ANALYTISK KEMI

Nye metoder til studier af
legemiddelfordeling

En ny elektrokemisk metode har vist sig at veere velegnet til fysisk-kemisk karakterisering

0g detektion af leegemiddelstoffer

Af Henrik Jensen, Anne E. Thomsen og Jesper @stergaard, Institut for Analytisk Kemi, DFU

Ved udvikling af nye laagemidler er det vigtigt at have et godt
kendskab til, hvordan laagemi ddel kandidaterne absorberes af
organismen, hvordan de fordeler sig, nedbrydes, og udskilles
frakroppen.

Nar et nyt potentielt |asgemiddel stof syntetiseres, er det far-
stetrin pavejentil et faardigt laegemiddel derfor at bestemme
en raskke fysisk-kemiske parametre, som har betydning for lae-
gemidletsskadnei kroppen.

Det er langt fragivet, at et laagemiddel stof havner paapoteker-
enshylde, selvom det er velegnet til at behandle en sygdomstil-
stand et sted i organismen. Ofte viser det sig nemlig, at veare
sveat at fastoffet transporteret hen til virkningsstedet.

En af de fysisk-kemiske parametre, der har stor betydning for
transporten af laagemiddel stoffer i kroppen, er fordelingskoeffi-
cienten for stoffet mellem olie og vand. K oefficienten bestem-
mes som forhol det mellem stoffetsligevasgtskoncentration i
olie og vand og er et mal for, hvor lipofilt eller hydrofilt lasge-
middelstoffet er. Lipofile molekyler befinder sig godt i fedthol-
dige miljger og skyr vand, mens det forholder sig lige omvendt
med hydrofile molekyler.

Ud frafordelingskoefficienten kan man faen ide om, hvor
godt et stof optages via mavesskken og tarmene, gennem hu-
den, over cellemembraner eller frablodbanenindi hjernen. En
simpel, men ret tidskraevende metode til bestemmelse af forde-
lingskoefficienten, er udrystning af |asgemiddelkandidateni et
tofase-system, som bestér af en vandfase og en olie (som oftest
oktanol). | nogletilfad de er det ogsa et problem, at metoden
kreever en relativt stor maangde laagemiddel stof, der kan vaare
dyrt at fremstille. Endelig har metoden begramsninger, hvislae
gemiddelstoffet er stagrkt lipofilt eller hydrofilt, dadet kan
veage vanskeligt at kvantificere sma stofmaangder i den ene
fase.

Elektrokemiske studier

| forskningsgruppen for Farmaceutisk Fysisk Kemi ved Institut
for Analytisk Kemi arbejder vi paat udvikle nye, hurtige og ef-
fektiveteknikker til at forudsige distribution af leegemiddel -
stoffer i kroppen. En af metoderne er baseret pa el ektrokemiske
studier af fordelingen af lasgemiddel stoffer mellem to vaesker,
der ikke er blandbare [1-3].

Til studierne bruges en elektrokemisk celle, som gverst inde-
holder en vandig opl@sning og nederst en olie (figur 1). Vha. en
referenceel ektrodei vandfasen og en anden i olien skabes der
en regulerbar spaandingsforskel mellem de to faser, som far la-
dede lagemiddel stoffer til at bevagge sig mellem dem.

Strgmmen, svarende til passage af ladede forbindelser mel-
lem deto faser, males med to platinelektroder. Alle elektroder-
neer forbundet til en computerstyret potentiostat (Autolab
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Figur 1. En elektrokemisk celletil cyklisk voltammetri. Elektroderneer
forbundet til en computer styret potentiostat, der kontrollerer spandingsfor-
skellen mellem referenceel ektroder ne, E, og sommaler den elektriske stram
gennemmodel ektroderne, |. Potentialet variereslinesart over tid, hvilket er
visti denindsatte graf. Nederst ses et cellediagram, der angiver indhol det af
deforskellige faser og referenceel ektroder nes beskaffenhed. Statteel ektrolyt-
teni oliefasen er det lipofile salt bis(triphenyl) phosphoranylidenammonium-
tetrakis(4-chlorphenyl)borat (BTPPATPBCI).

PGSTAT30), der sikrer potential kontrol og maler strammen. |
modsagning til de fleste andre el ektrokemiske teknikker svarer
den malte stram til en ionoverfarsel, frem for en elektronover-
farselsreaktion (f.eks. en redoxreaktion ved en metal el ektrode).
Potentialforskellen mellem de to faser, A7¢ , er differencen
mellem potentialet i vandfasen, f%, og potential et i oliefasen,

fo:
Ag=¢"-3° (1)

Positivt ladede lipofileioner overfgresfravand til olieved lave
potentialforskelle, mens positivt ladede hydrofileioner overfg-
resved hgje potentialforskelle. For negativeioner forholder det
sig omvendt. Ved analysen bestemmes strammen af ioner mel-
lem olien og vandfasen. Signal ets beliggenhed af haanger af
ionernestendenstil at fordele sig mellem vand og olie samt af
deresladning. Mere praecist kan ionernes standardoverfarsel s-
potential, A7¢; , relaterestil aendringen i Gibbs fri energi ved
overfarsel af ionen fravandtil olie, 4G} ™

ﬁ""'#f =P (2)

Hvor z er ionens ladning og F er Faradays konstant.
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Figur 2. Tetraethylammoniumbromid, TEAB, og Propranolol hydrochlorid. = R =] YRGB HESUN
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Figur 3 viser resultatet af et modelforseg med tetraethyl-
ammoniumionen (TEA, figur 2). | forsgget blev spaandingsfor- t M rPad S b P g
skellen mellem vand- og oliefasen varieret lineaat, samtidig « i & i gnan
med at stremmen af ladede stoffer mellem de to faser blev e i o
malt. Resultatet er et cyklisk voltammogram, fordi * Bravrmidhe Iy mrkbre
spaandingsforskellen farst blev gget og derpa saanket, inden
maélingen blev afsluttet ved udgangspotentialet. Den lineare
variation af potentialet er illustreret i den indsatte graf i figur 1.
Ved lave spandingsforskelle (venstre side af voltammogram-
met) er potentialvinduet begramnset af overfarslen af sulphatio-
ner frastatteelektrolytteni den vandige oplasning til olien. |
midten af vinduet ses signalet fra TEA, der overfares fravand
til olieved 20 mV, som er et gennemsnit af de to toppotentialer.
Overferselspotentialet for TEA er altsd 20 mV. Ved hgjere
spaandingsforskelle overfares TEA-ionen spontant fravand til
olie.
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Figur 3. Et cyklisk voltammogram der viser overfarslen af TEA (50 V)
mellemvand og olie. Potentialforskellen mellemvand og olie er givet ved

D.*f. Den vandige stetteelektrolyt var 10 mM Li_SO,, og stetteel ektrolytteni
olienvar 5mM BTPPATPBCI.

Ved spaandingsforskelle pd over 400 mV overfareslithiumioner
frastatteelektrolytten fravand til olie, hvilket begraanser mu-
lighedernefor at anvendeteknikken i dette omrade.
Pavejentilbagetil udgangspotentialet sesfarst overfarsien
af lithiumionen fraolietil vand, dernaest overfarslen af tetra-
ethylammoniumionen fraolietil vand og endelig signalet fra
sulphationen, der farestilbagetil vandfasen tag ved udgangs-
potential et. Fordelingen af tetraethylammoniumionen falger
Nernst-ligningen:

A.'¢ A'% N I aﬁi (3)

YE!F“‘TE‘

Hvor “ru og 7w er aktiviteterne af TEA i hhv. vand ogolie. R 1 —

og T er hhv. gaskonstanten og den absol utte temperatur. e prEENIEEEM | BEEJ A AJTIHEIE
Den praecise potentialforskel for overfarsien af TEA er derfor PP E LR

direkterelateret til ionensfordelingskoefficient, P (givet som

forholdet mellem aktiviteten af TEA i olie og vand). _..| e g
For at kunne sammenligne forskellige ionersfordeling er det L:Iil:l'-rl"l L-'IIIII—lI'I[:'I oy paTrE .

nadvendigt at definere en standardfordelingskoefficient: > -_ .': :_ il & I"_l _"_' : :': &
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Pl=- = A (4)
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For det konkrete system svarer det malte overfarsel spotentiale
pa20 mV til en standardfordelingskoefficient p40.46, hvilket
betyder, at TEA er relativt hydrofil. Havde koefficienten veeret
sterreend 1, ville TEA veare placeret i gruppen af lipofile stof-
fer.

Eksempl et repraesenterer en simpel ladningsoverfarsel mel-
lem to ikke blandbare vassker. Signalet pavirkes ofte af syre-
base-ligevaggte for laeegemiddel kandidaten i vandfasen eller
f.eks. komplekshinding af | ssgemiddel kandidaten med moleky-
ler i oliefasen.

Undersggelse af leegemiddelstoffet Propranolols fordeling

Et lidt mere kompliceret system, hvor stoffets syre-base-egen-
skaber influerer pasignalet, er vist i figur 4. Laagemiddel stoffet
Propranolol tilhgrer gruppen af b-blokkere, der brugesi be-
handlingen af kredsl gbssygdomme. Propranolol (pa
hydrochloridformen, figur 2) er oplgst i vandfasen ved pH =
7.0. Ved denne pH er |aagemiddel stoffet overvejende positivt
ladet i vandfasen, da det har en pK,-vaadi p49.5. Som for TEA
ses der ogsa her et signal for overfarslen af ionen fravand til
olie.

Nér vandfasen har en pH, der er vassentlig lavere end Propra-
nolols pK,-vaardi, kan det el ektrokemiske signal beskrives pa
samme méade som for TEA. Er pH-vaardien for vandfasen deri-
mod meget hgjere end pK,-vaardien, er Propranolol paneutral
form, og der kan ikke observeres et elektrokemisk signal. Lig-
ger vandfasens pH-vaardi tag pa pK,-vaardien afhaanger signal et
af hydrogenionkoncentrationen.

Ud fraen serie eksperimenter svarende til ovenstdende er det
derfor muligt at f&information om fordelingskoefficienten for
den ladede form af et lasgemiddel stof og leegemiddel stoffets
pK.-vardi. Det observerede overfarsel spotentialet pA0.17 V
indikerer, at den ladede form af Propranolol er mindre lipofil
end TEA. Overfarsel sepotential et svarer (under standardbetin-
gelser) til enlog P pa-2.9.

Er der en forbindelsetil stedei olie- eller vandfasen, der kan
vekselvirke med Propranolol, pavirker det ogsa det el ektroke-
miske potential . PAden méde kan teknikken ogsa brugestil at
bestemmelaegemiddel stof-ligand-interaktioner.
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Figur 4. Et cyklisk voltammogram der viser overfgrslen af den ladede form af

Propranolol (100 nM) mellemvand og olie. Potentialfor skellen mellemvand

og olieer givet ved D"f. Den vandige stetteel ektrolyt bestod af 2 mM NaCl

og 5mM phosphatbuffer (pH=7.0), mens statteel ektrolytteni olien var 5mM

BTPPATPBCI. | dette forsag blev der anvendt en Ag/AgCl-referenceelektrodei
vandfasen.
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Videreudvikling

For visse stoffer indikerer de elektrokemiske malinger snarere,
at cellen bgr betragtes som et trefase-system, fordi mange ke-
miske forbindel ser vekselvirker kraftigt med gramsefladen mel-
lem vand og olie. Derfor er det naaliggende at betragte graanse-
fladen som en fasei sig selv. Netop vekselvirkningen med
gramnsefladen har sarlig biologisk relevans, da graensefladen
mellem vand og olie kan bruges som en model for f.eks. celle-
membraner.

V ekselvirkningen med gramnsefladen kan studeres med en
saxlig elektrokemisk teknik, hvor man anvender et oscillerende
elektrisk felt. Stramsignalet vil svinge med en tilsvarende fre-
kvens.

Det elektrokemiske udstyr er indrettet, sd alle andre stram-
signaler, end dem med samme frekvens som det elektriske felt,
kan frasorteres. Det betyder, at signal-stgjforholdet forbedres
sadramatisk, at det er muligt at undersage biomolekyler og lee
gemiddel stoffers vekselvirkninger med gramsefladen. En sadan
vekselvirkning kan have betydning for deres farmakol ogiske
effekt. Desuden haanger interaktionen med graensefladen af
specielt proteiner ofte sammen med proteinets stabilitet, som er
en afggrende parameter i udviklingen af proteinbaserede |agge-
midler.

| gjeblikket bruger vi en elektrokemisk celle, der kraever mel-
lem 1 og 2 ml olie og vand. Et af vores mal er at udvikle et mi-
niaturiseret system, der kan arbejde med mindre prgver og der-
med mindre maangder lasgemiddel stof. Desuden arbejdes der
med at koble yderligere analysetrin pateknikken. | den forbin-
delse er det naarliggende at anvende kapillarel ektroforese, der
udmaaker sig ved at kunne anvendes pa sma prgvemaengder
[4-6].

Sma og alsidige analysesystemer er specielt relevante ved
analyser af biologiske molekyler (som f.eks. proteiner), der
ofte kun er til r&dighed i meget sma maangder eller i blandinger
med andre stoffer. | den farmaceutiske industri er der desuden
et stigende behov for at kunne analysere mange lasgemiddel -
kandidater pakort tid. Et miniaturiseret analysesystem kan ud-
fere en sddan opgave meretilfredsstillende. | sidste ende bety-
der det, at udviklingsprocessen for nye lasgemidler bliver vae
sentlig kortereend i dag.

Ud over fysisk-kemisk karakterisering af lasgemiddel stoffet
kan den el ektrokemiske metode ogsa brugestil at detektere lee-
gemiddelstoffer (og evt. lasgemiddel stoffernes metabolitter) i
biologiske praver. | eksemplet med Propranolol er det f.eks. i
princippet muligt at bruge metoden til at male koncentrationen
af stoffet i blod eller urin, idet stramsignal et er proportionalt
med koncentrationen af |aegemiddel stoffet. V ed pAdenne méde
at anvende teknikken som en | aseggemiddel sensor vil det veare
muligt at overvage omdannel sen (og optagel sen) af laagemid-
delstoffet i kroppen.
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