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Vyzkum a vyvoj novych leciv
Uvod
Vyzkum a vyvoj novych origindlnich 1é¢iv je zdlouhavy, nakladny a pfitom zna¢né rizikovy.
Je ale také nesmirné zajimavy a zasluzny. Pravdépodobnost uspéchu je vSak pii ném jen malad —
z desetitisicti nové zkoumanych latek se jen jedna az dve stanou léCivem.

Tustruje to tieba priklad prazského Vyzkumného ustavu 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 konkuren¢nim prostiedi v za-
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byla prodana britské firmé Boots.

Vyzkum a vyvoj jednoho nového 1éCiva trva v priméru 12-15 let. Primémé naklady Cinily jesté vr.
1975 asi 150 mil. $, kolem roku 2000 presahly 800 mil. $ a nyni se maji pohybovat mezi 1,4-1,75 mid. $.

Pokud se do néakladti zahrnou i ¢astky vynaloZzené na zbyte¢ny vyzkum (tj. na 1é¢iva, ktera pii klinickém zkouseni selhala) a na
marketing, pak z porovnani nakladd 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 Gspésného 1é¢iva 3,7 mld. $ a firmu AstraZeneca (5
schvalenych 1é¢iv) dokonce 11,8 mld. $. Spolu s ristem nakladi na VaV 1é¢iv klesa jejich ,,Zivotnost™ na trhu — ¢asto se po
nékolika malo letech objevuji nové konkurenéni piipravky. Kompletni vyzkum a vyvoj zcela novych 1€€iv, ,,novych chemic-
kych entit (NCE)“, si proto mohou dovolit pouze velké farmaceutické koncerny. Mensi firmy se proto orientuji hlavn€ na vyvoj
a vyrobu generik, kopii 1€Civ, u nichz vyprsela patentova ochrana, pripadné na hledani analog zavedenych uspésnych 1éCiv.

Pti¢inou velké ¢asové a finan¢ni naro¢nosti vyzkumu a vyvoje a pfitom i pomérné malé pravdépodob-
nosti uspéchu jsou mimotadné vysoké pozadavky na ucinnost, bezpecnost a kvalitu novych Ié¢iv.

Pfi zakladnim preklinickém zkouseni Gi€innosti a bezpecnosti uspéje jen asi 0,1% kandidati na nové 1écivo. 1 z téch pak prvni
fazi klinického zkouseni na lidech projde jen asi jedna desetina a mnoho 1é¢iv selhava i v dalSich fazich klinickych zkousek.
Prestoze zisky farmaceutickych firem ¢ini 25-40% trzeb, jen asi 20% novych 1€Civ piinasi vice, nez Cinily naklady na jejich
vyzkum a vyvoj. Zisk z jejich prodeje pak musi zaplatit i VaV netspé$nych kandidat. To se pak projevuje na cenach novych
1éCiv. Zcela novych 1€Civ, ,,novych chemickych entit”, je ale povolovano kazdy rok jen velmi malo. Uvadény jsou hlavné Iéky
povolované FDA. Jesté vr. 1997 jich bylo 49, ale v r. 2009 jen 25. V r. 2011 jejich pocet vzrostl na 35 a vr. 2015 na 45, ale
v . 2016 jich bylo jen 22. Evropska EMA sice v r. 2016 schvalila 81 1é¢iv, ale jen 27 bylo novych. Pfes maly pocet nové schva-
lovanych 1éciv presto stale roste pocet kandidati na nova 1éciva ve vyzkumu a vyvoji. Nyni je odhadovan na asi 35-40 tisic,
z toho pres 5 tis. 1€kt je klinicky zkouseno. Spolu s tim rostou i ¢astky vynakladané na VaV. Vr. 2010 vydalo 50 nejvyznam-
n&jSich firem na vyzkum a vyvoj 102,9 mld. $, primérny roéni nartist mél byt 7,4%. Nyni se i v této oblasti zacalo Setfit (napt.
firma Pfizer méla od r. 2011 planované naklady na VaV osekat z 9,4 na 6,5-7 mld. $; Merck ohlasil snizeni stavu pracovnikil
ve VaV a obchodu o 8.500-9.500. V ramci restrukturalizace farmaceutického primyslu dochazi k fade akvizic a fzi spojenych
sredukci VaV a rozpadem nékterych vyzkumnych tymi. Firmy proto hledaji moznosti uspor nakladii na VaV bez omezeni
inovaci, napf. ziskavanim licenci na slibné latky z riznych pracovist,, jejichz vyvoj pak dokoncuji. Nejméné Etvrtina novych
uspésnych 1é¢iv ma pavod v laboratorich vysokych skol, statnich vyzkumnych institucich nebo malych vyzkumnych firmach.

Velké riziko netispéchu neznamena nulovou pravdépodobnost, Ze se ze piipravenych tisicti novych latek
stane uspésné 1éCivo, ale poukazuje na nutnost raciondlniho pristupu k vyzkumu a vyvoji IéCiv.

Zjisti-li se u né&jakeé latky zajimavé biologické ucinky, je tieba jesté velmi mnoho prace, aby se z ni nebo odvozenych derivati
stalo povolené 1é¢ivo. Objev biologicky G¢inné latky v prvni fazi vyzkumu a vyvoje nového 1é¢iva neni finanéné ptili§ narocny,
potiebné zdroje se daji zajistit formou grantii nebo tcelnou spolupraci s primyslem. Dale je vSak tfeba postupovat rychle a
ucelné a neopomenout nic, co rozhoduje o budoucim uspechu latky, zejména pak patentovou ochranu. Finanéng€ narocné jsou
zejména zaveérecné faze VaV, kdy se vyviji technologie vyroby a metody analytické kontroly a 1é¢ivo se preklinicky a zejména
pak klinicky zkousi. Tyto faze uz vétSinou nelze bez spoluprace s kapitalové silnym partnerem na potfebné tGrovni zajistit.
Provadéni preklinického a klinického testovani ,,na kolené* na pracovistich nespliujicich 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 tispéchy nasich védcti, 1ékové autority povolujici 1éCiva je ale neuzndvaji a povazuji je pouze za orientacni. Na-
proti tomu se u nas nékdy podceiiuje patentova ochrana novych latek pred potencialnimi konkurenty. Prave ta je vSak zéklad-
nim predpokladem 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. Pfedpokladem uspéSného uplatnéni vysledkt VaV, tedy uspéSného marketingu této
sluzby, je uspokojeni potieb zdkaznikli. To neni jednoduché, protoze kazda skupina zakaznikii
pfitom ma rizné (n€kdy az protichtidné) zajmy.
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Pacienti pozaduji, aby jim 1éciva poméhala zlepsit kvalitu Zivota, tj. vylécila onemocnéni nebo alespon odstranila
nebo zmirnila jeho symptomy, prodlouzila dobu Zivota nebo alespon prodlouzila dobu do recidivy onemocnéni,
zmirnila bolesti, zkratila dobu neschopnosti, byla u¢inna a aby soucasné me¢la minimum nezadoucich vedlejsich t¢in-
ki, byla bezpec¢na a kvalitni, ale také levna a/nebo hrazena pojistovnami a aby jejich podani bylo snadné a komfortni.
Lékari maji podobné pozadavky na l1écivo jako pacienti, ale pozaduji i minimum kontraindikaci (kdy 1é¢ivo nelze
predpisovat) a Iékovych interakci, protoze omyl v preskripci mize mit nepfiznivé nasledky pro pacienta i 1ékare.
Lékarnici a distributori 1é¢iv pozaduji od 1é¢iv reprodukovatelnou kvalitu a co nejveétsi stabilitu, ale také chtéji,
aby jim jejich prodej piinasel zisk.

Poskytovatelé a platci zdravotni péce (pojist'ovny) chtéji, aby jejich finan¢ni zatéz spojena s podanim 1éCiva
byla co nejnizsi (nizka cena a thrada, farmakoekonomicka vyhodnost)

Vedeni a akcionati farmaceutické firmy maji zajem o Siroké uplatnéni 1éCiva (rozsahlé indikace, vyuzitelnost u
nejéetnéjSich onemocnéni, minimalni konkurence), o co nejdelsi patentovou ochranu novych 1é¢iv, nizkou nakla-
dovost a vysokou ziskovost vyroby. V neposledni fad¢ chtéji, aby 1éCivo vytvaielo u vetejnosti priznivy obraz fir-
my (nékteré farmaceutické firmy se proto zabyvaji i méné lukrativnimi 1éCivy, napft. 1éky proti AIDS).

Vyzkum a vyvoj l1é¢iv Ize rozdélit do tii fazi (etap):
% Faze objevu (Drug Discovery), kdy se zjiStuje, ktera latka nebo latky jsou ucinné (,,hity*)
% Faze navrhu (Drug Design), kdy se modifikuje struktura nejlepsich u¢innych latek s cilem pii-

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

% Faze vyvoje (Drug Development), kdy se u vybran¢ho 1éCiva vyviji technologie vyroby lécivé

latky a 1é¢ivého ptipravku, zajist'uje jejich trvald kvalita a provadi klinické zkousky

Toto rozdéleni je do znacné miry formalni. To, co jedni nazyvaji fazi navrhu, druzi povazuji za optimalizacni ¢ast faze objevu a
dalsi pfitom hovoii uz o vvoji. Cinnosti v jednotlivych fazich vyzkumu a vyvoje se kromé toho prolinaji a neexistuje mezi
nimi ostra hranice. Obsah a rozsah ¢innosti pfi vyzkumu a vyvoji kazdého individualniho léCiva zavisi i na jeho charakteru a
aplikaci. Riizni autofi také odlisné chapou pojmy vyzkum a vyvoj. V CR se nékdy vyvoj nepovazuje za tviréi innost a —
ziejmé ve snaze snaze ziskat granty — se o vyvoji mluvi jako o vyzkumu. To pak vede k odlisovani ,,védy* a ,,vyzkumu‘ resp.
,.badatelského™ a ,,aplikovaného vyzkumu. V téchto prednaskach se budeme drzet vyse naznaceného rozdéleni do tii fazi.

Zda vyzkum a vyvoj zahrne vSechny faze nebo jen nekteré, zavisi na inovativnosti nového 1é¢iva.
Podle stupné inovativnosti lze 1é¢iva rozdé€lit do n€kolika kategorii:

>

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

e [ é¢ivo muze 1éCit nemoci a symptomy, pro néz dosud neexistovala vhodna terapie

e [ éCivo rozsifuje moznosti léCeni, je alternativou pro pacienty, ktefi na dosavadni terapii nereaguji

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

e [ éCivo je ucinnéjsi nez dosud dostupné alternativy

¢ [ é¢ivo ma méné nezadoucich vedlejsich ti¢inka

e [ éCivo prinasi vyhody pro pacienty (tablety misto injekci a infuzi, prodlouzeni ucinku apod.) nebo jejich spe-
cifické skupiny (déti, seniofi, t€hotné Zeny, pacienti s dal§im onemocnénim atd.)

® [ é¢ivo s dalsim G¢inkem,,

® Profarmaka®, neucinné latky, které prechazi na i€¢innou latku po metabolické pfemén€ v organismu

Znama struktura, nové ptinosy pro terapii

® Nahrada racematu G¢inné&j$im enantiomerem

® Novy typ soli

® Zvyseni selektivity

® Nova nebo rozsifena indikace

® Nova 1ékova forma

Znama struktura, zndmé piinosy

® Generika

e Fixni“ kombinace diive oddélené podavanych 1é¢iv s doplitujicim se ucinkem

Casové i finanéné nejnarotngjsi je vyzkum a vyvoj 16¢iv s novym téinkem, ktery zagina od objevitelské fize. Objevy novych
ucinnych latek se Casto rodi v akademickych institucich. Farmaceutické koncerny si je pak kupuji formou licence a rozvijeji
v dalsich fazich VaV az po jejich predbézném 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 1€¢iv, zacind fazi
navrhu. Navrh novych ,me too 1é¢iv mtize vychézet ze zkuSenosti ziskanych s jejich predchtidei, takze tato 1éCiva obvykle
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Nékdy také mohou byt hledana analoga zavedenych 1é¢iv, u nichz byl zjistén dalsi terapeuticky vyuzitelny ucinek. Ten mutize
byt obménami zékladni molekuly zesilovan, zatimco ptivodni biologicka aktivita miize naopak byt potlacovana, takze nakonec
vlastné vznikne nové 1éivo.

Nékam mezi fazi navrhu a vyvoje 1ze zaradit hledani ,,profarmak*, derivatti, které se na ucinnou latku pfeméni az v organismu,
novych lékovych forem znamého 1é¢iva, nahrady racematu i¢innym enantiomerem, piiprava a pouziti novych soli G¢inné
latky apod. U vétSiny téchto latek musi probéhnout nové preklinické a klinické zkousky, jejich rozsah vsak mtize byt do urcité
miry zredukovan. U nékterych novych soli, které vykazuji ,,zasadni podobnost™ se solemi pouzitymi v piivodnim ptipravku,
jsou nutné pouze zkousky bioekvivalence (shodné tcinnosti) Hledani a zkouseni novych indikaci — moznosti 1écby dalsSich
onemocnéni zavedenym lé¢ivem — Ize povaZzovat za pokracovani klinického vyvoje pripravku. V tomto pripadé jsou nezbytné
dalsi klinické zkousky, odpada ale vétsina preklinickych testi.

U generik — kopii zavedenych nizkomolekularnich 1é¢iv — se provadgji pouze vyvojové prace (tieti faze). Vyvoj generika
pritom kon¢i prokazanim jeho bioekvivalence s ptivodnim pfipravkem. Tim, Ze nemusi byt nakladné 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 vyprsSeni patentové ochrany originalniho piipravku, podle nové
legislativy EU mohou vSak byt vyvijena jiz pfed skon¢enim platnosti patentu. Vedle patentové ochrany
je tieba 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 1éCivo vyrabét, zaregistrovano vSak mize
byt az po skonceni této ochrany nebo po provedeni vSech piedepsanych zkousek. To je nakladné a tak vyrobci generik radéji
&ekaji, 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
zkousek originalniho pfipravku a provést pouze prukaz bioekvivalence generika — srovnani u€innosti a bezpecnosti s original-
nim pripravkem u malého souboru pacientt, u injekci pritom muze k prokazani bioekvivalence stacit jen porovnani slozeni a
stability se zavedenym piipravkem. U tzv. biogenerik, napodobenin 1é¢iv charakteru biomakromolekul (napf. terapeutickych
protilatek), je urcité klinické zkouseni pozadovano, protoze je témef nemozné pripravit kopie s presné stejnou strukturou.
Priumérnou ¢asovou naro¢nost vyzkumu a vyvoje nového Ié¢iva ilustruje nasledujici piehled:
Patentové aktivity Technologie

R R LTI ISTITIPRIPPP PRI »

Preklinické Farmakologie Registraéni Uvedeni na
Objev Névth _ zkousky . IND I Fazell _ I\ NDA._ fizeni trh
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> >
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 = Zzadost o registraci no-
vého 1é¢iva (New Drug Application), ADME = absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece (farmakokinetika)

Objevovani novych lécCiv
V minulosti byly u¢inné latky hledany mezi slozkami tradi¢nich lécivych prostiedkt nebo byl jejich
objev vysledkem §t'astné ndhody (serendipity).

Stastna nahoda piinesla objevy 5,8% viech pouZivanych 1éciv, n&které z nich, jako napf. penicilin, pfitom znamenaly
prulom do terapie. Historie 1é¢iv, o jejichz objev se zaslouzily §t'astné nahody, je nepochybné zajimava, nékdy ma dokon-
ce 1 anekdoticky charakter — napf. to, Ze fenolftalein je uc¢innym projimadlem, se zjistilo, kdyz bylo zkouseno jeho pouziti
k pfibarvovani vin. Historie sildenafilu znamého pod firemnim nazvem Viagra je popsana v jednom doprovodném textu.
Jiny pfipad vyuziti §tastné ndhody ilustruje napft. priklad zklidiwujiciho 1éku, diazepamu. V 50. letech 20. stoleti se pracov-
nici firmy Roche snazili o syntézu benzoheptoxdiazint (tehdejsi nazev, podle soucasného nazvoslovi benzodiazepin-N-
oxidi) jako novych 1éCiv, pripravili vSak jen asi 40 novych derivati chinazolin-N-oxidu. Ty nemély pozadovany tcinek a
vyzkum byl v r. 1955 ukoncen. V r. 1957 byla pti uklidu laboratore objevena zapomenuta latka. Pii dodateném otestova-
ni se zjistilo, Ze ma piekvapivou t¢innost. Slo o produkt reakce methylaminu s chlormethylderivatem substituovaného
chinazolin-3-oxidu, ale nebyl to 6-chlor-4-fenyl-2-methylaminomethylchinazolin-3-oxid, jak bylo predpokladano. Pfi
reakci totiz doslo k otevieni 6 ¢lenného kruhu a nésledné cyklizaci na 2-methylamino-5-fenyl-4H-benzodiazepin-4-oxid.
Ten byl nazvan librium a stal se voditkem pro vyvoj diazepamu a dalSich benzodiazepind, které byly pfi potlaCovani stavil
strachu, psychického napéti, izkosti, neklidu a s tim spojenych poruch spanku o fad u€innéjsi nez librium:
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Podobné stastné nahody nelze zcela vyloucit ani dnes. V soucasné dobé jsou ale objevy novych
léciv predevsim vysledkem systematického a racionalniho pfistupu. Aktudlnim ptistupem je tzv.
transla¢ni vyzkum lé¢iv (translational medicines research, TMR).

Tento pfistup ,,preklada“ resp. prenasi vysledky zakladniho vyzkumu v mediciné, molekularni biologii a biochemii do
¢innosti farmakochemikt, farmaceutickych technologli a do zaméfeni klinického zkouseni. Podminkou uspéchu pii-
tom je vytvoreni komplexniho multidisciplinarniho pracovniho tymu se zkuSenymi odborniky riznych oborti. Do
transla¢niho 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 casopisii zaméfenych na translacni vyzkum nebo medicinu, mimo
jiné 1 specializovana sekce ¢asopisu Science.

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

V minulosti byly znalosti konkrétnich cilovych struktur v organismu jen mizivé. Pii hledani novych 1é¢iv se az do 90.
let minulého stoleti uplatiioval fenotypicky pristup, kdy se sledoval vliv vybranych latek na biologické funkce mode-
lovych organismil nebo pozd¢ji na buniky péstované v laboratornich kulturach. Az pak byly urovany cilové struktury,
s nimiz syntetizované latky interagovaly. Pak byly hledany zpusoby, jak modifikaci molekuly potencialniho 1é¢iva
interakce podle potieby modulovat. Od 90. let minulého stoleti se zacal prosazovat cileny pristup k objevim novych
1éCiv (target-based drug discovery) umoznény uspéchy genomiky a proteomiky. Ty pfinesly informace o uloze urci-
tych gent a bilkovin, jejichz anomalni vyskyt, mnozstvi nebo struktura mohou né&jak souviset se vznikem, pribéhem a
projevech urcitych onemocnéni. Byly tak identifikovany cilové struktury 1é¢iv. Nasledné byly hledany rtzné latky,
které diky svému sloZeni a prostorovému usporadani funkénich skupin mohou s cilovymi strukturami interagovat a
tim prispét k vyléceni nebo alespon zmirnéni pfiznakti nemoci. Aby vyhledavani potencidlnich 1é¢iv bylo ispésné,
bylo tieba vytipované cilové struktury validovat.

Validace cilovych struktur (target validation) je objektivni posouzeni ulohy urcité biomakromo-
lekuly v patogenezi urcitého onemocnéni nebo poruchy a moznosti ovlivnéni prubéhu a dopadii
onemocnéni modulovanim funkénosti této biomakromolekuly vhodnymi latkami.

Cileny pfistup se v mnohém osvéd¢il. Uplatnil se pfedevsim pii hledani 1éCiv charakteru ,,me too* a 1éCiv pro nemoci
zpusobené jednim nebo jen malym poctem faktorti (napt. mutaci gend kodujicich urcité proteiny). Proti ocekavani ale
nepfinesl vyraznéjsi zvyseni poctu nové povolovanych 1é¢iv. Tam, kde cilové struktury nemaji aktivni mista vhodna pro
interakce malych molekul (jde napt. o receptory na povrchu bunék interagujici s biopolymernimi ligandy) nebo pfi hle-
dani 1é¢iv na multifaktorialni onemocnéni, se znovu uplatiuje fenotypicky pfistup.

Dal8im krokem pfi vyzkumu novych 1é€iv je vypracovani metod screeningu, jimiz budou hodnoce-
ny testované latky.

Screening, v doslovném piekladu ,,prosévani®, je vytfidénim méné ¢i vice rozsahlych soubort sloucenin na latky ucinné
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 a financné
naroéné. Moderni screeningové postupy vychézeji z poznani pii¢in nemoci na molekularni a bun&éné trovni. Casto
spocivaji ve zjistovani interakci kandidatii na nové 1é¢ivo ,,ve skle* (in vitro), tj. s izolovanymi cilovymi biomakromole-
kulami, bunéénymi kulturami nebo izolovanymi tkdnémi.
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Pfi ndvrhu metod screeningu je kromé vybéru relevantnich cilovych struktur také tfeba urcit zptsob, jak
jejich interakce se zkouSenymi latkami detegovat a vyhodnotit. Interagujici systém se tak stava biomar-
kerem, ktery nam fekne, zda zkousena latka je ¢i neni ucinnd. Stejné jako cilové struktury maji byt bio-
markery validovany, tj. ma byt doloZen jejich vztah k priibéhu nemoci. Screeningové systémy maji byt
navrzené tak, aby byly pokud mozna eliminovany faleSn¢ pozitivni vysledky, protoze dalsi vyvoj neu-
¢inné latky by znamenal zbyte¢né vynalozenou praci a finan¢ni ndklady. Soucasné by mél byt i minima-
lizovan pocet fale$n€ negativnich vysledkd, pfi nich by testem neprosly slibné G¢inné latky.

Kde je to mozné, dava se pri screeningu prednost biomarkeriim, které 1ze hodnotit in vitro. K jejich vybéru vyznamné
prispéla genomika a proteomika. Hodnoti se aktivita nebo hladina urcitych enzymti, popf. i jinych bilkovin, zastoupe-
ni a struktura nékterych genti apod., a to vétSinou pomoci vazebnych interakci (,,binding assay®). Ty se deteguji na
zéklad¢ zmeény charakteristik detekéniho systému pfii vazbé¢ inhibitoru na enzym, antagonisty na receptor apod. Aby
bylo mozné kvantifikovat G¢innost latek, opatfuji se biomarkery vhodnou znackou, kterou mtize byt napt. navazany
radioizotop, barvivo, fluoreskujici nebo luminiscentni latka, popf. enzym (peroxidasa, alkalicka fosfatasa) katalyzujici
preménu bezbarvého substratu na barevny produkt apod. Kvantitativni idaj se pak ziska po vazebné interakci meéfe-
nim radioaktivity, absorbance, fluorescence nebo luminiscence systému.

Moderni screeningové metody in vitro umoziuji rychlé otestovani velkych soubort latek — ,,kniho-
ven* — slou€enin vétSinou ziskdvanych metodami kombinatoridlni chemie (viz dale). Jsou casto
oznacovany anglickym terminem ,,high throughput screening* (zkratka HTS), ktery lze pielozit jako
vysokokapacitni screening (n¢kdy je v €estin€ pouZivan termin vysokovykonny screening).
Zavadéni automatizovanych metod vysokokapacitniho screeningu provazely zprvu prehnané nadéje, pak nasledovala
spise skepse vyvolana nesouladem vysledkit HTS s poznatky z dal§iho hodnoceni vybranych latek. V posledni dobé
ale byly metody HTS znac¢né zdokonaleny, napf. vyuzivanim novych vysoce citlivych detekénich metod 1 dal$imi
technickymi opatfenimi, takze se znovu staly dulezitym pomocnikem farmakochemik.

Ani moderni zdokonalené screeningové postupy in vitro zalozené na automatizované kvantifikaci
vazebnych interakci molekul kandidat na I1éCivo s cilovymi biomakromolekulami, stile nemusi
poskytovat jednoznacné vysledky. Proteiny i dal$i biomakromolekuly se v bunkach vyskytuji ve
slozitych systémech, jejichZ sloZky se vzajemné ovliviiuji. Napft. pii prenosu signali k déleni bunék
mize byt zablokovani jedné signaliza¢ni drahy inhibici ur¢itého enzymu vykompenzovano induk-
ci tvorby enzymt alternativni drahy.

DileZita je i piresnost a spravnost vysledki pouzitych metod a usporadani testii minimalizujici pocet falesné pozi-
tivnich i falesné negativnich vysledkii. Spravné statistické vyhodnoceni vysledkii automatizovaného vysokokapacit-
niho screeningu, kdy se napf. zjistuji vazebné interakce velkych soubord kandidatt na 1é¢ivo pii fadé riznych kon-
centraci s oznacenou cilovou strukturou imobilizovanou v jamkach titracnich mikrodesticek, je stale velkou vyzvou.
Fenotypickymi biomarkery pouzitelnymi jako indikéatory farmakologické odezvy na zkoumanou
latku jsou charakteristické rysy normalnich nebo nemocnych bunék a tkani, popt. i1 celych orga-
nismil, které mohou byt objektivné méteny.

Biomarkerem tak mutze napf. byt velikost a tvar bunék nebo jejich jadra, déleni a dalsi bunécné projevy a procesy,
pocet urcitého typu bunék v tkani (napt. cirkulujicich nadorovych bun¢k v krevnim ob&hu) apod. Vyuziti bunéénych a
tkanovych charakteristik jako biomarkert sice muze byt s ohledem na histologické vyhodnoceni komplikovangjsi, ale
na druhé stran¢ muze poskytnout komplexnéjsi pohled na ti¢inky latek.

Metody zjistovani ucinnosti 1é¢iv podle jejich vlivu na charakteristické rysy zivych bun¢k hodno-
cené napi. mikroskopii histochemickych preparatii spojenou s analyzou obrazu nebo pritokovou
cytometrii se oznacuji jako ,,high-content screening* (HCS), vysokoobsahovy screening.

HCS poskytuje obrovské mnozstvi dat, jejich spravna interpretace je vSak zatim slozita. Je vyhodny pfi hledani 1é¢iv
urcenych k terapii nemoci, které mohou byt zptisobeny kombinaci vice pficin, napt. potencialnich protinddorovych
1é¢iv, ktera blokuji bunécné déleni nebo spousti procesy bunécné smrti, apoptozy.

To, Ze bude pfi screeningu nalezen ,,hit*, latka interagujici s vybranou a validovanou cilovou struk-
turou, nemusi je$té znamenat, Ze se podafilo nalézt nejvhodnéjsiho kandidata na nové 1é€ivo. Diile-
Zita je 1 specificita ucinku, tj. zda latka plisobi selektivné jen na vybrané cilové struktury, ale neo-
vliviiuje nezadoucim zptisobem jiné.
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Nove proto bylo do screeningu zavedeno hodnoceni interakei s vice cilovymi strukturami. Zjistuje se piitom nejen pozitivni
ucinek latek na cilové struktury majici vztah k nékterym onemocnénim, které maji byt 1éceny, ale i ovlivnéni cilovych struktur
vyvolavajici poruchy dulezitych zivotnich funkei. K predikci nezadoucich ucinkl se pouzivaji metodiky vylucujici latky
s vysokou toxicitou nebo nevyhodnymi farmakologickymi vlastnostmi. Poté, co musely byt ,,superaspiriny™ rofecoxib a valde-
coxib inhibujici cyklooxygenasu 2 stazeny z trhu pro zavazné toxické vedlejsi u€inky, je napt. u kandidatii na nova 1éciva zkou-
Seno, zda neovlivni draslikovy kanal hERG, jehoz inhibice mtiZe byt pricinou srdecnich arytmii. Jinou ,,anti-cilovou strukturou*
je serotoninovy receptor 5-HT,p, kdy nezadoucim dopadem jeho interakci jsou abnormalni zmény na srdecnich chlopnich,
plicni hypertenze a selhani jater. Pro tyto uc¢inky musely byt stazeny z trhu nékteré 1éky pro hubnuti, jako byly napt. svého ¢asu
velmi popularni fenfluramin, dexfenfluramin a podobné latky. Mezi latky interagujici s receptorem 5-HT,p patii i tzv. ,rekreac-
ni drogy™, jako je extaze a dalsi amfetaminy. Nebezpené mohou byt i interakce nékterych dalsich cilovych struktur, nap.
inhibce cytochromti P450 miiZe byt pricinou nezadoucich 1ékovych interakei, protoze se zpomali eliminace druhych 1éCiv.

Jsou-li k dispozici kromé informaci o tloze urcité cilové struktury pfi nemoci i tdaje o jeji prostoro-
veé stavbé, lze experimentdlni screening nahradit screeningem virtualnim, ,,in silico“, spocivajicim
ve vyuziti pocitact k vyhledavani molekul, které maji takovy tvar a funkéni skupiny, aby mohly
»zajet do aktivniho nebo alosterického mista cilové biomakromolekuly a tam interagovat.

V odborné literatuie se pocitacové posuzovani moznosti interakci urcitych molekul s cilovou strukturou o znamé
prostorové stavbé nazyva ,,docking., coz je anglicky vyraz pro zajizdéni lodi do dokti. Virtualni screening miize na-
hradit ¢ast zdlouhavé a nakladné experimentalni prace. Alternativou virtualniho screeningu je pocitacovy navrh 1éciva,
generovani struktur molekul komplementarnich s aktivnim nebo alosterickym mistem enzymu nebo receptorti. Ten
sice skyta vétsi moznosti chemické rozmanitosti navrhovanych struktur, ale na druhé stran¢ soucasné zvysuje riziko
neuspéchu. Pocita¢ mize navrhovat i molekuly, jejichz pfipravou by se experimentatori patrn€ nezabyvali, protoze se
nepodobaji znamym 1éCivim dané terapeutické kategorie, ale pfitom mohou byt G€inné, protoZze maji prostorovou
stavbu umoziujici interakce se strukturou aktivniho mista cilové biomakromolekuly. Virtualni screening nebo pocita-
covy navrh léciva ale zatim stale nemohou nahradit experimentalni screeningové postupy. Navrzené latky musi byt
syntetizovany a pak zkouSeny, aby se zjistilo, zda kandidat na nové 1é¢ivo skute¢né ma predpokladané vlastnosti.

Vyznam a uspéSnost virtudlniho screeningu nebo pocitacového navrhu 1€Civ  vzrostly
s rozSifujicim se poznanim prostorové struktury cilovych biomakromolekul, které ptinesla rentge-
nova krystalografie, elektronova difrakce nebo NMR spektroskopie.

Udaje z databanky bilkovin (PDB, Protein Data Bank) ale stile maji jen staticky charakter a nepostihuji v potiebné
mife hydrataci a konformaci biomakromolekul, kterd se mize za realnych podminek panujicich v organismu dyna-
micky ménit. Pocitacové modely zatim ani v dostatecné mife nefesi konformacni flexibilitu molekul potencialniho
1éCiva. Ziskavani novych dat véetné udaji o struktufe komplexti protein 1éCiva a neustale vylepSované pocitacové
modelovani se vSak zac¢inaji vyrovnavat i s témito problémy, takze se vysledky virtualniho screeningu a pocitacovych
navrhi léciva stale vice ptiblizuji skutecnosti. Zatim slouzi pfedev§im k nadvrhu obmén Gc¢inné latky s vyuzitim algo-
ritmu popisujicich vztahy mezi strukturou a Gcinnosti latek s cilem zlepsit jeji farmakologické parametry.

Techniky pocitacového modelovani interakci 1é¢iv spolu s modernimi postupy screeningu vedly v 90.
letech minulého stoleti ke zrodu nové metodiky objevovani léCiv. Ta vychazi z identifikace jednodu-
chych sloucenin, z nichz interaguji s cilovou strukturou pouze ¢asti — fragmenty — molekuly.

Disociaéni konstanty jejich komplexii s cilovou strukturou se pohybuji mezi 10 — 10 mol/l. To nesta¢i k tomu, aby tyto
latky mohly byt pouzivany jako 1éCiva, u nichz je pozadovana ti¢innost alespon o 3 fady vyssi (v mikro-az nanomolarnich
koncentracich, tj. 10°— 10 mol/l). V¥hodou ale je, Ze fragmenty maji mnohem jednodusi strukturu nez molekuly u&inné
interagujicich 1é¢iv. Zatimco molekuly klasickych 1é¢iv s primérné 30 atomy t&z8imi nez je vodik mohou teoreticky vytva-

Vv

fet az 10 riiznych struktur, fragmenty molekul s 12 t&28imi atomy jen 10™

Slabé& interagujici ¢asti molekuly lze povaZzovat za fragmenty budouciho lé¢iva, které je mozné kom-
binovat a spojovat s jinymi fragmenty interagujicimi s jinymi skupinami cilové struktury. Kombinaci
fragmentil se pak ziska latka, ktera je schopna komplexnéjSich a synergisticky zesilenych interakci a je
tedy mnohonasobn¢ €¢innéjsi. Metodika vyhleddvani fragmentl a jejich spojovani a kombinovani
byla nazvana na fragmentech zaloZeny objev lé¢iva (Fragment-Based Drug Discovery, FBDD).
Fragmenty se pritom stavaji stavebnimi kameny komplikovangjsi struktury budouciho 1é¢iva. Vzhledem k mensimu poctu
atomt maji molekulovou hmotnost do 300 daltont i omezeny pocet proton-donorovych a akceptorovych skupin Knihovny
fragmentti jsou méné rozsahlé nez knihovny potencialnich ,hiti“. Vyhledani fragmentti je proto snazsi a rychlejsi. Vyuzivaji
se pritom spise fyzikalné chemické (predevsim NMR, ale i hmotova spektrometrie nebo krystalografie) nez biochemické
nebo biologické metody, které mohou byt pro malo t¢inné fragmenty nedostatecné citlivé. Cilova biomakromolekula musi
ale byt pro tyto metody k dispozici izolovana a jeji trojrozmérna struktura dostate¢né znama.
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Kromé experimentalniho screeningu lze knihovny fragmentt ziskat i vyhledavanim opakujicich se
strukturnich ryst v molekulach zndmych lé¢iv. Knihovny fragmentii mohou piitom byt obohacovany i
o ,.privilegované molekuly*, o nichZ je znamo, Ze siln€ interaguji s bilkovinami (napt. difenyly).
Spojovanim fragmentti, z nichz kazdy ma jen malou afinitu vici cilové struktufe (fadu 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 Gc¢innych ligandi 1ze ziskat 1é¢iva s lepSimi vlastnostmi (nizsi molekulova hmotnost, nizsi toxicita, lepsi
farmakokinetika apod.) nez pfi jinych postupech hledani u¢innych 1éciv.
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Kombinace fragmentti, obmény zptsobu jejich spojeni a ptipadné dalsi modifikace 1ze samoziejmé studovat experimental-
né, cast experimentalni prace vSak lze nahradit vyuzitim pocitacového modelovani. Pocita¢ pfitom navrhne kombinace a
dalsi apravy fragment. Molekuly s navrzenou strukturou jsou pfipravovany a testovany, az se dosahne pozadované ucin-
nosti. Zahruti algoritmti pro farmakokinetické parametry a toxikologické idaje do pocitatovych modelll experimentalni
praci dale zjednodusuje, protoze umoznuje piedem vyloudit latky s nedostatecnou rozpustnosti, nezadouci toxicitou nebo
Jjinymi nevhodnymi vlastnostmi. Situaci ptitom komplikuje ale to, Ze pii spojeni fragmentii se mohou jejich funkéni skupiny
vzajemné ovlivilovat, pii¢emz se méni i jejich interakéni energie. Presto se metodikou FBDD ziskava pomérné efektivné
nové 1é¢ivo nebo alespon voditko pro jeho dalsi vyvoj.

Standardni metody vyhledavani hitti i metodiky FBDD se navzajem nevylucuji, ale spiSe dopliuji.

Ve vyzkumnych laboratorich velkych farmaceutickych firem se Casto vyuZzivaji rizné metodiky vedle sebe. Uplatnéni
HTS je vyhodné tam, kde cilova struktura je nova a zatim nedostate¢né charakterizovana a je tfeba rychle nalézt hity pro
jeji validaci jako mista terapeutického zasahu Pouziti FBDD je naopak ucelné zejména tam, kde metodika HTS selhava
(napft. jsou-li cilovymi strukturami n€které proteasy nebo anhydrasa kyseliny uhlicité) nebo neposkytuje dobré vysledky.
Metodika FBDD mize vést rychleji k cili v pfipadech, kdy cilova biomakromolekula je znama a lze ji ziskat v Cistém
stavu. Osvédcuje se také pfi hledanim nového 1é¢iva charakteru ,jme too®, které ma mit vyssi ucinnost nez dosavadni
znama 1éciva pro danou indikaci. Pro moznost vyuziti FBDD jsou ale nezbytné urcité pomémeé narocné technické pied-
poklady pro studium interakci fragmentll (NMR, rentgenova krystalografie, méfeni rezonance povrchovych plasmoni).
Prvnim povolnym lé¢ivem vyvinutym metodikou FBDD byl v r. 2011 (USA) resp. 2012 (Evropa) vemurafenib uréeny
k 1é¢be pokrocilych stadii melanomu, nejméné desitka dalsich takto navrzenych 1é¢iv je klinicky zkousSena.

,,Hity nalezené¢ pomoci standardnich screeningovych postupii nebo FBDD metodik, popt. dokonce
navrzené¢ pocitatem sice mohou mit slibnou ucinnost, ale vétSinou jest€é nemaji charakter 1éciva
(drug-like character), tj. nespliiuji pozadavky na pouziti v terapii.

Hity ¢asto mivaji pfili§ komplikovanou strukturu. Jejich molekuly obsahuji nadbyte¢né funkéni skupiny, které se mohou
podilet na nezadoucich interakcich s riiznymi dal§imi cilovymi strukturami a tedy i toxicité. Mohou byt malo rozpustné

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

Z nejlepsich hith se proto vyberou latky, na které se zaméti dalsi faze vyzkumu a vyvoje. Tyto latky
se pak stanou urcitymi voditky (anglicky lead compound nebo jen lead, coz né¢kdy nevhodné pre-
kladano jako ,,vadci latka® nebo ,,vad¢i struktura®) stojicimi na startovni ¢are faze navrhu léciva.
V této fazi se pak vétSimi ¢i menSimi obménami struktury optimalizuji vlastnosti latky tak, aby byly
ziskany produkty s pozadovanymi farmakodynamickymi i farmakokinetickymi vlastnostmi.
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U téch se pak provéii jejich bezpecnost pii preklinickych zkouskach. Pro vybrané latky s optimalizo-
vanou strukturou se pak ve fazi vyveje vypracuje technologie vyroby, metody mezioperacni i findlni
analytické kontroly, navrhne zptsob podani, vhodnd forma lécivého pifipravku a technologie jeho
vyroby a finalni piipravek se pak klinicky zkousi.

Kombinatorialni syntéza

Jako moderni metodické nastroje, které umoziuji racionalizovat a urychlovat fize objevu a nadvrhu
novych Ié¢iv 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.

Jesté na pocatku v 90. let se o kombinatorialni syntézu zajimalo jen par chemikt. Je proto prekvapivé, jak rychle se
vyvinula v §iroce pouzivanou metodu, kterou dnes zadna vyznamna farmaceuticka firma vyvijejici nova 1é¢iva nemi-
ze ignorovat. V r. 1992 byla kombinatorialni syntéza vyuzita k ptipravé pouhych 3 ,knihoven* novych latek, z ¢ehoz
jen u 1 byla zjisténa terapeuticka uc¢innost. V r. 1999 bylo ale takovych knihoven latek pfipraveno jiz 292 a terapeu-
ticka ucinnost byla zjisténa u 85 z nich. Na pielomu 20. a 21. stoleti pronikla metodologie kombinatorialni syntézy i
do dalSich oblasti uzité chemie a zacala byt vyuzivana i pfi hledani ucinnych 1é¢iv, ale i agrochemikalii, konzervac-
nich latek, ruznych aditiv, novych materiali pro mikroelektroniku a dokonce i novych katalyzatorii. V poslednich
letech pak byla kombinatorialni syntéza jesté dale vylepSena kddovanim knihoven pomoci DNA (DNA-encoded che-
mical libraries, zkratka DEL). Jde o vyuziti oligodeoxynukleotidd jednak jako nosice pro vytvareni novych kandidati
na léCivo a soucasné i jako znacky, ktera umoziuje jednoznacnou identifikaci pfipravenych latek hybridizaci
s vhodnym DNA templatem na zaklad€ vytvaieni vodikovych vazeb mezi komplementarnimi pary bazi.

Kombinatoridlni syntéza se vyvinula ze syntézy v pevné fazi. Tato technika usnadiuje izolaci
produktli a umoziuje automatizovat pracovni postupy. Syntéza v pevné fazi je zalozena na nava-
zéani vychozi latky na inertni pevny nosi¢. Tim byva vhodny polymerni gel, ¢asto ve formeé malych
kulicek, nosicem vSak mize byt 1 anorganicky material, jako je silikagel, porézni sklo apod.

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

Nekteré typy nosi¢ti samy obsahuji funkéni skupiny vhodné pro navazani vychozi latky, napf.
hydroxyly, karboxyly nebo aminoskupiny, jiné nosice je tfeba pro vazbu vychozi latky upravit
zavedenim vhodnych ,,linkera®, tj. substituentti s koncovymi reaktivnimi skupinami.

Linker musi umoznit snadné navazani vychozi latky i snadné odstépeni kone¢ného produktu. Pfikladem takového
linkeru mtze byt chlormethylskupina navazana na kopolymerni styren-divinylbenzenovy gel. Nékdy je pro navazani
vychozi latky i jeji dalsi reakce vyhodné, jestlize reaktivni funkcni skupina je od polymerniho skeletu oddalena delsim
fetézcem, ,,spacerem”, protoze reakci navazané latky pak nebrzdi sterické vlivy. Na nosi¢ s navazanou vychozi latkou
se pak pusobi roztokem vhodné zvoleného ¢inidla. To se obvykle pouZzije ve velkém piebytku, aby reakce probéhla po-
kud mozna kvantitativn€. Vazba na nerozpustny nosi¢ umoziuje, aby produkt byl snadno oddélen od piebytecného ¢ini-
dla pouhou filtraci a promytim. Produkt miize byt vyuzit v dal$im stupni k jiné reakci. Nakonec se koneény produkt od
nosic¢e vhodnym postupem (hydrolyza, hydrogenolyza apod.) odstepi. O

I
funkcio- i reaktanty
e O % OO % OO0 00— O + 8
nalizace latka

polymerni linker syntéza odstépeni O
nosi¢ nosice produkt

Syntéza v pevné fazi se vyuziva napt. pii piiprave peptidi. Nosi¢em je pfitom fidce sitovany styren-divinylbenzenovy gel,
nékdy nazyvany Merrifieldova pryskyfice. Jsou to drobné kulicky kopolymeru styrenu s 1% divinylbenzenu, ktery slouzi
jako sit'ovadlo vytvatejici trojrozmérnou gelovitou strukturu. Po aktivaci chlormethylaci se na nosi¢ navaze prvni aminoky-
selina. Reakce je ,,polymeranalogickou® obdobou aralkylace aminokyseliny benzylchloridem. Karboxylova skupina nava-
zané aminokyseliny se pak aktivuje pro reakci s aminoskupinou druhé aminokyseliny. Pfi té vznikne navazany dipeptid,
ktery miize byt opakované aktivovan a podroben reakci s dalsi 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 peptidl se vyuzivaji jak ve vyzkumu, tak i pii
vyrob€. Podobné automaty slouzi i k piipraveé oligonukleotidii pouzivanych pro genové manipulace.
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Vyuziti pevnych nosi¢l umoziuje paralelni syntézu, tj. sou¢asné provadéni stejné reakce v riznych
reakénich nadobkach s pouzitim riiznych reaktant a ¢inidel. Nosi¢ v kazdé reak¢ni nadobce pritom
muze obsahovat jinou navazanou latku, na niz se mize pusobit stejnymi nebo rtiznymi Cinidly za
jinak stejnych podminek. Nakonec se ziské v kazdé reakéni nddobce rtizné sloucenina.

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

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

Mnozstvi latek tvoricich ,.knihovnu® mize byt znacné, zcela bézné jsou knihovny s desetitisici latkami. V extrém-
nim piipadé muze kazda z kulicek nosi¢e obsahovat jednu navdzanou individualni slouceninu (,,one-bead-one-
compound®). Pfi ptipravé takovych kombinatorialnich knihoven se vyuziva metoda ,,smichej a rozdél* (,,mix and
split method*), kterou lze ilustrovat napt. na pfipravé knihovny tripeptidd tvofenych tfemi aminokyselinami. Nejpr-
ve se na nosic s linkerem navazi ve tfech nadobkach tfi rizné aminokyseliny. Ziskané produkty se smisi a smés se
rozdéli do tii nddobek. Do kazdé nadobky se pak ptfida jind aminokyselina, ktera se navaze na nosi¢ s prvni amino-
kysellinou. takze v kazdé nadobce vznikne smés tii dipeptidi se stejnou koncovou skupinou, celkem tedy 37 tj. 9
dipeptidi. Postup se pak opakuje, po 3. kroku kombinatorialni syntézy se jiz ziska 3°, tj. 27 riiznych tripeptidi:

O~
1. krok *Alanin * Glycin *Valin
3 produkt DA O-c O-v
rodu . .. i
Procey smiseni, rozdéleni smési do 3 reak&nich nadobek
2. krok *Alanin * Glycin *Valin
O—»ra O-c6 O~w
C-ea O-ac O—av
9 dipeptidi O—va @-ve O-cv

smiseni, rozdéleni smési do 3 reakénich nadobek

3. krok *A'a”i”
O-AAA O-GGA

* Glycin
O-GGG C-AAG

*Valin

O-vwv O-AAV

O-6AA O-AGA O-acc O-6AG O-avv O-6AV

O—vAA O-vGA O-vGG O—VAG O-6wW O-vav
O-WA O-WaG O-Gav
celkem 27 tripeptidd  O-AVA O-AvG O-AGv
O-GvA O-GvG O-vav

Kdyby se pfitom misto 3 riznych aminokyselin pouZzilo vSech 20 pfirozenych aminokyselin, pak by pocet piiprave-
nych tripeptida &inil po tretim syntetickém kroku jiz 20°, tj. 8.000.

Postupy kombinatoridlni syntézy se zrodily pro potfeby chemie peptidl, podobnym zpisobem vsak
byly pfipraveny rozsahlé¢ knihovny jinych latek, napi. N-alkyl-N-acylaminokyseliny, substituované
s-triaziny, riizné -laktamy, derivaty isochinolinu, benzimidazolu apod.

Kombinatorialni syntéza byla napt. vyuzita v USA pfi hledani analog protinadorové G¢inného derivatu purinu, ktery

objevili &esti védci z olomouckého pracovisté Ustavu experimentalni botaniky AV CR a nazvali jej podle svého

meésta olomoucin. Olomoucin inhibuje cyklindependentni proteinkinasy, enzymy, které maji dalezitou roli pfi fizeni

bunécného déleni. Jejich inhibice proto mize brzdit rist nadord. Knihovna analog olomoucinu byla ptipravena

kombinatorialni syntézou ze tii vychozich purinovych halogen-derivat ukotvenych na polymernim nosici reakcemi

s riznymi aminy a alkoholy.
cl

NHR' NHR'
y N/l N\> R'NH, N%\/I[N\> R20H N7 N\>
H —> H
1 O/N\H/\HJ%N H o \[(\H/]%N O/N\[(\NJ%N N
Ot ot e
N I
>
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Mezi latkami z takto pfipravené knihovny byla latka nazvana purvulanol B, ktera byla pfi screeningovych testech in

vitro asi 1000 x G¢innéjsi nez olomoucin.
L;U(

wwﬁ@ »SIMX$Q

Olomoucm Purvulanol
Ptipravovat rozsahlé knihovny slouc¢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.

Pri screeningu zalozeném na vyuziti vazebnych interakci latek s cilovou strukturou, v tomto pripadé enzymem, zlstavaji pri-
pravené latky navazany na nosi¢. Enzym je opatfen ,,znackou®, navazanou barevnou nebo fluoreskujici latkou, radioisotopem
nebo enzymem (peroxidasa, alkalicka fosfatasa), ktery reaguje s chromogennim substratem za vzniku barevného produktu. Po
inkubaci a promyti se pak kontroluje zbarveni (fluorescence, radioaktivita apod.) kulicek nosice. Pozitivné 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 interakci mohou byt vyuzity pri scree-
ningu knihoven latek i pozadované funkéni vlastnosti produktu. V takovém piipadé se detekce provadi po odstépeni produktt
od nosice, napt. s pouzitim souboru 96 mikrofiltrd. Do kazdého mikrofiltru se vlozi 100-500 kuli¢ek nosice, produkt se odsteépi
a jeho roztok odfiltruje od nosice do mikrotitracni desticky s 96 jamkami. Provede se inkubace a otestuje se biologicka aktivita
roztokd v jamkach. Kulicky s produktem, ktery poskytl pozitivni reakei, se pak rozdéli a testuji v podstate individualng (1 ku-
licka na 1 jamku). Nakonec se produkty identifikuji. V nékterych piipadech se screening v pevné fazi a v roztoku kombinuje.
Zéakladnim predpokladem uspéchu screeningu je, aby detekce byla dostatecné citliva. Na jedné standardni kuli¢ce o praméru
0,1 mm mohou byt navazany radové stovky pikomol produktu. Objem roztoku v jamce je asi 0,1 ml, takze vysledna koncentra-
ce latky je pak fadové mikromolarni, coz staci k prikkazu aktivity vhodnymi analytickymi postupy. Je-li tieba, 1ze koncentraci
produktu zvysit snizenim objemu roztoku v jamce (napt. pouzitim mikrotitracnich desticek s 384 nebo i1 1536 jamkami) nebo
zvySenim mnozstvi navazaného produktu (zvétsenim kulicky nosice a/nebo jeho vazebné kapacity je 1ze zvysit az o dva rady).
Zji¥tovani Gi¢innosti je automatizovano. Moderni vybaveni umoziiuje, aby jeden pracovnik béhem jednoho dne otestoval 10
kuli¢ek nosice, coz je kapacita plné postacujici pro knihovnu s <3.10° permutacemi, tedy napf. knihovnu pentapeptidi s 20
aminokyselinami. Aviak v piipadé heptapeptidii s 20 aminokyselinami (s 20, tj. 1,28.10° permutacemi) ani tak rychly automa-
tizovany screening neposkytne pozadovany vysledek v pfimefené dobe.

Po provedeném screeningu je tfeba pozitivné reagujici produkty identifikovat.

Prvni moznost identifikace predstavuje analyza individualniho produktu na jednotlivé kulicce nosice, druhou moz-
nosti je analyza smésného vzorku zalozena na statistickém hodnoceni pravdépodobnosti vyskytu produktu s pozitiv-
nimi vysledky testovani. Pouzivané analytické techniky musi byt dostate¢né citlivé a ptitom specifické, aby umoznily
urcovat latky vyskytujici se v mikromolarnich koncentracich. K analyze a identifikaci se vyuziva zejména hmotova spek-
trometrie, infradervena spektrometrie, kapilarni elektroforéza nebo HPLC (Casto kombinovana s hmotovou spektrometrii).
I kdyz klasické postupy kombinatoridlni syntézy umoziuji rychlou ptipravu rozsahlych knihoven
slou€enin, identifikace ,,hitli* je nesnadné a casoveé naroc¢na.

Zatimco techniky kombinatorialni syntézy umoziuji ptipravu knihoven s biliony latek, moznosti identifikace hitd jsou
podstatné skromngjsi, pies automatizaci zdlouhavé a proto se omezuji na miliony slou¢enin, ¢asto jen fadove na tisice.

V 90. letech minulého stoleti se proto objevily navrhy na takové oznac¢ovani pfipravovanych latek,
které by umoznilo rychlou jednozna¢nou identifikaci produkti interagujicich s vybranou cilovou
strukturou. Rozvoj pouziti DNA ¢ipil k identifikaci genetickych odchylek na zéklad€ parovani bazi
v fetézcich polynukleotidli 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.
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Koncepce DNA-kodovani chemickych knihoven je zaloZena na kombinaci molekularni biologie s organickou che-
mii a moderni bioanalytikou. DNA pfitom mutze slouzit bud’ jen jako identifika¢ni znacka pro produkty ptipravova-
né napojovanim stavebnich kament za vzniku stéle slozitéjsich molekul (pfistup oznacovany v nékterych prehledech
jako ,,DNA-recorded chemistry*) nebo mize kromé identifikace jest¢ také usmériovat priubéh kombinatorialni syn-
tézy (,,DNA-directed chemistry™). V prvni piipadé¢ se po piipravé kombinatoridlni knihovny a oddéleni konjugatt
interagujicich s cilovou strukturou odstépi unikatni DNA znacka, namnozi se polynukledzovou fetézovou reakci a
pak identifikuje.

immobilized
larget

W
NN e MMM/

DNA-encoded library =~ Mecuies amplification and
identification
Ve druhém piipad¢ se uplatiiuji rizné strategie, jaké predstavuje syntéza s DNA Sablonou (DNA-templated synthe-
sis, DTS), systémy Yocto Reactor nebo kddované samosestavovaci kombinatorialni knihovny (ESAC libraries — a
encoded self-assembling combinatorial libraries). Nasledujici reakéni schéma je ilustraci jednoho z takovych ptistu-

pu — 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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Pfi kombinatorialni syntéze je zde jako znacka vyuzit oligodeoxyribonukleotid se tfemi kodujicimi tseky, na né&jz je
napojen prvni stavebni blok pfipravované latky s volnou aminoskupinou. Ten selektivné hybridizuje s biotinylova-
nym oligodeoxyribonukleotidem, na né&jz je pies Sté€pitelnou spojku navdzan aminoskupinou druhy stavebni blok
s volkou karboxylovou funkci. Nésleduje reakce s 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidem (EDC) a sulfo-
novanym N-hydroxysukcinmimidem, kdy dojde ke vzniku amidu. Oligonukleotidovy hybrid se odd¢€li na afinitnim
sorbentu s avidinem, ktery siln¢ vaze biotin. V alkalickém prostfedi se komplementarni oligonukleotid odstépi. Na
nyni volnou aminoskupinu navazaného meziproduktu se nyni vazi podobnym zptisobem dalsi stavebni bloky. Riizné
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 produkti,
v tomto piipad¢ ale za znacné vysoké ceny — fadove ve statisicich dolart.
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Stereochemické aspekty vyzkumu a vyvoje 1é¢iv

Utinek 1é¢iva je podminén interakcemi jeho molekuly s trojrozmérnymi cilovymi strukturami
s charakteristickou prostorovou stavbou. Pti vyzkumu a vyvoji 1é¢iva proto nelze opomijet stereo-
chemické aspekty, protoze na prostorové stavbé jeho molekuly, tj. na Kkonfiguraci jejich
funkc¢nich skupin, chiralité a v neposledni fad¢ i na konformaci molekuly zavisi, jak 1é¢ivo bu-
de schopné s cilovou strukturou interagovat, tedy jaka bude jeho ucinnost. Je-li prostorova stavba
cilové struktury takova, ze interakce se mtize ti¢astnit jen jediny geometricky isomer 1é¢iva, pak
druhy geometricky isomer je méné ucinny nebo zcela netdinny, ptipadné miize mit zcela jiné
ucinky, a to é nezéadouct.

C B
\ - < N g2 OCH,N(CH ),
AT . AT :
Do ' b e Tamoxifen
—'— ; — : (Z-isomer)
1 /7C | 1 /7C =
LT N /7B L7 /78
Z-isomer E-isomer

Uginnost tamoxifenu, 1é¢iva pouzivaného k 1é¢bé nadorti prsu, zavisi na jeho interakcich s estrogennimi receptory. Z obou
geometrickych isomerd tamoxifenu se miZe na estrogenni receptor vazat (a tim jej zablokovat pro piirozené agonisty —
estrogenni hormony) pouze trans (Z) isomer tamoxifenu. Druhy geometricky isomer — cis — neni G¢inny a podle nékterych
praci muze dokonce byt jeho pritomnost jako necistoty pfi¢inou vedlejsich u¢inkd tamoxifenu.

Cilové struktury v zivych organismech jsou chiralni. Je-1i chirdlni i molekula 1é¢iva a skupiny
interagujici s cilovou skupinou jsou soucésti chirdlniho centra, pak jednotlivé enantiomery (po-
dobn¢ jako geometrické isomery) mohou mit odlisnou biologickou aktivitu

HO
e
A
5 R

S)-propranolol -propranolol

Lin Y / / Ao -
[7 8 /7 B +H
R- enantiomer S- enantiomer
( SHEallamn ( KHeanallam

Interakce enantiomert s cilovymi strukturami se mohou projevit rtizn¢:

1. Jeden enantiomer je G¢inngjsi nez druhy. Napf. u propranololu, 1é¢iva poruch kardiovaskularniho systému, je G¢inny
pouze (S)-enantiomer. Podani racematu pak znamena, ze pacient dostava 50% latky zbytecné. Naprosta neucinnost jed-
noho enantiomeru je vsak vyjimkou, G¢inné mohou byt oba enantiomery, ale jeden je aktivnéjsi nez druhy.

2. Oba enantiomery maji stejnou nebo podobnou u€innost i toxicitu. Je to v ptipadg, kdy se skupiny chiralniho centra nepodileji
na interakeich s cilovou strukturou nebo kdyZ jsou enantiomery v organismu pievadény na achiralni i¢innou komponentu

3. Jeden nebo i oba enantiomery maji pozadovanou G¢innost, ale jeden enantiomer ma nezadouci Gcinek.

Napt. (S)-penicillamin miize byt pouzit jako chelatujici latka k 1é¢b€ Wilsonovy nemoci, pti niz t€lo nedokaze metabo-
lizovat méd’. (R)-enantiomer je toxicky a tidajné mize dokonce zpisobit oslepnuti. U thalidomidu, 1éku proti nevol-
nosti, ktery pfi podani t€hotnym Zenam zpusobil, ze se jim rodily deformované déti, se na zaklad¢ pokusti na mysich
zdalo, Ze poskozeni embrya zpiisobil (S)-enantiomer. Pokusy s jinymi zvifaty ale ukézaly, ze nezadouci ucinek na ros-
touci tkan€ embrya miiZze mit i (R)-enantiomer.

4. Enantiomery jsou metabolizovany odlisnou rychlosti nebo jeden enantiomer ovlivituje rychlost metabolickych premén
druhého. To je vétSinou nezadouci, ale nékdy i vyhodné (prodlouzeni doby ucinku).

5. Kazdy enantiomer reaguje s jinou cilovou strukturou. U dobutaminu, ktery zvySuje silu srde¢niho stahu, ptisobi kazdy
enantiomer na jiny receptor a jejich cinek se doplituje. Pouziva se proto racemat. Nékdy se kazdy enantiomer mtize do-
konce pouzit v jiné indikaci — dextropropoxyfen (Darvon) je analgetikum, levopropoxyfen (Novrad) 1ék proti kasli.

6. Enantiomery maji opacné uc€inky —napt. (R)-sopromidin je agonista H, receptoru, (S)-enantiomer je antagonista
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Enantiomer s vyssi biologickou ti¢innosti se nazyva eutomer, mén¢ ucinny enantiomer je distomer.
Pomér mezi biologickou aktivitou eutomeru a distomeru je oznacovan jako eudismicky pomér.

Ma-li eudismicky pomér vyssi hodnotu (nad 2), pak je ucelné se zaméfit na moznosti ziskani a podavani ucinnéjsiho
enantiomeru, aby organismus pacienta nebyl zbyte¢né metabolicky zatéZovan neucinnou nebo méné ucinnou latkou.
Neplati to vSak obecné. Napi. u antidepresiva fluoxetinu je o néco Uéinn¢jsi (S)-enantiomer. Soucasné je vSak tento
enantiomer rychleji eliminovan, takze pro zajisténi dlouhodobého ucinku je vyhodné&jsi podavat pacientiim racemat.
V piipad¢ antihypertensiva labetalolu, latky s dvéma asymetrickymi uhliky, musel byt 0¢innéjsi (R, R)-diastereomer,
dilevalol, dokonce stazen z trhu (viz ptipadovou studii Dilevalol). Divodem bylo, Ze pfi podavani dilevalolu se
v mnohem vétsi mife vyskytly zavazné vedlejsi i¢inky — naruseni funkce jater, nez v pripadé racemického labetalo-
lu. Ten je ptitom nadale pouzivan jako pfipravek Trandate, je-1i tfeba rychle snizit krevni tlak.

Chiralni 1é¢iva tvoii asi 25 % vSech pouzivanych lé¢iv. Mnoha lé¢iva pritom maji v molekule
vice chiralnich center, takze pak nevytvafeji jen dva enantiomery, ale 2" diastereomeri, kde n je
pocet chirdlnich center v molekule. Zatimco enantiomery maji aZ na otacivost stejné fyzikalné
chemické vlastnosti, vlastnosti diastereomeri se vzajemn¢ odliSuji.

V ptipadé piirodnich 1€Civ je pouzivani G¢inného enantiomeru nebo diastereomeru samoziejmé. V piipadé syntetic-
kych 1é¢iv mize byt uveden na trh nejprve racemat a teprve pak se piejde k pouziti ¢istého ti¢inné€j$iho enantiomeru.
Prikladem mize byt 1é¢ivo proti zalude¢nim vieddm, racemicky omeprazol, ktery je v poslednich letech nahrazovan
ucinnym (S)-enantiomerem, esomeprazolem. K takové ,,chirdlni zdméné" (chiral switch) nékdy dochazi v dobé, kdy
konéi patentova ochrana racematu. Divodem pfitom byvaji lepsi terapeutické vlastnosti ucinného enantiomeru,
nekdy ale i snaha vyrobce o prodlouzeni patentové ochrany 1éciva a znevyhodnéni generické konkurence.

Produktem béznych syntéz byva racemicka smés enantiomeri. Ma-li byt pfipraven jediny enan-
tiomer, je tfeba takovou smés rozdélit, provést jeji rezoluci. Piiprava a pouzivani jednoho enanti-
omeru resp. diastereomeru pritom sebou ptinasi problém kontroly optické ¢istoty produktii.

Méfeni optické otacivosti k tomu vétSinou nepostacuje, v piipadé malych hodnot je zatizeno velkou chybou. Otacivost
zavisi na vinové délce svétla, pii némz se méfeni provadi, protoze se pii prichodu polarizovaného svétla latkou uplatiuje i
absorpce svétla. Moderni pfistrojova technika umoznuje méfeni optické otacivosti pfi riiznych vinovych délkach, popf. i
mefeni optické rotacni disperze a cirkularniho dichroismu, kdy se sleduje otacivost v zavislosti na vinové délce. To sice
umoziuje zvysit presnost stanoveni enantiomerni Cistoty latek, prednost pti hodnoceni chiralnich 1éCiv ale dostaly spise
separacni techniky, jako je plynova a vysoce u¢inna kapalinova chromatografie, kapilarni elektroforéza a kapilarni elek-
trochromatografie na chiralnich fazich. Téchto fazi je nyni na trhu kolem stovky. Patfi mezi né silikagel nebo inertni orga-
nické polymery s navazanymi ,,chiralnimi selektory™, kterymi jsou arylderivaty nebo kovové chelaty aminokyselin, cyk-
lodextriny, chemicky modifikované polysacharidy, glykoproteiny, peptidy a bilkoviny a ptipadné i dalsi biopolymery.
K déleni enantiomert 1ze pouzivat i béZné stacionarni faze, ale mobilni faze musi pfitom obsahovat chiralni aditiva nebo
musi byt délené latky pfevedeny reakei s chiralnimi ¢inidly na diastereomerni produkty, které se pak rozdéli. Pfimé sepa-
race na chirdlnich fazich vSak maji pfednost, protoZze umoziuji vyhnout se zdlouhavé upravé vzorku, pfi niz mize docha-
zet k racemizaci, ktera pak zhorSuje pfesnost a spravnost stanoveni.

Chiralni chromatografické separace lze vyuzivat nejen pii analyze, ale i v preparativnim métitku.

Pti preparativni chromatografii je vSak problémem omezena stabilita a také vysoka cena fady chiralnich sorbentu.
Existuje vSak nékolik relativné levnych a pomérné stabilnich sorbentt, které jsou vhodné i pro preparativni tcely.
Pripravuji se modifikaci ptirozenych chiralnich biopolymeri (triacetyl- a jiné triacylcelulosy, derivaty amylosy,
zesitény hoveézi sérovy albumin) nebo impregnaci silikagelu vhodnou enantiomerni latkou, jakou je napf. kyselina
vinna, navazanim arylderivati aminokyselin amidickou vazbou na aminopropylovany silikagel (Pirkleovy faze) a
podobnymi modifikacemi.

Nékdy je mozné vysledky chirdlni separace prevést z analytického do preparativniho meéftitka
prostym pouzitim vétSich preparativnich kolon a technik zvySujicich jejich vykonnost, jako jsou
metody simulujici pohyb néplné kolony (simulated moving bed).

Obecné jsou vSak chromatografické separacni techniky vhodné spiSe pro analytickou kontrolu ¢istoty chiralnich
latek ziskavanych jinymi postupy rezoluce, které obvykle jsou pro vyrobu ekonomicky vyhodné;si.

Nejcastéji se proto k rezoluci vyuziva prevedeni racematu na smés diastereomernich latek. Ty na
rozdil od enantiomeri maji odlisné fyzikaln€ chemické vlastnosti, ¢ehoZ lze vyuZzit k jejich rozdéleni.
Vyhodné je, kdyz mizZeme pfipravit z racematu a vhodné enantiomerni latky smés diastereomer-
nich soli, které maji odliSné krystalizacni schopnosti.
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Ma-li racemat kysely charakter, pak se k tomu pouzivaji nékteré chiralni pfirozené (napt. alkaloidy, jako je napf. brucin —
coz je vsak vzhledem k jejich toxicité u léciv problematické) nebo (bio)syntetické aminy (napt. (S)-a-methyl-benzyl-
amin), z bazickych racemati lze pfipravovat diasteromerni soli chiralnich kyselin jako je kyselina vinna a jeji O-
acyderivaty (nejcastéji kys. dibenzoylvinnd), nebo kafrsulfonova, v posledni dobé se podobnému déleni Casto pouziva
kyselina 1,1’-dinaftyl-2,2"-fosforecna. Jestlize racemat neobsahuje kyselé ani bazické skupiny, pak musi byt pro déleni
modifikovan, napf. reakci racemickych alkoholt s chloridem kyseliny kafisulfonové lze pfipravit diastereomerni estery,
které 1ze opét delit krystalizaci. Po rozdéleni se navazana skupina odstépi.

Pii reakci racematu s enantiomernim ¢inidlem je k vzniku dvou riznych diastereomernich prechodo-
vych stavil zapottebi riizna aktivacni energie. Jeden diastereoisomerni produkt se pak tvoii a/nebo ze
smési vylucuje rychleji nez druhy, ¢ehoz Ize vyuzit k déleni racemati tzv. kinetickou rezoluci.

Podafi-li se v systému soucasné s kinetickou rezoluci provadét racemizaci, pak je prednostné racemizovan ten enantiomer

z ptvodniho racematu, z né¢hoz vznika diastereomerni produkt pomaleji. V takovém piipadé dynamické kinetické rezo-
luce je nékdy mozné ziskat témeér kvantitativni vytézek poZadovaného enantiomeru.

K d¢leni racematti Ize vyuzit i enzymatickou rezoluci, pii niz se vyuziva stereospecificity enzymd.
Napt. D-fenylglycin, vychozi latka pro parcialni syntézu ampicillinu, se pfipravuje plisobenim aminopeptidasy na
racemicky fenylglycinamid. Enzym pfitom katalyzuje pouze hydrolyzu L-enantiomeru, takze vznikne smeés L-
fenylglycinu a D-fenylglycinamidu, ktera se snadno rozdeli. Chemickou hydrolyzou amidu se pak ziska zadany pro-
dukt. Podobné lze rozdélit racemické estery pomoci acylas. Ty selektivné rozstépi pouze jednu enantiomerni formu
esteru na alkohol a kyselinu. Enzymy pfitom nemusi jen enantioselektivné §tépit vhodné derivaty, ale také mohou
katalyzovat jejich vznik. Napi. nékteré lipasy ve vodném prostiedi selektivné rozstépi z racemické smési esterti jen
jeden, v nevodném prostiedi ale mohou naopak katalyzovat vznik jen jednoho enantiomerniho esteru z racemického
alkoholu nebo kyseliny. Ziskana smés se pak snadno rozdéli.

Jiné moznosti déleni racematti predstavuje tvorba inkluznich komplexi s latkami, které maji ve své
molekule chirdlni dutiny, jako jsou cyklodextriny.

V dutinach molekul cyklodextrinti a podobnych latek miize byt uzavien pouze jeden enantiomer produktu. Pfitom vznikne
inkluzni komplex, ktery muze byt napf. krystalizaci oddélen od druhého enantiomeru, ktery komplex netvori. Je-li cyk-
lodextrin navazéan na nerozpustny nosi¢, mize byt druhy enantiomer oddélen chromatograficky nebo pii vsadkovém prove-
deni i pouhou filtraci.

Obecnou nevyhodou piipravy enantiomerti rozdélenim racematt je, ze se (s vyjimkou dynamické
kinetické rezoluce) ziskava pouze polovi¢ni vytéZek ucinné enantiomerni formy 1é¢iva.

Ztrata poloviny produktu tvoreného nezadoucim enantiomerem resoluci racematt prodrazuje. Hledaji se proto cesty, jak
ztraty eliminovat. Nékdy 1ze odpadni enantiomer pievést na zadany produkt nukleofilni substituci probihajici s Waldeno-
vym zvratem, napt. odpadajici R- alkohol se tosyluje a R-tosylat podrobi hydrolyze Sy2 mechanismem na S-alkohol. Jindy
1ze odpadajici enantiomer racemizovat a rezoluci opakovat. Vyse zminény L-fenylglycin odpadajici po enzymatické rezo-
luci se racemizuje pusobenim kyseliny sirové. Racemat se pak pievede na amid, ktery se znovu déli pomoci aminopepti-
dasy. Jindy miize byt racemizace provadéna pies achiralni meziprodukt, napt. oxidaci enantiomerniho alkoholu na keton a
jeho zpétmou redukci na racemicky alkohol. K racemizaci také dochazi, kdyz jako meziprodukt vznika planarni karbokation.

Ekonomicky vyhodnéj$i mohou byt postupy asymetrické neboli enantioselektivni syntézy, pii
nichz pfimo v reakéni smési prednostné vzniké urcity enantiomer chirdlniho produktu. Aby asy-
metrickd syntéza tispéSné probéhla, musi byt v reakénim systému ptitomna urcitd slozka piinase-
jici chirdIni informaci.

Chiralni musi byt bud’ vychozi latka, nebo reakéni Cinidlo, popt. se pouZije chiralni katalyzator. To je zvlasté vy-
hodné, protoze katalyzatoru se na rozdil od chiralniho ¢inidla obvykle pouZzije jen relativn€¢ malé mnozstvi. Vzhle-
dem k vysokym cenam chiralnich katalyzatori mohou ale byt i takové asymetrické syntézy znacné nakladné.

Relativné levnymi a pfitom vysoce u¢innymi chirdlnimi katalyzatory jsou enzymy. Ty se pii primys-
lové vyrobé enantiomerné Cistych latek nevyuZivaji pouze k rezoluci racemétt, ale 1 k syntéze.

Prikladem mize byt vyroba L-asparagové kyseliny, slozky umélého sladidla aspartamu, z kyseliny fumarové pomo-
ci enzymu aspartasy. Enzym se pfitom nemusi ani izolovat, staci misto ného pouzivat imobilizované mikrobialni
bunky vySlechténé tak, aby obsahovaly aspartasu ve velké koncentraci.

Dobry postup asymetrické syntézy musi poskytovat zadany produkt nejen ve vysokém chemic-
kém, ale i optickém vytézku. Opticky vytéZek je mirou enantioselektivity reakce.
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Opticky vytézek nazyvany také enantiomerni piebytek (v reakcnich schematech oznaovany jako e.e., enantiomeric
excess) je pomérem mezi naméfenou otacivosti produktu reakce a hodnotou otacivosti ¢istého enantiomeru. Hodno-
ta optického vytézku odrazi pomeér obou enantiomerti v produktu reakce. Napf. e.e. 40% znamend, ze ve smési je
40% cistého enantiomeru, zbyvajicich 60% je racemat nevykazujici Zadnou optickou aktivitu, tedy smés 30% S- a
30% R- formy. V produktu reakce tedy je 70% jednoho enantiomeru a 30% druhého. V idealnim pripadé by e.e. m¢l
byt vyssi nez 98%, coz odpovida obsahu ¢istého enantiomeru v produktu nad 99%. V praxi se vSak pti asymetrické
syntéze tak vysoké enantioselektivity vétSinou nedosahuje a je nutna dalsi purifikace produktu.

Radu chiralnich produkti Ize ptipravit modifikacemi vhodnych vychozich chiralnich latek.

Takovymi vychozimi latkami mohou byt pfirozené aminokyseliny, cukry nebo jiné pfirodni latky. Nevyhodou je, Ze
se pritom nékdy syntéza prodlouzi o nekolik reakénich kroki a ze musi byt pii syntéze vylouceny faktory, které by
mohly byt ptfi¢inou racemizace (zahfivani na vyssi teploty, pfitomnost silnych kyselin nebo bazi apod.).

V ptipad¢, Ze v molekule vychozi latky je jiz pfitomno jedno nebo vice chirdlnich center, pak pii

reakci, pfi niz se vytvari dalsi chirdlni centrum, byva u vznikajiciho diastereomerniho produktu
preferovana urcita konfigurace.

Dochazi k tomu napf. pii parcidlnich syntézach 1é¢iv modifikaci pfirodnich latek (alkaloidt, steroidu, cukrii apod.).
Pritomnost chiralniho centra ale nemusi vzdy vést ke vzniku jen jednoho diasterecomeru. Je-li nové vznikajici chi-
ralni seskupeni vzdalené, pak muze byt vliv ptivodniho centra chirality na stereochemicky pribéh reakce a konfigu-
raci produktu jen velmi maly.

rorwe

Vedle spravné geometrické a chiralni struktury je predpokladem vysoké ucinnosti, tj. silné interakce
molekuly léCiva s jeho cilovou strukturou, i zaujeti spravné ,,aktivni® konformace molekuly.

Je-li molekula latky ptilis rigidni, pak jeji skupiny nemusi zaujmout piesné tu konformaci, ktera je pro interakci s cilovou
strukturou nejvyhodnéjsi. Nevyhodna vsak muize byt i piilis vysoka flexibilita molekuly, tj. pfitomnost velkého poctu
jednoduchych vazeb, kolem nichZ mohou funkéni skupiny volné rotovat. V takovém ptipadé mohou molekuly latky zau-
jimat fadu riznych konformaci, mezi nimiz se ustavi rovnovazny stav. Pravdépodobnost, ze v okamziku ,,setkani®
s cilovou strukturou bude molekula zaujimat pravé jen ,aktivni konformaci se tim snizuje. Zména konformace probiha
urcitou rychlosti a vyzaduje dodani energie, coz se pak mize projevit snizenou biologickou u€innosti.

@_/_%,j HQ_\_. HQ_.>

Fixovanim aktivni konformace flexibilni molekuly, tj. omezenim volné rotace skupin, je proto moz-
né zvysit biologickou ucinnost latky.

Aktivni konformaci lze fixovat:
—  zavedenim cyklickych struktur do molekuly, napt.:

H H
X “R X N\R X X
— NHR
Neg

— nahradou flexibilni jednoduché vazby rigidnéjsi skupinou, napt. dvojnou nebo trojnou vazbou, aromatickym kruhem,
amidovou skupinou apod.

— zavedenim substituentil, které stericky brani molekule, aby zaujala urcitou konformaci. Napt. ve vyse uvedeném
ptikladu Ize fixovat pozadovanou konformaci nejen vytvorenim pripojeného cyklu, ale i zavedenim methylskupin do
o-poloh. Sousedici methylskupiny pak omezuji volnou rotaci flexibilniho bo¢niho fetézce, ¢imz je upfednostnéna ak-
tivni konformace latky:

H CH, H
X N\R X N\R X
—
CH3

Kontrolni otazky pro zopakovani

1. Jak Ize 1é¢iva rozdé¢lit podle inovativnosti?

2. Jaky je rozdil mezi pivodnim a generickym léCivem?
3. Jaké jsou faze vyzkumu a vyvoje nového léciva?

CHs

120
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Jaké jsou hlavni ukoly chemika v jednotlivych fazich vyzkumu a vyvoje?

Jak je dlouha primérna doba od objevu 1é¢iva po jeho registraci a pro¢?

Jaké jsou metody screeningu?

Co si predstavujete pod pojmem validace cilovych struktur?

Co a ¢im je voditko (voditkova latka, lead compound) pfi vyzkumu a vyvoji nového 1éCiva?
Cim je charakteristicki metodika objevovani 1é¢iv zaloZzené na fragmentech?

. Co to je knihovna sloucenin?
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Na ¢em je zalozena kombinatorialni syntéza?

Pro¢ mize ucinek 1é¢iva zaviset na prostorové struktuie jeho molekuly?
Jaké mohou byt rozdily v biologické ucinnosti enantiomerti?

Kdy ma vyznam podévat Cisty enantiomer lé¢iva misto racematu?

Jaké ma chemik moznosti ptipravy chirdlnich 1é¢iv?

Jak muzete rozdélit racemickou latku na enantiomery?

Co to je a jak se zjistuje opticky vytézek?

Pro¢ mize konformace 1é¢iva ovlivnit jeho Gc¢innost?
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