
		
			[image: Cover_Demopoulos.png]
		

	
		
			ΒΑΣΙΛΗΣ ΔΗΜΟΠΟΥΛΟΣ

			Καθηγητής Φαρμακευτικής Χημείας

			ΑΝΝΑ ΤΣΑΝΤΙΛΗ-ΚΑΚΟΥΛΙΔΟΥ

			Καθηγήτρια Φαρμακευτικής Χημείας

			Βασικές Αρχές Σχεδιασμού και Ανάπτυξης Φαρμάκων

			[image: ]

		

	
		
			Βασικές Αρχές Σχεδιασμού και Ανάπτυξης Φαρμάκων

			Συγγραφή

			Βασίλης Δημόπουλος

			Άννα Τσαντίλη-Κακουλίδου

			Κριτικός αναγνώστης

			Θωμάς Μαυρομούστακος

			Συντελεστές έκδοσης

			Τεχνική επεξεργασία: Ηλίας Τσιώνης

			ISBN: 978-960-603-190-8

			Copyright © ΣΕΑΒ, 2015

			[image: ]

			Το παρόν έργο αδειοδοτείται υπό τους όρους της άδειας Creative Commons Αναφορά Δημιουργού - Μη Εμπορική Χρήση - Παρόμοια Διανομή 3.0. Για να δείτε ένα αντίγραφο της άδειας αυτής επισκεφτείτε τον ιστότοπο https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/gr/

			Σύνδεσμος Ελληνικων Ακαδημαϊκων Βιβλιοθηκών

			Εθνικό Μετσόβιο Πολυτεχνείο

			Ηρώων Πολυτεχνείου 9, 15780 Ζωγράφου

			www.kallipos.gr

		

	
		
			Πίνακας συντομεύσεων-ακρωνύμια

			
				
					
					
				
				
					
							
							ΑΕΦ

						
							
							ΑιματοΕγκεφαλικός Φραγμός

						
					

					
							
							ΙΣ

						
							
							Ισοηλεκτρικό Σημείο

						
					

					
							
							ΚΝΣ

						
							
							Κεντρικό Νευρικό Σύστημα

						
					

					
							
							ΜΒ

						
							
							Μοριακό Βάρος

						
					

					
							
							ACD

						
							
							Available Chemicals Directory

						
					

					
							
							ACE

						
							
							Angiotensin Converting Enzyme

						
					

					
							
							ADME

						
							
							Absorption, Distribution, Metabolism, Elimination

						
					

					
							
							AM1

						
							
							Austin Model 1

						
					

					
							
							ANN

						
							
							Artificial Neural Networks

						
					

					
							
							BCS

						
							
							Biopharmaceutics Classification System

						
					

					
							
							BDS

						
							
							Base Deactivated Silica

						
					

					
							
							CATS

						
							
							Chemically Advances Template Search

						
					

					
							
							CNDO

						
							
							Complete NDO

						
					

					
							
							CoMFA

						
							
							Comparative Molecular Field Analysis

						
					

					
							
							CoMSIA

						
							
							Comparative Molecular Similarity Indices Analysis

						
					

					
							
							COX

						
							
							Cyclooxygenase

						
					

					
							
							CYP

						
							
							Cytochrome P450

						
					

					
							
							D

						
							
							Distribution coefficient

						
					

					
							
							DModX

						
							
							Distance to Model on X Block

						
					

					
							
							DModΥ

						
							
							Distance to Model on Υ Block

						
					

					
							
							DMSO

						
							
							DiMethyl SulfOxide

						
					

					
							
							EC50

						
							
							half maximal Effective Concentration

						
					

					
							
							ED50

						
							
							median Effective Dose

						
					

					
							
							EMA

						
							
							European Medicines Agency

						
					

					
							
							FDA

						
							
							Food and Drug Administration

						
					

					
							
							FBDD

						
							
							Fragment-Based Drug Design

						
					

					
							
							GPCR

						
							
							G Protein-Coupled Receptor

						
					

					
							
							GRIIND

						
							
							GRId INDependent

						
					

					
							
							GSE

						
							
							Γενική Εξίσωση για τη Διαλυτότητα 4.3 (General Solubility Equation, GSE)

						
					

					
							
							ΗΑ

						
							
							Heavy Atom

						
					

					
							
							hERG

						
							
							human Ether-à-go-go-Related Gene

						
					

					
							
							ΗΙΝΤ

						
							
							Hydrophobic INTeractions

						
					

					
							
							ΗΟΑ

						
							
							Human Oral Absorption

						
					

					
							
							HPLC

						
							
							High Performance Liquid Chromatography

						
					

					
							
							HTS

						
							
							High-Throughput Screening

						
					

					
							
							IAM

						
							
							Immobilized Artificial Membranes

						
					

					
							
							IC50

						
							
							half maximal Inhibitory Concentration

						
					

					
							
							INDO

						
							
							Intermediate NDO

						
					

					
							
							IR

						
							
							InfraRed

						
					

					
							
							ITC

						
							
							\Isothermal Titration Calorimetry

						
					

					
							
							IUPAC

						
							
							International Union of Pure and Applied Chemistry

						
					

					
							
							LBDD

						
							
							Ligand-Based Drug Design

						
					

					
							
							LE

						
							
							Ligand Efficiency

						
					

					
							
							LELP

						
							
							LipoPhilicity-corrected Ligand Efficiency

						
					

					
							
							LFER

						
							
							Linear Free Energy Relationships

						
					

					
							
							LLE ή lipE

						
							
							Lipophilic Ligand Efficiency

						
					

					
							
							LSER

						
							
							Linear Solvation Energy Relationships

						
					

					
							
							mp

						
							
							melting point

						
					

					
							
							MDCK

						
							
							Madin-Darby Canine Kidney

						
					

					
							
							MIF

						
							
							Molecular Interactions Fields

						
					

					
							
							MINDO

						
							
							Modified INDO

						
					

					
							
							MLP

						
							
							Molecular Lipophilicity Potential

						
					

					
							
							MLRA

						
							
							Multiple Linear Regression Analysis

						
					

					
							
							MNDO

						
							
							Modified NDO

						
					

					
							
							MR

						
							
							Molecular Refractivity

						
					

					
							
							MS

						
							
							Mass Spectrometry

						
					

					
							
							MVDA

						
							
							Multivariate Data Analysis

						
					

					
							
							NCE

						
							
							New Chemical Entity

						
					

					
							
							NCI

						
							
							National Cancer Institute

						
					

					
							
							NDDO

						
							
							Neglect of Diatomic Differential Overlap

						
					

					
							
							NDO

						
							
							Neglect of Differential Overlap

						
					

					
							
							NME

						
							
							New Molecular Entity

						
					

					
							
							NMR

						
							
							Nuclear Magnetic Resonance

						
					

					
							
							NOE

						
							
							Nuclear Overhauser Effect

						
					

					
							
							nonPSA

						
							
							non Polar Surface Area

						
					

					
							
							P

						
							
							Partition coefficient

						
					

					
							
							PAINS

						
							
							Pan Assay Interference Compounds,

						
					

					
							
							PAMPA

						
							
							Parallel Artificial Membrane Permeability Assay

						
					

					
							
							PBS

						
							
							Phosphate-Buffered Saline

						
					

					
							
							PCA

						
							
							Principal Component Analysis

						
					

					
							
							PDB

						
							
							Protein Data Bank

						
					

					
							
							P-gp

						
							
							P-glycoprotein 1, Permeability glycoprotein

						
					

					
							
							PLS

						
							
							Partial Least Squares, partial least squares Projections to Latent Structures

						
					

					
							
							PM3

						
							
							Parameterization Model 3

						
					

					
							
							PPAR

						
							
							Peroxisome Proliferator Activation Receptor

						
					

					
							
							PRESS

						
							
							Predicted REsidual Sum of Squares

						
					

					
							
							PSA

						
							
							Polar Surface Area

						
					

					
							
							QSAR

						
							
							Quantitative Structure Activity Relationships

						
					

					
							
							QSPR

						
							
							Quantitative Structure Property Relationships

						
					

					
							
							R2CV

						
							
							Cross-validated correlation coefficient

						
					

					
							
							RMDD

						
							
							RetroMetabolic Drug Design

						
					

					
							
							RMSD

						
							
							Root Mean Square Deviation

						
					

					
							
							RMSEE

						
							
							Root Mean Square Error of Estimate

						
					

					
							
							RMSEP

						
							
							Root Mean Square Error of Prediction

						
					

					
							
							RP-TLC

						
							
							Reversed Phase Thin Layer Chromatography

						
					

					
							
							Ro5

						
							
							Rule of Five

						
					

					
							
							RSD

						
							
							Residual Standard Deviation

						
					

					
							
							S

						
							
							Solubility

						
					

					
							
							SASA

						
							
							Solvent Accessible Surface Area

						
					

					
							
							SBDD

						
							
							Structure-Based Drug Design

						
					

					
							
							SMILES

						
							
							Simplified Molecular Input Line Entry Structure

						
					

					
							
							SPR

						
							
							Surfaced Plasmon Resonance

						
					

					
							
							SVM

						
							
							Support Vector Machines

						
					

					
							
							TPSA

						
							
							Topological Polar Surface Area

						
					

					
							
							TS

						
							
							fluorescence-based Thermal Shift

						
					

					
							
							UV

						
							
							UltraViolet

						
					

					
							
							VIP

						
							
							Variable Importance to Projection,

						
					

					
							
							VS

						
							
							Virtual Screening

						
					

					
							
							WDI

						
							
							World Drug Index

						
					

				
			

		

	
		
			«Ευρετήριο» αντιστοίχισης ελληνόγλωσσων και ξενόγλωσσων επιστημονικών όρων

			
				
					
					
				
				
					
							
							3-D QSAR

						
							
							Ποσοτικές σχέσεις δομής-δράσης τριών διαστάσεων

						
					

					
							
							% extraction

						
							
							% ανάκτηση

						
					

					
							
							Αb initio 

						
							
							Εξ αρχής

						
					

					
							
							Angiotensin converting enzyme

						
							
							Μετατρεπτικό ένζυμο της αγγειοτασίνης

						
					

					
							
							Artificial neural metworks

						
							
							Τεχνητά νευρωνικά δίκτυα

						
					

					
							
							Associative neural networks

						
							
							Συνειρμικά νευρωνικά δείκτυα

						
					

					
							
							Biopharmaceutics classification system

						
							
							Βιοφαρμακευτικό σύστημα ταξινόμησης

						
					

					
							
							Chemotype

						
							
							Χημειότυπος

						
					

					
							
							Chimeric

						
							
							«Χιμαιρικά»

						
					

					
							
							Cleavable conjugates

						
							
							«Σχάσιμα υβρίδια»

						
					

					
							
							Combinatorial Chemistry

						
							
							Συνδυαστική Χημεία

						
					

					
							
							Comparative molecular field analysis

						
							
							Συγκριτική ανάλυση μοριακών πεδίων

						
					

					
							
							Comparative molecular similarity indices Analysis

						
							
							Συγκριτική ανάλυση δεικτών μοριακής ομοιότητας 

						
					

					
							
							Caco-2 cell line

						
							
							Ανθρώπινα καρκινικά επιθηλιακά κύτταρα του γαστρεντερικού σωλήνα

						
					

					
							
							Conjugates

						
							
							«Υβριδικά»

						
					

					
							
							Cyclooxygenase

						
							
							Κυκλοξυγονάση

						
					

					
							
							Descriptor

						
							
							Περιγραφική μεταβλητή

						
					

					
							
							Designing in

						
							
							«Προσθετικός» σχεδιασμός

						
					

					
							
							Designing out

						
							
							«Αφαιρετικός» σχεδιασμός

						
					

					
							
							Distribution coefficient

						
							
							Συντελεστής κατανομής

						
					

					
							
							Docking

						
							
							Προσαρμογή

						
					

					
							
							Drug-likeness 

						
							
							Φαρμακο-ομοιότητα

						
					

					
							
							Expert systems

						
							
							Εμπειρικά συστήματα

						
					

					
							
							Fluorescence-based thermal shift

						
							
							Aνίχνευση της θερμικής μετατόπισης με βάση το φθορισμό

						
					

					
							
							Fragmental systems

						
							
							Συστήματα θραυσμάτων

						
					

					
							
							Fragments

						
							
							Δομικά θραύσματα

						
					

					
							
							Fused

						
							
							«Συντηγμένα»

						
					

					
							
							General solubility equation

						
							
							Γενική εξίσωση για τη διαλυτότητα

						
					

					
							
							Grid

						
							
							Πλέγμα

						
					

					
							
							Heavy atom

						
							
							Βαρύ άτομο, όχι άτομο υδρογόνου

						
					

					
							
							High-throughput screening

						
							
							Ταχύς βιολογικός έλεγχος/διαλογή υψηλής απόδοσης

						
					

					
							
							High performance liquid chromatography

						
							
							Υψηλής απόδοσης υγρή χρωματογραφία

						
					

					
							
							Hit

						
							
							Οδηγός-δομή

						
					

					
							
							Human oral absorption

						
							
							% εντερική απορρόφηση στον άνθρωπο

						
					

					
							
							Immobilized artificial membranes

						
							
							Στήλες τεχνητών ακινητοποιημένων μεμβρανών

						
					

					
							
							Induced fit

						
							
							Επαγόμενη προσαρμογή

						
					

					
							
							Infrared

						
							
							Υπέρυθρο

						
					

					
							
							Lead compound

						
							
							Ένωση-οδηγός

						
					

					
							
							Ligand

						
							
							Πρόσδεμα

						
					

					
							
							Ligand efficiency

						
							
							Aπoτελεσματικότητα προσδέματος

						
					

					
							
							Ligand–gated

						
							
							Πύλη προσδέματος

						
					

					
							
							Linear free energy relationships

						
							
							Γραμμικές σχέσεις ελεύθερης ενέργειας 

						
					

					
							
							Linear solvation energy relationships

						
							
							Γραμμικές σχέσεις ενέργειας επιδιαλύτωσης

						
					

					
							
							Lipophilic ligand efficiency

						
							
							Λιπόφιλη αποτελεσματικότητα προσδέματος

						
					

					
							
							Lipophilicity-corrected ligand efficiency

						
							
							Aποτελεσματικότητα προσδέματος διορθωμένη ως προς τη λιποφιλία

						
					

					
							
							logBR

						
							
							Λογάριθμος βιολογικής απόκρισης

						
					

					
							
							Mass spectrometry

						
							
							Φασματομετρία μαζών

						
					

					
							
							Melting point

						
							
							Σημείο τήξεως

						
					

					
							
							Merged

						
							
							«Συγχωνευμένα»

						
					

					
							
							Molecular interactions fields

						
							
							Πεδία μοριακών αλληλεπιδράσεων

						
					

					
							
							Molecular lipophilicity potential

						
							
							Μοριακό δυναμικό λιποφιλίας

						
					

					
							
							Molecular obesity

						
							
							Μοριακή «παχυσαρκία»

						
					

					
							
							Molecular refractivity

						
							
							Μοριακή διαθλασιμότητα

						
					

					
							
							Multiple linear regression analysis

						
							
							Πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης

						
					

					
							
							Multivariate data analysis

						
							
							Πολυμεταβλητή ανάλυση δεδομένων

						
					

					
							
							New chemical entity

						
							
							Νέα χημική οντότητα

						
					

					
							
							New molecular entity

						
							
							Νέα μοριακή οντότητα

						
					

					
							
							Νon polar surface area

						
							
							Μη πολική επιφάνεια

						
					

					
							
							Nuclear magnetic resonance

						
							
							Πυρηνικός μαγνητικός συντονισμός

						
					

					
							
							Outlier

						
							
							Έκτροπη τιμή

						
					

					
							
							Partial least squares

						
							
							Ανάλυση μερικών ελαχίστων τετραγώνων

						
					

					
							
							Partial least squares projections to latent structures

						
							
							Προβολές μερικών ελαχίστων τετραγώνων σε λανθάνουσες δομές

						
					

					
							
							Partition coefficient

						
							
							Συντελεστής μερισμού

						
					

					
							
							Phosphate-buffered saline

						
							
							Ισότονο ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών

						
					

					
							
							Polar surface area

						
							
							Εμβαδόν πολικής επιφάνειας

						
					

					
							
							Principal component analysis

						
							
							Ανάλυση κυρίων συνιστωσών

						
					

					
							
							Predicted residual sum of squares

						
							
							Προβλεπόμενο άθροισμα των τετραγώνων των υπολοίπων

						
					

					
							
							Probe

						
							
							Ιχνηθέτης

						
					

					
							
							Promiscuity

						
							
							Ελευθεριότητα, τυχαία και συχνή αλληλεπίδραση προσδέματος με μακρομόρια.

						
					

					
							
							Puckered

						
							
							Πτυχωμένοι

						
					

					
							
							Quantitative structure activity relationships

						
							
							Ποσοτικές σχέσεις δομής-δράσης

						
					

					
							
							Quantitative structure property relationships

						
							
							Ποσοτικές σχέσεις δομής-ιδιοτήτων

						
					

					
							
							Regression trees

						
							
							Δένδρα παλινδρόμησης

						
					

					
							
							Repurposing, Repositioning

						
							
							Επαναστόχευση

						
					

					
							
							Residual standard deviation

						
							
							Tυπική απόκλιση των υπολοίπων

						
					

					
							
							Retrometabolic drug design

						
							
							Ρετρομεταβολικός σχεδιασμός

						
					

					
							
							Reversed phase thin layer chromatography

						
							
							Αντιστρόφου φάσεως χρωματογραφία λεπτής στιβάδας

						
					

					
							
							Root mean square deviation

						
							
							Τετραγωνική ρίζα της μέσης απόκλισης των τετραγώνων

						
					

					
							
							Root mean square error of estimate

						
							
							Τετραγωνική ρίζα της μέσης απόκλισης των τετραγώνων των διαφορών (τυπική απόκλιση των σφαλμάτων)

						
					

					
							
							Root mean square error of prediction

						
							
							Τυπική απόκλιση των προβλέψεων

						
					

					
							
							Rule of five

						
							
							Κανόνας του πέντε

						
					

					
							
							Rule of three

						
							
							Κανόνας του τρία

						
					

					
							
							Scaffold

						
							
							Δομικό υπόβαθρο

						
					

					
							
							Scaffold hopping

						
							
							Δομική μεταπήδηση υποβάθρων

						
					

					
							
							Scaffold morphing

						
							
							Μορφοποίηση δομικού υποβάθρου

						
					

					
							
							Silica gel

						
							
							Πήγμα οξειδίου του πυριτίου

						
					

					
							
							Soft drugs

						
							
							Μαλακά φάρμακα

						
					

					
							
							Solubility

						
							
							Διαλυτότητα

						
					

					
							
							Solvent accessible surface area

						
							
							Προσιτή στο διαλύτη επιφάνεια

						
					

					
							
							Substrate

						
							
							Υπόστρωμα

						
					

					
							
							Support vector machines

						
							
							Μηχανές διανυσμάτων στήριξης

						
					

					
							
							Τarget validation

						
							
							Επικύρωση στόχων

						
					

					
							
							Ultraviolet

						
							
							Υπεριώδες

						
					

					
							
							Variable importance to projection

						
							
							Σπουδαιότητα των μεταβλητών στην προβολή

						
					

					
							
							Virtual screening

						
							
							Εικονική διαλογή

						
					

					
							
							Voltage–gated

						
							
							Πύλη τάσης

						
					

					
							
							X-Ray

						
							
							Ακτίνες-Χ

						
					

					
							
							Zwitterion

						
							
							Εσωτερικό άλας

						
					

				
			

		

	
		
			Κεφάλαιο 1. Εισαγωγή

			1.1. Ιστορική αναδρομή

			Τα φάρμακα αποτελούν πολύτιμα αγαθά για την πρόληψη και αντιμετώπιση των ασθενειών από τις οποίες απειλείται διαρκώς ο άνθρωπος στη διάρκεια της ζωής του. Από αρχαιοτάτων χρόνων ο αγώνας για επιβίωση εκτός από την εύρεση τροφής περιελάμβανε και την προστασία από τις κακουχίες και την αρρώστια. Τα φυτά εκτός πηγή τροφής ήταν από τα πρώτα θεραπευτικά μέσα που χρησιμοποιήθηκαν για την ανακούφιση του ανθρώπινου πόνου.  Στην αρχαία Ελλάδα ο Ιπποκράτης δίδασκε «Η τροφή πρέπει είναι το φάρμακό σου και το φάρμακο να είναι η τροφή σου». Από την άλλη σε πολλούς πολιτισμούς καλλιεργήθηκε το δόγμα του φυσικού αποτυπώματος (the doctrine of signature), σύμφωνα με το οποίο «δρόγες (μέρη του φυτού) που μοιάζουν με διάφορα μέρη (όργανα) του ανθρώπινου σώματος μπορούν να χρησιμοποιηθούν θεραπευτικά σε παθήσεις των μερών αυτών του σώματος»1. Σταθμό στην ιστορία των φαρμάκων αποτέλεσε η δημοσίευση το 1806 του ερασιτέχνη φαρμακοποιού Friedrich Sertürner (1783-1841) σχετικά με την απομόνωση ενός αλκαλοειδούς σε κρυσταλλική μορφή από το όπιο2. Το όπιο, το ρητινούχο κόμμι που εκκρίνει το φυτό Papaver somniferum χρησιμοποιούνταν ευρέως στην ιατρική από τον 18ο αιώνα, ενώ ήταν γνωστό στην Περσία ήδη από το 1000 π.Χ. Ο Sertürner διαπίστωσε ότι μετά την απομάκρυνση του αλκαλοειδούς αυτού  το όπιο δεν ασκούσε πλέον δράση στα ζώα, ενώ το ίδιο το αλκαλοειδές είχε δεκαπλάσια δράση από το όπιο. Το αλκαλοειδές αυτό ήταν η μορφίνη, που αποτελεί και σήμερα ισχυρότατο αναλγητικό φάρμακο. Ακολούθησε το 1874 η απομόνωση από τον φλοιό της ιτιάς του σαλικυλικού οξέος, το οποίο αποτέλεσε μερικά χρόνια (1890) αργότερα τη βάση για την παρασκευή της ασπιρίνης, του πρώτου συνθετικού φαρμάκου3,4. Η σύνθεση οργανικών ενώσεων ως πιθανών υποψήφιων φαρμάκων γνώρισε πραγματική έκρηξη στο πρώτο μισό του εικοστού αιώνα με τη σύγχρονη φαρμακευτική βιομηχανία να δημιουργείται γύρω στο 1930, αν και γνωστές πολυεθνικές εταιρείες όπως Merck, Hoffman-La Roche, Burroughs-Wellcome (αργότερα τμήμα της Glaxo Smith Kline), Abbott Laboratories, Eli Lilly και Upjohn (αργότερα τμήμα της Pfizer) είχαν ξεκινήσει ήδη από τα μέσα του 1800 ως τοπικά φαρμακεία. Παράλληλα, τα πειράματα για τη φαρμακολογική δράση άρχισαν να γίνονται σε ζώα και στη συνέχεια με την εξέλιξη της βιολογίας σε απομονωμένα όργανα κυτταροκαλλιέργειες ένζυμα, μεμβράνες, προτού ένα υποψήφιο φάρμακο κριθεί κατάλληλο για κλινικές μελέτες στον άνθρωπο. Το δεύτερο μισό του εικοστού αιώνα χαρακτηρίζεται από την ανάπτυξη τεχνολογίας όπως η κρυσταλλογραφία ακτινών-Χ, η φασματοσκοπία NMR και η φασματομετρία μαζών, η υπερφυγοκέντρηση, η υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης κ.ά. Η τεχνολογική αυτή πρόοδος σε συνδυασμό με την εκπληκτική εξέλιξη των υπολογιστών και της πληροφορικής συνέβαλε αποφασιστικά στην έρευνα για νέα χημικά μόρια με θεραπευτική δράση. 

			Στον Πίνακα 1.1 περιγράφεται συνοπτικά η δραματική εξέλιξη της φαρμακευτικής έρευνας από την αρχαιότητα έως τον εικοστό πρώτο αιώνα αφενός ως προς τα διερευνώμενα ως φάρμακα υλικά με αφετηρία τα φυτά, τα δηλητήρια (π.χ. φιδιών) και τα ορυκτά και αφετέρου ως προς τα συστήματα ελέγχου της δράσης, ξεκινώντας από τον ίδιο τον άνθρωπο και αργότερα τα ζώα ως τις μεθόδους του ταχέως βιολογικού ελέγχου/διαλογής υψηλής απόδοσης (high-throughput screening, HTS) και την εικονική διαλογή (virtual screening, VS).
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			Πίνακας 1.1. Ανάπτυξη της Φαρμακευτικής Έρευνας.

			Όσον αφορά την εξέλιξη των βιολογικών ελέγχων, για τη μετάβαση από το επίπεδο  του ολόκληρου οργανισμού και των απομονωμένων οργάνων στο μοριακό επίπεδο καθοριστική ήταν η κατανόηση της έννοιας του υποδοχέα. Ο όρος «υποδοχέας» αποδίδεται στον Γερμανό Νομπελίστα Paul Ehrlich (1854–1915) που τον εισήγαγε το 1900 στην προσπάθειά του να μελετήσει τον μηχανισμό δράσης των φαρμάκων6. Ο Ehrlich, μετά τα επιτυχή αποτελέσματά του ως προς την έρευνα της ανθελονοσιακής δράσης του κυανού του μεθυλενίου, προχώρησε μαζί με τον Γιαπωνέζο συνεργάτη του Kiyoshi Shiga (1871–1957) σε συστηματική σύνθεση και βιολογική αποτίμηση εκατοντάδων ενώσεων με στόχο την ανακάλυψη φαρμάκων κατά της τρυπανοσωμίασης, εγκαινιάζοντας την πειραματική φαρμακολογία. Ανέπτυξε έτσι τη θεωρία, σύμφωνα με την οποία χρειάζονται εκλεκτικά φάρμακα με εξειδικευμένη συγγένεια για τα παθογόνα, χωρίς να επηρεάζουν τα κύτταρα του οργανισμού, δρώντας ως μαγικές σφαίρες (magic bullets). Στον Ehrlich ανήκει επίσης η φράση “corpora non agunt nisi fixate” (οι ενώσεις δεν δρουν εκτός αν συνδεθούν). Συνεπώς, η παρουσία συγκεκριμένων ομάδων στα μόρια είναι απαραίτητη για τη σύνδεση με τον ‘υποδοχέα’. Η άποψη αυτή οδήγησε στην έννοια της «φαρμακοφόρου δομής», ενώ είναι ανάλογη με το μοντέλο του κλειδιού και της κλειδαριάς, που διατύπωσε το 1894 ο Hermann Emil Fischer (1852–1919) για τη σύνδεση ενζύμου–υποστρώματος. Το 1907 συντέθηκε στο εργαστήριό του Ehrlich το παράγωγο του αρσενοβενζολίου No. 606, η αρσφαιναμίνη ή διαμινοδιοξυβενζόλιο, γνωστό και ως Salvarsan (Σχήμα 1.1), του οποίου τη δράση δεν μπόρεσε αρχικά να καταδείξει ο ίδιος ο Ehrlich. Δυο χρόνια αργότερα ωστόσο διαπιστώθηκε η δράση της αρσφαιναμίνης κατά της σπειροχαίτης (η οποία εμφανίζει ομοιότητες με τα τρυπανοσώματα), ανοίγοντας την πόρτα για τη χημειοθεραπεία της σύφιλης και την ανάπτυξη των αντιβιοτικών αργότερα. Ο Ehrlich διατύπωσε επίσης την έννοια του «χημειοθεραπευτικού δείκτη» ως το πηλίκο της ελάχιστης θεραπευτικής δόσης ως προς τη μέγιστη ανεκτή δόση και διαπίστωσε ότι οι μικροοργανισμοί μπορούν να αποκτήσουν ανοχή. 
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			Σχήμα 1.1. Χημικός τύπος αρσφαιναμίνης.

			Την ύπαρξη υποδοχέων, η λειτουργία των οποίων μπορεί να παρεμποδίζεται από ανταγωνιστές ή να διεγείρεται από αγωνιστές, υποστήριξε επίσης ο John Newport Langley (1852–1925) ο οποίος μελέτησε την επίδραση αλκαλοειδών σε μυϊκά κύτταρα. Οι Ehrlich και Langley συνεργάστηκαν πολύ δημιουργικά στη θεωρία των υποδοχέων, την οποία επεξέτειναν περιλαμβάνοντας την έννοια του «χημειο-υποδοχέα» για την περιγραφή της αλληλεπίδρασης των φαρμάκων με τα κύτταρα. Οι απόψεις αυτές των Ehrlich και Langley αποτέλεσαν τη βάση για την σύγχρονη έννοια του υποδοχέα ως βιο-μακρομορίου με ενεργό κέντρο που προσφέρεται για τη σύνδεση μικρών μορίων-προσδεμάτων (ενδογενών ή μη). Την ίδια εποχή (1899) οι Meyer και Overton σε ανεξάρτητες μελέτες σχετικά με τη νάρκωση διαπίστωναν την επίδραση των φυσικοχημικών ιδιοτήτων και ιδιαίτερα του συντελεστή κατανομής σε λάδι νερό (ως μέτρο της λιποφιλίας) στη δράση των φαρμάκων7,8. Οι δύο προσεγγίσεις για τον μηχανισμό δράσης των φαρμάκων –σύνδεση των μορίων στον υποδοχέα, επίδραση φυσικοχημικών ή και άλλων ιδιοτήτων- σήμερα συγκεράζονται στα βασικά στάδια που ακολουθούνται στον σχεδιασμό νέων φαρμακολογικώς δραστικών ενώσεων, δηλ. την ανακάλυψη μιας ένωσης- οδηγού και τη βελτιστοποίηση της ένωσης οδηγού.

			Με την εξέλιξη της φαρμακευτικής έρευνας και την ανάπτυξη της σύγχρονης φαρμακευτικής βιομηχανίας δημιουργήθηκε η ανάγκη υπεύθυνων οργανισμών της πολιτείας για την έγκριση των νέων φαρμάκων. H τραγωδία του 1937 στις Η.Π.Α. όταν περισσότεροι από 100 άνθρωποι πέθαναν από δηλητηρίαση με διαιθυλενογλυκόλη, η οποία χρησιμοπούνταν ως διαλύτης σε ελιξίριο σουλφοναμιδίου, οδήγησε το 1938 στην εισαγωγή του “The Federal Food, Drug and Cosmetic Act”, το οποίο μετεξελίχτηκε στον οργανισμό Food and Drug Administration (FDA)9. Το δεύτερο δραματικό γεγονός που επηρέασε τη διαμόρφωση των κανονιστικών διατάξεων για την έγκριση νέων φαρμάκων ήταν η τραγωδία της θαλιδομίδης, ενός κατασταλτικού και υπνωτικού φαρμάκου που κυκλοφόρησε το 1956 αρχικά στη Δ. Γερμανία, ενώ μεταξύ 1956-58 εισήχθη σε 46 διαφορετικές χώρες. Η θαλιδομίδη χορηγείτο σε εγκύους για την αντιμετώπιση της ναυτίας και των εμέτων των πρώτων μηνών και οδήγησε στη γέννηση περίπου 10.000 παιδιών με φωκομελία ή άλλες δυσμορφίες, λόγω τερατογόνου δράσεως ενός μεταβολίτη του φαρμάκου10. 

			Σε αντιστοιχία με τον FDA στην Ευρώπη λειτουργεί ο οργανισμός European Medicines Agency (EMA), ο οποίος ιδρύθηκε το 1995 αρχικά με την ονομασία European Agency for the Evaluation of Medicinal Products. 

			1.2. Ανάπτυξη νέων φαρμάκων στη σύγχρονη εποχή - Στατιστικά στοιχεία

			Οι αυξανόμενες γνώσεις σχετικά με την πορεία του φαρμάκου στον οργανισμό αλλά και την επίδραση του οργανισμού στο φάρμακο, όπως καθορίζονται από τη φαρμακοδυναμική και τη φαρμακοκινητική αντίστοιχα, διαμόρφωσαν τις σύγχρονες αντιλήψεις για τις υψηλές προδιαγραφές των φαρμάκων και επηρέασαν αντίστοιχα τον προσανατολισμό της έρευνας. Το φάρμακο πρέπει πρωτίστως να είναι αποτελεσματικό και ασφαλές, ενώ παράλληλα, σύμφωνα  με τις αυξανόμενες κοινωνικές απαιτήσεις  για καλύτερη ποιότητα ζωής, πρέπει να είναι εύληπτο και φθηνό. Ένα αυστηρό πλέγμα κανονιστικών διατάξεων για την έγκριση νέων φαρμάκων εξασφαλίζει την τήρηση των προδιαγραφών με αποτέλεσμα ωστόσο να έχει αυξηθεί σημαντικά τόσο το κόστος όσο και ο χρόνος για την ανάπτυξη. Εξ άλλου και μετά την κυκλοφορία του στην αγορά  το φάρμακο παραμένει  υπό έλεγχο μέσω της φαρμακοεπαγρύπνισης. 

			Στο Σχήμα 1.2 συνοψίζονται οι φάσεις που απαιτούνται για την ανάπτυξη ενός φαρμάκου και ο χρόνος που συνήθως διαρκεί η κάθε φάση.
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			Σχήμα 1.2. Φάσεις ανάπτυξης νέων φαρμάκων.

			Σύμφωνα με το Σχήμα 1.2 από 5000-10000 ενώσεις που συντίθενται και ελέγχονται στην προκλινική φάση, 5 μόνο εισέρχονται στις κλινικές δοκιμές, οι οποίες περιλαμβάνουν 3 φάσεις. Στη φάση Ι γίνεται έλεγχος της ασφάλειας και δοσολογίας σε μικρό αριθμό (20-100) υγειών εθελοντών. Στη φάση ΙΙ ελέγχεται η αποτελεσματικότητα και οι ανεπιθύμητες ενέργειες σε ένα μεγαλύτερο δείγμα (500) ασθενών εθελοντών, ενώ στη φάση ΙΙ ελέγχεται η αποτελεσματικότητα και οι μακροχρόνιες ανεπιθύμητες ενέργειες σε μεγαλύτερο αριθμό (5000) ασθενών εθελοντών. Στο Σχήμα 1.3 συγκρίνεται  το κόστος σε $ για κάθε φάση για τα χρονικά διαστήματα 1995-2000 και 2000-2002. Σύμφωνα με νεότερη έρευνα το κόστος αυτό για μια μεγάλη φαρμακευτική εταιρεία ήταν τουλάχιστον 4 δισεκατομμύρια $ το 2010 και θα μπορούσαν στα επόμενα χρόνια να φτάσουν τα 11 δισεκατομμύρια $11. Στον Πίνακα 1.2 αναφέρονται στοιχεία για τις μεγαλύτερες φαρμακευτικές εταιρείες όσον αφορά τον αριθμό των φαρμάκων που εγκρίθηκαν, το κόστος για κάθε φάρμακο και το συνολικό κόστος.
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			Σχήμα 1.3. Κόστος ανάπτυξης ενός φαρμάκου για τα χρονικά διαστήματα 1995-2000 και 2000-2002.
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			Πίνακας 1.2. Στοιχεία για τις μεγαλύτερες φαρμακευτικές εταιρείες όσον αφορά στον αριθμό των φαρμάκων που εγκρίθηκαν, το κόστος για κάθε φάρμακο και το συνολικό κόστος.

			Τα τελευταία χρόνια παρατηρείται μια σχετική μείωση των νέων εγκρίσεων συνολικά, αν και παραμένει σταθερός ο αριθμός εγκρίσεων που αφορούν αντιμικροβιακά και αντικαρκινικά φάρμακα. Στο Σχήμα 1.4 φαίνεται ο αριθμός εγκρίσεων νέων μοριακών οντοτήτων (new molecular entities, NME) στη διάρκεια των ετών 1996-200812.
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			Σχήμα 1.4. Αριθμός εγκρίσεων νέων φαρμάκων.

			Τη φαρμακευτική έρευνα έχουν απασχολήσει οι λόγοι αποκλεισμού των υποψηφίων φαρμάκων από την κλινική ανάπτυξη. Στατιστικές μελέτες στα τέλη της δεκαετίας του ’90 έδειξαν ότι 40% των αποτυχιών αποδίδονται σε φαρμακοκινητικούς λόγους, ενώ 30% σε έλλειψη αποτελεσματικότητας, παρόλο που έχει τεκμηριωθεί η συγγένεια με τον υποδοχέα-στόχο. Στο Σχήμα 1.5 παρουσιάζονται οι βασικοί λόγοι διακοπής στην ανάπτυξη φαρμάκων.
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			Σχήμα 1.5. Λόγοι αποκλεισμού από την κλινική ανάπτυξη.

			Η διαπίστωση για το σημαντικό ρόλο των φαρμακοκινητικών ιδιοτήτων στην τελική αποτελεσματικότητα επέδρασε καθοριστικά στον τρόπο προσέγγισης για την ανακάλυψη νέων φαρμακομορίων και οδήγησε στο δόγμα “fail fast, fail cheap”, δηλ. οι αποτυχίες να διαχωρίζονται έγκαιρα πριν προχωρήσει η ανάπτυξη σε δαπανηρές  κλινικές δοκιμές. Σύμφωνα με την νέα αντίληψη οι ιδιότητες Απορρόφηση, Κατανομή, Μεταβολισμός, Απέκκριση, που συνοψίζονται στο ακρωνύμιο ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, Elimination), εξετάζονται παράλληλα με τη συγγένεια των νέων μορίων προς τον υποδοχέα, ήδη στα πρώιμα στάδια σχεδιασμού. Δεδομένου ότι οι ιδιότητες ADME, καθώς και η τοξικότητα, επηρεάζονται από τις φυσικοχημικές/μοριακές ιδιότητες, προτάθηκε η έννοια της φαρμακο-ομοιότητας ενώ αναπτύχθηκαν μέθοδοι υπολογισμού και φιλικές τεχνικές προσδιορισμού συγκεκριμένων ιδιοτήτων που διαμορφώνουν το φυσικοχημικό προφίλ των νέων ενώσεων (βλέπε ενότητα 2.7 και Κεφάλαιο 4). Τα αποτελέσματα της νέας προσέγγισης στο σχεδιασμό νέων φαρμακομορίων άρχισαν να είναι ήδη ορατά σε νεότερες στατιστικές μελέτες. Στο Σχήμα 1.6 συγκρίνονται τα ποσοστά απόρριψης των υποψηφίων φαρμάκων λόγω διαφόρων κριτηρίων το 1991 (σκούρο μπλε) και το 2000 (ανοικτό μπλε)13. 
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			Σχήμα1.6. Σύγκριση των κριτηρίων απόρριψης νέων υποψηφίων φαρμάκων τη δεκαετία του ’90 και 2000 (δημιουργήθηκε από τα δεδομένα της παραπομπής 13).

			Όπως προκύπτει από το  Σχήμα 1.6 οι φαρμακοκινητικοί λόγοι μειώνονται δραστικά από 40% σε 10% περίπου, παρατηρείται ωστόσο μικρή μόνο μείωση στα ποσοστά του κριτηρίου της αποτελεσματικότητας ενώ αυξάνονται ελαφρά τα ποσοστά του κριτηρίου της κλινικής ασφάλειας και σημαντικά οι τοξικολογικοί λόγοι. Επί πλέον οι εμπορικοί λόγοι εκτοξεύονται από το 5% στο 20%. 

			1.3.Βασικά βήματα στο σχεδιασμό νέων φαρμακολογικώς δραστικών μορίων

			Από τις αρχές του εικοστού αιώνα και σύμφωνα με το παράδειγμα του Paul Ehrlich τα βασικά βήματα που ακολουθούνται για το σχεδιασμό νέων φαρμακολογικώς δραστικών ενώσεων αφορούν στην ανακάλυψη μιας ένωσης –οδηγού, ενός σκελετού δηλ. που αποτελεί τη βάση για τη σύνθεση στη συνέχεια σειράς(ών) συγγενών μορίων με στόχο τη βελτιστοποίηση της ένωσης–οδηγού.

			Η ένωση-οδηγός (lead compound) φέρει τη φαρμακοφόρο δομή, το σύνολο δηλ των ηλεκτρονικών και στερικών χαρακτηριστικών που είναι απαραίτητα για την επίτευξη των βέλτιστων υπερμοριακών αλληλεπιδράσεων με ένα συγκεκριμένο βιολογικό στόχο και την πρόκληση βιολογικού αποτελέσματος. Το σχήμα της φαρμακοφόρου δομής είναι επίσης κρίσιμο. Π.χ. τα κρίσιμα χαρακτηριστικά στο μόριο της ισταμίνης συμβολίζονται με A (δέκτης σε δεσμούς υδρογόνου), D (δότης σε δεσμούς υδρογόνου) και P (θετικά φορτισμένο κέντρο). Όπως φαίνεται στο Σχήμα 1.7 οι αποστάσεις μεταξύ των κρίσιμων χαρακτηριστικών και το σχήμα της φαρμακοφόρου δομής είναι καθοριστικής σημασίας.
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			Σχήμα 1.7. Γεωμετρική διάταξη του μορίου της ισταμίνης.

			Η φαρμακοφόρος δομή αποτελεί αναγκαία αλλά μη ικανή συνθήκη δεδομένου ότι αν δεν υπάρχει  δεν θα εμφανιστεί η επιθυμητή δράση, η παρουσία της ωστόσο δεν εγγυάται τη δράση αυτή. Συχνά οι φυσικοχημικές ιδιότητες, η μεταβολική σταθερότητα ή άλλοι παράγοντες όπως η παρουσία ογκωδών υποκαταστατών είναι δυνατόν να εμποδίζουν την ένωση να προσεγγίσει τον υποδοχέα ή να δυσχεραίνουν τη σύνδεση με αυτόν.

			Στον Πίνακα 1.3 περιλαμβάνονται χαρακτηριστικά παραδείγματα φαρμακοφόρου δομής.
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			Πίνακας 1.3. Παραδείγματα φαρμακοφόρου δομής.

			Στο σύγχρονο σχεδιασμό φαρμάκων συχνά προηγείται της ένωσης οδηγού  η ανακάλυψη μια αρχικής βιοδραστικής οδηγού-δομής (hit). Η οδηγός-δομή προκύπτει από ταχύ βιολογικό έλεγχο/διαλογή υψηλής απόδοσης (HTS) που συνήθως δίνει απάντηση ναι/όχι στην εμφάνιση δραστικότητας σε καθορισμένη συγκέντρωση. 

			Kατά το στάδιο της βελτιστοποίησης της ένωσης οδηγού, γίνονται τροποποιήσεις στο μόριο, που κατά κανόνα δεν αφορούν το δομικό υπόβαθρο (scaffold) και οι οποίες είναι δυνατόν να μεγιστοποιούν τη συγγένεια ή/και την εκλεκτικότητα προς τους υποδοχείς ή να βελτιώνουν τα φαρμακοκινητικά χαρακτηριστικά. 

			Τα στάδια της ανακάλυψης και βελτιστοποίησης της ένωσης-οδηγού, αν και παραμένουν βασικά και στη σύγχρονη αντίληψη για τον σχεδιασμό και την ανάπτυξη νέων φαρμάκων, συμπληρώνονται με επί πλέον διεργασίες, που καταδεικνύουν την πολυπλοκότητα της φαρμακευτικής έρευνας και την ανάγκη για μια πολυεπιστημονική και ολιστική προσέγγιση με αφετηρία το μοριακό επίπεδο. Στο Σχήμα 1.8 συνοψίζονται τα βασικά στάδια ανακάλυψης νέων φαρμακομορίων σύμφωνα με τις σύγχρονες εξελίξεις.
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			Σχήμα 1.8. Βασικά στάδια ανακάλυψης νέων φαρμακομορίων.

			Με αφετηρία μια ιδέα για την ανακάλυψη νέων φαρμακομορίων για την αντιμετώπιση μιας συγκεκριμένης παθολογικής κατάστασης επιλέγεται αρχικά ο μοριακός στόχος. Στη συνέχεια, ανάλογα με τη στρατηγική που ακολουθείται, η έρευνα κατευθύνεται στην ανακάλυψη μιας αρχικής βιοδραστικής οδηγού-δομής (hit) ή στην ανακάλυψη μιας ένωσης-οδηγού (lead compound). Ακολουθεί σχεδιασμός, σύνθεση και βιολογική αποτίμηση σειράς συγγενών ενώσεων για τη βελτιστοποίηση της ένωσης οδηγού. Στη διάρκεια των βημάτων αυτών συνεκτιμώνται οι φυσικοχημικές ιδιότητες και οι ιδιότητες ADME αρχικά υπολογιστικά (in silico), ή με γρήγορες μετρήσεις που παρέχουν μια πρώτη εκτίμηση (HTS), ενώ για τις τελικά επιλεγμένες ενώσεις απαιτούνται ακριβείς πειραματικοί προσδιορισμοί.

			Οι υποστηρικτικές διεργασίες στη διαδικασία επιλογής στόχου, ανακάλυψης ένωσης-οδηγού και βελτιστοποίησης της ένωσης ένωσης-οδηγού συνοψίζονται στο Σχήμα 1.9.
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			Σχήμα 1.9. Υποστηρικτικές διεργασίες στην ανάπτυξη νέων φαρμακομορίων.

			1.4. Μοριακοί στόχοι φαρμάκων14

			Μοριακοί στόχοι φαρμάκων αποτελούν μακρομόρια του οργανισμού, κυρίως ένζυμα, υποδοχείς συζευγμένοι με G πρωτεΐνες (GPCR), δομικές πρωτεΐνες, όπως οι τομπουλίνες, δίαυλοι ιόντων, πυρηνικοί ορμονικοί υποδοχείς, νουκλεϊνικά οξέα, μεμβρανικές πρωτεΐνες-μεταφορείς. Τα μακρομόρια αυτά φέρουν καθορισμένο ενεργό κέντρο για τη σύνδεση των ενδογενών προσδεμάτων. Η στόχευση των φαρμακομορίων αφορά πρωτίστως στο ενεργό κέντρο των μακρομορίων, αν και είναι δυνατόν η σύνδεση να γίνεται και σε άλλες θέσεις (αλλοστερικές θέσεις). Το σχεδιασμό φαρμάκων ενδιαφέρει ιδιαίτερα η μελέτη της τρισδιάστατης δομής των μοριακών στόχων. Οι μελέτες αυτές αρχικά αφορούσαν κυρίως ένζυμα, τα οποία είναι σχετικά μικρές υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες, που είναι εύκολο να απομονωθούν. Σήμερα ωστόσο, η εξέλιξη της τεχνολογίας και της βιο-πληροφορικής, επιτρέπει τον προσδιορισμό της τριδιάστατης δομής και άλλων πρωτεϊνών καθώς και συμπλόκων πρωτεϊνών-προσδεμάτων, όπως αναπτύσσεται στις ενότητες 2.4, 2.5 και 2.6.

			Το 40% των εγκεκριμένων φαρμάκων έχουν ως μοριακό στόχο υποδοχείς που ανήκουν στη μεγάλη υπερ-οικογενεια GPCR. Οι υποδοχείς αυτοί χαρακτηρίζονται από την παρουσία 7 διαμεμβρανικών ελίκων, όπου βρίσκεται και το ενεργό τους κέντρο. Οι διαμεμβρανικές έλικες συνδέονται μεταξύ τους με τρεις εξωκυττάριους και τρεις ενδοκυττάριους βρόχους. Οι υποδοχείς GPCR σχετίζονται με τη μεταγωγή σήματος και επιτελούν μεγάλο εύρος φυσιολογικών λειτουργιών. Στο Σχήμα 1.10 φαίνεται η χαρακτηριστική δομή μιας πρωτεΐνης GPCR με το αμινο-τελικό άκρο εκτός και το καρβοξυ-τελικό άκρο εντός του κυττάρου
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			Σχήμα 1.10. Χαρακτηριστική δομή πρωτεΐνης GPCR.

			Οι κινάσες είναι ένζυμα που σχετίζονται με τη φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών (Σχήμα 1.11) και εμπλέκονται σε πολύπλοκες διεργασίες του κυτταρικού κύκλου. Αποτελούν τους στόχους αιχμής του εικοστού πρώτου αιώνα και θεωρούνται σήμερα η δεύτερη σημαντική κατηγορία μετά τους υποδοχείς GPCR και η πιο σημαντική κατηγορία στο πεδίο του καρκίνου. Υπάρχουν πολλές υπο-οικογένειες κινασών οι οποίες ανάλογα με την ομοιότητα της αλληλουχίας τους τοποθετούνται στο δενδρόγραμμα των κινασών (Σχήμα 1.12).
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			Σχήμα 1.11. Δράση πρωτεϊνικών κινασών.
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			Σχήμα 1.12. Δενδρόγραμμα πρωτεϊνικών κινασών.

			Οι δίαυλοι ιόντων (ion channels) επιτελούν σημαντικό ρόλο στον έλεγχο πολλών φυσιολογικών λειτουργιών και η δυσλειτουργία τους οδηγεί σε παθοφυσιολογικές καταστάσεις. Είναι πολύπλοκες πολυμερείς διαμεμβρανικές πρωτεΐνες και αποτελούνται από χωριστή υπομονάδα, η οποία σχηματίζει τον πόρο του διαύλου που επιτρέπει εκλεκτικά  τη μετακίνηση ιόντων, και βοηθητικές υπομονάδες. Διακρίνονται δύο κατηγορίες διαύλων ιόντων ανάλογα με το ερέθισμα που απαιτείται για την ενεργοποίηση τους: δίαυλοι με πύλη προσδέματος (ligand–gated) και δίαυλοι με πύλη τάσης (voltage–gated). Στην πρώτη περίπτωση οι δίαυλοι ενεργοποιούνται μετά από σύνδεση με πρόσδεμα, όπως π.χ. ο νικοτινικός υποδοχέας της ακετυλοχολίνης, στη δεύτερη περίπτωση με αλλαγή της διαφοράς δυναμικού διαμέσου της μεμβράνης. Εδώ ανήκουν οι δίαυλοι κατιόντων (Κ+, Na+, Ca++) και ανιόντων Cl-. Στο Σχήμα 1.13 φαίνεται η δομή του νικοτινικού υποδοχέα της ακετυλοχολίνης. Η εγκάρσια τομή δείχνει χαρακτηριστικά τον πόρο που σχηματίζει η πενταμερής υπομονάδα.
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			Σχήμα 1.13. Δομή του νικοτινικού υποδοχέα της ακετυλοχολίνης.

			Περίπου το 13% των γνωστών φαρμάκων έχουν ως πρωταρχικό στόχο διαύλους ιόντων. 

			Οι πυρηνικοί υποδοχείς βρίσκονται εντός του κυττάρου και σε συνδυασμό με άλλες πρωτεΐνες ρυθμίζουν την έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων συνδεόμενοι με το DNA, χαρακτηριζόμενοι ως μεταγραφικοί παράγοντες.

			Το ίδιο το DNA αποτελεί επίσης μοριακό στόχο αντικαρκινικών, αντιβιοτικών και αντι-ιικών φαρμάκων, τα οποία συνδέονται στις αύλακες ή ενδο-παρεμβάλλονται ανάμεσα στις βάσεις.

			Οι πρωτεΐνες-μεταφορείς (transporters) είναι μεμβρανικές πρωτεΐνες και ελέγχουν την απορρόφηση των θρεπτικών υλικών και την εκρόφηση κυτταρικών αποβλήτων, περιβαλλοντικών τοξινών και ξενοβιοτικών. Οι πρωτεΐνες-μεταφορείς παίζουν ρόλο κυρίως στη φαρμακοκινητική, αποτελούν όμως και στόχους φαρμάκων. Π.χ. στην περίπτωση των αναστολέων επαναπρόσληψης σεροτονίνης στόχος είναι η πρωτεΐνη-μεταφορέας της σεροτονίνης. Πρόκειται για αντικαταθλιπτικά φάρμακα με χαρακτηριστικούς εκπροσώπους τη φλουοξετίνη και την παροξετίνη.

			Κατά κανόνα τα φαρμακομόρια δεν συνδέονται μόνο με έναν, αλλά με περισσότερους μοριακούς στόχους, εξασκώντας δευτερεύουσες, συχνά ανεπιθύμητες δράσεις. Ως εκ τούτου κατά το σχεδιασμό νέων φαρμακομορίων αναζητείται συχνά η κατά το δυνατόν υψηλότερη εκλεκτικότητα ως προς τον επιλεγμένο στόχο. Ωστόσο, σε ορισμένες περιπτώσεις, η συγγένεια σε πολλαπλούς στόχους είναι δυνατόν να είναι επιθυμητή, θεωρώντας ότι ή σύνδεση με περισσότερους καθορισμένους υποδοχείς μπορεί να οδηγεί σε συνέργεια των δράσεων ή σε αντιστάθμιση ανεπιθύμητων ενεργειών. Η προσέγγιση αυτή είναι γνωστή ως πολυφαρμακολογία ή σχεδιασμός σε πολλαπλούς στόχους (polypharmacology, multi-target drug design) και αναπτύσσεται στην ενότητα 2.8.

			Μετά την ανακάλυψη του ανθρώπινου γονιδιώματος οι στατιστικές για τον αριθμό των μοριακών στόχων μεταβάλλονται συνεχώς. Έτσι, ενώ σήμερα είναι ταυτοποιημένοι  λιγότεροι από 500 στόχοι, στο μέλλον προβλέπεται να υπάρχουν 5000–10000 νέοι φαρμακολογικοί στόχοι. Στον Πίνακα 1.4 παρουσιάζονται οι αριθμοί των μοριακών στόχων όπως διαμορφώθηκαν το 2012 συγκριτικά με το 201014. 
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			Πίνακας 1.4. Αριθμοί μοριακών στόχων (2012 συγκριτικά με το 2010).

			Η ταυτοποίηση και επικύρωση νέων στόχων φαρμάκων αποτελεί σήμερα ένα ιδιαίτερα αναπτυσσόμενο ερευνητικό πεδίο που συμβάλει στην ανακάλυψη και ανάπτυξη νέων φαρμακομορίων. Η επικύρωση των στόχων (target validation) προϋποθέτει την ανάπτυξη κατάλληλης μεθόδου βιολογικού προσδιορισμού in vitro π.χ. αναστολή ενζύμου, πρόσδεση σε υποδοχέα και μεθόδου προσδιορισμού in vivo ως προς συγκεκριμένο επαγόμενο σύμπτωμα σε μοντέλο ζώου, π.χ. ελάττωση επαγόμενων σπασμών, μείωση επαγόμενου καρκινικού όγκου.

			Αντι-στόχοι φαρμάκων

			Συγκεκριμένες πρωτεΐνες έχουν χαρακτηριστεί ως αντι-στόχοι φαρμάκων, οι οποίοι πρέπει να αποφεύγονται. Τέτοιους αντι-στόχους αποτελούν ορισμένοι τύποι διαύλων ιόντων καλίου, γνωστοί ως “human Εther-à-go-go-Related Gene” (hΕRG) με βάση το αντίστοιχο γονίδιο. Αποκλεισμός των διαύλων hΕRG οδηγεί σε ανεπιθύμητες ενέργειες και ειδικότερα σε καρδιοτοξικότητα. Άλλος γνωστός αντι-στόχος φαρμάκων είναι ο υποδοχέας της 5-υδροξυτρυπταμίνης 2Β (5-HT2B), διέγερση του οποίου οδηγεί επίσης σε καρδιοτοξικότητα. 

			Η P-γλυκοπρωτεΐνη 1 (P-gp) είναι μια πρωτεΐνη που προκαλεί εκρόφηση από την κυτταρική μεμβράνη μειώνοντας την απορρόφηση των φαρμάκων, ενώ είναι υπεύθυνη και για την ανάπτυξη ανθεκτικότητας σε χημειοθεραπευτικά μέσα. Κατά συνέπεια, μπορεί να αποτελεί αντι-στόχο φαρμάκων, αλλά και στόχο δεδομένου ότι ενώσεις που αναστέλλουν τη δράση της P-gp μπορούν να συγχορηγούνται με τα χημειοθεραπευτικά.

			Σχεδιάζοντας νέα φάρμακα με δράση σε πρωτεΐνες-στόχους

			Κατά το σχεδιασμό νέων φαρμακομορίων σημαντικά κριτήρια που πρέπει να λαμβάνονται υπόψη είναι τα εξής :

			Τα νέα φαρμακομόρια πρέπει να είναι ικανοποιητικώς δραστικά ώστε να μην απαιτούνται υψηλές δόσεις. Στην περίπτωση φαρμάκων που δρουν στο ΚΝΣ το βιολογικό αποτέλεσμα θα πρέπει να επιτυγχάνεται χωρίς να απαιτείται να διέλθουν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό υψηλά ποσοστά των ενώσεων, ενώ για φάρμακα με δράση στην περιφέρεια επιδιώκεται αποφυγή της εισόδου στο ΚΝΣ (βλέπε και ενότητα 2.7.1.1 σχετικά με την έννοια της ελάχιστης λιποφιλίας).

			Τα νέα μόρια πρέπει να εμφανίζουν χαμηλή τοξικότητα και όσο το δυνατόν λιγότερες δευτερεύουσες δράσεις. Πρέπει να έχουν εκλεκτικότητα για τον μοριακό στόχο ή, στην περίπτωση της πολυφαρμακολογίας, συγγένεια για καθορισμένους προεπιλεγμένους στόχους.

			Φάρμακα που προορίζονται για χρόνιες παθήσεις πρέπει να έχουν ικανοποιητικό χρόνο παραμονής στον οργανισμό (μεγάλος χρόνος ημιζωής) ώστε να μην απαιτείται επανειλημμένη χορήγηση.

			Είναι ιδιαίτερα σημαντικό τα νέα μόρια να έχουν αποδεκτές φαρμακοκινητικές ιδιότητες και επιθυμητή βιοδιαθεσιμότητα κατά τη χορήγηση από το στόμα. Η χορήγηση από το στόμα είναι η προτιμητέα οδός ώστε να ενθαρρύνεται η καλύτερη συμμόρφωση του ασθενούς με τη θεραπεία. Κατά συνέπεια η φαρμακοδυναμική συμπεριφορά πρέπει να ερευνάται παράλληλα με τη φαρμακοκινητική, όπως προκύπτει και από τους λόγους αποτυχίας κατά την ανάπτυξη νέων υποψηφίων φαρμάκων που αναφέρθηκαν ανωτέρω.

			Τέλος, τα νέα μόρια, εν δυνάμει  φαρμακευτικές ουσίες, πρέπει να είναι εύκολο να συντεθούν και να έχουν καλή χημική σταθερότητα.
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			Κεφάλαιο 2. Ανακάλυψη Ενώσεων-Οδηγών

			Η ένωση-οδηγός (lead compound) φέρει στο μόριό της τη φαρμακοφόρο δομή, το σύνολο δηλαδή των ηλεκτρονιακών και στερικών χαρακτηριστικών που είναι απαραίτητα για τη μοριακή αναγνώριση του προσδέματος από το βιολογικό στόχο και την επίτευξη των βέλτιστων υπερμοριακών αλληλεπιδράσεων. Η φαρμακοφόρος δομή είναι απαραίτητη για τη βιολογική δράση, η εκδήλωση της οποίας ωστόσο συχνά εξαρτάται και από άλλα μοριακά χαρακτηριστικά. Κατά συνέπεια η παρουσία της αποτελεί μια αναγκαία αλλά μη ικανή συνθήκη.

			Σχετική με την έννοια της φαρμακοφόρου δομής είναι και η έννοια του δομικού υποβάθρου (scaffold), που αποτελεί το κεντρικό τμήμα του φαρμακομορίου. Το δομικό υπόβαθρο προσδίδει στο μόριο το γεωμετρικό του σχήμα, καθορίζει κατά πόσο το μόριο είναι δύσκαμπτο ή εύκαμπτο και τοποθετεί τους υποκαταστάτες σε ορισμένη θέση στο χώρο. Η σύσταση του δομικού υποβάθρου καθορίζει τις συνολικές μοριακές ιδιότητές του, όπως λιποφιλία, υδροφοβία και πολικότητα, ιδιότητες σημαντικές για τη βιοδιαθεσιμότητα και την πορεία του μορίου στον οργανισμό. Από την άλλη, οι ηλεκτρονιακές ιδιότητες και η χημική σύσταση των ομάδων του δομικού υποβάθρου καθορίζουν την ευκολία με την οποία αντιδρά το μόριο, κάτι που είναι σημαντικό για τον μεταβολισμό του και την τοξικότητά του. Γενικά, δυο φάρμακα θεωρείται ότι έχουν διαφορετικά δομικά υπόβαθρα εάν έχουν διαφορετικές τοπολογίες. Αυτή η ιδέα έχει βασιστεί στην έννοια ότι φαρμακο-όμοια μόρια αποτελούνται από ένα δομικό υπόβαθρο και πλευρικούς υποκαταστάτες που εμπεριέχουν τα εκτός δομικού υποβάθρου φαρμακοφόρα χαρακτηριστικά. Σημειώνεται ότι, στην αγγλική ορολογία οι πλευρικοί υποκαταστάτες αναφέρονται και ως «διακόσμηση» (decoration) του δομικού υποβάθρου. Επίσης, ανάλογα με την περιπλοκότητα του φαρμακομορίου, ο διαχωρισμός δομικού υποβάθρου και πλευρικών υποκαταστατών δεν είναι πάντα διακριτός

			Πρέπει να αναφερθεί ότι υπάρχει και μια κατηγορία φαρμάκων, τα οποία χαρακτηρίζονται ως «μη ειδικώς δρώντα» και δεν φέρουν συγκεκριμένη φαρμακοφόρο δομή. Τέτοιου είδους φάρμακα δρουν συνήθως επί των μεμβρανών προκαλώντας παραμόρφωση της δομής τους. Σε αυτήν την κατηγορία ανήκουν γενικά αναισθητικά, ορισμένα αντιβιοτικά (π.χ αμφοτερικίνη) και αντιμικροβιακά (π.χ. διάφορα άλατα τεταροταγούς αμμωνίου) καθώς και ορισμένα κατασταλτικά του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος, η δε δράση τους είναι συνάρτηση της συγκέντρωσής τους στον τόπο δράσης. 

			Υπάρχουν διάφορες στρατηγικές για την ανακάλυψη ή βελτίωση μιας ένωσης-οδηγού, η οποία θα αποτελέσει τη βάση για τη σύνθεση σειράς νέων παραγώγων με στόχο τη βελτιστοποίηση των βιολογικών και φυσικοχημικών ιδιοτήτων.

			2.1. Ο ρόλος της τύχης (serendipity) στην ανακάλυψη ενώσεων-οδηγών1, 2

			Η τύχη (serendipity) παίζει συχνά καθοριστικό ρόλο στην ανακάλυψη μιας νέας ένωσης-οδηγού. Η ιστορία της ανάπτυξης των φαρμάκων προσφέρει πολλά παραδείγματα όχι μόνο από το παρελθόν, αλλά και από τη σύγχρονη εποχή, παρά τις θεαματικές εξελίξεις στην φαρμακευτική επιστήμη και τεχνολογία. Ωστόσο όλες οι τυχαίες ανακαλύψεις έχουν ένα κοινό σημείο. Αναγνωρίζονται και αξιολογούνται υπό το φως της επιστημονικής εμπειρίας του ερευνητή. Ο Pasteur (1822-1896) έλεγε: «η τύχη ευνοεί το προετοιμασμένο μυαλό»(“Dans les champs de l’observation, le hasard ne favorise que les esprits préparés”) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3181823/ - ref8.

			Χαρακτηριστικά παραδείγματα τυχαίων ανακαλύψεων, που θεωρήθηκαν τομές στη φαρμακευτική έρευνα, αποτελούν το ακετανιλίδιο (1886) η πενικιλλίνη (1928), το χλωροδιαζεποξείδιο (1957) και πιο πρόσφατα η σιλντεναφίλη (1998).

			Το αντιπυρετικό ακετανιλίδιο ανακαλύφθηκε στο Πανεπιστήμιο του Στρασβούργου το 1880 από τους Cahn και Hepp, οι οποίοι στα πλαίσια έρευνας για τη θεραπεία των σκωλήκων του εντέρου δοκίμασαν το ναφθαλίνιο με απογοητευτικά αποτελέσματα. Ωστόσο σε έναν ασθενή, ο οποίος εκτός των σκωλήκων του εντέρου, έπασχε και από άλλα συμπτώματα, παρατηρήθηκε υποχώρηση του πυρετού, μια δράση που δεν είχε παρατηρηθεί μέχρι τότε για το ναφθαλίνιο. Περαιτέρω έρευνα έδειξε ότι η δοκιμαζόμενη ουσία δεν ήταν ναφθαλίνιο. Οι Cahn και Hepp είχαν προμηθευτεί κατά λάθος ακετανιλίδιο. Μετά την ανακάλυψη αυτή έσπευσαν να δημοσιεύσουν μια αναφορά για την αντιπυρετική δράση του ακετανιλιδίου (Σχήμα 2.1), το οποίο εισήλθε στην κλινική πράξη το1886.
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			Σχήμα 2.1. Χημικός τύπος ακετανιλιδίου.

			Η πενικιλλίνη ανακαλύφθηκε από την τυχαία παρατήρηση του Αλέξανδρου Φλέμινγκ σε μια καλλιέργεια Staphylococcus aureus, μια περιοχής όπου δεν αναπτύσσονταν βακτήρια. Διαπιστώθηκε ότι η καλλιέργεια ήταν μολυσμένη με ένα μύκητα (Penicillium notatum) κα η αναστολή της ανάπτυξης βακτηρίων οφειλόταν στην παραγωγή πενικιλλίνης (στην πραγματικότητα σε μείγμα 5 πενικιλινών) από τον μήκυτα, Σχήμα 2.2. Η ανακάλυψη αυτή οδήγησε στην ανάπτυξη των αντιβιοτικών. Το 1941 για πρώτη φορά χρησιμοποιήθηκε πενικιλίνη σε ασθενή. 
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			Σχήμα 2.2. Χημειότυπος πενικιλλινών.

			Το 1957 o Leo Sternbach εργαζόταν στη Hoffmann-La Roche σε ένα ερευνητικό πρόγραμμα για τη σύνθεση ηρεμιστικών φαρμάκων και παρασκεύαζε παράγωγα οξείδια του αζώτου. Κανένα από αυτά δεν ήταν δραστικό. Ωστόσο κατά την τακτοποίηση του εργαστηρίου βρέθηκε μια κρυσταλλική  ένωση που είχε ξεχαστεί από προηγούμενο ερευνητικό πρόγραμμα και δεν είχε δοκιμαστεί και η οποία ήταν προϊόν μιας απρόβλεπτης μετάθεσης. Επρόκειτο για παράγωγο της βενζοεπτοξυδιαζίνης, το χλωροδιαζεποξείδιο (Σχήμα 2.3), το οποίο εμφάνισε ισχυρές κατευναστικές, αντισπασμωδικές και μυοχαλαρωτικές ιδιότητες σε πειράματα σε ζώα. Τρία χρόνια αργότερα η Roche κατοχύρωσε με δίπλωμα ευρεσιτεχνίας (πατέντα) και κυκλοφόρησε την ένωση αυτή με την εμπορική ονομασία Librium, ανοίγοντας το δρόμο για μια νέα κατηγορία ηρεμιστικών φαρμάκων, τις βενζοδιαζεπίνες.
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			Σχήμα 2.3. Παρασκευή χλωροδιαζεποξειδίου.

			Η σιλντεναφίλη (Σχήμα 2.4), αναστολέας της φωσφοδιεστεράσης, αποτελεί παράδειγμα τυχαίας επαναστόχευσης, αλλαγής δηλαδή του αρχικού μοριακού στόχου. Η σιλντεναφίλη είχε αρχικά αναπτυχθεί από τη Pfizer ως αντιυπερτασικό και κατά της στηθάγχης. Κατά τις πρώτες κλινικές μελέτες της φάσης Ι ωστόσο διαπιστώθηκε ότι είχε μικρή αποτελεσματικότητα κατά των ανωτέρω συμπτωμάτων, επιδρούσε όμως διεγερτικά στην στυτική λειτουργία. Εγκρίθηκε τελικά από το FDA το 1998 ως το πρώτο φάρμακο κατά της στυτικής δυσλειτουργίας. 
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			Σχήμα 2.4. Χημικός τύπος σιλντεναφίλης.

			Η συσσωρευμένη εμπειρία που αφορά στα ήδη υπάρχοντα φάρμακα και στη βιολογική τους συμπεριφορά καθώς και η αξιοποίηση του πλούτου των φυσικών προϊόντων, αποτελούν επίσης βάση για την ανακάλυψη νέων ενώσεων οδηγών. Ιδιαίτερη ανάπτυξη τις τελευταίες δεκαετίες έχει γνωρίσει ο ορθολογικός σχεδιασμός, ο οποίος βασίζεται στην κατανόηση της παθοφυσιολογίας της ασθένειας και των εμπλεκόμενων μακρομορίων-μικρομορίων (rational drug design). Η απομόνωση των κρυσταλλικών δομών των συμπλόκων των πρωτεϊνών-στόχων με ενδογενή ή μη προσδέματα και η εκρηκτική εξέλιξη των ηλεκτρονικών υπολογιστών και της χημειοπληροφορικής έχουν παίξει καθοριστικό ρόλο προς αυτή την κατεύθυνση. Η βιοπληροφορική από την άλλη, έχει υποστηρίξει την ορθολογική επαναστόχευση γνωστών φαρμάκων σε νέους μοριακούς στόχους. Ο σχεδιασμός προφαρμάκων αποτελεί τέλος μια προσέγγιση που επιδιώκει την αντιμετώπιση μη ευνοϊκών  φυσικοχημικών/μοριακών χαρακτηριστικών ενώσεων-οδηγών που αν και φέρουν το κατάλληλο φαρμακοφόρο στερούνται αποτελεσματικότητας ή εμφανίζουν προβλήματα στην περαιτέρω ανάπτυξή τους. Η προσέγγιση των προφαρμάκων περιγράφεται στην ενότητα 5.4.

			Για την καλύτερη κατανόηση των στρατηγικών που ακολουθούνται για την ανακάλυψη νέων ενώσεων οδηγών είναι απαραίτητο να αναπτυχθεί προηγουμένως  η έννοια της ισοστέρειας και βιο-ισοστέρειας. Ο ορισμός αυτών των εννοιών είναι καθοριστικής σημασίας δεδομένου ότι, ανεξάρτητα της στρατηγικής που ακολουθείται, ο φαρμακοχημικός πρέπει να είναι σε θέση να προβεί σε κατάλληλες χημικές μετατροπές στα μόρια των αρχικών ενώσεων με στόχο τη βελτίωσή των ιδιοτήτων.

			2.2. Ισοστέρεια και βιοϊσοστέρεια

			Μια οδηγός-δομή (hit) ή μια ένωση-οδηγός (lead compound) μπορεί από τη μια μεριά να διαθέτει επιθυμητή φαρμακολογική δράση, από την άλλη όμως μπορεί να παρουσιάζει ανεπιθύμητες ενέργειες ή να έχει δομικά χαρακτηριστικά που επηρεάζουν αρνητικά τη βιοδιαθεσιμότητα, τον μεταβολισμό ή την απέκκρισή της από τον οργανισμό. Έτσι, είναι απαραίτητη η ορθολογική τροποποίησή της και ένα από τα πλέον χρήσιμα εργαλεία είναι η ισοστερής/βιοϊσοστερής αντικατάσταση του δομικού υποβάθρου (scaffold) ή/και των πλευρικών υποκαταστατών στο αρχικό μόριο. Επίσης, είναι ενδιαφέρον να αναφερθεί ότι η έννοια της ισοστέρειας τυγχάνει και άλλων εφαρμογών, όπως π.χ. στο σχεδιασμό και στη βελτιστοποίηση οργανοκαταλυτών που χρησιμοποιούνται για σύνθεση ενώσεων σε φιλικές προς το περιβάλλον συνθήκες και καλές αποδόσεις.

			2.2.1. Κλασσικά ισοστερή3

			Η έννοια της ισοστέρειας προέρχεται από τις πειραματικές παρατηρήσεις του Lagmuir (1919)4 σχετικά με ομοιότητες φυσικοχημικών ιδιοτήτων σε άτομα, χημικές ομάδες, ρίζες, ιόντα και μόρια. Ο όρος αυτός χρησιμοποιούνταν κυρίως ως η συνολική έκφραση της ομοιότητας ενώσεων ή ομάδων ατόμων που έχουν τον ίδιο αριθμό ατόμων και το ίδιο άθροισμα ηλεκτρονίων σθένους, με την προϋπόθεση βεβαίως ότι παρουσιάζουν το ίδιο ολικό φορτίο. Παραδείγματα: N2 και CO (10 ηλεκτρόνια σθένους), N2O και CO2 (16 ηλεκτρόνια σθένους), N3- και NCO- (16 ηλεκτρόνια σθένους). Είναι αξιοσημείωτο ότι το Ν2Ο και το CO2 βρέθηκε, πολύ αργότερα (1948), ότι αμφότερα παρουσιάζουν αντιστρεπτή αναισθητική δράση στο μυξομύκητα Physarum polycephalum. Επίσης ο Lagmuir προέβλεψε σωστά ότι το κετενίο (C2H2Ο, 16 ηλεκτρόνια σθένους), που απομονώθηκε 18 χρόνια αργότερα, θα παρουσίαζε παραπλήσιες φυσικές ιδιότητες με το τότε ήδη γνωστό διαζωμεθάνιο (CH2N2, 16 ηλεκτρόνια σθένους). 

			Ο Grimm (1925)5 διατύπωσε την αρχή της εκτόπισης με υδρίδιο (hydride displacement law) θέλοντας να αναδείξει/επεξηγήσει τις ομοιότητες μεταξύ χημικών ομάδων που διαθέτουν τον ίδιο συνολικό αριθμό ηλεκτρονίων σθένους αλλά όχι απαραίτητα και τον ίδιο αριθμό ατόμων. Έτσι, και σύμφωνα με αυτήν την αρχή, διαδοχική προσθήκη υδριδίου σε άτομο οδηγεί σε ψευδοάτομο (pseudoatom) με ιδιότητες αντίστοιχες του προηγούμενου ατόμου ή ψευδοατόμου, όπου το άτομο ή το άτομο του ψευδοατόμου έχει κατά μία μονάδα μεγαλύτερο ατομικό αριθμό, όπως φαίνεται στον Πίνακα 2.1.
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			Πίνακας 2.1. Άτομα και ψευδοάτομα της αρχής εκτόπισης υδριδίου του Grimm.

			Παρατηρούμε ότι τα άτομα/ψευδοάτομα κάθε στήλης παρουσιάζουν ταυτόσημο άθροισμα ηλεκτρονίων σθένους (4, 5, 6, 7 και 8 αντίστοιχα).

			Ο Erlenmeyer αργότερα (1932)5 αναδιατύπωσε τον ορισμό των ισοστερών ως ατόμων, ιόντων ή μορίων των οποίων η περιφερική στοιβάδα ηλεκτρονίων –στοιβάδα σθένους- μπορεί να θεωρηθεί ταυτόσημη, και συνήθως περιέχει τον ίδιο αριθμό ηλεκτρονίων Παραδείγματα: α) τα άτομα που βρίσκονται στην ίδια στήλη του περιοδικού πίνακα και β) το Cl και οι ομάδες CN, SCN και ΝΟ2 παρόλο ότι δεν έχουν τον ίδιο αριθμό ατόμων, κατανέμουν τον ίδιο αριθμό ηλεκτρονίων (7 ηλεκτρόνια) στην περιφερική στοιβάδα τους. Αξιοσημείωτο είναι ότι η αρυλο-CN ομάδα χαρακτηρίζεται πλέον και ως αρυλο-ψευδοαλογόνο (Jones, 2010)6, ενώ η αρυλο-ΝΟ2 ομάδα έχει αντικατασταθεί με την ισοστερή της αρυλο-Cl ομάδα χωρίς απώλεια βιολογικής δράσης σε αναστολείς της τοποϊσομεράσης IB7.

			Υπενθυμίζεται ότι, τα ηλεκτρόνια του πυρήνα, ατόμου ή υποκαταστάτη, κατανέμονται σε τροχιές γύρω από αυτόν, που ανάλογα με την απόσταση από τον πυρήνα ονομάζονται στοιβάδες K, L, M, N, O, P και Q, για την 1η - 7η στοιβάδα αντίστοιχα. Επίσης, κάθε στοιβάδα μπορεί να περιέχει 2n2 ηλεκτρόνια, όπου n είναι η θέση της στοιβάδας ηλεκτρονίων σε σχέση με τον πυρήνα. Παράδειγμα, στην Μ στοιβάδα αντιστοιχούν 18 ηλεκτρόνια. Τέλος, ο μέγιστος αριθμός ηλεκτρονίων της περιφερικής στοιβάδας –στοιβάδα σθένους- είναι οκτώ (8) ηλεκτρόνια.

			Ο συνδυασμός και η πειραματική διερεύνηση των θεωρήσεων Lagmuir, Grimm και Erlenmeyer οδήγησε σε πίνακες που περιέχουν κλασσικές ισοστερείς δομές. Παραδείγματα κλασσικών ισοστερών αποτυπώνονται στον Πίνακα 2.2. 
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			Πίνακας 2.2. Κλασσικά ισοστερή.

			Η έννοια της ισοστέρειας συνέβαλε επίσης καθοριστικά στην κατανόηση και στην ερμηνεία πειραματικών παρατηρήσεων όπου δομικώς διαφορετικά μόρια παρουσίαζαν παραπλήσια βιολογική δράση. Κατά αυτόν τον τρόπο αναδύθηκε η έννοια της βιοϊσοστέρειας ως εναλλακτικός τρόπος έκφρασης της ομοιότητας των οντοτήτων του χημικού χώρου, που μπορεί να είναι βιοϊσοστερή αλλά όχι απαραίτητα και κλασσικά ισοστερή.

			2.2.2. Βιοϊσοστέρεια3

			Ο αρχικός ορισμός της βιοϊσοστέρειας έγινε από τον Friedman (1951)5 και αναφερόταν σε άτομα ή μόρια που ακολουθούν σε γενικές γραμμές την κλασσική ισοστέρεια και παρουσιάζουν επιπλέον παρόμοια βιολογική δράση, η οποία μπορεί να είναι και ανταγωνιστική , και ονομάζονται κλασσικά βιοϊσοστερή. 

			Σταδιακά η εννοιολογία της βιοισοστέρειας έγινε διευρύνθηκε περισσότερο και προσαρμόστηκε για να περιλάβει ομάδες ή μόρια που έχουν παρόμοιες φυσικοχημικές ιδιότητες και προκαλούν σε γενικές γραμμές παρόμοια βιολογική δράση8. Ο Burger5 προσδιορίζει τα βιοϊσοστερή ως ενώσεις ή ομάδες με περίπου ίδιο μοριακό όγκο και σχήμα και ίδια κατανομή ηλεκτρονίων και τα οποία εμφανίζουν ανάλογες φυσικές ιδιότητες. Σε ένα βήμα παραπέρα η επικέντρωση γίνεται σε επίπεδο ομοιότητας ως προς τη βιοχημική δράση (biochemical mimicry), με τη βιοϊσοστέρεια να αναφέρεται πλέον και σε δομικά υπόβαθρα που μπορεί να διαφέρουν σημαντικά ως προς το αρχικό υπόβαθρο σε ηλεκτρονιακές, φυσικοχημικές και στερεο-τοπολογικές ιδιότητες9. 

			Όπως αναφέρθηκε/αναλύθηκε ανωτέρω, η ομοιότητα των κλασσικών ισοστερών επικεντρώνεται στην ηλεκτρονιακή δομή τους όπως σε ηλεκτρόνια σθένους ή/και ηλεκτρόνια περιφερικής στοιβάδας. Στη συνέχεια, εάν παρουσιάζουν αγωνιστική ή ανταγωνιστική δράση στον ίδιο βιολογικό στόχο χαρακτηρίζονται ως κλασσικά βιοϊσοστερή. Από την άλλη μεριά, τα μη-κλασσικά βιοϊσοστερή παρουσιάζουν ομοιότητες τόσο ως προς τη βιοχημική δράση όσο και σε μια ή περισσότερες φυσικοχημικές ιδιότητες. Ως φυσικοχημικά χαρακτηριστικά ομοιότητας μπορεί να θεωρηθούν το μέγεθος, η μορφή, η ηλεκτρονιακή κατανομή, η πολωσιμότητα, η διπολική ροπή, η πολικότητα, η λιποφιλία και ο βαθμός ιοντισμού. Έτσι, η επιλογή του κατάλληλου μη-κλασσικού βιοϊσοτερούς έχει ευρύτατη χρησιμότητα στη φαρμακοχημεία και περιλαμβάνει την αύξηση της βιοδραστικότητας, τη διεύρυνση της εκλεκτικότητας, την τροποποίηση των συνολικών φυσικών ιδιοτήτων, την ανακατεύθυνση του μεταβολισμού και την τροποποίηση των μοριακών τοξικοφόρων. Είναι σημαντικό να επισημανθεί ότι εάν μία ομάδα εκφράζεται ως βιοϊσοστερής προς ένα βιολογικό στόχο, αυτό δεν σημαίνει ότι η ίδια ισοστερής αλλαγή θα είναι επιτυχής και για μια διαφορετική φαρμακολογική δράση. Απαραίτητη επομένως προϋπόθεση για επιτυχή έρευνα φαινομένων βιοϊσοστέρειας είναι η επιλογή και η προσαρμογή του ισοστερούς ως προς το συγκεκριμένο θεραπευτικό στόχο.

			Στους Πίνακες 2.3 και 2.4 παρουσιάζεται αριθμός μη-κλασσικών ισοστερών ομάδων που έχουν χρησιμοποιηθεί με επιτυχία σε πολλά δομικά υπόβαθρα ως βιοϊσοστερή και για ευρύ φάσμα φαρμακολογικών δράσεων.
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			Πίνακας 2.3. Μη-Κλασσικά ισοστερή / βιοϊσοστερή (μέρος 1ο).
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			Πίνακας 2.4. Μη-Κλασσικά ισοστερή / βιοϊσοστερή (μέρος 2ο).

			Από τα παραπάνω μη-κλασσικά βιοϊσοστερή, ιδιαίτερη θέση κατέχει το άτομο φθορίου ως βιοϊσοστερούς του υδρογόνου10. Το φθόριο είναι μικρό άτομο, παραπλήσιου μεγέθους με το υδρογόνο (ακτίνες van der Waals/μοριακή διαθλασιμότητα: 1,35Å/0,92 και 1,2Å/1,03 αντίστοιχα). Επιπρόσθετα, το μήκος δεσμών φθορίου με άνθρακα (1.26–1.41Å) βρίσκεται σε αποδεκτά όρια των αντίστοιχων δεσμών υδρογόνου-άνθρακα (1.08–1.10Å). Κατά συνέπεια, η αντικατάσταση του υδρογόνου με φθόριο επιφέρει ελάχιστες μόνο αλλαγές στις στερεο-απαιτήσεις στον υποδοχέα. Σημαντικές όμως τροποποιήσεις επέρχονται σε αριθμό φυσικοχημικών ιδιοτήτων που επηρεάζουν τη φαρμακοκινητική και φαρμαδυναμική συμπεριφορά των νέων χημικών οντοτήτων. Το φθόριο παρουσιάζει ισχυρό αρνητικό επαγωγικό φαινόμενο (-3,08) και η ισχύς του δεσμού του με άνθρακα (~108 kcal/mol) είναι η μεγαλύτερη συγκριτικά με τον δεσμό άνθρακα με οποιοδήποτε άλλο άτομο. Αντικατάσταση συνεπώς ενός ατόμου υδρογόνου με φθόριο έχει ως αποτέλεσμα σημαντική αναστολή της οξειδωτικής βιομετατροπής στο μόριο. Πάντως ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δίνεται σε μόρια που μπορούν να υποστούν καταβολισμό προς το ιδιαίτερα τοξικό φθορο-οξικό οξύ.

			Η ισοστερής αντικατάσταση υδρογόνου με φθόριο αυξάνει, συνήθως, τη λιποφιλία της ένωσης κατά μέσο όρο με 0,25 της λογαριθμικής μονάδας. Αυτή η αύξησης της λιποφιλίας αντιστοιχεί κατά προσέγγιση στην τιμή της υδρόφοβης σταθεράς (π) για άτομο φθορίου που είναι 0,14. Η αύξηση της λιποφιλίας οδηγεί, συνήθως, σε μεγαλύτερη παθητική διέλευση μέσω βιομεμβρανών και αποτελεσματικότερη υδρόφοβη σύνδεση με υποδοχείς. Σημειώνεται ωστόσο ότι η προσθήκη ατόμου φθορίου σε ένα μόριο δεν οδηγεί πάντοτε σε αύξηση της λιποφιλίας του. Για παράδειγμα, μείωση της λιποφιλίας του μορίου παρατηρείται κατά την υποκατάσταση σε απλά αλειφατικά μόρια. Σε αυτές τις περιπτώσεις η τιμή της υδρόφοβης σταθεράς (π) για το άτομο φθορίου ισούται με -0,17. Επίσης, εάν ο φθορο-υποκαταστάτης γειτνιάζει με άτομο οξυγόνου σε μια από τις διαμόρφωσεις ελάχιστης ενέργειας της ένωσης, τότε παρατηρείται μείωση του λιπόφιλου χαρακτήρα. του μορίου. 

			Το φθόριο, ως το πλέον ηλεκτραρνητικό άτομο, έχει καθοριστική επίδραση στο βαθμό ιοντισμού λειτουργικών ομάδων. Το άθροισμα των επιδράσεων καθορίζεται από τις επιμέρους ενδομοριακές αποστάσεις και η μετατόπιση τιμών pKa μπορεί να είναι της τάξης αρκετών λογαριθμικών μονάδων. Παραδείγματα pKa ανά ζεύγη: CH3COOH 4,73 και CF3COOH 0,23, CH3CH2NH2 10,07 και CF3CH2NH2 5,7. Κατ’ αναλογία, η υποκατάσταση με φθόριο σε θέση 3 ή 4 του πιπεριδινικού δακτυλίου οδηγεί σε μείωση του pKa κατά περίπου δυο λογαριθμικές μονάδες. Είναι συχνό φαινόμενο η αλλαγή του pKa να έχει ισχυρή επίδραση στη φαρμακοκινητική συμπεριφορά των μορίων. Για παράδειγμα, η ύπαρξη ισχυρά βασικών υποκαταστατών έχει ως αποτέλεσμα οι ενώσεις να παρουσιάζουν χαμηλή βιοδιαθεσιμότητα διότι ισχυρά βασικές ομάδες συχνά δεσμεύονται στις βιομεμβράνες και δυσκολεύονται να τις διέλθουν. Έτσι, στο ζεύγος των εκλεκτικών ινδολυλο-υποστρωμάτων των 5-ΗΤ1D υποδοχέων της σεροτονίνης του Σχήματος 2.510, η εισαγωγή υποκαταστάτη φθορίου στην προπυλο-αλυσίδα και σε β-θέση ως προς το άζωτο του πιπεριδινικού δακτυλίου, μειώνει κατά δέκα φορές τη βασικότητά του μορίου και αυξάνει σημαντικά τη βιοδιαθεσιμότητά του.
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			Σχήμα 2.5. Ινδολυλο-υποστρώματα των 5-ΗΤ1D υποδοχέων της σεροτονίνης.

			Ιδιαίτερης μνείας χρήζει το πεδίο της βιοϊσοστερούς αντικατάστασης ομάδας φαινόλης. Πολλές βιοδραστικές ενώσεις περιέχουν μια ή περισσότερες φαινολικές ομάδες. Σπανίως όμως χρησιμοποιούνται ως φάρμακα, διότι έχουν μικρή ημιπερίοδο ζωής λόγω του ταχέως μεταβολισμού τους με σύζευξη και αποβολή από τον οργανισμό. Έτσι, η ερευνητική προσπάθεια11 βιοϊσοστερούς αντικατάστασης της φαινόλης του ντοπαμινεργικού αγωνιστή του Σχήματος 2.6, οδήγησε στην ανάπτυξη της ροπινιρόλης, που χρησιμοποιείται ως άμεσος ντοπαμινεργικός αγωνιστής στη συμπτωματική αντιμετώπιση του συνδρόμου του Πάρκινσον12.
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			Σχήμα 2.6. Βιοϊσοστερείς ντοπαμινεργικοί αγωνιστές.

			Τέλος, μερικές φορές η βιοϊσοστερής αντικατάσταση επιδιώκει όχι την αύξηση της μεταβολικής σταθερότητας αλλά τη μείωσή της. Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι ή ανάπτυξη του αντιφλεγμονώδους φαρμάκου σελεκοξίμπη, που είναι αναστολέας της κυκλοξυγονάσης COX-2. Ένωση-οδηγός της ερευνητικής προσπάθειας10 αποτέλεσε η φθορο-φαινυλική ένωση του Σχήματος 2.7, που παρόλο ότι ήταν πολύ δραστική, για λόγους μεταβολικής σταθερότητας παρουσίαζε μεγάλη και μη αποδεκτή ημιπερίοδο ζωής. Έτσι, επιδιώχθηκε η αντικατάσταση του φθορο-φαινυλίου με την μεταβολικά ευπαθή τολυλο-ομάδα, που οδήγησε στη σελεκοξίμπη με ισχυρή αντιφλεγμονώδη δράση και αποδεκτή ημιπερίοδο ζωής.
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			Σχήμα 2.7. Αντιφλεγμονώδη που αναστέλλουν την COX-2.

			2.3. Στρατηγικές στην ανακάλυψη νέων ενώσεων-οδηγών13,14

			Στην ενότητα αυτή περιγράφονται ορισμένες συνήθεις στρατηγικές για την ανακάλυψη νέων ενώσεων-οδηγών. Οι στρατηγικές αυτές μπορούν να συνοψιστούν ως εξής:

			-Βελτίωση υπαρχόντων φαρμάκων.

			-Αξιοποίηση φυσικών προϊόντων -μίμηση της φύσης.

			-Αξιοποίηση ανεπιθύμητων ενεργειών γνωστών φαρμάκων.

			-Μελέτη του μεταβολισμού γνωστών φαρμάκων.

			-Συστηματική διαλογή (screening) -ανακάλυψη οδηγού-δομής (hit).

			-Εικονική διαλογή (virtual screening).

			-Ορθολογικός σχεδιασμός με βάση τα βιοχημικά μονοπάτια της ασθένειας και τη δομή των εμπλεκομένων μακρομορίων-μικρομορίων.

			-Σχεδιασμός με τη βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή -μοριακή μοντελοποίηση.

			2.3.1. Στρατηγική βελτίωσης υπαρχόντων φαρμάκων

			Ασφαλή αφετηρία για την ανακάλυψη νέων ενώσεων οδηγών είναι δυνατόν να αποτελέσουν τα υπάρχοντα φάρμακα. Λαμβάνοντας υπόψη τη δομή γνωστών φαρμάκων επιχειρούνται διάφορες μετατροπές με στόχο την ενίσχυση της δράσης και τη βελτίωση των ιδιοτήτων του μορίου, όπως η μεταβολική του σταθερότητα και η βιοδιαθεσιμότητα. Τέτοιου είδους μετατροπές περιλαμβάνουν:

			-(Βιο)ισοστερή υποκατάσταση, αντικατάσταση δηλαδή ομάδων στη φαρμακοφόρο δομή από άλλες που αναμένεται να οδηγήσουν σε ανάλογη ή ενισχυμένη βιολογική δράση (βλέπε ενότητα 2.2). 

			-Άνοιγμα δακτυλίου, κλείσιμο δακτυλίου, συμπύκνωση πυρήνων, εισαγωγή διπλών δεσμών ή αναγωγή διπλών δεσμών. Οι μετατροπές αυτές επηρεάζουν την ευκαμψία και διαμόρφωση του μορίου. Δημιουργία λιγότερο εύκαμπτων μορίων και κατά συνέπεια ελάττωση του αριθμού των δυνατών διαμορφώσεων είναι εφικτή με μείωση των περιστρεφόμενων δεσμών π.χ. διπλοί δεσμοί ή δεσμοί εντός δακτυλίων δεν έχουν δυνατότητα περιστροφής. Η μείωση του αριθμού των διαμορφώσεων, με διατήρηση πάντα της ενεργούς διαμόρφωσης, είναι δυνατή επίσης με εισαγωγή συγκεκριμένων ομάδων στο μόριο που δημιουργούν στερικούς περιορισμούς.

			-Αλλαγή υποκαταστάτη που συμμετέχει στη φαρμακοφόρο δομή. Τέτοιυ είδους μετατροπή οδηγεί σε αλλαγή στις στερεο- ηλεκτρονιακές ιδιότητες του μορίου. 

			-Μεταβολή στον αριθμό ατόμων ανθρακικής αλυσίδας. Το μήκος και το μέγεθος μιας αλειφατικής αλυσίδας μπορεί να μεταβληθεί για να ικανοποιήσει τις απαιτήσεις πλήρωσης μιας υδρόφοβης κοιλότητας του υποδοχέα ή να οδηγήσει σε μεγαλύτερη εκλεκτικότητα. Από την άλλη, η αύξηση της αλυσίδας δίνει δυνατότητες εισαγωγής περαιτέρω υποκαταστατών στο δομικό σκελετό του μορίου. Διαφοροποίηση του μήκους της αλυσίδας με εισαγωγή μεθυλενικών ομάδων οδηγεί σε ομόλογες σειρές. Συχνά η αύξηση των μεθυλενικών ομάδων ακολουθεί παραβολική σχέση ως προς τη δράση, προκαλείται δηλαδή αύξηση της δράσης μέχρις έναν αριθμό μεθυλενίων και στη συνέχεια μείωση (Σχήμα 2.8) Τέτοιου είδους σχέσεις στα πλαίσια ομολόγων σειρών διερευνώνται στα πλαίσια Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης (Quantitative Structure Activity Relationships, QSAR) (βλέπε ενότητα 3.1). 
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			Σχήμα 2.8. Σχέση αριθμού μεθυλενικών ομάδων με βιολογική δράση.

			-Εισαγωγή διακλαδώσεων σε αλειφατική αλυσίδα. Η παρουσία διακλαδώσεων μπορεί να επηρεάσει τη σύνδεση με τον υποδοχέα.

			-Εισαγωγή γέφυρας μεταξύ λειτουργικών ομάδων, κατάργηση γέφυρας, κλπ. Διαφοροποιήσεις σε αλυσίδες που συνδέουν δυο λειτουργικές ομάδες είναι δυνατόν να μεγιστοποιήσουν την αλληλεπίδραση κάθε ομάδας με το ενεργό κέντρο του υποδοχέα. Ανοιγμα ή συμπύκνωση δακτυλίων που συνδέουν λειτουργικές ομάδες επηρεάζει  επίσης την αλληλεπίδραση με τις συμπληρωματικές ομάδες του υποδοχέα. 

			-Απλούστευση των μορίων. Όταν η αφετηρία για την ανακάλυψη νέας ένωσης-οδηγού είναι φυσικό προϊόν οι μετατροπές αφορούν συχνά στη σύνθεση πιο απλών μορίων. Στην περίπτωση αυτή αφαιρούνται από το μόριο ομάδες που δεν αποτελούν τμήμα της φαρμακοφόρου δομής. Αντίθετα στην περίπτωση μικρών αρχικών ενώσεων μπορεί να επιδιωχτεί η δημιουργία ογκωδέστερων μορίων. Η διαδικασία αύξησης του μεγέθους και του όγκου του μορίου εφαρμόζεται επίσης κατά τη μετάβαση από μια οδηγό-δομή σε ένωση-οδηγό.

			Επισημαίνεται ότι, η στρατηγική των μετατροπών στο δομικό σκελετό του μορίου δεν αφορά μόνο στη βελτίωση γνωστών φαρμάκων αλλά και σε κάθε περίπτωση που ως αφετηρία για την ανακάλυψη νέων φαρμακομορίων θεωρείται ένα εν δυνάμει πρόσδεμα. Αναλυτικότερη περιγραφή των δυνατών χημικών μετατροπών με συγκεκριμένα παραδείγματα περιλαμβάνεται στην ενότητα 2.5, που αναφέρεται στο σχεδιασμό φαρμάκων με βάση τα προσδέματα (ligand-based drug design, LBDD).

			Η εκκίνηση από γνωστά φάρμακα αποτελεί σχετικά οικονομική μέθοδο, δεδομένου ότι αξιοποιεί προϋπάρχουσες πληροφορίες και δεν απαιτεί εντατική βασική έρευνα. Από την άλλη η στρατηγική αυτή δεν αναμένεται συνήθως να προκαλέσει τομή στην ανάπτυξη νέων χημικών δομών (νέων χημειοτύπων). Τα νέα φάρμακα που είναι δυνατόν να αναπτυχθούν με τέτοιου είδους έρευνα αποκαλούνται και “me too drugs”- («υπάρχω και εγώ»). Στο Σχήμα 2.9 φαίνεται ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα για “me too drugs” που αφορά στην ανάπτυξη αναστολέων του μετατρεπτικού ενζύμου της αγγειοτασίνης Ι (inhibitors of angiotensin converting enzyme, ACE) με βάση τον γνωστό αναστολέα, καπτοπρίλη, ενώ στο Σχήμα 2.10 επισημάνονται με κύκλο τα βασικά χαρακτηριστικά της  φαρμακοφόρου δομής της καπτοπρίλης. Οι αναστολείς του μετατρεπτικού ενζύμου της αγγειοτασίνης Ι χρησιμοποιούνται στην αντιμετώπιση της υπέρτασης. 
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			Σχήμα 2.9. Παράδειγμα δομών “me too drugs” -αναστολέων του μετατρεπτικού ενζύμου της αγγειοτασίνης Ι.
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			Σχήμα 2.10. Φαρμακοφόρα δομικά χαρακτηριστικά καπτοπρίλης.

			Με αφετηρία τη φαρμακοφόρο δομή της καπτοπρίλης έγινε, σε όλες τις περιπτώσεις των ενώσεων του Σχήματος 2.9, βιοϊσοστερής αντικατάσταση της όξινης σουλφυδριλικής ομάδας από καρβοξυλική ομάδα. Με εξαίρεση τη λυσινοπρίλη, η καρβοξυλική ομάδα μετατράπηκε ακολούθως σε αιθυλεστέρα. Επι πλέον, σε όλες τις περιπτώσεις αυξήθηκε ο όγκος του μορίου με την εισαγωγή αιθυλο-φαινυλο-ομάδας στον α-C δίπλα στον εστέρα, ή προπυλομάδας στην περίπτωση της περιδροπρίλης. Στη ραμοπρίλη και περιδροπρίλη ο δακτύλιος της L-προλίνης επεκτάθηκε σε ακόρεστο δικυκλικό σύστημα. Το άζωτο της L-προλίνης βγήκε εκτός δακτυλίου στη δαμιπρίλη, ενώ κύκλωση στο κέντρο του μορίου και εισαγωγή και δευτέρου ατόμου Ν οδήγησε στη σιλαζαπρίλη. 

			Η εστεροποίηση της εισαχθείσης καρβοξυλικής ομάδας στα ανωτέρω παράγωγα πραγματοποιήθηκε για να αντιμετωπιστούν προβλήματα βιοδιαθεσιμότητας, διότι αυξημένος ιοντισμός δυσχεραίνει τη διαπερατότητα των μορίων από τις μεμβράνες (βλέπε ενότητα 4.3.) Δεδομένου ότι η παρουσία όξινης ομάδας είναι κρίσιμο χαρακτηριστικό της φαρμακοφόρου δομής, η εστεροποίηση οδηγεί σε απώλεια της δράσης. Οι εστέρες ωστόσο αφού διαπεράσουν τις μεμβράνες, υδρολύονται από τις εστεράσες απελευθερώνοντας το δραστικό οξύ, αποτελούν δηλαδή προφάρμακα. Η έννοια των προφαρμάκων αναπτύσσεται εκτενώς στην ενότητα 5.4.

			Η περίπτωση της λισινοπρίλης, όπου το δεύτερο καρβοξύλιο δεν έχει εστεροποιηθεί, εμφανίζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον ως προς τις φυσικοχημικές της ιδιότητες. Στο μόριο έχει προστεθεί αλειφατική αλυσίδα η οποία στο άκρο φέρει ισχυρά βασική αμινομάδα. Η ταυτόχρονη παρουσία ισχυρής όξινης και ισχυρής βασικής ομάδας καθιστά το μόριο αμφολύτη, δυνάμενο να σχηματίσει εσωτερικό άλας (Σχήμα 2.11). Το εσωτερικό άλας, λόγω μερικής εξουδετέρωσης των φορτίων, έχει τη δυνατότητα να διαπεράσει τις μεμβράνες και ως εκ τούτου δεν εμφανίζει προβλήματα βιοδιαθεσιμότητας. Ιδιαίτερη αναφορά στις φυσικοχημικές ιδιότητες των αμφολυτών και των εσωτερικών αλάτων γίνεται στην ενότητα 4.2.2. 
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			Σχήμα 2.11. Δομή εσωτερικού άλατος λισινοπρίλης.

			Οι αλλαγές στη δομή γνωστών φαρμάκων για την ανάπτυξη νέων ενώσεων-οδηγών βασίζεται στη γενική αντίληψη ότι παρόμοιες ενώσεις εμφανίζουν παρόμοιες ιδιότητες. Ωστόσο δεν αποκλείεται, μια βιοϊσοστερής υποκατάσταση ή μία σχετικά μικρή χημική μετατροπή να οδηγήσει σε δραματική αλλαγή της βιολογικής συμπεριφοράς, με αποτέλεσμα να προκύψουν μόρια είτε αδρανή είτε με νέες θεραπευτικές δράσεις. Αν παρομοιάσουμε το χώρο που καταλαμβάνει η βιολογική δράση με τοπίο, στην πρώτη περίπτωση το τοπίο είναι ομαλό και οι διαδρομές μέσα σε αυτό σχετικά προβλέψιμες. Στη δεύτερη περίπτωση ωστόσο, το τοπίο εμφανίζει απόκρημνες κορυφές και χαράδρες (activity cliffs), οι διαδρομές δεν είναι προβλέψιμες και μικρά βήματα προς τη μία ή την άλλη κατεύθυνση μπορεί να εκτοξεύσουν τη δράση, να οδηγήσουν σε απώλεια δράσης ή σε άλλη δράση (Σχήμα 2.12.). 
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			Σχήμα.2.12. Τοπίο κορυφών και χαραδρών βιολογικής δράσης (activity cliffs).

			Τις τελευταίες δεκαετίες με αφετηρία υπάρχοντα φάρμακα ή/και φαρμακομόρια που έχουν αποτύχει στη διάρκεια κλινικών δοκιμών, ένα σημαντικό μέρος της έρευνας στρέφεται στις δυνατότητες επαναστόχευσής τους, τις δυνατότητες δηλαδή να χρησιμοποιηθούν έναντι διαφορετικών μοριακών στόχων και κατά συνέπεια στην αντιμετώπιση διαφορετικών παθοφυσιολογικών καταστάσεων. 

			2.3.2. Φυσικά προϊόντα ως αφετηρία για την ανακάλυψη ενώσεων-οδηγών15,16

			Τα φυσικά προϊόντα αποτελούν σημαντική πηγή βιοδραστικών ενώσεων που μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην ανακάλυψη νέων ενώσεων οδηγών για ένα μεγάλο εύρος μοριακών στόχων. Υπολογίζεται ότι ο αριθμός των φυτών παγκοσμίως κυμαίνεται μεταξύ 310.000-422.000 και από αυτά 150.000-250.000 ανήκουν σε ανθοφόρα είδη που κατανέμονται σε περίπου 320 οικογένειες. Τα φυτά αλλά και οι μικρο-οργανισμοί παράγουν τις δικές τους μοναδικές βιβλιοθήκες βιομορίων υπό τη μορφή πρωτογενών και δευτερογενών μεταβολιτών. Οι δευτερογενείς μεταβολίτες αποτελούν ιδιαίτερα δραστικές ενώσεις δεδομένου ότι οι λειτουργίες που επιτελούν σχετίζονται με την άμυνα του οργανισμού και την προσέλκυση για την αναπαραγωγή. Κατατάσσονται σε τρεις μεγάλες κατηγορίες, αλκαλοειδή, τερπένια και φαινολικά παράγωγα.

			Ωστόσο παρά το φυσικό πλούτο σε δραστικές ενώσεις, ένα μικρό ποσοστό από τα κυκλοφορούντα φάρμακα αποτελούν φυσικά προϊόντα. Αυτό οφείλεται σε μια σειρά προβλημάτων που πρέπει να αντιμετωπιστούν, όπως αξιόπιστη προσβασιμότητα, εποχιακές και περιβαλλοντικές διαφοροποιήσεις, εξαφάνιση των ειδών και νομοθετικές διατάξεις προστασίας των ειδών. Σημαντικό εμπόδιο αποτελεί επίσης σε πολλές περιπτώσεις η διαδικασία απομόνωσης της βιοδραστικής ουσίας, η οποία συχνά αποδίδει μικρές μόνο ποσότητες, η δε ολική σύνθεση, όταν είναι εφικτή, είναι πολύπλοκη και με χαμηλές επίσης αποδόσεις. Π.χ. το φυσικό προϊόν πακλιταξέλη (Σχήμα 2.13), το οποίο χρησιμοποιείται ως αντικαρκινικό φάρμακο, απομονώνεται σε τόσο μικρές ποσότητες από τον κορμό του δένδρου Taxus brevifolia ώστε η θεραπεία ενός μόνο καρκινοπαθή απαιτεί οκτώ δένδρα ηλικίας 60 ετών! Από την άλλη, η δομή του μορίου είναι αρκετά πολύπλοκη με 11 χειρόμορφα κέντρα και η ολική σύνθεση που πραγματοποιήθηκε από τους Holton και Nicolaou το 1994 περιλαμβάνει 40 στάδια με τελική απόδοση 2%17.
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			Σχήμα 2.13. Δομή πακλιταξέλης.

			Ως αποτέλεσμα αυτών των προβλημάτων η πακλιταξέλη, αν και είχε απομονωθεί ήδη από το 1971, εισήλθε στην κλινική πράξη 22 χρόνια αργότερα, το 1993. 

			Επί πλέον οι φυσικοχημικές ιδιότητες των φυσικών προϊόντων συχνά αντιβαίνουν τους κανόνες φαρμακο-ομοιότητας, όπως περιγράφονται στην ενότητα 2.7. Ως εκ τούτου προτείνονται ιδιαίτερα κριτήρια για την περίπτωση των φυσικών προϊόντων. Από την άλλη, έχει διατυπωθεί και η άποψη ότι τα φυσικά προϊόντα περίπλοκης δομής όταν βρεθούν σε μη-πολικό περιβάλλον, όπως οι βιομεμβράνες, λαμβάνουν τέτοιες διαμορφώσεις ώστε να αυξάνεται το εμβαδόν της μη-πολικής επιφάνειάς τους, με σχηματισμό ενδο- ή διαμοριακών δεσμών υδρογόνου ή ιοντικών δεσμών. Έτσι, αυξάνεται η βιοδιαπερατότητά τους και ο φαρμακο-όμοιος χημικός χώρος επεκτείνεται με την συμπερίληψη μεγάλων/περίπλοκων μορίων18.

			Ωστόσο, αν και ο αριθμός των φυσικών προϊόντων που κυκλοφορούν ως φάρμακα είναι περιορισμένος, η μίμηση της φύσης, με τον ένα ή τον άλλο τρόπο, προσφέρει τεράστιες δυνατότητες στην ανάπτυξη νέων φαρμάκων. Πάνω από τα μισά συνθετικά φάρμακα προέρχονται από φυσικά προϊόντα, είτε βασιζόμενα σε αυτά (natural product based) είτε εμπνεόμενα από αυτά (natural product inspired). Ας σημειωθεί ότι η ασπιρίνη, το μακροβιότερο και δημοφιλέστερο φάρμακο, αναπτύχθηκε με βάση τη σαλικίνη, φυσικό προϊόν που υπάρχει κυρίως στο φλοιό της ιτιάς, οι θεραπευτικές ιδιότητες της οποίας κατά του πυρετού και των πόνων ήταν γνωστές ήδη από την εποχή του Ιπποκράτη. Τα τελευταία χρόνια ανανεώνεται το ενδιαφέρον για τα φυσικά προϊόντα ως αφετηρία για την ανακάλυψη νέων φαρμακομορίων. 

			Η χημεία των φυσικών προϊόντων καλύπτει ένα μεγάλο εύρος δομών, από πολύ απλές ως ιδιαίτερα πολύπλοκες. Για τις πολύπλοκες δομές ακολουθείται συνήθως στρατηγική απλούστευσης του μορίου, εντοπίζοντας και διατηρώντας τα χαρακτηριστικά που διαμορφώνουν τη φαρμακοφόρο δομή και είναι απαραίτητα για τη δράση. Κλασσικό παράδειγμα σχεδιασμού με βάση φυσικό προϊόν αποτελούν τα τοπικά αναισθητικά τα οποία προέρχονται από τη δομή του αλκαλοειδούς κοκαΐνη. Στο Σχήμα 2.14 με στικτό κύκλο επισημαίνονται τα απαραίτητα δομικά στοιχεία της φαρμακοφόρου δομής, δηλ. η παρουσία βενζοϊκού εστέρα σε ορισμένη απόσταση από βασικό τριτοταγές άζωτο.
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			Σχήμα 2.14. Δομικά στοιχεία της φαρμακοφόρου των τοπικών αναισθητικών.

			Τα χαρακτηριστικά αυτά δομικά στοιχεία διατηρούνται στα συνθετικά προϊόντα αμυλοκαΐνη και προκαΐνη, ενώ στο μόριο της λιδοκαΐνης έχει αντικατασταθεί η εστερική ομάδα απο τη βιοϊσοστερή αμιδική με στόχο αυξημένη μεταβολική σταθερότητα (Σχήμα 2.15).
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			Σχήμα 2.15. Δομές συνθετικών τοπικών αναισθητικών.

			Άλλο χαρακτηριστικό παράδειγμα συνθετικών προϊόντων, που αναπτύχτηκαν με βάση φυσικό προϊόν, αποτελούν τα ανθελονοσιακά φάρμακα χλωροκίνη και μεφλοκίνη τα οποία έχουν ως αφετηρία την κινίνη, αλκαλοειδές της cinchona officinalis. Στο Σχήμα 2.16 είναι εμφανής ο κοινός δομικός σκελετός των τριών μορίων.
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			Σχήμα 2.16. Συνθετικά ανθελονοσιακά με αφετηρία τη δομή της κινίνης.

			2.3.3. Αξιοποίηση των ήδη υπαρχουσών πληροφοριών από φαρμακολογικές και κλινικές μελέτες

			2.3.3.1. Δευτερεύουσες δράσεις

			Τα περισσότερα φάρμακα δεν συνδέονται αποκλειστικά με έναν υποδοχέα αλλά είναι δυνατόν να εμφανίζουν συγγένεια ως προς περισσότερους μοριακούς στόχους. Ως εκ τούτου πλην του θεραπευτικού αποτελέσματος εξασκούν δευτερεύουσες δράσεις, οι οποίες ενδέχεται να αποτελούν ανεπιθύμητες ενέργειες. Μια δευτερεύουσα δράση ενός γνωστού φαρμάκου είναι δυνατόν να ενισχυθεί και, με κατάλληλα στοχευμένες τροποποιήσεις στη δομή, να αποβεί η κύρια δράση. Ιστορικά και πριν να είναι γνωστός ο μηχανισμός δράσης των φαρμάκων, η αξιοποίηση των κλινικών πληροφοριών για δευτερεύουσες δράσεις έχει αποτελέσει επιτυχή μέθοδο ανακάλυψης νέων ενώσεων οδηγών. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η ανάπτυξη των υπογλυκαιμικών και διουρητικών σουλφοναμιδίων. 

			Η ιστορία των υπογλυκαιμικών σουλφοναμιδίων ξεκίνησε στη Γαλλία την άνοιξη του 1942 στο Μονπελιέ19. Λόγω έλλειψης τροφίμων οι κάτοικοι ήταν αναγκασμένοι να τρώγουν ακατάλληλες τροφές, συχνά μολυσμένες από βακτήρια, με αποτέλεσμα πολλοί άνθρωποι να προσβάλλονται από τυφοειδή πυρετό και να υποβάλλονται σε θεραπεία με ένα πειραματικό για την εποχή σουλφοναμίδιο, το γλυπροθειαζόλιο (Σχήμα 2.17).
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			Σχήμα 2.17. Δομή γλυπροθειαζολίου και υπογλυκαιμικά φαρμακοφόρα χαρακτηριστικά του.

			Σε ορισμένους ασθενείς εμφανίστηκαν ανεπιθύμητες ενέργειες, όπως σπασμοί και παρατεταμένο κώμα, ενώ σε άλλους παρατηρήθηκε απότομη πτώση των επιπέδων της γλυκόζης στο αίμα. Ακολούθησαν πειράματα σε ζώα που τεκμηρίωσαν την υπογλυκαιμική δράση του γλυπροθειαζολίου, το οποίο στη συνέχεια αποτέλεσε το πρώτο σουλφοναμίδιο που χρησιμοποιήθηκε στην αντιμετώπιση ορισμένων περιπτώσεων διαβήτη τύπου 2. Το γλυπροθειαζόλιο αποτέλεσε την αφετηρία για περαιτέρω ανάπτυξη υπογλυκαιμικών σουλφοναμιδίων. Άνοιγμα του ετεροκυκλικού δακτυλίου και βιο-ισοστερής υποκατάσταση του θείου με οξυγόνο στο μόριο του γλυπροθειαζολίου είχαν ως αποτέλεσμα την ενίσχυση της υπογλυκαιμικής δράσης και οδήγησαν στο καρβουταμίδιο, τον πρώτο εκπρόσωπο μιας νέας κατηγορίας αντιδιαβητικών παραγόντων, των σουλφονυλουριών. Στο Σχήμα 2.18 συγκρίνονται οι δομές του γλυπροθειαζολίου και του καρβουταμιδίου. Με κύκλο επισημαίνεται η ομάδα της σουλφονυλουρίας. 
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			Σχήμα 2.18. Σύγκριση δομών γλυπροθειαζολίου και καρβουταμιδίου.

			Ακολούθως διαπιστώθηκε ότι η παρουσία της παρα-αμινομάδας στον βενζολικό πυρήνα, απαραίτητο δομικό στοιχείο για την αντιμικροβιακή δράση, δεν έπαιζε ρόλο στην υπογλυκαιμική δράση. Αντικατάστασή της αμινομάδας με μεθύλιο οδήγησε στο τολβουταμίδιο, το οποίο στερείται αντιμικροβιακής δράσης και δεν ενέχει το κίνδυνο ανάπτυξης αντοχής σε βακτήρια (Σχήμα 2.19).
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			Σχήμα 2.19. Δομή τολβουταμιδίου, παράγωγο σουλφονυλουρίας.

			Οι θέσεις των προαναφερθέντων κρίσιμων χημικών μετατροπών στο αρχικό μόριο του γλυπροθειαζολίου επισημαίνονται με κύκλο στο Σχήμα 2.17. Οι σουλφονυλουρίες χρησιμοποιούνται σήμερα ευρέως στην αντιμετώπιση του διαβήτη τύπου 2.

			Μία άλλη δευτερεύουσα δράση που παρατηρήθηκε σε ορισμένα σουλφοναμίδια ήταν η μείωση της δυναμικότητας σύνδεσης διοξειδίου του άνθρακα στο αίμα20. Η μείωση αυτή  συσχετίστηκε με την αναστολή του ενζύμου καρβονική ανυδράση, η οποία εμπλέκεται στο μηχανισμό διούρησης μέσω επαναρρόφησης από τα νεφρικά σωληνάρια των ανθρακικών ιόντων, των ιόντων νατρίου καλίου καθώς και περίσσειας νερού. Κατά συνέπεια οι αναστολείς της καρβονικής ανυδράσης έχουν διουρητική δράση. Προϋπόθεση για να εμφανιστεί η διουρητική δράση στην περίπτωση των σουλφοναμιδίων είναι να είναι ελεύθερα και τα δυο υδρογόνα της σουλφοναμιδικής ομάδας. Στο Σχήμα 2.20 παρουσιάζονται γνωστά διουρητικά σουλφοναμίδια.
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			Σχήμα 2.20. Δομές διουρητικών σουλφοναμιδίων.

			Όπως φαίνεται στο Σχήμα 2.20 εκτός από την ελεύθερη σουλφοναμιδική ομάδα, που αποτελεί το κοινό χαρακτηριστικό, σε ορισμένα μόρια (χλωροθειαζίδιο, βενδροφλουαζίδιο) έχει εισαχθεί και δεύτερη σουλφοναμιδική ομάδα εντός δακτυλίου

			Στα σουλφοναμίδια βασίστηκε επίσης η έρευνα παραγόντων κατά της λέπρας με φάρμακο-τομή την προμίνη, (Σχήμα 2.21), η οποία παρά τις σοβαρές ανεπιθύμητες ενέργειες, συνέβαλε στην εξάλειψη του πανάρχαιου «στίγματος της λέπρας».
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			Σχήμα 2.21. Δομή προμίνης, φαρμάκου-τομή κατά της λέπρας.

			Η προμίνη, μόριο πλήρως ιοντισμένο ως παράγωγο του α-αμινοσουλφονικού οξέος, χορηγείτο με ενδοφλέβια ένεση σε μείγμα με μικρές ποσότητες γλυκόζης, ασβεστίου, βιταμίνης Β και πενικιλλίνης. Το «κοκτέιλ» αυτό, αναφερόμενο ως “Pogge cure-all cocktail”, βελτίωνε την ανεκτικότητα του ασθενή ως προς το φάρμακο21. 

			Η παρουσία της δομής του φαινυλοσουλφοναμιδίου και σε άλλες κατηγορίες φαρμάκων, αν και δεν είναι πλήρως κατανοητή, καθιστά την ομάδα αυτή «προνομιούχο» δομικό θραύσμα (privileged sub-structure) με ευνοϊκές φυσικοχημικές ιδιότητες και δυνατότητα σύνδεσης σε μακρομόρια. Η φαινυλοσουλφοναμιδική δομή δεν σχετίζεται κατά συνέπεια με συγκεκριμένη oικογένεια υποδοχέα, συμβάλλει όμως στην πολικότητα των μορίων και στην ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου, ενώ η επικράτησή της σε πολλά φαρμακομόρια μπορεί να αποδοθεί και στην συνθετική ευκολία των αντίστοιχων παραγώγων20.

			Ένα άλλο παράδειγμα αξιοποίησης δευτερευουσών δράσεων αποτελεί η ανάπτυξη του ιπρονιαζιδίου ως αντικαταθλιπτικού φαρμάκου. Κατά τη θεραπεία φυματικών ασθενών με ισονιαζίδιο παρατηρήθηκε σε πολλές περιπτώσεις διάθεση ευφορίας. Η εισαγωγή της Ν-ισοπροπυλο-ομάδας στο μόριο ενίσχυσε τη δευτερεύουσα αυτή δράση και οδήγησε στο ιπρονιαζίδιο, το οποίο κυκλοφόρησε το 1958, για να αποσυρθεί ωστόσο λίγα χρόνια αργότερα λόγω ηπατοτοξικότητας. Στο Σχήμα 2.22 συγκρίνονται οι δομές του ισονιαζιδίου και ιπρονιαζιδίου.
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			Σχήμα 2.22. Σύγκριση δομών ισονιαζιδίου και ιπρονιαζιδίου.

			Τις τελευταίες δεκαετίες η αξιοποίηση δευτερευουσών δράσεων ως αποτέλεσμα της σύνδεσης των φαρμακομορίων με περισσότερους υποδοχείς συγκεντρώνει ιδιαίτερο ενδιαφέρον διαμορφώνοντας τη στρατηγική της επαναστόχευσης (drug repurposing, drug repositioning) σε νέους μοριακούς στόχους. Όπως φαίνεται και από τα παραδείγματα που περιγράφηκαν ανωτέρω η προσέγγιση «παλιά φάρμακα-νέες χρήσεις» έχει μακριά ιστορία αναγόμενη στα πρώιμα χρόνια της φαρμακευτικής έρευνας. Σήμερα, με δεδομένα τα προβλήματα που σχετίζονται με το κόστος και τον απαιτούμενο χρόνο για την ανάπτυξη νέων μοριακών οντοτήτων και τη μείωση των νέων εγκρίσεων (βλέπε Κεφάλαιο 1), η επαναστόχευση αποτελεί μια στρατηγική οικονομικής και γρήγορης ανάπτυξης φαρμάκων. Η λήξη της περιόδου προστασίας πολλών φαρμάκων τα τελευταία χρόνια τα καθιστά διαθέσιμα για τέτοιου είδους έρευνες, ενώ η εξέλιξη της βιο-πληροφορικής και των εμπειρικών συστημάτων (expert systems) επιτρέπει προβλέψεις του συνολικού προφίλ των φαρμακομορίων ως προς τη συγγένειά τους με διαφορετικούς μοριακούς στόχους και αντι-στόχους22,23. Επιτυχημένα παραδείγματα επαναστόχευσης παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.5.
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			Πίνακας 2.5. Επιτυχημένα παραδείγματα επαναστόχευσης φαρμακομορίων.

			2.3.3.2. Μελέτη του μεταβολισμού γνωστών φαρμάκων

			Ο οργανισμός για να αντιμετωπίσει ξενοβιοτικές ουσίες, μεταξύ αυτών και τα φάρμακα, ενεργοποιεί μια σειρά από ένζυμα, κυρίως μικροσωμικά, για να μετατρέψει τις άγνωστες ή τοξικές ενώσεις σε περισσότερο διαλυτές με τελικό σκοπό την αποβολή τους από τον οργανισμό. Διακρίνονται δύο φάσεις βιομετατροπών. Η φάση Ι περιλαμβάνει την εισαγωγή πολικών ομάδων με τη μεσολάβηση ενζύμων, όπως το κυτόχρωμα P450 (CYP), οι εστεράσες, αμιδάσες, φλαβινο-μονοξυγονάσες κ.α., έτσι ώστε τα μόρια να είναι κατάλληλα για άμεση απέκκριση από τα νεφρά. Η φάση ΙΙ περιλαμβάνει σύζευξη με ενδογενή υδατοδιαλυτά μόρια, όπως γλυκουρονικό οξύ, θειικό οξύ, γλουταθειόνη ή αμινοξέα με εμπλεκόμενα ένζυμα γλυκουρονυλ-τρανσφεράσες θειοτρανσφεράσες και Ν-ακετυλο-τρανσφεράσες. Με αυτή την μεταβολική διαδικασία η αποβολή γίνεται μέσω της χολής. Οι βιο-μετατροπές είναι δυνατόν να οδηγήσουν σε αδρανείς αλλά και δραστικούς ή και τοξικούς μεταβολίτες, οι οποίοι επηρεάζουν το τελικό φαρμακολογικό αποτέλεσμα και την ασφάλεια των φαρμάκων20. 

			Η μελέτη των βιομετατροπών είναι δυνατόν να αξιοποιηθεί  για την ανακάλυψη νέων ενώσεων οδηγών. Κλασικό παράδειγμα από την πρώιμη φαρμακευτική έρευνα αποτελεί η ανακάλυψη του σουλφανιλαμιδίου ως δραστικού μεταβολίτη της σουλφαμιδοχρυσοϊδίνης (Prontosil rubrum) (Σχήμα 2.23). 
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			Σχήμα 2.23. Μεταβολική αποδόμηση σουλφαμιδοχρυσοϊδίνης.

			Η ανακάλυψη της εζετιμίβης, παράγοντα που μειώνει τη χοληστερόλη, αποτελεί ένα πρόσφατο ενδιαφέρον παράδειγμα αξιοποίησης δραστικών μεταβολιτών. Αρχικά είχε ανακαλυφτεί η ένωση που αναφέρεται με τον κωδικό SCH48461. Διαπιστώθηκε ωστόσο κατά τα πειράματα σε επίμυες ότι ενώ η ένωση SCH48461 προκαλούσε 70% αναστολή στην απορρόφηση της χοληστερόλης, το ηπατικό εκχύλισμα ήταν πολύ δραστικότερο προκαλώντας 95% αναστολή. Μετά από διαχωρισμό των μεταβολιτών και περαιτέρω χημικές μετατροπές η έρευνα οδηγήθηκε στην ένωση SCH58235, η οποία αναπτύχθηκε ως φάρμακο με την ονομασία εζετιμίβη. Οι κλασικές βιομετατροπές που υφίσταται η ένωση SCH48461 αφορούν Ο-απομεθυλίωση και βενζυλική υδροξυλίωση. Στο μόριο της εζετιμίβης διατηρείται η Ο-απομεθυλίωση στον έναν από τους δύο φαινυλικούς δακτυλίους και η βενζυλική υδροξυλίωση, ενώ στα άλλα δυο φαινύλια έχει εισαχθεί φθόριο στην παρα-θέση, ώστε να αποφευχθούν περαιτέρω βιομετατροπές -παρα-υδροξυλίωση και Ο-απομεθυλίωση της δεύτερης μεθοξυ-ομάδας, αντίστοιχα24. Στο Σχήμα 2.24 συγκρίνονται οι δομές της αρχικής πειραματικής ένωσης SCH48461 και της εζετιμίβης (SCH58235). Με κύκλο σημειώνονται οι θέσεις των βιομετατροπών και με βέλος υποδεικνύονται οι θέσεις των χημικών μετατροπών. 
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			Σχήμα 2.24. Σύγκριση δομών πειραματικής ένωσης SCH48461 και εζετιμίβης (SCH58235).

			Η γνώση του τρόπου μεταβολισμού των φαρμάκων έχει οδηγήσει επίσης στο σχεδιασμό και την ανάπτυξη προφαρμάκων. Στην περίπτωση αυτή η εισαγωγή ομάδων με ελεγχόμενο μεταβολισμό σε μόρια φαρμάκων είναι δυνατόν να βελτιώσει τη φαρμακοκινητική, φυσικοχημική ή οργανοληπτική συμπεριφορά των δραστικών ουσιών επηρεάζοντας την αποτελεσματικότητά τους, διευκολύνοντας τη μορφοποίηση ή εξασφαλίζοντας μεγαλύτερη φιλικότητα για τον ασθενή. Τα ίδια τα προφάρμακα συνήθως είναι αδρανή. Ιδιαίτερη αναφορά στον σχεδιασμό προφαρμάκων υπάρχει στην ενότητα 5.4.

			2.3.4. Συστηματική διαλογή (screening ) -ανακάλυψη οδηγού-δομής (hit)25

			Με τον όρο διαλογή (screening) παραδοσιακά νοείται ο βιολογικός έλεγχος αριθμού ενώσεων σε έναν ή περισσότερους μοριακούς στόχους ώστε να επιλεγούν οι δραστικότερες από αυτές. Σήμερα οι εξελίξεις της χημείας, της βιολογίας και της πληροφορικής έχουν καταστήσει τη διαλογή  ένα πολύ ισχυρό εργαλείο στο σχεδιασμό των φαρμάκων.

			Η Χημεία μέσω της τεχνολογίας της Συνδυαστικής Χημείας (Combinatorial Chemistry), η οποία βασίζεται σε αντιδράσεις σε στερεά φάση, επιτρέπει τη γρήγορη σύνθεση μεγάλου αριθμού ενώσεων (200.000-500.000), σε μικρές ποσότητες, ενδεχομένως όχι καθαρών ή απολύτως ταυτοποιημένων. Οι φαρμακευτικές εταιρείες δημιουργούν καταυτόν τον τρόπο βιβλιοθήκες ενώσεων. Βιβλιοθήκες ταυτοποιημένων ενώσεων οργανώνονται επίσης σε βάσεις δεδομένων και ορισμένες από αυτές είναι διαθέσιμες προς χρήση. Π.χ. η βιβλιοθήκη του National Cancer Institute (NCI) διαθέτει ενώσεις για κυτταροστατικούς ελέγχους. Άλλες διαθέσιμες βιβλιοθήκες ενώσεων είναι: Available Chemicals Directory (ACD) και World Drug Index (WDI). Η βιολογία από την άλλη, έχει σήμερα τη δυνατότητα γρήγορων βιολογικών ελέγχων, οι οποίοι επιτρέπουν τη διαχείριση του μεγάλου αριθμού των διαθέσιμων ενώσεων. Ο ταχύς βιολογικός έλεγχος/διαλογή υψηλής απόδοσης (high-throughput screening, HTS) στηρίζεται στην τεχνολογία  πλακών (plate technology) και είναι πλήρως ρομποτοποιημένη.

			Η διαλογή μπορεί να χαρακτηριστεί τυχαία, όταν ελέγχονται ενώσεις διαφορετικής δομής ή μη τυχαία, όταν οι ενώσεις έχουν δομή παραπλήσια ως προς ενώσεις με ασθενή δράση έναντι συγκεκριμένου στόχου. Η μέθοδος της διαλογής δεν οδηγεί συνήθως σε ενώσεις-οδηγούς αλλά σε οδηγό–δομή (hit) .

			Για να στεφθεί με επιτυχία αυτή η διαδικασία διαλογής τα δείγματα των συλλογών θα πρέπει να περιλαμβάνουν ποικίλες δομές που να καλύπτουν μεγάλο τμήμα του χημικού χώρου, ενώ οι ενώσεις που θα μελετηθούν προς διαλογή θα πρέπει να πληρούν και ελάχιστα χαρακτηριστικά φαρμακο-ομοιότητας (βλέπε ενότητα 2.7). Από τις συλλογές των ενώσεων πρέπει να εξαιρούνται μόρια που έχουν την τάση να δείχνουν λανθασμένα θετική δραστικότητα, παρεμβαίνοντας σε μεγάλο αριθμό, ανεξάρτητων μεταξύ τους, βιολογικών πειραματικών δοκιμασιών. Οι ενώσεις αυτές στη βιβλιογραφία αναφέρονται ως PAINS (pan-assay interference compounds)26. Από τη διαλογή, εάν εντοπισθεί ικανοποιητικός αριθμός βιοδραστικών ενώσεων, είναι δυνατός ο εντοπισμός της φαρμακοφόρου δομής καθώς και του κοινού δομικού υποβάθρου τους. Σε μια διαδικασία ανάδρασης, η φαρμακοφόρος δομή μπορεί να χρησιμοποιηθεί στον εντοπισμό επιπρόσθετων οδηγών-δομών διαμέσου κατάλληλου σχεδιασμού εξ αρχής (ab initio) ή με υπολογιστική διαλογή σε εικονικές βιβλιοθήκες ενώσεων και παρασκευή/βιολογικό έλεγχο των προτεινόμενων μορίων.

			Εικονική διαλογή (virtual screening, VS)

			Εικονική διαλογή είναι η αξιολόγηση πολύ μεγάλων βιβλιοθηκών δομών ενώσεων με χρήση κατάλληλων λογισμικών. Η διαλογή αυτή επιδιώκει να φιλτράρει τον τεράστιο χημικό χώρο (άνω των 1060 εικονικές (νοητές) δομές ενώσεων) σε ένα διαχειρίσιμο αριθμό μορίων που μπορεί στη συνέχεια να συντεθεί και να δοκιμαστεί σε βιολογικούς ελέγχους. Η εικονική διαλογή μπορεί να βασίζεται στη δομή του προσδέματος (ligand-based) ή στη δομή της πρωτεΐνης-στόχου (target–based). Στην πρώτη περίπτωση μετά την ανάπτυξη ενός μοντέλου Σχέσεων Δομής-Δράσης αξιολογούνται βιβλιοθήκες ενώσεων που διατίθενται στο εμπόριο ή εικονικές βιβλιοθήκες δομών ενώσεων. Στη δεύτερη περίπτωση εφόσον είναι γνωστή η δομή του συμπλόκου πρωτεΐνης-προσδέματος δοκιμάζεται η προσαρμογή (docking) μεγάλου αριθμού ενώσεων (υπαρκτών ή εικονικών) στο ενεργό κέντρο.  

			2.3.5. Ορθολογικός σχεδιασμός για την ανακάλυψη νέων ενώσεων οδηγών

			«Η αλήθεια είναι αντικειμενική και απόλυτη. Αλλά δεν μπορούμε να είμαστε ποτέ σίγουροι ότι την έχουμε βρει. Οι γνώσεις μας είναι πάντα υποθετικές. Οι θεωρίες είναι υποθέσεις. Διαπιστώνουμε την αλήθεια όταν διαχωρίζουμε τα λάθη»

			Karl Popper (Αυστρο-Βρετανός φιλόσοφος 1902-1940)

			Οι στρατηγικές που περιγράφηκαν στις ενότητες 2.3.1-2.3.3 δεν προϋποθέτουν πάντα τη γνώση του μηχανισμού δράσης και πολλά φάρμακα έχουν ανακαλυφτεί χωρίς να είναι προεπιλεγμένος και σαφής ο μοριακός στόχος. Αντίθετα ο ορθολογικός σχεδιασμός για την ανακάλυψη νέων ενώσεων οδηγών στηρίζεται στη γνώση της παθοφυσιολογίας της ασθένειας, στον εντοπισμό των μακρομορίων και μικρομορίων που εμπλέκονται και στις λειτουργίες που επιτελούν. Η πρωτεομική και γονιδιοματική συμβάλλουν καθοριστικά προς αυτή την κατεύθυνση. Η κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ και η φασματοσκοπία NMR, καθώς και η βιο-πληροφορική δίνουν τη δυνατότητα καθορισμού της τριδιάστατης δομής των συμπλόκων των πρωτεινών-στόχων με τα ενδογενή (ή μη) προσδέματα, τα οποία μπορεί να αποτελέσουν την αφετηρία για την ανακάλυψη νέων ενώσεων οδηγών.

			Η γνώση των διαδοχικών σταδίων στην φυσιολογική οδό για την εκδήλωση κάποιας λειτουργίας του οργανισμού και του (των) σταδίου(ων) που μεταβάλλονται στην παθοφυσιολογική κατάσταση καθοδηγεί την έρευνα ως προς τις δυνατότητες παρέμβασης για την αποκατάσταση της φυσιολογικής λειτουργίας. Αν παρατηρείται έλλειψη πρωτεΐνης ή ενδογενούς προσδέματος (νευρομεταβιβαστή, ορμόνης) η έρευνα στρέφεται στην ανακάλυψη αγωνιστών που θα προκαλέσουν ή θα ενισχύσουν τη λειτουργία της πρωτεΐνης-στόχου. Αν αντίθετα κάποια πρωτεΐνη υπερεκφράζεται ή υπερλειτουργεί αναζητείται η ανακάλυψη ανταγωνιστών, συναγωνιστικών ή αλλοστερικών, που θα παρεμποδίσουν το βιολογικό αποτέλεσμα της πρωτεΐνης-στόχου. Αν η πρωτεΐνη-στόχος είναι ένζυμο τα προσδέματα που αντικαθιστούν τα φυσιολογικά υποστρώματα λειτουργούν ως αναστολείς της ενζυμικής δραστηριότητας. Εναλλακτικά είναι δυνατόν να παρεμποδιστεί η σύνθεση της πρωτεΐνης-στόχου μέσω ολιγονουκλεοτιδίων που δρουν ως RNA αντι-αγγελιοφόροι (anti-sense oligonucleotides)27. 

			Τα ενδογενή προσδέματα, νευρομεταβιβαστές, ορμόνες, ολιγονουκλεοτίδια, διαθέτουν την άριστη δομή για την σύνδεση με τον υποδοχέα. Εύλογα τίθεται το ερώτημα, γιατί να μην χορηγούνται τα ίδια τα ενδογενή προσδέματα ως φάρμακα. 

			Ορισμένες ορμόνες πράγματι χρησιμοποιούνται στην κλινική πράξη. Ωστόσο οι νευρομεταβιβαστές και τα ολιγονουκλεοτίδια εμφανίζουν πολλά προβλήματα, τα οποία δεν επιτρέπουν την άμεση εφαρμογή τους ως φάρμακα. Τα προβλήματα αυτά αφορούν κυρίως στην έλλειψη μεταβολικής σταθερότητας, στη χαμηλή βιοδιαθεσιμότητα και στην εκδήλωση δευτερευουσών δράσεων, δεδομένου ότι αλληλεπιδρούν και σε άλλες θέσεις πλην του τελικού στόχου. Ως εκ τούτου ο ορθολογικός σχεδιασμός νέων φαρμακομορίων στοχεύει στη διατήρηση των δομικών χαρακτηριστικών των ενδογενών προσδεμάτων που ευνοούν τη σύνδεση με την πρωτεϊνη-στόχο με ταυτόχρονη μείωση των ανεπιθύμητων χαρακτηριστικών. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι ο οργανισμός συνθέτει τα ενδογενή προσδέματα, όταν χρειάζονται και στη θέση που χρειάζονται, ως εκ τούτου τα ανωτέρω προβλήματα δεν επηρεάζουν τη φυσιολογική λειτουργία.

			2.3.5.1. Πεπτιδομιμητικός σχεδιασμός28

			Λόγω της σπουδαιότητας τους σε πολλές βιολογικές λειτουργίες, βιοδραστικά πεπτίδια αποτελούν συχνά την αφετηρία για την ανακάλυψη νέων φαρμακομορίων ενώ αποτελούν επίσης πολύτιμα εργαλεία για την αρχική διερεύνηση του βιοχημικού μηχανισμού διαφόρων παθολογικών καταστάσεων. Ωστόσο λόγω του πεπτιδικού τους χαρακτήρα παρουσιάζουν τα προβλήματα που ήδη αναφέρθηκαν: Χαμηλή βιοδιαθεσιμότητα από τη γαστρεντερική οδό, χαμηλή συγκέντρωση στο ΚΝΣ λόγω δυσκολίας να περάσουν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό, χαμηλή μεταβολική σταθερότητα διασπώμενα από τις πρωτεάσες, μεγάλη ευκαμψία που τους επιτρέπει να συνδέονται με περισσότερους στόχους. Για την αντιμετώπιση των προβλημάτων αυτών έχει αναπτυχθεί η προσέγγιση του πεπτιδομιμητικού σχεδιασμού. Ο πεπτιδομιμητικός σχεδιασμός οδηγεί συνήθως σε μόρια που μιμούνται τη βιολογική δράση, έχουν όμως μειωμένο πεπτιδικό χαρακτήρα ή περιέχουν μη φυσικά αμινοξέα. Αρχικά γίνεται διερεύνηση σχέσεων δομής-δράσης σειράς πεπτιδικών αναλόγων για τον εντοπισμό του τμήματος του πεπτιδίου που είναι απαραίτητο  για τη δράση. Με βάση αυτή τη γνώση ακολουθούν δομικές αλλαγές που αυξάνουν τη σταθερότητα, μειώνουν την ευκαμψία και αυξάνουν τη λιποφιλία των μορίων. Αυτές οι δομικές αλλαγές περιλαμβάνουν (βιο)ισοστερή υποκατάσταση πεπτιδικών δεσμών, κυκλοποίηση, Ν-μεθυλίωση, μεθυλίωση σε α- ή β-άτομο C, στην πλευρική αλυσίδα ή σε τελικό άτομο C. Έχει επίσης αναφερθεί αντικατάσταση διασπώμενων πεπτιδικών δεσμών με ετεροκυκλικούς πυρήνες.

			Στα Σχήματα 2.25-2.28. παρατίθενται αντιπροσωπευτικά οι δυνατότητες χημικών μετατροπών στα μόρια των ενδογενών πεπτιδίων. 
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			Σχήμα 2.25. Δυνατότητες κύκλωσης στο μόριο του πεπτιδίου, i: κύκλωση μεταξύ Ν-τελικού και τελικού-C, ii: κύκλωση μεταξύ πλευρικών αλυσίδων, iii: κύκλωση μεταξύ σκελετικών Ν, iv: κύκλωση μεταξύ σκελετικού Ν και πλευρικής αλυσίδας.
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			Σχήμα 2.26. Θέσεις δυνατής μεθυλίωσης στο μόριο του πεπτιδίου.
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			Σχήμα 2.27. (Βιο)ισοστερείς υποκαταστάσεις σε μόριο πεπτιδίου.
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			Σχήμα 2.28. Αντικατάσταση πεπτιδικού δεσμού με ετεροκυκλικούς πυρήνες.

			2.3.6. Σχεδιασμός φαρμάκων με τη βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή (computer–aided drug design, CADD)29

			Οι υπολογιστικές τεχνικές, η βιοπληροφορική και η χημειοπληροφορική αξιοποιούνται σήμερα σε όλα τα στάδια της ανακάλυψης και ανάπτυξης νέων φαρμάκων. Η χρήση των υπολογιστών στη φαρμακευτική έρευνα επιτρέπει τη μείωση του κόστους και του χρόνου που απαιτείται για να προκύψουν νέα υποψήφια φάρμακα με αυξημένες πιθανότητες να επιτύχουν στα στάδια των κλινικών δοκιμών. Οι τεχνικές αυτές βρίσκουν εφαρμογή στην ανακάλυψη νέων hits και νέων ενώσεων-οδηγών, στη βελτιστοποίηση της ένωσης-οδηγού, καθώς και στη βελτιστοποίηση επί μέρους βιολογικών διεργασιών και φαρμακοκινητικών ιδιοτήτων. Η ταχεία διαλογή υψηλής απόδοσης βιβλιοθηκών χημικών ενώσεων και βιβλιοθηκών εικονικών μορίων, που προαναφέρθηκε, επίσης στηρίζεται στη χρήση ηλεκτρονικών υπολογιστών. 

			Όσον αφορά τον σχεδιασμό νέων ενώσεων-οδηγών (ή οδηγών-δομής) διακρίνονται τρεις βασικές κατηγορίες τεχνικών που στηρίζονται στη χρήση ηλεκτρονικού υπολογιστή: 

			1) Σχεδιασμός με βάση τη δομή του μοριακού στόχου (structure-based drug design, SBDD), 2) Σχεδιασμός με βάση τη δομή του προσδέματος (ligand-based drug design, LBDD) και 3) Σχεδιασμός με βάση δομικά θραύσματα (fragment-based drug design, FBDD). 

			Η πρώτη τεχνική θεωρεί την τριδιάστατη δομή του συμπλόκου προσδέματος-πρωτεΐνης, ενώ η δεύτερη αξιοποιεί τις πληροφορίες σχετικά με βιοδραστικά προσδέματα. Ο σχεδιασμός με βάση θραύσματα συνδυάζει μικρά θραύσματα με ασθενή δράση για τον σχηματισμό αρχικά οδηγού-δομής. Στον σχεδιασμό με τη βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή εντάσσεται επίσης η μοριακή μοντελοποίηση (molecular modeling), μέσω της οποίας ελαχιστοποιείται η ενέργεια των μορίων και προσδιορίζεται η θερμοδυναμικά ευνοϊκή διαμόρφωση. Η μοριακή μοντελοποίηση υποστηρίζει τις τεχνικές SBDD, LBDD και FBDD ενώ επιπλέον προσφέρεται για την οπτικοποίηση της τριδιάστατης δομής των μορίων καθώς και για τον υπολογισμό φυσικοχημικών/μοριακών παραμέτρων. 

			2.4. Σχεδιασμός ενώσεων-οδηγών με βάση τη δομή του μοριακού στόχου (structure-based drug design, SBDD)30,31

			Η κατανόηση του τρόπου με τον οποίο μικρά μόρια αναγνωρίζουν και αλληλεπιδρούν με τις πρωτεΐνες παίζει πρωτεύοντα ρόλο στην ανακάλυψη νέων φαρμακολογικώς δραστικών ενώσεων. Ο σχεδιασμός με βάση τη δομή της πρωτεΐνης-στόχου στηρίζεται στην τεχνική προσαρμογής του προσδέματος στο ενεργό κέντρο, (docking). Η τεχνική αυτή προϋποθέτει α) την επιλογή κατάλληλων προσδεμάτων, β) τη γνώση της διαμόρφωσης του υποδοχέα (πρωτεΐνης-στόχου) και γ) επιλογή της κατάλληλης διαμόρφωσης των προσδεμάτων. Με βάση αυτές τις πληροφορίες προσαρμόζονται τα προσδέματα στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα και ακολουθεί αξιολόγηση και ιεράρχηση της προσαρμογής αυτής. Η τεχνική “docking” αποτελεί μέρος της μοριακής μοντελοποίησης, η οποία περιγράφεται σε επόμενη παράγραφο αυτής της ενότητας.

			α) Επιλογή προσδεμάτων

			Για την επιλογή των προσδεμάτων χρησιμοποιούνται οι προαναφερθείσες διαθέσιμες βιβλιοθήκες ενώσεων ή βιβλιοθήκες που έχουν κατασκευαστεί από τα επί μέρους ερευνητικά εργαστήρια ή φαρμακευτικές εταιρείες (in house). Κατά την επιλογή είναι δυνατόν να εφαρμόζονται προκαταρκτικά φίλτρα, όπως κανόνες φαρμακο-ομοιότητας (βλέπε ενότητα 2.7). 

			β) Δομή του υποδοχέα32,33

			Πληροφορίες για τη δομή του υποδοχέα παρέχουν η κρυσταλλογραφία περίθλασης ακτίνων-Χ και η φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού, τεχνικές που έχουν συμβάλλει καθοριστικά στην ανάπτυξη του σχεδιασμού με βάση τη δομή της πρωτεΐνης-στόχου. Οι τεχνικές αυτές επιτρέπουν την επίλυση της τριδιάστατης  δομής των πρωτεϊνών καθώς και των ίδιων των συμπλόκων μικρομορίου-μακρομορίου. Σήμερα υπάρχουν διαθέσιμες πάνω από 100.000 τριδιάστατες δομές πρωτεϊνών, οι οποίες καταγράφονταιι στην  τράπεζα δεδομένων Protein Data Bank (PDB).

			Οι κρυσταλλικές δομές αποτελούν τη συνηθέστερη πηγή πληροφοριών για τη δομή των πρωτεϊνών-στόχων, γιατί επιτρέπουν υψηλή ανάλυση της δομής για μεγάλο εύρος πρωτεϊνών. Επί πλέον επιτρέπουν τον προσδιορισμό μορίων νερού πάνω στην πρωτεΐνη. Μια κρυσταλλική δομή αξιολογείται με βάση την ανάλυση του πλάτους της περίθλασης των ακτίνων-Χ (resolution), την αξιοπιστία (reliability) ή τους παράγοντες R (R-factors), το σφάλμα συντεταγμένων και τη χημική «ορθότητα». Τυπικά μια ανάλυση μικρότερη των 0,25Å είναι αποδεκτή. Οι παράγοντες R και Rfree αποτελούν μεγέθη της συσχέτισης του μοντέλου με τα πειραματικά δεδομένα. Η ελάχιστη τιμή R είναι 0 και αντιστοιχεί σε πλήρη αντιστοιχία των πειραματικών δεδομένων με αυτά του μοντέλου. Για να μπορεί να χρησιμοποιηθεί η δομή στο σχεδιασμό των φαρμάκων πρέπει η τιμή R να είναι μικρότερη από 25%. Είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί και μια κρυσταλλική δομή που δεν ικανοποιεί τα ανωτέρω κριτήρια, η αξιολόγηση των αποτελεσμάτων ωστόσο πρέπει να γίνεται σε αυτές τις περιπτώσεις με επιφύλαξη. Το χαμηλό σφάλμα των συντεταγμένων είναι ιδιαίτερα κρίσιμο, δεδομένου ότι οι δυνάμεις van der Waals μεταβάλλονται με την έκτη δύναμη της απόστασης, ενώ ευθύγραμμες αλληλεπιδράσεις όπως δεσμοί υδρογόνου και ηλεκτροστατικοί δεσμοί έχουν πολύ μικρή ανοχή σε διαφοροποιήσεις ως προς τη γωνία ή την απόσταση. Το σφάλμα συντεταγμένων μπορεί να μετρηθεί με διάφορους τρόπους. Μεταξύ αυτών, η μέθοδος Luzzati στηρίζεται στον υπολογισμό του μέσου όρου του σφάλματος συντεταγμένων ως συνάρτηση των παραγόντων R που μεταβάλλονται με την ανάλυση. Το σφάλμα συντεταγμένων κατά Luzzati αναφέρεται συχνά στις δομές που κατατίθενται στην PDB και πρέπει να κυμαίνεται σε εύρος 0,2-0,3 Å. Επί πλέον η δομή πρέπει να βελτιώνεται έτσι ώστε να είναι σε συμφωνία με όλους τους κανόνες στερεοχημικής «ορθότητας» που ισχύουν για μικρά μόρια. Τέλος το 90% των δίεδρων γωνιών του σκελετού πρέπει να εμπίπτει στις ευνοϊκές περιοχές του διαγράμματος Ramachandran που αποτελεί έναν τρόπο οπτικοποίησης των γωνιών αυτών.

			Οι δομές που προσδιορίζονται με NMR χρησιμοποιούν συμπυκνωμένη πρωτεΐνη (ή νουκλεϊνικό οξύ) εν διαλύσει και αποτελούν επίσης πολύτιμές πηγές για το σχεδιασμό φαρμάκων. Δεδομένου ότι η πρωτεΐνη–στόχος είναι σε διάλυμα, η δομή που προσδιορίζεται είναι δυνατόν να ερμηνεύει καλύτερα τη δυναμική του στόχου. Στην PDB κατατίθενται σύνολα δομών οι οποίες ικανοποιούν τους περιορισμούς των αποστάσεων και έχουν αποδεκτές στερεοχημικές παραμέτρους. Δεν υπάρχουν παράγοντες αξιοπιστίας όπως στην κρυσταλλογραφία αλλά η αξιολόγηση των δομών γίνεται με βάση τις τιμές των αποκλίσεων των τετραγώνων  των συντεταγμένων των επί μέρους δομών του συνόλου από το μέσο όρο των δομών, rms (root mean square deviations) και τη συνολική στερεοχημική «ορθότητα», συμπεριλαμβανομένων παραβιάσεων van der Waals, ανάλυση γωνιών και δίεδρων γωνιών των πλευρικών αλυσίδων, μηκών δεσμών, γωνιών δεσμών και επιπεδότητας. Οι αποκλίσεις αυτές καθορίζονται με μετρήσεις της επίδρασης Overhauser (nuclear Overhauser effect, NOE) σε κορυφές συντονιζόμενων πυρήνων που απέχουν λιγότερο από 5 Å στην τριτοταγή δομή.

			Εάν δεν είναι διαθέσιμη η κρυσταλλογραφική δομή μιας πρωτεΐνης είναι δυνατόν να κατασκευαστεί ένα μοντέλο «ομολογίας» με βάση τη δομή παρεμφερούς πρωτεΐνης που αναμένεται να εμφανίζει δομικές αναλογίες με την πρωτείνη-στόχο. Η μέθοδος αυτή στηρίζεται στη φυσική διατήρηση (conservation) των περιοχών του δομικού υποβάθρου των πρωτεϊνών μεταξύ των μελών μιας οικογένειας. Τα βήματα που απαιτούνται για την κατασκευή μοντέλου ομολογίας είναι: 

			 

			-Επιλογή των πρωτεϊνών-προτύπων που εμφανίζουν δομική ομοιότητα με την πρωτεΐνη- στόχο.

			-Ευθυγράμμιση της αμινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης- στόχου με τις αλληλουχίες των προτύπων.

			-Κατασκευή ενός κοινού σκελετού των ευθυγραμμισμένων στο χώρο προτύπων και ένταξη της πρωτεΐνης-στόχου.

			-Κατασκευή των στοιχείων του υποβάθρου που λείπουν (βρόχων).

			-Κατασκευή των πλευρικών αλυσίδων της πρωτεΐνης- στόχου.

			-Επανέλεγχος του μοντέλου ώστε να ελαχιστοποιηθούν μη ρεαλιστικές επαφές και τάσεις στο μόριο της πρωτεΐνης.

			-Αξιολόγηση του τελικού βελτιωμένου μοντέλου για φυσική σταθερότητα. 

			 

			Σήμερα έχουν αναπτυχθεί πολλά λογισμικά που διευκολύνουν την κατασκευή μοντέλων ομολογίας όπως τα MODELLER SegMod/ENCAD, Swiss-model, 3D-Jigsaw, BUILDER και Nest.

			Με βάση τις πληροφορίες για τη δομή της πρωτεΐνης-στόχου, το επόμενο βήμα είναι η προετοιμασία της πρωτεΐνης, προσθέτοντας τα υδρογόνα, που συνήθως λείπουν από την κρυσταλλική δομή, με ανάλυση μικρότερη από 1 Å και καθορίζοντας την κατάσταση πρωτονίωσης και τις ταυτομερείς μορφές. Μικρά μόρια όπως ιόντα και μόρια νερού μπορούν να συμπεριληφθούν στην πρωτεΐνη αν θεωρούνται ότι παίζουν δομικό ρόλο και είναι κρίσιμα για τη διαμόρφωσή της. Ακολουθεί η ταυτοποίηση του ενεργού κέντρου. Εάν έχει λυθεί η κρυσταλλογραφική δομή του(των) συμπλόκων της πρωτεΐνης με ένα ή περισσότερα δραστικά προσδέματα ο εντοπισμός του ενεργού κέντρου είναι προφανής. Εάν όμως μόνο η δομή της από-πρωτεΐνης (πρωτεΐνης χωρίς το πρόσδεμα) είναι διαθέσιμη ή υπάρχουν και αλλοστερικές θέσεις πρόσδεσης, η ταυτοποίηση του ενεργού κέντρου αποτελεί  ένα επί πλέον πρόβλημα που πρέπει να επιλυθεί. Το ενεργό κέντρο είναι συνήθως μια κοιλότητα ή μια διαταραχή στο μόριο της πρωτεΐνης, που περιλαμβάνει δυνητικές θέσεις σύνδεσης με το πρόσδεμα (συμπληρωματικές λειτουργικές ομάδες), όπως δέκτες ή δότες σε δεσμούς υδρογόνου, φορτισμένα κέντρα ή υδρόφοβες περιοχές. Οι αλληλεπιδράσεις που λαμβάνουν χώρα μεταξύ μικρομορίου-μακρομορίου αναφέρονται αναλυτικά στην ενότητα 5.2.

			Η οπτικοποίηση της κρυσταλλικής δομής των πρωτεϊνών στην οθόνη του υπολογιστή γίνεται με διάφορους τρόπους ανάλογα με την εφαρμογή που επιδιώκεται. Δεδομένου ότι ενδιαφέρει η διαμόρφωση του ενεργού κέντρου των πρωτεϊνών (όταν αυτό έχει καθοριστεί) η απεικόνιση περιορίζεται σε αυτή την περιοχή και δεν χρειάζεται να φαίνονται τα επί μέρους αμινοξέα. Ένας εύληπτος τρόπος είναι αναπαράσταση της πρωτεΐνης με κορδέλες (ribbons) με επισήμανση ή όχι των σημαντικών αμινοξέων. 

			Στο Σχήμα 2.29 απεικονίζεται το σύμπλοκο του πυρηνικού υποδοχέα PPAR-γ (peroxisome proliferator activation receptor), ο οποίος αποτελεί μοριακό στόχο για αντιδιαβητικά φάρμακα, με το συνθετικό πρόσδεμα ροσιγλιταζόνη. 
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			Σχήμα 2.29. Κρυσταλλογραφική δομή του συμπλόκου PPAR-γ –ροσιγλιταζόνης. Άνω αριστερά φαίνεται ο τίτλος και ο κωδικός με τον οποίο καταχωρείται η δομή στην PDB. 

			Εάν επιδιώκεται η σύγκριση των δομών των πρωτεϊνών, π.χ. στην περίπτωση διαφορετικών υποτύπων υποδοχέων, μετά την παραλαβή των επιμέρους δομών από την PDB, είναι δυνατή η υπέρθεσή τους και η επισήμανσή τους με διαφορετικά χρώματα. Στο Σχήμα 2.30 απεικονίζονται οι τρεις υποτύποι α, γ, β/δ των υποδοχέων PPAR.
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			Σχήμα 2.30. Υπέρθεση κρυσταλλικών δομών των υποδοχέων PPAR. Με λευκό χρώμα απεικονίζεται ο PPAR-α, με μωβ ο PPAR-β/δ και με θαλασσί ο PPAR-γ.

			γ) Διαδικασία προσαρμογής στο ενεργό κέντρο (docking) -Βελτιστοποίηση της γεωμετρίας (geometry optimization) 

			Η δομή του υποδοχέα στη διαδικασία προσαρμογής (docking) θεωρείται συνήθως στατική, αν και υπάρχουν αλγόριθμοι που επιτρέπουν την εισαγωγή ευελιξίας, αυξάνοντας ωστόσο τον υπολογιστικό χρόνο. Η δομή των προσδεμάτων μπορεί να θεωρηθεί άκαμπτη ή εύκαμπτη. Στην πρώτη περίπτωση βελτιστοποιείται η  γεωμετρία των μορίων και η διαμόρφωση που προκύπτει χρησιμοποιείται σε όλη τη διαδικασία docking. Στη δεύτερη περίπτωση ακολουθούνται δυο τακτικές. 1) Κατασκευάζεται μια ομάδα διαμορφώσεων χαμηλής ενέργειας και στη συνέχεια χρησιμοποιούνται στη διαδικασία προσαρμογής όλες οι δομές ως άκαμπτες. 2) Η διαμόρφωση βελτιστοποιείται εντός του ενεργού κέντρου του υποδοχέα, δηλαδή γίνεται ταυτόχρονα προσαρμογή και βελτιστοποίηση της διαμόρφωσης.

			Η βελτιστοποίηση της γεωμετρίας του μορίου (εύρεση της διαμόρφωσης με την ελάχιστη ενέργεια) είναι δυνατόν να επιτευχθεί με μοριακή μοντελοποίηση, συνδυάζοντας συνήθως δυο τεχνικές, τη μοριακή μηχανική και τη κβαντομηχανική. Η κβαντομηχανική μπορεί περαιτέρω να διακριθεί σε ημι-εμπειρική και ab initio. Οι υπολογισμοί ab initio χρησιμοποιούν ως σημείο εκκίνησης την εξίσωση του Schrӧdinger και προσπαθούν να βρουν μέσω προσεγγίσεων κάποιες μορφές επίλυσης της κυματοσυνάρτησης. Αυτή η διαδικασία απαιτεί ωστόσο πολύ μεγάλο υπολογιστικό χρόνο. Οι ημι-εμπειρικές μέθοδοι αυξάνουν την ταχύτητα των υπολογισμών εισάγοντας περαιτέρω προσεγγίσεις που έχουν  προσαρμοστεί σε πειραματικά δεδομένα. Η ταξινόμηση των ημι-εμπειρικών μεθόδων βασίζεται στον τρόπο που επεξεργάζονται τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ ηλεκτρονίων. Οι συνηθέστερα χρησιμοποιούμενες μέθοδοι (όπως αναφέρονται στα σχετικά λογισμικά) είναι: 

			 

			
					Extended Hückel. Η μέθοδος αυτή δεν λαμβάνει υπόψη τις αλληλεπιδράσεις ηλεκτρονίου-ηλεκτρονίου και ως εκ τούτου είναι γρήγορη αλλά όχι ακριβής. Η μέθοδος προσφέρεται για οπτικοποίηση της τριδιάστατης δομής.

					Neglect of Differential Overlap (NDO). Η μέθοδος αυτή αγνοεί κάποιες αλλά όχι όλες τις αλληλεπιδράσεις ηλεκτρονίου-ηλεκτρονίου και ανάλογα διακρίνεται σε Complete NDO (CNDO), Intermediate NDO (INDO) και Modified INDO (MINDO).

					Neglect of Diatomic Differential Overlap (NDDO) και Modified NDO (MNDO).

					Austin Model 1 (AM1).

					Parameterization Model 3 (PM3).

			

			 

			Η μοριακή μηχανική χρησιμοποιεί ως εργαλεία εμπειρικά πεδία δυνάμεων (force fields) θεωρώντας ότι δεδομένα που έχουν προσδιοριστεί πειραματικά για μικρά μόρια μπορούν να χρησιμοποιηθούν κατ’  επέκταση σε μεγαλύτερα μόρια.

			Στη μοριακή μηχανική τα άτομα (οι πυρήνες μαζί με τα ηλεκτρόνια) θεωρούνται ως σφαίρες και οι μεταξύ τους δεσμοί ως ελατήρια. Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των ατόμων-σφαιρών ερμηνεύονται με δυναμικές συναρτήσεις από την κλασική μηχανική. Επί μέρους συναρτήσεις βασιζόμενες σε εμπειρικές παραμέτρους χρησιμοποιούνται για να περιγράψουν διαφορετικού τύπου αλληλεπιδράσεις. Οι συναρτήσεις αυτές και οι εμπειρικές παράμετροι ορίζουν ένα πεδίο δυνάμεων. Ως εκ τούτου ενέργειες που προκύπτουν από μοριακή μηχανική δεν έχουν καμία έννοια ως απόλυτες τιμές ενέργειας, αλλά χρησιμοποιούνται για τη σύγκριση της ενέργειας τάσης μεταξύ διαφορετικών διαμορφώσεων. Στους υπολογισμούς της μοριακής μηχανικής τα πεδία δυνάμεων παίρνουν συνήθως τη μορφή εξισώσεων του τύπου 2.1.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Eσυνολ.= Er+Eθ+ Eφ+ Enb+ ειδικοί όροι





						
							
							(2.1)

						
					

				
			

			Οι όροι της εξίσωσης αντιστοιχούν σε ενέργειες που σχετίζονται με τάση δεσμών (Er), κάμψη γωνιών δεσμών (Eθ), στρέψη δίεδρων γωνιών (Eφ) και μη δεσμικές αλληλεπιδράσεις (Enb) ενώ οι ειδικοί όροι μπορεί να αφορούν σε εξειδικευμένα χαρακτηριστικά ή εξειδικευμένες αλληλεπιδράσεις όπως δεσμοί υδρογόνου.

			Τα διάφορα πεδία δυνάμεων δεν διαφέρουν ως προς τους όρους που περιέχουν, ωστόσο μπορεί να υπάρχουν διαφοροποιήσεις στις συναρτήσεις που χρησιμοποιούνται για την εξαγωγή των όρων, οι οποίες επηρεάζουν την επιλογή του κατάλληλου πεδίου δυνάμεων. Π.χ το πεδίο δυνάμεων ΜΜ2/3 είναι καταλληλότερο για οργανικές ενώσεις, ενώ το  AMBER ή το CHARMm για βιολογικά μόρια. Επίσης οι βάσεις δεδομένων που έχουν χρησιμοποιηθεί για την ανάπτυξη του πεδίου δυνάμεων μπορεί να διαφέρουν και αυτό πρέπει να λαμβάνεται υπόψη από τους χρήστες του λογισμικού ΜΜ, δεδομένου ότι ένα πεδίο δυνάμεων μπορεί να αποδίδει πολύ καλά για ένα τύπο χημικών δομών αλλά να αποτυγχάνει για άλλον.

			Στα περισσότερα πεδία δυνάμεων οι συναρτήσεις για την εσωτερική ενέργεια των μορίων εκφράζονται με τις εξισώσεις 2.2-2.4:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Er =12ΣKbb-b02
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			όπου Kb: σταθερά του πεδίου,  b το εκάστοτε μήκος κατά την έκταση ή  την συμπίεση του δεσμού και b0 το μήκος του δεσμού σε κατάσταση ισορροπίας. 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Eθ =12ΣKΘΘ-Θ02
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			όπου KΘ: σταθερά του πεδίου, θ η γωνία όπως διαμορφώνεται κατά την κάμψη και 

			Θ0  η γωνία στη κατάσταση ισορροπίας.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Eφ =1/2ΣKΦ1+cosnΦ-φ0
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			όπου KΘ: σταθερά του πεδίου, φ η δίεδρη γωνία όπως διαμορφώνεται κατά τη στρέψη, φ0  η δίεδρη  γωνία στη κατάσταση ισορροπίας και n η περιοδικότητα των μετατροπών Fourier. 

			Οι μη δεσμικές (μη ομοιοπολικές) αλληλεπιδράσεις ως επί το πλείστον αφορούν σε δυνάμεις van der Waals. Για τον υπολογισμό της ενέργειας των αλληλεπιδράσεων αυτών συνήθως χρησιμοποιείται το δυναμικό Lennard-Jones 6-12 σύμφωνα με τον τύπο 2.5.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Εnb = ΣAijrij-12 - Cijrij-6
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			όπου rij η απόσταση μεταξύ ατόμων i και j, Α και C παράμετροι van der Waals  που καθορίζουν τη άπωση και έλξη μεταξύ των ατόμων.

			Η άπωση λαμβάνει χώρα όταν τα άτομα έλθουν πολύ κοντά μεταξύ τους ξεπερνώντας μια κρίσιμη απόσταση και αυξάνει δραματικά με τη μείωση της απόστασης. Η έλξη αφορά δυνάμεις διασποράς και εξαρτάται επίσης από την απόσταση τείνοντας στο μηδέν με την αύξησή της.

			Εάν το μόριο είναι φορτισμένο προστίθεται στην ενέργεια Εnb και η ενέργεια λόγω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων σύμφωνα με τον τύπο 2.6:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Εηλεκ= Σqiqj/Drij
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			όπου qiqj τα φορτία και D η διηλεκτρική σταθερά η οποία κυμαίνεται μεταξύ 1 (για το κενό) και 80 (για το νερό)

			Το μεγάλο πλεονέκτημα της μοριακής μηχανικής είναι ότι είναι φιλική και γρήγορη μέθοδος. Ως εκ τούτου, για τη γεωμετρική βελτιστοποίηση της δομής των ενώσεων, επιλέγεται αρχικά η διαδικασία της μοριακής μηχανικής και στη συνέχεια εφαρμόζεται ημι-εμπειρική κβαντομηχανική. Από την άλλη, η μοριακή μηχανική εμφανίζει και ορισμένους περιορισμούς. Οι παράμετροι που διαμορφώνουν τα πεδία δυνάμεων αφορούν σε συνθήκες υπό κενό, γεγονός που επηρεάζει το σχηματισμό των δεσμών υδρογόνου και τις υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. Ο τύπος ατόμων (π.χ. ο υβριδισμός ατόμων άνθρακα) πρέπει να οριστεί από την αρχή και σε ορισμένες περιπτώσεις αυτό δεν είναι απλό, π.χ. δεν είναι σαφές αν το άζωτο στη σουλφοναμιδική ομάδα είναι τετραεδρικό ή επίπεδο. Ορισμένα πεδία δυνάμεων δεν διαθέτουν κατάλληλες παραμέτρους για συγκεκριμένους τύπους ατόμου (π.χ. C≡C στο πεδίο δυνάμεων AMBER).

			Η διαμόρφωση που εξάγεται με μοριακή μηχανική, αλλά και μετά από ημι-εμπειρική κβαντομηχανική, έχει ελαχιστοποιημένη την ενέργεια τάσης εντός του μορίου. Το ελάχιστο αυτό ωστόσο μπορεί να μην αντιστοιχεί στο ολικό ελάχιστο και η όλη διαδικασία μπορεί να έχει εγκλωβιστεί σε ένα τοπικό ελάχιστο. Αν και ο κίνδυνος αυτός μειώνεται με περισσότερες επαναλήψεις της διαδικασίας ξεκινώντας από διαφορετικές αρχικές γεωμετρίες, για την εύρεση του ολικού ελάχιστου απαιτείται ανάλυση του διαμορφωσιακού χώρου. Η διερεύνηση αυτή μπορεί να γίνει με συστηματική αναζήτηση, τυχαία αναζήτηση (προσομοίωση Monte Carlo) ή μοριακή δυναμική.

			Στη συστηματική αναζήτηση στρέφονται οι γωνίες των δεσμών, εξετάζονται όλοι οι δυνατοί συνδυασμοί και υπολογίζεται η ενέργεια για κάθε συνδυασμό. Στο Σχήμα 2.31 απεικονίζεται η ενέργεια τάσης συναρτήσει της γωνίας στρέψης στο μόριο του n-βουτανίου.
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			Σχήμα 2.31. Eνέργεια τάσης συναρτήσει της γωνίας στρέψης στο μόριο του n-βουτανίου.

			Ο αριθμός των συνδυασμών αυξάνει εκθετικά με τον αριθμό των δεσμών και τα βήματα στρέψης των αντίστοιχων γωνιών (10◦, 30◦, 60◦). Π.χ., στο μόριο της προπαφαινόνης (Σχήμα 2.32) με 11 περιστρεφόμενους δεσμούς, αν ακολουθηθεί βήμα στρέψης 30ο (δηλαδή 12 βήματα συνολικά) προκύπτουν Ν=1211 =7,43x1011 συνδυασμοί. Γενικά ισχύει N = (360/α) όπου α ο βαθμός στρέψης.
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			Σχήμα2.32. Δομή προπαφαινόνης.

			Τα πλεονεκτήματα της μεθόδου αυτής είναι ότι διερευνώνται όλες οι πιθανότητες και δεν απαιτείται πολύς χρόνος, γιατί δεν γίνεται ελαχιστοποίηση της ενέργειας. Ωστόσο για να βρεθεί το ολικό ελάχιστο πρέπει να ακολουθηθεί ελαχιστοποίηση της ενέργειας. Μειονεκτήματα αποτελούν το ότι λαμβάνονται υπ’όψη και δομές που δεν είναι πιθανές ενώ δημιουργείται μεγάλος όγκος δεδομένων αν πρόκειται να αποθηκευτούν όλες οι δομές.

			Η προσομοίωση Monte Carlo αποτελεί μια στοχαστική διαδικασία, όπου ορισμένες μόνο γωνίες μεταβάλλονται με τυχαίο τρόπο. Αν προκύψει δομή με μικρότερη ενέργεια λαμβάνεται ως δομή εκ νέου εκκίνησης. Αν οι ενέργειες είναι μεγαλύτερες λαμβάνονται οι δομές όταν rand(0,1) < e-(ΔE/kT), όπου rand(0,1) είναι ο αριθμός τυχαιότητας με τιμές από 0 έως 1, Τ η απόλυτη θερμοκρασία και k η σταθερά του Boltzmann. Η μέθοδος Monte Carlo επιτρέπει την υπερπήδηση ενεργειακών φραγμών και τον απεγκλωβισμό από το τοπικό ελάχιστο.

			 Η μοριακή δυναμική προσομοιώνει τη κίνηση του μορίου συναρτήσει του χρόνου. Σε τακτά χρονικά διάστημα αποθηκεύονται οι γεωμετρίες, οι οποίες στη συνέχεια μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως σημείο εκκίνησης για ελαχιστοποίηση της ενέργειας. Είναι επίσης δυνατόν να προσομοιωθούν αυξήσεις της θερμοκρασίας οι οποίες μπορεί να οδηγήσουν σε υπερπήδηση ενεργειακών φραγμών.

			Στο Σχήμα 2.33 απεικονίζονται διαφορετικές διαμορφώσεις του μορίου της ροσιγλιταζόνης υπολογισμένες με το λογισμικό Maestro 9.3 της Schrodinger χρησιμοποιώντας τεχνική Monte Carlo.
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			Σχήμα 2.33. Επάνω η διδιάστατη δομή της ροσιγλιταζόνης. Στη μέση και κάτω δομές της ροσιγλιταζόνης μετά από γεωμετρική βελτιστοποίηση και εφαρμογή Monte Carlo.

			Μετά την προετοιμασία της πρωτεΐνης και την εύρεση της θερμοδυναμικά ευνοϊκής διαμόρφωσης των προσδεμάτων ακολουθεί η διαδικασία προσαρμογής του μικρομορίου στο ενεργό κέντρο του μακρομορίου έτσι ώστε να επιτυγχάνεται η καλύτερη δυνατή αλληλεπίδραση. Στη συνέχεια αξιολογείται (βαθμολογείται) αυτή η προσαρμογή και η ισχύς της αλληλεπίδρασης μέσω συναρτήσεων βαθμολόγησης (scoring functions). Δεδομένου ότι ο ακριβής υπολογισμός της ελεύθερης ενέργειας είναι χρονοβόρος και δαπανηρός χρησιμοποιούνται εμπειρικές συναρτήσεις που ενσωματώνονται σε κατάλληλα λογισμικά. Στη μέθοδο του Bӧhm, η οποία εμπεριέχεται στα λογισμικά LUDI, FlexX κλπ. χρησιμοποιείται η εμπειρική συνάρτηση 2.7 για τον υπολογισμό της ελεύθερης ενέργειας σύνδεσης DGbind.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



ΔGbind=ΔG0+Σh-bondsΔGhbfΔR,Δα+Σion ΔGionfΔR,Δα+ΔGlipoAlipo+ΔGrotNRot
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			όπου 

			DG0 η μείωση της ενέργειας σύνδεσης λόγω απωλειών στην περιστροφή και μετάθεση του προσδεματος 

			DGhb  συμβολή ιδανικών δεσμών υδρογόνου

			DGion συμβολή ιοντικών αλληλεπιδράσεων

			DGlipo συμβολή λιπόφιλων (υδρόφοβων) αλληλεπιδράσεων 

			DGrot συμβολή από το «πάγωμα» περιστρεφόμενων δεσμών εντός του μορίου

			f(DR,Da) συναρτήσεις ποινής για μη ιδανικές αλληλεπιδράσεις π.χ. αποστάσεις → πολύ μικρές/μεγάλες μη ευθύγραμμες γωνίες (α) σύμφωνα με τον τύπο 2.8,

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



f ΔR,Δα = f1ΔRf2Δα
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			και

			



f1ΔR= 1, ΔR<0.2 Å



 



f2Δα = 1, Δα<30°





			



             1-ΔR-0.2/0.4,  ΔR<0.6 Å



 



0,  ΔR>0.6 Å





			



1-Δα-30/50,  Δα<80°



 



0,  Δα>80°





			όπου ΔR απόκλιση από την ιδανική απόσταση 1.9Å για τον δεσμό H    O/N και απόκλιση από την ιδανική τιμή 180° για τη γωνία N/O….HO/N 

			Alipo η επιφάνεια λιπόφιλης επαφής 

			NRot ο αριθμός των περιστρεφόμενων δεσμών 

			Στο Σχήμα 2.34 συγκρίνονται οι κρυσταλλικές δομές των υποδοχέων PPAR-α και -γ με προσαρμογή του προσδέματος αλεγλιταζάρη34.
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			Σχήμα 2.34. Α. Σύμπλοκο PPAR-α με αλεγλιταζάρη (το πρόσδεμα με γκρι), Β. Σύμπλοκο PPAR-γ με αλεγλιταζάρη (το πρόσδεμα με γκρι). Γ. Υπέρθεση των δυο συμπλόκων. Δεξιά. Τα σημαντικότερα αμινοξέα που διαφοροποιούνται στο ενεργό κέντρο των υποδοχέων α και γ (δημιουργήθηκε από τα δεδομένα της παραπομπής  34).

			2.5. Σχεδιασμός ενώσεων οδηγών με βάση τα προσδέματα (ligand-based drug design, LBDD)35-38

			Ο σχεδιασμός των ενώσεων-οδηγών με βάση τα προσδέματα είναι ένα δυναμικό και συνεχώς εξελισσόμενο ερευνητικό πεδίο στη διαδικασία της ανάπτυξης νέων φαρμάκων. Η στρατηγική που συνήθως ακολουθείται αξιοποιεί τις πληροφορίες σχετικά με βιοδραστικά προσδέματα ως προς επιλεγμένους μοριακούς στόχους. Σε αντιδιαστολή με τις παραδοσιακές στρατηγικές που περιγράφονται στις ενότητες 2.3.1, 2.3.2 και 2.3.3, με τη στρατηγική LBDD ο σχεδιασμός/σύνθεση αναλόγων με βελτιωμένες ιδιότητες και βιοδραστκότητα επιτυγχάνεται διαμέσου μορφοποίησης του δομικού υποβάθρου/πλευρικών υποκαταστατών και της μεταπήδησης σε διαφορετικό δομικό υπόβαθρο, διαδικασίες που επίσης υποστηρίζονται από τη χρήση υπολογιστών και κατάλληλων λογισμικών. Παράλληλα, γνωρίζοντας τις απαιτήσεις του υποδοχέα, η χρήση λογισμικών υποστηρίζει επίσης τον ίδιο τον καθορισμό της φαρμακοφόρου δομής όπως φαίνεται στο Σχήμα 2.35, όπου με βάση τις συμπληρωματικές ομάδες του υποδοχέα (για παράδειγμα, θέσεις σχηματισμού δεσμών υδρογόνου) προτείνεται η υποθετική φαρμακοφόρος δομή καθώς και πιθανά προσδέματα.
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			Σχήμα 2.35. Καθορισμός φαρμακοφόρου δομής και προσδεμάτων.

			Στα παρακάτω δυο παραδείγματα καταδεικνύεται η αξιοποίηση της φαρμακοφόρου δομής για τον εντοπισμό νέων οδηγών-δομών που στοχεύουν στην αναγωγάση της αλδόζης και τους υποδοχείς της νευροκινίνης  αντίστιχα.

			I) Η αναγωγάση της αλδόζης (ALR2) είναι το πρώτο ένζυμο του μεταβολικού συστήματος των πολυολών που εμπλέκεται στην εμφάνιση των χρόνιων επιπλοκών του σακχαρώδους διαβήτη. Οι αναστολείς αυτού του ενζύμου (ARIs) έχουν θεραπευτική χρησιμότητα στην αντιμετώπιση διαβητικών επιπλοκών, όπως νευροπάθειας, νεφροπάθειας και αμφιβληστροειδοπάθειας. Με χρήση προγραμμάτων μοριακής προσομοίωσης σε ποικίλες δομές γνωστών ARIs προτάθηκε μοντέλο φαρμακοφόρου δομής που αναπαριστάται στο Σχήμα 2.36. Με βάση αυτή τη φαρμακοφόρο δομή, σχεδιάστηκαν εξ αρχής τα ισομερή βενζοϋλο-πυρρολυλο-οξικά οξέα του Σχήματος 2.36, από τα οποία το 2-(3-βενζοϋλο-1Η-πυρρολ-1-υλο)οξικό οξύ αποτελεί οδηγό-δομή με μονοψήφια μικρομοριακή (2,5 μΜ) ανασταλτική δράση στην ALR239.
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			Σχήμα 2.36. Μοντέλο φαρμακοφόρου προσδεμάτων ALR2 και δομές νέων αναστολέων του ενζύμου.

			II) Οι υποδοχείς της νευροκινίνης (NKRs) εμπλέκονται σε πολλές φυσιολογικές διεργασίες και τα προσδέματά τους έχουν θεραπευτική χρησιμότητα στην αντιμετώπιση ασθενειών όπως το άσθμα, η σχιζοφρένεια, το άγχος και η κατάθλιψη. Οι NKRs είναι μεμβρανικοί υποδοχείς και δεν υπάρχει κρυσταλλογραφική δομή τους. Για να ξεπεραστεί αυτό το πρόβλημα, με χρήση προγραμμάτων μοριακής προσομοίωσης και έχοντας ως βάση αρκετές δομές προσδεμάτων των NKRs, κατασκευάστηκε το μοντέλο φαρμακοφόρου δομής του Σχήματος 2.37. Διαλογή σε εικονική βιβλιοθήκη ενώσεων έδειξε ότι μεταξύ των οδηγών προσδεμάτων εντοπίζονται και γνωστά φάρμακα, όπως η αλοπεριδόλη που στη συνέχεια ο βιολογικός έλεγχός in vitro έδειξε ότι είναι ανταγωνιστής των υποδοχέων NKRs σε μικρομοριακές συγκεντρώσεις40. Αυτό είναι σημαντικό τόσο στο σχεδιασμό βελτιωμένων ανταγωνιστών των υποδοχέων NKRs με βάση τη δομή της αλοπεριδόλης, όσο και στην επαναστόχευση (repurposing, repositioning) των ενδείξεων χρήσης του ήδη κλινικά ελεγμένου αυτού φαρμάκου. Επισημαίνεται ότι η επαναστόχευση των ενδείξεων χρήσης κυκλοφορούντων φαρμάκων είναι μια αναδυόμενη καινούργια στρατηγική ανακάλυψης φαρμάκων41.
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			Σχήμα 2.37. Μοντέλο φαρμακοφόρου δομής προσδεμάτων των υποδοχέων NKRs, δομή αλοπεριδόλης και εναπόθεση διαμορφωμερούς ελάχιστης ενέργειάς της αλοπεριδόλης στη φαρκοφόρο προσδεμάτων των υποδοχέων NKRs.

			2.5.1. Από οδηγούς-δομές (hits) σε ενώσεις-οδηγούς (lead compounds)

			Έχοντας πλέον εντοπίσει οδηγούς-δομές (hits) και, κατά περίπτωση, τη φαρμακοφόρο δομή και το δομικό υπόβαθρο, σχεδιάζονται και συντίθεται λειτουργικά ανάλογά που παρουσιάζουν βελτιωμένες ιδιότητες και βιοδραστικότητα, με σκοπό πλέον την ανακάλυψη ενώσεων-οδηγών (lead compounds). Οι κυριότερες διαδικασίες σχεδιασμού βελτιωμένων αναλόγων οδηγών-δομών προς ενώσεις οδηγούς είναι το δίδυμο της μορφοποίησης (morphing) του δομικού υποβάθρου/πλευρικών υποκαταστατών και της δομικής μεταπήδησης υποβάθρων (scaffold hopping).

			2.5.1.1. Μορφοποίηση (morphing) δομικού υποβάθρου/πλευρικών υποκαταστατών

			Η μορφοποίηση ενός γνωστού δομικού υποβάθρου/πλευρικών υποκαταστατών περιλαμβάνει σειρά στοχευμένων χημικών τροποποιήσεων της αρχικής δομής, ο σκοπός των οποίων είναι η δημιουργία νέων χημειοτύπων με βελτιωμένες φυσικοχημικές ιδιότητες και βελτιωμένες ιδιότητες ως προς τη δραστικότητα, εκλεκτικότητα, βιοδιαθεσιμότητα, μεταβολική και χημική σταθερότητα, καθώς, βεβαίως, και πρωτοτυπία42. Στα παρακάτω παραδείγματα αναδεικνύεται η ευρύτητα και η σημασία της μορφοποίησης των δομικών υποβάθρων/πλευρικών υποκαταστατών που σκοπό έχει τη συνολική βελτιστοποίηση των φυσικοχημικών και βιολογικών ιδιοτήτων των προσδεμάτων.

			I) Υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι εκλεκτικοί αναστολείς των υποδοχέων OX2R του συστήματος ορεξίνης έχουν θεραπευτική χρησιμότητα στην αντιμετώπιση της αϋπνίας με αύξηση του NREM ύπνου. Το σπειροπυρολιδινο-φαινυλο-ακεταμίδιο του Σχήματος 2.38 είναι ένας μη εκλεκτικός ανταγωνιστής του συστήματος της ορεξίνης, επιδρώντας τόσο στους OX2R όσο και στους OX1R υποδοχείς. Ανάλυση NMR έδειξε ότι το εξωκυκλικό αυτό αμίδιο βρίσκεται σε ταχεία ισορροπία των διαμορφωμερών Ε και Ζ (Σχήμα 2.38).
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			Σχήμα 2.38. Διαμορφωμερή του σπειροπυρολιδινο-φαινυλο-ακεταμιδίου, μη εκλεκτικού ανταγωνιστή του συστήματος της ορεξίνης.

			Κατ’ αυτόν τον τρόπο συντέθηκαν και μελετήθηκαν οι βενζόλη-σπειροπιπεριδόνες του Σχήματος 2.39, που σχεδιάστηκαν με μορφοποίηση διαμέσου κύκλωσης του Ε ή του Ζ διαμορφωμερούς του αρχικού σπειροπυρολιδινο-φαινυλο-ακεταμιδίου. Βρέθηκε ότι η βενζυλο-σπειροπιπεριδόνη που προήλθε από το Ζ διαμορφωμερές είναι εξίσου δραστική με το αρχικό εξωκυκλικό αμίδιο στους OX2R υποδοχείς, παρουσιάζει όμως σημαντικά καλύτερη εκλεκτικότητα. Ως εκ τούτου, η ένωση αυτή παρουσιάζει ένα νέο δομικό υπόβαθρο εκλεκτικών αναστολέων του συστήματος της ορεξίνης, χρήσιμων στην αντιμετώπιση της αϋπνίας43.
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			Σχήμα 2.39. Δομές βενζυλο-σπειροπιπεριδονών, αναστολέων του συστήματος της ορεξίνης.

			II) Έχει βρεθεί ότι η αναστολή της κινάσης CHK1 αυξάνει τη θνησιμότητα των καρκινικών κυττάρων που έχουν υποστεί βλάβη στο DNA τους από διάφορα χημειοθεραπευτικά. Κατά συνέπεια, υποστηρίζεται ότι οι αναστολείς της κινάσης CHK1 έχουν σημαντική θέση στη φαρμακοθεραπεία των όγκων. Η μορφολινο-πουρίνη του Σχήματος 2.40 είναι ένας χαμηλής δραστικότητας αναστολέας αυτής της κινάσης. Σε έρευνα μορφοποίησής του, σχεδιάστηκε και συντέθηκε η πυραζολο-πυριδίνη του Σχήματος 2.40. Οι τροποποιήσεις περιλάμβαναν τη μετατροπή του ιμιδαζολίου προς πυραζόλιο ώστε να ελαχιστοποιηθεί ο κίνδυνος σύνδεσης με ένζυμα του κυτοχρώματος P450, την προσθήκη αζωτούχου ομάδας σε περιοχή πλησίον του ετεροατόμου του αρχικού ιμιδαζολίου και την αντικατάσταση του πολικού ετεροατόμου της πυριμιδίνης με το λιπόφιλο βρώμιο. Ο βιολογικός έλεγχος έδειξε ότι ο νέος αυτός χημειότυπος είναι υπομικρομοριακός αναστολέας με βελτιωμένες φυσικοχημικές ιδιότητες44 (ClogP, ενότητα 4.2.4) και δείκτη αποτελεσματικότητας προσδέματος (LE, ενότητα 2.7.2.1).
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			Σχήμα 2.40. Δομές αναστολέων της κινάσης CHK1, βιολογική δραστικότητα και φυσικοχημικές ιδιότητες.

			III) Η βενζοδιαζεπίνη του Σχήματος 2.41 παρουσιάζει αντι-ιική δράση κατά του ρετροϊού HIV-1 επειδή συνδέεται με την πρωτεΐνη του καψιδίου του ιού και, έτσι, αναστέλλει τη συγκρότηση του κωνοειδούς πυρήνα του καψιδίου. Σημαντικό πρόβλημα στην ανάπτυξη φαρμάκου με βάση αυτό το δομικό υπόβαθρο είναι το χειρόμορφο κέντρο της θέσης C-3. Το υδρογόνο αυτής της θέσης είναι αρκετά όξινο, με αποτέλεσμα το μόριο σε φυσιολογικό pH να ρακεμοποιείται. Για να παρακαμφθεί αυτό το πρόβλημα έγινε μορφοποίηση της βενζοδιαζεπίνης προς βενζοτριαζίνη. Η ένωση που προέκυψε δεν έχει χειρόμορφο κέντρο για ρακεμοποίηση, παρουσιάζει συγκριτικά ισχυρότερη αναστολή της συγκρότησης του καψιδίου του ιού και σημαντικά βελτιωμένη αντι-ιική δράση, όπως φαίνεται από τη σύγκριση των αντίστοιχων τιμών IC50 και EC50 (Σχήμα 2.41)45.

			[image: ]

			Σχήμα 2.41. Δομές και αντιιική δράση ενώσεων που αναστέλλουν τη συγκρότηση του καψιδίου του HIV-1.

			IV) Οι τύπου-Τ δίαυλοι ασβεστίου Cav3.2 ελέγχουν τους περιφερικούς υποδοχείς άλγους, και οι αναστολείς τους παρουσιάζουν σημαντική αναλγητική δράση. Τα δύο σουλφοναμίδια, που φαίνονται στο επάνω μέρος του Σχήματος 2.42, αναστέλλουν μεν τους διάυλους Cav3.2 σε μονοψήφιες μικρομοριακές συγκεντρώσεις, παρουσιάζουν όμως προβληματικό φαρμακοκινητικό προφίλ λόγω της μεγάλης λιποφιλίας τους και της ευαισθησίας σε μικροσωμική οξείδωση του κυκλικού αλειφατικού υποκαταστάτη του σουλφοναμιδίου. Η μορφοποίηση του δομικού τους υποβάθρου οδήγησε46 στο δραστικό σουλφοναμίδιο που φαίνεται στο κάτω μέρος του Σχήματος 2.42, όπου το πλευρικό καρβαμίδιο εμπεριέχει την υδρόφιλη οκταϋδροπυρρολοπυραζίνη ενώ ο υποκαταστάτης του σουλφοναμιδίου είναι το μεταβολικά σταθερό φθοροφαινύλιο (ενότητα 2.2.2).
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			Σχήμα 2.42. Δομές και λιποφιλία σουλφοναμιδίων, αναστολέων των διαύλων ασβεστίου Cav3.2.

			V) Ο αποκλεισμός των τύπου-Ν διαύλων ασβεστίου Cav2.2 θεωρείται ως μια υποσχόμενη θεραπευτική προσέγγιση στην αντιμετώπιση του νευροπαθητικού πόνου. Η κυκλοεξυλο-τετραϋδροϊσοκινολίνη του Σχήματος 2.43 αναστέλλει αυτούς τους διαύλους σε υπομικρομοριακή συγκέντρωση. Το κυριότερο πρόβλημα για να θεωρηθεί αυτό το μόριο ως ένωση-οδηγός ήταν το ότι αναστέλλει τις ισομορφές CYP2D6 και CYP3A4 του κυτοχρώματος. Αυτές οι δυο ισομορφές του κυτοχρώματος εμπλέκονται στο μεταβολισμό ενός σημαντικού αριθμού από τα κλινικώς χρησιμοποιούμενα φάρμακα, και η αναστολή τους θα οδηγούσε σε ανεπιθύμητες αλληλεπιδράσεις. Για να ελαχιστοποιηθεί η αναστολή του κυτοχρώματος, έγινε σχεδιασμός και σύνθεση λιγότερο λιπόφιλων αναλόγων της αρχικής ένωσης-οδηγού, της τετραϋδροϊσοκινολίνης. Η ερευνητική αυτή προσπάθεια οδήγησε στην ισοπροπυλο-μεθοξυ-τετραϋδροκινολίνη (Σχήμα 2.43) που αναστέλλει τους Cav2.2 σε μονοψήφια μικρομοριακή συγκεντρώση, έχει βελτιωμένες φυσικοχημικές ιδιότητες (ClogD7,4, ενότητα 4.2.4) και δεν αναστέλλει το κυτόχρωμα του ήπατος47. Χαρακτηριστικό του σχεδιασμού ήταν η μετατροπή του κυκλοεξυλίου (υδρόφοβη σταθερά π = 2,82, ενότητα 4.2.4) στο λιγότερο λιπόφιλο ισοπροπύλιο (π = 1,53) και η υποκατάσταση της ισοκινολίνης με την υδρόφιλη μεθοξυ-ομάδα (π = -0,02).
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			Σχήμα 2.43. Δομές τετραϋδροϊσοκινολινών, αναστολέων των διαύλων ασβεστίου Cav2.2.

			VI) Οι κινάσες Janus (JAKs) διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη μεσολαβούμενη από κυτοκίνες μεταγωγή σημάτων, και οι αναστολείς τους έχουν θεραπευτική χρησιμότητα στην αντιμετώπιση αυτοάνοσων ασθενειών, όπως η ρευματοειδής αρθρίτιδα, καθώς και κατά της απόρριψης των μοσχευμάτων από τον οργανισμό. Η πυρρολο-πυριδίνη του Σχήματος 2.44 είναι ένας αρκετά λιπόφιλος αναστολέας, σε μονοψήφιες μικρομοριακές συγκεντρώσεις, τριών κινασών Janus (JAK1-3). Μια από τις μορφοποιήσεις αυτού του δομικού υποβάθρου ήταν ο περιορισμός της ελευθερίας περιστροφής του κυκλοεξυλο-αμινο-υποκαταστάτη διαμέσου κύκλωσης. Ως μέσο κύκλωσης επιλέχθηκε μια υδρόφιλη αμιδική αλυσίδα. Το τελικό μόριο αυτού του σχεδιασμού ήταν η πυρρολο-πυριδινο-ιμιδαζολόνη του Σχήματος 2.44 που αναστέλλει τις τρεις κινάσες Janus (JAK1-3) σε νανομοριακές συγκεντρώσεις και έχει χαμηλή λιποφιλία48.
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			Σχήμα 2.44. Δομές αναστολέων τριών κινασών Janus (JAK1-3).

			VII) Οι διπλοί ανταγωνιστές των υποδοχέων της ορεξίνης, δηλαδή ανταγωνιστές των υποδοχέων ορεξίνης 1 (ΟΧ1) και ορεξίνης 2 (ΟΧ2), έχουν δείξει κλινική χρησιμότητα στην αντιμετώπιση της αϋπνίας. Το αμίδιο της κιναζολινο-διαζεπίνης του Σχήματος 2.45 αναστέλλει σημαντικά και τους δυο αυτούς υποδοχείς. Κύριο μειονέκτημά του ήταν ότι ο υποκαταστάτης της φθοροκιναζολίνης που εμπεριέχει μεταβολίζεται εύκολα προς προϊόν σύζευξης με γλουταθειόνη. Έτσι, σε μια ερευνητική προσπάθεια μείωσης του δυναμικού βιοενεργοποίησης του μορίου με γλουταθειόνη, έγινε επικέντρωση σε ισοστερείς τροποποιήσεις (ενότητα 2.2) του υπόλοιπου φθοροκιναζολίνης προς υποκαταστημένους δακτυλίους πυριμιδίνης. Οι δακτύλιοι που επιλέχτηκαν δίνονται στο Σχήμα 2.45, με κύριο χαρακτηριστικό τους την παραπλήσια λιποφιλία ως προς την αρχική φθοροκιναζολίνη. Ένα από τα τελικά μόρια που παρασκευάστηκαν ήταν και το αμίδιο της πυριμιδινο-αζεπίνης του Σχήματος 2.45 που παρουσίαζε συγκρίσιμη δραστικότητα με το αρχικό παράγωγο φθοροκιναζολινο-διαζεπίνης αλλά δεν βιομετατρεπόταν διαμέσου γλουταθειόνης. Αξιοσημείωτο είναι να αναφερθεί ότι οι δυο αυτοί ανταγωνιστές των υποδοχέων ορεξίνης, που είναι αμίδια  είτε κιναζολινο-διαζεπίνης ή πυριμιδινο-αζεπίνης, έχουν και παραπλήσιο άθροισμα εμβαδού επιφάνειας van der Waals των λιπόφιλων τμημάτων τους (~ 350 Å)49.
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			Σχήμα 2.45. Δομές ανταγωνιστών ορεξίνης και ισοστερών ετεροκυκλικών δακτυλίων.

			VIII) Έχει προταθεί ότι, μόρια που έχουν την ικανότητα να ενισχύουν τη δράση των προαποπτωτικών πρωτεϊνών, έχουν θεραπευτική χρησιμότητα στην αντιμετώπιση του καρκίνου. Ένας τέτοιος πρωτεϊνικός στόχος είναι η προκασπάση-3, που είναι μια προαποπτωτική πεπτιδάση της οικογένειας των κασπασών. Η οδηγός-δομή του παραγώγου της υδροξυ-ακυλοϋδραζόνης του Σχήματος 2.46 ενισχύει μεν σημαντικά τη δράση της προκασπάσης-3, αλλά έχει μικρή ημιπερίοδο ζωής λόγω μεταβολικής αστάθειας. Η μορφοποίησή του στόχευε τους μεταβολικά ευοξείδωτους υποκαταστάτες του (Σχήμα 2.46). Συγκεκριμένα, με την εισαγωγή των ισχυρών δεκτών ηλεκτρονίων, κυανο- και φθορο-ομάδων, στους αρωματικούς δακτυλίους σταθεροποιούνται μεταβολικά τα φαινύλια και το βενζυλικό μεθυλένιο, ενώ ο οξειδωτικός μεταβολισμός της ολεφίνης αποκλείεται με υδρογόνωση του προπενικου-υποκαταστάτη. Η ένωση-οδηγός που παρασκευάστηκε (Σχήμα 2.46) ενισχύει σημαντικά τη δράση της προκασπάσης-3, είναι μεταβολικά σταθερή και παρουσιάζει θεραπευτικά χρήσιμη ημιπερίοδο ζωής50.
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			Σχήμα 2.46. Δομές μεταβολικά ασταθούς και μεταβολικά σταθερής υδροξυ-ακυλοϋδραζόνης.

			IX) Σημαντικός αριθμός αρχικών βιοδραστικών ενώσεων περιλαμβάνει ομάδα καρβοξυλικού οξέως, η οποία συχνά μορφοποιείται διαμέσου βιοϊσοστερών τροποποιήσεων (ενότητα 2.2). Η ισοστερής αντικατάσταση της καρβοξυλικής ομάδας επιδιώκεται για να μειωθεί η πολικότητα του προσδέματος και να αυξηθεί η λιποφιλία του ώστε να βελτιωθεί η διαπερατότητα από τις βιομεμβράνες. Ένας άλλος λόγος είναι η ελάττωση των δυνητικών τοξικών φαινομένων in vivo των καρβοξυλικών οξέων, δεδομένου ότι αυτά μετατρέπονται προς δραστικούς μεταβολίτες, τους θειοεστέρες του συνενζύμου Α και τα ακυλογλυκουρονίδια. Οι θειοεστέρες του συνενζύμου Α είναι ισχυρά ηλεκτρονιόφιλα μόρια και ενοχοποιούνται ως πηγή τοξικότητας, ενώ τα ακυλογλυκουρονίδια υφίστανται ενδομοριακές αναδιατάξεις και πυρηνόφιλες υποκαταστάσεις από πρωτεΐνες, που συνολικά οδηγούν στην εμφάνιση τοξικών φαινομένων51,52.

			Ένα παράδειγμα επιτυχούς βιοϊσοστερούς μορφοποίησης είναι το δομικό υπόβαθρο των ανταγωνιστών των υποδοχέων της αγγειοτασίνης ΙΙ. Το αρχικό υπόβαθρο ήταν το ιμιδαζολυλο-διφαινυλο-καρβοξυλικό οξύ που μορφοποιήθηκε προς το τετραζολικό ισοστερές του52 (Σχήμα 2.47), το οποίο παρουσίαζε βελτιωμένες φυσικοχημικές ιδιότητες53, καλύτερο φαρμακοκινητικό προφίλ και μειωμένη δυνητική τοξικότητα. Ένα άλλο παράδειγμα είναι η οδηγός-δομή του βενζοϋλο-πυρρολυλο-οξικού οξέως (Σχήμα 2.36) που μορφοποιήθηκε προς τη λιγότερο όξινη βιο-ισοστερή του διφθορο-φαινόλη (Σχήμα 2.47), με θετικά φαρμακοκινητικά και φαρμακοδυναμικά αποτελέσματα54,55.
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			Σχήμα 2.47. Βιοϊσοστερής μορφοποίηση καρβοξυλικών οξέων στην κατηγορία των ανταγωνιστών των υποδοχέων αγγειοτασίνης ΙΙ (Α) και (Β) στους αναστολείς της αναγωγάσης της αλδόζης.

			2.5.1.2. Δομική μεταπήδηση υποβάθρων (scaffold hopping)

			H έννοια της μεταπήδησης από ένα δομικό υπόβαθρο σε ένα άλλο (scaffold hopping) εισήχθη το 1999 από τους Schneider et al.,56 αποτελεί δε μια τεχνική εντοπισμού ισολειτουργικών χημικών δομών με σημαντικά διαφορετικούς μοριακούς σκελετούς. Αυτός ο απλός ορισμός τονίζει τα δύο κύρια στοιχεία της μεταπήδησης μεταξύ δομικών υποβάθρων, δηλαδή ότι, ναι μεν οι νέες ενώσεις έχουν διαφορετικούς δομικούς πυρήνες, παρουσιάζουν όμως παρόμοια βιολογική δραστικότητα57.

			Γιατί όμως στην έρευνα ανάπτυξης ενώσεων οδηγών είναι ιδιαίτερα χρήσιμη η τεχνική της δομικής μεταπήδησης υποβάθρων; Συνοπτικά, η αλλαγή του κεντρικού χημικού περιγράμματος σε ένα μόριο είναι συχνά επιθυμητή για αρκετούς λόγους58, όπως:

			 

			
					Η αντικατάσταση ενός λιπόφιλου δομικού υποβάθρου με ένα περισσότερο πολικό οδηγεί σε αύξηση της διαλυτότητας της ένωσης.

					Η αντικατάσταση ενός μεταβολικά ασταθούς δομικού υποβάθρου με ένα που είναι περισσότερο σταθερό και λιγότερο τοξικό βελτιώνει τις φαρμακοκινητικές ιδιότητες της ένωσης. Είναι γνωστό ότι αρκετές φορές η τοξικότητα ή άλλες ανεπιθύμητες ιδιότητες οφείλονται κατά κύριο λόγο στη δομή του κεντρικού υποβάθρου. Για παράδειγμα, μερικές πυριδίνες ή ιμιδαζόλια παρουσιάζουν την ανεπιθύμητη ιδιότητα της σύνδεσης με τα ένζυμα του κυτοχρώματος P450. Επίσης, ορισμένα αμινοθειαζόλια είναι μεταβολικά ασταθή.

					Η αντικατάσταση ενός ιδιαίτερα εύκαμπτου δομικού υποβάθρου (όπως είναι μια πεπτιδική αλυσίδα) με ένα δύσκαμπτο κεντρικό υπόβαθρο μπορεί να βελτιώσει σημαντικά τη συγγένεια σύνδεσης, καθώς και τις μεταβολικές και φαρμακοκινητικές ιδιότητες (Drug Metabolism/Pharmacokinetic Properties, ιδιότητες DMPK).

					Αρκετές φορές το κεντρικό δομικό υπόβαθρο εμπλέκεται απευθείας στις αλληλεπιδράσεις με τον πρωτεϊνικό στόχο. Έτσι, η αλλαγή της δομής ενός υποβάθρου θα μπορούσε να οδηγήσει σε σημαντική βελτίωση της συγγένειας σύνδεσης.

					Η αλλαγή μπορεί να οδηγήσει σε καινοτόμο δομή, η οποία παρέχει δυνατότητα κατοχύρωσης με δίπλωμα ευρεσιτεχνίας.

			

			 

			Η εύρεση ισολειτουργικών μεταξύ τους υποβάθρων βασίζεται σε αναζητήσεις δομικής ομοιότητας. Μια από τις πλέον συνηθισμένες μεθοδολογίες αναζήτησης δομικής ομοιότητας είναι με σύγκριση διανυσμάτων μοριακής περιγραφής, και όχι με μοριακή εναπόθεση ενώσεων στην ένωση αναφοράς.. Έτσι, μπορεί να γίνει εικονική διαλογή σε μεγάλες βιβλιοθήκες δομών. Στην αρχική αναφορά δομικής μεταπήδησης υποβάθρων χρησιμοποιήθηκε η αναζήτηση μεσω διδιάστατης τοπολογικής μοριακής απεικόνισης CATS (chemically advances template search)56,59. Η γενική ιδέα αυτού του τρόπου μοριακής περιγραφής είναι η μέτρηση των αποστάσεων (αριθμός δεσμών) μεταξύ ζευγών ατόμων και η θεώρηση  του ιστογράμματος αυτών των μετρήσεων ως ενα απλοποιημένο αλλά πλήρες αποτύπωμα της φαρμακοφόρου δομής του μορίου. Στην αρχική δημοσίευση56, η χρησιμότητα της μοριακής περιγραφής CATS διερευνήθηκε ως προς τη δυνατότητα πρόβλεψης νέων αποκλειστών των διαύλων Ca+2 τύπου-Τ της καρδιάς. Ως αρχικό δομικό υπόβαθρο χρησιμοποιήθηκε το παράγωγο του βενζοϊμιδαζολίου του Σχήματος 2.48 που είναι μονοψήφιος μικρομοριακός αποκλειστής αυτών των διαύλων. Ακολούθησε εικονική διαλογή στη βιβλιοθήκη δομών της εταιρείας Roche. Εννέα υπόβαθρα υποδείχτηκαν ως πιθανά ισολειτουργικά του αρχικού βενζοϊμιδαζολίου και ο βιολογικός έλεγχός τους κατάληξε στο παράγωγο της βενζοϊμιδαζολόνης του Σχήματος 2.48 που είναι υπομικρομοριακός αποκλειστής των διαύλων Ca+2 τύπου-Τ της καρδιάς. Εδώ είναι χρήσιμο να αναφερθεί ότι το βασισμένο σε Java λογισμικό εργαλείο CATSlight2, που είναι ελεύθερο στο διαδίκτυο στην URL: http://modlab-cadd.ethz.ch/software/catslight2/, υπολογίζει τις περιγαφικές μεταβλητές CATS και εκτελεί αναζητήσεις μοριακής ομοιότητας μεταξύ μιας πρότυπης βιοδραστικής ένωσης (Query) και σειράς δομών που σχεδιάστηκαν είτε ως μεμονωμένα μόρια ή ως βιβλιοθήκη που μπορεί να περιέχει μέχρι 100 δομές μορίων. Επισημαίνεται, ότι όλες οι δομές των ενώσεων προς σύγκριση πρέπει να είναι με την μορφή SDF (SD Files, .sdf). Ενα λογισμικό ανοικτής πρόσβασης που εκτελεί αυτή τη μορφοποίηση είναι το MedChem Designer (http://www.simulations-plus.com/).
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			Σχήμα 2.48. Δομές αποκλειστών των διαύλων Ca+2 τύπου-Τ της καρδιάς.

			Στις αναζητήσεις δομικής ομοιότητας για μεταπήδηση υποβάθρων έχουν προταθεί και άλλοι τύποι μοριακών περιγραφικών μεταβλητών, όπως η τριδιάστατη μεταβλητή CATS3D και περιγραφική μεταβλητή μοριακής επιφάνειας SURFCATS60. Επίσης, έχουν αναπτυχθεί προγράμματα μοριακής προσομοίωσης57,58 που σχεδιάζουν πρωτότυπα δομικά υπόβαθρα στα πλαίσια της στρατηγικής της αναζήτησης ισολειτουργικών ενώσεως με βάση μόριο(α) αναφοράς. Παραδείγματα τέτοιων προγραμμάτων μοριακής προσομοίωσης είναι τα: α) MORPH και Recore. Αυτά τα δυο προγράμματα είναι χρήσιμα εργαλεία για το σχεδιασμό πρωτότυπων αρωματικών δακτυλίων χωρίς την αλλαγή των συντεταγμένων των ατόμων του δακτυλίου. Έτσι, δημιουργούνται δομές νέων ισολειτουργικών υποβάθρων διαμέσου αλλαγών μεμονωμένων ή συντηγμένων δακτυλίων, με ταυτόχρονη διατήρηση των περιορισμών που έχει θέσει ο εκάστοτε χρήστης των προγραμμάτων. β) CAVEAT. Το πρόγραμμα αυτό είναι χρήσιμο στο σχεδιασμό κατάλληλων δομικών υποβάθρων για να αντικαταστήσουν πεπτιδικά τμήματα μορίων.

			Παρακάτω παρουσιάζονται δυο από τις πλέον συχνές μορφές δομικής μεταπήδησης υποβάθρων.

			I) Αντικατάσταση ετεροκυκλικού δακτυλίου57

			Οι ετεροκυκλικοί δακτύλιοι, που συχνά εντοπίζονται στον πυρήνα των φαρμακομορίων, διαθέτουν πολλαπλά διανύσματα που προβάλλονται σε διαφορετικές κατευθύνσεις. Η αντικατάσταση των ατόμων άνθρακα, αζώτου, οξυγόνου και θείου σε έναν ετεροκυκλικό δακτύλιο με ταυτόχρονη διατήρηση της προβολής των διανυσμάτων, μπορεί να οδηγήσει σε πρωτότυπα δομικά υπόβαθρα με βελτιωμένη δραστικότητα, ιδιαίτερα αν ο ετεροκυκλικός δακτύλιος εμπλέκεται άμεσα στην πρόσδεση με τον πρωτεϊνικό στόχο. Στα Σχήματα 2.49 και 2.50 παρατίθενται δυο σειρές παραδειγμάτων επιτυχούς δομικής μεταπήδησης ετεροκυκλικών υποβάθρων. Η πρώτη σειρά αφορά ανταγωνιστές των υποδοχέων των κανναβινοειδών 1 (CB1) με χρησιμότητα στην αντιμετώπιση της παχυσαρκίας, ενώ η δεύτερη σειρά αφορά αναστολείς της κυκλοξυγονάσης-2 (COX-2) ως αντιφλεγμονώδη-αναλγητικά.
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			Σχήμα 2.49. Δομική μεταπήδηση ετεροκυκλικών υποβάθρων σε ανταγωνιστές των υποδοχέων των κανναβινοειδών 1 (CB1).
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			Σχήμα 2.50. Δομική μεταπήδηση ετεροκυκλικών υποβάθρων σε αναστολείς της κυκλοξυγονάσης-2 (COX-2).

			II) Κλείσιμο δακτυλίου, άνοιγμα δακτυλίου και δομές ψευδο-δακτυλίων57

			Η πλειονότητα των φαρμακο-όμοιων μορίων περιέχουν τουλάχιστον ένα σύστημα δακτυλίων, κατά συνέπεια το κλείσιμο και το άνοιγμα δακτυλίων αποτελούν δυο άμεσες στρατηγικές σχεδιασμού πρωτότυπων δομικών υποβάθρων. Λαμβάνοντας υπόψη ότι η μοριακή ευκαμψία επηρεάζει σημαντικά τόσο το εντροπικό τμήμα της ελεύθερης ενέργειας σύνδεσης όσο και τη διέλευση των βιομεμβρανών, συμπεραίνουμε ότι ο σχεδιασμός δομικών υποβάθρων διαμέσου ανοίγματος και κλεισίματος δακτυλίων είναι χρήσιμη στρατηγική βελτιστοποίησης των φαρμακο-όμοιων χαρακτηριστικών των μορίων. Το άνοιγμα και το κλείσιμο των δακτυλίων καθορίζει την ευκαμψία ενός μορίου διαμέσου των ελευθέρως περιστρεφόμενων δεσμών του. Παρακάτω δίνονται μερικά παραδείγματα δομικής μεταπήδησης υποβάθρων διαμέσου κλεισίματος ή/και ανοίγματος δακτυλίων.

			Κλείσιμο δακτυλίου

			Η φαινυλο-θειαζολυλο-αμίνη του Σχήματος 2.51 είναι ένας μέτριος ανταγωνιστής των υποδοχέων προσταγλανδίνης ΕΡ1. Υπολογιστικά και φασματογραφικά δεδομένα δείχνουν ότι η σταθερότερη διαμόρφωση του μορίου είναι αυτή που ο ισοβουτοξυ-υποκαταστάτης συνδέται με ενδομοριακό δεσμό υδρογόνου με την ανιλίνη σχηματίζοντας έναν πενταμελή ψευδοδακτύλιο. Με βάση αυτή την υπόθεση αναπτύχθηκε το ινδολυλο-θειαζόλιο του Σχήματος 2.51 όπου ο πενταμελής ψευδοδακτύλιος αντικαταστάθηκε από τον πενταμελή ετεροκυκλικό δακτύλιο του πυρρολίου. Η ένωση αυτή βρέθηκε ότι είναι νανομοριακός ανταγωνιστής των υποδοχέων προσταγλανδίνης ΕΡ1.
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			Σχήμα 2.51. Δομές ανταγωνιστών των υποδοχέων προσταγλανδίνης ΕΡ1.

			Άνοιγμα δακτυλίου

			Παρόλο ότι το κλείσιμο δακτυλίου έχει θετική επίδραση στην ελεύθερη ενέργεια σύνδεσης, επιδρά αρνητικά στη διαλυτότητα και στις άλλες ιδιότητες ADME του φαρμακομορίου. Από την άλλη μεριά, το άνοιγμα δακτυλίου είναι από τις χρήσιμες σχεδιαστικές πρακτικές για αντιμετώπιση των ανεπιθύμητων επιδράσεων της ύπαρξης πληθώρας δακτυλίων σε ένα μόριο, με σκοπό σε αυτήν την περίπτωση την ενίσχυση της φαρμακο-όμοιων χαρακτηριστικών του. Η πυριμιδινο-πυριδινόνη του Σχήματος 2.52 είναι ένας ευρέως φάσματος αναστολέας των κινασών τυροσίνης, με μη ικανοποιητικές όμως φυσικοχημικές ιδιότητες. Σε έρευνα βελτιστοποίησης αυτής της ένωσης, σχεδιάστηκε μόριο με άνοιγμα του δακτυλίου της πυριμιδόνης και μετατόπιση του ατόμου αζώτου στον δακτύλιο της πυριμιδίνης από τη θέση 1 στη θέση 5, ώστε αυτό να συμμετέχει στο σχηματισμό ενός εξαμελούς ψευδο-δακτυλίου διαμέσου ενδομοριακού δεσμού με το υδρογόνο του γειτονικού υπολοίπου ουρίας. Η ένωση που αναπτύχθηκε κατ’ αυτόν τον τρόπο (πυριμιδινο-ουρία, Σχήμα 2.52), είναι ένας υπομικρομοριακός αναστολέας αρκετών κινασών τυροσίνης με βελτιωμένες φυσικοχημικές ιδιότητες, αφού είναι δέκα φορές λιγότερο λιπόφιλος από τη μητρική ένωση.
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			Σχήμα 2.52. Δομές ευρέως φάσματος αναστολέων των κινασών τυροσίνης.

			Ταυτόχρονο/διαδοχικό άνοιγμα και κλείσιμο δακτυλίων

			Οι στρατηγικές του ανοίγματος και του κλεισίματος δακτυλίων μπορεί να εφαρμοστεί ταυτόχρονα στο ίδιο δομικό υπόβαθρο, και μπορεί να προκαλέσει μετατόπιση καθώς και ανταλλαγή δακτυλίων. Η κινάση 2 της ενεργοποιούμενης από μιτογόνο πρωτεΐνης (ΜΚ2) έχει κρίσιμο ρόλο στη σηματοδότηση και στη σύνθεση του παράγοντα νέκρωσης όγκων α (TNF-α). Έτσι, δραστικοί και εκλεκτικοί αναστολείς της ΜΚ2 μπορεί δυνητικά να αναπτυχθούν ως αντικαρκινικά φάρμακα. Στην ερευνητική προσπάθεια που αποτυπώνεται στο Σχήμα 2.53, ως αναστολέας-οδηγός χρησιμοποιήθηκε η δομή του παραγώγου της πυριδινο-πυρρολο-πυριμιδόνης. Σχεδιάστηκε αρχικά το άνοιγμα του δακτυλίου της πυριμιδόνης, όπου διατηρήθηκε μεν το σχηματιζόμενο πρωτοταγές αμίδιο αλλά συμπυκνώθηκαν ο πενταμελής- και ο εξαμελής-αζωτούχος δακτύλιος προς δομή πυραζολο-βενζαμιδίου. Το επόμενο βήμα ήταν το επανακλείσιμο του αμιδίου με τον δακτύλιο του φαινυλίου προς πυραζολο-διϋδροκινολόνη. Αυτή η ένωση παρασκευάστηκε και βρέθηκε ότι ήταν 25 φορές δραστικότερη από την αρχική δομή με τιμή IC50 = 84 nM. Σημειώνεται ότι παρά τις σημαντικές δομικές διαφορές της αρχικής και της τελικής ένωσης, τα δυο αυτά υπόβαθρα παρουσιάζουν σημαντική δομική επικάλυψη όπως φαίνεται στην εικόνα61 του Σχήματος 2.53. Επίσης, η εισαγωγή δυο ατόμων άνθρακα υβριδισμού sp3 αυξάνει το επίπεδο κορεσμού του μορίου, με αποτέλεσμα να βελτιώνεται η φαρμακο-ομοιότητα της ένωσης.
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			Σχήμα 2.53. Δομές αναστολέων ΜΚ2 και δομική επικάλυψη αρχικού και τελικού υποβάθρου.

			Συνοπτικά μπορούμε να πούμε ότι το κλείσιμο δακτυλίου «κλειδώνει» ένα εύκαμπτο μόριο στην βιοδραστική του διαμόρφωση, και κατά συνέπεια μειώνεται η «ποινή» εντροπίας που απαιτείται κατά την αλληλεπίδρασή του με τον πρωτεϊνικό στόχο. Από την άλλη μεριά, η ύπαρξη πολλών δακτυλίων, και ειδικά αρωματικών, σε ένα μόριο μειώνει τη φαρμακο-ομοιότητά του. Η εισαγωγή ωστόσο κορεσμένων δακτυλίων επιφέρει τόσο τον περιορισμό της ευκαμψίας ενός μορίου όσο και τη διατήρηση της φαρμακο-ομοιότητάς του.

			2.6. Σχεδιασμός ενώσεων οδηγών με βάση δομικά θραύσματα (fragment-based drug design, FBDD)62-69

			Ο σχεδιασμός ενώσεω-οδηγών με βάση δομικά θραύσματα (fragment-based drug design, FBDD) έχει πλέον καθιερωθεί ως εναλλακτική προσέγγιση της μεθόδου του ταχέως βιολογικού ελέγχου/διαλογής υψηλής απόδοσης (high-throughput screening, HTS) στη δημιουργία οδηγών-δομών, που αποτελούν νέες χημικές οντότητες για φαρμακευτικούς στόχους. Σε αντίθεση με τον HTS, ο FBDD βασίζεται στη χρήση εξειδικευμένων βιοφυσικών μεθόδων για τον εντοπισμό ενώσεων μικρού μοριακού βάρους (δομικά θραύσματα, fragments), που έχουν περίπου το μισό μέγεθος ενός τυπικού φαρμακομορίου, είναι ευδιάλυτες, έχουν χαμηλή λιποφιλία και αλληλεπιδρούν ασθενώς (συγγένεια σύνδεσης 0,05 – 10 mM) με τον φαρμακευτικό στόχο. Στη συνέχεια, ο τρόπος πρόσδεσης με το στόχο διερευνάται πειραματικά και τα αποτελέσματα αξιοποιούνται, κατά περίπτωση, είτε για τη δομική διεύρυνση ενός δραστικού δομικού θραύσματος ή για τη σύνδεση/συγχώνευση αριθμού δραστικών δομικών θραυσμάτων προς ενώσεις οδηγούς.

			Η προέλευση του FBDD εντοπίζεται στο πρωτοποριακό άρθρο του Jencks όπου προτεινόταν ότι μικρά «θραύσματα», παρά τις ασθενείς προσδέσεις, σχηματίζουν αλληλεπιδράσεις υψηλής ποιότητας με το στόχο τους και μπορούν να χρησιμοποιηθούν κατάλληλα με δομική βελτιστοποίηση προς το σχηματισμό ενόςνα μεγαλύτερου δραστικού μορίου. Η μεθοδολογία του FBDD εδραιώθηκε στα τέλη της δεκαετίας του 1990 με δημοσιεύσεις μελετών σχέσεων δομής-δράσης (SAR), και χρήση πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (NMR) για τον προσδιορισμό της δράσης. Από τότε γίνεται ευρεία χρήση του FBDD, και έχει συμβάλει στην ανακάλυψη αρκετών φαρμάκων (π.χ. της βεμουραφενίμπης, Σχήμα 2.54, με ένδειξη την αντιμετώπιση μεταστατικού μελανώματος). Είναι ενδιαφέρον να αναφερθεί ότι ο συνολικός χρόνος ανάπτυξης και έγκρισης κυκλοφορίας της βεμουραφενίμπης, από μικρού μοριακού βάρους δομικά θραύσματα, ήταν μόλις έξι χρόνια (2005-2011).
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			Σχήμα 2.54. Δομή του αντικαρκινικού φαρμάκου βεμουραφενίμπη.

			2.6.1. Φυσικοχημικές ιδιότητες δομικών θραυσμάτων

			Ο FBDD στηρίζεται στην αντίληψη ότι μπορεί να εντοπιστούν μικρά δομικά θραύσματα με συγγένεια ως προς ένα στόχο, που στη συνέχεια υφίστανται είτε δομική διεύρυνση ή διασύνδεση με άλλα δομικά θραύσματα με σκοπό τη βελτίωση της δράσης. Κατά συνέπεια, τα δομικά θραύσματα πρέπει να είναι επαρκώς μικρά ώστε η βελτιστοποίησή τους να μην οδηγήσει σε δραστικές μεν αλλά μεγάλες και μη φαρμακο-όμοιες ενώσεις. Με βάση αυτήν την προσέγγιση και με εφαλτήριο τον κανόνα του πέντε του Chris Lipinski, ερευνητές στην Astex πρότειναν τον κανόνα του τρία (ενότητα 2.7.1.2) που προσδιορίζει ότι τα κατάλληλα δομικά θραύσματα πρέπει να έχουν μοριακό βάρος <300, αριθμό θέσεων δότη πρωτονίου σε δεσμό υδρογόνου στο μόριο ≤3, αριθμό θέσεων δέκτη πρωτονίου στο μόριο ≤3, ClogP ≤3, αριθμό περιστρεφόμενων δεσμών ≤3 και εμβαδόν πολικής μοριακής επιφάνειας PSA≤60Ǻ2. Βεβαίως, αυτές οι τιμές ιδιοτήτων είναι μόνο κατευθυντήριες γραμμές και άλλες ερευνητικές ομάδες χρησιμοποιούν διαφορετικές παραμέτρους. Για παράδειγμα, σε αρκετές βιβλιοθήκες δομικών θραυσμάτων το ανώτερο όριο του μοριακού βάρους έχει τεθεί στα 250, ενώ σε άλλες ο αριθμός των δοτών ή δεκτών δεσμών υδρογόνου δεν λαμβάνεται υπόψη. 

			Εκτός όμως από τον κανόνα του τρία, οι ακόλουθες φυσικοχημικές ιδιότητες λαμβάνονται επίσης σοβαρά υπόψη κατά τη συγκρότηση των βιβλιοθήκης δομών: διαλυτότητα, χημική δραστικότητα και φαινόμενα συσσωμάτωσης των δομικών θραυσμάτων.

			Η πρώτη πρόκληση στην εύρεση κατάλληλων δομικών θραυσμάτων είναι η διαλυτότητά τους: από τη μια αρκετά δομικά θραύσματα συνδέονται με πρωτεϊνικούς στόχους με σταθερές διάστασης 1 mM ή υψηλότερες, από την άλλη όμως πολλά οργανικά μόρια είναι αδιάλυτα σε υδατικό περιβάλλον σε αυτές τις συγκεντρώσεις. Έτσι, η διαλυτότητα των δομικών θραυσμάτων πρέπει να ελέγχεται στο διάλυμα ρυθμιστικών της εκάστοτε βιολογικής δοκιμασίας.

			Ένας άλλος προβληματισμός είναι η χημική δραστικότητα τόσο των δομικών θραυσμάτων όσο και των, έστω σε μικρή συγκέντρωση, προσμίξεων στα δείγματα. Γιατί όμως η χημική δραστικότητα προσμίξεων σε δείγματα δομικών θραυσμάτων μπορεί να δώσει λανθασμένη ένδειξη βιοδραστικότητας; Αυτό οφείλεται στο ότι, όπως προαναφέρθηκε, τα δομικά θραύσματα ελέγχονται για βιοδραστικότητα σε μεγάλες συγκεντρώσεις, για παράδειγμα 1 mM, που σημαίνει ότι χημικά δραστικές προσμίξεις ποσοστού έστω και 1% θα είναι παρούσες στο βιολογικό πείραμα σε συγκεντρώσεις της τάξης του 10 μΜ (τιμή πιθανώς υψηλότερη και από τη συγκέντρωση του πρωτεϊνικού στόχου στο πείραμα), και έτσι είναι δυνατόν να δώσουν παραπλανητική θετική ένδειξη διαμέσου χημικής αντίδρασης και ανενεργοποίησης της πρωτεΐνης. Βεβαίως, αυτό δεν συμβαίνει στις βιολογικές δοκιμασίες ενώσεων φαρμακο-όμοιου μοριακού βάρους όπου οι χρησιμοποιούμενες συγκεντρώσεις είναι συνήθως της τάξης του 1 μΜ και έτσι είναι αμελητέες οι συγκεντρώσεις (~10 nM) προσμίξεων. Στο Σχήμα 2.55 δίνονται οι τύποι χημικά δραστικών δομών που δεν πρέπει να συναντώνται ως προσμίξεις στις βιβλιοθήκες δειγμάτων δομικών θραυσμάτων και, βεβαίως, ούτε και στις δομές των δομικών θραυσμάτων αυτών καθεαυτών70.
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			Σχήμα 2.55. Τύποι χημικά δραστικών δομών.

			Πρέπει επίσης να αναφερθεί ότι αρκετά μόρια μπορεί να αντιδράσουν με πρωτεΐνες και να σχηματίσουν ομοιοπολικούς δεσμούς, παρόλο ότι δεν περιέχουν χημικά δραστικές ομάδες, ώστε να επιστήσουν την προσοχή του ερευνητή. Ο Jonathan Baell αναφέρθηκε σε αυτές τις δομές, ως ενώσεις που δυνητικά παρεμβάλλονται σε όλες τις βιολογικές δοκιμασίες (pan assay interference compounds, PAINS)71,72. Επίσης, έχουν δημοσιευτεί πίνακες δραστικών τμημάτων μορίων που η παρουσία τους μπορεί να οδηγεί σε ενώσεις PAINS, καθώς και τρόποι ανίχνευσής τους. Στο Σχήμα 2.56 παρατίθεται αριθμός γνωστών δομών PAINS. Επίσης, στη διαδικτυακή διεύθυνση http://ochem.eu/alerts υπάρχει ελεύθερη εφαρμογή για τον έλεγχο ενώσεων που πιθανώς παρεμβάλλονται στις βιολογικές δοκιμασίες και δίνουν ψευδώς θετικά αποτελέσματα73. 
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			Σχήμα 2.56. Ορισμένες γνωστές δομές PAINS.

			Λιγότερο εμφανές είναι το γεγονός ότι ενώσεις που δεν αντιδρούν άμεσα με τις πρωτεΐνες, μπορεί να τις αναστείλουν έμμεσα επειδή δρουν ως οξειδωτικά στις συνθήκες της βιολογικής δοκιμασίας και παράγουν υπεροξείδιο του υδρογόνου, που αδρανοποιεί τα ένζυμα. Ένα τέτοιο παράδειγμα είναι η ένωση του Σχήματος 2.57.
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			Σχήμα 2.57. Δομή οξειδωτικού που έμμεσα αναστέλλει ένζυμα.

			Τόσο η διαλυτότητα όσο και η χημική δραστικότητα των μορίων είναι σοβαρά προβλήματα στη δημιουργία βιβλιοθηκών δειγμάτων δομικών θραυσμάτων, αλλά το φαινόμενο του σχηματισμού συσσωματωμάτων είναι πιο περίπλοκο και δύσκολα ανιχνεύσιμο. Πολλές ενώσεις σε υδατικό περιβάλλον σχηματίζουν συσσωματώματα που αναστέλλουν πρωτεΐνες με μη ειδικό τρόπο και παρεμβαίνουν σε βιοχημικές δοκιμασίες. Το φαινόμενο της συσσωμάτωσης εξαρτάται από τη συγκέντρωση της ένωσης και είναι ιδιαίτερα συχνό στις υψηλές συγκεντρώσεις, ανάλογες με αυτές που χρησιμοποιούνται σε βιολογικές δοκιμασίες δομικών θραυσμάτων. Θεωρούνταν ότι το φαινόμενο της συσσωμάτωσης περιορίζεται στα μεγάλου μοριακού βάρους επίπεδα μόρια. Αυτό ωστόσο  δεν ισχύει αφού ακόμα και εγκεκριμένα φάρμακα μεγέθους δομικών θραυσμάτων, όπως το μεφαιναμικό οξύ (Σχήμα 2.58), σχηματίζουν συσσωματώματα. 
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			Σχήμα 2.58. Δομή μεφαιναμικού οξέως.

			Το πόσο σημαντικό πρόβλημα είναι ο σχηματισμός συσσωματωμάτων αναδεικνύεται από ένα παράδειγμα ταχέως βιολογικού ελέγχου/διαλογής βιβλιοθήκης 70.563 δειγμάτων για τον εντοπισμό αναστολέων του ενζύμου AmpC β-λακταμάσης, όπου το 95% από τις επιτυχείς οδηγούς-δομές, που βρέθηκαν, σχημάτιζαν συσσωματώματα. Συνήθως, πάντως, είναι δυνατή η αποτροπή σχηματισμού συσσωματωμάτων με προσθήκη μικρής ποσότητας μη ιοντικών επιφανειοδραστικών ουσιών ή με απομάκρυνσή τους με φυγοκέντρηση. Επιπλέον, υπάρχουν μέθοδοι ανίχνευσης συσσωματωμάτων, όπως η δυναμική σκέδαση φωτός. Επίσης, στη διαδικτυακή διεύθυνση http://advisor.bkslab.org υπάρχει ελεύθερη βάση δεδομένων και συμβουλευτική εφαρμογή που βοηθάει στον εντοπισμό ενώσεων που έχουν την τάση να σχηματίζουν συσσωματώματα σε υδατικό περιβάλλον74.

			2.6.2. Πλεονεκτήματα σχεδιασμού διαμέσου δομικών θραυσμάτων

			Ποια είναι όμως τα πλεονεκτήματα ελέγχου/διαλογής βιοδραστικών ενώσεων από βιβλιοθήκες μικρού μοριακού βάρους δομικών θραυσμάτων συγκριτικά με συλλογές μεγαλύτερου/φαρμακο-όμοιου μοριακού βάρους ενώσεων; Καταρχάς, είναι το μέγεθος των βιβλιοθηκών. Έχει υπολογιστεί ότι ο αριθμός των ενώσεων με φαρμακο-όμοιο μοριακό βάρος (~300-500 Da) είναι της τάξης του 1063, περισσότερες και από τα άστρα του σύμπαντος, το οποίο καθιστά απειροελάχιστες ακόμα και τις μεγαλύτερες βιβλιοθήκες δομικών θραυσμάτων (~106 μόρια) που υπάρχουν για έλεγχο/διαλογή. Είναι ενδιαφέρον να αναφερθεί ότι παγκοσμίως ο αριθμός των χημικών ενώσεων που έχουν απομονωθεί δεν ξεπερνά το 100 εκατομμύρια (108), έτσι ακόμα και εάν σε όλα αυτά τα μόρια γίνει έλεγχος των βιολογικών τους δράσεων, ο χημικός χώρος θα εξακολουθεί να είναι ουσιαστικά ανεξερεύνητος. Από την άλλη μεριά, όσο το μοριακό βάρος των ενώσεων γίνεται μικρότερο, τόσο και ο πιθανός αριθμός τους μειώνεται σημαντικά. Χαρακτηριστικά έχει υπολογιστεί ότι ο αριθμός των πιθανών ενώσεων που περιέχουν C, N, O και F συνολικού μεγέθους 11 ατόμων που ακολουθούν τον κανόνα του τρία είναι μόλις 107. Κατά συνέπεια, ένα σημαντικά μεγαλύτερο μέρος του χημικού αυτού χώρου ελέγχεται διαμέσου βιβλιοθηκών δομικών θραυσμάτων, που συνήθως περιέχουν 1000 – 20000 μόρια, από ότι διαμέσου των μεγάλων βιβλιοθηκών φαρμακο-όμοιου μοριακού βάρους ενώσεων που είναι συνήθεις στις μεθόδους HTS. Επιπρόσθετα, παρατηρείται μεγαλύτερο ποσοστό επιτυχίας κατά τον έλεγχο βιβλιοθηκών δομικών θραυσμάτων από ότι σε συλλογές μεγαλύτερου μοριακού βάρους ενώσεων. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι όσο τα μόρια μεγαλώνουν γίνονται και περισσότερο περίπλοκα, με αποτέλεσμα ο κάθε επιπλέον υποκαταστάτης που προστίθεται να αυξάνει την πιθανότητα παρεμβολής στη σύνδεση με τον πρωτεϊνικό στόχο. Ένα άλλο πλεονέκτημα των δομικών θραυσμάτων είναι ότι ενώ συνδέονται ασθενώς με τον πρωτεϊνικό στόχο, οι αλληλεπιδράσεις είναι υψηλής ποιότητας, δηλαδή η σύνδεση καθοδηγείται από ενθαλπικές αλληλεπιδράσεις π.χ. μέσω δεσμών υδρογόνου, και όχι από εντροπικής φύσης υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. Ως συνέπεια των ποιοτικών αλληλεπιδράσεων, τα δομικά θραύσματα παρουσιάζουν υψηλό δείκτη αποτελεσματικότητας προσδέματος (LE, ενότητα 2.7.2.1), ενώ οι υψηλής ποιότητας αλληλεπιδράσεις με τον πρωτεϊνικό στόχο αναμένεται να διατηρηθούν και κατά τη βελτιστοποίησή τους προς ενώσεις οδηγούς. Τέλος, έχει αναφερθεί ότι η βελτιστοποίηση δομικών θραυσμάτων οδηγεί σε ενώσεις κατά περίπου 60 Da μικρότερες και δέκα φορές λιγότερο λιπόφιλες από ότι οποιοσδήποτε άλλος τρόπος σχεδιασμού ενώσεων οδηγών.

			2.6.3. Μέθοδοι ελέγχου δραστικότητας δομικών θραυσμάτων

			Τα δραστικά δομικά θραύσματα αναπτύσσουν μικρό αριθμό υψηλής ποιότητας αλληλεπιδράσεων με τον πρωτεϊνικό στόχο, με τυπικό εύρος συγγένειας σύνδεσης 0,05 – 10 mM. Για να ανιχνευτεί αυτή η ασθενής σύνδεση χρησιμοποιούνται ευαίσθητες βιοφυσικές μέθοδοι και υψηλότερες πειραματικές συγκεντρώσεις της ένωσης συγκριτικά με τις συνήθεις βιολογικές διαδικασίες. Οι πλέον γνωστές βιοφυσικές μέθοδοι, χρησιμοποιούμενες συνήθως σε συνδυασμό, είναι η φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (nuclear magnetic resonace, NMR), η κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ (X-ray crystallography) και ο συντονισμός επιφανειακών πλασμονίων (surface plasmon resonance, SPR). 

			Μια από τις προσέγγισεις φασματοσκοπίας NMR περιλαμβάνει λήψη διδιάστατων φασμάτων NMR της πρωτεΐνης παρουσία ή απουσία του δομικού θραύσματος. Τυχόν αλλαγές στις χημικές μετατοπίσεις των σημάτων της πρωτεΐνης σημαίνει ύπαρξη αλληλεπίδρασης, επιπλέον δε, εάν έχει γίνει απόδοση των κορυφών του φάσματος σε αντίστοιχες/συγκεκριμένες δομές υπολοίπων αμινοξέων της πρωτεΐνης, τότε μπορεί να προσδιοριστεί και η θέση σύνδεσης του δομικού θραύσματος. Κύριο μειονέκτημα αυτής της προσέγγισης είναι ότι περιορίζεται σε σχετικά μικρές πρωτεϊνες (περί των 30 – 40 kDa), επειδή βασίζεται στις χημικές μετατοπίσεις της πρωτεΐνης. Μια άλλη προσέγγιση βασίζεται στην ανίχνευση αλλαγών στο φάσμα του δομικού θραύσματος και όχι της πρωτεΐνης. Πλεονέκτημα του δεύτερου τρόπου είναι ότι δεν απαιτούνται μεγάλες ποσότητες πρωτεΐνης στο πείραμα, ενώ μειονέκτημά του είναι ότι δεν παρέχει τη δυνατότητα προσδιορισμού της θέσης αλληλεπίδρασης του προσδέματος με την πρωτεΐνη. 

			Η κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ παρέχει ταυτόχρονα πληροφορίες τόσο για την ύπαρξη δραστικών δομικών θραυσμάτων όσο και για τον τρόπο που αυτά προσδένονται στην πρωτεΐνη. Σε αντίθεση με τη φασματοσκοπία NMR, η κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ μπορεί να εφαρμοστεί σε μεγάλου μοριακού βάρους πρωτεΐνες και παρέχει δεδομένα υψηλής ευκρίνειας. Για να στεφθεί με επιτυχία ο κρυσταλλογραφικός προσδιορισμός πρόσδεσης δομικού θραύσματος σε πρωτεϊνικό στόχο, οι κρύσταλλοι της πρωτεΐνης πρέπει να είναι ανθεκτικοί και με διακριτική ικανότητα περίθλασης μικρότερη από 2,5 Å, ενώ πρέπει να είναι γνωστή η περιοχή πρόσδεσης, το ενεργό ή αλλοστερικό κέντρο να είναι εκτεθειμένο στον διαλύτη και/ή να μην είναι παρεμποδισμένο. Η πειραματική διαδικασία περιλαμβάνει εμποτισμό των κρυστάλλων του πρωτεϊνικού στόχου με διαλύματα δομικών θραυσμάτων συγκέντρωσης, ακόμα και 50 mM. Τα δομικά θραύσματα που έχουν συγγένεια θα παρουσιάσουν ένα πυκνό νέφος ηλεκτρονίων στην περιοχή πρόσδεσης. Στη συνέχεια, επιλύονται οι κρυσταλλικές δομές της πρωτεΐνης και προσδιορίζεται η τρισδιάστατη δομή του προσδεμένου δομικού θραύσματος καθώς και ο τρόπος πρόσδεσής του. Σημειώνεται ότι για να επιταχυνθεί η μέθοδος της κρυσταλλογραφίας ακτίνων-Χ, τα προς έλεγχο δομικά θραύσματα ομαδοποιούνται σε μείγματα συνήθως των δέκα διαφορετικών φραγμάτων.

			Ο συνήθης τρόπος διεξαγωγής των πειραμάτων συντονισμού επιφανειακών πλασμονίων (SPR) περιλαμβάνει τη δέσμευση της πρωτεϊνης-στόχου σε επιχρυσωμένη υάλινη πλακέτα-βιοαισθητήρα και διαβίβαση του δομικού θραύσματος στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα. Η πρόσδεση του δομικού θραύσματος με την πρωτεΐνη αυξάνει τη μάζα της επιφάνειας και ως εκ τούτου τις ανακλαστικές ιδιότητες του μετάλλου. Έτσι, αλλάζει η απορρόφηση του φάσματος του ανακλώμενου φωτός που σχετίζεται με τη συνολική μάζα του προσδέματος και της πρωτεΐνης. Από τη χρονοεξαρτώμενη απόκριση σύνδεσης-αποσύνδεσης μπορεί να εξαχθούν οι κινητικές σύνδεσης και η συγγένεια. Τα πειράματα SPR μπορεί επίσης να διεξαχθούν με δέσμευση του προσδέματος στη μεταλλική επιφάνεια και αξιολόγηση της σύνδεσης της πρωτεΐνης. Σημειώνεται ότι ναι μεν τα πειράματα SPR είναι απλά και γρήγορα, δεν δίνουν όμως δομικές πληροφορίες του τρόπου αλληλεπίδρασης προσδέματος-πρωτεΐνης.

			Εκτός από τις παραπάνω βιοφυσικές μεθόδους, εφαρμόζονται και in vitro εξειδικευμένα βιοχημικά πειράματα. Σε αυτές τις περιπτώσεις, λόγω των υψηλών συγκεντρώσεων των δομικών θραυσμάτων που ελέγχονται, πρέπει να ληφθούν οι κατάλληλες προφυλάξεις για προβλήματα διαλυτότητας, συσσωμάτωσης και χημικής δραστικότητας των προσμίξεων. Τέλος, στη βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί και άλλες τεχνικές, όπως η ανίχνευση της θερμικής μετατόπισης με βάση το φθορισμό (fluorescence-based thermal shift, TS), η φασματομετρία μαζών (mass spectrometry, MS) και η θερμιδομετρία ισοθερμικής τιτλοδότησης (isothermal titration calorimetry, ITC). Από την άλλη, οι τεχνικές in silico είναι αρκετά εξελιγμένες και ευρέως διαθέσιμες. Ως εκ τούτου, η μοριακή προσομοίωση έχει εφαρμοστεί σε δυο κατευθύνσεις: για τον προσδιορισμό του τρόπου που ένα δραστικό δομικό θραύσμα αλληλεπιδρά με τον πρωτεϊνικό στόχο του όταν δεν υπάρχουν τα αντίστοιχα κρυσταλλογραφικά δομικά δεδομένα και για την εικονικό έλεγχο δραστικότητας βιβλιοθηκών δομών θραυσμάτων ως προς κρυσταλλογραφικά γνωστές θέσεις πρόσδεσης σε πρωτεΐνες. Ωστόσο, οι βιοφυσικές μέθοδοι ελέγχου δραστικότητας είναι τεχνικές υψηλής απόδοσης, γεγονός που μειώνει τη χρησιμότητα του in silico ελέγχου των δομικών θραυσμάτων, με δεδομένη και την περιορισμένη δυνατότητα των υπαρχόντων μεθόδων μοριακής προσομοίωσης να υπολογίσουν φαινόμενα εντροπίας, αποδιαλυτοποίησης και αλληλεπιδράσεων των μορίων νερού. Πάντως, ο εικονικός έλεγχος με μοριακή προσομοίωση είναι μια ελκυστική εναλλακτική τεχνική των βιοφυσικών μεθόδων ελέγχου δραστικότητας δομικών θραυσμάτων, αν λάβουμε υπόψη και το ότι είναι διαθέσιμα περισσότερα από 300.000 δομικά θραύσματα για απευθείας ανάλυση με in silico μεθόδους. Σίγουρα όμως οι in silico τεχνικές βρίσκουν εφαρμογές σε επόμενα στάδια, ειδικά κατά την περαιτέρω ανάπτυξη των δομικών θραυσμάτων και των ενώσεων οδηγών, όπου μπορούν να γίνουν συγκρίσεις με υπάρχοντα δεδομένα όπως τη δομή των θέσεων πρόσδεσης του πρωτεϊνικού στόχου.

			2.6.4. Βελτιστοποίηση δομικών θραυσμάτων

			Η βελτιστοποίηση των δομικών θραυσμάτων αρχίζει με την πειραματική διερεύνηση του τρόπου που αυτά συνδέονται με τον πρωτεϊνικό στόχο με τη χρήση κρυσταλλογραφίας ακτίνων-Χ ή, σπανιότερα, φασματοσκοπίας NMR. Επισημαίνεται ότι χωρίς την πειραματική διερεύνηση του τρόπου σύνδεσης των δραστικών δομικών θραυσμάτων είναι πολύ δύσκολη η επιτυχής βελτιστοποίησή τους, πόσον μάλλον όταν η επαγώγιμη προσαρμογή τους με την πρωτεΐνη (ενότητα 5.3.4) είναι ένα συχνό φαινόμενο. Κατά τη βελτιστοποίηση των θραυσμάτων, εκτός από τα δομικά δεδομένα του τρόπου αλληλεπίδρασης με τον υποδοχέα που υποδεικνύουν τις πιθανές θέσεις τροποποίησης για αύξηση της δράσης, υπολογίζονται και μετρικοί δείκτες φαρμακο-ομοιότητας για τα παράγωγα των δομικών θραυσμάτων που παρασκευάζονται και ελέγχονται βιολογικά. Αυτοί οι δείκτες είναι η αποτελεσματικότητα προσδέματος (LE) και η λιπόφιλη αποτελεσματικότητα προσδέματος (LLE) (ενότητα 2.7.2) που οδηγούν σε εξαγωγή συμπερασμάτων ως την ποιότητα της βελτιστοποίησης μορίων διαφορετικού μεγέθους και διαφορετικής λιποφιλίας.

			Οι πλέον συνήθεις ερευνητικές προσεγγίσεις βελτιστοποίησης των δομικών θραυσμάτων προς ενώσεις-οδηγούς είναι: α) δομική αύξηση του θραύσματος (fragment growing) και β) σύνδεση δομικών θραυσμάτων (fragment linking). Η δομική αύξηση του θραύσματος περιλαμβάνει τη σταδιακή προσθήκη λειτουργικών ομάδων ή υποκαταστατών στο δομικό πυρήνα του θραύσματος με σκοπό τη μεγιστοποίηση των ευνοϊκών αλληλεπιδράσεων με τις ομάδες της θέσης πρόσδεσης. Από την άλλη, η προσέγγιση της σύνδεσης δομικών θραυσμάτων περιλαμβάνει σχηματισμό χημική ένωσης, με ομοιοπολικό δεσμό, διαμέσου βραχίονα δυο ή περισσότερων δομικών θραυσμάτων, τα οποία έχει διαπιστωθεί ότι αλληλεπιδρούν με τον πρωτεϊνικό στόχο σε γειτονικές θέσεις πρόσδεσης. 

			Η δομική αύξηση του θραύσματος είναι η πλέον συνήθης και δημοφιλής προσέγγιση βελτιστοποίησης δομικών θραυσμάτων προς ενώσεις-οδηγούς. Η δομική αύξηση του θραύσματος είναι μια επαναλαμβανόμενη διαδικασία, όπου σε κάθε βήμα της προστίθενται επιπλέον χημικά χαρακτηριστικά στο δομικό πυρήνα του θραύσματος με στόχο τη βελτίωση της δραστικότητας και συνολικά των φαρμακολογικών ιδιοτήτων. Ένα παράδειγμα αύξησης δομικού θραύσματος φαίνεται στο Σχήμα 2.59 που έγινε με χρήση των δεδομένων της μελέτης των Hung et al75 σε αναστολείς της συνθετάσης του παντοθενικού οξέως του Mycobacterium tuberculosis (αντιφυματική δράση). Σημειώνεται ότι, η επιλογή των υποκαταστατών ή των επιπρόσθετων λειτουργικών ομάδων βασίζεται σε δομικές πληροφορίες από κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ ή φασματοσκοπία NMR. Επίσης, είναι πολύ σημαντικό να διατηρείται, κατά τη δομική αύξηση, ο τρόπος σύνδεσης του αρχικού θραύσματος με την πρωτεΐνη και στο βελτιστοποιημένο μόριο. 
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			Σχήμα 2.59. Παράδειγμα αύξησης δομικού θραύσματος σε αναστολείς της συνθετάσης του παντοθενικού οξέως του Mycobacterium tuberculosis.

			Η στρατηγική σύνδεσης των δομικών θραυσμάτων είναι λιγότερο συχνή από αυτή της δομικής αύξησης. Ωστόσο η σύνδεση δομικών θραυσμάτων που προσδένονται σε παράπλευρες θέσεις στον πρωτεϊνικό στόχο είναι δυναμική μεθοδολογία μετατροπής των θραυσμάτων χαμηλής συγγένειας σε υψηλής συγγένειας ενώσεις-οδηγούς. Η προσέγγιση της σύνδεσης των δομικών θραυσμάτων παρουσιάζεται στο Σχήμα 2.60 με χρήση, όπως και ανωτέρω, των δεδομένων της μελέτης των Hung et al75 σε αναστολείς της συνθετάσης του παντοθενικού οξέως του Mycobacterium tuberculosis. Επισημαίνεται ότι, για να επιτευχθεί επιτυχής σύνδεση δομικών θραυσμάτων πρέπει να διατηρείται ο τρόπος πρόσδεσης καθενός από τα θραύσματα κατά τη διασύνδεσή τους. Επίσης, έχει προταθεί ότι η επιλογή των ζευγών των δομικών θραυσμάτων προς σύνδεση, καλό είναι να γίνεται μεταξύ ενός θραύσματος που αναπτύσσει ισχυρούς δεσμούς υδρογόνου με τη θέση πρόσδεσης και ενός που προσδένεται διαμέσου υδρόφοβων ή van der Waals αλληλεπιδράσεων.
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			Σχήμα 2.60. Προσέγγιση σύνδεσης δομικών θραυσμάτων σε αναστολείς της συνθετάσης του παντοθενικού οξέως του Mycobacterium tuberculosis .

			Παρατηρούμε ότι οι δυο προσεγγίσεις βελτιστοποίησης που παρουσιάζονται στα Σχήματα 2.59 και 2.60, δηλαδή «αύξησης» και «σύνδεσης», οδηγούν σε πορόμοια μόρια με παραπλήσια δραστικότητα. Όμως, ο δείκτης αποτελεσματικότητας προσδέματος (LE) είναι υψηλότερος στην ένωση που προήλθε από τη στρατηγική της δομικής αύξησης συγκριτικά με αυτήν που προήλθε μέσω σύνδεσης δομικών θραυσμάτων. Αυτό το αποτέλεσμα αποτελεί γενικό χαρακτηριστικό των δυο αυτών διαφορετικών προσεγγίσεων. Συνολικά, η στρατηγική της «αύξησης» δίνει τη δυνατότητα πολυδιάστατης βελτιστοποίησης του δομικού θραύσματος ενώ αυτή της «σύνδεσης» είναι περιορισμένη αφού εξαρτάται σημαντικά από τη χημική δομή του συνδετικού βραχίονα. Ο βραχίονας πρέπει να επιλεγεί κατά τέτοιο τρόπο, ώστε να μη διαταράσσεται η φύση της δομικής πρόσδεσης καθενός από τα επιμέρους θραύσματα, πράγμα που είναι πολύ δύσκολο λαμβάνοντας υπόψη τον περιορισμένο αριθμό χημικά εφικτών συνδετικών βραχιόνων.

			H διάκριση, πάντως, μεταξύ των προσεγγίσεων «αύξησης» και «σύνδεσης» δεν είναι πάντα ξεκάθαρη, αφού αρκετές φορές τα δομικά χαρακτηριστικά ενός θραύσματος συγχωνεύονται με αυτά ενός άλλου για να προκύψει δραστικότερο μόριο, μια διαδικασία που αναφέρεται στη βιβλιογραφία ως συγχώνευση δομικών θραυσμάτων (fragment merging). Ένα παράδειγμα συγχώνευσης δομικών θραυσμάτων παρουσιάζεται στο Σχήμα 2.61, που βασίστηκε στα δεδομένα της μελέτης των Friberg et al76 σε αναστολείς της πρωτεΐνης διαφοροποίησης κυττάρων μυελοειδούς λευχαιμίας Mcl-1(Myeloid cell leukemia-1), με χρησιμότητα στην αντιμετώπιση ευρείας ποικιλίας καρκίνων. Η διαλογή, με βάση τη φασματοσκοπία NMR, σε μεγάλη βιβλιοθήκη δειγμάτων εντόπισε δυο χημικά διακριτές σειρές δομικών θραυσμάτων που συνδέονται σε διαφορετικές περιοχές της Mcl-1. Η συγχώνευση (Σχήμα 2.61) αντιπροσωπευτικών μορίων από τις δύο αυτές σειρές δομικών θραυσμάτων οδήγησε σε ένωση-οδηγό με υπομικρομοριακή δράση.
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			Σχήμα 2.61. Προσέγγιση συγχώνευσης δομικών θραυσμάτων σε αναστολείς της Mcl-1.

			Στα παραδείγματα (I-V) που ακολουθούν αναδεικνύεται η ευρύτητα και η σημασία του σχεδιασμού ενώσεων -δηγών με βάση δομικά θραύσματα.

			I) Η ρευματοειδής αρθρίτιδα είναι μια προϊούσα αυτοάνοσος ασθένεια που στην παθογένεσή της εμπλέκεται, μεταξύ άλλων κινασών, και η Bruton’s κινάση της τυροσίνης (Btk). Αριθμός μελετών υποδεικνύουν ότι η αναστολή της Btk είναι ελκυστική προσέγγιση στην αντιμετώπιση αυτοάνοσων ασθενειών όπως η ρευματοειδής αρθρίτιδα. Για την ανάπτυξη εκλεκτικών και αντιστρεπτών αναστολέων της Btk, οι Smith et al77 ελέγχθηκε η ανασταλτική δράση βιβλιοθήκης ~11.000 δομικών θραυσμάτων, χρησιμοποιώντας εξειδικευμένο βιοχημικό πρωτόκολλο (μικρορροϊκή δοκιμασία). Το ποσοστό επιτυχίας για δραστικά θραύσματα (>40% αναστολή σε συγκέντρωση 200 μΜ) ήταν 4,9%. Σε 20 από αυτά τα δομικά θραύσματα μελετήθηκε κρυσταλλογραφικά ο τρόπος αλληλεπίδρασης με την Btk, και επιλέχθηκε το αμινο-κιννολεϊνο-καρβοξαμίδιο του Σχήματος 2.62 για βελτιστοποίηση. Οι λόγοι επιλογής του ήταν οι υψηλοί δείκτες φαρμακο-ομοιότητας LE και LLE, καθώς και ότι υπήρχε χώρος στο ένζυμο για δομική αύξηση του θραύσματος στη θέση-8 της κιννολεΐνης. Η δομική αύξηση του θραύσματος έγινε με αντιδράσεις διασταυρούμενης σύζευξης, και ο βιολογικός έλεγχος των προϊόντων κατέληξε στην ένωση-οδηγό, αμινο-ινδαζολυλο-κιννολεϊνο-καρβοξαμίδιο, του Σχήματος 2.62.
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			Σχήμα 2.62. Ανάπτυξη οδηγού αναστολέα της Btk από αρχικό βιοδραστικό δομικό.

			II) Η επαγόμενη πρωτεΐνη κυτταρικής διαφοροποίησης μυελοειδούς λευχαιμίας Mcl-1 (Myeloid cell leukemia-1) είναι μια αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη της οικογένειας Bcl-2 που υπερεκφράζεται και ενισχύεται σε πολλούς καρκίνους. Η υπερέκφραση της Mcl-1 επιτρέπει στα καρκινικά κύτταρα να αποφύγουν απόπτωση και συνεισφέρει στην ανθεκτικότητά τους ως προς τα διάφορα χημειοθεραπευτικά. Έτσι, η εξουδετέρωση της λειτουργίας της Mcl-1 είναι υποσχόμενη θεραπευτική στρατηγική στην αποκατάσταση της αποπτωτικής σηματοδότησης στα καρκινικά κύτταρα και βελτίωση της αποτελεσματικότητας των υπαρχόντων χημειοθεραπευτικών. Σε έρευνα78 ανάπτυξης αναστολέων της Mcl-1 έγινε διαλογή βιοδραστικών μορίων σε βιβλιοθήκη ~15,000 δειγμάτων μοριακών θραυσμάτων με χρήση φασματοσκοπίας NMR. Μεταξύ των επιτυχών μοριακών θραυσμάτων ήταν και το θειαζινο-ινδολο-καρβοξυλικό οξύ του Σχήματος 2.63 που επιλέχθηκε για περαιτέρω μελέτη και βελτιστοποίηση. Ο βιοχημικός του έλεγχος έδειξε ότι το παράγωγο αυτό αναστέλλει την Mcl-1 σε μικρομοριακές συγκεντρώσεις και παρουσιάζει καλό δείκτη φαρμακο-ομοιότητας LE. Στη συνέχεια, μελετήθηκε ο τρόπος αλληλεπίδρασής του με την πρωτεΐνη, χρησιμοποιώντας φασματοσκοπία NMR σε διπλώς επισημασμένο (15N, 13C) Mcl-1. Διαπιστώθηκε ότι η θέση-3 του ινδολικού δακτυλίου του δομικού θραύσματος είναι ιδανική για διεύρυνση βαθειά μέσα στον πρωτεϊνικό θύλακο. Έτσι, η στρατηγική βελτιστοποίησης του θραύσματος επικεντρώθηκε στη δομική αύξησή του θραύσματος στη θέση-3 που κατέληξε στην ένωση-οδηγό, φαινοξυ- θειαζινο-ινδολο-καρβοξυλικό οξύ, του Σχήματος 2.63.
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			Σχήμα 2.63. Ανάπτυξη οδηγού αναστολέα της Mcl-1 από αρχικό βιοδραστικό δομικό θραύσμα.

			III) Οι τανκυράσες 1 και 2 (TNKS1 και TNKS2) είναι ένζυμα με σημαντικό ρόλο στον έλεγχο των ενδοκυττάριων επιπέδων της αξίνης. Έχει διαπιστωθεί επίσης, ότι οι αναστολείς των TNKS αποτρέπουν την αποδόμηση της αξίνης αυξάνοντας τα ενδοκυττάρια επίπεδά της, και είναι αποτελεσματικά χημειοθεραπευτικά στην αντιμετώπιση αρκετών σειρών καρκινικών κυττάρων in vivo. Σε έρευνα ανάπτυξης νέων φαρμακο-όμοιων αναστολέων των TNKS, οι de Vicente et al79 έλεγξαν ενδο-εταιρική βιβλιοθήκη δειγμάτων δομικών θραυσμάτων ως προς την ικανότητά τους να αναστέλλουν την TNKS2, χρησιμοποιώντας βιοχημικό πρωτόκολλο φθορισμού. Δυο από τα δραστικά μόρια που εντόπισε η διαλογή ήταν τα παράγωγα της πυρανο-πυριδόνης και βενζο-πυριμιδόνης του Σχήματος 2.64. Εναπόθεση των κρυσταλλικών δομών των δυο ενώσεων, όπως αυτές προσδένονται στην TNKS2, υποδεικνύει ότι η κυανο-ομάδα της θέσης -3 της πυρανοπυριδόνης βρίσκεται σε υδρόφοβο θύλακα στο ένζυμο και δεν συνεισφέρει στη συγγένεια του προσδέματος. Αντίθετα, ο συντηγμένος φαινυλικός δακτύλιος της βενζο-πυριμιδόνης αναπτύσσει υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις σε αυτόν το θύλακα και συνεισφέρει στη συγγένεια του προσδέματος. Επίσης, το οξυγόνο του πυρανικού δακτυλίου της πυρανο-πυριδόνης σχηματίζει δεσμό υδρογόνου ως δέκτης με μόριο νερού που είναι προσδεμένο στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Με βάση αυτά τα ευρήματα, οι ερευνητές προχώρησαν στη συγχώνευση των αρχικών αυτών βιοδραστικών θραυσμάτων προς την ένωση-οδηγό, πυρανο-βενζο-πυριδόνη, του Σχήματος 2.64.

			[image: ]

			Σχήμα 2.64. Ανάπτυξη οδηγού αναστολέα της TNKS2 με συγχώνευση αρχικών βιοδραστικών δομικών θραυσμάτων.

			IV) Η Tyk2 είναι κινάση τυροσίνης που ανήκει στην οικογένεια των κινασών Janus και μεσολαβεί στην εμφάνιση φλεγμονής. Εχει προταθεί ότι οι αναστολείς της έχουν θεραπευτική χρησιμότητα στην αντιμετώπιση της ρευματοειδούς αρθρίτιδας. Σε έρευνα ανάπτυξης νέων δραστικών αναστολέων της Tyk2, οι Dae Jang et al80 εφάρμοσαν μεθόδους μοριακής προσομοίωσης για υψηλής απόδοσης μελέτη πρόσδεσης στην κρυσταλλική μορφή του ενζύμου 2000 δομών επιμελημένης βιβλιοθήκης θραυσμάτων. Αυτό οδήγησε στην επιλογή 64 δομικών θραυσμάτων που μελετήθηκαν σε κυτταροκαλλιέργειες ως προς την ικανότητά τους να αναστέλλουν την Tyk2. Οκτώ από αυτές τις ενώσεις παρουσίασαν > 50% ανασταλτική δράση σε συγκέντρωση 100 μΜ, ενώ η πυρραζολυλο-ιμιδαζο-πυριδίνη του Σχήματος 2.65 αποτελεί μονοψήφιο μικρομοριακό αναστολέα με καλό δείκτη LE και επιλέχθηκε για βελτιστοποίηση. Η μελέτη του τρόπου σύνδεσης της πυρραζολυλο-ιμιδαζο-πυριδίνης με την Tyk2 υπέδειξε ότι ένας τρόπος βελτιστοποίησης θα ήταν με δομική αύξηση του θραύσματος στη θέση-7 του δακτυλίου (Σχήμα 2.65). Επίσης, βρέθηκε ότι η περιοχή στο ένζυμο πλησίον της θέσης-7 του αναστολέα εμπεριέχει πενταμελείς ψευδο-δακτυλίους νερού. Έτσι, προσθήκη σε αυτή τη θέση υποκαταστάτη δομικά παρόμοιου των ψευδο-δακτυλίων αναμένεται να βελτιώσει τη δράση του αναστολέα λόγω αύξησης των υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων του με το ένζυμο. Γνωστός τέτοιος υποκαταστάτης είναι και η 4-πιπεραζίνη, γεγονός που οδήγησε στην ένωση-οδηγό, πυρραζολυλο-πιπεραζινυλο-ιμιδαζο-πυριδίνη, του Σχήματος 2.65.
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			Σχήμα 2.65. Ανάπτυξη οδηγού-αναστολέα της Tyk2 από αρχικό βιοδραστικό δομικό θραύσμα.

			V) Οι πρωτεΐνες που αναστέλλουν την κυτταρική απόπτωση (inhibitor of apoptosis proteins, IAPs), όπως η Χ-συνδεδεμένη IAP (XIAP), είναι σημαντικοί ρυθμιστές των βιολογικών οδών της απόπτωσης και της κυτταρικής επιβίωσης. Απορρύθμισή τους συνδέεται με την εμφάνιση και την μετάσταση του καρκίνου. Ως εκ τούτου, ανταγωνιστές των IAPs έχουν κλινική χρησιμότητα στην αντιμετώπιση του καρκίνου. Σε μια προσπάθεια ανάπτυξης μη πεπτιδομιμητικών ανταγωνιστών των IAPs, οι Chessari et al81 μελέτησαν βιβλιοθήκη ~1200 δειγμάτων δομικών θραυσμάτων ως προς την ικανότητά τους να ανταγωνίζονται την πρόσδεση της XIAP στην περιοχή BIR3 (XIAP-BIR3) των κασπασών προ-αποπτωτικών πεπτιδασών κυστεΐνης. Για τον εντοπισμό των δραστικών δομικών θραυσμάτων χρησιμοποιήθηκε φασματοσκοπία NMR, γεγονός που επέτρεψε τον έλεγχο των δειγμάτων σε υψηλές συγκεντρώσεις (10 mM). Ένα από δραστικά δομικά θραύσματα ήταν και η πιπεραζινυλο-πιπεριδίνη του Σχήματος 2.66, η δράση της οποίας μελετήθηκε περαιτέρω σε βιοχημικό πρωτόκολλο πρόσδεσης και επιλέχθηκε για βελτιστοποίηση. Η κρυσταλλογραφική μελέτη του τρόπου σύνδεσης αυτής της ένωσης με την XIAP-BIR3 έδειξε ότι θα μπορούσε να γίνει δομική αύξηση προς τη λιπόφιλη περιοχή του ενζύμου που γειτνιάζει με τη θέση-3 του πιπεραζινικού δακτυλίου. Έτσι, παρασκευάσθηκε η πιπεραζινυλο-πυρρολιδίνη του Σχήματος 2.66, όπου έγινε προσθήκη μεθυλίου στη θεση-3 της πιπεραζίνης και αντικαταστάθηκε ο εξαμελής δακτύλιος της πιπεριδίνης με τον πενταμελή της πυρρολιδίνης, ώστε να διατηρηθεί σταθερός ο αριθμός των βαρέων ατόμων του μορίου και να μην επηρεαστεί αρνητικά ο δείκτης LE. Η ένωση αυτή είχε βελτιωμένη δραστικότητα και δείκτη LE, ενώ η κρυσταλλογραφική ανάλυση του τρόπου πρόσδεσής της έδειξε ότι θα μπορούσε να γίνει τώρα πλευρική αύξηση του πυρρολιδινικού δακτυλίου προς γειτονική λιπόφιλη περιοχή του ενζύμου. Στη συνέχεια, με χρήση υπολογιστικού προγράμματος μοριακής προσομοίωσης μελετήθηκε βιβλιοθήκη δομών συντηγμένων πυρρολιδινών ως προς την ικανότητά τους να συνδέονται με τη λιπόφιλη αυτή περιοχή της XIAP-BIR3. Η ερευνητική αυτή προσπάθεια οδήγησε στην παρασκευή της ινδολινυλο-πιπεραζίνης του Σχήματος 2.66 με σημαντική ικανότητα αναστολής της XIAP-BIR3 και καλό δείκτη LE.
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			Σχήμα 2.66. Ανάπτυξη οδηγού-αναστολέα της XIAP-BIR3 από αρχικό βιοδραστικό δομικό θραύσμα.

			2.7. Φαρμακο-ομοιότητα (Drug-likeness)

			Οι φυσικοχημικές ιδιότητες φαρμάκων, ειδικά αυτών που χορηγούνται per os, περιορίζονται σε στενό εύρος τιμών που αποκαλείται φυσικοχημικός χώρος φαρμακο-ομοιότητας. Οι κυριότερες φυσικοχημικές ιδιότητες που σχετίζονται άμεσα με τη φαρμακοκινητική/φαρμακοδυναμική συμπεριφορά των ενώσεων είναι το μοριακό μέγεθος, η λιποφιλία, το σχήμα στο χώρο, η δυνατότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου και η πολικότητα82 (βλέπε ενότητα 3.2.2 και Κεφάλαιο 4). Για παράδειγμα, στο Σχήμα 2.67 φαίνονται οι φαρμακο-όμοιοι φυσικοχημικοί χώροι με βάση την κατανομή του συντελεστή μερισμού (ClogP) και  του μοριακού βάρους ιοντιζόμενων φαρμάκων που χορηγούνται per os και τέθηκαν σε κυκλοφορία την τελευταία εικοσαετία83.
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			Σχήμα 2.67. Φαρμακο-όμοιοι φυσικοχημικοί χώροι ως προς τον συντελεστή μερισμού (επάνω) και το μοριακό βάρος (κάτω).

			Από τα διαγράμματα του Σχήματος 2.67 φαίνεται ότι, τόσο τα μοριακά βάρη όσο και οι τιμές λιποφιλίας για τα 137 φάρμακα που μελετήθηκαν, ακολουθούν σχεδόν κανονικές καμπύλες κατανομής. Ο μέσος όρος των μοριακών βαρών είναι 371,5 ενώ ο μέσος όρος των τιμών ClogP είναι 3,3.

			2.7.1. Κανόνες αποφυγής μοριακής «παχυσαρκίας» (molecular obesity)

			Ο όρος της μοριακής «παχυσαρκίας» (molecular obesity) αναφέρεται στη γενικευμένη τάση που παρατηρείται κατά τα διαδοχικά στάδια της ανάπτυξης των φαρμακομορίων να γίνεται μη-ορθολογική αύξηση του λιπόφιλου χαρακτήρα τους, προσβλέποντας στη βελτιστοποίηση της βιοδραστικότητας του μορίου84. Αυτό όμως κατά κανόνα συνοδεύεται από ανεπιθύμητες ενέργειες και οδηγεί σε πρόωρη διακοπή της περαιτέρω ανάπτυξης του συγκεκριμένου φαρμακομορίου. Επιπλέον, είναι γνωστή η αντίθεση της λιποφιλίας με τη διαλυτότητα, η οποία αποτελεί σημαντικό παράγοντα για την απορρόφηση αλλά και για την τελική μορφοποίηση. Η χαμηλή διαλυτότητα ενός μορίου αποτελεί σημαντική τροχοπέδη στην ανάπτυξη ενός φαρμακομορίου ως φαρμάκου. Από την άλλη, ο συνήθης τρόπος απόκρισης του οργανισμού σε ένα λιπόφιλο ξενοβιοτικό είναι να το βιομετατρέψει σε πολικούς μεταβολίτες, επάγοντας τη σύνθεση μικροσωμικών ενζύμων. Έτσι, για να επιτευχθεί ικανοποιητική διάρκεια δράσης σε ένα λιπόφιλο και αδιάλυτο μόριο πρέπει να γίνουν επιπλέον δομικές τροποποιήσεις που θα το καταστήσουν μεταβολικά σταθερότερο. Αυτό, πολλές φορές, δεν είναι εφικτό ειδικά εάν στοχεύεται η δοσολογία λήψης μιας φοράς ημερησίως. Εξ άλλου η επαγωγή των μικροσωμικών ενζύμων, είναι δυνατόν να οδηγήσει σε απρόβλεπτες συνέπειες όσον αφορά στον μεταβολισμό του οργανισμού, γενικότερα, αλλά και άλλων συγχορηγούμενων φαρμάκων, ειδικότερα. 

			Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω, η σύγχρονη έρευνα ανάπτυξης φαρμάκων έχει αναδείξει αρκετούς ποιοτικούς και ποσοτικούς κανόνες αποφυγής μοριακής «παχυσαρκίας» και, κατ’ επέκταση, μετρικούς κανόνες φαρμακο-ομοιότητας.

			2.7.1.1. Η αρχή της ελάχιστης λιποφιλίας

			Η λιποφιλία, εκτός της καθοριστικής σημασίας της για τη φαρμακοκινητική και φαρμακοδυναμική συμπεριφορά των φαρμάκων, σχετίζεται επίσης με ανεπιθύμητα φαινόμενα. Αυξημένη λιποφιλία οδηγεί συνήθως στα παρακάτω:

			Ι) Παρατεταμένη παραμονή μιας ουσίας στον οργανισμό με αποτέλεσμα την εμφάνιση αθροιστικών φαινομένων.

			ΙΙ) Αύξηση της τοξικότητας. Έχει διαπιστωθεί από πρώιμες μελέτες ότι η τοξικότητα σχετίζεται θετικώς γραμμικά με τη λιποφιλία. Ο Richer είχε διατυπώσει ήδη από τα τέλη του 19ου αιώνα την άποψη, ότι όσο λιγότερο διαλυτές είναι οι ουσίες τόσο είναι και περισσότερο τοξικές (le moins soluble, le plus toxique).

			ΙΙΙ) Επαγωγή των μικροσωμικών ενζύμων, λόγω της τάσης του οργανισμού για άμυνα έναντι λιπόφιλων ουσιών (δεδομένου ότι τα μικροσωμικά ένζυμα εμπλέκονται στο μεταβολισμό των φαρμάκων και άλλων ξενοβιοτικών) με απρόβλεπτες συνέπειες.

			IV) Προβλήματα στη μορφοποίηση του τελικού προϊόντος.

			Με βάση τις παραπάνω διαπιστώσεις, ο Hansch το 198785 διατύπωσε την αρχή της ελάχιστης λιποφιλίας, σύμφωνα με την οποία ο σχεδιασμός των φαρμάκων πρέπει να προσανατολίζεται/στοχεύει σε ενώσεις που ναι μεν προκαλούν την επιθυμητή δράση, έχουν όμως την ελάχιστη προς τούτο λιποφιλία. 

			Είναι εύλογο ότι η αρχή της ελάχιστης λιποφιλίας είναι ιδιαίτερα σημαντική στις περιπτώσεις που οι ενώσεις δρουν στην περιφέρεια και είναι επιθυμητός ο αποκλεισμός τους από το ΚΝΣ, ώστε να μειώνονται οι σοβαρές ανεπιθύμητες ενέργειες, οι οποίες σχετίζονται με δράση στους υποδοχείς του ΚΝΣ.

			Ωστόσο, η αρχή της ελάχιστης λιποφιλίας είναι σημαντική και για ενώσεις που διέρχονται τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και δρουν στο κεντρικό νευρικό σύστημα (ΚΝΣ). Αρκετές μελέτες έχουν δείξει ότι η άριστη τιμή λιποφιλίας (logP ή logD7,4) για τη διαπερατότητα του αιματοεγκεφαλικού φραγμού είναι περίπου ίση με 2. Ωστόσο έχει διαπιστωθεί ότι ενώσεις με συντελεστή μερισμού logP (ή κατανομής logD7,4 ) ~2 προκαλούν, ανεξάρτητα από οποιαδήποτε άλλη δράση έχουν, καταστολή στο ΚΝΣ. Συνεπώς, προκειμένου για κεντρική αναλγητική δράση ο σχεδιασμός δεν πρέπει να εστιάσει σε ενώσεις με logP ή logD7,4 ~2, αλλά σε ενώσεις με χαμηλότερη λιποφιλία. Είναι προτιμότερο η εμφάνιση της κεντρικής αναλγητικής δράσης φαρμακομορίων να οφείλεται στη μεγάλη συγγένεια των ενώσεων για τους υποδοχείς και όχι στην ευκολία τους ως προς να διέλθουν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η μορφίνη, η οποία εμφανίζει χαμηλό συντελεστή κατανομής (logD7,4=0,07), έχει όμως εξαιρετικά μεγάλη ενδογενή δραστικότητα, έτσι ώστε παρόλο που περνάει σε μικρά ποσοστά στο ΚΝΣ, εμφανίζει ισχυρή αναλγητική δράση.

			Ωστόσο, ενώ μέσω των ποσοτικών σχέσεων δομής-δράσης ήταν δυνατόν να διαπιστωθεί η άριστη τιμή για την διαπερατότητα του αιματοεγκεφαλικού φραγμού, ο προσδιορισμός της ελάχιστης λιποφιλίας που αποτελεί το κατώφλι για την είσοδο στο ΚΝΣ δεν είναι εφικτός. Η αδυναμία αυτή οφείλεται αφενός στην ανομοιομορφία του αιματοεγκεφαλικού φραγμού και αφετέρου στη φύση των ίδιων των ουσιών, όσον αφορά στη συγγένεια προς τους υποδοχείς του ΚΝΣ. Ισχυρή συγγένεια προς τους υποδοχείς του ΚΝΣ οδηγεί σε μικρότερη ανοχή του βιολογικού συστήματος ως προς το ποσοστό της ουσίας που διέρχεται τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό (παράδειγμα μορφίνης) συγκριτικά με την ανοχή που παρατηρείται για ουσίες με χαμηλή συγγένεια προς τους υποδοχείς στο ΚΝΣ.

			Γενικά, εφόσον παρατηρείται παραβολική σχέση μεταξύ διαπερατότητας στο ΚΝΣ και λιποφιλίας, είναι προτιμότερο ο αποκλεισμός από το ΚΝΣ να γίνεται με μείωση και όχι με αύξηση της λιποφιλίας, εστιάζοντας σε νέες ενώσεις που βρίσκονται στο ανερχόμενο τμήμα της παραβολικής καμπύλης και όχι στο κατερχόμενο τμήμα της (ενότητα 4.2.5).

			Ως παράδειγμα εργασίας, παρατίθενται στον Πίνακα 2.6. οι τιμές του συντελεστή κατανομής logD7,4 σειράς Η1 αντι-ισταμινικών φαρμακομορίων, όπου αυτά που σημειώνονται με αστερίσκο θεωρείται ότι δεν περνούν στο ΚΝΣ. Πρόκειται για ενώσεις με τιμές logD7,4 εκατέρωθεν της τιμής 2, δηλαδή ενώσεις με χαμηλή ή υψηλή λιποφιλία.
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			Πίνακας 2.6. Τιμές συντελεστή κατανομής logD7,4 διαφόρων Η1 αντι-ισταμινικών φαρμακομορίων.

			Με βάση την αρχή της ελάχιστης λιποφιλίας, οι ενώσεις με χαμηλή τιμή logD7,4 (π.χ. ακριβαστίνη και ροκαστίνη) πρέπει να προτιμηθούν έναντι αυτών με υψηλή τιμή, ως δομικά υπόβαθρα στην έρευνα για την περαιτέρω ανάπτυξη αντι-ισταμινικών φαρμακομορίων, που δεν θα προκαλούν υπνηλία. Αυτό υποστηρίζεται και από το γεγονός ότι η τερφεναδίνη, που εκτός από υψηλό συντελεστή κατανομής logD7,4 παρουσιάζει και μεγάλο συντελεστή μερισμού (logP=6,96), έχει αποσυρθεί της κυκλοφορίας διότι προκαλεί καρδιακές αρρυθμίες λόγω αλληλεπίδρασης με τους διαύλους καλίου hERG (αντι-στόχος)86.
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			Σχήμα 2.68. Αντιπροσωπευτικές δομές λιπόφιλων και υδρόφιλων Η1 αντι-ισταμινικών φαρμακευτικών μορίων.

			Ένα άλλο χαρακτηριστικό παράδειγμα εφαρμογής της αρχής της ελάχιστης λιποφιλίας αποτελεί ο σχεδιασμός αδρενεργικών β-αναστολέων. Η προπρανολόλη, β-αναστολέας πρώτης γενεάς είναι αρκετά λιπόφιλο μόριο (logD7,4 = 3,03). Η διαπίστωση ότι για την εμφάνιση β-ανασταλτικής δράσης δεν είναι απαραίτητη υψηλή λιποφιλία οδήγησε σε υδρόφιλα μόρια, όπως η ατενολόλη (logD7,4 = -2,00), με σημαντικά λιγότερες ανεπιθύμητες ενέργειες.
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			Σχήμα 2.69. Αντιπροσωπευτικές δομές λιπόφιλων και υδρόφιλων αδρενεργικών β-αναστολέων.

			2.7.1.2. Μνημονικοί κανόνες του πέντε (Ro5) και του τρία

			Η συσσωρευθείσα εμπειρία ως προς την επίδραση των φυσικοχημικών ιδιοτήτων στη διαπερατότητα συνοψίστηκε από το Lipinski το 1997 (δέκα χρόνια μετά την διατύπωση της έννοιας της ελάχιστης λιποφιλίας από τον Hansch) σε ένα απλό μνημονικό κανόνα πολλαπλασίων του 5 (κανόνας του πέντε, rule of five, Ro5)87. Ο κανόνας αυτός αφορά σε μη ευνοϊκά μοριακά χαρακτηριστικά για την απορρόφηση των φαρμάκων που χορηγούνται per os.

			Τα μοριακά χαρακτηριστικά που πιθανώς να προσδώσουν στο φαρμακομόριο προβληματική απορρόφηση ή διαπερατότητα είναι:

			 

			Ι) Μοριακό βάρος > 500

			ΙΙ) Συντελεστής μερισμού logP > 5. Σημειώνεται ότι το όριο της τιμής 5 ισχύει για την περίπτωση που η τιμή logP έχει υπολογισθεί με το σύστημα θραυσμάτων Leo-Hansch (ClogP). Στην περίπτωση υπολογιστικής πρόβλεψης με το συστήματα στη βάση εξισώσεων-μοντέλων Moriguchi (MlogP) το όριο είναι 4,15.

			ΙΙΙ) Περισσότερες από 5 θέσεις δοτών πρωτονίου σε δεσμό υδρογόνου υπολογισμένες ως το άθροισμα όλων των ομάδων OH και NH στο μόριο.

			IV) Περισσότερες από 10 θέσεις δεκτών πρωτονίου σε δεσμό υδρογόνου υπολογισμένες ως το άθροισμα όλων των ατόμων O και N στο μόριο.

			 

			Γενικά, ο κανόνας του πέντε του Lipinski εκτιμά ότι όταν μία ένωση έχει δυο τουλάχιστον από τα παραπάνω χαρακτηριστικά αναμένεται να εμφανίζει προβλήματα στην απορρόφησή της per os, στη διαλυτότητά της και γενικά στη βιοδιαθεσιμότητά της. Ο Lipinski, στο ίδιο άρθρο όπου είχε παρουσιάσει τον κανόνα του πέντε, αναγνώρισε επίσης ότι η διαλυτότητα του μορίου είναι καθοριστική φυσικοχημική παράμετρος για επιτυχή ανάπτυξή του ως φαρμάκου. Η επίδραση της ιδιότητας αυτής στα φαρμακοκινητικά χαρακτηριστικά ενός μορίου παρουσιάζεται αναλυτικότερα στην ενότητα 4. 1.

			Ο κανόνας του πέντε έχει διευρυνθεί από άλλους ερευνητές με την προσθήκη επιπλέον μετρικών κριτηρίων που αφορούν την παθητική per os απορρόφηση φαρμακομορίων. 

			Για παράδειγμα, ο Veber88 πρότεινε ότι ο μέγιστος ενδεδειγμένος αριθμός περιστρεφόμενων δεσμών δεν πρέπει να  υπερβαίνει το 10, ενώ το εμβαδόν της πολικής επιφάνειας (polar surface area, PSA) των μορίων δεν πρέπει να είναι μεγαλύτερο των 140Ǻ2 ή οι συνολικές θέσεις με δυνατότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου, τόσο ως δότες όσο και ως δέκτες, δεν πρέπει να υπερβαίνουν τις 12. Το εμβαδόν της πολικής επιφάνειας (PSA) του μορίου είναι ένας συνδυαστικός τρόπος έκφρασης της πολικότητας και της δυνατότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου. Ο πλέον εύχρηστος τρόπος υπολογισμού του εμβαδού της πολικής επιφάνειας ενός μορίου είναι με τη μέθοδο TPSA (topological polar surface area)89. Ο υπολογισμός με τη μέθοδο αυτή βασίζεται στην προσθετικότητα και γίνεται με άθροιση των μεγεθών των πολικών τμημάτων του μορίου από κατάλληλα διαμορφωμένη βιβλιοθήκη μοριακών θραυσμάτων που εμπεριέχουν άτομα οξυγόνου, αζώτου, φωσφόρου και θείου. 

			Ο Shalaeva90 αναφέρει ότι οι τιμές του συντελεστή κατανομής σε φυσιολογικό pH (logD7,4) που κυμαίνονται μεταξύ 1 και 3 είναι οι βέλτιστες για ένα per os χορηγούμενο φαρμακομόριο. Επιπροσθέτως, οι ενώσεις που έχουν συντελεστή κατανομής εντός αυτών των ορίων διέρχονται ως επί το πλείστον τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και παρουσιάζουν χαμηλή μεταβολική ευαισθησία. Τέλος, έχει  προταθεί ότι ο λόγος του λογάριθμου του συντελεστή κατανομής σε φυσιολογικό pH ως προς λογάριθμο του συντελεστή μερισμού (logD7,4/logP) αποτελεί εύχρηστο δείκτη διαπερατότητας του ιστού των φακών του οφθαλμού, όπου τιμές που πλησιάζουν τη μονάδα είναι ο επιδιωκόμενος στόχος91.

			Εκτός από τον κανόνα του πέντε, έχει διατυπωθεί επίσης ο κανόνας του τρία (rule of three) από τον Jhoti92, που αφορά στην ένωση–οδηγό. Ειδικότερα εφαρμόζεται στο σχεδιασμό μέσω δομικών θραυσμάτων (fragment–based drug design), όπου ορίζονται οριακές τιμές για τις φυσικοχημικές/μοριακές ιδιότητες δομικών θραυσμάτων (fragments) που μπορούν να συνδυαστούν για το σχεδιασμό ενώσεων-οδηγών.

			Ο κανόνας του τρία προσδιορίζει ότι τα κατάλληλα δομικά θραύσματα πρέπει να έχουν μοριακό βάρος <300, αριθμό θέσεων δότου πρωτονίου σε δεσμό υδρογόνου στο μόριο ≤3, αριθμό θέσεων δέκτη πρωτονίου στο μόριο ≤3, ClogP ≤3, αριθμό περιστρεφόμενων δεσμών ≤3 και εμβαδόν πολικής μοριακής επιφάνειας PSA≤60Ǻ2. Οι χαμηλότερες ανώτατες οριακές τιμές, συγκριτικά με αυτές του Ro5, αποσκοπούν στη δημιουργία μικρότερων ενώσεων-οδηγών, έτσι ώστε περαιτέρω «διακόσμηση» (decoration) αυτών κατά τη βελτιστοποίηση τους να οδηγεί σε δυνητικά από του στόματος βιοδιαθέσιμες ενώσεις που δεν παραβιάζουν τον κανόνα του 5. Γενικά, ο κανόνας του τρία χρησιμοποιείται στην αποτελεσματική δημιουργία βιβλιοθηκών δομικών θραυσμάτων χρήσιμων στο σχεδιασμό νέων ενώσεων-οδηγών. 

			2.7.1.3. Ποικίλοι κανόνες και φαρμακο-ομοιότητα

			Πολλές φορές γίνεται κακή χρήση του κανόνα του Lipinski και χρησιμοποιείται στον καθορισμό του τοξικολογικά αποδεκτού χημικού χώρου αντί για το χημικό χώρο μορίων που θα μπορούσαν να χορηγηθούν per os. Τώρα πλέον είναι γενικά αποδεκτό ότι οι κανόνες που καθορίζουν τον τοξικολογικά αποδεκτό χημικό χώρο θα πρέπει να έχουν περισσότερο περιοριστικά κριτήρια από τον κανόνα του 5. Σχετική ερευνητική μελέτη έδειξε ότι ενώσεις, και ειδικά βάσεις, που έχουν ClogP<3 και PSA>75 Ǻ2 παρουσιάζουν εξαπλάσια μείωση της πιθανότητας εμφάνισης in vivo τοξικότητας συγκριτικά με μόρια με ClogP>3 και PSA<75 Ǻ2. Αυτά τα όρια τιμών λιποφιλίας και μοριακής πολικής επιφάνειας είναι γνωστά ως ο κανόνας Pfizer 3/75. Ένας άλλος κανόνας είναι ο κανόνας GSK 4/400 ο οποίος αποδίδει σε ενώσεις με ClogP<4 και ΜW<400 ευνοϊκό προφίλ ιδιοτήτων ADMET84. 

			Σημαντικός παράγοντας φαρμακο-ομοιότητας είναι επίσης ο αριθμός των αρωματικών δακτυλίων. Εμπεριστατωμένη ανάλυση έδειξε ότι η ύπαρξη περισσότερων των τριών αρωματικών δακτυλίων σε μια ένωση είναι μη ευνοϊκός παράγοντας φαρμακο-ομοιότητας. Στα πλαίσια αυτά και με δεδομένο ότι η αυξημένη αρωματικότητα και γενικά ο sp2 υβριδισμός δεν είναι επιθυμητά χαρακτηριστικά, προτάθηκε ο μετρικός δείκτης Fsp3 ο οποίος είναι το κλάσμα του αριθμού των ατόμων άνθρακα υβριδισμού sp3 δια του συνολικού αριθμού ατόμων άνθρακα στο μόριο93. Αύξηση της τιμής αυτού του δείκτη επιδρά ευνοϊκά στη φαρμακο-ομοιότητα του μορίου. 

			Ειδικότερα, όσον αφορά στη διαλυτότητα, έρευνα σε σύνολο 1202 ενώσεων έχει δείξει ότι μια αύξηση της τιμής του Fsp3 κατά 0,1 συνδυάζεται με αύξηση της διαλυτότητας κατά περίπου 100 φορές93. Παράδειγμα της επίδρασης του πλήθους των αρωματικών δακτυλίων στη διαλυτότητα, είναι οι αναστολείς της γ-σεκρετάσης του Σχήματος 2.70. Βρέθηκε ότι με την αντικατάσταση του φαινυλίου με δικυκλο[1.1.1]πεντάνιο αυξήθηκε η διαλυτότητα κατά περίπου τριάντα φορές, χωρίς να μειωθεί η δραστικότητα της ένωσης94.
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			Σχήμα 2.70. Δομές δυσδιάλυτου και ευδιάλυτου αναστολέα της γ-σεκρετάσης.

			Τέλος, στον Πίνακα 2.7 συνοψίζεται η επίδραση του αριθμού των αρωματικών δακτυλίων σε επιλεγμένες φυσικοχημικές και βιολογικές ιδιότητες, καθοριστικές της φαρμακο-ομοιότητας95. Οι ιδιότητες αυτές είναι η λιποφιλία, η σύνδεση με την αλβουμίνη του πλάσματος, η διαλυτότητα και η αναστολή αντι-στόχων όπως το κυττόχρωμα P450 3A4 και οι δίαυλοι καλίου hERG.
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			Πίνακας 2.7. Επίδραση αριθμού αρωματικών δακτυλίων σε επιλεγμένες φυσικοχημικές και βιολογικές ιδιότητες.

			Γενικά, μπορούμε να πούμε ότι με μείωση του αριθμού των αρωματικών δακτυλίων αυξάνεται η φαρμακο-ομοιότητα της προς μελέτη ένωσης. Συγκεκριμένα, ο αριθμός των τριών αρωματικών δακτυλίων θεωρείται ο μέγιστος επιθυμητός αριθμός σε ένωση υποψήφια προς ανάπτυξη ως φάρμακο95.

			2.7.2. Μετρικοί δείκτες αποτελεσματικότητας προσδεμάτων82

			Από αναλύσεις δεδομένων φαρμάκων που εγκρίθηκε η κυκλοφορία τους τα τελευταία τριάντα χρόνια έχει διαπιστωθεί ότι η μέση αύξηση του μοριακού τους βάρους είναι μόλις περί τα 50 DA (15%). Αντίθετα, η αύξηση του μοριακού βάρους μορίων που παρασκευάσθηκαν κατά το ίδιο χρονικό διάστημα για να ελεγχθεί η βιολογική τους δράση, ξεπερνούσε το 100 DA (30%). Γενικά, έχει παρατηρηθεί ότι οι ενώσεις που εισέρχονται στις κλινικές φάσεις είναι περισσότερο λιπόφιλες, μεγαλύτερου μοριακού βάρους και λιγότερο τριδιάστατες (φέρουν, δηλαδή, περισσότερους επίπεδους δακτύλιους) από τα φάρμακα που έχουν τελικά εγκριθεί για per os χορήγηση. Στατιστικές αναλύσεις δείχνουν ότι μεγάλου μοριακού βάρους και λιπόφιλα μόρια έχουν αυξημένες πιθανότητες να αποτύχουν σε κάθε ένα από τα διαδοχικά στάδια κλινικής ανάπτυξης. Η προτίμηση σε αυτού του τύπου μόρια στα πρώιμα στάδια ανάπτυξης ενός φαρμάκου οφείλεται στο ότι η λιποφιλία και το μέγεθος επιδρούν θετικά στην συγγένεια των προσδεμάτων με τους υποδοχείς/ένζυμα. Ένας τρόπος αποφυγής της διόγκωσης των φυσικοχημικών ιδιοτήτων των προσδεμάτων για να επιτευχθεί μεγαλύτερη δραστικότητα, είναι η χρήση και επικέντρωση στη βελτιστοποίηση συγκεκριμένων μετρικών δεικτών αποτελεσματικότητας των μορίων. Οι δείκτες αυτοί συνήθως συνδυάζουν τη μέση ανασταλτική συγκέντρωση IC50 εκφρασμένη ως ο αρνητικός δεκαδικός λογάριθμος (pIC50), και μία ή περισσότερες φυσικοχημικές ιδιότητες. Από την πλειάδα των δεικτών που έχουν αναπτυχθεί, παρουσιάζονται οι τρεις κυριότεροι, οι οποίοι είναι: 1) η απoτελεσματικότητα προσδέματος (ligand efficiency, LE), 2) η λιπόφιλη αποτελεσματικότητα προσδέματος (lipophilic ligand efficiency, LLE ή lipE) και 3) η αποτελεσματικότητα προσδέματος διορθωμένη ως προς τη λιποφιλία (lipophilicity-corrected ligand efficiency, LELP).

			2.7.2.1. Απoτελεσματικότητα προσδέματος (ligand efficiency, LE)82

			Η αποτελεσματικότητα προσδέματος (LE) αναπτύχθηκε ως μέθοδος σύγκρισης βιοδραστικών ενώσεων με βάση τη μέση ενέργεια πρόσδεσης σε υποδοχείς/ένζυμα ανά βαρύ άτομο (heavy atom, ΗΑ, οποιοδήποτε άτομο πλην του υδρογόνου). Ο δείκτης αυτός αναφέρεται στην in vitro ικανότητα σύνδεσης και όχι στις in vivo ιδιότητες του μορίου. Ο αρχικός τρόπος υπολογισμού της LE βασίζεται στην ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης Gibbs ανά βαρύ άτομο (ΗΑ) του προσδέματος, σύμφωνα με την εξίσωση 2.9.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



LE = ΔG°/ΗΑ
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			Στην παραπάνω εξίσωση 2.9 η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης (ΔGo) υπολογίζεται σύμφωνα με την εξίσωση 2.10.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



ΔGo = -RT x lnKd/C° = -2,303RT x logKd/C°





						
							
							(2.10)

						
					

				
			

			Στην εξίσωση 2.10 το R είναι η παγκόσμια σταθερά ιδανικών αερίων (1,987 x 10-3 kcal/K/mol), T είναι η θερμοκρασία σε βαθμούς Kelvin (K), Co είναι η συγκέντρωση και Kd η σταθερά διάστασης του προσδέματος. Θεωρώντας τις πλέον συνήθεις συνθήκες, όπως υδατικό διάλυμα συγκέντρωσης 1Μ με ουδέτερο pH και θερμοκρασία 300Κ, τότε το πηλίκο -2,303RT x log(Kd/Co) ισούται κατά προσέγγιση με 

			-1,37 x log(Kd) kcal/mol. Αυτό σημαίνει ότι μια μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης Gibbs κατά 

			-1,37 kcal/mol συνεπάγεται δεκαπλάσια αύξηση της συγγένειας του προσδέματος ως προς το μακρομόριο. Σε ένα βήμα παραπέρα, η σταθερά διάστασης Kd αντικαταστάθηκε με την μέση ανασταλτική συγκέντρωση IC50 υπό τη μορφή του αρνητικού δεκαδικού λογαρίθμου (–logIC50 ή pIC50) και ο υπολογισμός της αποτελεσματικότητας προσδέματος γίνεται σύμφωνα με την εξίσωση 2.11.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



LE = 1,37/HA× pIC50
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			Από σειρά αναλύσεων επιτυχημένων ερευνητικών προσπαθειών ανάπτυξης φαρμάκων, έχει προταθεί τιμή LE > 0.3 kcal για κάθε mole και βαρύ άτομο του προσδέματος κατά τα στάδια ανάπτυξης και βελτιστοποίησης της ένωσης-οδηγού. To Σχήμα 2.71 δείχνει πόσες φορές χρειάζεται να αυξηθεί η συγγένεια του προσδέματος (οριζόντιος άξονας) ως προς το μακρομόριο-στόχο ώστε να διατηρηθεί η τιμή LE στο 0,3 όταν προστίθεται συγκεκριμένος υποκαταστάτης στην ένωση-οδηγό. Παρατηρούμε ότι η προσθήκη ενός μεθυλίου (ΗΑ=1) απαιτεί περίπου διπλασιασμό της συγγένειας για διατήρηση της τιμής LE, ενώ στην περίπτωση της βενζυλικής ομάδας (ΗΑ=7) απαιτείται περίπου τριάντα φορές αύξηση της συγγένειας προς το στόχο.
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			Σχήμα 2.71. Διατήρηση της αποτελεσματικότητας προσδέματος (LE) σε αποδεκτές τιμές κατά τη βελτιστοποίηση της συγγένειας προσδέματος.

			2.7.2.2. Λιπόφιλη αποτελεσματικότητα προσδέματος (lipophilic ligand efficiency, LLE)82

			Η LLE αναφέρεται στη βιβλιογραφία και ως LipE (lipophilic efficiency, λιπόφιλη αποτελεσματικότητα). LLE και LipE υπολογίζονται με τον ίδιο τρόπο και στο παρόν βιβλίο θα χρησιμοποιείται η ορολογία LLE. 

			Λαμβάνοντας υπόψη ότι η λιποφιλία του φαρμακομορίου παίζει καθοριστικό ρόλο στη δραστικότητα, στα φαρμακοκινητικά χαρακτηριστικά και στην τοξικότητα, έχει προταθεί ότι στα προγράμματα ανακάλυψης και βελτιστοποίησης ενώσεων οδηγών μια κύρια επιδίωξη πρέπει να είναι η αύξηση της τιμής του δείκτη λιπόφιλης αποτελεσματικότητας προσδέματος (LLE). Ο δείκτης LLE υπολογίζεται σύμφωνα με την εξίσωση 2.12.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



LLE = log[1/IC50/P] = pIC50 – logP





						
							
							(2.12)

						
					

				
			

			Περιγραφικά, ο δείκτης LLE είναι η κανονικοποίηση της δραστικότητας της ένωσης ως προς τη λιποφιλία της, ή, με άλλα λόγια, η ποσότητα δραστικότητας ανά μονάδα λιποφιλίας 96.

			Έχει προταθεί ότι τιμές του δείκτη LLE υψηλότερες του 5 οδηγούν σε σημαντική μείωση του κινδύνου τοξικότητας για οποιαδήποτε ένωση ανεξάρτητα της δομής της. Με άλλα λόγια, μια λιπόφιλη ένωση με τιμή LLE<5 είναι δυνητικά περισσότερο τοξική συγκριτικά με οποιαδήποτε άλλη ένωση με την ίδια δραστικότητα για τον ίδιο στόχο, η οποία όμως είναι λιγότερο λιπόφιλη και έχει τιμή LLE>5. Ο λόγος γίνεται εύκολα αντιληπτός δεδομένου ότι η κλίμακα του συντελεστή μερισμού είναι λογαριθμική και έτσι αύξησή του κατά μόλις μια μονάδα σημαίνει ότι συγκεντρώνεται δεκαπλάσιος αριθμός μορίων στις πολύ λιπόφιλες κυτταρικές μεμβράνες. Σε αυτές τις μεμβράνες εντοπίζονται πολλά κρίσιμα συστήματα σηματοδότησης και ακατάλληλη ενεργοποίησή τους από ενώσεις που ναι μεν έχουν χαμηλή ενδογενή δραστικότητα προς αυτά, αλλά βρίσκονται σε μεγάλη συγκέντρωση στην περιοχή τους, μπορεί εύκολα να οδηγήσει σε ανεπιθύμητες ενέργειες και τελικά σε τοξικολογικές εκδηλώσεις84. Παρόλο ότι η τυχαία και συχνή αλληλεπίδραση ενός προσδέματος με μακρομόρια, -η οποία σε αγγλικά κείμενα αναφέρεται ως promiscuity («ελευθεριότητα»)- δεν είναι επιθυμητή και αποφεύγεται, σε ορισμένες περιπτώσεις ένας βαθμός έλλειψης εξειδίκευσης ως προς τον μοριακό στόχο είναι επιθυμητός (πολυφαρμακολογία, ενότητα 2. 8). Στο Σχήμα 2.72 φαίνεται η συσχέτιση λιποφιλίας με την τυχαία και συχνή αλληλεπίδραση (promiscuity) με αντι-στόχους συλλογής 2133 ενώσεων. Στο σχήμα αυτό μια ένωση θεωρείται ότι παρουσιάζει αυτού του τύπου αλληλεπίδραση εάν σε συγκέντρωση 10 μΜ αναστέλλει in vitro κατά >30% επιλεγμένους αντι-στόχους84.
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			Σχήμα 2.72. Σχέση λιποφιλίας με την τυχαία και συχνή αλληλεπίδραση (promiscuity) προσδεμάτων με αντι-στόχους.

			Συνοψίζοντας, η λιπόφιλη αποτελεσματικότητα προσδέματος (LLE) είναι ένας απλός αλλά πολύ σημαντικός δείκτης φαρμακο-ομοιότητας που συνδυάζει την in vitro δραστικότητα με τη φυσικοχημική ιδιότητα της λιποφιλίας. Ένα μόριο με δείκτη LLE=0 έχει την ίδια συγγένεια προς τον στόχο του συγκριτικά με την 1-οκτανόλη, ενώ ένα υποψήφιο φάρμακο με LLE=6 έχει ένα εκατομμύριο φορές περισσότερη συγγένεια για τον στόχο του συγκριτικά με την 1-οκτανόλη. Μια αρνητική τιμή LLE είναι σαφώς ένα μη ευνοϊκό χαρακτηριστικό φαρμακο-ομοιότητας. Με βάση τις ιδιότητες ενός μεσαίου τύπου φαρμάκου που χορηγείται per os, το οποίο συνήθως έχει υπολογισμένη λιποφιλία (ClogP) ~2,5-3,0 και δραστικότητα σε εύρος ~1-10 nM, η ιδανική τιμή LLE για ένα βελτιστοποιημένο υποψήφιο φάρμακο είναι ~5-7 μονάδες. Πάντως, οι τιμές του δείκτη LLE για αρχικές βιοδραστικές ενώσεις είναι συνήθως ≤2, που σημαίνει ότι η συγγένεια για τον στόχο είναι ≥1 μΜ και η τιμή ClogP~4. Σε αυτές τις αρχικές βιοδραστικές ενώσεις πρέπει να γίνουν κατάλληλες δομικές τροποποιήσεις ώστε η τιμή LLE να βελτιωθεί κατά ~3 μονάδες, για να θεωρηθεί ένα μόριο ως υποψήφιο φάρμακο82. Ακολουθεί η παρουσίαση ενός παραδείγματος.

			Ο υποδοχέας των κανναβινοειδών είναι ένας στόχος με πολύ λιπόφιλα ενδογενή προσδέματα. Κατά συνέπεια, η ανάπτυξη προσδεμάτων για αυτόν τον στόχο με έλεγχο των φυσικοχημικών ιδιοτήτων, ώστε αυτές να εμπίπτουν στο φαρμακο-όμοιο χώρο, αποτελεί ερευνητική πρόκληση. Σαφής εφαρμογή του δείκτη LLE στην επιτυχή ανάπτυξη φαρμακο-όμοιου ανταγωνιστή στους CB1 υποδοχείς φαίνεται στο Σχήμα 2.73.
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			Σχήμα 2.73. Σαφής εφαρμογή της λιπόφιλης αποτελεσματικότητας προσδέματος κατά τη βελτιστοποίηση ένωσης-οδηγού που δρα ανταγωνιστικά στους υποδοχείς των κανναβινοειδών CB1.

			Συγκεκριμένα, η τακτική που ακολουθήθηκε στη βελτιστοποίηση του μορίου (αριστερά στο σχήμα) περιλαμβάνει αφαίρεση λιπόφιλου υποκαταστάτη (χλωρίου), προσθήκη πολικών υποκαταστατών (αμίνης και αμιδίου) ενώ συγχρόνως ελέγχθηκε ο αριθμός των βαρέων ατόμων με την αφαίρεση ενός ατόμου αζώτου. Με αυτόν τον τρόπο βελτιώθηκε η τιμή του δείκτη LLE κατά περίπου πέντε μονάδες, με ταυτόχρονη όμως διατήρηση της τιμής του δείκτη LE82.

			2.7.2.3. Αποτελεσματικότητα προσδέματος διορθωμένη ως προς τη λιποφιλία (lipophilicity-corrected ligand efficiency, LELP)97

			Η αποτελεσματικότητα προσδέματος διορθωμένη ως προς τη λιποφιλία (LELP) είναι ο δείκτης που υποδεικνύει κατά πόσο η αύξηση της αποτελεσματικότητα του προσδέματος (LE) πηγάζει από την αύξηση της λιποφιλίας του ή όχι και υπολογίζεται σύμφωνα με την εξίσωση 2.13.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



LELP = logPπ.χ. ClogP / LE
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			Λαμβάνοντας υπόψη ότι το κατώτερο αποδεκτό όριο της τιμής του δείκτη LE είναι 0,3 και ότι το εύρος της λιποφιλίας που χαρακτηρίζει τις ενώσεις-οδηγούς είναι: -3<logP<3, έχει προταθεί ότι η βέλτιστη τιμή του δείκτη LELP των μορίων για την ανακάλυψη ενώσεων-οδηγών πρέπει να κυμαίνεται σε εύρος:

			-10<LELP<10. Πρέπει να σημειωθεί ότι όσο η τιμή της λιποφιλίας (π.χ. ClogP) πλησιάζει το μηδέν, τόσο μειώνεται η ευαισθησία του δείκτη LELP σε αλλαγές στο μέγεθος και στη δραστικότητα των ενώσεων82. Τέλος, στο Σχήμα 2.74 φαίνεται η θέση στον φαρμακο-όμοιο χώρο που ορίζεται από τους δείκτες LLE και LELP των βιοδραστικών θραυσμάτων, των ενώσεων-οδηγών και των φαρμάκων. 
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			Σχήμα 2.74. Θέση στον φαρμακο-όμοιο χώρο που ορίζεται από τους δείκτες LLE και LELP των βιοδραστικών μορίων κατά την πορεία ανάπτυξης ενός φαρμάκου.

			Παρατηρούμε ότι τα μοριακά θραύσματα έχουν ικανοποιητικές τιμές δείκτη LELP αλλά οριακές τιμές δείκτη LLE. Αυτή η παρατήρηση αντιστρέφεται στις ενώσεις-οδηγούς, όπου η τιμή του δείκτη LLE πλησιάζει τη βέλτιστη τιμή, ενώ η τιμή του δείκτη LELP είναι πλέον οριακή. Βεβαίως, στο τελικό φάρμακο και οι δυο τιμές είναι βελτιστοποιημένες97.

			2.8. Προσδέματα πολλαπλών στόχων

			Ο όρος πολυφαρμακολογία, που έχει πλέον καθιερωθεί στη διεθνή βιβλιογραφία και χρησιμοποιείται στο παρών κεφάλαιο, αποτυπώνει την ικανότητα ενός μορίου να δρα σε πολλαπλούς βιολογικούς στόχους.

			2.8.1. Πολυφαρμακολογία – Αντίπαλος ή Φίλος;98

			Η λέξη πολυφαρμακολογία πρωτοχρησιμοποιήθηκε το 1971 από τον Domino ως συνώνυμο της λέξης πολυφαρμακία, που είναι η αναγραφή πολλών φαρμάκων σε συνταγή αντιμετώπισης μιας ασθένειας. Στη συνέχεια, το 1997 οι Kenny et al χρησιμοποίησαν τον όρο πολυφαρμακολογία για να προσδιορίσουν την απουσία εκλεκτικότητας στους α1 αδρενεργικούς υποδοχείς της ινδοραμίνης. Αυτό το φάρμακο αλληλεπιδρά, επίσης, και με τους υποδοχείς σεροτονίνης και ισταμίνης, με αποτέλεσμα την εμφάνιση ανεπιθύμητων ενεργειών από καταστολή του ΚΝΣ99.
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			Σχήμα 2.75. Δομή ινδοραμίνης.

			Είναι πλέον γενικά αποδεκτό ότι τα εκλεκτικά φαρμακομόρια αποτελούν την εξαίρεση και όχι τον κανόνα και ότι η πλειονότητα των θεραπευτικά αποτελεσματικών μορίων έχει την τάση να αλληλεπιδρά με πολλαπλά πρωτεϊνικά βιομόρια99. Αυτό καταδεικνύεται χαρακτηριστικά στο Σχήμα 2.76, όπου φαίνεται ότι μόνο το 15% των φαρμάκων αλληλεπιδρά με ένα μοριακό στόχο, ενώ περισσότερο του 50% αλληλεπιδρούν με περισσότερους από πέντε στόχους. Σημειώνεται ότι, στο Σχήμα 2.76 ένα φάρμακο θεωρείται βιοδραστικό σε έναν πρωτεϊνικό στόχο όταν η δραστικότητά του (Act) είναι μικρότερη των 10 μΜ, που σημαίνει ότι pAct=-log(Act) είναι μεγαλύτερο του 5, όπου Act μπορεί να εκφράζεται ως Ki, Kd, IC50 ή EC50.
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			Σχήμα 2.76. Αλληλεπίδραση φαρμάκων με πρωτεϊνικούς στόχους (δημιουργήθηκε από τα δεδομένα της παραπομπής 99).

			Η πολυφαρμακολογία ενός βιοδραστικού μορίου μπορεί να είναι είτε μη-επιδιωκόμενη και μπορεί να οδηγήσει σε σειρά ανεπιθύμητων ενεργειών, ή επιδιωκόμενη, όπου συνήθως παρατηρείται αύξηση της θεραπευτικής αποτελεσματικότητας του φαρμάκου, μείωση των ανεπιθύμητων ενεργειών του και αποτροπή της εμφάνισης ανθεκτικότητας ως προς αυτό. Κατά συνέπεια, η πολυφαρμακολογία ενός βιοδραστικού μορίου πρέπει να εξισορροπείται κατάλληλα μεταξύ της ελαχιστοποίησης των ανεπιθύμητων ενεργειών του και της αύξησης της αποτελεσματικότητάς του (Σχήμα 2.77).
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			Σχήμα 2.77. Εξισορρόπηση της πολυφαρμακολογίας μεταξύ ανεπιθύμητων ενεργειών και αποτελεσματικότητας.

			Σημαντικός αριθμός ανεπιθύμητων ενεργειών οφείλεται σε αλληλεπιδράσεις φαρμάκων με μη-θεραπευτικούς στόχους ή αντι-στόχους. Αρκετοί από τους αντι-στόχους έχουν επαρκώς μελετηθεί και συμπεριλαμβάνονται συχνά κατά τον έλεγχο της βιοδραστικότητας των φαρμακομορίων. Επειδή η μελέτη σε πειραματόζωα δεν είναι αξιόπιστη μέθοδος για την πρόβλεψη των ανεπιθύμητων ενεργειών που μπορεί να οφείλονται σε αλληλεπιδράσεις με αντι-στόχους, τα καινούργια φαρμακομόρια ελέγχονται in vitro ως προς αυτούς. Στον Πίνακα 2.8 δίνονται οι πλέον συχνά συναντώμενοι αντι-στόχοι καθώς και οι ανεπιθύμητες ενέργειες που μπορεί να εμφανιστούν από την αλληλεπίδρασή τους με φαρμακομόρια98.
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			Πίνακας 2.8. Συνήθεις αντι-στόχοι και οι ανεπιθύμητες ενέργειές τους.

			Υπάρχουν τρεις πιθανοί τρόποι επιθυμητής πολυφαρμακολογίας100 για επίτευξη βέλτιστου θεραπευτικού αποτελέσματος, όπως φαίνεται παραστατικά στο Σχήμα 2.78.
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			Σχήμα 2.78. Τρόποι επίτευξης πολυφαρμακολογίας.

			Παραδοσιακά, οι θεράποντες ιατροί αντιμετώπιζαν τους μη ανταποκρινόμενους σε μονοθεραπεία ασθενείς με τη χορήγηση μείγματος (κοκτέιλ) φαρμάκων. Συνήθως, η χορήγηση του κοκτέιλ γινόταν με χρήση δυο ή περισσοτέρων δισκίων (Α). Όμως, η μέθοδος αυτή αρκετές φορές προσέκρουε στη μη-συμμόρφωση των ασθενών, ειδικά σε ασυμπτωματικές ασθένειες όπως η υπέρταση. Έτσι, αναπτύχθηκε η τάση χρήσης πολυσύστατων φαρμάκων, όπου ένα δισκίο περιέχει δυο ή περισσότερα φαρμακομόρια (Β). Πάντως, και εδώ, όπως και στην περίπτωση Α, η πιθανή διαφορά μεταβολισμού των χρησιμοποιούμενων φαρμακομορίων μεταξύ ασθενών, οδηγεί σε περίπλοκες φαρμακοκινητικές/φαρμακοδυναμικές σχέσεις με απρόβλεπτες θεραπευτικές διακυμάνσεις μεταξύ ασθενών. Μια τελείως διαφορετική στρατηγική είναι η ανάπτυξη μιας χημικής οντότητας η οποία θα διαθέτει την ικανότητα ταυτόχρονης αλληλεπίδρασης με πολλαπλούς θεραπευτικούς στόχους (Γ). 

			2.8.2. Στρατηγική στην ανάπτυξη προσδεμάτων σε πολλαπλούς στόχους100

			Δυνητικά, υπάρχουν δυο τελείως διαφορετικές μεταξύ τους φιλοσοφίες στη στρατηγική ανάπτυξης προσδεμάτων πολλαπλών στόχων. Η πρώτη βασίζεται σε ορθολογικό σχεδιασμό μορίων με βάση προϋπάρχοντα βιολογικά δεδομένα παλαιότερων φαρμάκων ή σχετικών ενώσεων, ενώ η δεύτερη βασίζεται στην τυχαιότητα και περιλαμβάνει διαλογή (screening) μετά από ταχύ βιολογικό έλεγχο υψηλής απόδοσης (high-throughput) ποικιλόμορφων ή στοχευμένων βιβλιοθηκών χημικών ενώσεων (η συντομογραφία της μεθόδου είναι HTS). Η δεύτερη αυτή στρατηγική μπορεί, επίσης, να ξεκινά με ελέγχους μέσω προγραμμάτων μοριακής προσομοίωσης εικονικών βιβλιοθηκών χημικών ενώσεων, με μετέπειτα στάδιο την παρασκευή και βιολογικό έλεγχο των πλέον ελπιδοφόρων δομών. Πάντως, και ανεξάρτητα από τη στρατηγική που ακολουθείται, είναι σχεδόν απίθανο να βρεθεί ένωση-οδηγός που να παρουσιάζει ταυτόχρονα ικανοποιητική δράση σε δυο, και πόσο μάλλον σε περισσότερους, στόχους. Έτσι, στην πραγματικότητα απαιτείται το στάδιο της ανάπτυξης ένωσης-οδηγού από κατάλληλες αρχικές βιοδραστικές δομές. Κατά το πρώτο σενάριο ανάπτυξης ένωσης-οδηγού, τα δομικά υπόβαθρα δυο βιβλιογραφικά γνωστών δραστικών και εκλεκτικών προσδεμάτων για τους στόχους Α και Β συνενώνονται χημικά για να οδηγήσουν σε ένα νέο μόριο με διπλή δράση. Αυτός ο τρόπος ανάπτυξης ένωσης οδηγού αναφέρεται ως «προσθετικός σχεδιασμός» (designing in). Μία άλλη προσέγγιση περιλαμβάνει τον αρχικό εντοπισμό, διαμέσου βιβλιογραφικής αναζήτησης ή ταχέως βιολογικού ελέγχου, ένωσης που να παρουσιάζει χαμηλή μεν, αλλά μετρήσιμη δράση και για τους δυο επιθυμητούς στόχους. Σε αυτή την περίπτωση, η βιοδραστικότητα του μορίου και για τους δυο στόχους πρέπει να τροποποιηθεί με δομικές αλλαγές ώστε να επιτευχθεί ικανοποιητικός λόγος δράσεων. Κατά μια τρίτη υπόθεση εργασίας, ναι μεν εντοπίζεται ένωση που παρουσιάζει δράση για τους δυο επιθυμητούς στόχους Α και Β, παρουσιάζει όμως και δραστικότητα για έναν ανεπιθύμητο στόχο Γ (αντι-στόχος). Σε αυτή την περίπτωση η στρατηγική βελτιστοποίησης επικεντρώνεται σε δομικές τροποποιήσεις ώστε να ελαχιστοποιηθεί η ανεπιθύμητη δραστικότητα στον αντι-στόχο Γ. Αυτός ο τρόπος ανάπτυξης ένωσης οδηγού αναφέρεται ως «αφαιρετικός σχεδιασμός» (designing out). Σε μερικές περιπτώσεις η αρχική ένωση μπορεί να αλληλεπιδρά με περισσότερους από έναν αντι-στόχους, που βεβαίως θα περιπλέξει τον «αφαιρετικό σχεδιασμό».

			Η πλειονότητα της έρευνας για προσδέματα σε πολλαπλούς στόχους εστιάζεται σε δομές με ικανότητα αλληλεπίδρασης σε δύο μόνο στόχους. Ο σχεδιασμός τριπλών ή πολλαπλών προσδεμάτων είναι αρκετά απαιτητικός και σπάνιος. Πάντως, όσο οι επιθυμητοί στόχοι που θα πρέπει να αλληλεπιδρά το δομικό υπόβαθρο του προσδέματος αυξάνονται, ο «προσθετικός σχεδιασμός» γίνεται λιγότερο ελκυστικός συγκριτικά με τον «αφαιρετικό σχεδιασμό», αρχίζοντας εδώ από ένα μη-εκλεκτικό πρόσδεμα.

			Η ένωση-οδηγός πολλαπλών στόχων που θα αναπτυχθεί με κάποιον από τους προαναφερθέντες τρόπους, συνήθως δεν διαθέτει το βέλτιστο λόγο in vitro δράσεων μεταξύ στόχων. Στην επακόλουθη ερευνητική προσπάθεια, που είναι η βελτιστοποίηση της ένωσης-οδηγού, αυτός ο in vitro λόγος επιδιώκεται να τροποποιηθεί ώστε η ένωση να προκαλεί την κατάλληλη μεταβολή δράσης και in vivo σε αμφότερους στόχους. Συνήθως, αυτό επιτυγχάνεται όταν το μέγεθος της in vitro διαφοράς δράσης μεταξύ των στόχων δεν υπερβαίνει τη μια λογαριθμική μονάδα.

			2.8.2.1. Ανάπτυξη προσδεμάτων πολλαπλών στόχων με «προσθετικό σχεδιασμό»100

			Όπως φαίνεται στο Σχήμα 2.79, τρεις είναι οι κυριότερες κατηγορίες προσδεμάτων πολλαπλών στόχων: τα «υβριδικά» (conjugates) μόρια, τα «συντηγμένα» (fused) μόρια και τα «συγχωνευμένα» (merged) μόρια.
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			Σχήμα 2.79. Κατηγορίες προσδεμάτων πολλαπλών στόχων.

			Τα «υβριδικά» μόρια είναι προσδέματα πολλαπλών στόχων στα οποία οι δυο δομές, που εμπεριέχουν τα φαρμακοφόρα στοιχεία για τους δυο στόχους, διαχωρίζονται αρκετά μεταξύ τους με τη βοήθεια μιας χημικής ομάδας σύνδεσης που δεν παρουσιάζει καμία δομική ομοιότητα με τα δυο πρότυπα εκλεκτικά προσδέματα. Τα περισσότερα «υβριδικά» μόρια εμπεριέχουν ένα σταθερό σε βιομετατροπές συνδεσμικό βραχίονα. Από την άλλη, στα «σχάσιμα υβρίδια» (cleavable conjugates) χρησιμοποιείται συνδεσμικός βραχίονας που έχει σχεδιαστεί έτσι ώστε να μεταβολίζεται και τα απελευθερώνει τα δυο προσδέματα που δρουν ανεξάρτητα το ένα από το άλλο σε κάθε έναν από τους στόχους. Όσο το μέγεθος του συνδετικού βραχίονα μειώνεται, θα επέλθει σημείο όπου τα δυο δομικά υπόβαθρα θα εφάπτονται. Αυτά τα προσδέματα πολλαπλών στόχων θεωρούνται «συντηγμένα» μόρια. Τέλος, η πλέον επιθυμητή ομάδα προσδεμάτων πολλαπλών στόχων είναι τα «συγχωνευμένα» μόρια, τα οποία πολλές φορές στη βιβλιογραφία αναφέρονται και ως «χιμαιρικά» (chimeric) μόρια. Στο σχεδιασμό τους λαμβάνονται υπόψη τα κοινά δομικά χαρακτηριστικά των πρότυπων εκλεκτικών προσδεμάτων για τους δυο υπό μελέτη στόχους. Αυτό οδηγεί σε υψηλή αλληλοεπικάλυψη των δομικών υποβάθρων των δύο φαρμακοφόρων και τελικά σε συγκριτικά απλούστερα μόρια, μικρότερου μοριακού βάρους και λιποφιλίας.

			Στις επόμενες παραγράφους αναφέρονται και αναλύονται παραδείγματα προσδεμάτων πολλαπλών στόχων που ανήκουν στις παραπάνω τρεις κατηγορίες.

			«Υβριδικά» μόρια. Στην ένωση του Σχήματος 2.80, οι εκλεκτικοί αγωνιστές της αδενοσίνης στους Α1 και Α3 υποδοχείς συνενώνονται ομοιοπολικά διαμέσου δύσκαμπτου διφαινυλο-αιθινυλικού βραχίονα. Η φαρμακολογική μελέτη αυτού του μορίου σε πρότυπα ισχαιμίας του μυοκαρδίου επιβεβαίωσε ότι η ταυτόχρονη ενεργοποίηση των δύο υποκατηγοριών υποδοχέων αδενοσίνης (δηλ. Α1 και Α3) προσφέρει σημαντικά μεγαλύτερη καρδιοπροστασία από την ενεργοποίηση ξεχωριστά κάθε ενός από τους δυο αυτούς υποδοχείς.
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			Σχήμα 2.80. «Υβριδικός» αγωνιστής υποδοχέων αδενοσίνης.

			«Σχάσιμα υβρίδια». Στην πλειονότητα των «σχάσιμων υβριδίων» ο συνδετικός βραχίονας εμπεριέχει μια εστερική ομάδα που υδρολύεται εύκολα από τις εστεράσες του πλάσματος, με απελευθέρωση των δυο βιοδραστικών μορίων. Χαρακτηριστικά παραδείγματα είναι οι ενώσεις του Σχήματος 2.81, που στον οργανισμό υδρολύονται και απελευθερώνουν τα αντιφλεγμονώδη ασπιρίνη ή ιμπουπροφαίνη και το αγγειοδιασταλτικό μονοξείδιο του αζώτου. Οι ενώσεις αυτές είναι ιδιαίτερα χρήσιμες σε νοσήματα που οφείλονται σε εκδηλώσεις φλεγμονής του καρδιαγγειακού συστήματος, ενώ οι γαστρεντερικές ανεπιθύμητές τους ενέργειες είναι περιορισμένες.
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			Σχήμα 2.81. «Σχάσιμα υβρίδια» αντιφλεγμονωδών φαρμάκων.

			Στην κατηγορία των «σχάσιμων υβριδίων» ανήκει και το αντιβακτηριακό φάρμακο σουλταμικιλλίνη. Η σουλταμικιλλίνη είναι αμοιβαίο προφάρμακο της αμπικιλλίνης, που είναι αντιβιοτικό, και του αναστολέα των β-λακταμασών σουλβακτάμης. Η σουλταμικιλλίνη υδρολύεται στον οργανισμό και μετατρέπεται, με αποβολή φορμαλδεΰδης, σε αμπικιλλίνη και σουλβακτάμη, συνδυασμός που είναι ιδιαίτερα χρήσιμος στην αντιμετώπιση λοιμώξεων από στελέχη βακτηρίων ανθεκτικά στις πενικιλλίνες101.
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			Σχήμα 2.82. «Σχάσιμο υβρίδιο» αντιβακτηριακού φαρμάκου.

			«Συντηγμένα» μόρια. Είναι γνωστό ότι η κουμαρίνη σκοπολετίνη αναστέλλει τον κυτταρικό κύκλο σε ανθρώπινα λευχαιμικά κύτταρα καθώς και σε καρκινικά κύτταρα του προστάτη. Από την άλλη μεριά, το κινναμωμικό οξύ επάγει αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο σε ανθρώπινα κύτταρα μελανώματος. Με βάση αυτά τα δεδομένα παρασκευάστηκε σειρά ενώσεων που προήλθε από σύντηξη αυτών των δυο αντικαρκινικών φαρμάκων102. Το πλέον δραστικό ήταν το αμίδιο του Σχήματος 2.83, που παρουσίαζε υπομικρομοριακή in vitro αναστολή του κυτταρικού κύκλου και πρόκληση απόπτωσης σε A549 κύτταρα καθώς και σημαντική in vivo αντικαρκινική δράση.
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			Σχήμα 2.83. «Συντηγμένο» αντικαρκινικό φαρμακομόριο.

			«Συγχωνευμένα» μόρια. Οι μουσκαρινικοί υποδοχείς Μ1 της ακετυλοχολίνης (mAChR) αποτελούν σημαντικό στόχο για την αντιμετώπιση γνωστικών διαταραχών του ΚΝΣ. Για παράδειγμα, αγωνιστές σε αυτούς τους υποδοχείς είναι χρήσιμα φαρμακομόρια για νοσοτροποποιητική αντιμετώπιση της ασθένειας του Alzheimer. Επιπλέον, ο ανταγωνισμός στους υποδοχείς D2 της ντοπαμίνης και 5-ΗΤ2Α της σεροτονίνης προσδίδει αντιψυχωσική αποτελεσματικότητα στο βιοδραστικό μόριο, θεραπευτική ιδιότητα ιδιαίτερα χρήσιμη σε γνωστικές διαταραχές που συχνά συνοδεύονται από ψύχωση και κατάθλιψη. Με βάση τα παραπάνω, έγινε προσπάθεια ανάπτυξης προσδεμάτων πολλαπλών στόχων που να είναι αγωνιστές στους Μ1 mAChR και ανταγωνιστές στους D2 και 5-ΗΤ2Α υποδοχείς. Ο σχεδιασμός των ενώσεων βασίστηκε στη συγχώνευση μορίου βενζοξαζινόνης, που δρα αγωνιστικά στους Μ1 mAChR, με το αντιψυχωσικό φάρμακο ζιπραζιδόνη, που είναι διπλός D2/5-HT2A ανταγωνιστής. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 2.84, το φαρμακομόριο που αναπτύχθηκε103 με επιτυχία παρουσιάζει λειτουργική δραστικότητα ως προς τους Μ1 mAChR και D2 υποδοχείς ενώ διαθέτει νανομοριακή συγγένεια για τους 5-ΗΤ2Α υποδοχείς.
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			Σχήμα 2.84. «Συγχωνευμένο» πολλαπλό πρόσδεμα υποδοχέων νευροδιαβιβαστών.

			Το υδροξαμικό οξύ του Σχήματος 2.85, με την κοινόχρηστη ονομασία SAHA, είναι ένας ισχυρός αναστολέας των αποακετυλασών των ιστονών (HDAC) με αντιλευχαιμική δράση. Από την άλλη μεριά, η μακροκυκλική ένωση με κωδικό SB1317 είναι αναστολέας των κινασών FLT3 και JAK2 χρήσιμος στην αντιμετώπιση αιματολογικών κακοηθειών. Επιπλέον, μελέτες σχέσεων δομής-δράσης έχουν δείξει ότι το τμήμα της ακετανιλίνης του SAHA μπορεί να αντικατασταθεί με ογκωδέστερους υποκαταστάτες χωρίς απώλεια δράσης, ενώ η κρυσταλλογραφική μελέτη του SB1317 με τις κινάσες που αναστέλλει έδειξε ότι το μεθύλιο της ένωσης κατευθύνεται σε περιοχή εκτός των ενεργών κέντρων των κινασών. Με βάση τα παραπάνω, συντέθηκε104 η «συγχωνευμένη» ένωση του Σχήματος 2.85 με δυνητικά καλύτερη αντικαρκινική δράση από τις ενώσεις-οδηγούς. Πράγματι, τα αρχικά in vitro βιολογικά πειράματα ήταν θετικά υποδεικνύοντας την πιθανή χρησιμότητα αυτού του «συγχωνευμένου» μορίου στην αντιμετώπιση της οξείας μυελοειδούς λευχαιμίας.
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			Σχήμα 2.85. «Συγχωνευμένο» πολλαπλό πρόσδεμα ενζύμων που εμπλέκονται σε αιματολογικές κακοήθειες.

			2.8.2.2. Ανάπτυξη προσδεμάτων πολλαπλών στόχων με διαλογή (screening) μετά από ταχύ βιολογικό έλεγχο100

			Παρόλο ότι ο εντοπισμός αρχικής βιοδραστικής ένωσης πολλαπλών στόχων διαμέσου διαλογής μετά από ταχείς βιολογικούς ελέγχους βασίζεται σε μεγάλο ποσοστό στην τυχαιότητα, τα μετέπειτα στάδια βελτιστοποίησης των δομικών/βιολογικών χαρακτηριστικών των αρχικά εντοπισμένων ενώσεων γίνεται με στοχευμένους φαρμακοχημικούς χειρισμούς. Για παράδειγμα, η προσπάθεια ανάπτυξης διπλών προσδεμάτων στους υποδοχείς ΝΚ1 της νευροκινίνης και των μονοαμινικών μεταφορέων SERT, οδήγησε στην αρχική δομή του Σχήματος 2.86, με διαλογή μετά από ταχύ βιολογικό έλεγχο βιβλιοθήκης ενώσεων. Η δομική βελτιστοποίηση κάθε ενός από τους δυο αρωματικούς δακτυλίου αυτής της ένωσης, έδωσε πολύ δραστικότερο μόριο με εξισορροπημένη συγγένεια προς τους δυο υπό μελέτη υποδοχείς. Στο μόριο αυτό εισήχθη σκόπιμα ο αρυλο-αιθερικός υποκαταστάτης, ώστε να μειωθεί η λιποφιλία του και να έχει κατάλληλες φυσικοχημικές ιδιότητες που να του επιτρέπουν είσοδο στο ΚΝΣ, μετά από χορήγηση per os.
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			Σχήμα 2.86. Ανακάλυψη αρχικής βιοδραστικής δομής και βελτιστοποίησή της για είσοδο στο ΚΝΣ.

			Επίσης, έχει δειχθεί η χρησιμότητα των ήδη χρησιμοποιούμενων φαρμάκων (old drugs) ως αρχικές δομές σε ερευνητικά προγράμματα ανάπτυξης προσδεμάτων πολλαπλών στόχων. Για παράδειγμα, η τροπισετρόνη, που είναι ανταγωνιστής της σεροτονίνης στους 5-ΗΤ3 υποδοχείς, διαπιστώθηκε ότι αλληλεπιδρά σε νανομοριακές συγκεντρώσεις και με τους νικοτινικούς α7 υποδοχείς της ακετυλοχολίνης. Επίσης, ο αναστολέας της κυκλοξυγονάσης COX-2 σελεκοξίμπη είναι και ισχυρός αναστολέας της καρβονικής ανυδράσης τύπων hCAII και ΙΧ.
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			Σχήμα 2.87. Πολυφαρμακολογία ήδη χρησιμοποιούμενων φαρμάκων (old drugs).

			Από μια άλλη σκοπιά, υπάρχει η δυνατότητα ανάπτυξης προσδεμάτων πολλαπλών στόχων με «αφαιρετικό σχεδιασμό», αρχίζοντας από μια μη εκλεκτική αρχική βιοδραστική δομή. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η ιματινίμπη, που χρησιμοποιείται στην αντιμετώπιση της χρόνιας μυολογενούς λευχαιμίας. Η ιματινίμπη είναι νανομοριακός αναστολέας δυο κινασών, των PDGFR και Ab1, ενώ παρουσιάζει και υπομικρομοριακή ανασταλτική δράση ως προς την κινάση c-KIT. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 2.88, αρχική δομή στην ανάπτυξη της ιματινίμπης ήταν ένας φαινυλαμινοπυριμιδινικός μη-εκλεκτικός αναστολέας τεσσάρων κινασών. Στη συνέχεια, περιορίστηκε η δράση σε δυο από τις κινάσες με «αφαιρετικό σχεδιασμό» διαμέσου της εισαγωγής δυο χαρακτηριστικών μεθυλο-ομάδων στο μόριο. Τέλος, η εισαγωγή στη δομή ενός πιπεριδινικού δακτυλίου βελτιστοποίησε τη διαλυτότητα και οδήγησε στο φάρμακο ιματινίμπη.
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			Σχήμα 2.88. «Αφαιρετικός σχεδιασμός» στην ανάπτυξη της ιματινίμπης.
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			Κριτήρια αξιολόγησης

			Κριτήριο αξιολόγησης 1

			Έχει βρεθεί ότι ενώσεις που περιέχουν το υπόβαθρο της Ν-(πυριδιν-2-υλο)πυριμιδινο-4-αμίνης με δομή Smiles (βλέπε ενότητα 3.2.2):

			O=C(C)N(CC2)CCC2C1=NC(N4CCCC4)=NC(NC3=CC(C(F)(F)F)=CC=N3)=C1

			είναι ισχυροί αναστολείς της κινάσης DLK (MAP3K12) με θεραπευτική χρησιμότητα στην αντιμετώπιση χρόνιων νευροεκφυλιστικών ασθενειών [J. Med. Chem., DOI: 10.1021/acs.jmedchem.5b01072]. Κύριο μειονέκτημα των ενώσεων αυτών είναι η μικρή βιοδιαθεσιμότητά τους. Σε μια προσπάθεια βελτιστοποίησης των μορίων, ακολουθούμε τη στρατηγική της δομικής μεταπήδησης προς τα πενταμελή ετεροκυκλικά υπόβαθρα του πυρραζολίου, του θειαζολίου και του ιμιδαζολίου με αντίστοιχες δομές Smiles:

			 

			FC(F)(F)C1=CC=NC(NC2=NN(C3CCCC3)C(C4CCN(C(C)=O)CC4)=C2)=C1

			FC(F)(F)C1=CC=NC(NC(S3)=NC(C4CCCC4)=C3C2CCN(C(C)=O)CC2)=C1

			FC(F)(F)C1=CC=NC(NC(N=C3C4CCCC4)=CN3C2CCN(C(C)=O)CC2)=C1

			 

			Χρησιμοποιώντας το βασισμένο σε Java λογισμικό εργαλείο CATSlight2 και το λογισμικό ανοικτής πρόσβασης MedChem Designer (ενότητα 2.5.1.2.), υπολογίστε τη μοριακή ομοιότητα μεταξύ του αρχικού εξαμελούς πυριμιδινικού υποβάθρου και των προτεινόμενων νέων πενταμελών ετεροκυκλικών υποβάθρων. Με βάση αυτά τα αποτελέσματα, και λαμβάνοντας υπόψη τη σχετική μεταβολική σταθερότητα των δακτυλίων του πυραζολίου, του θειαζολίου και του ιμιδαζολίου, πια από τις τρεις προτεινόμενες δομικές μεταπηδήσεις θα επιλέξετε για σύνθεση και βιολογικό έλεγχο;

			Απάντηση/Λύση

			Χρησιμοποιώντας την διαδικτυακή εφαρμογή CATSlight2 και τις προεπιλεγμένες ρυθμίσεις του (Scaling: Type scaling, Bond Length: 10) σε συνδυασμό με το MedChem Designer, οι δείκτες μοριακής ομοιότητας μεταξύ του πυριμιδινικού δομικού υποβάθρου και των προς σύγκριση δακτυλίων είναι με του πυραζολίου (1,07), με του θειαζολίου (1,11) και με του ιμιδαζολίου (1,11). Παρόλο όμως ότι το δομικό υπόβαθρο του ιμιδαζολίου παρουσιάζει καλύτερο δείκτη μοριακής ομοιότητας, θα επιλέξουμε το δομικό υπόβαθρο του πυραζολίου, διότι αυτός ο πενταμελής ετεροκυκλικός δακτύλιος παρουσιάζει συγκριτικά τη μεγαλύτερη μεταβολική σταθερότητα [Chem. Res. Toxicol., DOI: 10.1021/tx015574b]. 

		

	
		
			Κεφάλαιο 3. Βελτιστοποίηση Ένωσης-Οδηγού

			Μετά την ανακάλυψη της ένωσης-οδηγού και με δεδομένη πλέον αφετηρία τον σκελετό του μορίου, συντίθενται σειρές δομικώς συγγενών ενώσεων με στόχο την περαιτέρω βελτιστοποίηση των φυσικοχημικών ιδιοτήτων που θα ευνοήσουν τη συγγένεια με τον υποδοχέα και θα βελτιώσουν το φαρμακοκινητικό προφίλ. Κατά τη διαδικασία αυτή οι δομικές αλλαγές δεν αφορούν συνήθως στη φαρμακοφόρο δομή, αλλά στο υπόλοιπο του μορίου. Τα νέα μόρια δοκιμάζονται ως προς τη βιολογική τους δράση και ανάλογα με τα αποτελέσματα οικοδομούνται Σχέσεις Δομής-Δράσης.

			Οι εξελίξεις στη Συνθετική Χημεία έχουν δημιουργήσει αυξημένες δυνατότητες που οδηγούν σε πολύ μεγάλο αριθμό δυνητικά νέων ενώσεων. Ως εκ τούτου δημιουργήθηκε η ανάγκη και σε αυτό το επίπεδο να εφαρμοσθεί ορθολογικός σχεδιασμός μέσω ποσοτικοποίησης της διαφοροποίησης που επιφέρουν στη δράση οι δομικές αλλαγές. Η ποσοτικοποίηση αυτή είναι δυνατή με εφαρμογή της Υπολογιστικής Χημείας, που επιτρέπει την περιγραφή της δομής των μορίων και αξιοποίηση μιας πληθώρας πληροφοριών μέσω στατιστικής επεξεργασίας των δεδομένων. Με αυτή τη διαδικασία, κατασκευάζονται μοντέλα, γνωστά ως μοντέλα Ποσοτικών Σχέσεων Δομής–Δράσης. Οι Ποσοτικές Σχέσεις Δομής–Δράσης στοχεύουν σε προβλέψεις της βιολογικής δραστικότητας, έτσι ώστε οι νέες συνθέσεις να οδηγούν με περισσότερη ασφάλεια σε βελτιωμένα φαρμακομόρια.

			Όπως ήδη έχει επισημανθεί, η βελτιστοποίηση της ένωσης-οδηγού δεν αφορά μόνο στην αύξηση της βιολογικής δράσης αλλά και σε βελτιωμένα φαρμακομοριακά χαρακτηριστικά, βελτιωμένες φαρμακοκινητικές ιδιότητες, μείωση τοξικότητας και ενδεχομένως σε αυξημένη εκλεκτικότητα ή επιλεγμένη πολυφαρμακολογία. Οι έννοιες αυτές αναπτύσσονται στο Κεφάλαιο 1 και στην ενότητα 2.8.

			3.1. Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης (Quantitative Structure Activity Relationships, QSAR)

			Οι Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης αποσκοπούν στην εξαγωγή εξισώσεων ή μοντέλων που συσχετίζουν τη βιολογική δράση με τη δομή, αντλώντας και αξιοποιώντας όσο το δυνατόν περισσότερες πληροφορίες με χρήση λιγότερων πειραμάτων. Τα μοντέλα αυτά συμβάλουν σημαντικά στην κατανόηση του μηχανισμού δράσης των φαρμακομορίων και έχουν προσφέρει καθοριστικά στη δημιουργία των σύγχρονων αντιλήψεων στο σχεδιασμό των φαρμάκων. Ο απώτερος στόχος όμως των Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης και το βασικό κίνητρο για την ανάπτυξή τους ήταν και παραμένει η πρόβλεψη της δράσης που θα κατευθύνει τον φαρμακοχημικό στη σύνθεση (ή τη μη σύνθεση) νέων παραγώγων. Ο φιλόδοξος στόχος της πρόβλεψης ωστόσο έχει βρεθεί στο επίκεντρο συζητήσεων και πρέπει να αντιμετωπίζεται με κριτικό πνεύμα, αξιοποιώντας παράλληλα τα σύγχρονα εργαλεία αξιολόγησης και επικύρωσης των μοντέλων και καθορισμού του πεδίου εφαρμογής τους. 

			3.1.1. Ιστορική αναδρομή 

			Η άποψη ότι η βιολογική δράση είναι συνάρτηση της δομής των χημικών ενώσεων έχει διατυπωθεί από τους Crum-Brown και Frazer ήδη στα τέλη του 19ου αιώνα1 (εξίσωση 3.1).

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Βιολογική Δράση = f Δομή
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			Οι Meyer και Overton, επίσης στα τέλη του 19ου αιώνα2,3, ήταν οι πρώτοι που διαπίστωσαν τη σχέση της λιποφιλίας (εκφρασμένης με το συντελεστή μερισμού στο σύστημα ελαίου-νερού) με τη γενική αναισθητική δράση. Στις εργασίες αυτές για πρώτη φορά αναφερόταν η συσχέτιση της δράσης με μια φυσικοχημική ιδιότητα. Μερικές δεκαετίες αργότερα ο Ferguson (1939), βασιζόμενος στην τάση ατμών (προκειμένου για πτητικές ουσίες) ή στην διαλυτότητα, πρότεινε την θερμοδυναμική ενεργότητα ως μέτρο για τη σύγκριση της δράσης γενικών αναισθητικών και αντιμικροβιακών ενώσεων4. Την ίδια εποχή ο Paul Ehrlich άνοιγε προφητικά το δρόμο στη σύγχρονη Φαρμακοχημεία προβλέποντας ότι σύντομα τα συνθετικά εργαστήρια θα δημιουργούσαν ενώσεις που θα αντιμετώπιζαν εξειδικευμένα τα αίτια της ασθένειας. Τις ενώσεις αυτές ονόμασε “magic bullets”. Αργότερα, με τη διατύπωση της θεωρίας του κλειδιού και της κλειδαριάς από τον Emil Fischer αποσαφηνιζόταν ο ρόλος της φαρμακοφόρου δομής στη δράση των φαρμάκων. Οι δυο παράλληλα εξελισσόμενες αντιλήψεις -η δράση των φαρμάκων εξαρτάται από τις φυσικοχημικές ιδιότητες- η δράση των φαρμάκων οφείλεται στη σύνδεση με τους υποδοχείς- γεφυρώνονται σήμερα θεωρώντας τη φαρμακοφόρο δομή ως αναγκαία αλλά μη ικανή συνθήκη για την εκδήλωση της δράσης, η δε έρευνα στρέφεται και προς τις δυο κατευθύνσεις: Παράλληλα με τη συγγένεια των μορίων στους υποδοχείς διερευνώνται και οι φυσικοχημικές τους ιδιότητες (βλέπε και Κεφάλαιο 2).

			Ένα σημαντικό βήμα προς την κατεύθυνση ποσοτικοποίησης της επίδρασης των φυσικοχημικών ιδιοτήτων στη δράση, ήταν η εισαγωγή των ηλεκτρονιακών σταθερών σ του Hammett τη δεκαετία του 1930. Οι ηλεκτρονιακές σταθερές σ εκφράζουν την επίδραση η οποία ασκείται από τους υποκαταστάτες των οργανικών μορίων στο ρυθμό μιας χημικής αντίδρασης. Ο Hammett θεώρησε ότι η επίδραση αυτή είναι σταθερή για κάθε υποκαταστάτη και για συγκεκριμένη αντίδραση. Στη συνέχεια, τη δεκαετία του 1950, ο Taft πρότεινε την τροποποίηση της εξίσωσης Hammett, εισάγοντας τη στερική σταθερά υποκαταστάτη Ες, η οποία λαμβάνει υπ’ όψιν τα στερικά φαινόμενα, τα οποία προκαλούνται από τους υποκαταστάτες και επηρεάζουν το ρυθμό μιας αντίδρασης. Οι Hammett και Taft, δείχνοντας ότι επίδραση των υποκαταστατών σε μια αντίδραση μπορεί να ποσοτικοποιηθεί, ενέπνευσαν πολλούς ερευνητές και η προσέγγιση αυτή γενικεύτηκε αργότερα από τους Hansch και Fujita συμπεριλαμβάνοντας και τη βιολογική δράση .

			Βασισμένοι στην ιδέα ότι η προσέγγιση των Hammett και Taft μπορεί να χρησιμοποιηθεί επίσης για την περιγραφή της βιολογικής δράσης, και με δεδομένη αφετηρία την ένωση-οδηγό που φέρει τη φαρμακοφόρο δομή, οι Hansch και Fujita ανέπτυξαν το πρώτο μοντέλο Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης (QSAR) το 1962. Η μελέτη τους αφορούσε μια σειρά φαινοξυ-οξικών οξέων με δράση στους τύπου αυξινών ρυθμιστές της ανάπτυξης των φυτών. Τομή ωστόσο, που καθορίζει την ανάπτυξη των Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης ως νέου ερευνητικού πεδίου, αποτελεί η δημοσίευση των ίδιων ερευνητών με τίτλο “ρ-σ-π analysis” στο περιοδικό JACS το 19645. Η ανάλυση αυτή, γνωστή ως Ανάλυση Hansch, θεωρεί ότι η βιολογική δράση είναι συνάρτηση τριών κατηγοριών ιδιοτήτων, του τρίπτυχου: λιποφιλία, ηλεκτρονιακές ιδιότητες, στερικές ιδιότητες. Σύμφωνα με την ανάλυση αυτή η εξίσωση (3.1) λαμβάνει τη μορφή (3.2).

			Βιολογική Δράση=f(λιποφιλία+ηλεκτρονιακές ιδιότητες+στερικές ιδιότητες)(3.2)

			Η επίδραση των ανωτέρω φυσικοχημικών ιδιοτήτων συγκεκριμενοποιείται περαιτέρω στην εξίσωση 3.3, η οποία συνοψίζει την ανάλυση Hansch. 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logBR= -alogP2+blogP+ρσ +δΕς +c
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			όπου logBR είναι γενική έκφραση του λογαρίθμου της βιολογικής απόκρισης, logP είναι ο συντελεστής μερισμού που αποτελεί μέτρο της λιποφιλίας, σ η ηλεκτρονιακή σταθερά του Hammett, που εκφράζει τις ηλεκτρονιακές ιδιότητες των υποκαταστατών και Ες η στερική σταθερά του Taft, που εκφράζει τις στερικές ιδιότητες υποκαταστατών. Οι συντελεστές a, b, ρ, δ και ο σταθερός όρος c προκύπτουν από πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης. 

			Εξισώσεις του τύπου 3.3 αποτελούν γραμμικές σχέσεις ελεύθερης ενέργειας (linear free energy relationships, LFER).

			Η ανάλυση Hansch βρήκε ευρεία εφαρμογή στις πρώιμες μελέτες QSAR, τεκμηρίωσε το ρόλο της λιποφιλίας, και των φυσικοχημικών ιδιοτήτων γενικότερα, στη βιολογική δράση, εισήγαγε τη χρήση των ηλεκτρονικών υπολογιστών και της στατιστικής στο σχεδιασμό των φαρμάκων και θεμελίωσε τις γραμμικές σχέσεις ελεύθερης ενέργειας με τη λογαριθμική μορφή των βιολογικών μεγεθών ως θερμοδυναμικών σταθερών. 

			Μια ακόμη σημαντική συνεισφορά στην ανάπτυξη των Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης πραγματοποιήθηκε την ίδια εποχή (1964) από τους Free και Wilson6. Η ανάλυση Free - Wilson θεωρεί ότι σε μία σειρά δομικώς συγγενών ενώσεων (congeneric series) οι υποκαταστάτες ή άλλα υπο-δομικά συστατικά των μορίων συνεισφέρουν προσθετικά στη μέση δραστικότητα (ή στη δραστικότητα της ένωσης αναφοράς) σύμφωνα με τη σχέση 3.4.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



log1/C=μο + Σαikxik
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			που α: η συνεισφορά στη βιολογική δράση του υποκαταστάτη x στη θέση i στο μόριο k και μο: η μέση δραστικότητα.

			Η παρουσία ή μη των υποκαταστατών ή των υπο-δομικών συστατικών ορίζεται από δείκτες που λαμβάνουν τις τιμές 1 και 0 αντίστοιχα και αποτελούν τις παραμέτρους x της εξίσωσης 3.4. Π.χ., για τη σειρά ενώσεων του γενικού τύπου:
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			με υποκαταστάτες Χ και Υ στη θέση μετα- και παρα- δημιουργείται ένας πίνακας παραμέτρων για την περιγραφή της δομής, όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.1, όπου οι υποκαταστάτες F, Cl, Br, CH3 σε μετα- και παρα- θέση αποτελούν τις παραμέτρους x.

			[image: ]

			Πίνακας 3.1. Πίνακας παραμέτρων για την περιγραφή της δομής στην ανάλυση Free – Wilson.

			Ακολούθως, με πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης προκύπτουν οι συντελεστές που εκφράζουν τη συνεισφορά κάθε υποκαταστάτη Χ και Υ στις θέσεις μετα- και παρα-. 

			Τα μειονεκτήματα της προσέγγισης αυτής είναι ότι κάθε υποκαταστάτης πρέπει να υπάρχει τουλάχιστον δυο φορές στα πλαίσια της σειράς των ενώσεων, ενώ δεν λαμβάνονται υπ’ όψιν πιθανά φαινόμενα αλληλεπίδρασης τα οποία προκαλούνται από συνδυασμούς υποκαταστατών και οδηγούν σε αποκλίσεις από την προσθετικότητα. Η ανάλυση Free-Wilson μπορεί να χρησιμοποιηθεί όταν επιδιώκεται η επισήμανση δομικών διαφορών μεταξύ μορίων ή όταν μια σειρά ενώσεων περιλαμβάνει δυο δομικά υπόβαθρα (scaffold). 

			Η λογική της συνεισφοράς των υποκαταστατών μέσω παραμέτρων- δεικτών, όπως προκύπτει από την ανάλυση Free – Wilson είναι δυνατόν να συνδυαστεί με την ανάλυση Hansch (εξίσωση 3.3) στην περίπτωση που κάποιο δομικό χαρακτηριστικό δεν μπορεί να περιγραφεί με φυσικοχημικές/μοριακές παραμέτρους. Εξ άλλου η προσέγγιση Free – Wilson έχει υιοθετηθεί για την περιγραφή της δομής των ενώσεων γενικότερα και υπο-δομικά συστατικά συμπεριλαμβάνονται στις περιγραφικές μεταβλητές (βλέπε ενότητα 3.2.2. Πρόσφατα έχει ανανεωθεί το ενδιαφέρον για την ανάλυση Free – Wilson, η οποία χρησιμοποιείται σε συνδυασμό και με άλλες τεχνικές, όπως η ανάλυση ομάδων R (R-group analysis) και οι Μηχανές Διανυσμάτων Στήριξης (Support Vector Machines). 

			Στις δεκαετίες που ακολούθησαν την ανάπτυξη των κλασικών αναλύσεων Hansch και Free – Wilson, οι Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης (QSAR) γνώρισαν θεαματική ανάπτυξη ως προς τη μεθοδολογία, την αποτίμηση της μοριακής δομής, την επικύρωση των μοντέλων και τον καθορισμό του πεδίου εφαρμογής τους. Από την ανάλυση μικρών σειρών δομικώς συγγενών ενώσεων και την εξαγωγή μοντέλων με απλή στατιστική επεξεργασία λίγων παραμέτρων, ο τομέας QSAR διευρύνθηκε ώστε να περιλαμβάνει μεγάλες σειρές δεδομένων και εξόρυξη πληροφοριών από πληθώρα περιγραφικών μεταβλητών (descriptors), που μπορούν να αναλυθούν με προηγμένες στατιστικές τεχνικές. Οι Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης αποτελούν σήμερα σημαντικό εργαλείο στο σχεδιασμό νέων υποψήφιων φαρμάκων, στοχεύοντας αφενός στην κατανόηση του μηχανισμού δράσης και αφετέρου στη μείωση του ποσοστού αποτυχίας και κατά συνέπεια του κόστους της φαρμακευτικής έρευνας7. 

			Σύμφωνα με τις σύγχρονες προσεγγίσεις όπως διαμορφώθηκαν μετά τη δεκαετία του ’90, οι Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης αφορούν σε ορθολογικό σχεδιασμό φαρμάκων, ο οποίος πραγματοποιείται μέσω σύγκρισης της συγγένειας σειράς προσδεμάτων ως προς έναν μοριακό στόχο. Κατά συνέπεια εντάσσονται στο Σχεδιασμό Φαρμάκων μέσω προσδεμάτων (LBDD). Οι Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης είναι δυνατόν να βασίζονται σε δυο διαστάσεις μοριακής απεικόνισης (2-D QSAR) με εξαγωγή εξισώσεων-μοντέλων ή σε τρεις διαστάσεις (3-D QSAR), όπως είναι η μεθοδολογία CoMFA και CoMSIA, που περιγράφονται στην ενότητα 3.6. Στο ευρύτερο πεδίο QSAR εντάσσονται επίσης η μοριακή προσομοίωση, στην οποία βασίζεται ο σχεδιασμός νέων μορίων με βάση τη δομή της πρωτεΐνης (structure-based drug design, SBDD) και ο σχεδιασμός με βάση δομικά θραύσματα (fragment-based drug design, FBDD) καθώς και η γενικότερη θεώρηση του σχεδιασμού φαρμάκων με τη βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή (computer-aided drug design), συμπεριλαμβανομένης και της εικονικής διαλογής βιβλιοθηκών ενώσεων (virtual screening), που αναπτύσσονται στις ενότητες 2.3.6, 2.4, 2.5 και 2.6. 

			Ποσοτικές σχέσεις μπορούν να εξαχθούν και για επί μέρους βιολογικές διεργασίες, όπως συγκεκριμένες φαρμακοκινητικές ιδιότητες. Στις περιπτώσεις αυτές χρησιμοποιείται ο όρος Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Ιδιοτήτων, QSPR (Quantitative Structure–Property Relationships)8. Εξάλλου η ίδια η εξαγωγή παραμέτρων για την περιγραφή της δομής των ενώσεων επικουρείται από μεθοδολογία QSPR9.

			Στο Σχήμα 3.1 απεικονίζεται η σχέση του ευρύτερου πεδίου QSAR με την μοριακή προσομοίωση, τις εικονικές βιβλιοθήκες, το QSPR, τη χημειοπληροφορική και τις περιγραφικές μεταβλητές.
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			Σχήμα 3.1 Τομείς εμπλεκόμενοι στο πεδίο των Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης.

			3.2. Συστατικά μιας κλασικής μελέτης Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης, QSAR

			Η εξαγωγή Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης αποτελεί μια σύνθετη ανάλυση με εμπλοκή πολλών επιμέρους διαφορετικών τομέων, όπως φαίνεται και στο Σχήμα 3.1.

			Οι κλασικές Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης οδηγούν σε γραμμικές εξισώσεις του γενικού τύπου 3.5 ανάμεσα σε μια συγκεκριμένη βιολογική απόκριση και στα δομικά χαρακτηριστικά μιας σειράς δομικώς συγγενών μορίων 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Δράση/Βιολογική ιδιότητα = αο+ α1Ρ1+ α2Ρ2+ α3Ρ3+αnΡn
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			όπου

			Ρ1 - Ρn: παράμετροι που περιγράφουν τη δομή

			α1-αn: συντελεστές που εξάγονται με στατιστική επεξεργασία.

			Για μια αξιόπιστη μελέτη QSAR απαιτούνται:

			α) Επιλογή σειράς δομικώς συγγενών ενώσεων, οι οποίες διαθέτουν επαναλήψιμες και καλά κατανεμημένες τιμές βιολογικής δράσης ως προς συγκεκριμένο υποδοχέα-στόχο. Διαχωρισμός σε ομάδα εκμάθησης και ομάδα ελέγχου Και οι δυο ομάδες πρέπει να είναι αντιπροσωπευτικές και να διαθέτουν σχετική ποικιλία χημικών δομών, γεγονός το οποίο μπορεί να επιτευχθεί με τη χρήση μεθόδων όπως ο Στατιστικός Πειραματικός Σχεδιασμός.

			β) Επιλογή παραμέτρων (πειραματικών και / ή υπολογιστικών) για την περιγραφή της δομής όλων των ενώσεων.

			γ) Στατιστική μέθοδος που επιτρέπει την εξαγωγή μια εξίσωσης-μοντέλου. Οι μέθοδοι στατιστικής ανάλυσης διαφέρουν όχι μόνο ως προς την ικανότητά τους να εξάγουν σταθερά μοντέλα με προβλεπτική ικανότητα, αλλά και ως προς τη διαφάνειά τους και τη δυνατότητα ερμηνείας τους. 

			δ) Μέθοδος που επιτρέπει τον έλεγχο αξιοπιστίας και την επικύρωση του μοντέλου QSAR που προέκυψε.

			ε) Ερμηνεία του μοντέλου ως προς τη συμβολή του σε περαιτέρω σύνθεση καινοτόμων αναλόγων. Καθορισμός του πεδίου εφαρμογής του μοντέλου. Τα τελικά μοντέλα επικυρώνονται για την προβλεπτική τους ικανότητα χρησιμοποιώντας τυφλή σειρά ελέγχου. 

			στ) Ανατροφοδότηση και επικαιροποίηση των μοντέλων με νέα δεδομένα.

			3.2.1. Περιγραφή της βιολογικής δράσης - Μεταβλητές απόκρισης

			Οι προϋποθέσεις όσον αφορά στα βιολογικά δεδομένα που θα χρησιμοποιηθούν για την εξαγωγή μοντέλων QSAR είναι:

			 

			α) Οι ενώσεις πρέπει να δρουν όλες στον ίδιο υποδοχέα με τον ίδιο μηχανισμό δράσης.

			β) Η βιολογική δράση πρέπει να είναι εκφρασμένη με αριθμητικά δεδομένα, τα οποία αντιστοιχούν σε μοριακές συγκεντρώσεις. Μη αριθμητικά βιολογικά δεδομένα που διαφοροποιούν τις ενώσεις ανάλογα με τη δράση π.χ. σε αδρανείς, δραστικές, πολύ δραστικές, μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την εξαγωγή μοντέλων ταξινόμησης.

			γ) Η βιολογική δράση πρέπει να είναι διαφοροποιημένη και καλά κατανεμημένη. Η διαφοροποίηση της δράσης πρέπει να καλύπτει τουλάχιστον δυο λογαριθμικές μονάδες και να υπάρχουν δεδομένα σε όλο το εύρος της δράσης.

			δ) Να είναι γνωστό το επίπεδο διεξαγωγής των βιολογικών πειραμάτων (μοριακό επίπεδο, κυτταρικό επίπεδο, πειράματα in situ, απομονωμένο όργανο, σύστημα, ολόκληρος οργανισμός).

			ε) Τα βιολογικά πειράματα να συνοδεύονται με πληροφορίες για την αξιοπιστία και την επαναληψιμότητά τους. Τα στατιστικά στοιχεία του μοντέλου δεν θα πρέπει να είναι καλύτερα από αυτά των βιολογικών πειραμάτων.

			 

			Στον Πίνακα 3.2 αναφέρονται χαρακτηριστικά παραδείγματα βιολογικών και φυσικοχημικών μεγεθών σε μελέτες QSAR και QSΡR αντίστοιχα.
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			Πίνακας 3.2. Χαρακτηριστικά βιολογικά και φυσικοχημικά μεγέθη που εξετάζονται στις μελέτες QSAR και QSPR.

			Τα βιολογικά δεδομένα χρησιμοποιούνται συνήθως υπό τη μορφή αρνητικού δεκαδικού λογαρίθμου. Κατ’ αυτόν τον τρόπο τα βιολογικά μεγέθη αυξάνουν αριθμητικά με την αύξηση της δράσης και βρίσκονται σε γραμμική σχέση με την ελεύθερη ενέργεια, δεδομένου ότι σχετίζονται άμεσα ή έμμεσα με θερμοδυναμικές σταθερές ισορροπίας ή ρυθμού. Εξάλλου, η λογαριθμική μορφή επιτρέπει καλύτερη διαχείριση των δεδομένων.

			Συχνά χρησιμοποιείται η γενική έκφραση logBR (λογάριθμος βιολογικής απόκρισης) ή log1/C όπου C είναι η μοριακή συγκέντρωση της ουσίας που προκαλεί μια συγκεκριμένη βιολογική απόκριση, π.χ. η συγκέντρωση C είναι δυνατόν να αντιστοιχεί στα βιολογικά μεγέθη ED50, EC50, ED20, LD50, MIC, κλπ. (Πίνακας 3.2).

			Εάν τα δεδομένα εκφράζουν % απόκριση, π.χ. % αναστολή της ενζυμικής δραστηριότητας (%Inh), μετατρέπονται συνήθως σε τιμές logit σύμφωνα με την εξίσωση (3.6)

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logit=log [%Inh/100-%Inh]
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			Το αυστηρό κριτήριο της ομοιογένειας των ενώσεων σε μια μελέτη QSAR, δεν αποτελεί προϋπόθεση στην περίπτωση εξαγωγής Ποσοτικών Σχέσεων Δομής–Ιδιοτήτων (QSΡR) που αφορούν σε παθητικά φαινόμενα, όπως η διαπερατότητα, (βλέπε ενότητα 4.2.5) ή σε λιγότερο εξειδικευμένη σύνδεση, όπως η πρωτεϊνική σύνδεση. 

			3.2.2. Περιγραφή της δομής - Περιγραφικές μεταβλητές

			Η δομή ενός μορίου μπορεί να εκφραστεί με πληθώρα περιγραφικών μεταβλητών (descriptors), οι οποίες υπολογίζονται από κατάλληλα λογισμικά. Το περιεχόμενο της πληροφορίας που κωδικοποιείται σε μια περιγραφική μεταβλητή εξαρτάται από δυο βασικούς παράγοντες: α) τον τρόπο αναπαράστασης του μορίου και β) τον αλγόριθμο ο οποίος χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό της περιγραφικής μεταβλητής. Με το ευρέως χρησιμοποιούμενο λογισμικό Dragon υπολογίζονται περισσότερες από 4500 περιγραφικές μεταβλητές, που προκύπτουν από διάφορες θεωρίες, βασιζόμενες στη φυσικοχημεία, την οργανική χημεία, την κβαντοχημεία, τα μαθηματικά, τη διαφορική τοπολογία, την αλγεβρική τοπολογία, τη θεωρία των γράφων, τη θεωρία της πληροφορίας και ειδικότερα τη χημειοπληροφορική. Για τον υπολογισμό των περιγραφικών μεταβλητών με τα διάφορα λογισμικά προγράμματα η δομή των μορίων εισάγεται στον υπολογιστή σχεδιαστικά ή με την απλοποιημένη γραφή SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Structure). Σύμφωνα με τη γραφή SMILES το μόριο παριστάνεται σε μια γραμμή θεωρώντας μόνο τα «βαριά» άτομα (όλα τα άτομα πλην του υδρογόνου) τα οποία απεικονίζονται με τα σύμβολά τους στο περιοδικό σύστημα. Ειδικότερα, τα άτομα του άνθρακα και του αζώτου συμβολίζονται με πεζά (c, n) αν βρίσκονται σε αρωματικό πυρήνα και με κεφαλαία (C, N) αν είναι αλειφατικά. Ο διπλός αλειφατικός δεσμός συμβολίζεται με = και ο τριπλός με #, ενώ για τις διακλαδώσεις ανοίγονται παρενθέσεις . Π.χ. η π-αμινοφαινόλη με τη γραφή SMILES παρίσταται ως:

			Nc1ccc(O)cc1

			Πολλά σχεδιαστικά προγράμματα παρέχουν τη γραφή SMILES των μορίων προς χρήση σε άλλα προγράμματα.

			Ανάλογα με το πληροφοριακό τους περιεχόμενο, οι περιγραφικές μεταβλητές κατατάσσονται σε φυσικοχημικές, μοριακές, κβαντομηχανικές, τοπολογικές, γεωμετρικές και δομικές. 

			Οι φυσικοχημικές ιδιότητες περιλαμβάνουν τη λιποφιλία, τις σταθερές ιοντισμού, τη διαλυτότητα, τη μοριακή διαθλασιμότητα, την πολωσιμότητα κλπ. 

			Μοριακές ιδιότητες αποτελούν η ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου, το μοριακό βάρος, παράμετροι συνολικού όγκου και επιφάνειας, η πολική επιφάνεια / τοπολογική πολική επιφάνεια, ο αριθμός των περιστρεφόμενων δεσμών, η αρωματικότητα κλπ. 

			Οι κβαντομηχανικές ιδιότητες περιλαμβάνουν τη διπολική ροπή, παραμέτρους ενέργειας (ΕΗΟΜΟ, ΕLUMO, Ενεργειακό χάσμα), ηλεκτροστατικά δυναμικά, μερικά φορτία κλπ. .Για τον υπολογισμό τους απαιτείται η γεωμετρική βελτιστοποίηση του μορίου.

			Γεωμετρικές ιδιότητες θεωρούνται οι αποστάσεις μεταξύ ατόμων, γωνίες και δίεδρες γωνίες, συμμετρίες, ο καθορισμός κεντροειδούς κλπ. 

			Οι τοπολογικές παράμετροι αποτελούν μια ευρύτατη κατηγορία περιγραφικών μεταβλητών που περιλαμβάνει δείκτες μοριακής συνδετικότητας χ (connectivity indices) και δείκτες μοριακού σχήματος (shape indices), που αφορούν σε ολόκληρο το μόριο, αλλά και τους ηλεκτροτοπολογικούς δείκτες (electrotopological state indices, E-state) που επικεντρώνονται σε συγκεκριμένα άτομα του μορίου10. Οι τοπολογικοί δείκτες προκύπτουν με βάση τη θεωρία των γράφων. Οι ευρύτερα χρησιμοποιούμενοι τοπολογικοί δείκτες είναι οι δείκτες χ και E-state του Kier. Για τον υπολογισμό των δεικτών λαμβάνεται υπόψη ο σκελετός του μορίου χωρίς τα υδρογόνα. Κάθε άτομο χαρακτηρίζεται με έναν αριθμό που προκύπτει ανάλογα με τα άτομα (υδρογόνα και βαριά άτομα) με τα οποία είναι συνδεδεμένο. Ακολούθως καθορίζονται τα μονοπάτια από τα οποία αποτελείται το μόριο και λαμβάνοντας υπόψη διαφορετικό αριθμό μονοπατιών καθορίζεται η τάξη του δείκτη. Π.χ. μονοπάτι δυο δεσμών τη φορά οδηγεί σε δείκτη πρώτης τάξης σύμφωνα με το τύπο: 

			

1χ = Σ δi +δj-1/2

 

			Μονοπάτι τριών δεσμών οδηγεί σε δείκτη δεύτερης τάξης σύμφωνα με το τύπο: 

			



2χ = Σ δi +δj+δk-1/2 





			όπου δ είναι οι αριθμοί που καθορίζουν κάθε άτομο και οι δείκτες i, j, k ορίζουν τα άτομα των μονοπατιών

			Επίσης, λαμβάνονται υπόψη διακλαδώσεις στο μόριο ή συνδυασμός μονοπατιών και διακλαδώσεων. Η τάξη του δείκτη εμφανίζεται ως εκθέτης αριστερά στο σύμβολο χ και δεξιά ως δείκτης εμφανίζονται τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά. Εάν τα άτομα διακρίνονται σε άνθρακες και ετεροάτομα, λαμβάνοντας υπόψη τα ηλεκτρόνια σθένους, προκύπτουν οι αντίστοιχοι δείκτες σθένους που διακρίνονται με τον εκθέτη v (valence) δεξιά του χ, π.χ. 1χvp είναι δείκτης σθένους, μονοπατιού, πρώτης τάξης. Ανάλογη λογική εφαρμόζεται για τον υπολογισμό των δεικτών ηλεκτροτοπολογικής κατάστασης. Σε κάθε άτομο αντιστοιχεί μια ενδογενής τιμή Ι

			



Ι= δν +1/δ, 





			όπου δν και δ ο αριθμός των ηλεκτρονίων σθένους και των σ- ηλεκτρονίων, αφαιρώντας αυτά τα οποία συνδέονται με υδρογόνα, αντίστοιχα. 

			Ακολούθως λαμβάνεται υπόψη η επίδραση του δομικού περιβάλλοντος ως

			



ΔΙ=ΣΙi  –Ιj / rij2. 





			όπου r η αποστάσει μεταξύ των ατόμων i και j 

			Η ηλεκτροτοπολογική κατάσταση S ενός ατόμου δίνεται τελικά από τη σχέση: 

			



S= Ι + ΔΙ





			Οι δομικές μεταβλητές αφορούν απλά στην παρουσία (ή τη συχνότητα παρουσίας) συγκεκριμένων δομικών χαρακτηριστικών στο μόριο, όπως ετεροατόμων, λειτουργικών ομάδων, διπλών, τριπλών δεσμών, κλπ. Ουσιαστικά οι δομικές μεταβλητές εντάσσονται στη λογική της περιγραφής των μορίων σύμφωνα με την ανάλυση Free-Wilson. 

			Περιγραφικές παράμετροι είναι επίσης δυνατόν να προκύψουν από Γραμμικές Σχέσεις Ελεύθερης Ενέργειας (Liner Free Energy Relationships, LFER) και Γραμμικές Σχέσεις Ενέργειας Επιδιαλύτωσης (Linear Solvation Energy Relationships, LSER). 

			Στις Γραμμικές Σχέσεις Ελεύθερης Ενέργειας χρησιμοποιείται μια πρότυπη αντίδραση που διέπεται από το υπό μελέτη φαινόμενο και προσδιορίζονται οι σταθερές ισορροπίας μια πρότυπης μη υποκατεστημένης ένωσης και σειράς υποκατεστημένων ενώσεων. Θεωρώντας ότι η συμβολή στη διαφορά στην ελεύθερη ενέργεια ΔG (ΔΔG), που προκαλεί ο κάθε υποκαταστάτης, είναι μια σταθερή ποσότητα, αποτιμάται η επίδραση των υποκαταστατών στην αντίδραση υπό τη μορφή σταθερών. Με Γραμμικές Σχέσεις Ελεύθερης Ενέργειας έχουν προκύψει οι ηλεκτρονιακές σταθερές σ του Hammett (σm, σp, σο), η επαγωγική σταθερά σΙ του Charton, οι ηλεκτρονιακές σταθερές F και R των Swain και Lupton, για το επαγωγικό φαινόμενο και το φαινόμενο συντονισμού αντίστοιχα, η στερική σταθερά Ες του Taft, η υδρόφοβη σταθερά π του Hansch κ.α. (βλέπε και ενότητα 4.3). 

			Οι Γραμμικές Σχέσεις Ενέργειας-Επιδιαλύτωσης βασίζονται στην άποψη ότι, φαινόμενα που αφορούν σε ισορροπία ανάμεσα σε δυο φάσεις, μπορούν να περιγραφούν με 5 θεμελιώδεις παραμέτρους που αφορούν στην οξύτητα σε δεσμούς υδρογόνου (Α), στη βασικότητα σε δεσμούς υδρογόνου (Β), στον όγκο (V), στην πολωσιμότητα/διπολικότητα S και στην πλεονάζουσα μοριακή διαθλασιμότητα Ε. Η εξαγωγή Γραμμικών Σχέσεων Ενέργειας-Επιδιαλύτωσης περιγράφεται αναλυτικότερα στην ενότητα 4.4.

			Ανάλογα με το επίπεδο των διαστάσεων που επηρεάζουν τον υπολογισμό τους, οι μεταβλητές κατατάσσονται σε μεταβλητές 1D, 2D ή 3D. Π.χ. το μοριακό βάρος αποτελεί μεταβλητή 1D, η λιποφιλία, η οποία υπολογίζεται με βάση το συντακτικό τύπο είναι 2D. Οι μεταβλητές 3D υπολογίζονται με βάση τη θερμοδυναμικά ευνοϊκή διαμόρφωση, μετά από ελαχιστοποίηση της ενέργειας και αντλούν πληροφορίες από την τριδιάστατη δομή (βλέπε ενότητα 2.4). Στην κατηγορία αυτή ανήκουν τα κβαντομηχανικά μεγέθη, τα μήκη των δεσμών, οι γωνίες, η διπολική ροπή, τα μερικά φορτία καθώς και ορισμένες παράμετροι όγκου και επιφάνειας. Μεταβλητές 3D αποτελούν επίσης οι μεταβλητές πλέγματος (GRID descriptors), οι οποίες, εκτός από την εύρεση της θερμοδυναμικά ευνοϊκής διαμόρφωσης, προϋποθέτουν την υπέρθεση και ευθυγράμμιση (alignment) των ενώσεων εντός ενός θεωρητικού τριδιάστατου πλέγματος. Οι μεταβλητές πλέγματος αποτελούν τιμές της ενέργειας αλληλεπίδρασης των ενώσεων σε διάφορα σημεία του πλέγματος, που υπολογίζονται θεωρώντας κατάλληλο ιχνηθέτη (probe) στον κόμβο του πλέγματος. Οι μεταβλητές πλέγματος εκφράζουν ομοιότητες/ανομοιότητες μεταξύ ενώσεων, συχνά όμως οι τιμές τους εξαρτώνται από τον τρόπο ευθυγράμμισης των ενώσεων. Αντίθετα οι μη εξαρτώμενες από το πλέγμα μεταβλητές GRIND (GRid Independent Descriptors) δεν επηρεάζονται από την υπέρθεση και ευθυγράμμιση των ενώσεων. Προκύπτουν όπως και οι μεταβλητές πλέγματος από πεδία μοριακών αλληλεπιδράσεων (molecular interactions fields, MIF), τα οποία υπολογίζονται αναφορικά με διαφορετικούς ιχνηθέτες στον κόμβο του πλέγματος, θεωρώντας ωστόσο μόνο τις περιοχές, όπου η ένταση των πεδίων είναι μέγιστη. Ως υποθετικοί ιχνηθέτες χρησιμοποιούνται διάφορες ομάδες, π.χ. sp3 υβριδικός άνθρακας με φορτίο +1, υδρόφοβος ιχνηθέτης, καρβονυλικό οξυγόνο, αμιδικό άζωτο, νερό κλπ. Σε αυτήν την κατηγορία ανήκουν οι παράμετροι Volsurf, οι οποίες συμπιέζουν την πληροφορία που προκύπτει από τα πεδία μοριακών αλληλεπιδράσεων σε λίγες παραμέτρους, ανεξάρτητες από την ευθυγράμμιση των μορίων. Με τις παραμέτρους Volsurf, ανάλογα με το είδος του ιχνηθέτη, περιγράφεται μεγάλο εύρος φυσικοχημικών και μοριακών χαρακτηριστικών, όπως το μέγεθος και σχήμα, η συνολική κατανομή υδρόφοβων και υδρόφιλων περιοχών και η μεταξύ τους ισορροπία. Αναφέρονται επίσης μεταβλητές περισσότερων διαστάσεων (xD), αν ληφθούν υπόψη περισσότερα διαμορφωμερή της κάθε ένωσης ή η παράλληλη αλληλεπίδραση των μορίων με το περιβάλλον (διαλύτη, μόρια της αυτής ένωσης, μόρια άλλης ένωσης, μακρομόρια, μακρομοριακοί σχηματισμοί, μεμβράνες κλπ).

			Το εγχειρίδιο των Rekanatini και Consonni11 αποτελεί έναν άτλαντα περιγραφικών μεταβλητών, όπου παρέχονται επεξηγήσεις ως προς τον τρόπο υπολογισμού τους και το πληροφοριακό τους περιεχόμενο. Ωστόσο, πολλές από τις μεταβλητές αυτές δεν είναι εύκολα ερμηνεύσιμες από τον φαρμακοχημικό και τα αντίστοιχα μοντέλα είναι μεν χρήσιμα για την πρόβλεψη της δράσης νέων ενώσεων, δεν μπορούν ωστόσο να κατευθύνουν άμεσα τη σύνθεση ή να οδηγήσουν σε υποθέσεις για το μηχανισμό δράσης. Από την άλλη, απλές φυσικοχημικές και μοριακές μεταβλητές που εκφράζουν χαρακτηριστικά φαρμακο-ομοιότητας και που πρακτικά εντάσσονται στο τρίπτυχο λιποφιλία, ηλεκτρονιακές ιδιότητες, στερικές ιδιότητες, σε συνδυασμό και με δομικές ή γεωμετρικές παραμέτρους, οδηγούν συχνά σε εξ ίσου ικανοποιητικά και παράλληλα εύκολα ερμηνεύσιμα μοντέλα. 

			Ενδεικτικά, ένα πλέγμα χαρακτηριστικών περιγραφικών μεταβλητών που χρησιμοποιούνται στις Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης παριστάνεται στο Σχήμα 3.2.

			[image: ]

			Σχήμα 3.2 Πλέγμα χαρακτηριστικών περιγραφικών μεταβλητών που χρησιμοποιούνται στις Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης.

			Οι κυριότερες φυσικοχημικές και μοριακές ιδιότητες, που επηρεάζουν τη βιολογική δράση περιγράφονται στο Κεφάλαιο 4 και στην ενότητα 5.2.

			3.2.3. Στατιστικές μέθοδοι

			Η πληθώρα της πληροφορίας, όπως εκφράζεται με τον μεγάλο αριθμό των περιγραφικών μεταβλητών, απαιτεί αποτελεσματικά στατιστικά εργαλεία για τη διαχείρισή της με στόχο την εξαγωγή μοντέλων QSAR/QSPR (Σχήμα 3.3).
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			Σχήμα 3.3. Εξαγωγή μοντέλων QSAR/QSPR.

			3.3. Σύντομη επισκόπηση στατιστικών μεθόδων

			Ευρέως χρησιμοποιούμενες στατιστικές μέθοδοι σε μελέτες QSAR/QSPR είναι η Πολλαπλή Γραμμική Ανάλυση Παλινδρόμησης (Multiple Linear Regression Analysis, MLRA) και η Πολυμεταβλητή Ανάλυση Δεδομένων (Multivariate Data Analysis). Η τελευταία διακρίνεται σε Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών (Principal Component Analysis, PCA) και Ανάλυση Μερικών Ελαχίστων Τετραγώνων (Partial Least Square, PLS)12. Η εφαρμογή Ανάλυσης Μερικών Ελαχίστων Τετραγώνων εφαρμόζεται επίσης στην εξαγωγή μοντέλων 3-D QSAR όπως είναι μοντέλα που προκύπτουν με Συγκριτική Ανάλυση Μοριακών Πεδίων (Comparative Molecular Field Analysis, CoMFA)13, ή Συγκριτική Ανάλυση Δεικτών Μοριακής Ομοιότητας (Comparative Molecular Similarity Indices Analysis, CoMSIA)14.

			H πληθώρα των διαθέσιμων μεταβλητών απαιτεί πρόσθετα στατιστικά εργαλεία για την υποστήριξη της αρχικής επιλογής των μεταβλητών, που θα υποβληθούν στη στατιστική επεξεργασία. Η Πολλαπλή Γραμμική Ανάλυση Παλινδρόμησης συχνά συνδυάζεται με Γενετικούς ή Εξελικτικούς Αλγορίθμους, ενώ η Πολυμεταβλητή Ανάλυση Δεδομένων ενσωματώνει κριτήρια επιλογής μεταβλητών. Οι Γενετικοί Αλγόριθμοι, μιμούμενοι τη φυσική επιλογή δημιουργούν ένα πληθυσμό από μοντέλα με στόχο τη βέλτιστη λύση. Τα μοντέλα υφίστανται «μεταλλάξεις» με αλλαγή περιγραφικών μεταβλητών, έτσι ώστε τελικά καταλήγουν στις επικρατέστερες μεταβλητές, που χρησιμοποιούνται στην περαιτέρω στατιστική ανάλυση15. 

			Οι ανωτέρω στατιστικές τεχνικές οδηγούν σε γραμμικά μοντέλα. Μη γραμμικότητα είναι δυνατόν να εισαχθεί στα μοντέλα με κατάλληλη μετατροπή της μεταβλητής που περιγράφει τη βιολογική απόκριση (π.χ. λογαριθμοποίηση των βιολογικών μεγεθών) ή ορισμένων περιγραφικών μεταβλητών (π.χ. ύψωση σε δύναμη, τετραγωνική ρίζα κλπ).

			Στατιστικές μέθοδοι που οδηγούν σε μη γραμμικά μοντέλα αποτελούν τα Τεχνητά Νευρωνικά Δίκτυα (Artificial Neural Networks, ANN), οι Μηχανές Διανυσμάτων Στήριξης (Support Vector Machines SVM), τα Δένδρα Παλινδρόμησης (Regression Trees) και άλλες16,17. 

			Στις επόμενες παραγράφους γίνεται σύντομη αναφορά στις γραμμικές στατιστικές μεθόδους, στα απαραίτητα στατιστικά στοιχεία που λαμβάνονται υπόψη για την αξιολόγηση των μοντέλων και σε τεχνικές επικύρωσης των μοντέλων.

			3.3.1. Πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης

			Η πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης επιτρέπει τη συσχέτιση μιας εξαρτημένης μεταβλητής με περισσότερες ανεξάρτητες μεταβλητές (παραμέτρους), ώστε να προκύψουν εξισώσεις της μορφής 3.5. Η μέθοδος αυτή βρίσκει ευρεία εφαρμογή στην κλασική ανάλυση QSAR. Δημιουργείται ένας πίνακας δεδομένων, όπου οι σειρές αντιστοιχούν στις διαφορετικές ενώσεις και οι στήλες στις μεταβλητές. Η πρώτη στήλη αφορά την εξαρτημένη μεταβλητή Υ και οι υπόλοιπες στις ανεξάρτητες μεταβλητές (παραμέτρους) Χ. Ο υπολογισμός των συντελεστών των παραμέτρων και του σταθερού όρου στηρίζεται, όπως και στην απλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης, στη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων των υπολοίπων μεταξύ πειραματικών και υπολογιστικών τιμών. Για μια γραμμική σχέση της μορφής

			



Y=a1x+a0





			οι διαφορές πειραματικών και υπολογιστικών τιμών εκφράζονται με την εξίσωση 3.6.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



ΣYi– Y’i2 = ΣYi– aοΧi+α12
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			όπου Υ’ είναι υπολογιστικές τιμές.

			Αναλύεται η εξίσωση, λαμβάνεται η πρώτη παράγωγος ως προς aο και a1 και τίθεται ίση με το 0. Προκύπτει σύστημα δυο εξισώσεων με δυο αγνώστους (aο και a1), η επίλυση του οποίου οδηγεί στις τιμές aο και a1. Για n παραμέτρους με την ίδια μέθοδο προκύπτει σύστημα n+1 εξισώσεων με n+1 αγνώστους.

			Ο αριθμός των παραμέτρων που μπορεί να περιλαμβάνει μια εξίσωση που προκύπτει με πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης, καθορίζεται από τους βαθμούς ελευθερίας n-k, όπου n ο αριθμός των ενώσεων και k ο αριθμός των μεταβλητών (ανεξαρτήτων + εξαρτημένης). Ο αριθμός των βαθμών ελευθερίας πρέπει να είναι όσο το δυνατόν μεγαλύτερος για την εξαγωγή αξιόπιστου μοντέλου QSΑR (μεγάλο n, μικρό k). Γενικά θεωρείται ότι για κάθε εισαγόμενη παράμετρο στο μοντέλο πρέπει να αντιστοιχούν τουλάχιστον 5 ενώσεις.

			Μέτρο για την αξιολόγηση της εξίσωσης παλινδρόμησης είναι ο συντελεστής συσχέτισης r, ο οποίος υπολογίζεται από τον τύπο 3.7.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



r=ΣXi-X-Yi-Y-ΣXi-X-2Yi-Y-2
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			όπου

			



Y-=ΣYin   X-=ΣXin





			οι μέσοι όροι των μεταβλητών Υ και Χ.

			Ο συντελεστής συσχέτισης πρέπει να τείνει στο | 1 |, δηλ. -1 < r < 1. Συχνά, ιδιαίτερα στην περίπτωση περισσότερων παραμέτρων, χρησιμοποιείται το τετράγωνο του συντελεστή συσχέτισης r2. Ο όρος r2 x100 εκφράζει το ποσοστό των περιπτώσεων που ερμηνεύει η εξίσωση. Η τιμή του συντελεστή συσχέτισης r, η οποία θεωρείται ικανοποιητική σε μια μελέτη QSAR, εξαρτάται από την ακρίβεια και ποιότητα των τιμών της εξαρτημένης μεταβλητής, δηλ. από την πολυπλοκότητα της πειραματικής διάταξης που χρησιμοποιήθηκε για να προσδιοριστεί η βιολογική δράση. Ο προσαρμοσμένος συντελεστής συσχέτισης (adjusted r2) αποτελεί προσαρμογή του συντελεστή συσχέτισης ως προς τους βαθμούς ελευθερίας, δεδομένου ότι η εισαγωγή επιπλέον παραμέτρων οδηγεί σε πλασματική αύξηση του συντελεστή συσχέτισης. Ο προσαρμοσμένος συντελεστής συσχέτισης είναι γενικά μικρότερος από τον συντελεστή συσχέτισης και αυξάνει με την εισαγωγή νέας παραμέτρου μόνο όταν η βελτίωση του μοντέλου είναι μεγαλύτερη από αυτή που θα προέκυπτε τυχαία. 

			Η τυπική απόκλιση (standard deviation s, ή SD) δείχνει τη διασπορά των σημείων γύρω από το μέσο όρο, στην περίπτωση πληθυσμού ή την ευθεία προσαρμογής, στην περίπτωση παλινδρόμησης. Η τυπική απόκλιση s είναι η τετραγωνική ρίζα της διακύμανσης s2, η οποία ορίζεται από την εξίσωση 3.8.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



s2=∑i=1n(Yi-Y^i)2n-2=∑i=1nei2n-2
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			Ο αριθμητής της εξίσωσης 3.8 αποτελεί το άθροισμα των τετραγώνων των υπολοίπων SSE (error sum of squares), οπότε συχνά η διακύμανση γράφεται ως

			



s2=SSEn-2





			Η τυπική απόκλιση πρέπει να τείνει στο 0. Το διπλάσιο της τυπικής απόκλισης 2s καθορίζει το όριο ανοχής σφάλματος του μοντέλου. Η διαφορά Δ των υπολογιζόμενων τιμών Υυπολ από τις πειραματικές τιμές (Δ=yυπολ-yπειρ) πρέπει είναι μικρότερη από 2s (Δ<2s), για να θεωρηθεί ότι προσαρμόζονται οι ενώσεις στο μοντέλο. Στην περίπτωση που Δ>2s, η ένωση αποτελεί έκτροπη τιμή (οutlier). Οι έκτροπες τιμές χρήζουν περαιτέρω μελέτης ώστε να ερμηνευτεί ο λόγος για τον οποίο πρέπει να αποκλειστούν από το μοντέλο. Στο Σχήμα 3.4 δίνεται η απεικόνιση πειραματικών τιμών ως προς υπολογιστικές τιμές, όπου παρατηρείται μια έκτροπη τιμή. Η απεικόνιση πειραματικών τιμών / υπολογιστικών τιμών δίνει επιπλέον την εικόνα της κατανομής των σημείων (ενώσεων). Θα πρέπει επίσης να σημειωθεί ότι εκτός των καλών στατιστικών στοιχείων ενός μοντέλου, η συσχέτιση πειραματικών τιμών / υπολογιστικών τιμών πρέπει είναι 1:1, να έχει δηλαδή κλίση περίπου 1 και στατιστικά μη σημαντικό σταθερό όρο.
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			Σχήμα 3.4. Απεικόνιση πειραματικών/υπολογιστικών τιμών όπου παρατηρείται μια έκτροπη τιμή.

			Η σημαντικότητα κάθε παραμέτρου καθορίζεται από τη δοκιμασία Student (Student test t), η οποία σχετίζεται με το λόγο του συντελεστή της παραμέτρου προς το τυπικό της σφάλμα. Για να είναι σημαντική μια παράμετρος πρέπει t >|2|. H δοκιμασία Fisher (Fisher test) αποτελεί επίσης ένα χρήσιμο στατιστικό στοιχείο, που καθορίζει τη σημαντικότητα της εξίσωσης παλινδρόμησης. Η τιμή F πρέπει να είναι όσο το δυνατόν μεγαλύτερη και οπωσδήποτε μεγαλύτερη από την τιμή που καθορίζεται στον αντίστοιχο πίνακα ανάλογα με τους βαθμούς ελευθερίας και το επίπεδο σημαντικότητας. Στις Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης συνήθως χρησιμοποιείται επίπεδο σημαντικότητας 95%.

			Όταν ο αρχικός πίνακας Χ περιέχει μεγάλο αριθμό μεταβλητών, η επιλογή ξεκινά με τον αποκλεισμό των αλληλοσχετιζόμενων παραμέτρων και των παραμέτρων που εμφανίζουν μικρή διακύμανση ή είναι μηδενικές. Για την περαιτέρω επιλογή των παραμέτρων μπορεί να απαιτηθεί η βοήθεια πρόσθετων τεχνικών όπως των Γενετικών Αλγορίθμων. Πολλά στατιστικά προγράμματα διαθέτουν επίσης δυνατότητα επιλογής παραμέτρων δοκιμάζοντας την εισαγωγή μια παραμέτρου τη φορά, την οποία κρατούν ή απορρίπτουν στη βάση της δοκιμασίας F. Άλλος τρόπος είναι να εισαχθούν όλες οι παράμετροι στο μοντέλου και ακολούθως να αφαιρείται μια παράμετρος τη φορά ανάλογα και πάλι με την τιμή F που προκύπτει. Η πρώτη προσέγγιση μπορεί να μην συμπεριλάβει κάποια παράμετρο που θα μπορούσε να είναι σημαντική, ενώ η δεύτερη οδηγεί συνήθως σε υπερφορτωμένο μοντέλο. Συχνά ακολουθείται συνδυασμός των δυο προσεγγίσεων.

			Γενικά, μεταξύ περισσότερων μοντέλων με ανάλογα στατιστικά στοιχεία, προτιμάται το απλούστερο μοντέλο, δηλ. το μοντέλο με τις λιγότερες παραμέτρους. 

			Περιορισμοί της Πολλαπλής Γραμμικής Ανάλυσης Παλινδρόμησης

			-Η μέθοδος περιορίζεται σε μια μόνον εξαρτημένη μεταβλητή Υ.

			-Οι μεταβλητές Χ πρέπει να είναι πραγματικά ανεξάρτητες (ορθογώνιες), να μην συσχετίζονται δηλ. μεταξύ τους. Η αλληλοσυσχέτιση των παραμέτρων αποτελεί σημαντικό περιορισμό, δεδομένου ότι συχνά το πληροφοριακό περιεχόμενο των παραμέτρων είναι παραπλήσιο. Στην περίπτωση αλληλοσυσχετιζόμενων παραμέτρων θα πρέπει να επιλεγεί μια μόνο εξ αυτών, με αποτέλεσμα να μην αξιοποιείται πλήρως η πληροφορία. 

			-Ο τελικός πίνακας των ανεξαρτήτων μεταβλητών Χ που χρησιμοποιείται στην ανάλυση πρέπει να έχει μεγάλο ύψος και μικρό πλάτος - αυξημένος αριθμός σειρών (ενώσεων- αντικειμένων) και μικρός αριθμός στηλών (μεταβλητών Χ). Το τελικό μοντέλο πρέπει να έχει λίγες μόνο παραμέτρους.

			-Υπάρχει κίνδυνος τυχαίας συσχέτισης, αν και αυτό αποφεύγεται με την εφαρμογή μεθόδων για τον έλεγχο αξιοπιστίας και επικύρωσης του μοντέλου. 

			3.3.2. Πολυμεταβλητή ανάλυση δεδομένων (multivariate data analysis, MVDA)

			Η Πολυμεταβλητή Ανάλυση Δεδομένων (MVDA) επιτρέπει τη διαχείριση μεγάλου αριθμού αλληλοσυσχετιζόμενων περιγραφικών μεταβλητών, ενώ έχει τη δυνατότητα να αναλύσει περισσότερες από μια μεταβλητές απόκρισης. Βασίζεται στη μέθοδο των προβολών των σημείων από ένα πολυδιάστατο χώρο σε ένα χώρο μικρότερων διαστάσεων, ενώ δεν ακολουθεί τη φιλοσοφία της αλλαγής μία παραμέτρου τη φορά 

			Η Πολυμεταβλητή Ανάλυση Δεδομένων περιλαμβάνει την Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών (Principal Component Analysis, PCA) και την Ανάλυση Ελαχίστων Τετραγώνων (Προβολές Μερικών Ελαχίστων Τετραγώνων σε Λανθάνουσες Δομές, Partial Least Squares Projections to Latent Structures, PLS) 12. 

			Η Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών αποτελεί μέθοδο ταξινόμησης και περιλαμβάνει έναν ενιαίο πίνακα περιγραφικών μεταβλητών (descriptors) Χ. Οι ενώσεις (αντικείμενα) θεωρούνται σημεία σε ένα πολυδιάστατο χώρο (χώρο που ορίζεται από τις μεταβλητές Χ). Τα σημεία αυτά προβάλλονται σε ένα χώρο μικρότερων διαστάσεων, που ορίζεται από τις Κύριες Συνιστώσες, οι οποίες εξάγονται με γραμμικό συνδυασμό των αρχικών μεταβλητών. Οι Κύριες Συνιστώσες είναι κάθετες μεταξύ τους και αποτελούν τους νέους άξονες επί των οποίων προβάλλονται τα σημεία (ενώσεις), αποκτώντας νέες συντεταγμένες. Δημιουργούνται έτσι δυο νέοι πίνακες, ο πίνακας Τ των συντεταγμένων (scores) των ενώσεων στις Κύριες Συνιστώσες και ο πίνακας Ρ των φορτίων (loadings), δηλ. των γωνιών που σχηματίζουν οι Κύριες Συνιστώσες ως προς τις αρχικές μεταβλητές. Οι πίνακες Τ και Ρ περιγράφουν το αρχικό πίνακα Χ σύμφωνα με την εξίσωση

			



X=1*X+TP'+E





			όπου Χ ο μέσος όρος των μεταβλητών Χ και Ε ο πίνακας των υπολοίπων (Σχήμα 3.5).
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			Σχήμα 3.5. Ανάλυση του πίνακα Χ στο πίνακα των συντεταγμένων Τ, τον πίνακα των φορτίων και τον πίνακα των υπολοίπων.

			Στο Σχήμα 3.6 φαίνεται η αρχική απεικόνιση των σημείων σε τρείς άξονες (I) (λόγω περιορισμού της οπτικοποίησης περισσότερων διαστάσεων), η μετακίνηση του σμήνους των σημείων στην αρχή των αξόνων (ΙΙ) και η προβολή των σημείων στις Κύριες Συνιστώσες καθώς και η διαμόρφωση των φορτίων (διευθύνσεων) των Κυρίων Συνιστωσών ως προς τις αρχικές μεταβλητές (III).
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			Σχήμα 3.6 Ανάλυση Κυρών Συνιστωσών, PCA.

			Σημαντικό πληροφοριακό περιεχόμενο παρέχουν οι απεικονίσεις των συντεταγμένων και των φορτίων των δυο πρώτων Κυρίων Συνιστωσών, οι οποίες ερμηνεύουν το μεγαλύτερο ποσοστό της διακύμανσης των δεδομένων. Η απεικόνιση των συντεταγμένων των δυο πρώτων Κυρίων Συνιστωσών εκφράζει τη σχέση των αντικειμένων (ενώσεων) μεταξύ τους και δίνει μια πρώτη εικόνα των δεδομένων. Αν διαμορφώνονται χωριστές ομάδες (τάξεις) μεταξύ των αντικειμένων (ενώσεων) η Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών οδηγεί σε μοντέλο μη επιβλεπόμενης ταξινόμησης (Σχήμα 3.7). 
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			Σχήμα 3.7. Απεικόνιση των συντεταγμένων t1, t2 των δυο πρώτων Κυρίων Συνιστωσών.

			Η έλλειψη στο σχήμα 3.7 καλείται έλλειψη Hotelling T2 και οριοθετεί την περιοχή που ορίζει το μοντέλο με βάση την απόσταση Mahalanobis σε επίπεδο εμπιστοσύνης 95%. Παρατηρείται κατηγοριοποίηση των αντικειμένων (ενώσεων) σε 4 ομάδες Η κατηγοριοποίηση αυτή δεν ήταν γνωστή εκ των προτέρων, αλλά προέκυψε από την ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών. Πρόκειται κατά συνέπεια για μη επιβλεπόμενη (unsupervised) μέθοδο ταξινόμησης. Τα δύο σημεία που βρίσκονται εκτός της έλλειψης Hotelling T2 απέχουν σημαντικά από το μοντέλο και αποτελούν ισχυρά έκτροπες τιμές.

			Η απεικόνιση των φορτίων των δυο πρώτων Κυρίων Συνιστωσών εκφράζει τη σχέση των μεταβλητών μεταξύ τους και οδηγεί σε αντίστοιχη ταξινόμηση ως προς το πληροφοριακό τους περιεχόμενο.
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			Σχήμα 3.8. Απεικόνιση των φορτίων p1και p2 των δυο πρώτων Κυρίων Συνιστωσών.

			Στο Σχήμα 3.8 παρατηρείται αλληλοεπικάλυψη των φορτίων p1 και p2 ορισμένων μεταβλητών. Η αλληλοεπικάλυψη αυτή δείχνει ότι οι συγκεκριμένες μεταβλητές εκφράζουν ανάλογες πληροφορίες. 

			O γραμμικός συνδυασμός των αρχικών μεταβλητών οδηγεί σε ιδιοανύσματα που περιγράφουν πώς συμβάλλουν οι μεταβλητές σε κάθε Κύρια Συνιστώσα. Το ποσοστό της διακύμανσης που ερμηνεύει κάθε Κύρια Συνιστώσα ορίζεται από την ιδιοτιμή, που συνοδεύει κάθε ιδιοάνυσμα, Μια Κύρια Συνιστώσα θεωρείται σημαντική αν η ιδιοτιμή της είναι μεγαλύτερη του 2. Η σημαντικότητα των Κυρίων Συνιστωσών καθορίζεται επίσης από τη συνεισφορά τους στο μοντέλο με βάση το συντελεστή συσχέτισης R2X. Για την επισκόπηση ή /και την ταξινόμηση των δεδομένων δυο ως τρεις Κύριες Συνιστώσες είναι συνήθως αρκετές. Ο αριθμός των Κυρίων Συνιστωσών συμβολίζεται συνήθως με Α. 

			Η ανάλυση των Μερικών Ελαχίστων Τετραγώνων περιλαμβάνει πίνακα αποκρίσεων Υ και πίνακα περιγραφικών μεταβλητών Χ. Αποτελεί επέκταση της Ανάλυσης Κυρίων Συνιστωσών, με εφαρμογή παλινδρόμησης που οδηγεί σε μοντέλα πρόβλεψης. Προηγείται ανάλυση PCA στον πίνακα των Χ και στον Πίνακα Υ. Δημιουργούνται κατ’ αυτόν τον τρόπο οι πίνακες των συντεταγμένων Τ και των φορτίων Ρ που περιγράφουν των Πίνακα Χ και οι αντίστοιχοι πίνακες συντεταγμένων U και φορτίων C’ που περιγράφουν τον Πίνακα Υ. Οι πίνακες των συντεταγμένων Τ και U προσαρμόζονται κατάλληλα, ώστε να υπάρχει μια εσωτερική σχέση μεταξύ τους με κλίση 1.

			Χ=1*x+TP’+E

			Y=1*y+UC’+F

			U=T+H (εσωτερική σχέση)

			Οι πίνακες Ε, F και Η αποτελούν πίνακες των υπολοίπων.

			Η διαδικασία που ακολουθείται για την εξαγωγή της πρώτης Κύριας Συνιστώσας στην ανάλυση PLS συνοψίζεται στο Σχήμα 3.9. 
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			Σχήμα 3.9. Διαδικασία εξαγωγής πρώτης Κύριας Συνιστώσας στην ανάλυση PLS.

			Για να επιτευχθεί η μέγιστη δυνατή συσχέτιση μεταξύ Τ και U, αποδίδεται στις αρχικές μεταβλητές ένα «βάρος» με το οποίο πολλαπλασιάζεται το αντίστοιχο φορτίο Ρ των Κυρίων Συνιστωσών. Κατά συνέπεια δημιουργείται ένας ακόμη πίνακας, ο πίνακας των βαρών, W (Σχήμα 3.10).
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			Σχήμα 3.10. Πίνακες που δημιουργούνται στην ανάλυση PLS.

			Τα βάρη w χρησιμοποιούνται για τον υπολογισμό της σπουδαιότητας των μεταβλητών στην προβολή (variable importance to projection, VIP) για την εξαγωγή της Κύριας Συνιστώσας. Μια μεταβλητή k έχει ιδιαίτερη βαρύτητα, εάν VIPk>1. Συνήθως το όριο για τη σπουδαιότητα της μεταβλητής τίθεται ~ 0.7-0.8.

			Τα μοντέλα PCA αξιολογούνται με βάση το συνολικό συντελεστή συσχέτισης R2Xcum που αποτελεί άθροισμα των επί μέρους R2X. Στα μοντέλα PLS ενδιαφέρει ο αντίστοιχος συντελεστής R2Υcum.

			H τυπική απόκλιση των υπολοίπων (residual standard deviation, RSD) υπολογίζεται τόσο για τα αντικείμενα όσο και για τις μεταβλητές. Η RSD για τα αντικείμενα (σειρές στον πίνακα Ε) δείχνει την απόσταση των αντικειμένων από το μοντέλο (DModX) .Η RSD για τις μεταβλητές αντιστοιχεί στην σημασία της μεταβλητής στο μοντέλο. 

			Επικύρωση μοντέλων (Model validation)

			Για τον έλεγχο αξιοπιστίας της προβλεπτικής ικανότητας του μοντέλου έχουν προταθεί διάφορες τεχνικές, που αφορούν σε εσωτερική και εξωτερική επικύρωση. Εσωτερική επικύρωση αποτελεί η «διασταυρούμενη επικύρωση» (cross-validation). Σύμφωνα με τη μέθοδο αυτή η ανάλυση επαναλαμβάνεται πολλές φορές, αποκλείοντας κάθε φορά μια ένωση (leave one out, loo) ή μια ομάδα ενώσεων (leave many out, lmo) μέχρις ότου όλες οι ενώσεις να έχουν αποκλειστεί εκ περιτροπής. Οι προβλέψεις για τις ενώσεις που αποκλείονται από την ανάλυση χρησιμοποιούνται για τον υπολογισμό του «προβλεπόμενου αθροίσματος των τετραγώνων των υπολοίπων» (PRESS, predicted residual sum of squares).
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			Το μέγεθος PRESS χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό του διασταυρούμενου  συντελεστή συσχέτισης R2CV (cross-validated correlation coefficient), ο οποίος συχνά συμβολίζεται και ως Q2. 

			Q2 = (1-PRESS) 

			Ο συνολικός διασταυρούμενος συντελεστής συσχέτισης Q2(cum) δεν αποτελεί το άθροισμα αλλά προκύπτει από το γινόμενο του μεγέθους PRESS/SS σύμφωνα με τον τύπο: 

			Q2(cum)= (1.0 - ÕPRESS/SS)a

			  [a = 1, ...A] 

			Κατά συνέπεια, ενώ με την αύξηση των παραμέτρων (ή των Κυρίων Συνιστωσών Α στην περίπτωση της Πολυμεταβλητής Ανάλυσης Δεδομένων) ο συντελεστής συσχέτισης R2 ακολουθεί καμπύλη υπερβολής τείνοντας στο 1, ο διασταυρούμενος συντελεστής συσχέτισης Q2 ακολουθεί παραβολική σχέση όπως φαίνεται στο Σχήμα 3.11.
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			Σχήμα 3.11. Απεικόνιση των συντελεστών R2 και Q2 ως προς τον αριθμό των Κυρίων Συνιστωσών Α.

			Το Q2 είναι συνήθως μικρότερο από το συμβατικό R2 και αποτελεί μέτρο της προβλεπτικής ικανότητας του μοντέλου, ενώ το R2  θεωρείται μέτρο της περιγραφικής ικανότητας του μοντέλου. Η διαφορά μεταξύ R2 και Q2 δεν θα πρέπει να είναι μεγαλύτερη από 2 μονάδες. Στο Σχήμα 3.11 σημειώνεται με κύκλο ο αριθμός των Κυρίων Συνιστωσών πέραν του οποίου ενώ ο συμβατικός συντελεστής συσχέτισης εξακολουθεί να αυξάνει, ο διασταυρούμενος συντελεστής συσχέτισης Q2 μειώνεται. Αυτό σημαίνει ότι ένα υπερφορτωμένο (over fitted) μοντέλο διαθέτει μειωμένη προβλεπτική ικανότητα.

			Η εξωτερική αξιολόγηση επιτυγχάνεται με διαχωρισμό των υπό ανάλυση ενώσεων σε σειρά εκμάθησης και σειρά ελέγχου και αξιολόγησης των προβλέψεων. Η σειρά ελέγχου πρέπει να επιλεγεί με τυχαίο αλλά παράλληλα και αντιπροσωπευτικό τρόπο, ενώ η διαδικασία μπορεί να επαναληφθεί περισσότερες φορές. 

			Είναι επιθυμητό η εξωτερική αξιολόγηση να περιλαμβάνει και «τυφλή» σειρά ελέγχου, σειρά ενώσεων για την οποία δεν είναι γνωστές οι πληροφορίες κατά την ανάπτυξη του μοντέλου. Στην περίπτωση αυτή ωστόσο θα πρέπει να προηγείται εκτίμηση για το εάν οι ενώσεις της τυφλής σειράς εμπίπτουν στο πεδίο εφαρμογής του μοντέλου. Για τον προσδιορισμό του πεδίου εφαρμογής του μοντέλου γίνεται αναφορά σε επόμενη ενότητα.

			Η σταθερότητα του μοντέλου δοκιμάζεται επίσης με τυχαιοποίηση των δεδομένων (permutation test) και ανάλυση των νέων πινάκων. Τα στατιστικά στοιχεία R2 και Q2 αναμένεται προφανώς να είναι πολύ χαμηλότερα από αυτά που προκύπτουν από την ανάλυση του αρχικού πίνακα των δεδομένων. Στην απεικόνιση των R2(▲) και Q2(■) ως προς το βαθμό ομοιότητας των νέων πινάκων με τον αρχικό πίνακα η μεν απεικόνιση του R2 πρέπει να έχει τομή πλησίον του μηδενός, η δε Q2 πρέπει να έχει αρνητική τιμή, ενώ όλες οι τιμές R2 και Q2 πρέπει να είναι μικρότερες των αρχικών, που αντιστοιχούν στο μοντέλο (Σχήμα 3.12).
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			Σχήμα 3.12. Τιμές R2 (▲) και Q2 (■) ως προς το βαθμό ομοιότητας των πινάκων που προκύπτουν από τυχαιοποίηση των δεδομένων.

			Στο Σχήμα 3.12 η τιμή 1.00 στον άξονα των Χ αντιστοιχεί στο πίνακα με τα πραγματικά δεδομένα. και οι αντίστοιχες τιμές R2(▲) και Q2(■) στους συντελεστές συσχέτισης του μοντέλου.

			3.3.3. Τεχνητά νευρωνικά δίκτυα (artificial neural networks, ΑΝΝ)16,17

			Τα Τεχνητά Νευρωνικά Δίκτυα είναι μη γραμμικές μέθοδοι εκμάθησης μηχανών και εφαρμόζονται τόσο ως μέθοδος παλινδρόμησης όσο και ως μέθοδος ταξινόμησης. Η λειτουργία των Τεχνητών Νευρωνικών Δικτύων μιμείται αυτή των βιολογικών νευρώνων. Τα Τεχνητά Νευρωνικά Δίκτυα αποτελούνται από πολλές διασυνδεδεμένες βασικές μονάδες που καλούνται νευρώνες. Η τυπική αρχιτεκτονική ενός νευρωνικού δικτύου περιλαμβάνει τις μονάδες εισόδου, έναν αριθμό κρυμμένων στιβάδων (hidden layers) και τη στιβάδα εξόδου (output layer). Κάθε στιβάδα περιλαμβάνει έναν αριθμό k νευρώνων. Ένα δίκτυο, για παράδειγμα, δυο στιβάδων αποτελείται από τις μονάδες εισόδου, μία κρυμμένη στιβάδα και τη στιβάδα εξόδου. Κάθε νευρώνας δέχεται σειρά σημάτων εισόδου (input), τα οποία αποκτούν βάρος βij και μετατρέπονται σε σήματα εξόδου (output) zk του νευρώνα k μέσω μιας μη γραμμικής συνάρτησης. Ως συνάρτηση επιλέγεται συνήθως η σιγμοειδής συνάρτηση. Η επεξεργασία μετατροπής των σημάτων στους νευρώνες είναι παράλληλη και κατανεμημένη. Στο Σχήμα 3.13 παρουσιάζεται ένα απλό νευρωνικό δίκτυο.
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			Σχήμα 3.13. Απλό νευρωνικό δίκτυο.

			Όπως και οι βιολογικοί νευρώνες, τα τεχνητά νευρωνικά δίκτυα μαθαίνουν μέσω παραδειγμάτων και η διαδικασία αυτή καλείται εκπαίδευση (training). Κατά τη διαδικασία «εκπαίδευσης», η «εκμάθηση» πραγματοποιείται μεταβάλλοντας τα βάρη των νευρώνων.  Η «εκπαίδευση» των Νευρωνικών Δικτύων μπορεί να είναι μη επιβλεπόμενη ή επιβλεπόμενη. Στην μη επιβλεπόμενη εκπαίδευση παρόμοια σημεία των δεδομένων επιδιώκεται να κατανεμηθούν στον ίδιο ή σε γειτονικούς νευρώνες (π.χ. δίκτυα Kohonen). Όταν η διαδικασία εκπαίδευσης είναι επιβλεπόμενη, το σήμα εξόδου από το δίκτυο συγκρίνεται με την πραγματική τιμή απόκρισης και προκύπτει μια τιμή σφάλματος δ. Κατόπιν, τα βάρη των νευρώνων προσαρμόζονται έτσι ώστε να ελαχιστοποιηθεί η τιμή του σφάλματος δ (π.χ. counter-propagation, back-propagation). 

			Γενετικοί Αλγόριθμοι (Genetic Algorithms, GA)18

			Οι Γενετικοί Αλγόριθμοι μιμούνται τις εξελικτικές πορείες που λαμβάνουν χώρα στη φύση, βάσει της αρχής ότι ένας πληθυσμός θα αναπτυχθεί με την επικράτηση (επιβίωση) του περισσότερο κατάλληλου χαρακτηριστικού (survival of the fittest). Οι Γενετικοί Αλγόριθμοι προσπαθούν να βρουν τη λύση ενός προβλήματος με το να προσομοιώνουν την εξέλιξη ενός πληθυσμού «λύσεων» του προβλήματος. Οι Γενετικοί Αλγόριθμοι ανήκουν στις επιβλεπόμενες μεθόδους ανάλυσης δεδομένων και μια σημαντική εφαρμογή τους είναι η επιλογή των σημαντικότερων μεταβλητών x, δηλαδή αυτών οι οποίες βελτιώνουν την πρόβλεψη του y, και η απομάκρυνση των μη σημαντικών, δηλαδή αυτών οι οποίες δυσχεραίνουν την πρόβλεψη. Ως εκ τούτου συχνά συνδυάζονται με την Πολλαπλή Γραμμική Ανάλυση Παλινδρόμησης και τα Τεχνητά Νευρωνικά Δίκτυα.

			Έστω ότι έχουμε μια βιολογική δράση logBR και μια πληθώρα μεταβλητών x1,x2,x3,x4…xn. Κάποιες από αυτές τις μεταβλητές δεν σχετίζονται με την αναλυόμενη βιολογική δράση και πρέπει να απορριφθούν, ενώ άλλες την επηρεάζουν σε μεγαλύτερο ή μικρότερο βαθμό. Για να λύσει αυτό το πρόβλημα ο γενετικός αλγόριθμος, δημιουργεί ένα πληθυσμό λύσεων-μοντέλων, που περιέχουν υποσύνολο των μεταβλητών και καλούνται «χρωμοσώματα». Οι μεταβλητές (γονίδια) που περιέχονται σε ένα χρωμόσωμα λαμβάνουν την τιμή 1, οι μεταβλητές που δεν περιέχονται στο χρωμόσωμα λαμβάνουν την τιμή 0. Τα μοντέλα ιεραρχούνται σύμφωνα με κάποιο στατιστικό κριτήριο (π.χ. το Q2). Αυτή η διαδικασία, που γίνεται μόνο μια φορά, ακολουθεί τα βήματα της διασταύρωσης (crossover) και μετάλλαξης (mutation), όπου από τον πληθυσμό των μοντέλων (χρωμοσωμάτων) επιλέγονται ζεύγη μοντέλων (τυχαία ή με βάση τη στατιστική ιεράρχησή τους). Διαπιστώνονται τα κοινά χαρακτηριστικά (μεταβλητές-γονίδια), τα οποία διατηρούνται, ενώ τα υπόλοιπα διασταυρώνονται ή μεταλλάσσονται και δημιουργούνται οι «απόγονοι» των αρχικών μοντέλων. Π.χ. Αν, προς χάρη της απλούστευσης, θεωρηθούν 10 μεταβλητές, ένα ζεύγος χρωμοσωμάτων μπορεί να χαρακτηριστεί ως εξής: 

			Χρωμόσωμα 1:  0010011001 δηλ. περιέχει τις μεταβλητές x3, x6, x7, x10

			Χρωμόσωμα 2:  1000110011 δηλ. περιέχει τις μεταβλητές x1, x5,x6 x9 x10

			Με διασταύρωση (ανταλλαγή) των γονιδίων (μεταβλητών) x1, x4, x6, x8 προκύπτουν οι εξής απόγονοι:

			Απόγονος 1: 1010011001

			Απόγονος 2: 0000110011

			Με μετάλλαξη του γονιδίου 2 στον απόγονο 2 το ζεύγος των απογόνων διαμορφώνεται ως εξής:

			Απόγονος 1: 1000110011  Μεταβλητές x1, x3, x6, x7, x10

			Απόγονος 2: 0200110011  Μεταβλητές x2, x5, x6, x9, x10

			Υπολογίζονται τα στατιστικά στοιχεία των νέων μοντέλων (απογόνων) και η διαδικασία της διασταύρωσης και της μετάλλαξης επαναλαμβάνεται πολλές φορές (π.χ. 100) για όλο τον πληθυσμό των χρωμοσωμάτων. Τα καλύτερα γονίδια (οι σημαντικότερες μεταβλητές) θα διαβιβαστούν στις επόμενες γενιές κατά τη διάρκεια της ανωτέρω εξελικτικής πορείας. 

			3.4. Περιορισμοί και συμβάσεις των μοντέλων QSAR19

			Κάθε μέθοδος ανάλυσης δεδομένων, συμπεριλαμβανομένων και των Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης, βασίζεται στην υπόθεση της ομοιογένειας των δεδομένων (homogeneity) και της απουσίας σημαντικών έκτροπων τιμών (influential outliers). Αυτό σημαίνει ότι το υπό μελέτη σύστημα, δηλαδή η σειρά των ενώσεων, πρέπει να επιδεικνύει παρόμοιες ιδιότητες και ο μηχανισμός, μέσω του οποίου ο πίνακας των Χ επιδρά στη μεταβλητή απόκρισης Υ, να είναι ο ίδιος. Συνεπώς, δεν θα πρέπει να εμφανίζονται σημαντικές έκτροπες τιμές ή έντονη ομαδοποίηση. Αν υπάρχει έντονη ομαδοποίηση στα δεδομένα, η εξαγωγή ενός μόνο μοντέλου καθίσταται ανεπαρκής στην ανάλυση, καθώς ένα τέτοιο μοντέλο είναι ικανό να περιγράψει μόνο τη συστηματική διακύμανση μεταξύ των ομάδων αλλά αδυνατεί να διασαφηνίσει τι συμβαίνει μέσα σε κάθε ομάδα. Επιπροσθέτως, η σαφής παρουσία ομάδων στα δεδομένα παραβιάζει την υπόθεση της ομοιογένειας, καθώς αν το σύνολο των δεδομένων ομαδοποιείται με υψηλό βαθμό διαχωρισμού μεταξύ των ομάδων, δεν εμφανίζει πλέον ομοιογενή κατανομή. Στις περιπτώσεις αυτές, ενδείκνυται η επεξεργασία κάθε ομάδας ανεξάρτητα και η εξαγωγή μοντέλων QSAR για κάθε ομοιογενή ομάδα. Η ομοιογένεια των δεδομένων εξασφαλίζεται ως έναν βαθμό θεωρώντας ενώσεις, οι οποίες δρουν στον ίδιο υποδοχέα με τον ίδιο μηχανισμό πρόσδεσης στο ενεργό κέντρο. Αντίθετα, σε φαινόμενα λιγότερο εκλεκτικά (πρωτεϊνική σύνδεση) ή παθητικά φαινόμενα (απορρόφηση, κατανομή) η ομοιότητα των ενώσεων δεν είναι αναγκαία συνθήκη.

			Άμεσα συνδεδεμένο με την παρουσία έκτροπων τιμών είναι το πεδίο εφαρμογής του μοντέλου. Ως πεδίο εφαρμογής (applicability domain) ενός μοντέλου QSAR μπορεί να θεωρηθεί το εύρος μέσα στο οποίο το μοντέλο μπορεί να ανεχθεί ένα νέο μόριο. Ένας τρόπος για να προσδιοριστεί το εύρος ενός QSAR μοντέλου είναι βάσει της εκμόχλευσης (leverage) που ασκεί μια ένωση στο μοντέλο. Οι τιμές εκμόχλευσης μπορούν να υπολογιστούν για τις ενώσεις της ομάδας εκμάθησης καθώς και για νέες ενώσεις. Στην πρώτη περίπτωση, αποτελεί χρήσιμο μέγεθος για τον εντοπισμό ενώσεων οι οποίες επιδρούν σε σημαντικό βαθμό στις παραμέτρους του μοντέλου και οδηγούν σε ασταθές μοντέλο (δηλαδή, αφαίρεσή τους συνεπάγεται την κατάρρευση του μοντέλου). Στη δεύτερη περίπτωση, χρησιμεύουν για τον έλεγχο του πεδίου εφαρμογής του μοντέλου. Μόνο προβλέψεις οι οποίες αφορούν σε ενώσεις που ανήκουν στο χημικό χώρο της ομάδας εκμάθησης μπορούν να θεωρηθούν αξιόπιστες. 

			Διαγνωστικό στοιχείο του πεδίου εφαρμογής του μοντέλου αποτελεί επίσης η απόσταση από το μοντέλο, όσον αφορά στον πίνακα Χ (Distance to Model on X Block, DModX) η οποία ορίζεται η κρίσιμη απόσταση (critical distance) (σε επίπεδο εμπιστοσύνης 0.05) Με το μέγεθος αυτό ελέγχεται κατά πόσο μια νέα ένωση της ομάδας ελέγχου απέχει από το σύνολο των ενώσεων της ομάδας εκμάθησης όσον αφορά στον χώρο ο οποίος ορίζεται από τις περιγραφικές μεταβλητές. Όταν η απόσταση αυτή υπερβεί την κρίσιμη τιμή, η πρόβλεψη για την ένωση αυτή καθίσταται επισφαλής. Η τιμή αυτή καλείται κρίσιμη απόσταση (critical distance) και εκφράζει τον «όγκο ανοχής» (tolerance volume) γύρω από το μοντέλο. Επίσης, είναι δυνατό να υπολογιστεί για κάθε ένωση και η απόσταση από το μοντέλο, όσον αφορά στον πίνακα Υ (Distance to Model on Υ Block, DModΥ), η οποία είναι ιδιαίτερα χρήσιμη όταν περισσότερες της μιας μεταβλητές απόκρισης αναλύονται ταυτόχρονα. Στο Σχήμα 3.14 παρουσιάζεται η απεικόνιση των ενώσεων ως προς την κρίσιμη απόσταση DModX=1,702. Με αστερίσκο επισημαίνονται οι ενώσεις που υπερβαίνουν την τιμή αυτή.
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			Σχήμα 3.14. Απεικόνιση των ενώσεων μοντέλου ως προς την κρίσιμη απόσταση DModX.

			Η έλλειψη Hotelling T2 μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί ως διαγνωστικό εργαλείο για τον έλεγχο του πεδίου εφαρμογής (applicability domain) του μοντέλου και θεωρείται ως η γενίκευση του t-test του Student στην πολυμεταβλητή ανάλυση. Η διαφορά μεταξύ των δυο διαγνωστικών κριτηρίων είναι ότι, ενώ τα μεγέθη DModX και DModΥ προκύπτουν από τη μη ερμηνευόμενη Χ- και Υ-διακύμανση (residuals) αντίστοιχα, η έλλειψη Hotelling T2 ορίζεται μέσω της ερμηνευόμενης διακύμανσης. Συνεπώς, τα δύο αυτά εργαλεία μπορούν να εφαρμοστούν συμπληρωματικά.

			Μια ακόμα προσέγγιση για τον έλεγχο του πεδίου εφαρμογής και της αξιοπιστίας των μοντέλων είναι μέσω της επικαιροποίησής τους (updating) κατά τακτικά χρονικά διαστήματα εντός μιας συγκεκριμένης περιόδου. Η διαδικασία η οποία ακολουθείται αφορά στην εφαρμογή υπαρχόντων μοντέλων για την πρόβλεψη νέων ενώσεων (τυφλή ομάδα ελέγχου) και ένταξης των νέων ενώσεων σε αυτά, συγκρίνοντας τα τελικά μοντέλα με τα αρχικά. Με τη μεθοδολογία αυτή επιδιώκεται η επέκταση του πεδίου εφαρμογής των μοντέλων και κατ’ επέκταση η ενίσχυση της προβλεπτικής τους ικανότητας.

			Ένας ακόμη σημαντικός παράγοντας ο οποίος πρέπει να λαμβάνεται υπόψη στη διαχείριση μεγάλου αριθμού μεταβλητών είναι η επίδραση του μεγέθους των μεταβλητών στην ανάλυση. Στην περίπτωση αυτή γίνεται κανονικοποίηση των δεδομένων, η οποία πραγματοποιείται έτσι ώστε να διασφαλιστεί ότι όλες οι μεταβλητές έχουν την ίδια πιθανότητα να επηρεάσουν το μοντέλο. Η πιο συνήθης μέθοδος κανονικοποίησης είναι αυτή κατά την οποία η διακύμανση κάθε μεταβλητής τίθεται ίση με 1 (unit-variance scaling). Αυτός ο τρόπος προκατεργασίας είναι ιδιαίτερα χρήσιμος όταν οι μεταβλητές οι οποίες χρησιμοποιούνται για την εξαγωγή του μοντέλου προέρχονται από διαφορετικές πηγές και εμφανίζουν σημαντικά διαφορετικό αριθμητικό εύρος.

			3.5. Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης (QSAR): Παραδείγματα

			Η βιβλιογραφία είναι πολύ πλούσια σε εξισώσεις κλασικού QSAR, όπου με στατιστική επεξεργασία προκύπτουν εξισώσεις που συσχετίζουν τη βιολογική δράση με φυσικοχημικές/μοριακές παραμέτρους. Οι πληροφορίες που περιέχουν αυτής της μορφής οι εξισώσεις είναι δυο ειδών. 1) Πληροφορίες ως προς την ποιότητα των εξισώσεων με βάση την οποία αξιολογούνται και 2) πληροφορίες ως προς τους παράγοντες που καθορίζουν τη βιολογική δράση. Οι πληροφορίες αυτές πρέπει να ερμηνευτούν, να επικυρωθούν και να οδηγήσουν σε ορθολογική υπόθεση, η οποία θα κατευθύνει την περαιτέρω σύνθεση νέων ενώσεων. Οι νέες ενώσεις θα δοκιμαστούν και θα εισαχθούν στον κύκλο επαλήθευσης, διεύρυνσης και επικαιροποίησης του μοντέλου

			Παράδειγμα 1

			Ένα παράδειγμα ανάλυσης QSAR αφορά στη μελέτη 15 παραγώγων του 3-αροϋλο-πυρρολυλο-1-οξικού οξέως, αναστολέων της αναγωγάσης της αλδόζης20. Οι αναστολείς της αναγωγάσης της αλδόζης στοχεύουν στην αντιμετώπιση των χρόνιων επιπλοκών του διαβήτη τύπου 2. Τα πειραματικά δεδομένα της βιολογικής δράσης αφορούν επί % αναστολή του ενζύμου προσδιορισμένη σε σταθερή συγκέντρωση αναστολέα. Πριν εισαχθούν στη στατιστική ανάλυση τα δεδομένα αυτά μετατράπηκαν σε τιμές logit. Ως περιγραφικές μεταβλητές χρησιμοποιήθηκαν διάφορες φυσικοχημικές και μοριακές παράμετροι που περιλάμβαναν τη λιποφιλία, παραμέτρους όγκου, μοριακής επιφάνειας και πολικές παράμετροι. Συσχέτιση με τις επιμέρους παραμέτρους κατέδειξε το συντελεστή μερισμού ως τον πιο σημαντικό παράγοντα για τη βιολογική δράση (εξίσωση 3. 9)

			



logit = 0,82 ±0.13logP – 1,36±0,27





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n=15   r=0,864   s=0,303   F=38,4
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			Η συσχέτιση 3.9 βελτιώνεται με την εισαγωγή δεύτερης παραμέτρου που σχετίζεται με την πολικότητα των μορίων. Η παράμετρος Β στην εξίσωση 3.10 είναι η παράμετρος βασικότητας σε δεσμούς υδρογόνου του Abraham (ενότητα 4.4). Η εξίσωση 3.11 περιλαμβάνει ως πολική παράμετρο την ηλεκτρονιακή σταθερά σ του Hammett και αφορά στον υποκαταστάτη του φαινυλίου στο μόριο. Η στατιστική σημαντικότητα των πολικών παραμέτρων σε συνδυασμό με τη λιποφιλία είναι σε συμφωνία με τις υφιστάμενες γνώσεις για τη δομή του ενεργού κέντρου της αναγωγάσης της αλδόζης, το οποίο περιλαμβάνει μη πολικές και πολικές περιοχές. Το θετικό πρόσημο της παραμέτρου Β δείχνει τη θετική συμβολή της ικανότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου με πρωτονιοδότες του ενεργού κέντρου. Από την άλλη, το αρνητικό πρόσημο της σταθεράς σ υποδηλώνει ότι η δράση ευνοείται από υποκαταστάτες-δότες ηλεκτρονίων.

			



logit = 0.62±0,14logP + 0,80±0,33B – 1,87±0,31





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n=15      r=0,896      r2cv= 0,745,      s=0,258     F=29,5
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logit = 0,69 ±0,13logP – 0,54±0.22σ – 1,09±0.26





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n=15      r=0,895     r2cv=0,736      s=0,259     F=29,2
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			Tα στατιστικά στοιχεία (n: αριθμός των ενώσεων, r: συντελεστής συσχέτισης, r2cv ο διασταυρούμενος συντελεστής συσχέτισης, s: η τυπική απόκλιση, F: η δοκιμασία Fischer) είναι αποδεκτά και δείχνουν ότι οι εξισώσεις 3.10 και 3.11 είναι ανάλογης ποιότητας. Η τυπική απόκλιση s δείχνει ανάλογη ανοχή σφάλματος ίση με 2s=0.516. Διαπιστώθηκε επίσης ότι στο μοντέλο της εξίσωσης 3.11, ένα παράγωγο εμφάνισε διαφορά πειραματικής και προβλεπόμενης τιμής logit -0.59 > 2s. Η τιμή αυτή αποτελεί έκτροπη τιμή (outlier) και απαιτεί περαιτέρω μελέτη. Αποκλεισμός της ένωσης αυτής από την ανάλυση οδήγησε στην εξίσωση 3.12 με πολύ καλά στατιστικά στοιχεία  

			



logit = 0,60±0,09logP – 0,75±0,17σ – 0,85±0,19





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n=14      r=0,947       r2cv=0,847      s=0,184     F=57,9
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			Στην εξίσωση 3.12 είναι περισσότερο εμφανής ο ρόλος των ηλεκτρονιακών ιδιοτήτων των υποκαταστατών στον φαινυλικό πυρήνα (μεγαλύτερος συντελεστής, μικρότερο τυπικό σφάλμα). Ωστόσο, ο αριθμός των ενώσεων είναι περιορισμένος για την εξαγωγή περαιτέρω υποθέσεων. 

			Παράδειγμα 2

			Ένα δεύτερο παράδειγμα αφορά τη μελέτη της ανασταλτικής δράσης επί της καρβονικής ανυδράσης 29 σουλφοναμιδικών παραγώγων 21 του γενικού τύπου: 

			Οι υποκαταστάτες Χ διαφοροποιούνται στην παρα-θέση, ενώ στην ορθο- και μετα-θέση, όταν υπάρχει υποκαταστάτης, είναι εστερική ομάδα του τύπου –COOR όπου R αλκύλιο με 1 ως 5 άτομα άνθρακα. Με εφαρμογή πολλαπλής γραμμικής ανάλυσης παλινδρόμησης προέκυψε η εξίσωση 3.13.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



pKi=1,55 ±0,38 σ +0,64±0,08 logP -2,07±0,22 I1-3,28±0,23 I2+6,94±0,37
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n=29     r2=0,982

 (δεν δίδονται άλλα στατιστικά στοιχεία)

			όπου pKi ο αρνητικός δεκαδικός λογάριθμος της σταθεράς αναστολής. Οι παράμετροι δείκτες Ι1 και Ι2 αφορούν στην παρουσία της εστερικής ομάδας στην μετα- και ορθο-θέση αντίστοιχα. 

			Ο συντελεστής συσχέτισης της εξίσωσης 3.13 είναι πολύ ικανοποιητικός και ο αριθμός των ενώσεων αρκετά μεγάλος ώστε να ικανοποιείται η παρουσία 4 παραμέτρων στην εξίσωση. Ωστόσο, η έλλειψη άλλων στατιστικών στοιχείων δεν επιτρέπει ολοκληρωμένη αξιολόγηση του μοντέλου. Καταδεικνύεται η σημασία της λιποφιλίας και των ηλεκτρονιακών ιδιοτήτων των υποκαταστατών σε παρα-θέση. Το θετικό πρόσημο της σταθεράς σ υποδηλώνει ότι η δράση ευνοείται από την παρουσία ηλεκτραρνητικών υποκαταστατών. Αυτό μπορεί να ερμηνευτεί δεδομένου ότι οι ηλεκτραρνητικοί υποκαταστάτες, λόγω έλξης ηλεκτρονίων, οδηγούν σε αύξηση της οξύτητας της σουλφοναμιδικής ομάδας, και σύνδεση της ιονισμένης μορφής της με το κατιόν Zn++ στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Οι δείκτες Ι1 και Ι2 δείχνουν μια κατ’αρχήν στερική παρεμπόδιση από τις εστερικές ομάδες. Τα αλκύλια τελικά προσεγγίζουν τις υδρόφοβες περιοχές του ενεργού κέντρου και προσδένονται σε αυτές, όπως υποδηλώνει η σημαντική συμβολή του logP που αφορά σε ολόκληρο το μόριο. Οι συντελεστές των παραμέτρων-δεικτών δείχνουν επίσης ότι η υποκατάσταση σε ορθο-θέση είναι 10 φορές λιγότερο ευνοϊκή για τη δράση από ότι σε μετα-θέση. 

			Ουσιαστικά το μοντέλο 3.13 με το συνδυασμό φυσικοχημικών παραμέτρων και παραμέτρων-δεικτών αποτελεί συνδυασμό ανάλυσης Hansch και ανάλυσης Free-Wilson. 

			Παράδειγμα 322

			Το παράδειγμα αυτό αφορά την εφαρμογή πολυμεταβλητής ανάλυσης δεδομένων για την ανάλυση της αγωνιστικής δράσης 65 ενώσεων στους δυο υπο-τύπους υποδοχέων PPAR-α και PPAR-γ και την εξαγωγή μοντέλων. Οι αγωνιστές του PPAR-γ αυξάνουν την ευαισθησία στην ινσουλίνη και χρησιμοποιούνται στην αντιμετώπιση του διαβήτη τύπου 2. Συνοδεύονται ωστόσο από σοβαρές ανεπιθύμητες ενέργειες, κυρίως παχυσαρκία και οίδημα. Στα πλαίσια της στρατηγικής πολλαπλής στόχευσης (βλέπε ενότητα 2.8) έχει διατυπωθεί η άποψη -και υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις γι’ αυτό- ότι αν τα μόρια έχουν μερική αγωνιστική δράση και στους δυο υποτύπους PPAR-α και PPAR-γ, οι ανεπιθύμητες ενέργειες μειώνονται ενώ υπάρχει επίσης συνεργιστική δράση.

			Οι ενώσεις που μελετήθηκαν, αν και όλες φέρουν τον κοινό σκελετό των αγωνιστών PPAR, εμφανίζουν ποικιλότητα στη δομή και προέρχονται από διαφορετικές δημοσιεύσεις. Μια ακόμη ομάδα 23 ενώσεων χρησιμοποιήθηκε ως τυφλή ομάδα ελέγχου. Η δράση έχει προσδιοριστεί με το ίδιο πρωτόκολλο σε κυτταρικό επίπεδο και εκφράζεται ως ο αρνητικός δεκαδικός λογάριθμος των τιμών EC50 (pEC50(α), pEC50(γ)). Χρησιμοποιήθηκε μεγάλη δεξαμενή περιγραφικών μεταβλητών, υπολογισμένων με κατάλληλα λογισμικά, οι οποίες υποβλήθηκαν σε ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών, αφού προηγήθηκε κανονικοποίηση και προσαρμογή της κλίμακας. Η Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών (PCA) έδωσε μοντέλο 10 Συνιστωσών με R2=0,856 και Q2=0,685. Το διάγραμμα των συντεταγμένων των δυο πρώτων Κυρίων Συνιστωσών t1και t2 δίνει μια πρώτη εικόνα της κατανομής των δεδομένων (Σχήμα 3.15).

			[image: ]

			Σχήμα 3.15. Διάγραμμα των συντεταγμένων των δυο πρώτων Κυρίων Συνιστωσών t1και t2.

			Στο διάγραμμα οι ενώσεις εμφανίζονται σε διαφορετικά σμήνη (clusters) τα οποία αντιστοιχούν στα ερευνητικά εργαστήρια προέλευσης των ενώσεων και κατά συνέπεια σχετίζονται με διαφοροποιήσεις στη δομή τους. 

			Για την εξαγωγή μοντέλων πρόβλεψης της δράσης εφαρμόστηκε ανάλυση PLS στα βιολογικά δεδομένα για τον PPAR-α και τον PPAR-γ χωριστά καθώς και συνδυαστικά, θεωρώντας ταυτόχρονα και τους δυο τύπους υποδοχέων. Η ταυτόχρονη ανάλυση των δυο αποκρίσεων οδηγεί σε συναινετικό (consensus) μοντέλο, το οποίο χαρακτηρίζεται από συνολικά και επιμέρους στατιστικά στοιχεία για τις δυο αποκρίσεις. Στον Πίνακα 3.3. συνοψίζονται τα στατιστικά στοιχεία των μοντέλων. 
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			Πίνακας 3.3. Συνοπτικά στατιστικά στοιχεία των μοντέλων του παραδείγματος 3.

			Στον Πίνακα 3.3 n είναι ο αριθμός των ενώσεων, Α ο αριθμός των Κυρίων Συνιστωσών, Ν ο αριθμός των περιγραφικών μεταβλητών που τελικά χρησιμοποιήθηκαν για την εξαγωγή των Κυρίων Συνιστωσών, R2 ο συντελεστής συσχέτισης Q2 ο διασταυρούμενος συντελεστής συσχέτισης, RMSEE (root mean square error of estimate) η τυπική απόκλιση.

			Στο Σχήμα 3.16 παρουσιάζονται οι συντελεστές των περιγραφικών μεταβλητών των χωριστών μοντέλων PPAR-α και PPAR-γ υπό μορφή ιστογράμματος.

			[image: ]

			Σχήμα 3.16. Συντελεστές των περιγραφικών μεταβλητών των χωριστών μοντέλων PPAR-α και PPAR-γ.

			Στο Σχήμα 3.16 με μαύρο χρώμα επισημαίνονται οι περιγραφικές μεταβλητές που έχουν μεγαλύτερη επίδραση στην προβολή (VIP>1). Όπως προκύπτει από τους συντελεστές και τις τιμές VIP των μεταβλητών η κυριότερη διαφοροποίηση μεταξύ των δυο μοντέλων συνίσταται στην μεγαλύτερη σημασία της λιποφιλίας για τον PPAR-α, ενώ για τον PPAR-γ σημαντικότερο ρόλο παίζουν παράμετροι όγκου. Ο αριθμός των ατόμων θείου (S) καθώς και η μειωμένη οξύτητα αποτελούν επίσης χαρακτηριστικά που διαφοροποιούν τον PPAR-γ από τον PPAR-α. Διαπιστώθηκε ότι οι διαφοροποιήσεις αυτές είναι σε συμφωνία με τις απαιτήσεις των δυο υπο-τύπων PPAR όπως προκύπτουν από τις κρυσταλλικές τους δομές. 

			Στο Σχήμα 3.17 παρουσιάζονται οι συντελεστές των περιγραφικών μεταβλητών στο συναινετικό μοντέλο. Στην περίπτωση αυτή με συναίνεση οι μεταβλητές είναι ίδιες και στα δυο επιμέρους μοντέλα, διαφοροποιούνται ωστόσο οι συντελεστές.

			[image: ]

			Σχήμα 3.17. Συντελεστές των περιγραφικών μεταβλητών στο συναινετικό μοντέλο.

			Στο Σχήμα 3.18 απεικονίζονται οι πειραματικές τιμές ως προς τις υπολογιστικές, με βάση Α) τα χωριστά μοντέλα και Β) το συναινετικό. Στην απεικόνιση συμπεριλαμβάνονται και οι ενώσεις της τυφλής σειράς ελέγχου (με □), για τις οποίες υπολογίζεται η τυπική απόκλιση των προβλέψεων, RMSEP (root mean square error of prediction) 
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			Σχήμα 3.18. Πειραματικές τιμές ως προς τις υπολογιστικές με βάση Α) τα χωριστά μοντέλα και Β) το συναινετικό.

			Όπως φαίνεται στο Σχήμα 3.18 η δράση των ενώσεων της τυφλής σειράς ελέγχου προβλέπεται ικανοποιητικά στον PPAR-α, όχι όμως στον PPAR-γ, όπου υποτιμάται η δράση για όλες σχεδόν τις ενώσεις. Παρατηρήθηκε ότι όλες οι ενώσεις της τυφλής σειράς ελέγχου φέρουν δακτύλιο οξαδιαζολίου, μοριακό χαρακτηριστικό, που δεν υπάρχει στις ενώσεις που αποτελούν την ομάδα εργασίας. Είναι δυνατόν, κατά συνέπεια, να εξαχθεί το συμπέρασμα ότι η ομάδα του οξαδιαζολίου αποτελεί για τον PPAR-γ κρίσιμο δομικό χαρακτηριστικό που συνεισφέρει σημαντικά στη δράση, ενώ δεν επηρεάζει την δράση στον PPAR-α. Ωστόσο το συναινετικό μοντέλο, ως λιγότερο εξειδικευμένο, δίνει καλύτερες προβλέψεις, και για τους δυο υπο-τύπους υποδοχέων.

			3.6. Ποσοτικές σχέσεις τριών διαστάσεων (3-D QSAR)

			Στις Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης τριών διαστάσεων, 3-D QSAR, θεωρείται η τριδιάστατη δομή των ενώσεων, με ελαχιστοποίηση της ενέργειας και βελτιστοποίηση της γεωμετρίας των μορίων. Ακολούθως, με υπέρθεση των μορίων και κατάλληλη ευθυγράμμιση (alignment), δημιουργείται ένα «υπερμόριο» το οποίο τοποθετείται εντός θεωρητικού τριδιάστατου πλέγματος. Με βάση κατάλληλο ιχνηθέτη (probe), που τοποθετείται στον κόμβο του πλέγματος, υπολογίζονται μοριακά πεδία σε κάθε σημείο του πλέγματος κατά τρόπο ανάλογο με τον υπολογισμό των πεδίων μοριακών αλληλεπιδράσεων (MIF), που περιγράφονται στην ενότητα 3.2.2. Τα μοριακά πεδία στα διάφορα σημεία του πλέγματος, τα οποία καθορίζονται θέτοντας κάποιο όριο ελάχιστης απόστασης (σε Å), υφίστανται στατιστική επεξεργασία με εφαρμογή ανάλυσης μερικών ελαχίστων τετραγώνων (PLS). Το μοντέλο που προκύπτει μπορεί να χρησιμοποιηθεί για περαιτέρω προβλέψεις της βιολογικής δράσης, ενώ λαμβάνονται πληροφορίες για την επίδραση των διαφόρων μοριακών πεδίων στη σύνδεση με τον υποδοχέα. 

			Στο σημείο αυτό πρέπει να σημειωθεί ότι οι Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης τριών διαστάσεων δεν απαιτούν γνώση της δομής του υποδοχέα. Σε αντίθεση με το σχεδιασμό φαρμάκων που βασίζεται στην δομή του υποδοχέα (structure-based drug design, SBDD, ενότητα 2.4) η ανάλυση 3-D QSAR βασίζεται στη σύγκριση των προσδεμάτων ως προς τη συγγένειά τους με τον υποδοχέα μέσω της υπέρθεσής τους προς ένα «υπερμόριο» όπως φαίνεται στο Σχήμα 3.19. Εντάσσεται κατά συνέπεια στο σχεδιασμό φαρμάκων με βάση το πρόσδεμα (ligand based drug design, LBDD) και είναι ιδιαίτερα χρήσιμη, όταν δεν είναι γνωστή η κρυσταλλογραφική δομή του υποδοχέα.
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			Σχήμα 3.19. Σύγκριση προσδεμάτων με υπέρθεση και ευθυγράμμιση.

			Η πρώτη μέθοδος 3-D QSAR, η Συγκριτική Ανάλυση Μοριακών Πεδίων (comparative molecular field analysis, CoMFA), αναπτύχθηκε το 1988 από τον Cramer13 και στηρίζεται στον υπολογισμό ηλεκτροστατικών και στερικών πεδίων, χρησιμοποιώντας δυναμικά Coulomb και Lennard-Jones αντίστοιχα. Ένα σημαντικό πλεονέκτημα της μεθόδου είναι η δυνατότητα που παρέχει για γραφική απεικόνιση των αποτελεσμάτων της ανάλυσης, όπου οπτικοποιείται η συμβολή των ηλεκτροστατικών και στερικών αλληλεπιδράσεων στη δράση. Στο Σχήμα 3.20 απεικονίζονται προσδέματα του υποδοχέα της σεροτονίνης 5-HT6. Στο Α με πράσινο φαίνονται οι περιοχές όπου ογκώδεις υποκαταστάτες είναι ευνοϊκοί για τη δράση και με κίτρινο οι περιοχές όπου η παρουσία ογκωδών υποκαταστατών δεν ευνοεί τη δράση. Το Β παρουσιάζει την επίδραση των ηλεκτροστατικών πεδίων. Οι μπλε χάρτες δείχνουν τις περιοχές, όπου το θετικό φορτίο αυξάνει τη δράση, ενώ οι κόκκινοι χάρτες δείχνουν τις περιοχές που ευνοείται η παρουσία αρνητικού φορτίου. 
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			Σχήμα 3.20. Απεικόνιση της επίδρασης (Α) των στερικών (Β) των ηλεκτροστατικών πεδίων στη δράση προσδεμάτων του υποδοχέα 5-HT6.

			Για να συμπεριληφθεί και η εντροπική συμβολή, υπάρχει η δυνατότητα ενσωμάτωσης του προγράμματος HINT των Kellog και Abraham23 που περιγράφει υδρόφοβα πεδία. 

			Ωστόσο τα πεδία που χρησιμοποιούνται στη μέθοδο CoMFA υπόκεινται σε συγκεκριμένους περιορισμούς. Το δυναμικό Lennard-Jones αυξάνει πολύ απότομα σε σημεία κοντά στην επιφάνεια van der Waals των μορίων με αποτέλεσμα αντίστοιχη δραματική μεταβολή της δυναμικής ενέργειας στα σημεία αυτά. Επίσης, το δυναμικό Lennard-Jones και το δυναμικό Coulomb εμφανίζουν κάποια μοναδικότητα (παραδοξότητα) στις θέσεις των ατόμων. Για την αποφυγή πολύ μεγάλων τιμών, οι εκτιμήσεις των δυναμικών περιορίζονται σε περιοχές έξω από τα μόρια και ορίζονται αυθαίρετα κάποια σημεία καμπής (τιμές cutoff).

			Για την αντιμετώπιση των περιορισμών της ανάλυσης CoMFA αναπτύχθηκε από τον Klebe14 η μέθοδος CoMSIA, η οποία περιλαμβάνει Συγκριτική Ανάλυση Δεικτών Μοριακής Ομοιότητας (comparative molecular similarity indices analysis). Οι δείκτες ομοιότητας μεταξύ των ευθυγραμμισμένων μορίων υπολογίζονται στο χώρο, θεωρώντας τις αποστάσεις των ατόμων του μορίου από έναν ιχνηθέτη, κοινό για κάθε ιδιότητα. Για την περιγραφή της εξάρτησης από την απόσταση, χρησιμοποιούνται συναρτήσεις τύπου κατανομής κατά Gauss, που δεν εμφανίζουν «μοναδικότητες» και δεν απαιτούν καθορισμό οριακών τιμών. Στο Σχήμα 3.21 φαίνονται τα δυναμικά Lennard-Jones και Coulomb, όπως υπολογίζονται στη μέθοδο CoMFA και CoMSIA.

			Οι δείκτες υπολογίζονται σε κάθε σημείο του πλέγματος. Στην πραγματικότητα, για κάθε εμπλεκόμενη φυσικοχημική ιδιότητα είναι δυνατόν να υπολογιστεί ένα «πεδίο» δεικτών ομοιότητας.

			Τελικά η μέθοδος CoMSIA, όπως προτάθηκε και κωδικοποιήθηκε σε ανάλογα λογισμικά, περιλαμβάνει «πεδία» δεικτών ομοιότητας για ιδιότητες στερικές, ηλεκτροστατικές, υδρόφοβες και τη δυνατότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου ως δότες και ως δέκτες. Όπως και στη μέθοδο CoMFA, η επεξεργασία των δεδομένων γίνεται με μερική ανάλυση ελαχίστων τετραγώνων (PLS).
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			Σχήμα 3.21. Δυναμικά Lennard-Jones και Coulomb όπως υπολoγίζονται στη μέθοδο CoMFA και CoMSIA.

			Κρίσιμο στάδιο για την εξαγωγή αξιόπιστων μοντέλων CoMFA και CoMSIA είναι η σωστή ευθυγράμμιση των μορίων επιλέγοντας το κατάλληλο πρότυπο (template). Το πρότυπο πρέπει να είναι μια ένωση που συνδυάζει υψηλή δραστικότητα και μειωμένη ευκαμψία. Ενώσεις που σχεδιάζονται για συγκεκριμένο μοριακό στόχο συνήθως έχουν κοινό δομικό υπόβαθρο και αυτό άλλωστε αποτελεί προϋπόθεση σε μια μελέτη QSAR. Σε αυτές τις περιπτώσεις η επιλογή του προτύπου είναι σχετικά απλή. Ωστόσο το παράδειγμα που ακολουθεί24  αφορά διαφορετικά φάρμακα τα οποία συνδέονται με την α-όξινη γλυκοπρωτεΐνη. Η α-όξινη γλυκοπρωτεΐνη αποτελεί τη δεύτερη σημαντική πρωτεΐνη στο πλάσμα μετά την αλβουμίνη. Φάρμακα συνδεδεμένα με τις πρωτεΐνες του πλάσματος είναι προσωρινά αδρανοποιημένα, διότι μόνο το ελεύθερο φάρμακο περνάει τις μεμβράνες. Ο ρόλος της α-όξινης γλυκοπρωτεΐνης στην κλινική πράξη είναι αρκετά πολύπλοκος δεδομένου ότι τα επίπεδά της μεταβάλλονται παρουσία παθολογικών καταστάσεων. Εφαρμόστηκε ανάλυση CoMFA στις σταθερές σύνδεσης Κα (association constants) 35 φαρμάκων ως προς την ισομορφή Α της α-όξινης γλυκοπρωτεΐνης. Δοκιμάστηκαν διαφορετικά πρότυπα και τρόποι ευθυγράμμισης αξιολογώντας τα μοντέλα που προέκυπταν. Η τελική ευθυγράμμιση παρουσιάζεται στο Σχήμα 3.22. 
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			Σχήμα 3.22. Τελική ευθυγράμμιση 35 φαρμάκων με την α-όξινη γλυκοπρωτεΐνη.

			Στο Σχήμα 3.23 απεικονίζονται οι διασταυρούμενοι συντελεστές συσχέτισης q2 συναρτήσει του αριθμού των Κυρίων Συνιστωσών για διάφορα μοντέλα, όπου δοκιμάστηκαν ηλεκτρονιακοί, στερικοί ή υδρόφοβοι ιχνηθέτες.
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			Σχήμα 3.23. Απεικόνιση διασταυρούμενων συντελεστών συσχέτισης.

			Κανένα μοντέλο με συμμετοχή των ηλεκτροστατικών πεδίων δεν εμφάνισε q2. Τα καλύτερα μοντέλα βασίζονται σε στερικά πεδία ή συνδυασμό στερικών και λιπόφιλων πεδίων. Στον Πίνακα 3.4 παρουσιάζονται τα στατιστικά στοιχεία των επικρατέστερων μοντέλων, όπου ste: στερικό πεδίο, lip: λιπόφιλο πεδίο, q2: ο διασταυρούμενος συντελεστής συσχέτισης, Ν: ο αριθμός των Κυρίων Συνιστωσών, r2: ο συντελεστής συσχέτισης, s η τυπική απόκλιση, F: η δοκιμασία Fisher. Οι δυο τελευταίες στήλες αφορούν τη σχετική συμμετοχή των στερικών και λιπόφιλων πεδίων.
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			Πίνακας 3.4. Στατιστικά στοιχεία των επικρατέστερων μοντέλων.

			Το μοντέλο 3 που συνδυάζει στερικά και λιπόφιλα πεδία έχει καλύτερο συντελεστή συσχέτισης, τυπική απόκλιση και τιμή F. Ωστόσο έχει χαμηλότερη προβλεπτική ικανότητα από το μοντέλο 1 όπως προκύπτει από την τιμή του q2. Στο Σχήμα 3.24 προβάλλεται η δραστικότερη ένωση (R-βορναπρόλη) στο μοντέλο 1. Με γκρι χρώμα απεικονίζονται οι στερικές περιοχές που είναι ευνοϊκές για τη σύνδεση και με μαύρο οι μη ευνοϊκές στερικές περιοχές .
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			Σχήμα 3.24. Προβολή δραστικότερης ένωσης (R-βορναπρόλης) στο μοντέλο 1.
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			Κεφάλαιο 4. Φυσικοχημικές Ιδιότητες και Μεταφορά Φαρμακομορίων

			Η πορεία ενός φαρμάκου στον οργανισμό καθορίζεται από τη φαρμακοκινητική και τη φαρμακοδυναμική φάση. Η φαρμακοκινητική φάση περιλαμβάνει απορρόφηση, πρωτεϊνική σύνδεση, κατανομή, αποθήκευση σε ουδέτερα λίπη, μεταβολισμό και απέκκριση. Η φαρμακοδυναμική φάση αφορά στη σύνδεση με τον υποδοχέα–στόχο. Τα στάδια αυτά βρίσκονται σε ισορροπία μεταξύ τους όπως φαίνεται στο Σχήμα 4.1. 
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			Σχήμα 4.1. Πορείες ισορροπίας του φαρμάκου στον οργανισμό. 

			Η κατανομή στα όργανα και στους ιστούς εμπλέκει τις διαδικασίες της απορρόφησης (διαπερατότητα μεμβρανών) και της πρωτεϊνικής σύνδεσης. Η απορρόφηση, κατανομή, μεταβολισμός και απέκκριση είναι γνωστές με το ακρωνύμιο ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, Elimination).

			Μια άλλη κατηγοριοποίηση των διαδικασιών που εμπλέκονται στην πορεία του φαρμάκου στον οργανισμό είναι η διάκρισή τους σε παθητικά φαινόμενα και φαινόμενα σύνδεσης με τα μακρομόρια. Στα παθητικά φαινόμενα ανήκει η παθητική διάχυση, που διέπει τη διαπερατότητα δια μέσου των μεμβρανών, εφ’ όσον κατά την απορρόφηση δεν λαμβάνουν χώρα ενεργός μεταφορά ή εκροή, και την επαναρρόφηση από τα νεφρικά σωληνάρια σε μια πορεία αντίστροφη της απέκκρισης. Τα φαινόμενα σύνδεσης περιλαμβάνουν την αλληλεπίδραση του φαρμάκου με μακρομόρια, είτε αυτά είναι πρωτεΐνες του πλάσματος και των ιστών, ένζυμα μεταβολισμού ή πρωτεΐνες-μεταφορείς είτε είναι υποδοχείς. Η κατανομή αποτελεί συνισταμένη παθητικών φαινομένων και φαινομένων σύνδεσης, δεδομένου ότι καθορίζεται τόσο από τη διαπερατότητα των διαφόρων φραγμών όσο και από την πρωτεϊνική σύνδεση και τη σύνδεση με πρωτεΐνες–μεταφορείς. Η κατηγοριοποίηση αυτή διευκολύνει στην κατανόηση της επίδρασης των φυσικοχημικών ιδιοτήτων, η οποία διαφοροποιείται στα παθητικά φαινόμενα και στα φαινόμενα σύνδεσης, ενώ συχνά είναι αντικρουόμενη και απαιτείται συμβιβασμός κατά τη βελτιστοποίηση της αποτελεσματικότητας των φαρμακομορίων. 

			Στο Σχήμα 4.2 συνοψίζονται οι βασικές διαδικασίες που καθορίζουν τη βιολογική δράση ταξινομημένες σε παθητικά φαινόμενα και φαινόμενα σύνδεσης. 
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			Σχήμα 4.2. Κατηγοριοποίηση της πορείας του φαρμάκου σε παθητικά φαινόμενα και φαινόμενα σύνδεσης.

			Οι φυσικοχημικές ιδιότητες που επηρεάζουν τα παθητικά φαινόμενα καθορίζονται από τη δομή των βιολογικών μεμβρανών. Οι βιολογικές μεμβράνες, αποτελούνται από διπλοστιβάδες φωσφολιπιδίων (Σχήμα 4.3) και κατά συνέπεια συνιστούν λιποειδικούς φραγμούς, τους οποίους πρέπει να διαπεράσει το φάρμακο ώστε να φθάσει στο τόπο δράσης.
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			Σχήμα 4.3. Δομή βιολογικής μεμβράνης.

			Κυριότερο φωσφολιπίδιο είναι η φωσφατιδυλοχολίνη, η οποία είναι υπεύθυνη για το χαρακτήρα του «ρευστού μωσαϊκού» και την ακεραιότητα της μεμβράνης (Σχήμα 4.4). 
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			Σχήμα 4.4. Δομή της φωσφατιδυλοχολίνης.

			Κατά συνέπεια, στην πορεία του στον οργανισμό, το φάρμακο κατανέμεται μεταξύ λιποειδικών και υδατικών φάσεων. Οι ιδιότητες που καθορίζουν την παθητική αυτή διαδικασία είναι η λιποφιλία σε συνδυασμό με τον βαθμό ιοντισμού. Άλλες ιδιότητες, όπως το μοριακό βάρος και η ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου, αλλά και το σχήμα του μορίου, η κατανομή του φορτίου και η αμφιφιλία επηρεάζουν επίσης τη διαπερατότητα από τις μεμβράνες1. Ειδικότερα, στην από του στόματος απορρόφηση (per os) σημαντικός παράγοντας είναι επίσης η διαλυτότητα και κατά συνέπεια και το σημείο τήξεως. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 4.5 οι ιδιότητες αυτές αλληλοσυσχετίζονται μεταξύ τους, δημιουργώντας ένα πλέγμα ιδιοτήτων που ευθύνεται για την από του στόματος απορρόφηση. 
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			Σχήμα 4.5. Πλέγμα αλληλοσχετιζόμενων φυσικοχημικών/μοριακώνν ιδιοτήτων που επηρεάζει την από του στόματος απορρόφηση.

			Στο Σχήμα 4.5 διακρίνεται ο κεντρικός ρόλος της λιποφιλίας, του βαθμού ιοντισμού, του μεγέθους και της ικανότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου, ιδιότητες που συμπεριλαμβάνονται στα χαρακτηριστικά φαρμακο-ομοιότητας και στους κυριότερους μετρικούς κανόνες (π.χ. μνημονικός κανόνας του 5, ενότητα 2.7). Από την άλλη, για να ξεκινήσει η απορρόφηση μιας δραστικής ουσίας, η οποία έχει χορηγηθεί υπό στερεά μορφή σε δισκίο ή κάψουλα, προϋπόθεση είναι να διαλυθεί αρχικά στα γαστρεντερικά υγρά (Σχήμα 4.6). 
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			Σχήμα 4.6. Απορρόφηση από του στόματος.

			Στις επόμενες παραγράφους γίνεται διεξοδική περιγραφή των ανωτέρω φυσικοχημικών/μοριακών ιδιοτήτων και της επίδρασής τους στη διαπερατότητα. Ειδικότερα για τη διαλυτότητα, τη λιποφιλία και το βαθμό ιοντισμού, ιδιότητες που εκφράζονται με θερμοδυναμικές σταθερές, αναφέρονται αναλυτικά οι τρόποι προσδιορισμού και υπολογισμού τους.

			4.1. Διαλυτότητα

			Η διαλυτότητα αποτελεί σημαντική ιδιότητα, που λαμβάνεται υπόψη ήδη από τα πρώιμα στάδια σχεδιασμού νέων φαρμακομορίων, δεδομένου ότι η φιλικότερη για τον ασθενή οδός χορήγησης είναι από του στόματος. Η διαλυτότητα, μαζί με τη διαπερατότητα, αποτελούν τις ιδιότητες στις οποίες στηρίχτηκε ο χαρακτηρισμός των φαρμάκων με βάση το Βιοφαρμακευτικό Σύστημα Ταξινόμησης (BCS)2. Σύμφωνα με το BCS οι φαρμακευτικές ουσίες ταξινομούνται σε 4 κατηγορίες όπως φαίνεται στο Σχήμα 4.7.
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			Σχήμα 4.7. Βιοφαρμακευτικό Σύστημα Ταξινόμησης (BCS)

			Η διαλυτότητα αφορά στην υψηλότερη χορηγούμενη δόση του φαρμάκου σε εύρος pH 2-8, το οποίο αντανακλά τη διαβάθμιση του pH κατά μήκος του γαστρεντερικού σωλήνα. Περισσότερο επιθυμητή είναι η τάξη I. Για φάρμακα που ανήκουν στην τάξη I δεν απαιτούνται μελέτες βιοϊσοδυναμίας. 

			Στο Σχήμα 4.8 απεικονίζονται τα ποσοστά των κυκλοφορούντων φαρμάκων σύμφωνα με την τάξη που ανήκουν στο βιοφαρμακευτικό σύστημα ταξινόμησης (BCS).
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			Σχήμα 4.8. Απεικόνιση των ποσοστών των κυκλοφορούντων φαρμάκων ανάλογα με την τάξη τους στο BCS (δημιουργήθηκε από τα δεδομένα της παραπομπής 3).

			Παρατηρούμε ότι ένα ποσοστό >60% των κυκλοφορούντων φαρμάκων διαθέτουν υψηλή διαλυτότητα (Τάξεις Ι και ΙΙΙ), ενώ η κατηγορία των φαρμάκων με χαμηλή διαλυτότητα (Τάξεις ΙΙ και IV) αντιπροσωπεύει το 36% του συνόλου, με την τάξη IV να είναι η λιγότερο πολυπληθής. Αντίθετα, το 90% των ενώσεων που βρίσκονται σε προκλινικές φάσεις ανάπτυξης είναι μόρια με χαμηλή διαλυτότητα. Ως εκ τούτου, μεγάλο τμήμα της έρευνας για τη βελτιστοποίηση της ένωσης-οδηγού προσανατολίζεται στην αύξηση της διαλυτότητας του με στοχευμένες δομικές τροποποιήσεις3. Για παράδειγμα, στην προσπάθεια αύξησης της διαλυτότητας του αναστολέα της Akt-κινάσης, που απεικονίζεται στο Σχήμα 4.9, δοκιμάστηκε σειρά ποικίλων υποκαταστατών οι οποίοι συνδέθηκαν στο μεθυλένιο του βενζυλίου.
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			Σχήμα 4.9. Δομική μετατροπή της ένωσης Ι με στόχο την αύξηση της διαλυτότητας.

			Στον Πίνακα 4.1 περιλαμβάνονται παραδείγματα φαρμάκων σύμφωνα με την κατηγοριοποίησή τους στις διάφορες τάξεις.
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			Πίνακας 4.1. Παραδείγματα φαρμάκων κατηγοριοποιημένων στις διάφορες τάξεις του συστήματος BCS.

			Η διαλυτότητα εκφράζεται σε μέρη ανά διαλύτη (νερό), σε mg/ml ή σε μοριακές συγκεντρώσεις. Γενικά ευδιάλυτη είναι μια ένωση όταν η διαλυτότητά της S είναι > 0,1Μ, ενώ δυσδιάλυτη θεωρείται όταν S < 0,01Μ. Κατά την ανάπτυξη νέων υποψηφίων φαρμακομορίων, διαλυτότητα S >60 μg/ml θεωρείται ικανοποιητική.

			Στην περίπτωση φαρμάκων, που ιονίζονται, η διαλυτότητα διακρίνεται σε ενδογενή διαλυτότητα So, η οποία αφορά στην αδιάστατη μορφή, και στην φαινόμενη διαλυτότητα S, η οποία εξαρτάται από το pH του διαλύματος και τη σταθερά ιοντισμού pKa των ενώσεων, δηλ. από το βαθμό ιοντισμού. Η ενδογενής διαλυτότητα είναι γενικά μικρότερη από τη φαινόμενη. Για ασθενή οξέα η σχέση φαινόμενης διαλυτότητας ως προς το pH εκφράζεται με τις εξισώσεις 4.1 και 4.1α, οι οποίες προκύπτουν με εφαρμογή της εξίσωσης Hendesrson-Hasselbach.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



S = So 10pH-pKa + 1
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logS = logSo + log 10pH-pKa + 1





						
							
							(4.1α)

						
					

				
			

			Σύμφωνα με την εξίσωση 4.1α η διαλυτότητα logS απεικονίζεται ως προς το pH με την καμπύλη, που παρίσταται στο Σχήμα 4.10 για το παράδειγμα της ινδομεθακίνης. Με ροζ κύκλο σημειώνεται η όξινη καρβοξυλική ομάδα. Η διαλυτότητα εκφράζεται σε μοριακή συγκέντρωση. Ο προσδιορισμός γίνεται σε σταθερές συνθήκες, συνήθως σε 25ο C, παρουσία σταθερής ιοντικής ισχύος 0,15 Μ KCl4.

			[image: ]

			Σχήμα 4.10. Απεικόνιση διαλυτότητας ως προς το pH για την ινδομεθακίνης (οξύ).

			Για μια μονοπρωτική βάση ισχύουν οι σχέσεις 4.2 και 4.2α και η αντίστοιχη απεικόνιση της διαλυτότητας logS ως προς το pH φαίνεται στο Σχήμα 4.11 για τη μικοναζόλη. Με θαλασσί κύκλο φαίνεται η βασική ομάδα.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



S= So 10pH-pKa + 1
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logS= logSo + log 10pH-pKa + 1





						
							
							(4.2α)
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			Σχήμα 4.11. Απεικόνιση διαλυτότητας ως προς το pH για τη μικοναζόλη (βάση).

			Η κλίση του ευθύγραμμου τμήματος των καμπυλών στα σχήματα 4.10 και 4.11 είναι 1 και -1 για οξέα και για βάσεις αντίστοιχα. Στο σημείο που τέμνονται οι εφαπτόμενες των δύο διαφορετικών τμημάτων των καμπυλών η κλίση είναι 0,5 και -0,5 αντίστοιχα. Το σημείο αυτό αντιστοιχεί στο pKa των οξέων και βάσεων. 

			Οι αμφολύτες, οι οποίοι φέρουν και όξινη και βασική ομάδα στο μόριό τους, ακολουθούν συμπεριφορά που απεικονίζεται στο παράδειγμα του Σχήματος 4.12 για την κυπροφλοξακίνη. Η όξινη και η βασική ομάδα σημειώνονται με ροζ και θαλασσί κύκλο αντίστοιχα. Στο Σχήμα 4.12 φαίνονται επίσης τα σημεία που αντιστοιχούν στις δύο pKa (όξινη και βασική)4.

			[image: ]

			Σχήμα 4.12. Απεικόνιση διαλυτότητας ως προς το pH για την κυπροφλοξακίνη (αμφολύτης).

			4.1.1. Προσδιορισμός - Υπολογισμός διαλυτότητας

			Η διαλυτότητα προσδιορίζεται πειραματικά με την κλασική μέθοδο της ανακινούμενης φιάλης. Σύμφωνα με τη μέθοδο αυτή παρασκευάζεται υπέρκορο διάλυμα της ουσίας στο νερό (ή σε ρυθμιστικό διάλυμα με επιλεγμένο pH), ακολουθεί ανάδευση επί 24 ώρες σε σταθερή θερμοκρασία, διήθηση ή άφεση προς διαχωρισμό του ιζήματος και μέτρηση της συγκέντρωσης της ουσίας κατά προτίμηση με φασματοφωτομετρία υπεριώδους-ορατού (UV) ή Υψηλής Απόδοσης Υγρή Χρωματογραφία (HPLC). Η διάρκεια της ανάδευσης και της άφεσης προς διαχωρισμό είναι σημαντική, ώστε να σχηματιστεί η θερμοδυναμικά ευνοϊκή μορφή των κρυστάλλων, δεδομένου ότι η διαλυτότητα εξαρτάται ως ένα βαθμό από το μέγεθος των σωματιδίων καθώς και από τον πολυμορφισμό των κρυστάλλων. 

			Για μη ηλεκτρολύτες, η διαλυτότητα είναι δυνατόν να υπολογιστεί με βάση τη Γενική Εξίσωση για τη Διαλυτότητα 4.3 (General Solubility Equation, GSE), εάν είναι γνωστός ο συντελεστής μερισμού logP στο σύστημα οκτανόλης-νερού και το σημείο τήξεως (mp) της ουσίας5.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logS= -logP - 0,01mp-25 + 0.5
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			Η εκτίμηση της διαλυτότητας είναι επίσης εφικτή με βάση εξισώσεις-μοντέλα που προκύπτουν από Γραμμικές Σχέσεις Ενέργειας-Επιδιαλύτωσης (LSER)6. Σύμφωνα με την ανάλυση LSER η διαλυτότητα αποτελεί τη συνισταμένη θεμελιωδών ιδιοτήτων, με θετική συνεισφορά της ικανότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου των μορίων ως δότες (Α) και δέκτες (Β) και της διπολικότητας/πολωσιμότητας (S) και αρνητική συνεισφορά του όγκου (V) και της πλεονάζουσας μοριακής διαθλασιμότητας (Ε). Η θετική συνεισφορά της οξύτητας Α και βασικότητας Β σε δεσμούς υδρογόνου αντισταθμίζεται εν μέρει από την ενδομοριακή αλληλεπίδραση των ομάδων, όπως εκφράζεται με το γινόμενο των όρων ΑΒ στην εξίσωση 4.4.

			



logSmol/l = 0,518-1,00Ε +0,77S + 2,17Α + 4,24Β -3.99V – 3,36ΑΒ





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n=659        s=0,56





						
							
							(4.4)

						
					

				
			

			όπου n: ο αριθμός των ενώσεων που έχουν συμπεριληφθεί στην στατιστική ανάλυση και s : η τυπική απόκλιση (βλέπε ενότητα 3.3).

			Η τυπική απόκλιση s στην εξίσωση 4.4 υποδηλώνει όριο ανοχής σφάλματος μεγαλύτερο από μια λογαριθμική μονάδα. (2xs = 1,12). Η εξίσωση κωδικοποιείται στον αλγόριθμο Absolv και συμπεριλαμβάνεται στο λογισμικό ADME-Boxes της εταρείας PharmaAlgorithms.

			Κινητική διαλυτότητα7

			Η κινητική διαλυτότητα αφορά στον ρυθμό καταβύθισης μιας ουσίας, η οποία είναι διαλυμένη σε διμεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO), κατά την σταδιακή προσθήκη της σε υδατικό (ρυθμιστικό) διάλυμα. Η καταβύθιση ανιχνεύεται οπτικά και η κινητική διαλυτότητα ορίζεται στο σημείο, στο οποίο το υδατικό διάλυμα δεν μπορεί πλέον να διαλύσει την ουσία. Αντιστοιχεί στα ml του διαλύματος της ουσίας στο DMSO, που έχουν προστεθεί σε καθορισμένο όγκο υδατικής φάσης μέχρι το σημείο καταβύθισης. Η κινητική διαλυτότητα κατά κανόνα είναι μεγαλύτερη της θερμοδυναμικής, δεδομένου ότι δεν χρειάζεται να αντιμετωπιστεί η αντίσταση του κρυσταλλικού πλέγματος. Είναι χρήσιμη γιατί παρέχει γρήγορη κατάταξη των ενώσεων ως προς τη διαλυτότητα, η οποία είναι σημαντική για το σχεδιασμό των πειραματικών πρωτοκόλλων σε πειράματα φαρμακολογικών ελέγχων.

			4.2. Λιποφιλία

			Σύμφωνα με τον ορισμό της International Union of Pure and Appled Chemistry (IUPAC) η λιποφιλία εκφράζει τη συγγένεια ενός μορίου ή τμήματος μορίου ως προς ένα λιπόφιλο περιβάλλον. Η λιποφιλία αποτελεί φυσικοχημική ιδιότητα πρωταρχικής σημασίας για τη βιολογική δράση, διότι υπεισέρχεται τόσο στις παθητικές διαδικασίες όσο και στις διαδικασίες σύνδεσης, επηρεάζοντας έτσι τη φαρμακοκινητική αλλά και τη φαρμακοδυναμική συμπεριφορά. Από την άλλη, υψηλή λιποφιλία δεν ευνοεί τη βιοδιαθεσιμότητα, ενώ σχετίζεται με παρατεταμένη παραμονή του φαρμάκου στον οργανισμό, αποθήκευση στα ουδέτερα λίπη και ως εκ τούτου με αθροιστικά φαινόμενα και τοξικότητα. Επίσης, αυξημένη λιποφιλία οδηγεί σε επαγωγή των μικροσωμικών ενζύμων με τον οργανισμό να «οργανώνεται» με στόχο τη βιομετατροπή του λιπόφιλου «εισβολέα» σε περισσότερο υδρόφιλο μόριο και την τελική απέκκρισή του. Τέλος, κατά την περαιτέρω ανάπτυξη ενός υποψηφίου λιπόφιλου φαρμάκου ενδέχεται να δημιουργηθούν προβλήματα μορφοποίησης. Για τους ανωτέρω λόγους η λιποφιλία υπεισέρχεται στους περισσότερους μετρικούς κανόνες φαρμακο-ομοιότητας και έχουν θεσπιστεί ανώτατες οριακές τιμές προς αποφυγή της μοριακής «παχυσαρκίας», όπως αναλυτικά αναφέρεται στην ενότητα 2.7.

			Ακολουθεί εκτενής περιγραφή της ποσοτικής αποτίμησης της λιποφιλίας με πειραματικές και υπολογιστικές μεθόδους και στα μοντέλα που εκφράζουν την επίδραση της λιποφιλίας στη διαπερατότητα μέσω παθητικής διάχυσης. Στην ενότητα 5.2 επανεξετάζεται η λιποφιλία ως προς την επίδρασή της στην αλληλεπίδραση μικρομορίων–μακρομορίων.

			4.2.1. Συντελεστής μερισμού P

			Η κατανομή του φαρμάκου μεταξύ λιποειδικής και υδατικής φάσης εκφράζεται από την ισορροπία:

			[image: ]

			όπου Ρ είναι η σταθερά ισορροπίας και εκφράζεται με το πηλίκο της συγκέντρωσης του φαρμάκου στη λιποειδική φάση ως προς τη συγκέντρωσή του στην υδατική φάση, εξίσωση 4.5.

			[image: ](4.5)

			Η σταθερά ισορροπίας Ρ καλείται συντελεστής μερισμού (partition coefficient) και αποτελεί μέτρο της λιποφιλίας.

			Οι λιποειδικές φάσεις του οργανισμού (μεμβράνες, υδρόφοβα τμήματα πρωτεϊνών) είναι δυνατόν να προσομοιωθούν με κατάλληλο οργανικό διαλύτη, οπότε ισχύει η σχέση 4.6. 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



P=cοργcυδατ
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			Σύμφωνα με το νόμο του Nernst για την κατανομή, ο λόγος των συγκεντρώσεων μιας ουσίας ανάμεσα σε δυο μη αναμειγνυόμενες φάσεις είναι σταθερός για δεδομένη θερμοκρασία, αν η ουσία βρίσκεται με την ίδια μοριακή μορφή και στις δυο φάσεις. Κατά συνέπεια για να ισχύει ο νόμος του Nernst η σχέση 4.6 συγκεκριμενοποιείται και ο συντελεστής μερισμού Ρ ορίζεται ως το πηλίκο της συγκέντρωσης της αδιάστατης μονομερούς μορφής της ουσίας στην οργανική φάση ως προς την αντίστοιχη συγκέντρωση στο νερό. Ο συντελεστής μερισμού Ρ αποτελεί θερμοδυναμική σταθερά, χαρακτηριστική για κάθε ένωση, εξαρτώμενη από το σύστημα διαλυτών και τη θερμοκρασία. Συνήθως χρησιμοποιείται υπό λογαριθμική μορφή, ώστε να βρίσκεται σε γραμμική σχέση με την ελεύθερη ενέργεια, εξίσωση 4.7. 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logP=-ΔG2,303RT
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			όπου R η παγκόσμια σταθερά των αερίων και Τα η απόλυτη θερμοκρασία.

			Μετά από συστηματικές μελέτες, ο Collander διαπίστωσε ότι οι λογάριθμοι των συντελεστών μερισμού, που προσδιορίζονται σε διαφορετικά συστήματα διαλυτών, συσχετίζονται γραμμικά μεταξύ τους:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logP1 = alogP2 + b
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			όπου a και b σταθερές που προκύπτουν από γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης.

			Οι εξισώσεις του τύπου 4.8 είναι γνωστές ως εξισώσεις Collander και προκύπτουν από στατιστική επεξεργασία. Για να προκύψουν αξιόπιστες σχέσεις Collander, πρέπει είτε οι ενώσεις να ανήκουν στην ίδια κατηγορία ως προς την ικανότητά τους να σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου (δέκτες, δότες, αμφιπρωτικές, απρωτικές ενώσεις) ή οι οργανικές φάσεις των συστημάτων να μην διαφέρουν πολύ μεταξύ τους, κυρίως ως προς τη διπολική ροπή και την ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου8.

			Στο σχεδιασμό των φαρμάκων, το πλέον καθιερωμένο σύστημα αναφοράς για τον προσδιορισμό της λιποφιλίας είναι το σύστημα n-οκτανόλης-νερού, θεωρώντας ότι ισχύει η σχέση 4.9, όπου logPbio ο συντελεστής μερισμού στο βιολογικό σύστημα.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logPbio = alogPoctanol + b
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			Η επιλογή του συστήματος n-οκτανόλης-νερού ως συστήματος αναφοράς βασίστηκε στα εξής κριτήρια:

			 

			
					Στην ικανότητα της n-οκτανόλης να σχηματίζει δεσμούς υδρογόνου ως δέκτης και ως δότης, ιδιότητα που προσομοιάζει σε πολλά βιολογικά συστήματα (μεμβράνες, πρωτεΐνες).

					Η n-οκτανόλη δεν απορροφά στο υπεριώδες, γεγονός που διευκολύνει τον πειραματικό προσδιορισμό.

					Είναι σχετικά εύκολος ο προσδιορισμός του συντελεστή μερισμού, συγκριτικά με άλλα συστήματα διαλυτών.

					Η n-οκτανόλη δεν είναι τοξική, έχει ωστόσο δυσάρεστη γλυκερή οσμή.

					Η n-οκτανόλη είναι φτηνή.

			

			 

			Επιπλέον, λόγω κυρίως των τριών τελευταίων λόγων, την εποχή που άρχισαν να αναπτύσσονται οι Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης, υπήρχε ήδη στη βιβλιογραφία διαθέσιμος μεγάλος αριθμός τιμών logP στο σύστημα οκτανόλης-νερού, που επέτρεπε την άμεση εφαρμογή της λιποφιλίας στην εξαγωγή μοντέλων. Ακολούθως το σύστημα οκτανόλης-νερού αποτέλεσε τη βάση για την ανάπτυξη ημι-εμπειρικών συστημάτων υπολογισμού του συντελεστή μερισμού. Σήμερα υπάρχουν καταχωρημένες στη βάση δεδομένων THOR της εταιρείας BIOBYTE (MEDCHEM PROJECT) πάνω από 60.000 τιμές logP (MASTERFILE), εκ των οποίων 12.000 αποτελούν δεδομένα επιλεγμένα ως προς την αξιοπιστία τους και συγκροτούν τη STARLIST. 

			Το σύστημα οκτανόλης-νερού θεωρείται ότι προσομοιώνει ικανοποιητικά την πρωτεϊνική σύνδεση και τις βιολογικές μεμβράνες με υψηλή περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη. Ωστόσο, για άλλους τύπους μεμβρανών ή υποδοχέων, άλλα συστήματα διαλυτών πιθανόν να είναι καταλληλότερα. Οι μεμβράνες και οι υποδοχείς είναι δυνατόν να διαφοροποιούνται κυρίως όσον αφορά τη δυνατότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου. Π.χ. είναι δυνατόν: 

			-να μην περιέχουν δότες και δέκτες πρωτονίων, οπότε προσομοιώνονται καλύτερα από σύστημα αλκανίου (κυκλοεξανίου ή δωδεκανίου)-νερού 

			-να περιέχουν αμφιπρωτικές ομάδες, οπότε η οκτανόλη είναι καταλληλότερη ως λιπόφιλη φάση, 

			-να περιέχουν κυρίως δότες πρωτονίων οπότε προσομοιώνονται από το σύστημα χλωροφορμίου-νερού 

			-να περιέχουν κυρίως δέκτες πρωτονίων (φωσφολιπιδικές μεμβράνες), οπότε το σύστημα διβουτυλαιθέρα/νερού θεωρείται καταλληλότερο. 

			Ωστόσο, εάν δεν γίνεται ιδιαίτερη αναφορά, ο όρος logP αφορά στον συντελεστή μερισμού στο σύστημα οκτανόλης-νερού και έτσι συμβολίζεται στις επόμενες ενότητες.

			4.2.2. Συντελεστής κατανομής D (ή φαινόμενος συντελεστής μερισμού P’)

			Οι περισσότερες φαρμακευτικές ενώσεις φέρουν κέντρα ιοντισμού και, ανάλογα με το pH, είναι δυνατόν να βρίσκονται περισσότερο ή λιγότερο ιοντισμένες. Στην περίπτωση αυτή γίνεται αναφορά στον συντελεστή κατανομής D (ή φαινόμενο συντελεστή μερισμού P’ κατά παλαιότερη ορολογία), ο οποίος ισούται με τον λόγο του αθροίσματος των συγκεντρώσεων ιοντισμένης(ων) μορφής(ών) και αδιάστατης μορφής στην οργανική και υδατική φάση αντίστοιχα.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



DP'=∑cοργ∑cυδατ
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			Στην περίπτωση ιοντιζόμενων ουσιών, η κατανομή σε ένα διφασικό σύστημα (οκτανόλη/νερό) προσδιορίζεται από περισσότερες σταθερές ισορροπίας: 

			 

			- logPN, που αφορά στην κατανομή της αδιάστατης μορφής μεταξύ των δυο φάσεων

			- logPI που αφορά στην κατανομή της ιοντισμένης μορφής logPI

			- pKa που αποτελεί την σταθερά ιοντισμού

			- οκτανολικό pKaoct. Το οκτανολικό pKaoct έχει προταθεί από τον Scherrer και αποτελεί σχετική σταθερά, που ορίζεται ως το pH της υδατικής φάσης, στο οποίο συνυπάρχουν στην οκτανόλη ίσες συγκεντρώσεις της αδιάστατης και της ιοντισμένης μορφής4. 

			 

			Η τετράδα των ισορροπιών που λαμβάνουν χώρα συνοψίζεται στο Σχήμα 4.13, το οποίο απεικονίζει την κατανομή μιας βασικής ένωσης, της προπρανολόλης, στο σύστημα οκτανόλης-νερό.

			[image: ]

			Σχήμα 4.13. Οι ισορροπίες κατά την κατανομή της προπρανολόλης στο σύστημα οκτανόλης-νερού σε συνθήκες pH όπου συνυπάρχουν η αδιάστατη και η ιοντισμένη μορφή (η n-οκτανόλη έχει ειδικό βάρος μικρότερο από το νερό και αποτελεί την άνω στιβάδα) .

			Ο συντελεστής κατανομής D λαμβάνει υπόψη την ενδογενή λιποφιλία των διαφόρων μοριακών μορφών (ουδέτερης και ιοντισμένης μορφής, όταν υπάρχει ένα ιοντιζόμενο κέντρο) και των σχετικών συγκεντρώσεών τους στο διάλυμα. Σε δεδομένο pH, ο λογάριθμος του συντελεστή κατανομής logD εκφράζεται με τη σχέση 4.10.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



log D = log [fNPN + ∑fIPI]





						
							
							(4.10)

						
					

				
			

			όπου fN and fI είναι τα κλάσματα της ουδέτερης και της ιοντισμένης μορφής αντίστοιχα, τα οποία αποτελούν συνάρτηση του pH και της pKa. PN and PI είναι οι συντελεστές μερισμού της αδιάστατης και της ιοντισμένης μορφής αντίστοιχα, θεωρώντας πάντα ότι η ουσία βρίσκεται σε μονομερείς μορφές.

			Οι συντελεστές μερισμού των ιοντισμένων μορφών είναι πολύ μικρότερες συγκριτικά με τον συντελεστή μερισμού της αδιάστατης μορφής, ενώ πρακτικά θεωρείται ότι στην οργανική φάση κατανέμεται μόνο η αδιάστατη μορφή, οπότε η εξίσωση 4.10 απλουστεύεται στην μορφή 4.11.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



log D = logfNPN = logfNP





						
							
							(4.11)

						
					

				
			

			Υπό την τελευταία προϋπόθεση, ισχύει επίσης η σχέση 4.12 για την μετατροπή των τιμών logD σε logP.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logP = logD + Q





						
							
							(4.12)

						
					

				
			

			όπου Q διόρθωση, η οποία εξαρτάται από την pKa της ουσίας και το pH του περιβάλλοντος.

			Στον Πίνακα 4.2 αναγράφονται οι διορθώσεις Q που απαιτούνται στην περίπτωση μονοπρωτικών οξέων και βάσεων, διπρωτικών οξέων και βάσεων και αμφολυτών, και οι οποίες προκύπτουν με βάση την εξίσωση Hedersson- Hasselbach για τον ιοντισμό. Ο συντελεστής κατανομής logD είναι πάντοτε μικρότερος από τον συντελεστή μερισμού logP.
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			Πίνακας 4.2. Διορθώσεις για την μετατροπή του logD σε logP.

			Οι σχέσεις του Πίνακα 4.3, παύουν να ισχύουν για τιμές pH, όπου υπάρχει υψηλός βαθμός ιοντισμού ή πλήρης ιοντισμός. Στην περίπτωση υψηλού ή πλήρους ιοντισμού διαπιστώνεται ότι μικρό ποσοστό της ιοντικής μορφής κατανέμεται στην οργανική φάση, υπό μορφή ιοντικών ζευγών με τα αντισταθμιστικά ιόντα του ρυθμιστικού διαλύματος. Συνεπώς, υπό αυτές τις συνθήκες, ο συντελεστής κατανομής εξαρτάται επιπλέον από τη φύση και συγκέντρωση του αντισταθμιστικού ιόντος. Η σχέση του συντελεστή κατανομής της ιοντισμένης μορφής logPI (ή logDion) ως προς τη συγκέντρωση του αντισταθμιστικού ιόντος ακολουθεί καμπύλη κορεσμού (Σχήμα 4.14). Στην περίπτωση που ως ηλεκτρολύτης χρησιμοποιείται ΚCl ή ΝaCl παρατηρείται σταθεροποίηση των τιμών logPI σε συγκέντρωση ηλεκτρολύτη περίπου 0.15Μ. Η συγκέντρωση αυτή αντιστοιχεί στη συγκέντρωση ΚCl/ΝaCl σε φυσιολογικές συνθήκες. Ως εκ τούτου, για τον προσδιορισμό του συντελεστή κατανομής της ιοντισμένης μορφής logPI, μιας ουσίας συχνά χρησιμοποιείται περιβάλλον 0.15Μ ΚCl/ΝaCl. Υπό αυτές τις συνθήκες, η διαφορά του συντελεστή μερισμού logPN και του συντελεστή κατανομής της ιονισμένης μορφής log PI (logPN - logPI) είναι περίπου 3 λογαριθμικές μονάδες στην περίπτωση των βάσεων και 3-4 λογαριθμικές μονάδες στην περίπτωση των οξέων.
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			Σχήμα 4.14. Απεικόνιση συντελεστή κατανομής της ιοντισμένης μορφής log PI ως προς τη συγκέντρωση του αντισταθμιστικού ιόντος.

			Η απεικόνιση του συντελεστή κατανομής logD ενός ασθενούς οξέος και μιας ασθενούς βάσης ως προς το pH σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ηλεκτρολύτη παριστάνεται στο Σχήμα 4.15.
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			Σχήμα 4.15. Γραφική απεικόνιση logD-pH α) της ιμπουπροφαίνης, β) της χλωροπρομαζίνης σε συγκεντρώσεις 0,01 και  0,15 Μ ΚCl.

			Το άνω πλατό στις καμπύλες α και β του Σχήματος 4.15 αντιστοιχεί στην τιμή logP της αδιάστατης μορφής και το κάτω στην τιμή του συντελεστή κατανομής της ιοντισμένης μορφής, logPI (ή logDion)4. Είναι σαφής η διαφοροποίηση της τιμής logPI παρουσία των διαφορετικών συγκεντρώσεων ηλεκτρολύτη. Η κάθετος που φέρεται από το άνω σημείο καμπής στον άξονα του pH αντιστοιχεί στην τιμή pKa. Οι κάθετες στον άξονα pH, που φέρονται από τα κάτω σημεία καμπής, αντιστοιχούν στις τιμές του οκτανολικού pKa. Δεδομένου ότι η μετάβαση της ιοντικής μορφής μιας ουσίας στον οργανικό διαλύτη πραγματοποιείται κυρίως υπό μορφή ιοντικών ζευγών, η σταθερά pKaoct σχετίζεται με τον σχηματισμό ιοντικών ζευγών και εξαρτάται από την ιοντική ισχύ. 

			Λιποφιλία αμφολυτών9

			Οι αμφολύτες είναι χημικές ενώσεις που φέρουν μια ή περισσότερες όξινες και μια ή περισσότερες βασικές ομάδες και είναι δυνατόν να βρίσκονται ως εσωτερικά άλατα (zwitterions) σε εύρος pH εκατέρωθεν του ισοηλεκτρικού τους σημείου. Στα εσωτερικά άλατα παρατηρείται μερική εξουδετέρωση των αντιθέτων φορτίων του αμφολύτη. Η δυνατότητα σχηματισμού εσωτερικού άλατος εξαρτάται από τις τιμές pKa της όξινης και βασικής ομάδας και τη δομή του μορίου.

			Εάν οι αμφολύτες φέρουν ασθενώς όξινη και ασθενώς βασική ομάδα, όπου η τιμή pKa της όξινης ομάδας είναι μεγαλύτερη της βασικής και διαφέρει περισσότερο από 3 λογαριθμικές μονάδες, η ισορροπία των μικρομορφών είναι απλή, περιλαμβάνοντας την ουδέτερη, ανιοντική και κατιοντική μορφή ανάλογα με το pH. Στο Σχήμα 4.16 φαίνονται τα κλάσματα των μικρομορφών συναρτήσει του pH.
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			Σχήμα 4.16. Kλάσματα μικρομορφών συναρτήσει του pH.

			Στη περίπτωση που η διαφορά στις τιμές pKa των δύο ιοντιζόμενων κέντρων είναι μικρότερη των 3 μονάδων, τότε αναμένεται, σε μικρή περιοχή pH εκατέρωθεν του ισοηλεκτρικού σημείου, να σχηματιστεί εσωτερικό άλας σε μικρό ποσοστό, σχετικά με το ποσοστό της ουδέτερης μορφής της ένωσης.

			Το κλάσμα του εσωτερικού άλατος υπερτερεί του κλάσματος της ουδέτερης μορφής, στην περίπτωση που η όξινη σταθερά ιοντισμού έχει μικρότερη τιμή της βασικής σταθεράς ιοντισμού, δηλαδή pKaοξ< pKaβασ. Αν η διαφορά των τιμών pKa είναι μικρή, οι ισορροπίες των μικρομορφών είναι περισσότερο πολύπλοκες και εκφράζονται με τις μακροσταθερές pKa1 και pKa2 και τις μικροσταθερές pK1, pK2, pK3, pK4 και Kz σύμφωνα με το Σχήμα 4.17. Η σταθερά ΚΖ αντιστοιχεί στη σταθερά ταυτομέρειας μεταξύ εσωτερικού άλατος και ουδέτερης μορφής.
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			Σχήμα 4.17. Iσορροπίες των μικρομορφών.

			Η λαβεταλόλη (Σχήμα 4.18) αποτελεί ένα παράδειγμα αμφολύτη αυτού του τύπου.
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			Σχήμα 4.18. Συντακτικός τύπος λαβεταλόλης.

			Η κατανομή των μικρομορφών της λαβεταλόλης ως προς το pH απεικονίζεται στο Σχήμα 4.19.
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			Σχήμα 4.19. Κατανομή των μικρο-μορφών της λαβεταλόλης ως προς το pH.

			Τέλος, αν pKaοξ< pKaβας αλλά η διαφορά είναι μεγάλη, η σταθερά ταυτομέρειας του εσωτερικού άλατος Kz είναι πολύ μεγάλη (Kz>104) και παρατηρούνται τρεις μορφές της ένωσης, η ανιοντική, η κατιοντική και το εσωτερικό άλας. Η κατανομή των μικρο-μορφών ενός αμφολύτη αυτού του τύπου, ως προς το pH, απεικονίζεται στο Σχήμα 4.20. 
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			Σχήμα 4.20. Κατανομή των μικρο-μορφών ενός αμφολύτη που σχηματίζει εσωτερικό άλας με μεγάλη ΔpKa.

			Παράδειγμα αυτού του τύπου αμφολύτη είναι η κετιριζίνη (Σχήμα 4.21).
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			Σχήμα 4.21. Συντακτικός τύπος κετιριζίνης.

			Εάν η δομή του μορίου δεν επιτρέπει ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις λόγω στερεοχημικών παρεμποδίσεων, τότε δεν λαμβάνει χώρα μερική εξουδετέρωση των φορτίων και τα δυο ιοντιζόμενα κέντρα παραμένουν φορτισμένα, με αποτέλεσμα το συνολικό φορτίο της ένωσης να αυξάνει. Η ακριβαστίνη (Σχήμα 4.22) είναι ένα τυπικό παράδειγμα αμφολύτη χωρίς την παρουσία ενδομοριακών αλληλεπιδράσεων των ιοντιζόμενων κέντρων της.

			[image: ]

			Σχήμα 4.22. Συντακτικός τύπος ακριβαστίνης.

			Η λιποφιλία των αμφολυτών παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Όπως φαίνεται στον Πίνακα 4.2, ο υπολογισμός του logP είναι εφικτός μόνο όταν δεν συνυπάρχουν το θετικό και αρνητικό φορτίο στο μόριο, δηλ. όταν δεν λαμβάνει χώρα σχηματισμός εσωτερικού άλατος, οπότε pKa(acid)>pKa(base) (κοινοί αμφολύτες, ordinary ampholytes). H απεικόνιση logD/pH στην περίπτωση των κοινών αμφολυτών ακολουθεί κωδωνοειδή καμπύλη με μέγιστο που αντιστοιχεί στο logΡ σε τιμές pH γύρω από το ισοηλεκτρικό σημείο (ΙΣ) (Σχήμα 4.23).
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			Σχήμα 4.23. Κωδωνοειδής καμπύλη logD/pH κοινού αμφολύτη.

			Για αμφολύτη, ο οποίος σχηματίζει εσωτερικό άλας, η τιμή logD εκφράζεται από την εξίσωση 4.13.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logD = log fNPN + fZPZ + fCPC + fAPA 





						
							
							(4.13)

						
					

				
			

			Οι εκθέτες Z, C και A αντιστοιχούν στο εσωτερικό άλας, την κατιοντική και την ανιοντική μορφή της ένωσης αντίστοιχα.

			Σε pH που ισούται με το ισοηλεκτρικό σημείο (pHΙΣ) συνυπάρχουν μόνο η ουδέτερη μορφή και το εσωτερικό άλας, οπότε η σχέση 4.13 απλοποιείται στην μορφή 4.14.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logD = log fNPN + fZPZ
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			Στην πραγματικότητα, στην περίπτωση αμφολυτών–εσωτερικών αλάτων δεν προσδιορίζεται τιμή logΡ. Το μέγιστο της κωδωνοειδούς καμπύλης εκατέρωθεν του pHΙΣ (Σχήμα 4.24) αντιστοιχεί στη μέγιστη λιποφιλία logDmax. Παρατηρείται σταθεροποίηση των τιμών logDmax σε εύρος pH γύρω από το ισοηλεκτρικό σημείο, δείχνοντας ότι πρακτικά, εντός ενός εύρους pH, δεν μεταβάλλεται η λιποφιλία. Ως εκ τούτου ενώσεις που σχηματίζουν εσωτερικά άλατα έχουν χαρακτηριστεί ότι λειτουργούν ως “buffer” λιποφιλίας, συμπεριφορά που τους προσδίδει ιδιαίτερα φαρμακοκινητικά χαρακτηριστικά.
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			Σχήμα 4.24. Κωδωνοειδής καμπύλη logD/pH αμφολύτη που σχηματίζει εσωτερικό άλας.

			Η σχέση logD/pH στην περίπτωση των αμφολυτών-εσωτερικών αλάτων εξαρτάται επίσης από στερεοχημικούς παράγοντες, με αποτέλεσμα σε ορισμένες περιπτώσεις να παρατηρείται αντιστροφή της καμπύλης logD/pH, η οποία λαμβάνει τη μορφή U. Στην περίπτωση αυτή εμφανίζεται ελάχιστη τιμή λιποφιλίας logDmin εκατέρωθεν του pHΙΣ (Σχήμα 4.25). Εξάλλου, το ίδιο το περιβάλλον -διηλεκτρική σταθερά του μέσου, παρουσία υδρόφοβων αντισταθμιστικών ιόντων- είναι δυνατόν να επηρεάσει τη συμπεριφορά των αμφολυτών, ενισχύοντας ή αποδυναμώνοντας την αλληλεπίδραση των ιοντικών κέντρων του εσωτερικού άλατος.
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			Σχήμα 4.25. Καμπύλη σχήματος U στην περίπτωση που παρεμποδίζεται η εξουδετέρωση των φορτίων.

			Δομή της υγρής οκτανόλης 

			Το σύστημα οκτανόλης-νερού έχει υποστεί αρκετές κριτικές ως ισότροπο σύστημα, που επιφανειακά μόνο μπορεί να θεωρηθεί ότι προσομοιώνει τις βιολογικές μεμβράνες. Αντίθετα, τα λιποσώματα θεωρούνται άμεσα μοντέλα προσομοίωσης της βιολογικής μεμβράνης. Ωστόσο, η παρασκευή πρότυπων λιποσωμάτων παρουσιάζει αρκετά προβλήματα, ενώ η κατανομή σε λιποσώματα αποτελεί επίσης διαδικασία επίπονη με μη επαναλήψιμα αποτελέσματα. Ως εκ τούτου το σύστημα λιποσώματα-νερό δεν κατέστη δυνατόν να βρει ευρεία εφαρμογή. Από την άλλη, η βιομιμητική χρωματογραφία με στήλες τεχνητών ακινητοποιημένων μεμβρανών (immobilized artificial membranes, ΙΑΜ) έχει προταθεί ως εναλλακτική και φιλική τεχνική και αναπτύσσεται σε επόμενη ενότητα,

			Ωστόσο, έχει διαπιστωθεί ότι η δομή της υγρής οκτανόλης, δηλαδή της οκτανόλης που είναι κορεσμένη με νερό, δεν είναι τόσο απλή. Το νερό, το οποίο περιέχεται στην οκτανόλη σε ποσοστό 0,25 mol%, δεν είναι ομοιόμορφα κατανεμημένο και φαίνεται ότι παίζει κρίσιμο ρόλο στην ίδια τη δομή της «υγρής» οκτανόλης, προσδίδοντάς της μεγαλύτερη πολυπλοκότητα από αυτήν που αναμένεται για ένα ισότροπο σύστημα. Σύμφωνα με έρευνες βασισμένες αφ’ ενός σε φασματοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού (NMR) και εγγύς Υπερύθρου (IR) και αφ’ ετέρου σε περίθλαση ακτινών-Χ, το νερό αυτό δημιουργεί συσσωματώματα τεσσάρων μορίων, τα οποία περιβάλλονται από περίπου 16 μόρια οκτανόλης10. Τα υδρόφιλα υδροξύλια της οκτανόλης είναι προσανατολισμένα στα μόρια του νερού σχηματίζοντας πλέγμα δεσμών υδρογόνου. Οι υδρογοναθρακικές αλυσίδες από την άλλη, δημιουργούν μια υδρόφοβη περιοχή με ιδιότητες που δεν διαφέρουν από αυτές στο εσωτερικό των λιπιδικών διπλοστιβάδων και με διηλεκτρική σταθερά ε=8. Στο Σχήμα 4.26 απεικονίζεται η δομή της κορεσμένης με νερό «υγρής» οκτανόλης. 
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			Σχήμα 4.26. Δομή της κορεσμένης με νερό οκτανόλης. (Φαίνονται μόνο τρία από τα τέσσερα μόρια νερού στον πυρήνα και 12 από τα 16 μόρια οκτανόλης).

			Δεδομένου ότι το νερό εισχωρεί στην οκτανόλη, φορτισμένα μόρια δεν χρειάζεται να αποβάλλουν πλήρως τη στιβάδα επιδιαλύτωσης κατά την διάχυσή τους στην οκτανόλη. Θεωρείται ότι τα ιοντικά ζεύγη που δημιουργούνται μεταξύ των ιόντων των ενώσεων και των αντισταθμιστικών ιόντων της υδατικής φάσης κατά τα πειράματα κατανομής, αρχικά εντοπίζονται στα συσσωματώματα νερού/οκτανόλης και ακολούθως διαχέονται βραδέως στο ισότροπο οκτανολικό περιβάλλον. Αυτός ο μηχανισμός δεν φαίνεται να ισχύει κατά τη διαδικασία κατανομής σε φωσφολιπίδια. Έχει διαπιστωθεί ότι ηθμοί εμποτισμένοι με οκτανόλη επιτρέπουν ικανή διαπερατότητα σε φορτισμένα μόρια ενώ κάτι τέτοιο δεν συμβαίνει σε ηθμούς εμποτισμένους με φωσφολιπίδια, όπου η αντίστοιχη διαπερατότητα είναι εξαιρετικά χαμηλή10 Οπωσδήποτε, αυτό που ουσιαστικά διαφοροποιεί την οκτανόλη από τα φωσφολιπίδια είναι η απουσία φορτίων στην πρώτη.

			Διπλή φύση της λιποφιλίας

			Η λιποφιλία αποτελεί σύνθετη ιδιότητα με διπλό χαρακτήρα. Θα πρέπει να επισημανθεί ότι η λιποφιλία δεν ταυτίζεται με την υδροφοβία, η οποία είναι η συσσωμάτωση μη πολικών ομάδων ή μορίων σε υδατικό περιβάλλον και η οποία οφείλεται στην τάση των μορίων του νερού να αποφεύγουν τα μη πολικά μόρια. Αντίθετα η υδροφοβία είναι η μια (η βασικότερη) από τις δυο συνιστώσες της λιποφιλία; με δεύτερη την πολικότητα. Συχνά ωστόσο οι όροι λιποφιλία και υδροφοβία χρησιμοποιούνται αδιακρίτως. Η διπλή φύση της λιποφιλίας εκφράζεται μέσω της γενικής σχέσης 4.15.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Λιποφιλία = Υδροφοβία – Πολικότητα
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			Οι συνιστώσες της σχέσης 4.15 μπορούν να περιγραφούν με θεμελιώδεις μοριακές παραμέτρους. Η υδροφοβία (στερική συνιστώσα), η οποία ως επί το πλείστον υπακούει στον κανόνα της προσθετικότητας11, μπορεί να εκτιμηθεί με παραμέτρους που εκφράζουν όγκο, όπως ο μοριακός όγκος ή το εμβαδόν μοριακής επιφανείας, το μοριακό βάρος και η πολωσιμότητα ή η μοριακή διαθλασιμότητα. Η σημαντική συμβολή του όγκου στην λιποφιλία έχει ως αποτέλεσμα την σχετικά ισχυρή συσχέτιση του συντελεστή κατανομής με τις αντίστοιχες παραμέτρους ιδιαίτερα στην περίπτωση μη πολικών μορίων. Η πολικότητα εκφράζεται με τη διπολική ροπή, την ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου καθώς και με ηλεκτρονιακές παραμέτρους.

			Η διαμόρφωση των μορίων έχει διαπιστωθεί ότι είναι δυνατόν να επηρεάσει επίσης την κατανομή στο σύστημα οκτανόλης/νερού. Η επίδραση αυτή είναι θετική ή αρνητική, ανάλογα αν στο εσωτερικό του μορίου «κρύβονται» πολικές ή υδρόφοβες ομάδες με αποτέλεσμα «υδρόφιλη ή υδρόφοβη κατάρρευση» και «χαμολεοντική» συμπεριφορά του μορίου, ανάλογα με το περιβάλλον11. Η συμβολή της διαμόρφωσης στη λιποφιλία διατυπώνεται με τη σχέση 4.16.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Λιποφιλία = Υδροφοβία – Πολικότητα ± Διαμόρφωση





						
							
							(4.16)

						
					

				
			

			Η σύνθετη φύση της λιποφιλίας αντανακλάται στις δυσκολίες που αντιμετωπίζονται για τον αξιόπιστο υπολογισμό του συντελεστή μερισμού.

			4.2.3. Προσδιορισμός του συντελεστή μερισμού / κατανομής

			4.2.3.1 Άμεσος προσδιορισμός 

			Μέθοδος της ανακινούμενης φιάλης 

			Η μέθοδος της ανακινούμενης φιάλης αποτελεί την κλασική μέθοδο προσδιορισμού του συντελεστή μερισμού και κατανομής. Η μέτρια ικανότητα κορεσμού της οκτανόλης σε νερό καθιστά σχετικά ευκολότερους τους πειραματικούς προσδιορισμούς, συγκριτικά με άλλα συστήματα διαλυτών, όπως το κυκλοεξάνιο-νερό με μηδαμινή ικανότητα κορεσμού ή το βουτάνιο-νερό με μεγάλη ικανότητα κορεσμού. Ωστόσο, η μέθοδος εμφανίζει πολλούς περιορισμούς και μειονεκτήματα:

			1. Είναι αρκετά χρονοβόρος, κοπιαστική και επίπονη, γιατί περιλαμβάνει πολλά βήματα που απαιτούν ακριβή ρύθμιση συνθηκών. 

			2. Τα όρια των τιμών logP (ή logD), που μπορούν να προσδιοριστούν με αξιοπιστία, κυμαίνονται μεταξύ -2.5 και 4.0. Αν χρησιμοποιηθούν περισσότερο ευαίσθητες αναλυτικές τεχνικές με χαμηλότερα όρια ανίχνευσης, τα όρια αυτά είναι δυνατόν να διευρυνθούν.

			3. Τα πειραματικά αποτελέσματα δεν χαρακτηρίζονται πάντα από καλή επαναληψιμότητα. Συχνά διαπιστώνονται σημαντικές αποκλίσεις στις τιμές logP (ή logD) που προσδιορίζονται σε διαφορετικά εργαστήρια

			4. Τα χρησιμοποιούμενα δείγματα πρέπει να έχουν χαμηλές συγκεντρώσεις (~ 10-5 Μ) ώστε να αποφεύγεται η πιθανότητα σχηματισμού διμερών μορφών. Οι χαμηλές συγκεντρώσεις των ουσιών μπορεί να δημιουργήσουν ωστόσο αναλυτικά προβλήματα, ιδιαίτερα στην περίπτωση που τα εξεταζόμενα μόρια έχουν χαμηλή μοριακή απορροφητικότητα.

			5. Απαιτούνται ιδιαίτερα καθαρές ουσίες και καθαροί διαλύτες.

			6. Η χαμηλή διαλυτότητα στο νερό των λιπόφιλων ουσιών, αν και μπορεί να αντιμετωπιστεί με την προσθήκη μικρής ποσότητας διμεθυλοσουλφοξειδίου (DMSO), συχνά αποτελεί αναλυτικό πρόβλημα.

			7. Η υπό προσδιορισμό ουσία δεν πρέπει να σχηματίζει προϊόντα διάσπασης ή να είναι πτητική.

			8. Η οκτανόλη είναι δυνατόν να σχηματίσει γαλακτώματα κατά την ανακίνησή της με το ρυθμιστικό διάλυμα (μικκύλια). Για την αντιμετώπιση αυτού του προβλήματος απαιτείται ήπια ανακίνηση κατά την ανάμιξη και παρατεταμένη φυγοκέντρηση του γαλακτώματος. 

			9. Σε μερικές περιπτώσεις είναι δυνατόν να παρατηρηθεί προσρόφηση των ουσιών στο γυαλί των φιαλιδίων κατά την διάρκεια της ανακίνησης.

			10. Στην περίπτωση που η αναλυόμενη ουσία δεν εμφανίζει απορροφητικότητα στο υπεριώδες πρέπει να επιλεχθεί άλλη κατάλληλη αναλυτική μέθοδος.

			Τα βήματα που ακολουθούνται για τον προσδιορισμό του συντελεστή με τη μέθοδο της ανακινούμενης φιάλης είναι τα εξής:

			-Κατάλληλη επιλογή ρυθμιστικού διαλύματος.

			-Κορεσμός των δυο φάσεων.

			-Παρασκευή διαλύματος παρακαταθήκης της ουσίας στο ρυθμιστικό διάλυμα, το οποίο έχει κορεσθεί με οκτανόλη. Αν η ουσία είναι δυσδιάλυτη προηγείται διάλυση σε μικρή ποσότητα διμεθυλοσουλφοξειδίου (DMSO) και ακολουθεί αραίωση με την υδατική φάση. Η συγκέντρωση του DMSO στον τελικό όγκο δεν πρέπει να υπερβαίνει το 1%. 

			-Επιλογή της αναλογίας όγκων υδατικής φάσης και οκτανόλης, έτσι ώστε να κατανέμεται ικανοποιητικά η ουσία στις δυο φάσεις. Στην περίπτωση λιπόφιλων ουσιών χρησιμοποιούνται μικροί όγκοι οκτανόλης (ακόμη και σε επίπεδο μικρολίτρων). Αντίθετα ο προσδιορισμός υδρόφιλων ενώσεων απαιτεί μεγαλύτερο όγκο οκτανόλης.

			-Επιλογή του κατάλληλου χρόνου για την αποκατάσταση της ισορροπίας κατανομής μεταξύ των δυο φάσεων. Ο χρόνος μπορεί να κυμαίνεται από κάποια λεπτά μέχρι και 12 ή παραπάνω ώρες.

			-Καλός διαχωρισμός των φάσεων με φυγοκέντρηση.

			-Ανάλυση των δειγμάτων και υπολογισμός των τιμών logP (ή logD) .

			Συνήθως αναλύεται μόνο η υδατική φάση πριν και μετά την ανακίνηση με φασματοφωτομετρία υπεριώδους ή υψηλής απόδοσης υγρή χρωματογραφία. Ο συντελεστής κατανομής  υπολογίζεται από τον τύπο 4.17.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



D=Ao-A1A1×VυδατVοργ





						
							
							(4.17)

						
					

				
			

			όπου Αο και Α1 είναι το σήμα (απορρόφηση, ή επιφάνεια κάτω από την καμπύλη) πριν και μετά την ανακίνηση, Vυδατ και Vοργ είναι ο όγκος της υδατικής και οργανικής φάσης αντίστοιχα.

			Η ανάλυση αυτή προϋποθέτει ότι η τελική συγκέντρωση στην υδατική και οργανική φάση ισούται με την αρχική συγκέντρωση πριν την ανακίνηση. Σε αντίθετη περίπτωση απαιτείται προσδιορισμός της συγκέντρωσης στην υδατική και οργανική φάση μέσω καμπυλών αναφοράς ή προσδιορισμού της μοριακής απορροφητικότητας ευδατ και εοργ στην υδατική και οργανική φάση αντίστοιχα.

			Ποτενσιομετρική μέθοδος

			Η μέθοδος αυτή εφαρμόζεται όταν υπάρχουν κέντρα ιοντισμού στο μόριο και επιτρέπει τον ταυτόχρονο προσδιορισμό του pKa και του συντελεστή μερισμού. Προτάθηκε αρχικά το 1963 από τον Brändstrom και σήμερα έχει πλήρως αυτοματοποιηθεί με την χρησιμοποίηση της οργανολογίας και τεχνολογίας Sirius και Pion12. Το ειδικά επεξεργασμένο ηλεκτρόδιο του οργάνου επιτρέπει την χρησιμοποίηση αραιών συγκεντρώσεων της ουσίας στο διάλυμα. Η μέθοδος βασίζεται στη μεταβολή της κατανομής μιας ιοντιζόμενης ουσίας συναρτήσει του pH και στη διαφοροποίηση της τιμής pKa παρουσία οργανικού διαλύτη. Γίνεται μια αρχική, συνήθως αλκαλιμετρική, τιτλοδότηση σε υδατική φάση για τον προσδιορισμό του pKa και ακολουθεί (οξυμετρική) επανατιτλοδότηση, παρουσία του οργανικού διαλύτη (οκτανόλης), οπότε λαμβάνει χώρα κατανομή της ουσίας μεταξύ των δυο φάσεων και μετατόπιση της pKa προς τη φαινόμενη pοKa. Δεδομένου ότι η οκτανόλη δεν αναμειγνύεται με το νερό η συσκευή είναι εφοδιασμένη με ισχυρό σύστημα ανάδευσης ώστε να επιτυγχάνεται ομοιογενής φάση. Η διαφορά μεταξύ pKa και pοKa εξαρτάται από την υπό προσδιορισμό τιμή logP και την αναλογία των όγκων των δύο φάσεων. Για να αποφεύγεται η επίδραση της αλλαγής της ιοντικής ισχύος κατά τη διάρκεια της τιτλοδότησης, συνήθως το πείραμα γίνεται παρουσία 0,15Μ KCl/NaCl. 

			Στο Σχήμα 4.27 φαίνονται τα διαγράμματα δυο τιτλοδοτήσεων: αλκαλιμετρική τιτλοδότηση όξινου διαλύματος μέχρι υψηλού pH και οξυμετρική επανατιτλοδότηση παρουσία ίσου όγκου οκτανόλης α) για ένα ασθενές οξύ (φλουμεκίνη) και β) για μία ασθενή βάση (διακετυλο-μορφίνη). Δεδομένου ότι η τιμή pKa ισούται κατά προσέγγιση με το pH στο ήμισυ της εξουδετέρωσης (0,5 ισοδύναμα βάσης ), οι τιμές pKa είναι 6,27 και 7,96 για τη φλουμεκίνη και την διακετυλο-μορφίνη αντίστοιχα. Η οκτανόλη προκαλεί μετατόπιση της καμπύλης σε υψηλότερες τιμές pH για το ασθενές οξύ (poKa=8) και σε χαμηλότερες τιμές pH για την ασθενή βάση ((poKa=6,4). 

			[image: ]

			Σχήμα 4.27. Καμπύλη υδατικής τιτλοδότησης (συνεχής γραμμή) και επανατιτλοδότησης σε οκτανόλη-νερό 1:1 (△) παρουσία 0,15Μ KCl για α) ασθενές οξύ (φλουμεκίνη) και β) ασθενή βάση (διακετυλο-μορφίνη).

			Στο Σχήμα 4.27 ο άξονας y αφορά στον μέσο αριθμό συνδεδεμένων πρωτονίων. Η τιμή 0,5 αντιστοιχεί στην pKa.

			Για μονοπρωτικό ασθενές οξύ ο συντελεστής μερισμού υπολογίζεται από τον τύπο 4.18:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



P= 10poKa-pKa -1 ×VυδατVοργ





						
							
							(4.18)

						
					

				
			

			Για ασθενή βάση ισχύει ο τύπος 4.19:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



P= 10-poKa-pKa -1 ×VυδατVοργ





						
							
							(4.19)

						
					

				
			

			όπου Vυδατ και Vοργ οι όγκοι της υδατικής και οργανικής φάσης αντίστοιχα.

			Εάν δύο φάσεις έχουν ίσους όγκους και οι ουσίες είναι αρκετά λιπόφιλες οι παραπάνω τύποι απλοποιούνται ως εξής:

			



logP   poKa - pKa  και logP  -poKa - pKa για οξέα και βάσεις αντίστοιχα.





			Ως εκ τούτου από το Σχήμα 4.27, όπου η αναλογία των όγκων είναι 1:1, προκύπτει για την φλουμεκίνη logP=1,7 και για την διακετυλο-μορφίνη logP=1,6.

			4.2.3.2.Έμμεσος προσδιορισμός13,14

			Χρωματογραφία κατανομής 

			Οι χρωματογραφικές τεχνικές αντιστρόφου φάσεως αποτελούν φιλικές και γρήγορες τεχνικές για τον έμμεσο προσδιορισμό του συντελεστή μερισμού (ή κατανομής). Στην αντιστρόφου φάσεως χρωματογραφία η στατική φάση είναι μη πολική και η κινητή φάση πολική. Ο μηχανισμός που λαμβάνει χώρα διέπεται κατά κύριο λόγο από την κατανομή των ουσιών μεταξύ των δυο φάσεων. Στις τεχνικές αυτές περιλαμβάνονται:

			 

			
					Αντιστρόφου Φάσεως Χρωματογραφία Λεπτής Στιβάδας, Reversed Phase Thin Layer Chromatography, RP-TLC.

					Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης, High Performance Liquid Chromatography, HPLC.

			

			 

			Οι δύο αυτές χρωματογραφικές τεχνικές εμφανίζουν πολλές αναλογίες μεταξύ τους. Σε αντίθεση με τις μεθόδους άμεσου προσδιορισμού, οι οποίες μπορούν να εφαρμοστούν για οποιοδήποτε σύστημα διαλυτών, ή RP-TLC και η HPLC αφορούν στον έμμεσο προσδιορισμό του συντελεστή μερισμού ειδικά στο σύστημα οκτανόλης-νερού. Ο προσδιορισμός βασίζεται στις γραμμικές σχέσεις που παρατηρούνται ανάμεσα στον λογάριθμο του συντελεστή μερισμού στο σύστημα οκτανόλης-νερού και στη χρωματογραφική συγκράτηση, εκφρασμένη ως RΜ και logk για την RP-TLC και HPLC αντίστοιχα (εξισώσεις τύπου Collander):

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



RM = alogP + b





						
							
							(4.20)

						
					

				
			

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logk = alogP + b
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			όπου a και b σταθερές που προκύπτουν από γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης.

			Η ποιότητα των εξισώσεων 4.20 και 4.21 (όπως καθορίζεται από τα στατιστικά στοιχεία που τις συνοδεύουν) εξαρτάται από τη φύση των ουσιών και τις χρωματογραφικές συνθήκες. Οι εξισώσεις του τύπου 4.20 και 4.21, που προκύπτουν για σειρά ενώσεων με γνωστές τιμές logP, είναι δυνατόν να αποτελέσουν εξισώσεις αναφοράς για τον υπολογισμό των τιμών logP άλλων ενώσεων, κατά προτίμηση δομικώς συγγενών, των οποίων τα αντίστοιχα χρωματογραφικά δεδομένα έχουν προσδιοριστεί υπό τις ίδιες συνθήκες.

			Οι τιμές RM και logk χρησιμοποιούνται ωστόσο και απευθείας ως δείκτες λιποφιλίας σε Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Βιολογικής Δράσης.

			Α) Αντιστρόφου φάσεως Χρωματογραφία Λεπτής Στιβάδας (RP-TLC)

			Η ανάλυση λαμβάνει χώρα σε αντιστρόφου φάσεως χρωματογραφική πλάκα, Προσδιορίζονται οι τιμές RΜ σύμφωνα με τον τύπο:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



RM = log1Rf-1





						
							
							(4.22)

						
					

				
			

			όπου Rf είναι ο παράγοντας επιβράδυνσης και ορίζεται με τον λόγο της απόστασης που διανύει η ουσία στην πλάκα ως προς την απόσταση που διανύει το μέτωπο του διαλύτη.

			Για τον προσδιορισμό των τιμών RM συνήθως χρησιμοποιούνται πλάκες πήγματος οξειδίου του πυριτίου (γέλη πυριτίας, silica gel), εμποτισμένες με υδρόφοβο παράγοντα, όπως παραφινέλαιο ή έλαιο σιλικόνης, ώστε να καταστούν αντιστρόφου φάσεως. Για τον εμποτισμό συνήθως χρησιμοποιείται διάλυμα 5% του υδρόφοβου παράγοντα σε πετρελαϊκό αιθέρα, ο οποίος ακολούθως εξατμίζεται. Υπάρχουν ωστόσο διαθέσιμες στο εμπόριο και έτοιμες πλάκες αντιστρόφου φάσεως, οι οποίες έχουν ως υλικό επίστρωσης σιλανοποιημένο πήγμα οξειδίου του πυριτίου. Στο υλικό αυτό τα υδροξύλια της πυριτίας (silica) είναι εν μέρει ομοιοπολικά συνδεδεμένα με υδρογονανθρακικές αλυσίδες δεκαοκτώ (RP-C18) ή οκτώ (RP-C8) ατόμων άνθρακα. Πλήρης σιλανοποίηση δεν είναι επιθυμητή, γιατί δημιουργεί προβλήματα διαβροχής της υδρόφοβης στατικής φάσης από την πολική κινητή φάση και αύξηση του χρόνου της ανάλυσης. Από την άλλη, η τυχόν αλληλεπίδραση των ουσιών με τις ελεύθερες ομάδες σιλανόλης (σιλανόφιλες αλληλεπιδράσεις) δεν φαίνεται να επηρεάζει σημαντικά τη συγκράτηση και το σχήμα των κηλίδων. Ως κινητή φάση χρησιμοποιούνται μείγματα νερού (ή ρυθμιστικού διαλύματος)-οργανικού διαλύτη, συνήθως μεθανόλης. Ακετονιτρίλιο και ακετόνη επίσης χρησιμοποιούνται ως οργανικοί τροποποιητές, ιδιαίτερα για την ανάλυση λιπόφιλων ουσιών. Ας σημειωθεί ότι λιπόφιλες ουσίες μετακινούνται σε μικρό ύψος από το σημείο εκκίνησης, έχουν δηλ. χαμηλές τιμές Rf, που αντιστοιχούν σε υψηλές τιμές RΜ. και υποδηλώνουν υψηλή συγγένεια με τη μη πολική στατική φάση. Υδρόφιλες ουσίες μετακινούνται με το μέτωπο του διαλύτη. Έχουν συνεπώς υψηλές τιμές Rf, που αντιστοιχούν σε χαμηλές τιμές RΜ και χαμηλή συγγένεια με τη μη πολική στατική φάση.

			Το εύρος των αξιόπιστων τιμών Rf κυμαίνεται περίπου μεταξύ 0,2 και 0,8.

			B) Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης (HPLC)

			Η Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης είναι ευρέως χρησιμοποιούμενη, ιδιαίτερα φιλική τεχνική. Η ανάλυση γίνεται στη χρωματογραφική στήλη όπου μετρείται ο χρόνος συγκράτησης (έκλουσης) των ουσιών tr από τον οποίο προσδιορίζεται ο λογάριθμος του παράγοντα χωρητικότητας (συγκράτησης) k σύμφωνα με τον τύπο 4.23:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logk=logtr-toto
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			όπου tr ο χρόνος κατακράτησης και to ο νεκρός χρόνος, ο χρόνος δηλαδή που χρειάζεται μια μη συγκρατούμενη ουσία (ή η κινητή φάση) για να διασχίσει τη στήλη.

			Ως στατική φάση χρησιμοποιείται συνήθως στήλη που είναι «πακεταρισμένη» με οκταδεκυλιωμένο πήγμα οξειδίου του πυριτίου (δηλαδή, πυριτία σιλανοποιημένη με υδρογονανθρακικές αλυσίδες 18 ατόμων άνθρακα), κατά προτίμηση με δεσμευμένα τα τελικά υδροξύλια (endcapped), ώστε να μειώνονται οι αλληλεπιδράσεις με υπολειπόμενα υδροξύλια σιλανόλης (σιλανόφιλες αλληλεπιδράσεις). Σε αντίθεση με την RP-TLC, στην περίπτωση της HPLC η επίδραση των σιλανόφιλων αλληλεπιδράσεων είναι ιδιαίτερα σημαντική, οδηγώντας σε αύξηση του χρόνου συγκράτησης και ασύμμετρες κορυφές (tailing), κυρίως κατά την ανάλυση βασικών ενώσεων. Οι σιλανόφιλες αλληλεπιδράσεις στην περίπτωση πρωτονιωμένων βασικών ενώσεων λαμβάνουν χώρα μέσω ηλεκτροστατικής φύσης δεσμών με τα ανιόντα των ομάδων σιλανόλης (Σχήμα 4.28α), ενώ οι όξινες ενώσεις αλληλεπιδρούν μέσω σχηματισμού δεσμών υδρογόνου με την αδιάστατη μορφή των σιλανολών (Σχήμα 4.28β)
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			Σχήμα 4.28. Σιλανόφιλες αλληλεπιδράσεις στην περίπτωση (α) βασικών και (β) όξινων ενώσεων.

			Ως εκ τούτου, λαμβάνεται πρόνοια στην κατασκευή στηλών δεύτερης γενιάς να περιορίζονται οι σιλανόφιλες θέσεις μέσω δεύτερης σιλανοποίησης με μικρά αλκύλια (στήλες endcapped) ή να παρεμποδίζεται η πρόσβαση των ουσιών σε αυτές με παρεμβολή κατάλληλων ομάδων (συνήθως αμιδικές ομάδες) στη σύνδεση των υδρογονανθρακικών αλυσίδων με το σκελετό της πυριτίας (στήλες polar embedded). Οι ομάδες αυτές δημιουργούν μεταξύ τους δεσμούς υδρογόνου, προστατεύοντας τις σιλανόφιλες θέσεις. Στις στήλες “endcapped” ανήκει η ευρέως χρησιμοποιούμενη στήλη BDS (Base Deactivated Silica). Η στήλη ABZ+ αποτελεί εκπρόσωπο της κατηγορίας “polar embedded”. Η δομή των στηλών αυτών παρουσιάζεται στο Σχήμα 4.29.
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			Σχήμα 4.29. Δομή των στηλών BDS και ABZ+.  Στη στήλη ABZ+ επισημαίνεται με κύκλο η αμιδική ομάδα.

			Ως κινητή φάση χρησιμοποιούνται, όπως και στην αντιστρόφου φάσεως Χρωματογραφία Λεπτής Στιβάδας, μείγματα νερού (ή ρυθμιστικού διαλύματος) – οργανικού διαλύτη (οργανικού τροποποιητή), κατά προτίμηση μεθανόλης. Για την ανάλυση λιπόφιλων ουσιών είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί επίσης ακετονιτρίλιο ή και τετραϋδροφουράνιο, ως οργανικός τροποποιητής. Υδρόφιλες ουσίες εκλούονται γρήγορα, λιπόφιλες αργούν να εκλουστούν και οδηγούν σε ευρείες κορυφές. 

			Παρά τις προσπάθειες κατασκευής στηλών που μειώνουν τις σιλανόφιλες αλληλεπιδράσεις συχνά είναι αναγκαία η προσθήκη παραγόντων επικάλυψης των σιλανόφιλων θέσεων (masking agents) στην κινητή φάση. Οι παράγοντες αυτοί είναι υδρόφοβες αμίνες (συνήθως n-δεκυλαμίνη), οι οποίες ήδη σε pH 7.4 βρίσκονται πρωτονιωμένες και αλληλεπιδρούν με τις σιλανόφιλες θέσεις, προστατεύοντας τες, ώστε να μην αλληλεπιδρούν με τις ουσίες. Η προσθήκη υδρόφοβων αμινών, ωστόσο δεν μπορεί να εφαρμοστεί στην περίπτωση όξινων ενώσεων, δεδομένου ότι οι πρωτονιωμένες αμίνες θα σχηματίσουν ζεύγη ιόντων με τα ανιόντα των ουσιών με αποτέλεσμα ισχυρή αύξηση στη συγκράτηση.

			Τα χρωματογραφικά μεγέθη Rf και tr είναι δυνατόν να ρυθμιστούν στα επιθυμητά όρια με κατάλληλη επιλογή του οργανικού διαλύτη και της συγκέντρωσής του στην κινητή φάση. Η συγκέντρωση του οργανικού διαλύτη εξαρτάται από τη λιποφιλία των υπό μελέτη ουσιών και τη λιποφιλία του ίδιου του οργανικού τροποποιητή. Γενικά όσο περισσότερο λιπόφιλες είναι οι ουσίες τόσο υψηλότερο ποσοστό οργανικού διαλύτη απαιτείται για να μετακινηθούν στην πλάκα ή να εκλουστούν από την στήλη. Για ορισμένο εύρος συγκεντρώσεων οργανικού διαλύτη παρατηρείται γραμμικότητα ως προς τις τιμές RM και logk, η οποία επιτρέπει τον υπολογισμό τιμών RMw και logkw που αντιστοιχούν σε κινητή φάση που αποτελείται από 100% νερό (0% οργανικό διαλύτη), σύμφωνα με τις εξισώσεις 4.24 και 4.25 αντίστοιχα.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



RM =-Sφ + RMw
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logk =-Sφ + logkw
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			όπου φ η συγκέντρωση του οργανικού διαλύτη. Η κλίση S και οι σταθεροί όροι RMw και logkw προκύπτουν από γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης.

			Οι τιμές RMw και logkw θεωρούνται αντιπροσωπευτικότεροι δείκτες λιποφιλίας, συγκριτικά με τις ισοκρατικές τιμές RM και logk, δεδομένου ότι πρακτικά είναι ανεξάρτητες από τον οργανικό διαλύτη, ενώ κυμαίνονται στην ίδια τάξη μεγέθους με τις τιμές logP. Συσχετίζονται επίσης γραμμικά με τις τιμές logP σύμφωνα με τις εξισώσεις 4.26 και 4.27.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



RMw = alogP +b
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logkw = alogP +b
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			Εάν εφαρμόζονται κατάλληλες χρωματογραφικές συνθήκες και ανάλογα με την φύση των ουσιών είναι δυνατόν στην εξίσωση 4.27 να προκύψουν τιμές για την κλίση a και το σταθερό όρο b κοντά στο 1 και στο 0 αντίστοιχα. Πρακτικά δηλαδή οι τιμές logkw σε πολλές περιπτώσεις ταυτίζονται με τις τιμές logP στο σύστημα οκτανόλης-νερού. Η διαπίστωση αυτή οδήγησε στην προτυποποίηση των χρωματογραφικών ουσιών για τον προσδιορισμό της λιποφιλίας με HPLC. Η προτυποποίηση αυτή περιλαμβάνει στήλη BDS ή ABZ+ ως στατική φάση και κινητή φάση μείγματα ρυθμιστικού διαλύματος (κατά προτίμηση αμφολυτικού ρυθμιστικού διαλύματος μορφολινο-προπανοσουλφονικού οξέως, MOPS) με μεθανόλη παρουσία μικρού ποσοστού (0.15%) n-δεκυλαμίνης στο συνολικό όγκο της κινητής φάσης και μικρού ποσοστού (0.25%) n-οκτανόλης στον όγκο της μεθανόλης15,16. Η εξίσωση 4.28 περιγράφει τη συσχέτιση logD7.4 / logkw για 64 δομικώς διαφορετικές βασικές και ουδετερες ενώσεις16.

			



logD7.4 = 1.03logkw + 0.14





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n = 64     r = 0.968     s = 0.288
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			Η προτυποποίηση αυτή αφορά βασικές και ουδέτερες ενώσεις. Στην περίπτωση όξινων ενώσεων οι χρωματογραφικές συνθήκες δεν είναι εύκολο να προτυποποιηθούν, ιδιαίτερα για pH 7,4 όπου κυριαρχεί η ανιοντική μορφή των ενώσεων. Ωστόσο, και σε αυτή την περίπτωση, η παρουσία μικρού ποσοστού οκτανόλης στην κινητή φάση οδηγεί επίσης σε καλύτερη προσομοίωση του χρωματογραφικού συστήματος με το σύστημα οκτανόλης-νερού. 

			Χρωματογραφία Ακινητοποιημένων Τεχνητών Μεμβρανών (Immobilized Arificial Membrane Chromatography, IAM)14,17 

			Η επιλογή του συστήματος n-οκτανόλης-νερού για τη διαμόρφωση μιας πρότυπης κλίμακας λιποφιλίας που προσομοιώνει τις βιολογικές μεμβράνες έχει δεχτεί πολλές κριτικές και έχει οδηγήσει σε γενικότερο σκεπτικισμό για τη δυνατότητα ενός διαλύτη να αποτελέσει ρεαλιστικό μοντέλο της διπλοστιβάδας των λιπιδίων. Αντίθετα τα λιποσώματα φωσφολολιπιδίων, αποτελούμενα από διπλοστιβάδες λιπιδίων, εμφανίζουν περισσότερες ομοιότητες με τις κυτταρικές μεμβράνες, και θεωρούνται ότι αποτελούν άμεσα μοντέλα των βιολογικών μεμβρανών. Οι δυσκολίες ωστόσο στην παρασκευή πρότυπων λιποσωμάτων και στη σταθερότητάς τους αλλά και τα προβλήματα που πρέπει να αντιμετωπιστούν κατά τη διεξαγωγή των πειραμάτων κατανομής, αποτελούν τους λόγους για τους οποίους τα λιποσώματα δεν μπόρεσαν μέχρι στιγμής βρουν ευρεία εφαρμογή ως εναλλακτικό σύστημα για τον προσδιορισμό της λιποφιλίας. 

			Η χρωματογραφία Ακινητοποιημένων Τεχνητών Μεμβρανών (ΙΑΜ) από την άλλη, χρησιμοποιώντας στατικές φάσεις που περιέχουν φωσφολιπίδια, συνδυάζει την κατανομή σε μεμβράνες με την ταχύτητα και την επαναληψιμότητα των μετρήσεων17. Ως εκ τούτου η τεχνική αυτή προσελκύει όλο και περισσότερο το ενδιαφέρον των ερευνητών. Στη βιβλιογραφία αναφέρονται συσχετίσεις χρωματογραφικών δεδομένων που προκύπτουν από στήλες ΙΑΜ με τους συντελεστές κατανομής στο σύστημα οκτανόλης-νερού και σε λιποσώματα φωσφατιδυλοχολίνης καθώς και με μεγέθη διαπερατότητας και άλλες φαρμακοκινητικές παραμέτρους18. 

			Τα χρωματογραφικά μεγέθη που χαρακτηρίζουν τη χρωματογραφία ΙΑΜ δεν διαφέρουν από τα αντίστοιχα της αντιστρόφου φάσεως χρωματογραφίας. Η συγκράτηση των ουσιών στη στατική φάση και κατά συνέπεια η συγγένεια τους με τις τεχνητές μεμβράνες, εκφράζεται με τον παράγοντα χωρητικότητας (k) ο οποίος αντιπροσωπεύει το λόγο του αριθμού nστατ των μορίων της ουσίας που κατανέμονται στη στατική φάση προς τον αριθμό nκιν των μορίων στην κινητή φάση μετά την αποκατάσταση της ισορροπίας (σχέση 4.29) 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



k = nστατ/nκιν
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			Ο παράγοντας χωρητικότητας όπως και στην αντιστρόφου φάσεως χρωματογραφία προσδιορίζεται από το χρόνο συγκράτησης tr της ουσίας και το νεκρό χρόνο to και χρησιμοποιείται υπό τη λογαριθμική του μορφή (εξίσωση 4.30).

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logkIAM = log[tr – to/t0]





						
							
							(4.30) 

						
					

				
			

			Οι στατικές φάσεις ΙΑΜ αποτελούνται από μονοστιβάδες φωσφολιπιδίων (κυρίως φωσφατιδυλοχολίνης) ομοιοπολικά συνδεδεμένων στο σκελετό του πήγματος οξειδίου του πυριτίου μέσω ομάδων προπυλαμίνης. Οι στήλες διαφοροποιούνται ως προς τον τρόπο δέσμευσης των υπολειπόμενων ομάδων προπυλαμίνης και ως προς την παρουσία μονο-ή δισ-ακυλιωμένης φωσφατιδυλοχολίνης. Στον Σχεδιασμό Φαρμάκων χρησιμοποιούνται συνήθως στήλες φωσφατιδυλοχολίνης με διπλή αλυσίδα, η IAM.PC.MG και η IAM.PC.DD2, οι οποίες είναι εμπορικά διαθέσιμες από την εταιρία Regis Technologies. (Σχήμα 4.30).
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			Σχήμα 4.30..Στήλες ΙΑΜ. Με ροζ και θαλλασί κύκλο σημειώνονταιν τα αρνητικά και θετικά φορτισμένς κέντρα.

			Ως κινητή φάση υπάρχει η δυνατότητα να χρησιμοποιηθεί αποκλειστικά ρυθμιστικό διάλυμα, συνήθως ισότονο ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (phosphate buffer saline, PBS), χωρίς την προσθήκη οργανικού τροποποιητή. Η δυνατότητα αυτή αποτελεί σημαντικό πλεονέκτημα της χρωματογραφίας ΙΑΜ, διότι αφενός δεν απαιτείται αναγωγή των ισοκρατικών τιμών logk σε 100% νερό (με αποτέλεσμα να μειώνεται κατά πολύ ο χρόνος που απαιτείται για τους προσδιορισμούς) και αφετέρου αποκλείεται η πιθανή επίδραση του οργανικού τροποποιητή στη συγκράτηση. Στην περίπτωση ωστόσο ενώσεων με μεγάλη συγγένεια ως προς τη στατική φάση ΙΑΜ προστίθεται ακετονιτρίλιο ως οργανικός τροποποιητής σε ποσοστά μέχρι 30% και ακολουθεί η εξαγωγή ανηγμένων τιμών logkwΙΑΜ. 

			Σε αντίθεση με το σύστημα οκτανόλης-νερού, οι στατικές φάσεις ΙΑΜ φέρουν φορτισμένα κέντρα, τις αρνητικά φορτισμένες φωσφορικές ομάδες και το θετικά φορτισμένο άζωτο της χολίνης. Η παρουσία φορτισμένων κέντρων αναμένεται να οδηγεί σε ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις, οι οποίες συμμετέχουν στη συγκράτηση ως δευτερεύουσες αλληλεπιδράσεις, αν και η κατανομή των ουσιών στον υδρόφοβο κορμό της στήλης παραμένει ο κύριος μηχανισμός και η κινητήρια δύναμη της συγκράτησης. Η συγγένεια, ιδιαίτερα των πρωτονιωμένων βασικών ενώσεων, ενισχύεται σημαντικά μέσω των αλληλεπιδράσεών τους με τα φωσφορικά ανιόντα, τα οποία βρίσκονται πολύ κοντά στον υδρόφοβο κορμό της στήλης. Λιγότερο σημαντικές φαίνεται να είναι οι αλληλεπιδράσεις των όξινων ενώσεων με το φορτισμένο άζωτο της χολίνης, το οποίο βρίσκεται στο εξωτερικό άκρο της στήλης μακριά από τον υδρόφοβο κορμό και επιδιαλυτώνεται από την κινητή φάση, ενώ μπορεί να παρατηρούνται και απωστικές δυνάμεις από τα φωσφορικά ανιόντα.

			Οι τιμές logkIAM συσχετίζονται ικανοποιητικά με τις τιμές logP, ενώ στη συσχέτιση με τις τιμές logD, πρέπει να ληφθεί υπόψη η μερική αντιστάθμιση του ιοντισμού από την ανάπτυξη ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων. Επιπλέον, το περιβάλλον των στηλών ΙΑΜ είναι λιγότερο υδρόφοβο και κατά συνέπεια οι χρωματογραφικοί δείκτες ΙΑΜ αποτελούν διαφορετική κλίμακα λιποφιλίας . Ωστόσο, πέραν των συσχετίσεών τους με τη λιποφιλία οι δείκτες logkIAM χρησιμοποιούνται εναλλακτικά σε μοντέλα διαπερατότητας διαφόρων βιολογικών φραγμών, ιδιαίτερα της εντερικής απορρόφησης και της διαπερατότητας του αιματοεγκεφαλικού φραγμού (ΑΕΦ), που αποτελούν τους κύριους φυσιολογικούς φραγμούς που πρέπει να διέλθει ένα φάρμακο.

			Η συγκράτηση στην Χρωματογραφία ΙΑΜ, όπως και η κατανομή στα λιποσώματα θεωρείται ότι εκφράζουν οριακές περιπτώσεις μεταξύ παθητικής διάχυσης και μη ειδικής σύνδεσης. Ως εκ τούτου χρησιμοποιούνται για την προσομοίωση και άλλων φαρμακοκινητικών ιδιοτήτων, όπου εμπλέκονται και τα δυο φαινόμενα, όπως ο όγκος κατανομής 

			4.2.4. Υπολογισμός του συντελεστή μερισμού

			Η ανάγκη για γρήγορη εκτίμηση της λιποφιλίας στο σχεδιασμό νέων υποψήφιων φαρμάκων οδήγησε στην ανάπτυξη υπολογιστικών συστημάτων για το συντελεστή μερισμού και το συντελεστή κατανομής στο σύστημα οκτανόλης-νερού19-21. Έχει διαπιστωθεί ότι ο συντελεστής μερισμού αποτελεί προσθετική και συντακτική ιδιότητα. Η αρχή της προσθετικότητας είναι η βάση στην οποία στηρίζονται οι υπολογισμοί, ενώ λαμβάνονται υπόψη τρόποι ενσωμάτωσης του συντακτικού χαρακτήρα. Πρόκειται για ημι-εμπειρικά συστήματα, δεδομένου ότι προκύπτουν από επεξεργασία μεγάλου αριθμού πειραματικών τιμών logP. Σήμερα διατίθενται πολλά συστήματα υπολογισμού του συντελεστή μερισμού, τα οποία είναι κωδικοποιημένα σε αντίστοιχα λογισμικά. Ορισμένα από αυτά έχουν επίσης τη δυνατότητα υπολογισμού και του συντελεστή κατανομής logD. Για το σκοπό αυτό διαθέτουν επιπλέον σύστημα για τον υπολογισμό των τιμών pKa και αλγόριθμο για την επίδραση των αντισταθμιστικών ιόντων στην κατανομή της ιοντισμένης μορφής. Με εξαίρεση το σύστημα θραυσμάτων των Leo-Hansch, για την ανάπτυξη των υπολογιστικών συστημάτων του συντελεστή μερισμού, έχουν χρησιμοποιηθεί στατιστικές τεχνικές, κυρίως πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης, αλλά και Τεχνητά Νευρωνικά Δίκτυα. Επιπλέον, ορισμένα προγράμματα χρησιμοποιούν βιβλιοθήκες όπου υπάρχουν ενώσεις με γνωστές τιμές logP και μέσω κανόνων ομοιότητας βελτιώνουν την αρχική τους πρόβλεψη.

			Παρά την πληθώρα ωστόσο των υπολογιστικών συστημάτων η αξιοπιστία των τιμών logP και logD που προκύπτουν δεν είναι πάντα ικανοποιητική, ενώ συχνά οι τιμές που λαμβάνονται από διαφορετικά συστήματα δεν συμφωνούν μεταξύ τους. Ως εκ τούτου, ο υπολογισμός της λιποφιλίας εξακολουθεί να αποτελεί ένα πεδίο συνεχούς έρευνας είτε για την επικαιροποίηση και βελτίωση των ήδη υπαρχόντων συστημάτων ή/και την ανάπτυξη νέων. 

			Σύστημα υδρόφοβης σταθεράς π

			Ιστορικά, το πρώτο σύστημα που προτάθηκε για τον υπολογισμό του συντελεστή μερισμού στο σύστημα οκτανόλης–νερού είναι το σύστημα της υδρόφοβης σταθεράς υποκαταστάτη π του Hansch. Το σύστημα αυτό στηρίχτηκε σε γραμμικές σχέσεις ελεύθερης ενέργειας κατά το πρότυπο των ηλεκτρονιακών σταθερών σ του Hammet, (εξίσωση 4.31).

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logPXPH=κπ
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			όπου PΗ και PX είναι οι συντελεστές μερισμού της μητρικής και της υποκαταστημένης ένωσης αντίστοιχα, κ η σταθερά ευαισθησίας που εξαρτάται από το σύστημα διαλυτών και π η υδρόφοβη σταθερά, χαρακτηρ(ιστική για τον υποκαταστάτη Χ. Για το σύστημα οκτανόλης-νερού τέθηκε κ=1. Οικοδομήθηκαν διαφορετικά συστήματα π, εκκινώντας από διαφορετικές μητρικές ενώσεις. Το σύστημα, που συνήθως αναφέρεται σε σχετικούς πίνακες δεδομένων, είναι αυτό που προκύπτει από μητρική ένωση το βενζόλιο. Εξ ορισμού, η σταθερά π του υδρογόνου είναι πΗ=0.

			Στο βαθμό που ισχύει η αρχή της προσθετικότητας ο συντελεστής μερισμού οποιασδήποτε αρωματικής ένωσης υπολογίζεται από την εξίσωση (4.32), εφόσον είναι γνωστός ο συντελεστής μερισμού της μητρικής ένωσης:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logP = logPH + Σπ





						
							
							(4.32)

						
					

				
			

			Στα παραδείγματα που ακολουθούν υπολογίζονται ο συντελεστής μερισμού του μ-χλωροτολουολίου και του 1,2 διφαινυλο-αιθανίου. Οι τιμές π των υποκαταστατών αναφέρονται στους Πίνακες 4.3 και 4.4.
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logP =logPβενζολίου+ πμεθυλίου+ πχλωρίου





			



logP =2,13+0,56+0,71= 3,40





			Η πειραματική τιμή είναι 3,28.

			[image: ]

			



logP =logPβενζολίου + 2πμεθυλίου + πφαινυλίου





			



logP=2,13=2*0,56+1,96=5,21





			ή

			



logP =logPτολουολίου + πμεθυλίου + πφαινυλίου





			



logP=2,73+0,56+1,90=5,25 





			Η πειραματική τιμή είναι 4,79.

			Για ενώσεις με παρεμφερή δομή με την μητρική ένωση το σύστημα π παρέχει αρκετά αξιόπιστες τιμές logP. Ωστόσο σήμερα το σύστημα των σταθερών π δεν χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό του συντελεστή μερισμού ολόκληρου του μορίου. Εξακολουθούν όμως να χρησιμοποιούνται οι υδρόφοβες σταθερές π ή το άθροισμα των υδρόφοβων σταθερών π των υποκαταστατών, Σπ, ως παράμετροι λιποφιλίας σε Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης, οι οποίες αφορούν μελέτες υδρόφοβης σύνδεσης με τον υποδοχέα σειράς ενώσεων με κοινό σκελετό. 

			Εξ άλλου το σύστημα π προσφέρεται για μελέτες ως προς την κατανόηση της φύσης της λιποφιλίας πολύπλοκων ενώσεων, κυρίως ετερο-αρωματικών συστημάτων, όπου παρατηρούνται σημαντικές αποκλίσεις από την προσθετικότητα.

			Συστήματα θραυσμάτων (fragmental systems)

			Τα συστήματα θραυσμάτων στηρίζονται στην εξίσωση 4.33:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logP = Σanfn + ΣQ





						
							
							(4.33)

						
					

				
			

			όπου fn είναι η υδρόφοβη σταθερά του θραύσματος n και an αριθμός που υποδηλώνει πόσες φορές το θραύσμα n απαντά στο μόριο. Q είναι διορθωτικοί παράγοντες, που αντισταθμίζουν τις αποκλίσεις από την προσθετικότητα.

			Κατά τη θραυσματοποίηση το μόριο «σπάει» σε άτομα άνθρακα και υδρογόνου, ενώ όσον αφορά στα ετεροάτομα τηρούνται οι κανόνες της χημείας ως προς τις λειτουργικές ομάδες. Π.χ. ένα φαινύλιο μπορεί να «σπάσει» σε 6 άτομα C και 5 άτομα Η ή ένα μεθύλιο σε 1 άτομο C και 3 άτομα Η, ενώ το καρβοξύλιο (-CΟΟΗ) ή η αμινομάδα (-ΝΗ2) δεν διαιρούνται περαιτέρω.

			Σύστημα θραυσμάτων του Rekker 

			Στο σύστημα θραυσμάτων του Rekker, το πρώτο σύστημα που στηρίχτηκε σε αυτήν την προσέγγιση, οι υδρόφοβες σταθερές f έχουν προκύψει με στατιστική επεξεργασία μεγάλου αριθμού πειραματικών τιμών logP, εφαρμόζοντας πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης και χρησιμοποιώντας τη λογική των παραμέτρων-δεικτών για την παρουσία, πολλαπλή παρουσία ή απουσία των επί μέρους θραυσμάτων. Στο σύστημα αυτό κάθε απόκλιση από την προσθετικότητα εκφράζεται ως ακέραιο πολλαπλάσιο μιας σταθεράς (CM), η οποία ισούται με 0,289 στο αρχικό σύστημα και με 0,219 στο αναθεωρημένο. Συνεπώς η εξίσωση 4.33 παίρνει τη μορφή 4.34.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logP = Σanfn+ ΣknCM





						
							
							(4.34)

						
					

				
			

			όπου kn ο αριθμός-κλειδί που υποδηλώνει πόσες φορές πρέπει να προστεθεί η σταθερά CM. Η σταθερά CM θεωρείται ότι αντιπροσωπεύει τον αριθμό των εκτοπιζόμενων μορίων του νερού. 

			Η τιμή της σταθεράς CM, καθώς και οι κανόνες για την εφαρμογή της στον υπολογισμό έχουν επίσης προκύψει από πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης. Στους Πίνακες 4.3 και 4.4 αναφέρονται τα κυριότερα θραύσματα και στον Πίνακα 4.5 οι περιπτώσεις που απαιτείται προσθήκη διορθώσεων στο σύστημα Rekker.

			[image: ]

			Πίνακας 4.3. Υδρόφοβες σταθερές θραυσμάτων άνθρακα – υδρογόνου στα συστήματα Rekker και Leo-Hansch καθώς και υδρόφοβες σταθερές π υποκαταστατών.

			[image: ]

			Πίνακας 4.4. Υδρόφοβες σταθερές θραυσμάτων f και υποκαταστατών π που περιέχουν ετεροάτομα.

			[image: ]

			Πίνακας 4.5. Διορθωτικοί παράγοντες στο σύστημα Rekker.

			Ο Rekker έχει επίσης επεξεργαστεί υδρόφοβες σταθερές για σύστημα αλκανίου-νερού. 

			Βασικό πλεονέκτημα του υπολογιστικού συστήματος θραυσμάτων του Rekker αποτελεί το ότι είναι πολύ απλό και εύχρηστο, η εφαρμογή δε της σταθεράς CM είναι δυνατόν να προσαρμοστεί ανάλογα με τις υπό μελέτη ενώσεις και πέραν των προτεινομένων κανόνων. 

			Λογισμικά προγράμματα που κωδικοποιούν το σύστημα Rekker είναι το PROLOGP_cdr (τροποποιημένο αρχικό σύστημα) της CompuDrug, το SANALOGP_EO, SANALOGP_ER (αρχικό και αναθεωρημένο σύστημα αντίστοιχα) Σf –Sybyl (αναθεωρημένο σύστημα)

			Σύστημα θραυσμάτων των Leo-Hansch

			Στο σύστημα θραυσμάτων των Leo-Hansch η εξίσωση 4.33 παίρνει τη μορφή 4.35.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logP = Σanfn+ ΣbmFm





						
							
							(4.35)

						
					

				
			

			όπου F ο διορθωτικός παράγων για την απόκλιση m από την προσθετικότητα και b αριθμός που υποδηλώνει πόσες φορές η απόκλιση m απαντά στο μόριο.

			Στο σύστημα Leo-Hansch οι σταθερές f των θραυσμάτων και οι διορθωτικοί παράγοντες F έχουν προκύψει με άμεσες ακριβείς μετρήσεις του logP σειράς μικρών μορίων. Οι διορθωτικοί παράγοντες F είναι πολλοί και διαφορετικοί για κάθε περίπτωση και είναι κυρίως ηλεκτρονιακής και γεωμετρικής φύσεως (περιλαμβάνονται επίσης διορθώσεις δεσμών και διακλαδώσεων), ενώ προβλέπονται διαφορετικές τιμές για το θραύσμα του άνθρακα, αν εμπεριέχεται σε συμπυκνωμένο σύστημα πυρήνων. Συνολικά περιλαμβάνονται 200 τιμές θραυσμάτων και 25 διορθωτικοί παράγοντες.

			Οι Leo-Hansch φαίνεται να επιχειρούν μια λεπτομερέστερη ανάλυση του συντελεστή μερισμού, με αποτέλεσμα το σύστημα να καθίσταται αρκετά πολύπλοκο, έτσι ώστε από την αρχή να είναι απαραίτητη η ανάπτυξη σχετικού λογισμικού προγράμματος για τους υπολογισμούς. Το πρόγραμμα CLOGP αναπτύχθηκε ήδη στη δεκαετία του ’80 για την κωδικοποίηση του συστήματος των Leo-Hansch, έχει υποστεί πολλές επικαιροποιήσεις και εξακολουθεί να είναι ένα από τα περισσότερο χρησιμοποιούμενα λογισμικά. Ας σημειωθεί ότι το σύστημα CLOGP χρησιμοποιείται και στον καθορισμό των οριακών τιμών για τη λιποφιλία στον κανόνα του 5 και σε άλλους μετρικούς κανόνες φαρμακο-ομοιότητας (βλ. ενότητα 2.7) 

			Η αξιοπιστία και προβλεπτική ικανότητα του συστήματος Leo-Hansch έχει ελεγχθεί για τις 8000 ενώσεις της βάσης δεδομένων STARLIST. Η συσχέτιση υπολογιστικών–πειραματικών τιμών logP έδωσε συντελεστή συσχετίσεως r= 0,970 και τυπική απόκλιση s=0,398. Αν και ο συντελεστής συσχέτισης είναι πολύ ικανοποιητικός, θα πρέπει να σημειωθεί ότι η αρκετά μεγάλη τυπική απόκλιση υποδηλώνει όριο ανοχής σφάλματος (2xs) σχεδόν 0,8 λογαριθμικές μονάδες.

			Σύστημα Meylan-Howard 

			Το σύστημα των Meylan-Howard αναπτύχθηκε το 1994, αρκετά αργότερα από τα δύο προηγούμενα συστήματα θραυσμάτων. Προβλέπει 130 θραύσματα f και 235 διορθωτικούς παράγοντες c, οι τιμές των οποίων έχουν προκύψει με στατιστική επεξεργασία πειραματικών τιμών logP 2351 ενώσεων (n=2351). Η εξίσωση, στην οποία στηρίζεται ο υπολογισμός περιλαμβάνει και σταθερό όρο, ο οποίος πρέπει να προστίθεται στην τελική τιμή του logP, εξίσωση 4.36.

			

logP=Σfini +Σcjnj +0,229 



			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n=2351    r =0,991  s=0,216





						
							
							(4.36)

						
					

				
			

			Θα πρέπει να σημειωθεί ότι τα πολύ καλά στατιστικά στοιχεία για την αξιολόγηση της εξίσωσης 4.36 αφορούν στις ενώσεις της σειράς εργασίας της στατιστικής ανάλυσης και όχι σε ομάδα ελέγχου.

			Το σύστημα Meylan-Howard κωδικοποιείται στο πρόγραμμα KOWWIN .

			Συστήματα ατομικών συνεισφορών 

			Η βασική λογική της προσέγγισης των ατομικών συνεισφορών είναι ότι ο λογάριθμος του συντελεστή μερισμού είναι το άθροισμα της συνεισφοράς των ατόμων ή ομάδων ατόμων, οι τιμές των οποίων διαφέρουν ανάλογα με το δομικό περιβάλλον, θεωρώντας διαφορετικό αριθμό μονοπατιών δεσμών εκατέρωθεν του ατόμου ή της ομάδας. Π.χ. ένα άτομο άνθρακα έχει διαφορετική ατομική συνεισφορά από άλλο άτομο άνθρακα ανάλογα με το δομικό του περιβάλλον που καθορίζει και την έκθεσή του στο διαλύτη. Κατ’ αυτόν τον τρόπο δεν απαιτούνται διορθωτικοί παράγοντες για τις αποκλίσεις από την προσθετικότητα, δεδομένου ότι αυτοί ενσωματώνονται στους διαφορετικούς τύπους ατόμων. Ισχύει συνεπώς η εξίσωση 4.37.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logP=ΣaiαI





						
							
							(4.37)

						
					

				
			

			όπου α είναι η ατομική συνεισφορά του τύπου ατόμου i και a αριθμός που υποδηλώνει πόσες φορές ο τύπος ατόμου i υπάρχει στο μόριο.

			Τα συστήματα ατομικών συνεισφορών προκύπτουν με στατιστική επεξεργασία των τιμών logP μιας σειράς εργασίας στη βάση κανόνων που τίθενται για την επιλογή των τύπων ατόμων ή ομάδων. Με την ανωτέρω μεθοδολογία έχουν αναπτυχθεί διαφορετικά συστήματα ατομικών συνεισφορών, τα οποία κωδικοποιούνται σε κατάλληλα λογισμικά. Στις επόμενες παραγράφους περιγράφονται τα σημαντικότερα από αυτά.

			Σύστημα Broto 

			Το πρώτο σύστημα ατομικών συνεισφορών αναπτύχθηκε το 1984 από τους Broto και συν, οι οποίοι επέλεξαν 1868 ενώσεις ως σειρά εργασίας, αποκλείοντας ενώσεις που σχηματίζουν ενδομοριακούς δεσμούς υδρογόνου. Η επιλογή αυτή απλουστεύει τους υπολογισμούς, περιορίζει όμως την εφαρμογή της μεθόδου. Χρησιμοποιώντας τεχνική Monte Carlo και ανάλυση παλινδρόμησης υπολογίστηκαν ατομικές συνεισφορές για 222 τύπους ατόμων ή ομάδων ατόμων, που αποτελούν συνδυασμούς έως τεσσάρων ατόμων, με διαφορετικά «μονοπάτια» μέχρι και τεσσάρων δεσμών κατά μήκος. Η αξιοπιστία του συστήματος έχει ελεγχθεί μέσω της συσχέτισης πειραματικών και υπολογιστικών τιμών logP για σειρά ελέγχου με ενώσεις, που δεν συμπεριλαμβάνονται στην πρότυπη σειρά εργασίας. Η τυπική απόκλιση της συσχέτισης είναι s=0,4, που υποδηλώνει όριο ανοχής σφάλματος 0,8 λογαριθμικές μονάδες.

			Το σύστημα Broto είναι κωδικοποιημένο στα λογισμικά προγράμματα PROLOGP (επιλογή Atomic) και MOLCAD. 

			Σύστημα Ghose-Crippen

			Το σύστημα των Ghose-Crippen αναπτύχθηκε το 1986 με στατιστική επεξεργασία σειράς εργασίας που αποτελούνταν από 830 ενώσεις. Το σύστημα περιλαμβάνει 110 τύπους ατόμων ή ομάδων ατόμων. Η αξιοπιστία του αξιολογείται με βάση το συντελεστή συσχετίσεως r=0,964 και την τυπική απόκλιση s=0,47 της συσχέτισης μεταξύ υπολογιστικών και πειραματικών τιμών logP για σειρά ελέγχου. Από την τυπική απόκλιση προκύπτει ότι το σύστημα αυτό έχει αρκετά μεγάλο όριο ανοχής σφάλματος, σχεδόν μια λογαριθμική μονάδα. Ωστόσο, το σύστημα Ghose-Crippen είναι ευρέως χρησιμοποιούμενο και κωδικοποιείται σε πολλά λογισμικά, μεταξύ άλλων στα PROLOGP (επιλογή Atomic5), Tsar2.2 και MOLCAD. 

			Σύστημα Klopman-Wang 

			Το σύστημα των Klopman και Wang αναπτύχθηκε με στατιστική επεξεργασία το 1991. Η σειρά εργασίας περιελάμβανε 935 ενώσεις και αρχικά εξετάστηκαν 76 θραύσματα με ακτινωτή διάταξη συγκροτούμενα από 10 άτομα (Η, C, N, O, F, Cl, Br, I, P), από τα οποία τελικά 39 αποδείχτηκαν στατιστικώς σημαντικά. Η συσχέτιση μεταξύ υπολογιστικών και πειραματικών τιμών logP για τη σειρά ελέγχου έχει συντελεστή συσχετίσεως r= 0,965 και τυπική απόκλιση s=0,385. Κατά συνέπεια το όριο ανοχής σφάλματος βρίσκεται και στην περίπτωση αυτή κοντά στις 0,8 λογαριθμικές μονάδες.

			Το σύστημα είναι κωδικοποιημένο στο πρόγραμμα KLOGP

			Συστήματα στη βάση εξισώσεων-μοντέλων

			Σύμφωνα με τα συστήματα αυτά γίνεται παραμετροποίηση του συντελεστή μερισμού και εξάγεται εξίσωση-μοντέλο, η οποία χρησιμοποιείται για περαιτέρω προβλέψεις. Ουσιαστικά πρόκειται για Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Ιδιοτήτων (QSPR), όπου η αναλυόμενη ιδιότητα είναι ο συντελεστής μερισμού logP. Το επικρατέστερο σύστημα αυτής της κατηγορίας είναι το σύστημα Moriguchi. 

			Σύστημα Moriguchi (MlogP)

			Στο σύστημα Moriguchi (MlogP) η εξίσωση–μοντέλο βασίζεται σε 13 παραμέτρους οι οποίες περιλαμβάνουν τη συχνότητα ή την παρουσία/απουσία μοριακών χαρακτηριστικών και αναλύει σειρά εργασίας 1239 ενώσεων. Τα στατιστικά στοιχεία της εξίσωσης παλινδρόμησης είναι r2 = 0,906, s =0,422. Αξιολόγηση του μοντέλου με ομάδα ελέγχου 3576 ενώσεων από την ανοικτή βάση δεδομένων NCI με γνωστές πειραματικές τιμές logP έδωσε συσχέτιση με r2 = 0,935. 

			Το σύστημα Moriguchi κωδικοποιείται σε αρκετά λογισμικά προγράμματα, ως MlogP, τα οποία είναι ελεύθερα στο διαδίκτυο, μεταξύ αυτών στο ελεύθερο τμήμα του λογισμικού MedChemDesigner της εταιρείας Simulation Plus.

			Το σύστημα Moriguchi έχει επίσης χρησιμοποιηθεί και στην ανάπτυξη του μνημονικού κανόνα του 5. Στην περίπτωση ωστόσο που ο υπολογισμός βασίζεται στο σύστημα MlogP η κρίσιμη ανώτατη τιμή λιποφιλίας είναι 4,15.

			Μοντέλο με βάση τις Γραμμικές Σχέσες Ενέργειας Επιδιαλύτωσης - Linear Solvation Energy Relationships (LSER)

			Σύμφωνα με την ανάλυση LSER, ένα φαινόμενο που λαμβάνει χώρα σε μια συμπυκνωμένη φάση (διαλυτότητα, κατανομή, χρωματογραφική συγκράτηση) μπορεί να αναλυθεί στη βάση πέντε θεμελιωδών παραμέτρων, που οδηγούν σε εξισώσεις της μορφής 4.38. 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logΙδιότητα=vV+aA+bB + sS + eE + c





						
							
							(4.38)

						
					

				
			

			όπου V είναι ο όγκος υπολογισμένος κατά McGowan, Α και Β παράμετροι οξύτητας και βασικότητας σε δεσμούς υδρογόνου αντίστοιχα, S παράμετρος πολωσιμότητας/διπολικότητας και Ε η πλεονάζουσα μοριακή διαθλασιμότητα (δηλ. η διαφορά της μοριακής διαθλασιμότητας της ουσίας μείον την μοριακή διαθλασιμότητα του αλκανίου στο οποίο αντιστοιχεί μοριακός όγκος ίσος με αυτόν της ουσίας). Οι αντίστοιχοι συντελεστές v, a, b, s, e είναι σταθερές που χαρακτηρίζουν το σύστημα και προκύπτουν από πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης. Η ανάλυση αυτή χρησιμοποιείται με επιτυχία για τη σύγκριση διαφορετικών φαινομένων και ειδικότερα για τη σύγκριση διαφορετικών συστημάτων κατανομής. Στην ενότητα 4.1 αναφέρθηκε η εξίσωση LSER για τη διαλυτότητα, όπου υπάρχει ισορροπία μεταξύ της στερεάς φάσης και της φάσης στο διάλυμα.

			Στην περίπτωση της κατανομής στο σύστημα οκτανόλης-νερού έχει προκύψει η εξίσωση 4.39 για μεγάλο αριθμό ενώσεων (n=614). Η εξίσωση αυτή εμπεριέχεται στον αλγόριθμο Absolv, ο οποίος είναι ενσωματωμένος στο λογισμικό της εταιρείας PharmaAlgorithms και είναι δυνατό να χρησιμοποιηθεί για τον υπολογισμό του συντελεστή μερισμού logP. 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logP= 3.81 V+0,034 A -3,460B -1,054 S + 0,.562E +0,088





						
							
							(4.39)

						
					

				
			

			



n=614,  r=0,997  s=0,116





			Η αντίστοιχη εξίσωση 4.40 αφορά στην κατανομή στο σύστημα εξανίου –νερού.

			



logPhex=4,31V-1,60 S +0,89Ε-4,10Α-5,08Β+0,15





			



n=259   r=0,993    s=0,210 4.40





			Ο μικρός και στατιστικά μη σημαντικός συντελεστής του όρου Α στην εξίσωση (4.39) υποδηλώνει ότι η οκτανόλη έχει ικανότητα δέκτη πρωτονίων αντίστοιχη με αυτήν του νερού με αποτέλεσμα η οξύτητα των ουσιών σε δεσμούς υδρογόνου να μην επηρεάζει την κατανομή. Η οκτανόλη όμως είναι ασθενέστερος δότης πρωτονίων συγκριτικά με το νερό, γεγονός που εκφράζεται με την μεγάλη τιμή του συντελεστή του όρου Β. Οι μεγάλες αρνητικές τιμές των συντελεστών και των δυο όρων Α και Β στην εξίσωση 4.40 αντανακλούν την έλλειψη ικανότητας του απρωτικού εξανίου να δεχτεί ή να δώσει πρωτόνια σε δεσμούς υδρογόνου22. 

			Οι εξισώσεις 4.39 και 4.40 εκφράζουν χαρακτηριστικά τη διπλή φύση της λιποφιλίας με τις παραμέτρους όγκου και πλεονάζουσας διαθλασιμότητας (η οποία αποτελεί επίσης έκφραση όγκου) να έχουν θετική συμβολή και τις παραμέτρους που σχετίζονται με ικανότητα σχηματικού δεσμών υδρογόνου και διπολικότας να έχουν αρνητικούς συντελεστές. 

			Τεχνητά Νευρωνικά Δίκτυα 

			Τελευταία αρχίζει να κερδίζει έδαφος η κατασκευή Τεχνητών Νευρωνικών Δικτύων στην ανάπτυξη αλγορίθμων για τον υπολογισμό του logP. Ειδικότερα, τα Συνειρμικά Νευρωνικά Δίκτυα (Associative Neural Networks) επιτρέπουν στον αρχικό αλγόριθμο να συνεχίζει να εκπαιδεύεται με την εισαγωγή νέων δεδομένων από βιβλιοθήκες ενώσεων. Ευρέως χρησιμοποιούμενοι αλγόριθμοι βασισμένοι σε τεχνητά νευρωνικά δίκτυα είναι ο αλγόριθμος του λογισμικού MedChemDesigner της Εταιρείας Simulation Plus, που διατίθεται ελεύθερα στο διαδίκτυο και του λογισμικού AlogPS του Tetko, που επιτρέπει υπολογισμό logP on line.

			Μοριακό Δυναμικό Λιποφιλίας (Molecular Lipophilicity Potential, MLP)23

			Το Μοριακό Δυναμικό Λιποφιλίας παρέχει τη δυνατότητα ποσοτικής περιγραφής της λιποφιλίας σε επίπεδο τριών διαστάσεων, προσδιορίζοντας την επίδραση όλων των μοριακών θραυσμάτων στο χώρο που καθορίζεται από ένα εικονικό πλέγμα. Σε δεδομένο σημείο στο χώρο η τιμή MLP αντιπροσωπεύει το αποτέλεσμα των ενδομοριακών αλληλεπιδράσεων, που επηρεάζουν τη λιποφιλία, όλων των θραυσμάτων στο μόριο. Το Μοριακό Δυναμικό Λιποφιλίας χρησιμοποιείται ως παράμετρος στις Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης τριών διαστάσεων (3D-QSAR)

			Για τον υπολογισμό του MLP απαιτούνται δύο στοιχεία: ένα υπολογιστικό σύστημα θραυσμάτων και μια συνάρτηση για την απόσταση. Με βάση αυτά τα στοιχεία το MLP σε ένα σημείο j του χώρου εκφράζεται με την εξίσωση 4.41:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



MLPj=∑i=1Nfi×fctdij





						
							
							(4.41)

						
					

				
			

			όπου j ένα σημείο στο χώρο, i συμβολίζει το θραύσμα, Ν ο συνολικός αριθμός των θραυσμάτων στο μόριο, fi η υδρόφοβη σταθερά του θραύσματος i, fct συνάρτηση της απόστασης μεταξύ του θραύσματος i και του σημείου j στο χώρο. 

			Η προσέγγιση του μοριακού δυναμικού λιποφιλίας αναπτύχθηκε αρχικά από τους Audry και συν. το 1985 οι οποίοι χρησιμοποίησαν το σύστημα θραυσμάτων του Rekker και μια υπερβολική συνάρτηση για την απόσταση.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



MLPj=∑i=1Nfi×11+dij





						
							
							(4.42)

						
					

				
			

			Ο Fauchere το 1988 χρησιμοποίησε το σύστημα θραυσμάτων του Rekker και/ή το σύστημα των Leo-Hansch και μια εκθετική συνάρτηση για την απόσταση

			

MLPj=∑i=1Nfi×e

 -dij/2(4.43)

			Οι Testa και συν.21 τροποποίησαν την εκθετική συνάρτηση του Fauchere, έτσι ώστε να εξασφαλίζεται η μέγιστη τιμή MLP στο κέντρο των ατόμων, να προσεγγίζει δε 0 σε μεγάλη απόσταση, ενώ έθεσαν όριο στη συνάρτηση τα 4Å. 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



MLPj=∑i=1Nfi×1+exp-ab1+expadij-b





						
							
							(4.44)

						
					

				
			

			α=2Dd όπου Dd το διάστημα του ήμισυ της ελάττωσης της συνάρτησης Fermi και β=κεντρικό σημείο της συνάρτησης 

			Οι Testa και συν.21 πρότειναν επιπλέον τον υπολογισμό του logP με βάση το αποτέλεσμα της ολοκλήρωσης του μοριακού δυναμικού ως προς μια συγκεκριμένη επιφάνεια, όπως η προσιτή στο διαλύτη επιφάνεια (Solvent Accessible Surface Area, SASA). Για τον σκοπό αυτό υπολογίστηκαν δυο παράμετροι ΣMLP+ και ΣMLP-, ως μερικό άθροισμα των θετικών και αρνητικών τιμών MLP αντίστοιχα και οι οποίες αντιστοιχούν στα υδρόφοβα και πολικά τμήματα του μορίου, δηλ. στην περιοχή SAS που παρατηρούνται θετικές και αρνητικές ατομικές προσαυξήσεις στη λιποφιλία αντίστοιχα. Χρησιμοποιώντας το σύστημα ατομικών συνεισφορών του Broto και το σύστημα των Ghose-Crippen για n=114 ενώσεις με γνωστές τιμές logP κατέληξαν στις εξισώσεις παλινδρόμησης 4.45 και 4.46 αντίστοιχα.

			logP=2,86x10-3 ΣMLP+ +1,52x10-3 ΣMLP- -0,10 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n=114   r2=0,94   s=0,37





						
							
							(4.45)

						
					

				
			

			



logP=2,35x10-3 ΣMLP+ +1,78x10-3 ΣMLP- -0,39 





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n=114   r2=0,89   s=0,53





						
							
							(4.46)

						
					

				
			

			Η προσέγγιση αυτή των Testa και συν. παρέχει την δυνατότητα πρόβλεψης της λιποφιλίας με βάση την τρισδιάστατη δομή του μορίου. Επιπλέον επιτρέπει τον υπολογισμό των εικονικών (virtual) τιμών logP των διαφόρων διαμορφωμερών, οι οποίες συγκρινόμενες με την πειραματική τιμή, οδηγούν σε συμπεράσματα για την επικρατούσα διαμόρφωση του μορίου στις πειραματικές συνθήκες, καθώς επίσης και για το εύρος της λιποφιλίας, που είναι δυνατόν να καλυφθεί από τις διαφορετικές διαμορφώσεις του ιδίου μορίου. 

			Η μέθοδος Testa για τον υπολογισμό του μοριακού δυναμικού λιποφιλίας κωδικοποιείται στο λογισμικό πρόγραμμα CLIP. 

			Ανάλογη με το Μοριακό Δυναμικό Λιποφιλίας είναι η παράμετρος ΗΙΝΤ (Hydrophobic INTeractions) των Abraham-Kellog η οποία χρησιμοποιείται επίσης σε μελέτες 3D-QSAR και υπολογίζεται από το αντίστοιχο λογισμικό πρόγραμμα ΗΙΝΤ21. 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



HINT=∑i=1drugsiaiRij





						
							
							(4.47)

						
					

				
			

			si: η προσιτή στο διαλύτη επιφάνεια

			αi :υδρόφοβη σταθερά για το άτομο i

			Rij: συνάρτηση της απόστασης r μεταξύ του ατόμου i και του σημείου j, Rij=e-r

			4.2.5. Επίδραση της λιποφιλίας στη διαπερατότητα

			Όπως ήδη αναφέρθηκε, η λιποφιλία παίζει κεντρικό ρόλο στη διαδικασία της παθητικής διάχυσης, μέσω της οποίας διαπερνούν τις μεμβράνες τα περισσότερα φάρμακα. Ο συντελεστής μερισμού ή κατανομής υπεισέρχεται ως πρωταρχική παράμετρος σε Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Απορρόφησης ή Δομής-Διαπερατότητας. 

			Στις σχέσεις αυτές η απορρόφηση μπορεί να εκφραστεί με μεγέθη που έχουν προσδιοριστεί in vivo ως ποσοστό % απορρόφησης των διαφόρων φραγμών, π.χ. % ΗΟΑ (% εντερική απορρόφηση, Human Oral Absorption), κλάσμα απορρόφησης (FA, fraction absorbed) ή ως ρυθμός απορρόφησης kabs. Ωστόσο, το έντονο ενδιαφέρον για τη γρήγορη και αποτελεσματική εκτίμηση της διαπερατότητας ήδη από τα πρώιμα στάδια έρευνας νέων φαρμακομορίων έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη in vitro διατάξεων που προσομοιώνουν τις βιολογικές μεμβράνες και επιτρέπουν γρήγορες μετρήσεις. Τέτοιες διατάξεις αποτελούν οι κυτταρικές σειρές Caco-2 και MDCK (Madin-Darby canine kidney epithelial cell line) Οι κυτταρικές σειρές Caco-2 αποτελούνται από ανθρώπινα καρκινικά επιθηλιακά κύτταρα του γαστρεντερικού σωλήνα, ενώ οι σειρές MDCK είναι επιθηλιακά κύτταρα νεφρών σκύλων. Στις κυτταρικές αυτές σειρές εμπεριέχονται σε διαφορετικά ποσοστά και πρωτεΐνες-μεταφορείς (transporters), όπως η p-γλυκοπρωτείνη. Αντίθετα, έλεγχος σε σειρές τεχνητών μεμβρανών PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay), προσομοιώνει αποκλειστικά την παθητική διάχυση25. Πειράματα στις ανωτέρω διατάξεις οδηγούν στον προσδιορισμό της φαινόμενης διαπερατότητας (Permapp), η οποία εκφράζεται σε cm/sec. Στα πλαίσια των προσπαθειών αυτών εντάσσεται και η ανάπτυξη της Χρωματογραφίας Ακινητοποιημένων Τεχνητών Μεμβρανών (βλέπε ενότητα.4.2.3.2). Τα χρωματογραφικά μεγέθη logkIAM βρίσκουν εφαρμογή ως εναλλακτικές παράμετροι σε μοντέλα διαπερατότητας, αντί των παραμέτρων logP και logD. Ωστόσο παρά τα ικανοποιητικά αποτελέσματα και τη φιλικότητά της, η χρωματογραφία ΙΑΜ δεν έχει προς το παρόν καθιερωθεί ως τεχνική αναφοράς για τον προσδιορισμού της φαινόμενης διαπερατότητας. 

			Για τη σχέση της λιποφιλίας με τη διαπερατότητα έχουν προταθεί διάφορα μοντέλα, με επικρατέστερα το παραβολικό μοντέλο του Hansch και το διγραμμικό μοντέλο του Kubinyi26.

			Παραβολικό μοντέλο (Μοντέλο Hansch)

			Το παραβολικό μοντέλο στηρίζεται στην υπόθεση ότι η πιθανότητα W να βρεθούν τα μόρια του φαρμάκου στον τόπο δράσης ακολουθεί κανονική κατανομή σε σχέση με τον συντελεστή μερισμού logP, σύμφωνα με την εξίσωση 4.48.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



W= flogP= ae-1/blogP-logPo2





						
							
							(4.48)

						
					

				
			

			Διγραμμικό μοντέλο (μοντέλο Kubinyi) 

			Το διγραμμικό μοντέλο προτάθηκε από τον Kubinyi, οποίος έλαβε υπόψη ότι ο όγκος των λιποειδικών φάσεων στον οργανισμό είναι πολύ μικρότερος από τον όγκο των υδατικών φάσεων. Εκφράζεται με την εξίσωση 4.52, όπου ο συντελεστής β εκφράζει το λόγο των όγκων λιποειδικής/υδατικής φάσης. Ως εκ τούτου η τιμή του συντελεστή β αναμένεται να είναι β < 1 και φυσικά >0.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logBR = alogP - blogβP + 1 + c





						
							
							(4.52)

						
					

				
			

			Για τον υπολογισμό των συντελεστών a, b, β και του σταθερού όρου c στην εξίσωση 4.52 απαιτείται μη γραμμική προσαρμογή. Η μη γραμμική προσαρμογή πραγματοποιείται με την εισαγωγή της εξίσωσης στο στατιστικό πρόγραμμα και τον ορισμό κάποιων αρχικών τιμών για τους συντελεστές. Ο υπολογιστής χρησιμοποιεί τις τιμές αυτές για τον υπολογισμό της εξαρτημένης μεταβλητής και ακολούθως τις αναπροσαρμόζει ώστε να πετύχει να υπολογίσει τιμές όσο το δυνατόν πλησιέστερες στις πειραματικές. Δεδομένου ότι στο διγραμμικό μοντέλο υπολογίζονται τρεις συντελεστές (a, b και β), ή στατιστική ανάλυση απαιτεί δεδομένα για 15 τουλάχιστον ενώσεις. 

			Στο διγραμμικό μοντέλο η μορφή της καμπύλης μπορεί να προσεγγίζει την παραβολική (διαφορετικό πρόσημο στην κλίση των δυο ευθειών) ή να αποτελείται από δύο ευθείες με θετικές αλλά διαφορετικές κλίσεις. Στην περίπτωση αυτή το διγραμμικό μοντέλο είναι δυνατόν να προσεγγίζει την υπερβολική καμπύλη. (Σχήμα 4.33).

			[image: ]

			Σχήμα 4.33. Διγραμμικό μοντέλο Kubinyi.

			Σύμφωνα με τη διγραμμική σχέση η άριστη τιμή Pο προκύπτει με βάση την εξίσωση (4.48), εφόσον το επιτρέπουν οι τιμές που παίρνουν οι συντελεστές a και b (b-a >0).

			Pο= b/ β(b-a) (4.49)

			Στο παράδειγμα, που ακολουθεί, γίνεται σύγκριση του παραβολικού μοντέλου, όσον αφορά στη νευροτοξικότητα σειράς 10 αλκοολών (n=10), για την οποία καθοριστικό βήμα είναι η διαπερατότητα του αιματοεγκεφαλικού φραγμού27. 

			



slog1/C= -0,238±0,038 logP2 + 1,030 ±0,14 logP +1,674





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n=10, r=0,989, s= 0,101   F=154,9  logPo=1,92





						
							
							(4.50)

						
					

				
			

			



log1/C= 0,892 ±0.050 logP – 1,76 ±0,10logβP +1 +1,586





			



n=10, r=0.998, s= 0,041   





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logβ=-1,933     logPo=1,94   F=637,6





						
							
							(4.51)

						
					

				
			

			Οι εξισώσεις παλιδρόμησης συνοδεύονται από πλήρη στατιστικά στοιχεία (συντελεστή συσχέτισης, τυπική απόκλιση, Fisher test και τυπικό σφάλμα των συντελεστών). Τα στατιστικά στοιχεία της εξίσωσης 4.51 υπερτερούν σημαντικά, ιδιαίτερα όσο αφορά την πολύ χαμηλή τιμή της τυπικής απόκλισης και τη μεγάλη τιμή F. Και οι δυο εξισώσεις επιτρέπουν την εξαγωγή άριστης τιμής logPo, η οποία πρακτικά ταυτίζεται στα δυο μοντέλα, είναι δε σε συμφωνία με την γενικά αποδεκτή άριστη τιμή logPo~ 2 για τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό. Ωστόσο θα πρέπει να σημειωθεί ότι ο αριθμός των ενώσεων δεν είναι επαρκής για την εξαγωγή διγραμμικού μοντέλου. Λόγω των πολύ καλών στατιστικών στοιχείων και τη συμφωνία του με το παραβολικό μοντέλο θα μπορούσε να θεωρηθεί ότι παρέχει μια πληρέστερη περιγραφή της αναλυόμενης απόκρισης (νευροτοξικότητας), για περαιτέρω προβλέψεις ωστόσο θα ήταν ασφαλέστερη η χρήση του παραβολικού μοντέλου.

			Η γραφική απεικόνιση είναι συχνά ιδιαίτερα χρήσιμη για την οπτοκοποίηση της σχέσης διαπερατότητας/λιποφιλίας, πριν τη στατιστική ανάλυση. Στο Σχήμα 4.34 απεικονίζεται η απορρόφηση (logkabs) από το κόλον σε επίμυες 10 όξινων ή ασθενώς όξινων ενώσεων. Από την απεικόνιση αυτή είναι σαφές ότι απορρόφηση ακολουθεί διγραμμική σχέση, με δυο ευθείες που έχουν διαφορετική θετική κλίση και ως εκ τούτου δεν μπορεί να εξαχθεί άριστη τιμή.

			[image: ]

			Σχήμα 4.34. Γραφική απεικόνιση διγραμικού μοντέλου.

			Η στατιστική ανάλυση οδηγεί σε ικανοποιητικές σχέσεις τόσο για το παραβολικό (εξίσωση 4.52) όσο και για το διγραμμικό μοντέλο (εξίσωση 4.53). Ωστόσο με βάση τη μορφή της καμπύλης (Σχήμα 4.34) το παραβολικό μοντέλο, είναι λιγότερο αξιόπιστο από το διγραμμικό. Από την άλλη, ο αριθμός των ενώσεων είναι περιορισμένος για την εξαγωγή διγραμμικού μοντέλου.

			



logkabs = - 0,078 ±0,041logD2 + 0,265 ±0,045 logD – 0,425





			



logDo = 1,70





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n = 10; r = 0,984; s = 0,102; F = 105,87





						
							
							(4.52)

						
					

				
			

			



logkabs = 1,024 ±0,31 logD – 0,881 ±0,36 log ßD + 1 + 0,935





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n = 10; r = 0,991; s = 0,081; F = 112,86





						
							
							(4.53)

						
					

				
			

			Με βάση την καμπύλη του σχήματος 4.34 η εξαγωγή άριστης τιμής logDo από το παραβολικό μοντέλο είναι προφανώς επισφαλής. Αυτό γίνεται αντιληπτό και από το σχετικά μεγάλο τυπικό σφάλμα του συντελεστή του όρου (logD)2, ο οποίος δεν είναι στατιστικά σημαντικός (t=1.90).

			Λόγω των διαφορετικών μορφών της καμπύλης, που είναι δυνατόν να ληφθούν, ανάλογα με τις τιμές των συντελεστών a και b της εξίσωσης 4.47, το διγραμμικό μοντέλο θα μπορούσε να θεωρηθεί γενικότερο μοντέλο. Επιπλέον εκφράζει ακριβέστερα τη γραμμική σχέση της λιποφιλίας ως προς τη διαπερατότητα, η οποία ουσιαστικά αποτελεί μερική περίπτωση της διγραμμικής (ή παραβολικής) σχέσης και παρατηρείται συνήθως στην περίπτωση που το εύρος των τιμών logP είναι περιορισμένο (εξίσωση 4.54).

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



log1/C = alogP + b





						
							
							(4.54) 

						
					

				
			

			Αν η κλίση a της γραμμικής εξίσωσης 4.54 είναι αρνητική, σημαίνει ότι οι τιμές logP υπερβαίνουν την άριστη τιμή και ο σχεδιασμός θα πρέπει να προσανατολιστεί σε λιγότερο λιπόφιλα μόρια.

			Υπερβολικό μοντέλο του Hyde.

			Το υπερβολικό μοντέλο αποτελεί ειδική περίπτωση του διγραμμικού μοντέλου και εφαρμόζεται κυρίως σε περιπτώσεις που ο χρόνος έκθεσης του οργανισμού σε λιπόφιλες ενώσεις είναι παρατεταμένος (εξίσωση 4.55, Σχήμα 4.35).

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



log1/C =-loga + 10-logP + b





						
							
							(4.55)

						
					

				
			

			Στην εξίσωση 4.55 οι συντελεστές a και b προκύπτουν από μη γραμμική προσαρμογή.

			[image: ]

			Σχήμα 4.35. Υπερβολικό μοντέλο.

			Εάν οι ενώσεις καλύπτουν ένα μεγάλο εύρος τιμών logP (ή logD) η σχέση διαπερατότητας-λιποφιλίας μπορεί να αποδοθεί και με σιγμοειδή καμπύλη (Σχήμα 4.36).

			[image: ]

			Σχήμα 4.36. Σιγμοειδής καμπύλη.

			Σύμφωνα με το Σχήμα 4.36, όπου η διαπερατότητα εκφράζεται ως ως logPerm, διαπερατότητα in vitro σε σειρές Caco-2, στην περίπτωση πολύ υδρόφιλων μορίων η λιποφιλία δεν παίζει ρόλο στη διαπερατότητα (αριστερό κάτω πλατώ), αύξηση της λιποφιλίας οδηγεί σε σημαντική αύξηση της διαπερατότητας μέχρι ενός σημείου πέραν του οποίου περαιτέρω αύξηση της λιποφιλίας δεν επηρεάζει τη διαπερατότητα (άνω πλατό) ή την μειώνει (στικτή γραμμή).

			Θα πρέπει να σημειωθεί ότι τα μοντέλα που προαναφέρθηκαν και οι αντίστοιχες άριστες τιμές βρίσκουν εφαρμογή στην ίδια τη βιολογική δράση, όταν πρόκειται για μη ειδικώς δρώντα φάρμακα (φάρμακα δηλαδή που δεν δρουν σε συγκεκριμένο υποδοχέα-στόχο), για τα οποία η δράση καθορίζεται από τη συγκέντρωσή τους στον τόπο δράσης (π.χ. μεμβράνη) και γενικότερα όταν περιοριστικό βήμα για τη δράση είναι η διαπερατότητα. Π.χ. μέγιστη δράση γενικών αναισθητικών παρατηρείται για ενώσεις με τιμές logP ~2. Για μη ειδικώς δρώντα αντιμικροβιακά, άριστη τιμή logPο είναι ~ 4 ή 6 ανάλογα με την κατάταξη των μικροοργανισμών κατά Gram. 

			Η αντι-ισταμινική δράση εστέρων του μανδελικού οξέως περιγράφεται με το παραβολικό και διγραμμικό μοντέλο (εξισώσεις 4.56 και 4.57) θεωρώντας την απορρόφηση ως το περιοριστικό βήμα για την εκδήλωση της δράσης. 

			



log 1/C = - 0,189 ±0,09log P2 + 1,566 ±0,56 log P – 1,438





			



log Po = 4,14 





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n = 11; r = 0,958; s = 0,298; F = 44,46
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log 1/C = 0,852 ±0,12 log P – 2,257 ±0,55 log ßP + 1 – 0,963





			



log ß = - 4,356 





			



log Po = 4,56





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n = 11; r = 0,990; s = 0,160; F = 109,96
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			Και τα δυο μοντέλα οδηγούν σε υψηλή άριστη τιμή log Po. Το διγραμμικό μοντέλο υπερτερεί σε στατιστικά στοιχεία, ωστόσο ο αριθμός των ενώσεων είναι περιορισμένος για την απαιτούμενη στατιστική επεξεργασία.

			Στον Πίνακα 4.6 παρουσιάζονται όλα τα δεδομένα της μελέτης. Ένα κρίσιμο στοιχείο αφορά στο εύρος και την κατανομή των δεδομένων της βιολογικής δράσης. Στη συγκεκριμένη μελέτη το εύρος καλύπτει περίπου 3 λογαριθμικές μονάδες με καλά κατανεμημένες τις επιμέρους τιμές. Το πρόσημο των υπολοίπων επίσης κατανέμεται σε θετικό και αρνητικό, ενώ δεν υπάρχουν έκτροπες τιμές δεδομένου ότι τα υπόλοιπα δεν υπερβαίνουν το διπλάσιο της τυπικής απόκλισης.
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			Πίνακας 4.6. Δεδομένα βιολογικής δράσης εστέρων εστέρων μανδελικού οξέως.

			Σύμφωνα με τα μοντέλα που αναπτύχθηκαν ανωτέρω είναι σαφές ότι αύξηση της λιποφιλίας των μορίων πέραν ενός ορίου δεν βελτιώνει την διαπερατότητα από τις μεμβράνες, αντίθετα είναι δυνατόν να οδηγήσει και σε προβλήματα βιοδιαθεσιμότητας. Η διαπίστωση αυτή, σε συνδυασμό με τη σχέση της λιποφιλίας με ανεπιθύμητες ενέργειες και τοξικότητα, έχει οδηγήσει στη θέσπιση ανώτατων ορίων για τις τιμές logP και logD, όπως διατυπώνονται στους σχετικούς μετρικούς κανόνες και στην έννοια της ελάχιστης λιποφιλίας, που περιγράφονται στην ενότητα 2.7. Πρέπει να επισημανθεί ωστόσο ότι, ενώ το παραβολικό και το διγραμμικό μοντέλο επιτρέπουν τον καθορισμό άριστων τιμών logPο και logDο, δεν είναι εύκολο να καθοριστούν τιμές logP και logD για το «κατώφλι» της λιποφιλίας28. 

			Το «κατώφλι» της λιποφιλίας είναι ιδιαίτερα σημαντικό για τη διαπερατότητα του αιματοεγκεφαλικού φραγμού στην περίπτωση φαρμάκων που δρουν στην περιφέρεια και είναι επιθυμητός ο αποκλεισμός τους από το ΚΝΣ. Οι δυσκολίες έγκειται αφενός στην ανομοιογένεια του αιματοεγκεφαλικού φραγμού, στις μεταβολές που είναι δυνατόν να υφίσταται σε παθολογικές καταστάσεις, αλλά και στην ίδια τη συγγένεια των φαρμακομορίων με χαρακτηριστικό το παράδειγμα της μορφίνης που περιγράφεται στην ενότητα 2.7.1.1. Κατά συνέπεια, μείωση της λιποφιλίας δεν συνεπάγεται οπωσδήποτε αποκλεισμό από το ΚΝΣ και αποφυγή ανεπιθύμητων ενεργειών. Αποκλεισμός από το ΚΝΣ επιτυγχάνεται ασφαλέστερα με αύξηση του βαθμού ιοντισμού ή μέσω δημιουργίας μόνιμα φορτισμένων κέντρων, εάν η μετατροπή αυτή δεν επηρεάζει τη συγγένεια με τον υποδοχέα. 

			Η δημιουργία μόνιμα φορτισμένων κέντρων εφαρμόζεται στην περίπτωση τριτοταγών αμινών με τεταρταγοποίηση του βασικού αζώτου. Κλασική είναι η περίπτωση της μετατροπής της σκοπολαμίνης σε βουτυλο-σκοπολαμίνη (Σχήμα 4.38).

			[image: ]

			Σχήμα 4.38. Συντακτικοί τύποι. Α: σκοπολαμίνη, Β: βουτυλο-σκοπλαμίνη.

			Η σκοπολαμίνη είναι αλκαλοειδές του τροπανίου, ανταγωνιστής των μουσκαρινικών υποδοχέων με ισχυρή δράση στο ΚΝΣ. Αντίθετα η βρωμοβουτυλο-σκοπολαμινη, τεταρτοταγές άλας, διατηρεί την ανταγωνιστική δράση στους μουσκαρινικούς υπδοχείς, αλλά δρα στην περιφέρεια στερούμενη της ικανότητας να διέλθει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό λόγω της παρουσίας του μόνιμου φορτίου. Η βρωμοβουτυλο-σκοπολαμίνη κυκλοφορεί ευρέως με την ονομασία Buscopan, ως αντισπασμωδικό του πεπτικού κυρίως συστήματος και της κοιλιακής χώρας.

			Η προμεθαζίνη, παράγωγο της φαινοθειαζίνης, αποτελεί αντι-ισταμινκό φάρμακο πρώτης γενιάς, και λόγω της ικανότητας να περνά τον ΑΕΦ προκαλεί υπνηλία. Η τεταρτοποίηση του αζώτου της τριτοταγούς αμίνης οδήγησε στο θειαζινάμιο, τεταρτοταγές άλας με διάφορα αντισταθμιστικά ιόντα, το οποίο δεν περνά στο ΚΝΣ και δεν προκαλεί υπνηλία.
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			Σχήμα 4.39. Συντακτικοί τύποι. Α: προμεθαζίνη, Β: μεθανοσουλφονικό θειαζινάμιο.

			Η επίδραση του βαθμού ιοντισμού στη διαπερατότητα περιγράφεται στην επόμενη ενότητα 4.3.

			4.3. Βαθμός ιοντισμού

			Σταθερά Ιοντισμού

			Εφόσον η ένωση φέρει κέντρα ιοντισμού, η σταθερά ιοντισμού, εκφρασμένη ως pKa πρέπει οπωσδήποτε να λαμβάνεται υπόψη στον σχεδιασμό φαρμάκων. Ο βαθμός ιοντισμού καθορίζει την απορρόφηση, δεδομένου ότι πρακτικά μόνο η μη-ιοντισμένη (ουδέτερη) μορφή διέρχεται τις βιολογικές μεμβράνες (υπόθεση pH-μερισμού), Σχήμα 4.40.
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			Σχήμα 4.40. Απορρόφηση οξέος από τον γαστρεντερικό σωλήνα

			Αντίθετα, με τον υποδοχέα αλληλεπιδρά συνήθως η ιοντισμένη μορφή, δεδομένου ότι συχνά υπάρχουν φορτισμένες ομάδες στο ενεργό κέντρο. Ως εκ τούτου σε ορισμένες περιπτώσεις απαιτείται συμβιβασμός όσον αφορά στη σταθερά ιοντισμού που ευνοεί την απορρόφηση (χαμηλός βαθμός ιοντισμού) και στη σταθερά ιοντισμού που ευνοεί τη σύνδεση με τον υποδοχέα, εφόσον αναπτύσσονται ηλεκτροστατικοί δεσμοί (γέφυρες άλατος).

			Σύμφωνα με την εξίσωση Henderson-Hasselbach ο βαθμός ιοντισμού υπολογίζεται από τις σχέσεις 4.58 και 4.59 για τα οξέα και τις βάσεις αντίστοιχα, ή τη γενική σχέση 4.60.
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pKa = pH + log
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pKa= pH – log
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			[RNH3+]

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Βάση[Οξύ]= 10pH-pKa
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			Με μετατροπή της σχέσης 4.60, ο βαθμός ιοντισμού α μπορεί εύκολα να υπολογιστεί από τις σχέσεις 4.61 και 4.62 για τα οξέα και τις βάσεις αντίστοιχα.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



α=11+10pKa-pHοξέα
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α=11+10pH-pKaοξέα
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			Ακολούθως υπολογίζεται ο % ιονισμός = 100 x α.

			Παράδειγμα υπολογισμού του βαθμού ιοντισμού:

			Ένα οξύ έχει pKa = 5,2. Ποιο είναι το ποσοστό ιοντισμού σε pH 6,0?

			Ποσοστό ιοντισμού = 100 x α= 100 x1/(1+105,2-6,0)= 100/(1+0.585)=86,3%.

			Ιδιαίτερα χρήσιμη είναι η διαφορά pKa-pH. Στην περίπτωση των οξέων για pKa-pH=-2 παρατηρείται 99% ιοντισμός, ενώ για pKa-pH=2 ο ιοντισμός είναι 1% (πρακτικά υπάρχει η αδιάστατη μορφή). Για βάσεις pKa-pH=-2 υποδηλώνει 1% ιοντισμό (πρακτικά υπάρχει η αδιάστατη μορφή), ενώ σε pKa-pH=2 ο ιοντισμός είναι 99%. Προφανώς και στις δυο περιπτώσεις εάν pKa-pH=0 υπάρχει 50% ιοντισμός. Κατά συνέπεια, συχνά είναι εύκολο να γνωρίζει κανείς ποια μορφή ενός όξινου ή βασικού φαρμάκου επικρατεί στα διάφορα διαμερίσματα, απλά από τη διαφορά pKa-pH. Π.χ. το οξύ του προηγούμενου παραδείγματος στο στομάχι (pH =1,5) είναι πρακτικά πλήρως αδιάστατο (pKa-pH=3,7 >2), ενώ στο πλάσμα (pH=7,4) ο ιονισμός είναι μεγαλύτερος από 99% (pKa-pH=-2,2 < -2). 

			Υψηλός βαθμός ιοντισμού δυσχεραίνει την απορρόφηση. Ως εκ τούτου η γαστρεντερική απορρόφηση των οξέων ευνοείται στο στομάχι ή την αρχή του εντέρου όπου το pH είναι χαμηλότερο, ενώ οι βάσεις απορροφούνται ευκολότερα σε πιο κάτω θέσεις κατά τη διαδρομή τους στο έντερο. Εξ άλλου, υψηλός βαθμός ιοντισμού (ιδιαίτερα στην περίπτωση των οξέων) συχνά αποκλείει τη διέλευση από τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό. Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγμα των παραγώγων του βαρβιτουρικού οξέος. Είναι γνωστό ότι μόνο τα δισυποκατεστημένα βαρβιτουρικά οξέα ασκούν ηρεμιστική δράση. Το ίδιο το βαρβιτουρικό οξύ και τα μονοϋποκατεστημένα παράγωγά του είναι αδρανή. Αυτό οφείλεται στην αυξημένη οξύτητά τους (pKa~4,4) που δεν επιτρέπει την είσοδο στο ΚΝΣ. Η αυξημένη οξύτητα οφείλεται στη σταθεροποίηση του βαρβιτουρικού ανιόντος, το οποίο λόγω συντονισμού λαμβάνει αρωματικό χαρακτήρα (Σχήμα 4.41). Αυτό δεν συμβαίνει κατά το συντονισμό του δισυποκατεστημένου βαρβιτουρικού οξέος, το οποίο δεν διαθέτει ελεύθερο υδρογόνο στη θέση 5, με αποτέλεσμα μειωμένη οξύτητα (pKa~ 6,5-7,5)
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			Σχήμα 4.41. Ιονισμός βαρβιτουρικών παραγώγων.

			Δεδομένου ότι, όπως ήδη αναφέρθη, η σταθερά ιοντισμού (pKa) επηρεάζει τη λιποφιλία, συνήθως δεν χρησιμοποιείται χωριστά ως παράμετρος σε Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Διαπερατότητας, αλλά εμπεριέχεται στην παράμετρο logD. Εξ άλλου στα πλαίσια δομικώς συγγενών ενώσεων δεν παρατηρείται ως επί το πλείστον σημαντική διαφοροποίηση των τιμών pKa. Ωστόσο η τιμή pKa πρέπει να λαμβάνεται υπόψη ως αφετηρία κατά το σχεδιασμό νέων φαρμακομορίων.

			Προσδιορισμός pKa

			Άμεσος προσδιορισμός της pKa είναι εφικτός με ποτενσιομετρία και φασματοφωτομετρία υπεριώδους-ορατού (UV). Είναι επίσης δυνατόν να προσδιοριστεί έμμεσα η pKa μέσω της σχέσης logD-pH. 

			Ποτενσιομετρική μέθοδος 

			Αποτελεί την κλασική μέθοδο προσδιορισμού σταθερών ιοντισμού. Είναι εύχρηστη, γρήγορη και φτηνή μέθοδος. Το μειονέκτημα της μεθόδου, εφόσον χρησιμοποιείται συμβατική οργανολογία, είναι ότι απαιτούνται σχετικά υψηλές συγκεντρώσεις της ουσίας, ιδιαίτερα για τον προσδιορισμό χαμηλών τιμών pKa. Ισχύει ο νόμος της συγκέντρωσης, σύμφωνα με τον οποίο η τάξη συγκέντρωσης της ουσίας είναι τουλάχιστον ίση με την αναμενόμενη τιμή pKa. Δηλαδή, για τιμές pKa~3 η συγκέντρωση πρέπει να είναι τουλάχιστον 10-3 Μ. Συχνά δεν είναι δυνατόν να ληφθούν τόσο πυκνά διαλύματα, ή παρατηρείται καταβύθιση κατά τη διάρκεια της τιτλοδότησης, λόγω της περιορισμένης διαλυτότητας πολλών ουσιών, ιδιαίτερα στην αδιάστατη μορφή. Άλλο μειονέκτημα της μεθόδου είναι ότι στην περίπτωση αλληλεπικαλυπτόμενων τιμών pKa δεν είναι πάντα εύκολο να αποδοθεί σε ποια ομάδα ανήκει η κάθε επιμέρους τιμή.

			Στην περίπτωση δυσδιάλυτων ενώσεων προσδιορίζονται οι φαινόμενες τιμές pKa σε διαφορετικά μείγματα αιθανόλης- νερού, και ακολουθεί αναγωγή σε 100% νερό με γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης. Το πλεονέκτημα της μεθόδου αυτής είναι ότι επιτρέπει τη σωστή απόδοση των τιμών pKa, όταν συνυπάρχουν όξινο και βασικό κέντρο. Για τα οξέα η κλίση της ευθείας pKa ως προς % αιθανόλη είναι θετική, δεδομένου ότι παρουσία οργανικού διαλύτη μειώνεται η οξύτητα, δηλ. αυξάνουν οι τιμές pKa. Για τις βάσεις η κλίση της ευθείας είναι αρνητική, δηλ. μειώνονται οι τιμές pKa, ως αποτέλεσμα μείωσης της βασικότητας.

			Φασματοφωτομετρική μέθοδος 

			Η pKa είναι δυνατόν να προσδιοριστεί με φασματοφωτομετρία υπεριώδους-ορατού (UV) εφόσον είναι διαφορετικά τα φάσματα της αδιάστατης και της ιοντισμένης μορφής. Επιλέγεται για τον προσδιορισμό το μήκος κύματος στο οποίο παρατηρείται η μεγαλύτερη διαφοροποίηση των φασμάτων απορρόφησης της αδιάστατης και της ιοντισμένης μορφής και λαμβάνονται τα φάσματα σε πολλές τιμές εκατέρωθεν του pH, που αναμένεται να αντιστοιχεί στην υπό προσδιορισμό τιμή pKa.

			Στο Σχήμα 4.42 απεικονίζονται τα φάσματα της κεφεπίμης σε διαφορετικές τιμές pH.
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			Σχήμα 4.42. Φάσματα απορρόφησης σε διαφορετικές τιμές pΗ

			Στο μόριο της κεφεπίμης η ομάδα η οποία εμφανίζει διαφορετική απορρόφηση στην αδιάστατη και ιοντισμένη μορφή της είναι το αμινο-θειαζόλιο με αναλυτικά μήκη κύματος στα 233 και 266 nm29. Μετρείται η μοριακή απορροφητικότητα εobs σε διαφορετικά pΗ και οι μοριακές απορροφητικότητες εΑ- και εΗΑ της ιοντισμένης και αδιάστατης μορφής αντίστοιχα. Υπολογίζεται η σταθερά ιοντισμού Κ1 σύμφωνα με τον τύπο 4.63.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



εobs-εHAεA-εobs=1H+K1
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			Η μέθοδος εφαρμόζεται και σε περιπτώσεις αλληλεπικαλυπτόμενων τιμών pKa, με περισσότερες μετρήσεις σε ευρεία περιοχή pΗ. 

			Έμμεσος προσδιορισμός μέσω της σχέσης logD-pH 

			Προσδιορίζεται ο συντελεστής κατανομής της ουσίας σε διαφορετικά pH και αξιοποιώντας τις σχέσεις του Πίνακα 4.2 υπολογίζεται η τιμή pKa και ο συντελεστής μερισμού της αδιάστατης μορφής με μη γραμμική προσαρμογή. Η μέθοδος είναι επίπονη και χρονοβόρα, επιτρέπει ωστόσο τον ταυτόχρονο προσδιορισμό της pKa και του logP, ο οποίος προκύπτει από τον σταθερό όρο των σχέσεων. Π.χ. για όξινη ένωση εισάγεται στο στατιστικό πρόγραμμα η εξίσωση 4.64.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logD=logP-log1+ 10pH-pKa
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			Η εξαρτημένη μεταβλητή είναι ο συντελεστής κατανομής logD και η ανεξάρτητη μεταβλητή το pH. 

			Παράδειγμα προσδιορισμού pKa και logP μέσω της σχέσης logD-pH30

			Προσδιορίστηκαν οι τιμές logD του ασθενούς οξέως νιμεσουλιδίου με τη μέθοδο της ανακινούμενης φιάλης σε εύρος pH 2.5-11.6 (Σχήμα 4.43).
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			Σχήμα 4.43. Απεικόνιση logD ως προς pH για το νιμεσουλίδιο.

			Με βάση την απεικόνιση logD/pH η τιμή pKa του νιμεσουλιδίου είναι δυνατόν να εκτιμηθεί καταρχήν γραφικά από την κάθετο που φέρεται στο άξονα του pH από το σημείο τομής Α των εφαπτομένων των δυο διαφορετικών κλίσεων της καμπύλης. Με επεξεργασία μη γραμμικής προσαρμογής των τιμών logD ως προς το pH, εφαρμόζοντας την εξίσωση 4.64, υπολογίζονται τιμή logP=2,39(±0,04) και τιμή pKa=6,49(±0,03). Ο συντελεστής συσχέτισης είναι r=0,9939. Η πειραματική τιμή pKa προσδιορισμένη με ποτενσιομετρία και με φασματοφωτομετρία ισούται με pKa=6,46 και 6,56 αντίστοιχα.

			Υπολογισμός pKa

			Υπάρχουν ορισμένοι απλοί κανόνες για την εκτίμηση του pKa διαφόρων ενώσεων. Π.χ., αλειφατικά οξέα του τύπου RCH2COOH και R1R2CHCOOH έχουν pKa ~ 4,8, οξέα του τύπου R(CH3)2C-COOH έχουν pKa ~ 5,0, ενώ για βενζοικά οξέα pKa ~ 4,0. Οι κλασικές πρωτοταγείς, δευτεροταγείς και τριτοταγείς αμίνες έχουν pKa 10,77, 11,15, και 10,5 αντίστοιχα. Κλείσιμο δακτυλίου αυξάνει την τιμή pKa κατά 0,2, ενώ μεθυλίωση στο άτομο του αζώτου ελαττώνει την τιμή pKa κατά 0,2. 

			Εξ άλλου με την μέθοδο ΔpKa είναι δυνατόν να υπολογιστεί η τιμή pKa μιας αλειφατικής ένωσης που φέρει υποκαταστάτη σε α- ή β-θέση ως προς το κέντρο ιοντισμού, εφ όσον είναι γνωστή η pKa της μητρικής ένωσης. Οι τιμές ΔpKa αναφέρονται σε σχετικούς πίνακες και εκφράζουν την ενίσχυση του όξινου χαρακτήρα και την ελάττωση του βασικού χαρακτήρα των οξέων και βάσεων αντίστοιχα από την επίδραση των υποκαταστατών.

			Ευρύτερη εφαρμογή στον υπολογισμό των τιμών pKa έχουν οι εξισώσεις του Hammett. Ο Hammett ανάπτυξε την ηλεκτρονιακή σταθερά σ, την πρώτη ιστορικά ημι-εμπειρική παράμετρο, με σκοπό τη μελέτη της επίδρασης των ηλεκτρονιακών φαινομένων στον ιοντισμό του βενζοϊκού οξέως σύμφωνα με τη σχέση 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logKxKH=ρσ





						
							
							(4.65)

						
					

				
			

			όπου ΚΗ και ΚΧ είναι οι σταθερές ιοντισμού του βενζοϊκού οξέως και ενός υποκατεστημένου βενζοϊκού οξέως στους 25˚C, ρ είναι σταθερά που χαρακτηρίζει την ευαισθησία της αντίδρασης και σ η ηλεκτρονιακή σταθερά του υποκαταστάτη Χ.

			Για την πρότυπη αντίδραση ιοντισμού του βενζοϊκού οξέως στους 25˚C τέθηκε ρ=1, οπότε ήταν εφικτός ο προσδιορισμός των σταθερών σ διαφόρων υποκαταστατών. Για ενώσεις που φέρουν περισσότερους υποκαταστάτες ισχύει η αρχή της προσθετικότητας, οπότε ισχύει η σχέση 4.66.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logK= logKH + Σσ





						
							
							(4.66)

						
					

				
			

			Ο προσδιορισμός των τιμών σ επέτρεψε στη συνέχεια τη μελέτη του ιοντισμού ενώσεων με διαφορετικές ομάδες (π.χ. αμίνες, φαινόλες, σουλφοναμίδια) και τον προσδιορισμό των αντίστοιχων τιμών ρ. 

			Οι τιμές σ των υποκαταστατών και οι τιμές ρ των διαφορετικών κατηγοριών ιοντιζόμενων ενώσεων περιλαμβάνονται σε σχετικούς πίνακες. 

			Οι τιμές σ είναι σύνθετες ηλεκτρονιακές παράμετροι. Αποτελούν τη συνισταμένη επαγωγικού φαινομένου και φαινομένου συντονισμού και αφορούν αρωματικά συστήματα. Διακρίνονται διαφορετικές τιμές σ για ορθο-, μετα- και παρα-υποκαταστάτες. (σο, σm, σp). Οι τιμές σο στερούνται ιδιαίτερης αξιοπιστίας, δεδομένου ότι στην περίπτωση των ορθο-υποκατεστημένων ενώσεων υπεισέρχονται και στερεοχημικά φαινόμενα.

			Για την περίπτωση αλειφατικών ενώσεων προσδιορίστηκαν από τον Taft με την ίδια μέθοδο οι ηλεκτρονιακές σταθερές σ*, χρησιμοποιώντας ως πρότυπη αντίδραση συνδυασμό της αλκαλικής και όξινης υδρόλυσης οξικών εστέρων (εξίσωση 4.65), δεδομένου ότι η πρώτη διέπεται από ηλεκτρονιακά και στερεοχημικά φαινόμενα ενώ η δεύτερη μόνο από στερεοχημικά.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



σ*=12.48logKxKHb-logKxKHa





						
							
							(4.65)

						
					

				
			

			όπου logKH και logKX είναι οι σταθερές υδρόλυσης του οξικού μεθυλεστέρα (CH3COOR’) και των υποκατεστημένων παραγώγων του (RCOOR’). Οι δείκτες b και α αντιστοιχούν στην αλκαλική και όξινη υδρόλυση αντίστοιχα. Ο συντελεστής 1/2,48 υπεισέρχεται για να συμπιέσει την κλίμακα στα ίδια επίπεδα με τις τιμές σ.

			Η σχέση 4.65 γενικεύεται στις εξισώσεις της μορφής 4.66.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



pKa=pKao-ρΣσ





						
							
							(4.66)

						
					

				
			

			όπου pKao είναι το pKa της μητρικής ένωσης, σ οι ηλεκτρονιακές σταθερές του υποκαταστάτη (σm, σp, σο και σ*) και ρ η σταθερά ευαισθησίας της αντίδρασης

			Για βενζοϊκά οξέα όπου ρ=1 και pKaο (βενζοϊκού οξέος) =4,20 ισχύει η σχέση 4.67

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



pKa=4,20 - Σσ
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			Για παράγωγα ανιλίνης ισχύει αντίστοιχα η σχέση 4.68

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



pKa=4,58 –2,90 Σσ
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			Για υποκατεστημένες φαινόλες ισχύει η σχέση 4.69

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



pKa=9,92 – 2,23Σσ





						
							
							(4.69)

						
					

				
			

			Για την πρόβλεψη του pKa αλειφατικών και αλεικυκλικών ενώσεων χρησιμοποιούνται οι αντίστοιχες εξισώσεις του Taft, της μορφής 4.70

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



pKa=pKao-ρ*Σσ*





						
							
							(4.70)

						
					

				
			

			Π.χ. για οξέα του τύπου RCOOH η εξίσωση 70 παίρνει τη μορφή 4.71.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



pKa=4,66 – 1,62Σσ*
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			Ακολουθούν παραδείγματα υπολογισμού των τιμών pKa σύμφωνα με τις ανωτέρω σχέσεις του Hammett και με βάση την αρχή της προσθετικότητας.

			Η τιμή pKa του 3,5-δινιτρο-4-μεθυλο-βενζοϊκού οξέως υπολογίζεται ως εξής:

			pKa βενζοϊκού οξέως = 4.20

			



ρCOOH=1, -NO2: σm =0,71, -CH3: σp= -0,17





			

pKa= 4,20-0,71 – 0,17 + 0,71 = 2,95

 

			Πειραματική τιμή = 2,97

			Ο υπολογισμός των τιμών pKa του μετα-υδροξυ-βενζοϊκού οξέως γίνεται ως εξής:

			



pKa βενζοϊκού οξέως = 4.20,  pKa φαινόλης=9,92





			



ρCOOH=1, ρOH=2,23, –OH: σm=0,12, -COOH: σm =0,37 -COO-: σm =-0,10





			



pKaCOOH= 4.20 - 0.12 = 4,08





			Για τον υπολογισμό της τιμής pKa του φαινολικού υδροξυλίου χρησιμοποιείται η σταθερά σm του καρβοξυλικού ανιόντος, δεδομένου ότι η καρβοξυλική ομάδα ως ισχυρότερα όξινη είναι ήδη ιοντισμένη στο pΗ που αναμένεται να ιοντιστεί η φαινόλη.

			



pKaOH= 9.92 - 2.23·-0.10 = 10.14





			Πειραματικές τιμές 4.06 και 9.92 αντίστοιχα. 

			Ο Perrin έχει συστηματοποιήσει τις εξισώσεις του Hammett που χρησιμοποιούνται στις διάφορες περιπτώσεις υπολογισμού pKa. Προτείνονται επιπλέον διορθωτικοί (στατιστικοί) παράγοντες για την παρουσία περισσότερων κέντρων ιοντισμού στο μόριο, καθώς και παράγοντες εξασθένησης των σταθερών σ, όταν ο υποκαταστάτης δεν βρίσκεται σε άμεσο συντονισμό με το κέντρο ιοντισμού. Οι κανόνες αυτοί είναι κωδικοποιημένοι στο λογισμικό πρόγραμμα pKalc της CompuDrug.

			Η εταιρεία ACD (Advanced Chemical Development) διαθέτει επίσης αξιόπιστο αλγόριθμο για τον υπολογισμό των τιμών pKa, ο οποίος στηρίζεται σε πρότυπες εξισώσεις που συσχετίζουν πειραματικές τιμές pKa με ηλεκτρονιακές παραμέτρους (διάφορες παραμέτρους σ) και οι οποίες κατηγοριοποιούν τις ενώσεις σε 4 βασικές κατηγορίες . Το πρόγραμμα επιλέγει την κατάλληλη εξίσωση, ανάλογα με τη δομή της ένωσης. 

			Η εταιρεία Simulation Plus έχει αναπτύξει λογισμικό για τον υπολογισμό των τιμών pKa στη βάση συνδυασμών Τεχνητών Νευρωνικών Δικτύων χρησιμοποιώντας πολύ μεγάλο αριθμό ενώσεων, οι οποίες κατηγοριοποιηθήκαν ανάλογα με το επικρατέστερο κέντρο ιοντισμού σε 10 υπο–ομάδες (5 υπο-ομάδες όξέων και 5 υπο-ομάδες βάσεων). 

			4.4. Ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου

			Οι δεσμοί (γέφυρες) υδρογόνου παίζουν καθοριστικό ρόλο σε πολλά χημικά και βιολογικά συστήματα, από τις ιδιότητες του νερού μέχρι τη διαμόρφωση των πρωτεϊνών, ενώ υπεισέρχονται επίσης στη σταθεροποίηση του συμπλόκου μικρομορίου-μακρομορίου (ενότητα 5.2.1). Όπως φαίνεται στο Σχήμα 4.44 η ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου επηρεάζει επίσης τη διαπερατότητα των βιολογικών φραγμών, δεδομένου ότι η διάχυση των ενώσεων μέσω των μεμβρανών διευκολύνεται με την εκδίωξη των μορίων του νερού. Όσο αυξάνεται η ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου των μορίων, τόσο ενεργειακά λιγότερο ευνοϊκή καθίσταται η διαδικασία αυτή. Αντίθετα ο σχηματισμός ενδομοριακού δεσμού υδρογόνου προστατεύει την έκθεση στα μόρια του νερού και ευνοεί τη διαπερατότητα.

			[image: ]

			Σχήμα 4.44. Δεσμοί υδρογόνου και διέλευση βιομεμβρανών.

			Για την ποσοτική αποτίμηση της ικανότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου συχνά εφαρμόζονται παράμετροι-δείκτες, οι οποίοι αφορούν στον αριθμό θέσεων δεκτών πρωτονίων (Hydrogen Acceptors, ΗΑ), δοτών πρωτονίων (Hydrogen Donors, ΗD), ή των συνολικών θέσεων δεκτών και δοτών σε δεσμούς υδρογόνου (Hydrogen Acceptors-Donors, HAD). Οι παράμετροι αυτές εντάσσονται στα χαρακτηριστικά φαρμακο-ομοιότητας. Οριακές τιμές για τον αριθμό θέσεων δεκτών (ΗΑ) και δοτών (ΗD) εμπεριέχονται στο κανόνα του 5 και τον κανόνα του 3 (ενότητα 2.7.1.2).

			Ωστόσο οι παράμετροι ΗΑ, ΗD και HAD αποτελούν μια απλουστευτική προσέγγιση και δεν επιτρέπουν τη διάκρισης της ισχύος των δεσμών υδρογόνου, ανάλογα με τα εμπλεκόμενα άτομα και τη δομή των μορίων. Οι μέθοδοι για την μελέτη της ισχύος των δεσμών υδρογόνου κατατάσσονται σε δυο κατηγορίες: σε μεθόδους που χρησιμοποιούν κβαντομηχανικούς υπολογισμούς και σε ημι-εμπειρικές μεθόδους. Οι δεύτερες στηρίζονται σε πειραματικά δεδομένα που αφορούν σταθερές ισορροπίας ή σε θερμοδυναμικά δεδομένα. Στις ημι-εμπειρικές μεθόδους κατατάσσονται η σολβατοχρωμική προσέγγιση και η θερμοδυναμική ανάλυση. 

			Σολβατοχρωμική προσέγγιση. Γραμμικές σχέσεις ενέργειας επιδιαλύτωσης (linear solvation energy relationships, LSER ), παράμετροι του Abraham22,31

			Ο όρος σολβατοχρωμική (solvatochromic) ανάλυση βασίζεται στην αλλαγή χρώματος μιας χημικής ουσίας ως αποτέλεσμα της εξάρτησης των φασμάτων απορρόφησης και εκπομπής από την πολικότητα του διαλύτη (solvent). Αρνητικό πρόσημο στη μετατόπιση αντιστοιχεί σε υψυχρωμική μετατόπιση (μετατόπιση προς το κυανούν) και θετικό πρόσημο στη βαθυχρωμική μετατόπιση (μετατόπιση προς το ερυθρό). Πχ. μείωση της πολικότητας του υδατικού διαλύματος μια ουσίας λόγω προσθήκης μεθανόλης οδηγεί σε βαθυχρωμική μετατόπιση του φάσματος. (Σχήμα 4.45).

			[image: ]

			Σχήμα 4.45. Βαθυχρωμική μετατόπιση φάσματος.

			Η σολβατοχρωμική μετατόπιση προτύπων χημικών ουσιών (ΕΤ30) χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό μιας κλίμακας χαρακτηριστικών των διαφόρων διαλυτών, η οποία ακολούθως εφαρμόστηκε για την ανάλυση της επίδρασης του διαλύτη σε διάφορες ιδιότητες μιας χημικής ουσίας. 

			Η σολβατοχρωμική εξίσωση διατυπώθηκε από τους Abraham και συν.22,30 στη γενική μορφή 4.72. 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Y = Yo + dδ + sπ1*+ aα1 + bβ1 + dδH2
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			όπου δ εμπειρική παράμετρος διόρθωσης της πολωσιμότητας του διαλύτη, π∗1 η πολωσιμότητα/διπολικότητα, α1 η οξύτητα σε δεσμούς υδρογόνου, β1 η βασικότητα σε δεσμούς υδρογόνου και δH η ενέργεια συνοχής (cohesive energy) του Hildebrand. Οι συντελεστές των παραμέτρων d, s, a, b, d και του σταθερού όρου Yο προκύπτουν από πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης.

			Η εξίσωση 4.72 χρησιμοποιείται ευρέως για την κατανόηση των επιδράσεων του διαλύτη σε ένα φαινόμενο.

			Σε επόμενο βήμα οι ίδιοι ερευνητές διατύπωσαν μια αντίστοιχη εξίσωση για την επίδραση της δομής των ουσιών σε ένα φαινόμενο το οποίο λαμβάνει χώρα σε σύστημα δυο φάσεων.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



SP = c + dδ + sπ* + aα + bβ + vV





						
							
							(4.73)

						
					

				
			

			όπου SP μια ιδιότητα σειράς ενώσεων, εκφρασμένη ως σταθερά ισορροπίας υπό λογαριθμική μορφή. Οι παράμετροι δ, π∗ α και β είναι οι αντίστοιχες παράμετροι της εξίσωσης 4. οι οποίες όμως αφορούν στις ενώσεις, ενώ V είναι ο μοριακός όγκος των ενώσεων.

			Οι παράμετροι που αναπτύχθηκαν στη βάση της προσέγγισης αυτής σχετίζονται γραμμικά με την ελεύθερη ενέργεια, και αναφέρονται ως παράμετροι γραμμικών σχέσεων ενέργειας-επιδιαλύτωσης (Linear Solvation Enegry Relationships, LSER). Η σύγχρονη μορφή της εξίσωσης (4.73) διαφοροποιείται ως προς το συμβολισμό των παραμέτρων:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



SP = c + εΕ + sS + aΑ + bΒ + vV





						
							
							(4.74)

						
					

				
			

			όπου Ε η πλεονάζουσα μοριακή διαθλασιμότητα, S η πολωσιμότητα/διπολικότητα, Α η οξύτητα σε δεσμούς υδρογόνου, Β η βασικότητα σε δεσμούς υδρογόνου και V ο μοριακός όγκος υπολογισμένος κατά McGoyan. 

			Ειδικότερα για τις παραμέτρους Α και Β που αφορούν στον σχηματισμό δεσμών υδρογόνου, θεωρήθηκε η αντίδραση:

			



A-H+B→A-H…B





			και κατασκευάστηκαν κλίμακες οξύτητας και βασικότητας ως προς την ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου, χρησιμοποιώντας τις σταθερές σχηματισμού συμπλόκων του τύπου Α-Η···Β με στοιχειομετρία 1:1 σε τετραχλωράνθρακα (CCl4). Μετρήθηκαν οι σταθερές ισορροπίας logK για σειρά οξέων HA έναντι μιας δεδομένης βάσης αναφοράς Β και στη συνέχεια οι τιμές logK έναντι 45 διαφορετικών βάσεων αναφοράς Β. 

			Οι παράμετροι LSER χρησιμοποιούνται γενικότερα σε Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης και Δομής-Ιδιοτήτων είτε υπό τη μορφή της εξίσωσης 4.74 είτε σε συνδυασμό με άλλες παραμέτρους. Είναι κωδικοποιημένες στην επιλογή Absolv, του λογισμικού PharmaAlgorithms. Ιδιαίτερη εφαρμογή βρίσκουν οι όροι Α και Β, ως ανεξάρτητες παράμετροι, για την αποτίμηση της οξύτητας και βασικότητας σε δεσμούς υδρογόνου αντίστοιχα.

			Θερμοδυναμική ανάλυση

			Η προσέγγιση αυτή για τον υπολογισμό παραμέτρων που εκφράζουν την ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου προτείνεται από τον Raevsky και παρουσιάζει πολλές αναλογίες με την προηγούμενη μέθοδο32. Για την εξαγωγή των παραμέτρων δεν χρησιμοποιήθηκαν σταθερές ισορροπίας αλλά άμεσα θερμοδυναμικά δεδομένα και συγκεκριμένα η διαφορά στην ενθαλπία (ΔΗ) και η διαφορά στην ελεύθερη ενέργεια (ΔG) κατά το σχηματισμό συμπλόκων Α-Η···Β. Αρχικά χρησιμοποιήθηκαν δεδομένα για 936 σύμπλοκα στοιχειομετρίας 1:1 σε CCl4, ενώ στη συνέχεια εμπλουτίστηκε η βάση δεδομένων. Χρησιμοποιώντας το πολλαπλασιαστικό μοντέλο, η κατεργασία των θερμοδυναμικών δεδομένων οδήγησε στις εξισώσεις 4.75 και 4.76:

			
				
					
					
				
				
					
							
							



ΔΗad=5,02ΕaΕd





						
							
							(4.75)

						
					

				
			

			
				
					
					
				
				
					
							
							



ΔGad=2,50CaCd+5,70





						
							
							(4.76)

						
					

				
			

			όπου Εa, Εd και Ca, Cd παράμετροι που εκφράζουν στην ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου και βασίζονται στη διαφορά στην ενθαλπία ή την ελεύθερη ενέργεια αντίστοιχα. Οι δείκτες a και d αντιστοιχούν στους δέκτες και δότες πρωτονίων αντίστοιχα. 

			Στις Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης χρησιμοποιούνται κυρίως οι παράμετροι Ca, Cd και CΤ (Cad). Η παράμετρος CΤ εκφράζει τη συνολική ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου και αντιστοιχεί στο άθροισμα των απόλυτων τιμών των Ca και Cd. 

			Η βάση δεδομένων και η επεξεργασία τους περιλαμβάνονται στο λογισμικό πρόγραμμα ΗΥΒΟΤ (HYdrogen BOnd Thermodynamic Data Base), το οποίο σήμερα συγκεντρώνει δεδομένα που αφορούν περίπου 1000 αντιδράσεις και τιμές για 1050 οργανικές ενώσεις.

			Οι παράμετροι ΗΥΒΟΤ έχουν δοκιμαστεί με αρκετή επιτυχία σε Ποσοτικές Σχέσεις Δομής–Διαπερατότητας, όπως φαίνεται και στα παραδείγματα που ακολουθούν33.

			



logPerm = 0,05± 0,01MW – 0,20± 0,03Σ Cad





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n = 17    r = 0.883





						
							
							(4.77)

						
					

				
			

			Η εξίσωση 4.77 αφορά στη διαπερατότητα 17 ενώσεων σε κυτταρικές σειρές Caco-2 (logPerm), όπου συνδυάζεται το μοριακό βάρος των ενώσεων, με θετική συμβολή, και το άθροισμα των απόλυτων τιμών Ca και Cd για όλους τους δέκτες και δότες πρωτονίων στο μόριο, με αρνητική επίδραση. Η εξίσωση παλινδρόμησης συνοδεύεται ωστόσο από μέτριο συντελεστή συσχέτισης r.

			Αντίστοιχα, η διαπερατότητα από το δέρμα (logKp) 23 δομικώς διαφορετικών ενώσεων εξαρτάται θετικά από τη λιποφιλία log P και αρνητικά από τη συνολική ικανότητα σχηματισμού υδρογόνου Ca των μορίων. Η εξίσωση 4.78 συνοδεύεται από πολύ καλό συντελεστή συσχέτισης και σχετικά χαμηλή τυπική απόκλιση 

			



logKp = - 2,12± 0.11 – 0,41± 0,02Σ Ca+ 0.40± 0,04log P





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n = 23  r = 0.977 s = 0.28
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			Η ανάλυση της διαπερατότητα από το δέρμα (logKp) 14 στεροειδών ορμονών οδήγησε στην εξίσωση 4.79 όπου παρατηρείται διαφορετική συμβολή της ικανότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου, ως δεκτών και ως δοτών, με αρνητική συμβολή της παραμέτρου Ca και θετική συμβολή της παραμέτρου Cd.

			



logKp = - 4,36± 0.61 – 0,38± 0.09Ca + 0,.24± 0,11Cd





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n = 14 r = 0,961 s = 0,30





						
							
							(4.79)

						
					

				
			

			Η εξίσωση παλινδρόμησης 4.79 συνοδεύεται από πολύ καλά στατιστικά στοιχεία.

			Εμβαδόν Πολικής Επιφάνειας, Polar Surface Area, PSA34

			Η ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου μπορεί να εκφραστεί επίσης με το εμβαδόν πολικής επιφάνειας (Polar Surface Area, PSA). Ως εμβαδόν πολικής επιφάνειας ορίζεται η επιφάνεια που καταλαμβάνουν τα πολικά άτομα (ως επί το πλείστον τα άτομα Ο και Ν) μαζί με τα συνδεδεμένα σε αυτά υδρογόνα (Σχήμα 4.46). 

			[image: ]

			Σχήμα 4.46. Εμβαδόν πολικής επιφάνειας της παρακεταμόλης (με κόκκινο τα πολικά άτομα).

			Ο υπολογισμός του εμβαδού της πολικής επιφάνειας με την κλασική μέθοδο απαιτεί ελαχιστοποίηση της ενέργειας των μορίων και βελτιστοποίηση της 3D γεωμετρίας. Ακολουθείται η ίδια προσέγγιση που χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό της επιφάνειας ολόκληρου του μορίου με τη διαφορά ότι επιλέγονται μόνο τα πολικά άτομα (Ο και Ν) και τα υδρογόνα που είναι  συνδεδεμένα με αυτά. Τα άτομα θεωρούνται κατά προσέγγιση σφαιρικά και οι ακτίνες van derWaals χρησιμοποιούνται για να καθορίσουν το περίγραμμα του μορίου ώστε να υπολογιστεί η αντίστοιχη επιφάνεια (van der Waals Surface Area). Στην περίπτωση της PSA, το περίγραμμα καθορίζεται με βάση τα επιλεγμένα άτομα, και ο υπολογισμός της επιφάνειας αντιστοιχεί στην πολική επιφάνεια. Είναι δυνατόν να ληφθεί υπόψη και ο διαλύτης, που περιβάλλει το μόριο, ή τα επιλεγμένα άτομα. Στην περίπτωση αυτή χρησιμοποιείται επί προσθέτως και η ακτίνα van derWaals του διαλύτη (συνήθως του νερού), για να καθοριστεί το περίγραμμα του μορίου ή των επιλεγμένων ατόμων, που είναι προσιτό στα μόρια του διαλύτη. Κατ’ αυτόν τον τρόπο υπολογίζεται η επιφάνεια προσιτή στο διαλύτη (Solvent Accessible Surface Area, SASA) και η αντίστοιχη πολική επιφάνεια μετά από επιλογή των ατόμων. Ανάλογα υπολογίζεται ο όγκος του μορίου ή του τμήματος του μορίου  που περικλείεται από την αντίστοιχη επιφάνεια.

			Για τον υπολογισμό της πολικής επιφάνειας έχει αναπτυχθεί επίσης γρήγορη μέθοδος με βάση τη διδιάστατη δομή. Στην περίπτωση αυτή ο υπολογισμός βασίζεται στη συμβολή πολικών θραυσμάτων λαμβάνοντας υπόψη και το δομικό περιβάλλον. Τα θραύσματα έχουν προκύψει με πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης, χρησιμοποιώντας πολύ μεγάλο αριθμό ενώσεων. Ο υπολογισμός μέσω θραυσμάτων οδηγεί στην Τοπολογική Πολική Επιφάνεια (topological polar surface area, TPSA) και κωδικοποιείται σε πολλά λογισμικά προγράμματα35. 

			Η παράμετρος PSA (και TPSA) έχει διαπιστωθεί ότι συσχετίζεται με τη γαστρεντερική απορρόφηση, τη διαπερατότητα στις κυτταρικές σειρές Caco-2 και τη διαπερατότητα του αιματοεγκεφαλικού φραγμού. Εντάσσεται στα χαρακτηριστικά φαρμακο-ομοιότητας με ανώτατο όριο τα 140 Å2 για τη διαπερατότητα των κυτταρικών μεμβρανών και 90 Å2 για τη διαπερατότητα του αιματοεγκεφαλικού φραγμού. Για ενώσεις που καλύπτουν μεγάλο εύρος πολικής επιφάνειας παρατηρήθηκε σιγμοειδής καμπύλη μεταξύ ποσοστού απορρόφησης στον άνθρωπο και PSA ή TPSA Οι αντίστοιχες συσχετίσεις έχουν r² = 0,94 και r² = 0,91 αντίστοιχα. Στο Σχήμα 4.47 απεικονίζεται η συσχέτιση με την TPSA. Η καμπύλη είναι αντίστροφη της σιγμοειδούς καμπύλης που απεικονίζει τη διαπερατότητα ως προς τις τιμές logD (Σχήμα 4.36).
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			Σχήμα 4.47. Συσχέτιση ποσοστού απορρόφησης με TPSA.

			Η παράμετρος ∆logP

			Η παράμετρος ∆logP ορίζεται ως η διαφορά του συντελεστή μερισμού στο σύστημα οκτανόλης-νερού μείον τον συντελεστή μερισμού σε σύστημα ενός απρωτικού διαλύτη-νερού. Συνήθως ο απρωτικός διαλύτης είναι κυκλοεξάνιο, επτάνιο ή δωδεκάνιο, δηλαδή ∆logP=logPοκτ-logPαλκ

			Με βάση τη διπλή φύση της λιποφιλίας, ως συνισταμένης της υδροφοβίας και της πολικότητας και δεδομένου ότι στην κατανομή των ενώσεων στο σύστημα οκτανόλης-νερού συμβάλουν οι δεσμοί υδρογόνου όχι όμως και στην κατανομή στο σύστημα απρωτικού διαλύτη-νερού, η διαφορά των συντελεστών μερισμού ∆logP θεωρήθηκε ότι εκφράζει την ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου. Η παράμετρος ∆logP χρησιμοποιείται σε συσχετίσεις που αφορούν στη διαπερατότητα του αιματοεγκεφαλικού φραγμού, με αύξηση των τιμών ∆logP να οδηγεί σε μείωση της διαπερατότητας του ΑΕΦ11.

			Η εφαρμογή της παραμέτρου ∆logP ωστόσο περιορίζεται από το ότι απαιτεί τον προσδιορισμό (ή υπολογισμό) του συντελεστή μερισμού σε δυο συστήματα διαλυτών. 

			4.5. Ευκαμψία μορίου (flexibility)

			Η ευκαμψία των μορίων αποτελεί άλλη μια ιδιότητα που είναι δυνατόν να επηρεάζει διαπερατότητα αλλά και σύνδεση με τα μακρομόρια και κατά συνέπεια τη βιολογική δράση στο επίπεδο του υποδοχέα. Ένας απλός τρόπος αποτίμησης της ευκαμψίας των μορίων είναι μέσω του αριθμού των περιστρεφόμενων δεσμών. Ως περιστρεφόμενος δεσμός ορίζεται κάθε απλός εκτός δακτυλίου δεσμός με ένα μη τερματικό άτομο εκτός του υδρογόνου. Οι αμιδικοί δεσμοί C-N δεν συμπεριλαμβάνονται λόγω του μεγάλου ενεργειακού φράγματος για την περιστροφή τους.

			Μεγάλη ευκαμψία, λόγω παρουσίας πολλών περιστρεφόμενων δεσμών, απαιτεί μεγαλύτερο εντροπικό κόστος για την επίτευξη της κατάλληλης διαμόρφωσης που είναι ευνοϊκότερη για τη διαπερατότητα και/ή τη σύνδεση με τον υποδοχέα. Γενικά θεωρείται ότι ένα συμπαγές μόριο απορροφάται καλύτερα από ένα μόριο με εκτεταμένη διαμόρφωση36.

			Η ατενολόλη με 8 περιστρεφόμενους δεσμούς εμφανίζει 50% βιοδιαθεσιμότητα ενώ η προπρανολόλη με 6 περιστρεφόμενους δεσμούς 90%. Φυσικά η μεγάλη αυτή διαφορά οφείλεται παράλληλα και στη μεγάλη διαφορά λιποφιλίας των δυο ενώσεων. 

			Ο αριθμός των περιστρεφόμενων δεσμών συμπεριλαμβάνεται μεταξύ των χαρακτηριστικών φαρμακο-ομοιότητας με προτεινόμενο όριο <10  /και <7 (ενότητα 2.7).
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			Σχήμα 4.48. Φυσικοχημικές ιδιότητες και βιοδιαθεσιμότητα ατενολόλης και προπρανολόλης. 

			Επισημαίνεται, τέλος, ότι η ευκαμψία των μορίων μπορεί να αποτιμηθεί και με διάφορους τοπολογικούς δείκτες.

			4.6. Μοριακό βάρος

			Το μοριακό βάρος επηρεάζει τη διαπερατότητα, ιδιαίτερα όσον αφορά στις ακραίες τιμές. Πολύ μικρά μόρια (ΜΒ<200) έχουν τη δυνατότητα να διαπερνούν τις μεμβράνες διακυττάρια, με αποτέλεσμα να εμφανίζουν αυξημένη διαπερατότητα συγκριτικά με αυτήν που θα αναμενόταν με βάση τη λιποφιλία. Αντίθετα, μόρια μεγάλου ΜΒ εμφανίζουν προβλήματα διαπερατότητας. Ως εκ τούτου το μοριακό βάρος συμπεριλαμβάνεται στα χαρακτηριστικά φαρμακο-ομοιότητας και στον μνημονικό κανόνα του 5.

			Σε Ποσοτικές Σχέσεις Δομής–Διαπερατότητας το μοριακό βάρος υπεισέρχεται συνήθως με αρνητικό πρόσημο και σε συνδυασμό και με άλλες παραμέτρους18. Πρέπει να επισημανθεί ότι η διαπερατότητα εξαρτάται από τον συντελεστή κατανομής στις μεμβράνες (ο οποίος εκφράζεται με μεγέθη λιποφιλίας), αλλά και από τον συντελεστή διάχυσης. Ο συντελεστής διάχυσης είναι αντιστρόφως ανάλογος ως προς το μοριακό βάρος (υψωμένο συνήθως σε κάποια δύναμη), δηλαδή μεγάλα μόρια διαχέονται δυσκολότερα από τα μικρά. 

			Στο παράδειγμα της εξίσωσης 4.80 συσχετίζεται η διαπερατότητα 21 ενώσεων σε κυτταρικές σειρές Caco-2 με τη συγκράτηση σε στήλες Ακινητοποιημένων Τεχνητών Μεμβρανών (logkIAM) και το μοριακό βάρος (MΒ), το οποίο φέρει αρνητικό πρόσημο. (Η συγκράτηση ΙΑΜ ως εναλλακτική παράμετρος προσομοίωσης της κατανομής σε μεμβράνες αναφέρεται αναλυτικά στην ενότητα 4.2.3.2).

			



log Caco-2 = 1,13+0,73 logkIAM-0,00348MΒ





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



n = 21    r2 = 0,840       s = 0,359       F = 47,35





						
							
							(4.80)

						
					

				
			

			Η εξίσωση 4.81 συνοδεύεται από αποδεκτά στατιστικά στοιχεία

			Το πηλίκο της συγκράτησης σε στήλες ΙΑΜ δια του μοριακού βάρους υψωμένου στην τέταρτη δύναμη, kIAM/MΒ4x1010, έχει προταθεί ως μέτρο για την ταξινόμηση των φαρμακομορίων σύμφωνα με τον Πίνακα 4.6.
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			Πίνακας 4.6. Ταξινόμηση διαπερατότητας φαρμακομορίων.

			4.7. Παραδείγματα πολυπαραμετρικών μοντέλων διαπερατότητας

			Η διαπερατότητα αποτελεί πολύπλοκη διαδικασία, και κατά συνέπεια όταν αναλύονται ενώσεις διαφορετικής δομής απαιτείται συνδυασμός περισσότερων παραμέτρων για την εξαγωγή μοντέλων με γενικότερη εφαρμογή. Οι κυριότεροι φυσιολογικοί φραγμοί που πρέπει να διέλθει ένα φάρμακο είναι ο γαστρεντερικός σωλήνας, ο αιματοεγκεφαλικός φραγμός και το δέρμα. Για τον αιματοεγεφαλικό φραγμό αναφέρθηκε ήδη ένα σύνθετο μοντέλο κατηγοριοποίησης (πίνακας 4.6). Κατωτέρω παρατίθενται δυο πολυπαραμετρικά μοντέλα για την από του στόματος απορρόφηση και ένα μοντέλο Γραμμικών Σχέσεων Δομής–Επιδιαλύτωσης ( LSER) για τη διαπερατότητα του δέρματος.

			1) Για την ανάλυση του ποσοστού ανθρώπινης από του στόματος απορρόφησης (% Human Oral Absorption, %HOA) μεγάλου αριθμού διαφορετικών φαρμάκων χρησιμοποιήθηκαν οι τιμές logDbest και logkwIAMbest, οι οποίες αποτελούν τις μεγαλύτερες τιμές κατά τον προσδιορισμό τους σε pH 5,5 και 7,4, δεδομένου η διαβάθμιση του pH κατά μήκος του γαστρεντερικού σωλήνα επιτρέπει τη διαπερατότητα σε διαφορετικά σημεία του εντέρου, ανάλογα με τον όξεο–βασικό χαρακτήρα των φαρμάκων37. Διερεύνηση της γραφικής απεικόνισης των τιμών %ΗΟΑ ξεχωριστά ως προς τις δυο παραμέτρους επέτρεψε τον εντοπισμό φαρμάκων που απορροφώνται με επιπρόσθετους μηχανισμούς πλην της παθητική διάχυσης (Σχήμα 4.49). Τα εν λόγω φάρμακα εξαιρέθηκαν από την περαιτέρω στατιστική επεξεργασία.

			[image: ]

			Σχήμα 4.49. Απεικόνιση τιμών %ΗΟΑ ως προς a) logkwIAMbest και b) logDbest. Με κύκλους επισημαίνονται τα φάρμακα που ακολουθούν πρόσθετες οδούς απορρόφησης (δημιουργήθηκε από τα δεδομένα; της παραπομπής 37).

			Για τη στατιστική επεξεργασία εφαρμόστηκε μη γραμμική προσαρμογή και δοκιμάστηκαν επιπλέον παράμετροι για την εξαγωγή των τελικών μοντέλων 4.81 και 4.82. 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



%HOA=1001+10-a0+a1logkwIAMbest+a2⋅MB+a3⋅A+a4⋅F++a5⋅Izwit





						
							
							(4.81)

						
					

				
			

			Όπου:

			



a0= 1,98 ± 0,38,



 



a1= 0,72 ± 0,.09, 



 



a2= -0,005 ± 0,.001, 



 



a3= -0,77 ± 0,14, 



 



a4= -0,52 ± 0,13, 



 



a5= 0,87 ± 0,22





			



n=71  R2= 0.761     s= 11.68





			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



%HOA=1001+10-a0+a1logDbest+a2⋅MB+a3⋅F++a4⋅Izwit+a5⋅Iacid





						
							
							(4.82)

						
					

				
			

			Όπου:

			



a0= 1,.90 ± 0,33, 



 



a1= 0,62 ± 0,07, 



 



a2= -0,006 ± 0,001,



 



a3= 0,56 ± 0,13, 



 



a4= 1,15 ± 0,20,



 



a5=0,66±0,24





			



n=74     R2= 0,770   s= 11,39





			Στο μοντέλο 4.81 πέραν της συγκράτησης ΙΑΜ, η οποία αποτελεί την πιο σημαντική παράμετρο με θετική συμβολή, υπεισέρχονται το μοριακό βάρος MΒ, η οξύτητα σε δεσμούς υδρογόνου Α, το ποσοστό της πρωτονιωμένης μορφής F+ με αρνητικό πρόσημο και μια παράμετρος-δείκτης για την παρουσία αμφολυτών. Το αρνητικό πρόσημο της παραμέτρου F+ υποδηλώνει ότι οι ελκτικές ηλεκτροστατικές δυνάμεις, που αναπτύσσονται με τις πρωτονιωμένες βάσεις στη στήλη ΙΑΜ συμβάλουν στη σύνδεση με τα φωσφολιπίδια και δυσχεραίνουν την διαπερατότητα. Οι αμφολύτες εμφανίζουν αυξημένη απορρόφηση όπως φαίνεται από το θετικό πρόσημο της παραμέτρου Izwit. 

			Στο μοντέλο 4.82, το οποίο βασίζεται στον συντελεστή κατανομής logD, η οξύτητα σε δεσμούς υδρογόνου δεν είναι στατιστικά σημαντική, το μοριακό βάρος συμμετέχει με αρνητικό πρόσημο, ενώ το ποσοστό της πρωτονιωμένης μορφής F+ συμβάλλει θετικά, ένδειξη ότι το θετικό φορτίο, που δεν εκφράζεται στο σύστημα οκτανόλης-νερού, παίζει κάποιο ρόλο στην απορρόφηση. Αυξημένη απορρόφηση παρατηρείται για τους αμφολύτες και τα οξέα, τα οποία εμφανίζουν απορρόφηση και από το στομάχι, το pH του οποίου δεν έχει ληφθεί υπόψη στις τιμές logD.

			Η εξίσωση 4.83 αναλύει τη διαπερατότητα από το δέρμα (logKp) στη βάση των παραμέτρων LSER του Abraham.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



logKp= -5,43-0,11 E-0,48 S-  0,51 A- 4,10B+2,30 V





						
							
							(4.83)

						
					

				
			

			



n= 119, R=0,912  s=0,461





			Το μοντέλο 4.83 έχει καλά στατιστικά στοιχεία. Από τις παραμέτρους που περιλαμβάνονται στο μοντέλο μόνο ο όγκος έχει θετική συμβολή, ενώ η ικανότητα σχηματισμού δεσμών υδρογόνου ως δέκτες και ως δότες, η πολωσιμότητα/διπολικότητα και η πλεονάζουσα μοριακή διαθλασιμότητα αποτελούν μη ευνοϊκούς παράγοντες για τη διαπερατότητα από το δέρμα. Η εξίσωση 4.83 προτείνεται για την πρόβλεψη της διαπερατότητας από το δέρμα και είναι ενσωματωμένη στην επιλογή Absolv του λογισμικού ADME-Boxes της εταιρείας PharmaAlgorithms38. 
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			Κριτήρια αξιολόγησης

			Κριτήριο αξιολόγησης 1

			Πώς προκύπτει, από την εξίσωση Hedersson-Hasselbach, η διόρθωση Q (ενότητα 4.2.2) για την μετατροπή του logD σε logP;

			Απάντηση/Λύση

			Από την εξίσωση 4.11 προκύπτει ότι: logP = logD + (1/fN). Έτσι, σε συνδυασμό με την εξίσωση 4.12, συμπεραίνουμε ότι: Q = (1/fN). Από την άλλη μεριά, η εξίσωση Hedersson- Hasselbach για μονοπρωτικά οξέα (ΗΑ) είναι: pH = pKa + log{[A-]/[ΗΑ]}. Κατά συνέπεια:

			log{[A-]/[ΗΑ]} = pH – pKa => [A-]/[ΗΑ]= 10pH – pKa => {([A-] + [HA])/[HA]} – 1 = 10pH – pKa => 1/fN – 1 = 10pH – pKa=> log(1/fN)=log(1 + 10pH – pKa ) = Q.

			Εξάλλου, η εξίσωση Hedersson- Hasselbach για μονοπρωτικές βάσεις (Β) είναι: pH = pKa + log{[Β]/[ΗΒ+]}. Κατά συνέπεια: 

			log{[HΒ+]/[Β]}= pKa – pH => [HB+]/[B] = 10pKa – pH => {([HB+] + [B])/[B]} – 1 = 10pKa – pH => 1/fN – 1 = 10pKa – pH => log(1/fN) = log(1 + 10pKa – pH ) = Q.

			Τέλος, με βάση την παραπάνω συλλογιστική, είναι πλέον εύκολο να εξάγουμε τη διόρθωση Q για διπρωτικά οξέα και βάσεις, καθώς και για ενώσεις με μία όξινη και μία βασική ομάδα, που παρατίθεται στον Πίνακα 4.2.

			Κριτήριο αξιολόγησης 2

			Χρησιμοποιήστε το λογισμικό ανοικτής πρόσβασης MedChem Designer (http://www.simulations-plus.com/) και σχεδιάστε tο νιμεσουλίδιο (μη στεροειδές αντιφλεγμονώδες φάρμακο) που έχει την παρακάτω δομή Smiles (ενότητα 3.2.2):

			[N](=O)(=O)c1cc(Oc2ccccc2)c(NS(=O)(=O)C)cc1

			Το νιμεσουλίδιο έχει logP=2,4. To pKa είναι 6,4. Κυκλώστε την ιονιζόμενη ομάδα .Σε τι μοριακή(ες) μορφή(ες) θα βρίσκεται α) στο στομάχι (pH :1,5), β) στoν εντερικό σωλήνα στο τμήμα του ειλεού (pH: 6,5) (δεν χρειάζονται πράξεις) και γ) στο πλάσμα. Υπολογίστε τον συντελεστή κατανομής στο πλάσμα.

			Απάντηση/λύση

			Το νιμεσουλίδιο είναι οξύ. Η όξινη ομάδα είναι η σουλφοναμιδική.

			Στο στομάχι όπου pKa-pH > 2,5 το νιμεσουλίδιο είναι στην αδιάστατη μορφή, στον ειλεό όπου pH~ pKa ο ιονισμός είναι 50% . Για το πλάσμα, όπου pH =7,4, εφαρμόζεται ο τύπος 

			



α = 1/1+10pKa-pH





			



α=1/1+106,4-7,4=1/1+0,1=0,909





			% ιονισμός=%α=90,9%

			Για τον υπολογισμό του συντελεστή κατανομής logD στο πλάσμα εφαρμόζεται ο τύπος

			



logD=logP-log1+10pH-pKa 





			



logD=2,4-log1+107,4-6,4=2,4-log1+10=2,4-1,04=1,36





		

	
		
			Κεφάλαιο 5. Αλληλεπίδραση Φαρμακομορίων-Μακρομορίων

			Οι αλληλεπιδράσεις μικρομορίου–μακρομορίου διακρίνονται σε ειδικές αλληλεπιδράσεις και μη ειδικές. Ειδικές αλληλεπιδράσεις λαμβάνουν χώρα μεταξύ του φαρμάκου και ενός μοριακού στόχου (υποδοχέα) ενώ οι μη ειδικές αφορούν σε αλληλεπιδράσεις με μεμβράνες και πρωτεΐνες του πλάσματος.

			Οι ειδικές αλληλεπιδράσεις βασίζονται στην αρχική θεωρία του «κλειδιού και κλειδαριάς». Η εξέλιξη της θεωρίας αυτής στη σύγχρονη εποχή συνίσταται στη θεώρηση ότι πρόκειται για ένα εύκαμπτο κλειδί που προσαρμόζεται σε μία εύκαμπτη κλειδαριά. Κατά συνέπεια, προηγείται μια φάση μοριακής αναγνώρισης όπου το ένα μόριο επάγει τη διαμόρφωση του άλλου, ώστε να επιτευχθεί η καλύτερη προσαρμογή (επαγόμενη προσαρμογή) που θα επιτρέψει την ανάπτυξη των μεταξύ τους αλληλεπιδράσεων. Η επίδραση της διαμόρφωσης του μορίου στον υποδοχέα περιγράφεται με περισσότερες λεπτομέρειες στην ενότητα 5.3.4

			Κατά την αλληλεπίδραση φαρμάκου-υποδοχέα λαμβάνει χώρα σχηματισμός συμπλόκου, το οποίο σταθεροποιείται κυρίως μέσω μη ομοιοπολικών δεσμών, οι οποίοι δημιουργούνται σε περισσότερες θέσεις σύνδεσης (τουλάχιστον τρεις). Όσο μεγαλύτερη είναι η συγγένεια του φαρμάκου (προσδέματος) με τον υποδοχέα, τόσο ισχυρότερη είναι η βιολογική δράση. Η συγγένεια εξαρτάται από το συνταίριασμα της μοριακής επιφάνειας που καλύπτει το ενεργό κέντρο του υποδοχέα με τη συμπληρωματική επιφάνεια του προσδέματος, όσον αφορά στερικές αλληλεπιδράσεις, ηλεκτρονιακές αλληλεπιδράσεις και αλληλεπιδράσεις σχηματισμού δεσμών υδρογόνου.

			Η βιολογική δράση προσδιορίζεται πειραματικά σε διάφορα επίπεδα πολυπλοκότητας in vitro, όπως μοριακό επίπεδο, κυτταρικό επίπεδο, απομονωμένα όργανα, καθώς και in vivo σε ζωικά μοντέλα. Τα βιολογικά μεγέθη που χρησιμοποιούνται για να εκφράσουν τη βιολογική δράση μπορεί να είναι αριθμητικά (ποσοτικά) ή να διακρίνουν επίπεδα δραστικότητας, π.χ. υψηλή, μέτρια, χαμηλή δραστικότητα. Τα ποσοτικά μεγέθη σχετίζονται άμεσα ή έμμεσα με τη σταθερά συγγένειας Κ, η οποία προκύπτει από την ισορροπία σχηματισμού του συμπλόκου:

			[image: ]

			Η σταθερά ισορροπίας Κ εκφράζει τη συγγένεια με τον υποδοχέα και μπορεί να προσδιοριστεί άμεσα ή έμμεσα μέσω των βιολογικών μεγεθών που περιγράφονται στην επόμενη ενότητα. Η σταθερά K (ή logΚ) μπορεί επίσης να εκτιμηθεί με τη βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή (CADD) χρησιμοποιώντας μοριακή προσαρμογή (docking), μοριακή δυναμική, προσομοίωση Monte Carlo ή άλλες υπολογιστικές τεχνικές, δεδομένου ότι η υπολογιζόμενη ΔG είναι ανάλογη της σταθεράς ισορροπίας του συμπλόκου φαρμάκου-υποδοχέα: 

			



ΔG = -RT lnK.





			Οι υπολογιστικές τεχνικές παρέχουν μια κατά προσέγγιση εκτίμηση των βιολογικών μεγεθών, επιτρέπουν ωστόσο κατάταξη των ενώσεων ως προς την ισχύ της δραστικότητάς τους.

			5.1. Θεωρίες αλληλεπίδρασης μικρομορίου–μακρομορίου

			5.1.1. ΄Ενζυμα ως μοριακός στόχος1-3

			Όπως έχει ήδη αναφερθεί στην Εισαγωγή, τα ένζυμα αποτελούν συνήθεις μοριακούς στόχους φαρμάκων. Στις περιπτώσεις αυτές τα φάρμακα δρουν ως αναστολείς της ενζυμικής δραστηριότητας. Η ενζυμική αναστολή ακολουθεί κινητική Michaelis-Menten και διακρίνεται σε συναγωνιστική αναστολή, όταν το φάρμακο συνδέεται στο ενεργό κέντρο του ενζύμου και μη συναγωνιστική αναστολή, όταν το φάρμακο συνδέεται σε άλλη θέση (αλλοστερική). 

			Η συναγωνιστική αναστολή διέπεται από την ισορροπία που παρουσιάζεται στο Σχήμα 5.1, η δε ταχύτητα vi της αντίδρασης καθορίζεται από την εξίσωση 5.1 όπου [S] η συγκέντρωση του φυσιολογικού υποστρώματος, Vmax η μέγιστη ταχύτητα, Km η σταθερά Michaelis-Menten (η συγκέντρωση υποστρώματος που αντιστοιχεί στο ήμισυ της Vmax), [I] η συγκέντρωση του αναστολέα (φαρμάκου) και Ki η σταθερά αναστολής ή διάσπασης του συμπλόκου ενζύμου-αναστολέα ΕΙ.
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			Σχήμα 5.1. Ισορροπία συναγωνιστικής ενζυμικής αναστολής και εξίσωση για τον υπολογισμό της ταχύτητας της αντίδρασης.

			Η μη συναγωνιστική αναστολή διέπεται από την ισορροπία που παρουσιάζεται στο Σχήμα 5.2, η δε ταχύτητα vi της αντίδρασης καθορίζεται από την εξίσωση 5.2 όπου [S] η συγκέντρωση του φυσιολογικού υποστρώματος, Vmax η μέγιστη ταχύτητα, Km η σταθερά Michaelis-Menten, [I] η συγκέντρωση του αναστολέα (φαρμάκου) και Ki οι σταθερές αναστολής ή διάσπασης των συμπλόκων ενζύμου-αναστολέα ΕΙ και ενζύμου-αναστολέα–υποστρώματος ΕΙS.
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			Σχήμα 5.2. Ισορροπία μη συναγωνιστικής ενζυμικής αναστολής και εξίσωση για τον υπολογισμό της ταχύτητας της αντίδρασης.

			Σύμφωνα με τις εξισώσεις 5.1 και 5.2, στη συναγωνιστική αναστολή μεταβάλλεται η σταθερά Km κατά 1 + [I]/KI, ενώ στη μη συναγωνιστική αναστολή μεταβάλλεται η σταθερά Vmax κατά 1+[I]/KI. Οι διαφοροποιήσεις αυτές φαίνονται στα διαγράμματα Lineweaver-Burk (Σχήμα 5.3), όπου απεικονίζονται οι αντίστροφες τιμές της ταχύτητας της αντίδρασης (1/vi) ως προς τις αντίστροφες τιμές των συγκεντρώσεων του υποστρώματος (1/S), απουσία αναστολέα (αριστερά) και παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων συναγωνιστικού (μέση) και μη συναγωνιστικού (δεξιά) αναστολέα. 
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			Σχήμα 5.3. Διαγράμματα Lineweaver-Burk.

			Τέλος, υπάρχει και η μη αντιστρεπτή αναστολή κατά την οποία σχηματίζεται ομοιοπολικός δεσμός μεταξύ ενζύμου και αναστολέα. Στη μη αντιστρεπτή αναστολή όπως και στη μη συναγωνιστική αναστολή μεταβάλλεται η μέγιστη ταχύτητα, επηρεαζόμενη ωστόσο από τη συνολική συγκέντρωση του ενζύμου και τη συγκέντρωση του αναστολέα, ενώ η Km παραμένει αμετάβλητη. Η ποιοτική διαφορά μεταξύ μη αντιστρεπτής και μη συναγωνιστικής αναστολής είναι ότι στην πρώτη περίπτωση η ελάττωση της ενζυμικής δραστηριότητας είναι μη αναστρέψιμη. Ποσοτική διαφορά είναι το ότι η μη αντιστρεπτή αναστολή εξελίσσεται αργά και σταδιακά και ολοκληρώνεται όταν έχει καταναλωθεί όλη η ποσότητα του ενζύμου. Ως εκ τούτου η μέγιστη ταχύτητα επηρεάζεται από τη συνολική συγκέντρωση του ενζύμου. Αντιθέτως, η μη συναγωνιστική αναστολή εμφανίζεται γρήγορα κατά την ισορροπία μεταξύ του ενζύμου, του υποστρώματος και του αναστολέα.

			Στο Σχήμα 5.4 παρουσιάζονται σχηματικά οι τρεις τύποι ενζυμικής αναστολής, πάνω: συναγωνιστική αναστολή, μέση: μη συναγωνιστική αναστολή, κάτω: μη αντιστρεπτή αναστολή.
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			Σχήμα 5.4. Τρεις τύποι ενζυμικής αναστολής.

			Όπως φαίνεται από το διάγραμμα Lineweaver-Burk, στην περίπτωση της συναγωνιστικής αναστολής είναι δυνατός ο προσδιορισμός της νέας Km (φαινόμενη Kmapp) σε αντίθεση με τη μη συναγωνιστική αναστολή, όπου δεν επηρεάζεται η Km. Από τη φαινόμενη Kmapp υπολογίζεται η ΚΙ σύμφωνα με τον τύπο 5.3.
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			Αν δεν είναι γνωστή η σταθερά Km, η σταθερά ΚΙ μπορεί να προσδιοριστεί από το διάγραμμα του αντιστρόφου των τιμών της ταχύτητας (1/v) ως προς τη συγκέντρωση του αναστολέα [I] παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων υποστρώματος [S] (Σχήμα 5.5). Στο διάγραμμα αυτό οι ευθείες, που προσδιορίζονται παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων υποστρώματος, εμφανίζουν κοινή τομή που αντιστοιχεί στην τιμή –ΚΙ.
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			Σχήμα 5.5. Διάγραμμα προσδιορισμού σταθεράς ΚΙ.

			Είναι κατανοητό ότι ο προσδιορισμός της σταθεράς αναστολής ΚΙ, απαιτεί πολλά πειράματα ενώ δεν μπορεί να εφαρμοστεί στις περιπτώσεις μη συναγωνιστικής και μη αντιστρεπτής αναστολής. Ως εκ τούτου το μέγεθος που συνήθως χρησιμοποιείται για την αποτίμηση της ανασταλτικής δράσης είναι η μοριακή συγκέντρωση του αναστολέα που προκαλεί το 50% της ενζυμικής αναστολής, συμβολιζόμενη ως IC50. Η τιμή IC50 προσδιορίζεται από την καμπύλη που προκύπτει από την απεικόνιση της δράσης ως προς τη συγκέντρωση του αναστολέα, παρουσία συγκεκριμένης συγκέντρωσης φυσιολογικού υποστρώματος (καμπύλη δόσης-απόκρισης, dose-response curve) (Σχήμα 5.6). Κατά συνέπεια το μέγεθος IC50 εξαρτάται από τις πειραματικές συνθήκες και αυτό πρέπει να λαμβάνεται υπόψη κατά η σύγκριση τιμών που προέρχονται από διαφορετικές πηγές.

			[image: ]

			Σχήμα 5.6. Προσδιορισμός τιμής IC50.

			Εάν είναι γνωστή η σταθερά Km, οι τιμές IC50 μπορούν να μετατραπούν σε τιμές ΚΙ με βάση τον τύπο 5.4.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



IC50=KI1+SKm
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			Εάν τα πειράματα γίνονται σε συγκέντρωση υποστρώματος τουλάχιστον 10 φορές μικρότερη από τη σταθερά Km, τότε πρακτικά IC50~ ΚΙ 

			Ο προσδιορισμός της % αναστολής γίνεται σε μοριακό επίπεδο, συνήθως παρακολουθώντας τη μεταβολή της οπτικής πυκνότητας κάποιου εμπλεκόμενου παράγοντα (συνήθως του συνενζύμου) με φασματοφωτομετρία υπεριώδους/ορατού. 

			Είναι προφανές ότι όσο μικρότερη είναι η τιμή IC50, τόσο δραστικότερος είναι ο αναστολέας. Για να θεωρηθεί μια ένωση ότι μπορεί να αποτελέσει ένωση-οδηγό επιδιώκεται η IC50 να είναι σε μονοψήφιες μικρομοριακές συγκεντρώσεις (IC50< 10-5 Μ), ενώ η βελτιστοποίηση στοχεύει σε μείωση της IC50 σε νανομοριακές συγκεντρώσεις (IC50< 10-8 Μ)

			5.1.2. Πρωτεΐνες ως μοριακός στόχος4-6

			Όταν ο μοριακός στόχος είναι πρωτεΐνες (δομικές πρωτεΐνες, δίαυλοι ιόντων, πυρηνικοί υποδοχείς) η ισορροπία που διαμορφώνεται κατά την αλληλεπίδραση του φαρμάκου (D) με τον υποδοχέα (R) οδηγεί στο σχηματισμό μη ομοιοπολικού συμπλόκου DR, το οποίο πυροδοτεί έναν καταρράκτη γεγονότων, που καταλήγουν στο βιολογικό αποτέλεσμα Ε (effect). 
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			Εάν το βιολογικό αποτέλεσμα αντιστοιχεί στο 100% του αποτελέσματος, που προκαλεί το φυσικό πρόσδεμα, το φάρμακο καλείται αγωνιστής. Εάν δεν επιτυγχάνεται το 100% του βιολογικού αποτελέσματος, το φάρμακο αποτελεί μερικό αγωνιστή. Είναι δυνατόν επίσης, το φάρμακο συνδεόμενο με τον υποδοχέα, να παρεμποδίζει την εμφάνιση του βιολογικού αποτελέσματος, οπότε πρόκειται για ανταγωνιστή.
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			Οι ανταγωνιστές μπορούν να θεωρηθούν αναστολείς κατ’ αναλογία προς τους ενζυμικούς αναστολείς. Οι ανταγωνιστές έχουν συγγένεια με τον υποδοχέα, στερούνται όμως ενδογενούς δραστικότητας. Υπάρχουν δύο τύποι ανταγωνιστών. Οι συναγωνιστικοί ανταγωνιστές συνδέονται στην ίδια θέση με τα φυσικά προσδέματα (ορμόνες, νευρομεταβιβαστές), τους αγωνιστές και τους μερικούς αγωνιστές, και αναστέλλουν τη δράση τους, Η παρουσία συναγωνιστικών ανταγωνιστών επηρεάζει τη συγκέντρωση του αγωνιστή που απαιτείται για να επιτευχτεί η μέγιστη δράση, όχι όμως την ίδια τη μέγιστη δράση. Π.χ. η ναλοξόνη, συναγωνιστικός ανταγωνιστής των οπιοειδών υποδοχέων, παρεμποδίζει τη δράση της μορφίνης. Αν χορηγηθεί όμως μεγαλύτερη ποσότητα μορφίνης, η ανταγωνιστική αυτή δράση αναιρείται. Οι μη συναγωνιστικοί ανταγωνιστές συνδέονται σε διαφορετική θέση στον υποδοχέα, συνυπάρχοντας με τον αγωνιστή. Στην περίπτωση αυτή αυξημένες συγκεντρώσεις αγωνιστή δεν οδηγούν στο μέγιστο της δράσης. Διακρίνονται επίσης αντιστρεπτοί και μη αντιστρεπτοί ανταγωνιστές. Οι μη αντιστρεπτοί ανταγωνιστές σχηματίζουν ομοιοπολικό δεσμό. Και σε αυτήν την περίπτωση ωστόσο προηγείται ο σχηματισμός μη ομοιοπολικού συμπλόκου. 

			Στο Σχήμα 5.7 παρουσιάζεται σχηματικά η σύνδεση αγωνιστών/μερικών αγωνιστών/ανταγωνιστών στον υποδοχέα και στο Σχήμα 5.8 οι αντίστοιχες καμπύλες δόσης απόκρισης.
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			Σχήμα 5.7. Σύνδεση αγωνιστών/μερικών αγωνιστών/ανταγωνιστών στον υποδοχέα.
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			Σχήμα 5.8. Καμπύλες δόσης απόκρισης. [L] η συγκέντρωση του φυσικού προσδέματος, [D] η συγκέντρωση του φαρμάκου. Με πράσινο η αγωνιστική δράση, με κόκκινο η παρεμπόδιση της απόκρισης, με μπλέ η αγωνιστική δράση παρουσία ανταγωνιστή (αριστερά συναγωνιστικού, δεξιά μη συναγωνιστικού)

			Πρόσφατα έχει αναπτυχθεί η έννοια του αλλοστερικού μετατροπέα (allosteric modulator). Οι αλλοστερικοί μετατροπείς μόνοι τους δεν έχουν ενδογενή δραστικότητα, αντίθετα μετατρέπουν τη δραστικότητα του υποδοχέα, όταν συνδέεται ταυτόχρονα και το ενδογενές πρόσδεμα. Αρχικά η έννοια των αλλοστερικών μετατροπέων σχετιζόταν με τα ένζυμα. Ακολούθως ανακαλύφτηκαν αλλοστερικοί μετατροπείς και για άλλες κατηγορίες μοριακών στόχων.

			Η αποτίμηση της ισορροπίας σχηματισμού του συμπλόκου φαρμάκου-υποδοχέα βασίζεται στη θεωρία της κατάληψης του Clark. Η θεωρία του Clark ξεκινά με τις παραδοχές, ότι η συγκέντρωση του συνδεδεμένου φαρμάκου είναι πολύ μικρή συγκριτικά με τη συγκέντρωση του ελεύθερου φαρμάκου και ότι η μέγιστη δράση επιτυγχάνεται όταν καταληφτεί το σύνολο των διαθέσιμων υποδοχέων. Με βάση αυτές τις παραδοχές και το νόμο δράσης των μαζών, με κατάλληλους μετασχηματισμούς προκύπτει ότι ο λόγος της δράσης ενός φαρμάκου ως προς τη μέγιστη δράση δίδεται από τη σχέση 5.5.
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			Η σταθερά διάσπασης KD ισούται με τη συγκέντρωση του προσδέματος που προκαλεί το ήμισυ της μέγιστης δράσης (π.χ. ED50), όπως προκύπτει από τη σχέση 5.5, αν ο λόγος Ε/Εmax τεθεί ίσος με 0,5:
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			Ο τύπος 5.5 ισχύει μόνο για τους αγωνιστές, δεδομένου ότι οι ανταγωνιστές δεν διεγείρουν τον υποδοχέα και οδηγούν έμμεσα σε διαφορετική βιολογική απόκριση, ενώ η δράση των μερικών αγωνιστών δεν φτάνει στο μέγιστο αποτέλεσμα. Για τη γενίκευση του τύπου 5.5, εισάγεται η σταθερά αναλογίας α (τύπος 5.6), η οποία παίρνει τιμή 1 για τους αγωνιστές, 0 για τους ανταγωνιστές και ενδιάμεσες τιμές για τους μερικούς στον αγωνιστές.
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			Το μέγεθος ED50 (Median Effective Dose) ορίζεται ως η δόση του φαρμάκου που προκαλεί την επιθυμητή απόκριση στο 50% του πληθυσμού σε πειράματα in vivo ή προκαλεί το 50% της μέγιστης δράσης σε πειράματα in vitro.

			Τα πειράματα in vitro για τον προσδιορισμό της βιολογικής δράσης σε μοριακούς στόχους πρωτεΐνες είναι πιο πολύπλοκα, συγκριτικά με τα πειράματα ενζυμικής αναστολής. Αρχικά προσδιορίζεται η συγγένεια των προσδεμάτων με τον υποδοχέα και ακολούθως διερευνάται αν πρόκειται για αγωνιστές/μερικούς αγωνιστές ή ανταγωνιστές. Τα πρωτόκολλα για τον προσδιορισμό της συγγένειας συχνά χρησιμοποιούν κυτταρικά παρασκευάσματα (cell-based assays) ή βασίζονται στην εκτόπιση ραδιοεπισημασμένου προσδέματος από τον υποδοχέα (displacement experiments). Σε κυτταρικό επίπεδο προσδιορίζονται μεγέθη του τύπου ECx όπου x το ποσοστό της μέγιστης δράσης. Για το 50% μέγιστης δράσης προσδιορίζονται οι τιμές EC50. Σε πειράματα εκτόπισης προσδιορίζονται τιμές IC50, που αντιστοιχούν στη συγκέντρωση του υπό μελέτη προσδέματος, η οποία εκτοπίζει το 50% του ραδιοεπισημασμένου προσδέματος από τον υποδοχέα. Από την τιμή IC50 είναι δυνατόν να υπολογιστεί η τιμή ΚΙ με βάση το τύπο 5.7:
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			όπου [L] η συγκέντρωση του ραδιοεπισημασμένου προσδέματος και KD η σταθερά διάσπασης του συμπλόκου του ραδιοεπισημασμένου προσδέματος με τον υποδοχέα.

			Μια συνήθης μέθοδος για την αποτίμηση της ανταγωνιστικής δράσης είναι η κατασκευή της καμπύλης δόσης-απόκρισης του ανταγωνιστή, παρουσία αγωνιστή. Προσδιορίζονται οι τιμές IC50 που αντιστοιχούν στη συγκέντρωση του ανταγωνιστή που προκαλεί 50% αναστολή της μέγιστης δράσης του αγωνιστή.

			Όπως και στην περίπτωση της ενζυμικής αναστολής. οι τιμές της βιολογικής δράσης (EC50, IC50) πρέπει να βρίσκονται σε μονοψήφιες μικρομοριακές συγκεντρώσεις (<10-5) για μια ένωση-οδηγό, ενώ ελαττώνονται σε νανομοριακές συγκεντρώσεις κατά τη βελτιστοποίηση της ένωσης-οδηγού.

			Για την καλύτερη διαχείριση των αποτελεσμάτων τα ανωτέρω βιολογικά μεγέθη μετατρέπονται στο αρνητικό δεκαδικό λογάριθμο (pIC50, pEC50, pKI). Υπό αυτή τη μορφή, τα μεγέθη αυξάνουν με αύξηση της δράσης, ενώ βρίσκονται σε γραμμική σχέση με την ελεύθερη ενέργεια, κάτι που ενδιαφέρει ιδιαίτερα για τη θερμοδυναμική θεώρηση των ισορροπιών και την εισαγωγή των βιολογικών δεδομένων σε Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης (βλέπε 3.2.1)

			5.2. Μορφές αλληλεπίδρασης μικρομορίου-μακρομορίου (φαρμάκου-υποδοχέα)7

			Το σύμπλοκο που σχηματίζεται κατά τη σύνδεση του φαρμάκου με τα μακρομόρια του οργανισμού, είτε πρόκειται για μοριακούς στόχους–υποδοχείς είτε για ένζυμα βιομετατροπής, πρωτεΐνες του πλάσματος και των ιστών ή πρωτεΐνες μεταφορείς, σταθεροποιείται με περισσότερες (συνήθως πάνω από τρεις) μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις, οι ενέργειες των οποίων αθροίζονται. Στο Σχήμα 5.9 παρουσιάζεται σχηματικά ένα παράδειγμα αλληλεπίδρασης φαρμάκου (διβουκαΐνης) με τον υποδοχέα. 
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			Σχήμα 5.9. Αλληλεπίδραση διβουκαΐνης με τον υποδοχέα της.

			Ο σχηματισμός ομοιοπολικού δεσμού είναι επίσης δυνατόν να συμβεί, αν και δεν αποτελεί συνηθισμένη περίπτωση. Ωστόσο ακόμη και στην περίπτωση σχηματισμού ομοιοπολικού δεσμού προηγείται η δημιουργία του μη ομοιοπολικού συμπλόκου. 

			Στον Πίνακα 5.1 συνοψίζονται οι δεσμοί (αλληλεπιδράσεις) μικρομορίου–μακρομορίου, οι αντίστοιχες ενέργειες και οι απαιτήσεις των αποστάσεων για την καλύτερη σταθεροποίηση των δεσμών.
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			Πίνακας 5.1. Δεσμοί (αλληλεπιδράσεις) μικρομορίου–μακρομορίου.

			Ο ομοιοπολικός δεσμός αποτελεί την ισχυρότερη αλληλεπίδραση με ενέργεια 40-110 kcal/mol. Οδηγεί σε μη αντιστρεπτή ή παρατεταμένη δράση δεδομένου ότι το ένζυμο ή η πρωτεΐνη πρέπει να συντεθεί εκ νέου, διαδικασία, που απαιτεί πολλές ώρες. Η δημιουργία ομοιοπολικού δεσμού αφορά κυρίως σε αλκυλιώσεις, ακυλιώσεις ή φωσφορυλιώσεις. Παραδείγματα αποτελούν οι αλκυλιωτικοί χημειοθεραπευτικοί παράγοντες, που αντιδρούν ομοιοπολικά με το DNA, η πενικιλίνη, η οποία συνδέεται με την τρανσπεπτιδάση, ακυλιώνοντας δραστικές θέσεις και οι οργανοφωσφορικοί εστέρες, που δρουν ως εντομοκτόνα, φωσφορυλιώνοντας τις εστεράσες σε θέση σερίνης. Στο Σχήμα 5.10 απεικονίζεται η αλκυλίωση πυρηνόφιλων κέντρων (Nu) πρωτεϊνών.
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			Σχήμα 5.10. Αλκυλίωση πυρηνόφιλων κέντρων (Nu) πρωτεϊνών.

			5.2.1. Πολικές αλληλεπιδράσεις

			Ιοντικοί δεσμοί

			Η παρουσία αντίθετα φορτισμένων ομάδων στο μόριο του φαρμάκου και στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα οδηγεί στην ανάπτυξη ελκτικών δυνάμεων Coulomb και τη δημιουργία ιοντικών δεσμών (Σχήμα 5.11).
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			Σχήμα 5.11. Ιοντικοί δεσμοί.

			Οι ιοντικές αλληλεπιδράσεις παραμένουν ισχυρές σε σχετικά μεγαλύτερη απόσταση συγκριτικά με άλλες ηλεκτροστατικού τύπου αλληλεπιδράσεις, μειούμενες με την πρώτη δύναμη της απόστασης, σύμφωνα με τον τύπο 5.8:

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Ε=q1q24πεr
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			όπου q1 και q2 τα φορτία, ε η διηλεκτρική σταθερά και r η απόσταση μεταξύ των φορτίων.

			Η διηλεκτρική σταθερά στο νερό είναι ε=78, στο κενό ε:=1 και σε υδρόφοβο περιβάλλον ε:2-3. Ως εκ τούτου οι ιοντικοί δεσμοί και γενικότερα οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις ενισχύονται στο υδρόφοβο περιβάλλον των πρωτεϊνών, συγκριτικά με το υδατικό περιβάλλον.

			Αλληλεπιδράσεις διπόλου–ιόντος, διπόλου-διπόλου

			Ο δεσμός C-Χ, όπου Χ είναι ηλεκτραρνητικό άτομο (O, N, αλογόνο, S), εμφανίζει ανομοιόμορφη κατανομή του φορτίου, με το ηλεκτρονικό νέφος μετατοπισμένο προς το ηλεκτραρνητικό άτομο. Δημιουργείται κατ’ αυτόν τον τρόπο ένα δίπολο με μερικά φορτία (δ+, δ-) επί των ατόμων, το οποίο έλκεται από ιόντα (αλληλεπιδράσεις ιόντος–διπόλου) ή άλλα δίπολα (αλληλεπιδράσεις διπόλου–διπόλου). Ένα δίπολο χαρακτηρίζεται από διπολική ροπή μ, η οποία μετρείται σε μονάδες Cm (Coulomb-Meter) ή Debye (D) 1D= 3,33564x10-30 Cm. Η διπολική ροπή μ ισούται με μ=q x r όπου r η απόσταση μεταξύ των φορτίων. Στο Σχήμα 5.12 παρουσιάζονται σχηματικά οι αλληλεπιδράσεις ιόντος-διπόλου (α) και διπόλου–διπόλου (β). 
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			Σχήμα 5.12. Αλληλεπιδράσεις ιόντος-διπόλου (α) και διπόλου–διπόλου (β).

			Η ενέργεια αλληλεπίδρασης υπολογίζεται από τους τύπους 5.9 και 5.10 για τους δεσμούς ιόντος-διπόλου και διπόλου-διπόλου, αντίστοιχα,
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			όπου μ η διπολική ροπή και θ η γωνία μεταξύ του άξονα που συνδέει τα άκρα του διπόλου και του άξονα που συνδέει το κέντρο του διπόλου με το φορτίο (Σχήμα 5.13) ή το κέντρο του δεύτερου διπόλου. 
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			Σχήμα 5.13. Άξονες/γωνία διπόλου-φορτίου.

			Αλληλεπιδράσεις δεσμών υδρογόνου

			Ουσιαστικά πρόκειται για αλληλεπιδράσεις διπόλου–διπόλου μεταξύ του υδρογόνου μιας ομάδας Χ-Η (όπου Χ: ηλεκτραρνητικό άτομο) και ενός άλλου ηλεκτραρνητικού ατόμου Υ με ελεύθερο ζεύγος ηλεκτρονίων. Οι δεσμοί υδρογόνου μπορεί να είναι διαμοριακοί ή ενδομοριακοί, όπως φαίνεται στο Σχήμα 5.14.
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			Σχήμα 5.14. Διαμοριακός και ενδομοριακός δεσμός υδρογόνου.

			Η ενέργεια σχηματισμού γέφυρας υδρογόνου εξαρτάται από την γωνία και είναι μέγιστη όταν τα άτομα είναι σε ευθεία (180°) Ε:-19 kJ mol-1 και παραμένει αρνητική μόνο εντός αποκλίσεων ±12°. Συχνά μεσολαβεί ένα μόριο νερού στο ενεργό κέντρο το οποίο λειτουργεί ως γέφυρα με το πρόσδεμα (Σχήμα 5.15).
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			Σχήμα 5.15. Αλληλεπιδράσεις δεσμού υδρογόνου μεταξύ της πρωτεάσης του HIV και της σασκιναβίρης (Κωδικός PDB 1HXB). Στο κέντρο φαίνεται ένα μόριο νερού που λειτουργεί ως γέφυρα.

			Σύμπλοκο μεταφοράς φορτίου (charge-transfer)

			Όταν ένα μόριο, ισχυρός δότης ηλεκτρονίων, πλησιάσει ένα μόριο, ισχυρό δέκτη ηλεκτρονίων, μπορεί να μεταφέρει μέρος του φορτίου του στον δέκτη (Σχήμα 5.16). Οι δότες ηλεκτρονίων περιέχουν πλούσια σε π-ηλεκτρόνια συστήματα (π.χ. αλκένια, αλκίνια και αρωματικά συστήματα με υποκαταστάτες που δίνουν ηλεκτρόνια), ενώ οι δέκτες περιέχουν φτωχά σε ηλεκτρόνια π-τροχιακά (π.χ. πουρίνες, πυριμιδίνες, αρωματικά συστήματα με υποκαταστάτες που έλκουν ηλεκτρόνια).
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			Σχήμα 5.16. Σύμπλοκο μεταφοράς φορτίου.

			Ας σημειωθεί ότι κατά την αλληλεπίδραση αυτή δεν λαμβάνει χώρα μεταφορά φορτίου στη βασική κατάσταση των μορίων. Η μεταφορά ηλεκτρονίου παρατηρείται μετά από θερμική ή φωτοχημική διέγερση, η οποία οδηγεί σε διάσπαση του συμπλόκου σε δύο ελεύθερες ρίζες. 

			Τα σύμπλοκα μεταφοράς φορτίου σταθεροποιούνται όταν τα μόρια έχουν επίπεδες επιφάνειες και υπάρχει καλή αλληλοεπικάλυψη των μοριακών τροχιακών. Κατά συνέπεια η στερεοχημεία των μορίων παίζει σημαντικό ρόλο.

			Στις αλληλεπιδράσεις μεταφοράς φορτίου συμπεριλαμβάνονται και οι αλληλεπιδράσεις π-π μεταξύ αρωματικών πυρήνων (stacking effect), όπως φαίνεται στο Σχήμα 5.17.
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			Σχήμα 5.17. Αλληλεπιδράσεις π-π μεταξύ αρωματικών πυρήνων.

			Οι αλληλεπιδράσεις μεταφοράς φορτίου και αλληλεπιδράσεις π-π είναι ιδιαίτερα σημαντικές στη διαμόρφωση των πρωτεϊνών και στην ενδοπαραβολή φαρμάκων ανάμεσα στις βάσεις του DNA, ενώ αποτελεί βασικό χαρακτηριστικό για την μοριακή αναγνώριση. 

			5.2.1.1. Παράμετροι που περιγράφουν τις ηλεκτροστατικές/πολικές αλληλεπιδράσεις

			Οι ηλεκτροστατικές/πολικές αλληλεπιδράσεις μπορούν να περιγραφούν με ηλεκτρονιακές παραμέτρους που είτε εστιάζονται σε υποκαταστάτες, τμήματα ή άτομα του μορίου, είτε αφορούν σε ολόκληρο το μόριο (ενότητα 3.2.2). 

			Ηλεκτρονιακές παράμετροι υποκαταστατών είναι οι διάφορες σταθερές σ που προκύπτουν από γραμμικές Σχέσεις Ελεύθερης Ενέργειας. Oι σταθερές σ του Hammett αποτελούν ιστορικά τις πρώτες ηλεκτρονιακές παραμέτρους, που χρησιμοποιήθηκαν στη ανάλυση Hansch (ενότητα 3.1.1). Η σχέση των παραμέτρων αυτών με τη βιολογική δράση είναι γραμμικές, το δε πρόσημο του συντελεστή ρ παρέχει πληροφορίες για τον τύπο των υποκαταστατών, που ευνοούν τη δράση. Θετικό πρόσημο υποδηλώνει ότι η δράση ενισχύεται από υποκαταστάτες που έλκουν ηλεκτρόνια, δεδομένου ότι οι τιμές σ των υποκαταστατών αυτής της κατηγορίας είναι θετικές (π.χ. για την ομάδα –ΝΟ2: σm=0,71 και σp=0,78). Αντίθετα, υποκαταστάτες δότες ηλεκτρονίων έχουν αρνητικές τιμές σ (π.χ. για την αμινομάδα: σm=-0,16 και σp=-0,66). Κατά συνέπεια αρνητικό πρόσημο του συντελεστή ρ υποδηλώνει ενίσχυση της δράσης παρουσία υποκαταστατών-δοτών ηλεκτρονίων. 

			Οι ηλεκτρονιακές σταθερές σ αποτελούν τη συνισταμένη επαγωγικού φαινομένου και φαινομένου συντονισμού και αφορούν σε αρωματικά συστήματα. Για αλειφατικά συστήματα χρησιμοποιούνται οι παράμετροι σ* του Taft, ενώ περισσότερο εξειδικευμένες είναι η επαγωγική σταθερά σΙ του Charton, οι ηλεκτρονιακές σταθερές F και R των Swain και Lupton, για το επαγωγικό φαινόμενο και το φαινόμενο συντονισμού αντίστοιχα. Η ανάπτυξη των παραμέτρων σ με Γραμμικές Σχέσεις Ελευθερές Ενέργειας αναφέρεται αναλυτικά στην ενότητα 4.3. Ηλεκτρονιακές σταθερές για αντιπροσωπευτικούς υποκαταστάτες παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.2. 

			Η ανισοκατανομή του ηλεκτρονιακού νέφους στα μόρια οδηγεί σε διαφοροποίηση των μερικών φορτίων στα επιμέρους άτομα. Τα μερικά φορτία χρησιμοποιούνται συχνά σε συσχετίσεις με τη βιολογική δράση, καθώς επίσης το μέγιστο ή ελάχιστο ηλεκτροστατικό δυναμικό, η διπολική ροπή και μεγέθη ενέργειας. Ιδιαίτερα ενδιαφέρουν οι ενέργειες ΕΗΟΜΟ και ΕLUMO, που συσχετίζονται με τις αλληλεπιδράσεις μεταφοράς φορτίου. Το ενεργειακό χάσμα ΕΗΟΜΟ-ΕLUMO και η ενέργεια ιοντισμού παρέχουν πληροφορίες για τη δραστικότητα των μορίων και αποτελούν επίσης χρήσιμα μεγέθη σε ανάλυση βιολογικών δεδομένων. Ο υπολογισμός των ανωτέρω κβαντομηχανικών μεγεθών απαιτεί βελτιστοποίηση της γεωμετρίας του μορίου και εύρεση της θερμοδυναμικά ευνοϊκής διαμόρφωσης (βλέπε ενότητα 2.4).

			Οι ηλεκτροτοπολογικοί δείκτες εστιάζουν σε επιμέρους άτομα στο μόριο. Αποτελούν εύχρηστες παραμέτρους και ο υπολογισμός τους βασίζεται στη διδιάστατη δομή του μορίου (ενότητα 3.2.2)

			Πειραματικά μεγέθη που μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως ηλεκτρονιακές παράμετροι είναι οι τιμές pKa και φασματοσκοπικά δεδομένα, που προκύπτουν κυρίως από τη φασματοσκοπία υπερύθρου (IR) και NMR. Συνήθως χρησιμοποιείται η διαφορά στη μετατόπιση των κορυφών συγκριτικά με μία ένωση αναφοράς (μητρική μη υποκατεστημένη ένωση). Π.χ. η μετατόπιση στο IR μιας κετονομάδας [Δν(C=O)], ως αποτέλεσμα δομικών μετατροπών στη μητρική ένωση, εκφράζει την ηλεκτρονιακή επίδραση των μετατροπών αυτών και μπορεί να συσχετιστεί με τη διαφοροποίηση της βιολογικής δράσης στα πλαίσια μιας σειράς ενώσεων. 

			Παράμετροι για την αποτίμηση της ικανότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου περιγράφονται στην ενότητα 4.4. Ιδιαίτερη εφαρμογή σε συσχετίσεις με τη βιολογική δράση βρίσκουν το εμβαδόν πολικής επιφάνειας (PSA) και το τοπολογικό εμβαδόν πολικής επιφάνειας (TPSA), ο αριθμός ατόμων δοτών και δεκτών σε δεσμούς υδρογόνου, καθώς και οι παράμετροι οξύτητας και βασικότητας σε δεσμούς υδρογόνου, Α και Β, του Abraham. 

			5.2.2. Μη πολικές αλληλεπιδράσεις

			Δυνάμεις διασποράς (van der Waals)

			Αποτελούν ασθενείς ελκτικές δυνάμεις ισχύος 0,5 kcal/mol μεταξύ μη πολικών μορίων, οι οποίες αναπτύσσονται λόγω δημιουργίας στιγμιαίων διπόλων. Από την άλλη, όταν τα μόρια πλησιάζουν μεταξύ τους πέραν μιας κρίσιμης απόστασης, που ορίζεται από τις ακτίνες van der Waals, προκαλούνται απωστικές δυνάμεις. Η δυναμική ενέργεια λόγω έλξης των μορίων ισούται με:

			



Ε = - C/r6 





			ενώ ή ενέργεια λόγω άπωσης ισούται με:

			



Ε = + C*/r12





			Η συνολική δυναμική ενέργεια δίδεται από το δυναμικό Lennard–Jones 12,6, που υπολογίζεται από τον τύπο 5.11,

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							
							



Ε=4εσr12-σr6
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			όπου σ είναι η απόσταση στην οποία Ε=0 και ε το δυναμικό που αντιστοιχεί στο ελάχιστο της συνολικής ενέργειας (Σχήμα 5.18).
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			Σχήμα 5.18. Καμπύλη Lennard–Jones.

			Οι παράμετροι που εκφράζουν τις δυνάμεις van der Waals είναι η μοριακή διαθλασιμότητα (MR) και η πολωσιμότητα α. Τα δυο αυτά μεγέθη αλληλοσυσχετίζονται μέσω του τύπου: 

			



MR = 4πΝα/3





			όπου Ν ο αριθμός Avogadro (6.022 x 1023).

			Η μοριακή διαθλασιμότητα σχετίζεται επίσης με το δείκτη διάθλασης n και τον μοριακό όγκο V:

			



MR=n2-1n2+2v





			Ως εκ τούτου, τόσο η μοριακή διαθλασιμότητα όσο και η πολωσιμότητα έχουν μονάδες όγκου (Å3) και χρησιμοποιούνται επίσης ως στερικές παράμετροι.

			Η μοριακή διαθλασιμότητα και η πολωσιμότητα υπολογίζονται μετά από βελτιστοποίηση της 3D γεωμετρίας των μορίων. Τα λογισμικά HyperChem και Spartan είναι ευρέως χρησιμοποιούμενα λογισμικά για τον υπολογισμό των παραμέτρων αυτών.

			Η μοριακή διαθλασιμότητα μπορεί να υπολογιστεί και από τη διδιάστατη δομή των μορίων στη βάση κανόνων προσθετικότητας, Η εφαρμογή αυτή υπάρχει σε πολλά λογισμικά, μεταξύ αυτών στο ClogP. Στον Πίνακα 5.2 περιλαμβάνονται τιμές MR για επί μέρους υποκαταστάτες.

			Υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις

			Οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις αφορούν σε μη πολικά τμήματα των μορίων. Σε αντίθεση ωστόσο με τις δυνάμεις van der Waals δεν αποτελούν ελκτικές δυνάμεις ανάμεσα στα μη πολικά μόρια, αλλά οφείλονται στην τάση των μορίων του νερού να αλληλεπιδρούν μεταξύ τους αποφεύγοντας την επαφή με τις υδρόφοβες επιφάνειες του φαρμάκου και του μακρομορίου (Σχήμα 5.19).
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			Σχήμα 5.19. Σχηματική απεικόνιση υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων.

			Όπως φαίνεται στο Σχήμα 5.20, η υδρόφοβη αλληλεπίδραση απελευθερώνει μόρια νερού από τις επιφάνειες του φαρμάκου και του υποδοχέα οδηγώντας, κατά συνέπεια, σε αύξηση της αταξίας του συστήματος. Ως εκ τούτου, η υδρόφοβη αλληλεπίδραση σχετίζεται με τον εντροπικό όρο στη θερμοδυναμική ισορροπία του συμπλόκου φαρμάκου-υποδοχέα, ενώ οι ειδικές ηλεκτροστατικές/πολικές αλληλεπιδράσεις σχετίζονται με τον ενθαλπικό όρο.
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			Σχήμα 5.20. Επίδραση των υδρόφοβων και πολικών αλληλεπιδράσεων στη θερμοδυναμική ισορροπία του συμπλόκου φαρμάκου-υποδοχέα.

			Η υδρόφοβη αλληλεπίδραση εξαρτάται από τη λιποφιλία των μορίων, εκφραζόμενη από τον συντελεστή μερισμού logP, και αποτελεί μη ειδική αλληλεπίδραση. Σύμφωνα με την αρχή της ελάχιστης λιποφιλίας και τους μετρικούς κανόνες που αφορούν τη σύνδεση φαρμάκων–υποδοχέα (βλέπε ενότητα 2.7), είναι προτιμότερο η σταθεροποίηση του συμπλόκου φαρμάκου-υποδοχέα να επιτυγχάνεται μέσω ελάττωσης της ενθαλπίας και όχι μέσω αύξησης της εντροπίας προς αποφυγήν μοριακής «παχυσαρκίας» και «ελευθεριότητας» για τυχαία και συχνή αλληλεπίδραση με περισσότερους μοριακούς-στόχους.

			Η σχέση της αλληλεπίδρασης φαρμάκου–υποδοχέα με το συντελεστή μερισμού logP είναι γραμμική. Επειδή η διαφοροποίηση της βιολογικής δράσης είναι αποτέλεσμα μετατροπών στο βασικό δομικό υπόβαθρο της ένωσης-οδηγού αντί για το συντελεστή μερισμού ολόκληρου του μορίου μπορεί να χρησιμοποιηθεί το άθροισμα των υδρόφοβων σταθερών π (Σπ) ή οι επιμέρους σταθερές π στις διαφορετικές θέσεις υποκατάστασης, π.χ.:

			



log1/C=ao+axπx +ayπy +azπz + ….. 





			όπου πx, πy, πz οι σταθερές π στις θέσεις υποκατάστασης x, y, z, και ax, ay, az οι αντίστοιχοι συντελεστές που προκύπτουν με πολλαπλή γραμμική ανάλυση παλινδρόμησης. Εάν οι συντελεστές ax, ay, az διαφέρουν, λαμβάνεται η επιπλέον πληροφορία ότι η συμβολή της λιποφιλίας στην αλληλεπίδραση με τον υποδοχέα διαφοροποιείται ανάλογα με τη θέση του υποκαταστάτη.

			5.2.3. Στερικές απαιτήσεις

			Για να είναι εφικτή η αλληλεπίδραση με τον υποδοχέα πρέπει το φάρμακο να εισέλθει στο ενεργό κέντρο. Ο όγκος ή το σχήμα του μορίου ωστόσο είναι δυνατόν να μην επιτρέπει αυτή την προσέγγιση. Εξ άλλου και εντός του ενεργού κέντρου η παρουσία ογκωδών υποκαταστατών είναι δυνατόν να παρεμποδίζει τη βέλτιστη προσαρμογή του προσδέματος. Από την άλλη, αν το ενεργό κέντρο διαθέτει περιοχές με περισσότερο χώρο, η προσθήκη όγκου στο μόριο μπορεί να είναι ευνοϊκή για την αλληλεπίδρασή του με τον υποδοχέα. 

			Η σημασία των στερικών αλληλεπιδράσεων είχε αναγνωριστεί ήδη από τις πρώτες έρευνες για τις σχέσεις δομής–δράσης. Στην ανάλυση Hansch αποτελούν τον τρίτο όρο και εκφράζονται με τη σταθερά Ες του Taft, η οποία προκύπτει από γραμμικές σχέσεις ελεύθερης ενέργειας. (βλέπε ενότητα 3.1.1). Η εφαρμογή των σταθερών Ες υπόκειται σε περιορισμούς, δεδομένου ότι δεν υπάρχουν τιμές για όλους τους υποκαταστάτες. 

			Η σταθερά υ του Charton, οριζόμενη ως η διαφορά των ακτίνων van der Waals των υποκαταστατών μείον την ακτίνα van der Waals του υδρογόνου (υ=r(R)vdW-r(H)vdW), αποτελεί επίσης στερική παράμετρο. 
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			Πίνακας 5.2. Ηλεκτρονιακές, στερικές και λιπόφιλες σταθερές (δημιουργήθηκε από τα δεδομένα της παραπομπής 8). 

			Ο όγκος και η επιφάνεια του μορίου ή επιμέρους τμημάτων του, αποτελούν ευρέως χρησιμοποιούμενες στερικές παραμέτρους. Τα μεγέθη αυτά υπολογίζονται μετά από γεωμετρική βελτιστοποίηση της δομής, με βάση τις ακτίνες van de Waals των ατόμων στα μόρια, ή θεωρώντας επιπροσθέτως και τις ακτίνες van de Waals των μορίων του διαλύτη, οπότε προκύπτει ο όγκος ή η επιφάνεια προσιτή στο διαλύτη. Ο υπολογισμός του όγκου και της επιφάνειας ολόκληρου του μορίου ή επιμέρους τμημάτων, όπως η πολική επιφάνεια, περιγράφεται αναλυτικότερα στην ενότητα 4.4. Η μη πολική επιφάνεια (non polar surface area, nonPSA) υπολογίζεται ως η διαφορά: συνολική επιφάνεια–πολική επιφάνεια. Είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί επίσης ο λόγος της πολικής επιφάνειας προς τη συνολική ή προς τη μη πολική επιφάνεια. Ο λόγος της συνολικής επιφάνειας προς τον συνολικό όγκο παρέχει πληροφορίες για το πόσο συμπαγές είναι το μόριο.

			Η εύρεση της θερμοδυναμικά ευνοϊκής διαμόρφωσης επιτρέπει επίσης τον υπολογισμό του μήκους των δεσμών, γωνιών, δίεδρων γωνιών, αποστάσεων και κέντρων συμμετρίας. Τα μεγέθη αυτά αποτελούν γεωμετρικές παραμέτρους και παρέχουν πληροφορίες για τον μέγεθος και το σχήμα του μορίων και μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν ως στερικές παράμετροι. Τα λογισμικά HyperChem και Spartan χρησιμοποιούνται ευρέως για τον υπολογισμό παραμέτρων όγκου/επιφάνειας και γεωμετρικών παραμέτρων

			Τέλος, το μοριακό βάρος (MB) ή ο αριθμός των βαρέων ατόμων (όλα τα άτομα πλην του υδρογόνου), αποτελούν εύχρηστες αν και πολύ γενικές παραμέτρους για το μέγεθος του μορίου. Γενικώς, μόρια με μεγάλο μοριακό βάρος δεν προτιμούνται. Αυτό οδήγησε και στον πρώτο μετρικό κανόνα φαρμακο-ομοιότητας, που αναφέρεται στην αλληλεπίδραση με τον υποδοχέα, την αποτελεσματικότητα προσδέματος, LE,. Σύμφωνα με τον κανόνα αυτόν η δράση κανονικοποιείται ως προς το μέγεθος του μορίου, εκφρασμένο με τον αριθμό βαρέων ατόμων (ενότητα 2.7.2.1). 

			5.3. Στερεοχημικοί παράγοντες και βιολογική δράση

			5.3.1. Γενικές βασικές αρχές9,10

			Το μέγεθος, αλλά και η μορφή ενός μορίου στο χώρο είναι, πολλές φορές, ο καθοριστικός παράγοντας στην εμφάνιση της βιολογικής δράσης. Για μερικούς τύπους δράσης είναι απαραίτητη η ύπαρξη ενός επίπεδου μορίου, ενώ για άλλους χρειάζεται ένα τρισδιάστατο ογκώδες μόριο. Η ατροπίνη είναι ένα παράδειγμα φαρμακομορίου που περιέχει έναν μη-επίπεδο δακτύλιο, ενώ η 9-αμινοακριδίνη είναι ένα τυπικό φαρμακομόριο, που αποτελείται από επίπεδες δομές. Και οι δυο αυτές μορφές δομικής αρχιτεκτονικής είναι συνηθισμένες στις βιοενεργείς ενώσεις και, πολλές φορές, συνυπάρχουν όπως, για παράδειγμα, στη νικοτίνη.
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			Σχήμα 5.21. Δομές επίπεδων και μη-επίπεδων φαρμακομορίων.

			Κάθε δακτύλιος φαινυλίου ή δακτύλιος πυριδινικός επιτρέπει σύνδεση ισχύος 2-3 Kcal/mol με τον υποδοχέα/ένζυμο, διαμέσου αλληλεπιδράσεων τύπου van der Waals. Εάν για τη μελέτη της σχέσης δομής-βιολογικής δράσης γίνει αντικατάσταση ενός τέτοιου δακτυλίου με έναν περισσότερο κορεσμένο δακτύλιο τότε οι παρακάτω αρχές πρέπει να ληφθούν υπόψη: α) ο κυκλοπεντανικός δακτύλιος είναι σχεδόν επίπεδος όπως και ο πενταμελής δακτύλιος της ριβόζης, β) ο κυκλοπεντενικός δακτύλιος είναι επίπεδος, αλλά ο κυκλοβουτανικός, κυκλοεξενικός και κυκλοεξανικός είναι πτυχωμένοι (puckered). Πάντως, ακόμα και αν ο κυκλοβουτανικός δακτύλιος ήταν επίπεδος, θα παρουσίαζε μόνο τα 2/3 της ενέργειας σύνδεσης τύπου van der Waals του φαινυλίου.

			Η αντικατάσταση των φαινυλικών ομάδων έχει γίνει πολλές φορές ως δοκιμή της αναγκαιότητας της ύπαρξης μιας επίπεδης δομής σε ένα φάρμακο. Έτσι, όταν το φαινύλιο στην αμφεταμίνη, καθώς και σε σχετικές φαιναιθυλαμίνες, αντικατασταθεί με κυκλοβούτυλο, με κυκλοεξενικό και με κυκλοεξανικό δακτύλιο, τότε παρατηρείται μια σταδιακή μείωση της φαρμακοδυναμικής δράσης.
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			Σχήμα 5.22. Επίδραση πτύχωσης δακτυλίου στη βιολογική δράση.

			Το φαινόμενο της στερεοχημικής παρεμπόδισης είναι πολύ γνωστό στη συνθετική οργανική χημεία. Για παράδειγμα, είναι πολύ πιο δύσκολο να γίνει εστεροποίηση του τριμεθυλοξικού οξέος σε σύγκριση με το προπιονικό οξύ.
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			Σχήμα 5.23. Επίδραση στερεοχημικής παρεμπόδισης σε αντίδραση εστεροποίησης.

			Στερεοχημικές επιδράσεις καθορίζουν, κατά ένα ποσοστό, τις φυσικοχημικές ιδιότητες των μορίων, όπως για παράδειγμα τη διαλυτότητά τους στο νερό. Όπως βλέπουμε στον Πίνακα 5.3, η διαλυτότητα των ισομερών πεντανολών αυξάνει, όταν η πλευρική αλυσίδα περιέχει περισσότερες μικρότερες πλευρικές αλυσίδες. Παρατηρείται επίσης και μείωση της λιποφιλίας τους, που όμως δεν είναι απόλυτα ανάλογη με την αύξηση της διαλυτότητάς τους στο νερό.
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			Πίνακας 5.3. Διαλυτότητα και λιποφιλία ισομερών πεντανολών.

			Η στερεοχημική παρεμπόδιση στην ενζυμική υδρόλυση έχει ενσωματωθεί στη δομή πολλών φαρμάκων για την αύξηση της σταθερότητάς τους. Για παράδειγμα, η μεθικιλλίνη, λόγω του ογκώδους αλλά και σε κατάλληλη στερεοδιάταξη πλευρικού υποκαταστάτη που παρεμποδίζει την πυρηνόφιλη προσβολή στον β-λακταμικό δακτύλιο του μορίου, είναι σταθερή στην υδρολυτική δράση των β-λακταμασών. Επίσης, η λιδοκαϊνη, που περιέχει σε ορθο-θέση δύο μεθύλια, υδρολύεται συγκριτικά πιο αργά από άλλα τοπικά αναισθητικά και παρουσιάζει παρατεταμένη βιολογική δράση.

			[image: ]

			Σχήμα 5.24. Επίδραση στερεοχημικής παρεμπόδισης στην ενζυμική υδρόλυση.

			Ένα παράδειγμα της αναγκαιότητας της στερεοχημικής παρεμπόδισης για την εμφάνιση συγκεκριμένης βιολογικής δράσης είναι το βρετύλιο που χρησιμοποιείται ως αντιυπερτασικό/αντιαρρυθμικό φάρμακο (αποτρέπει την απελευθέρωση νορεπινεφρίνης μετά από νευρωνική διέγερση). Έχει βρεθεί ότι το άτομο βρωμίου στο μόριο αυτού του φαρμάκου μπορεί να αντικατασταθεί με χλώριο, ιώδιο, μια μεθυλο- ή νιτρο-ομάδα χωρίς μείωση της βιολογικής δράσης. Αντίθετα, η αντικατάσταση του βρωμίου με υδρογόνο καταστρέφει τη βιολογική δράση. Έτσι, έχει προταθεί ότι αυτοί οι ογκώδεις oρθο-υποκαταστάτες είναι απαραίτητοι, διότι αναγκάζουν τη πλευρική αλυσίδα να πάρει τέτοια διαμόρφωση, ώστε να βρίσκεται εκτός του επιπέδου του βενζολικού δακτυλίου. Φαίνεται ότι αυτή η διαμόρφωση αντιστοιχεί στη φαρμακοφόρο διαμόρφωση του βρετυλίου. 

			[image: ]

			Σχήμα 5.25. Επίδραση στερεοχημικής παρεμπόδισης στη φαρμακοδυναμική δράση.

			Ένα άλλο παράδειγμα είναι οι ορμόνες του θυρεοειδούς αδένα τριιωδοθυρονίνη και θυροξίνη. Σε αυτές τις ορμόνες, οι ιωδο-υποκαταστάτες των θέσεων C-3 και C-5 αναγκάζουν τους δυο αρωματικούς δακτυλίους των μορίων να βρίσκονται σε επίπεδα κάθετα μεταξύ τους. Φαίνεται ότι αυτή είναι η απαραίτητη στερεοδιάταξη για εμφάνιση βιολογικής δράσης. Έτσι, εάν οι ιωδο-ομάδες των θέσεων C-3 και C-5 αντικατασταθούν με λιγότερο ογκώδεις δομές, η βιολογική δράση μειώνεται σημαντικά.
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			Σχήμα 5.26. Φαρμακοφόρος διαμόρφωση των ορμονών του θυρεοειδούς αδένα.

			5.3.2. Η σημασία της οπτικής ισομέρειας στην εμφάνιση της βιολογικής δράσης9-12

			Ο οργανισμός αποτελεί ένα χειρόμορφο περιβάλλον. Ως εκ τούτου αναμένεται διαφορετική βιολογική συμπεριφορά των οπτικών αντιπόδων ενώσεων που περιέχουν ασύμμετρο άτομο, παρόλο που οι φυσικοχημικές τους ιδιότητες δεν διαφέρουν. Ο Cushy (1926) ήταν ο πρώτος που αναγνώρισε ότι η διαφορά στη βιολογική δράση μεταξύ των εναντιομερών οφειλόταν κυρίως στη διαφορετική τους ικανότητα να προσαρμόζονται στους υποδοχείς. Σημειώνεται ότι το εναντιομερές ενός μορίου που παρουσιάζει τη μεγαλύτερη βιολογική δράση αποκαλείται ευτομερές ενώ ο αντίποδάς του με τη μικρότερη βιολογική δράση δυστομερές. 

			Όταν δεν υπάρχει διαφορά στη βιολογική δράση μεταξύ των εναντιομερών, τότε μπορεί να υποτεθεί ότι:

			α) δεν υπάρχει ειδικός υποδοχέας,

			ή β) το ασύμμετρο άτομο του φαρμακομορίου δεν συμμετέχει στην αλληλεπίδραση με τον υποδοχέα,

			ή γ) η αλληλεπίδραση φαρμάκου-υποδοχέα γίνεται μόνο με δύο σημεία,

			ή δ) γίνεται εκλεκτική in vivo μετατροπή του αδρανούς εναντιομερούς στο δραστικό εναντιομερές.

			5.3.2.1. Παραδείγματα εναντιομερών με ταυτόσημη βιολογική δράση

			Τα εναντιομερή διαφόρων βαρβιτουρικών (όταν βεβαίως αυτά εμπεριέχουν ασύμμετρο άτομο στην πλευρική αλυσίδα της C-5 θέσης) παρουσιάζουν εξίσου ισχυρή υπνωτική δράση. Η (+) και η (_) κοκαΐνη είναι ισχυρά τοπικά αναισθητικά. Η (+) και η (_) χλωροκίνη έχουν ισοδύναμη ανθελονοσιακή δράση. Η (+) και η (_) προμεθαζίνη παρουσιάζουν ισχυρή αντι-ισταμινική δράση.
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			Σχήμα 5.27. Φαρμακομόρια που δεν παρουσιάζουν εναντιεκλεκτικότητα στη βιολογική δράση.

			Ειδική περίπτωση αποτελεί η ιμπουπροφαίνη και τα σχετικά αντιφλεγμονώδη αρυλοπροπιονικά οξέα. Παρόλο ότι κλινικά χορηγείται η ρακεμική μορφή της ιμπουπροφαίνης, η αντιφλεγμονώδης δράση της οφείλεται στο S-εναντιομερές που αναστέλλει τη βιοσύνθεση των προσταγλανδινών διαμέσου αναστολής της κυκλοξυγονάσης. Έχει επίσης διαπιστωθεί ότι το R-εναντιομερές της ιμπουπροφαίνης βιομετατρέπεται in vivo στον δραστικό αντιφλεγονώδες S-αντίποδά της διαμέσου του αντίστοιχου CoA-θειοεστέρα, όπως φαίνεται στο Σχήμα 5.28 15.
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			Σχήμα 5.28. In vivo βιομετατροπή εναντιομερούς στον αντίποδά του.

			Κατά συνέπεια, τα δυο εναντιομερή της ιμπουπροφαίνης in vivo παρουσιάζουν συνολικά παραπλήσια αντιφλεγμονώδη δράση. Όμως, το συνένζυμο A παίζει σημαντικό ρόλο στον ενδιάμεσο μεταβολισμό και στη διατήρηση των επιπέδων ακυλο-CoA. Έτσι, ο σχηματισμός ιμπουπροφαίνης-CoA αναστέλλει πλήρως αρκετές από τις αντιδράσεις που εξαρτώνται από το συνένζυμο A και προκαλεί διαταραχές στον ηπατοκυτταρικό ενδιάμεσο μεταβολισμό και στη μιταχονδριακή λειτουργία. Μπορούμε λοιπόν να ισχυριστούμε ότι η χρήση της καθαρού S-εναντιομερούς της ιμπουπροφαίνης είναι προτιμητέα γιατί επιτρέπει τη μείωση της δόσης ενώ ελαχιστοποιεί την πιθανότητα εμφάνισης ανεπιθύμητων ενεργειών16.

			Όταν ένα εναντιομερές είναι βιολογικά δραστικότερο από το άλλο, τότε σπανίως εμφανίζεται ανταγωνιστική δράση μεταξύ τους. Για αυτόν τον λόγο, το μίγμα των δυο εναντιομερών (ρακεμικό μίγμα) παρουσιάζει συνήθως τον μέσο όρο της δραστικότητας των δυο συστατικών του. Μεταξύ των σπάνιων εξαιρέσεων αυτού του γενικού κανόνα είναι η D-ιστιδίνη που αναστέλλει την υδρολυτική διάνοιξη του ιμιδαζολικού δακτυλίου της L-ιστιδίνης από το ένζυμο ιστιδάση. Επίσης, σε ορισμένους τύπους υποδοχέων η S-απομορφίνη είναι ανταγωνιστής ενώ η R-απομορφίνη αγωνιστής της ντοπαμίνης17.
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			Σχήμα 5.29. Φαρμακομόρια που τα εναντιομερή τους παρουσιάζουν ανταγωνισμό στη δράση.

			5.3.2.2. Παραδείγματα εναντιομερών με διαφορετική βιολογική δράση

			Υπάρχει και ένας μεγάλος αριθμός παραδειγμάτων που η φαρμακολογική δράση των δύο εναντιομερών παρουσιάζει τεράστια διαφορά και, έτσι, τα εναντιομερή αυτών των βιοδραστικών ενώσεων διακρίνονται σε ευτομερή και δυστομερή.

			Η (_)-ισοπροπυλονορεπινεφρίνη (ισοπρεναλίνη) έχει 800 φορές μεγαλύτερη βρογχοδιασταλτική δράση από το (+)-ισομερές. Παρομοίως, το φυσικό (_)-ισομερές της επινεφρίνης παρουσιάζει 12-20 φορές μεγαλύτερη βιολογική δράση από το εναντιομερές του. Και πάλι, η (+)-μορφή της ακετυλο-β-μεθυλοχολίνης είναι περίπου 200 φορές περισσότερο δραστική στο γαστρεντερικό σύστημα από την (_)-μορφή. 

			Η (_)-λεβορφανόλη, ένα συνθετικό αναλγητικό, παρουσιάζει σταθερά διάσπασης (KD) της τάξης των 10-9 Μ (που σημαίνει ότι αυτό το φάρμακο καταλαμβάνει τους μισούς από τους διαθέσιμους υποδοχείς σε νανομοριακές συγκεντρώσεις). Η (+)-δεξτρορφάνη, που είναι το εναντιομερές της (_)-λεβορφανόλης, έχει ΚD μόνον της τάξης των 10-2 Μ. Κατά συνέπεια, η δεξτρορφάνη δεν παρουσιάζει αναλγητική δράση, αλλά είναι ένα πολύ αποτελεσματικό αντιβηχικό. Στην περίπτωση αυτή, δηλαδή, παρατηρείται ποιοτική διαφοροποίηση της δράσης.

			Η νικοτίνη παρουσιάζει ένα πολύ πρωτότυπο χαρακτηριστικό: η διαφορά της δραστικότητας μεταξύ της φυσικής (_)-μορφής και του αντίποδά της [δηλ. (+)-μορφή] εξαρτάται από την περιοχή (όργανο, ιστός) που γίνεται το βιολογικό πείραμα. Πειραματικά παρατηρήθηκαν αναλογίες φαρμακολογικής δράσης από 1:1 μέχρι 1:40 με την (-)-μορφή κατά κανόνα να είναι συγκριτικά περισσότερο δραστική.
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			Σχήμα 5.30. Φαρμακομόρια που παρουσιάζουν εναντιεκλεκτικότητα στη βιολογική δράση.

			Σε πολλές αδρενεργικές αμίνες έχει μελετηθεί η σχέση οπτικής ισομέρειας και υπερτασικής δράσης. Έχει προταθεί ότι, η R(-)-επινεφρίνη προσαρμόζει στους υποδοχείς με τρεις ομάδες: α) την αμινομάδα, β) τον αρωματικό δακτύλιο και γ) την αλκοολική υδροξυ-ομάδα της πλευρικής αλυσίδας. Το βιολογικά λιγότερο δραστικό οπτικό ισομερές, S(+)-επινεφρίνη, μπορεί να επιδράσει μόνο με δύο ομάδες. Αυτό φαίνεται διαγραμματικά στο παρακάτω σχήμα.
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			Σχήμα 5.31. Αλληλεπίδραση εναντιομερών επινεφρίνης με υποδοχείς διαμέσου τριών ομάδων πρόσδεσης.

			Κατά συνέπεια, εάν η παραπάνω υπόθεση είναι σωστή θα περιμέναμε ότι η δεσοξυεπινεφρίνη (επινίνη), που δεν περιέχει υδροξύλιο στον πλευρικό υποκαταστάτη, να παρουσιάζει παραπλήσια δραστικότητα με το λιγότερο βιολογικά δραστικό S(+)-εναντιομερές της επινεφρίνης. Σειρά βιολογικών πειραματικών δεδομένων έχουν επιβεβαιώσει αυτήν την υπόθεση, αφού η επινίνη εμφανίζει μικρή αδρενεργική δραστικότητα παραπλήσια της S(+)-επινεφρίνης.
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			Σχήμα 5.32. Δομή δεσοξυεπινεφρίνης.

			Πολλές ενώσεις, που είναι βιολογικά δραστικές αλλά δεν περιέχουν τις κατάλληλες δομές για εμφάνιση οπτικής ισομέρειας, παρουσιάζουν διαφορές στη βιολογική δράση, όταν η δυνατότητα οπτικής ισομέρειας ενσωματωθεί στη δομή τους. Παράδειγμα: οι αυξητικές ορμόνες των φυτών δεν περιέχουν ασύμμετρο άτομο άνθρακα και, κατά συνέπεια, δεν παρουσιάζουν οπτικά ισομερή ζεύγη. Εάν όμως ένα ασύμμετρο άτομο εισαχθεί σκόπιμα, όπως π.χ. στο α-(2,4,5)-τριχλωροφαινοξυπροπιονικό οξύ, τότε η βιολογική δράση βρίσκεται κυρίως στη (+)-μορφή.
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			Σχήμα 5.33. Δομή χειρόμορφου αυξητικού παράγοντα φυτών.

			Αυτά τα αποτελέσματα οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι για να δράσουν αυτές οι φυτικές ορμόνες πρέπει να αλληλεπιδράσουν με υποδοχείς σε τρία διαφορετικά σημεία (δηλαδή, με τρόπο ανάλογο με την επινεφρίνη).

			Η προπρανολόλη, που ήταν και ο πρώτος κλινικά χρήσιμος αναστολέας των β-αδρενεργικών υποδοχέων για την αντιμετώπιση της υπέρτασης, εμφανίζει αυτή τη βιολογική δράση στο αριστερόστροφο (S) ισομερές. Πάντως, και τα δύο εναντιομερή σταθεροποιούν τις μεμβράνες και παρουσιάζουν τοπική αναισθητική δράση.

			[image: ]

			Σχήμα 5.34. Δομή πρώτου β-αδρενεργικού αναστολέα.

			Η λαβετόλη, ανάλογο της προπρανολόλης, έχει τέσσαρα στερεοϊσομερή, δυο εναντιομερή (R,R και S,S) και δυο διαστερεοϊσομέρή (R,S και S,R), επειδή στο μόριό της υπάρχουν δυο ασύμμετρα κέντρα. Τα (R,S) και (S,S) ισομερή είναι βιολογικά αδρανή, το (S,R) ισομερές είναι α-αδρενεργικός αναστολέας ενώ το (R,R) αναστέλλει τους β-αδρενεργικούς υποδοχείς και παρουσιάζει παρόμοια αντιυπερτασική δράση με την προπρανολόλη.
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			Σχήμα 5.35. Δομή αδρενεργικού αναστολέα με δυο ασύμμετρα άτομα άνθρακα.

			Κύριο μειονέκτημα της γενικευμένης αρχής ότι η διαφορά στη βιολογική δράση των εναντιομερών οφείλεται στη διαφορετική τους ικανότητα να προσαρμόζονται με τον υποδοχέα/ένζυμο είναι ότι δεν λαμβάνει υπόψη ότι είναι δυνατόν να μη φτάνουν στους υποδοχείς στις ίδιες συγκεντρώσεις. Αν και η παθητική διάχυση δεν επηρεάζεται, η διαφοροποίηση των συγκεντρώσεων των εναντιομερών στον τόπο δράσης μπορεί να οφείλεται σε παράγοντες όπως: εναντιοεκλεκτική βιομετατροπή, εναντιοεκλεκτική διάβαση βιολογικών μεμβρανών και εναντιοεκλεκτική απορρόφηση σε περιοχές απώλειας.

			5.3.2.3. Παραδείγματα φαρμάκων που υπάρχει διαφορά μεταξύ εναντιομερών στο ρυθμό ή στον τρόπο μεταβολισμού τους9,10,14

			α) Μελέτες σε ανθρώπους έχουν δείξει ότι το λιγότερο δραστικό (+) εναντιομερές της προπρανολόλης μεταβολίζεται πιο γρήγορα συγκριτικά με το (_) εναντιομερές. Επίσης, η αλλυλική υδροξυλίωση της εξοβαρβιτάλης έχει βρεθεί ότι συμβαίνει πιο γρήγορα στο R(_) εναντιομερές της στους ανθρώπους.
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			Σχήμα 5.36. Φαρμακομόρια με εναντιοεκλεκτικό ρυθμό μεταβολισμού.

			β) Πολλές φορές, τα εναντιομερή μεταβολίζονται με διαφορετικούς τρόπους. Έτσι, το (+) εναντιομερές του υπνωτικού γλουτεθιμίδη υδροξυλιώνεται κυρίως στη θέση α- ως προς το καρβονύλιο για να δώσει την 4-υδροξυγλουτεθιμίδη, ενώ το (_) εναντιομερές υδροξυλιώνεται στην ω-1 αλειφατική θέση του αιθυλικού υποκαταστάτη.
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			Σχήμα 5.37. Φαρμακομόριο με εναντιοεκλεκτικό τρόπο μεταβολισμού.

			γ) Τεράστιες διαφορές στη μεταβολική τύχη των δύο εναντιομερών του αντιπηκτικού βαρφαρίνη, έχουν σημειωθεί στον άνθρωπο. Έτσι, το δραστικότερο S(_) ισομερές υδροξυλιώνεται στην C-7 θέση (αρωματική υδροξυλίωση), ενώ το R(+) ισομερές ανάγεται στην κετονική ομάδα για να δώσει, κυρίως, την R,S(+)-αλκοόλη της βαρφαρίνης ως τον κύριο μεταβολίτη στο πλάσμα του αίματος.
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			Σχήμα 5.38. Φαρμακομόριο με εναντιοεκλεκτικό τρόπο μεταβολισμού.

			Η εκλεκτικότητα στη διάβαση των εναντιομερών διαμέσου βιολογικών μεμβρανών, μπορεί να οφείλεται στην ύπαρξη ασύμμετρων κέντρων στη δομή της μεμβράνης. Απλό παράδειγμα μιας τέτοιας εκλεκτικότητας είναι η προσρόφηση μόνον του (+) ισομερούς του α-ναφθυλογλυκολικού οξέος από τα τοιχώματα των τριχών. Επίσης, η μεταφορά μορίων διαμέσου μεμβρανών από τα ένζυμα της ομάδας των περμεασών μπορεί να είναι μια εκλεκτική διαδικασία ενεργού μεταφοράς. Για παράδειγμα, μόνον τα L ισομερή των αμινοξέων βαλίνη, λευκίνη και ισολευκίνη διαπερνούν το κυτταρικό τοίχωμα βακτηρίων, όπως της E. Coli, με τη βοήθεια των περμεασών.

			Τα εναντιομερή των φαρμάκων μπορεί να παρουσιάζουν διαφορές στη βιολογική δράση επειδή αλληλεπιδρούν στερεοεκλεκτικά με μη-ειδικούς υποδοχείς (αλβουμίνη, α–όξινη γλυκοπρωτεΐνη, περιοχές απώλειας). Αυτό σημαίνει ότι ένα μόνον από τα εναντιομερή αντιδρά με αυτούς τους μη ειδικούς υποδοχείς (που ωστόσο είναι στερεοχημικά παρόμοιοι με τους ειδικούς υποδοχείς μιας συγκεκριμένης δράσης). Η αλληλεπίδραση του συγκεκριμένου εναντιομερούς με τους μη-ειδικούς υποδοχείς αδρανοποιεί προσωρινά το φάρμακο. Κατά συνέπεια, προκαλείται συνολική μείωση της δραστικότητάς του, δεδομένου ότι η συγκέντρωσή του στο περιβάλλον του ειδικού υποδοχέα-στόχου είναι συγκριτικά μικρότερη. Παράδειγμα ελάττωσης της δραστικότητας ενός φαρμάκου λόγω προσρόφησης σε περιοχές απώλειας είναι η περίπτωση του ανθελονοσιακού φαρμάκου κινίνη.

			Πάντως, η εναντιοεκλεκτικότητα στο μεταβολισμό και στη μεταφορά διαμέσου των μεμβρανών που περιγράφηκε ανωτέρω, δεν είναι ο κύριος παράγοντες εμφάνισης εναντιοεκλεκτικότητας στη βιολογική δράση in vivo, με τους ειδικούς υποδοχείς/ένζυμα να αποτελούν την πλέον σημαντική και πιθανή περιοχή εμφάνισης εναντιοεκλεκτικότητας.

			5.3.3. Η σημασία της γεωμετρικής ισομέρειας στην εμφάνιση της βιολογικής δράσης9,10

			Όταν γίνεται αναφορά στη διαφορά της βιολογικής δράσης μεταξύ γεωμετρικών ισομερών, πρέπει να λαμβάνεται υπόψη ότι, η κατανομή αυτών των ισομερών ενώσεων στα βιολογικά συστήματα είναι διαφορετική επειδή υπάρχουν σημαντικές διαφορές στις φυσικοχημικές ιδιότητές τους. Για παράδειγμα, το μηλεϊνικό οξύ έχει σημείο τήξης 130ο C, pKa 1,9 και 6,2 και είναι ευδιάλυτο στο νερό, αντίθετα, το γεωμετρικό του ισομερές, φουμαρικό οξύ, έχει σημείο τήξης 287ο C, pKa 3,0 και 4,5 και είναι δυσδιάλυτο στο νερό.

			[image: ]

			Σχήμα 5.39. Γεωμετρικά ισομερή και φυσικοχημικές διαφορές.

			Ως εκ τούτου, και σε αντίθεση με την κατηγορία των εναντιομερών ενώσεων, συχνά είναι πολύ δύσκολο να συσχετίσουμε τις διαφοροποιήσεις στη βιολογική δράση μόνο με τη διαφορά που υπάρχει στη διάταξη των υποκαταστατών στο χώρο μεταξύ των γεωμετρικών ισομερών. Για παράδειγμα, ένα από τα ισομερή μπορεί να βρίσκεται σε μεγαλύτερο συγκριτικά ποσοστό με την ιοντική του μορφή σε φυσιολογικό pH, με αποτέλεσμα να υπάρχει σημαντική διαφορά στην απορρόφηση και στη διάβαση των βιολογικών μεμβρανών. Κατά συνέπεια, υπάρχει σημαντική διαφορά στη βιολογική δράση.

			Σε αριθμό παραδειγμάτων όμως, η παρατηρούμενη διαφορά στη βιολογική δράση των γεωμετρικών ισομερών μπορεί να αποδοθεί στην παρατηρούμενη διαφορά της ενδοατομικής απόστασης των ομάδων που είναι απαραίτητες για εμφάνιση βιολογικής δράσης στον υποδοχέα. Κλασική περίπτωση αποτελεί η διαιθυλοστιλβοιστρόλη, ένα φάρμακο που συντέθηκε ως αγωνιστής της οιστρογόνου ορμόνης οιστραδιόλη. Το Ε(trans)-ισομερές της διαιθυλοστιλβοιστρόλης είναι 14 φορές δραστικότερο από το Ζ(cis)-ισομερές. Όπως μπορεί να φανεί από το Σχήμα 5.20, η ενδοατομική απόσταση μεταξύ των ομάδων -OΗ της Ε(trans)-διαιθυλοστιλβοιστρόλης (1,185 nm) είναι παραπλήσια με αυτήν των ομάδων -OΗ της οιστραδιόλης (1,099 nm), κάτι που δεν υφίσταται στην περίπτωση της Ζ(cis)-διαιθυλοστιλβοιστρόλης.
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			Σχήμα 5.40. Γεωμετρικά ισομερή και ενδοατομικές αποστάσεις.

			5.3.4. Η σημασία της διαμόρφωσης στην εμφάνιση της βιολογικής δράσης9,10,13

			Στην προηγούμενη συζήτηση είδαμε ότι, πολλές φορές, οι υποδοχείς παρουσιάζουν στερεοεκλεκτικότητα στις αλληλεπιδράσεις τους με το φαρμακομόριο. Κατά συνέπεια, έχουν γίνει προσπάθειες για τη συσχέτιση της βιολογικής δράσης και με την τρίτη, και ίσως περισσότερο περίπλοκη μορφή ισομέρειας, που είναι οι διαμορφώσεις ενός φαρμακομορίου. Αυτού του τύπου ισομέρεια εμφανίζεται σε ενώσεις που υπάρχει σχετικά μικρή ενεργειακή παρεμπόδιση της ελεύθερης περιστροφής των υποκαταστατών γύρω από τους άξονες που προσδιορίζονται από τους χημικούς δεσμούς του μορίου.

			Μελέτες έχουν δείξει ότι σε μερικά ένζυμα γίνεται αλλαγή της διαμόρφωσης του ενεργού κέντρου τους κατά την αλληλεπίδραση με προσδέματα (ligands) ή με υποστρώματα (substrates). Για παράδειγμα, τέτοιες αλλαγές διαμόρφωσης έχουν βρεθεί, από κρυσταλλογραφικές μελέτες καθώς και αναλύσεις φασμάτων πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού, για την καρβοξυπεπτιδάση και την αιμοσφαιρίνη. Επίσης, εκλεκτικότητα στη διαμόρφωση για τη δράση έχει αποδειχθεί και για το συνένζυμο NADH. Έτσι, μερικά αποένζυμα, που χρησιμοποιούν αυτό το συνένζυμο, απομακρύνουν εκλεκτικά μόνον το αξονικό ή μόνον το ισημερινό υδρογόνο της C-4 θέσης, ανάλογα με τον τύπο της καταλυτικής τους δράσης.

			[image: ]

			Σχήμα 5.41. Επίδραση διαμόρφωσης στην αναγωγική δράση του NADH.

			Οι μελέτες των σχέσεων της διαμόρφωσης (υποδοχέα ή ενεργού κέντρου ενζύμου και συνενζύμου / προσδέματος ή υποστρώματος) και βιολογικής δράσης χρησιμοποιήθηκαν στην ανάπτυξη θεωριών και για τον τρόπο αλληλεπίδρασης φαρμακομορίου-υποδοχέα/ενεργού κέντρου-ενζύμου. Παρακάτω φαίνονται σχηματικά πιθανοί τρόποι αλλαγών στη διαμόρφωση των υποδοχέων/ενζύμων και φαρμακομορίων κατά τις αλληλεπιδράσεις τους.
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			Σχήμα 5.42. Θεωρίες αλληλεπίδρασης προσδέματος με υποδοχείς/ένζυμα.

			Στην αρχική υπόθεση «κλειδιού-κλειδαριάς» (“lock and key”), μόνον ένα διαμορφωμερές του φαρμάκου μπορεί να αλληλεπιδράσει με το δύσκαμπτο υποδοχέα (Σχήμα 5.42, Α). Στο δεύτερο μοντέλο, γνωστού ως «φερμουάρ» (“zipper”), οποιοδήποτε από τα διαμορφωμερή του φαρμάκου μπορεί να προσαρμοστεί με τον δύσκαμπτο υποδοχέα με μια σταδιακή αλλαγή της διαμόρφωσής του (Σχήμα 5.42, Β). Η πλέον σύγχρονη και γενικά αποδεκτή θεώρηση είναι του μοντέλου της «επαγόμενης προσαρμογής» (“induced fit”). Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, τόσο στο φαρμακομόριο όσο και στο βιομακρομόριο παρατηρούνται αντιστρεπτές αλλαγές στις διαμορφώσεις τους (Σχήμα 5.42, Γ). Η ενέργεια που απαιτείται για τις αλλαγές αυτές στις διαμορφώσεις προέρχεται από τις δυνάμεις που αναπτύσσονται κατά τη σταδιακή προσαρμογή του προσδέματος με το βιομακρομόριο, καθώς και από την αύξηση της εντροπίας, που οφείλεται στην αύξηση της αταξίας των μορίων του νερού που εκτοπίζονται από το ενεργό κέντρο του βιομακρομορίου.

			Συνοψίζοντας λοιπόν, πρέπει να τονιστεί ότι η φαρμακοφόρος διαμόρφωση μιας βιοενεργούς ένωσης δεν είναι απαραίτητα και η ενεργειακά σταθερότερη διαμόρφωσή της. Για παράδειγμα, το διαμορφωμερές του αντικαρκινικού φαρμάκου μεθοτρεξάτη, που προσδένεται στη διυδροφυλλική αναγωγάση, διαφέρει σημαντικά (RMSD=3,47 Å) από το διαμορφωμερές ολικής (global) ελάχιστης ενέργειας, όπως φαίνεται στο Σχήμα 5.43.

			[image: ]

			Σχήμα 5.43. Διαφορές στη στερεοδιάταξη των διαμορφωμερών του αντικαρκινικού φαρμάκου μεθοτρεξάτη (δημιουργήθηκε από τα δεδομένα της παραπομπής 19).

			Υπενθυμίζεται ότι ο δείκτης RMSD (root mean square deviation) αποτελεί την τετραγωνική ρίζα της μέσης απόκλισης των τετραγώνων των διαφορών (αποστάσεων). Με χρήση μοριακής προσομοίωσης, οι δυο διαμορφώσεις της ένωσης που συγκρίνονται τοποθετούνται στο χώρο έτσι ώστε τα βαριά άτομα που είναι ίδια να βρίσκονται ανά δυάδα όσο το δυνατό πλησιέστερα. Στη συνέχεια προσδιορίζονται οι αποστάσεις των ιδίων βαρέων ατόμων σε Å ανά δυάδα (xi), ο αριθμός των δυάδων μετρείται (n) και η τιμή του δείκτη RMSD υπολογίζεται σύμφωνα με την εξίσωση 5.1219.
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			Επιπλέον, η τριτοταγής δομή ενός ενζύμου επίσης εξαρτάται από τη μοριακή δομή του προσδέματός του. Στο Σχήμα 5.44 φαίνεται διαγραμματικά η τριτοταγής δομή της πεπτιδικής αλυσίδας της αναγωγάσης της αλδόζης (ALR2) που είναι συν-κρυσταλλωμένη είτε με το κιτρικό οξύ ή με τη ζοπολρεστάτη. Σημειώνεται ότι τα σχήματα των τριτοταγών δομών της ALR2 δημιουργήθηκαν με το πρόγραμμα RasMol v. 2.7.0.7 από αντίστοιχο αρχείο Brookhaven (.pdb) της πρωτεΐνης20.
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			Σχήμα 5.44. Τριτοταγής δομή της πεπτιδικής αλυσίδας της αναγωγάσης της αλδόζης (ALR2) που είναι συν-κρυσταλλωμένη είτε με το κιτρικό οξύ (αριστερά) ή με τη ζοπολρεστάτη (δεξιά).

			Οι διαμορφώσεις πολλών βιοενεργών ενώσεων έχουν μελετηθεί σε στερεά κατάσταση (από κρυσταλλογραφικά δεδομένα με ακτίνες-X) καθώς και σε διαλύματα (από δεδομένα πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού). Επίσης, χρησιμοποιούνται υπολογισμοί μοριακής προσομοίωσης για την απεικόνιση του ενεργειακά σταθερότερου διαμορφωμερούς. Η διαμόρφωση ελάχιστης ενέργειας ενός μορίου είναι συνάρτηση των γωνιών, μηκών και δίεδρων γωνιών των δεσμών του. Έτσι, χρησιμοποιώντας ηλεκτρονικούς υπολογιστές και αλλάζοντας σταδιακά τις τιμές των παραμέτρων με παράλληλο υπολογισμό του αθροίσματος των ενεργειών των τροχιακών, μπορεί να προσδιοριστεί η τριδιάστατη δομή της ενεργειακά σταθερότερης διαμόρφωσης ενός μορίου. Στο Σχήμα 5.45 φαίνονται οι ενεργειακά σταθερότερες διαμορφώσεις στο χώρο για την ακετυλοχολίνη, ισταμίνη και εφεδρίνη, που δημιουργήθηκαν με το πρόγραμμα μοριακών γραφικών Spartan SGI v. 5.1.3 Open GL.
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			Σχήμα 5.45. Υπολογισμένες ενεργειακά σταθερότερες διαμορφώσεις στο χώρο για την ακετυλοχολίνη, ισταμίνη και εφεδρίνη.

			Τα αποτελέσματα αυτών των υπολογισμών έχουν συχνά χρησιμοποιηθεί για την ανάπτυξη θεωριών για τις σχέσεις στερεοδομής-βιολογικής δράσης. Το κύριο μειονέκτημά τους είναι τα ανεπαρκή πειραματικά δεδομένα σχετικά με τις αλλαγές στις διαμορφώσεις φαρμακομορίων και βιομακρομορίων κατά τις αλληλεπιδράσεις τους και ειδικά όσον αφορά στην παρουσία νερού.

			Μια διαφορετική προσέγγιση για τη μελέτη της μοριακής στερεοδομής σε σχέση με τη βιολογική δράση βασίζεται στη σύνθεση και το φαρμακολογικό έλεγχο (ημι)δύσκαμπτων παραγώγων ευκάμπτων φαρμακομορίων. Σε αυτά τα παράγωγα η στερεοδιάταξη του νέου μορίου είναι «παγωμένη» σε μία ορισμένη μορφή και έτσι, η φαρμακοφόρος διαμόρφωση μπορεί να προσδιοριστεί με μεγάλη ακρίβεια. Αυτή η μεθοδολογία έχει σημαντική επιτυχία όταν το (ημι)δύσκαμπτο παράγωγο και το φαρμακομόριο έχουν όσον το δυνατόν παραπλήσια μεγέθη και μοριακά βάρη.

			Το εύκαμπτο χολινεργικό μόριο, ακετυλοχολίνη, έχει γίνει το αντικείμενο πολλών τέτοιου είδους μελετών. Η ακετυλοχολίνη δρα σε δυο κύριους τύπους υποδοχέων, τον μουσκαρινικό και τον νικοτινικό, και υδρολύεται από το ένζυμο ακετυλοχολινεστεράση. Στο μόριο της ακετυλοχολίνης υπάρχουν τέσσερεις δεσμοί-άξονες γύρω από τους οποίους περιστρέφονται οι διάφοροι υποκαταστάτες, με αποτέλεσμα την ύπαρξη διαφόρων πιθανών διαμορφωμερών. Από βιολογική άποψη ίσως τα πλέον σημαντικά διαμορφωμερή είναι αυτά που προέρχονται από την περιστροφή γύρω από τον άξονα του αιθυλενικού τμήματος του μορίου. Η βρωμιούχος ακετυλοχολίνη, σε κρυσταλλική κατάσταση, βρίσκεται σε πλάγια διαμόρφωση, όπου ένα υδρογόνο μιας Ν-μεθυλο-ομάδας του τερτατοταγούς υποκαταστάτη σχηματίζει δεσμό υδρογόνου με το οξυγόνο του ακετοξυ-υποκαταστάτη (μορφή ημι-δακτυλίου).
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			Σχήμα 5.46. Διαμόρφωση βρωμιούχου ακετυλοχολίνης σε κρυσταλλική κατάσταση.

			Αντίθετα, σε διάλυμα, η ακετυλοχολίνη βρίσκεται σε μία δυναμική ισορροπία διαδοχικών διαμορφώσεων. Στο Σχήμα 5.47 φαίνονται απεικονίσεις κατά Newman μιας σειράς τέτοιων διαμορφώσεων του φαρμακομορίου γύρω από τον άξονα που ορίζεται από το αιθυλενικό τμήμα του.
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			Σχήμα 5.47. Διαμορφώσεις ακετυλοχολίνης σε διάλυμα.

			Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η ακετυλοχολίνη δρα σε δύο κύριους τύπους υποδοχέων. Έτσι, έχει προταθεί ότι αυτή ίσως αλληλεπιδρά με τους μουσκαρινικούς υποδοχείς με την trans διαμόρφωση ενώ με τους νικοτινικούς με μια περισσότερο πτυχωμένη διαμόρφωση. (Ημι)δύσκαμπτα παράγωγα της ακετυλοχολίνης, όπως αυτά του Σχήματος 5.48, έχουν συντεθεί και μελετηθεί φαρμακολογικά για τον προσδιορισμό της φαρμακοφόρου διαμόρφωσής της.
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			Σχήμα 5.48. (Ημι)δύσκαμπτα παράγωγα ακετυλοχολίνης.

			Έχει βρεθεί ότι το ιωδιούχο (+)-Ε(trans)-2-ακετοξυκυκλοπρόπυλο τριμεθυλαμμώνιο, όπου η τεταρτοταγής αμινομάδα και ο ακετοξυ-υποκαταστάτης βρίσκονται σε στερεοδιάταξη παραπλήσια της αντι-διαμόρφωσης της ακετυλοχολίνης, είναι πέντε φορές δραστικότερη της ακετυλοχολίνης στη μουσκαρινική επίδρασή της στην πίεση του αίματος σε πειραματόζωα (κύνες), ενώ είναι ισοδύναμα δραστική στη μουσκαρινική επίδρασή της στο παχύ έντερο πειραματόζωων (ινδικά χοιρίδια). Επίσης, αυτή η ένωση υδρολύεται με τον ίδιο ρυθμό με την ακετυλοχολίνη από την ακετυλοχολινεστεράση, ενώ δεν παρουσιάζει νικοτινική δράση. Αντίθετα, το ιωδιούχο (ρακεμικό μίγμα)-Ζ(cis)-2-ακετοξυκυκλοπρόπυλο τριμεθυλαμμώνιο δεν παρουσιάζει χολινεργική δράση. Αυτά τα αποτελέσματα υποστηρίζουν την άποψη ότι η φαρμακοφόρος διαμόρφωση της ακετυλοχολίνης είναι η αντί, τουλάχιστον στους μουσκαρινικούς υποδοχείς της.

			Σχετική μελέτη, με τη χρησιμοποίηση (ημι)δύσκαμπτων παραγώγων μιας βιοενεργούς ένωσης, έχει γίνει και στο ηρεμιστικό φάρμακο 4-(4-υδροξυπιπεριδινο)-4-φθοροβουτυροφαινόνη. Το αντικείμενο αυτής της μελέτης ήταν ο καθορισμός της φαρμακοφόρου διαμόρφωσης του υποκαταστημένου πιπεριδινικού δακτυλίου του μορίου. Από τις δυνατές διαμορφώσεις του δακτυλίου οι δυο μορφές ανακλίντρου, όπου η ομάδα –ΟΗ βρίσκεται αντίστοιχα σε ισημερινή ή σε αξονική θέση, θεωρήθηκαν και οι πλέον πιθανές να αντιστοιχούν στη φαρμακοφόρο διαμόρφωση.
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			Σχήμα 5.49. Διαμορφωμερή του παραγώγου βουτυροφαινόνης με ηρεμιστική δράση.

			Για τον λόγο αυτό, συντέθηκαν και μελετήθηκαν φαρμακολογικά οι δικυκλικές ενώσεις του Σχήματος 5.50. Σε αυτές, ο πιπεριδινικός δακτύλιος του αρχικού φαρμακομορίου είναι «παγωμένος» στη διαμόρφωση του ανακλίντρου με την ομάδα –ΟΗ σε ισημερινή ή σε αξονική θέση αντίστοιχα. Διαπιστώθηκε ότι, η ένωση με το αξονικό υδροξύλιο ήταν σημαντικά δραστικότερη. Αυτά τα αποτελέσματα αποτελούν ισχυρή ένδειξη ότι η φαρμακοφόρος διαμόρφωση του πιπεριδινικού δακτυλίου της ηρεμιστικού φαρμακομορίου του παραδείγματος έχει τη μορφή του ανακλίντρου όπου η ομάδα –ΟΗ καταλαμβάνει την αξονική θέση.
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			Σχήμα 5.50. Δικυκλικές ενώσεις παραγώγων βουτυροφαινόνης.

			Η ντοπαμίνη, σημαντικός νευροδιαβιβαστής, είναι εύκαμπτο μόριο όπου ο πλευρικός αμινοαιθυλικός υποκαταστάτης μπορεί να λάβει σειρά διαμορφώσεων στο χώρο. Η απομορφίνη, που σχηματίζεται από μορφίνη με επίδραση ισχυρού οξέος, είναι (ημι)δύσκαμπτο μόριο, που εμπεριέχει τη δομή της ντοπαμίνης «παγωμένη» στην αντι-διαμόρφωση. Η απομορφίνη είναι ισχυρός ντοπαμινεργικός αγωνιστής, και αυτό το δεδομένο ήταν και η πρώτη ένδειξη ότι η φαρμακοφόρος διαμόρφωση της ντοπαμίνης, ως προς τον πλευρικό υποκαταστάτη, είναι η αντι-διαμόρφωση. Αυτό το συμπέρασμα επιβεβαιώθηκε, στη συνέχεια, και με τη σύνθεση και άλλων βιοενεργών (ημι)δύσκαμπτων παραγώγων της που αντιστοιχούν στη φαρμακοφόρο αντι-διαμόρφωση21.
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			Σχήμα 5.51. Φαρμακοφόρος διαμόρφωση ντοπαμίνης

			Η σεροτονίνη (5-υδροξυτρυπταμίνη), άλλος σημαντικός νευροδιαβιβαστής, είναι υπεύθυνος για βιολογικές εκδηλώσεις όπως της όρεξης, του ύπνου, της σεξουαλικής συμπεριφοράς, του άγχους, της κατάθλιψης, καθώς και σειράς άλλων. Κατά συνέπεια, υπάρχει έκδηλο ερευνητικό ενδιαφέρον για την ανάπτυξη εκλεκτικών ενώσεων που θα έχουν μεγάλη συγγένεια για τους υποδοχείς της. Η σεροτονίνη, όπως και η ντοπαμίνη, είναι εύκαμπτο μόριο. Έτσι, ένας τρόπος έρευνας είναι η ανάπτυξη (ημι)δύσκαμπτων παραγώγων της. Τέτοιο παράδειγμα αποτελεί και η ένωση του Σχήματος 5.52 που παρουσιάζει ισχυρή αγωνιστική δράση23.
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			Σχήμα 5.52. Φαρμακοφόρος διαμόρφωση σεροτονίνης.

			Πρώτο συμπέρασμα θα μπορούσε να είναι ότι για αγωνιστική δράση ο αμινοαιθυλικός υποκαταστάτης πρέπει να έχει την αντι-διαμόρφωση. Επίσης, από τη μελέτη του διαμορφωτικού χώρου αυτού του μορίου-αγωνιστή μπορούμε να διακρίνουμε ότι ο αρωματικός ινδολικός δακτύλιος βρίσκεται σχεδόν στην ίδια επιφάνεια με το επίπεδο που ορίζεται από τον πλευρικό αμινοαιθυλο-υποκαταστάτη. Είναι ενδιαφέρον, και πρέπει να σημειωθεί ότι, από υπολογισμούς μοριακής προσομοίωσης που έγιναν με το πρόγραμμα μοριακών γραφικών Spartan SGI v. 5.1.3 Open GL, οι σταθερότερες ενεργειακά δίεδρες γωνίες στη σεροτονίνη μεταξύ του ινδολικού δακτυλίου και του επιπέδου που ορίζεται από τον πλευρικό υποκαταστάτη είναι 45ο ή 90ο.

			5.4. Σχεδιασμός προφαρμάκων24,25

			Τα προφάρμακα είναι αδρανείς ενώσεις, in vitro, παράγωγα φαρμακολογικώς δραστικών μορίων, τα οποία εισερχόμενα στον οργανισμό βιομετατρέπονται και αποδίδουν τη δραστική μητρική ένωση, η οποία ακολούθως ασκεί την επιθυμητή βιολογική δράση. Περίπου 10% των εγκεκριμένων φαρμάκων παγκοσμίως μπορούν να κατηγοριοποιηθούν ως προφάρμακα, ενώ παρατηρείται αυξητική τάση για ένταξη της προσέγγισης αυτής στα πρώιμα στάδια σχεδιασμού. 

			Ο σχεδιασμός προφαρμάκων στοχεύει στην αντιμετώπιση συγκεκριμένων προβλημάτων που ενδέχεται να εμφανίζουν οι δραστικές ενώσεις όπως:

			 

			-Χαμηλή διαπερατότητα μεμβρανών

			-Τοξικότητα και ανεπιθύμητες ενέργειες

			-Κακή γεύση

			-Μικρή διάρκεια δράσης

			-Διαλυτότητα

			-Σταθερότητα

			Χαμηλή διαπερατότητα μεμβρανών

			Φάρμακα που ιοντίζονται σε μεγάλο βαθμό, ιδιαίτερα τα ανιόντα δεν περνούν εύκολα τις βιολογικές μεμβράνες. Τα καρβοξυλικά οξέα ειδικότερα εμφανίζουν σοβαρά προβλήματα βιοδιαθεσιμότητας. Για την αντιμετώπιση της χαμηλής διαπερατότητας οι ιοντιζόμενες ομάδες είναι δυνατόν να «καλυφτούν» μετατρεπόμενες σε ομάδες που βιοδιασπώνται εντός του οργανισμού. Η εστεροποίηση αποτελεί μια συνήθη πρακτική για την «κάλυψη» καρβοξυλικών ομάδων ή φαινολικών υδροξυλίων. Οι περισσότεροι αναστολείς του μετατρεπτικού ενζύμου (βλέπε ενότητα 2.3.1) αποτελούν εστέρες–προφάρμακα, που υδρολύονται στα αντίστοιχα οξέα. Στο Σχήμα 5.53 φαίνεται η υδρόλυση της εναλαπρίλης στη δραστική ουσία εναλαπριλάτη.
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			Σχήμα 5.53. Υδρόλυση εναλαπρίλης προς τη δραστική εναλαπριλάτη.

			Οι στατίνες αποτελούν εσωτερικούς εστέρες-προφάρμακα και αποδίδουν στον οργανισμό το αντίστοιχο δραστικό οξύ (Σχήμα. 5.54).
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			Σχήμα 5.54. Υδρόλυση στατίνης προς το δραστικό οξύ.

			Πικρή γεύση

			Η εστεροποίηση της δραστικής ουσίας αποτελεί επίσης τεχνική για την κάλυψη της πικρής γεύσης ορισμένων φαρμάκων, ιδιαίτερα αντιβιοτικών, τα οποία προορίζονται για παιδιατρική χρήση, υπό μορφή σιροπιού. Κλασικό παράδειγμα αποτελεί ο παλμιτικός εστέρας της χλωραμφαινικόλης Σχήμα 5.55)
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			Σχήμα 5.55.Υδρόλυση της παλμιτικής χλωραμφαινικόλης προς χλωραμφαινικόλη.

			Μικρή διάρκεια δράσης

			Ο σχεδιασμός προφαρμάκων είναι δυνατόν να στοχεύει στην αύξηση της μεταβολικής σταθερότητας και κατά συνέπεια στην αύξηση του χρόνου ημιζωής της δραστικής ουσίας. Αυτό επιτυγχάνεται με κάλυψη ομάδων που υπόκεινται σε γρήγορο μεταβολισμό. Παράδειγμα αποτελεί η βαμβουτερόλη, η οποία αποτελεί καρβαμιδικό προφάρμακο της τερβουταλίνης. Στη βαμβουτερόλη τα φαινολικά υδροξύλια της τερβουταλίνης προστατεύονται από τον γρήγορο μεταβολισμό της φάσης Ι με καρβαμιδικές ομάδες, οι οποίες υδρολύονται βραδέως από χολινεστεράσες αποδίδοντας σταδιακά το δραστικό προϊόν και παρατείνοντας έτσι το χρόνο ημι-ζωής του. Στο Σχήμα 5.56 φαίνονται οι δομές της βαμβουτερόλης και τερβουταλίνης. 
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			Σχήμα 5.56. Δομές βαμβουτερόλης και τερβουταλίνης.

			Χαμηλή διαλυτότητα

			Η διαλυτότητα αποτελεί μια σημαντική ιδιότητα για την απορρόφηση και μορφοποίηση των φαρμάκων, όπως περιγράφεται αναλυτικά στην ενότητα 4.1.

			Η χαμηλή διαλυτότητα αποτελεί συχνά ένα σοβαρό πρόβλημα για την περαιτέρω ανάπτυξη ενός φαρμακομορίου. Στην περίπτωση αυτή ο σχεδιασμός προφαρμάκων στοχεύει στην αύξηση της διαλυτότητας. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν η δυσδιάλυτη καμπτοθεκίνη και τα παράγωγα της. Η εισαγωγή της φωσφορυλοξυμεθυλο-ομάδας στο μόριο αυξάνει τη διαλυτότητα της καμπτοθεκίνης, εντός του οργανισμού όμως διασπάται από τις φωσφατάσες και αποδίδει τη δραστική καμπτοθεκίνη. Μια άλλη χημική τροποποίηση σε παράγωγο της καμπτοθεκίνης, όπου έχει εισαχθεί φαινολικό υδροξύλιο, αφορά στην εστεροποίηση του φαινολικού αυτού υδροξυλίου με οξύ που φέρει βασικές ομάδες, οι οποίες δίνουν διαλυτά άλατα. Ο εστέρας στον οργανισμό υδρολύεται από τις εστεράσες και αποδίδει το δραστικό προϊόν (Σχήμα 5.57).
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			Σχήμα 5.57. Προφάρμακα καμπτοθεκίνης.

			Συνολικά, η προσέγγιση των προφαρμάκων αποτελεί μια πολλά υποσχόμενη στρατηγική στον σχεδιασμό φαρμάκων Ουσιαστικά εντάσσεται στη λογική της βελτιστοποίησης των ιδιοτήτων ADME(T), με αντιστρεπτές ωστόσο μετατροπές στο μόριο των μητρικών ενώσεων in vivo.

			Μαλακά φάρμακα

			Τα μαλακά φάρμακα (soft drugs) αποτελούν ενώσεις που μεταβολίζονται εύκολα και ελεγχόμενα. Σε αντίθεση με τα προφάρμακα, τα μαλακά φάρμακα είναι δραστικές ενώσεις. Αποτελούν ισοστερή ή ισοηλεκτρονιακά ανάλογα της ένωσης-οδηγού, τα οποία έχουν σχεδιαστεί έτσι ώστε να περιέχουν μεταβολικά ευαίσθητες ομάδες, οι οποίες βιομετατρέπονται, κατά προβλεπόμενο τρόπο, σε αδρανείς μεταβολίτες (ρετρομεταβολικός σχεδιασμός, retrometabolic drug design, RMDD). Ο ρετρομεταβολικός σχεδιασμός περιλαμβάνει σχέσεις δομής-δράσης και σχέσεις δομής-μεταβολισμού και στοχεύει σε ελεγχόμενη δράση του φαρμάκου, το οποίο ακολούθως βιομετατρέπεται και αδρανοποιείται. Κατ’ αυτόν τον τρόπο σχεδιάζονται φάρμακα περισσότερο ασφαλή με μεγαλύτερο θεραπευτικό δείκτη. Η αναισθησιολογία, όπου απαιτείται υψηλός βαθμός ελέγχου της φαρμακολογικής δράσης ώστε κατά τη διάρκεια της επέμβασης να διατηρείται η κατάσταση αναισθησίας αλλά να επανέρχεται σύντομα ο ασθενής, αποτελεί ένα πεδίο εφαρμογής των μαλακών φαρμάκων26.
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			Κριτήρια αξιολόγησης

			Κριτήριο αξιολόγησης 1

			Χρησιμοποιήστε το λογισμικό ανοικτής πρόσβασης MedChem Designer (http://www.simulations-plus.com/) σχεδιάστε την απομορφίνη και το παράγωγό της που έχουν τις παρακάτω αντίστοιχες δομές Smiles (ενότητα 3.2.2):

			 

			c12c(c(O)ccc1CC3c4c-2cccc4CCN3C)O

			N(C1c2c(-c3c(c(O)ccc3C1)O)cccc2)(C)C

			 

			Στη συνέχεια, με κατάλληλο πρόγραμμα μοριακής προσομοίωσης που έχετε πρόσβαση στο εργαστήριό σας, βρείτε τη διαμόρφωση ελάχιστης ενέργειας για τις δυο αυτές ενώσεις και μετρήστε τις ενδοατομικές αποστάσεις κυρίων φαρμακοφόρων χαρακτηριστικών τους. 

			Είναι γνωστό ότι η απομορφίνη είναι δραστικός ντοπαμινεργικός D2 αγωνιστής, ενώ το παράγωγό της στερείται αυτής της βιολογικής δράσης [J. Med. Chem., DOI: 10.1021/jm00235a025]. Με βάση τα δεδομένα της μοριακής προσομοίωσης, εξηγήστε την παρατηρούμενη διαφορά στη βιολογική δράση μεταξύ των δυο υπό μελέτη ενώσεων.

			Απάντηση/Λύση

			Με χρήση, για παράδειγμα, του προγράμματος Spartan βρίσκουμε ότι η διαμόρφωση ελάχιστης ενέργειας του παραγώγου της απομορφίνης είναι πολύ διαφορετική αυτής της απομορφίνης, όπως φαίνεται στο Σχήμα 5.58:
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			Σχήμα 5.58. Διαμορφώσεις ελάχιστης ενέργειας απομορφίνης και παραγώγου της.

			Παρατηρούμε, δηλαδή, ότι ο δεσμός C-N στην απορμοφίνη έχει ισημερινή διαμόρφωση ενώ του παραγώγου της αξονική, με αποτέλεσμα τις διαφορετικές ενδοατομικές αποστάσεις των φαρμακοφόρων ομάδων των υδροξυλίων και της αμινομάδας τους. Αυτό ίσως εξηγεί και την παρατηρούμενη διαφορά στη βιολογική τους δράση.
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