Chemie 1éCiv

Uvod do farmakologie - Farmakokinetika

Farmakokinetika se zabyva plisobenim organismu na 1écivo, tj. osudem lé¢iva v organismu od
podani az po jeho vylouceni. Farmakokinetika vychazi z ptedpokladu, Ze biologickd odezva, a to
jak zadouci terapeuticka odezva, tak i vedlejsi uCinky, zavisi na koncentraci 1é¢iva v misté jeho
cilové struktury.

Mnoho latek se slibnymi biologickymi uc€inky se nikdy nestane 1é¢ivem. Je to proto, ze jim chybi urcité farmakologické
vlastnosti, které musi 1éCiva spliiovat (v anglicting: drug-like properties nebo také druggability, druhy termin se ale pou-
ziva i pro oznaCeni charakteru cilovych struktur — jejich schopnosti interagovat s lé¢ivy). Vedle dobrych farmakodyna-
mickych vlastnosti musi mit také takové farmakokinetické parametry, které zaruci, Ze se po podani dostane v dostatecné
koncentraci do cilové tkané, tam pronikne do buné€k a poté, co se projevi jeho tcinek, bude organismem eliminovano.

Studium farmakokinetiky ma velky vyznam predevSim pro spravné davkovani léciva. Koncen-
trace lé¢iva na cilovém misté neni ur¢ena samotnou davkou, ale zavisi na absorpci lé¢iva organismem
po podani, jeho distribuci v organismu krevnim obéhem, metabolismu a vylucovani z organismu,
exkreci. Nékdy se tyto farmakokinetické faktory souhrnné oznacuji zkratkou ADME.

Vétsina 1€Civ se dostava k mistu piisobeni krevnim obéhem.

Pfimé podani 1é¢iva do krevniho obé¢hu, at’ jiz okamzité formou jednorazové nitroZilni injekce (tzv. bolus), nebo
postupné formou infuze, mize byt pro pacienty nepohodlné a nepfijemné. Casto vyzaduje asistenci zdravotnika a
v pripad¢ infuzi mnohdy i pobyt pacienta na lizku.
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Pro pacienta vyhodnéjsi jsou neinvazivni zpiisoby podani, pfedevsim tsty (peroralni podani — tablety, kapsle, sirupy a sus-
penze), popi. podani pies sliznice (Cipky, nosni kapky, spreje a inhala¢ni roztoky) nebo pies kiizi (masti, krémy, tinktury, 1é-
¢ivé naplasti). Pritom se ale do krevniho ob&hu vétSinou nedostane cela podana davka 1é¢iva. S cilovymi strukturami
pak muize interagovat jen jeji uréity podil. Jak velky tento podil je, zavisi na farmakokinetickych vlastnostech lé¢iva.
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Parametrem, na némZ zévisi koncentrace 1éCiva v krvi pfi neinvazivnim podani (popft. 1 pii nékterych
zpusobech injekéniho podani, jako jsou podkozni nebo nitrosvalové injekce), je absorpcee 1éCiva.

Vétsina peroralné (sty) podanych 1é¢iv je absorbovana v zazivacim traktu. Aby se 1é¢ivo dostalo do krevniho obéhu,
musi nejprve projit stfevni sliznici. Latky s malou molekulovou hmotnosti (< 200) se pfitom mohou ,,protlacit* mezi
bunikami stfevnich stén. VEétsi molekuly, jaké ovSem ma vétSina 1éCiv, musi nejprve proniknout do bunék lemujicich

sttevni sténu a odtud do krevnich kapilar. LéCivo ptitom musi opakované prochazet bunéénymi membranami, které
jsou tvorené fosfolipidickou dvouvrstvou branici prichodu polarnich latek.

Molekuly rtiznych latek mohou pronikat do buiiky ¢tyfmi rliznymi zpusoby: aktivnim transportem
pomoci bilkovinnych pfenaSeci, prastupem pies ,,vodni kandlky* v bunéénych sténach, difuzi pres
lipidickou dvojvrstvu bunécné membrany a kone¢né endocytdzou.

Aktivni transport molekul 1éc¢iva do buniky pomoci transportnich bilkovin byl zminén v souvislosti s vyctem cilovych
struktur 1éCiv. Pristup 1é¢iv vodnimi kanalky do bunék se vyznamnéji neuplatiiuje, protoze tyto kanalky (pory) maji men-
§i prumér (0,4 nm), neZ je prumér molekul vétsiny 1é¢iv (kolem 1 nm). Endocytdza (pinocytdza) spociva ve vchlipeni Casti
bunécné membrany s okolni extracelularni tekutinou obsahujici roztok 1é¢iva do buiiky. Vchlipeny ttvar se mize uzaviit

bunécnou membranou, takze se v buiice se vytvoii jakysi vacek naplnény tekutinou. Obal vacku tvoieny zbytkem bunécné
membrany se pak v buiice rozpadne a tekutina s 1éivem se uvolni. Takto pronikaji do bun€k vysokomolekularni 1é¢iva.

Hlavnim mechanismem prtniku 1é¢iva je difuze pres lipidickou dvojvrstvu bunééné membrany.
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Jde o pasivni transport, jehoz hnaci silou je gradient koncentrace 1é¢iva vné a uvniti buniky. Aby lé¢ivo mohlo membranou
do bunék pronikat, musi mit dobie vyvazenou polaritu — musi byt natolik polarni, aby bylo dostatecné rozpustné ve vodném
membrany ,,rozpoustélo®. Lipofilita 1é¢iva se obvykle charakterizuje jeho rozdélovacim koeficientem mezi n-oktanolem a
vodou (P), n-oktanol pfitom slouzi jako modelova latka simulujici lipidy bunécné stény, které maji podobnou polaritu.

Pozadavky na vlastnosti 1é¢iva z hlediska absorpce udava empirické ,,pravidlo péti.

Pravidlo formuloval Christopher Lipinski z vyzkumnych laboratofi firmy Pfizer. I kdyz bylo publikovano pomérné nedavno
(1997), rychle se mezi farmakochemiky rozsifilo a stalo uzitecnym kriteriem pro posuzovani pravdépodobnosti uplatnéni
riznych latek jako peroralnich 1é¢iv. Pro ziskani lepsich pfedpovédi pouzitelnosti 1é¢iv bylo také rizné modifikovano.

Pravidlo péti iika, ze by 1écivo nemélo mit molekulovou hmotnost pres 500, nemélo mit vice nez 5

skupin, kter¢ jsou pii tvorbé vodikovych mustkd donory a ne vice nez 10 skupin, které jsou akceptory a
logaritmus jeho rozd€lovaciho koeficientu mezi n-oktanolem a vodou (logP) by mél byt mensi nez 5.

Léciva s logP>5 jsou Spatné rozpustna ve vodném prostiedi biologickych tekutin. Prestoze mohou v dusledku své vysoké
lipofility snadno a rychle pronikat pies bunééné membrany, jejich Spatna rozpustnost miize negativné ovlivnit ¢asovy prubch
absorpce. Jejich aktualni koncentrace v krevni plasmé pak nemusi postacovat k vyvolani pozadovaného uéinku. Pres bunky
sliznice zazivaciho traktu mohou prochazet jen latky, které jsou rozpusténé ve vodném prostiedi tekutin zazivaciho traktu
(objem asi 250 ml, pH 1-7,5). Rozpousténi je rovnovaznym procesem. Je-li ¢ast latky nerozpusténa, pak snizeni jeji koncen-
trace v roztoku po jejim prichodu vyvola piechod dalsich molekul do roztoku, proces absorpce se tim ale mtize zpomalit.
Vysoce polarni 1é¢iva, jejichz rozdélovaci koeficient je pfili§ maly (n€kdy dokonce zaporny), difunduji pfes membrany bu-
nék sliznice zaZivaciho traktu jen neochotné, takze jejich absorpce je velmi pomald. Aby se takova 1éciva dostala k cilovym
tkanim v potiebné koncentraci, byvaji podavana injek¢éné piimo do krevniho obéhu. I kdyZ je ,pravidlu péti vénovana
zna¢na pozornost v modernich uéebnicich farmakochemie v kapitolach o vztazich mezi strukturou a G¢innosti 1é¢iv (viz
Farm04), je tfeba si uvédomit, Ze je jen uréitou idealizaci: Analyza provedena u pouzivanych 1é¢iv zahrnutych do CMC
databaze napft. ukazala, ze v 80% ptipadl se logP se pohyboval mezi 0,4 do 5,6, pramér ¢inil 2,5.

Vyjimkou z pravidla péti jsou 1éCiva, kterda mohou do cilovych bunék pronikat aktivnim transportem,
jehoz se Ucastni bilkoviny prochézejici bunéénou membranou. Transportni bilkoviny jsou substratove
specifické. Podileji se napt. na transportu polarnich antibiotik, fungicidi, srdecnich glykosidii apod. Jak
jiz bylo ukézano, po interakci se substratem rozpusSténym v extracelularni tekutiné zméni transportni
bilkovina konformaci, na vnéjsi strané se uzavie, uvnitt buiiky otevie a 1é€ivo uvolni.

Nektera 1éCiva s velkymi molekulami nebo 1é¢iva navazana na polymery nebo na nanoc¢astice mohou do bunék pronikat i tak, ze
dojde k vchlipeni (invaginaci) bunééné membrany s roztokem Ié¢iva (pinocytdza) nebo s pevnou ¢astici (fagocytoza). Vchlipe-
na ¢ast stény se v buiice uzavie za vzniku vacku (vezikulu), bunééné enzymy zbytky membrany rozlozi a 1é¢ivo z vacku uvolni.
Léciva se mohou do krevniho ob¢hu dostavat nejen injekéné nebo absorpei pres sliznice zaZivacich
organi, ale i pres dalSi sliznice (nosni, Ustni, plicni a posevni) a také pies kiizi.

Pritom se 1é¢ivo po absorpci vyhne tzv. prvnimu prichodu jatry (viz dale) a neni proto jesté pred vstupem do krevniho ob¢hu
zCasti inaktivovano jaternimi enzymy. V ptipadé absorpce v plicich je vyhodou i to, Ze plicni tkan je propustna i pro vétsi mole-
kuly (zkouseno je napf. inhala¢ni podani insulinu nebo dokonce mRNA). K absorpci pies pokozku dochazi pii aplikaci derma-
tologickych pripravklli — masti, krémi atd. nebo 1éCivych naplasti. Takova aplikace je vyhodnd, ma-li 1é¢ivo pisobit mistné,
muze vSak byt vyuzita i k podani 1é¢iv puisobicich na cely organismus. Absorpce pies pokozku je vSak pomala a malo u¢inna
(na rozdil od sliznic se v pribéhu evoluce kiize vytvorila jako ochrana pred prinikem latek z vnéjsiho prostiedi do organismu).
Jakmile 1é¢ivo pronikne do krevniho ob€hu, dochézi k jeho distribuci v organismu.

Lécivo, které je rozpusténé v krevni plasmé, se pfitom dostava do kapilar zasobujicich tkdné krvi. V nékterych organech je
sit’ kapilar hustsi, takze jsou krvi vice zasobeny nez jiné. Distribuce 1é¢iva v tkdnich proto neni rovnomérna. Poéry ve sténach
kapilar v tkanich pak pronikaji molekuly 1é¢iva spolu s zivinami a kyslikem do mimobunécné tekutiny a odtud se dostavaji
do bunék tkané. Kromé krve mohou léc¢ivo k organtim distribuovat i jiné t€lesné tekutiny, jako je mozkomisni mok, plodova
voda nebo nitroocni tekutina.

Pti distribuci 1é¢iva krevnim obéhem hraje vyznamnou roli skutecnost, Ze nékterd 1é€iva se mohou
adsorbovat na plasmatické bilkeviny (albumin, ;- kysely glykoprotein, lipoproteiny a globuliny) 1
dalsi slozky krve. V krvi se pak ustavi rovnovaha mezi adsorbovanym a volnym IéCivem.

Ve veétsing piipadi miize pouze volné 1é¢ivo vyvolat farmaceutickou odezvu a byt eliminovano. Adsorbované 1éCivo pritom
slouzi jako urcity zasobnik, z n€hoz se volné 1écivo postupné uvolituje, kdyz jeho koncentrace v krvi po priniku do cilovych
bun¢k nebo metabolickych pieménach klesne. Adsorpce tak miize prodlouzit biologicky polocas Ié¢iva (viz dale) a potlacit
jeho eliminaci z organismu, mtze ale také zpomalit jeho prinik do cilovych tkani a tim snizovat jeho koncentraci v bunkach.
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Od krevnich kapilar v béznych tkénich se 1i§i cévy a kapilary zasobujici krvi mozek. Ty tvoii tzv. he-
matoencefalickou bariéru. Jejim ukolem je chranit citlivou mozkovou tkan ptfed nezddoucimi uc¢inky
nekterych Skodlivych latek a pfitom nebranit prisunu zivin a kysliku.

Buniky cévnich stén jsou v ni uspofadany velmi tésné€, takze mezi nimi prakticky nejsou zddné péry vhodné pro pru-
chod molekul 1é¢iva. Navic jsou kapilary v mozku lemovany burikami, jejichz stény maji zvySenou lipofilitu. Piekonat
hematoencefalickou bariéru proto mohou jen léciva s vysoce lipofilnim charakterem nebo léCiva, kterd mohou byt
,propasovana‘“ do mozkové tkan¢ pomoci transportnich proteinti. Maji-li byt pouzita jina 1é¢iva, pak musi byt apliko-
vana do mozkomi$niho moku, podle novych poznatkti by mohl byt k pfekonani hematoencefalické bariéry vyuzit fo-
kusovany ultrazvuk.

Jina pfirozena tkanova bariéra organismu, placentalni bariéra, ktera oddé¢luje krev matky od krve
plodu, je naopak vysoce propustna.
Mohou proto pfes ni snadno prochézet ziviny potiebné pro rist embrya a také ptipadné byt odvadény jejich rozkladné pro-
dukty. Placentalni bariérou pronikaji vSak stejné snadno i lé¢iva. Embryo tak miize byt vystaveno t¢inku 1ékd, které t¢hotna
zena uziva. Snadno pronika placentalni bariérou také alkohol, nikotin nebo drogy. Ty pak mohou zna¢né poskodit embryo,
které nema vyvinuté zadné detoxifikacni mechanismy.
Pokud cilové struktury 1é€iva nejsou na povrchu bunék (receptory apod.), ale az uvnitt bunky, pak musi
byt molekuly 1éCiva dostate¢né lipofilni (hydrofobni), aby mohly z mimobunééné tekutiny proniknout
pres bunééné membrany do tkanovych bunék. Pfitom se uplatiuji jiz zminéné mechanismy absorpce. U
nékterych silné polarnich 1é¢iv se k priniku do bun¢k mize vyuzit ur€ity trik: Na polarni skupiny 1&¢i-
va se navazi lipofilni substituenty. Navdzanim vzniknou profarmaka ("proléciva", prodrug), prekur-
zory 1éCiv, které jsou natolik lipofilni, Ze pies bunééné membrany jiz mohou pronikat. Sama o sobé
mohou byt profarmaka netcinnd nebo jen malo U€inn4, uc¢inné polarni lé¢ivo z nich vznikne az uvnitt
buniky po odstépenti lipofilnich substituentti piisobenim bunéénych enzymti.
Pfikladem mohou byt fosfonatova analoga nukleotidii adefovir a tenofovir, 1éCiva proti hepatitidé B a AIDS vyvinuta
prof. Holym na UOChB AV CR. Ta jsou vysoce polarni, takze nemohou v dostatecné koncentraci pronikat bunéénymi
membranami. Aplikuji se proto jako estery pivaloyloxymethanolu (adefovir dipivoxil) nebo isopropyloxymethanolu
(tenofovir disoproxil), resp. novéji jako fenylester amid isopropylesteru o-alaninu (tenofovir alafenamid) které se po
proniknuti do bun€k hydrolyticky rozstépi na ucinné latky. Charakter profarmak ma asi 16% vSech povolenych léciv.
Lécivo je v organismu distribuovano v télnich tekutinach, jejichz zakladem je voda. Celkovy obsah
vody v organismu dosahuje 60-70% télesné hmotnosti.
Voda je pfitom obsazena v riznych prostorach, kompartmentech. Nejvétsi mnozstvi vody je obsaZeno uvnitt bunék,
pak v extracelularni tekuting. V dulezitém kompartmentu, krevni plasmé, je mnozstvi vody odpovidajici asi 4,4%
télesné hmotnosti.
Koncentrace 1é¢iva v plasmé (Cp) je timérnd celkovému mnozstvi 1é¢iva v organismu (D):

Cpr=D/Vy
kde Vqoznacuje zdanlivy distribuéni objem, obvykle vyjadfovany v litrech na kg hmotnosti.

Je to fiktivni objem tekutiny, v némz by se 1é¢ivo vyskytovalo, kdyby jeho koncentrace byla ve vSech ¢astech téla stejna jako
v plasmé. Hodnota V4 miiZe pfesahnout nejen objem krve, ale i celkovy objem vody v téle. Vysoka hodnota znamena, ze se
1écivo kumuluje v tkanich (napf. svalech nebo tukové tkani), ale v krvi se témér nevyskytuje. Mala hodnota naopak nasvéd-
Cuyje tomu, Ze nejvetsi podil 1éCiva je vazan v krevni plasmé. Lé¢ivo byva v takovém pripadé ve zna¢né mife absorbovano na
plasmatické bilkoviny Hodnotu Vg lze vypocitat tak, ze se celkové mnozstvi 1éCiva v organismu nahradi podanou davkou
(Do), zméfi se koncentrace 1éCiva v plasmé v n€kolika casovych intervalech a pak se extrapolaci zjisti Cpo, tj. hodnota kon-
centrace v Case fo.

V organismu podléhaji 1éCiva riznym metabolickym preménam katalyzovanych enzymy. Nejcastéji
jde o metabolickou inaktivaci, kterd ovliviiuje koncentraci 1é¢iva a jeho vylucovani z organismu.

Cast 16¢iv se miize z organismu vyludovat v nezménéné formé, vétsina je viak vyludovana az po metabolické piemé-
né. Neékterd 1é¢iva mohou byt degradovana jiz enzymy obsazenymi v krevni plasmé nebo tkanich, na metabolickych
pfeménach 1éciv se mize podilet i mikrobiom, komplex bakterii ve stievech.

Klicovou roli v metabolismu 1é¢iv maji vSak jaterni enzymy. Ty katalyzuji reakce, jimiZ se
zvysuje polarita molekul. ZvySeni polarity usnadituje eliminaci 1éCiva, protoze polarngjsi latky
jsou z téla vyluCovany snaze nez latky méné poléarni.
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Jaterni enzymy mohou ¢ast peroralné podanych 1éCiv inaktivovat, jesté difve nez proniknou do krve. Léciva absorbovana ze
zazivaciho traktu se nejprve dostanou do vratnicové (portalni) zily, ktera odvadi krev ze sttev do jater. Ta se v jatrech rozdéli do
systému kapilar, jimiz 1é¢ivo rozpusténé v krevni plasmé prostupuje do jaterni tkdné. AZ odtud se pak dostane do rozvétveného
systému kapilar jaterni zily, ktery je soucasti krevniho obéhu. Pfi tomto prvnim prichodu jatry muze byt pred¢asné metabolizo-
vano ur¢ité mnozstvi lé¢iva. Léciva podavana injekéng, pres sliznice, kiizi apod. se ,,efektu prvniho prichodu® jatry vyhnou.

Metabolické pfeméeny 1éCiva v jatrech zvysuji polaritu latky. Pti reakeich faze I dochazi k riznym oxi-
dativnim reakcim, hydrolyze amidu a esterti, redukci nitro a azosloucenin a reduktivni dehalogenaci.

Oxidativni reakce jsou katalyzovany skupinou jaternich enzymut nazyvanych cytochromy P 450. Jsou to ¢ervené hemoprotei-
ny obsahujici porfyrinovy kruh s centrdlnim atomem Zeleza. Ciselné oznaceni odpovida vinové délce jejich absorpéniho pasu.
Je znamo nejméné 18 rodin téchto enzymi. Cytochromy jsou napt. schopné oxidovat methylové skupiny na primarni alkoholy,
demethylovat methylderivaty aminti, oxidovat aromatické uhlovodiky na fenoly a aroméaty nebo latky s dvojnymi vazbami na
epoxidy. Primarni tlohou cytochromi je odstratiovani skodlivych latek z organismu. Substratem mohou byt vedle 1éCiv i latky
obsazené v potraveé nebo i chemikalie z Zivotniho prostfedi. Jejich role pfitom neni jen pozitivni, cytochromy napf. oxiduji
polycyklické aromatické uhlovodiky na derivaty s epoxidovymi skupinami, které mohou vyvolavat nddorové bujeni.

Reakce faze II zahmuji enzymove¢ katalyzovany vznik konjugatti IéCiva s vysoce polarnimi latkami.

Konjugace dale zvySuje polaritu metaboliti vznikajicich pfi reakcich faze 1. Pfitom jde napf. o navazani kyseliny
glukuronové O- nebo N-glykosidickou vazbou na hydroxylové nebo aminové skupiny 1é¢iv nebo jejich metabolitd.
Reakei katalyzuje enzym UDP-glukuronotransferasa ptenasejici zbytek kyseliny glukuronové z uridindifosfogluku-
ronatu. Hydroxylové skupiny nékterych steroidi mohou byt ve fazi II sulfatovany reakci s 3’-fosfoadenosin-5'-
fosfosulfatem (PAPS) katalyzovanou sulfotransferasami. Epoxidy vznikajici pfi reakcich faze I pisobenim cytochromi
P450 na aromaty reaguji s —SH skupinou cysteinového zbytku tripeptidu glutathionu za vzniku polarnich aduktt. Glu-
tathion se miize vazat i na chinony vznikajici metabolickou oxidaci n€¢kterych substituovanych aromatickych latek.

Zastoupeni jednotlivych cytochromli P450 i dalSich enzymt podilejicich se na metabolickych pte-
méndach 1éCiv v organismu 1 jejich aktivita jsou zna¢n€ variabilni a vysoce individualni. Dsledkem
pak je, Ze metabolismus 1é¢iv se u jednotlivych pacientii mize odliSovat, nékdy zcela vyrazng.

U nékoho je lé¢ivo metabolizovano velmi rychle, takze jeho hladina v organismu je pak nizka a k dosaZeni potiebného
ucinku je tfeba podat vyssi davku nebo dokonce jiny 1ék. U jiného pacienta miize byt naopak odbouravani zpomaleno. Hla-
dina 1éciva je pak u n¢ho dlouho vysoka, coz mize u 1éki s uzkym terapeutickym intervalem (jako je napt. warfarin) vést k
predavkovani a zvyseni rizika nezadoucich vedlejSich Gcinkt. Aktivita cytochromd P 450 nezavisi jen na individualnich
rozdilech mezi uzivateli 1€k, ale mize ji ovlivnit i pfitomnost latek, které cytochromy aktivuji nebo naopak inhibuji. Témi
mohou byt 1 jina 1éCiva, které pacienti uzivaji pii 1é¢bé riznych onemocnéni a syndromi, kterymi jsou soucasné postiZeni.
Tak napf. barbituraty aktivitu cytochromi zvysuji, zatimco napf. 1é¢iva proti zalude¢nim viedim ji snizuji.

Pti soucasném podani vice 1é¢iv miize proto byt rychlost metabolického odbouréani a tedy 1 hladina
kazdého z nich v krvi jina, neZ kdyZ se 1€k poda samostatné. Dochézi k 1ékovym interakcim, které
nékdy mohou byt pro pacienty i nebezpecné. Vedle syntetickych 1é¢iv mohou aktivitu cytochromt
ovliviiovat i latky obsaZené v 1é¢ivych bylinach (v tomto sméru je napf. rizikova tfezalka, Zen-Sen
nebo ginkgo) nebo i v potravinach (napf. v rizickové kapusté, Staveé grapefruitu nebo i1 cokolade).

Pocet soucasné pouzivanych 1€kt roste a s tim i riziko nezadoucich lékovych interakei. Rtizné léky mohou predepisovat
rizni 1€kafi, kteti nemusi védét, co pacientovi predepsali jejich kolegové. Toto riziko by mohlo odstranit sdileni elektro-

nickych zaznamt o zdravotnim stavu pacienta a predepisovanych lécich. Piesto se farmakochemici musi snazit, aby jimi
vyvijend nova 1éCiva aktivitu cytochromti P 450 vyznamné neovliviiovala a nezadouci 1ékové interakce nevyvolavala.

Exkrece je proces vylucovani lé¢iva z organismu. Vylu€ovana mohou byt jak 1é¢iva v nezménéné
formé¢, tak i produkty jejich metabolickych piemén. Na exkreci se podileji predevsim ledviny, 1é-
¢iva a jejich metabolity mohou vSak byt z organismu vylucovany i ptes pokozku nebo ptes rtizné
sliznice (potem, slinami, slzami), plicemi (dechem), zZlucové cesty (stolici), ale 1 ptfes mlécné zlazy.

V ledvinach se krev obsahujici 1é¢iva a jejich metabolity dostava z piivodni tepny do uzlikt kapilar nazyvanych glo-
meruly, které zapadaji do kanalkd nazyvanych nefrony. Krev je v glomerulach pod tlakem, ktery pusobi tak, ze do-
chazi k jeji ultrafiltraci. Pfitom nejen krvinky, ale ani vysokomolekularni slozky krve krevnimi kapilarami neprocha-
zeji, zatimco nizkomolekularni latky, tedy i bézna 1éCiva a jejich metabolity nebo rozkladné produkty, ano. Dostavaji
se tak do moci, s niz pak z organismu odchazeji. Pristup latek st€nou kapilar pii glomeruldrni ultrafiltraci nezavisi na
jejich polarnim nebo nepolarnim charakteru. Nefron je vSak obklopen hustou siti vlasecnic, pies jejichz stény mohou
byt exkretované latky reabsorbovany a dostavat se tak se zilni krvi zpét do krevniho ob&hu. Zde jiz polarita latek hraje
dulezitou roli. Je-li pfi metabolické pfeméné polarita zvySena, je reabsorpce metabolitu potlacena nebo k ni viibec
nedochazi. Nezménéné 1€¢ivo se naopak reabsorbuje snadnéji.
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Ptes pokozku muize byt potem exkretovano az 10-15% nékterych 1é¢iv. Plicni exkrece je dilezita pro eliminaci plynt
podavanych pii anestezi, pies plice jsou exkretovany i nékteré tékavé metabolity 1é¢iv. Rada metabolitli vznikajicich
v jatrech, pfedevsim nékteré konjugaty s kyselinou glukuronovou, piechazi do Zlu€ovych cest, odkud se dostavaji do
zazivaciho traktu. Cast miize byt v tenkém stfevé rozstdpena a pak reabsorbovana, vétsina viak prechazi do stolice.
Stolici jsou exkretovany i ty podily lé¢iva, které zistaly pfi oralnim podani neabsorbovany. Moznost exkrece 1€¢iv v
mateiském mléce ma vyznam predevsim z hlediska ochrany zdravi kojenct, protoze vylu¢ovana 1é¢iva a jejich me-
tabolity mohou na nezraly organismus pusobit toxicky. Na to je tfeba brat zfetel pfi piedepisovani 1ékl kojicim mat-
kam. Pfes mlécné zlazy mtize byt vylu€ovan i alkohol, nikotin a navykové drogy.

Eliminace je nevratny proces odstranéni 1é¢iva z organismu. Eliminace zahrnuje jak metabolické
premény léCiva na net¢inné metabolity, tak i1 exkreci.

Rychlost eliminace je dtlezitou charakteristikou ovlivitujici zptisob podani 1é¢iva. Je-li pfili§ vysoka, je tfeba 1écivo
podavat v kratkych intervalech nebo dokonce kontinualn¢ infuzi, aby jeho koncentrace v krvi neklesala pod prahovou
hodnotu terapeutické davky. Naopak, pfili§ pomald eliminace muze vést k tomu, ze po dal§im podani koncentrace
1é¢iva prekroci terapeuticky interval a ve zvysSené mife se projevi nezadouci vedlejsi ucinky.

Pomér rychlosti eliminace 1é¢iva k jeho celkové koncentraci se oznacuje jako clearance (CL):

Rychlost eliminace
CL =

c

Pro termin clearance se nepouziva zadny Cesky ekvivalent. Celkova clearance (CL7) se tyka eliminace 1éCiva z krve

vvvvvv

eliminace 1é¢iv jsou jatra a ledviny. Celkova clearance je proto sou¢tem jaterni (hepatické) clearance (CLy), ledvinové
(renalni) clearance (CLg) a clearance ostatnimi organy (CLo).

CL7=CLy+ CLg + CLo.
Kazdy ¢len pfitom piedstavuje soucet clearance vSech eliminaCnich procesit — hepaticka clearance je napf. soucet
metabolické clearance (CLy) a zluCové (biliarni) clearance (CLg): CLy = CLy + CLp. Clearance je také ovlivnéna
sorpcni vazbou lé¢iva na plasmatické bilkoviny, protoze vazané 1é¢ivo neni k dispozici pro eliminacni procesy.
Hodnotu clearance si Ize pfedstavit jako takovy objem krve v téle, ktery je béhem jednotky cCasu
zcela zbaven 1é¢iva. ProtoZe clearance zavisi na t&lesné hmotnosti, vyjadiuje se v cm® za minutu
na kg. Vedle vyznamu pro lékate, ktefi clearance musi brat v uvahu pfi uréeni rezimu davkovani
1é¢iva, je znalost jejich hodnot uzite¢na i pro farmakochemiky. Porovnani clearance rtizné substi-
tuovanych latek umoziiuje posoudit vliv strukturnich zmén na chovani 1é¢iva v organismu.
Celkovou clearance Ize urcit z méteni casového pribéhu zmén koncentrace 1é¢iva v krevni plasmé (Cp) po jednorazo-
vé davce léciva podané injekEné do Zily (intravenozni bolus):

CLr=D/Cp. ¢t

Vynesenim koncentrace proti ¢asu od podani se ziska kiivka, kterd graficky znazoriiuje prubéh eliminace 1é¢iva. Plo-

cha pod kiivkou (AUC, area under curve) odpovida celkovému mnozstvi 1éCiva, které se za Cas t dostane do krevniho
ob&hu. Toto mnoZstvi je pfimo umérné podané davce (D) a neptimo umérné celkové clearance:

AUC =D/CLr
Rychlost eliminace vyjadiena jako casova zména (ubytek) celkového podaného mnozstvi D je pfimo umérna koncen-
traci 1é¢iva v plasmé a celkové clearance:

dD/dt = CLr. Cp

Odtud: dD = CL7. Cp. dt
a po integraci: D=CLr. Cp. t,
piicemz Cp.t=A4UC

Casovou zavislost rychlosti eliminace 1éCiva na pocatecni koncentraci Ize ve vétsing piipadii po-
psat vztahem pro kinetiku prvniho tadu:

C,=C,e "
kde k. je rychlostni konstantou eliminace 1é€iva.

Z tohoto vztahu lze odvodit dalsi dilezity farmakokineticky parametr, kterym je biologicky polo-
¢as léciva (11).
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Biologicky pologas je dobou, za niz poklesne koncentrace 1é¢iva v plasmé na polovinu piivodni hodnoty. Cim vysii je
clearance, tim je pochopitelné biologicky polocas kratsi.
Naopak, mezi biologickym polocasem a distribu¢nim objemem je piima umeéra:

ty, =0,693.V,;/CL
Podobny vztah plati nejen pro injekce, ale i pro 1éCiva podana jinym zplisobem, pouze se misto
podané davky pocita s davkou léciva, kterd se absorbuje. Tato davka je urcena biologickou do-
stupnosti definovanou jako podil mnozstvi 1é¢iva, které se po podani uvolni z Iékové formy,
vstieba a v nezménéné formé dostane do krevniho ob¢hu (F), k celkové podané davce (D).

Jak bylo fe€eno vyse, celkové mnozstvi 1é¢iva, které pronikne do krevniho obé&hu, je uréeno velikosti plochy pod
kiivkou vyjadiujici zavislost plasmatické koncentrace na ¢ase (AUC). Proto plati:

F=A4UC/D

U léc¢iva podaného injekéné do zily je biologicka dostupnost rovna jedné. U 1é¢iv podanych jinou cestou je biologicka
dostupnost nizsi, protoze 1écivo nemusi byt Gpln€ vstiebano nebo muze byt jesté predtim, nez pronikne do krevniho
ob¢hu, z¢asti eliminovano metabolickymi procesy v zaludku, stfevnim traktu a také v jatrech.

Znalost farmakodynamickych a farmakokinetickych parametrii ma velky vyznam nejen pro urceni

spravné davky 1éCiva, ale i rychlosti a/nebo Cetnosti jeho poddni. Optimalni u¢inek lze dosahnout,

jestlize plasmatickd koncentrace 1é€iva se po dobu léceni pokud mozna trvale pohybuje ve vyme-

zeném terapeutickém intervalu. Tato koncentrace se oznaCuje jako Cys (ss podle steady state =

setrvaly stav). Rychlost davkovani pfitom musi byt shodna s rychlosti clearance. Onemocnéni

ledvin nebo jater, které miize clearance ovlivnit, si proto mize vyvolat zménu davkovani 1éciva.
Casovy priibéh koncentrace lé&iva v plasmé pii opakovaném podani

e — jednorazowa nitroZilni injekee (bolus)
40 r oralni [ekova forma s nechlym uwolfiovanim
- — — orélni1ékova forma s pomalym wolfiowanim
—-— detto se sniz. biol. dostupnosti

30

i i A

0 12 24 _ 36 48
hodin

Vyrovnat rychlost davkovani a clearance 1ze pouze v pripadé¢ infuzi. Pfi jednorazovém injekénim podani je tieba poci-
tat s tim, Ze od doby podani plasmaticka koncentrace 1é¢iva klesa, pfi jiném podani (napf. oralni lékové formy — table-
ty, kapsle) koncentrace nejprve roste podle toho, jak se 1éCivo rychle absorbuje, pak v disledku eliminace klesa. Po-
dani 1éCiva je v takovém piipadé zapotiebi opakovat ve vhodnych Casovych intervalech tak, aby bylo dosazeno ale-
spoii ¢astecné setrvalého stavu plasmatické koncentrace. Hodnota C, se v takovém piipadé vypocte jako prumér mezi
vrcholem a minimem koncentra¢niho piku. Ustaleny stav plasmatické koncentrace se pfitom obvykle dosahuje v Case
odpovidajicim ¢tyfnasobku biologického polocasu.
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Je-li biologicky polocas pfili§ dlouhy, mtize se dosdhnout zkraceni doby ustaveni setrvalého stavu tim, Ze se na pocatku
terapie nasadi vétsi pocatecni davky 1é¢iva a pak se davkovani snizi.

Rezistence

Ucinnost urcitého 1é¢iva mize ovliviiovat vedle farmakodynamickych a farmakokinetickych faktort i
vznik rezistence, k némuz dochazi pii opakovaném nebo dlouhodobém podavani Iéciva.

Rezistence se projevuje tim, Ze k vyvolani terapeutické odezvy jsou zapottebi stale se zvySujici davky 1é¢iva, popt. mize
dochazet k tomu, Ze k zadouci odezve viibec nedojde. Vznik rezistence je jednim z velkych problémd farmakoterapie.

Na vzniku rezistence se mohou podilet jak farmakodynamické faktory (nartst nebo pokles mnozstvi
cilovych struktur, mutace ovliviiujici jejich afinitu k 1écivu nebo jejich aktivitu), tak 1 zmény farma-
kokinetickych parametrti (zvyseni aktivity degradujicich enzymii nebo transportnich proteint).

Znama je rezistence nékterych patogennich mikroorganismti na urcita antibiotika. Pro ucinnost penicilind a cefalosporind je
nezbytna ptitomnost f-laktamového kruhu v molekule. Rezistence na tato antibiotika pak zavisi na tom, zda buriky patogenti
jsou schopné produkovat enzym B-laktamasu, ktera f-laktamovy kruh $tépi. Pfi Castém podavani antibiotik produkce tohoto
enzymu nariista, takze Gcinek antibiotika klesa. Ke vzniku rezistence v8ak dochazi i u vyssich organismt. Napf. pfi castém
pouzivani barbituratii se zvySuje tvorba jaternich enzym, které barbituraty oxiduji. Tim jsou barbituraty rychleji eliminova-
ny a jejich koncentrace v krevni plasmé klesd, takze podana davka pak jiz nestaci k vyvolani pozadovaného tcinku. Podob-
né je u drogové zavislych k vyvolani halucinogenniho G¢inku zapottebi stale vétsi davka drogy.

Rezistenci nemusi vyvolavat jen zvysena tvorba enzymd, které 1é¢ivo odbouravaji. Pti podavani protinddorovych 1é¢iv piiso-
bicich na vnitrobunééné cilové struktury dochazi ke vzniku rezistence nariistem tvorby transportnich bilkovinnych systém,
které 1é¢ivo ucinné ,,pumpuji* z buiiky do okolniho prostiedi, a to i proti koncentraénimu gradientu.

Vznik a narGst rezistence 1ze vysvétlit selekénim tlakem, které 1é€ivo vyvolava.

V duisledku rozdilné exprese nebo i mutaci geni mtize kolisat mnozstvi nebo aktivita enzymi nebo jinych funkénich
bilkovin produkovanych jednotlivymi buitkami bunééné populace. Mikrobialni buniky produkujici vétsi mnozstvi -
laktamasy nebo s mutacemi zvySujicimi aktivitu tohoto enzymu mohou degradovat P-laktamova antibiotika ucingji.
K jejich usmrceni je pak zapotiebi vyssi koncentrace antibiotika nez u pavodnich ,,divokych® bun€k. Neni-li potfebna
koncentrace dosazena, buiky pfezivaji. Kdyz se pak pomnozi, jsou jejich potomci vii¢i antibiotiku o néco odolnéjsi,
nez byla ptivodni populace s bunikami produkujicimi B-laktamasy méné€. Po dalSich cyklech déleni bunék v prostiedi se
zvySujici se koncentraci antibiotika se degradacni schopnost mikrobti dale zvysuje, az nakonec pfevazi rezistentni
varianty, na néz antibiotikum uz viibec neptisobi. Podobnym zptisobem mohou zvysSovat i nadorové buiky svoji odol-
nost vii¢i cytostatikim. Nedavno bylo napf. zjisténo, ze urcita bodova mutace jednoho genu mnohonasobné zvysuje
ucinnost transportniho proteinu ABCG2 Cerpajici cytostatika ven z bunék. Buiky s takovou ,,superpumpou’ jsou pak
az 6000x rezistentn&j$i neZ pivodni nadorové bunky. Zatimco citlivé bunky s pivodni variantou genu jsou cytostati-
kem usmrceny, ve zbytkovém nadoru zdstavaji a dale se mnozi buniky s mutovanym genem, které jsou proti u¢inktim
1é¢iva odolné. Kdyz pak nador znovu naroste, je tvofen rezistentnimi bunkami, na néz uz cytostatikum nepuisobi.

Ur¢itou pomoci v boji s rezistenci je spravny rezim 1é¢by: tj. podavani 1é¢iv v dostate¢nych davkach a
v intervalech uréenych na zakladé farmakokinetickych studii, aby bylo zaruceno, Ze po celou dobu
1écby bude koncentrace 1éCiva v organismu ve vysi, ktera je potfebnd pro pozadovanou odezvu.

V 50. letech minulého stoleti byl v nékterych vysp€lych zemich penicilin preventivné ptiddvan i do zubnich past, Zvykacek
apod. Davky penicilinu v téchto pfipravcich byly nizké, takze vétSinou nestacily k usmrceni patogennich mikroorganismil.
Vyvolavaly vsak selek¢ni tlak, ktery vedl k tomu, Ze zaCaly prevladat rezistentni kmeny, vii¢i nimz penicilin uz u¢inny ne-
byl. Jina antibiotika byla v 60. a 70. letech pfidavana do krmiv hospodaiskych zvifat. Tim byly potlaceny infekce, které
snizovaly vynosy. Rezidua antibiotik se pfitom ale dostavala s masem nebo dal$imi Zivo¢isnymi produkty v malych davkach
do lidského organismu. To mélo za nasledek, ze se postupné vyvijela rezistence i u nékterych lidskych patogennich mikroor-
ganismi a antibiotika pfestavala byt ucinna. V soucasné dobé je rizikem pro vznik rezistence zbytecné uzivani antibiotik u
virovych onemocnéni, na néz antibiotika nepiisobi (napr. pfi chiipce) a také nedodrzovani piedepsaného 1écebného rezimu
(nedodrzovani predepsanych intervalti podani, pted¢asné ukonceni 1é€by po vymizeni prvnich piiznakit onemocnéni).
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Vyjimeéné miize byt vznik rezistence vyuzit terapeuticky, vétSinou je vSak nezddouci. Snaha o prekonani
rezistence vede jednak k hledani novych 1é¢iv ptsobicich i na rezistentni patogenni organismy nebo na
nemocné bunky, jednak ke studiu kombinaci 1éku s latkami blokujicimi mechanismy rezistence.

Prikladem uc¢inné kombinace 1é¢iva s inhibitorem degradujiciho enzymu miize byt piipravek amoxiklav obsahujici kombi-
naci polosyntetického penicilinu amoxicillinu s kyselinou klavulanovou, ktera je t€innym inhibitorem B-laktamasy. Studo-
vany jsou i kombinace ucinnych lé¢iv s latkami blokujicimi proteiny, které se tiastni transportu 1é¢iv ven z bunek.

Vyzkum a vyvoj novych léCiv

VyzKkum a vyvoj novych originilnich 1é¢iv je zdlouhavy, niakladny a p¥itom znacné rizikovy,
Z desetitisicii noveé zkoumanych latek se jen jedna az dvé stanou uziteCnym lécivem. Piesto je nesmirné
zajimavy a zasluzny. Bez novych ucinnych 1éciv by byl pokrok moderni mediciny nepiedstavitelny.

[lustruje to tieba priklad prazského Vyzkumného tstavu pro farmacii a biochemii. Tam bylo do 90. let minulého stoleti synteti-
zovano 18 tis. latek, ale jen 29 z nich bylo zaregistrovano jako 1éCiva a i z téch uspélo v silném konkurencnim prostredi v za-
podafilo prodat licenci tehdejsi britské firmé Boots. Svétové tsp&$na antivirotika vyvinuta dr. Holym z Ustavu organické che-
mie a biochemie AV CR byla vysledkem dlouholeté usilovné a vytrvalé prace, ale také notné davky $tésti pii nalezeni vhod-
nych partnerti pro testovani G¢innosti a farmaceuticky vyvoj na belgické univerzité v Leuven ve virologovi profesoru De Cler-
covi a v americké firmé Gilead, ktera ziskala licenci na jeho nova virostatika cidofovir, adefovir a tenofovir a kde byla vyvinuta
vhodna profarmaka dvou poslednich latek.

Vyzkum a vyvoj jednoho nového 1éCiva trva v priméru 12-15 let. Primémé naklady Cinily jesté v r.
1975 asi 150 mil. $, kolem roku 2000 ptesahly 800 mil. $ a nyni se maji pohybovat mezi 1,4-2,15 mld. $.

Pokud se do nékladd zahrnou i ¢astky vynalozené na zbyte¢ny vyzkum (tj. na 1é¢iva, ktera pii klinickém zkouseni selhala) a
na marketing, pak z porovnani nakladi na VaV vykazovanych velkymi firmami a poctu jejich povolenych 1é¢iv za obdobi
1997-2011 vyplyva, Ze firmu Amgen s 9 povolenymi 1é¢ivy stal VaV jednoho uspésného 1é¢iva 3,7 mld. $ a firmu AstraZe-
neca (5 schvalenych 1é¢iv) dokonce 11,8 mld. $. Spolu s ristem nakladi na VaV 1&¢iv klesa jejich ,,Zivotnost™ na trhu —
Casto se po nékolika malo letech objevuji nové konkurenéni ptipravky. Kompletni vyzkum a vyvoj zcela novych 1é¢iv,
,novych chemickych entit (NCE)®, si proto mohou dovolit pouze velké farmaceutické koncerny. Mensi firmy se proto ori-
entuji hlavné na vyvoj a vyrobu generik, kopii 1é¢iv, u nichZ vyprsela patentova ochrana, pfipadné na hledani analog zave-
denych usp&nych 1é¢iv. Do VaV 1é¢iv se roéné celosvétové investuje Sastka prevysujici dvojnasobku roéniho HDP CR.
Pri¢inou velké ¢asové a finanéni naro¢nosti vyzkumu a vyvoje a pritom i relativné malé
pravdépodobnosti ispéchu jsou mimoradné vysoké poZadavky na tucinnost, bezpe€nost a
kvalitu novych lé¢iv.

P1i preklinickych zkouskach ucinnosti a bezpecnosti uspéje jen asi 0,1% kandidati na nové Iécivo. I z téch pak prvni
fazi klinickych zkousek na lidech projde jen asi jedna desetina a fada 1é¢iv selhava i v dalSich fazich klinickych zkou-
Sek. Prestoze zisky farmaceutickych firem ¢ini 25-40% trzeb, jen asi 20% novych 1éCiv ptinasi vice, nez Cinily nakla-
dy na jejich vyzkum a vyvoj. Zisk z jejich prodeje proto musi zaplatit i VaV neuspésnych kandidati. To se pak proje-
vuje na cenach novych 1é¢iv. Zcela novych 1€Civ, ,,novych chemickych entit®, je povolovano kazdy rok pomérné ma-
lo. Americky Ufad pro potraviny a 1é¢iva FDA povolil v r. 2009 jen 25 NCE. V r. 2011 jejich po&et vzrostl na 35 a
vr. 2015 na 45, ale v r. 2016 jich bylo jen 22. Pak se situace zlep$ila: v r. 2017 jich bylo jiz 46, v r. 2018 dokonce 59
avr. 2019 bylo povoleno novych lé¢iv Evropska Agentura pro 1é¢iva EMA v r. 2017 ,,autorizovala“ celkem 92 1éCiv,
z toho 35 novych, v r. 2018 to bylo 84 1éCiv, z toho 42 s novymi u€innymi latkami a v r. 2019, kdy se jeji sidlo stého-
valo v souvislosti s Brexitem z Londyna do Amsterodamu 60, z toho 30 NCE. Pfesto stale roste pocet kandidatti na
nova léciva ve vyzkumu a vyvoji. Nyni je odhadovan na asi 35-40 tisic, z toho pies 5 tis. 1€k je klinicky zkouSeno.
Spolu s tim rostou i ¢astky vynakladané na VaV. V r. 2010 vydalo 50 nejvyznamnéjsich firem na vyzkum a vyvoj 103
mld. $, vr. 2017 to uz bylo 165 mld. $, pfestoze i v této oblasti zacaly pfedni farmaceutické firmy Setfit. V ramci
restrukturalizace farmaceutického primyslu dochazi k fadé¢ akvizic a fuzi spojenych s redukci VaV a rozpadem néekte-
rych vyzkumnych tymi. Piedni firmy proto hledaji moznosti uspor nékladii na VaV bez omezeni inovaci, napt. ziska-
vanim licenci na slibné latky z rznych pracovist, jejichz vyvoj pak dokoncuji. Nejméné Ctvrtina novych uspésnych
1é¢iv mé ptivod v laboratofich vysokych §kol, statnich vyzkumnych institucich nebo malych vyzkumnych firmach.
Velké riziko neuspéchu neznamena, Ze se ze piipravenych tisicii novych latek nemuze stat Gspés-
né 1éc¢ivo, ale poukazuje na nutnost racionalniho pfistupu k vyzkumu a vyvoji 1é€iv. Nové techni-
ky, jaké pfinds$i mimo jiné nové syntetické postupy, biokatalyza, informatika a miniaturizace mo-
hou podle nedavno publikovaného referatu o syntetické chemii 1é¢iv z prestizniho casopisu Scien-
ce vyzkum a vyvoj urychlit a zlepsit.
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Zjisti-li se u n¢jaké latky zajimavé biologické ucinky, je tieba jesté velmi mnoho prace, aby se z ni nebo odvozenych derivati
stalo povolené 1é¢ivo. Objev biologicky u¢inné latky v prvni fzi vyzkumu a vyvoje nového 1é¢iva neni finanéné pfili§ naroény,
potiebné zdroje se daji zajistit formou grantii nebo Gcelnou spolupraci s primyslem. Dale je vsak tfeba postupovat rychle a
ucelné a neopomenout nic, co rozhoduje o budoucim uspéchu latky, zejména pak patentovou ochranu. Finanéné naro¢né jsou
zejména zavereéné faze VaV, kdy se vyviji technologie vyroby a metody analytické kontroly a 1é¢ivo se preklinicky a zejména
pak klinicky zkousi. Tyto fdze uz vétSinou nelze bez spolupréce s kapitilove silnym partnerem na potfebné urovni zajistit.
Provadéni preklinického a klinického testovani ,,na kolené* na pracovistich nespliiujicich pozadavky ,,spravné laboratorni nebo
klinické praxe®, coz se u nas vétSinou déje, je pouze vyhazovanim penéz. Vysledky takovych zkousek byvaji sice medializova-
ny jako velké Gspéchy naSich védci, 1ékové autority povolyjici 1éCiva je ale neuznavaji a povazuji je pouze za orientani. Na-
proti tomu se u nas nékdy podceiiuje patentova ochrana novych latek pred potencidlnimi konkurenty. Pravé ta je vSak zaklad-
nim pfedpokladem pro nalezeni vhodného partnera, ktery financné zajisti dalsi vyvoj 1é¢iva az do jeho uvedeni na trh.
Chceme-li se zabyvat vyzkumem a vyvoj 1éCiv, je tfeba si uvédomit, ze jde sluzbu, ktera ma své
zakazniky. Piedpokladem uspésného uplatnéni vysledk VaV, tedy uspéSného marketingu této
sluzby, je uspokojeni potteb zdkaznikli. To neni jednoduché, protoze kazdéa skupina zakazniki
pritom ma rizné (n¢kdy az protichiidné) zajmy.

Pacienti pozaduji, aby jim 1éCiva pomahala zlepsit kvalitu Zivota, tj. vylé€ila onemocnéni nebo alesponi odstranila nebo
zmirnila jeho symptomy, prodlouzila dobu Zivota nebo alespoii prodlouzila dobu do recidivy onemocnéni, zmirnila bo-
lesti, zkratila dobu neschopnosti, byla u€inna a aby soucasné méla minimum nezadoucich vedlejsich u€inkd, byla bez-
pecna a kvalitni, ale také levna a hrazena pojistovnami a aby jejich podani bylo snadné a komfortni.

Lékaii maji podobné pozadavky na 1écivo jako pacienti, ale pozaduji i minimum kontraindikaci (kdy lé¢ivo nelze
predpisovat) a Iékovych interakci, protoze omyl v preskripci miize mit nepfiznivé nasledky pro pacienta i 1ékate.
Lékarnici a distributoti 1é¢iv pozaduji od 1é¢iv reprodukovatelnou kvalitu a co nejvétsi stabilitu, ale také chtéji, aby
jim jejich prodej ptinasel zisk.

Poskytovatelé a platci zdravotni péce (pojistovny) chtéji, aby jejich finanéni zatéZz spojena s podanim 1é¢iva byla

Tvwr

Vedeni a akcionafi farmaceutické firmy maji zdjem o Siroké uplatnéni 1é¢iva (rozsahlé indikace, vyuzitelnost u
nejéetnéjSich onemocnéni, minimalni konkurence), o co nejdelsi patentovou ochranu novych 1é¢iv, nizkou naklado-
vost a vysokou ziskovost vyroby. V neposledni fad¢ chtéji, aby 1é¢ivo vytvarelo u vefejnosti piiznivy obraz firmy
(nekteré farmaceutické firmy se proto zabyvaji i méné lukrativnimi 1é¢ivy pro onemocnéni s velkou publicitou, napf.
1éky proti AIDS).

Vyzkum a vyvoj 1é€iv Ize rozdélit do tii fazi (etap):

Faze objevu (Drug Discovery), kdy se zjist'uje, ktera latka nebo latky jsou G€inné (,,hity*)

Faze navrhu (Drug Design), kdy se modifikuje struktura nejlepSich u€innych latek s cilem pfipravit

derivaty s optimalnimi terapeutickymi vlastnostmi jako kandidaty pro dalsi vyvo;j.

Faze vyvoje (Drug Development), kdy se u vybraného 1é¢iva vyviji technologie vyroby lécivé latky

a lécivého ptipravku, zajist'uje jejich trvala kvalita a provadi klinické zkousky

Toto rozdg€leni je do zna¢né miry {ormeilni. To, co jedni nazyvaji fazi navrhu, druzi povazuji za optimaliza¢ni ¢ast faze objevu a

dalsi ptitom hovoii uz o vyvoji. Cinnosti v jednotlivych fazich vyzkumu a vyvoje se kromé toho prolinaji a neexistuje mezi

nimi ostra hranice. Obsah a rozsah ¢innosti pii vyzkumu a vyvoji kaidélvlo individualniho 1é¢iva zavisi i na jeho charakteru a

aplikaci. Ruzni autofi také odlisné chapou pojmy vyzkum a vyvoj. V CR se nékdy vyvoj nepovazuje za tvuréi ¢innost a —

ziejmé ve snaze snaze ziskat granty — se o vyvoji mluvi jako o vyzkumu. To pak vede k odliovani ,,védy* a ,,vyzkumu* resp.

,badatelského* a ,,aplikovaného* vyzkumu. V téchto pfednaskach se budeme drzet vyse naznaceného rozdéleni do tii fazi.

Zda vyzkum a vyvoj zahrne vSechny faze nebo jen nékteré, zavisi na inovativnosti nového léciva.

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

Nova struktura, nové piinosy (,,first in the class®):

e [ éCivo muze léCit nemoci a symptomy, pro nézZ dosud neexistovala vhodna terapie

e [éCivo rozsifuje moznosti 1éCeni, je alternativou pro pacienty, kteii na dosavadni terapii nereaguji

Nova, patenty nechranéna struktura navazujici na 1é¢ivo se zndmymi piinosy (,,me too*)

e [éc¢ivo je ucinngjsi nez dosud dostupné alternativy

e [ ¢civo ma méné nezadoucich vedlejSich u€inki

e [écivo pfinasi vyhody pro pacienty (tablety misto injekei a infuzi, prodlouzeni Gc¢inku apod.) nebo jejich speci-
fické skupiny (déti, seniofi, t€hotné zeny, pacienti s dalsSim onemocnénim atd.)

e [éc¢ivo s dalSim Gcinkem,,

e Profarmaka“, neucinné latky, které prechdzi na uc¢innou latku po metabolické pieméné v organismu

Znama struktura, nové piinosy pro terapii

Farm02 9/21



Chemie 1éCiv

Nahrada racematu G¢innéj$im enantiomerem

Novy typ soli

Zvyseni selektivity

Nova nebo rozsifend indikace

Nova lékova forma

Znama struktura, zndmé piinosy

Generika

,.Fixni*“ kombinace diive oddélené podavanych 1é¢iv s doplitujicim se i€inkem

Casové i finanéné nejnaroénéjsi je vyzkum a vyvoj 16¢iv s novym Géinkem, ktery za¢ina od objevitelské faze. Objevy
novych uéinnych latek se ¢asto rodi v akademickych institucich. Farmaceutické koncerny si je pak kupuji formou
licence a rozvijeji v dalsich fazich VaV az po jejich pfedbézném posouzeni. 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 léciv,
za¢ina fazi navrhu. Navrh novych ,,me too* 1é¢iv miize vychazet ze zkusenosti ziskanych s jejich predchidci, takze
Nékdy také mohou byt hleddana analoga zavedenych 1éCiv, u nichz byl zjistén dalsi terapeuticky vyuzitelny uc¢inek.
Ten mtize byt obménami zakladni molekuly zesilovan, zatimco ptivodni biologicka aktivita miize naopak byt potla-
¢ovana, takze nakonec vlastn€ vznikne nové 1é¢ivo.

Nekam mezi fazi navrhu a vyvoje lze zaradit hledéani ,,profarmak®, derivatt, které se na ucinnou latku preméni az
v organismu, novych lékovych forem znamého 1é¢iva, ndhrady racematu u¢innym enantiomerem, pfiprava a pouziti
novych soli u¢inné latky apod. U vétsiny téchto latek musi probéhnout nové preklinické a klinické zkousky, jejich roz-
sah v8ak muZe byt do ur€ité miry zredukovan. U nékterych novych soli, které vykazuji ,,zasadni podobnost* se solemi
pouzitymi v pivodnim pipravku, jsou nutné pouze zkousky bioekvivalence (shodné ucinnosti) Hledani a zkouSeni
novych indikaci — mozZnosti 1é¢by dalsich onemocnéni zavedenym 1é¢ivem — lze povazovat za pokracovani klinického
vyvoje pripravku. V tomto piipadé jsou nezbytné dalsi klinické zkousky, odpada ale vétSina preklinickych testti.

U generik — kopii zavedenych nizkomolekularnich 1é¢iv — se provadéji pouze vyvojové prace (tfeti faze). Vyvoj generika
pritom kon¢i prokazanim jeho bioekvivalence s ptivodnim piipravkem. Tim, Ze nemusi byt ndkladné klinicky zkouseny, jsou
podstatné levnéjsi nez originalni piipravky a jejich vyvojem se proto mohou zabyvat i malé firmy.

Generika lze vyrabét a uvést na trh az po vyprSeni patentové ochrany originalniho ptipravku, podle nové
legislativy EU mohou v8ak byt vyvijena jiz pfed skonCenim platnosti patentu. Vedle patentové ochrany
je tteba brat v ivahu 1 tzv. ochranu farmaceutickych dat, tj. dat z preklinickych a klinickych zkousek.

Trva-li ochrana farmaceutickych dat 1 po vyprseni platnosti patentu, je sice mozné 1é¢ivo vyrabét, zaregistrovano vsak mize
byt az po skonceni této ochrany nebo po provedeni klinickych zkousek. To je v8ak nakladné a tak vyrobci generik radéji ¢eka-
ji, az ochrana dat skonéi (v EU nyni po 10 - 11 letech, diive to v CR bylo za 6 let). Pak je mozné se odvolat na vysledky zkou-
Sek originalniho piipravku a provést pouze prukaz bioekvivalence generika — srovnani u¢innosti a bezpecnosti s originalnim
piipravkem u malého souboru pacientd, u injekei pfitom muize k prokazani bioekvivalence stacit jen porovnani slozeni a stabi-
lity se zavedenym piipravkem. U napodobenin 1é¢iv charakteru biomakromolekul (napf. terapeutickych protilatek), je urcité
klinické zkouseni pozadovano, protoZe je témef nemozné pripravit kopie piivodniho ptipravku s presné stejnou strukturou.

Priumérnou ¢asovou naroc¢nost vyzkumu a vyvoje nového l1é€iva ilustruje nasledujici piehled:
Patentové aktivity Technologie

».
»

Preklinické Farmakologie Registra¢ni Uvedeni na
Objev  Navth _ zkousky . IND I Fizell . I\ NDA_ fizeni trh

»
|

\ 4

> >

> >
Klinické zkouSeni

1 10000 — 10 latek 10 —>1-2 1 1ék Farmako_
. ADME vigilance
Analytika
> >
Toxikologie
‘ 1 -3 roky ‘ 1 — 3 roky ‘ 3-6let ‘ 1- 3 roky ‘ 5 let

celkem 12-15 let

IND = Z4dost o povoleni klinického zkousSeni (Investigational New Drug application, NDA = Zadost o registraci no-
vého 1é¢iva (New Drug Application), ADME = absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece (farmakokinetika)
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Objevovani novych 1é¢iv
V minulosti byly u¢inné latky hledany mezi slozkami tradi¢nich 1é¢ivych prostredkd nebo byl jejich
objev vysledkem Stastné ndhody (serendipity).

Stastna nihoda méla piinést objevy 5,8% viech pouzivanych 1é&iv, nékteré z nich, jako napf. penicilin, pfitom znamenaly
prulom do terapie. Historie 1é¢iv, o jejichz objev se zaslouZily Stastné nahody, je nepochybné zajimava, nékdy ma dokon-
ce 1 anekdoticky charakter — napf. to, Ze fenolftalein je uc¢innym projimadlem, se zjistilo, az bylo zkouseno jeho pouziti
k pfibarvovani vin. Historie sildenafilu znamého pod firemnim nazvem Viagra je popsana v jednom doprovodném textu.
Jiny pfipad vyuziti $tastné nahody ilustruje piiklad VaV zklidnyjiciho 1éku, diazepamu. V 50. letech 20. stoleti se pracov-
nici firmy Roche snazili o syntézu benzoheptoxdiazinti (tehdejsi nazev, podle soucasného ndzvoslovi benzodiazepin-N-
oxidi) jako novych IéCiv, pfipravili viak jen asi 40 novych derivati chinazolin-N-oxidu.

Ty nemély pozadovany ucinek a vyzkum byl v r. 1955 ukoncen. V r. 1957 byla pfi tklidu laboratote objevena zapomenu-
ta latka. PH dodate¢ném otestovani se zjistilo, e méa piekvapivou G¢innost. Slo o produkt reakce methylaminu s chlor-
methylderivatem substituovaného chinazolin-3-oxidu, ale nebyl to 6-chlor-4-fenyl-2-methylaminomethylchinazolin-3-
oxid, jak bylo pfedpokladano. Pti reakci totiz doslo k otevieni 6 ¢lenného kruhu a nasledné cyklizaci na 2-methylamino-
5-fenyl-4 H-benzodiazepin-4-oxid. Ten byl nazvan librium a stal se voditkem pro vyvoj diazepamu a dalSich benzodiaze-
pind, které byly pii potlaCovani stavi strachu, psychického napéti, uzkosti, neklidu a s tim spojenych poruch spanku o fad
uéinngjsi neZ librium:
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Podobné Stastné ndhody nelze zcela vyloucit ani dnes. V soucasné dobé jsou ale objevy novych
1é¢iv predevsim vysledkem systematického a raciondlniho ptistupu. Aktudlnim pfistupem je tzv.
transla¢ni vyzkum lé¢iv (translational medicines research, TMR).

Tento piistup ,,pieklada‘ resp. prendsi vysledky zakladniho vyzkumu v mediciné, molekularni biologii a biochemii do
¢innosti farmakochemikut, farmaceutickych technologi a do zaméfeni klinického zkouseni. Podminkou uspéchu pii-
tom je vytvofeni komplexniho multidisciplinarniho pracovniho tymu se zkusenymi odborniky rtiznych oborti. Do
translaéniho vyzkumu se zapojuje stale vice firemnich i akademickych pracovist. O jeho vyznamu a aktualnosti svéd-
¢i mj. i to, Ze v poslednich letech vzniklo nejméné 6 casopisti zaméfenych na transla¢ni vyzkum nebo medicinu, mimo
jiné i specializovana sekce Translational Medicine Casopisu Science.

Projekt translacniho vyzkumu vychazi z pochopeni biologické podstaty urcitého onemocnéni.
Na tu navazuje identifikace cilové struktury', jejiz funkce ma pii¢inny vztah k onemocnéni.

V minulosti byly znalosti konkrétnich cilovych struktur v organismu jen mizivé. Pfi hleddni novych 1é¢iv se az do 90.
let minulého stoleti uplatiioval fenotypicky pristup, kdy se sledoval vliv vybranych latek na biologické funkce mode-
lovych organismti nebo pozd¢ji na buiiky péstované v laboratornich kulturach. Az pak byly urcovany cilové struktury,
s nimiz syntetizované latky interagovaly. Nasledné byly hledany zptisoby modifikace molekuly potencialniho 1éciva,
kterymi by mohly byt jeji interakce s cilovou strukturou podle potfeby modulovany. Od 90. let minulého stoleti se
zacal prosazovat novy, cileny pristup k objeviim novych Iéciv (target-based drug discovery) umoznény uspéchy ge-
nomiky a proteomiky. Ty pfinesly informace o tloze ur¢itych genl a bilkovin v bunkach, jejichz anomalni vyskyt,
mnoZzstvi nebo struktura mohou né&jak souviset se vznikem, prubéhem a projevy urcitych onemocnéni. Byly tak identi-
fikovany cilové struktury 1éCiv. Poté byly hledany rtzné latky, které diky svému sloZeni a prostorovému uspotradani
funk¢nich skupin mohou s cilovymi strukturami interagovat a tim pfispét k vyléceni nebo alespoii zmirnéni piiznaka
nemoci. Aby vyhledavani potencidlnich 1€Civ bylo ispésné, bylo tfeba vytipované cilové struktury validovat.

v
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Validace cilovych struktur (target validation) je objektivni posouzeni ulohy urcité biomakromo-
lekuly v patogenezi ur¢itétho onemocnéni nebo poruchy a moznosti ovlivnéni prubéhu a dopadi
onemocnéni modulovanim funkcénosti této biomakromolekuly vhodnymi latkami.

Cileny pfistup se v mnohém osvédcil. Uplatnil se pfedevsim pii hledani lé¢iv charakteru ,,me too* a lé¢iv pro nemoci
zpusobené jednim nebo jen malym poctem faktor (napt. mutaci gend kodujicich ur€ité proteiny). Proti ocekavani ale
nepfinesl vyrazngjsi zvyseni poctu nové povolovanych 1é¢iv. Tam, kde cilové struktury nemaji aktivni mista vhodna pro
interakce malych molekul (jde napf. o receptory na povrchu bunék interagujici s biopolymernimi ligandy) nebo pfi hle-
dani 1é¢iv na multifaktorialni onemocnéni, se stale jesté uplatiiuje fenotypicky piistup.

DalSim krokem pii objevovani novych 1é¢iv je vypracovani metod screeningu, postupti hodnoceni
biologické t¢innosti testovanych latek.

Screening, v doslovném ptekladu ,,prosévani®, je vytiidénim méné ¢&i vice rozsahlych soubort sloucenin na latky ¢inné
a neucinné. Problémem screeningu je nalezeni vhodného ,,sita®, aby jim ,,propadly* jen molekuly s pozadovanymi vlast-
nostmi. V minulosti to byvaly testy in vivo, provadéné na zivych pokusnych zvifatech, ty vSak byly zdlouhavé, finan¢né
naro¢né a nékdy obtizné objektivné hodnotitelné. Moderni screeningové postupy vychazeji z poznani pficin nemoci na
molekularni a bunééné trovni. Obvykle spocivaji ve zjistovani interakci kandidatti na nové 1é€ivo in vitro (doslovné
prelozeno ,,ve skle®) s izolovanymi cilovymi biomakromolekulami, bunéénymi kulturami nebo izolovanymi tkanémi.

Pii navrhu metod screeningu je kromé vybéru relevantnich cilovych struktur tieba urcit 1 zplisob zjisto-
vani a hodnocenti jejich interakce se zkouSenymi latkami. Interagujici systém se tak stava biomarkerem,
ktery ndm fekne, zda zkousena latka je ¢i neni uc¢inna. Stejné jako cilové struktury maji byt biomarkery
validovany, tj. ma byt doloZen jejich vztah k pribéhu nemoci.

Screeningové systémy maji byt navrzené tak, aby byly pokud mozna eliminovany faleSné pozitivni vysledky, protoze dalsi
vyvoj neucinné latky by znamenal zbyte¢né vynaloZenou praci a finan¢ni naklady. Soucasné by mél byt i minimalizovan
pocet falesné negativnich vysledkd, pfi nich by testem neprosly slibné uc¢inné latky. Kde je to mozné, dava se pii screeningu
prednost biomarkertim, které lze hodnotit in vitro. K jejich vybéru vyznamné prispéla genomika a proteomika. Hodnoti se
aktivita urcitych enzymd, popf. i jinych biopolymerti nebo zastoupeni a struktura n¢kterych gend a bilkovin s vyuzitim va-
zebnych interakei (,,binding assay*). Ty se deteguji na zakladé zmény charakteristik detekéniho systému pii vazbé inhibitoru
na enzym, antagonisty na receptor apod. Aby pfitom bylo mozné kvantifikovat u¢innost latek, opatiuji se biomarkery vhod-
nou znackou, kterou mize byt napf. navazany radioizotop, barvivo, fluoreskujici nebo luminiscentni latka, popt. enzym
(peroxidasa, alkalicka fosfatasa) katalyzujici pfeménu bezbarvého substratu na barevny produkt apod. Kvantitativni Gidaj se
pak ziska po vazebné interakci méfenim radioaktivity, absorbance, fluorescence nebo luminiscence systému. Urcitou nevy-
hodou tohoto pfistupu je, Ze méti intenzitu vazebné interakce latky s uréitou cilovou strukturou, ale nefika nic o moznosti
soucasného ovlivnéni dalSich cilovych struktur v organismu. Interakce zkousené latky s nimi mize pak mit za nasledek
zavazné vedlejsi uéinky, které se zjisti az pii nakladném klinickém testovani. Z tohoto hlediska mohou byt vyhodnéjsi feno-
typické biomarkery, které mohou poskytovat komplexnéjsi informace o Gc¢incich latky.

Moderni screeningové metody in vitro umoziuji rychlé otestovani velkych soubori latek — ,,kni-
hoven* — sloucenin ziskavanych zpravidla metodami kombinatorialni chemie (viz déle). Jsou €asto
oznacovany anglickym terminem ,high throughput screening (zkratka HTS), ktery lze pielozit
jako vysokokapacitni screening?.

Zavadéni automatizovanych metod vysokokapacitniho screeningu provazely zprvu pfehnané nadé€je, pak nasledovala
spiSe skepse vyvolana nesouladem vysledk HTS s poznatky z dal§iho hodnoceni vybranych latek. V posledni dobé
ale byly metody HTS zna¢né zdokonaleny, napt. vyuzivanim novych vysoce citlivych detekénich metod i dalSimi
technickymi opatfenimi, takze se znovu staly dilezitym pomocnikem farmakochemikd.

Moderni zdokonalené screeningové postupy in vitro zaloZzené na automatizované kvantifikaci va-
zebnych interakci molekul kandidat na 1é¢ivo s cilovymi biomakromolekulami nemusi poskytnout
vzdy zcela spolehlivé a jednozna¢né informace o ucincich latky. Proteiny i1 dal$i biomakromolekuly
se v bunikach vyskytuji ve slozitych systémech, jejichz slozky se vzajemné ovlivituji. Napft. pfi pre-
nosu signald k déleni bun€k muze byt zablokovani jedné signaliza¢ni drahy inhibici urc¢itého en-
zymu vykompenzovano indukci tvorby enzymu alternativni drahy.

2 V sérii struénych prehledi vénovanych rliznym aspektim objevovani a navrhu novych 1é¢iv v 11. &isle Chemickych listil
z roku 2017 je pro HTS pouzivan spiSe doslovny, ale mén¢ srozumitelny pteklad ,,testovani biologické aktivity s vysokou
propustnosti“. Mimo jiné to je i v pfehledech zabyvajicich se technickymi aspekty HTS — viz napt. Chem. Listy, 111, 11:
766-771 a 772-776 (2017). V jinych Ceskych podkladech byl pouzit termin ,,vysokovykonny screening®.
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Dilezita je i pfesnost a spravnost vysledki pouzitych metod a uspofadani testi minimalizujici pocet falesné pozi-
tivnich i falesné negativnich vysledkil. Spravné statistické vyhodnoceni vysledkii automatizovaného vysokokapacit-
niho screeningu, kdy se napf. zjistuji vazebné interakce velkych souborti kandidati na 1é¢ivo pii fadé rGznych kon-
centraci s oznacenou cilovou strukturou imobilizovanou v jamkach titraénich mikrodesticek, je stale velkou vyzvou.

Fenotypickymi biomarkery pouzitelnymi jako indikatory farmakologické odezvy na zkoumanou
latku jsou charakteristické rysy normalnich nebo nemocnych bunék a tkani, popft. i celych orga-
nismt, které mohou byt objektivné méieny.

Takovym biomarkerem muize napf. byt velikost a tvar bunek nebo jejich jadra, pribéh déleni bunck a dalsich bunéénych
projevu a procest, pocet urCitého typu bunek v tkani (napi. cirkulujicich nadorovych bunék v krevnim ob&hu) apod.
Vyuziti bunéénych a tkanovych charakteristik jako biomarkerd sice miize byt vzhledem k vyhodnocovani komplikova-
néjsi, ale na druhé strané mize poskytnout komplexné&jsi pohled na ucinky latek, a to jak pozadované, tak i nezadouci.

Metody zjistovani ucinnosti 1éCiv podle jejich vlivu na charakteristické rysy zivych bunék hodno-
cené napi. mikroskopii histochemickych preparatii spojenou s analyzou obrazu nebo prutokovou
cytometrii se oznacuji jako ,,high-content screening (HCS), vysokoobsahovy screening.

HCS poskytuje obrovské mnozstvi dat, jejich spravna interpretace je vSak zatim slozitd. Je vyhodny pii hledani 1é¢iv
uréenych k terapii nemoci, které mohou byt zplsobeny kombinaci vice pficin, napf. potencialnich protinddorovych
1é¢iv, ktera blokuji bunééné déleni nebo spousti procesy bunééné smrti, apoptdzy.

To, Ze bude pii screeningu nalezen ,,hit*, latka interagujici s vybranou a validovanou cilovou struk-
turou, nemusi jest¢ znamenat, ze se podafilo nalézt nejvhodnéjsiho kandidata na nové 1é€ivo.

Dulezita je i specificita G¢inku, tj. zda latka ptisobi selektivné jen na vybrané cilové struktury, ale neovlivituje nezadou-
cim zptisobem jiné. Do screeningu proto bylo zavedeno hodnoceni interakci s vice cilovymi strukturami, kdy se zjistuje
nejen pozitivni ucinek latek na cilové struktury majici vztah k ur¢itému onemocnéni, ale i ovlivnéni jinych cilovych
struktur vyvolavajici poruchy dulezitych zivotnich funkci. K predikci nezadoucich t¢inki se pouzivaji metodiky vylucu-
jici latky s vysokou toxicitou nebo nevyhodnymi farmakologickymi vlastnostmi. Poté, co musely byt tzv. ,,superaspiriny*
rofecoxib a valdecoxib inhibujici cyklooxygenasu 2 stazeny z trhu pro zavazné toxické vedlejsi Gcinky, je napf. u kandi-
dath na nova lé€iva zjistovan jejich vliv na draslikovy kanal hERG, jehoz inhibice mlze byt pticinou srde¢nich arytmii.
Jinou ,,anti-cilovou strukturou* je serotoninovy receptor 5-HT2g, jehoZ interakce s nékterymi latkami vede k abnormal-
nim zménam na srdec¢nich chlopnich, plicni hypertenzi a selhani jater. Pro tyto G¢inky musely byt stazeny z trhu 1éky pro
hubnuti, jako byly napt. svého ¢asu popularni fenfluramin, dexfenfluramin apod. Mezi latky interagujici s receptorem 5-
HT,p patfi i tzv. ,rekreacni drogy®, jako je extaze a dals$i amfetaminy. Nebezpecné mohou byt i interakce 1éCiv s nékte-
rymi dal$imi cilovymi strukturami, napf. s cytochromy P450, ktera miize byt pri¢inou nezadoucich 1ékovych interakei,
protoze ovlivni koncentraci a tim i ucinek dalsich 1é¢iv, které pacient uziva.

Jsou-li k dispozici kromé informaci o loze ur€ité cilové struktury pfi nemoci i udaje o jeji prostoro-
veé stavbe, lze experimentalni screening nahradit screeningem virtualnim, ,,in silico“, spoc¢ivajicim
ve vyuziti po€itacli k vyhledavani molekul, které maji takovy tvar a funk¢ni skupiny, aby mohly
,»zajet™ do aktivniho nebo alosterického mista cilové biomakromolekuly a tam interagovat3.

V odborné literatuie se pocitacové posuzovani moznosti interakci ur¢itych molekul s cilovou strukturou o znamé prosto-
rové stavbé nazyva ,,docking., coz je anglicky vyraz pro zajizdéni lodi do dokd. Virtualni screening mize nahradit ¢ast
zdlouhavé a nakladné experimentalni prace. Alternativou virtudlniho screeningu je pocitacovy navrh lé¢iva, generovani
struktur molekul komplementarnich s aktivnim nebo alosterickym mistem enzymti nebo receptorti. Ten sice skyta veétsi
moznosti chemické rozmanitosti navrhovanych struktur, ale na druhé stran¢ soucasné zvySuje riziko neuspéchu. Pocitac
muze navrhovat i molekuly, jejichz pfipravou by se experimentatofi patrné nezabyvali, protoze se nepodobaji zndAmym
léciviim dané terapeutické kategorie, ale pfitom mohou byt ¢inngé, protoZe maji prostorovou stavbu umoznujici interakce
se strukturou aktivniho mista cilové biomakromolekuly. Vedle hledani G¢innych latek miize byt virtudlni screening vyu-
zit 1 k predikci nezddouciho pasobeni latky. Pfitom se zjiSt'uje, které ze znamych cilovych struktur v buitkdch mohou
interagovat s vytipovanou slou¢eninou (inverzni docking).

Vyznam a UspéSnost virtudlniho screeningu nebo pocitacového navrhu 1é€iv vzrostly s rozsifujicim
se poznanim prostorove struktury cilovych biomakromolekul, které ptinesla rentgenova krystalogra-
fie, elektronova difrakce nebo NMR spektroskopie.

3 Virtudlnimu screeningu 1é¢iv, a to jak pii objevovani novych 1é€iv, tak i pfi jejich ndvrhu — optimalizaci farmakologickych vlast-
nosti — je vénovan jiny prehledny ¢lanek z jiz zminéného c¢isla Chemickych listt — viz Chem. Listy, 111, 11: 738-744 (2017)
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V Cervnu 2016 obsahovala Databanka bilkovin (PDB, Protein Data Bank, www.pdb.org) pres 100 tisic experimentalné (rent-
genograficky, NMR) zjisténych struktur bilkovin, z nichz miZe vychazet pocitacovy na struktufe zavisly navrh 1é¢iv (SBDD —
Structure-Based Drug Design). Udaje z databanky ale stile maji spie jen staticky charakter a nepostihuji v potiebné mife hyd-
rataci a konformaci bilkovin, ktera se mize za realnych podminek dynamicky ménit. Stejné tak se mtize v zavislosti na pod-
minkach menit i prostorova struktura konformacné flexibilnich molekul potencialniho lé¢iva. Takové zmény pak mohou ovliv-
nit uc¢innost 1é¢iva. Starsi pocitacové modely tyto problémy v dostate¢né mife nefesily. Ziskavani novych dat véetné udajii o
strukture komplexi biopolymert s 1é¢ivy a neustale vylepSované pocitacové modelovani, které nyni umi do ur€ité miry posti-
hovat i dynamické zm&ny molekul (postupy MDDDD — Molecular Dynamics-Driven Drug Discovery)*, se viak za¢inaji vy-
rovnavat i s t€mito problémy. Vysledky virtudlniho screeningu a pocitaovych navrht 1éCiva se tak stale vice piiblizuji skutec-
nosti. Pfesto zatim stale slouzi pocitacové modelovani s vyuzitim algoritmti popisujicich vztahy mezi strukturou a Gcinnosti
latek spiSe nez k navrhu novych 1é¢iv k navrhovani obmén uéinné latky s cilem zlepsit jeji farmakologické parametry.

Ani nové postupy virtudlniho screeningu a/nebo pocitacového navrhu 1éciva ale zatim stdle nemohou
nahradit experimentalni postupy. Pocitacem navrzené latky musi byt syntetizovany a pak dikladné bio-
logicky testovany, aby se zjistilo, zda kandidat na nové IéCivo méa skutecné predpokladané vlastnosti.

Moderni postupy virtudlniho i experimentalniho screeningu vedly v 90. letech minulého stoleti ke zrodu
nové metodiky objevovani IéCiv. Ta vychazi z identifikace jednoduchych sloucenin, z nichz interaguji s
cilovou strukturou pouze ¢asti — fragmenty — molekuly.

Disocia¢ni konstanty jejich komplexi s cilovou strukturou se pohybuji mezi 10~ — 10~ mol/l. To nesta&i k tomu, aby tyto latky
mohly byt pouZivany jako 1é€iva, u nichZ je pozadovana Gi¢innost alesponi o 3 fady vyssi (v mikro-az nanomolarnich koncentra-
cich, tj. 10°— 10° mol/l). Vyhodou ale je, e fragmenty maji mnohem jednodusi strukturu nez molekuly G¢inné interaguji-
cich 1é¢iv. Zatimco molekuly klasickych 1é¢iv s primérné 30 atomy t&Z$imi neZ je vodik mohou teoreticky vytvaret az 109

Vv

rtiznych struktur, fragmenty molekul s 12 t€Z8imi atomy jen 10"

Slab¢ interagujici ¢asti molekuly lze povazovat za fragmenty budouciho 1é¢iva, které je mozné kom-
binovat a spojovat s jinymi fragmenty interagujicimi s jinymi skupinami cilové struktury. Tim se se
pak ziska latka, ktera je schopna komplexnéjSich a synergisticky zesilenych interakei a je tedy mnohona-
sobné u¢inngjsi. Metodika vyhledavani fragmentll a jejich spojovani a kombinovéani byla nazvana na
fragmentech zaloZeny objev lé¢iva (Fragment-Based Drug Discovery, FBDD).

Fragmenty se pfitom stavaji stavebnimi kameny komplikovanéjsi struktury budouciho 1é¢iva. Vzhledem k mensimu poctu
atomi maji molekulovou hmotnost do 300 daltonti i omezeny pocet proton-donorovych a akceptorovych skupin. Soubory
fragmenti jsou tak méné rozsahlé nez soubory potencialnich ,.hitd“. Nalezeni fragmentli proto miize byt snazsi a rychlejsi a
jednodussi je pak i cesta k finalnimu Ié¢ivu. K vyhledani fragmentli se vyuzivaji spiSe fyzikalné chemické (pfedevsim
NMR, ale i hmotova spektrometrie nebo krystalografie) nez biochemické nebo biologické metody, které mohou byt pro
malo ucinné fragmenty nedostatecné citlivé. Cilova biomakromolekula musi ale byt pro tyto metody k dispozici izolovana a
jeji trojrozmérna struktura dostateéné znama.

Kromé experimentalniho screeningu lze knihovny fragmentl ziskat 1 vyhleddvanim opakujicich se
strukturnich ryst v molekulach znadmych lé¢iv. Knihovny fragmentii mohou pfitom byt obohacovany i
o ,,privilegované molekuly*, o nichZ je zndmo, Ze siln€ interaguji s bilkovinami (napt. difenyly). Spo-
jovanim fragmenttl, z nichZ kazdy ma jen malou afinitu vici cilové struktufe (fddu mmol/l), 1ze ziskat
molekuly s mnohonasobné zvySenou afinitou (umol/l, popt. dokonce nmol/l). Pfi studiu vazeb riznych
latek na cilové struktury se ukazalo, Ze kombinaci u€¢innych ligandii Ize dospét k 1é¢iviim s lepSimi vlast-
nostmi (niZ8i molekulova hmotnost, niZsi toxicita, lepsi farmakokinetika apod.) nez pfti jinych postupech
hledani G¢innych lé¢iv. Kombinace fragmentil, obmény zptsobu jejich spojeni a piipadné dalsi modifi-
kace lze samoziejmé studovat experimentaln€, ¢ast experimentalni prace vSak lze nahradit vyuzitim
pocitacového modelovani.

Pocita¢ pritom mize z komercnich knihoven vybrat vhodné fragmenty, navrhnout jejich Gpravy a kombinace. Molekuly
s navrzenou strukturou pak jsou syntetizovany a testovany, az se dosahne pozadované ucinnosti. Zahrnuti algoritmi pro
farmakokinetické parametry a toxikologické tidaje do pocitacovych modell experimentalni praci dale zjednodusuje, protoze
umoziuje predem vyloucit 1atky s nedostateCnou rozpustnosti, nezadouci toxicitou nebo jinymi nevhodnymi vlastnostmi.
Situaci pritom komplikuje ale to, Ze pii spojeni fragmentd se mohou jejich funkéni skupiny vzéjemné ovliviiovat, pficemz se
méni i jejich interakeni energie. Presto se metodikou FBDD ziskava pomérné rychle a efektivné nové 1é€ivo nebo alespoii
voditko pro jeho dalsi vyvoj.

4 Jednim z takovych nastroji je i software CAVER vyvinuté na MU ve spolupraci piirodovédcti a informatiki.
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lustrace metody FEDD \
Wzkumnici fy Vernalis objevili 0 nM N

pri screeningu 3 “fragmerty” s
malou sfinitou. Spojenim jejich
¢asti ziskali molekulu s dosta-
tecéné vysokou afinitou vOdi
tyrosinkinase, ktera posloutila
jako voditko pro dalsi vivoj léciva 150 uM

Standardni metody vyhledavani hitd 1 metodiky FBDD se navzajem nevylucuji, ale spiSe doplituji.

Ve vyzkumnych laboratofich velkych farmaceutickych firem se Casto vyuzivaji rizné metodiky vedle sebe. Uplatnéni
HTS je vyhodné tam, kde cilova struktura je nova a zatim nedostate¢né charakterizovana a je tieba rychle nalézt hity pro
jeji validaci jako mista terapeutického zasahu Pouziti FBDD je naopak Gcelné zejména tam, kde metodika HTS selhava
(napt. jsou-li cilovymi strukturami nékteré proteasy nebo anhydrasa kyseliny uhli¢ité) nebo neposkytuje dobré vysledky.

Metodika FBDD muize vést rychleji k cili v pfipadech, kdy cilova biomakromolekula je znama a lze ji ziskat v Cistém
stavu. Osvédcuje se také pti hledani nového 1é¢iva charakteru ,,me too®, které ma mit vyssi u€innost nez dosavadni zna-
ma 1éc¢iva pro danou indikaci. Pro moznost vyuziti FBDD jsou ale nezbytné ur¢ité pomérné narocné technické predpo-
klady pro studium interakci fragmenti (NMR, rentgenova krystalografie, méteni rezonance povrchovych plasmonti).
Prvnim povolnym 1é¢ivem vyvinutym metodikou FBDD byl v r. 2011 (USA) resp. 2012 (Evropa) vemurafenib uréeny
k 1é¢bé pokrocilych stadii melanomu, nejméné desitka dalsich takto navrzenych lé¢iv je klinicky zkouSena.

,,Hity* nalezené pomoci standardnich screeningovych postupti nebo FBDD metodik, popt. dokonce
navrzené pocitatem sice mohou mit slibnou ucinnost, ale vétSinou jesté nemaji charakter 1éCiva
(drug-like character), tj. nespliiuji poZzadavky na pouziti v terapii.

Hity ¢asto mivaji prili§ komplikovanou strukturu. Jejich molekuly obsahuji nadbytecné funkéni skupiny, které se mohou
podilet na nezadoucich interakcich s riznymi dal§imi cilovymi strukturami a tedy i toxicit¢. Mohou byt malo rozpustné

v biologickych tekutinach (aby screening nekomplikovala $patna rozpustnost ve vodg, testuji se v nékterych piipadech latky
rozpusténé napt. v dimethylsulfoxidu), mohou mit nedostate¢nou biologickou dostupnost, jsou rychle eliminovany apod.

"4

Z nejlepsich hitl se proto vyberou latky, na které se zaméfi dalsi faze vyzkumu a vyvoje. Tyto latky se
pak stanou urcitymi voditky (anglicky lead compound nebo jen lead, coZ nékdy nevhodné piekladano
jako ,,vidéi latka™ nebo ,,vadéi struktura®) stojicimi na startovni Caife faze navrhu léciva (viz
Farm03). V této fazi se pak vétsimi ¢i menSimi obménami struktury optimalizuji vlastnosti latky tak,
aby byly ziskany produkty s pozadovanymi farmakodynamickymi i farmakokinetickymi vlastnostmi.

U téch se pak provéti jejich bezpecnost pii preklinickych zkouskach. Pro vybrané latky s optimalizovanou strukturou se

pak ve fazi vyvoje vypracuje technologie vyroby, metody mezioperaéni i finalni analytické kontroly, navrhne zptsob
podani, vhodna forma Ié¢ivého piipravku a technologie jeho vyroby a finalni ptipravek se pak klinicky zkousi.

Kombinatorialni syntéza

Jako moderni metodické nastroje, které umoziuji racionalizovat a urychlovat faze objevu a navrhu
novych léCiv byly vyvinuty techniky kombinatorialni syntézy a vysokokapacitniho screeningu.
Uspé&snost jejich vyuziti je podminéna peélivym naplanovanim experimentd. K tomu jsou zapotiebi
znalosti organické chemie, biochemie, biologie, analytiky, matematické statistiky a bioinformatiky.

Jeste na pocatku v 90. let se o kombinatorialni syntézu zajimalo jen par chemiki. Je proto piekvapivé, jak rychle se
vyvinula v Siroce pouzivanou metodu, kterd je nepostradatelnd pii vyzkumu novych 1é¢iv. V r. 1992 byla kombinato-
rialni syntéza vyuzita k pfipravé pouhych 3 ,knihoven* novych latek, z ¢ehoz jen u 1 byla zjiSténa terapeuticka ucin-
nost. V1. 1999 bylo ale takovych knihoven latek ptfipraveno jiz 292 a terapeuticka ucinnost byla zjisténa u 85 z nich.
Na prelomu 20. a 21. stoleti pronikla metodologie kombinatorialni syntézy i do dalsich oblasti uzité chemie a zacala
byt vyuzivana pii hledani u€innych 1éciv, ale i agrochemikalii, konzervaénich latek, riznych aditiv, novych materiala
pro mikroelektroniku a dokonce i novych katalyzatort.
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V poslednich letech pak byla kombinatorialni syntéza jest¢ dale vylepSena kddovanim knihoven pomoci DNA (DNA-
encoded chemical libraries, zkratka DEL). Jde o vyuziti oligodeoxynukleotidti jednak jako nosic¢e pro vytvaieni no-
vych kandidati na 1é¢ivo a soucasné i jako znacky, kterd umoziuje jednoznacnou identifikaci pfipravenych latek
hybridizaci s vhodnym DNA templatem na zaklad¢ vytvareni vodikovych vazeb mezi komplementarnimi pary bazi.

Kombinatorialni syntéza se vyvinula ze syntézy v pevné fazi. Tato technika usnadiiuje izolaci
produktl a umoziuje automatizovat pracovni postupy. Syntéza v pevné fazi je zalozena na nava-
zani vychozi latky na inertni pevny nosic. Tim byva vhodny polymerni gel, ¢asto ve form¢ malych
kulicek, nosi¢em vSak mlze byt i anorganicky material, jako je silikagel, porézni sklo apod.

Nosi¢ nemusi byt jen pevny, podobné se mohou pouzit i rozpustné polymery uzaviené v komtirce se semipermeabilni
membranou. Tou mohou prochazet nizkomolekularni reagenty, ne vSak molekuly polymeru s navazanymi mezipro-
dukty a produkty. Nutnost pouziti membran sice ponékud komplikuje pouzivani rozpustnych polymernich nosicu,
vyhodou vsak je hladsi pribéh reakci v homogennim prostiedi (eliminace difuze do pért polymerniho gelu).

Nékteré typy nosicii samy obsahuji funkéni skupiny vhodné pro navazani vychozi latky, napft.
hydroxyly, karboxyly nebo aminoskupiny, jiné nosice je tieba pro vazbu vychozi latky upravit

0 ¢C

zavedenim vhodnych ,,linkerd®, tj. substituentii s koncovymi reaktivnimi skupinami.

Linker musi umoznit snadné navazani vychozi latky i snadné odstépeni kone¢ného produktu. Ptikladem takového
linkeru mize 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§Sim
fetézcem, ,,spacerem®, protoze reakci navazané latky pak nebrzdi sterické vlivy.

Na nosi¢ s navazanou vychozi latkou se pak puisobi roztokem vhodné zvoleného Cinidla. To se obvykle pouzije ve vel-
kém piebytku, aby reakce prob&hla pokud mozna kvantitativné. Vazba na nerozpustny nosi¢ umoznuje, aby produkt byl
snadno oddélen od piebytecného €inidla pouhou filtraci a promytim. Produkt mtze byt vyuzit v dal$im stupni k jiné
reakei. Nakonec se kone¢ny produkt od nosi¢e vhodnym postupem (hydrolyza, hydrogenolyza apod.) odstépi.

O
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nalizace (5
polymerni linker syntéza odstépeni
nosic nosice produkt
Syntéza v pevné fazi se vyuziva napf. pii piipravé peptidi. Nosicem je piitom nejcastéji fidce sitovany styren-divinylbenze-
novy gel, nékdy nazyvany Merrifieldova pryskyfice. Jsou to drobné kuli¢ky kopolymeru styrenu s 1% divinylbenzenu, ktery
slouzi jako sitovadlo vytvarejici trojrozmérnou gelovitou strukturu nosice. Po aktivaci chlormethylaci se na nosi¢ navaze
prvni aminokyselina. Reakce je ,,polymeranalogickou‘ obdobou aralkylace aminokyseliny benzylchloridem. Karboxylova
skupina navazané aminokyseliny se pak aktivuje pro reakci s aminoskupinou druhé aminokyseliny. Pfi této reakci vznikne
navazany dipeptid, ktery mize byt opakované aktivovan a podroben reakci s dal§i aminokyselinou. Aktivace a navazani
aminokyseliny se pak opakuji, az se ziska zadany oligopeptid, ktery se pak od nosice hydrogenolyticky odstépi. Postup,
popf. jeho varianty, je mozné automatizovat. Automatické syntezatory peptidd se dnes vyuzivaji jak ve vyzkumu, tak i pfi
vyrobé. Podobné automaty slouzi i k ptipravé oligonukleotidi pouzivanych pro genové manipulace.

Vyuziti pevnych nosic¢li usnadiiuje paralelni syntézu, tj. soucasné provadéni reakci stejného typu
v riznych reak¢nich nadobkach s pouzitim riznych reaktant. Nosi¢ v kazdé reakéni nadobce piitom
miliZe obsahovat jinou navadzanou latku, na nizZ se miZe plsobit stejnymi nebo riznymi €inidly za
jinak stejnych podminek. Nakonec se ziska v kazdé reak¢ni nadobce riizna sloucenina.

Paralelni syntéza urychluje pfipravu sérii analog ucinné latky s rozdilnymi substituenty, napf. riznych esterti, amin,
amida apod. Provadéni paralelnich syntéz mohou také usnadnit rizné laboratorni automaty a syntezatory.

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

Mnozstvi latek tvoticich ,.knihovnu® miize byt znacné, zcela bézné jsou knihovny s desetitisici latkami. V extrém-
nim pfipadé mize kazdd z kulicek nosice obsahovat jednu navézanou individudlni slouceninu (,,one-bead-one-
compound®). Pfi pfipravé takovych kombinatorialnich knihoven se vyuziva metoda ,,smichej a rozdél“ (,,mix and
split method*), kterou Ize ilustrovat napf. na pfipravé knihovny tripeptidt tvofenych tfemi aminokyselinami. Nejpr-
ve se na nosi¢ s linkerem navazi ve tiech nadobkach tfi rizné aminokyseliny. Ziskané produkty se smisi a smes se
rozdéli do tfi nadobek. Do kazdé nadobky se pak pfida jina aminokyselina, ktera se navaze na nosic s prvni amino-
kysellinou. takze v kazdé nadobce vznikne smés tii dipeptidd se stejnou koncovou skupinou, celkem tedy 32, tj. 9
dipeptidt. Postup se pak opakuje, po 3. kroku kombinatorialni syntézy se jiz ziska 33, tj. 27 riznych tripeptidi:
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O—A O-c
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smiseni, rozdéleni smési do 3 reakénich nadobek
2 krok *Alanin * Glycin
O—AA O—cG
O-6A O-ac
9 dipeptidti O—va O-ve

smiseni, rozdéleni smési do 3 reakénich nadobek

3. krok *Alanin * Glycin *Valin
O-AAA O-GGA O-GGG O-AAG O-vwv O-AAV
O-6AA O-AGA O-acGc O-6AG O-avwv O-eAv
O—vaa O-vGA O-vee O-vAG O-6wW O-vav
celkem 27 tripeptida O-AVA O-AVG O-AGY
O-GvA O-GvG O-vav

Kdyby se pfitom misto 3 riiznych aminokyselin pouzilo vSech 20 pfirozenych aminokyselin, pak by pocet pfiprave-
nych tripeptidf ¢inil po tietim syntetickém kroku jiz 203, tj. 8.000. Jednim z prikkopnikti kombinatorialni syntézy je
absolvent MU V. Krchiak, autor fady referatt i piivodnich praci vénovanych této metodice. Postupy kombinatorialni
syntézy se zrodily pro potfeby chemie peptidii, podobnym zptisobem vsak byly pfipraveny rozsahlé knihovny jinych latek,
napt. N-alkyl-N-acylaminokyseliny, substituované s-triaziny, rizné p-laktamy, derivaty isochinolinu, benzimidazolu apod.
Tak napf. byla kombinatorialni syntéza vyuZita na americkém pracovisti pfi hledani vylepSenych analog protinddoro-
vé& uginného derivatu purinu, ktery objevili ¢esti védci z olomouckého pracovisté Ustavu experimentalni botaniky
AV CR a nazvali jej podle svého mésta olomoucin.

Olomoucin inhibuje cyklindependentni proteinkinasu, enzym, ktery ma daleZitou roli pfi fizeni bunééného déleni. Inhi-
bice cdk proto muize brzdit riist nadorti. Knihovna analog olomoucinu byla pfipravena kombinatorialni syntézou ze tfi
vychozich purinovych halogen derivatd ukotvenych na polymernim nosici reakcemi s riznymi aminy a alkoholy.
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Mezi latkami z takto ptipravené kmhovny byla latka nazvana purvalanol B, ktera byla podle vysledkli screeningo-
vych testl in vitro asi 1000 x u€innéj$im inhibitorem cyklindependentni proteinkinasy 2 nez olomoucin.

COOH
HN/_Q HN : :CI
\> HiC.CHy | NN
HO -~ J\ HO )\
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CH3 CH
Olomoucin Purvalanol HAC 8
3

Ptipravovat rozsahlé knihovny slou¢enin kombinatorialni syntézou ma vyznam jen kdyz je mozné
latky rychle otestovat a vybrat nejlepsi kandidaty pro dal$i vyvoj. Na kombinatoridlni syntézu pro-
to musi navazovat vhodné postupy vysokokapacitniho screeningu.
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Pii screeningu zalozeném na vyuZiti vazebnych interakci latek s cilovou strukturou, v tomto pfipadé enzymem, ziistavaji
pripravené latky navazany na nosi¢. Enzym je opatien ,,znackou®, navazanou barevnou nebo fluoreskujici latkou, radioi-
sotopem nebo enzymem (peroxidasa, alkalicka fosfatasa), ktery reaguje s chromogennim substratem za vzniku barevné-
ho produktu. Po inkubaci a promyti se pak kontroluje zbarveni (fluorescence, radioaktivita apod.) kulic¢ek nosice. Pozi-
tivné reagujici a tedy zbarvené kulicky se pak oddéli a zjist'uje se, jakou strukturu ma produkt, ktery je na né navazan.
Jiné screeningové systémy vyuzivaji zmén optickych vlastnosti latek pii vzajemnych interakcich. Vedle vazebnych inter-
akci mohou byt vyuzity pii screeningu knihoven latek i pozadované funkéni vlastnosti produktu. V takovém piipadé se
detekce provadi po odstépeni produktii od nosice, napt. s pouzitim souboru 96 mikrofiltri. Do kazdého mikrofiltru se
vlozi 100-500 kuli¢ek nosice, produkt se odstépi a jeho roztok odfiltruje od nosice do mikrotitra¢ni desticky s 96 jamka-
mi. Provede se inkubace a otestuje se biologicka aktivita roztokll v jamkach. Kulicky s produktem, ktery poskytl pozitiv-
ni reakci, se pak rozd€li a testuji v podstaté individualné (1 kulicka na 1 jamku). Nakonec se produkty identifikuji.
V nékterych pripadech se screening v pevné fazi a v roztoku kombinuje. Zakladnim piedpokladem tspéchu screeningu
je, aby detekce byla dostatecné citliva. Na jedné standardni kuli¢ce o praméru 0,1 mm mohou byt navazany fadove stov-
ky pikomol produktu. Objem roztoku v jamce je asi 0,1 ml, takze vysledna koncentrace latky je pak fadové mikro-
molarni, coz staci k prukazu aktivity vhodnymi analytickymi postupy. Je-li tieba, 1ze koncentraci produktu zvysit snize-
nim objemu roztoku v jamce (napf. pouzitim mikrotitracnich desti¢ek s 384 nebo i 1536 jamkami) nebo zvySenim mnoz-
stvi navazaného produktu (zvétsenim kulicky nosice a/nebo jeho vazebné kapacity je 1ze zvysit az o dva fady). Zjistova-
ni uinnosti je automatizovano. Moderni vybaveni umoziiuje, aby jeden pracovnik béhem jednoho dne otestoval 107
kuli¢ek nosice, cozZ je kapacita plné postacujici pro knihovnu s <3.10° permutacemi, tedy napf. knihovnu pentapeptidd s
20 aminokyselinami. AvSak v piipad& heptapeptidd s 20 aminokyselinami (s 207, tj. 1,28.10° permutacemi) ani tak rych-
1y automatizovany screening neposkytne pozadovany vysledek v pfimétené dobé.

Po provedeném screeningu je tieba pozitivné reagujici produkty identifikovat.

Prvni moznost identifikace pfedstavuje analyza individualniho produktu na jednotlivé kuli¢ce nosic¢e, druhou moz-
nosti je analyza smésného vzorku zalozena na statistickém hodnoceni pravdépodobnosti vyskytu produktu s pozitiv-
nimi vysledky testovani. Pouzivané analytické techniky musi byt dostateéné citlivé a piitom specifické, aby umoznily
urcovat latky vyskytujici se v mikromolarnich koncentracich. K analyze a identifikaci se vyuziva zejména hmotova spek-
trometrie, infra¢ervena spektrometrie, kapilarni elektroforéza nebo HPLC (Casto kombinovana s hmotovou spektrometrii).

I kdyz klasické postupy kombinatoridlni syntézy umoziuji rychlou piipravu rozsahlych knihoven
slou¢enin, identifikace ,,hitd* je nesnadna a ¢asove naroc¢na.
Zatimco techniky kombinatoridlni syntézy umoziiuji ptipravu knihoven s biliony latek, moznosti vyhledavani hitd jsou
podstatné skromnéjsi, i pfi automatizaci je provedeni zdlouhavé. To predstavuje zna¢nou komplikaci.
V 90. letech minulého stoleti se proto objevily ndvrhy na takové oznacovani pfipravovanych latek,
které by umoznilo rychlou jednozna¢nou identifikaci produkti interagujicich s vybranou cilovou
strukturou. Rozvoj pouZiti DNA c¢ipt k identifikaci genetickych odchylek na zakladé parovani bazi
v fetézcich polynukleotidii podnitil vznik koncepce DNA-kédovani chemickych knihoven (DNA-
encoded chemical libraries, zkratka DEL). DNA pfitom slouZi jednak jako nosi¢, jednak jako
»carovy kod®, ktery je pfitom pro kazdou z ptipravenych latek unikatni.
Koncepce DNA-kodovani chemickych knihoven je zalozena na kombinaci molekularni biologie s organickou chemii a
moderni bioanalytikou. DNA pfitom muiize slouzit bud’ jen jako identifika¢ni znacka pro produkty piipravované napojova-
recorded chemistry™) nebo mize kromé identifikace jesté také usmérnovat pribéh kombinatorialni syntézy (,,DNA-
directed chemistry®). V prvnim piipadé se po piipravé kombinatorialni knihovny a oddéleni konjugatli interagujicich
s cilovou strukturou odstépi unikatni DNA znacka, namnozi se polynukledzovou fetézovou reakei a pak identifikuje.
immaobilized

MMy Ny ™ @) o LWL WY — MM

DNA-encoded library ~ Moecuies amplification and
identification

Ve druhém piipad¢ se uplatiiuji riizné strategie, jaké piedstavuje syntéza s DNA Sablonou (DNA-templated synthesis, DTS),
systémy Yocto Reactor nebo kddované samosestavovaci kombinatorialni knihovny (ESAC libraries — a encoded self-
assembling combinatorial libraries). Nasledujici reakeni schéma je ilustraci jednoho z takovych pristupti — postupu syntézy
s DNA sablonou (B.N. Tse, T.M. Snyder, Y. Shen a D.R. Liu, J. Am. Chem. Soc., 2008, 130(46):15611-15626).
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Pti kombinatorialni syntéze je zde jako znacka vyuzit oligodeoxyribonukleotid se ttemi kodujicimi useky, na néjzZ je
napojen prvni stavebni blok pfipravované latky s volnou aminoskupinou. Ten miize selektivné hybridizovat
s biotinylovanym oligodeoxyribonukleotidem, na néjz je pres Stépitelnou spojku navdzan aminoskupinou druhy
stavebni blok s volkou karboxylovou funkci. Nasleduje reakce s 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidem
(EDC) a sulfonovanym N-hydroxysukcinmimidem, kdy dojde ke vzniku amidu. Oligonukleotidovy hybrid se oddéli
na afinitnim sorbentu s avidinem, ktery siln¢ vaze biotin. V alkalickém prostfedi se komplementarni oligonukleotid
odstépi. Na nyni volnou aminoskupinu navazaného meziproduktu se pak vazi podobnym zptsobem dalsi stavebni
bloky. Ruzné stavebni bloky, ale i vhodné DNA znacky jsou komeréné dostupné, ceny se pohybuji mezi 20-100 $ za
znacku. Organizace zabyvajici se smluvnim vyzkumem nabizeji i provedeni kompletni bioanalytické vyhodnoceni
produktii, v tomto piipade ale za znaéné vysoké ceny — fadové ve statisicich dolari.

Jinou technikou usnadnujici ziskavani vysledkidi pfi hledani G€innych latek je dynamicka
kombinatorialni chemie (DCC — Dynamic Combinatorial Chemistry). Pfitom se urcité stavebni
kameny molekul spojuji vazbami, které jsou reversibilni. VSechy sloZky takto vznikajicich kni-
hoven sloucenin jsou pfitom v rovnovaze a jejich zastoupeni v systému je urceno jejich termody-
namickou stabilitou za danych podminek. Je-li pfitom do systému piidana latka interagujici
s ur¢itou slozkou, napft prislusna cilova struktura, pak se rovnovaha systému posouva. Interaguji-
ci slozka je pfitom ze smési odstraniovana, je interakci stabilizovéana a jeji tvorba se zvysuje.
Reversibilni vazby vhodné pro pfipojovani ligandd pii DCC vznikaji pfi reakcich boronovych kyselin s dioly,
tvorbé disulfida z thiold, reakcich thiold s aldehydy, aminti nebo hydrazint s ketony a adicich thiolti na enony:

OH HO
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Princip dynamické kombinatorialni chemie — podle pfehledu Protein-Directed Dynamic Combinatorial Chemistry: A Guide
to Protein Ligand and Inhibitor Discovery, Renjie Huang and lvanhoe K. H. Leung, Molecules 2016, 21(7), 910;
doi:10.3390/molecules21070910, http://www.mdpi.com/1420-3049/21/7/910/htm

Po nalezeni G¢innych derivatt s vhodnymi funkénimi skupinami — vhodnymi fragmenty molekuly 1é¢iva — se
pak musi reverzibilni vazby nahradit stabilnimi vazbami. K tomu nékdy sta¢i redukce (napf. u imint), ¢asto je
vSak nutna ndhrada spojena s celkovou zdménou — napt. nadhrada boronatové vazby za C-C vazbu:

O\Blfj\/
OO COOH Cdo N/ ” NH\/COOH

ucinny konjugat

\/COOH

boronatovy Ilgand

Podle Demetriades, M.; Leung, |.K.H.; Chowdhury, R.; Chan, M.C.; McDonough, M.A.; Yeoh, K.K.; Tian, Y.-M.; Claridge,
T.D.W.; Ratcliffe, P.J.; Woon, E.C.Y.; et al. Dynamic combinatorial chemistry employing boronic acids/boronate esters leads
to potent oxygenase inhibitors. Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 6672-6675.

Jednim z poslednich referatii o kombinatorialni syntéze je prace Ruiwu Liu, Xiaocen Li a Kit S. Lam, Combinatorial
Chemistry in Drug Discovery, Curr. Opin. Chem. Biol., June 2017, 38: 117-126, doi:10.1016/j.cbpa.2017.03.017.
(volng dostupny preprint je na https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmec/articles/PMC5645069/pdf/nihms870040.pdf)

Kontrolni otazky pro zopakovani

1. Co studuje farmakokinetika?

2. Na ¢em zavisi absorpce 1éciva?

3. Co je biologicka dostupnost?

4. Co je pravidlo péti?

5. Cim je ovliviiovana distribuce 1é¢iva v organismu?

6. Co je zdanlivy distribu¢ni objem a co charakterizuje?
7. Jak jsou léciva metabolizovana v jatrech?

8. Jaké jsou vyhody a nevyhody raznych zptisobt podani 1éCiva?
9. Jak mohou byt 1é¢iva z organismu eliminovana?

10. Co to je clearance?
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

Co to je biologicky polocas a jaky ma vyznam pro davkovani lé¢iva?

Co muize byt pri¢inou rezistence.

Jak je mozné ptekonavat rezistenci?

Jak Ize 1é¢iva rozdélit podle inovativnosti?

Jaky je rozdil mezi piivodnim a generickym lé¢ivem?

Jaké jsou faze vyzkumu a vyvoje nového 1éciva?

Jakeé jsou hlavni tkoly chemika v jednotlivych fazich vyzkumu a vyvoje?
Jak je dlouha primérna doba od objevu lé¢iva po jeho registraci a proc?
Jaké jsou metody screeningu?

Co si pfedstavujete pod pojmem validace cilovych struktur?

Co a ¢im je voditko (voditkova latka, lead compound) pfi vyzkumu a vyvoji nového 1é¢iva?
Cim je charakteristicka metodika objevovani 1é¢iv zaloZzena na fragmentech?
Co to je knihovna slouéenin?

Na ¢em je zaloZena kombinatorialni syntéza?
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