
nutny chromofor spojeny s ionizovatelnymi
skupinami

vynesou se krivky zavislosti molarni absorbance
na pH v sirokém spektru vinovych délek

je potreba najit vinové délky pri kterych se projevi
Zzmeéna absorbance nejvice

pro kazdou latku je potreba vyvinout specifickou
metodu



Kapilarni elektroforéza
mobilita ionizovatelnych latek zavisi na pK,

sestroji se krivky zavislosti zmeérené mobility na pH

krivky maji sigmoidealni tvar, hodnota pH v
inflexnim bodé odpovida pK,



Makrokonstanty / mikrokonstanty

Nekteré multiprotické molekuly umoznuiji vice
tautomernich moznosti usporadani struktury se
stejnym stupném ionizace.

Zmerené hodnoty pK, jsou pak prumeérné
hodnoty nekolika hodnot dilcich procesu — jsou to
makrokonstanty.

Mikrokonstanty mohou byt stanoveny
porovnanim mnoha sérii méreni v riznych
smeésich rozpoustédel (pridavkem kosolventu se
posouva kazda pK, o ruznou hodnotu) a UV-VIS
detekci zmén chromoford.



Makrokonstanty / mikrokonstanty (cetirizin)
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Rozdélovani do oktanolu

P — rozdélovaci koeficient

D — skutecny rozdéelovaci koeficient (distribucni
coeficient (zavisi na pH)

HA < HAorg) (B < B(org))
p. . HA©RG) p. _ Borg)
e HA] ’ B

latky, které se neionizuji, mohou byt jednoduse
primo stanoveny



Rozdelovani do oktanolu
ionizovatelné molekuly se rozdeéeli take, avsak v
mnohem mensim meritku:

g f * f
A - A(ORG} (BH™ - BH(ORG})

:
{A(ORG}} {BH(ORGJ
P, = —— Ppn = BHT)

_A J



Rozdélovani
do oktanolu:
Propranolol

logPl

% 1S

N

D .

(aqueous phase) H 1 ogPN




Rozdelovani do oktanolu

diff (log PN ') = log P — log P' = |pK°® — pK,

Rozdily mezi ionizovanou a neiozovanou formou:
Rozdil mezi jednotlivymi rozdélovacimi koeficienty
je roven rozdilu mezi jednotlivymi pK,




logD
Distribucni koeficient D se uziva pro ionizovatelné
molekuly

5 — (X(ora)] + [XHorg)] + XHaora)]" + - -+)/(X] + [XH] + [XHy] + - - )
-
(a)
4 log Py, ibuprofen
profily lipofility: 3 m
Q 2 HsC
)
Q2 1 log Pj
O = 0.156 M KCI
1k
pKa




Vytrepavaci metoda
koncentrace je stanovena ve vodné fazi (HPLC)

HPLC metody

retencni €as pri pouziti hydrofobni kolony a
vodného pufru jako mobilni faze je umeérny
lipofilité

hodnoty logP mohou byt vypocteny z retencnich
Casu s pouzitim standardu (strukturné podobnych
latek se znamym logP)



metoda zalozena na stanoveni pK,

titrace latky v obou fazich dohromady
Bjerrumova analyza je vytvorena pro
potenciometrické krivky pro oktanol/vodu a

samotnou vodu zvlast

Rozdil mezi pKa ve vodé a zmérenou pKa ve smesi
je rovna rozdelovacimu koeficientu
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Rozdélovani do liposomu
liposomy jsou podobnéjsi skutecné membraneé
rozdéleni mezi membranu a vodné prostredi

_B H}
} By | } mem _ L~ (mem)]|
Bf{nmnﬂ Bimﬂ"} ~H ﬁ;? - _B}{}

(mem)



Rozdélovani

do

liposomu




Rozdélovani BULK WATER 78 (1=0)

do liposomu 75 (1=0.15M)
Zmeny 40-50

. . , (positive electrostatics)
dielektrickych \ Y.

, 34 (1=0.03M)
vlastnosti Ioio . ioﬁ_gi 29 (1=0.5M)
fo SfO | | p|d OVé o Q o< o ¢ (negative electrostatics)

O H:N+ O—{
vrstvy 5 Ho% . 20-25
0 c 0 o (carbonyl H-bond acceptors)
/
Y, ) 10

(cis double bonds)

2

(hydrocarbon core)



Rozdélovani do liposomu
Liposomy jsou pridany do definovaného roztoku
latky

po ustaleni rovnovahy jsou liposomy odstranény:
dialyzou

ultrafiltraci

centrifugaci

Mnozstvi, které zustalo ve vodné fazi je stanoveno



Rozdélovani do liposomu
rozdélovani do liposomu muze byt také odvozeno
od hodnot logP slozitym matematickym procesem



Rozdélovani do liposomu

slozita nelinearni zavislost
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Rozpustnost
Rozpustnost ionizovatelnych latek zavisi na pKa
monoprotické latky:

S—IAT+HA] oS [B]+ [BH']
HA] K, gy BIH
S = ——1 HA orS =B —
_H - - ‘ Kﬂ
(K, o J[HY
= [HA] | =+ 1 or — B -
— S[}( 10 pK.+pH | ] ) (f}I’ — S[]{ 10 tpK.—pH 1 })

diproticky amfolyt:
S = [X7] + [XH] + [XH;]

S = So(1 + 10 PRatPH 4o fpRa—pH)



Rozpustnost

mnoho experimentalnich problému:
krystalicka/amorfni forma

amorfie

oolymorfismus

oevne solvaty

crystalové kosolventy

tvorba agregatu v roztoku

tvorba micel u povrchové aktivnich latek




Vytrepavaci metoda
termostatovany nasyceny roztok je protrepavan
mezi fazemi (pevnd/roztok)

dlouhy ¢as ustaveni rovnovahy (12h — 7 dni)

koncentrace ve vodni fazi je stanovena HPLC po
mikrofiltraci a centrifugaci (oddéleni pevné faze)



Membranova permeabilita

V nejjednopdussim modelu mizeme permeabilitu
linearné odvodit od rozdélovaciho koeficientu
membrana-voda

Vv praxi se casto objevuje nelinearita:
-nepromichana vodni vrstva

-hydrofilni pory v membrané

-zadrzeni lipofilnich latek uvnitr membrany
-mikrokrystalické srazeni uvnitf membrany
-gradient pH uvnitf membrany

-vodikové vazby, elektrostatické a hydrofobni
interakce mezi latkou a slozkami membrany
-naboj na povrchu membrany



Membranova permeabilita

dalsi problémy in vivo:

-rozdilné slozeni vnitfni a vnéjsi vrstvy
membranové dvouvrstvy

-aktivni transportéry

-efluxni systémy P-gp

-aktivni enzymy v membrané — moznost
metabolizace latky béhem permeace



Modely s umélou membranou

Paralelni testovani na umélé membrané (Paralell
artificial-membrane permeability assay - PAMPA)
-sendvicoveé mikrodesticky pokryté fosfolipidovou
membranou

-slozeni fosfolipidu blizké skutecné membrané
-umoznuje high-throughoutput screening

Modely s bunécnou vrstvou
permeace pres jednobunécné vrstvy, napfr.
kultivovanych caco-2 epitelialnich bunék



