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Uvod

Amyotrofickd lateralni skler6za neboli Lou Gehrigova choroba je
neurodegenerativni onemocnéni, které je jiZ pomérné probadané, ale presto je s nim
spojeno mnozstvi nezodpovézenych otazek. Nejcastéji jsou nemoci zasazeni muzi ve
véku 50-70 let. Na zacatku onemocnéni se nemoc projevuje oslabovanim svalstva a
nasledné ovlivituje i jemnou motoriku. V pozdéjsich fazich se pacienti o sebe
nedokaZzi postarat, ztraci schopnost mluvy a jsou ¢im dal vice zavisli na pomoci
blizkych. Nejzndméj$im pacientem této nemoci byl anglicky védec a teoreticky fyzik
Stephen Hawking (8.ledna 1942 - 14. bifezna 2018). Mezi znamé ceské osobnosti
trpici touto nemoci patii napriklad byvaly premiér Stanislav Gross ¢i Ceska
prekladatelka Dana Galova. I po nékolikaletém vyzkumu se stale netusi, co presné
toto onemocnéni zplisobuje. V poslednich letech védci zkousi mitit 1éCiva smérem
na enzym superoxiddismutasu 1 (SOD1). Pfi mutaci genu SOD1 ziskava tento enzym
toxické vlastnosti. Enzym ma funkci zbavovat télo toxickych superoxidovych
radikaldi, které poskozuji bunky. Pri mutaci enzymu SOD1 dochazi k poruse

homeostazy a enzym nefunguje, jak ma.

V této reSersni bakalarské praci bych rada popsala nejdilezitéjsi metody vyzkumu
avyvoje léciv. Nasledné se zamérenim na ALS a zadkladni poznatky ohledné 1é¢iv ALS,
které jsou zatim pouze ve vyvoji jak in silico, tak in vitro a in vivo. Ackoli bylo
vyzkumu léciv ALS jiZ vénovano znacné usili, kauzalni 1é¢ivo proti této nemoci neni
stale nalezeno, pouze se vyuZivaji symptomaticka léciva. Vyhledavani 1éc¢iva proti
ALS je pomérné dilezité, protoze by se mohlo vyuzivati pro jind neurodegenerativni
onemocnéni, jako je napriklad Alzheimerova choroba ¢i spindlni svalova atrofie.
V této bakalarské praci shrnuji pouze stiipek informaci o této velmi komplikované

nemoci. Dtikladné pokryti problematiky by si vyzadalo mnohem vice textu.
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1 Principy vyzkumu a vyvoje léciv

Za vyzkum mlZzeme povazovat jakoukoliv teoretickou ¢i experimentalni védeckou
praci, ktera vede k ziskani novych védomosti a poznatkd v dané oblasti. U¢elem
vyzkumu léciv je nalezeni vhodné chemické struktury, ktera ma vlastnosti
potencialniho 1éc¢iva (tzv. drug-like vlastnosti). Dale do vyzkumu léciv naleZi
posouzeni bezpec¢nosti a ucinnosti vybranych chemickych struktur, které se zjistuji
testovanim in vitro ¢i provadénim experimenti in vivo na zvitratech. Ve vyzkumné
Casti se také stdle vice zacinaji uplatnovat metody in silico, které pomoci
pocitacovych vypocti mohou znacné urychlit a zefektivnit design optimalnich
struktur potenciadlnich 1éc¢iv. Ve vyvojové casti se tyto ziskané informace
vyhodnocuji, vlastnosti kandidatnich chemickych struktur se dale optimalizuji, a
nejslibnéjsi chemické latky nasledné vstupuji do Klinické faze, kde dochazi
k testovani na lidech. Na rozdil od vyzkumné faze, kterd miiZe mit divergentni
charakter, pokud jde o pestrost studovanych chemickych struktur, ve vyvojové ¢asti
mnohdy dochazi jen k minimalnim chemickym obménam zkoumanych struktur,
jejichz cilem je zachovat klicové farmakologické vlastnosti (napft. selektivitu vici
vybranému biologickému cili, nizkou toxicitu), a zaroven napt. zvysit jejich
metabolickou stabilitu nebo prostupnost pies hematoencefalickou bariéru (HEB).
PrestoZe se metody racionalniho designu léciv stale zdokonaluji, praxe ukazuje, Ze
vétSina kandidati 1é¢iv selhava az v pozdéjsich fazich projekti pro vyzkum a vyvoj
1é¢iv, kdy jiZ byla vykonana zna¢na odborna prace a spotfebovany nemalé finan¢ni
prostiedky. Diky této zkusenosti miizeme charakterizovat vyzkum a vyvoj 1é¢iv jako
vysoce naroctnou a ekonomicky riskantni cinnost. Naroc¢nost, dikladnost a
nekompromisnost vyzkumu a vyvoje 1éCiv je ovSem nezbytnd, protoZe do klinické
praxe farmakoterapie nesmi proniknout latka, ktera by ohrozila Zivot a zdravi

pacientd.

1.1 Operacni management vyzkumu a vyvoje 1éciv
Ziskani nového léciva a jeho uvedeni na trh je dle soucasné odborné literatury
vSestranné narocCny proces, jehoz délka je v priiméru odhadovana na 10-15 let [1].
Proces uvedeni nového 1é¢iva na trh zacina u zdkladniho vyzkumu daného
onemocnéni, pokracuje specifickym vyzkumem a vyvojem, dale nékolika arovnémi
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klinického testovani, a nakonec je v optimalnim pripadé uzavien komplexnimi
pravnimi a ekonomickymi opatfenimi, které umoZni prodej a aplikaci 1éciva
v klinické praxi. Jednotlivé vyzkumné a vyvojové faze vyZaduji kooperaci nékolika
vyzkumnych skupin, které se zabyvaji specifickymi odbornymi cinnostmi. Je
dilezité, aby jednotlivé pracovni skupiny sdilely své poznatky a byly vedeny
profesionalnim managementem, jehoZ ukolem je strategicky volit nejvyhodné;jsi
cesty k ziskani 1é¢iva. Etapami vyzkumu 1é¢iv jsou predevSim urceni biologického
cile, syntéza a screening ligandovych knihoven, selekce predlohové struktury (lead
structure) a jeji optimalizace. Tato faze trva v primeéru dva az pét let. Vyvoj 1éCiv
zahrnuje zejména preklinické studovani vybrané kandidatni struktury, a nasledné
klinickou studii na lidech. Preklinicka faze vyzkumu obsahuje farmakokinetické a
farmakodynamické studie i toxikologické analyzy 1é¢iva na vybranych bunénych
liniich (napf. ovarialni bunky ¢inského krecika, CHO) ¢i organismech (napt. mys,
potkan). Z 10 000 slibnych latek jich primérné pouze 10 vstoupi do Klinického
testovani, protoZe mnoho studovanych latek vykaze nevhodné biologické vlastnosti

jiz béhem preklinické faze vyzkumu [2].

1.1.1 Vyzkumna faze l1éciv
Vyzkum léciv byva zahajen naro¢nymi studiemi, které po mnohaletém usili konci
vybérem nékolika vidcich ¢i predlohovych chemickych struktur (tzv. lead
structure) pro preklinicky vyvoj. Finan¢né nejnarocnéjsi ¢ast této faze je zakladni
badatelsky vyzkum. Tento vyzkum se snazi najit dc¢innou latku, kterd ma
predispozici stat se lé¢ivem na néjakou nemoc. Hlavni podminkou pro hledani
konkrétnich struktur potencidlnich 1é¢iv je nalezeni biologického cile. Tato
vyzkumna etapa zaméfuje svou pozornost k zdkladnim biochemickym pochodiim
na receptorové a bunécné urovni, které souvisi s vybranymi patologickymi procesy.
Biologickym cilem se miiZe stat napr. enzym, receptor, iontovy kanal, nukleova
kyselina, transportér nebo cytoplasmatickd membrana a lze ho nalézt napt. na
zakladé identifikace mutaci genomu, srovndnim transkriptomu zdravych a
nemocnych bunék ¢i proteomickou analyzou vzorkl od zdravych a nemocnych
jedinct. Jakmile je biologicky cil nalezen, je mozné hledat vhodné ligandy, které
ovlivituji jeho funkci pfihodnym zplisobem (napft. inhibice nebo aktivace). Druhou

kritickou casti vyzkumu se tedy stava vyhledavaci (screeningovy) program pro

12



kandidatni struktury a nalezeni malé molekuly neboli tzv. hitu, kterd vyvolava
alespoil minimalni Zadouci biologickou odpovéd pri interakci svybranym

biologickym cilem.

OdliSnou metodikou hledani hitovych struktur je fenotypicky screening, kdy se
testuji ligandové knihovny (napf. z rostlinnych vytazkli) na postiZenych buiikach,
tkanich ¢i celych organismech. Latky, které vyvolavaji priznivou biologickou
odpovéd, je mozné vyuZzit rovnéz jako markért potencidlnich biologickych cilti.
Diikladnou a systematickou analyzou dat ziskanych fenotypickym screeningem lze
tedy v principu ziskat informaci jak o vhodné strukture hitu, tak identifikovat
biologicky cil, jak o tom podrobné piSe napi. Nencka [2]. Tato metoda je ovSem
pouzitelna ve vyvoji humannich 1é¢iv pouze za urcitych podminek. Na druhé strané
vSak muze byt ve fenotypicky pojaté metodice hledani novych 1éciv vyuzito cennych
informaci ziskanych béhem klinického testovani vyrazenych potencidlnich 1éciv,
nebot v nich mliZe byt zaznamendan neZadouci ¢i vedlejsi biologicky tcinek, ktery by
mohl byt novym vyzkumem optimalizovdn na jiny, avSak KkyzZeny

farmakoterapeuticky ucinek.

1.1.2 Faze preklinického vyvoje 1éciv
Po vyzkumné fazi, ktera vrcholi nalezenim biologického cile a selekci nékolika
hitovych struktur, navazuje vyvojova faze designu léciv. Obé faze maji velmi
podobné charakteristiky a plynule na sebe prechazeji. Z metodologického hlediska
hovotfime o vyvojové fazi tehdy, kdyZ bylo shromazdéno dostatetné mnoZstvi
poznatki, které umoznuje eliminovat neperspektivni hity a zamérit se videalnim

pripadé pouze na ziskani a optimalizaci jediné predlohové struktury.

Faze preklinického vyvoje se déli na 3 ¢asti, které se vzajemné ovliviiuji a kontroluji
(viz Obrazek 1.1). Vtéto fazi se podrobnéji zkoumaji farmakokinetické a
farmakodynamické vlastnosti zvolenych hit, jejich toxicita. Na zakladé racionalnich
principii se organickou syntézou pripravuji biologicky vyhodnéjsi predlohové
struktury, které maji ve srovnani s hity mnohem silnéjsi uc€inek na biologicky cil.
Farmakokinetické testy se provadéji nejméné na dvou zvifecich modelech.
V toxikologickych studiich se u vybranych latek stanovuje akutni, subakutni a
chronicka toxicita, teratogenita, mutagenita, zmény v reprodukci a kancerogenita
hit( i jejich metabolitii.
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Zakladni

cinnosti
I I
Sir&i biologické Syntéza Vyvoj lékové
hodnoceni substance formy

Obrdzek 1.1. Zdkladni Cinnosti v preklinickém vyvoji léCiv. Vlastni tvorba.

V SirSim biologickém hodnoceni se provadi nékolik zkouSek, a to zejména:
farmakokinetické hodnoceni na modelech in vitro a na zvitatech in vivo. Dale
probiha detailni farmakodynamické studium mechanismu uc¢inku kandidatnich
struktur, zjistuji se vedlejsi ucinky predevsim na kardiovaskularni systém a
centralni nervovou soustavu, testuje se mutagenita a vliv na plodnost. Specialni
toxikologicka vySetreni, testovani farmakokinetiky, biodostupnosti,

biotransformace a distribuce latky se provadi na zvirecim modelu [3].

Podstatnym krokem, ktery umozZnuje modulovat nevyhodné farmakokinetické
vlastnosti nebo nizkou ucinnost hitd, je organicka syntéza racionalné navrzenych
derivati. K tomuto ucelu se vyuzivaji pristupy klasické medicindlni chemie (napft.
bioizosterni substituce) a in silico metody ndleZejici do kategorie pocitacem
asistovaného designu léc¢iv (napt. kvantitativni vztahy mezi strukturou a aktivitou,
core-hoping, molekularni dynamika). Uspé$né obmény chemickych struktur hitd
vedou k ziskdni predlohové struktury (tzv. hit-to-lead proces), ktera je nakonec
strukturné optimalizovana do podoby léCiva. Racionalni organicka syntéza novych
predlohovych struktur vyZaduje zpétnovazebnou kontrolu biologickymi testy, ktera
dokazuje, zda pripravené latky jsou vyhodnéjsi a zvolena metodika designu validni.
V této etapé je vyhodné vyuzivat nastroje, které umoznuji predikovat u navrzenych
struktur napf. rozpustnost ve vodé, lipofilitu, ¢i optimalni fyzikalné-chemické
vlastnosti pro prostup biomembranami V syntéze novych substanci je dilezita
optimalizace syntézy a analytické hodnoceni meziproduktd, produktd a jejich
metabolitli, ptiprava vzorkového léciva validacni Sarze pro nasledujici klinicky
vyvoj, vyhotoveni dokumenti s detailni charakterizaci 1é¢iva pro organy zamérujici

se na registraci léciva [3].
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Dilezitou pomtckou, ktera dopliiuje Usili organické syntézy o ziskani biologicky
nejvyhodnéjsi struktury, je farmaceuticka technologie. Jeji hlavni roli je vyvoj
vhodné 1ékové formy (napf. pridavek enkapsulacni latky, priprava enterosolventni
tablety), ktera zlepSuje absorpci a zajiStuje dostupnost 1éCiva v postiZzené tkani.
DalS$imi klicovym tématy ve findlni fazi pripravy navrhu aplika¢niho protokolu
léc¢iva je forma podani 1éciva a jeho davka, vyrobni plan 1éc¢iva pro potieby klinické

testovani [3].

1.1.3 Faze klinického zkousSeni 1éc¢iv
Klinicky vyvoj 1é¢iv se déli do tii fazi. V prvni fazi se 1ék podava 20-80 zdravym
dobrovolnikiim. Sleduje se farmakokinetika a metabolismus po jednom anebo
opakovaném podani. Zjisténé vysledky se poté uplatni v dal$i fazi klinického
testovani pri predbéZném urceni terapeutické davky a jejtho podavaciho intervalu.

Tato faze trva asi 6-9 mésict [2].

Ve fazi druhé je 1é¢ivo podavano 100-500 pacientlim trpici chorobou, pro kterou se
lé¢ivo vyviji. Znovu se zkoumaji nezadouci uCinky po jednorazovém nebo
opakovaném podani. Vtéto fazi polovina nahodné vybranych ucastnikli dostava
placebo, které neobsahuje Zadnou ucinnou latku (tj. miZe to byt napf. tableta
s glukosou). O tom, zda pacient uziva 1ék ¢i placebo, nevi ani pacient ani lékar. Trvani
této faze je 6 mésicl az 3 roky. Jejim smyslem je prokazat vyznamné ucinky

zkoumaného léc¢iva ve srovnani s farmakologicky neaktivnim placebem.

Treti faze klinického testovani se ucastni 1000-5000 pacienti trpicich chorobou,
pro kterou se lécivo vyviji. Vtéto Casti je velmi podrobna studie ucinnosti a
bezpecnosti testovaného lé¢iva. Znovu se vyuZziva testovanim s placebem. Je to

nejdelsi faze a miize trvat od 1 roku do 4 let [2].

Zjednodusené miizeme rici, ze pokud latka zdarné projde vSemi témito fazemi,
dostava se do faze schvalovani léciva. V této fazi je o 1é¢ivu vypracovan dokument
obsahujici vSechny informace zjisténé v pribéhu testovani. Dokument musi
obsahovat jednoznacné dokazani, Ze 1é¢ivo ma prohlaseny efekt, je bezpecné a
o registraci 1écivého pripravku. V USA mizeme stejny dokument najit pod ndzvem

New Drug Application (NDA). Postmarketingové sledovani 1éCiva (angl.
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Postmarketing surveillance (PMS)) je pojem, kterym se oznacuje kontrola tucinki
léc¢iva v populaci po uvedeni 1éciva na trh. V PMS se sleduji vedlejsi ucinky, které
nebyly zachyceny v klinickych zkouskach. Pokud nastane zavazny stav, mize dojit

ke stazeni 1éc¢iva z trhu [2].

1.2 Financovani vyvoje a vyzkumu originalnich 1éc¢iv
Origindlni lécivo je prvni zaregistrovany lék s konkrétni léc¢ivou latkou. Jednim
z charakteristickych ryst vyvoje a vyzkumu nového 1éciva jsou vysoké financ¢ni
naklady [4]. Naklady se v poslednich letech pohybuji mezi 2-3 miliardami EUR za
jedno zavedené 1écivo. Ruku v ruce s vysokou cenou jde i dlouhé obdobi mezi jeho
testovanim a prevedenim do praxe. Naklady na vyzkum a vyvoj neustale rostou
z diivodu vyssich narokli na bezpecnost novych léciv. Diive tato bezpecCnostni
kontrola 1é¢iv nebyla tak dikladnd, coz se v nékolika pripadech projevilo tézkym
poskozenim organismu (napft. po podavani Conterganu téhotnym Zenam). Timto
aktem se prodluZuje i doba preklinického a klinického testovani. Zvysuje se zde také
tlak mezi konkuren¢nimi spole¢nostmi o boj v prvenstvi pri registraci nového léciva.
Odhaduje se, Ze kazda desata latka, kterd je vybrand na zdkladé narocnych
hodnoceni v priibéhu jejiho vyzkumu, projde nasledujicim preklinickym a klinickym
vyvojem do Kklinického wuziti. Nejvyssi finan¢ni ztraty jsou zaznamendvany

v klinickém testovanti [3].

2 Historie vyzkumu a vyvoje 1écCiv

preparatii z lidového 1ékarstvi. Snahu o rozumem odtivodnény a fizeny vyzkum léciv
muzeme pozorovat od poloviny minulého stoleti. Nesmime vSak zapomenout ani na
iatrochemii, v 17. a 18. stoleti, ktera s sebou nesla zna¢né intelektudlni dsili a velky
zapal pro 1é¢bu nemoci, i kdyZ naSich méritek védeckosti nebylo dosaZeno. Jeden z
nejznaméjsich objevi 1éciva je napt. penicilin (vice v kapitole 2.2 Pribéh objevu
penicilinu), coZ je exemplarni demonstrace skutecnosti, jak je v medicinalni chemii
vedle Uzce chapané racionality dilezity a také prakticky prinosny princip tzv.

walpolovské serendipity Cili Stastné nahody [5].
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2.1 Pribéh objevu aspirinu
PiSe se rok 1758 a kaplan Edward Stone z hrabstvi v Oxfordshire jiZ po nékolikaté
trpi horeckou a revmatickymi bolestmi. Pouze zvlastni ndhodou rozzvyka vétvicku
bilé vrby (Salix alba), aniz by tusil, Ze takto zahdaji novou Kkapitolu v historii
farmakologie velmi zndmého 1éc¢iva. Edward popisuje chut vétvicky jako nadmiru
hotkou. Dalsi prekvapeni prislo ve chvili, kdy zjistil, Ze mu sniZila horecku a bolest.
Vymyslel proto zptisob, jak kliru vrby susit a drtit. Pak zacal experimentovat na
optimalizaci davkovani. V nékolika dalSich letech podal 1ék asi 50 lidem a vZdy doslo
ke zlepSeni stavu pacienta. Vroce 1763 napsal o uc¢inku vrbovych vétvicek do

Kralovské spolec¢nosti v Londyné, kde byl ale jeho objev zprvu ignorovan [6].

Piibéh aspirinu ale pokracoval na jiném misté a v jiné dobé dale. Ve 20. letech 19.
stoleti se Svycarsky 1ékarnik Johann Pagenstecher snazil vyextrahovat ti¢cinnou latku
z tuzebniku (Spirea ulmaria). Tuzebnik byl vyuZivan v prostém lékarstvi jako
analgetikum. Své poznatky poslal do ¢asopisu Swiss Journal, které si o 3 roky pozdéji
prrecetl chemik Lowig a extrahoval kyselinu zndmou pod nazvem kyselina salicylova

(Obrazek 2.1)

0 OH o OH
OH o) CH,
\”/
0
Obrdzek 2.1. Kyselina salicylovd, Mr= 138,12 Obrdzek 2.2. Kyselina acetylsalicylovd, Mr=
g/mol; log P=1,98; HBD=2; HBA=3 180,16 g/mol; log P= 1,24; HBD=1; HBA= 3

Kyselina salicylova, jejiz nékteré fyzikalné-chemické vlastnosti vypocitané
v programu MarvinSketch 20.04 jsou uvedené na obrazku 2.1., ma velmi negativni
vedlejsi ucinky. Po poziti drazdi Zaludecni sliznici a vyvolava silnou bolest. Z tohoto
diivodu ji lidé pozivali pouze v pripadé, Ze samotna bolest byla vétsi nez bolest

z iritace Zaludecni sliznice. Bylo béZznou praxi podavat toto 1é¢ivo v davce 6-8 grami.
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Posledni déjstvi pribéhu o zrozeni aspirinu se odehralo na konci 19. stoleti
v Némecku. Felix Hoffman, zaméstnanec firmy Bayer, mél otce trpiciho
revmatismem. Vroce 1895 se snazil upravovat kyselinu salicylovou, aby bez
vedlejsich priznakli pomohla jeho otci. Syntetizoval kyselinu acetylsalicylovou
(Obrazek 2.2.) a prinesl ji otci doml. Otec konecné zaZil bezbolestnou noc.
Hoffmantv kolega zacal kyselinu acetylsalicylovou zkoumat. Mél néjaké teorie, které
si chtél ovérit. Proto sdm spolkl tabletku kyseliny acetylsalicylové a po 12 hodin si
v pravidelnych intervalech vySetioval moc¢. V moci nebyla Zddnd znamka ptvodni
slouceniny, ale pouze Kkyseliny salicylové. Timto pokusem dokazal, jak se latka

opravdu rozklada.

Vroce 1898 se tito dva spolupracovnici dohodli na jméné léku: aspirin - a jako
acetyl, spir z botanického nazvu Spirea a in jako vhodné zakonceni. V nasledujicim

roce farmaceuticka firma Bayer nechala aspirin patentovat [7].

2.2 Pribéh objevu penicilinu
Vroce 1928 nalezl Alexander Fleming vzapomenuté Petriho misce, Ze spolu
s bakteriemi zde roste i plisenl. Okolo této plisné nerostly Zadné kolonie bakterii.
Pliseni proto dale zkoumal a pozoroval. Védci Howard Walter Florey a Ernst Boris
Chain diky Flemingovym poznatkim dokazali v roce 1939 izolovat cisty penicilin.
Za tento objev dostali v roce 1945 vSichni tti védci Nobelovu cenu. V naSich zemich

byl penicilin vyrabén od roku 1944 firmou pod dneSnim nazvem Zentiva.

Penicilin je po chemické strance karboxylovou kyselinou, jejiZ bicyklicka struktura
je sloZzend zaminokyselin cysteinu a valinu. Vsoucasné dobé existuje nékolik
derivatl toho -laktamového antibiotika (napf. F, G, X, K), pficemz se za standardni
variantu povazuje benzylpenicilin (G), vii¢i némuZ se srovnava biologicka aktivita
jinych antibiotik na vybrané spirochety a streptokoky. Molekula penicilinu G
(Obrazek 2.3.) vykazuje vyhodné fyzikalné-chemické vlastnosti, jak dokladaji

vybrané molekularni deskriptory vypocitané v programu MarvinSketch 20.04.
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Obrdzek 2.3. Vzorec penicilinu G, Mr= 334,39 g/mol; log P= 1,08; HBD=2; HBA= 4

3 Farmakokinetické a farmakodynamické
vlastnosti potencialnich 1éciv

Farmakologie se obecné déli na dva dtlezité podobory, které jsou v dnesni dobé
chapany jako zakladni pilife racionalniho vyzkumu a vyvoje léc¢iv. Prvni je
farmakodynamika, ktera zkouma ucinky léc¢iv na organismus, druha je
farmakokinetika, ktera analyzuje ucinky organismu na 1é¢ivo. Vice o
farmakodynamickych ucincich je mozné nalézt v kapitole 5, kde je popsan ucinek
lé¢iva na biologicky cil. Do zakladnich farmakokinetickych parametri miZeme

zaradit: elimina¢ni konstantu, distribu¢ni objem, poloc¢as rozpadu a clearance.

3.1 Farmakodynamika potencialnich 1éciv
Fyzikalné-chemické vlastnosti chemickych latek jsou pricinou jejich biologického
ucinku na organismus. Zfarmakodynamického pohledu je za tuto aktivitu
zodpovédna interakce chemickych latek s biologickymi cili, které maji vétSinou
povahu enzymi a receptorti (napfr. receptory spiazené s G-proteiny, GPCR), ale
mohou to byt také nukleové Kyseliny, cytoplasmatickd membrana nebo nejriiznéjsi
proteinové nosi¢e a transportéry (tzv. carriers a transporters). Miru
farmakodynamického ti¢inku na biologicky cil ve zjednodusenych in vitro modelech
béZzné udavame formou néjaké ekviefektivni koncentrace (napft. ICso, MIC) nebo
kvantifikovanou mirou biologické odpovédi na expozici biologického cile urcité

koncentraci studované latky (jde o tzv. ekvikoncentracni kritéria, jako je napfr.
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relativni reaktivace inhibovaného enzymu). Kvantifikace farmakodynamického
ucinku chemické latky, popripadé potencialniho 1éCiva, je kliCovou informaci, na
jejimz zakladé mohou védci rozhodovat o tom, kterd molekula miiZe byt povazovana
za nadéjného kandidata na lécCivo, ¢i kterou latku by bylo vhodnéjsi z vyzkumu
naopak vyradit. Zasadni problematikou, se Kkterou se pii posuzovani
farmakodynamickych Kritérii setkavame, je priliSnd zjednoduSenost vétSiny
farmakodynamickych experimentii. Na jedné strané jsou in vitro farmakodynamické
experimenty (napt. méreni hodnot ICso v systému enzym - pufr - ligand) vysoce
validni, protoZe platné vypovidaji o konkrétni molekuldrni interakci, na druhou
stranu nen{ automaticka projekce téchto dat na komplexni systém celého organismu

dobie zdlivodnéna, musi byt tudiz na tyto data pohliZzeno v perspektivé klinické

farmacie s dostate¢nou opatrnosti.

3.2 Farmakokinetika potencialnich léciv
V literatuie se velmi casto v pojednani o farmakokinetice vyuZziva didakticky
piinosny akronym ADME/T, Kktery v podstaté vyjadfuje problematiku
farmakokinetiky jako soubor 5 fenoméni: 1) absorpce, 2) distribuce, 3)
metabolismus, 4) eliminace/exkrece, 5) toxicita. Absorpci chapeme jako prvni krok
vstiebavani latky z mista podani (napft. dsta, Zaludek) do krevniho obéhu. Na
ucinnost absorpce latek ma predevsim vliv jejich lipofilita a rozpustnost ve vodé.
Latky, které maji tzv. vysokou biodostupnost, velmi dobie ptechazeji do krve,
mohou cirkulovat celym organismem a vyvolavat jak pozitivni, tak negativni
biologickou odpovéd. Vlivem distribuce, metabolizace, exkrece a interakci
s riznymi biologickymi cili se koncentrace latek casem vétSinou méni. V nasledujici

kritériich.

Distribu¢ni objem (V4, Obrazek 3.1.) udava pomér mezi mnozstvim léciva (M) v téle
a koncentraci v plazmé (c). Distribu¢ni objem neni realny objem. Udava objem, ve
kterém by se muselo lécivo rozpustit, aby byla koncentrace 1éCiva v krvi stejna.
Jednotkou distribu¢niho objemu je litr, ale Casto se vyjadruje ve vztahu k télesné
hmotnosti (I/kg). Léc¢iva maji tu vlastnost, Ze se distribuuji mezi krvi a tkani

nerovnomeérné. Cim vyssi je hodnota Vg, tim je koncentrace 1é¢iva v krvi nizsi [3].
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Obrdzek 3.1 Rovnice distribu¢niho objemu

Nazev 1éku | Distribu¢ni objem [1/kg]
Riluzol 3,4
Levodopa 0,36 -1,6
Endokapon 0,27

Exelon 1,8-2,7

Ebixa 10

Tabulka 3.1 Distribucni objem nékterych IéCiv na neurodegenerativni onemocneént, ¢erpdno z [8-11].

Pojem clearance oznacuje objem plazmy, ktera je zbavena léciva za jednotku casu.
Tato hodnota nevypovidd o mechanismu vyluc¢ovani, a proto se uvadi rendlni a
nerenalni clearance (napf. jaterni clearance). Rendalni clearance mtliZeme zjistit jako

podil celkového mnozstvi 1é¢iva vylou¢ené moci za urcity Cas.

Polocas eliminace l1é¢iva udava, za jak dlouho klesne koncentrace 1é¢iva v plazmé na
polovinu. Polocas eliminace t;/, je oznacovan za sekundarni farmakokineticky
parametr. Zjistime ho pomoci clearance (Cl) a distribu¢niho objemu (Vd4) podle
nasledujici rovnice:

0,693 * V,
=T

Obrdzek 3.2. Rovnice polocasu rozpadu.

Pokud hovorime o enzymatické reakci 1é¢iva s biologickym cilem, je dtlezité zminit
rovnici Michaelise a Mentenové. Ta podle vSeobecného nazoru patii mezi dilezité
parametry kinetiky uc¢inku bioaktivnich latek [12]. Rovnice Michaelise a Mentenové
(Obrazek 3.3.) je zjednoduSenym popisem reality. Charakteristikou Michaelis-
Mentenové rovnice je zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu,
ktera plati pouze v predpokladu vytvoreni rovnovahy a plati pouze pro pocatecni
rychlost reakce (v,), kdy se preméni maximalné 10 % substratu [S] na produkt [12].
Velic¢ina Kj; znac¢i Michaelisovu konstantu a V;,,,,, nam udava maximalni rychlost

enzymové reakce:
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Ve = Vmax [S]
© 7 Ky +[S]

Obrdzek 3.3. Rovnice Michaelise a Mentenové

V této kapitole je také dilezité strucné zminit, jaké chemické a fyzikalni vlastnosti
by potencionalni 1é¢ivo mélo mit. ProtoZe transport lé¢iva probiha krvi, je diilezita
rozpustnost 1éciva v krvi, avSak nesmime zapominat na rozpustnost v lipidech,
protoze léc¢iva musi prochazet pifes membrany, jeZ maji vyznamnou lipidickou
slozku. Pro lécivo, které se obvykle nedostava do bunék aktivnim transportem, ale
pasivni difuzi, je rovnéz vyhodné, aby meélo co nejmensi molekulu. Rychlost difuze
léku do buriky je zavisla tedy na jeho velikosti: ¢im mensi molekula, tim vyssi
rychlost difuze. Latka by také neméla obsahovat zadné vysoce reaktivni skupiny
nebo skupiny, které se vyskytuji ve vysoce toxickych latkach, které mohou mit

kancerogenni ¢i mutagenni ti¢inek na ¢lovéka.

Sledovani fyzikalné-chemickych vlastnosti potencialnich 1éciv je kliCovym prvkem
pro raciondlni vyvoj 1éc¢iv. O této problematice bude proto vice uvedeno v kapitole

6.1.3.

4 Biologicky cil a jeho chemicka modulace

Biologicky cil hraje kardindlni roli pri vyvoji 1éCiv, protoZe vii¢i nému hledame
aktivni latku. Je velmi dllezité znat biologicky cil a jeho mechanismus funkce. Tento
cil nemusi byt plivodcem nemoci, ale miiZe byt napt. patogenem vyuzivan, jak je
tomu v pripadé mechanismu ucinku nékterych antiinfektiv [13]. Po navazani
substratu do cilového mista mohou nastat dvé situace. V prvni situaci hovorime o
antagonistech receptord, inhibitorech enzymu ¢i blokadé iontovych kanald, kdy
nedochazi ke zméné biologického cile, ale 1atka navazana na aktivni misto znemozni
navazani jinych substrati. V druhém pripadé dochazi ke konformacni zméné
biologického cile. Nasledné muze dojit bud'to k aktivaci enzymu nebo dojde ke

zmeénam, které narusi celkovou funkci cile.
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Vyzkum a vyvoj 1é¢iv miiZze byt sméfovan k latkam, které maji obecné dva typy

ucinku na biologicky cil:

1) inhibice, antagonisticky efekt ¢i deaktivace,

2) aktivace nebo agonisticky efekt.

Ve vyzkumu léciv, a to zvlasté téch, které pusobi na receptory, se Casto také hovori
o modulatorech, coZz jsou latky, které méni funkci biologického cile. Objev
modulatort je tedy snadnéjsi nez objev ligandu s urcitym tc¢inkem na biologicky cil.
Modulatory jsou v pozdéjsich etapach vyzkumu a vyvoje upravovany tak, aby byl
optimalizovan napf. specificky nekompetitivné inhibi¢ni Gcinek nebo agonisticky

efekt.

S pojmem biologicky cil léc¢iva (drug target) se poji jméno Paul Ehrlich. Byl to
némecky chemik, l1ékar, imunolog a sérolog, ktery jako prvni navrhl kauzalni vztah
mezi biologickym ucinkem léciva a jeho vazbou na biologicky cil. Je povazovan za
jednoho zprvnich novatori screeningu. Sjeho kolegou Sahachirem Hatou
vyhledaval neskodna barviva proti infekcim. Otestovali skoro tisic slou¢enin na
zvirecim modelu. Diky této praci objevili lék sarvalsan (Obrazek 4.1.), za ktery dostal
vroce 1908 Nobelovu cenu. Tento 1ék se pouZival na 1écbu syfilisu (lat. Syphilis) az
do objeveni penicilinu. Z pohledu Lipinského pravidla spliuje salvarsan vSech pét
zakladnich pozadavki na uc¢innou absorpci po podani per os. Lipinského pravidlo

bude vysvétleno v nasledujicich kapitolach.
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Obrdzek 4.1. Struktura salvarsanu(2-amino-4-(3-amino-4-hydroxyfenyl)arsanylidenarsanylfenol),
Mg=439,0 g/mol; log P= 1,92; HBD=4; HBA= 2

4.1 Typologie biologickych cili
Vroce 1990 zacalo mapovani lidského genomu na plidach U. S. Department of
Energy (DOE) a National Institutes of Health (NIH). O 13 let pozdéji bylo toto
mapovani hotové a diky skokovému pokroku v technologii sekvenovani gentii se
vyzkum povedl o 2 roky drive, nez bylo planovano. Pomoci tohoto vyzkumu mizeme
piredpovidat kvantum proteint, u kterych nezname strukturu ani funkci, ale mohou
slouzit jako teoretické biologické cile pro racionalni vyvojléciv. Védci predpokladaji,
ze v lidském genomu je zakédovano az 3 tisice potencionalnich biologickych cild.

V soucasné dobé vyuzivaji 1é¢iva pouze 330 molekularnich cili [14].

Biologické cile se mohou nachazet uvnitt i na povrchu bunky. Ve vétSiné déji se
aktivni misto biologického cile nachazi na enzymu nebo na jaderném receptoru,
miZe se také nachazet v nukleové kyseliné. Na povrchu buiiky se biologické cile
mohou vyskytovat na prenasecich (tzv. transportérech), iontovych kanalech nebo
receptorech. Procentudlni zastoupeni téchto biologickych cili je zobrazeno na

obrazku 4.2.
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Obradzek 4.2. Graf s procentudInim porovndnim biologickych cilii aktudlnich Ié¢iv. Prevzato a upraveno

z[15].

Jednim z nejkritictéjSich bodi v problematice tzv. on-target racionalniho vyvoje
l1éc¢iv jsou informace o strukture biologického cile a 0 mechanismu jeho funkce. Je
proto nezbytné vénovat studiu funkce biologickych cili naleZitou pozornost,
protoZe k vyvoji 1é¢iv miiZe prispét pouze diikladna znalost cilového biologického
systému v celé jeho sloZitosti. Nasledujici kapitoly se tuto oblast vyzkumu léciv

pokusi struc¢né nastinit.

4.2 Enzymy jako biologické cile
Enzymy jsou biokatalyzatory slozené z proteinti. Maji velmi dilezitou roli ve vétSiné
biochemickych déjich, které se uskutecniuji v buiikkdch. Enzymy v naSem téle jsou
zivotné dulezité, protoze bez jejich existence by nemohly probihat za fyziologickych
podminek vitalni biochemické reakce. Jejich zménéna exprese, mutace, popiipadé
rizna poskozeni jsou proto velmi Casto pric¢inou riiznych onemocnéni. Misto, kde
probiha reakce substratu s enzymem, se nazyva aktivni misto enzymu. Toto misto
ma specificky tvar, na ktery se navaze substrat, a posléze zde probéhne obvykle
vysoce specificka ¢i dokonce enantiospecifickd biochemicka reakce. Pti reakci se
enzym konformacné zmeéni, aminokyselinami v aktivnim misté zasadné ovlivni
stereoselektivni ¢i stereospecifickou reaktivitu substratu, a tim umozni

charakteristické urychleni enzymovych reakci, které poskytuji rovnéz specifické

produkty. V souvislosti s modulaci aktivity enzym@ se rovnéz hovori v odborné
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literature o aktivatorech a inhibitorech. Aktivator enzymu je latka, ktera zvysuje
ucinnost enzymatickych reakci. Aktivatory jsou z pohledu farmaceutické praxe
v porovnani s inhibitory enzymu (latky, které snizuji aktivitu enzymu) naprosto
zanedbatelné. Podle reverzibility miizeme inhibitory délit na reverzibilni (vratné) a

ireverzibilni (nevratné).

4.2.1 Reverzibilni inhibitory enzymu
Inhibitory enzymi jsou castym pripadem léciv (napi. kaptopril) a z hlediska
racionalniho designu léciv predstavuje jejich vyvoj relativné nejméné komplexni
problematiku. U reverzibilni inhibice se inhibitor vaZe na vazebné misto enzymu
pomoci nekovalentnich vazeb (tzv. slabé intermolekularni interakce van der
Waalsova typu), a diky této vazbé je poté moZné uvolnéni inhibitoru ze struktury.
Zde se vyuziva rovnice Michaelise a Mentenové. Tuto rovnici miizeme znazornit
graficky jako zavislost rychlosti reakce na koncentraci substratu (Obrazek 4.3.).
Reverzibilni inhibitory se déli na kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni a

inhibitory vykazujici smiSeny druh inhibice.

Kompetitivni inhibitory souperi se substratem o vazbu na aktivnim misté enzymu.
Porovnani s reverzibilnim inhibitorem miizeme sledovat v obrazku 4.40brazek 4.4.
Rychlost enzymatické reakce (Vmax) se neméni, ale zvySuje se tzv. zdanliva
Michaelisova konstanta (K'm). ZvySenim koncentrace substratu je mozné vytésnit
inhibitor z vazby na enzymu, a tim muze dojit ke zvySeni rychlosti priibéhu reakce

znovu na Vmax.

Nekompetitivni inhibitory neméni hodnotu Michaelisovy konstanty (Obrazek 4.5.),
ale méni hodnotu maximdlni rychlosti reakce. Tyto inhibitory nesoutézi o tzv.
ortosterické misto v enzymu. Inhibitor se miZe navazat napf. na alosterické
centrum, dojde ke zméné tvaru molekuly enzymu a nemoZnosti navazani substratu

na aktivni misto.

Pokud se inhibitor navazZe na komplex enzym-substrat a zabrani katalytické reakci,
mluvime o inhibici akompetitivni (Obrazek 4.6.). Pro akompetitivni inhibitory plati,
Ze snizuji rychlost reakce i Michaelisovu konstantu, a to ve stejném poméru. U

tohoto typu inhibice musi dojit nejprve k navazani substratu na enzym. Z tohoto
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Rvchlost reakce v

diivodu nepomiiZe zvysSeni koncentrace substratu ke zvySeni aktivity enzymu, jako

tomu bylo u kompetitivniho inhibitoru.

U inhibitord, které vykazuji smiseny typ inhibice (Obrazek 4.7.), nejsou v poméru

rychlost a Michaelisova konstanta. V tomto piipadé miize dochazet jak ke zvyseni,

tak i ke sniZeni Michaelisovy konstanty.

V biochemickych analyzach reakéni kinetiky enzymi v prostiedi modulatori je

moZné ke stanoveni hodnot Km a Vmax vyuZit jak primych zavislosti reak¢ni rychlosti

na koncentraci substratu a modulatoru, tak tzv. dvojité reciproké zavislosti

(Linweaver-Burkeho grafy). Dvojité reciproké zavislosti se v biochemické praxi

vyuzivaji velice casto, protoZe maji nékteré didaktické vyhody. Informaci ale

obsahuji stejnou jako grafy primych zavislosti mezi reakcéni rychlosti a

koncentracemi.

Vinax

Vinax

Y2 Vinax

Y2 Vinax

Kn

Rvchlost reakce v

Kt

Obrdzek 4.3. Zdvislost rychlosti reakce na

Koncentrace [S]

koncentraci substrdtu reverzibilniho

inhibitoru.
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Obrdzek 4.4. Zdvislost rychlosti reakce
substrdtu na koncentraci reverzibilniho

inhibitoru (modrd &dra) v porovndni s

Koncentrace [S]

kompetitivni inhibic{ (Cervend cdra).
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Obrdzek 4.5. Zdvislost rychlosti reakce
substrdtu na koncentraci reverzibilniho
inhibitoru (modrd ¢dra) v porovndni s

nekompetitivni inhibici (Cervend cdra).
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Obrdzek 4.6. Zavislost rychlosti reakce
substrdtu na koncentraci reverzibilniho
inhibitoru (modrd &dra) v porovndni s

akompetitivni inhibici (Cervend ¢dra).
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Obrdzek 4.7. Zdvislost rychlosti reakce substrdtu na koncentraci reverzibilniho inhibitoru (modrd

¢dra) v porovndni se smisenou inhibici (¢ervend &dra).

V racionalnim vyvoji 1é¢iv se vyuziva jesté nékolika dalsich kvantitativnich kritérii,
které charakterizuji silu interakce mezi ligandem a enzymem ¢i receptorem. Za
zminku stoji predevsim inhibi¢ni konstanta Kj, ktera je klasickym vyjadrenim podilu
rovnovaznych koncentraci chemickych entit v systému ligand-enzym/receptor za
standardizovanych podminek. DalSim duleZitym méritkem uzivanym Kk popisu
intenzity interakce v téchto komplexech je Gibbsova energie AG, kterou predikuji
Cetné in silico metody nebo ji stanovuji nékteré experimentalni metody, jako je
izotermalni kalorimetricka titrace. V pripadé potreby je rovnéz mozné vyuZit
Cheng-Prusoffovu rovnici) a zminéné veli¢eny mezi

matematické vztahy (napf.

sebou prevadét.

28



4.2.2 Ireverzibilni inhibitory
Ireverzibilni inhibitory (napf. omeprazol) jsou navazany na cilovy enzym silnou,
resp. kovalentni vazbou, a tudiz vzniklé komplexy nemaji moZnost disociovat. Tyto
inhibitory nemohou byt vytésnény zkomplexu enzym-inhibitor ani vysokou
koncentraci substratu. Dochazi tedy ke kovalentni modifikaci enzymu, kterou miize
odstranit pouze chemicka reaktivace. Stejné jako reverzibilni inhibitory miizeme
ireverzibilni inhibitory rozdélit do nékolika skupin. Déleni je zaloZeno na povaze

interakce inhibitoru s enzymem. Délime je na:

e inhibitory ptlisobici v aktivnim misté,
e inhibitory zaloZené na mechanismu katalyzované reakce,

e inhibitory tranzitniho stavu.

Inhibitory, které jsou orientované do aktivniho mista (napft. aspirin), se navazuji
v aktivnim misté enzymu nebo v jeho bezprostiedni blizkosti. V tomto misté jsou
inhibitory vazany silnou kovalentni vazbou, ke které dochazi mezi reaktivni
skupinou (napt. nukleofilni, elektrofilni) skupinou enzymu a reaktivnim centrem

inhibitoru.

Inhibitoriim, které jsou zaloZené na mechanismu katalyzované reakce (napf.
penicilin), se miize tikat také sebevrazedné inhibitory, a to zdtvodu jejich
mechanismu ucinku. Tyto inhibitory se i¢inkem enzymu aktivuji a poté se navazou
na jeho aktivni misto. Po probéhnuti tohoto aktu se trvale zablokuje aktivni centrum
a dochazi ktzv. ,sebevrazdé enzymu®, nebot aktivaci netcinného inhibitoru si

enzym zplisobuje sdm.

4.3 Receptory

Receptory jsou bilkovinového charakteru a jsou umisténé v cytoplazmatické
membrané bunék. Diky nim je zprostfedkovavan prenos signalu z vnéjstho do
vnitiniho prostredi bunky. Ligandy jsou latky, které se vazi na receptor. Mohou to
byt hormony, neurotransmitery, ristové faktory, ale i léciva. Vazba léciva
s receptorem muze jak stimulovat, tak i potlacovat prirozenou funkci receptoru.
Vice o latkach (tzv. modulatorech), které ovliviiuji funkci receptorti, bude uvedeno

v nasledujicich kapitolach.
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4.3.1 Agonista receptoru
Agonista receptoru (napf. pilokarpin je neselektivni agonista muskarinovych
receptorli, muskarin - agonista muskarinovych receptorti) napodobuje funkci
prirozeného ligandu, a tim stimuluje funkci receptoru. Agonista a prirozeny ligand
receptoru si €asto jsou svou strukturou podobni a vyvolavaji kvalitativné i
kvantitativné srovnatelnou odpovéd. Diky jejich podobnosti se prirozené ligandy
vyuzivaji jako pocatec¢ni bod k vytvoreni navrhu téchto agonistli. Podle uc¢inku na
receptor se dale déli na plné a parcialni agonisty. Plny agonista vyvolava plnou
odpovéd’ receptoru. Parcidlni agonista vyvolava pouze c¢astecnou odpovéd i ve
vysoké koncentraci vii¢i receptoru. Z tohoto diivodu miizeme parcialniho agonistu
oznacovat i jako antagonistu, protoZe jednak plné neaktivuje receptor a soucasné

zamezuje vazbé prirozeného ligandu.

Zvlastnim typem agonistl jsou inverzni agonisté. Tito agonisté se vazi na stejné

misto a zplisobuji protichtidny efekt.

4.3.2 Antagonista receptoru
Antagonisté receptorti inhibuji efekt ptirozeného ligandu nebo agonisty na receptor.
Pokud neni pritomen prirozeny ligand, tak se efekt antagonisty viibec neprojevi.
Antagonisté se déli na kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni. Kompetitivni
antagonista se nejCastéji vaZe na stejné misto jako prirozeny ligand, a tim zamezi
odpovédi receptoru, ktera by nastala v pripadé navazani prirozeného ligandu.
Kompetitivniho antagonistu miiZzeme z vazby vyvazat pomoci zvySeni koncentrace
prirozeného ligandu, a tim dojde znovu k dosaZeni maximalni odpovédi receptoru.
Nekompetitivni antagonista se nejcastéji vaZze na alosterickém centru receptoru, a
tak zméni konformaci receptoru. V tom pripadé neni mozné navazani ligandu nebo
agonisty na receptor. Z tohoto diivodu nedochazi k obnoveni funkce receptoru i po
zvySeni koncentrace agonisty. Antagonisté receptorti (napi. skopolamin, ktery je
neselektivni antagonista muskarinovych receptorti) jsou analogické k inhibitoriim

enzymu.
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4.4 Jaderné receptory a iontové kanaly
Jaderné receptory jsou specificky typ receptort, které se nachazeji v cytosolu buriky.
Na tyto receptory se vazi ligandy, které ovliviiuji proces genové exprese. Jaderné
receptory jsou povazovany za nadéjné biologické cile pro mnoho onemocnéni, jako

je diabetes, Alzheimerova choroba a nékolik druhii rakoviny.

e

Iontové kandly umoziiuji prechod ionti pres plasmatickou membranu. Po
rozsahlych studiich lidského genomu existuji informace, Ze existuje vice nez 400
riznych iontovych kandlli [16]. Poruchy téchto kanald jsou Casto zodpovédné za
vznikld onemocnéni (napft. epilepsie [17]). lontovych kanalii je celd fada. Iontovy
kanal je protein, ktery se nachazi v plazmatické membrané a umoZziuje prichod
iontl pres tuto bariéru. Nejcastéji se déli podle toho, jaké ionty propoustéji nebo
diky kterym iontiim dochazi k podnécovani jeho funkce. Podle mechanismu iniciace

je mizeme délit na:

e napétové kanaly,

e svétlem fizené kanaly,

e mechanicky rizené kanaly,

e kandly rizené cyklickymi nukleotidy,

e kandly rizené ligandy.

4.5 Transportéry

o

Transportéry plni v organismu roli prenasect rtznych chemickych latek pres
cytoplazmatickou membranu. Tyto prenasSeCe se vyskytuji na povrchu bunék i

uvnitf buiiky a miZeme u nich najit substratovou specifitu a schopnost saturace.

Mezi nejznaméjsi membranové pirenasece patii pienasece ionti. Jedna se o takzvané
pumpy. Pumpy umoziiuji pohyb iontl pifes membrany proti koncentra¢nimu
gradientu. Funguje zde princip aktivniho transportu. Pri aktivni transportu se
spotfebovava energie, ktera vznika rozstépenim ATP a tim je moZné tento prenos

uskutecCnit i proti koncentra¢nimu gradientu.

Dal$im typem prenaSecl jsou prenaSece neurotransmiterti (napft. acetylcholin,

aminokyseliny glycin a kyselina glutamovd, dopamin, nonadrenalin). Ty prenaseji
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neurotransmitery ze synaptické Stérbiny zpét do neuronu. Patii mezi skupinu

dtlezitych biologickych cili pro psychofarmaka.

PrenaSece glukdzy jsou vyznamnymi prenaSeci z pohledu mediciny. VyuZivaji se
v protinddorové teranostice. Vbunécné membrané maji nadorové bunky téchto
prenasecli vice v porovnani s buttkami zdravymi. Nadorové bunky jsou zavislé na
dodavce energie, kterou ziskavaji z glukézy. Pokud ji maji nedostatek, dochazi

k inhibici bujeni a smrti nadorovych bunék.

Nejsite zastoupenou skupinou prenaseci jsou tzv. ABC Transportéry (ATP Binding
Cassette Transporters). Jejich vyuziti je v mnohocetné l1ékové rezistenci u

nadorovych onemocnéni [18].

5 Racionalni design chemickych struktur

Navrzeni nového léciva je velmi tézké a také drahé. Jako zasadni problémy spojené
s designem 1éCiv miZeme uvést nutnost uvazovat diisledky biotransformace l1éciva
v organismu, jeho vedlejsi ac¢inky a také odhaleni cile, na ktery 1ék plisobi. Pokud
zvazime naklady na vyvoj a testovani, vyrobu, patentovani a distribuci, tak
farmakoekonomické studie odhaduji ¢astky pohybujici se vjednotkdch miliard
dolart, presnéji $2.87 miliard (v roce 2013) [19]. Velka ¢ast téchto penéz je vyuzita
na klinické a biologické testy. Diky moznosti testovani in silico mize byt tento proces
zlevnén, urychlen a zaroven také usnadnén. Jako nejCastéjSi moznost testovani

potencialnich 1éc¢iv je v nynéjsi dobé vyuZzivan tzv. High Troughput Screening (HTS).

HTS je experimentdlni metoda vyuZivand v procesu vyvoje novych léciv. Z
technického hlediska se jedna o automatizovanou jednotku, ktera dokaze provadét
rutinni  biologické, chemické i genetické experimenty v kontinualnim
provozu. Systémy pro HTS jsou stale zdokonalovany, aby hodnoceni biologické
aktivity latek v rozsahlych ligandovych knihovnach provadély s vysokou citlivosti,
presnosti a také rychlosti. Ve farmaceutickém primyslu byla tato metoda vyuzivana
a vylepSena za uUCelem identifikace novych chemickych latek pro vyvoj 1éciv.
Vysledky téchto experimentu jsou zakladnim kamenem pro navrh léciva a také

porozuméni aktivniho mista v cili 1é¢iva. [20]
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Drive byla léciva vyhledavana v prirodé, nyni se nabizi napt. semisynteticky pristup,
ktery vyuziva chemické modifikace prirodné ziskanych sloucenin. V nasledujicim
grafu (Obrazek 5.1.) miizeme najit procentudlni zastoupeni registrovanych 1éciv od
roku 1981 do 2006 dle FDA, kde vychazime z celkového ¢isla 1355 registrovanych

1é¢iv.

m Vakciny

M Biologické |éciva

W Pfirodni latky
Upravené pfrirodni [atky

B Syntetické latky

B Syntetické latky mimikujici
pfirodni latky

B Syntetickd latka s farmakoforem,
odvozena z pfirodni

B Syntetické latka s farmakoforem,
mimikujici prirodni latku

Obradzek 5.1. Graf procentudlniho zastoupeni nové registrovanych léCiv od 01/1981-06,/2006 dle FDA,
upraveno z[21]

Ptfi hledani spravného 1éciva se v dneSni dobé postupuje podle ustdleného
pracovniho schématu. Nejprve je nutné nalézt a izolovat biologicky cil (2-5 let),
ktery je zodpovédny za chorobu. Nasledné dochazi k preklinickému testovani (1-3
roky) kandidatnich struktur na biologickém cili. Nalezeni hitové struktury ve
srovnani s hledanim biologického cile miiZe trvat az 5 let. Hitova struktura obvykle
neni finalni formou léku, nybrz jen dileZitym vychodiskem pro vyvoj predlohové
struktury, z niZ se dochazi po slozitych optimalizacich k preklinickému kandidatu
léc¢iva. Nasleduji klinické testy na lidech (2-10 let) a po zdarnych vysledcich si
musime pockat dalsi 2-3 roky na schvaleni organu pro registraci 1é¢iv v dané zemi

(napt. SUKL, FDA). Grafické zobrazeni téchto krokii miiZeme vidét na obrazku 5.2.
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preklinické testovani, postmarketingové

vyzkum a vyvoj klinicky vyzkum a vyvoj NDA review cledavART
1-3 roky 2-10 let 1-3 roky
(pramér 18 mésict) (prameér 5 let) (prameér 2 roky)
zprava
o bezpeénosti
! IZa’dosl Izpra’va Iregistrova’ni
pocaltecm o registraci o pribéhu SUKL
syntéza u SUKL registrace (v USA FDA)
(v USA FDA)

doba vyzkumu a vyvoje ve farmaceutickém prdimyslu
B doba posuzovéni a rozhodovani SUKL (v USA FDA)

Obrdzek 5.2 Vyvoj nového léCiva od vyvoje po registraci a uZiti v klinické praxi. Prevzato z [22].

6 Pocitacové metody navrhu léciv

Pocitacovy navrh nového léciva (tzv. computer-aided drug design, CADD) je diky své
racionalité povazovan za perspektivni nastroj pri vyhledavani 1éCiv. Velmi
vyznamnou aplikaci metody in silico je tzv. virtualni screening (VS), kdy je testovani
biologické aktivity provadéno na pocitacovém modelu biologické cile. VS se vyuziva
pro rychly predvybér latek pro dalsi testovani a optimalizaci pravdépodobnych
l1é¢iv. Pro vysokou ucinnost VS je nutné vyuZit sofistikované vypocetni programy
pocitacové chemie a provadét vyzkum na vysoce vykonnych pocitacovych
clusterech nebo superpocitacich [23]. V principu existuji dvé zakladni in silico

screeningové metody:

e ligandové zaloZené metody (ligand-based methods),

¢ metody zaloZené na struktuie biologického cile (structure-based methods).

6.1 Ligandové zalozené metody navrhu léciv
Ligandové zaloZené metody (angl. ligand-based) jsou ve srovnani se strukturné
zaloZzenymi metodami star$i a vyuZivaji se v pripadé, kdy nezndme strukturu
biologického cile. Vznik ligandové zaloZenych metod navrhu léc¢iv je spojovan
s pracemi Corvina Hansche v 60. letech 20. stoleti, které vychazely z postulati
fyzikalni organické chemie a opiraly se o aplikaci statistickych vypocetnich metod
[24]. Vychodiskem téchto pristupii je pouze znalost chemické struktury ligandi a
numericky Ci kategoricky vyjadrena biologicka aktivita. Na zakladé téchto vstupnich

informaci se predevSim urcuje, které casti molekul jsou zodpovédné za
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pozorovanou biologickou aktivitu a které molekuly by mohly byt v tomto smyslu
ucinné Ci neucinné. Validované ligandové zaloZené metody navrhu l1é¢iv mohou byt
vyuzity k vyhledavani podobnosti mezi molekulami formou rozsahlého virtualni
screeningu, a poslouZit tak k pomérné rychlému nalezeni hitovych struktur.
Z vypocetniho hlediska jsou ligandové zaloZené metody mnohem méné naroc¢né na
vypocetni Cas neZ strukturné zaloZzené metody. Je nutné ale také podotknout, Ze
ligandové zaloZené metody navrhu léc¢iv mohou byt zatiZené znacnou chybou.
Nékdy mliZeme proto v literatufe najit zminku i o treti kategorii CADD metod, ktera

nese nazev hybridni metoda. Kombinuje prednosti ligandovych a strukturné

zaloZenych metod.

6.1.1 QSAR metoda
QSAR neboli kvantitativni vztahy mezi strukturou a aktivitou (quantitative
pfi navrhu a analyze 1éc¢iv. Tato QSAR analyza se v moderni podobé pouziva od
rozhrani 50. a 60. let minulého stoleti. Nejprve se zacala vyuZivat ve farmakologii a
farmacii ve snaze najit co nejucinnéjsi léciva. V 80. letech se také objevila
v toxikologii, kdy se tato metoda vyuZivala pro odhad velikosti toxicity a

nezadoucich uc¢inki chemickych latek doposud netestovanych.

QSAR metody si kladou za cil odvodit matematicky model pro predikci biologické
aktivity pomoci regresnich nebo klasifika¢nich nastroji pro dolovani dat a strojové
uCeni [25]. QSAR modely se primarné vyuZivaji pro predikci biologickych ¢i
fyzikalné-chemickych vlastnosti latek, a diky témto informacim nasledné pro navrh
lé¢iv. QSAR modely popisuji kvantitativni vztah mezi chemickou strukturou a
biologickou ucinnosti, dale také predvidaji vlastnosti chemickych latek (napf.
toxicita, schopnost interakce s biologickym cilem, biodegradabilita), a to vSe na
zakladé molekularnich struktur biologicky aktivnich latek. V této metodé se takeé
uzivaji kvantitativni algoritmy pro stanoveni podobnosti molekul ve zvolenych
ligandovych knihovnach nebo se ligandové knihovny tzv. filtruji podle urcitych
molekuldrnich deskriptori. QSAR metoda se casto vyuzivd i pro zamezeni
zbytecnych zkouSek na zviratech, protoZe in silico metody mohou za urcitych

podminek poskytnout vysoce korelované informace jako testy na zviratech.
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Analyza QSAR je analyzou experimentalnich ¢i vypocitanych charakteristik ligandt
a nasledné zpracovani dat matematickou statistikou do podoby rovnice QSAR ¢i
QSAR modelu. Tato rovnice QSAR vyjadruje vztah mezi velikosti zmény v biologické
ucinnosti a velikosti zmény ve strukture molekuly (napf. zména substituenti -

homologie ¢i izosterie). Formalné miZeme rovnici zapsat jako (Obrazek 6.1.):
BA; = f(Xy).

Obrdzek 6.1. Matematické vyjddieni modelu QSAR, kde BAi je biologickd ticinnost ldtky i, fje

matematickd funkce a Xi je vlastnost prislusejici strukture Idtky [26].

QSAR model je tedy matematickym piedpisem, ktery udava BA latek jako funkci
molekularnich deskriptori Xi. Pfi QSAR analyze se obvykle postupuje tak, Ze se
nejprve pripravi pomoci vhodného pocitacového programu soubor molekularnich
modell studovanych latek (napt. v HyperChemu), pricemz se tyto modely mohou
optimalizovat naro¢nymi metodami kvantové chemie, nebot se casto jedna o
nizkomolekularni latky. Nasleduje faze generovani molekuldrnich deskriptord,
které mohou popisovat napt. pocet dvojnych vazeb v molekule ¢i vyjadiovat slozité
3D topologické indexy danych molekul. V dnesni dobé je béZné vypocitat pro jeden
ligand nékolik tisic molekularnich deskriptort, pficemz lze tento soubor rozsirit o
experimentalni fyzikalné-chemické veliCiny, jako je pKa ¢i chemické posuny
vybranych atomd znukledrni magnetické rezonance. Matice ziskanych
molekularnich deskriptori a soubor prislusnych biologickych aktivit (napft. ICso) se
nasledné pocitaCové zpracovava napt. metodami nékolikanasobné linearni regrese,
metodou castecné nejmensich ¢tvercli nebo pomoci umélych neuronovych siti.
Vysledkem vypocti je QSAR model, u néhoz byla ovérena statistickd vyznamnost

[27].

Tradi¢né se v QSAR vyuZzivaji bezrozmérné binarni molekularni deskriptory (napft.
Free-Wilsonovy deskriptory pritomnosti funkénich skupin) nebo jednorozmérné
molekularni deskriptory (napf. molekulova hmotnost, molekulovy objem) v duchu
Hanschova modelu s deskriptory lipofilnich, elektronickych a sterickych vlastnosti
ligandi. Aktualné jsou v praxi také vyuzivany mnohorozmérné QSAR metody, které
analyzuji napt. 3D elektrostatické pole ligandli (3D QSAR), zohlednuji konformacni
flexibilitu ligandG (4D QSAR), faktorizuji akomodaci tvaru receptoru (5 QSASR)
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nebo implementuji vliv rozpoustédla a solvatace (6D QSAR) [28]. Narocné QSAR
metody vyZaduji specialni software a je nutné je validovat pokrocilymi statistickymi

metodami.

6.1.2 Virtualni screening zaloZeny na farmakoforech
Pro tento typ ligandové zaloZeného screeningu neni dileZita opravdova struktura
biologického cile, nybrZz jeho rozloZeni center, které reaguji s farmakoforem
v molekule ligandu. Farmakofor je tedy skupina atomii v molekule ligandu, ktera se
vyznacuje specifickym postavenim sterickych a elektronovych chemickych skupin.
Také zasadnim zplisobem ovliviiuje interakci mezi ligandem a biologickym cilem
(napt. donory a akceptory vodikovych vazeb, hydrofobni a hydrofilni ¢asti molekuly
a dalsi). Nejcastéji se farmakoforovy screening provadi korela¢ni analyzou chemické
struktury ligandii ve vztahu ke znamé biologické aktivité, avsak model farmakoforu
muzeme vytvorit i na zakladé analyzy struktury makromolekuly biologického cile

[29].

Ligandova farmakoforova analyza miiZe byt zaloZena na rozloZeni struktury ligandt
na orientované vektory s mnoha proménnymi (napf. fingerprinty) a na nasledné
statistické analyze, ktera odhali vyznamné elementy v téchto vektorech.
Z vyznamnych elementl ligandovych vektor(i se poté rekonstruuje farmakofor.
Dal$im piistupem farmakoforové analyzy mtze byt 3D superimpozice konformeri
ligandli nebo elementarizace Tanimotova indexu podobnosti. K provedeni
farmakoforové analyzy témito metodami je nezbytna znalost biologické aktivity
ligandl. Dale je také nutné zahrnout do farmakoforové analyzy dostatecny pocet

ligandi, aby byl vysledny farmakoforovy model byl spolehlivy.

Farmakoforovy screening porovnava prostorové usporadani farmakoforu s ligandy
vdatabazi a hleda struktury, které jsou mu nejpodobnéjsi. V porovnani
s experimentalnim HTS je farmakoforovy screening zasadné méné casové narocny.
U experimentalniho HTS dochazi primo i neprimo k detekovani interakci mezi
malymi molekulami v ligandové knihovné oproti VS, ktery vyuziva filtrovani pomoci

urcitych pravidel a vlastnosti a tim dochazi ke sniZeni celkového ¢asu [23].
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6.1.3 Lékovy charakter a Lipinského pravidlo
V racionalnim vyvoji 1é¢iv se klade zna¢ny diiraz na véasnou eliminaci chemickych
struktur, které maji zvySenou pravdépodobnost selhani v klinické fazi testovani.
Vysoce zavaZzna problematika preliminarni selekce latek pro perspektivni design
l1é¢iv je v soucasné dobé reSena kontrolou tzv. lékového charakteru chemickych
struktur (drug-likeness). Paradigmatem tohoto pfistupu je Lipinského pravidlo péti
(tzv. rule of five, Ro5) ¢i pravidlo 3. Obé uvedena pravidla poukazuji na skutecnost,
ze klinicky uzivana léciva jsou biodostupna zejména tehdy, pokud maji vybrané
fyzikalné-chemické vlastnosti v urcitém rozsahu hodnot. V principu se tedy jedna o
ligandové zaloZenou metodiku, kterd se opira o statistickou analyzu zavislosti
farmakokinetické absorpce po podani per os Ci centralni dostupnosti na nékolika
molekularnich deskriptorech. Lipinského pravidlo popisuje, zda chemicka
sloucenina je vhodna jako 1éc¢ivo, avSak nepopisuje, zda je farmakologicky aktivni.

Pravidlo se sklada z péti podminek [30]:

e obsah maximalné 5 donora vodikovych vazeb (HBD),

e obsah maximalné 10 akceptorii vodikovych vazeb (HBA),
¢ molarni hmotnost mensi nez 500 g/mol,

e log P mensinez5,

e méné neZ 5 rotovatelnych vazeb.

Postupem ¢&asu se vsak zjistilo, Ze pouze polovina 1éké schvalenych Uradem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv v USA (FDA) neporuSuje ani jedno z kritérii Lipinského
pravidla [31]. Lipinského pravidlo si pfesto uchovava svou dilezitost, ackoliv se
dnes uplatiiuji vice nékteré jeho optimalizované formy, které berou v ivahu napft-.
topologickou plochu polarniho povrchu molekuly nebo pKa. VSechna tato post-
Lipinského pravidla se vsoucasné dobé opiraji o analyzu vypocitanych

molekularnich deskriptort s vyuzitim ligandové zaloZzenych metod in silico.

ProtoZe Lipinského pravidlo 5 patii mezi zakladni kritéria pro farmakokinetické
posouzeni chemickych struktur, pripojila jsem kvyznamnym latkdm v této

bakalarské praci prislusné molekularni deskriptory (MarvinSketch 20.04).
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6.2 Metody navrhu léciv zaloZené na strukture biologického
cile

Navrh léc¢iva na zakladé struktury cile je pfimy zptsob, jak navrhnout 1é¢ivo. Pokud
zname strukturu biologického cile, nabizi se ndm nékolik mozZnosti, které miizeme
vyuzit k vybrani spravného ligandu k této biomakromolekule. V dnesni dobé je tato
metoda navrhu léc¢iv vice vyuZzivana nez drive zminovana ligandové zaloZena
metoda. Vedle velice Casto uvadéného terminu strukturné zaloZené metody se
setkavame v literature rovnéz s oznacenim receptorové zaloZzené metody. Druhy
termin se jevi jako adekvatnéjsi, ale v souladu s praxi budu v této praci uvadét

termin strukturné zaloZené metody.

6.2.1 Virtualni screening zaloZeny na dockingu
Nejznaméjsi in silico metoda zaloZend na struktuie biologického cile vychazi
zvypocetni molekuldrné mechanické metody zvané molekuldrni docking.
Principem molekularniho dockingu je jednak nalezeni optimalni geometrie
vazebného mdédu v komplexu ligand-enzym/receptor a jednak predikce prislusné
vazebné energie tohoto komplexu. Molekuldrni docking lze provadét pomoci
Sirokého spektra pocitacovych programt (napi. AutoDock, Glide, Gold), piicemz lze
nastavovat rliznou miru slozitosti vypoctili, coz ma podstatny vliv na jejich rychlost
a spravnost dosazenych vysledkd. Metodika molekularniho dockingu je obecné
rozlozitelnd na 3 typické kroky. Prvnim krokem je peclivd priprava modelu
biologického cile, ktery se vzakladni podobé ve vétSiné pripadd ziskava
rentgenostrukturni analyzou, popfipadé se primo stahuje z online proteinové
databanky (rcsb.org). Nasleduje piiprava modeli ligandd, jejichZ molekula musi byt
ionizovana a geometrie optimalizovana v souladu s podminkami skute¢né interakce
s biologickym cilem. Poslednim krokem je priprava vlastniho vypoctu, ktery
zahrnuje definovani parametri tzv. silového pole, dale definici variabilnich torznich
uhli a flexibilnich ¢asti komplexu ligand-enzym/receptor, nastaveni tzv. skéringové
funkce, ktera aproximuje Gibbsovu vazebnou energii, a sloZitosti vypocetniho
algoritmu, ktery hleda globalni minimum Gibbsovy nebo totalni potencialni energie

systému.

Paralelizaci a distribuci molekularné dockovacich dloh lze realizovat strukturné

zaloZeny virtualni screening. Tento typ screeningu je zaloZen na opakovaném
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molekularnim dockingu jednotlivych ligandi zdatabazi ¢i uZivatelskych
ligandovych knihoven. Kazdy ligand se k makromolekule vaZe jinou vazebnou
energii, kterou molekularné dokovaci programy aproximuji skdrovaci funkci
(scoring function). Diky této skérovaci funkci mliZeme seradit jednotlivé ligandy

podle velikosti pravdépodobné sily vazby k biologickému cili.

Pro provedeni tohoto typu screeningu je potfeba znat strukturu cile, kterou mtizeme
ziskat pomoci vlastnich experimentid (napt. proteinovd NMR) nebo miiZeme pouZit
strukturu z verejné dostupnych chemickych databazi. Mezi nejznamé;jsi databaze, ve
kterych jsou obsaZeny struktury znamych makromolekul, patii EMDataBank,
Worldwide Protein Data Bank a RCSB Protein Data Bank. Treti moZnosti, jak ziskat
model biologického cile, je metoda homologniho modelovani, ktera predikuje jeho
3D strukturu na zakladé primarni sekvence. Abychom strukturné zaloZeny virtualni
screening mohli provést, musime vyuZit databaze ligandii. Mezi nejznamé;jsi a volné
dostupné databaze patii napriklad ZINC a NCI Open Database. Screening se poté
uskutecniuje pomoci specialniho softwaru, ktery opakované vyhledava a spojuje
ligandy s makromolekulou. Ligandy, které ve vypoctech ziskaji nejlepsi skore, jsou

pokladany za nejvyhodnéjsi kandidaty 1éc¢iv a postupuji do dalsich fazi vyvoje.

NejcCastéjsi variantou strukturné zalozeného VS je hledani ligandl, které maiji
nejvétsi afinitu k vybranému biologickému cili (tzv. on-target pristup). Spravnost
nastaveni vypocetniho softwaru je nutné ovérit na ligandech, které maji znamou
afinitu k vybranému biologickému cili, popfipadé je zndma i geometrie jejich
vazebného mddu. Validovand metoda VS by méla byt schopna dobie reprodukovat
experimentalni data a méla by s vysokou spolehlivosti rozlisit aktivni ligandy

s vysokou afinitou od neaktivnich ligand.

Druhou variantou strukturné zaloZeného VS je off-target screening, kdy se pro jeden
ligand hledaji v databazi biologické cile, na néz se ligand mlze vazat. Timto
pristupem lze napt. predpovédét vedlejsi ucinky zvoleného potencialniho léciva

nebo potencialni toxicitu

Na fazi vyuzivajici molekularni docking obvykle navazuje molekularné dynamicka
studie, ktera zohlednuje vliv teploty, ¢asu, rozpoustédla a iontli na geometrické a

energetické zmény komplexu ligand-enzym/receptor. Tyto vypocetné velmi
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naroCné studie obvykle poskytuji presnéjsi vysledky neZ molekularni docking.
Ziskané predikce se mohou v nékterych pripadech ve své presnosti a spravnosti
bliZit k experimentalnim mérenim (napr. metody perturbace volné energie nebo

potencidlu strednf sily).

6.2.2 Screening zaloZeny na podobnosti tvaru ligandt
Screeningové metody, které jsou zaloZené na tzv. flexibilnim molekularnim
dockingu, jsou znamé svou vypocetni naroc¢nosti. Screening knihovny s tisicem
ligandli pomoci flexibilniho molekuldrniho dockingu ve stiedni vypocetni obtiZnosti
vyZaduje zhruba 200 000 jadrohodin, coZ je na béZném pocitaci se 4 logickymi CPU
mozné realizovat za 5,7 let nepretrzitého provozu. V praxi se proto uplatiuji
jednodussi a méné vypocetné narocné metody, kterymi lze vyhodnotit rozsahlé
ligandové knihovny za podstatné krat$i dobu. Popularni alternativou je v tomto
pripadé virtualni screening na zakladé tvarové podobnosti ligandu a aktivniho mista
biologického cile. Model aktivniho mista lze také nahradit strukturnim
farmakoforovym modelem, a nasledné vyuzit ligandové zaloZenou metodiku pro
virtualni screening [2]. V nejjednodussi varianté, ktera rovnéz nalezi mezi ligandové
zaloZené metody, 1ze provést screening knihoven sloucenin a hledat virtualni hity
pouze na zakladé jejich podobnosti s nejucinnéjsim znadmym ligandem. Podobnost
se urCuje vroviné struktury a elektrostatickych vlastnosti. JelikoZ se ale vykon
pocitacovych technologii zvysuje, vyvijeji se dal$i metody tvarové podobnostniho
screeningu, jako je napf. metoda Phase Shape, kterd generuje presné 3D ligandy

s nejvyhodnéjsim tvarem pro zakotveni do aktivniho mista biologického cile.

6.2.3 Objevovani 1é¢iv na zakladé fragmentii
Atraktivnim pristupem v designu léciv se v posledni dobé stalo hledani malych
molekularnich fragmentti, které vykazuji malou afinitu k biologickému cili.
Principem této fragmentarni metody je inkubace biologického cile v prostredi
malych fragmenti a nasledné NMR analyze, ktera po dikladném prozkoumani
vysledkli vedla kodhaleni struktur fragmenti srelativné vysokou afinitou

k biologickému cili [2].

Tento pristup se dnes vyuziva také pro navrh novych ligandii pomoci vypocetni
techniky. Tato metoda je jednou s diilezitych technik medicinalni chemie. Principem
je molekularni docking malych molekul neboli fragmentti a selekce téch fragmentti
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které se vazou do aktivniho centra v biologickém cili. Pfrestoze pti testovani miize
byt vazba fragmentu na biologicky cil relativné slabd, kombinaci fragmentt do vétsi
molekuly pomoci specialnich algoritmi mizeme predikovat latku s velmi vysokou

afinitou k vybrané makromolekule.

7 Metody designu lécCiv v klasické medicinalni
chemii

Po dspésném nalezeni hitové struktury je dilezitd optimalizace hitu. Nejcastéji je
potieba zvysit aktivitu, selektivitu nebo potlacit toxicitu pro organismus. Na zakladé
empirického poznani byla ustanovena jednoducha pravidla pro vztahy mezi
strukturou a biologickou aktivitou (tzv. structure-activity relationships, SAR), ktera
vychazela z poznatku, Ze podobné latky maji podobny biologicky ucinek. Dale bylo
také velmi dobre znamo, Ze i na prvni pohled malo zretelné zmény struktury latek
(napf. zména absolutni konfigurace chiralniho centra) mohou mit podstatny vliv na
hledani 1é¢iv je zna¢né narocny proces a jen velmi malo struktur dosahuje Zadouciho
biologického ucinku. Klasické medicinalné chemické postupy tedy obecné navrhuji
jen malé systematické obmény hitu ¢i predlohové struktury, aby vsouladu s
receptorovou teorii nedoslo k poruseni stereochemicky determinované vazby mezi
ligandem a zvolenym receptorem nebo enzymem. Nosnym principem zde je napf.

analogie nebo zjednoduseni struktury léciv.

Pomoci medicinalni chemie dokdZeme pripravit nové analogy, a tim vylepsSit
vlastnosti vybraného hitu. RozliSujeme dva zakladni typy pristupi k pripraveé

analogti, a to homologii a bioizosterii.

7.1 Homologie
U homologie vytvarime analoga, které se liSi v homologické radé o urcitou
konstantni jednotku (nejCastéji se jedna o -CHz-). Pokud prodluZujeme délku
uhlovodikového retézce, dochazi také kristu lipofilni ¢asti, kterda ma vliv na

fyzikalné chemické parametry jako je log P (rozdélovaci koeficient oktanol/voda -
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urcuje prostupnost léciva pres plasmatické membrany), log S (mira rozpustnosti ve

vodé), Rf (retenc¢ni faktor).
Homologii mizeme dale rozliSovat podle derivati:

A) Monoalkylované derivaty - tyto derivaty se lisi pouze v délce postranniho
Fetézce,

B) Cyklopolymetylenové derivaty - k prodluZovani retézce dochazi v cykluy,
muze také dochazet ke zmensovani cyklu,

C) Polymetylenové derivaty — na molekule se nachazeji dvé riizna mista, kde se
miiZe postranni Fetézec prodluzovat,

D) Substituované kationty - specificky priklad homologie, dochazi k substituci

derivatli na kationtech (napft. nahrazenim -H za -CH3s).

Pti prodlouZeni retézce dochazi k optimalizaci koeficientu log P, ktery spoluurcuje
prostupnost pies biologické membrany a priichod do bunék. Avsak kviili tomuto
jevu dochazi zaroven k poklesu rozpustnosti ve vodé v misté plisobeni nebo dochazi
k tvorbé micel, které jsou vtomto pripadé nezadouci a zabranuji posun léciva
k biologickému cili. Pri prodluzovani fetézce mutze u nékterych latek dochazet
k ristu aktivity (od metylu k nonylu), a nasledné stejné rychlému poklesu aktivity

pri dal$im prodlouzent.

Pribuznou technikou k homologii potencialnich 1é¢iv je technika zdvojeni molekuly,
kdy se chemicky spojuji dvé stejné ¢i rozdilné molekuly (napf. kombinace
ampicilinu a sulbaktamu v molekule sultamicilinu). Cilem takového designu muze
byt zlepSeni absorpce 1éCiva, tvorba proléciva, popripadé zasdhnuti vice

biologickych cilti jednou latkou.

7.2 Izosterie a bioizosterie

Izosterie je povaZzovana za druh analogie. Pri izosterii dochazi k nahrazeni atomu
nebo skupiny, kdy odvozena sloucenina ma podobné biologické vlastnosti a zaroven
je zachovano rozlozeni elektronové hustoty a tvar molekuly. Klasické izostery jsou
molekuly, které maji stejny pocCet atomi a/nebo stejny pocet valenc¢nich elektronfi.
Neklasické izostery nemusi spliiovat tyto podminky a poZadavkem se stava

podobnost ucinki in vivo [32]. Izostery rozdélujeme do dvou skupin a to:
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e Izostery 1. radu - seskupeni s prvky, které patti do rizné skupiny, ale stejné
rady periodického systému (napft. -CHz-, -NH- a -0-, ...),
e Izostery 2. fadu - atomy prvki, které maji stejny valencni stav, avsak patii

do rtzné rady periodického systému (napf. -O- a -S- nebo -F- a -Cl-, ...).

V1ékarské chemii se vyuzivdA nazvu bioizosterie. Bioizosterii miiZeme
charakterizovat stejné jako izosterii, jen s rozdilem, Ze bioizosterni latky vyvolavaji

v

in vitro ¢i in vivo biologicky srovnatelné ucinky.

8 Neurodegenerativni onemocnéni

Predmétem této bakalaiské prace je strucné piedstaveni nejduilezitéjSich metod
vyzkumu a vyvoje 1é¢iv a moznosti jejich vyuziti pri optimalizaci farmakoterapie
amyotrofické laterdlni sklerézy (ALS). Drive nez pristoupim ksamotné
problematice neurodegenerativniho onemocnéni ALS, predstavim nékteré zakladni
informace o nervovém systému, které jsou nezbytné pro porozuméni ALS, jeji

etiologii a patofyziologii.

Nervovy systém (NS) v sobé zahrnuje mozek a michu a za jeho stavebni jednotky
jsou povazovany neurony. Neurony nemaji reproduk¢ni ¢i nahrazovaci schopnost,
takZe pokud se poskodi nebo zahynou, télo je nedokaze nahradit. Mezi nejznamné;jsi
NO patii amyotrofickd lateralni skleréza, Alzheimerova choroba, Parkinsonova

choroba ¢i Huntingtonova choroba.

Neurodegenerativni onemocnéni (NO) mizeme stru¢né charakterizovat jako zménu
probihajici v neuronech v mozku. Pfi tomto onemocnéni miizeme pozorovat
progresivni zanik neuroni, reaktivni zmnoZeni glii a ukladani proteinovych depozit
vintracelularnim i extracelularnim prostoru. NO jsou vtuto chvili prakticky

nelécitelné a maji za nasledek progresivni degeneraci nebo thyn nervovych bunék.

8.1 Struktura neuronu
Jadro nervové burnky se nachazi v téle neuronu. Na toto télo navazuje tzv. axon, ktery
byva obaleny myelinovou vrstvou. Myelinova vrstva urychluje pienos
elektrochemického vzruchu, ktery se do dal$i buiiky dostane pomoci synapsi
(Obrazek 8.1.).
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Obrdzek 8.1. Popis nervové buriky. Prevzato z [33]

Pfi priichodu vzruchu neuronem se na synaptickém konci nervové burnky uvolni
synaptické vezikuly prenasSece signalu do synaptické Stérbiny (Obrazek 8.2.). Tito

prenasSeci dosedaji na receptory na dalSi burice a tim dochazi k prenosu signalu.

Myelinova pochva

Synapticka vezikula

Aktivni zéna
Receptory

Synapticka sterbina

Obrdzek 8.2. Synaptickd stérbina. Prevzato z [34]

Spole¢nym znakem neurodegenerativnich onemocnéni je poruseni funkce neuronu,
poskozeni jeho cytoskeletu a vnitfnich transportnich mechanismd, které nakonec
vedou k jeho apoptdze. Slozita problematika neurodegenerace muize byt zkoumana
z nékolika rovin, pricemZ témér vSechna neurodegenerativni onemocnéni vykazuji

vz

multifaktorovou etiologii (tj. viceré priciny vzniku).
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9 Amyotroficka lateralni skleréza (ALS)

Amyotroficka lateralni skler6za (ALS) je idiopatické neurodegenerativni
onemocnéni, které je fatdlni a pro které zatim neexistuje Zadné kauzalni 1écivo.
Nemoc byla v literatuie poprvé pojmenovana francouzskym neurologem Jean-
Martinem Charcotem roku 1889. Oznacuje se za progresivni onemocnéni a
projevuje se degeneraci motoneuront piednich miSnich rohii, motorického kortexu,
motoneurontl hlavovych nervii a degeneraci kortikospinalni drahy. Z pocatku miize
neurodegenerace postihovat horni motorické neurony v mozku (upper motor
neurons, UMN) nebo dolni motorické neurony v mozkovém kmeni a mise (lower
motor neurons, LMN), ackoli rany projev onemocnéni je u UMN obvyklejsi. Na
zaCatku choroba zplisobuje atrofii velkych svali na koncetinach a hrudi, pozdéji
zasahuje do jemné motoriky. Pacienti s rozvinutou ALS se o sebe nedokaZi postarat,
prestavaji chodit, ovladat svaly tvare, ztraci hlas a postupné jsou paralyzovani.
Stavaji se z nich vézni ve vlastnim téle, pricemz senzorické neurony jim zlstavaji
funkéni. Pro vétSinu pacientli je zdvodu bulbarni dysfunkce a respiracni
nedostatec¢nosti toto onemocnéni fatalni po 3-5 letech od zacatku vyvoje nemoci.
V omezeném poctu pripadi a pii kvalitni paliativni péci mohou pacienti s ALS Zit

deset i vice let po propuknuti onemocnéni.

Existuji dva typy ALS, a to sporadicka (sALS) a familiarni (fALS)(dédi¢na forma, 5-
10 % pripada) [35]. Onemocnéni ALS ma u muzi vyssi vyskyt nez u Zen v poméru
1,2-1,6:1 [36]. Nejcastéji se tato nemoc projevuje mezi 50.-70. rokem. Incidence je

uvadéna 2/100 000 obyvatel/1 rok, coZ ji zarazuje mezi vzacnd onemocnéni [35].

Etiopatogeneze nemoci ALS je podrobné zkoumana po radu let, ale neni zcela
objasnéna. Od roku 1980 se provadéji také klinické testy riznych 1éciv ALS, ale
zadné Kkauzalni 1éCivo zatim nebylo nalezeno, coz byva zdivodnovano
neuspokojivym poznanim této nemoci. Je uvadéno pouze nékolik hypotéz o etiologii
ALS, jako je napf. virova infekce, porucha imunitniho systému, vliv exotoxint ¢i
hormonalni porucha, avSak neexistuji presvédcivé dlikazy, které by potvrdily
pricinu ALS. Mezi majoritni etiologické teorie ALS vSak nalezi predevsSim

genotypické teorie, které vznik ALS spojuji mutacemi zhruba 20 gen, z nichz

vivs
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superoxiddismutasa 1 (SOD1), RNA vazajici protein spojenych sarkomt (FUS) a
transaktivacni DNA vazajici protein 43 (TARDBP). Epidemiologickym zkoumanim
této nemoci bylo zjiSténo, Ze u fALS s mendelovskou dédi¢nosti se az u 20 %
pacienti vyskytuje defekt v genu superoxiddismutasy 1 (SOD1) na chromozomu 21.
(vice v kapitole SOD1 jako biologicky cil pro racionalni design 1é¢iv ALS). AZ 90 %
pripadli ALS je ovSem zastoupeno sporadickou formou sALS, u které zistavaji

genotypické priciny neobjasnény [37].

Z etiologického hlediska se ALS jevi jako multifaktorové onemocnéni, na jehoz
vzniku a rozvoji se podili souCasné nékolik patofyziologickych procesti. Mezi
nejCastéji zminované procesy, které podminuji vznik ALS, fradime tyto

patofyziologie:

a. patologicka glutamatova excitotoxicita,

b. tvorba volnych radikald,

c. agregace SOD1 a dalSich proteinti v cytosolu neurond,
d. neurozanét,

e. mitochondrialni disfunkce,

f. porucha axonalniho transportu.

Goetz ve své knize uvadi dal$i moZnou hypotézu, a to, Ze tuto nemoc miiZe
zplUsobovat naruSeni celularniho a axondlniho transportu vlivem agregace
hyperfosforylovanych neurofilament [38]. Schématické znazornéni patologického

vlivu vySe uvedenych faktori na neuralni buiiku lze vidét na obrazku 9.1.
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Obrdzek 9.1. Hlavni patologické procesy, které se povazuji za faktory vzniku ALS. Prevzato z [39]

Podle fenotypickych znamek ALS se rozliSuji dvé etiologické teorie, které castecné
vysvétluji nékteré aspekty tohoto onemocnéni. Prvni teorie vzniku ALS
predpoklada, Ze onemocnéni zacind degradaci kortikalnich motoneuront, které
monosynapticky reguluji zadni rohové buiiky v miSe a zplsobuji anterogradni
neurodegeneraci prostrednictvim glutamatové excitotoxicity. Rozklad neuronu je
ve findlnim stadiu zplisoben nadmérnym zvysSenim Koncentrace CaZ* v cytosolu

neuronu.

Druha teorie naopak predpoklada, Ze patofyziologie ALS zacina ve svalech diky
nedostatku  neurotrofntho  hormonu, ktery se nasledné neuvolnuje
z postsynaptickych bunék a nemilize byt retrogradné transportovan
presynaptickym axonem. Tuto teorii podporuje fakt, Ze synaptické poskozeni

piredchazi degeneraci motoneurond.

Z obou zminénych teorii etiologie ALS se vétsi vyznam priklada tzv. dopredné teorii,

ktera vysvétluje vznik této nemoci kauzalni posloupnosti od mutaci gena, chybného
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sloZzeni proteint a jejich agregaci, pres retenci nukledrnich faktord v cytosolu,
naruSeni biochemickych drah, poskozeni organel a cytoskeletu az po apoptézu.
Velmi diilezitou roli v neurodegeneraci ma také nadmeérna aktivace mikroglii, které

produkuji cytokininy, a vyvolavaji tak neurozanét.

9.1 Rozdéleni ALS podle Svétové neurologické federace

Svétova neurologicka federace (WFN) déli toto onemocnéni podle klinické formy do

nékolika kategorii:

e Kklasicka forma ALS,
e progresivni bulbarni paralyza,
e progresivni (spinalni) svalova atrofie,

e primarni lateralni sklero6za.

Pri klasické formé ALS se postiZeni centralniho i periferntho motoneuronu
vyskytuje asi v 65 %. V pripadé progresivni bulbarni paralyzy postiZeni dosahuje
25 %. Pri progresivni svalové atrofii (PSA) dochazi pouze k postiZeni periferniho
motoneuronu, a to do hodnot 8 %. DalS$im rozdélenim je primarni lateralni skleréza
(PLS), kdy centralni postiZeni je okolo 2 %. Existuje i typ monomelické spinalni
muskularni atrofie, kdy poranéni tkané zlstava bez vyraznéjSi progrese a je

lokalizovano pouze v koncetinach.

9.2 State of the art diagnostiky ALS

Vtéto dobé stile neexistuje spolehlivy diagnosticky test, ktery by nemoc ALS
jednoznacné potvrdil. Nemoc miiZeme s urcitou pravdépodobnosti identifikovat
pomoci analyzy klinického priibéhu a naslednym vylouc¢enim ostatnich onemocnéni
s analogickym vyvojem (tzv. diferencidlni diagn6zou). Mezi klinické priznaky ALS,
které nejsou specifické, naleZi zhorSena nervosvalova koordinace, poruchy reci (tj.
disartrie), poruchy polykani, palatalni slabost, ubyvani na vaze, hypermetabolismus,
emocnfi labilita, fyzicka slabost a kognitivni disfunkce. Podobné priznaky vSak maji i
jiné neurodegenerativni onemocnéni, jako je napi. frontotemporalni demence.
V literatuie se objevuji kritické studie, které dokladaji, ze v 8 % pripadd diagndz

dochazi k falesSné pozitivni identifikaci ALS. K faleSné negativnimu vylouceni ALS
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dochazi az ve 44 % pripadi diagn6z. Nejcastéji je pti faleSné pozitivni diagnéze ALS

zaménéno za multifokalni motorickou neuropatii nebo Kennedyovu nemoc [39].

Vyssi spolehlivost diagndzy ALS miiZe byt podpoiena sledovanim tzv. El Escorial
kritérii, které byly publikovany na konferenci ve Spanélsku roku 1990 [40]. Vedle
dikladného vysetreni funkce UMN a LMN je to napft. sledovani mimovolného
svalového trhani (zvlasté na jazyku) a zaskubi svalovych snopecki ve velkych
svalech (napt. fascikulace ve Ctyrhlavém svalu stehennim). Kromé hledani
klinickych priznakd ALS jsou pro diagndézu lege artis samoziejmé nezbytna

instrumentalni vySetieni [41].

Zakladnim instrumentalnim vySetienim ALS je tzv. elektromyografie (EMG). EMG je
elektrodiagnostickd metoda, ktera se vyuziva k diagnostice poruch nervosvalového
aparatu. Méri se elektricky potencial vznikly ¢innosti kosterni svaloviny. VyuZivaji

se jak povrchové, tak i jehlové elektrody.

Electromyograpny.

Obrdzek 9.2. Vysetfeni EMG pomoci povrchové Obrdzek 9.3. Vysetieni EMG pomoci jehlové
elektrody. Prevzato z [42] elektrody. Prevzato z [43]

EMG v piipadé pocinajici ALS nezachyti vyrazné odchylky od normalniho stavu. Pri
zaCinajici progresi ALS lze u pacienti pomoci EMG jiz zaznamenat sniZenou
amplitudu elektrochemické aktivity motoneuroni ve svalech a rovnéz je
zachytitelny relativni pokles neuralni vodivosti, a to jak u motoneuront, tak u
senzorickych nervi. Dle souCasné navrzenych Awaji kritérii pro EMG diagnostiku

lze ALS urcit se senzitivitou 81 % a specificitou az 92 % [44].

Dal$i diagnostika ALS je provadéna pomoci magnetické rezonance (magnetic
resonance imaging, MRI). MRI je neinvazivni zobrazovaci technika vyuzivana ve

zdravotnictvi k zobrazovani vnitfnich organt. V tomto ptipadé na zobrazeni mozku
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(Obrazek 9.5.). Mizeme porovnat MRI zdravého ¢lovéka (Obrazek 9.5.) a muZze (35
let), ktery trpi ALS (Obrazek 9.4.). Na obrazku 9.4. je mozné si povSimnout bilych
skvrn ve stifedu MRI, které jsou zplsobené pravé nemoci ALS. Tzv. MRI

hyperintenzita je v pfipadé ALS pozorovana i v kortikospinalnim traktu.

Obrdzek 9.4. MRI muZe trpici ALS. Pfevzato a Obrdzek 9.5 MRI hlavy zdravého ¢lovéka.
upraveno z [39] Prevzato z [46]

Kromé rutinnich MRI vySetreni (napr. T2 vaZena FLAIR sekvence), je velmi prinosné
vyuzit pokrocilé MRI varianty, které mohou zachytit dal$i patologické zmény mozku
a michy, a podpotit tak spolehlivost diagn6zy ALS. Dilezité informace o objemu bilé
mozkové hmoty prinasi voxelovd MRI morfometrie, metabolickou aktivitu
vriznych ¢astech mozku muZe charakterizovat funkéni BOLD MRI experiment,
pohyb molekul vody ve tkani lze zachytit pomoci MRI metody pro zobrazeni a
traktografii difuzniho tensoru. Dale je moZné pii diagnostice ALS vyuzit tzv.
molekularni zobrazovani, jehoZ principem je aplikace radioaktivniho ligandu (napft.
inhibitor benzodiazepinového receptoru 11C-flumazenil) do krve, nasledné navazani
ligandu na receptory vmozku a zobrazeni komplexovaného ligandu pomoci
pozitronové emisni tomografie. Velmi vyznamny vyzkumny potencial ma rovnéz
metoda transkranialni magnetické stimulace, pomoci niZ lze neinvazivné pri plném
védomi pacienta stimulovat néktera centra v mozku, a sledovat nasledné miru

reakce téla (napft. Skubnuti nékterého prstu na ruce) [47].

Dalsi diilezitou pomickou v diferencidlni diagnostice ALS je histologické vySetieni

vzorkl svalové tkané z biopsie a proteomicka analyza cerebrospindlni tekutiny
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(cerebrospinal fluid, CSF). Nespecifickym markerem, ktery se pri diagnostice ALS
sleduje v CSF, je protein TDP-43, tau protein nebo lehka a fosforylovana
neurofilamenta. Aktudlni vyzkum ALS také poukazuje na moZnou souvislost
progrese tohoto onemocnéni s hladinami cholesterolu, triglyceridii a mastnych
kyselin. Klicové objevy v oblasti patofyziologie ALS miiZe také prinést soucasny
bioinformaticky vyzkum zaméreny na specifické svalové mikro-RNA tetézce, které

reguluji svalovy metabolismus [48].

Diagnostika pacienta miiZe trvat az 9-12 mésicti, v zavislosti na dobé navstiveni
neurologa, objeveni prvnich pfiznakii a zda ma nemoc typicky priibéh. Kromé
diagnostickych nastroja je pro identifikaci ALS také dilezitd anamnéza pacientf,
ktera mize odhalit pfitomnost rizikovych faktort. Jedna se napi. o zranéni hlavy,
vysokou fyzickou aktivitu, intenzivni sportovani, sluzbu v armadé, koureni, Spatnou

vyzivou nebo mladistvost matky pti poceti.

Velmi novou zkousSenou l1é¢ebnou metodu je bunécna terapie, ktera se zabyva lécbou
kmenovymi bunkami. VétSina studii se opird o hypotézu, Ze kmenové burky
(kmenové, mezenchymalni a neuralni) jsou schopny podpofrit preziti motoneuronu

nékolika riznymi mechanismy a to:

e sekreci ristovych faktort [49],
e imunomodula¢nim plisobenim na aktivované astrocyty a mikroglie [50],

e diferenciaci do podoby funk¢ni glie [51].

Piestoze mnoho experimentalnich praci ukazuji pozitivni efekt bunécné terapie na
pribéh nemoci, dosud publikované klinické studie tento efekt neprokazuji. Diivod

je, Ze se studovala bezpecnost 1é¢by a zplisob aplikace, nez vliv na priibéh nemoci.

9.3 Soucasna farmakoterapie ALS
Soucasna farmakoterapie se zaméfuje pouze na symptomatickou 1écbu, nebot
kauzalni terapie nebyla nalezena. Nejznaméjsi 1éky spojené s farmakoterapii ALS
jsou riluzol (Obrazek 9.6.) a edaravon (Obrazek 9.7.). Pri podavani léku riluzol bylo
vypozorovano zpomaleni progrese choroby zejména v pocatecnich stadiich

onemocnéni. Vedou se spory o jeho efektu na ALS, avSak studie prokazaly, Ze davka
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100 mg riluzolu (doporucena denni davka) prodlouzilo Zivot pacienti [52]. Tento

pripravek slouzi jako inhibitor ptisobici v kaskadé emise glutamatu.

Neuroprotektivni riluzol ovliviiuje nékolik biologickych cilti v CNS a jeho presny
mechanismus Ucinku pri terapii ALS neni znam. Obecné je tento zastupce centralné
aktivnich 1éc¢iv benzothiazolové tridy povaZovan za antagonistu glutamatu, ktery
reguluje jeho excitotoxicky ucinek na motorické neutrony. Jeden typ ucinku riluzolu
spociva v blokaci napétim rizenych sodikovych kanal v nervovych zakoncenich
glutamatergniho systému. Sodikové ionty nemizou pronikat do buiiky a vytvaret
napétovy gradient, ktery je hlavnim energetickym zdrojem glutamatovych
transporterd pii reverznim efluxu glutamatu. Dale bylo zjisténo, Ze riluzol inhibuje
N-methyl-D-aspartatové a kainatové receptory, a také potencuje receptory y-

aminomaselné kyseliny [53].

Pokud bychom méli hodnotit 1éc¢ivo na zakladé Lipinského pravidla, zjistili bychom,
ze riluzol spliuje vSechny zakladni parametry. Lék edaravon je pomérné nové
uvedeny na trh. V roce 2015 bylo registrovano v Japonsku a od kvétna roku 2017 je
registrovan v USA. Pti dvouletém uZivani u nékterych nemocnych postupnou ztratu
hybnych funkci o 30 % [54]. Edaravon zmirnuje ucinky oxida¢niho stresu, ktery
miZe souviset s degeneraci motoneuronu. UdrZuje zdravé motorické nervy, a tim
zachovava funkci svalli. Nevyhodou edaravonu je, Ze se musi podavat intravenézné
[55]. Soucasna farmakoterapie slouZi pouze k symptomatické 1é¢b€, kauzalni terapie
nebyla nalezena. Z pohledu fyzikalné-chemickych vlastnosti riluzol i edaravon
spliiuji podminky Lipinského pravidla. Hodnoty téchto sloucenin byly vypocitany
v MarvinSketch 20.04.
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Obrdzek 9.6. Struktura riluzolu (2-amino-6- Obradzek 9.7. Struktura edaravonu (5-methyl-
(trifluormethoxy)benzothiazol), Mg= 234,20 2-fenyl-4H-pyrazol-3-on), Mr= 174,20 g/mol;
g/mol; log P= 3,40; HBD=1; HBA= 3 log P=1,53; HBD=0; HBA=2

Pfi studiich na zviratech se lécba ALS zkouSela pomoci vysokych davek
vitaminu B12, ktery také prokazoval zpomaleni progrese motorickych funkci [56],

avsak jeho Klinicky efekt na lidech nebyl doposud osvédcen.

U pacientli s bulbarnim postiZzenim se miize vyskytovat zvySena salivace, ktera
v nékterych pripadech podporuje bakteridlni onemocnéni tstni dutiny. Salivace se
miuZe potlacit podanim anticholinergik (napi. amitriptylin, atropin) nebo se vyuziva
lokalni aplikaci botulotoxinu do slinnych zZlaz, kdy klinicky efekt trva asi 3-4 mésice
[57]. Amitriptylin ma vliv na vice symptom?. Tim je vySené slinéni, mocové poruchy
a deprese. Mlizeme se setkat i s podavanim diazepamu, ktery slouzi na sniZeni
vzniklé tzkosti a fascikulace. Casto vyskytujicim symptomem byvaji kie¢e, na které
se vyuZziva napf. baclofen ¢i vitamin E. Podle Siroké metaanalyzy z databaze
Cochrane nebyly potvrzeny ucinky téchto 1ékt [58]. V konecné fazi Zivota mnoho
pacientd vyuZziva plicni ventilaci a nutri¢ni péci, protoZe nemohou sami dychat,

Zvykat ani polykat.

V soucasné dobé v Australii probihaji testy na slouceninu médnaté soli (2E,2'E)-2,2'-
[(2E,3E)-2,3-butandiyliden]bis(N-methylhydrazinkarbimidothioatu) (Obrazek
9.8.). Testovani se nachazi ve fazi I/II klinické studie u ALS pacientl. Existuji
predpoklady, které naznacuji, Ze by tato molekula mohla fungovat nejen u pacientt
s ALS, ale i u pacientq, kteri trpi jakoukoliv nemoci, ktera zpisobuje poskozeni

bunék oxidativnim a nitrosativnim stresem [59].
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Obrdzek 9.8. Médnatad sul (2E,2'E)-2,2'-[(2E,3E)-2,3-butandiyliden]bis(N-
methylhydrazinkarbimidothiodtu, Mr= 319,89 g/mol; log P= 0,95; HBD=0; HBA= 4.

10 Struktura, funkce a vlastnosti SOD1

Superoxiddismutasa 1, zndma pod zkratkou SOD1, je enzym, ktery je kédovan
genem SOD1. Tento gen se nachazi na chromozomu 21. SOD1 na sebe vaZe méd'naté
a zineCnaté ionty, piricemz jeho hlavni funkci je rozklad toxické nabité molekuly
kysliku zvané superoxidovy radikal. Katalyticky ucinek superoxiddismutasy 1 na

superoxid miiZzeme vidét nize:

SOD1
20,” +2H* = 0, + H,0,

Superoxidy jakoZto reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species, ROS) jsou
vedlejSimi produkty normalnich bunécnych procesti. Musi se pravidelné rozkladat,
aby nedoSlo k poSkozeni bunék. Mutace, které postihuji SOD1, vedou k poruse
homeostazy méd'natych iont v miSe a tim snizuji uc¢innost SOD1. Bylo zjiSténo, Ze
nejméné dvé stovky mutaci v genu SOD1 mize mit vazbu na patofyziologii ALS [60].
Vétsina téchto mutaci méni jeden z proteinovych stavebnich blokl v enzymu
superoxiddismutasy 1. SOD1 je jednou ze tii lidskych superoxiddismutas. SOD2 ve
své strukture ukryva Mn?2+ a shlukuje se do podoby homotetrameru. SOD3 je
povazovana za extracelularni superoxiddismutasu a agreguje se do podoby

homotetrameru [61].

55



10.1 Vlastnosti superoxidi
Superoxidy, starSim ndzvem hyperoxidy, jsou chemické slouceniny, které se
v anorganické chemii vétSinou skladaji z kationtu kovu a superoxidového aniontu
s chemickym vzorcem Oz Jak bylo jiZ vySe zminéno, v organismu vznikaji jako
vedlejsi produkt volné probihajicich redoxnich buné¢nych procesti. V tomto ptipadé
ma Kyslik formalni oxidacni ¢islo 0.5 a délka vazby je 1,33 nm. Tim leZi v fadé délek
vazeb u kysliku mezi vazbou 029 (s hodnotou 1,21 nm) a vazbou v Oz (s hodnotou
vazby 1,49 nm). MiiZeme je pripravit reakci peroxidl s kyslikem za vyssiho tlaku
nebo pfimou syntézou z prvki pri teploté 450 °C a tlaku 15 MPa [62]. Superoxidy
jsou produkovany ve velké mife enzymem NADPH-oxidasa, kterda je soucasti
fagocytarnich bunék. Dale také vznikd v dychacim retézci na vnitfni membrané
mitochondrii. Predchozi studie superoxidii ukazuji, Ze maji za nasledek rozvoj

chorobnych zmén a také pravdépodobné starnuti bunék oxida¢nim vlivem [63].

10.2 Struktura SOD1
SOD1 je globularni protein s hmotnosti 16 kDa, ktery se nejcastéji vyskytuje jako
homodimer (32 kDa) (viz Obrazek 10.1.). Strukturné kazda z podjednotek obsahuje
ve stfedni Casti molekuly konformaci B-skladaného listu a sedm smycek na
perifernich Castech, které jsou k sobé vazany pomoci nevazebnych i vazebnych
interakci, jako jsou disulfidické vazby, vodikové vazby nebo koordinacni vazby s

Cu?* a Zn?* ionty. Tyto kovové ionty jsou velmi diilezité pro katalyzu aktivity SOD1.
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Obrdzek 10.1. Struktura SOD1 v podobé homodimeru s ionty Cu?* a Zn?*. Prevzato z online databdze

rcsh.org (PDB ID: 4A7G)

SOD1 se exprimuje z 21. chromozomu (zobrazeno na Obrazek 10.2.) a jeho sekvenci

tvori 153 aminokyselin. SOD1 je klasifikovana jako oxidoreduktasa.
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Obrdzek 10.2. Misto transkripce SOD1 na chromozomu 21. V horni édsti obrdzku je mald chromatida

(p), dole je velkd chromatida (q) chromozomu 21.

10.3 Funkce a vlastnosti SOD1

v

Superoxid je nejbéznéjsi volny radikal, ktery vznika v lidském téle. Nachazi se
v cytoplazmé, v mezimembranovém prostoru mitochondrii a také na synapsich. Je
velmi reaktivni a relativné neSkodny oproti metabolitlim, které z néj vznikaji. SOD1
katalyzuje preménu superoxidu (dismutaci) na peroxid vodiku, ktery je okamzité
odstranovan naslednymi reakcemi s enzymem katalasou. AvSak ze superoxidu
mohou vznikat i dal§i velmi Skodlivé formy kysliku (hydroxylovy radikal,
peroxynitril nebo kyselina chlorna). SOD1 se povaZuje za nejsilnéjsi antioxidant

v lidském téle. SOD1 se nachazi ve vSech aerobnich organismech, které se lisi pouze
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ve svém kovovém kofaktoru. Za fylogeneticky mladsi povaZzujeme SOD1, ktera ve své
strukture obsahuje kofaktor Mn2+ a Fe?*. Tyto typy SOD1 se nachazeji
v prokaryotickych bunikach a prvocich. Typ SOD1 s kofaktorem Cu?*/Zn?* se nachazi
v eukaryotickych bunkach, tedy v rostlinach i v zivocisSich. SOD1 s Cu2+/Zn?2* je
enzym dimerické struktury, ktery v kazdé podjednotce obsahuje jeden kovovy
zine¢naty a méd'naty iont[64]. Pri zkoumani nasledki ztraty funkce enzymu SOD1
bylo zjisténo, Ze SOD1 se také ucastni na axonovém transportu mitochondrii

k synapsi [65].

Genova exprese,

regulace bunécného cyklu

Mitochondrialni pienos
Neuroprotekce

Oxidace superoxidu

Normalné sloZeni SOD1

Obrdzek 10.3. Zobrazeni prenosu mitochondrii k synapsi pomoci SOD1. Prevzato a upraveno z [65].

10.4 Nejcastéjsi mutace v genu SOD1
Je udavano, Ze az polovina vSech Americanti s ALS ma mutaci, kdy se v genu SOD1
nahradi alanin valinem v kodonu 4 na exonu 1 (zapsano jako Ala4Val, A4V) [66].
Mutace A4V, ktera je zplisobena zaménou GCC — GTC, je spojena s progresivni
pribéhem ALS a skrat$i délkou Zzivota ve srovnani s ALS zplsobenou jinym
genetickymi mutacemi. Tato mutace vyskytuje v 50 % pripadd mutaci SOD1 u
familiarni formy ALS a ztidka kdy se objevila mimo Ameriku. Odhaduje se, Ze k této
hereditdrni mutaci doslo pred 540 generacemi u asijskych predki domorodych
AmericCani. Primérna délka preziti s touto mutaci je uvadéna od nastupu priznakit

do 1,4 roku [67].
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Dalsi zndmé mutace v genu SOD1 jsou na kodonu ¢. 46 a 93. V kodonu 47 se méni
histidin na arginin (H46R). Mutace H46R je oznacovana za nejbéznéjsi mutaci
zpusobujici ALS v japonské populaci, kdy tuto mutaci nese az 40 % populace trpici
na nemoc ALS. Primérna délka Zivota s touto mutaci je uvadéna od propuknuti

nemoci az 15 let [68].

U mutace G93A se méni glycin na pozici 94 na alanin. Tato mutace je pomérné
vzacna, ale byla studovana velmi intenzivné, protoZe to byla prvni mutace, ktera byla
modelovana u mysi. Tato modifikace nechava neporuSenou enzymatickou aktivitu.
Bylo provedeno mnoho studii na potencionalni cile 1é¢iv a mechanismy toxicity.
Avsak stale nebylo zjisténo, zda jsou nalezy specifické pouze pro mutaci G93A nebo
pouzitelné na vSechny ALS zpisobujici mutace SOD1. Pii zkoumani mutace G93A a
H46R bylo zjiSténo, Ze patogeneze téchto modifikaci je silné odliSna a nékteré 1éky,
které jsou v jednom modelu vysoce prospésné nebo skodlivé, maji vdruhém modelu

opacny nebo zadny ucinek [69].

11 SOD1 jako biologicky cil pro racionalni design
1éciv ALS

nevyviji nemoc ALS. Naopak transgenni mysi, které exprimovaly mutantni formu
SOD1, postupné ochrnuly, ackoli SOD1 u nich vykazovala normadlni turoven
katalytické aktivity. Z téchto studii dale vyplynul fakt, Ze pfi mutaci urcitych genti
SOD1 ziskava toxické vlastnosti (tzv. toxic-gain of function). Abnormalni akumulace
mutované SOD1 v motorickych neuronech je patologickym znakem nékterych forem
nemoci ALS. SniZeni hladiny SOD1 a omezeni jeji agregace je proto slibnym

terapeutickym cilem.

Velmi vysokou pozornost dostala genova terapie ve spojeni se SOD1. Genova terapie
se tyka prenosu terapeutického genu do cilové tkané a zachovani funkce genu po
primérenou dobu. Tato terapie se zprostifedkovava pomoci tzv. antisense
oligonukleotidd (ASO). ASO jsou syntetické zrcadlové kopie malého tiseku mRNA,

které se vazou na ribonukleovou kyselinu (RNA) a funguje nékolika zpasoby:
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e cileni RNA na degradaci,

e branéni translace specifické RNA.

Tato metoda, ktera sniZuje expresi SOD1, byla poprvé navrZzena v roce 2006 [70], ale
prvni studie této mySlenky byly publikovany aZ v roce 2013 Millerem a kol. [71].
Vysledek této studie dopadl pomérné nepiinosné. Pri podavani ASO ISIS 333611
Miller a kol. nebyli schopni piekrocit hematoencefalickou bariéru (HEB). V tu chvili
jiz Chen a kol. pracovali na prenosu ASO pies HEB. Dosahli uspésSnych vysledku na

modelu mysi, avSak u testovani na lidech tato studie nebyla nikdy provedena [72].

DNA MRNA Proteiny

Translace

« Antisense *

oligonukleotid

Obrdzek 11.1. Funkce antisense oligonukleotidu, upraveno z [73]

11.1 SOD1 a glutamatergni systém
Glutamat (Obrazek 11.2.) je povazovan za nejhojnéji se vyskytujici excitacni
neurotransmiter v NS a je velmi dileZity pro spravnou funkci systému. Hraje roli ve
vyvoji nervové tkané, jeji schopnosti se prizplsobit prostiedi a béhem prenosu
excita¢niho signalu na synapsich. Presto je ve velkém mnozZstvi excitotoxicky jako
nervovy jed. Pfi masivni stimulaci N-methyl-D-aspartatového receptoru (NMDA),
receptoru a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionové kyseliny (AMPA) a
kainatovych receptori glutamatem dojde k nadmérné propustnosti membrany
neuronu pro vapenaté ionty a dochazi k radé letalnich reakci véetné nitrosativniho
stresu [74]. Nadmérna stimulace glutamatovych receptord se povazuje za prvni
bunécnou reakci pri cévni mozkové prihodé (CMP). Napiiklad takovy riluzol

urychluje vstfebavani glutamatu a také zabranuje jeho uvoliovani
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v presynaptickych zakoncenich. S glutamatovou excitotoxicitou se miizeme setkat i

v nékterych formach ALS.

Obrdzek 11.2. Vzorec glutamdtu

12 Aktualni hitové struktury ve vyzkumu léciv ALS

12.1 Antiagregatory SOD1

Hlavnim zdrojem novych struktur pro vyzkum léciv ALS je HTS a jeho in silico
varianty v podobé ligandového ¢i strukturniho virtualniho screeningu. Soucasny
vyzkum se napi. zamétuje na hledani antiagregatorti SOD1, které brani monomertim
SOD1 vytvaret oligomery. Pracovni hypotéza v tomto typu vyzkumu predpoklad3,
ze SOD1 je stabiln{ jako dimer, a v této podobé ma neuroprotektivni ic¢inek. Ray a
kol. popsali strukturné zalozZeny VS ligandové knihovny s 1,5 milionem komerc¢né
dostupnych latek (tzv. drug-like knihovny s relaxovanym Ro5), u nichZ ovérovali
jejich antiagregacni dc¢inek na mutovanou SOD1 [75]. Principem pouZitého VS byl

molekularni docking s vyuZitim programu Schrédinger.

Ligandova knihovna byla ve studii Ray a kol. pfipravena pomoci aplikace LigPrep
(Schrodinger) a zahrnovala geometrickou optimalizaci, polarizaci molekul pro
fyziologické pH a generovani moznych tautomerd. Jako biologicky cil byl pouzit
mutantni model SOD1 (tzv. wild-type s mutaci A4V), ktery je dostupny online pod
oznacenim PDB ID: 1UXM v proteinové databance rcsb.org. Model biologického cile
byl naleZité optimalizovan a pouzit pro molekularni docking. Jako aktivni misto byla
monomery SOD1 vjejich agregatu. VS byl proveden s vyuZitim vykonného

linuxového clusteru.
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Tato in silico studie poskytla 100 slibnych hitovych struktur, které byly nasledné
testovany in vitro na antiagregacni schopnosti vii¢i tfem typtim mutovanych SOD1:
A4V, G85R a G93A. 15 latek vykazalo schopnost stabilizovat dimer SOD1 a rovnéz
relativné Ucinné zabranilo agregaci SOD1 (Obrazek 12.1.). Studie poskytla velmi
dllezité poznatky o moZnych antiagregatorech SOD1. Latky se ale nedostaly do dalsi
faze vyvoje, protoZe pusobily rovnéZ na jiné biologické cile (tzv. off-target efekt).
Ukazalo se vS$ak, Ze hledani antiagregatort je obecné spojeno s off-target efektem,

protoZe interakce nizkomolekularnich ligand{i s misty na povrchu proteinli nejsou

tak specifické jako vazebné médy v kavitach enzymi ¢i receptort.
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Obrdzek 12.1.15 vybranych struktur antiagregdtori SOD1. Prevzato z[75].




Jind komplexni studie skupiny Nowak a kol. si vytkla za cil eliminovat off-target
plisobici antiagregatory SOD1 a s vyuzitim pokrocilych nastroji CADD byl v jejim
ramci uskute¢nén VS 2,2 miliond ligandl [75]. Tato prace se opirala o stejnou
metodiku jako vySe uvedena studie Ray a kol.,, vyuZivala software Schrédinger a
molekularni docking jako nastroj pro VS. Jako biologicky cil byl vzat taktéZ model
SOD1 s oznacenim PDB ID: 1UXM. Pro vybér ligandl byl pouzit specialni filtrovaci
algoritmus na bazi predikce ADME vlastnosti. Tato studie vedla k identifikaci Sesti
latek, které vykazovaly vysokou afinitu k SOD1 in vitro a zaroven meély vyrazné
slabsi afinitu k plazmatickym proteintim (Obrazek 12.2.). Nalezené hity mély navic
protektivni charakter vic¢i chybnému sloZeni SOD1 (tzv. misfolding) a posléze se

staly predlohovymi strukturami pro vyvoj novych antiagregatoria SOD1.

OH s

NH, HO o )J\
N OH

HO HCu N

J OH
OH N HO OH

NH,

CH,

OH
HN (0] NH
HO (0]
o
o N
HO N
= \N J
H —
HN NH N

Obrdzek 12.2. Slibné hitové struktury antiagregdtorii SOD1 se sniZzenym off-target efektem. Prevzato z

[76].

63



12.2 Protektory homodimeri SOD1

Ve vyzkumu ALS a funkce SOD1 se také objevila pracovni hypotéza, Ze spravna
biologicka funkce SOD1 je svazana jen s jeji homodimerni formou a Ze za hlavni
toxicky efekt je zodpovédny monomer SOD1. Dokonce se objevuje védecky nazor, Ze
monomerni forma je vyznamnéjSim plvodcem neurotoxicity neZ agregaty
SOD1 [77]. Antiagregatory SOD1 tedy musi inhibovat interakci jen specifickych

oblasti SOD1, aby nedoslo ke znemoZnéni tvorby homodimert.

Tyto pozoruhodné poznatky o vyznamu homodimert SOD1 motivovaly skupinu Ip
a kol. k pocitacovému vyzkumu protektort dimert molekul SOD1, které stabilizuji
toto usporadani. Pomoci strukturné zaloZzeného VS s vyuZitim molekularniho
dockingu bylo ovéfeno zhruba 4400 ligandii z databaze Sweetlead. Jako biologicky
cil byl zvolen krystalograficky model homodimeru SOD1 s oznacenim PDB ID: 1SPD.
Vysledkem prace byla selekce 7 hitovych struktur protektorti homodimert SOD1,
které byly posléze testovany in vitro na jejich schopnost potlacovat chybné
konformacni sloZeni enzymu (tzv. misfolding) a na antiagregac¢ni ucinky. V in vitro
testech, které zahrnovaly také stanoveni vazebné afinity ligandt k enzymu pomoci
izotermdlni kalorimetrické titrace, byla vyuzita SOD1 smutaci A4V.
Nejvyhodnéjsimi kandidaty pro dalSi vyzkum se ukazaly glykosid quercitrin a
quercetin-3-B-D-glukosid (Q3BDG).

13 Léciva ALS v preklinické fazi testovani

13.1 Natotechnologie v 1écbé ALS

Nizka prostupnost léciv pres HEB je velky problém, kterému celi testovaneé latky
v klinickych studiich. Tohoto problému bychom se mohli zbavit pomoci
nanotechnologie. V nynéjsi dobé jsou pouze tfi pokusy vyvinout terapii kombinujici
lé¢ivo s nanotechnologii proti nemoci ALS. VSechny tyto pokusy vSak nemaji zatim
zadné klicové zavéry pro nasledujici klinické testy. Nanocastice s riluzolem a ¢isty
riluzol byly podavany krysdm a nasledné byly vysledky porovnany. Nanocastice byly
schopny difundovat pires HEB a dodat riluzol do mozku ve zvySseném mnoZstvi
oproti normalnimu riluzolu. Povedlo se to diky lipofilnim vlastnostem nanocastic.

Dal$im velmi diilezitym poznatkem z této studie byla koncentrace 1éciva v krevnim
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recisti. Ta byla pri podani nanocastic s riluzolem nizsi nez u obycejného riluzolu.
Diky tomu byly sniZeny nékteré vedlejsi ucinky tohoto 1éCiva. OdliSné studie, které
zahrnovaly jiné latky neZ riluzol, ukazaly, Ze terapie zaloZena na nanocasticovych

nosicich zvysuje Sance na dosaZeni pozitivnich vysledk [78].

13.2 Lécba ALS pomoci IPSC metody
Zajimavou metodu, ktera miize byt vyuzita také v1écbé ALS, vytvoril Shinya
Yamanaka v roce 2006, za kterou v roce 2012 ziskal Nobelovu cenu za fyziologii a
medicinu. Objevil zptisob, jak preprogramovat specializované burky a preménit je
na bunky kmenové (IPSC, angl. Induced Pluripotent Stem Cells). Yamanaka dodal
Ctyfi geny koZnim mySim bunikam. Bunky ihned zacaly proces reprogramace a
béhem 2-3 tydni se preménily v IPS buriky. Diky tomuto objevu mliZeme preménit

jakoukoliv délici buriku v téle na bunikku kmenovou [79].

Zastupci 1éciv, které se vyuzivaji spolu s touto metodou, jsou napiiklad ropinirol,
retigabin a bosutinib. Ty maji slouzit jako 1éCiva proti ALS. Ropinirol (Obrazek 13.1.)
pracuje jako agonista dopaminového receptoru. PotlaCuje oxidac¢ni stres a zlepsSuje
mitochondrialni funkce. Ropinirol ma oxindolovy skelet, ktery je bioizoster fenolu
(zndmy antioxidant). I pfesto, Ze nema vysokou antioxida¢ni aktivitu, v porovnani
s jinymi antioxidanty, bylo hlaseno, Ze zachycuje reaktivni formy kysliku. Také ve
své strukture, za fyziologickych podminek pH, nese lipofilni kationt, ktery mu zajisti

snadny prostup pies bunénou membranu [80].

CH,
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Obrdzek 13.1. Vzorec ropinolu, Mr= 260,381 g/mol; log P= 3,06; HBD=1; HBA= 3.
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14 Aktualniléciva ALS ve fazi klinického testovani

Roc¢né je podavano mnoho navrhi 1é¢iv na ALS, ale ne vSechny se dostanou do faze
testovani na lidech. Volba davky se provadi v prvni fazi vyvoje, ve druhé fazi se
testuje bezpecnost 1éCiva, avSak az ve treti fazi se testuje ticinnost 1éciva. Z tohoto
diivodu nejvice 1é¢iv selhava ve tieti fazi klinického testovani, a to diky predchozi
nedostatecné definici markert davky a farmakodynamiky ve studiich in vitro [81].
Védci také zpochybiuji presnost pouZiti modelu transgennich mysi s mutovanou
SOD1 k extrapolaci dat pro lidskou sporadickou ALS, protoZe maji omezené
zkuSenosti se studiemi ALS. Dodnes neni totiZ jisté, zda jsou lidské ALS a ALS v

mySich modelech navzajem skutec¢né odpovidajici [82].

Hlavni prekazkou ve vyvoji 1éCiv pro ALS zamérenych na CNS je prenos lécivé latky
pies HEB. Ta brani prichodu xenobiotickych molekul do mozku, a tim ztéZuje
prinik téchto 1éc¢iv do cilovych mist. HEB je relativné nepropustna pro adu vétsich
molekul jako jsou proteiny, malé peptidy ¢i aminokyseliny [83]. Malé lipofilni latky
jsou schopny pres tuto membranu prochazet z krevnich kapilar pomoci pasivni
difuze, na rozdil od nabitych molekul, které potiebuji pomoc ve formé iontovych
kanali [84]. Pfi novém testovani léCiva je ocekavano, Ze spolu s problémy
v klinickych studiich bude i problém s nedostateCnou ucinnosti téchto latek.
Z divodu prechodu xenobiotické latky pires HEB je biologickd dostupnost vétSiny
téchto latek velmi nizka. Dal$im problémem je Zaludecni absorpce, ktera je sniZena
u nékterych latek. ZvySenim davky ve snaze prekonat toto sniZeni je ¢astokrat
kontraproduktivni [85]. Bylo zjiSténo, Ze HEB u pacientti s ALS obsahuje zmény [86].
Tato zména je evidentni u degenerace endotelovych bunék. Vétsina mechanismi
podavani 1éciv se opird o neporuSenou HEB, coZ predstavuje velmi velkou
komplikaci pro objevovani léku ALS. Pro dalsi vyvoj 1éku pro ALS je proto velmi

dilezité brat v potaz jeji poskozeni.

Arimoclomol je maly ligand, ktery moduluje protein teplotniho Soku a aktivuje
molekularni chaperony opravujici agregované proteiny. Nachazi se ve fazi testovani
na mysich a nékolika lidskych burkach. Klinicky je dobfe snaSen a snadno prochazi
HEB. Vysledky studie naznacuji, Ze 1é¢ba arimoclomolem je velmi slibna. U mysi

SOD1 brani denervaci a udrzuji hladinu aktivity enzyml spojenou

66



s neuromuskularnim prenosem. Arimoclomol rovnéZz funguje viceCetnym
mechanismem, ktery zahrnuje regulaci exprese proteinu tepelného Soku, a to
nejprve na periferii svalii, a nasledné i v gliich a motorickych neuronech. Vysledky
studii naznacuji, Ze by arimoclomol mohl byt d¢innym lé¢ivem pro boj nejen proti

ALS, ale i dalsich neuromuskularnich a perifernich nervovych poruch. [87, 88]

Obrdzek 14.1. Vzorec arimoclomolu, Mr= 313,78 g/mol; log P= 0,31; HBD=1; HBA= 5.

Ve fazi klinického testovani je i nékolik dalSich 1é¢iv, které jsou zaznamenany v

nasledujici tabulce (Tabulka 14.1):

Lék Vzorec Faze Zavér

Reldesemtiv | ., ° I. faze | dobre snaSen subjekty, nutné
N dalsi studie, které plné
- vyhodnoti uUCinek a pfinos

reldesemtivu  u  pacientl

s ALS, IlII. faze vyvoje v planu

[89]
Ozanezumab | monoklonalni II. faze | nebyla zaznamena ucinnost
protilatka - vzorec neni oproti placebu, zavrhnuto
zZnam dalsi testovani pro pacienty s
ALS [90]
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Gilenya

HsC

IL. faze

lé¢ba byla u pacientd s ALS

dobre tolerovana [91]

Mexiletin

IV. faze

ucinné snizoval frekvence a
zavaznost svalovych kredi,
potencialni 1ék pro terapii

v prvni fazi nemoci [92]

Rasagiline

iy z

z

1. faze

byl dobie snasen, ale nebyli

schopni splnit 30%-ni
zlepSeni rychlosti funkéniho

poklesu [93]

Inosin

I1. faze

pomérné bezpecny, ucinny
pii zvySovani hladiny uratu
v séru, vysoké hladiny uratu
koreluji s délkou  preziti
pacientii, postupuje do IIL

faze [94]

Ceftriaxone

I11. faze

v dobé této studie nebyly
poskytnuty zadné farmako-
dynamické markery, proto

nebylo mozZné urcit, zda

1éc¢ivo aktivovalo sviij cil [95]
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Ezogabine

HoN

IL. faze

doslo ke sniZeni excitability
motorickych neuront,
potreba provést dalsi studie,
aby se zjistilo, zda muZze delsi
lécba udrzet ucinky na
excitabilitu a pomalou

progresi onemocnéni [96]

Tabulka 14.1 Aktudlni Iéciva ve fdzi vyzkumu.
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15 Diskuse

Vyzkum nového léciva je proces, ktery je velmi zdlouhavy a finan¢né velice naro¢ny.
Radové ¢ini tyto ¢astky nékolik miliénd korun a vysledek nalezeni lé¢iva i pres
vSechny testy nemusi byt kladny. Velmi zasadnim krokem v této fazi 1éciva je
modulovani nevyhodnych farmakologickych vlastnosti, napt. pomoci bioizosterie.
Castokrat tuto fazi provazi tipani a vyhledavani, co nejlepsich vlastnosti molekuly.
Vétsina farmaceutickych firem vyuZziva metody in silico, které jsou v posledni dobé
velice oblibené, avsak nemohou zdaleka nahradit metody in vitro a uz viibec ne in
vivo. Metody in silico, i pres fakt, Ze se provadi pomoci superpocitace, jsou velmi
¢asové, vypocetné a teoreticky naro¢né. Casto se nejprve provadi vyzkum pomoci
superpocitace a nasledné se vysledky ovéri i na zvifecim modelu. Pri ziskani
pozitivnich vysledku v této Casti testovani se nasledné provadi na dobrovolnicich.
Existuje spousta symptomatickych 1é¢iv. V tuto chvili se na nemoc ALS vyuZivaji
pouze dvé 1écCiva, a to riluzol a edavaron. I pies veskerou snahu védct nezabranuji
nemoci ALS propuknout, dokazi vSak prodlouzit pacientovi Zivot o nékolik mésica
[52].

Velkou €asti pri vyvoji 1é¢iv se stava nalezeni biologického cile. V této bakalarské
praci jsem se zaméfila na vyvoj léciv pro ALS zamérenych na biologicky cil
superoxiddismutasu 1. PrestoZe o této nemoci bylo zjisténo jiZ mnoho informaci,
stale neni jasna jeji etiologie a 1écba. Existuji dvé teorie vzniku. Prvni popisuje vznik
nemoci ve svalech nedostatkem neurotrofniho hormonu a jeho neschopnost se
uvolnovat z postsynaptickych bunék. Tato teorie je opiend i o fakt, Ze degeneraci
motoneuronti predchazi synaptické poskozeni. Druha teorie je ponékud odliSna.
Pojednava o predpokladu, Ze nemoc vznika postupné od mutace genu az po agregace
SOD1. Pri studii SOD1 na mySim modelu, byl objeven fakt, Ze pfi totalni absenci
funkce SOD1 se nemoc ALS nevyviji, avSak pri mutaci tohoto genu a vzniku mutantni
SOD1 zacaly mysi vykazovat, i pres normalni uroven katalytické aktivity SOD1,
nemoc ALS. Diky tomuto objevu je sniZeni funkce SOD1 a omezeni jeji agregace

slibnym terapeutickym cilem.

Védci jsou i navzdory vSem témto testiim skepticti ohledné podobnosti role mysi a

lidské SOD1 [82]. I pres tyto starosti se zaméruji pii hledani 1é¢iva ALS na enzym
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SOD1 a zamezenti jeji agregace pomoci tzv. antiagregatort [75]. Zde se, ale rozchazi
nazory na nebezpelnost agregace SOD1 na oligomery. Druhy nazor tvrdi, Ze
neuroprotektivni SOD1 se nachazi v téle pouze ve formé homodimeru a pokud se
z tohoto homodimeru stane monomer, miiZe ziskat excitotoxicky t¢inek [97]. Cim
dal castéji se ve vyzkumu léciv vyuzivaji inovativni pristupy. Moderni pocitacové
technologie prinesly pokrok ve virtudlnim screeningu, ktery vyuZivdime na
predvybér latek pri hledani vhodného hitu. Pomérné novym poznatkem je vyuzivani
nanotechnologie. Jde napftiklad o terapii riluzolem, ktery je navazany na

nanocastice. Ty mu pomahaji prekonat pirenos pies HEB [78].

Dle mého nazoru by se pri dalSim zkoumani mohla najit latka, ktera by byla ucinna
proti ALS pomoci. V poslednich letech byl vyzkum této nemoci posilen a stale je ve
vyzkumu mnoho latek, které by se mohly stat slibnym léCivem. I pres tyto snahy

stale nebylo lécivo proti ALS nalezeno.
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Zaver

Amyotrofickd lateralni skler6za je pomérné vzacné neurodegenerativni
onemocnéni, ale mnozi neurologové, hospicovi pecujici a ptribuzni pacientl touto
nemoci trpici se shoduji, Ze se jedna o jednu z nejhorsich diagnéz. RozliSujeme dvé
zakladni formy ALS, a to sporadickou a familiarni. P¥i mém studiu této nemoci jsem
se zamérila na zmutovany enzym SOD1, ktery se prepisuje z chromozomu 21. SOD1
je Klasifikovan jako oxidoreduktasa a v téle se vyskytuje nejcastéji ve formé dimeru,
ktery v sobé nese navdzané molekuly Cu?* a Zn?*. Je povazovan za nejsilnéjsi
antioxidant v lidském téle. Jeho mutaci pravdépodobné dochazi ke vzniku nemoci
ALS, proto jeho inhibice by pravdépodobné pomohla k ovladnuti této nemoci. Avsak
prozatim neexistuje Zadné kauzalni 1éCivo na lécbu ALS. VyuZivaji se pouze
symptomaticka léciva. V této chvili je ve vyvoji a vyzkumu nékolik kandidatnich

struktur, které by se potencionalné mohly stat 1é¢ivy proti této nemoci.

Po dikladném triletém studiu této problematiky jak v ¢eské, tak i anglické literatufte,
jsem dospéla k nazoru, Ze nemoc ALS bude pravdépodobné nemoc nékolika faktort
a mutaci. Navzdory obrovskému mnozstvi informaci o této nemoci, stdle neni
nalezeni l1éku v dohledné dobé ocekavatelné, avSak jsme o kricek blize k nalezeni

lé¢iva pro tuto devastujici neurodegenerativni nemoc.
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Pouzité zkratky

ADME - zkratka ve farmakokinetice (adsorpce, distribuce, metabolismus, exkrece)
ALS - amyotroficka lateralni skleréza

AMPA - receptor a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionové kyseliny
ASO - antisense oligonukleotid

ATP - adenosintrifosfat

CADD - pocitatem podporovany design (angl. computer-aided drug design)
CMP - cévni mozkova prihoda

CSF - cerebrospindlni tekutina (angl. cerebrospinal fluid)

EMG - elektromyografie

fALS - familiarni ALS

FDA - Urad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

FUS - RNA vazajici protein spojenych sarkomii

HBA - akceptory vodikovych vazeb

HBD - donory vodikovych vazeb

[Cso - polovi¢ni maximdlni inhibi¢ni koncentrace

LMN - dolni motorické nervy (angl. lower motor neurons)

log P - rozdélovaci koeficient oktanol/voda

log S - mira rozpustnosti ve vodé

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRI - magneticka rezonance

NMDA - N-methyl-D-aspartatovy receptor

NDA - New Drug Application

NO - neurodegenerativni onemocnéni

NS - nervovy systém

PLS - primarni lateralni skler6za

PMS - Postmarketingové sledovani léciva

PSA - progresivni svalova atrofie
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QSAR - Modely kvantitativni zavislosti aktivity na strukture (angl. quantitative
structure-activity relationships)

RF - reten¢ni faktor

RNA - ribonukleova kyselina

ROS - reaktivni formy kysliku (angl. reactive oxygen species)
SALS - sporadicka ALS

SAR - vztah mezi strukturou a biologickou aktivitou (angl. structure-activity
relationships)

SOD1 - superoxiddismutasa 1

SUKL - statni Giad pro kontrolu 1é¢iv

TARDBP - transaktiva¢ni DNA vazajici protein 43

UMN - horni motorické nervy (angl. upper motor neurons)
Va4 - distribu¢ni objem

VS - virtualni screening

WEFN - Svétova neurologicka federace
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