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Summary 

The in vitro study of the bovine serum albumin binding of cresotinamid and six 
of its analogs, all labelled with carbon-14, was performid by the method of 
equilib~um dialysis. The binding parameters, association constants and number of 
sites were determined. Characteristic physicochemical parameters of these compo- 
nents’ structure, lipophilia, pK,, steric volume were calculated and correlations 
could be established between these physicochemical parameters. especially ~ipophilia 
and the binding parameters. 

L’Ctude de la liaison in vitro g la serum albumine bovine de la cresotinamide et de 
six de ses derives, tous marques au 14C, a et& r&al&e par la methode d’equilibre de 
dialyse. Les parametres de liaison, constantes d’association et nombre de sites, ont 
6th dkerminb. Des paramktres physi~~~rnjqu~ caracteristiques de la structure de 
ces composes, lipophilie, pK, encombrement sterique, ont CtC calcults et des 
correlations ont pu i?tre etablies entre ces parametres physicochimiques, notamment 
la lipophihe, et les parametres de liaison. 

Introduction 

L’interaction entre un mtidicament et les proteines, seriques ou tissulaires, in- 
fluence souvent son activite biologique, non seulement parce qu’une telte association 
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est necessaire pour que les interactions medicaments-sites rtcepteurs se produisent, 
mais egalenient parce qu’elle peut- dans certains cas-jouer un role dans l’absorp- 
tion, la distribution et I’elimination de ce medicament. 

Differentes etudes ont tte men&es (Hanch et al., 1965; Hanch, 1971; Hanch et 
Silipot, 1974; Pate1 et al., 1968; Helmer et al., 1968; Krieglstein et al., 1972; Chien et 
al., 1975, 1976; Sanvordeker, 1975) pour determiner la nature physicochimique des 
forces de liaison mttdicament-proteine. Des correlations ont et& trouv&es entre des 
paramttres physicochimiques tels que la liposolubilite, le pK, ou la densitt de 
charge electronique et la force de liaison du medicament a la serum albumine. 

Nous avons, darns cette voie, entrepris l’etude de la liaison a la serum albumine 
bovine de la cresotinamide et de 6 de ses derives (Tableau l), et calcule leurs 
paramttres de liaison. Nous avons d6terminC quels sont, parmi les parametres, les 
plus reprbentatifs de la structure a savoir lipophilie, pK, et encombrement sterique 
du substituant sur la fonction amide, ceux qui sont impliques dans la liaison a la 
BSA. 

Mat&iel et Withodes 

Synrhbe des composks 
Les sept composes etudies ont ete synthetisb par le laboratoire Pierre Fabre. 

Tous ces composes ont ete marques au 14C sur le radical carboxyle. 
Les microsynthbes ont comme point de depart l’acide 2-3 cresotinique 14C 

carboxyle fourrni par le CEA. 
Le controle de la purete de ces composts a et& effect& par chromatographie en 

couche mince sur gel de silice (Merck F254) dans quatre types de solvants. 
Tow les lcomposes avaient, apres recristallisation, une purete radiochimique 

superieure a 99%. 

Emie de iu liaison 

L’albumine utilisee etait la BSA fraction V, pulvhisee, Fluka A.G. (pH en 
solution aqueuse l%, approximativement 7). 

La liaison a ete etudite par la methode d’equilibre de dialyse. Les solutions de 
ligand et de proteine sont effectuees dans un tampon phosphate de pH 7,4. Le tube a 
dialyse est une membrane de cellulose Visking (20/32) dont le diametre moyen des 
pores est de 24 pm. Ce tube est dtcoupe en morceaux de longueur determinee et yui 
sont immergb pendant 24 h dans une solution de tampon phosphate pH 7.4, puis 
rinces h I’eau distillee et essorts avant leur utilisation. 

L’equilibre de dialyse est realisee g 4°C. Lorsqu’il est atteint, la concentration en 
llgand dam chacun des compartiments est mesuree par scintillation liquide. La 
mesure dc radioactivite dans le compartiment contenant la proteine donne la 
r:oncentration totale en medicament CT, la mesure de la radioactivite dans Ie 
wmpartimrnt extkrieur la concentration en medicanwnt libre Cl. 
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TABLEAU I 

OH 

CHJ \ CONHRz 0 I 
/ 

Rl 

ComposC Rl 

1 -H 

R2 

-H 
2 -Br 
3 -Br 
4 -Br 

5 -Br 

6 -Br 

7 -BR 

-H 

-CH3 
-CH,CH, 

CH, 
-CH < 

CH, 
CHZ 

-CHf, 
CH, 

-CH,-CH,-CH,-CH, 

Nom 

N-bromocrksotinamide 
crksotinamide 

N - mCthy1 bromocrksotinamide 
N-ethyl bromocrbotinamide 

N-isopropyl bromocrCsotinamide 

N-cyclopropyl bromowko~inamide 

N-hutyl bromocrCtsotinamide 

DGtermination des paramtitres physicochimiques 
Le parambtre hydrophobe ie plus couramment utiiisC est ie coefficient de partage. 

Vest done ceiui-ci que nous avons choisi. 
Ii a kte effect& dans ie systkme n-octanoi-eau acidifike par HCI (pH 1) afin de 

maintenir ies composes sous leur forme phenol et determink par comptage en 
scintillation iiquide. 

Nous avons utiiisk ie parametre MR pour traduire i‘encombrement stkrique du 
substituant port& par la fonction amide. Les diffkrentes valeurs de ce paramktre sent 
celles don&es par Hansch et Siiipot (1974). 

Le caracttre klectronique des mokuies a ktk exprimk par ie pK,. Les composk 
CtudiCs &ant trks peu solubles dans i’eau, nous awns effectuk ies mesures des pK, 
dans des systkmes eau-ethanol dont on faisait varier les proportions de fason a 
obtenir la vaieur du pK, g diffbentes vaieurs de l/e, c 6tant la constante dikiectrique 
du milieu. A partir des diffkrentes valuers de pK, et de l/c correspondant, nous 
avons pu ktabiir des relations IinCaires pK, = f (I/E). 

Toutes les mesures ont et6 rkaiiskes ir 25°C. Les titrages ont Ctk effect&s avec de 
la soude 0.1 N ZI i’aide d’un enregistreur de titrage automatique (Taccusei type 
titrimat). Les vaieurs de pK, ont et6 caiculkes sur les courbes potentiomktriques h la 
dcmi-ncutraiisation de m3me que la vaieur de l/c correspondant: 

avec V,,,,, - volume d’eau initial = volume de soude ajoutit pour at:eindre la demi 
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neutralisation; et Vhthano, = volume d’tthanol utilist. 
En portant la valeur l/c = l/80 darts l’equation pK, = f (l/r) on obtient la 

valeur du pK, que l’on aurait eu dans l’eau pure. 

Rbultats et Discussion 

Nous avons, pour determiner les parametres de liaison, trace les isothermes de 
liaisons selon la representation proposke par Scatchard (1949). 

Celles obtenues pour la cresotinamide et sa derive N-bromo (Figs. 1 et 2) sont 
lintaires sur l’intervalle de concentration en ligand CtudiC, mettant ainsi en evidence 
l’existence dune seule categoric de sites. 

Les isothermes de liaison des autres composes ne sont pas lineaires (Figs. 3-7). 
Nous avons dans ce cas retenu l’hypothese de l’existence sur la proteine de deux 
categories de sites de liaison indtpendants, une dite de ‘sites forts’ et une de ‘sites 
faibles’, et determine les parametres de liaison n et K par la methode graphique de 
Rosenthal ( 1967). 

Les valeurs des parametres de liaison des ‘sites forts’ sent, present&s dans le 
Tableau 2. 

Les valeurs des parametres physicochimiques pK,, log P, MR sont rassembles 
dans le Tableau 3. 

L’etablissement des equations entre parametres physicochimiques et la liaison A la 
serum albumine a Ctt fait a partir d’une analyse regressive a &tapes successives en 
utilisant l’approche de Hansch ( 197 1). 

Nous avons envisage les cas ou la liaison etait exprimee par log K, puis celui ou 

Fig. 1. Isotherme de liaison de la crbotinamide. 
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Fig. 2. Isotherme de liaison de la N-bromocrksotinamide. 
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Fig. 3. Isotherme de liaison de la N-methyl bromocrksotinamide. 
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TABLEAU 2 

Compost 

I 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

K, n1 10~ KI log K,nt 
(I.mol-‘) 

1.45 x lo3 4 3.16 3.76 
5.00x IO4 3 4.70 5.18 
I .22x lo6 0.70 6.09 5.93 
7.75 x IO5 1 5.89 5.89 
9.30x los 0.75 5.97 5.95 
8.00 x 10’ 0.95 5.90 5.88 
9.31 x 10’ 0.72 5.97 5.83 

TABLEAU 3 

Composi PK, log P MR 

I 8.48 2.12 1.03 
2 7.58 2.76 1.03 

3 7.52 3.51 5.65 
4 7.53 3.61 10.30 
5 7.54 4.19 14.96 
6 7.39 3.80 13.53 
7 7.57 4.21 19.59 

elle Ctait exprimee par log K, R, de facon a savoir si l’introduction du nombre de 
sites dans le parametre de liaison pouvait ameliorer les relations. 

Le parametre physicochimique le mieux relic a la liaison est pK,,, mais etant 
don& I’importance du compose no. 1 dans l’etablissement des equations entre 
log K , ou log K , n, et pK a, ces equations n’ont pas CtC retenues. 

Des correlations significatives ont et& Ctablies entre ces parametres de liaison et le 
coefficient de partage. (Figs. 8 et 9). 

log K, = 1.310( kO.636) log P + 0.854( + 2.246) (1) 

n = 7; r = 0.92; r2 = 0.85; s = 0.465; &‘= 28.OO(a < 0,Ol) 

log K,n, = 0.949( f0.532) log P + 2.209( 4 1.876) 

n=7; r=0.81; r2=0.81; s = 0.388; Fi = 21.04( a -C 0.01) 

(2) 

Des equations de type parabolique en log P, (log P)’ se sont averees plus 

satisfaisantes du point de vue statistique: 

log K, = 6.921( k2.171) log P - 0.879( +0.338)(log P)’ - 7.598( f3.335) (3) 
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n = 7; r = 0.995; r2 = 0.989; s = 0.139: Ft = 182.62( a < 0.001); log PO = 3.94 

log K,n, = 5.738( f 1.185) log P - 0.750(fO.l85)(log P)‘- 5.005( f 1.820) (4) 

n =7; r=0.997; r ’ = 0,994; s = 0.076; Fa2 = 339.19(cr < 0.001); log P, = 3.82 

De telles equations ont ttt present&es dans la litterature, Dunn (1973) et Lecek et 
Coutinho (1976). mais leur signification reste vague. 

Les relations lineaires en fonction de log P (tqns. 1 et 2) peuvent tgalement, mais 
a un degre moindre, Ctre ameliorees par l’introduction du parametre MR. parametre 
qui tient compte de l’encombrement sterique en ortho de la fonction phenol. 

~ogK,=2.350(‘~1.103)logP-0.122(~0.118)MR-1.593~f2.843) (5) 

n = 7; r = 0.973; y2 = 0.947; s = 0.229; Ft = 35.48( a < 0.01) 

log K,n, = 1.850( kO.847) log P - 0.105( kO.091) MR + O.OSS( k2.182) 

n=7;r=0.973;r2= 0.947; s = 0.229; F; = 35.48( a < 0.01) 

Ces equations semblent mettre en evidence I’effet d&favorable de I’encombrement 
sterique dans le processus de liaison. Mais ce parametre MR est tres redondant avec 
la lipophilie (84.9%) et ceci peut rendre discutable sa signification. 

Les equations de type paraboliques. statistiquement les meilleures, nous ont 
conduit a examiner si la correlation entre liaison et coefficient de partage ne pouvait 
pas ttre mieux exprimee par une approche faisant appel a un systeme bilineaire et 
d&rite par Kubiniy (1978). 

Effectivement dans le cas particulier de I’ttude. in vitro, relative a la liaison ri la 
BSA des amides crbotiniques on peut envisager le mndele suivant a deux comparti- 
ments: 

Ao itant le milieu aqueux tamponni: A pH 7.4, L, &ant la proteine, 
La probabilite de presence sur la proteine peut s’inscrire: 

Pr 0. I = $+k 
h VG 

OriLJ = v,\c, 
-=pp 

I 2 

pr () 1 = -!!,/kL = PP 
k,/k,+ I /3P+ 1 
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ou encore log Pr 0.1 = log lp + log P - log( BP + 1) 

soit log Pr 0.1 =logP-log(pP+ l)+Cte 

en ce rapportant A la concentration initiale: 

log l/C=6logP-&log(/IP+ l)+Cte 

Cette kquation est une equation bilinkaire dont les pentes sont respectivement 6 et 
66=0. 

Les calculs rCalisb sur la base du modMe bilinkaire conduisent 3 l’izquation 
suivante: 

log K,n, = 3.245( f0.536) log P - 3.607( AO.825) log( fiP + 1) - 2.862( +_ 1.218) 

(7) 

n = 7; t = 0.999; r2 = 0.997; s = 0.062; F; = 340.21( a < 0.001); log j3 = - 2.865; 

log PO = 3.82 

Cette Cquation est nor. symktrique (Fig. 9). La pente de la partie ascendante est 
3.245 celle de la partie descendante - 0.362. 

Ce modkle de type bilinttaire semble etre le mieux approprie A expliquer la nature 
de la liaison Q la serum albumine bovine de ces 7 amides crbotiniques, et le 
paramktre lipophile apparait comme &ant le paramktre p&pond&ant dans ce type 
de liaison. 
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