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Wykaz stosowanych skrotow

a — polaryzowalnos¢

AD — obszar zastosowania modelu

BMC - Biopartitioning Micellar Chromatography

Brij 35 — eter laurylowy glikolu polioksyetylenowego (23)

cmce — krytyczne stezenie micelizacji

CTAB - bromek cetylotrimetyloamoniowy

Caco-2 — parametr wchianiania w jelitach

fubrain — Wolna (niezwigzana) frakcja w mozgu

Juplasma — wolna (niezwigzana) frakcja w osoczu

HBA — liczba akceptoréw wigzania wodorowego

HBD — liczba donoréw wigzania wodorowego

TAM — immobilizowana sztuczna membrana

LADME - uwolnienie, wchtanianie, dystrybucja, metabolizm oraz wydalanie/eliminacja
substancji bioaktywne;j

LD — dawka $miertelna

log BB — logarytm ze stalej podzialu w uktadzie krew-mozg

log k — logarytm ze wspotczynnika retencji w technikach kolumnowych
log K — logarytm ze stalej podziatu

log Kns4 — logarytm ze stalej wigzania z albuming

log K, — logarytm ze statej przenikania przez skore z roztworéw wodnych
log K. — logarytm ze statej podzialu w uktadzie woda-skora

log K ce— logarytm ze statej przenikania do komérek roslinnych

log Pus4 — logarytm ze wspotczynnika podzialu w uktadzie woda-albumina
log Possv — logarytm ze wspotczynnika podzialu w uktadzie n-oktanol/woda
log P, p.— logarytm ze wspoétczynnika podziatu w uktadzie woda-kutykula
MLC — micelarna chromatografia cieczowa

MLR - wielokrotna regresja liniowa

MSE — §$redni blad kwadratowy

MW — masa czasteczki

NRB — liczba wigzan rotacyjnych

OECD - Organizacja Wspotpracy Gospodarczej 1 Rozwoju

p — prawdopodobienstwo testowe

P — parachora

PCA — analiza gtownych sktadowych

PRESS — przewidywany blad resztowy sumy kwadratow

QRARs — iloéciowe zalezno$ci miedzy retencjg a aktywnos$cia biologiczng
QSARs —ilosciowe zaleznosci miedzy struktura a aktywnoscia biologiczng
R — wspotczynnik korelacji

R? — wspolczynnik determinacji

Ry — parametr retencji w technikach planarnych



RP LC — chromatografia cieczowa w odwréconym uktadzie faz
sd — odchylenie standardowe

SDS — dodecylosiarczan sodu

TLC — chromatografia cienkowarstwowa

TPSA — topologiczne pole powierzchni polarnej

Vi — objetos¢ dystrybucii

VIF — wspotczynnik wariancji inflacji

v/v — utamek objetosciowy



Uzasadnienie wyboru tematu

Wspolczesna nauka, poza realizacja badan podstawowych, powinna odpowiadaé¢ na
potrzeby spoteczenstwa. Niestety, najbardziej istotne problemy pozostajg niezmienne od
wielu lat 1 wcigz istnieje potrzeba ich rozwigzania. Za gtowne globalne problemy spoleczne
uznaje si¢: ubdstwo, zmiany klimatyczne, gtdd i braki zywnosci, kryzys migracyjny, wptyw
pandemii na gospodarke, choroby i brak dost¢gpu do opieki zdrowotnej (Top 20 Current
Global Issues We Must Address, n.d.). Przeprowadzane badania naukowe powinny
przyczynia¢ si¢ do podniesienia poziomu zycia oraz rozwoju spoteczenstwa. Poszukiwanie,
synteza 1 analiza substancji aktywnych biologicznie moze stanowi¢ odpowiedz na czg¢$é
z przedstawionych problemow. Polepszenie jakos$ci ludzkiego zycia jest mozliwe dzicki takim
substancjom jak nowe leki, pozwalajgce ograniczy¢ bol, pokona¢ nowotwory, czy choéby
przyspiesza¢ zwalczanie roznorodnych infekcji. Ograniczanie problemu glodu i1 dostgpnosci
jedzenia jest $cisle powiazane z wykorzystywaniem pestycyddw, zwlaszcza w krajach, gdzie
plony sg ubogie. Oczywiscie, stosowane zwiazki ochrony roslin powinny jak w najmniejszym
stopniu zanieczyszczac srodowisko i nie wplywaé na jego bior6znorodnos¢.

Substancje biologicznie aktywne oddziatluja na kazdy zywy organizm. Synteza tego
typu zwigzkéw powinna prowadzi¢ do uzyskania substancji, ktorych wiasciwosci pozadane
znacznie przewyzszaja niepozadane. Reguta Lipinskiego, zmodyfikowana, rozszerzona
1 bardziej szczegdlowa, ale wcigz powszechnie stosowana, pozwala na zaplanowanie kierunku
syntezy, ktory przyniesie oczekiwane efekty, tj. pozadang aktywnos$¢ biologiczng substancii.
Wedlug oryginalnie zaprezentowanej reguly zwigzek chemiczny powinien spetniac
nastepujace kryteria: w jego czasteczce musi by¢ nie wigeej niz pig¢ donordw 1 nie wigeej niz
dziesi¢¢ akceptorow wigzania wodorowego, masa czgsteczki nie moze przekracza¢ 500 Da,
a wyliczona warto$¢ parametru log P4, nie moze by¢ wyzsza niz pig¢ (Lipinski et al., 2001).
Wymagania stawiane potencjalnie bioaktywnym substancjom zostaly uszczegodtowione
1 rozszerzone w celu zwigkszenia prawdopodobienstwa aktywnosci i dostepnosci biologicznej
zwigzkow. Jedne z pierwszych uscislen ustalaly przedziat wartosci wspotczynnika podziatu
log Posy od -0,4 do 5,6; zakres masy molowej od 180 do 480 Da oraz dodatkowo
wprowadzaly ograniczenie liczby atoméw w badanej czasteczce od 20 do 70, a takze zakres
refrakcji molowej od 40 do 130 m? mol™ (Ghose et al., 1999). Wedtug Vebera i wsp. o dobrej
biodostgpnosci po podaniu doustnym decydujg gtownie dwa kryteria: obecno$¢ dziesigciu lub

mniej wigzan rotacyjnych w czasteczce oraz pole powierzchni polarnej nie wieksze od 140 A2
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(Veber et al., 2002). Stosowanie przedstawionych regul znacznie utatwia proces poszukiwania
nowych substancji leczniczych oraz $rodkow ochrony ro$lin. Jednak kazda z nowo
uzyskanych substancji musi zosta¢ poddana weryfikacji eksperymentalnej oraz ocenie, czy
wymagane dzialanie faktycznie wystepuje. Oczywistym jest, ze w dalszej cze$ci badan
klinicznych trudno jest wyeliminowa¢ badania na zwierzgtach, pomimo ich watpliwej
etyczno$ci oraz wysokich kosztéw. Nalezy jednak uczyni¢ wszystko, zeby unika¢ ich
w czasie badan przesiewowych, a przynajmniej znacznie je ograniczac.

Wymienione powyzej kryteria decyduja o przebiegu procesow farmakokinetycznych,
ktore zachodzg po wprowadzeniu do ustroju substancji biologicznie aktywnej. Do gtéwnych
procesow zalicza si¢ uwolnienie substancji aktywnej, jej wchlanianie, dystrybucje,
metabolizm oraz wydalanie z organizmu (LADME) (Lentz et al., 2013; Rein et al., 2013;
Roberts, 2003; Ruiz-Garcia et al., 2008). W celu wywolania pozadanego efektu substancja
aktywna przekracza w organizmie rézne bariery biologiczne, co oznacza, ze umiejetnosc
przewidywania jej przenikania przez wspomniane bariery jest absolutnie konieczna.
Substancje aktywne sa zdolne do przenikania przez blony komorkowe zaréwno poprzez
transport aktywny, jak 1 znacznie czes$ciej wystepujgcy transport bierny. W takim przypadku
transport substancji poprzez membrane zalezy od jej wlasciwosci fizykochemicznych, takich
jak lipofilowos$¢, wielko$¢ czgsteczki, wspdlczynnik podzialu, czy gradient stgzen
(Grabowski, 2015).

Przenikanie poprzez bariere krew-moézg nalezy do najwazniejszych drog transportu,
poniewaz decyduje, czy substancja bedzie oddzialywa¢ na o§rodkowy uktad nerwowy. O ile
takie dziatania powinno by¢ wywotywane przez niektore leki, o tyle w przypadku lekow
dzialajacych obwodowo przenikanie przez wspomniang barier¢ jest zaliczane do dzialan
niepozadanych. Srodki ochrony roslin réwniez nie powinny oddziatywa¢ na osrodkowy uktad
nerwowy. W obu przypadkach ocena zdolnosci substancji do przenikania poprzez bariere
krew-mozg jest niezbg¢dna i powinna zosta przedstawiona juz na poczatkowym etapie badan
(Ajay et al., 1999; Feher et al., 2000; Geldenhuys et al., 2015). Pomimo tego, ze proces
przekraczania tej bariery jest ztozony, wspolcze$nie wiadomo, ze umiarkowanie lipofilowe
substancje ulegaja transportowi biernemu (Mouritsen & Jorgensen, 1998; Seddon et al., 2009;
Wolak & Thorne, 2013). Parametr log BB, wyznaczany jako stosunek stgzenia substancji
bioaktywnej w mézgu do jej st¢zenia we krwi w stanie rOwnowagi, wykorzystywany jest do
opisywania wplywu badanej substancji na osrodkowy uklad nerwowy (Iyer et al., 2002).

Tradycyjny sposéb jego wyznaczania zalicza si¢ do metod drogich, pracochtonnych oraz
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wymagajacych testowania na ludziach lub zwierzetach, dlatego wspdlczesnie zaleca si¢
stosowanie metod posrednich. Podczas opisywania proceséw transportu substancji oraz jej
przenikania przez barier¢ krew-mozg wykorzystywane sg rdwniez parametry fu brain 1 fuplasmas
charakteryzujace stezenie niezwigzanej frakcji substancji w — odpowiednio — mozgu i1 osoczu
(Y. C. Chen et al., 2019; Fridén et al., 2010).

Zdolno$¢ substancji aktywnych biologicznie do wigzania z biatkami krwi jest
niezb¢dna do ich transportu w organizmie (Tesseromatis & Alevizou, 2008). Najwigkszy
udziat wsrod biatek wystepujacych w osoczu ludzkim ma albumina. Informacja dotyczaca
wigzania analizowanej substancji z albuming pozwala na przewidywanie jej whasciwosci
farmakokinetycznych (Vuignier et al., 2010). Najczesciej stosowanymi parametrami do opisu
tej zdolnos$ci sg logarytm ze stalej wigzania albumina-substancja (oznaczany jako log Kgsa lub
log K, ns4) oraz logarytm ze wspotczynnika podzialu substancji pomigdzy wode¢ a albuming
(log Prs4 lub log Py,nus4). Podczas analizowania wigzania substancji z albuming nalezy
pamicta¢, ze istnienie takiego polaczenia jest zalezne od mozliwosci przyjecia przez
substancj¢ odpowiedniej konformacji, a wigc od jej wilasciwosci sterycznych
(Fasano et al., 2005; Yamasaki et al., 2013; Yang et al., 2014).

Bardzo istotnym procesem po wprowadzeniu substancji bioaktywnej do organizmu
jest wchlanianie zwrotne. Wigkszo$¢ zwiazkéw z grupy substancji leczniczych po podaniu
doustnym ulega wchlanianiu dopiero w jelitach, a nastgpnie transportowi do krwi
(Azman et al., 2022; Dahlgren & Lennernds, 2019; O’Shea et al., 2022). Powszechnie
stosowanym parametrem opisujacym ten proces jest Caco-2 (Camenisch et al., 1998). Nalezy
rowniez pamigta¢, ze nie wszystkie leki sg podawane doustnie. W przypadku substancji
leczniczych zawartych w roznego rodzaju kremach lub masciach istotna jest znajomosé
parametrow charakteryzujacego przenikanie przez skore, do ktoérych nalezy logarytm ze stalej
przenikania przez skore z roztworow wodnych (log K,) (C. P. Chen et al., 2018; Prausnitz &
Langer, 2008), czy ze statej podziatu w ukladzie woda-skora (log K) (Aggarwal et al., 2015;
Kerns & Di, 2003). Wazna jest takze mozliwos¢ przewidywania iloSci substancji aktywnej
w organizmie na podstawie pomiaru jej chwilowego stezenia w osoczu, opisywana przez
objetos¢ dystrybucji (V) (Chan et al., 2018; Toutain & Bousquet-M¢élou, 2004).

Wyznaczenie parametréw farmakokinetycznych scharakteryzowanych powyzej jest
bardzo istotne zaréwno dla zwiazkéw o dzialaniu leczniczym, jak i dla srodkéw ochrony
roslin. W przypadku potencjalnych lekow wymienione parametry opisuja losy substancji

aktywnych po ich celowym wprowadzeniu do organizmu ludzkiego (Betarbet et al., 2000;
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Goulson et al., 2015; Joko et al., 2023; Matsuzaki et al., 2023). Nie mozna natomiast
wykluczy¢, ze potencjalne pestycydy rowniez dostang si¢ do uktadu pokarmowego ludzi lub
zwierzat, chocby poprzez nieprzestrzeganie wymaganych okreséw karencji lub niestaranne
przygotowanie produktow roslinnych do spozycia. Znajomo$¢ wspomnianych parametrow dla
srodkow ochrony ro$lin pozwala na ocene ich toksycznosci w stosunku do ludzi 1 zwierzat.
Ponadto istnieje mozliwo$¢ wyznaczenia parametrow farmakokinetycznych odnoszacych sig¢
glownie do tej grupy bioaktywnych substancji, takich jak logarytmu ze stalej przenikania do
komorek roslinnych (log Ki..u1) (Platts et al., 2000) lub ze wspotczynnika podziatu pomigdzy
wode a nabtonek (kutykule) rosliny (log Pwc) (Baur et al., 1997).

Istotnym parametrem toksycznosci jest dawka $miertelna LDsg, oznaczajaca dawke
potrzebna do spowodowania $mierci 50% osobnikéw danej populacji po przyjgciu substancji
aktywne] wskazang drogg. W badaniach najczgsciej wykorzystuje si¢ myszy lub szczury,
a dawke mozna zaaplikowa¢ doustnie, podskérnie lub dozylnie (Karlsson, 1996; Quiiiones-
Torrelo et al., 2001).

Aktywno$¢ biologiczna danego zwigzku jest zalezna od kilku czynnikdéw: jego
lipofilowosci, efektow sterycznych oraz elektronowych, czyli — najkrocej ujmujac — od jego
budowy. Zdolno$¢ substancji do rozpuszczania si¢ w rozpuszczalnikach niepolarnych
(lipofilowos$¢) czgsto okazuje si¢ najbardziej istotng wlasciwoscia, decydujaca o jej
bioaktywnosci (Grassy & Chavanieu, 2011; Rutkowska et al., 2013). Zwiazki aktywne
biologicznie muszg by¢ lipofilowe, zeby byty zdolne do przekraczania bton komorkowych,
zbudowanych z dwuwarstwy lipidowej. Zbyt mata lipofilowo$¢ czasteczki nie pozwoli na
zblizenie si¢ jej do btony, a zbyt duza sprawi, ze czasteczka najprawdopodobniej utknie
w blonie, zamiast jg przekroczy¢. Ograniczenia te powoduja, ze okreslenie lipofilowosci jest
konieczne do okreSlenia potencjalu nowego leku/pestycydu. Za najbardziej popularny
parametr stosowany do tego celu uznaje si¢ logarytm ze wspdlczynnika podziatu substancji
w uktadzie n-oktanol/woda (log Posy) (Valkd, 2016). Metoda jego bezposredniego pomiaru
wymaga jednak dysponowania znaczna iloscig czystych substancji, precyzyjnym sprze¢tem
pomiarowym, oprocz tego jest zmuda, czasochtonna oraz kosztowna. Jako alternatywne do
oceny lipofilowosci zostaly zaproponowane metody chromatograficzne, w ktorych
wspodtczynniki retencji sg $ci§le zalezne od wspotczynnika podzialu Nernsta, opisujacego
zalezno$¢ pomiedzy stezeniami substancji w dwoch niemieszajacych si¢ rozpuszczalnikach
(Soares et al.,, 2022). Roéwnanie typu Collandera wskazuje na istnienie zaleznosci

prostoliniowej pomigdzy wspotczynnikami podziatu dla danej substancji w réznych uktadach
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dwufazowych (Collander et al.,, 1951). Zwiazek pomigdzy wspolczynnikiem log Posy
a parametrem chromatograficznym log k. (opisujacym retencje substancji w czystej wodzie
jako fazie ruchomej) ma nastgpujaca postac:

log Posy = alog ki, + const. (1)

Wyprowadzenie powyzszego rOwnania opiera si¢ na przekonaniu, ze te same
oddziatywania migdzyczasteczkowe determinuja zachowanie czasteczki zard6wno w uktadach
biologicznych, jak i chromatograficznych. Co wigcej, rozwéj nauki i techniki umozliwia
obecnie wykonywanie pomiarow chromatograficznych w uktadach imitujacych biologiczne.

Modyfikacji klasycznej chromatografii w odwréconym uktadzie faz dokonuje si¢ albo
poprzez zastosowanie specjalnych kolumn chromatograficznych, wypeklionych ztozem
z immobilizowanym cholesterolem, albuminami, fosfolipidami etc. (Ayouni et al., 2005;
Sagandykova et al.,, 2018) albo poprzez zmian¢ faz ruchomych na fazy micelarne
(Kalyankar et al., 2014; Rambla-Alegre, 2012; Ruiz-Angel et al., 2009; Tsopelas et al., 2020).
Przedstawione wlasciwosci metod chromatograficznych powoduja, ze podczas poszukiwania
substancji biologicznie aktywnych sa one uwazane za metody in vitro (Balouiri et al., 2016;
Duijsens et al.,, 2023; Kraft et al., 2020). Szerszy opis metod chromatograficznych
wykorzystanych podczas niniejszego projektu badawczego mozna znalez¢ w sekcji ,,Metody
badawcze”.

Istnienie zaleznosci pomigdzy aktywnos$cia biologiczng substancji a jej struktura
czgsteczkowg jest znane juz od XIX wieku. Metoda Quantitative Structure (Retention)-
Activity Relationships (QSARs/QRARs) opiera si¢ na tym =zaloZzeniu 1 skupia na
poszukiwaniu wieloczynnikowych powiazan pomiedzy wlasciwosciami biologicznymi
a parametrami fizykochemicznymi grupy substancji o zblizonych strukturach (Hansch, 1969,
1993). Niewatpliwg zaletg tej metody sg jej zdolnos$ci predykcyjne — wyprowadzone modele
mozna z powodzeniem zastosowaé do przewidywania parametréw biologicznych substancji
o podobnej budowie, ktore nie zostaty jeszcze zsyntezowane. ROwnania matematyczne
uzyskiwane z wykorzystaniem QS(R)ARs przedstawiajg aktywnos$¢ biologiczng substancji
jako funkcje jej parametrow fizykochemicznych z zaloZzeniem, Zze aktywnos$¢ biologiczna jest
zdefiniowana ilosciowo, jako minimalne stgzenie substancji wywolujace dany efekt
biologiczny (Kaliszan, 1987). Poza lipofilowoscia do réwnan wprowadza si¢ rowniez
parametry steryczne 1 elektronowe. Pierwsze z nich opisuja wlasciwosci czasteczki

wynikajace z jej budowy przestrzennej (czasteczka nie jest punktem), a drugie — efekt
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obecnosci chmury elektronowej, otaczajacej jadra atomowe. Opis metody zostat
przedstawiony w sekcji ,,Metody badawcze”.

Substancje badane w ramach niniejszej pracy doktorskiej zostaly zsyntezowane na
Uniwersytecie Medycznym w Lublinie (pochodne azoli) oraz w Zakladzie Chemii
Organicznej Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej (pochodne kwasow karbaminowego
1 fenoksyoctowego). Przer6zne wlasciwosci lecznicze substancji z grupy triazoli powoduja, ze
warto je rozwaza¢ jako potencjalne leki. Zwigzki te charakteryzuja si¢ obiecujacymi
wlasciwosciami przeciwnowotworowymi, przeciwwirusowymi oraz przeciwbolowymi. Czg$¢
z nich jest zaliczana do kandydatéw na srodki przeciwnowotworowe, zwlaszcza w leczeniu
raka piersi, szyjki macicy, jajnika, pluc, gardta, jezyka, czy w terapii szpiczaka mnogiego.
Dodatkowg zaleta badanych pochodnych triazoli jest ich niska toksycznos$¢ w stosunku do
komorek niezmienionych nowotworowo, m.in. erytrocytow (Janicka et al., 2013; K. Sztanke
et al., 2011; M. Sztanke, Rzymowska et al., 2019; M. Sztanke, Sztanke et al., 2019). Szerokie
spektrum ich potencjalnych zastosowan wymaga przeprowadzenia badan, opisujacych ich
drog¢ po podaniu do ludzkiego organizmu. Pochodne kwasu karbaminowego sa uznawane za
skuteczne insektycydy. Ze wzgledu na ich zdolno§¢ do hamowania acetylocholinoesterazy
(oraz innych enzymoéw z grupy esteraz) chronig ludzi oraz zwierzeta przed chorobami
przenoszonymi przez owady. Nicktére pochodne mogg by¢ réwniez transportowane wewnatrz
rodlin, co czyni je skutecznym $rodkiem ogdlnoustrojowym, zachowujacym produkcje rolng
(Oliveira et al., 2020; Struger et al., 2016). Z kolei pochodne kwasu fenoksyoctowego
zaliczaja sie¢ do S$rodkéw chwastobojczych. Po ich wchlonigciu przez nadziemne czgdci
rosliny wedrujg w strong korzenia, dziatajac toksycznie zaréwno na czg¢sci nadziemne, jak
1 podziemne, niszczgc chwasty o rozbudowanym systemie korzeniowym (Czerwinski, 1981).

Badanie nowo zsyntezowanych substancji o potencjalnych wlasciwosciach
leczniczych lub ochrony roslin jest waznym problemem dla wspotczesnego spoleczenstwa.
Wybér tematu rozprawy  doktorskiej zaowocowal przeprowadzeniem istotnych
innowacyjnych 1 multidyscyplinarnych badan z pogranicza kilku dyscyplin naukowych:
chemii, farmakologii i matematyki. Dzieki wykorzystaniu metod in vitro oraz in silico,
badania nowych potencjalnych lekéw/srodkéw ochrony roélin zostaly przeprowadzone
zgodnie z zasadami zielonej chemii — z ograniczeniem wykorzystywanych odczynnikéw, jak
najmniejszym wygenerowaniem odpadow, jak najmniejszym zuzyciem rozpuszczalnikow
organicznych oraz przy jak najmniejszych kosztach. Dodatkowo projekt badawczy pozwolit

na wykazanie mozliwosci réznych technik chromatograficznych i obliczeniowych w tak
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waznym aspekcie, jakim jest analiza 1 przewidywanie wlasciwos$ci substancji aktywnych

biologicznie.
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Cel pracy i tezy badawcze

Glownym celem przeprowadzonej pracy badawczej byto przewidywanie wlasciwosci
farmakokinetycznych oraz aktywnosci biologicznej nowo zsyntezowanych substancji
organicznych z zastosowaniem metody Quantitative Structure (Retention)-Activity
Relationships (QRARs/QSARs) oraz réznych technik chromatograficznych. Podczas
prowadzonych badan zostaty przedstawione nastepujace cele szczegotowe:

1) przewidywanie in silico wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych nowo
zsyntezowanych substancji z grupy azoli oraz pochodnych kwaséw karbaminowego
1 fenoksyoctowego;

2) wyznaczenie parametrow retencyjnych log k., log kn, Ru 1 ich pochodnych oraz ocena
tych parametréw jako deskryptorow lipofilowosci substancji;

3) wyprowadzenie réwnan QS(R)ARs i wybor najlepszych z uzyskanych modeli do
przewidywania wlasciwosci biologicznych substancji;

4) przewidywanie wpltywu lipofilowosci substancji na poszczegdlne parametry
farmakokinetyczne oraz toksycznosc;

5) wskazanie wlasciwosci fizykochemicznych substancji wplywajacych na okreslone
parametry farmakokinetyczne oraz toksycznos¢,

6) uwidocznienie mozliwosci chromatografii cieczowej do przewidywania wlasciwosci
farmakokinetycznych substancji aktywnych biologicznie;

7) wskazanie najlepszych technik chromatograficznych oraz warunkow procesu do
uzyskania najbardziej wiarygodnych wynikéw przy wygenerowaniu najmniejszych
kosztow;

8) praca zgodnie z zasadami zielonej chemii: sprawdzenie mozliwosci wielokrotnego

wykorzystania ptytek chromatograficznych w przypadku technik planarnych.

Zrealizowane badania podkre$lajg stuszno$¢ tezy badawczej — réznorodne techniki
chromatograficzne mogg by¢ z powodzeniem stosowane w badaniach przesiewowych do
przewidywania  wilasciwosci  farmakokinetycznych podczas poszukiwania nowych
lekow/pestycydow z przestrzeganiem zasad zieclonej chemii. Przeprowadzone eksperymenty
potwierdzajg rowniez tez¢ o mozliwosciach zastgpienia popularnego parametru lipofilowego

log Posy parametrami chromatograficznymi.
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Metody badawcze

W czasie realizacji projektu badawczego zostaly wykorzystane rozne metody
badawcze, zaréwno in silico (metody obliczeniowe), jak i in vitro (metody eksperymentalne).
Krétka charakterystyka metod obliczeniowych, chromatograficznych oraz QS(R)ARs zostata
przedstawiona ponizej, a celowo$¢ zastosowania ich w prowadzonych badaniach mozna
odnalez¢ w czgSci poswigcone] uzasadnieniu wyboru tematu. Pelniejsza charakterystyka
metod badawczych zostala przedstawiona w kazdym z artykutéw cyklu [D1-D4], na ktorym

oparta jest przedstawiana rozprawa doktorska.

1. Metody eksperymentalne — chromatografia cieczowa w odwrdconym ukladzie faz

Chromatografia cieczcowa w odwrdéconym uktadzie faz RP LC (ang. Reversed Phase
Liquid Chromatography) to rodzaj chromatografii cieczowej, w ktérym faza stacjonarna jest
mniej polarna od fazy ruchomej (eluentu). Do najczesciej stosowanych faz stacjonarnych
nalezg polarne sorbenty (m.in. zel krzemionkowy) o powierzchni zmodyfikowanej
niepolarnymi tancuchami weglowodorowymi (np.: n-oktadecylowymi, n-oktylowymi,
fenylowymi). Mozliwa jest rowniez immobilizacja czasteczek cholesterolu, protein lub
fosfolipidow na powierzchni porowatego zelu krzemionkowego. Takimi fazami sg np.
sztuczne membrany IAM (ang. Immobilized Artificial Membranes) (Barbato et al., 2004;
Godard & Grushka, 2011; Nasal et al., 2012; Soukup & Jandera, 2012). Typowa faza ruchoma
sktada sie¢ z mieszaniny wody (badz buforu) z polarnym rozpuszczalnikiem organicznym,
a wzrost jego zawarto$ci w mieszaninie skutkuje wzrostem sity elucyjnej eluentu.

Retencja substancji w danym uktadzie RP LC zalezy od kilku czynnikéw: wlasciwosci
fazy stacjonarnej, sktadu fazy ruchomej, temperatury oraz hydrofobowosci probki
(Kaliszan et al., 1999). W przypadku fazy stacjonarnej znaczenie ma zar6wno rodzaj
niepolarnego zloza, jak 1 dtugo$¢ modyfikujgcego go tancucha, rozmiar poréw (powierzchnia
wlasciwa) oraz stopien pokrycia grupami funkcyjnymi. Sktad eluentu (zawartos$¢ i rodzaj
modyfikatora organicznego) decyduje o polarnosci fazy ruchomej, a w konsekwencji o je¢j
mocy elucyjnej 1 retencji substancji. Wzrost temperatury powoduje na ogot spadek retencii,
ale zbyt wysokie warto$ci moga spowodowa¢ degradacje probki lub doprowadzi¢ do wrzenia
stosowanych rozpuszczalnikéw. Wzajemne oddzialywania pomiedzy faza stacjonarna,
ruchomg 1 substancjg mozna opisaé przy pomocy roéznych parametrow. Stosunck czasu
spedzonego przez substancje w fazie stacjonarnej do czasu spedzonego w fazie ruchome;j
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okresla si¢ wspolczynnikiem retenciji k. W przypadku zastosowania czystej wody jako eluentu
oznaczany jest on jako &y, a jego logarytm log k., — zgodnie z decyzja Organizacji Wspolpracy
Gospodarczej i Rozwoju (OECD) — moze by¢ wykorzystywany jako deskryptor lipofilowosci
substancji (Braumann, 1986; OECD Council, 1989).

Micelarna chromatografia cieczowa MLC (ang. Micellar Liquid Chromatography) jest
jedng z odmian chromatografii cieczowej w odwrdconym uktadzie faz, w ktérej dodatkowym
sktadnikiem polarnej fazy ruchomej jest surfaktant w stgzeniu przekraczajagcym krytyczne
stezenie micelizacji cmc (ang. critical micelle concentration). Przekroczenie tej wartosci
powoduje tworzenie si¢ w roztworze miceli oraz modyfikacj¢ powierzchni fazy stacjonarnej
przez monomery surfaktantu na skutek hydrofobowych oddzialywan pomigdzy niepolarnym
ogonem surfaktantu a tancuchami weglowodorowymi (Rambla-Alegre, 2012; Ruiz-Angel
et al., 2009). Faza ruchoma moze by¢ dwusktadnikowa, sktadajaca si¢ tylko z wody (buforu)
i surfaktantu, ale znacznie czesciej stosowane sa fazy z dodatkiem modyfikatora
organicznego. Do  najczgéciej  stosowanych  rozpuszczalnikéw  nalezy  zaliczy¢
krétkotancuchowe alkohole alifatyczne (np. n-propanol, n-butanol) (Dorsey et al., 1983), ale
za skuteczne modyfikatory sg réwniez uwazane kwasy karboksylowe, jak i rozpuszczalniki
organiczne, m.in. tetrahydrofuran, acetonitryl, czy dioksan (Kord & Khaledi, 1993;
Lopez Grio et al., 1999). Dodatek modyfikatora zwigksza sil¢ elucyjna fazy ruchomej,
poprawia selektywnos$¢ rozdziatu oraz zmniejsza asymetryczno$¢ otrzymywanych pikéw
(Dorsey et al., 1983). Obecnie prowadzone sa badania majace na celu eliminacje
rozpuszczalnika organicznego z fazy ruchomej. Dobra selektywnod¢ oraz sita elucyjna
powinny zosta¢ utrzymane dzigki dodatkowi drugiego surfaktantu do micelarnej fazy
ruchomej (Bahgat et al., 2022; Peris-Garcia et al. 2017).

Ze wzgledu na budowe chemiczng surfaktanty mozna podzieli¢ na jonowe (kationowe
1 anionowe), niejonowe 1 amfoteryczne. Najpowszechniej stosowanymi surfaktantami
jonowymi s3 dodecylosiarczan sodu SDS (surfaktant anionowy) oraz bromek
cetylotrimetyloamoniowy CTAB (surfaktant kationowy). Szczeg6lnym przypadkiem jest
zastosowanie obojetnego surfaktantu Brij 35 (eter laurylowy glikolu
polioksyetylenowego (23)). W takim przypadku technika przybiera nazwg¢ BMC
(ang. Biopartioning Micellar Chromatography), a warunki obecne w ukladzie odpowiadaja
warunkom istniejacym przy przekraczaniu barier biologicznych w Zywych organizmach

(Tsopelas et al., 2020).
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Obecnos¢ surfaktantu w roztworze wplywa na oddzialywania miedzyczasteczkowe,
a w konsekwencji na mechanizm retencji substancji (Kalyankar et al., 2014). Wprowadzony
do uktadu analit oddzialuje zarowno z grupami hydrofilowymi czasteczek surfaktantu
obecnymi w fazie ruchomej, ze zmodyfikowang monomerami powierzchnig fazy stacjonarnej
oraz penetruje powstate micele. Wymienione oddzialywania skutkujg powstaniem trzech
standw réwnowagi, opisujacych asocjacje (lub wigzanie) analitu w miceli (Kuu), asocjacje
analitu z powierzchnia fazy stacjonarnej zmodyfikowanej monomerami surfaktantu (Kws)
i bezposredni transfer analitu z miceli na powierzchnie fazy stacjonarnej (Kus)
(Armstrong & Nome, 1981; Arunyanart & Cline Love, 1984). Wplyw stezenia surfaktantu
obecnego w fazie ruchomej na retencje substancji pozwolil na wprowadzenie parametru kp,
jako wspdlczynnika retencji analitu przy zerowym stezeniu ,,wolnego” surfaktantu w fazie
objetosciowej, tj. przy stezeniu surfaktantu réwnym cmc (Foley, 1990). Logarytm
wspotczynnika retencji w uktadach micelarnych log & jest analogiczny do parametru log k.,
obecnego w klasycznej chromatografii w odwréconym uktadzie faz. Podczas analizy
substancji aktywnych biologicznie parametry chromatografii micelarnej log k» oraz Kuu sa
stosowane do opisu lipofilowosci badanych zwigzkow.

W przedstawianym projekcie badawczym zostaly przeprowadzone eksperymenty,
wykorzystujace chromatografi¢ cieczows, z zastosowaniem zaréwno techniki kolumnowej,
jak i planarnej. W publikacji D1 zaprezentowano analiz¢ dziewi¢tnastu substancji z grupy
azoli o wiasciwosciach przeciwnowotworowych. W chromatografii RP LC wykorzystano
kolumny chromatograficzne IAM oraz RP-18e, a jako polarne eluenty zastosowano
buforowane (pH wynoszace 7,4) rozwory acetonitrylu. Uzyskane wyniki umozliwity
wyliczenie chromatograficznych parametréw lipofilowosci log 4. Retencja wspomnianych
substancji zostala réwniez zmierzona technika BMC. Pomiary zostaly przeprowadzone
zuzyciem kolumny chromatograficznej RP-18e, podczas gdy buforowane (pH wynoszace
7,4) roztwory Brij 35 z 7-procentowym dodatkiem izopropanolu (v/v) zostaly wykorzystane
jako polarna faza ruchoma. Na podstawie zebranych danych wyliczono ekstrapolowane
parametry log k» oraz log ky; (dla fazy ruchomej, w ktorej stezenie Brij 35 wynosito
0,1 mol L')). W publikacjach D2-D4 zaprezentowano wykorzystanie techniki MLC
(z anionowym surfaktantem SDS) do analizy potencjalnych pestycydéw [D2] 1 substancji
leczniczych o szerokim spektrum zastosowania (przeciwnowotworowym, przeciwbolowym,
przeciwwirusowym) [D3, D4]. Doktadny opis warunkéw doswiadczalnych podczas badan

lipofilowos$ci pochodnych kwaséw karbaminowego i fenoksyoctowego zostal przedstawiony
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w pracy D2. Zastosowanie buforowanego roztworu SDS (pH réwne 7,4) z 20-procentowym
dodatkiem acetonitrylu (v/v) jako polarnego eluentu oraz niepolarnej kolumny
chromatograficznej RP-8¢ pozwolilo na wyliczenie parametréw logkn 1 log Ka.
W publikacji D3 wykorzystano chromatografi¢ planarng (Ciura et al., 2017; Komsta et al.,
2013) — zmierzono retencj¢ (wartosci Rys) 14. substancji z grupy azoli z uzyciem ptytek TLC
RP-CN i buforowanego roztworu SDS (pH rowne 7,4) z 20-procentowym dodatkiem
tetrahydrofuranu (v/v) jako modyfikatora organicznego. W pracy D4 badano 65 substancji
z grupy azoli technikg kolumnowa. Buforowany roztwéor SDS (pH rowne 7.4)
z 7-procentowym dodatkiem izopropanolu (v/v) stosowano jako fazg ruchoma na kolumnie

RP-18e, a jako parametry lipofilowosci substancji rozwazano wartosci log (kn/K.anr).

2. Metody obliczeniowe (in silico)

Parametry fizykochemiczne, farmakokinetyczne oraz toksyczno$¢ badanych substancji
zostaly wyliczone na podstawie ich struktur z uzyciem oprogramowania ACD/Percepta.
Doktadne warto$ci mozna znalezé w tabelach zamieszczonych w publikacjach D1-D4.
Zastosowanie metody in silico pozwolito na wyliczenie nast¢pujacych parametréw:

o fizykochemicznych: masy molowej MW [D1-D4], polaryzowalnosci a [Dl,
D3, D4], topologicznego pola powierzchni polarnej 7PS4 [D1, D2, D4], liczby
akceptorow HBA i donorow HBD wiazania wodorowego [D2, D4], liczby
wigzan rotacyjnych NRB [D2, D4], parachory P [D4]; wspotczynnika podziatu
w uktadzie n-oktanol/woda log P,s [D1, D2, D4],

e farmakokinetycznych: log BB [D1-D4], log Knus4, fubrain [D1-D3], log K, [D1,
D2], Caco-2 [D1], Va, fuplasma, 10g Kse, 10g Kipscenr, 10g Punsa, 10g Pujpe [D2];

e toksycznosci: LDsg [D2].

Dla wszystkich wymienionych powyzej parametréw farmakokinetycznych oraz
toksycznosci zostaty wyprowadzone rownania QS(R)ARs.

W publikacji D1 metody in silico zostaly takze wykorzystane do wyliczenia ryzyka
dzialan niepozgdanych badanych substancji. Potrzebne obliczenia wykonano z uzyciem
oprogramowania OSIRIS,; a uzyskane dane zostaly zebrane w materiatach uzupeiniajacych do

pracy D1.
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3. Quantitative Structure (Retention)-Acitivity Relationships

Metoda Quatitative Retention-Activity Relationships (QRARs) oraz Quatitative
Structure-Activity Relationships (QSARs) opiera si¢ na powigzaniu aktywnosci biologicznej
substancji z retencja chromatograficzng oraz/lub z réznymi parametrami fizykochemicznymi
charakteryzujacymi te substancje. Podstawy metody mozna zaprezentowal w postaci
ponizszego modelu matematycznego (Hansch, 1993; Héberger, 2007; Kaliszan, 1987):
Aktywnosé = fiwtasciwoscet lipofilowe, elektronowe 1 steryczne) = a4 + bB +cC + ... + const. (2)

Istnieje mozliwos¢ przewidywania wilasciwosci biologicznych substancji tylko na
podstawie ich wspotczynnikow retencji (QRARs). W tym celu dla badanej grupy substancji
lipofilowo$¢ musi by¢ decydujacym czynnikiem wplywajacym na ich aktywnos$¢ biologiczng
(Grassy & Chavanieu, 2011). Konieczne jest takze wystepowanie dobrej korelacji (liniowej
lub parabolicznej) pomiedzy parametrami retencyjnymi i biologicznymi (Breyer et al., 1991;
Quinones-Torrelo et al.,, 2005). W przypadku braku takiej korelacji wprowadzane sg do
réwnania kolejne zmienne niezalezne, tworzac roéwnanie wielokrotnej regresji linowej MLR
(ang. multiple linear regression) (Eriksson et al., 2003). Do najczg¢sciej dodawanych
deskryptorow opisujacych wilasciwosci steryczne substancji naleza: masa molowa, objgtosé
molowa, polaryzowalno$¢ czy parachora. Parametr opisujacy liczb¢ wigzan rotacyjnych
informuje o elastyczno$ci czasteczki jako jej wiasciwosci sterycznej (Liu et al.,, 2001;
Pourbasheer et al., 2010). Topologiczne pole powierzchni polarnej oraz liczba donoréow
1 akceptorow wigzania wodorowego stanowia grupe deskryptoréw elektronowych (Abraham
et al., 1994; Ertl et al.,, 2000; Kelder et al.,, 1999; Van De Waterbeemd et al., 1998).
Popularnym parametrem wyrazajacym lipofilowo$¢ czasteczki jest log Posy. Trudnosci, jakie
sprawia doktadny pomiar tego deskryptora, powoduja jednak, Ze najczeSciej wybieranymi
parametrami lipofilowymi przy wyprowadzaniu roéwnan QSARs sa chromatograficzne
parametry retencyjne (Valko, 2016).

Jednym z zatozen metody QSARs jest mozliwo$¢ przewidywania wlasciwosci
farmakokinetycznych nowych, niecbadanych wczesniej zwigzkow. Wyprowadzenie réwnania
w oparciu o parametry uzyskane dla grupy zwiazkéw chemicznych o strukturze zblizonej do
nowo analizowanych pozwala na przewidywanie ich aktywnosci z dobrym
prawdopodobienstwem. Opisany sposob ulatwia poszukiwanie nowych substancji
o pozadanych cechach. W przypadku wyprowadzania nowych zalezno$ci nalezy pamigtac
o wykorzystaniu wiarygodnych i doktadnych danych, odpowiednim wyborze wprowadzanych

deskryptoréw, a takze o walidacji uzyskanego modelu (Eriksson et al., 2003; OECD
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Council, 2007). Parametry fizykochemiczne wykorzystywane w réwnaniu muszg réznicowac
badane substancje, co oznacza, ze niec moga by¢ ze sobg wzajemnie powiazane i zalezne
(Gramatica, 2012). Sprawdzenie wzajemnych powigzan wprowadzanych parametrow
(zmiennych niezaleznych) jest mozliwe m.in. dzigki zastosowaniu analizy skupien
(np. dendrogramow) czy analizy gtownych skladowych PCA (ang. Principal Component
Analysis). Pomocny jest w tym przypadku takze wspdlczynnik wariancji inflacji VIF
(ang. variance inflation factor). Wyliczenie wspotczynnika determinacji R’ pozwala na ocene
dopasowania uzyskanego modelu do danych wyjsciowych. Korelacje, w ktorych otrzymano
wartoéci R’ powyzej 0,8 uznaje sie za dobre. Rzadziej spotykanymi wspétczynnikami
determinacji sg R’ oraz R’yea — pierwszy z nich uzywany jest do poréwnania miedzy soba
dopasowania modeli regresji, ktore zawieraja r6zng liczbe zmiennych niezaleznych, a drugi
obrazuje wiarygodno$¢ prognoz tworzonych przez uzyskany model (How to Interpret
Adjusted R-Squared and Predicted R-Squared in Regression Analysis, n.d.). Do czesto
uzywanych parametréw statystycznych mozna ponadto zaklasyfikowaé prawdopodobienstwo
testowe p oraz odchylenie standardowe sd. Wyprowadzone rownania QSARs poddawane sg
walidacji krzyzowej oraz sprawdzeniu korelacji pomiedzy wartoscig wyliczong i rzeczywists.
Wykorzystanie walidacji leave-out pozwala na sprawdzenie dopasowania wyprowadzonego
modelu poprzez odrzucenie jednej lub wigcej zmiennych ze zbioru danych i poroéwnaniu
parametréw statystycznych uzyskanych dla zalezno$ci wyprowadzonych dla pelnego
1 niepelnego zbioru. Dziedziny zastosowania modelu AD (ang. applicability domain)
(Roy et al., 2015; Sahigara et al., 2012), w ktorych powstaly model powinien umozliwia¢
prognozowanie z dobrym prawdopodobienstwem, obrazuje si¢ wykresami Williamsa.
Wspomniane wykresy umozliwiajg wyodrgbnienie wartosci odstajacych, tak samo jak
wykorzystanie korelacji pomigdzy warto$ciami obliczonymi na podstawie wyprowadzonych
rébwnan a warto$ciami rzeczywistymi. Jako$ciowy oraz iloSciowy wplyw poszczegélnych
parametréw fizykochemicznych na dane wlasciwosci farmakokinetyczne czesto przedstawia
si¢ na wykresach standaryzowanych wspotczynnikow.

Podczas niniejszego projektu badawczego dla wszystkich badanych grup zwiazkoéw
wyprowadzono rownania laczace ich aktywnos$¢ biologiczng z parametrami retencji (jako
deskryptorami lipofilowo$ci) oraz deskryptorami  wlasciwosci  sterycznych  i/lub
elektronowych [D1-D4]. Parametry statystyczne wykorzystane do oceny réwnan zostaly
szerszej scharakteryzowane w kazdej z publikacji cyklu. W wyprowadzonych réwnaniach

QSARs zmiennymi niezaleznymi, obok lipofilowo$ci chromatograficznej, s3 masa molowa
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[D1, D3, D4], parachora [D4], liczba wiazan rotacyjnych [D2, D4] lub polaryzowalno$¢
[D1, D3] jako parametry steryczne, oraz liczba donoréw/akceptoréw wigzania wodorowego
[D2, D4] i topologiczne pole powierzchni polarnej [D1, D4] jako parametry elektronowe.
Walidacja powstatych zaleznosci QSARs zostata zobrazowana wykresami standaryzowanych
wspotczynnikow, korelacji uzyskanych pomiedzy warto§ciami wyliczonymi a rzeczywistymi

oraz wykresami Williamsa.
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Zwiezle oméwienie wynikow

Badania zaprezentowane w cyklu publikacji w pelni realizujg cele szczegélowe
projektu badawczego. Cel pierwszy zostal osiagnigty poprzez wyznaczenie in silico
(ACD/Percepta) parametréw fizykochemicznych (log Pow, MW, a, P, NRB, HBD, HBA,
TPSA), farmakokinetycznych (log BB, log Kgs4, log Pynus4, log Ky, Caco-2, Va, fubrain, fuplasma,
log K, log Kyienn 1 log Pyjpe) oraz parametru opisujgcego toksyczno$¢ (LDsg) badanych
substancji. Podczas analizy potencjalnych lekow wyznaczono parametry opisujace
przenikanie przez bariery biologiczne, wigzanie si¢ substancji z biatkami surowicy krwi oraz
wolne frakcje w mozgu i osoczu [D1, D3, D4]. Badania potencjalnych pestycydow wymagaty
wyznaczenia dodatkowych deskryptorow, opisujagcych wnikanie substancji z wody do
komorki ro§linnej oraz toksycznos¢. Wszystkie dane uzyskane metodg in silico zostaly
zebrane 1 zaprezentowane w cyklu artykuléw: Tabela 1. w publikacji D1, Tabela 2.
w publikacji D2, Tabela 1. w publikacji D3 oraz Tabela 3. w publikacji D4. Przedstawione
wartosci liczbowe nie pozwalaja jednak na wnioskowanie o wplywie poszczegolnych
parametrow fizykochemicznych na dany parametr farmakokinetyczny lub toksyczny.
Dokladna analiza powiazania aktywnos$ci biologicznej substancji z jej strukturg byta mozliwa
dopiero po wykonaniu kolejnych krokéw badawczych 1 wyprowadzeniu rownan QS(R)ARs.
Wartosci parametrow farmakokinetycznych obliczonych podczas realizacji pierwszego celu
szczegotowego zostaly pozniej wykorzystane podczas realizacji celu trzeciego, czyli
porownania danych wuzyskanych in silico z danymi wyliczonymi na podstawie
wyprowadzonych réwnan. Pozwolito to na oceng¢ wiarygodnosci wyprowadzonych modeli
QSAR:s.

Wyznaczenie chromatograficznych parametrow lipofilowosci: log &, [D1], log kx [D1,
D2], log Kuur [D2], log (km/Kanr) [D4] 1 Rar [D3] oraz ich poréwnanie z in silico warto$ciami
log Posy pozwolito na realizacj¢ drugiego celu pracy doktorskiej. W publikacjach D2 i D4
zalezno$ci pomigdzy chromatograficznymi parametrami lipofilowoS$ci oraz wspotczynnikami
podziatu log P,s dla badanych zwigzkow zostaly zaprezentowane w sposéb graficzny.
Rysunek 1. w pracy D2 poswigcconej pestycydom obrazuje bardzo dobrg zalezno$¢
prostoliniowg pomi¢dzy parametrami log k» 1 log Posy (R = 0,9566 dla pochodnych kwasu
karbaminowego 1 R =0,9985 dla pochodnych kwasu fenoksyoctowego) oraz log Kum
ilog Posv (R = 0,8978 dla pochodnych kwasu karbaminowego i R =0,9869 dla pochodnych
kwasu fenoksyoctowego). Dodatkowo wyprowadzono réwnanie opisujace zalezno$¢
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pomigdzy dwa wspomnianymi parametrami lipofilowymi - log k» vs log Ky Bardzo dobrg
korelacje pomiedzy deskryptorami potwierdza wspdlczynnik R = 0,9861. Zaleznosci
pomig¢dzy wymienionymi parametrami potwierdzajg mozliwo$¢ stosowania obu micelarnych
parametréw chromatograficznych jako deskryptorow lipofilowosci. Bardzo dobra korelacja
pomigdzy wyliczonymi in silico wspotczynnikami log P,s, a parametrami micelarnymi
log (km/Kan) zostata przedstawiona w publikacji D4 na Rysunku 2. Wspotczynnik
determinacji R’ = 0,7980 uzasadnil zastosowanie parametru log (kn/Kau) jako deskryptora
lipofilowosci substancji w dalszej czesci prowadzonych badan. Parametr Ry przedstawiony
w pracy D3 to wspolczynnik retencji stosowany w chromatografii planarnej, analogiczny do
log k, powszechnie akceptowanego jako chromatograficzny parametr lipofilowy.

Analiza uzyskanych danych pozwala na stwierdzenie, ze parametry chromatograficzne
log kn 1 log Kaar spetniaja swoja role przy opisie lipofilowosci badanych pestycydow, przy
czym nieznacznie lepsze wyniki otrzymuje si¢ dla deskryptora log k» [D2]. Oznacza to, ze
uklad chromatograficzny, w ktérym faz¢ ruchomg stanowi roztwdr SDS z dodatkiem
acetonitrylu, mozna z powodzeniem stosowal¢ w badaniach lipofilowosci pochodnych
kwasow karbaminowego i fenoksyoctowego. Publikacja D4 wskazuje z kolei na fakt, ze do
wyznaczania lipofilowosci badanych potencjalnych lekow o szerokim spektrum stosowania
najlepiej zastosowa¢ metod¢ MLC z dodatkiem surfaktantu SDS oraz izopropanolu jako
modyfikatora organicznego.

Celem trzecim ponizszego opracowania bylo wyprowadzenie rownan QRARs
1 QSARs, czyli matematycznych zalezno$ci laczacych aktywno$¢ i toksyczno$¢ substancji
7 jej wlasciwosciami fizykochemicznymi (lipofilowymi, strukturalnymi, elektronowymi).
W przypadku metody QRARs znajomo$¢ lipofilowosci  substancji  (parametrow
chromatograficznych wyznaczonych in vitro) jest wystarczajaca do przewidywania jej
bioaktywnosci. W prowadzonych badaniach bylo to mozliwe dla niektorych deskryptoréw
farmakokinetycznych (log K, log Pwas4, Va, 10g Py.pe, fuplasma 1 fubrain) badanych pestycydow.
Otrzymane wyniki [D2] wskazuja, ze lipofilowo$¢ jest najwazniejsza cechg determinujaca
wspomniane wlasciwo$ci analizowanych $rodkéw ochrony ro$lin. Dla  wigkszoS$ci
rozwazanych parametrow biologicznych konieczne jest jednak poszukiwanie réwnan
wieloparametrowych. W tym celu stosuje si¢ metod¢ MLR. W rozwazanych modelach
QSARs jako zmienne niezalezne rozwazane byly wymienione wcze$niej chromatograficzne
parametry lipofilowos$ci (parametry in vifro) oraz wyznaczone in silico deskryptory

strukturalne i/lub elektronowe badanych substancji. Wyboru zmiennych niezaleznych
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dokonuje si¢ w oparciu o analiz¢ statystyczng — jak zostalo wspomniane w opisie metody,
poszczegblne zmienne muszg réznicowaé badane substancje 1 spelnia¢ wymog
ortogonalnosci. W przedstawianych badaniach wyboru zmiennych niezaleznych dokonano na
podstawie parametru VIF [D1-D3] i analizy skupien (dendrogram w publikacji D4).
Wszystkie wyprowadzone zalezno$ci zostaly poddane walidacji oraz analizie statystycznej,
aby oceni¢ ich poprawno$¢, wiarygodnos¢ i mozliwosci predykceyjne.

Wyprowadzone modele QRARS taczg strukturg substancji tylko z ich wtasciwosciami
lipofilowymi. W takim wypadku oceny powstatych modeli dokonuje si¢ na podstawie analizy
poprawnosci dopasowania uzyskanego modelu do wprowadzonych danych (wspotczynnik
korelacji R). Ten sposéb zostat zastosowany podczas badan nad potencjalnymi pestycydami
[D2]. Analiza statystyczna modeli QRARSs przedstawia wartos$ci wspolczynnikéw korelacji R
pomiedzy parametrami farmakokinetycznymi a chromatograficznymi deskryptorami
lipofilowosci. Uzyskane warto$ci znajduja si¢ w przedziale od 0,9375 do 0,9829 dla
powstatych zaleznosci liniowych (parametry farmakokinetyczne log K. 1 log Pwms4) oraz od
0,9290 do 0,9965 dla zaleznos$ci parabolicznych (parametry Va, 10g Puwpe, fuplasmas fubrain)-
Wszystkie powyzsze warto$ci przekraczajg graniczng wartos¢ 0,8, pozwalajgc na uznanie
uzyskanych modeli QRARs za bardzo dobre. Dla pigciu z badanych parametrow (log Puwpe,
Suplasma, fubrain, 108 Kse 1 log Pwns4) wyzsze wartosci wspotczynnika R uzyskuje si¢ dla
korelacji z parametrami log kn. W przypadku objetosci dystrybucji Vy nieznacznie lepsze
dopasowanie uzyskuje si¢ podczas zastosowania wspoétczynnika log Kuu. Pordéwnanie
uzyskanych wynikéw z danymi otrzymanymi podczas realizacji celu drugiego (ocena
parametréw chromatograficznych jako deskryptoréw lipotilowosci) pozwala wnioskowac, ze
dla badanych pestycydéw w przypadku wyprowadzania modeli QRARs parametr log & jest
lepszym deskryptorem lipofilowosci niz log K

Modele QSARs zostaly poddane bardziej rozbudowanej analizie statystycznej. Dla
wszystkich wyprowadzonych réwnan obliczono wspotczynniki korelacji R [D2, D3] lub
determinacji R’ [D1, D4] pomiedzy wartoéciami badanych parametrow wyliczonych na
podstawie wyprowadzonych rownan a obliczonych in silico. Dla badanych pestycydow
warto$ci wspolezynnikow R miescily si¢ w zakresie od 0,8722 do 0,9893 [D2]. Réwnania
opisujace parametry farmakokinetyczne substancji leczniczych s3 zamieszczone
w publikacjach D1, D3 i D4. Dla wszystkich analizowanych parametréw otrzymano bardzo
dobre korelacje. Wyliczone wspdiczynniki R znajdowaty si¢ w przedziale od 0,9178 do

0,9512 [D3], a wspétczynniki R’ od 0,8799 do 0,9723 [D1] oraz od 0,8508 do 0,9260 [D4].
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Ponownie wszystkie uzyskane wartosci sg wyzsze od 0,8. Dla wyprowadzonych rownan
QSARs zostaly takze wyliczone wspdlczynniki R%;; (Rag) [D1-D4] oraz Rpea [DA4].
Wspolczynniki R’y opisuja  zdolnosci  predykcyjne  otrzymanych — modeli.
W zaprezentowanych badaniach jego wartosci miescily sie¢ w granicach pomiedzy 0,8297
10,9150, potwierdzajagc bardzo dobre zdolnosci predykcyjne wyprowadzonych rownan.
Wspétezynniki R%.¢; (Rag) ulawiaja poréwnanie pomigdzy soba modeli, opisujacych ten sam
parametr farmakokinetyczny, a réznigcych si¢ liczbg wprowadzonych zmiennych
niezaleznych. Wyzsze wartosci §wiadczg o lepszym dopasowaniu danych do wybranego
modelu. Mozliwosci zastosowania tego parametru statystycznego sa najlepiej widoczne
w publikacji D4 (Tabela 4.), gdzie modele wyprowadzone dla parametru log BB zostaty
wyprowadzone z uzyciem zaro6wno trzech, jak i czterech zmiennych niezaleznych. Analiza
statystyczna wykazata, Ze mniejsza liczba zastosowanych zmiennych niezaleznych powoduje
uzyskanie lepszych wynikow.

Parametry fizykochemiczne wprowadzane do réwnania musza roznicowaé dane
substancje. Oceng wzajemnej zaleznosci stosowanych zmiennych umozliwia wspdtczynnik
VIF — w przypadku uzyskania warto$ci wyzszej od 5,0 uzyskany model ocenia si¢ jako
niewiarygodny. W prowadzonych badaniach wartosci tego parametru znajdowaly si¢ zakresie
nizszym niz 3,6 dla badanych pestycydéw [D2] oraz ponizej 4,8 dla badanych lekéw [D1, D3,
DA4].

Poréwnanie réznych parametrow statystycznych przed 1 po przeprowadzeniu walidacji
krzyzowe] zostalo zaprezentowane w pracach D1, D2 1 D4. Warto$ci wspdlczynnikdw
determinacji R’ znajduja sic w Tabelach 3. i 4. w publikacji D1 oraz w Tabeli 4. w publikacji
D4. Latwo mozna dostrzec, ze dla prawie wszystkich wyprowadzonych réownan wartos¢
wspotczynnikéw R’ otrzymanych przed walidacja oraz po niej nie ulegla zmianie. Taka
obserwacja potwierdza dobre dopasowanie modeli QSARs dla badanych lekéw. Analogiczne
poréwnanie wykonano dla przewidywanego bledu resztowego sumy kwadratow PRESS
(ang. predicted residual error sum of squares) [D1, D2, D4] i $redniego btedu kwadratowego
MSE (ang. mean square error) [D1, D2]. Wartosci tych parametréw zalezne sg od wartosci
parametrow farmakokinetycznych, w zwigzku z tym nie istnieje warto$¢ graniczna, od ktérej
uzyskany model mozna uzna¢ za dobry. Uzyskanie takich samych lub zblizonych warto$ci
przed 1 po wykonaniu walidacji pozwala uzna¢ wyprowadzony model QSARs za dobry
1 wiarygodny (Clementi et al., 2001). Analiza dziedzin zastosowania modeli, zobrazowana

wykresami Williamsa [D1-D4], wykazuje, ze w zadnych z nich nie zaobserwowano wartosci
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odstajacych, po raz kolejny potwierdzajac wiarygodnos¢ wyprowadzonych rownan.

Poréwnanie parametrow statystycznych umozliwito takze wybor najlepszych uktadow
chromatograficznych do wyznaczania deskryptoréw farmakokinetycznych opisujacych
zdolno$¢ badanych lekow do przenikania przez barier¢ krew-mozg oraz ich transportu
w organizmie. Zastosowanie surfaktantu Brij 35 w chromatogratii micelarnej (BMC) pozwala
na wiarygodne przewidywanie parametru log BB, nawet po wykonaniu pomiaréw w tylko
jednej fazie ruchomej [D1]. W przypadku parametrow log Kps4 oraz fuprain najlepszym
uktadem chromatograficznym okazat si¢ opisany w publikacji D2, z zastosowaniem plytek
TLC RP-CN jako fazy stacjonarnej oraz buforowanego roztworu SDS z dodatkiem
tetrahydrofuranu jako fazy ruchome;.

Ocena wpltywu lipofilowosci na aktywno$¢ biologiczng substancji jest tozsama ze
zrealizowaniem czwartego celu badawczego. Lipofilowos¢, jako czynnik decydujacy
w znacznym stopniu o aktywnoS$ci biologicznej substancji, zostal wlaczony do wszystkich
wyprowadzonych rownan. Niezaleznie od stosowanej techniki chromatograficznej i rodzaju
parametru lipofilowosci (log kw, log km, log Kun, log (km/Kan), Rar) jakoSciowy wplyw
lipofilowosci substancji na dany parametr farmakokinetyczny jest analogiczny. W badanych
zakresach w przypadku deskryptorow opisujacych przenikanie przez bariery biologiczne,
tj. barier¢ krew-mozg (log BB) [D1-D4], przez skére (log K, [D1, D2], log K« [D2]),
wchianianie zwrotne w jelitach (Caco-2) [D1], wzrost lipofilowosci substancji powoduje
wzrost warto$ci parametrow farmakokinetycznych. Parametry opisujace wigzanie substancji
biologicznie aktywnej z albuming (log Pw,us4 [D2], log Kusa [D1-D3]) rowniez rosng wraz ze
wzrostem lipofilowosci. Jako naturalna konsekwencja, wartosci parametrow opisujacych
frakcje niezwigzane w moézgu 1 osoczu (fubram [D1-D3], fupiasma [D2]) maleja, gdy
lipofilowo$¢ substancji rosnie. Wzrost lipofilowosci wplywa roéwniez dodatnio na objetosée
dystrybucji (V4), przenikanie substancji do komoérek roslinnych (log Ky cen1) 1 powoduje wzrost
parametru opisujacego podziat substancji pomi¢dzy wod¢ a nablonek (kutykule) rosliny
(log Pwjpc) [D2]. Zaleznos¢ odwrotnie proporcjonalng obserwuje si¢ pomigdzy lipofilowoscia
a dawka $miertelng LDsp (wyznaczanej dla potencjalnych pestycydoéw) — wzrost lipofilowosci
powoduje spadek dawki $miertelnej dla danego zwiazku, a wiec wzrost toksyczno$ci
substancji bioaktywnej [D2].

Piaty cel szczegotowy polegat na analizie wptywu parametréw fizykochemicznych na
dany parametr farmakokinetyczny. Graficzne przedstawienie danych z uzyciem wykresow

standaryzowanych wspotczynnikow utatwito jego realizacje. Interpretacja danych wskazuje,
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ze przenikanie substancji przez bariere krew-moézg (log BB) rosnie ze wzrostem
polaryzowalno$ci substancji [D1, D3] i1 parachory [D4]. Z kolei wzrost topologicznego pola
powierzchni polarnej [D1], liczby donoréw wigzania wodorowego [D2] 1 wigzan rotacyjnych
[D2, D4] oraz masy molowej substancji [D3] powoduje spadek przenikania substancji przez
wspomniang bariere. Ciekawym przypadkiem jest liczba akceptoréw wigzania wodorowego.
Zgodnie z uzyskanymi wynikami moze ona powodowa¢ zaréwno wzrost [D2], jak i spadek
[D4] wartosci parametru log BB. Nalezy zwr6ci¢ uwage na fakt, ze wptyw parametru HBA na
wiasciwosci farmakokinetyczne substancji wykazany w publikacji D2 jest niewielki. Uznaje
sie, ze zalezno$¢ wigkszo$ci parametrow farmakokinetycznych od wlasciwosci
fizykochemicznych substancji posiada charakter paraboliczny — po przekroczeniu pewngj
granicznej  wartosci  (unikalnej dla  kazdego  parametru  fizykochemicznego
1 farmakokinetycznego) tendencja wplywu wilasciwosci substancji na warto$¢ jej deskryptora
farmakokinetycznego ulega odwréceniu [D4]. Najprawdopodobniej badane substancje
znajdujg si¢ w obszarze ,,przejsciowym” i w przypadku pestycydow liczba akceptorow
wigzania wodorowego HBA powoduje wzrost ich przenikania przez barier¢ krew-mozg,
natomiast w przypadku lekow — spadek przenikania substancji leczniczych przez wspomniana
bariere. Wartos$ci deskryptora log Kus4 rosna ze wzrostem polaryzowalnosci, masy molowej
[D1, D3], liczby donoréw wigzania wodorowego 1 wigzan rotacyjnych [D2]. Ze wszystkich
przeanalizowanych parametréow fizykochemicznych tylko wzrost liczby akceptoréw wiazania
wodorowego powoduje spadek wigzania substancji z biatkami surowicy krwi [D2]. Wzrost
topologicznego pola powierzchni polarnej powoduje wzrost niezwigzanej frakcji w mozgu
Jubrain [D1]. Zardwno wzrost masy molowej, jak i polaryzowalnosci powodujg zmnigjszenie
wolnej frakeji badanych substancji w mozgu [D1, D3]. Wartosci parametru log K, rosng ze
wzrostem polaryzowalnosci, masy molowej [D1] i liczby wigzah rotacyjnych [D2], natomiast
malejg ze wzrostem liczby akceptorow 1 donoréw wigzania wodorowego [D2] oraz
topologicznego pola powierzchni polarnej [D1]. Analogiczny wpltyw mozna réwniez dostrzec
na parametr Caco-2 — jego wartosci malejg ze wzrostem masy molowej 1 topologicznego pola
powierzchni polarnej [D1]. Wzrost wartodci parametru log K. jest powigzany z malejaca
liczba akceptoréow 1 donoréw wigzania wodorowego, natomiast przenikanie substancji do
komorek roslinnych wzrasta z liczbg wigzan rotacyjnych [D2]. Inne zalezno$ci obserwuje si¢
dla parametru toksycznosci LDsg, ktérego wzrost wartoSci nastepuje ze wzrostem liczby

donorow wigzania wodorowego, a spadek (czyli wzrost toksycznosci substancji) taczy si¢ ze
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wzrostem liczby akceptorow wigzania wodorowego i wigzan rotacyjnych w czasteczce
substancji [D2].

Przeprowadzone badania w pelni realizujg cel szdsty, obrazujac potencjal metod
chromatograficznych do opisu wtasciwosci lipofilowych substancji oraz ukazujac przewage
chromatograficznych parametrow lipofilowych log &, log kn (Rur), log K nad tradycyjnym
parametrem log P, Wykorzystanie chromatografii jako techniki in vitro umozliwia sprawne
oraz wiarygodne okreslenie lipofilowosci substancji bioaktywnych. Wybdr najlepszych
technik chromatograficznych (cel siodmy) jest zalezny od liczby analizowanych substancji
itypu przeprowadzanych pomiarow. W przypadku wstepnych badan przesiewowych
doskonale sprawdzaja si¢ techniki cienkowarstwowe [D3]. Pomiary parametréw retencyjnych
mozna wykona¢ dla nawet kilkunastu substancji jednoczes$nie, przyspieszajac proces
badawczy, rownoczesnie zuzywajac niewielkie ilosci odczynnikéw 1 generujgc niewielkie
ilosci odpadoéw. Analiza statystyczna rownan QSARs wyprowadzonych na podstawie danych
otrzymanych w ten sposob jednoznacznie wskazuje, ze uzyskane w taki sposéb wyniki sa
w pelni wiarygodne. Dodatkowo, przy przeprowadzaniu wstepnych badan istnieje mozliwosé
regeneracji rozwini¢tych (zuzytych) ptytek i1 ich ponownego wykorzystania, co znaczaco
wplywa na obnizenie kosztow takich badan. Przeprowadzenie sprawnych pomiarow
chromatograficznych w optymalnych warunkach (tj. najbardziej zblizonych do obecnych
W Zywym organizmie) jest rowniez mozliwe dzigki wykorzystaniu chromatografii BMC [D1].
Zastosowanie obojetnego surfaktantu Brij 35 pozwala na wykonanie pomiaréw w tylko jednej
fazie ruchomej w celu wuzyskania wiarygodnych chromatograficznych parametréw
lipofilowosci  substancji. Poprawno$¢ takiego rozwigzania zostala sprawdzona
z wykorzystaniem analizy statystycznej. Zastosowanic tej drogi pokrywa si¢ z idea celu
O0smego, dotyczacego pracy zgodnie z zasadami zielonej chemii. Pozostate techniki
chromatograficzne wykorzystane w czasie pomiaréw eksperymentalnych rowniez skutkujg
wiarygodnymi wynikami, ale trwaja znacznie dluzej 1 wymagajg wigkszych naktadéw

finansowych.
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Podsumowanie

Przeprowadzony projekt badawczy umozliwit ocen¢ mozliwosci zastosowania nowo
syntezowanych substancji jako potencjalne leki lub pestycydy poprzez zrealizowanie
wszystkich celow szczegdlowych wskazanych w niniejszej pracy. Badania eksperymentalne,
wykonane technikg chromatografii cieczowej kolumnowej i1 planarnej, doprowadzity do
oznaczenia lipofilowosci  badanych  zwigzkow z  wykorzystaniem  parametrow
chromatograficznych: log k., [D1], log kn [D1, D2], log Kau, [D2] log (kn/Kanr) [D4] oraz Ry
[D3]. Uklady chromatograficzne wuzyte podczas wszystkich przeprowadzanych
eksperymentéw tworzyty $rodowisko imitujace biologiczne, pozwalajac na odtworzenie
procesow zachodzgcych w komorkach zywych organizmow (badania in vitro).

Potaczenie wynikow uzyskanych dzigki przeprowadzonym eksperymentom z danymi
wyliczonymi metodami obliczeniowymi (in silico) umozliwitlo wyprowadzenie rownan typu
Quantitative Structure (Retention)-Activity Relationships dla badanych grup zwigzkdéw.
W calym cyklu publikacji wyprowadzono i poddano walidacji rownania QS(R)ARs,
opisujgcych jedenascie parametrow farmakokinetycznych: log BB [D1-D4], log Kus4 [D1-
D3], log Pwmsa [D2], log K, [D1-D2], Caco-2 [D1], Va [D2], fubrain [D1-D3], fuplasma, 10g Kse,
log Kucenn 1 10g Pype oraz parametr toksycznosci LDsg [D2]. Uzyskane parametry statystyczne
powstalych rownan pozwalaja na uznanie wszystkich z wyprowadzonych zalezno$ci za
bardzo dobre 1 wiarygodne.

Wyniki badan przesiewowych, zrealizowanych w czasie trwania projektu badawczego,
prowadza do konkluzji, Ze analizowane zwigzki organiczne powinny zosta¢ poddane dalszym
badaniom klinicznym ze wzgledu na ich wysoki potencjal zastosowania jako leki lub
pestycydy. Szczegdlng uwage warto zwrdci¢ na substancje analizowane w publikacjach D1
1 D3, ze wzgledu na ich pozadane wlasciwosci przeciwnowotworowe.

Dziatanie zgodnie z zasadami zielonej chemii pozwolito na zuzycie jak najmniejszej
ilosci materiatow 1 odczynnikéw chemicznych. W celu dalszej redukcji wytwarzanych
odpadow przeprowadzono rowniez dodatkowe badania, potwierdzajace mozliwosci
kilkukrotnego wykorzystania ptytek chromatograficznych [D3] oraz zastosowania tylko
jednej fazy ruchomej do wyliczenia chromatograficznych parametréw lipofilowosci [D1].
Takie rozwigzania pozwolg na skrocenie ilo$ci zuzytych odczynnikéw oraz czasu analizy

w przypadku intensywnie prowadzonych badan przesiewowych.
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Streszczenie w jezvku polskim

Waznym zadaniem wspoélczesnej nauki jest odpowiadanie na potrzeby i problemy
spoteczne, takie jak gtod i brak dostepu do Zywnosci, rozprzestrzenianie si¢ chordb, trudnosci
z pozyskaniem lekéw o pozadanych wlasciwosciach 1 niewykazujacych szkodliwych skutkow
ubocznych. Cz¢éciowa odpowiedz na powyzsze problemy moze stanowi¢ poszukiwanie
i synteza nowych substancji aktywnych biologicznie, zarowno potencjalnych lekow, jak
i pestycydow. Nowe s$rodki lecznicze powinny charakteryzowaé¢ sie jak najlepsza
skuteczno$cia 1 szerokim spektrum zastosowania (przeciwwirusowym, przeciwzapalnym,
przeciwnowotworowym etc.), podczas gdy $rodki ochrony roslin powinny zabezpieczaé plony
przed insektami i chorobami, nie wptywajac przy tym na bior6znorodno$¢ srodowiska.

Istotnym etapem badan przesiewowych jest przewidywanie wpltywu bioaktywnych
substancji na ludzki organizm. Oceny potencjalnego dziatania takich zwigzkéw na organizmy
zywe dokonuje si¢ poprzez wyznaczenie parametréw farmakokinetycznych, opisujacych
zdolno$¢ do przenikania przez rézne bariery biologiczne: krew-moézg (log BB), woda-skora
(log K, log Ki¢), czy wchtanianie zwrotne w jelitach (Caco-2). Waznych informacji na temat
przydatnosci nowo zsyntezowanych substancji dostarczajg rOwniez parametry obrazujace ich
zdolno$¢ do wigzania si¢ z biatkami surowicy krwi (log Puw/asa, log Kams4) 1 do transportu
w organizmie oraz informujace o wielkosci frakcji niezwigzanych (fu,srain, fuplasma)- Istotna jest
takze mozliwo§¢ przewidywania ilo$ci substancji aktywnej w organizmie na podstawie
pomiaru jej chwilowego stezenia w o0soczu, opisywana przez objetos¢ dystrybucji (V).
W przypadku srodkow ochrony roslin wazna jest takze wiedza o ich toksycznos$ci, wyrazanej
za pomocg dawki $§miertelnej (LDsg) oraz o podziale substancji pomigdzy wode a kutykule
(nabtonek) rosliny (log Pwyc) 1 przenikaniu do komorek roslinnych (log Ku/cen).

Pochodne triazoli wykazujg szerokie spektrum wlasciwosci —  zardéwno
przeciwwirusowe, przeciwgrzybiczne, przeciwbolowe, jak i przeciwnowotworowe. Rozlegla
mozliwo$¢ zastosowania wymaga znajomosci procesow metabolicznych zachodzacych po ich
wprowadzeniu do ludzkiego organizmu. Wiedza ta jest réwniez wazna w przypadku
pestycyddw, ktére mogag dosta¢ si¢ do uktadu pokarmowego lub oddechowego w sposob
przypadkowy. Informacja o mozliwym negatywnym wpltywie zazytej substancji utatwi
podjecie dalszych odpowiednich decyzji. Analizowane w przedstawianych badaniach $rodki
ochrony ro§lin zaliczaja si¢ do dwéch grup — pochodnych kwaséow karbaminowego
(potencjalne insektycydy) oraz fenoksyoctowego (srodki chwastobojcze).
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Celem projektu badawczego bylo zastosowanie chromatografii cieczowej 1 metodyki
Quantitative Structure (Retention)-Activity Relationships do przewidywania wlasciwos$ci
farmakokinetycznych nowych substancji organicznych rozwazanych jako potencjalne leki
i srodki ochrony roslin. W czasie badan postawiono nastepujgce cele posrednie: wyznaczenie
chromatograficznych parametrow log k., log kn, log Kaur 1 ich pochodnych oraz ich ocena
jako deskryptoréw lipofilowosci substancji; przewidywanie wplywu lipofilowosci
wlasciwosci fizykochemicznych badanych zwigzkéw na parametry farmakokinetyczne;
wyprowadzenie modeli QS(R)ARs 1 wskazanie najlepszych z nich do przewidywania
wilasciwosci  biologicznych substancji. Praca badawcza zostala zrealizowana zgodnie
z zasadami zielonej chemii, z ograniczeniem zuzycia odczynnikdéw i materiatéw chemicznych
oraz wygenerowaniu jak najmniejszej ilosci odpadow.

Lipofilowo$¢ jest dominujacym czynnikiem sposrod decydujgcych o aktywnosci
biologicznej substancji. Wspotczynnik podziatu n-oktanol/woda (log Poss) jest najbardziej
popularnym parametrem shuzagcym do jej opisu, ale rownoczesnie bardzo trudnym do
wyznaczenia metodami eksperymentalnymi. W przeprowadzonych badaniach do tego celu
wykorzystano metody in silico (obliczeniowe) 1 in vitro (chromatograficzne). Program
ACD/Percepta umozliwit wyliczenie parametrow lipofilowosci log Posy na podstawie
struktury substancji i zgromadzonej bazy danych. Modyfikacje fazy ruchomej i stacjonarnej
w stosowanych technikach chromatograficznych pozwolily na osiggnigcie warunkdw
imitujgcych obecne w organizmach zywych. Chromatografia w odwrdéconym uktadzie faz
RPLC zostala wykorzystana do wyprowadzenia ekstrapolowanego wspdtczynnika
retencyjnego log kw, a pomiary przeprowadzono zarowno z uzyciem klasycznej kolumny
RP-18¢, jak i kolumny ze sztuczng membrang [AM. Badania wykorzystujace micelarng
chromatografi¢ cieczowag wykonano zaréwno w technice kolumnowej (kolumny RP-8e,
RP-18e), jak 1 planarnej (ptytki TLC RP-CN). Modyfikacja fazy ruchomej poprzez dodatek
surfaktantow Brij 35 lub SDS umozliwita wyznaczenie parametrow log km, log Kau,
log (km/Kan) oraz Ry, Uzyskane chromatograficzne parametry lipofilowosci zostaly
poréwnane ze wspolczynnikami log Posy 1 na tej podstawie oceniono je jako alternatywne
deskryptory lipofilowos$ci badanych zwigzkow organicznych.

Otrzymane chromatograficzne deskryptory lipofilowo$ci wykorzystano w metodyce
Quantitative Structure (Retention)-Activity Relationships do wyprowadzenia réwnan
faczacych aktywnos$¢ biologiczng substancji z jej strukturg/retencjg. Dla parametrow

fizykochemicznych, w ktérych lipofilowos¢ okazywala si¢ decydujacym czynnikiem
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wpltywajacym na aktywnos$¢ biologiczna, zaprezentowano zaleznosci (liniowe lub
paraboliczne) pomigdzy danym parametrem a wspoOtczynnikiem retencji. W pozostalych
przypadkach zostaly stworzone réwnania wielokrotnej regresji liniowe] poprzez
wprowadzenie do nich kolejnych zmiennych niezaleznych (parametrow fizykochemicznych).
Wykorzystywano parametry steryczne (mas¢ molowa, polaryzowalno$¢, liczbe wigzan
rotacyjnych) oraz elektronowe — liczb¢ donoréw i akceptorow wigzania wodorowego,
topologiczne pole powierzchni polarnej. Wszystkie wyprowadzone zalezno$ci zostaty
poddane walidacji oraz analizie statystycznej. Dopasowanie otrzymanych modeli do
wprowadzonych danych oraz ich zdolno$¢ predykcyjng sprawdzono poprzez wyliczenie
wspotczynnikéw determinacji R?, R’ i Rprea.. Wykresy Williamsa zostaly wykorzystane do
zobrazowania dziedzin wykorzystania modelu (AD), w ktorych powinien on umozliwiaé
prognozowanie z dobrym prawdopodobienstwem. Wyodrebnienie odstajacych danych zostato
dokonane zaré6wno na podstawie wspomnianych wykresow, jak i w oparciu o korelacje
otrzymane pomiedzy wartosciami rzeczywistymi a obliczonymi na podstawie
wyprowadzonych réwnan.

Opisane etapy badan pozwolily na zrealizowanie wszystkich zalozonych celow
badawczych. Wykonane pomiary chromatograficzne umozliwily wyliczenie r6znych
parametréw retencyjnych, a porownanie uzyskanych danych z warto$ciami parametru log Posy
— ich ocen¢ jako chromatograficznych deskryptorow lipofilowosci. Analiza statystyczna
1 walidacja wyprowadzonych réwnan QS(R)ARs pozwolily na wybdr najlepszych modeli.
Zobrazowanie standaryzowanych wspotczynnikow za pomoca wykresow ulatwito
poréwnanie  jakosciowego 1 1ilosciowego wplywu lipofilowosci 1  parametrow
fizykochemicznych substancji na dane wlasciwosci farmakokinetyczne. Kilkukrotne
wykorzystanie tych samych ptytek chromatograficznych (po ich wczedniejszym odmyciu)

pozwolito na ograniczenie zuzycia materialow 1 kosztow analiz.
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Streszczenie w jezvku angielskim

Social issues and needs should be a major focus of modern science. For many years
these have, unfortunately, included hunger and the lack of food availability, as well as the
spread of disease and difficulty in acquiring medicines. Search for and synthesis of new
bioactive compounds, especially potential pesticides and medicaments, could be a part of the
solution. Newly obtained drugs should be characterized by high efficacy and a broad
spectrum of applications (antiviral, anti-inflammatory, anti-cancer, etc.). Plant protection
products should save crops from insects and diseases without affecting environmental
biodiversity.

An important step in screening is the analysis of the side effects bioactive substances
have on living organisms. The risk assessment is made by the determination of various
pharmacokinetic parameters, describing their ability to penetrate biological barriers, such as:
blood-brain (log BB), water-skin (log K, log Kic), or intestinal absorption (Caco-2). Important
information about the suitability of newly synthesized and tested substances is also provided
by parameters showing their ability to bind themselves to blood proteins (log Puwmsa,
log K4 ms4) and then move through the body, as well as descriptors providing information
about the concentration of unbounded fractions (fusrain and fipiasma). It is also important
to predict the amount of active compound in the body based on the measurement of its
instantaneous plasma concentration, described by the volume of distribution (V). With regard
to potential pesticides, it is also crucial to know their toxicity, as expressed by the lethal dose
(LDsp), their partitioning between water and plant’s cuticle (log Pwye), and penetration into
plant cells (log Kycen).

Triazole derivatives are characterized by their wide spectrum of properties — antiviral,
antifungal, anticancer, and analgesic. Their extensive applicability demands knowledge
of metabolic processes occurring after they enter the human body. The same necessity also
exists in the case of pesticides which could accidentally enter the digestive or respiratory
system. The awareness of a substance’s potential negative impact would facilitate appropriate
decisions. Tested plant protection products fall into two groups — derivatives of carbamic
acids (potential insecticides) and phenoxyacetic acids (herbicides).

The main aim of the research was to apply liquid chromatography and Quantitative
Structure (Retention)-Activity Relationships methods to predict the pharmacokinetic
properties of new organic substances considered as potential drugs and plant protection
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products. The following specific objectives were set for the project: to determine
chromatographic parameters log k, log kn, log Kuur and their derivatives and to assess their
potential of lipophilicity descriptors; to predict physiochemical and lipophilic properties’
influence on pharmacokinetic descriptors; to derive QS(R)ARs models and choose the best
of these to predict biological properties of the substances. The project was carried out
following green chemistry principles, reducing the use of reagents and materials, and
generating as little waste as possible.

Lipophilicity is a dominant factor determining a substance’s bioactivity. Partition
coefficient n-octanol/water (log P,sy) is the most popular parameter used to describe it, but at
the same time, it is very difficult to determine by experimental methods. In this research
calculation (in silico) and chromatography (in vitro) methods were applied to establish
compound’s lipophilicity. ACD/Percepta program enabled calculating the log P,s, parameter
based on a substance’s structure and collected dataset. Modification of both mobile and
stationary phases made it possible to achieve conditions mimicking those present in living
organisms. Reversed-phase liquid chromatography (RP LC) was used to compute the
extrapolated retention factor log k,. The measurements were made employing both
a chromatographic column RP-18e¢ and a column with immobilized artificial membrane
(IAM). The micellar liquid chromatography (MLC) method was applied with the use of both
column (RP-8e¢, RP-18¢) and planar (RP-CN) techniques. The addition of surfactant Brij 35 or
SDS to effluent led to the determination of log kwm, log K, log (km/Kan), and Ras parameters.
All obtained chromatographic lipophilicity descriptors were compared to the log Poaw
parameter and the possibility of their use as alternative lipophilicity descriptors of organic
compounds was evaluated.

The results obtained were then employed within the Quantitative Structure
(Retention)-Activity Relationships method in order to derive equations describing the
relationship between a substance’s bioactivity with its structure/retention time. In cases where
lipophilicity was the only factor affecting bioactivity, linear or parabolic relationships between
pharmacokinetic parameters and the retention factor were presented. In all other cases, the
equations of multiple linear regression were constructed by adding further independent
variables (physicochemical descriptors). The steric parameters used were molecular weight,
polarizability, and the number of rotation bonds; the electronic ones — the number of hydrogen
bond donors and acceptors, and topological polar surface areca. All obtained models were

validated and statistically analyzed. The fittingness of the obtained models to the input data
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and their predictive ability were checked by calculating the R’, R%,; and Ry.q determination
coefficients. Williams charts were used to illustrate the areas where a model should be able to
forecast with good probability. The extraction of outliers was done both on the basis of the
aforementioned graphs and of the correlations obtained between actual values of the
pharmacokinetic properties and those calculated from the derived equations.

The described stages of the study made it possible to achieve all the aims of the
research. Chromatographic measurements enabled the calculation of various retention
parameters, and the comparison of the obtained data with the values of the log P,, parameter
— their evaluation as chromatographic descriptors of lipophilicity. Statistical analysis and
validation of the derived QSARs equations made it possible to select the best models. The
standardized coefficient figures facilitated the comparison of qualitative and quantitative
effects of lipophilicity and physicochemical parameters of substances on the pharmacokinetic
properties. Multiple uses of the same chromatographic plates (after their previous washing)

and made it possible to reduce the use of materials and organic solvents.
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Table 3. The established Quantitative Structure-Activity Relationships (n—number of observations, R2—coefficient of determination, si—standard deviation, F-value, p —probability

value, VIF—variance inflation factor).

No of Equation QSAR Equations n R? sd F P VIF
3) log Ky = —7.137(0.935) + 0.272(0.079)log km — 0.025(0.006)TPSA + 0.041(0.030)« + 0.003(0.003)MW 19 0.9593  0.108 83 0.000000 <4.4
@) log K, = —6.109(0.540) + 0.110(0.053)log ky ram — 0.044(0.002)TPSA + 0.035(0.013)a + 0.005(0.001)MW 19 0.9677  0.096 106 0.000000 <2.7
) log K, = —6.250(0.428) + 0.157(0.058)log kw,0ops — 0.043(0.002)TPSA + 0.034(0.012)« + 0.004(0.001)MW 19 0.9723  0.089 123 0.000000 <2.3
6) log K, risa = 2.383(0.244) + 0.063(0.022)log km + 0.010(0.007)« + 0.008(0.001)MW 19 0.9368  0.064 75 0.000000 <1.3
) log K, risa = 2.412(0.4220) + 0.018(0.043)log ky,1am + 0.008(0.010)« + 0.008(0.001)MW 19 0.9031  0.079 47 0.000000 <2.6
®) log K, 1154 = 2.356(0.3500) + 0.019(0.049)log k., ops + 0.008(0.009)a + 0.008(0.001)MW 19 0.9028  0.079 46 0.000000 <2.1
©) log BB = —0.041(0.155) + 0.017(0.020)log km, — 0.019(0.002)TPSA + 0.043(0.007)a 19 0.9554  0.048 108 0.000000 <2.6
(10) log BB = 0.051(0.150) + 0.033(0.017)log ky,1am — 0.020(0.001)TPSA + 0.041(0.006)« 19 0.9630  0.043 130 0.000000 <1.8
(11) log BB = —0.005(0.133) + 0.049(0.020)log k, ops — 0.020(0.001)TPSA + 0.040(0.06)a 19 0.9673  0.041 148 0.000000 <1.8
(12) Caco-2 E06 = 159.92(28.86) + 3.76(4.77)log km — 1.90(0.29)TPSA + 0.47(0.13)MW 19 0.8799  9.723 37 0.000000 <2.5
(13) Caco-2 E06 = 203.38(31.52) + 10.08(4.16)log ky,1am — 2.11(0.18)TPSA + 0.34(0.12)MW 19 09101 8413 51 0.000000 <2.2
(14) Caco-2 E06 = 183.81(26.42) + 12.63(4.90)log ky, ops — 2.04(0.17)TPSA + 0.35(0.11)MW 19 0.9133  8.260 53 0.000000 <2
(15) Sfubrain = 0.739(0.147) — 0.014(0.024)log ki +0.012(0.001)TPSA — 0.003(0.001)MW 19 0.9139  0.050 53 0.000000 <2.5
(16) Sfubrain = 0.585(0.174) — 0.036(0.023)log ky1am + 0.013(0.001)TPSA — 0.003(0.001)MW 19 0.9243  0.046 61 0.000000 <2.2
17) Subrain = 0.643(0.144) — 0.050(0.027)log kv, ops + 0.012(0.001)TPSA — 0.003(0.001))MW 19 0.9286  0.045 65 0.000000 <2
(18) log Kp = —6.780(0.470) + 0.079(0.122)log ko1 — 0.043(0.005)TPSA + 0.042(0.017)x + 0.006(0.001)MW 19 0.9590  0.109 82 0.000000 <4.6
(19) log K, risa = 2.292(0.255) + 0.106(0.043)log ko1 + 0.010(0.007)« + 0.008(0.001)MW 19 0.9300  0.067 67 0.000000 <1.2
(20) log BB = —0.052(0.155) + 0.033(0.043)log ky 1 — 0.019(0.002)TPSA + 0.042(0.007)x 19 0.9551  0.048 107 0.000000 <3
(21) Caco-2 E06 = 153.28(26.64) + 13.46(8.48)log kg1 — 1.75(0.28)TPSA + 0.43(0.11)MW 19 0.8929  9.182 42 0.000000 <2.3
(22) fubrain = 0.762(0.142) — 0.038(0.045)log kg1 +0.012(0.001)TPSA — 0.001(0.001)MW 19 0.9158  0.049 55 0.000000 <2.3
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Table 2. Physicochemical, pharmacokinetic, and toxicity parameters of tested compounds.
MW TPSA Va log log log log LDsy
Nr log P HBD HBA NRB [g/mol] [A2] [L/kg] fu plasma fubrain logBB  logK,  logKsc Kujorl  Pumsa  Kusa Pupc [mg/ke]
1 2.285 1 2 2 238.50 29.10 2.1 0.0750 0.06 —0.218 —5.095 1.713 —4.988 0.280 4.58 2.513 2600
2 2.937 1 2 2 252.52 29.10 2.3 0.0830 0.04 —0.026 —4.747 1.996 —4.833 0.554 4.60 3.106 2000
3 2.309 1 2 2 256.49 29.10 2.1 0.1000 0.06 —-0275 —-5.075 1.717 —5.164 0.253 4.86 2.504 1800
4 2971 1 2 2 272.94 29.10 24 0.0370 0.02 —0.098 —4.710 2.100 —5.071 0.694 4.70 3.254 1900
5 2.810 1 2 2 272.94 29.10 2.1 0.0510 0.03 —0.110 —4.836 1.989 —4.951 0.576 5.11 3.077 2000
6 3.755 1 2 2 307.39 29.10 2.8 0.0140 0.01 0.056 —4.244 2.529 —4.944 1.132 497 4.092 1800
7 3.488 1 2 2 307.39 29.10 24 0.0320 0.01 —0.011 —4.434 2.390 —5.020 0.993 5.53 3.847 2300
8 2.980 1 2 2 317.39 29.10 24 0.0540 0.02 —0.094 —4.818 2.134 —5.197 0.804 493 3.331 1400
9 1.345 0 3 3 232.49 29.54 1.5 0.3100 0.30 —0.225 —5.538 1.097 —3947  —0.492 417 1.522 1600
10 2917 0 3 4 235.06 35.53 1.9 0.0920 0.07 0.263 —4.431 1.923 —3.279 0.313 4.36 3.132 550
11 4.067 0 3 4 283.53 35.53 2.1 0.0610 0.02 0.513 —3.731 2.541 —3.081 0.904 494 4.400 580
12 4936 1 3 5 398.59 38.33 3.8 0.0030 0.01 0.227 —3.741 3.107 —5.275 1.642 5.35 5.420 780
13 5.386 1 3 5 412.62 38.33 40 0.0029 0.01 0.345 —3.504 3.308 —5.213 1.823 5.39 5.858 720
14 2.600 1 5 5 347.24 50.80 1.6 0.2400 0.12 —-0229 5761 1.608 —5.822 0.200 3.98 2.765 840
15 3.807 0 4 3 292.76 44.12 2.1 0.0690 0.02 0.448 —4.540 2.386 —3.999 1.017 417 4.240 750
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Table 3. The established quantitative structure-activity relationships: n—number of observations, R—coefficient of determination, R,4; —adjusted coefficient of
determination, sd—standard deviation, F-value, p—probability value, VIF—variance inflation factor, PRESS—predicted residual sum of squares, MSE—mean square

error, cv—cross-validated.

No. Equation
3) log K} = —5.329(0.156) + 0.597(0.041)log km — 0.669(0.075)HBD — 0.345(0.061)HBA + 0.197(0.044)NRB

1 =15; R =0.9893; Ryg;. = 0.9850; sd = 0.110; PRESS = 0.276; MSE = 0.012; F = 116; p < 0.0001; VIF < 3.6; PRESScy = 0.276; MSEcy = 0.012
@ log K = —4.900(0.218) + 0.552(0.060)log Kap1 — 0.714(0.118) HBD — 0.378(0.092)HBA + 0.213(0.067)NRB

n=15; R = 0.9747; Ryqj. = 0.9644; sd = 0.169; PRESS = 0.610; MSE = 0.0286; F = 48; p < 0.0001; VIF < 3.5; PRESScy =0.610; MSEcy = 0.0286
(5) log Kyy/cen1 = —2.773(0.295) + 0.062(0.078)1og ky — 1.846(0.143)HBD — 0.368(0.115)HBA + 0.076(0.083)NRB

1 =15; R = 0.9740; Ryqj = 0.9634; sd = 0.209; PRESS =4.064; MSE =0.0435; F = 47; p <0.0001; VIF < 3.6; PRESScy = 4.064; MSEcy = 0.0435
©) log Kyy/cen1 = —2.762(0.262) + 0.079(0.073)1og Kan — 1.867(0.142)HBD — 0.356(0.111)HBA + 0.064(0.081)NRB

1 =15; R =0.9753; Rygj = 0.9652; sd = 0.203; PRESS = 4.889; MSE =0.0414; F = 49; p <0.0001; VIF < 3.5; PRESScy = 4.889; MSEcy = 0.0400
7 log Kysa =4.619(0.350) + 0.251(0.093)log k,,;, + 0.106(0.170)HBD — 0.381(0.136) HBA + 0.150(0.100)NRB

1 =15; R =0.8953; Rygj = 0.8498; sd = 0.248; PRESS = 1.078; MSE =0.0615; F =11; p < 0.0001; VIF < 3.6; PRESScy = 1.078; MSEcy =0.0615
(®) log Kgsa = 4.843(0.351) + 0.204(0.097)log K ap +0.109(0.190) HBD — 0.415(0.148)HBA + 0.175(0.108)NRB

n=15; R =0.8722; Ryqj = 0.8155; sd = 0.272; PRESS = 1.326; MSE =0.0741; F = 8; p <0.0001; VIF < 3.5; PRESS¢y =1.326; MSEcy = 0.0741

©) log BB = —0.375(0.078) + 0.254(0.021)log ky, — 0.454(0.038)HBD + 0.041(0.030)HBA — 0.006(0.023)NRB

1 =15; R =0.9836; Ryqj = 0.9770; sd = 0.055; PRESS = 0.090; MSE = 0.0031; F =75; p < 0.0001; VIF < 3.6; PRESScy = 0.090; MSEc, = 0.0031
(10) log BB = —0.205(0.073) + 0.242(0.020) log Kanm — 0.479(0.039) HBD + 0.032(0.031) HBA — 0.003(0.022) NRB

n =15; R =0.9831; Ryqj = 0.9762; sd = 0.056; PRESS = 0.069; MSE =0,0032; F =72; p < 0.0001; VIF < 3,5; PRESScv = 0,069; MSEcy =0.0032
(11) LDs5g =2870(411) — 253(109) log ki, + 650(199) HBD — 194(160) HBA — 245(116) NRB

1 =15; R =0.9330; Rygj = 0.9048; sd = 291; PRESS = 2078292; MISE = 84613; F = 17; p <0.0001; VIF < 3.6; PRESScv = 2078292; MSEcy =76083

(12) LDs5y = 2714(367) — 251(102) log Kanm +682(192) HBD — 192(155) HBA — 242(113) NRB

n=15; R =0.9358; Rygj = 0.9088; sd = 285; PRESS = 2017628; MSE = 81170; F = 18; p <0.0001; VIF < 3.5; PRESScv = 2017628; MSEc, =74652
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Table 1. Heterocyclic molecules (1-65) belonging to the particular classes (I-VII).

Class General Structure No Ry R,
ghny 1 Ry =H —
x 2 R; =4-CH; —
I " 3 R; =2-Cl —
Q%N\N 4 Ry = 3-Cl —
N 5 R; =4-Cl —
7//&% 6 R = 3,4-Cl, —
o]
=
|
W 7 R;=H —
8 Ry = 4-CH; —
11 NN 9 Ry = 4-OCH; —
QN /N o 10 Rl = 4-OC2H5 —_—
11 R; =4-Cl —
o 0—CH,4
=
! R1 12 Rl = H —_—
X 13 Ry =4-CHj, —
I N N 14 R; = 4-OCH;, —
t =" 15 Ry =3-Cl —
NO /o 16 Ry =4-Cl —
17 R; =3,4-Cl —
0/ O/\CH3 ! z
18 R;=H —
_ 19 Ry =2-CHj —
I 20 Ry =4-CH —
R 1 3
S 21 R; = 2,3<(CHz), —
| 22 R; = 2-OCH; —
v Q%N\N 23 R = 4-OCH; —
NG 24 Ry =2-Cl —
o 25 Ry =3-C1 —
o ! P 26 Ry =4-Cl —
27 R; =3,4-Cly —
28 R =2,6-Cly —
29 R;=H —
30 R; =2-CH; —
“3 31 Ry =3-CHj —
Ry
NN ! 32 R1 = 4-CH3 —
| 33 R; =2-OCH;, —
_N 34 R; = 4-OCH;, —
v 12/ ) 35 Ry =4-0CHs —
36 R; =2,3«(CH;), —
O/ 37 Ry =2-Cl —
38 R; = 3-Cl —
39 R; =4-Cl —

40 Ry =34-Cl, —
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NRB value on the penetration of the tested substances through the blood-brain barrier. The
numbers of rotatable bonds calculated for tested compounds are in the range from two to six,
with average value equal to 3.2. Probably, in the case of the investigated molecules, these
values are close to the maximum of the aforementioned parabolic relationship. Ultimately,
NRB was considered a negligible factor and omitted in subsequent QSAR models.

4. Materials and Methods
4.1. Reagents and Materials

Isopropanol and acetonitrile (both HPLC grade), as well as sodium dodecyl sulfate
SDS (for synthesis), were supplied from Merck (Lublin, Poland). Anhydrous citric acid
(CsHgO7) and disodium phosphate (Na;HPO4)—both pure—were purchased from POCh
(Lublin, Poland). Deionized water was produced using the Direct-Q3 UV system (Millipore,
Warsaw, Poland).

4.2. Instrumental

Shimadzu Vp (Shimadzu, Izabelin, Poland) liquid chromatographic system was used
in the measurements. It was equipped with LC 10AT pump, SPD 10A UV-Vis detector, SCL
10A system controller, CTO-10 AS chromatographic oven, and Rheodyne injector valve
with a 20 uL loop. A Spherisorb ODS-2 column, 125 X 4 mm i.d., 5 um (Merck, Lublin,
Poland) was applied as the stationary phase.

4.3. Chromatographic Conditions

As the mobile phases buffered, SDS mixtures (0.10; 0.105, 0.11, and 0.12 mol L) with
7% (v/v) addition of isopropanol were used. The buffer was prepared from 0.01 mol L1
solutions of disodium phosphate and citric acid, and the pH 7.4 value was fixed before
mixing with an organic modifier. The flow rate was 1 mL min 1. Solutes samples were
dissolved in acetonitrile—c.a. 0.005 mg mL~!. The compounds were detected under UV
light at Amax 254 nm. All measurements were carried out at 25 °C. The dead time values
were measured from non-retained compound (e.g., sodium chloride) peaks. All reported k
values are the average of at least three independent measurements.

4.4. In Silico Calculations

Molecular weight (MW), topological polar surface area (TPSA), polarizability (x),
parachor (P), the numbers of hydrogen bond donors (HBD), acceptors (HBA), and rotatable
bonds (NRB), the partition coefficient in the n-octanol/water system (log P/ ), and the
log BB values were calculated by ACD/Percepta software, version 1994-2012 (ACD/Labs,
Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, ON, Canada).

4.5. Statistical Analysis

Linear regression (LR), multiple linear regression (MLR), and leave-one-out cross-
validation (LOOcv) were conducted using the statistical software Minitab 16.2.4.0, version
1991-2004 (Minitab Inc., State College, PA, USA).

5. Conclusions

The linear quantitative structure—activity relationship models are presented for the
modeling and prediction of the BBB permeation of heterocyclic drug-like molecules with
promising activity. The models were produced using the multiple linear regression tech-
nique on a database that consisted of 65 recently discovered compounds. Among the
different lipophilicity, polarity, electronic, and molecular size descriptors that were consid-
ered as inputs to the model, four variables were selected, i.e., micellar parameter charac-
terizing the solutes lipophilicity log (km /Kapn), the number of hydrogen bond acceptors
HBA connected with polarity, and parachor or molecular weight (MW), describing the
molecular size. The rationale was to combine in the model in vitro (micellar lipophilicity
parameters log (km/Kanm)) and in silico («, MW, P) data. The accuracy of the proposed
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