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1. UvOD



1.1. Povijesni razvoj lijekova kroz QSAR

Otkrice ljekovite supstancije ¢esto je bilo slu¢ajno, kao naprimjer, otkri¢e penicilina
(A. Fleming, 1928.) koje je pokrenulo antibiotsku revoluciju i potaknulo pitanje produzenja
zivotnog vijeka [1]. Dikumarol, antagonist vitamina K i prvi antikoagulans takoder je
otkriven sasvim slu¢ajno kada je uo¢eno da ovce ugibaju kad pasu kokotac (Melilotus sp.)
zbog snaznog krvarenja zeluca koje se ne moze spontano zaustaviti uslijed snaznog
antikoagulacijskog ucinka navedene trave. Jos§ jedan vazan lijek, nitroglicerin otkriven je
slu¢ajno. Danas je jedan od najpoznatijih lijekova protiv angine pektoris, a njegovo otkrice
pripisuje se zapazanju da radnici u tvornicama nitroglicerina pate od jakih glavobolja koje su

pripisivane dilataciji krvnih Zila.

Medutim, treba spomenuti 1 lijekove ¢ije je djelovanje odmah ispravno protumaceno.
Rije¢ je o lijekovima jednostavnog djelovanja, a to su sredstva za cCiS¢enje (purgativi) i
povracanje (emetici). Te dvije skupine se smatraju i prvim modernim lijekovima iz razloga

Sto imaju jasno fiziolosko djelovanje te su dobiveni sintetskim putem [2].

Ako ne igrom slu€aja, do otkrica novog lijeka moze se do¢i kroz sustavno
eksperimentiranje ili kemijsku intuiciju. Ti pristupi se zasnivaju na sintetiziranju biblioteke
moguc¢ih kombinacija kemijskih spojeva koje se zatim provjeravaju na zeljenu fiziolosku
aktivnost. Ovakav pristup je dugotrajan, zahtjeva intenzivan rad i velike troskove.
Prihvatljivije rjeSenje ovog problema je racunalno dizajniranje lijekova koje se Kkoristi
razli¢itim metodama i postupcima, a koje omogucuje identifikaciju odgovaraju¢e molekule
prije njezine sinteze. Kroz povijest su se predlagali i razvijali brojni pristupi i razli¢ite metode
sa svrhom olaksanog pronalaska ljekovite supstancije. Jedan od prvih pristupa bio je QSAR
(engl. Quantitative Structure-Activity Relationship). QSAR predstavlja pokusaj povezivanja
strukture ili strukturnih parametara (molekularnih deskriptora) s aktivnos¢u molekule [1].
Pocetak QSAR-a datira iz 19. stoljeca i vezan je uz znanstvenike Crum Brown-a i Fraser-a
koji su 1867. godine, istrazujuéi alkaloide, dosli na zamisao o povezanosti strukture molekule

I njezine fizioloske aktivnosti te postavili prvi matematicki model prikazan izrazom:
BA = f(C)
gdje BA oznacuje mjerljiv bioloski u¢inak molekule, a C kemijsku strukturu te molekule [3].

Kratko nakon njihova otkri¢a, Richet (1893.), Meyer (1899.) 1 Overton (1901.) su otkrili

linearnu povezanost izmedu lipofilnosti 1 bioloskog ucinka. Nakon njih, Hammet je 1935.
9



godine objavio metodu za izraCunavanje ucinka supstituenata na mehanizam reakcije, kroz
koriStenje jednadzbe koja je u obzir uzimala dva parametra: konstantu supstituenta (i) i
konstantu reakcije (ii). Taft je 1956. godine upotpunio Hammet-ov model i predloZio pristup
za izraCunavanje ucinka supstituenta na mehanizam reakcije koji omogucuje razdvajanje
ucinka koji se javlja zbog razlike u polarnosti od u¢inka koji se javlja zbog razlike u sterickim
obiljezjima pojedinih supstituenata. Njihova otkri¢a postavila su temelj na kojemu je Hansch
razvio linearnu jednadzbu za izraCunavanje lipofilnosti koja integrira tri grupe parametara:

hidrofobne, elektronske 1 stericke [1].

Ta otkrica obiljezila su pocetak razvoja metode QSAR koja postaje sve popularnija u

dizajniranju lijekova.

1.2. Stanje danas u istrazivanju novih lijekova

Danas zivimo u razdoblju kemoterapeutika, sintetskih lijekova kojima se unisStavaju
uzrocnici infektivnih bolesti. Ba§ kao $to je u proslosti najtezi problem bio pronaci nesto
ljekovito, neku rijetku biljku, tako je i danas to postao pronalazak kemijskog spoja koji
pokazuje fizioloSko djelovanje. Takav spoj, koji se ve¢inom otkrije slucajno, zove se vodeci
ili temeljni spoj (engl. lead compound). Postoje tri pristupa koji vode od vodeceg spoja do
lijeka na trziStu: rastavni (disjunktivan), sastavni (konjuktivan) i analogni pristup. Koji ¢e se
od ta tri pristupa izabrati ovisi 0 vodecem spoju. Taj vodeci spoj treba prilagoditi
farmakokineti¢kim 1 farmakodinamickim zahtjevima te voditi racuna o troskovima njegove
sinteze jer nije rijetkost da se na trziStu pojavi aktivni spoj koji nije farmakoloski
najpovoljniji, ali je njegova sinteza povezana s malim proizvodnim troSkovima. U
predvidanju svojstava novih spojeva istrazivaci se pretezito sluze metodom QSAR ili

metodama molekularnog modeliranja [2].

Vode¢i se spoznajom o nedjeljivosti kemijske strukture lijeka i1 funkcije u zivom
organizmu moze Se izvesti pretpostavka o postojanju odnosa izmedu strukture i bioloSkog
ucinka te tvari. U danasnje vrijeme postoji veliki broj metoda kojima se nastoje povezati
fizicko-kemijski parametri i struktura molekule s njezinim fizioloskim u¢inkom. Istrazivanja
se temelje na optimizaciji vodeceg spoja uvodenjem razlicitih, novih supstituenata na vodeci

spoj, a sve s ciljem da se postignu Zeljene promjene u bioloskoj aktivnosti.

Put od sinteze novog lijeka do njegove primjene u terapiji jako je dug, zahtjeva

mnogo rada, vremena i novcanih sredstava koji mogu narasti i do milijarde dolara. Proces
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traje godinama 1 zahtjeva ispitivanje tisuca spojeva. Statistika je pokazala da od 10 000
novosintetiziranih spojeva samo jedan dolazi na trziste kao komercijalni lijek (Slika 1) [4].

Pretklinicka
iAiania Klinitka ispitivanja FDA odobrenje

5 Spojeva 1Lijek

Slika 1. Brojnost spojeva u pojedinim fazama istrazivanja lijekova [5]

1.3. Sto je QSAR?

QSAR je skracdenica koja znac¢i Quantitative Structure-Activity Relationship
(kvantitativni odnos strukture i aktivnosti). 1z samog naziva moze se zakljuciti da je QSAR
metoda kojom se neko strukturno svojstvo molekule zeli dovesti u kvantitativnu vezu s
njezinom biolo§kom aktivnoséu. Metodi QSAR prethodi metoda QSPR (engl. Quantitative
Structure-Property Activity). Naime, u metodi QSPR je cilj da se bilo koje fizi¢cko-kemijsko
svojstvo dovede u kvantitativnu vezu s nekim strukturnim parametrom [6]. QSAR se danas u
velikoj mjeri primjenjuje u Sirokom rasponu znanstvenih disciplina, ukljucujuc¢i kemiju,
biologiju i toksikologiju [7]. Posljednjih 10-tak godina postao je neizostavan alat u
farmaceutskoj industriji, od otkri¢a vodeceg spoja, njegove optimizacije i daljnjeg razvoja [8].
Rastuéi trend je rana primjena QSAR-a kao sredstva provjere u postupku otkrivanja ljekovite
supstancije te kao alata za eliminaciju molekula kojima nedostaju odredena svojstva ili onih
za koje se predvida da ¢e izazvati toksi¢an odgovor iz daljnjeg razvoja. Ovaj scenarij razvoja
QSAR-a daje naslutiti moguénost njegova Sirenja izvan okvira farmaceutske industrije do

ljudskih i ekoloskih regulatornih tijela za uporabu u toksikologiji [9,10].

Prvi korak koriStenja metode QSAR podrazumijeva pronalazak grupe kemijskih
spojeva ili vodeceg spoja koji pokazuju zeljenu biolosku aktivnost. Zatim se uspostavlja
kvantitativni odnos izmedu fizicko-kemijskih parametara i bioloSke aktivnosti nakon ¢ega se,
pomo¢u QSAR modela, provodi optimizacija aktivnih spojeva kako bi se povecala
odgovarajuca bioloska aktivnost. Odgovarajuci se spojevi nakon uspostavljanja kvalitetnog
matematickog modela, eksperimentalno testiraju na Zeljenu aktivnost. Eksperiment je nuzan

za potvrdivanje ispravnosti i tocnosti dobivenog matematickog modela. Na ovaj se nacin

11



QSAR metoda moze upotrijebiti kao vodece sredstvo za odredivanje odgovarajuéih izmjena u
vodeéem spoju kojima bi se poboljsala njegova bioloska aktivnost [11]. Primijenjena

promisljeno, ova metoda moze ustedjeti znatnu koli¢inu vremena, novca i ljudskih resursa.

12



2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj ovog rada je prikazati temeljne pristupe kojima se farmaceutska industrija danas
sluzi u postupku dizajniranja novih lijekova te dati uvid u njihove osnovne znacajke. Poseban
naglasak ¢e biti stavljen na QSAR pristup te topoloSke indekse i njihovu vaznost u

modeliranju novog lijeka.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. Materijali koriSteni za izradu rada

U ovom diplomskom radu istrazivana je kongeneri¢na serija od dvanaest sulfonamida:

1. Sulfanilamid

2. Sulfacetamid

3. Sulfadiazin

4. Sulfametoksazol

5. Sulfagvanidin

6. Sulfamerazin

0
HZN—:S / \—NH2
i e
= §
H-N— S—NH
AN/ i i
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7. Sulfatiazol

8. Sulfafurazol

0]
HLC \NH lsl, NH
—NF3
I \
(0]
9. Sulfametoksipiridazin
T\I/j\ Q
3 NH \\
10. Sulfadimidin
CH, NH
J\NH \\
11. Sulfadimetoksin
H3
H-C
: \o NH x\
12. Sulfafenazol
=\ 0
H-N— S—NH
NN\ 4 I \
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Koriste¢i ra¢unalni program TAM koji je razvijen u okviru tima M. Medi¢-Sarié i
suradnici proveli smo izra¢unavanje topoloskih indeksa (W, %, J i I) za seriju spojeva iz
skupine sulfonamida te ih korelirali s fizicko-kemijskim svojstvima tih spojeva. Izracunate
vrijednosti topoloskih indeksa i pripadaju¢a fizicko-kemijska svojstva prikazana su u tablici
10.

Za istrazivanje odnosa izmedu strukture kongeneri¢ne serije spojeva iz skupine
sulfonamida s fizicko-kemijskim parametrima, provedena je QSPR analiza. Taj odnos
prikazan je u obliku matemati¢kih modela. Konacni cilj ovakvog modeliranja je predvidanje
svojstava ili aktivnosti promatrane molekule. U ovom radu koristeni su strukturno-eksplicitni
modeli koji omogucuju da se strukture istrazivanih sulfonamida izraze brojcano i tako

omogudi istrazivanje odnosa izmedu fizicko-kemijskih svojstava i strukture.

Ispitivali smo linearnu i nelinearnu vezu izmedu izracunatih topoloskih indeksa i
odabranih fizicko-kemijskih svojstava sulfonamida. Za testiranje kvalitete i vrednovanje
izraCunatih i predlozenih modela, koriSteni su sljede¢i parametri: broj ispitivanih sulfonamida,
N, koeficijent korelacije, r, srednje kvadratno odstupanje, R?, standardna devijacija, Sq i odnos

1izmedu varijance dobivenih i izracunatih vrijednosti, F.

Uz primjere izracunavanja odabranih topoloSkih indeksa za kongeneri¢nu seriju
sulfonamida, u ovom radu ¢e biti prikazana jo§ dva slu€aja dizajna novih lijekova iz drugih

farmakoterapijskih skupina, uz pomo¢ ra¢unalnog modeliranja.

Pretrazivanje literature je obavljeno elektronickim putem pomocu osobnog racunala.
Pretrazena je osnovna baza podataka PubChem te ostali izvori relevantni za izradu ovog rada.

Strukture lijekova jednoznacno Su prikazane koristenjem programa ACD/ChemSketch [12].

Literatura je pretrazena prema temi istraZivanja, predmetu istrazivanja, Casopisu,
autorima, naslovu rada i uvrijezenim kraticama koje se koriste u molekularnom modeliranju.
Pri pretrazivanju literature koriStene su sljedece kljucne rije¢i: QSAR, molecular descriptors,
topological index, logP, chemical graph theory, molecular modelling, in silico modelling,
CAMD (engl. Computer Aided Molecular Design) software, drug discovery, drug

development, virtual screening, computational modeling...

Pri pretrazivanju literature trazeni su odgovori na specificna pitanja vezana za

problematiku ovoga diplomskog rada. Literatura je pretrazivana od opcih prema
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specijaliziranim ¢lancima 1 pojmovima pri ¢emu su odabrani oni koji su relevantni za

problematiku ovoga diplomskog rada.

Pri proucavanju relevantnih ¢lanaka izdvojene su najvaznije metode koje ovaj rad
proucava 1 ¢iju problematiku zeli pribliziti citatelju. Vode¢i se njima provedena su
istrazivanja ¢iji su rezultati prikazani ovim diplomskim radom. Temeljem dobivenih rezultata

napisan je i kriti¢ki osvrt na problematiku rada te su navedeni i glavni zakljucci.
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3.2. QSAR metoda i njeni osnovni parametri

Kao $to je ve¢ naglaSeno, QSAR je jedna od najpopularnijin metoda kojom se
farmaceutska industrija danas sluzi u pronalasku novih ljekovitih tvari i njihovoj optimizaciji.
Unutar QSAR metode raspolaze se brojnim strukturnim parametrima, odnosno molekularnim
deskriptorima kojima se opisuje pojedina molekula. U ovom poglavlju poseban naglasak bit
¢e stavljen na topoloSke deskriptore te ¢e se prikazati i primjeri izraGunavanja pojedinog

deskriptora.

3.2.1. Molekularni deskriptori

Molekularni deskriptori su rezultat logi¢kih i matematickih transformacija kemijske
informacije. Dijele se na eksperimentalne i teorijske. Eksperimentalni deskriptori
predstavljaju rezultat nekog standardiziranog pokusa, a opisuju fizicka svojstva molekula,
kao Sto su molekulska masa, topljivost, lipofilnost (logP), polarizabilnost, molekularna
refraktivnost, dipolni moment i dr. Teorijski molekularni deskriptori, koji su obi¢no dobivali
nazive prema autoru koji ih je predlozio (Wienerov, Randi¢ev, Balabanov indeks itd.),
pretvaraju strukturu u koristan broj te se temelje na simboli¢kom prikazu molekule, a prema

dimenzionalnosti strukturne informacije dijele se na:

e 0D - opisuju svojstva molekula temeljem sazete molekulske formule, npr. broj atoma
e 1D - opisuju svojstva supstituenata, fragmenata, funkcionalnih skupina
e 2D — opisuju veze izmedu atoma u molekuli — topoloski indeksi

e 3D — opisuju konfiguraciju molekule — geometrijski, stericki i volumni deskriptori.

Topoloski indeksi ¢ine najvec¢u skupinu teorijskih molekularnih deskriptora. Osim
jednostavnih deskriptora koji se temelje na prebrojavanju (npr. atoma u molekuli) koriste se i
stericki, hidrofobni, i1 elektronski parametri koji se najceS¢e dobivaju primjenom kvantno-

kemijskih proracuna (npr. logP, molarna refraktivnost, parcijalni naboji...).

Potrebno je napomenuti da se odabir odredenog molekularnog deskriptora ili veceg
broja deskriptora temelji na njihovoj moguénosti, odnosno jednostavnosti interpretacije. Pri
odabiru treba voditi racuna da odabrani skup molekularnih deskriptora sadrzi one koji ne nose

istu informaciju i koji su medusobni slabo korelirani (Tablica 1) [13].
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Tablica 1. Molekularni deskriptori [2]

Fizi¢ko-kemijski deskriptori

relativna molekulska masa (M)
e gustoca(p)
e taliSte, tocka taljenja (t.t.)
e vreliSte, tocka vrenja (t.v.)
e koeficijent razdjeljenja oktan-1-ol/voda (P, logP)
e molekularna refraktivnost (MR)
Topoloski deskriptori
e fragmenti atoma i kemijske veze
e supstrukture (atomske grupe)
e okolina supstrukture
e Dbroj ugljikovih atoma
e Dbroj prstenova (policikli¢ki spojevi)
e molekularna povezanost (stupanj grananja) — topoloski indeksi

Geometrijski deskriptori

van der Waalsov volumen (V)
e povrSina van der Waalsove ovojnice (S)
e Taftov stericki parametar (Es)
e Verloopova duzina (1)
e Verloopova §irina (Bs)
Elektronski deskriptori
e Hammet-Taftova konstanta (o)
o clektronska gustoca
e reaktivnost = veze
¢ molna elektronska polarizibilnost (Pe)
e dielektri¢na konstanta (&)
e dipolni i vi$i momenti (u)
e ionizacijski potencijal (1)

e clektronski afinitet

21



Fizicko-kemijski deskriptori predstavljaju fizicka i kemijska svojstva nekog spoja.
Posebno treba istaknuti koeficijent razdjeljenja (logP) izmedu oktan-1-ola i vode (fosfatni
pufer, pH = 7,4). Njegovim otkricem je zapocCela intenzivna primjena metode QSAR, a i

danas je jedan od najvaznijih molekularnih, fizicko-kemijskih deskriptora u QSAR-u.

Topoloski deskriptori u strukturi molekule vide samo moguénost povezivanja atoma.
Oni numericki izrazavaju topolosku informaciju za neki spoj te se mogu direktno upotrijebiti
kao jednostavni deskriptori za usporedivanje s fizickim, kemijskim ili bioloskim parametrima
molekule u QSAR-u. Njih ¢ine tzv. topoloski indeksi: Wienerov, Randi¢ev, Balabanov i

mnogi drugi [14].

Geometrijski i elektronski deskriptori opisuju raspodjelu naboja u molekuli. Mogu se
izraGunati molekularno-mehani¢kim i kvantno-kemijskim prora¢unima. Nakon otkrica tih
deskriptora pojavila se i nova ina¢ica metode QSAR — 3D QSAR, koja je utemeljena na tim
deskriptorima [15].

3.2.1.1. Fizi¢ko-kemijski deskriptori - logP

Postoji viSe fizicko-kemijskih deskriptora, ali u ovom radu posebna paZnja je
posvecena fizicko-kemijskom deskriptoru ¢ijim je otkricem zapocela sustavna primjena
metode QSAR. Rije¢ je 0 koeficijentu razdiobe, logP, izmedu oktan-1-ola i vode (fosfatni
pufer, pH = 7,4). O njemu ovisi Citav niz ¢imbenika, odgovornih za djelovanje lijeka u
organizmu, kao $to su npr. raspodjela lijeka u organizmu, vezivanje lijeka za receptor,
prolazak lijeka kroz bioloSke membrane itd. Ovaj parametar postao je opée prihvacen u
QSAR-u za kvantitativni opis lipofilnog karaktera bioloski u¢inkovitih spojeva te jedan od
najvaznijih parametara u dizajniranju novih lijekova, odnosno utvrdivanju bioloSke
ucinkovitosti sintetiziranih spojeva. Zbog tako velike vaznosti koeficijenta razdiobe, zadnjih
dvadesetak godina razvijen je velik broj empirijskih 1 teorijskih pristupa odredivanja, odnosno

izraGunavanja vrijednosti logP [13].
1. EKSPERIMENTALNO ODREDIVANIE logP

Najces¢a eksperimentalna metoda za odredivanje koeficijenta razdiobe je metoda
izmuckavanja (engl. shake-flask methode) kombinirana s razli¢itim analitickim tehnikama:
UV-Vis (engl. UltraViolet-Visible spectrophotometry), HPLC (engl. High Performance
Liquid Chromatography), GC (engl. Gas Chromatography). Princip je jednostavan no
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zahtjeva dosta vremena, strogo odredene uvjete, a osim toga neprimjenjiv je za nesintetizirane

spojeve. Pri odredivanju se moraju postovati vazne odredbe [16]:

a)

b)

d)

potrebno je rabiti parove otapala koja su zasi¢ena jedno drugim jer ¢e se, u suprotnom,
promijeniti njihov volumen tijekom izmuckavanja;

izmuckavanje treba provoditi u dobro zatvorenim posudama, pola sata;

analiza ispitivane supstancije provodi se u obje faze, a vrijednost logP izracunava se iz
Nernstove jednadzbe:

log P = log(C,/C,)

gdje su Co i Cy molarne koncentracije ispitivane tvari u organskoj fazi (o = n-oktanol),
odnosno vodenoj fazi (v = voda, odnosno fosfatni pufer, pH = 7,4);

potrebna je visoka Cistoca ispitivane tvari, jer i najmanje oneciS¢enje moze pokvariti
pokus;

na to€nost rezultata utjecat ¢e i temperatura sustava te pH vrijednost vodene faze. Ako
temperatura sustava nije stalna ne vazi Nernstov zakon razdiobe. Najprikladniji je pH
onaj kod kojeg je 99,9% ispitivane supstancije u neioniziranom obliku. Ako se
koeficijent razdiobe odreduje kod pH gdje je supstancija djelomi¢no ionizirana u obzir

se mora uzeti i stupanj ionizacije.

Eksperimentalno odredivanje koeficijenta razdiobe ima mnoge nedostatke, u prvom

redu to su: sloZenost postupka i nemoguénost odredivanja za nesintetizirane spojeve.

2.

RACUNANIE logP PUTEM 7 KONSTANTI

Prve metode racunanja logP vrijednosti razvili su Hansch, Fujita i lwasa, a temelje se

na zamjeni vodikova atoma nekim drugim supstituentom na osnovnoj strukturi molekule

poznatog logP [17, 18]. Pri odredivanju lipofilnosti ne uzima se u obzir ¢itava molekula, ve¢

skup derivata osnovnog spoja, gdje je veci dio strukture ostao isti. Kako bi istraZivanje

koeficijenta razdiobe bilo mogucée, Hansch 1 suradnici su definirali 7 parametar:

Ty = log P(r-x) — log Pr-p)

odnosno

log Pr_xy = log Pr_py + Ty
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gdje Pr-x) 1 Pr-n) Cine koeficijente razdiobe struktura R-X i R-H s tim da je struktura R-X
izvedena iz strukture R-H zamjenom jednog vodikovog atoma supstituentom X [19]. LogP
nije suma z vrijednosti ve¢ se z vrijednost supstituenta mora pribrojiti na logP osnovne
strukture. Vrijednosti 7 konstanti donekle se razlikuju od strukture do strukture kao $to se vidi

iz tablice 2.

Tablica 2. Vrijednost zy za razli¢ite osnovne strukture [20]

X X—CsHs 4-X— 4-X-CsHsNO2 4-X-CsHOH
CeéH4OCH2COOH
-H 0 0 0 0
—CH3 0,56 0,52 0,52 0,49
-F 0,14 0,15 0,31
—ClI 0,71 -0,78 0,54 0,93
-OH -0,67 -0,61 0,11 -0,87
—~OCH3 -0,02 -0,04 0,18 -0,12
~NH2 -1,23 -0,46 -1,63
-NO2 -0,28 0,24 -0,39 0,5
-CN -0,57 -0,32 -0,66 0,14

Iz tablice je vidljivo da inertne skupine kao alkilne imaju relativno konstantne z vrijednosti

su oni supstituenti koji imaju jedan slobodan elektronski par na heteroatomu izravno vezan na
aromatski prsten (-OH, -OCHs, —-NH>).

U kasnijem tabeliranju 7 konstanti, Hansch je odlu¢io naciniti oStru razliku izmedu

alifatskih i aromatskih supstituenata [20].

Ocigledni je nedostatak 7 sustava u Cinjenici da je vecéina tih vrijednosti izvedena iz
samo jedne vrijednosti logP, od koje je odbijena vrijednost logP osnovne strukture — benzena.
Kako bi se ovako dobivene vrijednosti logP mogle uspje$no primijeniti u korelacijskoj
analizi, potrebno je eksperimentalno odrediti dovoljan broj logP za skup srodnih struktura
tako da se mogu otkriti sve interakcije funkcionalnih skupina koje utjeCu na konacne

rezultate.
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3. REKKEROV FRAGMENTARNI SUSTAV RACUNANIJA logP

U izraCunavanjima koeficijenta razdiobe preko x konstanti [17-20] dobiveni su
pogresni podaci za neke alifatske ugljikovodike, Sto je dovelo do zaklju¢ka da je prava
hidrofobnost vodikova atom u sustavu n-oktanol/voda blizu nule. Davis je prvi upozorio na
pogreske u tom pristupu, dokazavsi da je hidrofobnost metilne skupine (—CHs) znatno visa od
hidrofobnosti metilenske skupine (-CH2) [21]. Sljede¢i ovaj pristup, Nys i Rekker su
statistiCki obradili koeficijente razdiobe dostupne do 1973. godine na osnovi ¢ega su stvorili
skup fragmentarnih vrijednosti (Tablica 3) [16, 22, 23]. Iz tih vrijednosti, logP se mogao

dobiti zbrajanjem prema formuli:

logP = Eanfn

f — oznacava hidrofobnu fragmentarnu konstantu, odnosno lipofilni doprinos odredenog dijela

strukture ukupnoj lipofilnosti;

a — pokazuje broj pojavljivanja danog fragmenta u strukturi.
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Tablica 3. Rekkerove konstante (f) za pojedini fragment [16]

FRAGMENT f
—CeHs 1,886
—CeH4 1,688
—Cl ar. 0,922
—CH3 0,702
—CH>- 0,530

—CH=ar. 0,430
-S- 0,360
—CH- 0,235
—C=ar. al. 0,200
—Cl al. 0,061
—C=N ar. -0,205
—OH ar. -0,343
—O—ar. Al -0,433
—N- -0,520
—NH: ar. -0,854
—C=N al. -1,066
—N=ar. -1,012
—NH: al. -1,428
—OH al. -1,491

—SO2— NH; ar. -1,530
-C=0 -1,703

—NH-al. -1,825
—SO2>- NH ar. -1,992

Nys i Rekker su razvijali metodu kroz sedam koraka te utvrdivali vrijednosti koje
odstupaju. Podaci dobiveni putem tih koraka pokazali su da je postignuto izvrsno slaganje
izmedu alifatskog i aromatskog skupa f-vrijednosti, §to u z-sustavu nije bilo moguce.
Ucestalost pojavljivanja faktora 0,289 u tim istrazivanjima potaknula ih je na proucavanje
ove, kako ju je Rekker nazvao, ,,magi¢ne konstante” (Cm). Ona je prikazana kao vrijednost

koja ponistava razliku izmedu eksperimentalno odredenih vrijednosti logP i onih dobivenih
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jednostavnim zbrajanjem fragmentarnih vrijednosti. Opcenito, primjena ove znacajne

konstante moze se prikazati sljedeCcom jednadzbom:

logP = Zf+ anCM

gdje Cwm ¢ini ,,magi¢nu konstantu (0,289), a kn broj pojavljivanja Cwm u strukturi koja se

promatra (Tablica 4) [16].

Tablica 4. Pregled uporabe faktora Cwm (,,magi¢ne konstante™) [16]

1ZVOR
1. Blizina elektronegativnih grupa
»1C« separacija
CI-CH>-Cl

»2C« separacija
CI-CH2-CH—-OH

»3C« separacija
ClI-CH>-CH>-CH>-OH

2. Kondenzirane aromatske strukture
3. Aril-aril konjugacije
4. Unakrsne konjugacije
5. Konjugacije u ispruzenim lancima
6. Vodik vezan na elektronegativnu skupinu
7. Razlika izmedu alifatskog i aromatskog vezanja funkcionalnih
skupina
Primjeri:

—COOH

—OH

—NH2
8. Vodikove veze
9. Rezonantne interakcije razdvojene utjecajem sterickih faktora
10. Razlike u hidrataciji funkcionalnih skupina

sustavi otapala, osim n-oktanol/voda

RPTLC
HPLC

kn

3X

2X

0x
1x
1x
1x
2X
1x

najcesce 3x,
ponekad 2x ili 4x
3x

4x
2X

2X
1-4x
promjenjivo

promjenjivo
promjenjivo
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4. FRAGMENTARNI SUSTAV HANSCHA | LEOA

Nedugo nakon Rekkera i suradnika, koji su objavili svoj vlastiti fragmentarni sustav,
Leo i Hansch su predstavili svoj fragmentarni sustav. Oni su kao osnovu metode pazljivo
odabrali nekoliko odredenih koeficijenata razdiobe, koji u sebi ne uklju¢uju nikakvu

interakciju, koja bi mogla utjecati na hidrofobnost pojedinog fragmenta.

Osnovne fragmente u svom sustavu su izveli iz vrijednosti logP za metan, etan i vodik.
Kombinirajuéi f(CH3z) i f(H) dobivene su i druge vrijednosti: f(CH2), f(CH) i f(C).
Fragmentarne vrijednosti za H i C atome smatraju se osnovnim vrijednostima potrebnim za
izraGunavanje logP svih alifatskih struktura. Sljede¢i korak u njihovom sustavu bio je
utvrdivanje faktora koji utjeCu na razdiobu tvari u sustavu otapala, a zbog kojih bi obicno
zbrajanje fragmentarnih vrijednosti dalo neto¢ne rezultate. Stoga su Hansch i1 Leo, Rekkerovu

jednadzbu prosirili na:

logP = Zanfn + meFm

f — oznacava hidrofobnu fragmentarnu konstantu, odnosno lipofilni doprinos odredenog dijela

strukture ukupnoj lipofilnosti;

a — pokazuje broj pojavljivanja danog fragmenta u strukturi;

F — faktor koji utjece na jednadzbu razdjeljenja ispitivane supstancije u sustavu otapala;
b — broj ponavljanja faktora F.

Da bi omogu¢ili pravilno racunanje logP vrijednosti, Leo i Hansch su izveli mnogo
korekcijskih faktora. Izmedu ostalog, to su korekcije za: duZinu lanca, veli¢inu prstena,
konjugacije, aromaticnost, intramolekularne vodikove veze, vezanje prstenova, nezasi¢enost

(dvostruke i trostruke veze) [20, 24].
5. RACUNALNI PROGRAMI U IZRACUNAVANJU LIPOFILNOSTI

Primjena racunala znacajno je utjecala na razvoj metoda izracunavanja lipofilnosti
koje zamjenjuju dugotrajne eksperimentalne postupke. Pri izraCunavanju logP Koriste se
brojni programski paketi od kojih su najpoznatiji Pro_logP 4.1., ClogP i LogKow. Za

nesintetizirane spojeve racunalne metode predstavljaju jedinu mogucu metodu dobivanja logP
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vrijednosti. Medutim, rutinska primjena raCunalnih programa zahtijeva njihovu stalnu

provjeru i usporedbu s eksperimentalnim vrijednostima [25-27].

Pro_logP 4.1 je zadnja verzija programa za izracunavanje logP. Algoritam za
izraCunavanje se temelji na Rekkerovoj fragmentarnoj metodi. Nakon ucrtavanja strukturne
formule istrazivane supstancije, program izracunava njihove logP vrijednosti na osnovi
zadane kemijske strukture. Takoder, program rasclanjuje molekulu na najprikladnije

fragmente.

ClogP program se temelji takoder na Rekkerovoj fragmentarnoj metodi. Medutim,
nacin na koji ClogP objasnjava stericke, elektronske i interakcije nastale uslijed stvaranje
vodikovih veza, znatno se razlikuje od Rekkerova pristupa. Putem jednostavnih pravila,
program strukturu razbija u fragmente nakon ¢ega konzultira ,,Fragmentarnu bazu podataka*
u kojoj se nalazi Citav niz fragmentarnih vrijednosti struktura, ¢iji su koeficijenti razdiobe

odredeni [27].

LogKow program izracunava vrijednost logP koriste¢i se atom/fragmentarnom
metodom. Vrlo je tocan 1 jednostavan za koriStenje. Verzija prilagodena Windows

programskom paketu poznata je kao KowWin [28].

3.2.1.2. Kromatografski parametar Rm

Hidrofobnost se, osim koeficijentom razdjeljenja, logP, mozZe izraziti i preko
kromatografskog parametra Rm. Za odredivanje Rm vrijednosti koristi se tankoslojna
kromatografija, a u novije vrijeme sve vise tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
obrnutih faza, RP-HPLC (engl. Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography).
U provedbi eksperimenta metodom tankoslojne kromatografije, koriste se kromatografske
ploce sa silikagelom kao nepokretnom fazom, impregnirane otopinom parafinskog il
silikonskog ulja u n-heksanu, a kao pokretna faza obi¢no se koriste otopine pufera uz dodatak
razli¢itih koncentracija etanola ili acetona. Nakon provedbe eksperimenta i raspodjele
ispitivane supstancije izmedu pokretne i nepokretne faze (hidrofilne i lipofilne), Rm parametar

se moze izraCunati prema jednadzbi:

R =09 (7= = tos (5 1)
= (0 =log|— —
M ‘gl—RF QRF
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Rr se eksperimentalno odredi kao omjer izmedu udaljenosti koju je na kromatografskoj ploci
presla ispitivana supstancija, od starta do mjesta identifikacije, u odnosu na udaljenost koju je

presla pokretna faza, od starta do fronta [29, 30].

3.2.2. Teorija grafa i topoloski deskriptori

Teorija grafa je grana matematike, koja se bavi proucavanjem nacina povezanosti
odredenih objekata. U njoj, graf predstavlja geometrijski oblik koji se moze direktno
upotrijebiti za predstavljanje molekule, kada je jedino poznato svojstvo unutarnja povezanost

(npr. da li postoji ili ne veza izmedu dva atoma u molekuli).

Na jednostavan naéin moze se prikazati pretvorba molekularne strukture u graf:

Kemijski naziv Graf teorijski naziv
kemijska struktura graf
atom vrh (verteks)
kemijska veza brid (linija)
kemijska veza izmedu specifiénih utezani brid
elemenata (C-N, C-0O)
valencija atoma valencija vrha
aciklicka struktura stablo grafa
linearni alkan ili polien lanac
cikloalkan ili anulen cklus
Hickelova (topoloska) matrica matrica susjedstva

Karakterizacija molekule pomocu grafa moze se ostvariti pomoc¢u matrice ili niza
brojeva. Numericki indeks koji karakterizira molekulu naziva se topoloski indeks. On
numericki izraZzava topoloSku informaciju za odredeni spoj koja nam daje naznake o veli¢ini i

obliku, tj. prirodi kemijske strukture.
Postavljanje shema pomocu topoloskih indeksa odvija se u dva koraka:

1. Molekularna struktura se prikaze brojem pomocu odredenog topoloskog indeksa.
2. Pronalazi se kvantitativni odnos (matematicki model) izmedu topoloskog indeksa i
fizicko-kemijskih svojstava (QSPR) ili bioloske aktivnosti (QSAR) serije spojeva koji

se ispituju.
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Do danas je poznat ¢itav niz topoloskih indeksa kojima se znanstvenici svakodnevno
koriste [31, 32, 33]. U ovom radu ¢emo se posvetiti osnovnim, dobro poznatim indeksima koji
vrlo dobro opisuju strukturu molekule. To su: Wienerov broj, Randi¢ev indeks, Balabanov
indeks, Trinajsticev broj i informacijsko-teorijski indeks. Danas su ovi indeksi dozivjeli
brojne modifikacije i sastavni su dio razliitih programskih paketa kojima se struktura

molekule izrazava brojem (Tablica 5).

Tablica 5. Programski paketi [43-51]

Racunalni programi za predvidanje ADME parametara
Programi koji promatraju dijelove Programi koji promatraju molekulu u
molekule (engl. sub-structure approach) cijelini (engl. whole molecule approach)
] Molekularni
Metode atomskih Fragmentarne . ) o
] Topoloski indeksi lipofilni
doprinosa metode -
potencijal
XLOGP, HyperChem, ~ | ChemSilico,
- CLOGP, KowWin, VEGA zZ
Osiris, VEGA ZZ| ALOGPS, MLOGP, |
) ) miLogP, MolLogP (Virtual logP)
(Crippen i Broto) IA_LOGP

3.2.2.1. Wienerov broj ili Wienerov indeks, W(G)

Topoloski indeks koji je danas poznat kao Wienerov broj ili Wienerov indeks otkrio je
1947. godine ameri¢ki kemicar Herbert Wiener [34]. U svojim je radovima pisao o
povezanosti novootkrivenog indeksa i velikog broja fizicko-kemijskih svojstava alkana. U
kasnijim istrazivanjima pokazano je da se Wienerov broj moze primijeniti i na ciklicke

strukture.

Ovaj broj govori o topoloskoj udaljenosti izmedu dva vrha (atoma) u grafu (molekuli).
Prema Wieneru topoloSka udaljenost izmedu dva vrha (atoma) u grafu jednaka je najmanjem
broju bridova (veza) medu njima. Wienerov broj predstavlja zbroj svih topoloskih udaljenosti

u nekoj strukturi G, a raCuna se prema jednadzbi:
1
W) =5 D)y
ij

gdje Dij predstavlja elemente matrice udaljenosti.
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Matrica udaljenosti D tvori se brojanjem veza najkrace udaljenosti izmedu parova
atoma u strukturi. Budu¢i da je matrica udaljenosti simetricna matrica, dovoljno je razmotriti

gornji trokut matrice.

Wienerov indeks postao je uobicajeno mjerilo za kompaktnost molekule; Sto je

Wienerov indeks manji, ve¢a je kompaktnost molekule [30, 35].

Wienerov broj raste s velicinom molekule, a opada s njezinom razgranatos¢u §to se

lijepo vidi na primjeru izomera oktana (Tablica 6) [2].

Tablica 6. Topoloski indeksi za izomere oktana [2]

UGLJIKOVODIK W(G)
oktan 84
3-etilheksan 72
4-metilheptan 75
3-metilheptan 76
2-metilheptan 79
2,5-dimetilheksan 74
2,2,3-trimetilpentan 63
2,2,3,3-tetrametilbutan 58

Wienerov broj ne razlikuje heteroatome u molekuli pa je to njegov najveci nedostatak.
Time strukturna svojstva odredena Wienerovim indeksom nisu potpuna. 1z tog razloga koriste
se 1 drugi topoloski indeksi (Randi¢ev, Balabanov, Trinajsti¢ev itd.) koji strukturu razmatraju

na drugaciji nacin.
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Primjer izra¢unavanja Wienerovog indeksa

STRUKTURA G MATRICA UDALJENOSTI D
4 NE 1 2 3 4 5
1 0 1 3 3 1 =8
\ 2 1 0 2 3 2 =8
> 2 3 3 2 0 1 3 =9
O 4 3 3 1 0 2 —9
1 5 1 2 3 2 0 =8
Y = 42
1
We) = 3+ ) D)y
ij
1
W(G) = =- 42
2
W) = 21

3.2.2.2. Randi¢ev indeks povezanosti, y(G)

Vrsta atoma i na¢in na koji su povezani u molekuli je osnovna karakteristika strukture
pa tako i1 svojstava molekule. Polaze¢i od topoloskih teorija, Milan Randi¢ je uveo pojam
indeksa molekularne veze (x), a Kier i suradnici su zatim taj indeks primijenili na nekoliko
primjera u medicinskoj kemiji. Empirijski su potvrdili da postoji linearna ovisnost izmedu y i
veli¢ine molekule, povrSine molekule, topljivosti u vodi, vreliSta 1 polarnosti, a takoder i

bioloske aktivnosti.

Randi¢ je okarakterizirao vezanje iz grafa tako da je sve veze u molekuli prikazao
parovima vrijednosti (m, n) gdje m i n predstavljaju valenciju za svaki vrh. Potom se odreduje
vrijednost pojedinom paru (m, n) kako bi se njihov doprinos $to bolje slagao u dobivenom
parametru kada se zbroje vrijednosti svih parova (veza) u molekuli. Prema Randi¢u indeks
povezanosti jednak je zbroju drugog korijena recipro¢nih vrijednosti produkata valencija

dvaju susjednih vrhova te je definiran izrazom:
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Kier i1 suradnici su modificirali Randi¢ev indeks uvodec¢i poseban tretman za heteroatome

[36].

Tablica 7. Vrijednosti valencija za heteroatome prema Kieru [37]

FRAGMENT valencija FRAGMENT valencija

Piridin N 6 C=NH 4
Nitro N 6 H20 4
N* 6 NH: 3
0] 6 NH,* 3
C=0 6 Hs0* 3
O=NO 6 NHs 2
N 5 NH. 1

C=N 5 Cl 0,690

OH 5 Br 0,254

NH 4 I 0,085
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Primjer izraCunavanja Randic¢evog indeksa

VALENCIJE VRHOVA: TEZINE GRANA:
3 N 5 15 N

/ 1\

0O 13013

x<a)=i%

i=1

o

2 2 1
O TR
x(G) =1,321

3.2.2.3. Balabanov indeks, J(G)

Topoloski indeks, oznacen s J(G) 1982. godine predlozio je Balaban i po njemu se
naziva Balabanov indeks. Balaban je, zbog jednostavnosti indeksa povezanosti i strukture
matrice, predlozio indeks povezanosti koji ukljucuje zbroj prosje¢nih udaljenosti izmedu

atoma u strukturi. Indeks J neke strukture G definira se izrazom:

M
J@=—= ) (ddp™?

bridovi

gdje je M broj bridova (veza) u grafu (strukturi), ¢ ciklomatski broj grafa, a di zbroj
udaljenosti u grafu od odredenog vrha (tj. elementi di jednaki su zbroju svih elemenata u

pojedinom retku matrice udaljenosti).

Ciklomatski broj ¢ ukazuje na broj prstenova u strukturi i jednak je najmanjem broju bridova
koji se trebaju ukloniti kako bi se (poli)ciklicka struktura prevela u aciklicku. Uveden je u

formulu jer prstenovi u strukturi znatno smanjuju vrijednost d;, a definiran je izrazom:
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c=M-N+1
gdje je N broj atoma (vrhova) u molekuli [38].

3.2.2.4. Trinajsti¢ev indeks (modificirani Balbanov indeks)

Trinajsti¢ 1 suradnici su 1983. godine modificirali Balabanov indeks tako da se moze
primijeniti na heterosustave. Oni su dali novi prijedlog slaganja matrice udaljenosti za
heterosustave, koji se prikazuju utezanim grafovima. Elementi matrice udaljenosti za

heterosustave se definiraju ovako:
a) Dijagonalni elementi (D);; =1—-2./Z;
gdje je Zc broj svih elektrona ugljika, a Zi broj svih elektrona.

b) Nedijagonalni elementi

(D)= ) kr

gdje je br red veze (1 za jednostruku, 2 za dvostruku, 3 za trostruku vezu) [39].
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Tablica 8. Vrijednost (D)ii [40]

(Dii
0
0,143
0,25
0,625
0,333
0,647
0,6

Atom i
ugljik
dusik
Kisik

sumpor
fluor

klor

fosfor

Tablica 9. Parametri kr za neke kemijske veze [40]

Kr
1
0,5
0,333
0,67
0,857
0,429
0,571
0,75
0,375
0,735
0,368
0,667
0,353

kemijska veza

Cc-C
C=C
C=C

arom. C-C
C-N
C=N

arom. C-N
C-O
C=0
N-N
N=N
C-F
C-ClI
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Primjer izraCunavanja Balabanovog indeksa:

L),

1

N=5
M=5

C=M-N+1=1

MATRICA UDALJENOSTI D

1 2 3 4 5
1 0,25 0,75 1,179 1,25 0,75 di = 4,179
2 0,75 0 0,429 1,286 1,5 d2 = 3,965
3 1,179 0,429 0,143 0,857 1,357 ds = 3,744
4 1,25 1,286 0,857 0 0,5 ds = 3,893
5 0,75 1,5 1,357 0,5 0 ds = 4,107

M
@ = —= ) (didp™”?

bridovi
5
J(G) = 5" [(d1d2) ™% + (dpd3) ™2 + (d3ds) Y% + (dyds) ™V + (dsdy) 7]

]((;)—51+1+1+1+1
2 [v8144 /14,845 /14,575 /15988 17,163

J(G) = 3,408



3.2.2.5. Informacijsko-teorijski indeks, 1(G)

Informacijsko-teorijski indeks se temelji na pretpostavci da svaka struktura posjeduje
odredeni sadrzaj informacije koji kemicari nazivaju ,.kemijski sadrzaj informacije®, za razliku
od ,sadrzaja informacije“ koji jedino ima precizno znaCenje u matematickoj teoriji
komunikacija. Teorija informacije u Shannonovoj formulaciji upotrijebljena je za izvodenje

informacijskih indeksa, koji mjere stupanj slozenosti molekulske strukture.

Stupanj slozenosti S nekog kemijskog sustava (molekule) od N elemenata dan je relacijom:

n

S=—z Llo N
. gZN
i=1

gdje je S sadrzaj informacije, N broj elemenata, a n broj razli¢itih skupova elemenata

=|=

populacije Ni, a zbroj ide preko svih skupova. Uzet je logaritam s bazom 2 da bi se sadrzaj
informacije izrazio u bitima. Bit je jedinica informacije u teoriji informacije i jednaka je
koli¢ini informacije potrebnoj da se specificira jedna od mogucnosti, tj. da se razlikuje 1 ili 0
u binarnoj notaciji. Gornja se jednadzba zove Shannonova jednadzba i moze se primijeniti na

razli¢ite molekulske strukture, matematicke sustave, kvantno-kemijske sustave itd.

Ako se Shannonova jednadzba primijeni na matricu udaljenosti, dobije se jedan od

informacijskih indeksa koji je izrazen relacijom:

. _ Z": 2N, 2N,
T T LNN-D 2NN =1
l:

Budu¢i da je matrica udaljenosti simetricna matrica, dovoljno je razmotriti gornji trokut

matrice jer sadrzi sve relevantne podatke za primjenu teoriju informacija kao 1 cijela matrica

[4].
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Primjer izracunavanja informacijsko-teorijskog indeksa:

MATRICA UDALJENOSTI D

STRUKTURA G
4 N3
/ 1
\ :
5 2
3
O 4
1 5
N=5
i=1 Ni=3
i=2 Ni=3
i=3 Ni=4

P W WP oOflk

N W N O LN
W L O N W|lWw
N O P W W|b>

2N;

. _ = 2N, l
a= Z NN —1) 2NN =1
1=

O N W N PO
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3.3. Molekularno modeliranje u dizajnu lijekova

Molekularno modeliranje je najsuvremeniji pristup u dizajniranju lijekova u kojemu se
prvenstveno misli na dizajniranje lijekova pomoc¢u racunala, CAMD (engl. Computer-Aided
Molecular Design). Dvije temeljne metode, na kojima pociva molekularno modeliranje, su

molekularna mehanika i kvantna-kemija.

3.3.1. Molekularna mehanika

Temelj molekularne mehanike ¢ini pojam konformacijskog potencijala (sterickog

napona) koji se moze izraziti jednandzbom:
VtOt = V1 + VQ + V(p + an+"

Iz jednadzbe se vidi da se ukupna potencijalna energija (Viot) prikazuje kao zbroj energija koje
ovise o duljini kemijskih veza (V1), valencijskih (V,) i torzijskih (V,) kutova te nevezanih

udaljenosti (Vnv) uz moguée dodatne ¢lanove. 1z navedene jednadzbe se vidi da molekularna
mehanika odstupa od idealne strukture molekule, koja bi imala idealne vrijednosti navedenih
parametara, te polazi od klasi¢ne predodzbe molekule kao skupine atoma povezanih vezama

pa se zbog toga zove jos 1 metoda klasi¢nog polja sila.

Svaka konformacija ima odredenu energiju koja se moze izraCunati iz prethodno
navedene jednadzbe. U molekularnoj mehanici ta energija nije toliko bitna, ve¢ se traze
minimumi te funkcije koji odgovaraju stabilnim stanjima sustava. Problem je taj Sto jedna
molekula moze imati na tisuce stabilnih konformacija odnosno minimuma te funkcije, a da bi
se taj problem rjesio potrebno je za svaku pretpostavljenu stabilnu konformaciju konstruirati

pocetnu strukturu (jedna struktura daje jedan minimum) [2].

3.3.1.1. TraZenje najstabilnijih konformera

Kao $to je ve¢ navedeno, osnovni cilj molekularne mehanike je pronaéi konformaciju
koja ima minimalnu energiju. Svaka molekula ima velik broj konformera (npr. 3"2 za alifatski
lanac, gdje je n broj veza C-C). Medutim, postoje metode koje traze konformere niske
energije, a smatra se da su samo konformeri s energijom manjom od 30 kJ mol™? farmakologki

aktivni, tj. da se mogu vezati za aktivno mjesto receptora.

Metode za traZzenje konformacija niske energije mogu se podijeliti na tri osnovne
skupine:
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1.

Intuitivno-empirijske metode. Polaze od pretpostavke da se unaprijed mogu
iskljuciti strukture koje ¢e dati konformacije visoke energije.

Metode izgradnje molekularne geometrije. Polaze od pretpostavke da je energija
molekule jednaka sumi energije njezinih segmenata, tj. da se interakcije medu
segmentima mogu zanemariti.

Metoda istraZivanja plohe konformacijske energije. Dvije su osnovne skupine tih
metoda: metode Monte Carlo (MC) kojima se promjene konformacije simuliraju
stohasticki 1 metode utemeljene na molekularnoj dinamici (MD) koje izazivaju

promjene konformacije simuliranjem internog gibanja molekule [2].
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Tablica 8. Metode za pronalazenje konformacija niske energije [2]

Metoda/program
CONGEN
CONCORD

biblioteka rotamera

genericka

algoritam A

SMAPPS

simulirano otpustanje

(engl. simulated annealing)

Vrsta

intuitivno-iskustvena

intuitivno-iskustvena

intuitivno-iskustvena

segmentna

Monte Carlo

(importance sampling)

molekularno-dinamicka

Opis

Konstrukcija i
isklju¢ivanje pocetnih
konformacija po vise
kriterija (R. E. Bruccoleri,

1987; R. S. Pearlman,

1987.,1993.)
Pregled konformacija
poboc¢nih lanaca

proteinskih aminokiselina
S pripadnim energijama
(J. Ponder, 1987.)
Pronalazi kriterije prema
kojima konformer ima
nisku energiju (M. J. J.
Blommers, 1992.)
Analiza puta kojim se od
subkonformacija  dolazi
do konformacija (A. R.
Leach, 1990.)

Stohasti¢ko pretrazivanje
konformacijskog prostora
S usredotocenjem  na
predjele niske energije (G.
H. Paine, 1985.)
Simulacija  postepenog
gubljenja interne energije
konformera (S. R.Wilson,
1990).
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3.3.2. Kvantno-kemijske metode

Kvantna kemija polazi od predodzbe molekule kakvom je vidi fizicar. S tog gledista
molekula predstavlja skup Cestica koje se gibaju u elektricnom polju koje same stvaraju. To

gibanje se moze najopcenitije prikazati Schrodingerovom jednadzbom:

Hy = EY

gdje je H operator sveukupne energije sustava (hamiltonijan), E je energija sustava, a i valna

funkcija.

Energija je mjerljivo svojstvo sustava (opservabla), a i je mjera vjerojatnosti (p)
pronalazenja ¢estice u nekom dijelu prostora. Hamiltonov operator H povezuje geometrijska

svojstva sustava s njegovom energijom.

Glavni zadatak kvantne kemije je rjesiti Schrodingerovu jednadzbu za neki sustav
(npr. atom, molekulu ili molekularni kompleks). To nije jednostavan zadatak buduc¢i da osim
opservabli (energije) nije niSta drugo poznato. Medutim, postoje metode koje olaksSavaju
navedeni problem. Jedna od metoda je metoda linearne kombinacije atomskih orbitala (engl.
Linear Combination of Atomic Orbitals, LCAQO) koja omogucuje konstrukciju valne funkcije

sustava, i, iz temeljnih atomskih orbitala, ¢, a definira se izrazom:

Y= Zci%

gdje su ci parametri, a ¢; elementarne valne funkcije.

Osim te metode u kvantnoj se kemiji rjede koristi perturbacijska metoda koja polazi od
pretpostavke da je pravo rjeSenje pomaknuto (perturbirano) za neki iznos y od pocetnog,

aproksimativnog rjeSenja. Napise li se Schrodingerova jedndzba za aproksimativno rjeSenje:

HoYno = Eno¥no

tada ¢e pravo, perturbirano rjesenje imati:

(Ho + VH)l/)n = Eyy

Temeljni problem kvantno-kemijskih metoda je preslozena Schrédingerova jednadzba

koja se rjesava bez aproksimacija. Stoga se kvantno-kemijske metode razvijaju, uglavnom
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namjenski, za proracun odredenog fizickog svojstva ili za istrazivanje neke odredene klase

molekula [2].

Tablica 9. Prikladnost kvantno-kemijskih metoda za proracun svojstava molekule [2]

Svojstva molekule
Toplina atomizacije
lonizacijski potencijal
Dipolni moment
Duljina veze
Vezni kutovi
Konformacijska energija
Elektronski prijelazi
Reaktivnost

Metoda
MINDO
MINDO
CNDO, EHM
MINDO, CNDO, PPP
CNDO, EHM
MINDO, EHM, PCILO
PPP, CNDO
MINDO
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3.4. In silico modeliranje lijekova

Otkri¢e lijekova krajem dvadesetog i pocetkom dvadeset i prvog stolje¢a dozivjelo je
veliki broj promjena pomocu kojih se unaprijed moglo predvidjeti hoce li odredeni spoj imati
zeljeni bioloski ucinak. Te promjene ukljucuju koristenje racunalnih metoda (in silico), koje
su komplementarne tradicionalnom in vivo i in vitro pristupu, za pronalaZenje i optimizaciju
vodeceg spoja. In silico modeliranje je dodatno olakSano postojanjem velikih skupova
podataka dobivenih metodom probira, HTS (engl. High Throughput Screening) [41].

3.4.1. Novi pristup modeliranju bolesti

U istrazivanju novih lijekova glavni problem je postavljanje modela bolesti jer
zahtjeva dokaze o vezi izmedu modela fenotipa bolesti i stvarne bolesti u covjeka. Razvojem
in silico modela u dizajnu lijekova dizajniranje se zapocelo provoditi na modelima bolesti koji
se temelje na odredenim pretpostavkama da bi se zatim na tim modelima ispitivalo djelovanje
potencijalnih lijekova pomoc¢u racunalnih alata koji simuliraju djelovanje lijeka. Medutim,
Sezdesetih godina dvadesetog stolje¢a, kada se in silico model poceo razvijati, Klasifikacija
bolesti nije bila optimalna u svrhu otkrivanja novih lijekova. Razlog je ¢injenica da isti lijek
nema istu uc¢inkovitost u subpopulacijama pacijenata te da se pronalaze alternativne indikacije
za razli¢ite lijekove. PokuSao se pronaci novi nacin Klasificiranja bolesti koji bi znatno

pomogao u razvoju novih lijekova.

In silico model je najve¢i napredak dobio razvojem molekularne biologije, otkricem
ljudskog genoma te rastavljanjem bioloSkih sustava na molekularne razine i razumijevanjem
¢injenice da se jedan bioloski sustav moze razumijeti tek simulacijama na viSe razli€itih
razina i integriranjem simulacija sa niZih razina (molekularnih) u simulacije na viSim
razinama (organi). U kasnijim godinama, razvojem analiticke i racunalne tehnologije u
biologiji, omoguceno je odredivanje preklapanja izmedu modela bolesti 1 stvarnih
mehanizama bolesti na molekularnoj razini, sto je znatno doprinijelo razvoju in silico modela
[40, 42].
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3.4.2. Racunalno modeliranje lijekova, CADD (engl. Computer Aided Drug Design)

Posljednjih dvadesetak godina razvili su se brojni programski paketi za dizajniranje

molekula lijekova odnosno programi za stvaranje baza podataka potrebnih za racunalno

dizajniranje lijekova. Racunalno dizajniranje liganada namijenjeno je dizajniranju molekula

koje ¢e se, zahvaljujuci svojoj strukturi, dobro vezati za enzime ili receptore na ciljnom

mjestu djelovanja. Medutim, osim strukture molekule potencijalnog lijeka potrebno je

zadovoljiti jo§ niz farmakoloskih svojstava Sto danas jos nije u potpunosti moguce (transport

na specificno mjesto djelovanja, metabolicku stabilnost, mogucnost Stvaranja ovisnosti,

selektivnost, prikladnu molekulsku masu, itd.).

Najpoznatiji programski paketi za dizajniranje molekula lijekova npr. s obzirom na

prolaz kroz stani¢nu membranu dijele se u dvije skupine (tablica 3):

1. Programi koji promatraju dio molekule (engl. sub-structure approach):

HyperChem 7,0 — program za izraCunavanje logP vrijednosti prema
metodi koju su utemeljili Ghose, Prichett i Crippen, a zasniva se na
zbrajanju atomskih doprinosa [43].

XLOGP 2,0 — program za izra¢unvanje logP vrijednosti koji se zasniva
na zbrajanju atomskih doprinosa (90 vrsta atoma i 10 faktora
korekcije). Pokazao se to¢nijim od ostalih metoda koje se zasnivaju na
atom-aditivnim doprinosima [44].

VEGA ZZ — program se Koristi za izra¢unavanje logP vrijednosti,
izraCunavanje raspodjele lipofilnosti unutar molekule (lipol vrijednost)
te zbroja umnoska udaljenosti atoma od srediSta molekule i lipofilnog
doprinosa atoma [45].

Osiris — program za predvidanje ADME parametara (logP, toksi¢nost,
mutagenost) [46].

KowWin — izra¢unava logP vrijednost za organske spojeve [47].
CLOGP - jedna od najstarijih metoda za izra¢unavanje logP
vrijednosti koja se jo§ uvijek smatra jednom od najto¢nijih metoda za

predvidanje lipofilnosti lijekova [48].
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2. Programi koji promatraju molekulu u cijelini (engl. whole structrue approach):

e ALOGPS 2,1 — program za predvidanje lipofilnosti i topljivosti
organskih spojeva [49].

e MLOGP — program za izratunavanje QSAR i1 QSPR deskriptora te
predvidanje lipofilnosti na osnovu regresijske jednadzbe koja ukljucuje
trinaest strukturnih parametara [50].

e ChemsSilico — sluzi za izratunavanje ADME parametara: lipofilnosti,
intestinalna apsorpcija, stupanj vezivanja za proteine plazme, prolazak

kroz krvno-mozdanu barijeru, mutagenost [51].

Da bi se zapocelo s ra¢unalnim dizajniranjem lijekova potrebno je prethodno odrediti mjesta
vezanja na ciljnoj molekuli proteina (metodom nuklearne magnetske rezonance, rendgenskom
snimkom 1 kristalografijom) ¢ija se struktura zatim koristi za pretrazivanje postojece baze
podataka trodimenzijskih strukutra molekula ili za konstruiranje nove molekule potencijalnog
lijeka. Nakon pronalazenja molekula koje se mogu vezati za protein korisno je pronaci 3D
strukturu kompleksa protein-ligand, $to moze biti klju¢no za pronalazenje nove molekule koja
ima bolji farmakoloski profil od poznatih spojeva ili molekula iz ve¢ postojece baze podataka.
Nakon §to se u potpunosti ustanovi struktura kompleksa slijedi optimizacija afiniteta vezanja

liganda, fizicko-kemijskih i farmakoloskih svojstava nove molekule.

Proces optimizacije molekule koji vode¢e molekule pretvara u potencijalne lijekove
naj¢esce ukljucuje povecanje molekulske mase, lipofilnosti, broja prstenova, rotiraju¢ih veza
te broja donora i akceptora vodikovih iona. Najvazniji faktor za uspjeSnu optimizaciju
molekule potencijalnog lijeka je izbor prave molekule za optimizaciju, a on se najceSce svede
na onu molekulu koja je najpotentnija. Osim potentnosti u obzir se treba uzeti i veli¢ina
molekule jer optimizacija obi¢no dovodi do povecanja molekulske mase i lipofilnosti, Sto
iziskuje dodatnu optimizaciju fizi¢ko-kemijskih osobina molekula potencijalnog lijeka. Jedan
od nacina optimizacije je uklanjanje pojedinih dijelova molekule kako bi se odredila vaznost
nekog dijela molekule za bioloSku aktivnost. Uklanjanjem polarnih grupa iz molekule
(osobito donora i akceptora vodikovih iona) moze dovesti do jacanja vodikovih veza §to moze
povecati bioloSku aktivnost i selektivnost molekule. Medutim, nije neuobiCajeno ni da se
optimizacija provodi na nacin da se prvo nade najpotentnija molekula kojoj se tada pokuSava

povecati polarnost kako bi se povecala topljivost, a zatim se istim pristupom podesavaju i
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ostala svojstva molekule. Kod ovakvog pristupa simultano poboljsavanje fizicko-kemijskih i

farmakoloskih svojstava obi¢no je efikasnije.

Vazno je naglasiti da se kod odabira molekula koje ¢e se razvijati u potencijalni novi
lijek uvijek odabire istrazivanje grupe molekula, a ne samo jedne najizglednije molekule.
Strategija moze ukljucivati ispitivanje serije molekula, ali 1 podgrupe unutar serije ili nekoliko
serija molekula. Razlog tog fokusiranja na serije molekula je ispitivanje znacajnih grupa
spojeva npr. grupa molekula koje pokazuju specifican SAR (engl. Structure-Activity
Relationship) ili molekula koje imaju specificne interakcije s mjestom vezanja odnosno
molekule koje pokazuju efikasnost na nekom modelu. Ispitivanje vise skupina molekula koje
imaju zajednicka svojstva te evaluacija njihovih dobrih i slabih strana trebala bi u konacnici

olaksati odluku o fokusiranju na neku skupinu molekula [40].

U racunalnom dizajniranju lijekova i dan danas postoji mnogo prostora za daljni
napredak. Stalno napredovanje metodologija i razvoj novih pristupa pomocu racunala kao i

sve veCe moguénosti racunala predstavljaju temelj daljnjem napretku ove tehnologije.
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4. REZULTATI



4.1. Izra¢unavanje topoloskih indeksa i prikaz dobivenih rezultata na spojevima iz

skupine sulfonamida

Za jednostavnije indekse poput Wienerovog, W(G) i Randi¢evog, y(G) indeksa u
sljede¢im poglavljima bit ¢e detaljno prikazan princip izraCunavanja. Medutim, zbog slozenih
proracuna i velike moguénosti pogresaka, a i zbog vrijednosti koje ¢esto nisu cjelovite, danas
se svi indeksi isklju¢ivo izracunavaju putem programskih paketa. Izbor programskog paketa
obi¢no ovisi o vrsti indeksa koji se Zeli izracunati, S obzirom na svojstvo molekule koji taj
indeks karakterizira, a ¢esto ovisi i 0 financijskim mogu¢nostima istraziva¢a. U ovome radu

za izraCunavanje topoloskih indeksa koriSten je programski paket TAM [52].

4.1.1. Izrac¢unavanje Wienerovog indeksa, W(G), za sulfacetamid i sulfagvanidin

Wienerov indeks je odreden za dvanaest istrazivanih spojeva iz skupine sulfonamida, a
provodi se u nekoliko koraka. Princip izraGunavanja W(G) bit ¢e prikazan za sulfacetamid i

sulfagvanidin, a svim ostalim sulfonamidima je izraunat na isti nacin.

Prvi korak u raCunanju Wienerovog indeksa je prikazati strukturu molekule ¢iji indeks

zelimo izracunati. U ovom slucaju biti ¢e prikazana struktura sulfacetamida i sulfagvanidina:

0 0
HoN OQ—NH HZNOQ—NH
-~ I\
H,N H,

Sljede¢i korak je prikaz H-suprimiranog grafa, tj. strukture bez H-atoma. Na taj nacdin se

smanjuje broj redaka i stupaca u matrici udaljenosti i pojednostavljuje izracunavanje indeksa.
—N

O NFN O )=

Tako prikazanom H-suprimiranom grafu numeriraju se vrhovi molekula. Potpuno je svejedno

O— cn—
Q— (D_

od kojeg atoma zapocinje numeriranje.
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13 13

Zatim, kao §to smo ve¢ prikazali na jednostavnom primjeru molekule oksazola (vidi 3.2.2.1.),
odredujemo matricu udaljenosti. Matrica udaljenosti D tvori se brojanjem veza najkrace
udaljenosti izmedu parova atoma u strukturi. Budu¢i da je matrica udaljenosti simetricna
matrica, dovoljno je razmotriti samo gornji trokut matrice. Potom se zbroje vrijednosti u
svakom retku i kona¢no se zbrajaju vrijednosti u dobivenom stupcu. Izracunata vrijednost

predstavlja Wienerov indeks W(G).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1o 1 3 4 5 4 2 6 8 8 7 8 9 10 =75
2 o 2 3 4 3 1 5 7 7 6 7 8 9 =62
3 o 1 3 4 3 4 6 6 5 6 7 8 =53
4 O 2 3 4 3 5 5 4 5 6 7 =44
5 o 1 3 1 3 3 2 3 4 5 =25
6 0o 2 2 4 4 3 4 5 6 =30
7 o 4 6 6 5 6 7 8 42
8 o 2 2 1 2 3 4 =14
9 0O 4 3 4 5 6 =22
10 0 3 4 5 6 =18
11 o 1 2 3 =
12 o 1 2 =
13 0o 3 =
14 0 =

Y =397
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Zadnji korak je prikazivanje rezultata koriste¢i jednazbu prema Wieneru:
1
W(G) = E-Z(D)U = 397
ij

W (G — sulfacetamid) = 397
W (G — sulfagvanidin) = 397

Iz navedenih primjera vidimo kako Wienerov broj ne uvazava razlike u vrstama atoma
tj. ne razlikuje C i H atome od heteroatoma, ve¢ je za njegov izracun, isklju¢ivo bitan broj
veza u molekuli. Zbog toga, i dvije razli¢ite molekule kao $to su sulfacetamid i sulfagvanidin,
mogu imati istu vrijednost Wienerovog broja. To se smatra osnovnim nedostatkom

Wienerovog indeksa.

4.1.2. Izra¢unavanje Randic¢evog indeksa, y(G), za sulfanilamid

Randi¢ev indeks je odreden za dvanaest istrazivanih spojeva iz skupine sulfonamida, a
provodi se u nekoliko koraka. Princip izraCunavanja y(G) bit ¢e prikazan za sulfanilamid, a

svim ostalim sulfonamidima je izracunat na isti nacin.

Prvi korak u racunanju Randi¢eva indeksa je prikazati strukturu molekule ¢iji indeks

Zelimo izraCunati, u ovom sluc¢aju strukturu sulfanilamida.

O

|
H2N S_NH2

O

Zatim je potrebno odrediti ,,valencije* vrhova. Valencije piSemo u navodnicima jer to nisu
prave valencije ve¢ govore o broju veza na pojedinom atomu. Tako primjerice C-atom moze
biti ,,jednovalentan®, ,,dvovalentan®, ,,trovalentan ili ,,Cetverovalentan* ovisno o broju veza

na njemu.
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Nakon odredivanja valencija, raCunamo tezine grana (veza izmedu atoma) na taj nacin da

pomnozimo valencije dvaju susjednih vrhova.

Zadnji korak je prikazivanje rezultata, uvrStavanjem gore dobivenih vrijednosti u jednadzbu

za izraCunavanje Randi¢evog indeksa:

12
1

x<c)=;m,j

(G)—i+5+1+1+2
=B ViZ  Vis . V24 | V36

x(G) = 0,667 + 1,443 + 0,236 + 0,204 + 0,333

x(G) = 2,883

Randic¢ev indeks, za razliku od Wienerovog, uvazava razlike izmedu razliCitih vrsta

atoma i veza.

54



4.1.3. Izracunavanje logP metodom po Rekkeru za sulfametiltiazol

Koeficijent razdiobe je odreden za dvanaest istrazivanih spojeva iz skupine
sulfonamida, a provodi se u nekoliko koraka. Princip izracunavanja logP biti ¢e prikazan za

sulfametiltiazol, a svim ostalim sulfonamidima je izra¢unat na isti nacin.

Prvi korak je prikazati strukturu molekule za koju Zzelimo izraCunati parametar

lipofilnosti, u ovom slucaju strukturu sulfametiltiazola.

CH,

Sljede¢i korak je razdijeliti istrazivanu molekulu na fragmente dostupne u tablicama

izraCunatih Rekkerovih konstanti, a 0 kojima je bilo rije¢i u prethodnom poglavlju (tablica 3).

Koriste¢i se tablicom Rekkerovih konstanti izdvajaju se vrijednosti za svaki pojedini

fragment 1 uvrStavaju u jednadzbu prema Rekkeru. Zbrajanjem dobivenih vrijednosti

CH,

izracunali smo vrijednost logP za sulfametiltiazol:

9
logP = Z a;f;
i=1

logP = —0,854 + 1,688 — 1,992 + 2x0,200 + 0,360 + 0,430 — 1,012 + 0,720

logP = —0,260
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4.1.4. Utvrdivanje kvantitativnih odnosa izmedu strukture i fizicko-kemijskih svojstava
(QSPR) istrazivanih sulfonamida

Istrazivana je kongeneri¢na serija antibakterijskih lijekova iz skupine sulfonamida. U
tu svrhu za svaki ispitivani sulfonamid izracunati su gore spomenuti topoloski indeksi i
odredeni su im parametri lipofilnosti (Rwm i logP) te ispitane njihove medusobne ovisnosti i
ovisnosti strukturnih parametara o temeljnim fizicko-kemijskim svojstvima, poput relativne

molekulske mase, Mr i tocke talista, Tt.

Tablica 10. Prikaz odabranih fizicko-kemijskih svojstava (relativna molekulska masa, M,
tocka taliSta, Tt, broj vrhova molekule, N, negativan logaritam konstante disocijacije, pKa) i
izraCunatih topoloskih indeksa (Wienerov, W(G), Randi¢ev, x(G), Balabanov, J(G),
informacijsko-teorijski indeks, 1(G), kromatografski parametar, Rm, koeficijent razdjeljenja,

log P) za ispitivane sulfonamide.

Fizi¢ko-kemijska svojstva Topoloski indeksi
Ispitivani spojevi Mr Tt pKa  Nurh Rwm logP W(G) x(G) JG) KG)
1. sulfanilamid 172,21 165 105 11 -1,279 -0,696 208 2,883 4,355 281
2. sulfacetamid 214,25 182 54 14 0974 -2159 397 3,805 4,411 3,06
3. sulfadiazin 250,29 254 6,4 17 -0,176 -1,692 693 4,73 3,276 3,33
4. sulfametoksazol 253,29 210 6,0 17 -0,043 -1,071 685 4,79 3,138 3,34
5. sulfagvanidin 214,70 192 121 14 -0,664 -4,211 398 3,64 4432 3,06
6. sulfamerazin 264,21 236 7,0 18 0,308 -1,22 803 516 3,249 3,38
7. sulfatiazol 255,33 201 7.1 16 0,308 -0,75 567 435 3427 321
8. sulfafurazol 267,31 196 49 18 0,8 -0,599 775 521 3177 3,33
9. sulfametoksipiridazin 280,31 181 7,2 19 0,397 -1,653 956 527 3116 3,65
10. sulfadimidin 278,34 198 7,4 19 0,404 0,746 921 5,57 3,254 341
11. sulfadimetoksin 310,34 202 6,1 21 0,6 -1,614 1202 5,8 3,233 3,51
12. sulfafenazol 31437 181 59 22 0,269 0,256 1324 654 2459 3,53

Usporedujuci povezanost izmedu vrijednosti topoloskih indeksa i fizicko-kemijskih
svojstava uocili smo da postoje odredene pravilnosti, s obzirom na glavne karakteristike
statistiCki dobrog modela. Dobar QSPR i QSAR model mora imati visoki koeficijent
korelacije r > 0,90, sto manju vrijednost standardne devijacije (Sq) te Sto vecu vrijednost F-
testa [53]. Za svako razmatrano fizicko-kemijsko svojstvo prikazani su najbolji modeli za
njihovo buduce predvidanje, dobiveni programom IBM SPSS Statistics 24 [54] uz 95%-tni

interval pouzdanosti, a prema sljede¢im jednadzbama:
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1. Molekulska masa, M;.

Od predlozenih topoloskih indeksa, od kojih svaki karakterizira strukturu sulfonamida

na svoj nacin, Svi indeksi daju zadovoljavaju¢e linearne molekularne modele (slike 2-5).

Medutim, temeljem dobivenih statisti¢kih parametara posebno se isticu Wienerov i Randicev

indeks.

350
300

= R NN
u o wun
o O o

Molekulska masa
o
o

wu
o O

Ovisnost Wienerovog broja o molekulskoj masi

7 y =0,1199x + 166,99
i R? =0,9444

¢
208 408 608 808 1008 1208

Wienerov broj

1408

Slika 2.

Linearni QSPR model za molekulsku masu ispitivanih sulfonamida, temeljen na

Wienerovom indeksu
N=12 r=0,972 F=169,973 R2=0,944 Sq=10,043

M, = 0,1199(£0,021)W + 166,99(+16,565)
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Ovisnost Randi¢eva indeksa o molekulskoj masi
350 ~
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w
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Randicev indeks

6,883

Slika 3.

Linearni QSPR model za molekulsku masu ispitivanih sulfonamida temeljen na

Randi¢evom indeksu
N=12 r=0,975 F=209,864 R>=0,951 Sq=9,087

M, = 39,003(+6,109)y + 68,55(+29,825)

Ovisnost informacijsko-teorijskog indeksa o
molekulskoj masi

*»”

y =161,32x - 276,39
R?=0,867

Molekulsa masa
=R NN
o
o

0 T T T T
2,81 3,01 3,21 3,41 3,61
Informacijsko-teorijski indeks

3,81

Slika 4. Linearni QSPR model za molekulsku masu ispitivanih sulfonamida temeljen na

informacijsko-teorijskom indeksu
N=12 r=0,931 F=65,168 R?=0,867 Sq=15,54

M, = 161,32(+44,527)] — 276,39(+147,352)
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Ovisnost Balabanova indeksa o molekulskoj masi
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Balabanov indeks

Slika 5. Linearni QSPR model za molekulsku masu ispitivanih sulfonamida temeljen na

Balabanovu indeksu
N=12 r=0,882 F=35,178 R>=0,779 Sq= 20,046
M, = —58,52(+21,984)] + 458,76(+77,163)

Iz dobivenih rezultata je vidljivo da se od gore predloZzenih modela, za predvidanje
molekulske mase nekog novog jo§ ne sintetiziranog sulfonamida, najboljim pokazuje model
temeljen na Randi¢evom indeksu povezanosti jer ima najprihvatljivije statisticke parametre tj.
najveéi koeficijent korelacije, najvecu vrijednost F i najmanju standardnu devijaciju
(r=0,975 F=209,864 R?=0,951 Sq=9,087).

2. Broj vrhova molekule, Nyh.

U nasem QSPR modeliranju broja vrhova istrazivanih sulfonamida i njihove strukture
najboljim su se opet pokazali modeli temeljeni na Wienerovom i Randi¢evom indeksu. Za
daljnje proracune ipak bi se koristio model temeljen na Randi¢evom indeksu zbog najboljih
vrijednosti statisti¢kih parametara (r = 0,992 F = 612,779 R? =0,983 Sq = 0,412).
Medutim, Balabanov i informacijsko-teorijski indeks su takoder dali zadovoljavaju¢e modele.

Graficki prikaz dan je na slikama 6-9.
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Ovisnost Wienerovog broja o broju vrhova
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Slika 6. Linearni QSPR model za broj vrhova ispitivanih sulfonamida, temeljen na

Wienerovom indeksu
N=12 r=0,987 F=2367173 R>=0,973 Sq=0,529

Ny = 0,0093(£0,001)W + 10,254(+0,873)

Ovisnost Randi¢eva indeksa o broju vrhova
25 ~

20 -

y =3,0243x + 2,6125

= R2 = 0,0829
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Broj vrhova
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2,883 3,383 3,883 4,383 4,883 5383 5883 6,383 6,883

Randicev indeks

Slika 7. Linearni QSPR model za broj vrhova ispitivanih sulfonamida, temeljen na

Randi¢evom indeksu
N=12 r=0,992 F=612,779 R?=0,983 S¢=0,412

Ny = 3,024(10,277) x + 2,612(£+1,352)
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Ovisnost informacijsko-teorijskog indeksa o broju
vrhova
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Slika 8. Linearni QSPR model za broj vrhova ispitivanih sulfonamida temeljen na
informacijsko-teorijskom indeksu

N=12 r=0,937 F=7197 R?=0,877 S¢=1,139

Ny, = 12,379(£3,625)1 — 23,706(410,805)

Ovisnost Balabanova indeksa o broju vrhova
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Slika 9. Linearni QSPR model za broj vrhova ispitivanih sulfonamida temeljen na
Balabanovu indeksu

N=12 r=0,891 F=38,637 R?=0,794 Sq=1,474
Ny = —4,509(11,661)] + 32,772(+5,674)

Iz dobivenih rezultata ocito je da Randi¢ev indeks povezanosti opet najbolje karakterizira

strukturu istrazivanih sulfonamida.



3. Tocka talista, T.t.

Kako su ispitivani sulfonamidi raznolikih struktura njihove tocke taliSta pokazuju

veliki rasap pa niti s jednim od predlozenih topoloskih indeksa nije dobiven zadovoljavajuéi

rezultat. Svi su se dobiveni modeli pokazali neprihvatljivim poput modela za Balabanov

indeks prikazan na slici 10.

Todka taliSta

Ovisnost Balabanova indeksa o tocki taliSta
300 -

250 - ‘0

200 T %o—+—
* * “

150 - y =-12,2x + 242,05
100 - R?=0,0921

O T T T T
2,459 2,959 3,459 3,959 4,459

Balabanov indeks

4,959

Slika 10. Linearni QSPR model za tocke talista ispitivanih sulfonamida temeljen na

Balabanovom indeksu
N=12 r=0,303 F=1,014 R?=0,092 Sq=24,612

T, = —12,2(+26,991)] + 242,05(+94,738)
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4. Negativan logaritam konstante disocijacije, pKa.

Od predlozenih topoloskih indeksa niti S jednim nije postignut zadovoljavajuéi
koeficijent korelacije s pKa vrijednostima ispitivanih sulfonamida. Medutim, relativno
zadovoljavajuéi statisticki parametri su dobiveni u korelaciji s parametrom lipofilnosti Rm, te

je dobiven linearni model prikalan na slici 11.

Ovisnost kromatografskog parametra Ry, 0 pK,

¢ Lo | V= 27259% + 7,5078
R? = 0,6653
. _
¥ 4
= ‘60\"\‘\9

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
Kromatografski parametar R,,

Slika 11. Linearni QSPR model za pKa ispitivanih sulfonamida temeljen na vrijednosti

kromatografskog parametra, Rm
N=12 r=0,816 F=19,874 R?>=0,665 Sq=1,274

pKa = —2,726(+1,362)Ry, + 7,598(%0,847)
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5. Koeficijent razdiobe, logP.

Od predlozenih topoloskih indeksa niti s jednim nije postignut zadovoljavajuci
koeficijent korelacije s logP vrijednostima ispitivanih sulfonamida. Medutim, iz
matematickog modela temeljenog na Balabanovom indeksu ocito je da se istrazivani
sulfonamidi grupiraju s obzirom na sli¢nost u strukturi. Jednostavni sulfonamidi poput
sulfanilamida, sulfacetamida i sulfagvanidina (sulfonamidi br. 1, 2 i 5) su u jednoj grupi dok
se sulfonamidi s heterociklickim, Sestero¢lanim ili peteroclanim ciklickim sustavima grupiraju

u posebnu skupinu. To upucuje i na relativnu slicnost u njihovim svojstvima.

Ovisnost Balabanova indeksa o koeficijentu razdiobe
1,789 -
0,789
-0,211

-1,211

log P

-2,211
y =-1,2423x + 3,077
-3,211 - R?=0,3673
-4,211 f f f L f
2,459 2,959 3,459 3,959 4,459 4,959

Balabanov indeks

Slika 12. Linearni QSPR model za logP ispitivanih sulfonamida temljen na vrijednosti

Balabanova indeks
N=12 r=0,606 F=5806 R?=0,367 Sq=1,047

log P = —1,242(+1,148) J(G) +3,077(£4,032)
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5. RASPRAVA



Temelj ovog diplomskog rada je kriti¢ki osvrt na postupke i metode koje se danas vrlo
uspjesno koriste u molekularnom modeliranju odnosno dizajniranju novih lijekova. Svaka
istrazivacka farmaceutska tvrtka ima danas svoj tim koji se bavi racunalnim dizajniranjem
novih lijekova. Inovativna farmaceutska industrija ulaZze velika financijska sredstva u
istrazivanje i razvoj novih lijekova (in vitro i in vivo) te zato s pravom dobiva i priznanja za
stalan rad i napredak u pronalaZenju novih ili poboljSanih moguénosti lijecenja pojedinih
bolesti. Bez metoda i postupaka koji su opisani u ovom radu sve bi bilo puno teze i financijski
neisplativo. Racunalno dizajniranje novih lijekova, postupcima i metodama opisanim u
ovome radu, omogucuje da se troSkovi uvodenja novog lijeka u terapiju svedu na minimum i

tako omoguc¢i brzi napredak u lijecenju bolesti.
U molekularnom modeliranju danas se koriste dva osnovna pristupa:

a) QSPR/QSAR pristup koji se temelji na teoriji grafa, odnosno na topoloskim
svojstvima molekule lijeka koji se istrazuje;
b) Kvantno-kemijski pristup koji se temelji na kvantno-kemijskim karakteristikama

molekularne strukture lijeka.

Oba navedena pristupa su nasla svoje mjesto u dizajniranju novih molekula lijeka, a ¢esto se
koriste oba pristupa da jedan ne bi isklju¢ivao drugoga. Koristenjem oba pristupa temeljitije
se razmatra molekula istrazivanog lijeka i s vise pouzdanijih informacija se moze predloziti

novi kandidat iz neke farmakoterapijske skupine lijekova.

QSPR/QSAR metode koje se temelje na topoloskim indeksima su najstarije metode
koje se koriste u dizajniranju novih lijekova. U ovome radu taj pristup je uspjesno prikazan na

molekulama sulfonamida, antibakterijskih lijekova koje jos uvijek nalazimo u praksi.

Stavljaju¢i u odnos vrijednost Wienerovog broja s brojem vrhova molekula istrazivanih
sulfonamida (N = 12), dobili smo kvalitetan linearni matematicki model s vrlo visokim
koeficijentom korelacije (r = 0,987), visokom vrijednosti R?> (R? = 0,973), vrijednoséu
provedenog F-testa (F = 367,173) te standardnom devijacijom (Sq¢ = 0,529). Na isti na¢in smo
uodili proporcionalnost Wienerovog broja i molekulske mase (N =12 r=0,972 R?=0,944
F=169,973 Sq=10,043).

Zatim smo uocili linearnu ovisnost izmedu Randi¢eva indeksa i broja vrhova molekule
(N=12 r=0,992 R?=0,983 F =575,877 Sq=0,412). Osim toga, vrijednost Randi¢eva

indeksa linearno raste i sa porastom molekulske mase. Navedenu Cinjenicu, kao i ostale
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prethodno navedene, dokazali smo u programu IBM SPSS Statistics 24 provedbom
relevantnih statistickih testova. Dobili smo pouzdane vrijednosti statistickih parametara:
N=12 r=0,975 R?=0,952 F=196,211 Sq=9,087.

Linearna ovisnost izmedu informacijsko-teorijskog indeksa i molekulske mase te broja vrhova
molekule pokazala je malo smanjenje koeficijenta korelacije u odnosu na dva prethodno
navedena indeksa. Usporeduju¢i linearnu ovisnost indeksa 1 molekulske mase
dobiveni su sljedeéi rezultati: N =12 r =0,931 F =65,168 R?=0,867 Sq¢ = 15,54.
Usporedbom indeksa sa brojem vrhova dobiveni su sljede¢i statisticki parametri: N = 12
r=0937 F=71,97 R?>=0,877 Sq¢=1,139.

Linearna ovisnost izmedu Balabanova indeksa i molekulske mase te broja vrhova molekule
pokazala je malo nize vrijednosti koeficijenta korelacije od tri prethodno navedena
indeksa. Rezultati linearne ovisnosti ovog indeksa i molekulske mase su: N =12 r = 0,882
F=35,178 R?=0,779 Sq=20,046. Usporedbom istog indeksa sa brojem vrhova dobivene
su sljedece vrijednosti: N =12 r=0,891 F = 38,637 R2=0,794 Sq=1,474. Ovi modeli

nisu zadovoljavajuci.

Od predlozenih topoloskih indeksa niti jedan nije postignuo zadovoljavaju¢i koeficijent
korelacije sa vrijednostima tocke taliSta ispitivanih spojeva. Kako se strukture sulfonamida
medusobno znacajno razlikuju tako je i kod njihovih tocki taliSta uo¢en veliki rasap pa ovim

istraZzivanjem nismo dobili zadovoljavaju¢i matematicki model.

Od predlozenih topoloskih indeksa niti jedan nije postignuo zadovoljavajuci koeficijent
korelacije s pKa vrijednostima ispitivanih spojeva. Relativno zadovoljavaju¢a linearna
ovisnost je dobivena koriste¢i kromatografski parametar Rm: N =12 r=0,816 F =19,874
R?2=0,665 Sq=1,274.

Usporeduju¢i vrijednosti koeficijenta razdiobe, logP, s vrijednostima ostalih parametara
takoder nismo pronaSli zadovoljavajuéu povezanost. S obzirom na dobivene

statistiCke parametre donekle zadovoljavaju¢i model je dobiven s Balabanovim indeksom:

N=12 r=0,606 F=5806 R?=0,367 Sq¢=0,511.

U provedenim istrazivanjima uoCili smo da se za predvidanje molekulske mase te broja
vrhova molekule nekog novog jo$ nesintetiziranog sulfonamida, najboljim pokazuje model
temeljen na Randi¢evom indeksu povezanosti jer ima najprihvatljivije statisticke parametre tj.

najveci koeficijent korelacije, najvecu vrijednost F-testa i najmanju standardnu devijaciju.
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Metode i postupci dizajna lijekova, prethodno opisani, najces¢e se kombiniraju u
svrhu poboljsavanja farmakoloskih svojstava ispitivanih molekula. Svojstva koja su presudna
za uspjesan dizajn te postupci i strategije koje se provode u svrhu poboljSavanja svojstava
ispitivanih molekula dalje se poboljSavaju bilo samostalno u farmaceutskoj industriji, ukoliko
ista ima odgovarajuéi tim stru¢njaka, ili se industrija udruzuje s akademskim institucijama te

zajednicki dolaze do rezultata.

Poznavanje bioloskih svojstava endogenih spojeva, podaci o bioloskoj aktivnosti serije
spojeva koji ¢ine kemijsku knjiznicu i bioloska aktivnost molekularnih fragmenata
omogucavaju dizajn temeljen na svojstvima navedenih liganada. Na taj se nacin mogu
dizajnirati potentniji spojevi, bilo kao dio postupka izbora spoja uzora, bilo kao dio

optimizacije spoja uzora [4]. Danas je taj pristup nasao vrlo Siroku primjenu.

Tipi¢ni primjeri ovakvih strategija dizajna uspje$sno su provedeni kod simpatomimetika i

inhibitora HIV proteaze.
a) Dizajn simpatomimetika temeljen na strukturi endogenih agonista

Simpatomimetici su se razvili na osnovi strukturnih karakteristika endogenih
supstancija adrenalina i noradrenalina. Adrenalin se s jednakim afinitetom veZe 1 na a- 1 na f3-
receptore, dok se noradrenalin s ve¢im afinitetom veZe na a-adrenergicke receptore. Direktni
simpatomimetici dijele feniletilaminski kostur, a B-hidroksilna skupina povecéava afinitet za o
i P receptore. Supstitucija amino-skupine smanjuje afinitet za a-receptore, a optimalnu
aktivnost za B-receptore postizu izopropilni derivati. Pove¢anjem skupine povecava se afinitet
za 2-receptore (salbutamol). Hidroksilne skupine na atomatskoj jezgri povecavaju afinitet za
a-receptore (vicinalne hidroksilne skupine na polozaju tri i Cetiri), odnosno [-receptore
(hidroksilne skupine na polozaju tri i pet). Kako su hidroksilne skupine hidrofilne, a amino-
grupa ionizirana pri fizioloskom pH, primjenjuju se monohidroksilirani derivati
nekateholskog tipa ukoliko se Zeli centralno djelovanje i prolazak kroz krvno-mozdanu
barijeru. Simpatomimetici bez hidroksilnih skupina obi¢no djeluju indirektno pospjesujuci

otpustanje noradrenalina iz presinaptickih neurona.

Promjenom polozaja aromatske hidroksilne skupine ili njezinom supstitucijom
izbjegava se metabolizam djelovanjem katehol-O-metiltransferaze, dok se uvodenjem male

alkilne skupine na a-C-atom smanjuje razgradnja djelovanjem monoaminooksidaze. U

68



konacnici izbor simpatomimetika postaje kompromis izmedu odabira oralne bioraspolozivosti

I afiniteta vezanja za receptor. Slika u nastavku prikazuje SAR adrenergickih agonista.
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Slika 13. SAR adrenergickih agonista [55]

Osnovnu strukturu f-simpatolitika ¢ini postrani¢ni lanac B-Simpatomimetika npr.

adrenalin u strukturi B-blokatora alprenolola, propranolola ili pindolola. Ta je struktura

vezana na aromatsku jezgru preko metilenskog ili kisikova mosta. Na postranicnom lancu

ugljikov atom s hidroksilnom skupinom je kiralan, pa ve¢ina liganada B-adrenergickih

receptora dolazi u obliku racemata. L-enantiomeri su sto puta aktivniji te se smatraju

nositeljima aktivnosti. Struktura simpatolitika uvjetuje 1 farmakodinamiku pa je tako vecina,

izuzev atenolola, podloZna presistemskoj eliminaciji. Neki [-blokatori kao $§to su

sumetoprolol, acebutolol i bisoprolol se s veéim afinitetom vezu na P1l-receptore u srcu

(kardioselektivnost), iako se s manjim afinitetom vezu i na 2-receptore.
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b) Dizajn inhibitora HIV proteaza

Tijekom zadnjih faza ciklusa rasta HIV-a (engl. Human Immunodeficiency Virus),
proizvodi Gag i Gag-Pol gena prevode se u poliproteine koji formiraju nezrelu ovojnicu
virusa. Proteaza je odgovorna za cijepanje tih prekursorskih molekula, ¢ime nastaju konac¢ni
strukturni proteini zrele jezgre viriona. Blokirajuci posttranslacijsko cijepanje Gag-Pol
poliproteina, inhibitori proteaze prijeCe pretvorbu virusnih proteina u funkcionalne
konformacije pa nastaju nezrele, neinfektivne virusne Cestice. Inhibitori HIV proteaza se
koriste u lijeCenje infekcija uzrokovanih HIV-om te u lijeenju AIDS-a (engl. Acquired

Immune Deficiency Syndrome) [56].

IstraZzivanja usmjerena na razvoj inhibitora renina kao potencijalnih antihipertenzivnih
lijekova su dovela do otkria spojeva koji blokiraju ucinak renina cijepanjem enzima.
Slucajno je otkriveno da je aminokiselinska sekvenca koja je potrebna za stvaranje zrelih
proteina jezgre HIV-a jednaka aminokiselinskoj sekvenci koju cijepa renin. Istrazivanja
odnosa struktura-aktivnost inhibitora renina pokazala su se od velike vrijednosti za razvoj
inhibitora HIV-proteaza. Ugradnja amino-hidroksilne skupine se pokazala presudnom za
inhibitornu aktivnost velikog broja tih spojeva. Pretrazivanjem 3D kemijske knjiZnice s ciljem
pronalaZenja spojeva sa strukturom komplementarnom aktivnom srediStu renina pronadeni su
prvi spojevi s mjerljivim bioloskim uéinkom na HIV proteazu. Spojevi dobiveni probiranjem
su izmijenjeni s ciljem dodatnog povecanja broja vodikovih veza koje tvori potencijalni
inhibitor 1 aktivno srediste HIV proteaze. Kao prvi inhibitori HIV proteaze na trziste lijekova

dolaze amprenavir, lopinavir i atazanavir.
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Slika 14. HIV proteaza kao dimer s amprenavirom vezanim u aktivnom sredistu [57]

Tako dobiveni spojevi su dalje optimizirani s ciljem poboljsavanja farmakokinetickih
svojstava $to je rezultiralo razvojem nekoliko kandidata za daljnja klinicka ispitivanja. Tako

se danas umjesto amprenavira koristi isklju¢ivo njegov prolijek fosamprenavir.
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Kasnije je pokazano da najpotentniji derivat koji uspjesno rjeSava problem rezistencije

ostvaruje zeljeni uc¢inak pri pikomolarnim koncentracijama.
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Slika 15. Prikaz vezanja inhibitora HIV proteaze [58]

Danas, medu najpoznatije inhibitore HIV proteaze spadaju ritonavir, nelfinavir,
indinavir, atazanavir, sakvinavir i lopinavir, a €esto se u praksi kombiniraju (atazanavir i
ritonavir ili darunavir i ritonavir). Tako postoje i neke fiksne kombinacije poput Kaletre®
(ritonavir i lopinavir). Za sve njih je znacajno da tvore veliki broj vodikovih veza s kisikovim,

dusikovim i vodikovim atomima iz peptidnih veza. Strukture nekih od njih su prikazane na
slici 16.
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6. ZAKLJUCCI



. Vodeéi se osnovnim postavkama QSPR/QSAR metode, a u svrhu kvantitativnog
pristupa, racunajuci vrijednosti topoloSkih deskriptora za seriju antibakterijskih
spojeva iz skupine sulfonamida, njihove strukture smo pretvorili u broj.

Time je omogucena statistiCka obrada vrijednih podataka o svojstvima sulfonamida i
predlaganje najboljih matemati¢kih modela, za buduée dizajniranje novih molekula
iste kongeneri¢ne serije lijekova.

Ovim pristupom u dizajniranju novih lijekova dosli smo do vrijednih zakljucaka
kojima se na isti na¢in mogu izracunati 1 koristiti topoloski indeksi pri postupku
dizajna bilo koje druge farmakoterapijske skupine lijekova.

. Dobivenim broj¢anim vrijednostima predlozenih topoloskih indeksa, karakterizirali
smo strukturu sulfonamida na Cetiri razli¢ita nacina, specificna za svaki predlozeni
indeks.

Tako dobiveni topoloski indeksi omogucili su korelacije struktura sulfonamida s
njihovim fizicko-kemijskim svojstvima.

Od ispitivanih topoloskih indeksa, od kojih svaki karakterizira strukturu sulfonamida
na svoj nacin, a na temelju dobivenih statistickih parametara, posebno se istaknuo
Randi¢ev indeks povezanosti. Sljede¢i navedeni pristup dobivene su odli¢ne
korelacije izmedu Randi¢eva indeksa 1 broja vrhova ispitivane serije sulfonamida
(N=12 r=0,992 F =612,779 R?=0,983 Sy = 0,412) te molekulske mase
(N=12 r=0,975 F=209,864 R?=0951 Sq=9,087).

Osim u postupku dizajna novih molekula QSAR pristup se koristi i za optimizaciju
postoje¢ih molekula s ciljem pronalaska spojeva Zeljenih svojstava ili bioloske
aktivnosti. Navedenu tvrdnju smo potkrijepili primjerom dizajna simpatomimetika na
osnovi strukturnih karakteristika endogenih supstancija, adrenalina i noradrenalina.
Malim promjenama u strukturi molekule moze se povecati afinitet za o- ili -
receptore, izbje¢i razgradnja djelovanjem monooksidaze ili  katehol-O-
metiltransferaze, povecati bioraspolozivost ili posti¢i centralno djelovanje prolaskom
kroz krvno-mozdanu barijeru.

Primjenom znanja o0 metodi QSAR 1 racunalnom dizajniranju lijekova te
pretrazivanjem 3D kemijske knjiznice moZemo pronaci spoj sa Zeljenim bioloSkim
uc¢inkom. Na taj nacin npr., poznavaju¢i strukturu renina (predstavnik aspartat
proteaza), pronadeni su spojevi s djelovanjem na HIV proteaze (koje su pripadnici iste

skupine kao aspartat proteaze) koji su dalje optimizirani s ciljem poboljSavanja
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farmakokinetickih svojstava Sto je rezultiralo razvojem nekoliko kandidata za daljnja

klinicka ispitivanja.
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8. SAZETAK



Uvod: QSAR je jedna od najpopularnijin metoda kojom se farmaceutska industrija danas
sluzi u pronalasku novih ljekovitih tvari i njihovoj optimizaciji. Primarna svrha te metode je
odredivanje povezanosti kemijske strukture niza spojeva 1 odredenog kemijskog ili bioloskog
procesa. Unutar nje se nalaze brojni strukturni parametri, odnosno molekularni deskriptori

kojima se opisuje pojedina molekula.

Cilj istrazivanja: Cilj ovog rada je bio prikazati temeljne pristupe kojima se farmaceutska
industrija danas sluzi u postupku dizajniranja novih lijekova te dati uvid u njihove osnovne
znaCajke. Poseban naglasak bio je stavljen na QSAR pristup, topoloske indekse i njihovu
vaznost u modeliranju novog lijeka. Prikazani su 1 neki primjeri uspjeSnog dizajniranja

temeljeni na ligandima.

Metode: Unutar metode QSAR postoje brojni pristupi (npr. molekularni deskriptori) kojima
se pojedina molekula moze okarakterizirati. Jedan od najvaznijih molekularnih deskriptora u
metodi QSAR je koeficijent razdjeljenja izmedu oktan-1-ola i vode (fosfatni pufer,
pH =7,4), logP. S tim deskriptorom je i zapoc¢ela sustavna primjena metode QSAR. Koriste¢i
logP mozemo za pojedinu molekulu odrediti njenu sposobnost da prolazi kroz stani¢ne
membrane, tj. logP je postao mjera za vjerojatnost da ¢e molekula sti¢i od mjesta primjene do
mjesta djelovanja. Sto je njegova vrijednost veéa to je molekula lipofilnija, odnosno veéa je
vjerojatnost da ¢e sti¢i do mjesta djelovanja. Numericki indeks koji karakterizira molekulu
naziva se topoloski indeks. On numericki izrazava topolosku informaciju za odredeni spoj
koja nam daje naznake o veli¢ini 1 obliku, tj. prirodi kemijske strukture. Do danas je poznat
¢itav niz topoloSkih indeksa kojima se znanstvenici svakodnevno koriste, ali smo se u ovom
radu posvetili osnovnim, dobro poznatim indeksima koji vrlo dobro opisuju strukturu
molekule. To su: Wiener-ov broj, Randi¢ev indeks, Balabanov indeks, Trinajsticev broj i

informacijsko-teorijski indeks.

Najsuvremeniji pristup u dizajniranju lijekova je metoda molekularnog modeliranja.
Ta metoda podrazumijeva dizajniranje lijekova pomoc¢u racunala, CADD (engl. Computer-
Aided Drug Design). Dvije temeljne metode, na kojima pociva molekularno modeliranje su
molekularna mehanika i1 kvantna-kemija. Racunalno dizajniranje liganda je namijenjeno
dizajniranju molekula koje ¢e se zahvaljujuci svojoj strukturi dobro vezati na enzime ili
receptore na ciljanom mjestu djelovanja. Farmakoloska svojstva potencijalnog lijeka jos nije u
potpunosti moguce predvidjeti postoje¢im modelima, Sto ostavlja mjesta za napredak tog

pristupa u dizajnu lijekova.
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Rezultati: Dobivene vrijednosti topoloskih indeksa korelirali smo sa fizicko-kemijskim
svojstvima serije spojeva iz skupine sulfonamida te smo uocili odredene povezanosti.
Vrijednost Wienerovog broja, Randi¢evog indeksa, Balabanova i informacijsko-teorijskog
indeksa pokazuju linearnu ovisnost s brojem vrhova molekule i molekulskom masom. Na
temelju sakupljenih znanja prikazali smo kako se SAR odredene molekule ili serije spojeva
moze iskoristiti za njihovu daljnu optimizaciju s ciljem dobivanja molekule Zeljenih

farmakokinetic¢kih 1 farmakodinamskih karakteristika ili zeljene bioloske aktivnosti.

Zakljucak: Primjena QSAR metode u postupku dizajniranja lijekova je uvelike unaprijedila
proces dizajna te omogucila identifikaciju odgovaraju¢e molekule prije njezine sinteze.
Istovremeno sa razvojem ove metode zapocinje i proces optimizacije odredene molekule ili

serije spojeva kako bi se dobio spoj zeljenih svojstava te Zeljene bioloske aktivnosti.
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9. SUMMARY



Introduction: QSAR is one of the most popular methods that pharmaceutical industry uses
nowadays to find new therapeutic agents and in their optimisation. The primary purpose of
this method is to determine the correlation of chemical structure of the series of compounds
and a specific chemical or biological process. Within it, there are many structural parameters

I.e. molecular descriptors that describe the individual molecules.

Aim of research: The aim of this study was to show the basic approaches that pharmaceutical
industry uses nowadays in the design of new drugs and to give insight into their basic
features. A special emphasis was put on the QSAR approach, the topological indices and their
importance in the modeling of a new drug. A few examples of successful ligand-based

designs are also shown.

Methods: Within the QSAR method there are numerous approaches (e.g. molecular
descriptors) that individual molecules can be characterised with. One of most important
molecular descriptors in the QSAR method is the partition coefficient between octan-1-ol and
water (phosphate-buffer, pH = 7,4), logP. Using the logP we can determine each molecule's
ability to cross cell membranes, i.e. logP became a measure of the probability that the
molecules will arrive from the site of application to the site of action. Bigger values of logP
are a sign that molecules are more lipophilic, i.e. the likelihood that they will reach the site of
action is greater. The numerical index that characterises molecules is called topological index.
It numerically expresses the topological information for the compound, which gives some
indication of its size and shape, i.e. the nature of the chemical structure. To date, a whole
range of topological indices that scientists use on a daily basis is known, but in this work we
are dedicated to basic, well-known indices that very well describe the structure of molecules.
These are: Wiener's number, Randic's index, Balaban's index, Trinajstic's number and

information-theoretical index.

The most modern approach to drug design is the method of molecular modeling. This
method involves drug design using computer, CADD (engl. Computer-Aided Drug Design).
Two basic methods that molecular modeling relies on are molecular mechanics and quantum
chemistry. Computer design is intended for designing ligand molecules which, thanks to their
structure, will bind well on enzymes or receptors at the target site of action. The
pharmacological properties of a potential drug are not fully possible to be predicted with the
current models yet, which leaves a lot of room for improvement of this approach in drug

design.
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Results: The obtained values of topological indices were compared to the physico-chemical
properties of series of compounds from the group of sulfonamides and we noticed some
connections. The values of Wiener's number, Randi¢'s, Balaban's and information-theoretical
indices are proportional to the number of peaks of molecules and to the molecular weight.
Based on the collected knowledge we have shown how the SAR of a particular molecule or
series of compounds can be used for their continuous optimisation with the aim of obtaining
the desired molecule's pharmacokinetic and pharmacodynamic characteristics or its desired

biological activity.

Conclusion: The application of the QSAR method in the drug design process has greatly
improved the design process itself and has enabled identification of an appropriate molecule
before its synthesis. At the same time with the development of this method, an optimisation
process of a particular molecule or series of compounds begins, in order to obtain a compound

with the desired properties and biological activity.
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