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HERRAMIENTAS PARA EL DISENO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ANALISIS
CUANTITATIVO DE RELACION ESTRUCTURA QUIMICA-BIORESPUESTA (Q.S.A.R.)
PROGRAMA

1. HERRAMIENTAS PARA EL DISENO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS. Generalidades.

1.1. Propiedades tipo-farmaco.

1.2. Estrategias para integrar propiedades tipo-farmaco en el proceso de
descubrimiento de agentes bioactivos.

1.3. Optimizacion quimica del lider: i) ¢ Como mejorar la biodisponibilidad oral? ii)

¢, Como controlar la estabilidad metabdlica? iii) ¢ CoOmo controlar la estabilidad
plasmatica? iv) ¢ CoOmo mejorar la penetracion de la barrera hematoencefalica? v)

¢, Como evitar la inhibicion/induccion de las CYPs? vi) ¢ Como evitar la interaccion con
hERG? vii) ¢ COmo prevenir la toxicidad?

2. DISENO DE SERIES.
2.1. Métodos de optimizacion directa.
2.2. Métodos de exploracion completa del campo estructural.

3. ANALISIS CUANTITATIVO DE RELACION ESTRUCTURA QUIMICA-BIORESPUESTA.
Antecedentes S.A.R. y Q.S.A.R. Trabajos de Ferguson, Hansch y Kubinyi.

3.1. Parametros Biologicos. Respuesta biolégica a dosis fija y a dosis variable.
3.2. Descriptores Fisicoquimicos.

3.2.1. Descriptores hidrofobicos. Coeficiente de reparto, constante de Hansch (n).
Determinacion experimental y tedrica de la hidrofobicidad.
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1.1. PROPIEDADES TIPO-FARMACO (DRUG-LIKE PROPERTIES)

El término tipo-farmaco involucra el concepto referido a que
clertas propiedades de los compuestos poseen las ventajas
para que ellos se transformen exitosamente en farmacos

El término comienza a ser utilizado con el trabajo pivotal de
Christopher A. Lipinski y col.

En este trabajo estos autores examinan las propiedades
estructurales que afectan las propiedades fisicoquimicas
relacionadas con la solubilidad y permeabilidad y sus efectos en
la absorcion del farmaco en un ser vivo

A partir de este articulo el término propiedades tipo-farmaco
se expandio y se asocid con otras propiedades que afectan
también el ADME/Tox

Lipinski, C.A., Lombardo, F., Dominy, B.W., Feeney, P.J. (1997). Experimental and computational approaches
to estimate solubility and permeability in drug discovery and development settings. Advanced Drug Delivery
Reviews, 23, 3-25.



1.1. PROPIEDADES TIPO-FARMACO (DRUG-LIKE PROPERTIES)

Actualmente, considerar las propiedades tipo-farmaco tiene
gqgue ser un elemento integral en los proyectos de
descubrimiento de farmacos (drug discovery projects)

Christopher A. Lipinski:

Drug-like is defined as those compounds that have sufficiently acceptable ADME properties and
sufficiently acceptable toxicity properties to survive through the completion of human Phase | clinical trials

Los tipo-farmacos son compuestos que tienen propiedades ADME y de
toxicidad lo suficientemente aceptables para sobrepasar, hasta la
finalizacion, los ensayos clinicos de Fase | en humanos

Ronald T. Borchardt:

... drug-like properties are ... intrinsic properties of the molecules and it is the responsibility of the
medicinal chemists to optimize not only the pharmacological properties but also the drug-like properties of
these molecules

... las propiedades tipo-farmaco son ... propiedades intrinsecas de las
moléculas y es responsabilidad de los quimicos médicos optimizar no solo

las propiedades farmacologicas sino también estas propiedades

- Lipinski, C.A. (2000). Drug-like properties and the causes of poor solubility and poor permeability. Journal of
Pharmacological and Toxicological Methods, 44, 235-249.

- Borchardt, R.T. (2004). Scientific, educational and communication issues associated with integrating and applying
drug-like properties in drug discovery. In R.Borchardt, E.Kerns, C.Lipinski, D.Thakker, B.Wang (Ed),
Pharmaceutical profiling in drug discovery for lead selection, 451-466. Arlington: AAPS Press.



1.1. PROPIEDADES TIPO-FARMACO (DRUG-LIKE PROPERTIES)

Actualmente, considerar las propiedades tipo-farmaco tiene
gqgue ser un elemento integral en los proyectos de
descubrimiento de farmacos (drug discovery projects)

Las propiedades de interés incluyen:

- Propiedades estructurales: Propiedades fisicoquimicas:

- Enlace de hidrogeno - Solubilidad

- Lipofilicidad - Permeabilidad

- rl\)/lssa molecular - Estabilidad quimica
- a

- Area de la superficie polar (PSA)

- Forma

- Reactividad



1.1. PROPIEDADES TIPO-FARMACO (DRUG-LIKE PROPERTIES)

Actualmente, considerar las propiedades tipo-farmaco tiene
gqgue ser un elemento integral en los proyectos de
descubrimiento de farmacos (drug discovery projects)

Las propiedades de interés incluyen:

- Propiedades bioquimicas:
- Metabolismo (fase | y I1)
- Union a proteinas y tejidos
- Transporte (ingreso, eflujo)

- Farmacocinética y toxicidad:
- Depuracion
- Vida-media
- Biodisponibilidad
- Interaccion farmaco-farmaco
- LDg,



Pobres propiedades pueden causar pobres desarrollos de
farmacos

- Baja 0 inconsistentes bioactividades, a partir de los bio-
ensayos in vitro, pueden responder a la precipitacion, debido a
la baja solubilidad del compuesto en el medio del bio-ensayo
o por las diluciones previas al ensayo

DMSO Compound Not
Stock Sh na Completely Soluble
Solution: SIS in DMSO
Transfer Transfer Transfer
Solid No Solid Solid

Assay @
ia: @
L8 @ |

Solid Not Solid
Soluble in Soluble in
Assay Assay
Media Media
Assay False False False

Data: Negative Negative Positive



Pobres propiedades pueden causar pobres desarrollos de
farmacos

- Baja 0 inconsistentes bioactividades, a partir de los bio-
ensayos in vitro, pueden responder a la precipitacion, debido a
la baja solubilidad del compuesto en el medio del bio-ensayo
o por las diluciones previas al ensayo

- Baja bioactividad puede responder a la inestabilidad quimica
del compuesto en la matriz del test

- Una inesperada relevante disminucion de la actividad puede
aparecer cuando se cambia de un ensayo en enzima (O
receptor) a un ensayo basado en célula. Esto puede responder
a la pobre permeabilidad del compuesto por la membrana
celular, ya que el compuesto debe penetrar hasta alcanzar la
diana intracelular



Pobres propiedades pueden causar pobres desarrollos de
farmacos

- Los compuestos pueden ser inestables o insolubles en
disoluciones de DMSO cuando son almacenados vy
experimentan ciclos de congelado-descongelado que modifican
los polimorfos y por ende las solubilidades

- Pobre eficacia in vivo en el sistema nervioso central puede
responder a la pobre penetracion de la BBB

- Pobre eficacia in vivo puede responder a bajas
concentraciones en plasma o en el tejido diana resultado de una
pobre farmacocinética, baja biodisponibilidad 0
inestabilidad en sangre



Cambiando el énfasis en las propiedades durante el
desarrollo

- En el pasado, el foco estaba en la uniéon al sitio activo de la
diana. Esta era la prioridad en el descubrimiento de la quimica
medica

- Sin embargo, si el foco es SOLO la actividad, los
iInvestigadores podrian arribar a un candidato con propiedades,
como futuro farmaco, peores que el hit original

- Por ejemplo, el candidato puede poseer una polaridad tal que
le permita penetrar la BBB y llegar al SNC, pero puede ser
iInestable y rapidamente depurado por el metabolismo del primer
pasaje 0 puede ser tan insoluble que no es absorbido por el
Intestino



Cambiando el énfasis en las propiedades durante el
desarrollo
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Between 1991 and 200X}, development atirition due to pharmacokinetics (PK) and bioavail-
ability was greatly reduced. Toxicology, clinical safety, and formulation remain significant drug-like

property issues.

Kola, I., & Landis, J. (2004). Opinion: Can the pharmaceutical industry reduce attrition rates? Nature Reviews
Drug Discovery, 3, TI1-T16.



Cambiando el énfasis en las propiedades durante el

desarrollo

Focalizarse inicialmente en la actividad puede

rendir

compuestos muy efectivos como ligandos de la diana, pero con
propiedades inadecuadas para transformarse en un farmaco

exitoso

Por ejemplo, el incremento de la lipofilicidad puede

A
sin embargo, esto también
puede reducir solubilidad
y cambiar la estabilidad
metabélica |

1es

Propert

La aproximacion debe ser
equilibrada

Activity Optim

‘T*.

Changing strategy for drug candidates

Activity

Good
Drugs

Good
Ligands



Cambiando el énfasis en las propiedades durante el
desarrollo

Una aproximacion holistica puede rendir
candidatos que puedan transformarse en buenos
farmacos Properties

= B

La aproximacion balanceada es

\ ahora comun en el desarrollo de

farmacos:
Buenas actividades y buenas
/ propiedades tipo-farmaco deben ser
complementarias y son ambas
. necesarias para un buen producto

| final
Los cientificos tienen numerosos
desafios y deben realizar malabares
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1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Propiedades fisicoquimicas
Reglas para obtener en forma rapida perfiles de propiedades a
partir de la estructura

- El uso de “reglas” es un meétodo rapido

- Las reglas son un conjunto de directrices usando las
propiedades estructurales gque permitan saber si los
compuestos poseen alta probabilidad de cumplir con cierta
propiedad (por ej. ser bien absorbidos después de la
dosificacion oral)

- Se puede analizar las exigencias, a partir del examen visual de
la estructura o a través del calculo utilizando un software

- Los resultados no son absolutos, ni establecen valores limite
estrictos. Sin embargo, pueden ser eficaces y eficientes



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Regla de Lipinski (rule of five)

- La regla desarrollada por Lipinski y col. en Pfizer, empresa que
la usé durante un largo tiempo antes de su publicacién, derivd
del examen de las propiedades estructurales de 2200
compuestos que superaban los ensayos clinicos de fase |,
estudios de toxicidad y farmacocinética, pasando a los de fase |l

- La regla es facil, rapida y no tiene costo de uso
- El mnemotecnia del “5" hace a las reglas facil de recordar
- Es intuitivamente evidente para los quimico-meédicos

- Funciona efectivamente



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Regla de Lipinski (rule of five)

El articulo original plantea que: la pobre absorcién o permeacion
es mas probable cuando el compuesto posee:

- > 5 grupos donadores de EDH (la suma de todos los OHs vy
NHS)

- MW > 500
- logP > 5 (0 MlogP > 4.15)
- >10 grupos aceptores de EDH (la suma de todos los Ns y Os)

- Sustratos de transportadores bioldgicos son excepciones a la
regla



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Regla de Lipinski (rule of five)

, » Examples of Counting Hydrogen Bonds for Lipinski Rules

El articulo o

es m é.S prOt Functional group H-bond donor H-bond acceptors
Hydroxyl 1 (OH) 1(0)
Carboxylic acid 1 (OH) 2 (2 Os)

- > 3 grupo! —C(0)}N-R, 0 2 (N, 0)
Pri 1 2 (NH I (N

NHs) silrﬂﬂﬁ’;;miﬂﬁne 1 ENH? I EN%
Aldehyde 0 1(0)
Ester 0 2 (0)

- MW > 500 giher 0 1 (0)
Nitrile 0 1 (N)
Pyridine 0 1 (N)

- logP > 5 (@

La "violacion" de una de las condiciones no resulta en una
mala absorcion
Solo la probabilidad de mala absorcion aumenta al aumentar el
numero de condiciones rotas y la medida en que los valores se
alejan de ellas




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Regla de Veber

- Veber y col.,, de SmithKline Beecham Pharmaceuticals,
propusieron otras condiciones estructurales necesarias para un
adecuado incremento de la biodisponibilidad oral en ratas (1100
candidatos analizados):

- £ 10 enlaces rotables (enlace simple, no en un anillo, unido a
un atomo no-hidrégeno y no terminal, sin incluir el enlace C-N
de amidas por su alta energia de rotacion)

_< 2 Polar Surface Area (PSA) (topological polar
<140 A% PSA

- < 12 en total de grupos que establecen EDH como aceptor o
donor

- Veber, D.F., Johnson, S.R., Cheng, H.-Y., Smith, B.R., Ward, K.W., Kopple, K.D. (2002). Molecular properties
that influence the oral bioavailability of drug candidates. Journal of Medicinal Chemistry, 45, 2615-2623.



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Ejemplos
#]
HsN
OH
Lipinski Rules Veber Rules
¢ H-bond donors=7 * Rotatable bonds=5




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Ejemplos Proceso de optimizacion { )
estructural para actividad N

antagonista del
neuropéptido Y Y1
N N

0
N O 2 O
0, o
\ Cl cl

LIDER COMPUESTO NUEVO

DESARROLLADO

HN



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Ejemplos
(D
Q O

‘R o @im

LIDER COMPUESTO NUEVO Potency =1 nM
Potency = 2 uM DESARROLLADO
HBD=0
HBA=3
MW =369
Log P=5.7 LogP=7.3
PSA=17 PSA =50

Rotatable bonds =6

Total HB=7



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Ejemplos

NH,

N S
O/_

/" ~0H
0

1.

v

Ampicillin
Percent of human intestinal absorption: 45 %
HBD =4
HBA =7
MW = 3494
Log P =-0.87
PSA=112.73 A2
Rotatable bonds = 4
Total HB = 11

s/%f/%f N

>”'N O Van) N~

O~ OH

Cefpodoxime

HBD =3

Log P=1.83

PSA =162.53 A2

Rotatable bonds = 10

Total HB = 15

Percent of human intestinal absorptior



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Otras reglas
Pardridge 6 Clark & Lobell

- Propuestas para la permeabilidad de |la BBB

- Pardridge, W.M. (1995). Transport of small molecules through the blood-brain barrier: Biology and
methodology. Advanced Drug Delivery Reviews, 15, 5-36.

Clark and Lobell et al.

Pardridge » N + 0O <6

» H-bonds (total) < 8-10 > PSA < 60-70 A2
» MW < 400-500 > MW < 450

» No acids » LogD = 1-3

» ClogP-(N + O) >0



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Otras reglas
Pardridge 6 Clark & Lobell

- Propuestas para la permeabilidad de |la BBB

- Pardridge, W.M. (1995). Transport of small molecules through the blood-brain barrier: Biology and
methodology. Advanced Drug Delivery Reviews, 15, 5-36.

Oprea

- “‘Rule of 3" para que un compuesto tenga caracteristicas de
lider:

- MW < 300

-Clog P =3

- Enlaces rotables < 3

- EDH donor <3

- EDH aceptor =< 3

- PSA <60 A?

- Congreve, M., Carr, R., Murray, C., Jhoti, H. (2003). A “rule of three” for fragment-based lead discovery? Drug
Discovery Today, 8, 876-877.



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Desventajas Reglas

- Una poblacion de compuestos siempre queda fuera de las

predicciones

- “Nuevos” grupos funcionales no han sido tenido en cuenta
dentro de los compuestos utilizados para generar las reglas
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1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Transportadores de EFLUJO

- Glipoproteina P (Pgp, genes MDR1 y ABCB1) es uno de los
sistemas de eflujo de mayor relevancia en el proceso de
desarrollo de farmacos i

ouT

L Sy =
a o L | T
/ o
1 2o
T

ATP

- Fue inicialmente identificada como la principal causa de
resistencias de ceélulas tumorales a farmacos de estructuras
muy variadas (paclitaxel, etopdsido)

- Ha sido, también, identificada en: BBB, intestinos, higado,
rinones, glandula adrenal, Utero gravido

ATP



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Reglas para Pgp

- “rules of 4. un compuesto es sustrato de Pgp si su estructura

tiene:
-N+QO=8 Brain  Brain microvascular Blood

- MW > 400 endothelium
- acido con pK, > 4
CNS .

T1

4N

mientras que no sera .‘/'
sustrato si: o
-N+O =4
- MW < 400

- base con pK, <8




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Transportadores de EFLUJO

- BCRP: proteina de resistencia en cancer de mama (elimina
topotecan)

Se expresa en otros tejidos (placenta, hepatocitos, intestino
delgado)

- MRP2: proteina 2 de resistencia a multiples farmacos

También contribuye en multiresistencia en cancer

También es conocida como cMOAT (por ser multiespecifica para
transportar aniones organicos)

Se expresa en intestino, hepatocitos y rinones

- En BBB: son operativos Pgp, MRPs, OATs, transportadores de
acido glutamico/AA acidos y de taurina



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Transportadores de INGRESO

- OATPs: polipéptidos transportadores de aniones organicos
BBB, hepatocitos, epitelio renal, higado, intestino

- PEPTs: transportadores de di/tri péptidos

o Q
N
N HN
T JI‘> g ALY
% J\ N
HN N N H ‘i HoN", HaN HDEN NT
2 H CH H CHs
HO—C—HCO—CH (HyC)HCmC e  0—2 Heo—eH HU\/'\ 2 s IOy
| 2 AC)HO=C | 2 (HiCloHT ™= G
HO—CH, NH, HO—CH, =
\j \j NH2
Ganciclovir Valganciclovir Acyclovir (Zovirax) Valacyclovir (Valtrex)
Oral Bioavailability = 6% Oral Bioavailability =61% Not substrate of PEPT1 or PEFT2 Substrate of PEPT1 and PEPTZ2
Not substrate of PEPT1 or PEPT2 Substrate of PEPT1 and PEPT2 Oral bioavailability

3-5 fold higher than Acyclovir

- OATs: transportadores de aniones organicos

- OCTs: transportadores de cationes organicos

- LATs: transportadores de AA neutros

- MCTs: transportadores de acidos monocarboxilicos
- etc.



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad

Estabilidad

- Los estudios in vitro para conocer la estabilidad de una entidad

en el
esquematizar en:

Species
» Rat
* Mouse

* Human

<

proceso de descubrimiento de farmaco se puede

e Enzyme
* Receptor

* Cell-based

Plasma

pH
Buffer



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Metabolismo de fase |

- Son reacciones, basicamente oxidacion y reduccion, que
modifican la estructura del compuesto

- Muchas familias de enzimas catalizan estas reacciones. Las
mas relevantes son las monooxigenasas: i) familia de citocromo
P450; ii) familia de flavina monooxigenasas (FMQ)

- En la familia CYPs (existen mas de
400 isoformas) un Fe, de un hemo,
es el responsable del proceso redox
y la contraparte es el NADPH

Se encuentran en mamiferos (higado,
rinones, pulmones, intestinos, colon,
cerebro, piel y mucosa nasal),
Insectos, plantas, hongos y bacterias

N F+
Fe* ROH Fe™RH  \ ADPH-P450 reductase™

/ \ 1e_®

5 NADPH-P450 reductase™
FeQH"* Re

@ T Fe2* RH

FeQ® RH /
o)
o\ .®

Fe-OOH Fe?*—0, RH

A ;‘g\i[:e&-_o _ Fﬁ??b‘smd
® 2 }

bSGK

NADPH-P450 reductase’™d NADPH-P450 reductase®™



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Metabolismo de fase |I: Reacciones mas relevantes

Aliphatic Oxidation (Cytochroma P450 (CYP) [Endoplasmic reticulum {ERH)  Epoxidation (CYP [ER])

R 0
R RN — g

Also: —C=C— =C=$%
Aromatic Oxidation (CYP [ER])

O— =0

N-Dealkylation {CYP [ER])

| R,
may be stable R1/”VRE—"' RrNYRz +R,’NH+|I/
OH o
Alcohol Oxidation (Alcohol Dehydrogenase, reversible [Cytosol])
O-Dealkylation (CYP [ER])
R R
H/OVHZ_-' R Ro|—= _ _OH+ WHE
Aldehyde Oxidation (Aldehyde Dehydrogenase [Cytosol, Mitachondria]) i 1 Ri 5
CH
R OH
N> R S-Dealkylation (CYP [ER])
A
Dehydrogenation {CYP [ER S R, —= S R 2
ydrog ( [ER]) Ry o~ IH1/ \r 2]—-—H1/SH+f
0
OH

R'l-\v.t’\Rz —- R‘I\V;:’;\.Rz



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Metabolismo de fase |I: Reacciones mas relevantes

Oxidative Deamination {Monoamine- & Diamine-Oxidases [Mitochondria])

NH,

m—l—nz

Q_Noz_"' O_NHZ {[INADPH-CYP450 reductase [ER] and
Nitroreductase [cystosol])
N-Oxidation (Flavin Monooxygenase (FMO) [ER])

I | . .
Ria N Rz — R,vTvnz N=N — NH, + HaN (Azoreductase)

(3°)

Reductions

NH,

Fl1

— R-|—|'|—R2 + NH;

© o) OH,
N-Hydroxylation (CYP [ER]) )LRZ — ey (R, may be H, Alcohol Dehydrogenase, [cytosol])
H OH
Rin N = RN R //‘Q D
o
S-Oxidation (FMO [ER]) o

~‘.\ 4'
Ri” Ry™ "R;
Cyclic Amlnw to Lactarns {Aldehyde oxidase)

- (Sulfoxide reductass)
p _.../EB.:o R R
N N

u. _h' g
1




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad

CYPs:

- Si bien un farmaco puede ser metabolizado por mas de una
CYP, se han descrito ciertas especificidades estructurales

~» Characteristics of CYP Isozyme Substrates

CYP

Range of Log P Other characteristics

Typical substrate

3A4
2D6
2C9
1A2

0.97 to 7.54
0.75 to 5.04
0.89 to 5.18
0.08 to 3.61

Large molecules

Basic (Ionized)

Acidic (Nonionized)
Planar amines and amides

Nifedipine
Propranolol
Naproxen
Caffeine




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
CYPs:

- Si bien un f
C

™ [ | 1

armaco puede ser metabolizado por mas de una

S =1 1

- 2 un atomo de N basico

- Area hidrofébica plana (por ej. aromatico planar) cerca del sitio de oxidacion
-5 -7 A desde el nitrégeno basico (cargado a pH 7.4) al sitio de oxidacion

- PEM negativo cerca de la parte planar

2D6 0.75 to 5.04

Aspartic acid

Basic (Ionized)

Propranolol

Oxidation —— N-dealkylation ----=

AN A J

O Y
O Oyi-
X ) NH "-.
Mianserin




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
CYPs:
- Si bien un farmaco puede ser metabolizado por mas de una

CYP, se han descrito ciertas especificidades estructurales

_» Characteristics of CYP Isozyme Substrates

- dipolo alto o cargas negativas
- rico en oxigenos (por ej. acido carboxilico), EDH aceptor
- Anillo aromatico o grupo que promueva interaccion lipofilica con CYP

209 0.89 to 5.18 Acidic (Nonionized) Naproxen
I - Oxidation Drug
Oxld‘atlon Anionic St g7A H-bond Donor Warfarin
Site 7.8A Drg :
@ ® ® 0 .,
82° § 1330 QH NH
i 40A *, * )Q
© © N © Ibuprofan
Cationic, 2C9 H-bond Acceptor, 2C9 Q H
Hydrophobic, 2C9 O
__.-.,_b Phenytoin HiCso
Oxidation . e, Anionic
Site o 350 Drug Site 2 Naproxen Diclofenac
.‘.'i.‘ l.:

Anionic
Drug Site 1
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EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad

CYPs:

- Si bien un farmaco puede ser metabolizado por mas de una
CYP, se han descrito ciertas especificidades estructurales

~» Characteristics of CYP Isozyme Substrates

CYP Range of Log P Other characteristics Typical substrate
3A4 0.97 to 7.54 Large molecules Nifedipine
2D6 0.75 to 5.04 Basic (Ionized) Propranolol
2C9 0.89 to 5.18 Acidic (Nonionized) Naproxen
1A2 0.08 to 3.61 Planar amines and amides Caffeine
H L
Ha NH, o
A A0 4
O N N ~ NH
Lo N A
Caffeine Tacrine FPhenacetin




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Metabolismo de fase II: Incorporacion de grupos funcionales polares

Glucuronlidation (UDP-glucuronosyl transferase [ER])

X X

Np  uoeea /GR

N 0 F
ngcﬁﬁDH

Ho,c 7 2 L-OH

HO HO
R4
i UDP-glucuronic Acid D)\ Rz
HO™ ™R, j
HO.LC 0 OH
HO o

Also: anilines, amines, amides, N-hydroxyls, pyridines and sulfides

Carbamic Acld Glucuronidation

Riw i )'I\ ~Ra

-R Rz _,
H N HgN 2

Sulfatlon (Sulfotranserase [cytosol])

3 phosphoadsnosine-
HO/O}R &-phosphosuffate ,GR
o

#
D=?=‘ﬂ
OH

Acetylation (N-Acetyltransferases [cytosol])

/@H Acetyl-S-CoA /@H
HoN 7 =

2 HN

A

Also: 19, 2° Amines, Hydrazines, Hydrides; R-NH-OH — -NH-O-COCH,4




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Metabolismo de fase II: Incorporacion de grupos funcionales polares

Glycination [mitochondrla] Methylation (Methyl transferase)
Excreted 0 NH, S-adenosyl methionine H
a as cleavage )j\ R” 2 - H'N"CH
JL products HN” R 3
HO R > H D\n) Also: O-methylation, S-methylation
o) Methylation (Catechol O-methyl transferase)

Also: other amino acid additions (e.g., taurine, glutamine)

OH OH
L, — (X
Glutathlone Conjugatlon (Glutathlone-S-transferases [cytosol]) OH o~

Glutathione Q Excreted
AN~ S O — ascleavage
H /\f products
NH CH

GA/INHE
0 OH
X: Halogen, Electron-deficient double bond, or epoxide



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad

Union a proteinas plasmaticas

- Albumina (BSA), glicoproteina al-acida (AGP), lipoproteinas
(VHDL, HDL, LDL), eritrocitos, a-, B- y y-globulinas

» Structure Modification Strategies to Reduce
PPB in Order of Highest to Lowest Potential Effect

Structure Modification Strategy

Reduce lipophilicity (Log P for acids, Log D5, for nonacids)
Reduce acidity (increase pK, of the acid)

Increase basicity (increase pK, of the base)

Reduce nonpolar area

Increase PSA (increasing PSA increases hydrogen bonding)




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Formacion de metabolitos reactivos

- Ciertos grupos funcionales son reconocidos por su capacidad
de transformarse en especies toxicas (en general electrofilos)
- Esto se debe tener en cuenta en el disefio de farmacos

Sulfotrans-

CYP ferase
Ar—r;lH —_— Ar—l}l—-OH (o)

R R

PAPS R

o

Ar—NH—X --——v0 Ar—l’rl"

> Ar—N=0-SO;H

.

o o

O g B0

—At—N g—»Ar—N=0
~

o O ¢
H

Ar—N—OH--—Ar—NH-O




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Formacion de metabolitos reactivos

- Ciertos grupos funcionales son reconocidos por su capacidad
de transformarse en especies toxicas (en general electrofilos)
- Esto se debe tener en cuenta en el disefio de farmacos

R UGT HOOC O R Migration HOOC, O
o o R o A
HO HG
o) UDPGA 0 o) G

o=
R
F'roteV

- HOHOOC OH ,N-Protein HD*M
Protein- X—\{ Hw Protein-x HO o
o O 'H - H
o= o=
R R

@_,@_X..@x_“,. /8\ )
0 O

S e




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Interaccion farmaco-farmaco
Inhibiciéon de CYP

- Un farmaco, el perpetrador, se une a la isoenzima y el otro
farmaco, la , N0 se metaboliza y por ende incrementa su
concentracion a niveles téxicos

- La inactivacion de CYP puede ocurrir por union irreversible

- La inhibicion de CYP causa la retirada del farmaco del uso
clinico

» Drug Withdrawals due to CYP Inhibition

Drug (Generic name Date voluntarily withdrawn
Posicor Mibefradil dihydrochloride June 1998
Seldane Terfenadine February 1998

Hismanal Astemizole June 1999




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad

Interacciéon farmaco-farmaco
Inhibicién de CYP

Terfenadine + Erythromycin

Cs 0°
S {=LEN Inhibition CHS" pors
Isozyme O
@ USSR
o) CYP, CH
o lon o OH
Terfenadine (seldane) Fexofenadine (allegra)

» Drug Withdrawals due to CYP Inhibition

Importantes arrltmlas

Drug (Generic name Date voluntarily withdrawn
Posicor Mibefradil dihydrochloride June 1998
Seldane Terfenadine February 1998

Hismanal Astemizole June 1999




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Interaccion farmaco-farmaco
Inhibicién de CYP

- La quiralidad también influye en la capacidad del perpetrador

OMe

Fluvastatin, antilipidémico Quinidina, el enantiomero (dextro) de
El isdmero (3R,5S) es un potente inhibidor  la Quinina, es un potente inhibidor de
de CYP2C9 CYP2D6
El enantiomero tiene menor potencia de Quinina, evo, no tiene efecto en

inhibicion CYP2D6



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Interaccion farmaco-farmaco
Inhibicién de CYP

- Irreversibilidad

Compound Time-Dependent Inhibition (ICgq, M)
5min 15min | 30min 45 min
R=H 96 62 33 22 pe—
R=F 18 21 19 19
Troleandomycin 61 33 20 16 <=
Ketoconazole 0.016 0.013 | 0.017 0.022




1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Interacciéon farmaco-farmaco
Inhibicion de OCT2

- Los cationes organicos son secretados en el riiidn a traves del
Transportador de Cationes Organicos 2 (OCT2, SLC22A2)

MATE1 Cic
N Q MATE2%RP4

y N OCT2 AT
e X Y
H H & Oy
cimetidina
inhibidor J“[' j\”
N7 N NH,
| H
Cl O .
N Pt/ H‘*N\Pt/ metformina
an” N un” o eliminada por via renal

a través de OCT2

Cisplatin



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Blogqueo de hERG

- hERG (“human ether-a-go-go related gene”) es el gen que
codifica para un canal cardiaco ionico de potasio

- Si el canal es bloqueado, se inicia un mecanismo gue puede
conducir a arritmias cardiacas

- Por lo que la evaluacion de bloqueo de hERG es imperiosa
en la validacion de un nuevo potencial farmaco

|I | /"\\_

Normal QT Interval

B
-

Lengthened QT Interval

I



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

Disposicion, metabolismo y seguridad
Blogueo de hERG

- Algunos aspectos estructurales relacionados con la inhibicién
de hERG

» A basic amine (positively ionizable, pK, >7.3)
» Hydrophobic/lipophilic substructure(s) (ClogP >3.7)
» Absence of negatively ionizable groups

» Absence of oxygen H-bond acceptors



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

La estrategia complementaria al SAR 6 QSAR
(posterior al desarrollo y evaluacion bioldgica) es
Introducir durante el descubrimiento las

relaciones estructura-propiedades (SPRs)



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

La estrategia complementaria al SAR 6 QSAR (posterior al
desarrollo y evaluacion biolégica) es introducir durante el
descubrimiento las

relaciones estructura-propiedades (SPRS)

Structural

“Rules” Lower Lower
Priority Priority
IJ-JC;S?AP Compounds Compounds
MW In Vitro Initial
“its” H-Bonas g Selected AT initia Synthesis e
In Silico Hits Solubility Leads
Tools Permeability
Metabolic
stability

HTS or
Virtual Bicassays

Screens



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

La estrategia complementaria al SAR 6 QSAR (posterior al
desarrollo y evaluacion biolégica) es introducir durante el

descubrimiento las

relaciones estructura-propiedades (SPRS)

Activity: Et, Phenyl > Me
Metab. Stab.: Ph> Et> Me

Activity: O-Me >N-Me > Et Solubility: Me > Et > Phenyl
Plasma hydrolysis: ester L
Permeability: ester >> COOH O
N O
/
N
O N Activity: OH = piperazine =H

Activity: O-Et>0-Me>OH -/
Metab Stab.: O-Et>0-Me>0OH  \__

Solubility: OH, piperazine >>H

NH |
\ Activity: iPr>Me>>H
Metab. Stability: iPr>H>>Me

N A Activity: NH > NCH,, CH,
Activity: 5-OH > 4-OH >> H BBB Permeation: CH, > NH
Permeability: H> 5-OH, 4-OH Solubility: NH > NCHg > CH,



1.2. ESTRATEGIAS PARA INTEGRAR PROPIEDADES TIPO-FARMACO
EN EL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO DE AGENTES BIOACTIVOS

La estrategia complementaria al SAR 6 QSAR (posterior al
desarrollo y evaluacion biolégica) es introducir durante el

descubrimiento las

- Mayor cLogP NO, NO- - Metabolismo

- Mas facil de reducir Py Py diferencial

- Mayor difusién en N7 N’\/\WF NN - Los metabolitos
células endoteliales \—/ OH \:n_N OH radiomarcados
cerebrales no difunden al

Br \ \’_’Q_,mF tejido hipoxico
X
N” "N 18 - =-

/T\Dz OH NO; o— J\I\DE
- LogP=0.17 18 - Mayor hidrofilia
- Mayor relacién N” N/\(l\/ N” N OH N7'N /\\f\.N"\J,ﬂF - Similar potencial

tumor/sangre \—=/ OH \—/ OH N=N de reduccion
18F.FETNIM 18F.FAZA
- LogP=1.1
- Rapida qijusiﬁn tisular
y excrecion renal - Hoigebazar, L.; Jeong, J.M. (2013).

Hypoxia imaging agents labeled with positron emitters. Recent Results Cancer Res., 194, 285-299.
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<« C @ @ tox.charite.de/protox_II/ B - © 1% ¥ lQ Buscar l N D @
PRDTFIR '-‘ TOX PREDICTION FAQ MODEL INFO STATISTICS CONTACT LINKS/DOWNLOAD
A omh\
e NG,
L] l_‘ Al |
roTox-Il - Prediction Of Toxicity Of Chemicals |

Welcome to ProTox-ll, a virtual lab for the predi
The prediction of compound toxicities is an impo
the determination of toxic doses in animals, but can
Animal Ethics 3R.

ProTox-Il incorporates molecular similarity, fragment pro
learning, based a total of 33 models for the prediction
mutagenicity, immunotoxicity, adverse outcomes (Tox21) p
description of the server, methods and tutorials, go to FAQ.
Statistics and Model info. To learn more about the different model
Should you have further questions, do not hesitate to contact us!

f toxicities of small molecules.

rt of the drug design development process. Computational toxicity estimations are not only faster than
elp to reduce the amount of animal experiments. To read more about reducing animal testing, go to

ies, most frequent features and (fragment similarity based CLUSTER cross-validation) machine-
rious toxicity endpoints such as acute toxicity, hepatotoxicity, cytotoxicity, carcinogenicity,
s and toxicity targets. To predict the toxicity of a compound, please click here. For a

e statistics about our ftraining set as well as the cross-validation results, please go to
into Models

Predict compound toxicity

J Toxic doses and toxicity classes |

Toxic doses are often given as LD50 values in mg/kg body weight.
The LD50 is the median lethal dose meaning the dose at which 50%
of test subjects die upon exposure to a compound.

Trained Models Toxicity classes are defined according to the globally harmonized

system of classification of labelling of chemicals (GHS). LD50 values
Molecular Fragment Machine i i :
Pharmacophores are given in [mg/kg]:

= Class |- fatal if swallowed (LD50 < 5)
= = Class Il fatal if swallowed (5 <1 DA0 <50

[ B ) WS | P | r
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<« C @ @ tox.charite.de/protox_ll/index.php?site=compound_input B - & ¥ ¥ | Q Buscr N @ @
[ Here you can search for an input compound via pubchem: ]
Pubchem-Name: | || search |e.g. Tamoxifen Tolcapone Vorinostat Troglitazone Aspirin
Canonical Smiles:| || smiles | e.g. CCC(=C(C1=CC=CC=C1)C2=CC=C(C=C2)OCCN(C)C)C3=CC=CC=C3
Here you can get a tox-prediction for any input compound: ]

Selected molecule : Tamoxifen

Please select any additional models to predict:

(Acute Toxicity is always computed, further models can take ~10s time each) To load a molecule click =/ The 7 deletes clicked atoms

and a deletes everything on the canvas.
Organ Toxicity

[] Hepatotoxicity L] ’&’i 7 Qe Yy
Toxicity end points C~®~ ’ RIParar Adicli<lel

[ carcinogenicity [lImmunotoxicity [ Mutagenicity [ Cytotoxicity 0

Tox21 Nuclear receptor signalling pathways

DAryI hydrocarbon Receptor (AhR)

[l Androgen Receptor (AR)

DAndrogen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LBD)

[ Aromatase

[ Estrogen Receptor Alpha (ER)

[] Estrogen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LBD)

[ Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma (PPAR-Gamma)

Tox21 Stress response pathways

I Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2/antioxidant responsive element (nrf2/ARE)
[ Heat shock factor response element (HSE)
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Selected molecule : User defined

Please select any additional models to predict:

N .
(Acute Toxicity is always computed, further models can take ~10s time each) To load a molecule click =/ The 7 deletes clicked atoms

and a deletes everything on the canvas
Organ Toxicity

[ ] Hepatotoxicity \% ,E: 7 ' @\'@\ U ﬂ
Toxicity end points __H' ®~ /.5 / / ///’/ = O @ O~

O Carcinogenicity O Immunotoxicity O Mutagenicity O Cytotoxicity 0

Tox21 Nuclear receptor signalling pathways

DAryI hydrocarbon Receptor (AhR)

[l Androgen Receptor (AR)

O Androgen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LBD)
[] Aromatase OH
O Estrogen Receptor Alpha (ER)

O Estrogen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LBD)

[l Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma (PPAR-Gamma)

0
Tox21 Stress response pathways OJ\

I Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2/antioxidant responsive element (nrf2/ARE)
[l Heat shock factor response element (HSE)

I mitochondrial Membrane Potential (MMP)

] Phosphoprotein (Tumor Suppressor) p53 ChembDoodle®
[ ATPase family AAA domain containing protein 5 (ATADS)

| Start Tox-Prediction |

(8}

CHa

3
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Oral toxicity prediction results for input compound J

=

Predicted LD30: 250mg/kg | | Name User defined
| Molweight 180.16
Predicted TOXiCity Class: 3 J Number of hydrogen 4
bond acceptors
[ Number of hydrogen 0
m 3 | 4 I 5 | 6 | bond donors
' Number of atoms 13

V Number of rings 1

Prediction accuracy: 100% |

Number of rotable bonds

" Total charge

| | | Molecular Polar Surface
| Area

20% 40% 60% 80%

63.6

!

|

\
Average similarity: 100% ) | ["Number of bonds 13

{

E

[0

Toxicity Model Report |

| Classification

| Organ toxicity

| Toxicity end points

| Toxicity end points

| Toxicity end points

| Toxicity end points

| Tox21-Nuclear receptor signall

| Tox21-Nuclear receptor signall

| Tox21-Nuclear receptor signall

| Tox21-Nuclear receptor signall

| Tox21-Nuclear receptor signall

| Tox21-Nuclear receptor signall

Tox21-Nuclear receptor signall

Tox21-Stress response pathwe

| Tox21-Stress response pathwe

| Tox21-Stress response pathwe

| Tox21-Stress response pathwe

| Tox21-Stress response pathwe

Toxicity targets

Possible binding to toxicity targets is shown below. For more information on the targets, please click on the individual abbreviations.

no binding probable binding

AA2AR ADRB2 ANDR AOFA CRFR1 DRD3 ESR1 ESR2 HRH1 NR1l2 OPRK OPRM PDE4D PGH1 PRGR

Details about possible toxicity targets:

Toxicity Target Avg Pharmacophore Fit Avg Similarity Known Ligands

i [T
) ia T

t“?‘-_ by
ﬁ%{g Prostaglandin G/H Synthase 1 34.45% 86.3%
B 2
iohredg

Ty
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== ISME Molecular E ditor by Peter Ertl and Bruno Bienfait ey

Or upload a file(one molecule per file)

Examinar... | No se selecciond un archivo.

Fingerprints
Algorithms ® MACCS
) Openbabel(FP2)
) AdaBoost
® SVM ' Molprint 2D
) PubChem

| Submit | Return |
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Main Page >>BBB Predictor
X

[]
N

x DI X
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d

!
I
I
2

[Flzfe]-]-B=z]-s]&

Or upload a file(one molecule per file)

Examinar... | No se seleccion6 un archivo.

Fingerprints

Algorithms © MACCS

i ) Openbabel(FP2)
) AdaBoost

® SVM ) Molprint 2D
) PubChem

| Submit | Return |
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Main Page>>Retrieve Result

) BBB+
5 7
-0 @ A
e
o ol
O - BBB-
2 o - /\/}1
o] N
o -0‘8 -0‘7 ~0’6 -0‘5 -0‘4 »0‘3 »0'2 ~0|1 OTO 0[1 0'2 0‘3 014 015
SVM-MACCSFP BBB Score
Query Structure
Threshold of BBB-/BBB+ Score is 0.02
SVM_MACCSFP BBB Score: 0.032

This compound is predicted as BBB+

mn @ EA
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Figure 5. ['®F]-IND1 PET images obtained 60-min postinjection in a normal (upper row) and a t

(lower row). (A & D) coronal sections; (B & E) axial sections and (C & D) sagittal sections. The ilfigure 4. in vivo tacrine-blocking experiments in normal mice. (A) Uptake is expressed as SUV (g/ml), values are

normalized LJSng cerebellum as reference. mean + SEM, n = 3). Un- and pretreated tacrine group of animals were statistically different (Student’s t-test, p
< 0.01). (B) PET Images obtained with ['®F]-IND1 in normal mice. Top: Mouse 1 (nontreated), (C) coronal section,
\oA1ssFmemTr-ooa (D) axial section and (E) sagittal section. Lower: Mouse 2 (pretreated with tacrine), (F) coronal section, (G) axial

section and (H) sagittal section.
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Table 2. BBB cross penetration data and physicochemical properties for 1, 4,

Come. Cq oma el e et
4-anilinoquinazoline Linker (L) f{% ;E;;:ghs) ;gi: >:|53 CDmpdS. aﬂt..::l::l}gy;gjm GSStEeBEHDJ 2_[}['3] ?_4['3] E‘Jlt%bltli:[II:E]B‘II C,f[d] mf[d]
= N0 s mes W 1 149015  +BBB S S S NM NM
SRS & 2 & 4 405030  -BBB S S s M M
oy z\;%ﬂ ‘ uss -2 Erlotinib 3324030 +BBB S S S PM PM
W

Diazepam!®  0.008+0.002 _ - } _ _ i}

/@/\r; " Y/ >100 ND
Y [a] The LogP values were determined by HPLCs. Alog P = log P{octanol/PBS)
/ - Erlotinib >100 ND

- log P (cyclohexane/PBS). Optimal Alog P for brain uptake 15 < 2. [b]
Calculated according to http/immd.ecust edu.cn:8000/predict/.  [c] In
aqueous-buffer solutions at the indicated pH. 5. stable over a period of 24 h
incubation, @ 37 °C. [d] cf: hepatic cytosolic fraction; mf: hepatic microsomal
fraction. NM: non-metabolized over a period of 30 min incubation, @ 37 °C.M:
complete metabolism over a period of 30 min incubation, @ 37 °C. PM: partial
metabolism over a period of 30 min incubation, @ 37 °C. [e] Positive control.
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? Human intestinal absorption: If the compound has the HIA% less than 30 %,

<

A N N=N,

[Cod | HIA® _Caco—2bAst—r§;i;:r'1nhc 0CT2 inh” Mcff.f'.ﬂ? hElIgfiCitjCarcg_ Logs" | LogD7 iu\iij LE*
1| () _ ) () (-) CYP450 3A4 ””;I:qulif] | () || -3.13]| 3.10 1 | 554
2 @ |6 {{:} [[215]] | © CYP450 3A4 ””;I:E'};if] | 0|22 - 1 -
3 @ (e SR CYP450 3A4 ””;':qulif] NS - 1 -
¢ @ e {{:} r[;é? () CYP450 3A4 w;nmz[i]g] | 0|22 - 1 -
8 | () _ ) () (-) CYP450 3A4 ””;I:E}};if] | () | 2 - 1 -
o |8 () (-) CYP450 3A4 ”";I:Ehu[if] 0 [s20] 251 2" | 202
el | (+) || (4 {{J_'}} [[35]] | © CYP450 374 “.‘:ci::whllzi’] () | -316|| 245 0 |5.19

it is labeled as (-), otherwise it is

labeled as (+) [17]; ® caco-2 permeability. If the compound has the Caco-2 permeability value = 8x10° cm/s, it is

labeled as high Caco-2 permeability (+), otherwise it is labeled as moderate-poor permeability (-} [18]; © P-

glycoprotein inhibition [19,20]. Non-inhibition is labeled as (-), otherwise it is labeled as (+); ? Renal organic cation

transporter {OCT2) inhibition [21]. Non-inhibition is labeled as (-}, otherwise it is labeled as (+); © Ability to be
substrate of three Cytochrome P450 isoenzymes (CYP450 2C9, CYPA450 2D6, and CYP450 3A4) [22]. It is shown the
predicted isoform-CYP that the compound potentially acts as substrate; " Human ether-a-go-go-related gene
(hERG) inhibition [23,24]. Non-inhibition is labeled as “non”, weak-inhibition is labeled as “w-inh” and inhibition is

labeled as "inh”; & Potential as carcinogens [25]. Non-carcinogen is labeled as {-); n Aqueous solubility [26]; :

Distribution coefficient at pH 7.4, from [13]; ! humber of violations of Lipinski “Rule of five”; . Lipophilic ligand
efficiency (plCsp — LogDy 4) [27]; "Mw higher than 500 Da; ™ MW higher than 500 Da and hydrogen bond acceptors
higher than 10.

Table 3. Drug-like properties of the carboranylanilinoquinazolines studied herein and erl.



