Chemie 1éCiv

Vyzkum a vyvoj novych 1éCiv

Uvod

Vyzkum a vyvoj novych originalnich 1é¢iv je zdlouhavy, nakladny a pritom znacné rizikovy.
Kompletni vyzkum a vyvoj zcela novych 1éCiv, ,,novych chemickych entit (NCE)®, si proto mohou
dovolit pouze finan¢né velmi silné farmaceutické koncerny. Mensi firmy se proto orientuji nanejvys na

hledani analog zavedenych 1é¢iv, ale hlavné na vyvoj a vyrobu generik, kopii 1é¢iv u nichz vyprsela
patentova ochrana.

Primérné naklady na vyzkum a vyvoj nového lé¢iva €inily v r. 1975 asi 150 mil. $, nyni se vySplhaly pres 800 mil. $. N¢&-
které prameny pritom dokonce uvadéji ¢astku 1,4 mld. $, jiné vSak tyto Gidaje zpochybriuji a tvrdi, ze zahrnuji i naklady na
marketing. Vysoky rist nakladii je zapfiinén zejména zvySenymi pozadavky na bezpecnost Iéku. To pak vede k tomu, ze
stale vice 1k pii klinickych zkouskach selhava. Zcela novych I€Civ je proto uvadéno na svétovy trh kazdym rokem jen
velmi malo. V letech 2005-2007 to bylo kolem 20 NCE za rok, v r. 2004 jesté bylo novych 1é¢iv 36. Naopak, ¢astky vyna-
kladané na vyzkum a vyvoj 1é¢iv ptitom rostou. V r. 2005 ¢inily naklady vynaloZené na VaV lé€iv asi 40 mld. $, coZ bylo o
asi 6% vice nez v r. 2004. Rychle také roste pocet patentovych ptihlasek i publikaci vénovanych novym potencialnim 1é¢i-
vam. Jejich autofi jsou Casto pracovnici akademickych instituci nebo malych firem, ktefi se domnivaji, Ze vysledky své
prace vyhodné prodaji formou licence farmaceutickym giganttim, které vyvoj léciva dokon¢i. Ur€itou Sanci maji, pivod
v akademickych institucich ma nejméné ctvrtina novych 1éciv. Pravdépodobnost, Ze se podaii pfipravit nové lécivo je vSak
jen malé — z desetitisici novych sloucenin se GspéSnym léivem stane jedind. Mala pravdépodobnost vsak neznamena prav-
dépodobnost nulovou, ale nutnost racionalniho pfistupu k vyzkumu. Zjisti-li se u néjaké nové latky mimoradn€ zajimavé
biologické ucinky, je tfeba ucinit vSe proto, aby se z této latky nebo jejich derivath 1é¢ivo stalo. Objev a navrh nového 1éciva
nemusi byt finan¢né prili§ naroény, potiebné zdroje se daji zajistit formou grantli nebo ti¢elnou spolupraci s primyslem. Je
vsak tfeba postupovat rychle a tGcelné a neopomenout nic, co rozhoduje o budoucim tspéchu, zejména pak patentovou
ochranu. Finan¢né narocné jsou az zavérecné faze vyvoje, kdy se 1éCivo preklinicky a zejména pak klinicky zkousi. Tyto
faze uz nelze bez spoluprace s kapitalove silnym partnerem na potiebné trovni zajistit. Provadéni preklinického a klinického
testovani ,,na kolen&* na neakreditovanych pracovistich bez potfebného zazemi, coz se Casto déje, je pouze vyhazovanim
penéz. Vysledky takovych zkousek organy povolujici 1éCiva neuznavaji a povazuji je pouze za orientacni. Naproti tomu se
Casto podceriuje patentova ochrana novych latek pred potencialnimi konkurenty. Prave ta vSak je zakladnim predpokladem
pro nalezeni a vzbuzeni z&jmu vhodného partnera, ktery financné zajisti dalsi vyvoj 1éCiva az do jeho uvedeni na trh.

Ma-li byt vyzkum a vyvoj 1éCiv Gspésny, je tieba si uvédomit, ze jde o sluzbu, ktera ma své za-
kazniky, které je tfeba uspokojit.. Kazda skupina zakaznikl pfitom miiZze mit riizné zajmy:

» Pacienti pozaduji, aby jim 1éCiva pomahala zlepsit kvalitu Zivota, tj. vylé€ila onemocnéni nebo alespon odstranila
jeho symptomy a prodlouzila dobu do dalsiho projevu symptomi, prodlouzila dobu zivota, zmirnila bolesti, zkrati-
la dobu neschopnosti, byla u¢inna a souc¢asné¢ méla minimum vedlejSich ucinkd, byla bezpecna a kvalitni, hrazena
pojistovnou nebo alespon byla levna a aby jejich podani bylo snadné a komfortni

» Lékari maji podobné pozadavky na 1éCivo jako pacienti, navic pozaduji minimum kontraindikaci (pfipadua, kdy
1é¢ivo nelze piedpisovat), protoZze omyl miiZze mit nepfiznivé nasledky nejen pro pacienta, ale i I€kate

» Lékarnici a distributori 1é¢iv poZzaduji od 1é¢iv reprodukovatelnou kvalitu a co nejvétsi stabilitu, ale také chtéji,
aby z jejich prodeje jim plynul zisk.

> Poskytovatele a platce zdravotni péce (pojistovny) chtéji, aby jejich finan¢ni zatéz spojena s podanim lé¢iva

» Vedeni a akciona¥i farmaceutické firmy maji zajem o Siroké uplatnéni 1é¢iva (rozsahlé indikace, vyuzitelnost u

nejcetnéjsich onemocnéni, minimalni konkurence), o co nejdelsi patentovou ochranu (u originalnich 1é¢iv), nizkou

nakladovost a vysokou ziskovost vyroby. V neposledni fad€ jim jde i o to, aby 1é¢ivo vytvarelo u verejnosti piiz-
nivy obraz firmy (to je diivodem, pro¢ se neékteré farmaceutické firmy zabyvaji i malo lukrativnimi skupinami 1¢é-
¢iv, jakymi jsou napf. léky proti AIDS nebo néktera cytostatika).

Vyzkum a vyvoj novych 1é¢iv lze rozdélit do tri fazi (etap):

# Faze objevu (Drug Discovery), kdy se zjistuje, ktera latka nebo latky jsou ucinné

% Faze navrhu (Drug Design), kdy se modifikuje struktura objevené latky s cilem pfipravit deri-
vaty s optimalnimi terapeutickymi vlastnostmi jako kandidaty pro dalsi vyvoj.

# Faze vyvoje (Drug Development), kdy se u vybraného 1éCiva vyviji technologie vyroby lécivé
latky a 1écivého ptipravku, zjistuje jejich a provadi klinické zkousky
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Toto rozdéleni je do zna¢né miry formélni. Riizni autofi chdpou pojmy vyzkum a vyvoj odligné (v CR se — zfejmé ve snaze
ziskat na vyvoj rizné granty — termin vyvoj rad&ji viibec nepouziva, coz pak vede k odliSovani ,,védy* a ,,vyzkumu* resp.
,badatelského“ a ,,aplikovaného* vyzkumu). To, co jedni nazyvaji fazi navrhu, druzi povazuji za fazi objevu apod. Cinnosti
v jednotlivych fazich vyzkumu a vyvoje se kromé toho prolinaji a neexistuje mezi nimi ostra hranice. Obsah a rozsah ¢in-
nosti pii vyzkumu a vyvoji kazdého individualniho 1éciva zavisi i na jeho charakteru a aplikaci.

Zda vyzkum a vyvoj nového 1éCiva zahrne v§echny zminiované faze, zavisi na jeho inovativnosti.

Podle stupné inovativnosti 1ze 1é¢iva rozdélit do nékolika kategorii:

> Nova struktura, nové pfinosy pro terapii

> Nova struktura odvozené od zndmych latek, zndmé ptinosy (,,me too*)

> Znama struktura, nové piinosy pro terapii (,,profarmaka®, u¢innéjsi enantiomer misto race-
matu, novy typ soli, smérovani t¢inku, nové indikace, nové 1ékové formy)

» Znama struktura, znamé piinosy (generika)

Casové i finanéné nejnaroénéjsi je vyzkum a vyvoj 1é¢iv s novym uéinkem, ktery za¢ina od objevitelské faze. Objevy no-

vych tcinnych latek se casto rodi v akademickych institucich a farmaceutické koncerny si je pak kupuji formou licence a

rozvijeji v dalSich fazich VaV. Tim si snizuji riziko, Ze se vydaji na cesty, které nikam nevedou.

Vyzkum a vyvoj analog zavedenych 1éCiv, tzv. ,,me too®, tj. patenty nechranénymi odvozeninami znamych 1é¢iv, zacina

fazi navrhu. Navrh novych ,,me too* 1é¢iv mize vychazet ze zkuSenosti ziskanymi s jejich predchidci, takze tato 1éCiva

ce firem, od stfednich az po farmaceutické giganty. Nékdy mohou také byt hledana analoga zavedenych 1é¢iv, u nichz byl

zjistén dalsi terapeuticky vyuzitelny uc¢inek. Ten pak je obménami zdkladni molekuly zesilovan, zatimco ptivodni biologic-

ka aktivita mtize naopak byt potlacovana, takze nakonec vlastné vznikne nové lécivo.

Nekam mezi fazi navrhu a vyvoje patii hledani ,,profarmak®, derivati, které se na ucinnou latku pfeméni az v organismu,

novych Iékovych forem zndmého 1é¢iva, ndhrady racematil uc¢innym enantiomerem, piiprava a pouziti novych soli G¢inné

latky apod. U téchto latek musi probéhnout preklinické a klinické zkousky, které¢ v§ak mohou byt zredukovany na ziskava-

ni novych poznatkii. Vyjimkou v tomto sméru jsou nekteré soli vykazujici ,,zdsadni podobnost™ se solemi pouzitymi

v ptvodnim piipravku, v tomto piipade jsou nutné pouze zkousky bioekvivalence. Hledani a zkouSeni novych indikaci —

moznosti 1écby dalSich onemocnéni zavedenym IéCivem — Ize povazovat za pokracovani klinického vyvoje ptipravku.

U generik — kopii zavedenych 1é¢iv se provadeji pouze vyvojové prace (tfeti faze). Vyvoj generika pfitom kon¢i prokaza-

nim jeho bioekvivalence s ptivodnim piipravkem.

Generika Ize vyrdbét a uvést na trh az po vyprseni patentové ochrany originalniho pfipravku,

podle nové legislativy EU mohou vSak byt vyvijena jiz pfed skoncenim platnosti patentu.

Vedle patentové ochrany je vSak tfeba brat v tivahu i tzv. ochranu farmaceutickych dat, tj. dat z preklinickych a kli-

nickych zkousek. Trva-li ochrana farmaceutickych dat i po vyprseni platnosti patentu, je sice mozné 1é¢ivo vyrabét, pro

povoleni je vSak tfeba provést vSechny predepsané zkousky. To je ov§em nakladné. Vyrobci generik proto radéji ¢ekaji

az ochrana dat skon¢i (v EU to nyni je jednotné za 10 - 11 let, diive to v CR bylo 6 let). Pak je mozné se odvolavat na

vysledky zkousek origindlniho ptipravku a provést pouze prikaz bioekvivalence generika — srovnani G¢innosti a bez-

pecnosti s originalnim pfipravkem u malého souboru pacientd, u injekci pfitom staci jen porovnani slozeni a stability.

Casovou naroénost vyzkumu a vyvoje nového 1éCiva ilustruje nasledujici piehled:

Patentové aktivity Technologie

»
» »

Preklinické Farmakologie Registraéni Uvedeni na
Objev Navth _ zkousky . IND I Fizell _ IDN\_ NDA_ fizeni . Uh

> >

> >
Klinické zkouSeni

1 10000 — 10 latek 10 > 1-2 1 1€k Farmako-
) ADME vigilance
Analytika
Toxikologie
‘ 1 — 3 roky ‘ 1 -3 roky ‘ 3-6let ‘ 1- 3 roky ‘ 5 let

| | | | |
‘ celkem 12-15 let

IND = zadost o povoleni klinického zkouseni (Investigational New Drug application, NDA = zadost o registraci no-
vého 1éciva (New Drug Application), ADME = absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece (farmakokinetika)
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. ror , /e
Objevovani novych 1éCiv

V minulosti mnohdy napomohla nalezeni ucinnych latek Stastna nahoda (serendipita) a jeji podil na
objevech novych 1éCiv nelze vyloucit ani nyni. Na $t’astnou ndhodu vsak nelze spoléhat. Pfi racional-
nim pfistupu k hledani nového lé¢iva ma klicovou roli screening, vyhledavani ucinnych latek.
Screening je rychlym vytfidénim velkého souboru riznych latek, doslovnym piekladem slova screening je prosévani.
Problémem je nalezeni vhodného ,sita”, aby jim ,,propadly* jen ty molekuly, které maji pozadované vlastnosti.
V minulosti to byvaly testy na pokusnych zvifatech, to vSak bylo zdlouhavé a finan¢né€ naro¢né. Dnes je zakladem pro
hledani ,,sita* znalost pfi¢in nemoci nebo poruchy na molekularni a bunécné Grovni. Na zakladé této znalosti se vybe-
re cilova struktura (enzym, receptor apod.), ktera hraje pii onemocnéni zavaznou roli a jejiz interakei s 1é¢ivem (napf.
inhibici enzymu nebo obsazenim vazebnych mist receptoru) lze ovlivnit pribéh onemocnéni. Pak se urci zpisob,
jakym lze pfislusnou interakci detegovat a vyhodnotit, tj. provést screening. Ten se pak vyuzije k hledani G¢innych
latek mezi riznymi latkami pfipravenymi syntézou nebo izolovanymi z riznych pfirodnich zdroju (rostliny, Zivoci-
chové, mikroorganismy, v posledni dob¢ velmi ¢asto i moiska flora a fauna). Jsou-li k dispozici informace o prostoro-
vé stavbé cilové struktury, 1ze dokonce molekulu potencialniho 1é¢iva nejprve navrhnout pomoci pocitace, ,,in silico®,
a teprve pak latku syntetizovat a ovéfit, zda ma predpokladané vlastnosti.

Faze objevu zpravidla nevede k nalezeni nového 1éCiva, ale spiSe slouzi k vyhledani prvnich ucinnych
latek — voditka (anglicky lead compound, n¢kdy piekladano jako ,,vid¢i latka™ nebo ,,vid¢i struktu-
a“), jejichz molekuly jsou nasledné modifikovany s cilem zlepsit terapeutické i dalsi vlastnosti.

Voditkova latka nemusi sama mit pfili§ velkou nebo specifickou (tj. bez vedlejsich Gcinki) biologickou odezvu,
protoZe se sama v terapii nakonec zpravidla nepouzije. Jde o pouze latku stojici na startovni ¢afe dalsiho vyvoje.

r rwe
Navrh léCiva
Ve fazi navrhu se vyhleddvaji nejvhodnéjsi analoga ,,voditka®, derivaty s vys§imi Zadoucimi ucinky
a mensimi vedlejsimi u€inky (toxicitou) a nékterymi dal$imi dilezitymi vlastnostmi.
Vedle latek objevenych pfi screeningu, mize byt voditkem pro navrh nového lé¢iva jiz pouzivané 1é¢ivo, k némuz
ma byt ptipraven analog s vyssi u€innosti, niz§imi vedlej$imi ucinky, jinymi vyhodnymi vlastnostmi nebo jen latka s
stejnou ucinnosti, ale zatim patentové nechranéna. Nékdy dokonce mize byt "voditko" vybrano mezi pfirozenymi
latkami s pfesné opacnym U¢inkem, nez ma mit vyvijené 1é¢ivo - napf. pfi vyvoji antagonisti urcitého receptoru
muze byt voditkem struktura pfisluSného pfirozeného agonisty.

Navrh 1é¢iva zahrnuje spoustu systematické prace pii pripravé analog voditka a jejich testovani.

Nalezeni ,,voditka“ a dalsi postup pti navrhu nového Ié¢iva dobte ilustruje piipad znamého zklidiujiciho 1éku diazepamu.
V 50. letech minulého stoleti se pracovnici firmy Roche snazili o syntézu benzoheptadiazoli jako novych 1é¢iv, ziskavali
viak jen derivaty benzochinazolin-N-oxidu. Zadny z nich nemél pozadovany Géinek. Projekt byl v r. 1955 ukongen. V r.
1957 byla pii uklidu laboratofe objevena neotestovana latka. Ta nebyla vyhozena, ale pro jistotu otestovana. Jeji ucinnost
pritom prekvapila. Latka byla pfipravena reakci methylaminu s chlormethylderivatem substituovaného chinazolin-3-
oxidu, takZze méla mit strukturu 6-chlor-4-fenyl-2-methylaminomethylchinazolin-3-oxidu. Ukézalo se vSak, ze jde o 2-
methylamino-5-fenyl-4H-benzodiazepin-4-oxid, ktery vznikal neptedpokladanym adicnim mechanismem. Latka nazvana
librium se pak stala voditkem pro navrhy dalSich derivatd. Pfitom se podafilo pfipravit diazepam, ktery byl pfi potlacovani
stavil strachu, psychického napéti, izkosti, neklidu a s tim spojenych poruch spanku o fad u€innéjsi nez librium. Diazepam
i dalsi derivaty benzodiazepinu se pak staly predmétem desitek riiznych patentt.
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V minulosti museli chemici pracné syntetizovat stovky slou¢enin s rizn¢ obménovanou strukturou, u
nichz pak byla zjistovana biologickéd ucinnost, obvykle laboratornimi testy ,,in vitro* (,,ve skle®).
Nejslibnéjsi latky byly vybrany pro falsi vyvoj. Nyni chemiktim usnadiji navrh novych 1é¢iv postu-
py ,.in silico®, vyuzivajici moznosti vypocetni techniky.

Pocita¢i podporovany navrh 1éciva (CADD — Computer Aided Drug Desin) umoziuje snizit pocet latek, které je tieba
syntetizovat a ovéfovat jejich Gcinnost. Je zaloZen na znalosti spolecnych strukturnich rysti riznych latek s pozadovanou
biologickou aktivitou, tzv. farmakoforu, a soucasné i znalosti kvantitativnich vztaht mezi strukturou latek a jejich a
biologickou aktivitou (QSAR, Quantitative Structure-Activity Relationship). Pocita¢ s vlozenymi tidaji navrhne pomoci
CADD software nekolik analog voditka, ktera pak syntetik ptipravi. Pii biologickém testovani se pak proveii spravnost
pocitacového modelu. Ten se pak doladi, aby dalsi navrh vedl ke strukturam s jest¢ vyssi aktivitou. S ristem znalosti o
vztazich mezi strukturou a aktivitou se vybér pripravovanych latek zuzuje. U vybranych latek s nejslibnéj$im farmakolo-
gickym profilem se testovani in vitro dopliiuje testy na pokusnych zvitatech (in vivo). Pfitom se uz zjist'uji zakladni far-
makodynamické a farmakokinetické parametry (G¢innost, toxicita, ADME — adsorpce, distribuce, metabolismus, exkrece).
U nejucinnéjsich latek vybranych na zékladé in vitro testii se nékdy stava, Ze jejich G€inek na Zivé
organismy neni takovy, jak se predpokladalo. Pfi¢inou pfitom byvaji nevyhodné fyzikalné chemické
a farmakokinetické parametry, napt. mald rozpustnost ve vodném prostredi biologickych tekutin,
nedostatecna permeabilita pfes bunééné membrany, malé stabilita v kyselém prosttedi zaludku, rych-
1¢ odbourani jaternimi enzymy apod. Nevhodné vlastnosti 1ze nékdy piekonat zptisobem podani 1é¢i-
va (napf. injek¢ni podani eliminuje Spatné vstiebavani a rozklad latky v zaludku a stfevech) nebo
vhodnou upravou formy Ié€iva (,,enterosolventni potah, ktery odolava kyselému prostiedi v zaludku
a rozpousti se az ve stfevech), jindy je tfeba pfistoupit k chemickym modifikacim, které pfimo neo-
vlivni aktivitu, ale rozpustnost a permeabilitu 1é¢iva pres bunéné membrany. Problémy pftilis rychlé
enzymatické inaktivace, ale 1 nedostate¢né rozpustnosti a biologické dostupnosti se pfitom mnohdy
fesi ptipravou ,,profarmak,, neboli ,,proléciv* (prodrug), derivatl, ktery mohou v dostatecné kon-
centraci proniknout az do cilovych bunék nebo tkani a teprve tam se ptsobenim enzymi pieméni na
ucinnou latku.

Zakladni (voditkova) struktura lé¢iva a farmakofor
Po objevu voditka se pfipravuji prvni analoga. K tomu, aby méla vyssi uc¢innost nebo mensi neza-

v we

douci vedlejsi ucinky, se vyuzivaji znamé nebo nové zjisténé vztahy mezi strukturou a biologickou
ucinnosti (Structure-Activity Relationship, SAR). Vys§si u¢innost maji zpravidla ty latky, které se
mohou Iépe vazat na cilovou strukturu diky svému sterickému usporadani a pritomnosti funkénich
skupin schopnych interakci s funkénimi skupinami cilové struktury. Studium SAR umoZiuje zjistit,
které skupiny jsou pro vazebné interakce 1é¢iva s jeho cilovou strukturu nezbytné.

Studium vztahti mezi strukturou a aktivitou za¢ina modifikacemi nebo zaménou funkénich skupin molekuly latky a sledo-
vanim, jak se tyto zmény projevi na G¢inku. Tim se zjisti, které funkéni skupiny pozitivné nebo negativné ovliviuji t¢in-
nost (tj. interakei s cilovou strukturou). Tento piistup je velmi stary, byl vyuzZit jiz pfi pfiprave aspirinu z kyseliny salicylo-
vé. Nevyhodou je, Ze pocet funkcnich skupin latky je omezeny a Ze u ptirodnich produkti mohou byt analoga jen velmi
obtizné dostupna. Jako modifikacni reakce se pouzivaji bézné reakee, jako je esterifikace alifatickych alkoholil a fenold,
vznik etherd, alkylace a acylace amin, esterifikace karboxylovych kyselin nebo naopak zmydelnéni esterti, redukce dvoj-
nych a trojnych vazeb, ketont, esterti, substituce funk¢nich skupin apod. Nekdy je tieba pred modifikaci molekuly urcité
funk¢ni skupiny chranit a po provedeni reakce chranici skupiny odstépit. U nekterych pfirozenych latek je jedinou cestou
k ptiprave analog parcialni syntéza, tj. modifikace zékladni struktury izolovaného produktu chemickymi reakcemi, nékdy
je vSak mozna totalni syntéza. Kromé syntézy se pii pripravé analog mohou vyuzivat i biotransformace - pfemena latek
pomoci mikroorganismi nebo enzymu. Napf. penicilin G se pripravuje tak, ze se do fermentacniho média ptidava kyseli-
na fenyloctova, po pridavku fenoxyoctové kyseliny je produkovan penicilin V. Ampicillin a dalsi polosyntetické peniciliny
se mohou pfipravovat z piirozenych penicilini odstépenim karboxylové skupiny pusobenim enzymu penicilinacylasy a
acylaci volné aminoskupiny. Enzymaticka hydrolyza pfitom nenarusi B-laktamovy kruh antibiotika, jehoZz pfitomnost
v molekule je nezbytna pro antimikrobialni ucinnost.

Studie SAR umoznuji zjistit, které stereospecifické charakteristiky molekuly (vzéjemna poloha a
vzdalenosti funkénich skupin) jsou nezbytné pro vazbu latky na cilovou struktury a tedy i ucin-
nost 1éc¢iva a které nikoliv. Souhrn pozadovanych charakteristik molekuly 1éCiva se nazyva far-
makofor, slozkdm struktury, které nejsou pro ucinnost relevantni, se fika auxofor.
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Farmakofor 1ze odvodit bud’ na zaklad¢ studia u€innosti riznych analog nebo porovnanim struktur raznych skupin zna-
mych 1éCiv se stejnym mechanismem ucinku. Tak napf. struktura farmakoforu opiatovych analgetik vyplynula z porovna-
ni struktur morfinu, morfinant a benzomorfona.

Morfin Morfinany Benzomorfony FARMAKOFOR

MORFIN BUTORFANOL PENTAZOCIN
Slovalgin, Doltard Beforal Fortral

Pro farmakofor je dilezity pfedevsim charakter jeho funkénich skupin - zda jsou schopné ionizace (aminodusik, karboxy-
lova skupina apod.), tvorby vodikovych mustkl (charakter donoru a/nebo akceptoru - napt. hydroxylova skupina miize byt
jak donorem, tak i akceptorem, kyslik karbonylové skupiny je pouze akceptorem vodiku), ¢i hydrofobnich skupin. Nemé-
né dulezité je v§ak rozmisténi téchto skupin v prostoru. U opiatovych analgetik napt. jde o vzdalenost aminodusiku od
stfedu aromatického kruhu a thly, které svira spojnice atomu a stfedu kruhu s osou nebo rovinou aromatického cyklu).

H-donor/H-akceptor Bazicka skupina

.y HD/HA X e v

o
@, Arom.kruh. L y

; Arom. kruh
/ .

Bazicka skupina

Prostorové rozmisténi funkénich skupin dulezitych pro biologickou Uc€innost zavisi i na konformaci molekuly. U
rigidnich molekul neni uréeni aktivni konformace slozité. Horsi je situace u flexibilnich molekul. Udaje o prostoro-
vém usporadani pro jednotlivé konforméry lze vypocitat, stejné jako jejich energeticky obsah. Problémem vsak je,
ze konformace latky, kterd nejlépe odpovida vazebnému mistu cilové struktury, nemusi byt nejstabilnéjsi konforma-
ci. V nékterych piipadech mtze pfi hledani aktivni konformace pomoci pfiprava derivatl, u nichz je konformace
fixovana a posouzeni jejich biologické ucinnosti. Piikladem mtize byt studium ucinnosti latek I a II odvozenych od
dopaminu. Ukazalo se, ze latka II je Gc¢inna, latka I nikoliv:
DOPAMIN BICYKLICKA ANALOGA STRUKTURA

FARMAKOFORU

O AL

(volna rotace kolem vazeb)
aktivni konformace

fixovana konformace (volna rotace zablokovana)

K definovani farmakoforu lze dospét nejen na zaklad¢ znalosti struktury u¢inné latky a jejich
analog, mozny je i opacny zpusob. Pokud je zndma cilova struktura a prostorové uspotadani jeji-
ho vazebného mista lze definovat farmakofor jako "negativ" této struktury. Spravnost navrzené-
ho farmakoforu se pak mlze ovéfit prezkoumanim, zda jej obsahuji latky, o nichz je znamo, ze
se mohou vazat v aktivnim mist¢ cilové struktury.

Ptedpokladejme, Ze cilovou strukturou je bilkovina a vazebné misto vytvaii karboxylova skupina asparagové kyseli-
ny (karboxylatovy aniont), hydroxylova skupina serinu, a aromaticky kruh fenylalaninu. LécCiva, ktera maji intera-
govat s timto vazebnym mistem by mély obsahovat skupiny schopné vytvaret iontovou a vodikovou vazbu a ucast-
nit se van der Waalsovych interakci s aromatickym jadrem, tj. aminoskupinu, skupinu pusobici jako donor nebo

akceptor vodiku a hydrofobni skupinu (podle G. Patrik, Medicinal Chemistry. Instant Notes. BIOS Scientific Pub-
lishers Ltd., Oxford, UK, 2001)
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FARMAKOFOR

Baze nebo kladny naboj

N Béze nebo kladny néboj

por nebo akceptor
A 1 Aromatické vodiku
Vazebné misto

centrum

£=""

Aromatické centrum

Pted n¢kolika lety se zdélo, Ze koncept farmakoforu jiz zastaral, V posledni dobé vSak proziva
svoji renesanci, protoze znalosti prostorové stavby cilovych struktur nebo dokonce i jejich kom-
plext s 1é¢ivy a pocitacové modelovani umoziuji ziskavat informace o prostorové struktute far-
makoforu a vyuzivat je pfi navrhovani novych IéCiv.

Prudce se rozvijejici discipliny molekularni biologie, genomika a proteomika, umoznuji identifikovat zcela nové
cilové struktury, jejichz pfirozené ligandy, agonisté nebo antagonisté nemusi byt znamy. Navrh farmakoforu, tj.
strukturnich charakteristik latek schopnych interakce s nové identifikovanymi cilovymi strukturami, v takovém
pfipadé poskytne pocitacové modelovani.. Prohledavanim databazi znamych sloucenin se pak zjistuje, které latky
maji strukturni rysy shodné s navrzenym farmakoforem. Vyuziti obecné definovaného farmakoforu pfitom muze

vést k tomu, Ze se zjisti podobny u¢inek mezi slouceninami, které jsou chemicky zna¢né odlisné. Potvrdi-1i experi-
ment ucinnost téchto latek, mohou se stat voditkem pro vyvoj novych lé¢iv.

Stereochemické aspekty vyzkumu a vyvoje l1éciv
Je-1i t¢inek 1é¢iva podminén interakcemi léCiva s trojrozmérnymi cilovymi strukturami, pak je zfej-
mé Ze tento ucinek 1€cCiva, tj. jeho farmakodynamické vlastnosti, musi zaviset nejen na jeho chemic-
kém charakteru, ale i prostorové stavhbé molekuly. Pii raciondlnim navrhu 1é¢iva na zékladé mode-
lovani vztahti mezi strukturou a aktivitou proto nelze opomijet stereochemické aspekty, jako je kon-
figurace funk¢nich skupin, chiralita molekuly a v neposledni fadé¢ ani jeji konformace.

Je-li prostorova stavba cilové struktury takova, Ze interakce se miize icastnit jen jediny geometric-
ky isomer, pak druhy geometricky isomer je mén¢ G¢inny nebo zcela neti¢inny, ptipadné mize mit
zcela jiné ucinky, a to i nezadouct.

OCH,N(CH ),
C C B
&:—( A / Tamoxifen O
AT . A : (Z-isomer)
Do V=L @
LT A /7B LT N /7 B
Z-isomer E-isomer

Utinnost tamoxifenu, 1é¢iva pouzivaného k 1é¢bé nadorti prsu, zavisi na jeho interakcich s estrogennimi receptory.
Z obou geometrickych isomerti tamoxifenu se mtize na estrogenni receptor vazat (a tim jej zablokovat pro piirozené
agonisty — estrogenni hormony) pouze trans (Z) isomer tamoxifenu. Podle nékterych praci je ptitomnost malého mnoz-
stvi cis-isomeru v 1é¢ivu pricinou, pro¢ tamoxifen sice blokuje rist nadori prsu, ale jeho dlouhodobé podavani miize
pongkud zvysit vyskyt nadorti délozni sliznice.

Cilové struktury v Zivych organismech jsou chiralni. Je-li chirdlni i molekula 1é¢iva, pak jednot-
livé enantiomery mohou mit odliSnou biologickou aktivitu. Pokud jsou skupiny interagujici
s cilovou skupinou navdzany na chirdlnim centru molekuly 1é¢iva, pak se (podobné jako u geo-
metrickych isomertl) mize stat, ze aktivni je pouze jeden enantiomer:
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D D CHg

_ .. S SH
A C A 5 HN H H NH,
: B : - 7 (S )-penicillamin (R )-penicillamin
: :_: . E /_: OH HO
' v /! C ] 1 /! C

Yo i YargN 1 oY N
/['7 B /7 B H H 24
CO HZC\ g HN/ 2 OO
R- enantiomer S- enantiomer )\ )\
(S)-propranolol (R)-propranolol

,.Spatny* enantiomer piitom dokonce miiZe interagovat s odli§nou cilovou strukturou, coz pak ma za nasledek nezadouci
vedlejsi G¢inky. Napf. penicillamin mize byt pouzit jako chelatujici latka k 1é¢bé Wilsonovy nemoci, pfi niz télo nedokaze
metabolizovat méd’. PouZitelny je vSak pouze (S)-enantiomer, protoZe podavani (R)-enantiomeru mize zpasobit oslepnuti.
Takovy piipad je viak spiSe vyjimkou. Castéji se stiva, Ze druhy enantiomer je neaktivni. Napf. u propranololu, 1éiva
poruch kardiovaskularniho systému je Gcinny pouze (S)-enantiomer. Podani racematu pak znamend, Ze pacient dostava
50% lécivé latky zbytecné. V jinych ptipadech mohou byt Gcinné oba enantiomery, ale jeden je aktivnéjs$i nez druhy.
Nékdy mtize byt situace pomérmné slozitd. U thalidomidu, léku proti nevolnosti, ktery pfi podani t€hotnym Zenam zptsobil,
ze se jim rodily deformované déti, se nejprve na zakladé pokust na mysich zdélo, ze poSkozeni embrya zptsobil (S)-
enantiomer, pokusy s jinymi zvifaty vSak ukazaly, ze nezadouci teratogenni Gi¢inky ma i (R)-enantiomer.

Chiralni 1éCiva tvoti asi 25 % vSech pouzivanych 1€Civ.

V piipadé ptirodnich Ié¢iv je pouzivani i€inného enantiomeru nebo diastereomeru samoziejmé. V piipadé€ syntetic-
kych 1éCiv je Casto uveden na trh nejprve racemat a teprve pak se prechazi k pouziti ¢istého enantiomeru s lepSimi
terapeutickymi vlastnostmi. Piikladem muze byt 1€¢ivo proti zalude¢nim viedim, omeprazol, ktery je az v posledni
dobé¢ nahrazovan (S)-enantiomerem, esomeprazolem. K takové ,,chirdlni zaméné* (chiral switch) casto dochézi az

v dobé kdy kon¢i patentova ochrana racematu. Divodem pfitom nebyvaji pouze lepsi vlastnosti enantiomeru, ale
casto i snaha o prodlouzeni patentové ochrany 1éciva a znevyhodnéni generické konkurence.

Enantiomer s vyssi biologickou tG¢innosti se nazyva eutomer, mén¢ uc¢inny enantiomer je distomer-.
Pomér mezi biologickou aktivitou eutomeru a distomeru je oznacovan jako eudismicky pomér.

Ma-li eudismicky pomér vysokou hodnotu, pak je ucelné se pii syntéze 1é¢iva zaméfit na moznosti ziskani pouze
ucinnéjsiho enantiomeru, eutomeru, aby organismus pacienta nebyl zbytecné zatézovan neucinnou nebo mén¢ Ucin-
nou latkou. Neplati to vSak obecné. Napf. u antidepresiva fluoxetinu je u¢innéjsi (S)-enantiomer. Soucasné je vSak
tento enantiomer rychleji metabolizovan, takze je z hlediska u¢inku vyhodngjsi podavat pacientiim racemat. V piipadé
antihypertensiva labetalolu, latky s dvéma asymetrickymi uhliky, musel byt ucinnéjsi (R,R)-isomer, dilevalol, dokonce
stazen z trhu (viz pfipadovou studii Dilevalol). Diivodem bylo, Ze pii podavani dilevalolu se v mnohem vétsi miie
vyskytly zavazné vedlejsi ucinky — naruseni funkce jater, nez v ptipad¢ labetalolu. Racemicky labetalol (Trandate) je
naproti tomu nadale pouzivan, je-li tieba rychle snizit krevni tlak.

Produktem syntézy je Casto racemicka smés enantiomeri. Ma-li byt pfipraven jediny enantio-
mer, je tfeba takovou smés rozdélit, provést jeji rezoluci. Pfiprava a pouzivani jednoho enantio-
meru resp. diastereomeru piitom sebou piinasi problém kontroly optické Cistoty produktii.

Me¢feni optické otacivosti k tomu vétsinou nepostacuje, v piipadé malych hodnot je zatiZzeno velkou chybou. Moder-
ni pistroje umoznujici méfeni optické otacivosti pti riznych vinovych délkach, popt. méteni optické rotaéni disper-
ze a cirkularniho dichroismu, sice dovoluji zvysit presnost zjisténi enantiomerni Cistoty latky, pfednost vSak dostaly
spiSe separacni techniky, jako je plynova a vysoce ucinna kapalinova chromatografie, kapilarni elektroforéza a kapi-
larni elektrochromatografie.

Chiralni chromatografické separace Ize vyuzivat jak pii analyzach, tak i v preparativnim métitku

P1i chromatografickych separacich enantiomerti 1ze pouZzivat i bézné stacionarni faze, mobilnimi faze v§ak musi obsahovat
chiralni aditiva. Také lze latky prevést reakci s chiralnimi Cinidly na diastereomerni produkty, které se jiz od sebe déli.
Piimé separace na chiralnich fazich vSak maji pfednost, protoze umoziuji se vyhnout zdlouhavé tpraveé vzorku, pfi niz
muze racemizace nebo kineticka rezoluce zhorSovat piesnost a spravnost stanoveni. Chiralnich stacionarnich fazi je nyni
na trhu kolem stovky. Jsou to sorbenty jako je silikagel nebo inertni organické polymery s navazanymi ,,chiralnimi
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selektrory®, jako jsou arylderivaty nebo kovové chelaty aminokyselin, cyklodextriny, chemicky modifikované poly-
sacharidy (derivaty skrobu nebo celulosy), glykoproteiny, peptidy a bilkoviny a ptipadné i dalsi biopolymery.

Chiralni selektory pfitom vétSinou maji nekolik skupin schopnych interakce se separovanymi molekulami, pficemz
nejméné v jednom piipadé musi byt interakce stereospecifickd. Problémem fady chiralnich sorbentti byva omezena stabili-
ta a také vysoké cena. Existuje vSak nékolik relativn€ levnych a pomémé stabilnich sorbenttl, které jsou vhodné i pro
preparativni ucely. Pfipravuji se modifikaci pfirozenych chiralnich biopolymert (triacetylcelulosa, sesitény albumin) nebo
impregnaci silikagelu vhodnou enantiomerni latkou, jakou je napt. kyselina vinna, popf navazanim arylderivati aminoky-
selin amidickou vazbou na aminopropylovany silikagel (Pirkleovy faze).

Nekdy je mozné vysledky chiralni separace prevést z analytického do preparativniho méftitka pros-
tym pouzitim vétsich preparativnich kolon a technik zvySujicich jejich vykonnost, jako jsou metody
simulujici pohyb naplné€ kolony (simulated moving bed). Obecné jsou vSak chromatografické sepa-
raéni techniky vhodné spiSe pro analytickou kontrolu jinych postupti rezoluce, které obvykle jsou
pro vyrobu chiralnich 1é¢iv ekonomicky vyhodné;jsi.

Idealnim zptisobem rezoluce by byla spontanni krystalizace eutomeru z roztoku racemické smési. K vykrystalova-
ni jednoho enantiomeru sice muize vyjimecné dochazet, neni to vsak pfipad chiralnich 1é¢iv.

Nejcastéji se k rezoluci vyuziva prevedeni racematu na smés diastereomernich latek. Ty na rozdil
od enantiomerti maji odlisné fyzikaln€ chemické vlastnosti, cehoz 1ze vyuzit k jejich rozdéleni.

Vyhodné je, kdyz mizeme pfipravit z racematu a vhodné enantiomerni latky smés diastereomernich soli, které maji
odlisné krystaliza¢ni schopnosti. Ma-li racemat kysely charakter, pak se pouziji nékteré chirlni pfirozené (napf. alkaloidy)
nebo (bio)syntetické aminy, z bazickych racematti lze pripravovat diasteromerni soli chiralnich kyselin jako je kyselina
vinna a jeji O-acyderivaty (nejcastéji kys. dibenzoylvinna), jablecna, mandlova, kafrsulfonova, v posledni dobé se podob-
nému déleni pouziva kyselina 1,1’-dinaftyl-2,2’-fosforecna. Jestlize racemat neobsahuje kyselé ani bazické skupiny, pak
musi byt pro déleni modifikovan, napf. reakci racemickych alkoholli s chloridem kyseliny kafrsulfonové lze piipravit
diastereomerni estery, kter¢ 1ze opét délit krystalizaci. Po rozdéleni se navazana skupina odstépi.

V ptipad¢ reakce racematu s enantiomerné ¢istym ¢inidlem lze k déleni vyuzit i tzv. kinetickou re-
zoluci, pfi niZ se vyuziva skutecnosti, Ze vzniku dvou riznych diastereomernich pfechodovych stavii
je zapotiebi rizna aktivacni energie. Vysledkem pak je, Ze jeden stereoisomerni produkt se tvori
rychleji nez druhy.

Podaii-li se v systému soucasné s kinetickou rezoluci provadét racemizaci, pak je prednostné racemizovana vychozi latka,
z niz vznika produkt pomaleji. V takovém piipadé hovorime o dynamické kinetické rezoluci. V optimalnim piipad¢ se
pfitom ziska 100% vyteézek produktu s pozadovanou konfiguraci.

K dé€leni racematt 1ze vyuzit i enzymatickou rezoluci, pfi niz se vyuziva stereospecificity enzymda.

Napft. D-fenylglycin, vychozi latka pro parcidlni syntézu ampicillinu, se pfipravuje pisobenim aminopeptidasy na race-
micky fenylglycinamid. Enzym pfitom katalyzuje pouze hydrolyzu L-enantiomeru, takze vznikne smes L-fenylglycinu a
D-fenylglycinamidu. Ta se snadno rozdéli a chemickou hydrolyzou amidu se ziska Zadany produkt.. Podobné 1ze rozdélit
racemické estery pomoci acylas. Ty selektivné rozstépi pouze jednu enantiomerni formu esteru na alkohol a kyselinu.

Jiné moznosti déleni racematl piedstavuje tvorba inkluznich komplexu s cyklodextriny.

Cyklodextriny a podobné latky maji v molekule dutiny, do nichz mtize byt uzavien pouze jeden enantiomer produktu.
Vznikajici inkluzni komplex pak miize byt oddélen od druhého enantiomeru, napt. krystalizaci. Je-1i cyklodextrin navazan
na nerozpustny nosic, mize byt druhy enantiomer oddélen pii vsadkovém provedeni filtraci nebo eluci, tvoii-li imobilizo-
vany sorbent stacionarni f4zi chromatografické kolony.

Obecnou nevyhodou ptipravy enantiomerti rozdélenim racemati je, ze se ziskava pouze polovi¢ni
vytéZek ucinné enantiomerni formy léciva.

Ztrata poloviny produktu tvoreného nezadoucim enantiomerem piipravu chirdlnich 1é¢iv resoluci racematti prodrazuje. O
néco levnéjsi je resoluce racemati v pripadech, kdy lze odpadajici enantiomer racemizovat a rezoluci opakovat nebo pre-
vést vhodnym postupem na druhy, zddany. Racemizace mize byt provadéna pies achiralni meziprodukt (napt. oxidaci
enantiomerniho alkoholu na keton a jeho naslednou redukci na racemicky alkohol). Napt. vyse zminény L-fenylglycin 1ze
racemizovat ptisobenim kyseliny sirové. Ziskany racemat se pak pievede na amid, ktery se znovu déli pomoci aminopep-
tidasy. Piikladem pfevedeni odpadniho enantiomeru na zZadany produkt je nukleofilni substituce probihajici s Waldeno-
vym zvratem: Nezadouci R-forma alkoholu se tosyluje a R-tosylat podrobi hydrolyze Sy2 mechanismem na S-
alkohol.
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Ekonomicky vyhodnéjsi proto mohou byt postupy asymetrické neboli enantioselektivni syntézy,
pfi nichz pfimo vzniké urcity enantiomer chirdlniho produktu. K vnaseni chiralniho centra do achi-
ralnich molekul 1ze vyuzit pestrou skalu chiralnich ¢inidel a pomocnych chiralnich latek.

Aby asymetricka syntéza uspé$né probéhla, musi byt v reakénim systému pritomen urity element prinasejici chiralni informaci — chi-
ralni musi byt bud’ vychozi latka nebo reakéni Cinidlo, popf. se pouZije chiralni katalyzator. To je zv1asté vyhodné, protoze
katalyzatoru se na rozdil od chirdlniho &inidla miZe pouzit jen relativng malé mnozstvi. Vysoce G¢innymi chiralnimi katalyzatory
jsou enzymy, které lze vyuzit k piipravé enantiomerné €istych latek i v primyslovém méfitku. Piikladem enantioselektivni
enzymové¢ katalyzované reakce muize byt piiprava L-asparagové kyseliny, slozky umélého sladidla aspartamu, z kyseliny
fumarové pomoci aspartasy. Enzymy piitom neni tfeba izolovat, pti asymetrické syntéze lze vyuzit i imobilizované mik-
robialni bunky obsahuyjici prislusny enzym.

Dobry postup asymetrické syntézy musi poskytovat zddany produkt ve vysokém chemickém i optic-
kém vytézku. Opticky vytézek je mirou enantioselektivity reakce.

Opticky vytézek je n€kdy nazyvan enantiomerni piebytek (v reakénich schematech oznacovany jako e.e., enantiomeric
excess). Je to pomér mezi naméfenou otacivosti produktu reakce a hodnotou otacivosti Cistého enantiomeru. Hodnota
optického vytézku odrazi pomér obou enantiomerd v produktu reakce. Napt. e.e. 40% znamena, ze ve smési je 40% Cisté-
ho enantiomeru, zbyvajicich 60% je racemat nevykazujici zadnou optickou aktivitu, tj. smés 30% S- a 30% R- formy. V
produktu reakce proto piitom je 70% jednoho enantiomeru a 30% druhého. V idealnim piipadé¢ by e.e. mél byt vyssi nez
98%, coz odpovida obsahu ¢istého enantiomeru v produktu nad 99%. V praxi se vSak pii asymetrické syntéze tak vysoké
enantioselektivity obvykle nedosahuje a je nutna dalsi purifikace produktu.

Vyhodnou muze byt ptiprava chirdlnich produktti z vhodnych chiralnich vychozich latek.

Takovou vhodnou vychozi latkou mohou byt prirozené aminokyseliny, cukry nebo jiné pfirodni latky. Nevyhodou je, ze
se piitom nekdy syntéza prodlouzi o n€kolik reakénich krokti a ze né¢kdy musi byt pii syntéze vylouceny faktory, které by
mohly byt pfi¢inou racemizace (zahiivani na vyssi teploty, pfitomnost silnych kyselin nebo bazi apod.).

V piipadé, ze v molekule vychozi latky je jiz pfitomno jedno nebo vice chiralnich center, pak pri
reakcei, pfi niz vznikd dalsi chirdlni centrum, mtize byt preferovana urcita konfigurace produktu.
Dochazi k tomu napt. pii parcialnich syntézach 1éciv vychazejicich z piirozenych produkti (alkaloidt, steroidti, cukrl
apod.). Pfitomnost chiralniho centra nemusi vSak vzdy vést ke vzniku jen jednoho enantiomeru. Je-li nové vznikajici chi-
ralni seskupeni vzdalené, pak miize byt vliv pivodniho centra chirality na stereochemicky prab¢h reakce jen velmi maly.
Vedle spravné geometrické a chirdlni struktury je ptedpokladem vysoké Gi€innosti, tj. silné interakce
molekuly lé¢iva s jeho cilovou strukturou, 1 zaujeti spravné ,,aktivni“ konformace molekuly.

Je-li molekula latky pfilis rigidni, pak jeji skupiny nemusi zaujmout piesné tu konformaci, kterd je pro interakci nejvyhod-
néjsi. Nevyhodna vsak muze byt i prili§ vysoka flexibilita molekuly, tj. pfitomnost velkého poctu jednoduchych vazeb,
kolem nichz mohou funk¢éni skupiny volné rotovat. V takovém ptipadé se mohou molekuly latky zaujimat fadu riznych
konformaci, mezi nimiz se ustavi rovnovazny stav. Pravdépodobnost, Ze v okamziku ,,setkani“ s cilovou strukturou bude

molekula zaujimat prave jen ,aktivni* konformaci se tim snizuje. Zména konformace probiha urcitou rychlosti a vyzaduje
dodani energie, coz se projevi snizenou biologickou u¢innosti.

o—/_L) HQ_\_. —
Fixovanim aktivni konformace prilis flexibilni molekuly, tj. omezenim volné rotace skupin, je proto
mozné zvysit biologickou u€¢innost latky.
Aktivni konformaci lze fixovat:
— zavedenim cyklickych struktur do molekuly, napt.:

y H
X SR X Nig X X
: NHR
N\R

— nahradou jednoduché vazby mezi ve flexibilnim uhlikatém fetézci molekuly rigidni skupinou, napt. dvojnou nebo
trojnou vazbou, aromatickym kruhem, amidovou skupinou apod.
— zavedenim substituenttl, které stericky brani molekule, aby zaujala urcitou konformaci. Napt. ve vyse uvedeném
ptikladu lze fixovat pozadovanou konformaci i zavedenim methylskupin do o-polohy k flexibilnimu bo¢nimu fetézci:
CHj

H CHs H
N N X
X R X R f% /\
p— \)\
CH3
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Kombinatorialni syntéza a vysokokapacitni screening

Techniky kombinatorialni syntézy a vysokokapacitniho screeningu jsou modernimi metodic-
kymi néstroji, které umoznuji racionalizovat fazi objevu a zejména pak fazi navrhu novych 1é¢iv.
Uspé&snost jejich vyuziti zavisi na peclivém napldnovani experimentii. K tomu jsou zapotiebi znalosti
organické chemie, biochemie, biologie, analytiky, matematické statistiky a bioinformatiky.

Jesté na pocatku v 90. let zajimala kombinatorialni syntéza jen par chemikil a je proto piekvapivé, jak rychle se
vyvinula v §iroce pouzivanou rutinni metodu, kterou dnes zadna vyznamnd farmaceutickd firma vyvijejici nova
léc¢iva nemtize ignorovat. V r. 1992 byla kombinatorialni syntéza vyuzita k pfipravé pouhych 3 , knihoven™ novych
latek, z cehoZz jen u 1 byla zjisténa terapeuticka Gcinnost. V r. 1999 bylo takovych knihoven latek pfipraveno jiz 292
a terapeuticka ucinnost byla zjisténa u 85 z nich. Na pielomu stoleti kromé toho pronikla metodologie kombinatori-
alni syntézy i do dalSich oblasti a zacala byt vyuZzivana i pfi hledani agrochemikalii, konzervacnich latek, riznych
aditiv, novych materiald pro mikroelektroniku a dokonce i novych katalyzatora.

Kombinatoridlni syntéza se vyvinula ze syntézy v pevné fazi. Tato technika usnadiiuje izolaci
produktii a umoziuje automatizovat pracovni postupy. Syntéza v pevné fazi je zaloZena na tom,
ze se vychozi latka navéze na inertni pevny nosi¢. Tim je obvykle vhodny polymerni material,
casto ve formé& malych kulicek, nosi¢em vSak miize byt i silikagel, porézni sklo apod.

Nosi¢ vSak nemusi byt jen pevny, podobné se mohou pouZit i rozpustné polymery uzaviené v komtrce se semiper-
meabilni membranou. Tou mohou prochazet nizkomolekularni reagenty, ne vSak molekuly polymeru s navazanymi

meziprodukty a produkty. Nutnost pouziti membran sice poné¢kud komplikuje pouzivani rozpustnych polymernich
nosicl, vyhodou je vsak hladsi priib¢h reakci v homogennim prostiedi (eliminace difuznich jevi)

Nekteré typy nosicti obsahuji samy funkcéni skupiny vhodné pro navéazéani vychozi latky, napft.
hydroxyl, karboxyl nebo aminoskupinu, jiné nosice je tfeba pro vazbu vychozi latky upravit za-
vedenim vhodnych ,,linkert*, tj. substituentii s koncovymi reaktivnimi skupinami.

Linker musi umoznit snadné navazani vychozi latky i snadné odstépeni konecného produktu. Ptikladem takového
linkeru mtize byt chlormethylskupina navazana na kopolymerni styren-divinylbenzenovy gel. Nékdy je pro navazani

vychozi latky i jeji dalsi reakce vyhodné, jestlize reaktivni funkéni skupina je od polymerniho skeletu oddalena
del§im fetézcem, ,,spacerem®, protoze reakci navazané latky pak nebrzdi sterické vlivy.

Na nosi¢ s navazanou vychozi latkou se pak plsobi roztokem vhodné zvoleného ¢inidla. To se
obvykle pouZije ve velkém piebytku, aby reakce prob&hla pokud mozna kvantitativné. Vazba na
nerozpustny nosi¢ umoziuje, aby produkt byl snadno oddélen od ptebyte¢ného ¢inidla pouhou
filtraci a promytim. Produkt mize byt vyuzit v dal$im stupni k jiné reakci. Nakonec se konecny
produkt od nosi¢e vhodnym postupem (hydrolyza, hydrogenolyza apod.) odstépi.

| |
f;lfcm»— Q—Xvir:i O_O reaktanty Q_O_O_Q_Q—> Q + 8
O

polymerni linker syntéza odstépeni
nosic nosice produkt

Syntéza v pevné fazi se vyuziva napf. pii ptipravé peptidi. Nosicem je pfitom fidce sitovany styren-divinylbenzeno-
vy gel, nékdy nazyvany Merrifieldova pryskyfice. Jsou to drobné kuli¢ky kopolymeru styrenu s 1% divinylbenzenu,
ktery slouzi jako sitovadlo vytvafejici trojrozmérnou gelovitou strukturu. Po aktivaci chlormethylaci se na nosic¢
navaze prvni aminokyselina. Reakce je ,,polymeranalogickou’ obdobou aralkylace aminokyseliny benzylchloridem.
Karboxylova skupina navazané aminokyseliny se pak aktivuje pro reakci s aminoskupinou druhé aminokyseliny.
Pritom vznikne navazany dipeptid, ktery mize byt opakované aktivovan a podroben reakci s dals$i aminokyselinou.
Aktivace a navazani aminokyseliny se pak opakuji, aZ se ziska zadany oligopeptid, ktery se pak od nosi¢e odstépi.
Postup, popt. jeho varianty, je mozné automatizovat. Automatické syntezatory peptidd se vyuzivaji jak ve vyzkumu,
tak i pfi vyrobé. Podobné automaty slouZi i k pfipravé oligonukleotidli pouzivanych pro genové manipulace.

Vyuziti pevnych nosici umozituje paralelni syntézu, tj. souasné provadéni stejné reakce v riznych
reakénich nadobkach s pouzitim riznych reaktant a ¢inidel. Nosi¢ v kazdé reakéni naddobee ptitom
muze obsahovat jinou navazanou latku, na niz se mize pusobit stejnymi nebo riznymi ¢inidly za
jinak stejnych podminek. Nakonec se zisk4 v kazdé reakéni nddobce riizné sloucenina.
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Paralelni syntéza urychluje pfipravu sérii analog t¢inné latky s rozdilnymi substituenty, napi. riznych esterti, amint,
amida apod. Také provadéni paralelnich syntéz mohou usnadnit rizné laboratorni automaty a syntezatory

Od paralelni syntézy vede piima cesta ke kombinatorialni syntéze. V tomto piipad¢ se neziska-
vaji individualni latky, ale smési riiznych produkti, tzv. knihovny sloucenin.

Mnozstvi latek tvoficich ,knihovnu*“ mize byt znacné, zcela b&ézné jsou knihovny s desetitisici latkami.
V extrémnim piipadé muze kazda z kulicek nosice obsahovat jednu navazanou individualni slou¢eninu (,,one-bead-
one-compound*). Pfi pfipravé takovych kombinatoridlnich knihoven se vyuziva metoda ,,smichej a rozdél” (,,mix
and split method*), kterou lze ilustrovat napf. na piipravé knihovny tripeptidd tvofenych tiemi aminokyselinami.
Nejprve se na nosi¢ s linkerem navazi ve tiech nadobkach tfi rizné aminokyseliny. Ziskané produkty se smisi a
smés se rozdéli do tii nadobek. Do kazdé nadobky se pak ptida jind aminokyselina, kterd se navaze na nosi¢ s prvni
aminokysellinou. takZe v kazdé nadobce vznikne smés ti dipeptidi se stejnou koncovou skupinou, celkem tedy 32,
tj. 9 dipeptidti. Postup se pak opakuje, po 3. kroku kombinatorialni syntézy se jiz ziska 3°, tj. 27 riiznych tripeptidii:

Q_

1. krok *Alanin * Glycin *Valin
O—A O-c O~V
3 produkty
smiseni, rozdéleni smési do 3 reak¢nich nadobek
2 ok YAanin Y Giycin y Vaiin
O—Ana O—aGG O~wv
O O-aG O—av
6 dipeptidti  (D—yA @-ve O-cv
smiseni, rozdéleni smési do 3 reakénich nadobek
3 krok *Alanin * Glycin *Valin
C-AAA O-GGA O-GGG O-AAG O-vvv O-AAV
O-6AA O-AGA O-acc O-6AG O-avv O-cAv
O—vaA O-vGA O-vee O-vAG O-GwW O-yav
O-VVA O-WG O-GGV
O-AvA O-AvG O-AGV
O-GvA C-6ve O-vav

celkem 27 tripeptidu

Kdyby se pfitom misto 3 riznych aminokyselin pouzilo vSech 20 pfirozenych aminokyselin, pak by pocet piiprave-

nych tripeptidi ¢inil po tetim syntetickém kroku jiz 20°, tj. 8.000.

Postupy kombinatorialni syntézy se zrodily pro potfeby chemie peptidli, podobnym zptisobem vsak
byly pfipraveny rozsahlé knihovny jinych latek, napi. N-alkyl-N-acylaminokyseliny, substituované

s-triaziny, rizné B-laktamy, derivaty isochinolinu, benzimidazolu apod.

Kombinatoridlni syntézou byla napi. v USA hleddna analoga protinadorové uc¢inného derivatu purinu, ktery
objevili Cesti védci a nazvali olomoucin. Pfitom se podafilo pfipravit slouceninu nazvanou purvulanol B, ktera

byla pii testech in vitro asi 1000 x u¢innéjsi nez olomoucin.

: :COOH
HN : HN Cl

NZ N\ ~ N

o~ I LY Y
CHs H L

Olomoucin Purvalanol B

Olomoucin inhibuje cyklindependentni proteinkinasy, enzymy, které maji dtlezitou roli pii fizeni bunécného
déleni. Jejich inhibice proto muze brzdit rist nadord. Knihovna analog olomoucinu byla pfipravena kombinatori-

alni syntézou ze tii vychozich purinovych derivati ukotvenych na polymernim nosici:
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Ptipravovat rozsadhlé knihovny sloucenin kombinatoridlni syntézou ma vyznam, jen kdyz je mozné

latky rychle otestovat a vybrat nejlepsi kandidaty pro dalsi vyvoj. Na kombinatorialni syntézu proto
musi navazovat vhodné postupy vysokokapacitniho screeningu (high-throughput screening).

Screeningové systémy byvaji navrzené tak, aby byly pokud mozna eliminovany fale$né pozitivni vysledky. Vyuzit 1ze napt.
vazebné interakce latek s cilovou strukturou (,,binding assay*). Latky pfitom ziistavaji navazany na nosi¢. Cilova struktura je
opatfena ,,znackou®, navazanou barevnou nebo fluoreskujici latkou, radioisotopem nebo enzymem (peroxidasa, alkalicka
fosfatasa), ktery reaguje s chromogennim substratem za vzniku barevného produktu. Po inkubaci s oznacenou cilovou struk-
turou a promyti se pak kontroluje zbarveni (fluorescence, radioaktivita apod.) kuli¢ek nosice. Pozitivné reagujici a tedy
zbarvené kulicky se pak odd€li a zjist'uje se, jakou strukturu ma produkt, ktery je na né€ navazan. Jiné systémy detekce vazby
potencialnich 1é¢iv na cilové struktury vyuzivaji zmén optickych nebo elektrickych vlastnosti latek pii vzajemnych interak-
cich. Vedle vazebnych interakci mohou byt vyuzity pii screeningu knihoven latek i pozadované funkéni vlastnosti produktu,
napt. schopnost inhibovat ur¢ity enzym. V takovém piipadé se detekce provadi po odstépeni produktii od nosice, napi. s
pouzitim souboru 96 mikrofiltrii. Do kazdého mikrofiltru se vlozi 100-500 kuli¢ek nosice, produkt se odstépi a jeho roztok
odfiltruje od nosi¢e do mikrotitraéni desticky s 96 jamkami. Provede se inkubace a otestuje se biologicka aktivita roztokt
v jamkach. Kuli¢ky s produktem, ktery poskytl pozitivni reakci, se pak rozdéli a zkousi se v podstaté individualné (1 kulicka
na 1 jamku). Nakonec se produkty identifikuji. V nékterych piipadech se screening v pevné fazi a v roztoku kombinuje.
0,1 mm mohou byt navazany fadové stovky pikomol produktu. Objem roztoku v jamce je asi 0,1 ml, takze vysledna kon-
centrace latky je pak fddové mikromolarni, coz staci k priikazu aktivity vhodnymi analytickymi postupy. Je-li tieba, lze
koncentraci produktu zvysit snizenim objemu roztoku v jamce (napf. pouzitim mikrotitranich desti¢ek s 384 jamkami)
nebo zvySenim mnozstvi navazaného produktu (zvétSenim kulicky nosice a/nebo jeho vazebné kapacity se mize zvysit
mnozstvi produktu az 100nasobng). Zjistovani G¢innosti je automatizovano. Moderni vybaveni umoziuje, aby jeden pra-
covnik bdhem jednoho dne otestoval 10" kuli¢ek nosice, co je kapacita pIné postadujici pro knihovnu s <3.10° permutace-
mi, tedy napf. knihovnu pentapeptidi s 20 aminokyselinami. V piipadé heptapeptidii s 20 aminokyselinami (s 207, t.
1,28.10° permutacemi) viak ani tak rychly automatizovany screening neposkytuje pozadovany vysledek v primétené dobé.
V posledni dobé byly metody vysokokapacitniho screeningu dale zdokonaleny. Nové byla napf. zavedena metodika scree-
ningu latek na zéklade jejich vlivu na charakteristiky bunky, jako je velikost a tvar jadra, replikace DNA apod., zjistované
automatickou mikroskopii a analyzou obrazu, tzv. high-content screening (HCS). HCS poskytuje obrovské mnozstvi dat,
jejichz spravna interpretace je zatim slozita. Jevi se vSak jako velmi vyhodny pro vybér latek, které mohou blokovat bunééné
déleni, ovliviiovat procesy bunécné smrti, apoptosy apod., tj. potencidlnich protinadorovych 1é€iv.

Po provedeném screeningu kombinatoridlnich knihoven je tfeba pozitivné reagujici produkty
identifikovat. Prvnim moznosti identifikace predstavuje analyza individualniho produktu na jed-
notlivé kuli¢ce nosice, druhou moznosti analyza smésného vzorku zaloZena na statistickém hod-
noceni pravdépodobnosti vyskytu produktu s pozitivnimi vysledky testovani u¢innosti.

Pouzivané analytické techniky musi byt dostatecné citlivé a pritom specifické, aby umoznily uréovat latky vyskytujici
se v mikromolarnich koncentracich. K analyze a identifikaci se vyuziva zejména hmotova spektrometrie, infracervena

spektrometrie, kapilarni elektroforéza nebo HPLC (Casto kombinovana s hmotovou spektrometrii). K charakterizaci
individualnich produktt z knihoven peptidti nebo oligonukleotidt 1ze vyuzit techniky mikrosekvenace.
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Kvantitativni vztahy mezi strukturou a biologickou ucinnosti

Struktura molekuly 1é¢iva definuje jeji interakce s ostatnimi molekularnimi strukturami organis-
mu. To znamend, ze bezpecnost a ucinnost 1é¢iva je funkci jeho chemické struktury. Studium
kvantitativnich vztahli mezi strukturou a biologickou ucinnosti latek (Quantitative Structure-
Activity Relationships, QSAR,) umoznuje zjistit, jak fyzikalné chemické vlastnosti molekul
ovlivityji biologickou t¢innost latek. Cilem tohoto studia je vypracovat algoritmy, které by byly
pouzitelné pro predpoveéd’ biologické ucinnosti rtiznych sloucenin a vyuzit je k navrhu latek s
optimalnimi terapeutickymi vlastnostmi. Tyto terapeutické vlastnosti jsou urcovany jak schop-
nosti latky interagovat s cilovou strukturou, tak i k této cilové struktuie proniknout.

Klasicky pfistup ke studiu QSAR vychazi z pripravy fady latek se spolecnym zédkladnim skeletem a rozdilnymi
substituenty a studia jejich ucinnosti. Ze zjisténych vztaht se vyvodi, jaké fyzikalné chemické charakteristiky skupi-

e

ny jsou vyznamné z hlediska zadaného Gcinku. To pak umoziuje navrhnout nové, jeste ucinnéjsi latky.

Studium QSAR ukazalo, Ze pro u¢innost latky ma nejvétsi vyznam hydrofobita (= lipofilita), elek-
tronovy charakter a sterické parametry molekuly a/nebo jejich funkénich skupin. Moderni 1é¢iva
maji ovSem velmi slozitou strukturu, coz predikci vlastnosti pomoci QSAR znesnadiiuje. Jednotli-
vé funkéni skupiny molekuly se vzajemné ovlivituji, zména charakteru jedné skupiny méa dopad na
parametry jinych funk¢nich skupin. Situaci navic komplikuje 1 to, Ze i€innost sama neni jedinym
faktorem ovlivilujicim Gspéch 1é¢iva, mnoho velmi ucinnych latek selhalo pfi zkouSkéach in vivo
pro omezenou rozpustnost nebo stabilitu, biologickou dostupnost, popt. vysokou nezédouci toxici-
tu. Slozitost pfisluSnych korela¢nich algoritmt stéle jesté limituje predikci vlastnosti a tedy 1 navr-
hovani 1é¢iv pomoci modernich pocitact, CADD (Computer-Assisted Drug Design).

Vztahy mezi strukturou latky a jejimi vlastnostmi zajimaji chemiky jiz od 19. stoleti. Jiz v r. 1863 zjistil A.F.A.
Cros, ze toxicita vyssich alkohold roste s tim, jak se snizuje jejich rozpustnost ve vodé, vr. 1869 podobné zjistil
Richardson, ze hypnotické uc€inky alkoholti rostou a maxima dosahuji pro Cy-Cs. Zavislost toxicity organickych

latek na jejich hydrofobnim charakteru byla obecnéji potvrzena v 90. letech 19. stoleti Meyerem a Overtonem. Vy-
znam hydrofobity pro biologickou u¢innost byl pozdé¢ji dokumentovan vysledky fady dalsich studii.

Jako mira hydrofobity se pfi studiu kvantitativnich vztahli mezi strukturou a u¢innosti vyuziva loga-
ritmus rozdélovaciho koeficientu (partition coefficient) latky mezi n-oktanolem a vodou, logP.

n-Oktanol ma pfiblizné stejnou hydrofobitu jako lipidickd dvojvrstva bunééné membrany a mtize proto slouzit jako
jeji zjednoduseny model. Pro vétsinu 1€Civ plati, ze ¢im vétsi je koncentrace latky v n-oktanolové fazi, tj. ¢im veétsi
je hodnota P resp. logP, tim vétsi je aktivita. Vyssi hydrofobita znamend, ze molekuly 1é¢iva snaze pronikaji pies
bunécné membrany ke svym cilovym strukturam. Neplati to vSak neomezené. Z experimentu s piipravou a studiem
aktivity fady analog urCité vychozi struktury vyplyva, ze po pfili§ velkém zvyseni hydrofobity (napi. zavedenim
velkych objemnych alifatickych substituentil) se ti¢innost miize naopak snizit.

Vztah mezi biologickou G¢innosti a hydrofobitou latky je dén rovnici:
log[%) —_ k. (log PY + k. log P + ks,

kde ki1, k» a ks jsou konstanty. C je koncentrace latky potiebnd k tomu, aby se projevil definovany
ucinek (napf. byl z 50% inhibovan urcity enzym). Cim je latka G¢inn&jsi, tim je pro dosaZeni pfislusné-
ho ucinku zapotiebi mensi koncentrace latky a hodnota logaritmu 1/C je tedy vyssi.

Je-1i celkova hydrofobita molekuly relativné mala, pak ucinnost urcuje piedevsim logP. U vysoce hydrofobnich
latek uréuje naopak vyslednou hodnotu spise (log P)* , ktery je v rovnici vystupuje se zapornym znaménkem.
V takovém pftipadé ucinnost klesa. Protoze hydrofobita odrazi schopnost latky pronikat pfes bunééné membrany,
vztah mezi G¢innosti a hydrofobitou molekuly se uplatiuje predev§im in vivo, pii sledovani U¢inku latky na Zivé
organismy. Pfi testech in vitro se latka muze dostavat do interakce s cilovou strukturou pfimo, takze vztah mezi
hydrofobitou a G¢inkem se uplatit nemusi. Vliv hydrofobity molekuly na ucinek je nevyrazng&jsi u 1é¢iv pusobicich
na centralni nervovy systém, ktera musi prekonévat hematoencefalickou bariéru. Cim je 1é&ivo hydrofobnéjsi, tim
snaze pfres tuto bariéru pronikd. Heroin, diacetylderivat morfinu, pronika do mozku asi 100 x snadné&ji nez morfin s 2
volnymi hydroxylovymi skupinami a je proto mnohem vice navykovy. Léciva CNS mivaji log P kolem 2; u 1é¢iv
urcenych pro jinou terapii miize vyssi hydrofobita znamenat vys$si nezddouci G€inky na nervovy systém.
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Rozdélovaci koeficient popisuje celkovou hydrofobitu molekuly. Tuto celkovou hydrofobitu
molekuly je mozné vyjadrit jako urcity soucet prispévki jednotlivych ¢asti molekuly.
Metitkem hydrofobity jednotlivych substituentl je konstanta m,, kterou lze experimentalné stanovit porovnanim
logP standardni slouceniny s derivatem, u n€hoz je vodik nahrazen pfislusnym substituentem (x):

7, = log P;— log Py,
kde Py je rozdélovaci koeficient standardni slouceniny a P, rozdé€lovaci koeficient derivatu s pfislusnym substituen-
tem. Je-li hodnota konstanty m, kladna, pak substituent je hydrofobné&jsi nez vodik, je-li zaporna, je tomu naopak.
Znalost konstant 7, pro rtizné substituenty umoziuje ziskat informaci o celkové hydrofobit¢ latky
vypoctem. Pro zjednodusené vypocty celkové hydrofobity latky lze pouzit vzorec:

log P = log Py + X my

Napft. log Py benzenu ma hodnotu 2,13 a n konstanty pro fluor 40,14, chlor +0,71, brom +0,86, hydroxyl —0,67,
methoxyl —0,02, -CONH, —1,49, methyl 0,52, t-butyl 1,68. Pomoci téchto hodnot pak 1ze snadno vypocitat logarit-
mus rozdélovaci konstanty pro riizné derivaty, napt. 2,97 pro p-bromanisol nebo 1,35 pro m-chlorbenzamid.

vvvvv

kolisani hodnot  konstant pro rizné systémy.

Napf. vyse uvedené hodnoty pro substituenty plati pro derivaty benzenu, ale jiz ne pro rizné heteroaromatické latky.
V ideélnim ptipad¢é by mély byt pouzivany n konstanty platné pro ur€ity systém. To vSak neni v praxi vzdy mozné,
takze je tfeba pocitat s uréitymi nepfesnostmi predpovedi.

Rozd¢lovaci koeficient P je hodnotou jednoznacné charakterizujici rozdéleni neionizované latky
mezi vodnou a organickou fazi. U latek, které mohou disociovat, zavisi rozdéleni na stupni disociace,
tedy na hodnot¢ pH prostredi.

Pro ziskani spravné hodnoty P je tieba nastavit pii méfeni pH vodné faze pufrem na hodnotu, pfi niz v roztoku ptrevazuje
neionizovana forma. U kyselin a bazi se proto pouziva jako méfitko hydrofobity distribuéni koeficient (distribution coef-
ficient) D, ktery vyjadiuje pomér koncentraci v§ech forem latky v obou fazich, tedy ionizovanych i neionizovanych mole-
kul. Zavislost D resp. logD na pH vyjadiuji tyto vztahy:

Pro kyseliny: logD,, =logP + L4107 7%

a pro latky charakteru bazi: logD,. =logP+

baze

14107

Pro kyseliny nebo baze, které jsou v daném prostiedi pfevazné¢ disociované (pH-pK, u kyselin, resp. pK,— pH u bazi >1)
pak piiblizné plati logDy,s= logP + pK,— pH,

resp. logDy4..~ logP + pH — pK,

a pro latky pfevazné nedicociované logD =~ logP

Pfi uvadéni hodnoty D nebo logD 1éCiva je tieba specifikovat hodnotu pH, pfi niz byl distribu¢ni koeficient zméfen.
Pro 1éciva je dulezitd zejména hodnota pH krevniho séra, ktera ¢ini 7,4, v n¢kterych tkdnich mtize byt pH odli$né.
Latek, jejichz biologicka Gi€innost zavisi jen na hydrofobité molekuly, je jen malo.

Jsou to napf. systémova anestetika, ktera ovliviji nervové funkce tim, ze pronikaji do bunénych membran a tim méni

jejich vlastnosti, neucastni se vSak zadnych specifickych interakci s receptory, enzymy nebo nukleovymi kyselinami.
Anesteticka uc¢innost u nich dobie koreluje s hodnotou log P. Ta je 0,98 pro ether, 1,97 pro chloroform a 2,3 pro halothan

Biologicka ucinnost 1é¢iv zavisi nejen na schopnosti pronikat do bunck, ale zejména na interak-
cich s cilovou strukturou. Ty ovliviiuji i elektronické vlivy substituenti v molekule 1é¢iva.

Elektronické vlivy substituentll na silu interakei 1é¢iv vyplyvaji z charakteru cilovych struktur. Témi jsou v prvé
fadé bilkoviny. Jejich biomakromolekuly obsahuji skupiny, které pti disociaci mohou vytvaret jak anionty, tak i
kationy. Podobné tomu vSak je i u dalsich cilovych struktur, jako jsou nukleové kyseliny. Stupeii ionizace kyselych
a bazickych skupin cilové struktury zavisi na pH okoli. Fyziologickou hodnotou pH je 7,4, diky kooperativnimu
efektu sousednich skupin mize vSak byt aktualni hodnota pH v aktivnim mistu cilové struktury odlisna. Pti fyziolo-
gickém pH jsou disociovany fosfatové skupiny nukleovych kyselin, téméf uplné jsou disociovany volné karboxylo-
vé skupiny bilkovin (-COOH skupiny kyseliny asparagové a glutamové s pK, 4-4,5), ale ¢astecné disociovany mo-
hou byt i —SH skupiny cysteinu (pK, 8,5-9) a dokonce i fenolicka skupina tyrosinu (pK, 9,5-10). Z bazickych skupin
je prakticky uplné protonizovan guanidinovy zbytek argininu (pK, 12-13), ve znaéné mife koncové aminoskupiny
lysinu (pKa 10-10,5) a ¢astecné i imidazolovy kruh histidinu (pK, 6-6,5).
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Jestlize molekula 1é¢iva obsahuje také skupiny, které mohou byt ionizovany, pak stupen ionizace
ovliviiyje jeho interakce s aktivnim centrem cilové struktury.

Fenylbutazon (butazolidin), s pK, 4,5 je u¢inny jen v ionizované form¢, kdy blokuje reabsorpci kyseliny mocové
v ledvinach. Kyselina moc¢ova je pak ve zvysené mife vylu€¢ovana moci, coz brani vzniku mocovych kamend. Proto-
ze pH moci je 4,8 je vSak v mocovém systému koncentrace u€inné ionizované formy jen mala. Sulfinpyrazon, ana-
log fenylbutazonu, ktery méa v molekule butylovy fetézce nahrazen fenylsulfinylethylskupinou, ma hodnotu pK, 2,8.
Koncentrace jeho aniontu v moci je proto podstatné vyssi a sulfinpyrazon je proto asi 20 x u¢inné&jsi

Iontové interakce pti daném pH zdvisi na hodnoté pK,, kterou ovliviiuji svymi elektronickymi
efekty dalsi substituenty v molekule. Elektronické efekty vSak ovliviiuji 1 silu vodikovych vazeb.
Mirou elektronickych vlivil substituentll na vlastnosti latky s aromatickym charakterem jsou Hammettovy konstanty o,
které byly odvozené na zéklad€ porovnani disociacnich konstant nesubstituované kyseliny benzoové a jejich substituova-
nych derivati. Substituenty pritahujici elektrony (napf. nitroskupina nebo atom halogenu) disociaci zvysuji, jejich kon-
stanty ¢ maji kladnou hodnotu. Substituenty, které naopak maji elektrondonorovy charakter (napt. alkylskupiny) disociaci
potlacuji a maji hodnoty ¢ zaporné. Hodnoty Hammettovych konstant neodrazi jen induktivni charakter substituentt, ale i
resonanc¢ni efekty, zavisi proto i na poloze substituentu — jiné jsou pro substituenty v poloze para, jiné pro polohu meta.

Hammettovy konstanty se bézn¢ uplatiuji v riznych korelacnich vztazich v organické chemii, ale
z vyse uvedenych diivodi maji vztah i1 k biologické aktivite latky.
Napt. minimalni inhibi¢ni koncentrace C aromatickych sloucenin viici bakteriim Escherichia coli je urCena vztahem:
log(lj = 1,056 — 1228
C
Derivaty se substituenty s elektronovym deficitem inhibuji riist bakterii inhibovat vice nez latky se substituenty s vlast-
nostmi elektron-donord.

Vedle hydrofobity a elektronické struktury ovliviuji biologickou aktivitu i sterické faktory.

Objemné substituenty mohou snizovat biologickou uc€innost tim, ze brani molekule 1éCiva aby spravné ,,zapadla“ do va-
zebného mista své cilové struktury. V jinych pfipadech vsak substituenty mohou stericky fixovat pravé tu konformaci,
ktera je pro interakci s cilovou strukturou nezbytna. K vyjadfeni sterickych vlivil substituentii na a¢innost se pouziva né-

v fad& piibuznych sloudenin a rychlosti uréité zakladni reakce. Uginnost viak miize byt korelovana se sterickymi efekty
pomoci molekulové refraktivity, ktera se vypoéte z indexu lomu, hustoty a molekulové hmotnosti latky nebo Verloopo-
vych sterickych parametrd, které 1ze vypoditat z idaji o vazebnych thlech, délce vazeb, van der Waalsovych polomérech
a predpokladané konformaci substituentu.

Piima korelace Gc¢innosti s Hammettovymi konstantami a sterickymi faktory se mize uplatiiovat
zejména tam, kde G¢innost nezavisi na tom, zda latka pronikd ptes bunéénou membranu, tj. zejména
pii sledovani ucinka in vitro v bezbunécnych systémech. V realnych systémech je samoziejmé tieba
brat v iivahu jak transport latky pfes bunééné membrany, tj. hydrofobitu latky, tak i pravdépodobnost
jejich interakei s cilovou strukturou, tj. elektronicky charakter a prostorovou strukturu latky. Vzta-
hem, ktery tak komplexné ¢ini je Hanschova rovnice, zakladni rovnice QSAR a prvni rovnice, ktera

S

umoznila predpovédi biologické ti¢innosti skupin derivati urcité zakladni latky.
log [%) = -k (logP)2 + kologP + ksm + kyo + ksEs + ke,

Konstanty k; — ke se odvozuji z udaji o aktivité znamych latek. Na vybéru té€chto latek pak zavisi spravnost predpovédi.
Vybeér usnadiiuje pomticka sestavena Craigem. Ten vynesl do grafu hodnoty ¢ a @ pro rizné substituenty. Osy x a 'y déli
substituenty podle hodnot ¢ a 7 do 4 kvadrantl (+o+n, +o—n, —6+n, —6—n). Pripravi-li se latky se substituenty z jediného
kvadrantu (napt. Cl, Br, I, CF; aNO,, vSechny s hodnotami +c+n), bude pravdépodobné piedpoveéd’ dosti Spatna. Ke zjis-
téni konstant Hanschovy rovnice by proto mély byt pouzity latky pokud mozna se substituenty, jejichz hodnoty patii do
kazdého ze ¢tyt kvadrantt, napt. CF; (+o+m), Et (—o+n), CN (—o+n) a OH (—o—n).

Korelace mezi strukturou a aktivitou byly dale zlepSovany rozsitenim Hanschovy rovnice o dalsi
fyzikaln¢ chemické parametry. Podstatné zlepSeni korelaci ptineslo zahrnuti interakei 1é¢iva s plas-
matickymi bilkovinami (na nichz zavisi koncentrace volného 1é¢iva v krevnim ob&hu), s metabolizu-
jicimi enzymy apod. Nejvétsim piinosem pak bylo trojrozmérné pocitacové modelovani interakci
1é¢iva s cilovou strukturou umoznéné jednak vykonnymi pocitaci a sofistikovanym software, jednak
prohlubuyjici se znalosti o prostorové struktufe riiznych cilovych biomakromolekul.
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V poslednich letech byla navrzena fada novych metod modelovani vztahi mezi strukturou a u¢innosti, které vyuzi-
vaji rizné funkce a deskriptory k popisu vlastnosti latek, napt. srovnavaci analyza molekulovych poli (Comparative
Molecular Field Analysis, COMFA), srovnavaci analyza indext podobnosti molekul (Comparative Molecular Simi-
larity Indices Analysis, COMSIA), analyza vlastnich hodnot (Eigenvalue Analysis, EVA) aj. Ani ty nejlepsi modely
vSak zatim neposkytuji zcela spolehlivé vysledky. V literatufe 1ze nalézt fadu prikladd 1é¢iv, kdy predikce Gcinnosti
pomoci vypoctd byla velmi uspésna, ale i pripady, kdy se naopak ukazalo, Ze 1éCiva se chovaji odli$n€. Nepiesné
jsou zejména predikce vlastnosti latek, jejichz struktura se dosti lisi od souboru pouzitého k navrhu pocitacového
modelu. Divodem je, ze nase znalosti o vztazich riznych strukturnich parametrii k chovani latky v systému jsou
stale jeste prili§ kusé a ze dosavadni modely postihuji spiSe jen interakce za urcitého stacionarniho stavu, zatimco
realné systémy se vyznacuji velkou dynamicnosti. Situace se vsak rychle zlepsuje. Podili se na tom i rostouci mnoz-
stvi informaci o detailnim prostorovém usporadani cilovych biomakromolekul (enzym, receptort, nukleovych
kyselin apod.). Do r. 2000 byly zndmy detailni prostorové struktury 460 enzymu, na konci roku 2003 to bylo uz
1.900 struktur. Z rentgenostrukturnich nebo NMR meéfeni jsou k dispozici nejen informace o detailni struktufe cilo-
vé biomakromolekul, ale stale ¢astéji i o jejich komplexech s uritymi 1€¢ivy. ZvySuje se vykonnost pocitaci, takze
do korelaci 1ze zavést podstatné vice parametrii nez doposud a Ize postupné provadét vypocty interakci protein-
ligand ab initio. Ptes veskera zlepsSeni zatim stale jest¢ nemohou navrhy novych 1é¢iv ,,in silico, tedy pomoci kte-
mikovych €ipl pocitact, pln€ nahradit experimenty a experimentatory. Pocita¢ové modelovani vztahl mezi struktu-
rou a aktivitou se vSak stalo nezbytnou pomiickou pro zlepSeni efektivnosti vyzkumu a vyvoje 1é¢iv.

Optimalizace farmakodynamickych a farmakokinetickych parametriu 1é¢iva

Po nalezeni voditka a zjisténi, jaké strukturni charakteristiky musi latka mit, aby méla pozadova-
né ucinky, je dalsim ukolem farmakochemikti navrhnout nebo provést takové modifikace mole-
kuly, aby byla zachovéana nebo 1épe zvySena Gc¢innost latky a pfitom byly soucasné eliminovany
nebo alespont zmirnény jeji nezadouci vlastnosti. Pti feSeni tohoto tkolu jsou navrhovana, pfi-
pravovana a zkouSena analoga zdkladni molekuly.

Nékteré moznosti piipravy analog voditkové struktury vedouci ke zvySeni Gcinnosti jiz byly zminény, napf.
v souvislosti s fixaci aktivni konfirmace nebo ovlivnénim pK,. Mezi dalsi moznosti zvySeni pozadované Gc¢innosti
a/nebo potlaceni nezaddoucich ucinkl patii zména polohy dvou nebo vice funkénich skupin potiebnych pro in-
terakci zkracovanim nebo prodluzovanim alifatického fetézce, na némz jsou tyto skupiny navazany. Pokud jsou
interagujici skupiny soucasti cyklického systému 1ze modulovat aktivitu kontrakci nebo naopak rozsifenim kruhu.
Jsou-li tyto skupiny soucasti vétsiho komplexniho skeletu, je mozné dosahnout lepsiho pfizpisobeni molekuly 1é¢i-
va prostorové stavbé cilové struktury zménou pozice funkénich skupin. Skelet molekuly se pfitom neméni, interagu-
jici skupiny se jen bud’ vzajemné pfiblizi nebo naopak oddali. V ptipad¢ hydrofobnich interakei je nékdy mozné
modulovat aktivitu zménou velikosti hydrofobnich skupin 1é¢iva. Je-li hydrofobni vazebné misto cilové struktury
velké, miize zdména methylové skupiny za ethylovou, isopropylovou nebo ferc.-butylovou vést ke zvyseni aktivity,
protoze objemnéjsi substituent je 1épe vyplni nez methylskupina. Podobn€ mohou byt vazebné interakce aromatic-
kého systému zvySeny piipravou analog obsahujicich kondenzované aromatické kruhy. Rozvétveni alifatického
fetézce nebo zadména primarni aminoskupiny za sekundarni nebo terciarni uc¢innost obvykle snizuje, protoze se zhor-
Suji sterické podminky pro interakci. Nékdy mohou zdanlivé malé zmény struktury vyrazné zménit farmakodyna-
mické charakteristiky latky. Pfikladem mohou byt 10-aminoalkylfenothiaziny:

U hydrochloridu promethazinu, (X=H, R=2-dimethylaminopropyl) pfevladaji protikieCové a antihistaminové G¢in-
ky. Promazin, (X=H, R=3-dimethylaminopropyl) ma zvyraznéné zklidiiujici GCinky, trimeprazin, (X=H, R=3-
dimethylamino-2-methylpropyl) mé& zvySeny protiprureticky ucinek (potlacuje svédéni). Chlorpromazin, 2-
chlorderivat promazinu, (X=CI, R=3-dimethylaminopropyl) mé zklidiujici u€inek, zatimco prochloroperazin, deri-
vat, ktery ma dimethylaminoskupinu v postrannim fetézci nahrazenu N-methylpierazinem (X=Cl, R=3-[4-
methylpiperazin-1-yl]propyl) potlacuje zvraceni a tlumi psychozy)

Pfi pripravé analog musi samoziejmé byt zachovany strukturni charakteristiky pottebné pro
ucinnost. Pfi studiu vztahdl mezi strukturou a G¢innosti se na prvnich sériich pfipravenych latek
zjistuje, které skupiny nebo mista molekuly nelze nebo naopak Ize pozménit bez ztraty ti¢innos-
ti, tj zda jsou soucasti farmakoforu nebo auxoforu.
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Tak napt. studiem biologickych vlastnosti riznych analog protinadorového lé¢iva paklitaxelu bylo zjisténo, které
skupiny a struktury jsou nezbytné, maji-li byt zachovany lécebné ucinky (podle Kingston D.G.1., Trends in Bio-
technol., 1994, 12,222-227):

Redukce
Acetyl- nebo acetoxyskupinu zvwysuje
Ize odstranit bez podstatné aktivitu Lze esterifikovat,
ziraty aktivity epimerizovat nebo
eliminovat bez podstatné
/_\ O zZraty aktivity

N-acylskupina

neﬂay.tn'a pro CgH3 l;lH O
aktivitu =
MI\
| OH
Fenyl nebo podobna
arylskupina ¢ /—\
N Oxetanovy kruh
nezbytna pro aktivitu § 0] nezbytny pro
Volny 2°-hydroxyl O aktivitu
neb o hydrolyzovatelny \
ester

Benzoyloxy- nebo subst. Hydrolyza vede

benzoyloxyskupina k malému poklesu
aktivity

nezbytny pr o aktivitu

nezbytna pro aktivitu

Navrzend a pripravend analoga voditkové struktury se obvykle testuji nejprve in vitro a az u vybra-
nych latek s nejvyssi acinnosti se provadéji zkousky in vivo. Pfitom se Casto stava, Ze tyto latky ne-
maji vlastnosti, které by umoziovaly jejich pouziti v terapii.

Mize to byt nedostateCnd rozpustnost v biologickych tekutinach, takze neni mozné doséhnout potfebnou plasmatickou
koncentraci latky nebo naopak nedostatecna hydrofobita (lipofilita), ktera neumoziuje prinik molekul potencialniho 1&¢i-
va bunéénymi membranami. Vybrané latky mohou byt chemicky nestdlé nebo je organismus mutize pfili§ rychle nebo
naopak piili§ odbouravat. Mohou vykazovat piili§ vysokou systémovou nebo organovou toxicitu, tj. byt vysoce toxické
nejen vici nemocnym, ale i zdravym burikam a tkanim.

Dalsim ukolem chemika proto je provést takové zmény struktury latky, které by pii zachovanych
farmakodynamickych charakteristikaich mély zlepSené farmakokinetické parametry. Nejcastéji to
byva zvySeni rozpustnosti latky.

Rozpustnost latek zavisi na struktufe jejich molekul i charakteru rozpoustédla, kterym jsou u léciv biologické tekutiny
tvotené vodnymi systémy. Do jisté miry 1ze rozpustnost 1éCiv v té€chto systémech predpovédét s vyuzitim vypocetni tech-
niky. Vysledky pfedpovédi ale zatim nejsou dostatecné piesné a obecné pouzitelné, takze se bez méfeni rozpustnosti far-
makochemici zatim neobejdou. Rozpustnost se vyjadiuje bud’ jako hmotnost (v gramech) latky rozpusténé ve 100 g (w/w)
nebo 100 ml (w/v) rozpoustédla, ve druhém piipadé je vSak tieba pocitat se zménami objemu rozpoustédla s teplotou.
S teplotou se méni i rozpustnost. U 1éCiv se proto obvykle méfi rozpustnost jednak pfi teploté mistnosti (25°C), jednak pti
teploté téla (37°C). U vétSiny latek se vzrustajici teplotou rozpustnost roste, jsou vsak i vyjimky. U omezené rozpustnych
soli se rozpustnost snizuje v piitomnosti stejnych iontt, jaké tvoii sul. U peroralné podavanych 1éCiv je tieba s tim pocitat
v piipadé chloridd, protoze v zaludku je vysoka koncentrace chloridovych ionti z kyseliny chlorovodikové.

U latek bazického nebo kyselého charakteru zavisi rozpustnost na stupni ionizace, ktery urcéuje pH.
Ionizované formy jsou polarnéjsi a proto ve vodé rozpustnéjsi nez neionizovana latka.

Vétsina bazickych 1éCiv se proto podava ve formé soli ,,s farmaceuticky akceptovatelnymi kyselinami®, tj. kyselinami,
které samy o sobé nejsou toxické ani nemaji zadny jiny vyrazny biologicky ucinek. VétSinou to jsou soli s hydrofilnimi
kyselinami (napf. citraty, laktaty, maleaty, fumaraty, mesylaty, chloridy, bromidy a sulfaty), které jsou lépe rozpustné nez
soli kyselin s lipofilnim charakterem. Podobné¢ je tomu v ptipad¢ soli 1éCiv s charakterem kyselin, kdy se jako baze pouzi-
va ,tromethamin“ (trishydroxymethylaminomethan), N-methylglukamin, diethanolamin nebo aminoethanol, popi. se
pripravuji soli s anorganickymi kationty (Na*, K*, Ca*", Mg*", Zn*"). Omezené rozpustné soli jsou zpravidla méné G¢inné
nez soli dobie rozpustné, nékdy vsak miize byt omezena rozpustnost vyuzita k tomu, aby se lé¢ivo uvolnovalo pii poma-
1ém rozpousténi v organismu postupné (napt. depotni forma penicilinu G je tvofena intramuskularnimi injekcemi suspenze
jeho omezené rozpustné soli s prokainem).
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Neni-li mozné zvysit rozpustnost pfevedenim na stl, pfichazi v tvahu navazani nebo obména funkc-
nich skupin molekuly 1é¢iva chemickou modifikaci. Pfitom je tfeba brat v tvahu:

«  Misto v molekule, kde modifikace mize byt provedena. Zavedeni dalSich nebo zaména funkénich skupin v urcitych
mistech molekuly miize negativné ovlivnit interakce IéCiva s cilovou strukturou

«  Typ zavadéné skupiny nebo modifikace. Rozpustnost ve vodé zvySuji polarni skupiny jako je hydroxylova, amino-
va, amidova nebo karboxylova skupina. Velmi silné polarni skupiny, jako je sulfonova, fosfatova nebo fosfonatova
skupina, zvysuji rozpustnost ve vod¢ nejvice, avsak jejich piitomnost miize branit priniku molekuly Ié¢iva pies bu-
nécné membrany. Malo polarni skupiny (halogen, etherova, esterova, aldehydicka a ketonicka skupina) rozpustnost ve
vod¢ vyznamnéji neovliviuji, mohou vsak zlepsit penetraci molekuly pfes lipidickou dvojvrstvu bunéénych membran.
Rozpustnost ve vod¢ lze zvysit také naruSenim planarity molekuly (zamezeni n-w interakci) a zvySenim jeji flexibility.
Pii téchto vSech modifikacich je tfeba mit na paméti, Ze zmeény polarity, planarity apod. mohou sice zlepsit parametry
rozpustnosti, ale ptitom soucasné€ zhorsit interakce molekuly 1é¢iva s cilovou strukturou.

 Bioisosterii. Klasické isosterni skupiny maji na svém povrchu stejny pocet elektront, ale nemusi mit stejny
pocet atoml — napf. isosterni jsou atom chloru nebo fluoru , hydroxyl, primarni aminoskupina a methylskupina
nebo methylenova skupina s kyslikovym miustkem ether a -NH- skupinou v ekundarnich aminech. Vzhledem
k odlisnému chemickému charakteru nemivaji takové isostery stejnou biologickou tG¢innost. Napf. thymidin je
substratem thymidinkinasy, kterou je fosforylovan. Analogicky derivat, ktery ma deoxyribofuranosu nahrazenu
3-hydroxy-4-hydroxymethylcyklopentantanem fosforylovan touto kinasou neni, neni vSak ani inhibitorem en-
zymu. Dlivodem vsak v tomto pfipadé neni interakce kysliku furanosového kruhu s aktivnim mistem enzymu,
ale odlisna konformace cyklopentanového kruhu. Naproti tomu bioisostery sice nemaji stejny pocet atomtl ani
povrchovych elektrond a dokonce mohou mit fetézec nahrazeny kruhem, ale maji podobnou biologickou ucin-
nost. Ptikladt bioisosterickych skupin je velka fada: s karbonylovou skupinou je bioisosterni napf. sulfinylova,
sulfoxylova skupina, s karboxylem skupina amidofosfonova, 3-hydroxy-5-thiazolyl-, 5-tetrazolyl- nebo 3,5-
difluor-4-hydroxyfenylskupina, s hydroxylem hydroxymethyl- nebo ureidoskupina atd.

« Stabilitu zavadénych skupin a vazeb. Skupiny navazané esterovou, amidovou, glykosidickou, sulfo- a fosfoestero-
vou vazbou mohou byt snadno roz§tépeny enzymy za vzniku ptvodni G¢inné latky, 1éciva modifikovana pomoci tako-
vych vazeb jsou tedy vlastné profarmaky. Skupiny vazané piimo na uhlikovy na skelet 1é¢iva vazbami C-C, C-O a C-
N jsou naopak metabolicky stalé.

«  Zpisob chemické modifikace. Chemickou modifikaci Ize v zdsad€ provést v jakémkoliv kroku syntézy, pokud se
vsak modifikace, pfi nichz mize vznikat velké mnozstvi vedlejsich latek a necistot provadi az v zavérecnych
stupnich, nemusi byt snadné ptipravit 1é¢ivo v dostatecné Cistoté. Rovnéz je tieba ptihlizet k podminkdm modifi-
kace a pritomnosti chemicky nestalych skupin v molekule, coz mize vést k nutnosti zavedeni chranicich skupin .

U [éCiv je dale pozadovano, aby byla dostate¢né chemicky i metabolicky stabilni. Plati to

zejména u lé¢iv, kterd jsou podavana peroralné a musi tedy odolévat agresivnimu prostiedi zazi-

vaciho traktu (siln¢ kyselé prostiedi zaludku, bazické prostredi ve stfevech, ucinek hydrolytic-
kych enzymt). Ze zazivaciho traktu se 1é¢ivo dostava nejprve do jater, kde je vystaveno ucinku

metabolizujicich enzymi a teprve pak ptejde do krevniho obéhu. Podobné jako rozpustnost, tak i

chemickou a metabolickou stabilitu 1é¢iv 1ze ovlivnit modifikacemi jejich molekuly.

Pti modifikacich molekuly 1é¢iva se chemik musi vystiihat zavedeni skupin s vysokou chemickou reaktivitou vici

vodé¢, jako jsou napf. anhydridy, protoze vzniklé derivaty v biologickych tekutinach rychle hydrolyzuji. Ostatni

vysoce chemicky reaktivni skupiny a atomy, jako jsou halogeny, oxirany, thiirany nebo aldehydy mohou sice hydro-
lIyze odolavat, zato vSak mohou reagovat s funkénimi skupinami bilkovin, sacharid nebo nukleovych kyselin a tim
pozmenit jejich vlastnosti. Léciva s takovymi reaktivnimi skupinami se v terapii uplatiiuji jen v omezené mife, pro-
toze se vyznacuji vysokou systémovou toxicitou. Obecné pfitom plati, ze ¢im jsou chemicky reaktivnéjsi, tim méné
selektivni je jejich G¢inek. Pouzivaji se proto prevazné jen pii 1éCbe zivot ohrozujicich onemocnéni, jako je rakovina

(alkyla¢ni cytostatika). VétSina béznych 1€¢iv proto vysoce reaktivni skupiny neobsahuje, takze se u nich dostava do

poptedi metabolicka stabilita.

Riazné skupiny 1é¢iv mohou podléhat metabolickym pfeméndm ochotnéji nez druhé. Znalost

metabolickych premén funkénich skupin je proto velmi diileZita pro navrh stabilnich 1éciv.

Pfi metabolické inaktivaci byvaji napt. methylové skupiny oxidovany na skupiny karboxylové, esterové a amidové

skupiny hydrolyzovany, aromaticka jadra oxidovana na fenoly apod. Pfitom se zvysuje polarita molekuly, coz pak

vede ke zrychlené eliminaci (viz kapitolu o farmakokinetice).

Metabolické premény probihaji na specifickych mistech molekuly 1é¢iva. Navazanim metabolic-

ky stalé skupiny nebo atomu na takové misto metabolickou inaktivaci zastavi nebo alespon zpo-

mali. V tomto ptipad¢ hovoiime o metabolické blokadé.
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K metabolické blokadé mize napt. dojit, kdyz se v aromatickém, alicyklickém nebo alifatickém zbytku, ktery pod-
1éha metabolické oxidaci na hydroxyderivat, nahradi vodik atomem fluoru nebo chloru. Zvlasté vyhodné jsou pfitom
fluorderivaty, protoze zavedenim fluoru se neméni velikost molekuly a tedy ani jeji schopnost interagovat s cilovou
strukturou. Na rozdil od dal$ich halogenti, fluor vétSinou nemuize byt snadno substituovan. Metabolické oxidaci
methylové skupiny na karboxyl se mtlize zabranit jeji nahradou rovnéz za fluor, chlor nebo i vodik.

Metabolickou hydrolyzu esterovych nebo aminovych skupin lze potlacdit, jestlize se do jejich
sousedstvi zavedou objemné skupiny, které vytvori stericky Stit.

Stericky $§tit znesnadiuje piiblizeni labilni skupiny do aktivniho mista enzymu. Piikladem mutze byt zablokovani
hydrolyzy peptidasami a proteinasami tim, Ze se z 1éCiv peptidického charakteru pfipravi N-methylderivaty.

K ovlivnéni rychlosti chemické i enzymatické hydrolyzy esterovych a amidovych skupin lze
vyuzit i rizné elektronické efekty.

U estert, které jsou enzymaticky $tépeny velmi rychle, 1ze snizit rychlost §tépeni zavedenim elektrondonorovych
skupin do zbytku alkoholové komponenty. Naopak zavedenim elektronakceptorovych skupin se rychlost hydrolyzy
zvysuje.

Néktera 1é¢iva maji charakter oligopeptidii nebo bilkovin. Tato 1é¢iva jsou jednak metabolicky
nestala, jednak mohou vyvolavat nezddouci imunitni reakce organismu. Navazanim vhodnych
polymernich fetézcl lze tato 1éCiva stabilizovat a souc¢asné potlacit vznik protilatek proti 1é¢ivu a
tak chranit organismus pted anafylaktickym Sokem.

Nejcastéji se v takovych piipadech provadi ,,pegylace®, tj navazani fetézcii polyethylenglykolu (PEG). Molekuly
vody vytvari kolem PEG hydratacni obal, ktery chrani molekulu 1é¢iva pted atakem proteolytickych enzymu a tim
prodluzuje jejich plasmaticky polocas. Soucasné snizuje hydrataéni obal imunogenicitu terapeutickych bilkovin.
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