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Chemie a farmacie

Prevazna vétsina soucasnych lékii je zaloZena na relativ-
né malych molekulach a souvislost mezi chemii a farmacii je
tak velmi tésnd. Farmaceuticka chemie vysla historicky
z alchymie, a i kdyz slovo alchymie miize znit ponékud ironic-
ky, je to pouze vystizeni nikdy nekoncici snahy o hledant abso-
lutni dokonalosti — léku, ktery funguje selektivné pouze na
specificky patologicky stav a nemd zZadné vedlejsi a nezadouci
ucinky. Tento cil je stejné prchavy jako vécny cil alchymistit —
transmutace méné uslechtilych kovii ve zlato. Nicméné farma-
ceuticka chemie dosahla mnoha vyraznych uspéchit a prodlu-
Zovani primeérného véku v zemich s dobrou dostupnosti lékii
Jje toho dokladem.

Béhem poslednich 30 let byly vyvinuty nové skupiny lékii
na vétsinu zavaznych onemocnéni, které jsou velmi ucinné a
relativné i velmi bezpecné. Mnohé z nich znamenaly skutecny
prevrat v terapii v oblastech, kde jesté nedavno neexistoval
opravdu ucinny lék. Snad nejvetsi byl pokrok u kardiovasku-
larnich lékii, psychofarmak, v onkologii, diabetologii a u pro-

Snahou farmaceutickych firem je najit lék, ktery by byl
vhodny pro Siroké spektrum pacientii a prodaval by se ve
velkych kvantech s vysokym profitem. Takovy lék se ve farma-
ceutické hantyrce nazyva ,,blockbuster®. Rocni prodeje nej-
vetsich ,, blockbusteri “ dosahuji mnoha miliard dolarii.

Léky se pred uvedenim na trh testuji v rozsahlych klinic-
kych zkouskdach na peclivé vybrané populaci dobrovolnikii
nebo pacientii, kteri jsou vybirani podle predem stanovenych
selektivnich kritérii tykajicich se véku, pohlavi a dalsich ne-
mocl. Problém je ovsem v tom, zZe se potom dostanou do Siro-
ké populace lidi, kteri sice mohou mit stejné symptomy na néz
by lék mél pusobit, ale mohou trpét dalsimi chorobami a uZi-
vat radu dalsich lékii vyvolavajicich interakce. U nékterych
pacientii  tak dochdzi kvaznym  vedlejSim  ucinkim.
V nejhorsim pripadeé miize lék u subpopulace pacientii vyvola-

Vazeni ¢tendri,

edicni politika redakce Chemickych listii se snazi vybirat ta-
kova témata, ktera by byla, ve spojeni s chemii, nosnd pro
monotématicka cisla. Jiz nekolik let je pravidelné sedmicka
vénovana vztahu chemie, zemédélstvi a potravinarstvi a desit-
ka vztahu chemie a Zivotniho prostiedi. Dva roky po sobé
(1999-2000) jsme vydali monotématické cislo zamérené na
chemicky primysl. Vzhledem k problémim nashromazdit
potiebny pocet rukopisii s priumyslové-chemickou tématikou
k urcitému terminu jsme presli na prilezitostnou rubriku Che-
micky prumysl, ktera lépe vyhovuje ctenariim z podnikii. Letos
Jjsme se rozhodli vénovat dvandctku spojeni chemie a farma-
cie. Rukopisy s farmakochemickou tématikou prichazi do
redakce v dostatecné mire, takze je oprdavnéné predpokladat,
Ze toto téma bude aktuadlni i v pristich letech.

Léciva jsou v drtivé mire chemoterapeutika a jejich vy-
voj, vyzkum, vyroba a kontrola je vysledkem spoluprdce rady
védnich a inZenyrskych oborii. Zatimco medicindlni chemie,
organicka syntéza, biochemie, strukturni chemie, teoreticka
chemie, molekularni biologie, toxikologie aj. se uplatni prede-

Uvodnik

vat tak zdavazné nezadouci ucinky, ze musi byt stazen z trhu.
To se také periodicky stava, z poslednich let Ize uvést napri-
klad cerivastatin nebo rofecoxib. Paradoxné tim trpi vétSina
ostatnich pacienti, kteri by lék sndseli dobre.

Ukazuje se, Ze zejména u velmi specificky piisobicich
lékii nelze spoléhat na princip ,,jedna velikost se hodi pro
vSechny*, ale je nutno terapii individualizovat a prizpiisobo-
vat profilu jednotlivého pacienta. Proto je velmi diilezité mo-
coz lIze nejlépe dosahnout chemickymi cestami. Do téchto
modifikaci patii napry. optické enantiomery, navazovani dono-
ri oxidu dusnatého a dalsi. Patri sem téz moderni lékové
formy, zejména systéemy typu , drug delivery”, které rizené
uvolnuji ucinnou latku. Kazdy lékar oceni, kdyz ma k dispozici
spektrum podobné puisobicich lékil s riznymi vedlejsimi ucin-
ky a interakcemi. Takové léky se nékdy oznacuji jako ,,me
oo “ coz md s jistym opovrZenim naznacit jejich nadbytecnost,
praxe ale ukazuje Ze své misto z uvedenych ditvodii obvykle
vzdy ziskaji.

V Ceské republice md farmaceutickd chemie velmi
dobrou a dlouholetou tradici. V laboratorich Vyzkumného
ustavu pro farmacii a biochemii (VUFB) a Akademie véd CR
bylo vyvinuto mnoho celosvétove uspésnych lékii, jako napri-
klad Prothiaden, Dithiaden, Trimepranol, az po posledni
velmi iispésnd virostatika vyvinutd v UOCHB AV CR, kterd
nyni patii mezi zakladni léky proti AIDS.

Chemicky vyzkum je soucasti farmaceutického primyslu
a ukazuje se, Ze integrovand farmaceutické spolecnost ma
daleko lepsi konkurencni pozici ve srovnani s firmou, kterd
chemickou expertizu nema a je plné zavisla na svych dodava-
telich. Proto povazuji farmaceutickou chemii za velmi per-
spektivni oblast do budoucna.

Vaclav Rejholec
Zentiva

vsim ve stadiu vyzkumu a vyvoje, chemicka technologie ve
spojeni s farmakologii hraje hlavni roli pri vyrobé jak aktiv-
nich substanci, tak lékovych forem. Na druhé strané kontrolu
kvality si nelze predstavit bez analytické chemie.

Farmaceutické podniky piisobici v CR casto spolupracuji
s akademickou sférou pri resent dilcich teoretickych a techno-
logickych probléemii, pri konzultaci patentu, vytvareni doku-
mentace a expertnich posouzenich. Prikladem je Vysoka Skola
chemicko-technologicka v Praze, ktera dlouhodobé spolupra-
cuje s nasimi prednimi vyrobci léciv: Zentivou, Ivaxem, Che-
mopharmou, Nerapharmem, ICN, ProMedem a dalsimi. Zpét-
nym efektem této spoluprdce jsou aktudlni témata diplomo-
vych a doktorskych praci, ovlivnénd potrebami farmaceutic-
kého primyslu a rozvoj novych studijnich programii. Na
VSCHT Praha se piipravuje k akreditaci novy bakaldisky
studijni program: Chemie a vyroba léciv.

Doufam, ze ¢tenari posoudi nasi novou aktivitu shromaz-
dit farmakochemické prdce v jednom monotématickéem cisle
kladne.

Bohumil Kratochvil
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1. Uvod

Tradiéni jarni Publika na VSCHT Praha byla v roce
2004 vénovana tématice vyzkumu a vyvoje 1éCiv a ja jsem
byl pozadan o predneseni Givodni pfednasky tohoto cyklu.
Nazval jsem ji ,,Jak se rodi 1€k, aneb vybrané aspekty vy-
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zkumu a vyvoje chemickych 1é¢iv*. Kdyz jsem pak byl
pozadan o zpracovani tohoto tématu pro Chemické listy,
dlouho jsem pfemyslel o tom, jak toto téma pojmout. Je
néco zcela jiného volné komentovat ptipravené obrazky
anéco jiného zpracovat text, ktery je pouze nékolika ob-
razky i tabulkami doprovazen. Navic jsem z diskuse
k uvedené predndSce dospél k nazoru, Ze by bylo vhodné
1épe osvétlit podstatu generickych 1é¢iv a poopravit nazor
nekterych  diskutujicich, Ze wvyvoj generik spociva
v bezduchém kopirovani originalnich 1é¢iv a je z hlediska
odborného né¢im podfadnym. Vzhledem k tomu, Ze jsem
béhem svého plsobeni jak ve vyzkumném centru firmy
Hoffmann-La Roche (1992-1993), tak ve Vyzkumném
ustavu pro farmacii a biochemii az do roku 2000 pracoval
vlastné¢ vyhradné v oblasti vyhledavaciho vyzkumu no-
vych 1éCiv a az v poslednich letech se zabyvam vyvojem
generik, mohu snad tyto dvé ¢innosti dosti fundované po-
psat. Rad bych proto v tomto ¢lanku také vysvétlil, v éem
spocivaji a jak se z hlediska prace chemika tyto dvé odno-
ze farmaceutické chemie 1isi. Zduraznuji, Ze se jedna
o vybrané aspekty této Siroké problematiky; pro systema-
tické seznameni s oblasti chemie 1é¢iv bych doporucil
nedavno vydanou uéebnici Farmakochemie'. Pies nespor-
nou budoucnost produkti genového inzenyrstvi v terapii
zde nebudu tuto oblast diskutovat, protoze se necitim byt
k tomu kompetentni a v soucasné dob¢ neni ani zcela ujas-
nénd moznost vyroby takovych generickych IéCiv (viz
¢lanek L. Cvaka a M. Fuska v tomto cisle).

2. Struktura farmaceutického prumyslu

V soucasné dob¢ farmaceuticky prumysl bezesporu

patfi ve vétSiné technicky vyspélych zemi mezi nejvy-
znamnéjsi odvétvi. Je tfeba zdlraznit, ze hnaci silou far-
maceutického primyslu je zisk a nikoliv etické pohnutky a
ze jde z tohoto hlediska o obor vysoce ziskovy. Nejaspés-
n&jsi 1éc¢iva dosahuji ro¢nich prodeju fadoveé v miliardach
USD (tabulka I), a i kdyz Cisté prinosy jednotlivych 1éCiv
nebyvaji zvefejiovany, da se predpoklddat ziskovost
v desitkach procent.
3 zastupce firma Pfizer, vyrobce asi medialné nejznamg;si-
ho lé¢iva Viagra pouzivaného pii erektilni dysfunkci.
V roce 2003 byla Viagra s celosvétovymi prodeji 1,879
miliard USD na 16. mist¢.

Na druhé strané je farmaceuticky vyzkum a vyvoj
extrémné finan¢né narocny a vlozené investice jsou velice
dlouhodobé a také rizikové. I pies neustalou koncentraci je
farmaceuticky prlimysl vysoce kompetitivni. Dodatecné
naklady pak plynou také z toho, ze farmaceuticky primysl
je znacn€ regulovany. Tyto aspekty budou diskutovany
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Tabulka I

Portadi 1é¢iv podle celosvétovych prodejii v roce 2003*

Substance Spolecnost Miliardy USD Zmeéna [%] Uziti

Atorvastatin (Lipitor)  Pfizer 10,3 14 hypolipidemikum
Simvastatin (Zocor) Merck & Co 6,1 -4 hypolipidemikum
Olanzapin (Zyprexa)  Eli Lilly 4,8 13 antipsychotikum
Amlodipin (Norvasc)  Pfizer 4,5 7 antihypertensivum
Epoetin alfa (Procrit)  Johnson & Johnson 4,0 13 antianemikum
Lanzoprazol (Prevacid) Tao Pharm. 4,0 0 antiulcerikum
Clopidogrel Sanofi Synthelabo 3,7 40 antithrombotikum
(Plavix)

Esomeprazol Astra Zeneca 3,8 62 antiulcerikum
(Nexium)

Seretide Glaxo Smith Kline 3,7 40 antiasthmatikum
(Advair)

Sertralin (Zoloft) Pfizer 34 11 antidepresivum

* Kazdoro¢né se udaje z riiznych zdroji 1isi podle toho, jak jsou piepoéitavany. V tabulce uvedené udaje jsou pievzaty

z cit.2

v nasledujicich odstavcich.

Do vyzkumu, vyvoje a vyroby lé¢iv se riznym
zpusobem zapojuje velké mnozstvi instituci a firem, mezi
nimiz existuje fada synergickych efekti, ale také tvrdy
konkurencni boj. V oblasti farmaceutického prumyslu je
obecné do vyzkumu a vyvoje davan znacny podil z obratu.
U spickovych firem tento podil kolisa obvykle mezi 10 az
20 %.

3. Struény prehled svétovych farmaceutickych
vyrobcu

3.1. Inovativni firmy
(originatofi)

Z hlediska celkového ptinosu k urovni 1écby stoji
na Spici takzvané inovativni firmy (research based compa-
nies, brand name companies). Tyto firmy vyuzivaji nejno-
v&j$i poznatky k vyhledavéani a vyvoji novych origindlnich
1éCiv, které ptfinaseji vyrazny terapeuticky prospéch.
S rostoucimi naklady na vyvoj 1é¢iv se v poslednich 10-15
letech urychlil proces slucovani téchto firem do vétsich
celkd, a to jak rovnocennym sloucenim, tak neptatelskym
pfevzetim. Nejnovéjsim prikladem je nedavno ohlasené
pfevzeti firmy Aventis firmou Sanofi. Prvnich 10 firem
podle obratu v roce 2003 je uvedeno v tabulce I1.

3.2. Generické firmy

Pod pojmem generické firmy se rozumi spolecnos-

ti, které po vyprSeni patentovych ¢i jinych dodate¢nych

ochran zcela legaln¢ vyrabéji 1éCiva puvodné zavedena
firmami inovativnimi. Timto zcela logicky dochazi
k podstatnému snizeni cen téchto 1é¢iv. Hlavnim pfinosem
generickych firem je tedy zvySeni dostupnosti modernich
1éCiv pro Sirsi okruh pacientd. Vyrobou generik se ale za-
byvaji i firmy inovativni a po vyprSeni ochrany uspéSného
1éku konkurenéni firmy jej asto za¢nou také vyrabét. Cas-
to pfitom z hlediska své ,,image* tuto ¢innost provadeji
majetkovou provazanosti s jinymi firmami. Nejvétsi gene-

Tabulka II
Potadi inovativnich firem podle celkového obratu v roce
2002

Potadi Spole¢nost Obrat 2002

[mil. USD]
L. Pfizer Inc. 42270
2. GlaxoSmithKline Plc. 26 990
3. Merck & Co 21 440
4. Aventis 18 290
5. Astra Zeneca 17 840
6. Johnson & Johnson 17 200
7. Bristol-Myers Squibb 14 700
8. Novartis 13 550
9. Wyeth 12 380
10. Roche 12 370
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Tabulka III
Potadi generickych firem podle celkového obratu v roce
2002

Potadi Spolecnost Obrat 2002 [mil. USD]

1. Teva (Israel) 2519
2. Novartis (Sandoz, Lek) 2 026
3. Alpharma (USA) 1238
4. Watson (USA) 1220
5. Ivax (USA) 1197
6.  Merck (SRN) 1193
7. Mylan (USA) 1175
8. Barr (USA) 1171
9.  Hexal (SRN) 985
10.  Ratiopharm (SRN) 976
13.  Zentiva 350

rickou odnoz m4 firma Novartis, kterd jednak ziskala fir-
mu Lek, jednak ozivila znacku Sandoz a soustiedila pod ni
vyrobu generik. Potadi nejvétSich generickych vyrobct je
uvedeno v tabulce III.

3.3. ,High-tech® spolec¢nosti

Jedné se o vysoce flexibilni organizace, ¢asto pii-
mo ucelové zakladané pro vyuziti néjakého objevu, jehoz
autofi se domnivaji, Ze by mohl byt komer¢né zajimavy
pro farmaceuticky pramysl. Typickym predstavitelem je
firma Genentech, ktera stala u zrodu primyslového vyuziti
genetického inzenyrstvi. Velice rychle se ukazala nosnost
jejich myslenky a firma byla rychle koupena (nejprve
z 50 %, pozdéji zcela firmou Hoffmann-La Roche). Dal-
$im, zvIa8té u nds zndmym piikladem mize byt firma Se-
lectide zalozena v Tusconu pro vyuziti jedné z metodik
syntézy na tuhé fazi v kombinatorialni chemii. Firma byla
koupena firmou Marion Merell (pozdéji sloucenou
s firmou Hoechst, ktera je nyni soucasti firmy Aventis).
3.4. Spolec¢nosti pracujici
smlouvu

Zvlasté mensi a stiedni farmaceutické spolecnosti
si nemohou dovolit mit vSechny Cinnosti soustiedéné ve
vlastni spolecnosti. Na zakladé poptavky tak vznikla fada
specializovanych firem (Contract Research Organization —
CRO). Dokonce i nejvétsi farmaceutické firmy casto vyu-
zivaji téchto firem k pteklenuti zkych mist ve svém vy-
zkumu a vyvoji. V soucasné dob¢ je situace takova, ze si
lze nasmlouvat u rliznych firem postupné vlastné vSechny
¢innosti vedouci k zavedeni 1éCiva, po¢inaje vyhledavacim
vyzkumem, preklinickym vyvojem, klinickymi pokusy, aZ
po zapatentovani vSech detailll a zaregistrovani 1éCiva. Vse

na
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je vpodstaté otazkou ceny a moznych rizik spojenych
s takovym postupem.

3.5. Vyrobci aktivnich substanci
a farmaceutickych interme-
diata

Zatimco inovativni i generické firmy se zaméfuji
na vyrobu kone¢nych lékovych forem, fada vyrobcl se
specializovala na vyrobu aktivnich substanci (Active Phar-
maceutical Ingredience — API), popifipad¢ dokonce jen na
produkci intermediati téchto substanci (Pharmaceutical
této Cinnosti soustiedilo v Indii. Jednim z divodu je i fakt,
ze Indie dosud neuznava latkové patenty (od roku 2005 se
situace méni), a proto mistni firmy mohly zacit s vyvojem
generickych substanci podstatné dfive, pficemz naklady
vynaloZené na tento vyvoj ziskaly okamzité zpét prodejem
lé¢iv na indickém trhu. V soucasné dobé, diky vysoce
kvalifikované pracovni sile a dobré technické vybavenosti,
nekteré z téchto firem jiz prili§ nestoji o prodej intermedia-
th a soustfed’uji se bud’ jen na vyrobu kvalitnich API, nebo
dokonce na proniknuti na svétové trhy jako vyrobci gene-
rik (Zydus Cadila, Ranbaxy, Dr. Reddy’s Labs a dalsi).
V soucasné dobé ma vice nez 25 vyrobnich zavodui certifi-
kat FDA (Food and Drug Administration), fada znich
spolupracuje s originalnimi vyrobci a dodava jim interme-
diaty i APIL, nekteré dokonce spolupracuji na vyzkumu
novych 16¢iv®. Stafetu vyrobed intermediati piebiraji dy-
namicky se rozvijejici ¢inské firmy.

4. Vyzkum originalnich 1é¢iv

K hodnoceni kvality, a tim i trzniho ocenéni inovativ-
nich firem, se &asto pouziva tzv. Pipeline Concept®, Gesky
prekladany obvykle jako princip produktovodu. V podstaté
se jednd o grafické znazornéni zachycujici stav jednotli-
vych projektt od doby jejich otevieni az do stadia vyroby,
které ma na Casové ose vSechna stadia, kterym 1é¢ivo musi
projit. Na obr. 1 jsou tato stadia zndzornéna a rozclenéna
na tii hlavni faze — vyhledavaci vyzkum (Drug Discovery),
vyvoj léciva (Drug Development), zavedeni 1éCiva na trh
a jeho podpora (Drug Marketing and Expansions) pro jed-
no hypotetické 1é¢ivo. Toto ¢lenéni neni samoucelné, jed-
notlivé faze byvaji provadény organizacné¢ rliznymi ¢astmi
spolecnosti.

Casto diskutovanou otdzkou jsou priimémé nékla-
dy nutné na vyvoj jednoho 1éku. Samoziejmé konkrétni
néklady jsou velmi rozdilné, z&visi na mnoha hlediscich
véetné strategie vybéru projektu (obmeéna struktury, novy
strukturni typ, atd.). V soucasné dob¢ se vétsinou uvadi, Ze
na vyvoj 1é¢iva s novou strukturou naklady presahuji mili-
ardu USD vynaloZenou v pribéhu 15 let. Casto jsou nakla-
dy na vyvoj 1éCiva zpochybnovany riznymi zajmovymi
skupinami (pacienti, zdravotni pojiStovny, generické fir-
my), lze totiz obtizn¢ urcit, které naklady jsou nutné pro
vyvoj a které uz se vztahuji na podporu marketingu nebo
marketing samotny.

Se zvySujicimi se naroky na bezpeCnost se zvysil
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vyhledavaci vyzkum vyvoj lé¢iva

(drug discovery)

(drug development)

zavedeni a podpora lé¢iva
(drug marketing and expansions)

idea syntéza ; provedeno 1ék H sledovany
dalsich . preklinické schvilen |. nové
latek : hodnoceni . ; klinické
' indikace
syntéza podrobné vyhodnoceno 1ék vyvijeny
a testovani testovani preklinické : uveden nové
novych vybrané hodnoceni, i natrh lékové
latek latky pozadano o i"launch" formy
"candidate" povoleni klinického .
: hodnoceni ! E
nalezeni stanoven - klinické . zahajen podpora
vidéi plan i hodnoceni H H "post marketingu
struktury preklinického ' : i marketing
"lead" testovani . , ' surveillance"
; ' faze LILIIT ¢ ;
H ; 1 ! faze IV
: R ITORLEELEET i
odhadem 5-10 tisic syntetizovanych E do klinického hodnoceni E k pouZivani E . staZeni z trhu pro zavainé vedlejsi ucinky
latek na 1 zavedené lécivo - postoupi ca 50 % schvaleno ’ v jednotkdch %

latek 7 preklinického
hodnoceni

do preklinického hodnoceni postoupi
10 - 15 latek

15-25 % klinicky
testovanych latek

Obr. 1. Grafické znazornéni vyvoje 1é¢iva od pocatecniho vyvoje aZ po zavedeni vyroby

1 pocet syntetizovanych latek nutnych k zavedeni jednoho
nového 1éCiva; nyni se uvadi 5-10 tisic latek (obr. 1).
Z tohoto mnozstvi je primérné 10-15 latek vybrano do
preklinického hodnoceni, kterym pramérné uspésné projde
zhruba 50 % znich. Pravdépodobnost stazeni latky
z dalSiho vyvoje nadale roste v klinickém hodnoceni, jimz
uspésné prochazi 15 az 25 % testovanych 1éCiv.
4.1. Vyhledédvaci vyzkum

Vyhledavaci vyzkum (Drug Discovery) je v pfipadé
novych léCiv stadium, které nejvice ovlivni jak budouci
uspésnost preparatu, tak i dobu jeho vyvoje. Podle typu
projektu (viz déle) se uvadi obvykla délka této fze u zave-
denych 1éCiv 2 az 10 let. To vSak zdaleka neznamena, ze
vétSina projektl konci zavedenim 1éCiva. V poslednich
letech je ze 100 zahajenych projekti do 2 let 75 zastaveno,
do preklinické faze se dostane obvykle 10—-15 projektd
a na konci zbyde jedno zavedené 1é¢ivo.

4.1.1. Zalozeni projektu

Kazda firma musi podle své strategie, ale i moznosti,
dbat na to, aby méla rovnomérné rozlozeny projekty
v riznych stadiich vyvoje. Pfi zakladani novych projektt
musi pak brat v uvahu fadu kritérii. Podstatné je terapeu-
tické zaméfeni a zamysleny mechanismus u¢inku. Nékteré
mensi firmy se do urcité miry specializuji na urcité terape-
utické skupiny, velké celosvétové firmy se timto zpiso-
bem obvykle neomezuji. Vzhledem k dob& mezi zapoce-
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tim projektu a uvedenim 1é€iva na trh je velmi obtizné na
zacatku vyhodnotit trzni ispéch, a tim i navratnost projek-
tu. Je to ddno mnoha faktory, v pocatecnich stadiich nejsou
znamy projekty konkurence a vétSinou ani potencial 1éCiv,
které se v té¢ dob€ nachédzeji ve stadiu klinického hodnoce-
ni. I kdyz jsou prostiedky vynakladané nejvetsimi firmami
na vyzkum a vyvoj ohromné (napfiklad firma Pfizer vyna-
lozila v roce 2003 pies 7 miliard USD) a jsou do znac¢né
miry soustfedény na vyzkum zcela novych cilovych struk-
tur (drug targets), piesto se i tyto firmy vénuji vyvoji 1é¢iv
na zakladé podobnosti s 1€¢ivy zndmymi. Tato 1é¢iva mo-
hou byt z jejich vlastniho portfolia (backup products) nebo
mohou byt vyrabéna konkurenci (,,me-too“ nebo ,,me-
better drugs®). Je to déno jednak tim, Ze tento zplsob vy-
voje nového 1éCiva byva podstatné rychlejsi a levnéjsi, ale
i faktem, ze tada takto objevenych 1é¢iv se dostala do sku-

vvvvvv

vvvvvv

1é¢ivem dané terapeutické skupiny nebyva prvni zavedené
1é¢ivo, ale druhé i treti v poradi.

Pokroky ve studiu zakladnich procest probihajicich
na bunééné a receptorové urovni, dosazené v poslednich
desetiletich, zcela zménily koncepci vyzkumu v oblasti
mediciny.

Minulosti je dlouho platny pfistup spocivajici
v rozsahlém testovani novych latek in vitro a pak in vivo
vedouci k objeveni skupiny ucinnych latek, u nichz byl
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poté zjistovan mechanismus jejich GCinku. U projektt
zaméfenych na modifikaci znamé struktury, popf. na obje-
veni latek nové struktury uéinkujicich zndmym mechanis-
mem, se znacné Usili vénuje vyvinuti vhodnych testova-
cich metod zalozenych na receptorovych, popf. enzymatic-
kych studiich. Spi¢kové farmaceutické firmy se samoziej-
meé snazi objevit 1éCiva fungujici zcela novym mechanis-
mem, u nichz se da v pfipadé uspéchu predpokladat vyraz-
ny terapeuticky prospéch, a tim i komeréni tispésnost. Za-
meéftuji se proto hned na pocatku projektt na vybér vhod-
nych ,,drug targets“, kterymi jsou obvykle receptory, ion-
tové kanaly, nebo enzymy. Samotnou hypotézu, ze takova
cilova struktura je vyuzitelna k 1é¢b¢ urcité choroby, je ale
tieba dikladné ovéfit, takzvané validovat. Je nutné ovéfit,
zda ovlivnéni cilové struktury nema vyznamné neptedvi-
dané Gginky. Casto se také ukazuje, Ze pokud n&jakym
1é¢ivem ovlivnime urcity d¢j v téle, organismus toto ovliv-
néni zpétné kompenzuje a nelze G¢inné takovy zpisob
terapeuticky vyuzit. Po rozsifrovani lidského genomu se
odhaduje, ze v téle je zhruba 30 tisic potencidlnich ,,drug
targets®. V soucasné dobé¢ je néco znamo o 2000 takovych
struktur a pouze asi 500 z nich je terapeuticky vyuzivano.
Nehled€ na presnost téchto odhadll je zfejmé, Zze existuje
velké mnozstvi novych, dosud netusenych moznosti 1écby
chorob. Celosvétové jsou vynakladany ohromné prostied-
ky na tzv. ,,genomic driven target generation, tzn. na ob-
jevovani novych cilovych struktur zaloZené na studiu lid-
ského genomu®®.

4.1.2. Strategie objeveni vudci struktury a vybéru latky
k preklinickému hodnoceni

Zakladnim algoritmem klasického vyhledavaciho
vyzkumu novych 1éCiv je syntéza, analyza a biologické
hodnoceni  sérii  strukturnich analogli  (congeners).
Z vysledki hodnoceni takové skupiny podobnych latek se
ziskavaji informace o vztahu mezi strukturou a biologic-
kou aktivitou v této skupiné (Structure-Activity Relation-
ship — SAR; Quantitative Structure-Activity Relationship
— QSAR). Pfi klasickém postupu byla tato série latek syn-
tetizovana postupné, v soucasné dobé se Casto vyuziva
kombinatoridlni chemie a syntetizuji se tzv. cilené knihov-
ny (targeted libraries), které jsou dale testovany.
V soucasném vyzkumu 1éCiv je vyznamnou soucasti studi-
um mechanismu u¢inku na molekulové Grovni, pii némz je
extenzivné vyuzivano i soucasnych moznosti molekulové-
ho modelovani jak samotného 1éCiva, tak jeho komplexl
s predpokladanymi cilovymi strukturami, jako jsou recep-
tory nebo enzymy. Na zakladé téchto vypoctl jsou pak
syntetizovany latky, které by mély dat lepsi biologickou
odpovéd. Tak je mozné snizit mnozstvi syntetizovanych
latek nutnych k ziskéni pfisluSné aktivni latky. Je vSak
nutné mit velké mnozstvi dat o daném receptoru nebo en-
zymu. Vysledkem takového cileného vyzkumu je latka,
ktera je jiz vyrazné G¢inna, nema ale dosud vSechny vlast-
nosti pozadované od léciva. Takova latka byva nazyvana
viidéi strukturou, nebo se pouzivd anglického vyrazu
Llead.

Pied testovanim strukturnich analogli je ale nejprve
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nutné vybrat latku, jejiz analoga se maji syntetizovat. Pu-
vodné se casto jednalo o nahodny objev latky s biolo-
gickou aktivitou, popf. o vyuziti poznatkd z prirodniho
1écitelstvi (opidty, namelové alkaloidy, kanabinoidy). Ob-
jev novych pfirodnich, biologicky aktivnich latek je také
Casto inspirovan zkuSenosti pfirodnich narodt. Tak studi-
um obsahovych latek indianského Sipového jedu kurare
vedlo k zavedeni kurarimimetik, vysoce analgeticky u¢in-
na latka epibatidin byla zase objevena v kuzi jedovatych
zab rodu Epibates.

V pribéhu minulého stoleti doslo k vyznamnym obje-
vim v oblasti biochemie a bioorganické chemie a vysled-
kem bylo objeveni fady biologicky aktivnich latek pfitom-
nych v téle, jako jsou pfirozené mediatory (katecholaminy,
serotonin, histamin, dopamin, GABA), hormony
a autakoidy'. Nékteré z téchto latek byly zavedeny do tera-
pie jako takové, staly se vSak také vdéénymi strukturnimi
pfedlohami. Vysledkem bylo objeveni velkého mnozstvi
agonistll, antagonistll, nebo latek ovliviiujicich pfislusné
receptory jinym mechanismem. Sem patii velké mnozstvi
pouzivanych 1é¢iv, jen namatkou pfipomenu 1é¢iva ovliv-
fyjici adrenergni systém vyuZzivana jako antihypertenziva.
V této oblasti dochazi stale k objevovanim novych recep-
torovych subtypt a k objasfiovani jejich role v organismu.

Vyznamné pro zavadéni novych 1éCiv je i objevo-
vani role riznych enzymu a vyuziti jejich inhibitori jako
léciv. Prikladem muize byt vyuziti inhibitorli angiotensin
konvertujiciho enzymu (ACE) v 1é€bé hypertenze, inhibi-
tord HIV proteasy v terapii AIDS, nebo inhibitort HMG
CoA reduktasy ze skupiny statini jako hypolipidemik.

NH, NH,

amantadin memantin

Schéma 1

Dikladné studium mechanismu hlavniho G¢inku, ale
i vedlejsich ucinki starSich 1é¢iv vedlo v nékterych ptipa-
dech k objeveni nové indikace. Pfikladem miZze byt aman-
tadin (Schéma 1), latka pouZzivana k prevenci chiipky typu
A. Bylo zjisténo, Ze u pacientl trpicich parkinsonismem
doslo ke zlepSeni jejich stavu a v soucasné dob¢ je latka
proto pouzivana i jako antiparkinsonikum. Podrobngjsi
studium biologickych ucinkd derivatd aminoadamantanu
vedlo k zavedeni memantinu (Axura, Ebixa) pro lécbu
Alzheimerovy choroby.

Na moznosti obménou struktury dosdhnout zvySeni
vedlejsiho G¢inku a zménit jej tak na UCinek hlavni, je
zalozen pristup nyni oznacovany jako SOSA (Selective
Optimization of Side Activities). Zndmym vedlej$im uc¢in-
kem opiatl je obstipace (zacpa) a vhodnou zménou struk-
tury zjednodusenych opiati bylo dosazeno potlaceni anal-
getického Ucinku a odstranéni navykovosti za souc¢asného
zvyraznéni obstipacni aktivity. Ptikladem jsou latky dife-
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CN (><CONMe2
PH” “Ph

NPh N
ggCOOEt ggCOOEt 4-Cl-CgH; OH
pethidin difenoxylat loperamid
(Reasec) (Immodium)
Schéma 2
noxylat a loperamid, strukturné podobné pethidinu
(Schéma 2).

U vyvijeného nebo starSiho 1é¢iva se bézné provadéji
rozsahlé metabolické studie. V nékterych piipadech lze
téchto vysledki vhodné vyuzit. V pfipad€, ze je ucinna
latka rozsahle metabolizovana na inaktivni metabolit nebo
na metabolit s nezddoucim ucinkem, je snaha tuto metabo-
lickou cestu zablokovat. Jednou z moznosti, ¢asto vyuziva-
nou ve vyvoji novych 1é¢iv, je moznost zablokovat meta-
bolickou hydroxylaci aromatického jadra zavedenim fluo-
ru do polohy, kde k hydroxylaci dochazi. Dal§i moznosti
vyuziti vysledki metabolickych studii jsou pfipady, kdy
vznikly metabolit je aktivnéjs$i, popf. nema nezadouci
ucinky plivodniho 1é€iva. Po objeveni kardiotoxicity anti-
histaminika terfenadinu (Schéma 3) byla tato latka v roce
1998 stazena ztrhu a byla nahrazena jeho metabolitem
fexofenadinem. Podobné je metabolitem hydroxyzinu
1 antihistaminikum cetirizin (Zyrtec). DalSim pfikladem
mize byt pravastatin, ktery byl izolovan jako metabolit
mevastatinu v moci krys a po objeveni toxicity piivodniho
1éciva byl zaveden na trh pod ndzvem Pravachol.

Principidlné podobné je i zlepSeni dostupnosti 1é€iva
tim, Ze se do jeho molekuly zavedou substituenty, které
zlepsuji jeho biodostupnost. Ty pak jsou v organismu me-
tabolicky odstranény a je uvolnéna aktivni latka. Takto
modifikované 1éCivo se nazyva prolécivo (prodrug).
Z velkého mnozstvi pouzivanych proléciv 1ze uvést hypo-

N
OH
Ph OH
Ph
terfenadin
(Seldane)
|
Ph

hydroxyzine
(Tranquizine)

Schéma 3
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lipidemika statinového typu obsahujici laktonovy kruh,
napf. lovastatin (Mevacor) a simvastatin (Zocor), nebo
antagonistu angiotensinu II candesartan cilexetil (Schéma
4).

Kromé téchto klasickych proléciv lze v nékterych
pfipadech dosdhnout selektivniho uvolnéni G¢inné latky
v pozadovaném misté. To je Zadouci napiiklad pii 1écbé
rakoviny, kdy jsou sice zndmé nékteré velmi Gcinné latky
(napf. doxorubicin), které jsou ale znac¢né toxické. Navaza-
nim na vhodny polymerni nosi¢ lze ale dosdhnout sniZeni
jejich toxicity. Navic dochazi k hromadéni tohoto polyme-
ru v nadorovych builkach a disledkem niz§iho pH v téchto
bunkach pak k uvolnéni vhodné vazané aktivni latky. Po-
kud se vyuziva enzymatického uvolnéni, je tento pfistup
oznacovan jako PDEPT (Polymer-Directed Enzyme Pro-
drug Therapy). Dal$imi modernimi pfistupy zkoumanymi
pro 1é¢bu rakoviny jsou tzv. ADEPT (Antibody-Directed
Enzyme Prodrug Therapy) a GDEPT (Gene-Directed En-
zyme Prodrug Therapy), které presahuji rozsah tohoto
¢lanku’™!

Rada 1é&iv obsahuje ve své molekule jeden nebo vice
asymetrickych atomil, vétsinou se jedna o uhlik. U chiral-
niho 1é¢iva Casto maji enantiomery rozdilnou bioaktivitu
(Gcinek, Gcinnost, toxicita) a obvykle je vyhodnéjsi poda-
vat jeden z isomerd. Pokud je 1é¢ivo pouZivané jako race-
mat a pozdéji se na trh zavede vyhodngjsi enantiomer,
oznacuje se tento akt nemajici dosud ¢esky ekvivalent jako
,.chiral switch®. Z uspé$nych pripadi l1ze uvést levofloxa-
cin, levocetirizin, escitalopram a esomeprazol (chiralni
sulfoxid). Jen vyjimecné jsou dokumentovany ptiklady,
kdy je vyhodngjsi pouzit racemat. Jednim z nich je indacri-
none, jehoz isomer R ma vyraznou diuretickou aktivitu,
zpusobuje ale nezadouci retenci mocové kyseliny. Naopak
isomer S nema diuretickou aktivitu, ale podporuje vyluco-
vani mocové kyseliny, takZe pfi pouziti racematu nedocha-
zi k jeji nezadouci retenci.

V obdobi klasického farmaceutického vyzkumu se
rozsitilo testovani latek bez strukturni predlohy (random

COOH
N
OH
Ph OH
Ph
fexofenadin
(Allegra)
Cl N/\/O\/COOH
Ph
cetirizin
(Zyrtec)
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candesartan

N

S—OEt

N

Ctoiox%

candesartan cilexetil
(Atacand)

Schéma 4

screening). Byly testovany sbirky pfirodnich latek i sbirky
latek syntetizovanych za jinym ucelem. Napf. vyznamna
skupina antibakteridlnich 1é¢iv, tzv. antibakteridlni chino-
lony, byla objevena na zakladé testovani antibakterialni
aktivity necistot izolovanych z mate¢nych louht z vyroby
antimalarika chlorochinu'?,

mevastatin simvastatin
(Zocor)
— _
O OH OH O
N (o}
/ S
O Ca2+
HN ¢}

L 12

atorvastatin
(Lipitor)

Schéma 5
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Po nastupu kombinatorialni chemie na pocatku 90. let
minulého stoleti bylo toto nové odvétvi orientovano prede-
v§im na syntézu rozsahlych nesmérovanych knihoven, od
jejichz testovéni se slibovalo objeveni 1éCiv zcela novych
struktur. Dal§i moznosti bylo testovani produkti sbirek
mikrobidlnich kment z riznych prostiedi. Tento postup se
osvédcil nejen v ptipad¢€ antibiotik, ale timto zpisobem byl
objeven mevastatin, prvni latka z dnes komeréné nejaspes-
néjsi skupiny 1éCiv — statinovych hypolipidemik zahrnuji-
cich i vliibec nejuspésnéjsi 1é¢iva poslednich let simvastatin
(Zocor) a atorvastatin (Lipitor) (viz Schéma 5, tabulka I).

Vyznamnou soucasti vyhledavaciho vyzkumu je
vhodna testovaci metodika syntetizovanych latek. Pro
primarni ,,screening® se prakticky vyluéné pouziva testo-
vani in vitro. Podle druhu cilového tc¢inku se jedna o testo-
vani na tkafovych kulturach, testovani na izolovanych
organech, o vazebné studie na izolovanych nebo biotech-
nologicky pfipravenych receptorech. Svym zplsobem
specifické je testovani antimikrobidlnich nebo antiviro-
vych latek, kdy je sledovana inhibice rustu téchto organis-
md ve vhodném Zivném mediu. Samoziejmé i v této oblas-
ti se pouziva ,,screening” zaméfeny na sledovani inhibice
enzymi zivotné dilezitych pro tyto organismy (u bakterii
napi. DNA-gyrasy, coz je bakeridlni topoisomerasa II).
Pro zvladnuti testovani ohromného mnozstvi latek, ziska-
ného hlavné pomoci kombiatorialni chemie, byl vyvinut
tzv. ,high-throughput screening®. V etapé vyhledavaciho
vyzkumu se jen vyjimecné pouziva testovani in vivo. To se
béZn€ pouziva pouze pro ovéteni aktivity latek predb&zné
vybranych pro preklinické hodnoceni (candidate) a na
omezeném poctu zvifat (vétSinou mali hlodavci) pro orien-
tacni stanoveni jejich akutni toxicity.

4.2. Vyvoj vybraného 1éc¢iva

Po vybrani nékolika vhodnych kandidati nasleduje
preklinické a klinické hodnoceni, coz jsou stadia mimotad-
n¢ naroc¢na jak na mezioborovou spolupraci, tak na financ-
ni zdroje. Je nepopiratelnym faktem, Ze v Ceské republice
neni v soucasné dob¢é zadna spolecnost, kterd by si tento
vyvoj (Drug Development) mohla, bez spoluprace se sil-
néj$im subjektem, dovolit.

4.2.1. Preklinicky vyvoj

biologické hodnoceni, pfi kterém se ovéfuje aktivita in
vivo na vice zvifecich druzich. Sleduje se pfi tom jak osud
lé¢iva v organismu a biodostupnost (farmakokinetické
studie), tak biologicka aktivita a vliv na kardiovaskularni
systém, centralni nervovy systém, gastrointestinalni sys-
tém, urogenitalni systém (farmakodynamické studie). Ne-
dilnou soucasti preklinického hodnoceni jsou také toxiko-
logické studie, které zahrnuji jak testy specidlni toxikolo-
gie (mutagenita, genotoxicita, teratogenita, kancerogenita,
atd.), tak hodnoceni subchronické a chronické toxicity.
V obdobi preklinického vyvoje se obvykle také pracuje na
optimalizaci syntézy a na vyvoji analytickych metod.
U vybrané latky se také hodnoti stabilita a zacina se prova-
dét vyvoj 1ékoveé formy.
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Jak jiz bylo zminéno, obvykle se provadi preklinické
hodnoceni né€kolika vybranych latek a vysledkem je roz-
sahla studie vyhodnoceni téchto vysledkd. V kladném
ptipad¢ je po dukladném zvazeni vypracovana Zzadost
o povoleni klinického hodnoceni, kterd je podana u pfi-
slusné regulacni autority. V USA je to FDA, u nas Statni
tstav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL). Zdtrrazituji zde diikladné
zvazeni, které zahrnuje uz i velmi detailni zhodnoceni
trzniho potencialu daného 1éCiva, ktery lze v této fazi ob-
vykle mnohem Iépe odhadnout nez pfi zalozeni projektu.
Vyvoj origindlniho 1éCiva je velice drahou zalezitosti
a v okamziku ukonceni preklinického hodnoceni byvaji
sice uz utraceny fadové desitky az stovky milion USD,
podstatnéjSi ¢ast nakladl je ale vynalozena aZz v nasle-
dujicich stadiich.

4.2.2. Klinické hodnoceni

Pro povoleni prvni faze klinického hodnoceni nového
1é¢iva se predklada regulacni autorité rozsahla dokumenta-
ce, kterd jednak shrnuje vysledky preklinickych studii,
jednak obsahuje i plan studii klinickych. Tato Zadost se
v ptipadé FDA nazyvé Investigational New Drug Appli-
cation (INDA). Po prostudovani piislusné dokumentace
regulacni autorita v kladném pfipadé schvali provedeni
prvni faze klinického hodnoceni. Po kazdé fazi je nutno
predat podrobné vysledky provedené studie spolu s planem
dalsi faze a jeji provedeni si nechat opét schvalit. Zminim
se pouze o zakladnich charakteristikach jednotlivych fazi
klinického hodnoceni, nebudu se zminovat o vsech
podrobnostech této vysoce regulované oblasti. Neni to
cilem tohoto ¢lanku a ja nejsem odbornikem na tuto slozi-
tou problematiku.

Féze I zahrnuje metabolické studie a farmakokinetiku
u omezeného souboru (20 az 80) zdravych dobrovolniki,
cilem je zjistit pfipadné rozdily G€inku oproti G¢inkiim na
pokusnych zvitatech. Faze Il zahrnuje jednotlivé a opako-
vané podani pacientim (obvykle 100 az 300) trpicim cho-
robou, pro jejiz 1é¢bu je 1é¢ivo urceno. LéCivo se podava
v ruznych davkach pro ovétreni hlavniho Uc¢inku a zjisténi
moznych vedlejSich G¢inkl. Faze III je provadéna na vel-
kém souboru pacientd (obvykle 1000 az 5000) jiz
v podstaté zptisobem, kterym by mélo byt 1é¢ivo pouziva-
no v praxi. Je provadéna na né€kolika pracovistich a pokud
tomu nebrani etické divody, provadi se srovnani
s placebem, vétSinou metodou dvojitého slepého experi-
mentu (double blind experiment), popf. srovnanim se zna-
mymi standardy. Rozsah klinického hodnoceni je zfejmy
z toho, Ze v roce 2003 bylo ve fazi III klinického hodnoce-
ni celosvétové 1200 1éCiv. Neékdy se setkdvame
i s vyrazem faze IV klinického hodnoceni (viz téZ odstavec
4.3.1.). Jedna se o monitorovani vedlejsich Gc¢inkd, které
musi firma zajistit po zavedeni 1é¢iva na trh.
4.3. Zavedeni 1é¢iva na trh
a jeho podpora

Po Uspésném skonceni klinického hodnoceni jsou
veskera data zpracovana a firma podava zadost o schvaleni
vyroby lé€iva. Vzhledem k ohromnému objemu predklada-
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nych dat se obvykle doba schvaleni pocita na 1éta. V té
dobé se uz pfipravuje rozsahlad kampail spojend s uvede-
nim na trh (launch). Ta se tyka jak hledisek striktn¢ odbor-
nych, jako je Uprava stavajicich nebo casto vystavba no-
vych vyrobnich zafizeni, Skoleni prodejct a instruktort,
kteti budou 1é¢ivo po zavedeni lékarlim piedstavovat, atd.
Dulezitou soucasti je také zvoleni marketingové strategie,
reklamni kampan¢ apod.

4.3.1. Postmarketingové sledovanit

Firma je povinna si zajistit sledovani vedlejsich Gc¢in-
ki i po zavedeni na trh, a to jak z odborné literatury, tak
z klinické praxe. V piipadé objeveni nezadoucich ucinku,
které nebyly dokumentovany v klinickém hodnoceni, musi
okamzité tyto ucinky nahlasit regulaéni autorité. V soucas-
né dobé¢ diky modernim metodam i diky velice piisnym
pozadavkiim neni sice bézné stazeni nového 1é¢iva z trhu,
ito se ale obCas stava. Nejnovéjsim pfipadem je stazeni
cerivastatinu (LipoBay) firmy Bayer v roce 2001 z trhu po
umrti vice nez 50 pacientll na rabdomyolyzu (stav, kdy
dochéazi k vaznému poskozeni svalt, pfi¢emz obsah znice-
nych svalovych bun¢k se dostdvd do krevniho ob&hu
amuze poskodit ledviny a dalsi organy). Pfipad je o to

vedle cerivastatinu zaroven gemfibrozil pfes varovéni
v pribalovém letaku, Ze cerivastatin nema byt uzivan spolu
s fibraty.

4.3.2. Podpora novych klinickych aplikact

Tato Cast vyvoje je pro firmy velice atraktivni, proto-
ze bez enormnich nakladii mize dojit k podstatnému zvy-
Seni prodeju. Prikladem mohou byt latky ze skupiny oxeti-
ni zavedené jako antidepresiva pusobici mechanismem
selektivni inhibice zpétného vychytavani noradrenalinu.
Po Gspésném fluoxetinu (Prozac) byly zavedeny dalsi latky
této skupiny duloxetin (Cymbalta) a tomoxetin (Strattera)
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(Schéma 6). Prvni z nich je v soucasné dob¢ povolen i jako
lé¢ivo proti spontdannimu Uniku moci, druhy zase k 1é€bé
poruch pozornosti mladistvych oznacovanych zkratkou
ADHD (Attention Deficit Hyperactivity Disorder).

4.3.3. Vyvoj novych lékovych forem

Po zavedeni 1éCiva na trh je zpravidla pokracovano ve
vyvoji novych lékovych forem, které jsou z né&jakych du-
voda zadouci. MUze se jednat o vyvoj forem s protrahova-
nym ucinkem, které by bylo mozno brat méné casto, n¢kdy
naopak je Zadouci vyvinout formu s rychlym nastupem
ucinku. Pokud to jde, je snaha mit 1é¢ivo pouzivané v in-
jekéni formé a také ve formé oralni. To je zvlaste dilezité
u onemocnéni, kdy v akutni f4zi je nutné pouzit injekéni
formu a po propusténi z nemocniéniho osetfeni 1ze s vyho-
dou prejit na totéz 1éCivo v oralni formé. Existuje ale fada
dalsich moznosti, které se s pokrokem ve formulacnich
technologiich déle rozsifuji.

4.3.4. Podpora marketingu

Po zavedeni léCiva na trh jsou k dispozici vlastné
pouze odborné udaje zvetejnéné piislusnou firmou. Ob-
vykle se tedy firma snaZi iniciovat v§emoZné studie tohoto
1éCiva i na nezavislych pracovistich a podporuje publiko-
vani kladnych vysledki. Zvlasté zadouci jsou kladné stu-
die srovnavajici takovy 1ék s konkurenc¢nim, jiz pouziva-
nym lé¢ivem. Cas od &asu se objevuji pochybnosti o tom,
zda je zminéna podpora studii ze strany farmaceutickych
firem eticka. Skute¢nosti ale zlstava, ze po zavedeni nové-
ho 1é¢iva na trh je o ném publikovano velké mnozstvi pra-
ci a ze vysledky té€chto studii poskytuji cenné informace
o novych moznostech terapie. Odpovédnost za korektnost
publikovanych daji maji pochopiteln€ autofi téchto pub-
likaci.

5. Vyvoj generickych 1é¢iv
5.1. Historie generik
Z podstaty patentové ochrany plyne, Ze po jejim vypr-
Seni mize byt toto 1é¢ivo volné vyrabéno ostatnimi firma-
mi”. K tomu ale ptivodné musela kazda firma podstoupit
schvalovaci fizeni, které vyzadovalo i klinické hodnoceni.
S rostoucimi pozadavky na klinické hodnoceni se staval
tento fakt vyznamnym faktorem omezujicim zavadéni
1é¢iv s proslou patentovou ochranou. Ve snaze omezit tato
hodnoceni byl v USA v roce 1962 ptijat prislusny zakon
oznacovany jako DESI (Drug Efficacy Study Implemen-
tation). Na zaklad¢ tohoto zakona bylo na tcinnost testo-
vano vice neZz 3000 pouZivanych léCiv. U 1éciv
s prokazanym ucinkem nebylo nutné délat klinické hodno-
ceni. Tento zakon, ktery vlastné vedl ke zrodu primyslu
generickych 1éCiv, se ale vztahoval jen na 1é¢iva zavedena
pfed rokem 1962. V piipad€ novych 1é¢iv nedoslo k Zadné
zmeéne.
Ve snaze zvySit bezpeCnost 1éCiv dochézelo
k prodluzovani doby vyvoje 1éCiv, a tim i ke zkraceni do-
by, kdy méla firma patentovou exkluzivitu a nasledkem
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toho bylo, ze na konci 70. let minulého stoleti se povazlivé
snizil pocet nov€ zavadénych origindlnich 1é¢iv. Vytvoreni
rovnovahy mélo byt dosazeno v USA zakonem piijatym
vroce 1984, ktery je oznacovdn bud’ jako Drug Price
Competition and Patent Restoration Act, nebo jako Hatch-
Waxman Act. Tento zédkon vychdzel vstfic origindlnim
vyrobcum tim, ze sjednotil dobu patentové ochrany pro
nové zavadeéné latky na 20 let. Pro generické vyrobce pak
bylo podstatné, Ze na latky zavedené po roce 1962 se vzta-
hovala takzvana zkracena procedura ANDA (Abbreviated
New Drug Application). Ta umoznovala vyhnout se na-
kladnym klinickym studiim a provést na lidech pouze tak-
zvanou bioekvivalen¢ni studii prokazujici u generika shod-
nost ¢asové zavislosti jeho dostupnosti v cilovych tkanich
s 1é¢ivem originalnim. Ugelnost tohoto zakona prokazal
fakt, ze béhem jednoho roku bylo na FDA podano vice nez
tisic zadosti o schvaleni.

Rozsah pouzivani generickych 1é¢iv se velmi rdzni
a je zavisly hlavné na mistni legislativé. Na nejvétSim trhu
1€¢iv, tj. v USA, se v poslednich letech pohybuje tato hod-
nota na hranici 50 %. V EU se pohybuje od rozsahu jed-
notek % (napt. Italie, Belgie) do 70 % (napt. Cesko, Pol-
sko).

5.2. Legislativni ramec zavadéni
generik

Zakladnim principem zavadéni generik je, Ze lécivy
pripravek obsahujici generické 1é¢ivo by mél dosahnout
stejného efektu jako origindlni, jiz zavedeny, preparat.
V EU je k dosazeni tohoto principu pozadovana podminka
zasadni podobnosti (essential similarity). Vyzaduje se, aby
oba 1é¢ivé pripravky (tj. originalni i genericky) obsahovaly
identickou API, pfi¢emZz pomocné latky se mohou liSit.
Genericky 1éCivy pripravek smi byt pouzivan pouze ve
stejné indikaci jako originalni preparat, musi mit silu (tj.
obsah API) identickou se silou origindlniho 1é¢iva, nemusi
byt ale dostupny ve vSech silach jako original. Generikum
vSak musi mit stejny typ 1ékové formy a zptisob podani.
Krome téchto vice ¢i méné formalnich zalezitosti musi byt
ob¢ 1éCiva bioekvivalentni a generikum musi spliovat
nebo byt blizké specifikaci originatora. To se tyka i identi-
ty a mnozstvi necistot, coz muize byt problém, zv1asté po-
kud genericky vyrobce vyvine novy zplsob vyroby ucinné
latky. Samoziejmosti je také pozadavek, aby byla generic-
ka 1éCiva vyrabéna pod stejnymi standardy spravné vyrob-
ni praxe (GMP — Good Manufacturing Practice) jako 1&¢i-
va originalni.

Dulezité jsou u generickych vyrobect otazky patento-
vé &i jiné ochrany 1é&iv". V soudasnosti je délka patentové
ochrany obecné 20 let. Pokud neni 1é¢ivo zavedeno na trh
do 5 let po patentovani, je mozné pozadat o dodatecnou
ochranu. Takto lze dosdhnout prodlouzeni ochrany az
0 5 let, maximalni souhrnna doba ochrany je 15 let. V EU
se toto prodlouzeni oznacuje jako SPC (Supplementary
Protection Certificate). V EU plati jesté dalsi omezeni
plynouci z tzv. exkluzivity dat (Data Exclusivity). Podsta-
tou je to, ze u zadného 1é¢iva nelze podat registraci generi-
ka drive nez 6 (10) let po datu prvni registrace v EU. Dobu
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takové ochrany, tj. 6 nebo 10 let si stanovovaly jednotlivé
staty dle svého uvazeni. Od roku 2004 plati pro nové regis-
trace v EU pravidlo 8 + 2 + 1. Pro registraci generika je
nutno dodrzet hutu 8 let od registrace originalniho 1é¢iva.
S vyrobou lze zacit po dalsich 2 letech a pokud se u origi-
nalniho 1é¢iva bé¢hem prvnich 8 let prokdZe vyznamna
klinickd vyhodnost (significant clinical benefit), je mozno
tuto dobu prodlouzit o dalsi rok.

Pomérné piesné je také stanoveno, co lze délat pred
vyprsenim patentové ochrany. Obecné lze provadét vyvo-
jové prace jak na API (vyvoj syntézy API, vyvoj analytic-
kého hodnoceni, studie stability API) a vytvaret pfislusnou
dokumentaci, napiiklad DMF (Drug Master File). Podobné
je to i v oblasti 1ékové formy. Je také dovoleno poskytovat
vzorky API i 1ékové formy piipadnym zajemcim. Striktné
zakazéano je ale vyrabét jak API, tak konec¢nou lékovou
formu ke komerénimu pouziti, a to i budoucimu.

5.3. Vyhody a nevyhody
generickych vyrobct

Hlavni vyhodou generickych vyrobct je fakt, Ze ne-
musi investovat do pocatecnich fazi vyvoje 1éCiva, které
jsou znacné rizikové. Obvykle nejsou nutné ani klinické
studie, staci prikaz bioekvivalence. Dalsi vyhodou je, Ze je
znadmy trzni potencidl a Ze neni nutné tak nédkladn4 marke-
tingova kampan. V pocatecnim stadiu vyvoje generika sice
obvykle nejsou dostupné pokrocilejsi intermediaty, to se
ale zvlasté u 1€Civ typu ,,blockbusteri® ¢asem meéni a tak
lze ve vhodnych pfipadech snizit pocet reakénich stupiii
a Casto i zlevnit produkt.

Na druhou stranu originatofi prodluzuji patentovou
ochranu patentovanim novych postupti, novych polymorfi
a novych lékovych forem. Prodlouzenim patentové ochra-
ny svého druhu je uz zminény ,,chiral switch. Dalsi nepfi-
jemnosti spojenou s vyvojem generickych substanci je
nebyvala konkurence generickych firem. Je velmi obtizné
pfedvidat konkurenci a nelze ani odhadnout skute¢nou
patentovou situaci. V soucasné dobé je bézné zahajovat
vyvoj generika 10 a vice let pfed vyprSenim ochrany, a tak
Casto nékteré procesni patenty originatora nejsou v té dobé
jesté publikovany. Mnohem vétsi je pravdépodobnost, Ze
vybrany postup je jiz popsan v dosud nepublikovanych
patentovych piihlaskach konkurencnich generickych fi-
rem. Navic nekteré generické firmy se doslova specializuji
na objevovani a nasledné patentovani polymorfii. Napi.
v soucasné dob¢ je jiz patentovano vice nez 30 polymorfl
atorvastatinu a bylo podano vice nez 15 patentovych pii-
hlasek na vyrobu amorfniho atorvastatinu. Objevuji se
pfihlasky chranici API, majici rozlicné fyzikalné-chemické
vlastnosti zjevné nerelevantni k zamySlenému pouziti
(napt. schopnost se elektrostaticky nabit, sypny objem
vyjadfeny tzv. Hausnerovym dcislem, pomér délek stén
krystald v uréitém rozmezi, atd.). Je tedy svizelnym pro-
blémem prokousat se t¢mito mnohdy nékolikasetstranko-
vymi patenty. DalSim problémem je zjistit, zda byly tyto
patenty chranici API udéleny a pokud ano, tak v jakém
rozsahu.
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5.4. Faktory aspéchu v oblasti
generik

V soucasné dobé¢ je oblast vyroby generickych 1éciv
vysoce konkuren¢ni oblasti a vzhledem k omezenému
mnozstvi 1éCiv, kterym prochazi patentova ochrana, je pro
komercéni Gsp&ch nutné splitovat fadu kritérii. Klicové je
vhodné nacasovani, v dob&é vyprSeni ochrany je nutné co
nejdiive pfijit na trh. Samozfejma je kvalita produktu
i dokumentace, stejné jako spolehlivost vii¢i odbérateliim.
Dalsim dalezitym kritériem je cena, piesto zvlasté u API
to neni kritérium, které by stalo na prvnim misté. Cena
API obsazené v Iékové formé je totiz v zavislosti na cha-
rakteru 1é¢iva fadové v jednotkach a jen vyjimecné piesah-
ne 10 % celkové ceny. Ostatni zminéna kritéria jsou proto
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nakladid pro kazdou generickou firmu velmi dilezité. Sna-
Zi se toho dosédhnout vlastni invenci a naslednou ochranou
dusevniho vlastnictvi pfihlaSovanim vlastnich patentt.
Existence vlastniho patentovaného nekolizniho postupu je
dalsi pfidanou hodnotou. Pro sniZeni nékladu je v soucasné
dob¢ také dilezita spoluprace s dodavateli intermediatu,
hlavné z Indie a Ciny. Nezanedbatelnd je i nutnost moder-
nizace vyroby.

Ne kazdé originalni 1éCivo se ve velké konkurenci
prosadi, jen omezenému poctu se podaii proniknout na
$picku prodeju a stat se ,,blockbustery* (viz tabulka I). Na
druhé strané fada malych preparatd, tzv. ,,niche* produkti,
si najde své misto na trhu, i kdyz jejich spotfeba je omeze-
na. A je velice obtizné se rozhodnout, zda se soustfedit na
,.blockbustery* nebo na ,,niche* produkty. Obecn¢, pokud
si firma vybere ,,blockbuster* a splni vSechna vyse disku-
tovana kritéria, ma velkou pravdépodobnost dosazeni slus-
ného zisku. ProtoZe se ale na oblast ,,blockbusterd* sou-
stiedi vétSina firem, je tento tispéch mozny jen pokud splni
opravdu vSechna kritéria. Na druhou stranu, pokud se po-
dafi vytipovat n¢jaky mensi produkt, na ktery se nesoustie-
dil zadny vétsi vyrobee a podati se ziskat podstatnou ¢ast
trhu, 1ze na ,,niche* produktu vyd¢lat podstatné vice nez na
,blockbusteru“. To se v posledni dobé podarilo naptiklad
firmé Farmak Olomouc s preparaty tizanidin a brimonidin
(viz ¢lanek P. Hradila v tomto ¢isle).

5.5. Hlavni
generik

Dulezitost spravného vybéru generika jiz byla disku-
tovana. Tento vybér musi byt udélan na zakladé zhodnoce-
ni patentové situace z hlediska délky ochrany a na zakladé
rozboru trzniho potencialu. Podstatné je i zhodnoceni syn-
tetické dostupnosti latky podle vSech do té doby zvefejné-
nych publikaci a patenttl, ale i zhodnoceni moznosti vlast-
niho postupu. Je tedy nutné hned zpocatku provést diklad-
nou patentovou a literarni reSersi.

Nasledné musi byt provedena analyza originalniho
1é¢iva, pokud mozZno z nékolika trhii. Cilem je zjistit fadu
parametr, pro syntézu API je dilezita Cistota, profil necis-
tot a pouzitd forma (amorfni, krystalickd, v ptipadé€ poly-
morfie i pouzity polymorf). Pokud 1é¢ivo neni 1ékopisné,
slouzi tato analyza ke stanoveni specifikace generické

¢innosti pfi vyvoji
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substance, popt. 1ékové formy.

Vlastni syntetické prace zanou obvykle provérenim
puvodniho postupu, pii kterém se syntetik ¢asto musi se-
zndmit s pro néj zcela novym typem chemie. Pokud to lze,
nasleduje navrzeni vlastniho vyhodnéjsiho postupu.
Z vlastnich zkuSenosti vim, Ze je velmi dulezité se pokud
mozno zaméfit na cesty, majici s pivodnim postupem
spolecné intermediaty. Poté, co je vybranym postupem
syntetizovana cilova latka, je tfeba timto postupem pfipra-
vit obvykle n€kolikagramovy vzorek, ktery vyhovuje pre-
dem stanovené specifikaci. VSechny necistoty pfitomné
v mnozstvi 0,1 % musi byt jednoznacné identifikovany
a je snahou je pfipravit jako standardy pro stanoveni ode-
zvovych faktorti pro HPLC (pokud je substance urcena pro
prodej mimo firmu, byvaji ¢asto vzorky vyzadovany). Po
definitivnim vybéru syntetické cesty se prubézné provadi
vyvoj analytickych metod, zatim bez validaci. Také se
musi upravit specifikace podle pouzitych rozpoustédel
a Cinidel tak, aby specifikace obsahovala pfipustny obsah
zbytkovych rozpoustédel (maximalni hodnoty jsou dany
smérnici), t€zkych kovd, atd.

Obvykle jiz v této fazi se nasadi malé vzorky k urceni
orientacnich stabilit v bézném obalu (obvykle pifi 20 °C,
45 °C, 60 °C), vyhodnoceni téchto orientacnich stabilit
byva provadéno po 1 mésici a dle vysledkl se zvoli dalsi
odbéry. Nasleduje provedeni zatézovych testt, pfi nichz je
substance podrobena zatéZi, obvykle tepelné a UV zéfeni.
Stabilita roztoku substance je sledovana po pridani kyse-
lin, zasad a oxidacnich ¢inidel. Podminky téchto zateézi se
voli podle charakteru substance. Opét je snaha identifiko-
vat podstatné rozkladné produkty, popf. je syntetizovat.

Po definitivnim vybéru syntetické cesty nasleduje
zvétSovani meéfitka syntézy, nejprve v laboratofi, posléze
se provadéji ovetovaci, tzv. ,,scale-up™ Sarze, jejichz veli-
kost je uz smérovana k velikosti pfisti vyroby. Po nutnych
upravach technologie béhem ovéfovacich Sarzi se navrhne
definitivni vyrobni postup, kterym se vyrobi nejméné
3 pilotni Sarze. Minimalni velikost pilotni Sarze je dana
jednak velikosti budouci vyroby (ta by neméla piesahnout
desetinasobek pilotni Sarze), jednak silou vyrabéné 1ékové
formy, kdy pro vyrobu pilotni Sarze 1é¢iva je nutné pouzit
substanci z jediné pilotni Sarze API. Z vyhovujici pilotni
Sarze se pak nasadi definitivni stabilitni pokusy v riiznych
obalech, popf. u citlivych substanci s desikantem nebo pod
inertnim plynem. V této fazi uz se také provadi validace
analytickych metod a kompletuje se dokumentace.
V pocate¢ni fazi jsou odbératelim vzorkli poskytovany
tzv. technické balicky (Technical Package), jejichZ rozsah
zavisi na momentalnim stavu projektu. V konecné fazi je
technicky balicek v podstaté shodny s otevienou casti defi-
nitivni dokumentace, ktera se nazyva DMF (Drug Master
File). DMF se sklada zcasti oteviené (Open Part)
a z Casti, kterd je predkladana obvykle jen regula¢nim au-
toritdm a kterd se nazyva uzaviena ¢ast (Restricted Part).

Samostatnou kapitolou je vyvoj lékové formy. Jak
bylo jiz zminéno, pro splnéni podminky zasadni podob-
nosti neni tfeba, aby byly pouzity tytéz pomocné latky
(excipienty) jako u originalniho 1é¢iva. Pfesto jsou tdaje o
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slozeni 1ékové formy originatora uvedené v dostupné do-
kumentaci cennou informaci, protoZe navrzena lékova
forma generika musi byt stabilni a musi mit stejnou biodo-
stupnost jako forma origindlni. Orientacn¢ se podobnost
formulaci stanovuje disoluénimi testy za rdznych podmi-
nek. ProtoZe obvykle neni snadné zjistit kvantitativni slo-
zeni 1ékové formy originatora, provadi se zkousky kompa-
tibility jednotlivych slozek. To je zvlasté dulezité, pokud
se do Iékové formy pridavaji slozky, které nejsou obsazeny
v piivodni formulaci. Tomu se mnohdy nelze vyhnout,
zvlasté v pripadech, kdy originator pouziva do 1ékové for-
my jiny, napf. z patentovych diivodi pro generického vy-
robce nepouzitelny polymorf. V takovém ptipadé je ob-
vykle nutné pro dosazeni stejnych disoluci vyvinout jinou
formulaci. V piipadé pouziti méné stabilniho polymorfu je
pak casto nutné pridavat stabilizacni pfisady. Po vyvinuti
1ékové formy se zkousi, podobné jako u API, orientacni
stability 1ékové formy, v pfipad¢ existence nékolika poly-
morfi se musi sledovat i polymorfni stabilita (obvykle se
pouziva RTG praskova difraktometrie, NMR v pevné fazi,
IC nebo Ramanova spektroskopie).

Po vyhodnoceni orientacnich stabilit se prejde
k vyrobé nejméné 3 pilotnich Sarzi, které budou pouZity
jednak  k definitivnim  stabilitnim  studiim, jednak
k bioekvivalenénim studiim. Pro velikost pilotni Sarze
plati, ze prakticky pro kazdou silu (obsah API v lékové
form&) musi byt vyrobeno minimalné sto tisic jednotek
(tablet, drazé, apod.). Vyroba klinickych Sarzi 1ékové for-
my ale neni jedinou ¢innosti nutnou pro fadnou pfipravu
bioekvivalen¢nich studii. Pecliva pfiprava zahrnuje i pfi-
pravu analytickych metodik stanoveni 1é¢iva a jeho meta-
bolitd v krvi. Casto se pouzivaji metody zahrnujici hmot-
nostni spektroskopii jako detekéni techniku (HPLC/MS,
GC/MS). Pro béznou bioekvivalencni studii je nutno pfi-
pravit nékolik standardii znamych nebo predpokladanych
metabolitl, ¢asto i zna¢enych vhodnym izotopem.

6. Zavér

Jak jsem se zminil jiz v Gvodu, chtél jsem v tomto
pfehledu kromé obecnych informaci o vyvoji originalnich
a generickych 1éku také pfinést pohled syntetického orga-
nického chemika na tuto problematiku. Snad se mi to
alespon castec¢né podafilo.

Poznamka

Pri korekturach provadénych koncem vijna autor pridal
nasledujici poznamky:

1. Bylo schvaleno prevzeti firmy Aventis firmou Sanofi-
Synthelabo (viz. kap. 3.1.) a nové vznikla firma Sanofi-
Aventis se stala druhou nejvétsi farmaceutickou spo-
lecnosti na svéte.

Oznaceni cerivastatinu za posledni vyznamné lécivo
stazené z trhu pro zdvazné nezdadouci ucinky (viz. kap.
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4.3.1.) jiz neplati. V rijnu firma Merck stahla pro moz-
nost vdznych kardiovaskuldrnich komplikaci selektivni
inhibitor cyklooxygenasy-1I rofecoxib (Vioxx). Toto
zavedené v roce 1999 dosahlo v roce 2003 celosvéto-
vych prodejii 2,5 miliard dolarii a jde o stazeni dosud
nejrozsirenejsiho léciva v historii. V soucasné dobé
neni zcela jasné, zda tento fakt ohrozi i ostatni léciva
této perspektivni, k zaludecni sliznici Setrné skupiny
coxibui.

Seznam pouZzitych zkratek

ACE - Angiotensin Converting Enzyme

ADEPT - Antibody-Directed Enzyme Prodrug
Therapy

ADHD - Attention Deficit Hyperactivity Disorder

AIDS - Acquired Immune Deficiency Syndrome

ANDA - Abbreviated New Drug Application

API - Active Pharmaceutical Ingredience

CRO - Contract Research Organization

DESI - Drug Efficacy Study Implementation

DMF - Drug Master File

FDA - Food and Drug Administration

GABA - Gamma Amino Butyric Acid

GDEPT - Gene-Directed Enzyme Prodrug Therapy

HIV - Human Immunodefficiency Virus

HMG CoA — 3-Hydroxy-3-MethylGlutaryl Coenzyme
A

INDA - Investigational New Drug Application

PDEPT - Polymer-Directed Enzyme Prodrug The-
rapy

PhI - Pharmaceutical Intermediate

QSAR - Quantitative Structure-Activity Relation-
ships

SAR - Structure-Activity Relationships

SOSA - Selective Optimization of Side Activities

SPC - Supplementary Protection Certificate

SUKL - Statni ustav pro kontrolu 1éCiv
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The article is based on a lecture presented to the ge-
neral chemical audience with the aim to describe some
basic facts on pharmaceutical industry and on pharmaceu-
tical research and development. Particular stages of drug
discovery and development are explained and basic
approaches to this process are mentioned, together with
several case studies of either well-known or interesting
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RETROSPEKTIVNI POHLED NA VYZKUM A JEHO VYZNAM PRO SPOLECNOST
FARMAK ZA UPLYNULYCH DESET LET

PAVEL HRADIL

Farmak a.s., Na Vicinci 3, 771 17 Olomouc
hradil@farmak.cz

Doslo 30.6.04, ptijato 10.9.04.

Klicova slova: vyzkum, Farmak, investice, tizanidin,
brimonidin

Farmak a.s. je firma, kterd podnika v prostorach byva-
1ého statniho podniku Farmakon v Olomouci, ktery ziskala
v ramci privatizace. Vyrobni naplni je predevs§im vyroba
farmaceutickych substanci, jejich intermediatli a chemic-
kych specialit. Vice nez 80 % produkce se exportuje pre-
devsim do USA, stati EU a asijskych zemi.

Vroce 2002 doslo u spolecnosti Farmak k nartstu
prodeje asi na 960 mil K¢ z pfiblizn€ 460 mil K¢ v roce
2001. Doslo nejen k rustu prodeje, ale i ristu provozniho
hospodatského vysledku. Ten se zvySil z 30 mil K¢ v roce
2001 na 459 mil K¢ v roce 2002. V roce 2003 prodej mir-
n¢ poklesl, ale trzby stale dosahovaly 850 mil K¢. Ve
firme je také patrna mohutna investi¢ni aktivita. V prib&hu
roku 2003 byly dokonceny nové analytické laboratofe
a pocatkem roku 2004 byla dokoncena nova viceucelova
jednotka pro vyrobu substanci. V prvnim ctvrtleti roku
2004 byla rovnéz dokoncena piestavba byvalé vyrobni
jednotky vitaminu C, na jejimz misté byly vybudovany
laboratofe vyzkumu. V soucasné dobé je budovan novy
vyzkumny poloprovoz. Celkové vySe investic se budou
pohybovat kolem 400 milionti K¢.

Co se za témito Cisly skryva? Jedna se o vysledek
prace za fadu let. V roce 2002 byl uveden na americky trh
po vyprSeni ochrany genericky preparat — tizanidin, ktery
se pouziva jako myorelaxans. Farmaku se podaftilo ziskat
asi 60 % generického trhu. V roce 2003 doslo k poklesu
jeho cen a tim k sniZeni trzeb o 200 mil K¢&. Cast propadu
vsak byla vyrovnana zavedenim dalsiho produktu — brimo-
nidinu. Ten se pouziva k 1é¢bé glaukomu. Dal§imi prepa-
raty, které by se mély uplatnit v nejblizSim obdobi, jsou
alfuzosin pouZzivany pfi 1é€b¢€ hypertenze a benigni hyper-
trofie prostaty a zolpidem, ktery slouzi jako hypnotikum.

Samoziejmé se nabizi otazka, co je divodem toho, ze
zrovna tyto preparaty uspély.

Kazdy, kdo pracuje v chemicko-farmaceutickém prii-
myslu vi, Ze na uspéchu preparatu se podili cely fetéz lidi
a utvarll. Pouze tehdy, kdyZ vSichni zainteresovani pracov-
nici zvladnou svoji roli dobfe, mize se dostavit Gspéch.
V piipadé, ze jeden z ¢lanku selze a jeho selhani se nepo-
dafi véas napravit, i dobrd myslenka zapadne. Farmaku se
vsak podafilo zvladnout celou fadu klicovych faktord.

Vyzkum syntézy tizanidinu zacal v roce 1995 a jiz
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vroce 1997 bylo vyrobeno prvni mnozstvi. Jeho hlavni
prodej vsak zacal az v roce 2002. U brimonidinu byla situ-
ace podobn4, ale prace na tomto preparatu byly zahdjeny
o rok pozdgji. I v pfipadé zbyvajicich dvou produktd byl
vyzkum zahéjen jesté pfed rokem 2000.

Vlastnim vyvojovym pracem piedchazela fada kroki.
Jednim ze zékladnich pfedpokladl byla reorganizace vy-
zkumu. Az do roku 1990 byl vyzkum organizovan pievaz-
né centralné pro celou Spofu a byl zajiStovan Vyzkumnym
ustavem pro farmacii a biochemii v Praze. Firemni vy-
zkum priebiral vysledky tohoto pracovisté a prenasel je do
primyslového métitka. Po rozpadu Spofy bylo nutné vy-
zkum reorganizovat tak, aby byl schopen samostatné
zvladnout veskeré faze vyzkumného procesu, tzn. vcetné
vypracovani zakladniho laboratorniho postupu. Bylo nutné
vybudovat vlastni vyvojovou analytiku. Ta byla ve firmé
zajiStovéana centralné Utvarem kontroly jakosti. Vzhledem
k odlisnym prioritam tohoto Gtvaru a vyzkumu vyzkumné
prace nabiraly ¢asto zpozdéni.

Dalsim klicovym prvkem bylo vybudovani polopro-
vozni jednotky, kde se provadi ovéfovani a optimalizace
laboratornich predpist. Stavebni prace trvaly sice fadu let,
ale v roce 1998 byla na tomto zafizeni zahajena vyroba.

V ptfipad¢ budovéani analytiky i poloprovozu bylo
tieba presvédCit vedeni spolecnosti o nutnosti investic.
Z dne$niho pohledu nikdo o nezbytnosti vlastni analytiky
ani poloprovozu nepochybuje. V té dobé to vsak nebylo
samoziejmé a s vyjimkou chemickych podniki, kde che-
micky vyzkum mél velmi dobrou reputaci (jako byla napt.
Galena), to nebylo bézné. Samoziejmée v té dob¢ byla fada
pracovist dobfe vybavena, napf. Vyzkumny ustav pro
farmacii a biochemii Praha, Vyzkumny ustav organickych
syntéz v Rybitvi nebo pracovi§té Akademie véd, tam byl
ale chemicky vyzkum hlavni néplni celého pracoviste.

Nastésti se snahy o vybudovani tohoto pracovisté
setkaly s pochopenim vedeni podniku a vroce 1998, po
dokonceni poloprovozu, bylo mozné pruzné reagovat na
meénici se poptavku na zahrani¢nich trzich.

Dalsim faktorem, ktery Farmaku pfinesl konkuren¢ni
vyhody, byl fakt, ze vyvoj byl zaméfen na malotondzni
preparaty, tj. latky, jejichz celosvétova spotieba se pohy-
buje v desitkach az stovkach kilogrami. V dnesni dob¢ je
opét samoziejmé, ze rozhodujici neni mnozstvi vyrobe-
nych tun, ale pfidand hodnota a z ni pramenici dosaZeny
zisk. Zejména tehdy, pokud nemusime pro danou vyrobu
budovat specidlni zafizeni, ale miizeme vSechny tyto latky
vyrabét na stejném zatizeni — poloprovoze. V té dobé si to
vSak uvédomovalo relativné malo firem, takze u jiz zmino-
vaného tizanidinu a brimonidinu byl Farmak v situaci, kdy
jedind nabizend generickd substance na trhu byla jeho.
Firmy vyrabé&jici 1ékovou formu z nasi suroviny mély kon-
kuren¢ni vyhodu a podafilo se jim ziskat velkou ¢ast trhu.
Rovnéz se podafilo ziskat sluSnou cenu za nase zboZi.
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Dalsi vyhodou bylo, ze poloprovoz mél po dokonceni
volnou kapacitu, vkratkych casovych terminech bylo
mozné pripravit validacni $arZe a na jejich zéklad¢ vypra-
covat veSkerou potfebnou dokumentaci. Postupné
s nardstajici vyrobou a vykony poloprovozu probihala
ijeho dostavba az do dnes$ni podoby. V dnesni dobé toto
zatizeni predstavuje kompaktni jednotku, ktera iv sou-
Casnosti zajistuje jak vyrobu tizanidinu, tak i brimonidi-
nu. Negativni strankou soucasného stavu vsak je skutec-
nost, ze vyroba téchto lukrativnich produktd mé ptednost
a zbyva malo ¢asu na vyvoj novych preparatii.

V ttvaru vyzkumu a vyvoje dnes pracuje asi 40 lidi.
Z toho 15 pracovnikd ma vysokoskolské vzdélani. Vlastni
vyzkum je rozdélen do nasledujicich oddéleni:
dvé syntetické skupiny,
analytické oddéleni,
poloprovoz,
technologické oddéleni,
administrativa — technicka knihovna, patenty.

Syntetické oddé€leni se zabyva predevsim vypracova-
vanim vlastniho laboratorniho postupu, pfipravou standar-
di a necistot. Pracovnici tohoto oddéleni se castni pfeno-
su vyroby a zavadéni do poloprovozniho méfitka.

Analytické oddéleni je zameéfeno na fyzikalné-
chemické metody, piedevsim plynovou a kapalinovou
chromatografii, kapilarni elektroforézu a DSC. PouZivanou
technikou je rovnéz GC-MS a LC-MS.

Poloprovoz je vybaven 5 reaktory o objemu 400 az
900 litra, odstiedivkou a su$icim filtrem. Na tomto zafize-
ni probiha jak ovéfovani novych technologii, tak vlastni
vyroba menSich mnoZzstvi latek. Poloprovoz je vybaven
Cistymi prostorami jak na rozvazovani a nasazovani suro-
vin, tak na baleni a kone¢né zpracovani vyrobenych pro-
dukti. Vlastni vyroba probiha ve tifech sménach.

Technologické oddéleni se zabyva ndvrhy novych
zatizeni, dozorem nad stavajicimi technologiemi, adminis-
trativou spojenou s vyrobou, feSenim provoznich problé-
mi a v neposledni fadé i pfenosem vyrob z laboratofe do
provozniho méfitka.
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Administrativa vyvoje zajistuje chod technické
knihovny a patentovou agendu.

Vedle technickych parametrd spojenych s vyvojem
novych preparati, které byly zminény, hrala pozitivni roli
cela tada dalSich faktort. Jednim znich byla pomérné
Casnd UCast Farmaku na specializovanych vystavach
v zahrani€i, kde se podafilo nalézt solidniho obchodniho
partnera. V pfipad¢, ze by nami vyvinuté a vyrabéné latky
byly nabizeny mali¢kou firmou a nekvalifikovang, vysle-
dek by byl mnohonasobn¢ horsi.

Pro ekonomicky a obchodni uspéch preparatu je
neméné dulezitym faktorem otdzka regulacni a dokumen-
tacni. Zcela nezbytné je, Ze produkty musi byt vyrabény
za podminek Spravné vyrobni praxe, uspés$na inspekce
SUKL (Statni Gfad pro kontrolu 1é&iv) a FDA (Food and
Drug Administration — Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv)
je zcela nepostradatelna. Pro kazdy exportovany vyrobek
musi byt vypracovan DMF (Drug Master File). Rovnéz
veSkeré analytické prace musi probihat podle zasad
Spravné vyrobni praxe. Tyto podminky byly ve Farmaku
splnény jiz v ranném obdobi.

Ve vétsin€ naSich chemickych podnikli byl vyzkum
v devadesatych letech minulého stoleti hodnocen jako
nepotiebna pritéz. Mnohdy bylo jeho financovani reduko-
vano a ¢asto byl vyzkum zruSen. Diky dobrym vysledkiim
je v8ak ve Farmaku situace jina a vyzkum je chapan jako
zaklad pro dalsi existenci a rozvoj firmy.

P. Hradil (Farmak Co., Olomouc): Retrospective
View of Research and Its Significance for the Farmak
Co. in the Past Decade

During the past ten years the research in the Farmak
was reshaped and became its key part. It contributed sig-
nificantly to good economic results and development of
the company. The current structure of the research, its
aims and equipment are described.
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1. Uvod

Vétsina investorti, ktefi se zajimaji o farmaceuticky
primysl, hledi s nadé€ji ke zménam, které ptinasi v rozvoji
tohoto oboru moderni biotechnologie. Zvlasté pak oceka-
vaji vysledky funkéni genomiky. Dosavadni vyvoj svéd¢i
o tom, ze biotechnologie pfinese nové produkty, které
vyznamné roz§iii soucasnou paletu 1é¢iv a prispéji k vy-
myceni fady chorob, které¢ jsou nyni léceny pouze sympto-
maticky. Blizka budoucnost by méla pfinést i dal$i moz-
nosti, jako je ovlivnéni exprese definovanych proteint
nemocného organismu ¢i nahrada poskozenych geni.
Nové cilové molekuly a pochody pak daji predpoklad vy-
voje novych typll lé¢iv. VSechny tyto zmény pfinesou
farmaceutickému pramyslu oziveni a novy rozvoj.

Chtéli bychom v tomto ¢lanku struéné shrnout aktual-
ni stav oboru a zamyslet se nad zménami, které lze
v blizké budoucnosti ocekavat. Zarovenn chceme nastinit
nas nazor na soucasné Skolici a vyvojové potieby, které by
mély zajistit budouci rozvoj daného oboru v nasi republi-
ce.

1087

2. Soucasny stav farmaceutického priamyslu

Farmaceuticky primysl se po druhé svétové valce
nesmirné¢ dynamicky rozvijel a zazil meziro¢ni nartsty
v desitkach procent jak v prodejich 1é¢iv, tak v ziscich
akcionati. Tento rist byl podminén mnozstvim nové obje-
venych etickych 1é¢iv, zahrnujicich antibiotika, psychofar-
maka, antireumatika, latky ovliviiujici krevni tlak a tadu
dalsich civilizacnich chorob aj. Objevem a vyrobou antibi-
otik se na tomto rustu podilela i biotechnologie, ktera tak
zaznamenala svij prvni rozvoj a pferod v moderni védec-
kou disciplinu. Tento rozvoj byl dale ovlivnén ptihodnou
patentovou politikou a v neposledni mife i zajmem vefej-
nosti utracet za nova 1é¢iva zna¢né prostfedky. Tento trend
se zpomalil v polovin¢ osmdesatych let a vedl k rozvoji
vyroby generickych 1é¢iv, tj. 1é€iv, jimz skoncila patentova
ochrana a které genericti vyrobci nabizeji za ceny podstat-
né niz8i nez originalni vyrobci. V roce 1984 americka vla-
da schvalila novou tpravu patentové ochrany a umoznila
vyrobctim generickych 1ékd vstoupit na trh dfive a razant-
néji (podle tzv. Hatchova-Waxmanova zakona mohou
americké generické firmy vyvijet a registrovat generické
1éky uz béhem platnosti patentové ochrany piislusného
originalniho 1é¢iva). Velci vyrobci origindlnich 1é€iv poci-
tili pokles obratu i zisku. Reagovali zvySenim vydaji na
vyzkum a vyvoj (viz obr. 1), pfiCemz mnozstvi tzv. terape-
utickych cild bylo omezené a nové cilové molekuly byly
nachédzeny jen pomalu. ZvySend konkurence donutila velké
firmy ke spojovani a vzniku obfich firem. Vysoké naklady
na vyzkum a vyvoj, relativné kratkd patentovd ochrana
astim spojend konkurence generickych  vyrobci
a v neposledni fadé absence snadno dostupnych cilti vede
v poslednich letech k malému poc¢tu nové zavedenych
sloucenin (NCE — New Chemical Entities), pficemz fada
z nich nepfinasi ocekavané zisky (fika se, Ze nové 1écivo,
které se nedostane mezi 100 nejprodavangjsich 1éCiv, ne-
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Obr. 1. Niklady na vyvoj jednoho lé¢iva v milionech USD
(pfepocteno na hodnotu USD v roce 2000). Kompilovano z dat
vefejné uvadénych farmaceutickymi vyrobci
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vrati naklady spojené s jeho vyvojem). V soucasnosti toto
obrovské odvétvi neni schopno plnit oéekavani akcionaru.
A pravé tyto problémy ma vyfesit moderni biotechnologie,
ktera se stala novou nadgji akcionafi.

3. Biotechnologie a farmaceuticky priumysl

Jak jiz bylo uvedeno vyse, vstoupila biotechnologie
do farmacie razantn¢ po druhé svétové valce a znamenala
obrovsky rozvoj vyroby antibiotik a pozdé¢ji i nékterych
dalsich latek, jako namelovych alkaloidd, lovastatinu, cyk-
losporinu, orlistatu aj. VSechny tyto latky vSak byly ve své
podstaté malé organické molekuly, které se od jinych ak-
tivnich substanci (syntetickych ¢i izolovanych z rostlin)
lisily pouze svym ptvodem — byly produkovany fermen-
tacné. Tyto bioprodukty byly vesmés izolovany extrakci
do organického rozpoustédla a potom dale ¢istény metoda-
mi obvyklymi pro béZzné organické latky, tj. chromatogra-
fii a krystalizaci. Také ke kontrole jejich kvality byly
ajsou pouzivany standardni analytické metody, obvykle
tenkovrstva, kapalinova ¢i plynova chromatografie. Tieba-
ze si tyto produkty stdle udrzuji vyznamné postaveni mezi
1éCivy (mezi 100 nejprodavanéjsimi léCivy za rok 2000
jsme napocitali 11 malych organickych molekul fermen-
ta¢niho paivodu'), nejedna se o produkty, kterym je tento
Clanek vénovan. Produkty, které méni tvar dnesniho far-
maceutického pramyslu, jsou vesmés makromolekularni
latky, vétSinou peptidy, bilkoviny nebo segmenty nukleo-
vych kyselin a jsou ziskavany metodami genetického inze-
nyrstvi.

Jako prvni uvedly farmaceutické firmy na trh peptidy,
které byly pouzivany jako 1éCiva jiz dfive, ale byly izolo-
vany z material obvykle zivo¢isného ptivodu. Nové bio-
produkty byly produkovany mikroorganismy, do jejichz
DNA byl zaveden gen pro piislusnou aminokyselinovou
sekvenci. Prvni takovy produkt byl rekombinantni insulin
povoleny v USA v roce 1982. Nasledovala fada produkti,
jako rekombinantni lidsky rdstovy hormon, rekombinantni
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Obr. 2. Pocet nové povolenych biotechnologickych lé¢iv nebo
novych indikaci biotechnologickych 1é¢iv v USA v letech
1982-2002. Zdroj — Biotechnology Industry Organization —
www.bio.org
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vakcina na Hepatitis B, interferon, erythropoietin a dalsi.
Mezi 500 celosvétové nejprodavangj§imi 1éCivy v roce
2000 jsme napocitali 44 podobnych bioproduktii, pticemz
erythropoietin firmy Johnson & Johnson (Procrit) byl na
sedmém misté¢ a erythropoietin firmy Amgen (Epogen)
byl ¢trnacty. Dalsi priklady jsou uvedeny v tabulce I, ktera
shrnuje vétS§inu makromolekularnich bioléCiv registrova-
nych do roku 2002. Na obr. 2 je pak uveden vyvoj registra-
ce vSech bioléc¢iv v USA do roku 2002. Svétovy prodej
bioproduktt ¢inil v roce 2001 28,5 miliard dolarti. Spekt-
rum téchto produktd se v brzké budoucnosti jesté vyznam-
né¢ roz§ifi, coz mizeme dokumentovat nékolika udaji
z literatury®:

z 27 NCE povolenych celosvétové v roce 2003 bylo
17 malych organickych molekul a novych 10 biopro-
duktt,

v roce 2002 bylo u FDA (Food and Drug Adminis-
tration) registrovano 300 Zadosti o registraci novych
bioproduktli, coz ptedstavuje cca polovinu vSech Za-
dosti,

v roce 2002 bylo v riznych fazich klinickych zkousek
v Evropé 538 bioprodukti, celosvétové pocet biopro-
duktd v klinickych zkouSkach uz ptevySuje pocet
malych organickych molekul.

I kdyz ne vSechny produkty ve vyzkumu skon¢i za-
dosti o registraci a ne vSechny produkty v registratnim
tizeni budou povoleny, je zfejmé, Ze jsme na prahu skutec-
né revoluce novych bioléciv, které v blizké budoucnosti
zméni naSe terapeutické moZznosti.

4. Budoucnost biofarmacie

Vedle vySe uvedeného, feknéme, extenzivniho rozvo-
je, kdy novymi technikami byly vyvijeny uz dfive znamé
produkty (hormony, cytokiny a jiné proteinové faktory,
monoklonalni protilatky, vakciny), je mozno ocekavat
jesté dalsi rozvoj spojeny s vyvojem novych obort, jako je
genomika a proteomika. Tyto obory pfinesou zasadni pie-
vrat, a to jak ve vyvoji novych 1éCiv, tak v diagnostice
a 1é¢bé nemoci. Vznikne novy obor, biofarmacie, ktera by
méla prinést nasledujici zmény ve vyvoji a vyrobé 1é¢iv
a v diagnostice chorob.

4.1. Nové cile, nové vysledky

Odhaduje se, ze diky funkcni genomice se vyrazné
roz§ifi paleta terapeutickych cilii, jejichz ovlivnénim lze
1écit choroby. V soucasnosti je popisovano 417 standard-
né studovanych a ovliviiovanych cilil v lidském téle, je-
jichz interakci s 1éCivy dochazi k 1é¢eni choroby nebo
zmirnéni jejich negativnich vlivi. Soucasné cile zahrnuji
enzymy, receptory a iontové kanaly. Jako priklad mizeme
pouzit inhibitory enzymu Stépiciho angiotensin (ACE inhi-
bitory), které snizuji krevni tlak. Diky rozvoji biochemie,
biologie, molekularni biologie a biotechnologie se piedpo-
klada, ze pocet takovych cili vzroste na 3000—10 000.



Chem. Listy 98, 1087 — 1095 (2004)

Tabulka I

Referaty

Vybrana makromolekularni biolé¢iva registrovand a prodavand v letech 2002 a 2003. Hodnota prodeje je uvedena pouze
v ptipadech, kdy se nam ji podafilo ziskat. Udaje o vyrobci mohou byt nékdy matouci vzhledem k tomu, ze pfipravek vyra-
bi a distribuuji riizné firmy, nebo kdyz firma, ktera produkt vyvinula, byla pohlcena jinou firmou.

Nazev preparatu LécCivo (vysvétlivka u

Indikace/Mechanismus pi-

Povoleno Prodej 2003

Firma uvadéjici

obchodnich nazvi) sobeni FDAv  (mil USD) produkt na trh
roce
Aranesp” darbepoietin o léceni anemie 2002 1544 Amgen
Avonex” interferon B 1-a 1é¢eni roztrousené sklerézy 1996 1000 Biogen
BeneFix® koagulac¢ni faktor IX léceni hemofilie B 1997 900 Wyeth/ Baxter
Betaseron” interferon B 1-B léCeni roztrouSené sklerézy 1993 456 Berlex Lab a Chi-
ron Corp.
Bioclate™ faktor VIII 1é¢eni hemofilie typu A, 1993 nenalezeno  Aventis Behring
prevence a kontrola krvaci-
vosti, piedoperacni piiprava
pacientd s hemofilii A
Biotropin™ lidsky rtistovy hormon lé¢eni nedostatku hormonu 1995 nenalezeno  Biotech General
Campath® alemtuzumab léceni chronické leukémie 2001 45 Ilex Oncology,
(monoklonalni protilatka) B-bunék u specifické skupi- Millenium pharm.,
ny pacientl Berlex
CEA-Scan® acritumomab (protilatky ~ kontrastni latka pro detekci 1996 nenalezeno  Immunomedics
znacené techneciem 99) metastaz u rakoviny stieva
a konecniku
Cerezyme” imiglucerasa léceni Gaucherovy choroby 1994 650 Genzyme
(rekombinantni - 1
glukocerebrosidasa)
Comvax™ vakcina (proteinovy kon-  vakcinace proti Haemophi- 1996 50 Merck and comp.
jugat antigen meningo-  lus Influenzae typ B a hepa-
koku a hepatitidé B) titidé B u novorozencti ma-
tek HbsAg-negativnich
Elitek®™ rasburicase uprava plasmatické hladiny 2002 nenalezeno  Sanofi-Synthelabo
(rekombinantni urat- kyseliny mocové u détskych
oxidasa — produkovano chemoterapif
v kvasinkach)
Enbrel® etanercept (blokovani 1éCeni pacient revmatoidni 1998 1300 Amgen a Wyeth
ucinku ,, Tumor necrosis“  artritidy (v urCitych typech) (inovace
faktoru) a dalSich autoimunitnich 2002)
chorob
Engerix-B® vakcina proti hepatitidé vakcina proti hepatitidé B 1989 nenalezeno  GlaxoSmithKline
typu B u pacientt trpicich chronic-
kou hepatitidou C
Epogen® erytropoietin o 1é¢eni anemie 1989 2200 Amgen
Fabrazyme" agalsidase B (o galactosi- 1é¢eni Fabryho nemoci 2001 61 Genzyme

dasa A, rekombinantni
produkovana v CHO bun-
kach)

1089



Chem. Listy 98, 1087 — 1095 (2004)

Pokracovani tabulky I

Referaty

Néazev prepa-

Lécivo (vysvétlivka u ob-

Indikace/Mechanismus pi-

Povoleno Prodej 2003

Firma uvad¢jici

ratu chodnich nazvi) sobeni FDAv  (mil USD) produkt na trh
roce
Follistim™ folliotropin 3 l1é¢eni urcitych typt muzské 1997 nenalezeno  Organon
(rekombinantni folikuly sterility (AkzoNobel)
stimulujici hormon)
FORTEQ" teriparatide, (rekombinantni 1é¢eni osteoporosy 2002 nenalezeno Eli Lilly
parathyroidni hormon)
GenoTropin®  somatotropin 1é¢eni nedostatku rastového 1995 329 Pharmacia (Pfizer)
hormonu, 1éCeni ristovych
poruch
Geref” 29-amikyselinovy peptid léceni nedostatku ristového 1997 nenalezeno  Serono S.A.
(GRF 1-29 NH 2 ) odpovi-  hormonu, 1é¢eni rustovych
dajici N konci hypofyzarni- poruch
mu hormonu uvolfiujicimu
lidsky rtistovy hormon
(,,human growth hormone-
releasing hormone®, GHRH
nebo GRF)
GlucaGen® glukagon léceni tézkych hypoglykémii 1998 65 Novo Nordisk
u diabetikti pfijimajicich (Zymogenetics)
insulin, diagnostika
Gonal-F® foliotropin o 1é¢eni neplodnosti 1998 526 Serono S.A.
Helixate® faktor VIII l1é¢eni hemofilie typu A 1994 nenalezeno Aventis Behring
Herceptin® trastuzumab (monoklonalni 1é¢eni metastaz rakoviny 1998 385 Genentech Inc
protilatka) prsu u nadortl se zvysenou
expresi proteinu HER2
Humalog® insulin 1éCeni diabetes 1996 1060 Eli Lilly
Humatrope® somatotropin 1é¢eni nedostatku ristového 1996 370 Eli Lilly
hormonu
HUMIRA™  adalimumab, (monoklonalni lé&eni revmatoidni artritidy 2002 nenalezeno Cambridge Antibo-
protilatka) urcitych typt dy Technologies,
Abbot
Humulin® insulin 1éCeni diabetes 1982 1021 Eli Lilly
Infergen® interferon o, 1 1é¢ent urcitych typil hepatiti- 1997 20 InterMune Phram.,
dy C Amgen
Intron A® interferon a 1é¢eni nekterych typi leuké- 1986 1851 Schering-Plough
mie, Kaposiho sarkomu, Corp.
hepatitidy a dalSich indikaci
Kineret™ anakinra 1éCeni revmatoidni artritidy 2001 nenalezeno ~ Amgen
Kogenate®FS  faktor VIII 1éceni hemofilie 1989 nenalezeno  Bayer
Lantus® insulin glargine biosynteticky insulin pro 2000 nenalezeno  Aventis

pacienty trpici diabetes

2. typu
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Néazev prepa-

Lécivo (vysvétlivka u ob-

Indikace/Mechanismus pi-

Povoleno Prodej 2003

Firma uvad¢jici

ratu chodnich nazvi) sobeni FDAv  (mil USD) produkt na trh
roce
Leukine® »granulocyte macrophage  pii autolognich transplanta- 1991 nenalezeno Berlex Lab.
colony stimulating factor  cich kostni dfené, pfi 1éceni
leukocytt, pti chemoterapi-
ich a dalsich aplikacich
LYMErix™  rekombinantni OspA lipo-  prevence boreliozy 1998 nenalezeno SmithKlineBee-
protein cham
Mylotarg™ gemtuzumab ozogamycin  1é¢eni CD33 pozitivnich, 2000 nenalezeno Celtech Pharm. and
(protilatka spojend akutnich myeloidnich leuké- Wyeth
s chemoterapeutikem) mii.
Neulasta™ pegfilgrastim, viz Neupo-  sniZeni vyskytu infekci 2002 1200 Amgen
gen u urcitych typa rakoviny
léc¢enych chemoterapii
Neumega® oprelvekin (rekombinantni  prevence trombocytopenie 1997 nenalezeno Wyeth/ Baxter
interleukin IT) indukované chemoterapii
u pacientd s rakovinou
Neupogen™ filgrastrim (rekombinantni ~ 1é¢eni neutropenie induko- 1991 1267 Amgen
»granulocyte colony- vané chemoterapii
stimulating factor-G* CSF)
Norditropin®  somatotropin 1é¢eni nedostatku rastového 1995 370 Novo Nordisk
hormonu
Novolin® insulin léceni diabetes 1982 2880 Novo Nordisk
NovoSeven®  koagulaéni faktor VIIa léceni krvaceni u pacientd 1999 645 Novo Nordisk
s hemofilii typu A a B
s inhibitory faktort VIII
nebo IX
Nutropin® somatotropin 1é¢eni nedostatku ristového 1993 297 Genentech Inc
hormonu
Ontak® denileukin diftitox (fuzni 1éCeni pacientt s lymfomem 1999 nenalezeno Ligand pharm.
protein IL-2 a fragmentu jejichz maligni buiiky expri-
toxinu zaskrtu) muji CD25 ¢ast receptoru
pro interleukin 2
Orthoclone muromomad-CD3 prevence odmitnuti 1986 nenalezeno OthoBiotech
OKT3" transplantovanych ledvin (Johnson and John-
son)
Pediarix™ smésna vakcina proti zaskr- prevence onemocnéni zaskr- 2002 nenalezeno GlaxoSmithKline
tu, tetanu, ¢ernému kasli, tem, tetanem, Cernym kas-
obrn€ a hepatitidé B obsa-  lem, obrnou a hepatitidou B
hujici rekombinantni hepati-
tis.B antigen
Pegasys” peg-interferon o — 2a 1éCeni chronické hepatitidy 2002 nenalezeno ~ Roche a Nektar
C, léceni hepatitidy v kom- Therap.
binaci s Ribavirinem
PEG-Intron™ modifikovany interferon a  terapie chronické hepatitidy 2001 zahrnuto v Enzon Inc a Sche-
2b C Intron A ring - Plough Corp.
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Lécivo (vysvétlivka u ob-

Indikace/Mechanismus pi-

Povoleno Prodej 2003

Firma uvad¢jici

ratu chodnich nazvi) sobeni FDAv  (mil USD) produkt na trh
roce
Procrit® erythropoietin o léCeni anemie 1990 3984 Johnson & John-
son, Ortho Biotech
Inc.
ProstaScint®  indium In 111, capromab kontrastni latka pro detekci 1996 nenalezeno Cytogen Corp.
pendetide rakoviny prostaty pro paci-
enty u kterych byl pozitivni
vysledek biopsie
Proleukin IL-  aldesleukin (rekombinantni 1é¢eni rakoviny ledvin/ 1992 nenalezeno Chiron Corp.
2" lidsky interleukin 2) metastatického myelomu
Protropin®™ somatotropin lé¢eni nedostatku rastového 1985 nenalezeno Genentech Inc
hormonu
Pulozyme® dornase a. (rekombinantni  1éCeni cystické fibrosy 1993 nenalezeno Genentech Inc
deoxyribonukleasa I)
Rebetol™ kombinace Ribavirinu a oo léCeni chronické hepatitidy 1998 zahrnuto v Schering-Plough
intereferonu C Intron A Corp.
Rebif® interferon B 1 - a 1éCeni roztrousené sklerosy 2002 819 Serono S.A. &
Pfizer, Inc
Recombinate” rekombinantni faktor VIII  srazlivost krve pii hemofilii 1992 nenalezeno  Baxter Healther
typu A Corp.
Recombivax® hepatitis B vakcina vakcina proti hepatitdé B 1986 nenalezeno ~ Merck & Comp.
ReFacto® rekombinantni faktor VIII ~ léceni krvaceni v hemofilii 2000 nenalezeno Wyeth/ Baxter
Refludan® lepirudin (bivalentni inhibi- antikoagulant 1998 nenalezeno Berlex Lab.
tor trombinu)
Remicade® infliximab (monoklonalni  kratkodobé l1é¢eni Crohnovy 1998 1300 Centocor(Johnson
protilatky) choroby, léceni revmatoidni & Johnson)
artritidy,
ReoPro™ abciximab (monoklondlni  snizeni nebezpeci tvorby 1994 nenalezeno  Centocor(Johnson
protilatky) trombt u pacientii 1é¢enych & Johnson)& Eli
angioplastikou a pfi koro- Lilly
narnich operacich
Retavase” reteplase (rekombinantni  pomoc pfi akutnim infarktu 1996 Nenalezeno  Centocor(Johnson
neglykosylovana forma myokardu u dospélych & Johnson)
lidského tkanového plasmi-
nogenu aktivatoru, obsahuje
357 z 527 aminokyselin
puvodniho proteinu)
Rituxan™ rituximab (monoklonalni lé¢eni urcitych typi ,,non- 1997 1163 IDEC and Genen-
protilatky) Hodgkin lymfoma“ tech
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roce
Roferon A” interferon o 2a 1éCeni leukémie, hepatitidy 1986 nenalezeno Hoffmann-La
C Roche
Saizen® somatotropin nedostatek rustového hor- 1996 152 Serono S.A.
monu u déti
Serostim® somatotropin 1éceni kachexie 1996 89 Serono S.A.
Simulect” basiliximab (monoklondlni  ochrana proti odmitnuti 1998 nenalezeno  Novartis Pharm.
protilatky) u transplantace ledvin Corp.
Synagis™ thyrotropin a. diagnostické sledovani thy- 1998 nenalezeno Genzyme
roglobulinu u pacientd
s rakovinou §titné Zlazy
TNKase® tenecteplase (527 aminoky- 1é¢eni akutniho infarktu 2000 nenalezeno Genzyme
selinovy derivat tkdlového myokardu
aktivatoru plasminogenu,
vaze se k fibrinu a aktivuje
plasminogen na plasmin)
Twinrix® rekombinantni vakcina proti vakcinace proti hepatitidé A 2001 nenalezeno  SmithKlineBee-
hepatitidé B a inaktivovana a B cham
vakcina proti hepatitidé A
Velosulin® BR insulin (pufrovany roztok)  lé&eni diabetes 1999 nenalezeno ~ Novo Nordisk
Xigris™ drotrecogin o (aktivovany  t€Zka, Zivotu nebezpecna 2001 nenalezeno Eli Lilly & Comp.
protein C) sepse
Zenapax” daclizumab humanizované protilatky pro 1997 nenalezeno Hoffmann-La
prevenci odmitnuti Roche
transplantovanych ledvin
Zevalin™ ibritumomab tixuetan 1éCeni urcitych typt ,,non- 2002 14 IDEC Pharm.

(monoklonélni protilatka
s navazanou radioaktivni
latkou)

Hodgkin lymfomu*

Nové cile jsou objevovany téméf denné na zakladé
dat  zvyzkumu  lidského  genomu, v kombinaci
s proteomickym vyzkumem a obecné funkéni genomikou.
Proteomika vyuziva vysledkti genomického vyzkumu
(genomika je, zjednodusené feceno — inventarizace geno-
vého slozeni daného organismu), ale soustfedi se na pro-
teinovou vybavu daného organismu. Pro aplikaci v oblasti
mediciny je potom dilezité nalézt a studovat proteiny,
jejichz syntéza je vyrazné zménéna u nemocné tkané opro-
ti tkani zdravé. Pokud je nalezena vyrazna zména
(koncentrace nebo vlastnosti) urcitého proteinu, je tento
protein analyzovan a je hledana jeho Uloha v dané choro-
bé. Timto zplsobem je objevovano mnoho novych protei-
nu, které je mozno novymi terapeutickymi postupy ovliv-
nit, napt. blokovanim podavanymi monoklonalnimi proti-
latkami nebo zdsahem do bunécné syntézy takovych pro-
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teind. Prikladem mohou byt protilatky pouzivané pro 1éce-
ni revmatoidni artritidy nebo rozvijené postupy genové
terapie.

Dalsi dramatickou zménou, kterou pfinese biofarma-
cie, bude moznost pln¢ se soustfedit na pti¢iny choroby
ana jejich 1éCeni, coz bude zasadni rozdil od soucasného
stavu, kdy tada 1é¢iv odstranuje pfiznaky, ne vSak priciny
choroby. Vratme se kjiz uvedenému piikladu inhibice
ACE: inhibici tohoto enzymu se zvySuje zivotni komfort
pacienta, snizuji se negativni nasledky vysokého krevniho
tlaku na dal$i zivotni procesy, prodluzuje se délka Zivota
pacienta, avSak neléci se plivodni pfi€ina zvySeni krevniho
tlaku. Je ptredpoklad, Ze nova biolé¢iva se budou moci
soustredit na skute¢né primarni pficiny chorob a ty odstra-
nit. Pokud se podivame napf. na rozvoj metod, které jsou
schopny selektivné zastavit intracelularni syntézu urcitych
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proteint selektivni destrukci piislusné informaéni RNA, da
se ocekavat, ze v né€kolika malo letech bude mozno mini-
maln¢ zastavit syntézu proteinu, ktery organismu néjakym
zpusobem $kodi (napf. nékteré piipady rakoviny nebo
autoimunitni choroby). Zcela vazné se uvazuje, ze
v budoucnu bude pii terapii mozno nejen zastavit expresi
uréitého proteinu, ale i opravovat gen, ktery tento neza-
douct protein produkuje.

Obecné lze rozdélit 1é€ebné postupy, které piinese
moderni biotechnologie, na nékolik kategorii:
nahrada chybéjicich peptidi a proteini (rekom-
binantni insulin, ristovy faktor),
blokovani funkce nékterych peptidi a proteinti (pou-
ziti monoklonalnich protilatek),
vyuziti gend pro 1é¢eni chorob (genova terapie),
bunééné transplantace (transplantace bunc¢k misto
organtl),
stimulace imunitniho systému (infek¢éni choroby, ra-
kovina),
potlaceni imunitniho systému (autoimunitni choroby),
regenerativni medicina zahrnujici tkanové inzenyrstvi,
regenerace pfirodnimi proteiny (napf. pouZiti erythro-
poietinu pro stimulaci rdstu Cervenych krvinek)
a pouziti kmenovych bungk.
Nekteré z uvedenych metod jsou jiz rutinné pouziva-
ny (doplnovani chybéjicich proteint ¢i peptidl), jiné jsou
kricek od aplikace (vyzkum v oblasti kmenovych bunék)
a jiné jsou zatim ve stadiu zékladniho vyzkumu.

4.2. Nové diagnostické postupy
Samoziejme¢ vSechna data ziskana proteomickym
vyzkumem jsou vyuZzitelnd také pifi v€asnéjSim stanoveni
diagnozy mnoha chorob. D4 se predpokladat, Ze mnoho
chorob bude moZno diagnostikovat jeSt¢ pfed narozenim.
Pokud si dovolime mirn¢ futuristicky pohled, 1ze o¢ekavat,
ze diagndza DNA lidského plodu dovoli jesté pred naroze-
nim navrhnout, zda je tfeba pfipravit se na urcitou terapii
a pfipadn¢ tuto terapii zahdjit jeSt€ pfed narozenim. Tako-
vato predstava neni zcela utopicka, jak by se mohlo zdat.
Kromé prenatalni diagnostiky je jiz nyni velk4 pozor-
nost vénovana hledani lepsich diagnostickych postupt pro
odhaleni rakovinného bujeni. Stale se zvySuje pofet mar-
kerti pro neoplastickd onemocnéni. Jedna se o proteiny,
jejichz koncentrace se méni v disledku ristu zhoubného
nadoru, ktery se vymkl kontrole organismu. Pocet novych
markerti velmi rychle zvysi pravé proteomicky vyzkum. Je
znamo, ze fada zhoubnych onemocnéni je dobie 1éCitelna,
pokud jsou zachycena vcas. Proto je tolik vyzkumu sou-
sttedéno pravé na odhalovani novych diagnosticky vy-
znamnych proteintl.
4.

3. Nové lécebné,

postupy

aplikacni

Samoziejmé se budou dale vyrabét preparaty, které
budou aplikovany stejné jako soucasna farmaka, ale postu-
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py., které dovoli opravu genu, jeho ,,uspani, ptipadné jeho
nové zavedeni nebo opravu, si vyzadaji zcela nové zpiso-
by podavani IéCiv. Jedna se predev§im o nové systémy
zavadéni nahrad a oprav gend — genovou terapii. Dilezitou
roli v genové terapii budou hrat ,,dopravni“ systémy, které
budou schopny dodat DNA nebo RNA do bunék, tedy
uchranit je pred destrukci organismem, zajistit jejich trans-
port do cilovych tkani, penetraci pfes bunéénou membranu
a umoznit jejich spravnou intracelularni lokalizaci.

4.

4. Uloha malych firem v poéa-

te¢nich fdzich vyzkumu

Lze ocekavat, ze vzroste licen¢ni aktivita velkych
farmaceutickych firem, které budou fadu procesi, ale
1 preparati, kupovat formou licenci od mensich védeckych
laboratofi. To je dosti revoluéni zména oproti sou¢asnému
stavu, kdy je spiSe vyjimkou potvrzujici pravidlo, kdyz
malé pracovisté je schopno nalézt a tispésné komercializo-
vat malou organickou molekulu ve farmaceutickém pri-
myslu. Z tohoto hlediska je tfeba uvést, ze ,,boom* firem
orientovanych na biotechnologie, ktery probihal v zapadni
Evropé pred 5-8 lety, Ceskou republiku minul, predeviim
diky nedostatku rizikového kapitalu a absenci statni politi-
ky v této oblasti.

5. Naklady a zisky biofarmaceutickych firem

Pti uvadéni prvnich bioproduktti na trh byly naklady
na jejich vyvoj podstatné nizs$i nez v pfipad¢ klasickych
syntetickych 1é¢iv. To bylo zplsobeno tim, ze Slo vlastné
o znamé latky a zménil se pouze zpusob jejich vyroby.
Odpadla tudiz vétsi ¢ast preklinického vyzkumu, ktera
u syntetickych 1éCiv zahrnuje syntézu novych latek a jejich
zakladni biologické testovani (odhaduje se, ze pouze jedna
z deseti tisic syntetizovanych latek se stane léCivem). Vy-
bér vhodnych viadcich sloucenin a jejich hlubsi farmakolo-
gické a toxikologické testovani tvori cca 40 % celkovych
nakladti na vyvoj nového 1é¢iva. Zbylych 60 % jsou nakla-
dy na klinické zkouseni a ty jsou v zasadé stejné jak pro
malé organické molekuly, tak pro bioprodukty’. Niz§i na-
klady nutné pro zavedeni novych bioléciv a vysoké zisky
plynouci z jejich prodeje byly pficinou toho, Ze se mezi
nejvetsi farmaceutické firmy dostaly nové biotechnologic-
ké spolecnosti jako Amgen, Genentech, Serono, Genzyme,
Baxter, Biogen aj. V jinych pfipadech biotechnologické
firmy nabidly své produkty velkym tradi¢nim farmaceutic-
kym firmam a ty financovaly klinické zkouseni a uvedeni
na trh.

Trend nizkych naklad spojenych se zavadénim no-
vych bioproduktti vSak zfejmé nebude pokracovat. Lze
ocekavat, ze naklady na vyvoj budoucich bioléciv a synte-
tickych 1é¢iv budou podobné a ze i v budoucnosti déle
porostou. To samoziejmé vyvola snahu o zavedeni levné;j-
Sich biogenerik. Tady je vSak situace pon¢kud kompliko-
vangjsi nez u tradic¢nich 1éCiv, a to ze dvou divodi. Ten
prvni souvisi s definici ¢istoty makromolekularnich latek”.
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Zatimco se vSeobecné VvEfi, ze Cistotu malych organickych
molekul 1ze jasn¢ definovat a pfitomné nelistoty identifi-
kovat, stanovit a toxikologicky kvalifikovat, u makromo-
lekularnich latek takova vira chybi. Proto musi kazdy vy-
robce definovat svlij vyrobni postup a prokazat G¢innost
a neSkodnost svého produktu v biologickych testech zahr-
nujicich kompletni klinické zkouseni. Druhy problém sou-
visi s definici pravidel pro stanoveni bioekvivalence.
U malych organickych molekul se bioekvivalence stano-
vuje farmakokineticky: po podani generického 1é¢iva sku-
piné zdravych dobrovolnikli musi byt dosazeno stejnych
plazmatickych hladin jako u origindlniho 1éku. Takto jed-
noduse u bioléciv postupovat nelze. Pravidla pro definova-
ni bioekvivalence bioléciv jsou v soucasné dobé predme-
tem védeckych diskusi a nezda se, ze budou definovana
v nejbliz8§i budoucnosti, tfebaze generické firmy i vetej-
nost se jich dozaduji. Postupné jsou a budou definovana
pravidla pro jednotlivé produkty (inzulin, somatostatin,
erythropoietin). Zatim jsou vSak vSechny bioprodukty
registrovany jako originalni 1é¢iva. Pokud chtéji generické
firmy vstoupit na trh bioléciv, musi se podfidit pravidlim
a prokazat Cistotu, u¢innost a neSkodnost svych produkti
stejné jako firma, kterd prvni dany produkt registrovala.

6. Zavér

Biolé¢iva meéni tvaf farmaceutického pramyslu
a v brzké budoucnosti zméni i nase terapeutické moZnosti.
Je otazkou, jsme-li v Ceské republice na tyto zmény pfi-
praveni, 1épe fe€eno, mame-1i odborniky, ktefi by se mohli
zapojit do celosvétového vyvoje.

N4§ farmaceuticky primysl (huméanni medicina) se na
tomto vyvoji zatim podili jen minimalné. Situace naseho
tradi¢niho vyrobce vakcin (diive Ustav sér a ockovacich
latek, pozdé€ji Sevac, Sevapharma) je nepiizniva. Provoz
krevnich derivata firmy Sevac koupila firma Baxter a po
prestavbé provozu zahajuje vyrobu chtipkovych vakcin
s napojenim na vyzkum a vyvoj matetfské firmy v Rakous-
ku. Provoz prazské casti firmy Sevapharma je omezen
mu potencialu. Aktivity v oblasti monoklonalnich protila-
tek vyviji Ivax Pharmaceuticals ve spolupraci s firmou
ExBio. V oblasti veterinarnich preparatd je aktivni firma
Biofarm, kde jsou ve spolupraci s pracovisti Akademie véd
rozvijeny metodiky transgennich zvifat. Jiné priklady
modernich biotechnologii v domacim farmaceutickém
primyslu se ndim nepodafilo zjistit.

Na§ zékladni vyzkum sice feSi fadu projektil, které
souviseji s vyrobou i pouzitim bioléciv, ale nema partnery
ve farmaceutickém primyslu, ktefi by s nimi spolupraco-
vali a jejich vysledky realizovali. V nynéj§im obdobi pro-
bihaji zadvody v patentovani gent, sekvenci, proteinl
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a jinych entit vyuzitelnych pro vyrobu budoucich bioléciv,
bohuZel na institucich, které jsou mimo tuto republiku.
Nicméné¢ Ize alespon konstatovat, ze nas zakladni vyzkum,
jak na univerzitich, tak na pracoviStich Akademie véd,
mize byt zasobarnou odbornikll pro ptipadné aplikace ve
vyrob¢ ¢i kontrole. Statni programy se v tomto sméru sou-
stteduji na podporu védecko-vyzkumnych center, ale
vzhledem k dilezitosti tohoto oboru je otdzkou, zda je to
podpora adekvatni.

V ucebnich planech univerzit jist€¢ studenti uslysi
o technikach genové manipulace ¢i o technikach izolace
a charakterizace bioproduktii. Obavame se vSak, Ze o sou-
¢asném trendu v pronikani bioléciv na trh se dozvédi jen
maélo a to dokonce i na farmaceutickych fakultach.

Je mimo ramec nasich moznosti hodnotit, jak jsou na
nova bioléCiva pfipraveni naSi lékafi. Letmy pohled do
aktualnich studijnich textti z farmakologie o tom nesveédci.
Ona totiz tato 1é¢iva ponckud vybocuji z klasického kon-
ceptu farmakologie, zaloZzeném na pomérné malém poctu
klasickych receptorti.
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The aim of this article is to give a brief overview of
major changes in pharmaceutical industry due to develop-
ment of new drugs based on biotechnology. Biotechno-
logical approaches are the main hope for development of
this industrial branch in coming decades. New drugs range
from diagnostic tools to preventive drugs and new thera-
peutics. The new age of biotechnology drugs based on
results of genomic and proteomic research promises an
entirely new approach to prevention and cure of diseases.
Unclear is the future of generic biotechnology drugs,
which is an important factor for the local pharmaceutical
industry. The situation of biopharmaceutics in the Czech
Republic is also discussed. An overview of major drugs
marketed until 2003 is given.
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6. Mannichova reakce na prelomu stoleti. Vyhled

Clanek umoziuje struény nahled do vyvoje a soucas-
ného stavu totalni syntézy alkaloidl, pfi¢emz se soustie-
d’uje na transformace dvojné vazby C=N. Na konkrétnich
prikladech je ukazano pouziti Mannichovy reakce a dal-
Sich pribuznych procest, které reprezentuji zakladni meto-
dy syntézy téchto sekundarnich metaboliti.

1. Uvod

Alkaloidy predstavuji patrné strukturné nejrozmani-
t&j3i skupinu piirodnich latek'. Vznik cilené chemie alka-
loid mizeme klast zhruba do pocatku 19. stoleti, kdy byly
izolovany prvni alkaloidy v €istém stavu. V mnoha pfipa-
dech vsak bylo nutno vynalozit enormni mnozstvi degra-

daéni prace, v prub¢hu casto vice nez celého stoleti,
k tomu, aby byla urena struktura izolovanych bazi. Po-
stupné rozSifovani arzendlu strukturniho chemika po
2. svétové valce o efektivni metody, jako napf. hmotnost-
ni, a zvlast€ NMR spektroskopii a chiroptické metody,
vedlo k nesmirnému urychleni procesu strukturni analyzy.
V zavérecnych dekadach 20. stoleti izola¢ni prace jiZ prak-
ticky bez vyjimky popisuji i uplné urcené struktury izolo-
vanych alkaloidl, v¢etné absolutni, nebo alespon relativni
stereochemie.

Obdobny vyvoj zaznamenala i syntéza, a zvlasté to-
talni syntéza alkaloidi. Jeji pokrok souvisel srozvojem
teoretické organické chemie, obecné organické syntézy
a specialnich metod, zvlasté chemii C=N dvojné vazby.
Prakticka realizace byla podporovana dostupnymi metoda-
mi strukturni analyzy. Ne&které z publikovanych syntéz
alkaloidi patii ke zlatému fondu totélni syntézy”™

Zakladnim zdrojem informaci o alkaloidech je néko-
lik mnohasvazkovych monograﬁi5'7, zvlasté The Alkaloids,
zalozené R. H. F. Manskem. Vybornym zdrojem informaci
nejen o syntéze alkaloidi je referatovy Casopis Natural
Product Reports®, v némz vychazi pravidelné tématicky
zaméfené Clanky (ptehledovy ¢lanek je zpravidla oznacen
RY).

Omezeny prostor je divodem, pro¢ se tento prehled
pokousi pouze nastinit moznosti, které v syntéze téchto
sekundarnich metabolitll predstavuji transformace dvojné
vazby C=N. Ze stejn¢ho dliivodu je v nekterych pripadech
ve schématech znazornéna pouze sekvence jinak dlouhé
totalni syntézy; rozSifend verze literatury se zachovanym
Cislovanim je umisténa na webové strance Casopisu Che-
mické listy (http://chemicke-listy.vscht.cz). Pfehled pouZzi-
vanych zkratek &tenaF najde napt. vcit**, piipadng
v citovanych pracich, a 0 °C 1 h — rfl (0,5 h) 2 h zname-
na, ze smes byla nejprve udrzovana 1 h pii 0 °C, potom
zahtata béhem 0,5 h k varu a dale zahfivana k varu 2 h.

MezN

O e (5 - () — @

R R

Schéma 1. Historicka syntéza tropinonu
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2. Rané obdobi

Syntéza alkaloidll se zpocatku koncentrovala na jed-
nodussi typy z praktickych divodi: U komplikovanéjSich
alkaloidl prosté nebyly znamy struktury; napf. u morfinu
trvalo uplné urceni struktury 121 let (1804-1925), u strych-
ninu 127 let (1819-1946). Prvnim alkaloidem ziskanym
totalni syntézou je patrné racemicky i opticky aktivni ko-
niin, piipraveny v roce 1886 Ladenburgem’. Vyvoj syntéz

COOH
CHO a
[ + HN-Me ——> COOH
CHO
H COOH HO 5
HOOC
5
\N \N \eo
COOH COOH
- B 4\
N
, b HOOC HOOC N, |

Schéma 2. Syntéza tropinonu; ¢inidla a podminky: a) H,O, puft, pH 3—

MeOOC
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alkaloidu ilustruje dobie priklad bicyklického tropanového
skeletu. Prvni syntéza tropidinu (1) a tropinonu (2) je po-
platna dobé& svého vzniku'® (konec 19. stoleti), a spociva
v postupném  budovani skeletu cilové slouceniny
(Schéma 1). Vychozi cykloheptanon byl konvertovan
v cykloheptatrien a dale pfes intermediat 3 v symetricky
dibromamin 4; jeho cyklizace vedla pfes tropidin (1)
k tropanonu (2).

11 (47-86 %)

OMe

OMe
OMe

Schéma 3. Syntéza (-)-reserpinu; ¢inidla a podminky: a) NaBH,, MeOH vod. b) K,CO3;, MeOH vod., rfl 2 h. ¢) DCC, py, 100 °C 2 h.
d) Me;C.COOH, xylen, rfl 16 h. e) Zn, HC104, Me,CO, THF, H,0, rfl 20 min (B-H:a-H 3:1).
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3. Klasické obdobi

Nasledujici syntéza tropinonu'’ R. Robinsona (z roku
1917) je jiz na prvni pohled odlisna. Postupné budovani
skeletu s pouzitim ,,prahlednych® transformaci je zde na-
hrazeno elegantnim slozenim molekuly z jednoduchych
stavebnich kamenti (Schéma 2). Kondenzace jantarového
dialdehydu s methylaminem a nasledna tandemova Manni-
chova reakce iminia 5 s kyselinou acetondikarboxylovou
(nejprve intermolekularni) poskytla pfimo tropinon (2)
v nizkém vytézku. Tato totalni syntéza, realizovana na
zéklad& uvah o biosyntéze ,,one-pot* (R'?) zpiisobem, je
soucasné prvni biomimetickou alkaloidni syntézou (R'*'%).
Postup byl optimalizovan Schopfem'®, a vytézek byl zvy-
Sen az na 83 %. Obdobnym zpisobem byl z glutarového
aldehydu ziskan pseudopelletierin'>'®; pozd&jsi aplikace'”.

Touto syntézou zacind obdobi klasické, vymezené
z druhé strany pftiblizn¢€ pracemi R. B. Woodwarda a spo-
lupracovnikii. Je to obdobi, kdy totalni syntéza byla sku-
teCnym uménim, kdy vysledek zavisel na chemikové umu.
Néadhernou ilustraci je Woodwardova syntéza reserpinu18
(14), (Schéma 3). V sérii peclivé planovanych experimenti
byl [4+2] cykloadukt 6 konvertovan v lakton 7, majici
vSechna chiralni centra budouciho kruhu E reserpinu se
spravnou relativni konfiguraci. Lakton 7 byl transformo-
van v aldehyd 8, a posléze pres piperidon 9 v imoniovou
sul 10. Redukce (NaBH4) poskytla ocekavatelny, avsak
nezadouci stereoisomer 11. Jeho epimerizace na C-3 bylo
dosazeno po zméné konformace (— lakton 12) a nasled-
nou kyselou isomerizaci (R'"); ziskany 3-BH isomer 13
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imoniovych soli 10 kovy v kyselém prostiedi vede piimo
k produktiim s 3-BH konfiguraci.

V tomto obdobi byly mj. dokonéeny syntézy racemic-
kého fysostigminu (Julian)*'** | morfinu (Gates)™ a strych-
ninu (Woodward)**.

4. Obdobi systematického rozvoje

Totalni syntéza kobyrové kyseliny (a vitaminu Byy),
spole¢né dilo tymt Woodwarda a Eschenmosera®, pied-
stavuje 1 po vice nez tiech desetiletich jeden z nejvétsich
uspéchli totdlni syntézy piirodnich latek; v souvislosti
s touto syntézou byly vyvijeny nové postupy a byla formu-
lovéna pravidla zachovéni orbitalni symetrie (Woodward,
Hoffmann).

Ptiblizné zde zacind dosud neukoncené obdobi syste-
matického a bouflivého rozvoje syntetickych metod
a stereoselektivnich reakci®. Casto jsou to pravé pozadav-
ky totalni syntézy, které vedou k vyvoji novych, nebo vari-
ant znamych reakci a transformaci*’ . Na vyznamu naby-
vaji kaskadové/tandemové sekvence, v nichz reakce proces
zahajujici je nasledovéna jednou, nebo vice reakcemi stej-
ného, nebo odlisného typu®*?*. Je zietelna tendence synte-
tizovat latky opticky aktivni. S tim souvisi bouflivy rozvoj
enantioselektivnich, s vyhodou katalytickych procesu,
a vyuzivani chiralnich ligandt™ a stavebnich kamentr*”.

Toto obdobi prineslo Coreyho retrosyntetickou analy-

u*’; planovani syntéz bylo prevedeno na raciondlni za-
klad. Rozviji se rovnézZ Mannichova reakce a piibuzné

byl potom konvertovan, s vyuzitim optického S$tépeni, procesy3738 které patii k zakladnim metodam syntézy
v (-)-reserpin (14). Pozdgji bylo zjisténo®, Ze redukce alkaloida™
H(OMe), NH2
CH(OMe)2
@N H
Rﬁj \
H' Y/ "™H A gOOMe
-
16a MeOOC OH H//,, H
u E
oy
HAN__ _LH RN "
R A N—2
N—<C \ 20a X=N
\}\ — H
noo j?lcoom 20b X =N*-O°
16b + MeOOC 0
L 17 _

Schéma 4. Syntéza kokcinellinu; ¢inidla a podminky: a) HCI vod. (pH 1), rt 1 h, potom pH — 5,5 (25% NaOH vod. + citrato-fosfatovy

pufr), potom O=C(CH,COOMe),, rt 24 h, potom pH — 8§, 1t 24 h (75 %). b) NaCl, H,O (3,5 ekv.), DMF, rfl 4 h (56 %).
Et,0, rt 1 h — rfl 0,5 h (82 %). d) H,, 10% Pd/C, MeOH, rt 8 h. ¢) m-CPBA, CH,Cl, 0
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°C 8 h (64 % 2 stupng)
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Schéma 5. Syntéza (+)-karacinu; ¢inidla a podminky: a) DMSO, 100 °C (66 %)

5. Mannichova a piibuzné reakce

Pokrocilejsi variaci chemie ukazané ve Schématu 2,
a ilustraci uplatnéni stereochemickych vlivii v Mannicho-
vych procesech, je Stevensova syntéza’® kokcinellinu
(20b) a prekokcinellinu (20a), (Schéma 4). Aminodialde-
hyd 15 cyklokondenzuje za vzniku iminia, které reaguje
prednostné v zidlickovém tranzitnim stavu 16b, v némz se
vyviji mensi pnuti béhem ataku nukleofilu. Obdobné se
sterické a stereoelektronické efekty (R*') uplatiiuji
i v nasledujici intramolekularni adici nukleofilu v bicyk-
lickém iminiu (18 — 19); viz R*.

Pozornost si zaslouzi i mnohé dalsi totdlni syntézy
zaloZené na Mannichové cyklizaci, jako napf. lucidulinu®,
lykopodinu* a porantherinu**®. Efektivni ,,one-pot * syn-
téza kara¢inu®’ (25) bicykloanulaci berberinu (21) se sily-
loxydienem 22 je zaloZena na delikatni balanci riiznych
faktorti v Mannichové cyklizaci, (Schéma 5). Intermediat
23 podlehl intramolekularni Michaelové adici enaminu na
enon aposkytl primarné smés imonii 24a a 24b
s vaniCkovou konformaci kruhu C; v dasledku toho se
neuplatni energeticky faktor, ktery by jinak vedl
k preferencni anti-adici v Zidlickovém transitnim stavu.
Navic, kineticky enol 24c¢ je spotiebovavan naslednou
Mannichovou kondenzaci vedouci k 25, produktu jinak

1099

nevyhodné syn-adice.

Z preparativniho hlediska je cely proces velmi jedno-
duchy, nebot’ prosté zahtivani berberinu (21) s 22 poskytu-
je racemicky karacin (25) ve vytézku 66 %.

Elegantni konstrukce tetracyklického ketonu 31 ve
Winklerové syntéze (+)-manzaminu A* je zaloZena na
sekvenci [2+2] cykloadice a nasledné nasobné retro-
Mannichovy/Mannichovy reakce (Schéma 6). Vinylogicky
amid 26, ziskany adici diynonu na azocin, fotocyklizoval
za vzniku [2+2] cykloaduktu 27. Cyklobutan (B-amino-
keton) podlehl fragmentaci a intermediarni enol okamzité
atakoval iminium 28. Oxan 29 fragmentoval plisobenim
py/AcOH za vzniku iminia 30; zavére¢na Mannichova
cyklizace umoznila izolaci tetracyklu 31 v celkovém 20%
vytézku.

Brilantni  vystavba  klicového  intermediétu
v Magnusové novém pfistupu k syntéze komplexnich
indolovych alkaloidt*’ je zalozena na kaskadé iminio-
vych cyklizaci®. Syntéza schizozyganového alkaloidu
(-)-strempeliopinu® (39) je zalozena na pravdépodobné
biomimetickém reduktivnim pfesmyku®* indoleninu 35,
(Schéma 7). (+)-18-Methylenvinkadifformin (34), pfistup-
ny ,,one-pot” kondenzaci aminu 32 s aldehydem 33, adap-
taci klasického postupu dle Kuehneho, a naslednym optic-
kym $t&penim, byl nekysele” dekarboxylovan. Ziskany
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Schéma 6. Sekvence ze syntézy (£)-manzaminu A; ¢inidla a podminky: a) #v, MeCN. b) AcOH, py, MeCN, rfl 4 h (20 % 2 stupn¢)

indolenin 35 byl vkyselém prostiedi v rovnovaze
s iminiem 36, které bylo atakovéano stereoselektivné indo-
lem, a generované iminium 37 okamzité redukovano z vice
pfistupné a-strany (Zn/CuSO,4, AcOH) za vzniku indolinu
38a, izolovaného jako formanilid (-)-38b; béhem procesu
byla vytvorena 3 chirdlni centra, a jejich absolutni konfi-
gurace efektivné fizena uhlikem C20. Obdobny presmyk je
zékladem biomimetické syntézy eburnanovych alkaloidi™.
Predpokladané intermediaty typu 37 je mozno za jistych
podminek zachytit a ve stabilizované podobg izolovat™.
Intermediarni iminia pfibuzna 37 se uplatnila
ivtotdlni syntéze protinddorové ucinnych bisindolovych
alkaloidt®. Schéma 8 ilustruje zavéreéné stupné Fukuya-
movy de novo totalni syntézy (+)-vinblastinu (39, VLB)*’,
ktera zahrnuje i novy radikalovy postup konstrukce indolo-
vého jadra (40 — 41). Indol 42, jehoz 11-Clenny kruh byl
uzavien regioselektivnim otevienim oxiranu 41 (82 %),
byl elektrofiln€ chlorovan za vzniku chlorakrylatu 43.
Pusobenim TFA byl chlorderivat ionizovan a generovany
konjugovany akrylat 44 bezprostiedné napaden vindoli-
nem jako nukleofilem v a-poloze (obracena regioselek-
tivita). Takto byl izolovan bis-indol 45 jako jediny ste-
reoisomer v 97% (!) vytézku z 42. Odchranénim a uza-
vérem piperidinového cyklu byla dokoncena syntéza
(+)-VLB (46), ktera zahrnuje rovnéz totalni syntézu
potiebného (-)-vindolinu®®; viz rovn&z*’. Popsany proces
byl uzit iv Kuehneho® a Magnusové®' totélni syntéze
VLB. V Potierové biomimetické parcialni syntéze® t&chto
bis-indoli byla konjugovand iminia typu 44 generovéna
fragmentaci N-oxidu kataranthinu (Potierova-Polonovs-
kého reakce)®; viz rovngz®™ pro alternativni syntézu.
Brilantni enantioselektivni syntézu alkaloidu (-)-aspi-
dofytinu (54) zvefejnil Corey® (Schéma 9). Acetat 47,
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ziskany CBS redukci pfislusného ketonu, byl konvertovan
v nékolika krocich v dialdehyd 48. Jeho kondenzace
s tryptaminem iniciovala kaskadu iminiovych cyklizaci,
v niz primarné vzniklé dihydropyridinium 49 bylo nejprve
atakovano arylem zméné branéné o-strany (Pictet-
Spengler), a potom rezultujici indoleninium 50 allylsila-
nem z B-strany. Cely proces byl zakoncen redukci enami-
nu (NaBH;CN) a pentacyklicky ester 51 byl izolovan
v 66% vytézku; stejné jako ve Schématu 7, piitomné chi-
ralni centrum (C20) indukovalo korektni konfiguraci
3 generovanych center chirality. Za zminku stoji i vyso-
ce efektivni tvorba butanolidového cyklu, kterd je zalo-
zena na efektivni tvorb€ iminia 52 pomoci K;[Fe(CN)g]
(51 — 53 92 %); dalii totalni syntéza alkaloidu®.

Na kaskadé¢ nukleofilni adice na N-alkylpyridiniové
soli a nasledné Pictetové-Spenglerové cyklizaci (R®') je
zalozen dnes jiz klasicky Wenkertiv pfistup k syntéze
indolovych alkaloidi®; pro piibuznou chemii viz®. Cykli-
zace tohoto typu byly opakovang uzity v syntéze racemic-
kych’ i opticky aktivnich”' saframycind. Rovn&z dihydro-
pyridiny se uplatiuji jako intermediaty’. Kli¢ovym kro-
kem v syntéze (+)-kannabisativinu je adice kovového eno-
latu na chiralni N-acylpyridiniovou stl”.

Pii adicich se mohou uplatnit i vinylsilany, allylsilany
a propargylsilany’, &ehoz bylo vyuzito napf. v syntéze
pumiliotoxint”.

Mannichova reakce miize navazovat na predfazenou
reakci, a posouvat tak rovnovahu ve prospéch produktu.
Na kombinaci azonia-Copeho presmyku a Mannichovy
reakce (R’ je zalozena Overmanova syntéza (-)-strych-
ninu’’ (62, Schéma 10); pro piehled syntéz tohoto alkaloi-
du viz R"®. Opticka aktivita byla indukovéna jiz v avodu
syntézy: Racemicky diacetat 56b, pfipraveny Pd-kataly-
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38a R=H
"(38b R=CHO

Schéma 7. Syntéza (-)-strempeliopinu; ¢inidla a podminky: a) TsOH (kat.), PhMe, rfl 110 h, potom DBU, rfl 15 h (50 %). b) kyselina
(+)-vinna, EtOH, (97 %). ¢) KOH, EtOH, rfl 2 h. d) PhH, rfl 1 h (92 % 2 stupng). ) Zn, CuSO4.5H,0 (kat.), AcOH, 60 °C — 102 °C 2 h,
potom Zn, CuSO,.5H,0 (kat.), 102 °C 2 h. f) HCOOH, Ac;0, 10 °C — rt 9 h (34 % 2 stupné). g) O3, IN HCI vod., MeOH, rt, potom
30% H,O, vod., rt 15 h (35-49 %)

Schéma 8. Syntéza (+)-vinkaleukoblastinu (VLB); ¢inidla a podminky: a) LDA, THF, -78 °C — 0 °C (76 %). b) Bu;SnH, Et;B,
THE, rt (67 %); + 5 dalsich stupnti. ¢) K,CO3;, DMF, 90 °C (82 %). d) TFA, CH,Cl, 1t (85 %). e) TsCl, Me,N(CH,);NMe,, MeCN/
PhMe, rt (88 %). f) TFAA, py, CH,Cl,, rt (90 %). g) +-BuOCl, CH,Cl,, 0 °C. h) (-)-vindolin, TFA, CH,Cl,, 0 °C — 1t (97 %). i) Et;N,
CH,Cl,, rt (kvant.). j) HSCH,CH,OH, DBU, MeCN, rt (76 %). k) NaHCOs, i-PrOH vod., rt (66 %)
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Schéma 9. Syntéza (-)-aspidofytinu; cinidla a podminky: a) LDA, THF, HMPA, —78 °C, potom TBDMSCI, —78 °C 15 min — rt 1 h
— rfl 3 h. b) EDCI, DMAP (kat.), i-PrOH, 40 °C 3 h (57 % 2 stupné). ¢) OsOy4 (0,05 ekv.), NMO, Me,CO, 0 °C — rt 6 h (57 %).
d) NalO4, THF/H,O (4:1), rt 35 min (98 %). e) 6,7-Dimethoxy-N,-methyltryptamin, MeCN, rt 5 min, potom TFAA, 0 °C 2 h, potom
NaBH;CN, 0 °C — rt 30 min (66 %). f) NaOH vod., EtOH, 75 °C 20 h (88 %). g) Ks[Fe(CN)s], NaHCO;, ~-BuOH/H,0 (1:2), rt (92 %).
h) OsOy (1 ekv.), DMAP (2 ekv.), -BuOH/H,O (1:2), rt 5-10 min, potom Na,SO;. i) Pb(OAc)s, AcOH, CH,Cl,, =20 °C (71 % 2 stupng).
j) KHMDS, THF, —78 °C 30 min, potom PhNTT,, —78 °C (54 %). k) BuzSnH (8 ekv.), Pd(PPh;),4 (0,2 ekv.), THF, rt 1 h (86 %)

zovanou syn-1,4-adici kyseliny octové na epoxycyklopen-
ten 55, byl enantioselektivné hydrolyzovan ptsobenim
EEAC (pro biotransformace viz R™). Ziskany monoacetét
(1R,45)-56¢ byl konvertovan v karbonat 56d, prestavény
v sérii reakci na epoxid 57. Otevieni epoxidu poskytlo
piperidin 58, konvertovany interakci s formaldehydem
viminium 59a. Nésledujici stereoselektivni azonia-
Copetiv presmyk vedl kisomernimu iminiu 59b, které
bylo bezprostfedné atakovano C-nukleofilem (pfesmykem
generovanym enolem) za vzniku tricyklického aminoketo-
nu ve vytézku 98 % z aminu 58! Keton 60 byl transformo-
van ve dvou stupnich v anilinoakrylat 61, a posléze pies
Wielandv-Gumlichtiv aldehyd v pfirodni (-)-strychnin
(62). Postup byl rovnéz aplikovan v syntéze (+)-strych-
ninu”, aspidospermanovych®', strychnanovych®
i melodanovych® bazi; byl rovndz kliGovym procesem
v sg)gntéze a—allokainové kyseliny® a antibiotika preussi-
nu.

Adice vinylogického (R**) nukleofilu 65 na C=N
dvojnou vazbu dihydro-B-karbolinu 64 je ivodnim krokem
Martinovy syntézy*® analogu akuammicinu 61, a tudiz
biomimetické formalni syntézy racemického strychninu
(+)-(62), (Schéma 11). Protoze siloxydien 65 neni dosta-
te¢né reaktivni, byla reakce provadéna v ptitomnosti 66b,
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a probihala tak pravdépodobné€ pfes siln€ elektrofilni acyl-
iminium (80 %). Ziskany akrylaldehyd (1-oxadien) 67
podlehl intramolekularni hetero [4+2] cykloadici a ziskany
cykloadukt 68 (85 %) byl konvertovan v indol 69b, jehoz
chloraci vznikla smés 3-chlorindolenii 70. Pouze isomer
70b podlehl ptuisobenim silné baze transformaci (pres 71)
ve slouceninu 61. S vyuZzitim krotonylchloridu (66a) byl
obdobn& ptipraven (+)-akuammicin®® (63).

Péknou ilustraci opakované adice vinylogického
nukleofilu (2-silyloxyfuranu) na C=N dvojnou vazbu
(jedna znich N-acyliminiového typu, druhd generovéana
dekarboxylaci a-aminokyseliny) je moZno nalézt®
v enantioselektivni syntéze (+)-kroominu. Na generaci
iminii dekarboxylaci 5-substituovanych prolind je zaloze-
na rovnéz enantioselektivni syntéza (+)-anatoxinu A’
(R*?), (+)-epibatidinu®™ a (+)-ferrugininu’; piibuzny po-
stup byl aplikovan v syntéze (+)-apovinkaminu®.

Klasickym ptikladem uziti N-acyliminiovych cykliza-
ci (R*) je syntéza (+)-lykopodinu (77) podle Storka®®,
otce enaminové chemie, (Schéma 12). trans-3,5-Disubs-
tituovany cyklohexanon 72 poskytl reakci pyrrolidinové-
ho enaminu s akrylamidem enamidovy isomer 74 (nizky
vytézek 20-25 % v dusledku neregioselektivni tvorby 73).
Pfednostni para-adici arylu v odvozeném acyliminiu 75
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Schéma 10. Syntéza (-)-strychninu; c¢inidla a podminky: a) NaH, PhH, rt — 100 °C 48 h. b) KOH, EtOH/H,0 (5:1), 70 °C 3 h (75 %
2 stupng). ¢) (CH,0),, Na,SO,4, MeCN, rfl 10 min (98 %). d) LDA, THF, —78 °C — 0 °C 30 min, potom NC.COOMe, —78 °C 2 h, potom

H,0, =78 °C — 1t. e) 10% HCI/MeOH, rfl 12 h (70% 2 stupng¢)

byl ziskan tetracyklicky laktam 76 (55 % + 29 % isomer).
Zde, stejné jako ve Woodwardové syntéze strychninu®®,
bylo degradace -elektronové bohatého arylu vyuzito
k vystavbé potiebného substituentu.

Generaci N-acyliminiového intermediatu béhem kas-
kadového procesu (R”) ilustruje Padwova syntéza'® ery-
thrinanového skeletu (Schéma 13). Sulfoxid 78 podlehl
pisobenim TFAA Pummererové reakci (R'"'); generované
thionium bylo atakovano amidickym karbonylem za vzni-
ku amidofuranu 79 (R'%?), ktery poskytl intramolekularni
[4+2] cykloadici intermediat 80. Jeho bezprostiedni isome-
rizace pritomnym BF;.OEt, vedla pfes enamid 81
k acyliminiu 82, které bylo atakovano arylem. Transformace
probéhla stereoselektivng s vytézkem 83 %. Spirocyklicky
laktam 83 byl posléze konvertovan v (+)-erysotramidin (84),
piibuzna sekvence byla uZita napf. v syntéze (+)-jamtinu'®;
enamidi typu 81 bylo vyuzito v syntéze dendrobinu'®. Syn-
téza (+)-aspidospermidinu je zaloZzena na kaskadové cykliza-
ci acyklického ketoaldehydu'”.

Redukce imoniovych soli jiz byla zminéna u re-
serpinu  (Schéma 3). Redukce 3.4,5,6-tetrahydro-
pyridinu je kliCovym stupném Storkovy stereoselektiv-
ni syntézy (-)-chininu'® (92), (Schéma 14). Tato syntéza
svou celkovou strategii pfipomina dnes jiz klasickou syn-
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tézu (%)-chininu (Uskokovié; Hoffmann-La Roche)'”’,
kterd stereosektivni nebyla, nebot’ za zvolenych podminek
(AcOH, NaOAc) byla konjugovana adice ve vinyl-
chinoliniu 89 odvozeném z acetatu 88 reverzibilni, a vedla
ke smési deoxychininu (90) a deoxychinidinu (91)
v poméru 43:57. Ve Storkovée syntéze byla epimerni smés
alkohold 94 oxidovana na keton, ktery za podminek Stau-
dingerovy reakce cyklizoval za vzniku tetrahydropyridinu
95 (69 %). Ten zaujimal pfednostné konformaci s obéma
substituenty s pseudoekvatoridlni orientaci a byl podle
pfedpokladu redukovan za vzniku piperidinu 95 jako jedi-
ného stereoisomeru (91 %). Z n&j odvozeny deoxychinin
(90) byl konvertovan v (-)-chinin (92) modifikovanym
Uskokovi¢ovym postupem, na jehoz vysoké stereoselekti-
vité (14:1) se podilel patrn¢ chinuklidinovy dusik (78 %).
Stereoselektivni redukce byla Siroce vyuzivana napf.
v syntéze eburnanovych alkaloidl, kde redukce tetracyk-
lickych imonii byla aplikovana v syntéze (+)-vink-
aminu'®. U téméF planarnich pentacyklickych imoniovych
soli jsou redukei ziskavany neptirozené trans-D/E eburna-
ny'®” (sterick kontrola angularnim ethylem), zatimco re-
dukce rozpoustéjicimi se kovy stereochemicky prubéh
obraci''’. Kli¢ovym stupném v syntéze''' monomorinu I je
redukce imoniovych specii s vyuzitim stereoelektronic-
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Schéma 11. Formalni syntéza racemického strychninu; ¢inidla a podminky: a) 66b, THF, =78 °C 1 h — rt 1 h (79 %). b) mesity-
len, 160 °C 3 d (85 %). ¢) 70% HCI1O, vod. (kat.), THF/H,O (5:1), 80 °C 12 h (93 %). d) trans-PhCH=CHAc, (Ph;P);RuCl,, Et;N,
PhMe, rfl 24 h (79 %). e) H,, 20% Pd(OH),/C, AcOEt, EtOH, rt 5 h (67 %). f) NaOMe (3 ekv.), MeOH, rt 24 h, potom TsOH (5 ekv.),
0°C 1 h—r1t5h (74 %). g) TBSCI, DMAP, py, rt 24 h (71 %). h) Me;0'BF,", 2,6-di-t-butylpyridin, CH,Cl,, rt 24 h, potom NaBH,,
MeOH, 0 °C 15 min (83 %). i) SnCls, PhMe, —15 °C 30 min, potom #-BuOCl, —15 °C 30 min. j) LIHMDS, THF, =15 °C 30 min —» rt 3 h
(26 %). k) 2N HCI, MeOH, rt pies noc (83 %)

MeO. MeO. MeO. MeO.
E a E b

OMe

77 76

Schéma 12. Syntéza (+)-lykepodinu; Cinidla a podminky: a) pyrolidin. b) CH,=CHCONH,, dioxan, rfl pfes noc, potom H,O, rfl 2 h (74
20-25 % + isomer). ¢) 80% H;PO4/HCOOH (1:1), rt 20 h (76 55 % + isomer 29 %)
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Schéma 13. Syntéza (£)-erysotramidinu; ¢inidla a podminky: a) TFAA, Et;N, CH,Cl,, =78 °C 10 min, potom BF;.0OEt,, — rt 30 min —

rfl 20 h (83 %)

kych efekti; obdobné efekty se uplatnily pfi adici kyanido-
vého aniontu a nasledné reakci Grignardovych cinidel
s rezultujicimi aminonitrily' "%,

Cyklické a—kyanaminy, odvozené od fenylglycinolu,
jsou uzitené chirdlni syntony, které byly vyuzity
v asymetrické syntéze pestré Skaly alkaloidnich typa
(Husson, tzv. CN (R,S) metoda)' . Strategie se uplatnila
napf. v syntéze (+)-ferrugininu'', (-)-adalinu a (-)-eufo-
kokcininu''"®, a rovnéz obou enantiomert spirocyklického
isonitraminu''®. Schéma 15 ukazuje jeji uziti v piipravé
alkaloidu (+)-tetraponerinu-8 (104)'", v niz je dvakrat
uzito stereoselektivni alkylace aminonitrilu (97 — 98
a 102 — 103), nasledované, opé€t vysoce stereoselektivni,
redukci ziskanych produkti. Pozornost si zaslouzi
i elegantni transformace aminu 99 v tricyklicky aminonitril
102; tato ,,one-pot* konverze, spocivajici v ko-kondenzaci
dvou aminoaldehydd, poskytla latku 102 jako vyhradni
stereoisomer v 84% vytézku! Ve varianté postupu jsou
univerzalnimi intermediaty odpovidajici laktamy''®. Fe-
nylalaninol je rovnéz vyuzitelny v téchto strategiich a mu-
ze byt zabudovan do molekuly, jak demonstruje syntéza
erythrinanového skeletu''®, probihajici pres acyliminia
typu 82.

Pti konstrukci alkaloidnich skeletl se uplatituji v adi-
cich na C=N dvojnou vazbu i N-nukleofily, jak bylo jiz
zminéno v souvislosti s chininem. Adice anilinu je klico-
vym krokem tvorby N-acylaminalové skupiny v totalni
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syntéze (£)-isoschizogaminu'*’, z piibuzného enamidu byl
vybudovén alkaloid ()-vallesamidin'*'. P¥imogary pfistup
k syntéze (-)-fysostigminu C-3 methylaci tryptofanovych
derivatl a naslednym zachycenim indoleninia dusikem se
podafilo realizovat'* pomoci Coreyho-Kimova cinidla
(MeSCH,Cl); pro piibuzny pfistup s vyuzitim aziridind
(R123) viz'24,

Kapitolu uzavira dominova sekvence reakci, ktera
byla pouzita'*'* Heathcockem pii konstrukci skeletu
dafnifyllovych alkaloidt. Strategii ilustruje biomimeticka
syntéza  (+)-methyl-homosekodafnifyllatu  (112)'%7,
(Schéma 16). Pyridin 106a podlehl ptisobenim kyseliny
octové hetero [4+2] cykloadici v odvozeném 2-azo-
niadienu 107a, a ziskané iminium 108a bylo atakovano
olefinem (aza-Prinsova reakce) za vzniku pentacyklického
aminu 110 v celkovém 83% vytézku z alkoholu 105. Bé-
hem transformace byly generovany 3 cykly a stereoselek-
tivné€ 5 chiralnich center! V pfipadé N-methyliminiové soli
106b (= 107b) podlehl karbokation 109b, generovany aza-
Prinsovou cyklizaci z iminia 108b, hydridovému pfenosu
z N-methylu (nebo enova reakce?); hydrolyzou byl zis-
kan isopropyl-amin 111 ve vytézku 75 %! Aminy 110
alll byly konvertovany v (+)-methyl-homoseko-
dafnifyllat (112); (-)-112 a (-)-sekodafnifillin'*®. Tato
strategie byla vyuzita i v syntéze dafnilaktonu A (113)'%
a (+)-bukittingginu*’; R"' zahrnuje i odli§né piistupy
k syntéze téchto alkaloidi.
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Schéma 14. Syntéza (+)- a (-)-chininu; Cinidla a podminky: a) AcOH, NaOAc, PhH, rfl 14 h (79 %; 90:91 43:57). b) O,, KO#-Bu,
DMSO/#-BuOH (4:1), 20 °C 9 min ((£)-92 32 % + chinidin 40 %). c) 86, LDA, THF, =78 °C — 0 °C 15 min, potom 93, =78 °C 15 min
— 0 °C 20 min (70 %). d) (COCl),, Et;N, DMSO, —78 °C 1 h (85 %). e) Ph;P, THF, rfl 3 h (81 %). f) NaBH,, MeOH/THF (1:1), rt 3 h
91 %). g) 40% HF vod., MeCN, rt 1 h (95 %). h) MsCl, py, CH,Cl,, rt pfes noc. i) MeCN, rfl 3 h (68 % 2 stupné¢). j) O,, NaH, DMSO,
45 min ((-)-92 78 %)

104 103 102 101

Schéma 15. Syntéza alkaloidi CN(RS) metodou; ¢inidla a podminky: a) (CH,0),CHCH,Br, LDA, HMPA, THF, —78 °C (84 %).
b) NaBHy4, EtOH, rfl 2 h (kvant.). ¢) H,, 10% Pd/C, MeOH, 40 min (81 %). d) HCI vod., rt pfes noc, potom H,NCH,CH,CH,CH(OEt),,
KCN, pH 2-3, 1t 2 h (84 %). e) n-CsH;,Br, LDA, HMPA, THF, —-78 °C (61 %). f) Na, NH; (1) (97 %)
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Schéma 16. Syntéza (+)-methyl-homosekodafnifyllatu; ¢inidla a podminky: a) (COCl),, DMSO, CH,Cl,, —78 °C 15 min, potom Et;N,
=78 °C 5 min — 0 °C 50 min, potom NH; (g), 0 °C 10 min — rt (45 min). b) (COCl),, DMSO, CH,Cl,, —78 °C 30 min, potom Et;N,
=78 °C 5 min — 0 °C 1 h, potom MeNHj, (g), 0 °C — rt (1 h). ¢) 106a, NH;OAc, AcOH, rt 30 min — 70 °C 1,5 h (110 82 %). d) 106b,

NH4OAc, AcOH, 85 °C 10 h (111 75 %)

6. Mannichova reakce na prelomu stoleti.
Vyhled

Rozpoznani faktori, ovliviiujicich priibéh pestré Skaly
procest zaloZenych na adici nukleofilti na dvojnou vazbu
C=N, umoznuje cilené vyuzivani takovych procesii v efek-
nou ilustraci miizeme nalézt ve vysoce stereo- a enantiose-
lektivni syntéze ekteinascidinu 743 (125), kterou publiko-
val**!¥ Corey se spolupracovniky (Schéma 17). Tento
metabolit nebyl dostupny izolaci v mnozstvi potfebném
pro biologické studie, a jeho totalni syntéza tak méla kro-
mé prestizniho i prakticky davod.

Pentacyklické jadro alkaloidu bylo vybudovéano po-
moci dvou N-acyliminiovych cyklizaci: Z acetalu 114
uvolnény aldehyd cyklodehydratoval za vzniku N-acyl-
iminia 115, jehoz Pictetovou-Spenglerovou cyklizaci
(BF;.0Ety) byl ziskdn pfemostény isochinolin 116
(73 %). Jeho interakci s aldehydem 117 generované imi-
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nium bylo zachyceno kyanidem. Izolovany o-kyanamin-
lakton 118 byl redukovan na laktol. Za kyselé katalyzy
(MsOH) utvotené dalsi N-acyliminium 119 bylo naslednou
Pictetovou-Spenglerovou cyklizaci (tvorba dalsiho tetra-
hydroisochinolinu; 55 % ze 118) a dalSimi Gipravami trans-
formovano ve fenol 120. Nemén¢ interesantni je nasleduji-
ci vystavba 10-Clenného cyklu, kterd spociva
v regioselektivni oxidaci fenolu 120 a nasledné konverzi
v hydroxyketon 121. Pomoci Swernova ¢inidla (neni oxi-
dace!) a bazi generovany enon-thiolat 122 podlehl interni
Michaelové adici za vzniku 123 (po acetylaci) v 79% vy-
tézku! Konverze na o—ketolakton 124 umoznila dalsi ste-
reoselektivni Pictetovu-Spenglerovu kondenzaci (82 %)
a nakonec transformaci v hemiaminal ekteinascidin 743
(125); dalsi totalni syntézy'>*'%.

Mannichova a pfibuzné reakce se vyvinuly v mohutny
nastroj syntézy dusikatych heterocykli; je vice nez pravde-
podobné, Ze tyto procesy si vyznamné postaveni v total-
nich syntézach nejen alkaloidt i nadale udrzi.
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Schéma 17. Syntéza ekteinascidinu 743; cinidla a podminky: a) BF;.OEt, (10 ekv.), H,O (10 ekv.), CH,Cl,, 0 °C 10 min. b)
BF;.0Et, (17 ekv.), 4 A MS, CH,Cl,, 23 °C 18 h (73 %). ¢) H, (1 atm), 10% Pd/C, AcOEt, 23 °C 6 h (100 %). d) 117, KCN (25
ekv.), AcOH, 23 °C 18 h. ¢) CH,=CHCH,Br (5 ¢kv.), Cs,COs (2 ekv.), DMF, 23 °C 1 h (87 % 2 stupng). f) Dibal-H (1,2 ekv.), PhMe, —
78 °C 5 h. g) KF.2H,0 (piebytek), MeOH, 23 °C 20 min. h) MsOH (20 ekv.), 3 A MS, CH,Cl,, 23 °C 5 h (55 % ze 118). i) Tf;NPh (5
ekv.), EzN, DMAP, CH,Cl,, 23 °C 6 h (72 %). j) TBDPSCI (ptebytek), DMAP, CH,Cl,, 23 °C 13 h (89 %). k) MOMBYL, i-ProNEt,
CH,Cly, 23 °C 20 min (92 %). 1) (Phs;P),PdCl, (kat.), BusSnH, AcOH (piebytek), CH,Cl,, 23 °C 15 min (100 %). m) CH,O (prebytek),
NaBH;CN, AcOH, MeCN, CH,Cl,, 23 °C 30 min (95 %). n) (Ph;P),PdCl,, MesSn (piebytek), LiCl, DMF, 80 °C 2 h (83 %). o) (PhSeO)
20 (1,1 ekv.), CH,Cly, 23 °C 15 min. p) TBAF (2 ekv.), THF, 23 °C 10 min (75 % 2 stupné). q) N-AllOOC-S-CH,F1-Cys-OH, EDC.HCI
(5 ekv.), DMAP (5 ekv.), CH,Cl,, 23 °C 30 min (91 %). r) Tf,0, DMSO, —40 °C 30 min, potom i-Pr,NEt, — 0 °C 30 min, potom
t-BuOH, 0 °C, (Me;N),C=N¢-Bu, 23 °C, potom Ac,0, 23 °C (79 % celkem). s) (Ph;P),PdCl, (kat.), Bu;SnH (piebytek), AcOH,
CH,Cly, 23 °C 5 min (84 %). t) 4-Formyl-1-methylpyridinium jodid (20 ekv.), DBU (20 ekv.), DMF, CH,Cl,, 23 °C 40 min (70 %).
u) (3-Hydroxy-4-methoxyfenyl)ethylamin, silikagel, EtOH, 23 °C 10 h (82 %). v) TFA/THF/H,0 (4:1:1), 23 °C 9 h. w) AgNO; (20 ekv.),
MeCN/H,0 (3:2), CH,Cl,, 23 °C 11 h (77 %)
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1. Co to je proteomika?

Diky obrovskému rozkvétu molekularni biologie bé-
hem poslednich deseti let se podafilo rozlustit genomy
fady organisml, mezi jinymi téz genomy modelovych
zivocicht, jako jsou napf. muska octomilka Drosophila
melanogaster', nebo hlist Caenorhabditis elegans®. Prvni
rostlinou, pro niz byla stanovena sekvence celého genomu,
je Arabidopsis thaliana®. Prvni nastin sekvence lidského
genomu byl publikovin na pocatku roku 2001 (cit.*).
V dubnu 2003 bylo u prilezitosti 50. vyro¢i objeveni
dvousroubovice DNA ozndmeno dokonceni sekvenace
lidského genomu (Human Genome Project, http://
www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/project/
50yr.shtml, cit.’). Soudasné biologické a biochemické vé-
dy by mély smérovat své dalsi Usili k vysvétleni a pocho-
peni funkce genl.. Genetickd informace je v organismu
vyjadiena ve form¢ proteinll. Proteiny jsou skuteénymi
funkénimi molekulami. Proto se proteiny opét dostaly do
stiedu zajmu a vznikl novy obor proteomika (proteomics).
Proteomiku lze definovat jako kvantitativni analyzu protei-
nu pritomnych v organismu v ur¢itém okamziku a za pres-
né definovanych podminek®. Termin ,, proteom “ byl popr-
vé pouzit v roce 1994 jako vyjadfeni proteinového ekviva-
lentu genomu®. Proteom piedstavuje sadu viech proteintl,
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které jsou genomem v prubéhu zivota bunky exprimovany
a nasledné¢ modifikovany. Termin se rovnéz pouziva
v mén¢ obecném smyslu pro vyjadieni proteinového sloze-
ni organismu, organu, tkané nebo télesné tekutiny v urci-
tém okamziku a za presné definovanych podminek. Proto-
ze proteom odrazi aktudlni metabolicky stav dané bunky
nebo organismu, predstavuje vysoce dynamicky systém,
ktery je charakteristicky ovliviiovin zménami podminek
v okolnim prostredi”®.

Proteomika miize nepochybné vyrazné ptispét k poro-
zuméni funkci genl. OvSem ,,pouhd” znalost kompletni
sekvence genomu neni pro objasnéni biologickych funkci
dostatecna, jelikoz poskytuje pouze relativné staticky pie-
hled o funkénim potencialu organismu a neumoziuje po-
hled na celkovou podobu proteinové exprese v prostoru
a Case. Proteomika se zaméfuje piimo na genové produkty,
a proto mohou byt zjiStény i modifikace proteint, které
nejsou ziejmé ze sekvence nukleotidi v DNA. Jedna se
napf. o isoformy, post-transalacni modifikace nebo in-
terakce protein-protein’.

Preména genetické informace do formy proteinti pro-
biha jak béhem riznych vyvojovych fazi organismu, tak
v buiikach riznych typi, a za riznych podminek danych
okolnim prostfedim. Proteinova exprese je precizné regu-
lovana na vSech svych trovnich, pocinaje transkripci, ptes
translaci az po post-transla¢ni modifikace. Hladiny DNA,
mRNA a proteini si viak zpravidla vzajemn& neodpovidaji®.
To znamena, ze pro hlubsi porozuméni biologii organismi
je zapotiebi propojit informace ziskané analyzami DNA,
mRNA, proteinii a poznatky o jejich metabolismu’"".

Znalost lidského proteomu bezpochyby nalezne Siro-
ké spektrum praktického vyuZziti v biologickych i lékar-
skych aplikacich. Biologické tekutiny, jako jsou krevni
plasma, moc, sliny a dalsi exkrety a sekrety, obsahuji pro-
teiny, coz jsou z fyziologického a diagnostického hlediska
velmi vyznamné molekuly. Jejich pfimé analyza a charak-
terizace v t&lnich tekutinach jsou proto dilezit¢’'!. Protei-
ny jakozto funkéni molekuly pfedstavuji zérovenn vhodné
farmaceutické cile. Proteomika se tak pfimo podili na vy-
voji novych 1éka'”.

Cesta k rozlusténi lidského proteomu bude nicméné
jesté dlouhd a namahava, protoZe je tieba charakterizovat
kazdy protein kdédovany lidskym genomem a porozumét
jeho funkci, struktuie, molekularnim interakcim a regula-
cim v ruznych typech buniek a za riiznych fyziologickych
podminek.

Proteomiku lze podle aplikaci rozdélit do tii hlavnich
oblasti'’. Prvni je mikrocharakterizace proteinti, ktera se
vyuziva pro identifikaci proteinti a pro studium jejich post-
translacnich modifikaci. Mikrocharakterizace proteinQ
nam pomaha zjistit, jaka je aktivni a funkéni forma, ve
které se proteiny vyskytuji v organismu. Druhou oblasti je
tzv. srovnavaci proteomika (differential display proteo-
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mics), zabyvajici se porovnavanim hladin proteini. Tato
technika je velmi diilezitd a pouzivana pro studium rozdil-
nych stavii organismu, napft. patologickych ¢i normalnich,
a pro vyhledavani proteint, jejichz vyskyt ¢i hladina dany
stav charakterizuji. Vysledky srovnavaci proteomiky mo-
hou byt vyuZitelné pifi diagnostice a 1écb¢é fady nemoci.
Posledni oblasti je studium interakci typu protein-protein
technikami, jakymi je napi. hmotova spektrometrie. Sledo-
vani interakci typu protein-protein muze slouZit napf.
k identifikaci multienzymovych komplexti ¢i k hledéani
substratu a ligandt pro enzymy a receptory.

2. Metody proteomiky

Proteomika je zaloZena na metodach analyzy proteind
ve velmi komplexnich smésich. V nasledujicich kapitolach
se pokusime tyto metody podrobnéji popsat.

dvoudi-
elektro-

2.1.Metody zalozZené na
menziondlni gelové
foréze (2-DE)

Nejvyuzivangjsi metoda pii proteomické analyze
nejcastéji kombinuje vysokoucinnou dvoudimenzionalni
gelovou elektroforézu (2-DE) slouzici k separaci proteini
s hmotovou spektrometrii (MS) pouzivanou k identifikaci
vybranych proteinovych skvrn z geld. Pomoci 2-DE lze
rozdélit v idedlnich ptipadech az nékolik tisic proteind.
Teoreticky mize byt na jediném 2-DE gelu rozliSeno az
10 000 skvrn™'?. Piiklad 2-D elektroforetické analyzy ho-
mogenatu z mysich jater® je ilustrovan na obr. 1.
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Obr. 1. 2-D elektroforeticka analyza homogenatu z mySich
jater. Bylo aplikovano 50 pg proteint. Pro prvni rozmér byl
pouzit 17 cm ,,non-linear IPG strip” o rozmezi pH 3-10 (zleva
doprava). Druhy rozmér byl realizovan v gradientovém (8-16%
shora doli) polyakrylamidovém gelu za piitomnosti dodecyl-
sulfatu sodného. V levé ¢asti gelu jsou vidét proteinové standardy
(15-250 kDa) analyzované pouze v druhém rozméru®®
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Prestoze 2-DE je velmi vhodnou metodou pro separa-
ci komplexnich smési proteinti, ma tato technika i svoje
nevyhody. Jednou z nich je problém Sirokého rozpéti kon-
centraci jednotlivych pfitomnych proteint. V pfipadé lid-
skych bunék ptedstavuje toto rozpéti priblizné 7 tadu, od
zastoupeni proteint pfitomnych v buiice ve stejném oka-
mziku"®. Pouzivané metody barveni proteini v gelech,
vcetné fluorescenéniho zobrazovani, vSak vizualizuji pou-
ze ty proteiny, které ve vzorku vykazuji stfedni az vyso-
kou miru vyskytu'***. A¢koliv technicky pokrok v oblasti
2-DE a MS proteini zvysil citlivost, reprodukovatelnost
a kapacitu proteomické analyzy, neni mozné analyzovat
tak Siroké rozpéti vyskytu proteinti soucasné. Dalsi nevy-
hodou 2-DE je jeji Casova narocnost a pracnost celého
procesu, ktery vyzaduje specifické dovednosti a zrucnost
pro tvorbu kvantitativné a prostorové reprodukovatelnych
geld! 16,

Problém detekce a identifikace proteind vyskytujicich
se v bufice v nizkych koncentracich mize byt Caste¢né
vyfeSen predc¢isténim komplexnich proteinovych smési.
Pre-frakcionace zvySuje mnozstvi proteinli mélo zastoupe-
nych vzhledem k ostatnim proteinim. Nejjednodussi je
frakcionace na jednotlivé organely. Smési proteinit mohou
byt dale frakcionovany podle naboje. To je mozné piimo
béhem isoelektrické¢ fokusace pifi pouziti pH gradientl
o Uuzkém rozpéti. V takovém piipad¢ je analyza rozdélena
do sady ptekryvajicich se gelt. Dals§i moznosti pouziti
elektroforetickych technik pro pre-frakcionaci proteino-
vych vzorkil podava ve svém piehledu Righetti'”. Pro od-
stranéni nezadoucich proteinti se rovnéz pouzivaji afinitni
techniky, které umoziuji odstranéni specifickych skupin
proteind. Afinitni techniky jsou velmi uzite¢né pro odstra-
néni proteintl, které se vyskytuji ve vysoké koncentraci,
jako je napf. albumin z krevniho séra nebo plasmy'®. Afi-
nitnim predCisténim mizeme ale také dosahnout obohace-
ni vzorku o specifické typy zadanych proteint. Napf. pou-
zitim afinitniho nosice s konkanavalinem A obohatime
vzorek o glykosylované proteiny'®"°.

Rabilloud® a Herbert a spol.”' zdokonalili techniky
pfipravy vzorku pro 2-DE za u€elem zvySeni rozpustnosti
proteint v pribéhu isoelektrické fokusace (IEF), a tim i ke
zvyseni rozliSeni a kapacity vyslednych dvoudimenzional-
nich geléi. Molloyova metoda®® postupné extrakce je zalo-
zena na odliSné rozpustnosti proteint, kdy se v kazdém
nasledujicim exktrakénim kroku pouziva silngjsi solubili-
zacni Cinidlo. Timto zpisobem je slozitd proteinova smes
rozdélena do né€kolika 2-DE gelti. VSechna tato zdokonale-
ni pfispivaji ke zvySeni relativniho zastoupeni hydrofob-
nich proteind ve vyslednych 2-DE gelech. Tato skute¢nost
je zadouci vzhledem k tomu, ze hydrofobni membranové
proteiny hraji vyznamnou roli v bunéénych procesech,
jako napf. pfi prenosu signalti v buiice nebo pti membra-
novém transportu, a patii rovnéZz mezi vyznamné cile tera-
peutickych latek. Membranové proteiny se na 2-DE gelu
tézko vizualizuji, protoze se vétSinou vyskytuji ve velmi
nizkych koncentracich, maji p/ v alkalické oblasti a jsou
velmi $patn& rozpustné ve vodnych rozpoustédlech™. Je-
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jich lepsimu rozliSeni na vyslednych gelech mize napomo-
ci piidavek trifluorethanolu do solubiliza¢niho &inidla™.
V roce 1988 byly zavedeny tzv. imobilizované pH gradi-
enty25 pro isoelektrickou fokusaci a jejich rychly vyvoj
béhem nékolika poslednich let umoznil tvorbu pH gradien-
ti az do pH 12, coz usnadiiuje separaci velmi bazickych
proteint®.

2.1.1. Identifikace proteinii z 2-D geli

V pocatcich proteomiky slouzila k identifikaci mik-
roanalytickych mnozstvi proteinii separovanych pomoci
2-DE sekvenace N-termindlnich aminokyselin, tzn. Edma-
novo odbouravani’’. Tato metoda je oviem neuéinna
v piipadé blokovaného N-konce proteinti. Dnes je Edma-
novo odbouravani nahrazeno citlivéjsi a vykonnéj$i hmo-
tovou spektrometrii (MS), kterd spolu s 2-DE vytvofila
integrovanou technologii’*®. Elektroforeticky separované
a v gelu obarvené proteiny mohou byt z gelu roboticky
vytiznuty a poté S$tépeny specifickou proteasou, napf.
trypsinem. Vysledné peptidy jsou pak identifikovany
hmotnostni spektrometrii technikou MALDI (matrix assis-
ted laser desorption/ionization) nebo ESI (elektrospray
ionization). Signaly peptidl a jejich fragmentii mohou byt
uréeny s takovou presnosti, ze porovnani pikt urcitého
peptidu a jeho fragmentace s databdzemi (napt. ProFound
nebo Mascot) mize vést k identifikaci proteinu véetné
jeho modifikaci’. V této fazi proteomicky vyzkum t&i z
genomického vyzkumu posledni dekady, diky némuz jsou
nyni k dispozici archivované a anotované databaze sekven-
ci proteind nejriuznéjsich organismu. Tyto databaze posky-
tuji vytecny podklad pro kiiZovou korelaci transkriptomic-
kych (transkriptomika je obor, ktery se zabyva studiem
rozsahu a regulace pfepisu geni do mRNA) a proteomic-
kych dat.
2.2.Metody nevyuzivajici 2-DE

Vedle pfistupu kombinujiciho 2-DE s hmotnostni
spektrometrii, pomoci né¢hoz nelze detegovat, identifikovat
a kvantifikovat viechny proteiny pfitomné ve vzorku®, se
objevuji nové, na gelové elektroforéze nezavislé ptistupy.
Technologie multidimenzionlni proteinové identifikace
(MudPIT — multidimensional protein identification techno-
logy), ktera byla prvné pouzita v Yatesové laboratofi®’, je
zaloZena na multidimenzionalni kapalinové chromatografii
a tandemové hmotové spektrometrii. Analyzou celého
proteomu kvasinky Saccharomyces cerevisiae touto meto-
dou bylo detegovano a identifikovano témét 1500 proteind
(4. 5x vice nez pti pouziti 2-DE gelu), vcetné proteinti
pfitomnych v nizké koncentraci, membranovych proteinQ
arovnéz proteinii velmi bazickych a proteinii o vysoké
molekulové hmotnosti*'. Tato technologie dokaze detego-
vat a identifikovat proteiny v ramci dynamického rozpéti
vyskytu Ctyf fadl vcetn€ proteinti, které se vyskytuji jen
vzacn& >,

Jiny piistup, ktery je zaloZeny na hmotnostni spektro-
metrii, vyuziva izotopem kodované afinitni znacky (ICAT
— isotope coded affinity tags), které reaguji se sulthydrylo-
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vymi skupinami proteinti a obsahuji raménko, které mize
byt deuterované, a biotinovou znacku. Cysteinové zbytky
jsou derivatizovany pomoci ,lehkych” nebo ,téz-
kych” (deuterovanych) ICAT cinidel. Vzorky jsou poté
spojeny a Stépeny proteasou. Biotinem znacené peptidy
jsou nasledn¢ izolovany afinitni chromatografii a identifi-
kovany a kvantifikovany kapalinovou chromatografii spo-
jenou s hmotnostni spektrometrii. Kazdy peptid se
v hmotnostnim spektru objevuje jako dublet s rozdilem
hmotnosti rovnajicimu se poctu atomi deuteria. Relativni
zastoupeni daného proteinu v obou vzorcich je ur¢eno
pomérem pikii této dvojice™.

2.2.1. Proteinové Cipy

Snaha vyvinout metody pro analyzu genové exprese,
které by byly nezéavislé na procesu separace, vyustila ve
vyvoj proteinovych ¢&ipl (,,protein arrays”) podobnych
DNA cipim (,,DNA arrays”). Proteinové Cipy jako alterna-
tiva k béZnym proteomickym piistupiim se zdaji byt no-
vou, nadéjnou a vysoce kapacitni technikou pro studium
proteomu®”. Specifické proteiny, jako jsou napf. protilatky
schopné rozpoznavat a vazat jiné proteiny, mohou byt
imobilizovany na Cipy se specialn€ upravenymi povrchy.
Na povrch ¢ipti s imobilizovanymi protilatkami je poté
aplikovan vybrany proteinovy vzorek. Na Cipy zlstanou
navazany pouze proteiny, které se vazou na odpovidajici
protilatky'’. Zachycené proteiny mohou byt detegovany
pfimo na ¢ipu hmotnostni spektrometrii. Ptistup propojuji-
ci proteinové Cipy s identifikaci hmotovou spektrometrii je
nazyvan ,surface-enhanced laser desorption/ioniza-
tion” (SELDI-MS) a byl zdokonalen firmou Ciphergen,
ktera stala u zrodu proteinovych &ipt®°.

Na zékladé moZznosti své aplikace rorezndvame dva
druhy proteinovych &pa®’. Prvnim jsou &ipy slouzici ke
studiu funkce proteind (protein function arrays), kdy jsou
na Cipech imobilizovany proteiny. Tyto Cipy se mohou
pouzivat pro paralelni studie aktivity nativnich proteint
nebo pro studim interakei protein-protein®**. Druhy typ
Cipl, tzv. Cipy detegujici proteiny (protein-detecting ar-
rays) s navdzanymi specifickymi proteinovymi ligandy,
mize slouzit jako analyticky nastroj pro monitorovani
hladin proteint v biologickych vzorcich® &i pro identifika-
ci novych proteinovych cilli pro chemicky pfipravené li-
gandy.

K aplikacim druhého typu (Cipy detegujici proteiny)
patii i nae nedavno publikovana prace*, kdy jsme piipra-
vili kombinatorickou knihovnu pseudopeptidi-fosfinati
imobilizovanych na pryskyfici. Knihovna byla pfipravena
ve formé devatenacti smési, z nichz kazda obsahovala
19 imobilizovanych pseudopeptidd. Tyto nosice byly pou-
zity jako afinitni kolony pro purifikaci enzymti z homoge-
natu z potkanich jater. Rada studii prokazala, e pseudo-
peptidy-fosfinaty mohou byt velmi U¢innymi inhibitory
celé fady enzymii, zejména Zn-metaloenzyma*'*2. V na-
Sem piipads® se podafilo za pomoci afinitnich kolon
s 1imobilizovanymi pseudopeptidy-fosfinaty izolovat
potkani Zn-metaloenzym betain-homocystein S-methyl-
transferasu (BHMT). Pseudopeptidy, které v imobilizova-
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Obr. 2a. Struktura afinitni matrice pouZita pro izolaci potkani
jaterni betain-homocystein S-methyltransferasy (BHMT).
Obr. 2b. Elektroforeticka analyza frakci ziskanych z afinitni-
ho nosi¢e zobrazeného na obrazku (a). RLH je homogenat
z potkanich jater. Frakce B1-B2 byly eluovany betainem, frakce
H1-H3 DL-homocysteinem, frakce I1-12 roztokem inhibitoru,
frakce S1-S2 roztokem 1% dodecylsulfatu sodného a frakce G1-
G2 roztokem 6M guanidinium chloridu. Relativni molekulové
vahy standardii (STD) jsou znazornény v kDa. Protein P21 je
potkani BHMT, protein P22 je pfibuzny enzym BHMT 2 a pro-
tein P23 je fragment BHMT. Obr. 2c. ,,Western blot analyza”
vybranych frakei z afinitni purifikace potkani BHMT za pou-
Ziti }())olyklonz’llnich protilatek proti lidské BHMT. Pievzato
z lit.

né formé poslouzily k izolaci BHMT, byly poté testovany
v roztoku za ucelem Zjiéténi jejich inhibiénich Vlastnosti
imobilizovan na nosi¢i. Pomoci této jednoduché afinitni
kolony (obr. 2a) se podafilo v jednom kroku izolovat vyso-
ce Cistou potkani BHMT a jeji homology a degradacni
produkty (obr. 2b). Tyto vysledky demonstruji, Ze novym
proteomickym piistupem zaloZzenym na spojeni kombina-
torické chemie a afinitni chromatografie je mozné identifi-
kovat, bez jakékoliv a priori hypotézy, nové proteinové
cile pro chemicky pfipravené zajimavé ligandy.

3. Aplikace proteomiky

Biologicka aktivita proteinu Casto zavisi na tom, zda
je protein modifikovan a jakym zplsobem (napt. fosfory-
lovany/defosforylovany ¢i glykosylovany/deglykosylo-
vany). Pravé schopnost analyzovat post-translacni modifi-
kace proteint je jednim z vyraznych pfinosti proteomic-
kych studii. Fosforylace, glykosylace, stejn¢ jako ostatni
modifikace, jsou pro funkci proteinu nesmirné dillezité,
protoze urcuji jeho aktivitu, stabilitu, lokalizaci ¢i rychlost
odbouravani. Nejvhodnéjsi metodou pro urceni modifikaci
proteinu je hmotnostni spektrometrie Jde ovéem 0 ﬁkol
Napft. purifikaci peptidové smési na koloné s pryskyrlcl
obsahujici navazany kov (IMAC — metal ion affinity chro-
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matography) je mozné obohatit vzorek o fosfopeptidy®.
Peptidy mohou byt pak analyzovany metodou MALDI-MS
jak pred, tak po aplikaci alkalické fosfatasy'”.

Jednou z kli¢ovych otdzek proteomiky, kromé toho
kdy a kde jsou proteiny exprimovany, je otdzka vzajem-
nych interakci mezi proteiny. Partnefi, se kterymi dany
protein vstupuje do interakci, jsou okamzitymi voditky
k jeho biologickym funkcim a potencionalné mohou byt
vyuzity pro terapeutické Gcely. Proteomika mize ke studiu
interakci protein-protein vyznamné prispét’™*. Lakavou
nicméné obtiznou cestou ke studiu protein-proteinovych
interakei je purifikace celého multi-proteinového komple-
xu afinitnimi metodami (fazni proteiny, protilatky). Protei-
novy komplex je nésledn€ separovan elektroforézou
a analyzovan hmotnostni spektrometrii'®.

Srovnavaci proteomika je diferencidlni analyza kom-
plexnich smési proteint, ktera monitoruje zmény proteino-
vého slozeni za rliznych stavll organismu, napf. nemocny
versus zdravy, 1ééeny versus neléeny, normalni versus
patalogick}’/ stav apod 4346 Cilem je identiﬁkovat proteiny,
nekteré proteiny chybéji, jsou modlﬁkovany, prlpadne
zjistit vyskyt proteind novych. Proteomika tak miize slou-
zit k vyhledavani specifickych proteint (tzv. ,,protein mar-
kers”) na zaklad¢ jejich zvySené nebo snizené exprese pfi
onemocnéni'’. Novou, velice slibnou metodou pro srovna-
vani dvou proteinovych vzorki, napf. ze zdravych a rako-
vinnych bungk, je tzv. DIGE (,,differential in-gel electro-
phoresis”)** %", P¥i DIGE je kazdy ze vzorki derivatizovan
rozdilnou fluorescencni znackou. Derivatizované proteiny
obou vzorkll jsou poté spojeny a separovany na jednom
atom samém 2-D gelu. Tento jediny gel je poté analyzo-
véan pfi dvou rozdilnych vlnovych délkach. Je tak mozné
zjistit rozdily v expresi jednoho a toho samého proteinu
v obou vzorcich pfi eliminovani problémil spojenych s
reprodukovatelnosti elektroforetickych analyz. Nevyhodou
této metody je jeji znacna finanéni naro¢nost.

Toxikologické studie Casto vyuzivaji proteomickou
analyzu ke zjiSténi mechanismu, jakym 1ék pisobi, nebo
k identifikaci cilového mista jeho ptisobeni®®. Prace Steine-
ra a spol.*, ktery zkoumal vliv lovastatinu (latky snizujici
hladinu lipid) na slozeni proteint z krysich jater, ukazuje
moznost, jak objevit nové proteomické cile analyzou jiz
znamych 1éku a drah, které reguluji.

Srovnavaci proteomika se mize rovnéz provadét bez
separace nebo jen s omezenou separaci proteinlt nasledo-
vanou kvantifikaci hmotovou spektrometrii. Toho je dosa-
zeno napi. oznacenim jednoho ze dvou proteinovych vzor-
kil stabilnim izotopem (ICAT, cit.'").

Proteomicka analyza se vyuziva v celé fadé biomedi-
cinskych aplikaci, pocinaje analyzou mozkovych proteinti
nebo proteinti mozkomi$niho moku a s nimi souvisejicich
onemocnéni, jako je napt. Alzheimerova choroba™, az po
analyzu chorob ledvin, mocového mechyie a moci a souvi-
sejicich nemoci®' ™ (http://biobase.dk/cgi-bin/celis). Prote-
omika naSla uplatnéni také v 1ékaiské mikrobiologii, jeli-
koz mize prispét k objasnéni mechanismi patogeneze
nebo k porozuméni mechanismu, jakym se vytvéii antibio-
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ticka rezistence. Napomaha tak zvySeni ucinnosti soucas-
nych antimikrobialnich 16&iv>*.

Vyzkum rakoviny je dalsi oblasti, ve které mize byt
proteomickd technologie velmi piinosna. Rada proteinti
vhodnych pro diagnoézu nadori jiz byla objevena. Bude
ovSem tfeba identifikovat takové specifické proteiny, po-
moci kterych bude mozno rozliSovat maligni nadory od
benignich a primarni nadory a jejich metastazy. Ke sprav-
nému odhadu biologického chovani riznych nadort a pro
urceni spravnych lééebnych postupi je tieba kombinovat
nékolik takovych proteinti. Proteomika se také zacina
uplatitovat pii véasné diagnostice rakoviny™ a rovnéz mi-
7e napomoci objasnit mechanismus jeji patogeneze™.

4. Zpracovani proteomickych dat

Pii proteomickych studiich jsou ziskavana velka
mnozstvi tdaju, ktera museji byt logicky organizovana,
archivovana a zpfistupnéna. Prvni databaze dvoudimenzio-
nalnich gelti proteinli z krysich jater byla publikovéna
vroce 1991 Andersonem a spol.”’. Dnes jsou k dispozici
proteomické databaze riznych biologickych druhi, které
jsou pravidelng aktualizovany*®®'. Pfedb&zné proteomické
studie, které vytvofily dvoudimenzionalni proteinové ma-
py riiznych organel®, organii nebo jejich &asti®, vytvareji
velmi uzitecnou zakladnu pro budouci studie mnoha riz-
nych procesi. Celis se spolupracovniky® vytvofil prvni
detailni proteomickou mapu zahrnujici nemocnou lidskou
tkan (http://biobase.dk/cgi-bin/celis). Tvorbu takovych
databazi usnadfiuje program pro analyzu 2D zobrazeni,
ktery umoziuje automatickou identifikaci rozdild v protei-
novych vzorcich.

5. Zavér

Proteomika zaznamenala v n€kolika poslednich letech
boutlivy vyvoj a poskytla obrovské mnozstvi dat o protei-
novém slozeni specifickych bun¢k, organel, rakovinnych
tkani ¢i o interakcich protein-protein. Nicméné, pro rych-
lejsi pokrok a naplnéni vSech moznosti proteomiky bude
nutny dalsi vyvoj novych technologii, zejména Cipovych,
organizovani mezinarodnich projekti a volny pfistup
k védeckym vysledkim.

Prace byla podporena grantem A4055302 Grantové
agentuty Akademie ved Ceské republiky a vyzkumnym
zamerem Z4 055 905.
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Proteomics is a quantitative, large-scale analysis of
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Vazeni ctendri,

dovolujeme si Vas upozornit, ze dalsi cislo vénované farmaceuticke chemii vyjde

v lednu 2006.

Verime, Ze tato problematika najde mezi ctenari odezvu a zZe o prispevky nebude,

Stejné jako v letoSnim roce, nouze.

redakce
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1. Uvod

Pouzivani pfirodnich pfipravkli pro zvySeni pohlavni
touhy a vykonnosti je staré témér jako lidstvo samo. Jsou
to pfevazné rizné rostliny (vice nez 100 druhi), organy
zivoCichl a nékteré druhy hmyzu, ale také latky nerostné-
ho piivodu'. Podle ,bohyn& smysiné lasky“ Afrodité se
nazyvaji afrodiziaka. U vétSiny z nich neni jejich Gi¢innost
prokazand, u nekterych jde spiSe o ucinky na libido nez
o ucinek vyvolavajici erekci. V soucasné dobé, kdy se pro
fadu muzl sexualni vykonnost stala synonymem spolecen-
ské uspésnosti, asi polovina muzské populace ve véku 35
az 65 let pfiznava problémy s erekci®. Erektilni dysfunkce
(ED), dfive traumaticky nazyvana impotence, je definova-
na jako trvala neschopnost dosahnout nebo udrzet erekci
penisu dostateCnou pro uspokojivou sexualni aktivitu
(obr. 1). ED trpi nejméné jeden muz z deseti. Nepostihuje
jen sexualitu, ale jsou s ni také spojeny zaporné emoce
jako nejistota, stres a problémy v partnerském Zivots®. V
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mlads$im veéku pfevazuji spiSe psychické priciny ED. Stale
plati, ze nejdulezitéjSim organem pro erekci je limbicky
systém v mozku. Erekci potlacuje neuroticky mechanis-
mus vznikajici z uzkosti, strachu z netispéchu, psychické-
ho a fyzického vycCerpani. ZjednoduSen¢ lze fici, Ze vSe, co
poskozuje zdravi, poskozuje také muzstvi, jako napt. obe-
zita, nedostatecna ¢i jednostranna dieta, stres, koufeni,
alkohol, drogy, anabolika, ale také nékteré 1éky. Ve stied-
nim a starSim v€ku je ED nejCastéji zplisobena Spatnym
stavem cév, které neumoziuji dostateéné prokrveni penisu
nebo poklesem hladiny muzskych pohlavnich hormont
(Partial Androgen Deficiency of Aging Male, PADAM)
(cit.*). Castou pti¢inou ED je benigni hyperplazie nebo
karcinom prostaty, radikalni prostatektomie a diabetes
mellitus®. Neni proto piekvapivé, Ze po objevu latek uin-
nych pii ED se 16k Viagra® a dal3i erektilika staly zadany-
mi piipravky v zemich viech kontinenti®’ (viz ¢lanek S.
Radla, kap. 2, v tomto ¢isle).

Hladké svaly penisu jsou obvykle udrzovany
v semikontraktilnim stavu. Hlavnim medidtorem relaxace
hladkych svalovych vldken penisu — erekce, je oxid dusna-
ty, jehoZ prekurzorem je L-arginin (obr. 2) (cit.?). P¥i vzru-
Seni je NO, po nonadrenergni noncholinergni nervové
stimulaci, uvoliovan z endotelovych bunck (obr. 3).
V hladkém svalovém vlaknu kaverndzniho télesa (corpora
cavernosa) aktivuje cytosolovou guanylatcyklasu (EC
4.6.1.2., GC) k produkci cyklického guanosin-3’,5’-mono-
fosfatu (¢cGMP). Cyklicky GMP aktivuje specifickou pro-
teinkinasu, ktera fosforyluje specifické proteiny a iontové
kandly. Tyto kanaly se otviraji pro draselné ionty, bun&tné
membrany se hyperpolarizuji, a tim se zablokuje piijem
vapenatych iontll buiikou. Nasledkem je pokles koncentra-
ce Ca’" v cytosolu a relaxace hladkého svalstva artérii
a arteriol erektilni tkan¢, coz vede k n¢kolikanasobnému
zvySeni pritoku krve do penisu. Soucasné relaxace trabe-
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Obr. 3. Relaxace buiiky hladkého svalstva cév penisu a mechanismus piisobeni nékterych latek s erektilnim i¢inkem;
(-) — inhibice, (+) — aktivace, eNOS — endotelova NO-synthasa, PDE — fosfodiesterasa

kul hladkych svalovych vldken vede k rychlému naplnéni
lakunarnich prostor kavernéznich téles krvi a jejich expan-
zi. Subtunikélni Zilni pletence jsou stlaceny a odtok krve
je prakticky uplné zamezen. Tyto dé&e zadrzuji krev
v kaverndznich télesech, kde je moZné béhem masturbace
¢i pohlavniho styku dosahnout tlaku az nékolik stovek mm
Hg. Pfechodn¢ se zastavi vyména krve mezi penisem
a ostatnimi ¢astmi organismu. Béhem navratu penisu do
ochablého stavu je cGMP hydrolyzovan fosfodiesterasou
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typu 5 (EC 3.1.4.17, PDE 5). Signalni molekulou, ktera
rovnéz zprostiedkovavéd relaxaci, je prostaglandin E,;
(PGE)). Ten aktivuje produkci cyklického adenosin-3’,5’-
-monofosfatu (cAMP), ktery je hydrolyzovan enzymy
PDE 2-4 (obr. 3) (cit.?).

Doporuceni pro diagnéozu a 1é€bu ED byla prfijata
v roce 2001 (cit.*). Mnoho pacienti viak nadale upfed-
nostiluje prirodni alternativy erektilik. V minulych letech
nebyvale vzrostl prodej fytopfipravki a doplnkt stravy
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s udavanym erektilnim uginkem’. Tento &lanek je prehle-
dem dosavadnich poznatkli o latkach a rostlinach, které
jsou aktivnimi slozkami 1€ku, fytopfipravki a doplnka
stravy pouzivanych resp. doporuovanych muzim
s poruchami erekce. Pfedmétem c¢lanku nejsou ptirodni
afrodiziaka a drogy s neprokazanym u¢inkem na ED. Cla-
nek rovnéz neobsahuje zadna doporuceni k vybéru pfi-
pravku.

2. LéKky v terapii erektilni dysfunkce

2.1. Inhibitory fosfodiesteras
Historie inhibitorti fosfodiesteras pro 1é¢bu ED se
datuje od roku 1986 (cit.'%). Zacala vyvojem antihyperten-
ziva, které by pozitivn€ ovliviiovalo vasodilata¢ni a diure-
ticky ucinek endogenniho atrialniho natriuretického pepti-
du (ANP). ANP receptor aktivuje v ledvinach tvorbu GC,
coz vede ke zvyseni hladiny cGMP, snizeni hladiny volné-
ho intracelularniho vépniku, zlepSeni prokrveni ledvin,
a tim ke zvySenému vylucovani sodiku a souc¢asnému po-
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klesu krevniho tlaku. Vyzkumny tym firmy Pfizer se za-
méfil na inhibitory PDE-enzymu, které reguluji hladinu
¢GMP v bunce; vychozi modelovou strukturou byla slou-
¢enina nazvand zaprinast (obr. 4). V roce 1989 byla z né-
kolika perspektivnich inhibitord PDE 5 vybrana latka,
ktera dostala genericky nazev sildenafil. Posledni literarni
prehled inhibitorh fosfodiesteras cyklickych nukleotidii byl
publikovéan v roce 2004 (cit.'"), struktury n&kterych z nich
a hodnoty ICsg jsou uvedeny na obr. 4.

Sildenafil (viz obr. 4). V tenkém stfeve a jatrech je
sildenafil metabolizovan formou cytochromu P450,
CYP3A4, na N-desmethylsildenafil a jeho absolutni biolo-
gicka dostupnost je kolem 40 %. Jako 1€k pro terapii ED
byl sildenafil (Viagra™) schvalen v roce 1998 (cit.'?). Ob-
vykla doporucena davka sildenafilu je 50 mg, maximalné
100 mg denné. Neéktefi pacienti uvadéji dobry efekt i po
davkach 25 mg a méng&. Uginek se dostavuje 1épe pii uziti
nalacno, 1¢ék Ize kombinovat s malym mnozstvim alkoho-
lickych napojii. Uginek nastupuje do 30 aZ 60 min a trvé
4 h. Lék je uCinny pouze v reakci na sexudlni stimulaci.
K nejcastéjSim nezadoucim efektim patii navaly horka,

CH
ks O CH,
o) HNMN
N
CH, ,SO, CH,
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N\)
H,c—
vardenafil (0,0007)
CH, NH,
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=
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OMe
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Obr. 4. Struktury nékterych inhibitori fosfodiesterasy PDE 5. Hodnoty ICsy v pmol.I™! jsou uvedeny v zavorce za nazvem slou¢eniny,
chemické nazvy sildenafilu, vardenafilu a tadalafilu jsou: 5-[2-ethoxy-5-(4-methylpiperazin-1-sulfonyl)]-1-methyl-3-propyl-3a,7a-
-dihydro-1H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7(6H)-on, 2-[2-ethoxy-5-(4-ethylpiperazin-1-sulfonyl)]-5-methyl-7-propyl-4a,5-dihydroimidazo-
[5,1-A][1,2,4]triazin-4(3H)-on a 6-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-methyl-12,12a-dihydro-6H,7H-pyrazino[1',2":1,6]pyrido[3,4-b]indol-1,4-

(2H,3H)-dion
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bolesti hlavy, zavraté, dyspepsie, zdufeni nosni sliznice,
zmény barevného vidéni, zvySend citlivost na svétlo
a rozostfené vidéni'>™'°. Pacienti uvadgji vétsinou vyborny
ucinek a dobrou snasenlivost sildenafilu. Relativni nevy-
hodou sildenafilu je jeho rychlé vyluovani z organismu
a také pomeérné€ vysoky inhibi¢ni Gi€inek na aktivitu PDE 6,
enzymu lokalizovaného na ty¢inkach a Cipcich sitnice oka
(ma 10x mensi afinitu nez k PDE 5). Nasledkem inhibice
PDE 6 jsou zmény barevného vidéni. Z téchto diivodi jsou
hledany latky s v&tsi selektivitou k PDE 5 (cit.'®).

Vardenafil (viz obr. 4). Vardenafil (Levitra®) se od
sildenafilu 1i§i zdménou skeletu pyrazolopyrimidinu za
imidazolotriazin a methylové skupiny za ethylovou na Ny
piperazinu. Lék je hodnocen jako nejucinngjsi a nejselek-
po podani a mensim vyskytem nezddoucich ucinkt. Jeho
biologicky polocas je 4 az 5 h a afinita k PDE 6 je 15x
mendi nez k PDE 5 (cit.°). Podle n&kterych klinickych
studii vykazal vardenafil statisticky vyznamné zlepSeni
erektilni funkce u vice nez 60 % pacientl nereagujicich na
sildenafil'’, byl u¢inny u 72 % pacienti s diabetes mellitus
a 71 % muzii po prostatektomii'®. Na trhu jsou tablety
obsahujici 5, 10 a 20 mg ucinné latky. Pro dosazeni erekce
je nutnd sexudlni stimulace. Vardenafil nevykazuje zadné
interakce s malym mnoZstvim alkoholu. NejcastéjSimi
nezadoucimi ucinky, které se objevuji u 10 % pacienti,
byly navaly horka a bolesti hlavy, Casté byly dyspepsie,
nausea, zavraté a ryma (1-10 %). Vzacnéji se vyskytovalo
zvySeni krevniho tlaku, fotosenzitivita, poruchy vidéni
(0,1-1 %) a hypertonie, hypotenze a synkopa (0,01-0,1 %)
(cit."”?°). Stejné zkuSenosti byly ziskany ze sexuologické
poradny Fakultni nemocnice v Olomouci.

Tadalafil (viz obr. 4). Tadalafil (Cialis"™) je zatim
poslednim schvalenym inhibitorem PDE 5 a zéakladnim
skeletem se 1iSi od sildenafilu a vardenafilu (obr. 4). Polo-
Cas tadalafilu je 17,5 h a afinita k PDE 6 je vice nez 700x
mensi nez k PDE 5 (cit.®). Nebyl u né&j popsan zadny ugi-
nek na vidéni. Na trhu jsou tablety obsahujici 10 mg
a 20 mg ucinné latky. Vysledky klinickych studii ukdzaly,
ze jeste 36 h po podani 20 mg tadalafilu bylo 79 % pokust
o koitus uspés$nych; k dosazeni erekce je nutnd sexualni
stimulace. Nastup uc¢inku je dostate¢né rychly. Vice nez
polovina muZii po podéani 20 mg tadalafilu dosahuje erekce
bé¢hem 30 min, uéinek neni prili§ ovlivnén ptedchozim
pfijmem potravy a alkoholickych napoji. K nejcastéjsim
vedlejsim ucinkim patii bolest hlavy (13 %), dyspepsie
(10 %), bolesti zad (6 %) a svalu (5 %) a navaly horka
(4 %). V nasi poradné pacienti ocenovali rychly nastup
erekce neovlivnény dietou a prolongovany ucinek tadalafi-
Iu. Nékteti vsak uvadéli méné spolehlivy nastup erekce ve
srovnani se sildenafilem.

Mezi dosud klinicky nezkouSené, in vitro 0¢inné
specifické inhibitory PDE 5 patfi 2,7-nafthyridinovy deri-
vat T-0156 (obr. 4) (cit.?") a 4-aryl-1-isochinolonovy deri-
vat T-1032 (obr. 4) (cit.??). Obg slouteniny mély na izolo-
vané kavernozni t€leso kralika relaxacni ucinek srovnatel-
ny se sildenafilem.
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2.2. Latky s jinym mechanismem
ucinku
Apomorfin, yohimbin a dehydroepiandrosteron

(DHEA) (obr. 5) jsou v éfe inhibitord PDE 5 pouzivany
v terapii ED méné Castéji. U apomorfinu a yohimbinu je
divodem jejich mala ucinnost, u DHEA jsou stale nedosta-
tecné znalosti o jeho celkovém plisobeni, zejména je-li
aplikovan u muza v podstaté zdravych. Papaverin, fentola-
min, prostaglandin E; (obr. 5) a vazoaktivni intestinalni
polypeptidy jsou aplikovany v terapii ED, pokud jsou kon-
traindikovana nebo jsou neti¢inna oralni erektilika.

Apomorfin. ((6aR)-6-Methyl-5,6,6a,7-tetrahydro-4H-
-dibenzo[de,g]chinolin-10,11-diol, viz obr. 5). Apomorfin
je synteticky opiat pfipravovany z morfinu, sexualni funk-
ce ovliviiuje svym ucinkem na dopaminergni systém cent-
ralniho nervového systému. Vaze se na dopaminové recep-
tory D; a D, a stimulaci struktur hypotalamu v oblasti
nucleus paraventricularis se zvySuje intenzita nervovych
impulzi s naslednym vzestupem syntézy NO, coz vede
k vys3i tvorbé cGMP. Apomorfin (Uprima®) je dostupny
ve formé sublingvalnich tablet v davkach 2 nebo 3 mg.
Lék vyzaduje sexudlni stimulaci. Efekt se dostavuje pii-
blizn€ za 20 min a trva 2 h. Pii ptekroceni jeho optimalni
davky se asi u 20 % pacientll objevuji nausea a zvraceni.
Nezadoucimi ucinky mohou byt bolesti hlavy a zavraté.
Lécba nitraty neni kontraindikaci. Vyhodou by méla byt
bezpecnost preparatu a 54 % efektivita erekci dostacuji-
cich ke styku®**. Nedoporuduje se pozivani alkoholickych
napoju. Je paradoxem, ze v letech 1987-2003 bylo publi-
kovano nejméné 19 klinickych studii potvrzujicich G¢in-
nost apomorfinu v terapii ED (cit.”), ale praktické zkuge-
nosti a srovnavaci klinické studie s inhibitory PDE 5 pro-
kazaly jeho slaby erektilni uinek™ 2",

Yohimbin (viz obr. 5). Indolovy alkaloid, izolovany
v roce 1896 Spiegelem z kiry zapadoafrického stromu
bujarniku johimbé (Corynanthe yohimbe, Rubiaceae), je
selektivnim  o,-adrenolytikem. Presynaptickou blokadou
zvySuje hladinu katecholamint (dopaminu, noradrenalinu)
v mozku, ovliviiuje hladinu serotoninu a ma antidepresivni
ucinek. Uvadi se, Zze yohimbin miZe zlepSovat nebo stimu-
lovat sexualni funkce, ale tento ucinek neni u lidi, pro vy-
razné interindividualni rozdily, spolehlivé prokazan®?.
Peroralné lze podavat davky 10-50 mg.den' rozdélené do
2 nebo 3 davek. Nékdy dostacuje narazové podani v davece
5-20 mg jednu hodinu pied stykem. K nejcastéjsim vedlej-
$im u¢inklim patii navaly horka, poceni, vzrusivost, poru-
chy usinani, zavraté, nausea a tfes rukou®?°. Na trhu je lék
obsahujici pouze yohimbin (Yohimbin Spiegel®) (cit.>!).
Yohimbin hydrochlorid lze predepsat téZ magistraliter,
event. v kombinaci s kofeinem, papaverinem, strychninem
nebo diazepamem.

Dehydroepiandrosteron (viz obr. 5). Hormon produ-
kovany v kife nadledvinek cirkuluje ve vnitfnim ob¢hu
v konjugované formé jako DHEA-sulfat. Je to jediny hor-
mon, jehoz hladina v krvi klesd linearné¢ s biologickym
vékem. Miize byt metabolizovan jak na testosteron, tak na
estradiol. V fadé zemi, s vyjimkou Ceské republiky, se
prodava jako doplngk stravy s udavanym pozitivnim Géin-
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Obr. 5. Prirodni latky a jejich analoga s erektilnim tG¢inkem

kem na celkovy fyzicky a mentélni stav organismu, k pre-
venci nebo zmirnénim prubéhu vétsiny chronickych one-
mocnéni véetné ED (cit.*?). V jedné z mala klinickych
studii zamétenych na ED je popisovan statisticky vyznam-
ny ucinek na erekci u pacientdl, kterym byl podavan
DHEA v denni davce 50 mg po dobu 24 tydni™.
Papaverin (viz obr. 5). Benzylisochinolinovy alka-
loid, izolovany z latexu Papaver somniferum (mak sety,
Papaveraceae), je nespecifickym inhibitorem fosfodieste-
ras (PDE 2-4). Papaverin zvysuje hladinu cAMP, ma vaso-
dilatacni a spasmolytické u¢inky. U ED je papaverin u¢in-
ny pouze, pokud je aplikovan injek¢éni formou intraka-
verndzné vétSinou v kombinaci s fentolaminem a pro-
staglandinem E; (cit.**). Pfi ptedavkovani hrozi riziko
priapismu, t.j. dlouhotrvajici bolestivé erekce, kterd po
ejakulaci nemizi, a fibrosa kavernéznich t&les’.
Fentolamin (viz obr. 5). Imidazolinovy derivat, ktery
kompetitivné blokuje a- a a,-adrenergni receptory a rov-
néz inhibuje UCinky serotoninu. U ED je pouZzivan
v kombinaci s papaverinem a prostagladinem E; (cit.>**).
Prostaglandin E; (viz obr. 5). (PGE,, alprostadil).
PGE;, stimuluje G-proteinovy receptor aktivujici adenylat-
cyklasu v kavernéznim télese. ZvySena hladina cAMP
vede k relaxaci sinusoid kavernoznich t&les a erekci’.
K navozeni erekce je PGE; aplikovan intrakaverndzné
nebo intrauretrdlné (do 10 pg), casto v kombinaci
s papaverinem a fentolaminem. U vaskulogenné podminé-
né¢ ED se pohybuje aplikovana davka do 25 ng. V praxi
byvaji hlavni indikaci intrakavernézni nebo intrauretralni
aplikace koktejlu vazoaktivnich latek neurogenné podmi-
néné poruchy erekce, napt. ED u diabetické neuropatie
nebo podminéné misni 1ézi a nereagujicich na jinou lécbu.

fentolamin

1123

PGE 1 (alprostadil)

Na trhu jsou injekéni formy PGE, Caverject” a Karon®
a pelety pro intrauretralni podani (piipravek MUSE® neni
v CR prozatim schvélen). Piesto, Ze nebezpeéi nezadou-
cich vedlejsich ucinkt (navaly horka, bolestivost v misté
vpichu, priapismus a fibrosa), je ve srovnani
s papaverinem mensi, 1ékatf zpravidla vyzaduje pisemny
informovany souhlas pacienta s 1é¢bou.

Vazoaktivni intestinalni polypeptidy. Smés poly-
peptidl izolovand z tkdné tenkého stfeva, majici vyrazny
relaxacni Gi¢inek na hladké svalstvo penisu, byla aplikova-
na v kombinaci s fentolaminem®. U 70 % probandii vyvo-
lala pevnou erekci. Piipravek je aplikovan (pouze v USA)
intrakavernozné€ a jeho vedlejsi Gcinky jsou podobné jako
u predchozich injekéné podavanych 1ék.

3. Fytopripravky a dopliiky stravy stimulujici
sexualni funkce

Tato ¢ast ¢lanku je vé€novana slozkam fytopfiprav-
ka a doplnki stravy, u kterych je udavan pozitivni vliv na
erekci. Byly vybrany ty rostliny a komponenty, u kterych
se vychazelo pfi formulaci pfipravku z vysledkl studia
jejich biologické aktivity in vitro, experimenti na zvifa-
tech a dvojit¢ slepych, placebem kontrolovanych klinic-
kych studii na dobrovolnicich. Jde vétSinou o intaktni ¢asti
rostlin, jejich extrakty a chemicky definované pfirodni
latky. Nicméné, erektilni Géinek piipravku je Casto zdu-

vodiiovan poznatky z etnofarmakologickych studii’*®.

Aspidosperma  quebracho-blanco (kebraco,
Apocynaceae). Stale zeleny strom rostouci v Jizni
Americe. Biologicky aktivnimi latkami jsou

pravdépodobné indolové alkaloidy aspidospermanového
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typu. Z odhadovaného poctu asi 50 derivatd bylo
strukturné  charakterizovano 6 alkaloiddi, napf.
aspidospermin a quebrachin®’*®.  Yohimbin, jak je
v literatufe Casto nespravné uvadéno, v rostliné nebyl
nalezen. V tradicni mediciné se extrakt z kary A.
quebracho-blanco pouziva jako tonikum u onemocnéni
malych dychacich cest, priduskového astmatu, emfyzému
a ke zlepseni erekce®. Extrakt je jednou z aktivnich slozek
kombinovaného piipravku Afrodor 2000%, ktery obsahuje
jesté sedativum acekarbamol a vitamin E. Klinicka studie
tohoto piipravku uvadi zlepSeni erekce u 14 % a zvyseni
libida u 15 % pacienti po 4 tydennim uzivani’. P¥i
pfedavkovani byly jako nezadouci GCinky zaznamenany
ztrnulost, zavraté, nausea, kieCe a bolesti hlavy.
Sexuologové piipravek Afrodor 2000® hodnoti piiznivs*’.

Corynanthe yohimbe (s. Pausinystalia yohimbe, bu-
jarnik yohimbé, Rubiaceae). Strom yohimbé roste
v zapadoafrickych destnych pralesich. Klira yohimbé obsa-
huje jako hlavni alkaloid yohimbin (obr. 5), z dalSich to
jsou napi. isomery yohimbinu — korynthin, pseudo-
yohimbin a heteroyohimbanu, napf. ajmalicin a korynan-
thein®. V tradiéni medicing je extrakt z kiry pouzivan
predevsim k 16¢b& nedostateéné erekce®. Uginek doplitkt
stravy, které obsahuji extrakt z kiry bujarniku, na erekci je
individudlni a jeSt¢ obtiZnéji hodnotitelny nez u yohimbi-
nu.

Epimedium sagittatum (Skornice, Berberidaceae).
Z patnéacti druhti rodu Epimedium je E. sagittatum fytoche-
micky nejlépe charakterizovanou rostlinou. V &inské tra-
di¢ni medicing je herba Epimedii aktivni slozkou fytopfi-
pravkl doporucovanych ke zlepSeni erekce. Nadzemni ¢ast
E. sagittatum obsahuje prenylované flavonolglykosidy,
z nichZz byl farmakologicky podrobnéji studovdn pouze
ikariin (obr. 6) (cit.*™*). Tento flavonoid je specifickym
inhibitorem PDE 5 (ICs 0,43 pmol.I™") s malym uc¢inkem
na PDE 4 (73,5 umol.I™") (cit.*). Literarni udaje podporuji
uvadénou erektilni Gc¢innost fytopfipravkii obsahujicich
tuto drogu.

Eriosema kraussianum (Papilionaceae). Zakrsla kefi-
kovita rostlina pouzivana v tradi¢ni mediciné kmene Kwa-
Zulu (jizni Afrika) ke zvy3eni muzské potence’’. Pyranoi-
soflavony nazvané kraussianony, izolované z kotent byly
aktivni v testu relaxace kaverndzniho télesa kralika.
Kraussianon 1 (obr. 6) vykazal v experimentu 85 % ucin-
nosti sildenafilu®®. Ve fytopiipravcich prodavanych na
evropském trhu se tato rostlina nevyskytuje.

Eurycoma longifolia (Tongkat Ali, Simaroubaceae).
Koteny stromu rostouciho v destnych pralesich jihovy-
chodni Asie obsahuji slouceniny rGznych strukturnich
typt. Byly izolovany quassinoidy, napf. eurykomalakton
(obr. 6), kathin-6-onové a B-karbolinové alkaloidy, deriva-
ty skvalenu a neolignany®™°. V tradi¢ni medicing je ex-
trakt E. longifolia pouzivan hlavné u prijmovych onemoc-
néni, pfi malarii, gastritidach, hore¢natych stavech a nedo-
statecné sexualni aktivité. V experimentech na zvifatech,
u kterych byl jako kontrola pouzit yohimbin, E. longifolia
méla vyrazné lepsi vysledky ve vSech sledovanych para-
metrech’™2. Klinické studie ovéfujici erektilni u&inek
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extraktu Tongkat Ali na ED nejsou znamy. Extrakt E. lon-
gifolia je slozkou mnoha dopliikii stravy s udavanym pozi-
tivnim u¢inkem na erekci.

Ginkgo biloba (jinan dvoulalo¢ny, Ginkgoaceae).
¢inské medicin€. Extrakt z listl, ktery obsahuje ginkgoli-
dy, flavonoly, biflavony a fytosteroidy, ma klinicky ovére-
né neuroprotektivni u¢inky™. Vysledky ze dvou klinickych
studii prokazaly, ze komplex latek obsazenych v extraktu
zlepsuje sexualni dysfunkci vyvolanou antidepresivy **.
Mechanismus Gc¢inku extraktu je vysvétlovan potlacenim
inhibi¢niho vlivu serotoninu na aktivitu neuronalni NO-
synthasy™®. Extrakt G. biloba je jednou ze stalych slozek
dopliku stravy zlepSujicich sexualni funkce.

Lepidium meyenii (maka, Brassicaceae). Jidla a na-
poje z hypokotylt této andské plodiny maji pozitivni vliv
na zlepSeni fyzické a psychické vykonnosti a reprodukéni
zdravi obou pohlavi. Stimulujici u¢inek intaktnich hypoko-
tyl a celkového extraktu na sexualni aktivitu byl pozoro-
van u mysi a potkana®”*®. Zvysil se pocet uskuteénénych
spojeni a sperma-pozitivnich samicek a snizila se latentni
perioda erekce u potkanich samci. Vliv na parametry se-
xualniho vykonu byl u sexualné nezkuSenych samci
potkana pozorovatelny jiz po jednordzové davce maky™.
Podavani maky zdravym dobrovolnikiim v davce 3 g.den™
po dobu 12 tydnt vedlo ke statisticky vyznamnému zvyse-
ni objemu spermatu, celkového poctu spermii a jejich po-
hyblivosti. Sérové hladiny 17a-hydroxyprogesteronu, tes-
tosteronu, 17(3-estradiolu, luteinizacniho hormonu a pro-
laktinu zdstaly nezménény® 2. U mysich samic krmenych
makou doslo ke zvySeni plazmatické hladiny progesteronu
a testosteronu, hladina 17B-estradiolu ziistala neovlivnéna®.
Pfiznivé U€inky maky na sexudlni funkce u obou pohlavi
jsou pripisovany jak optimalni kombinaci obsahovych
latek v hypokotylu — fytosteroidii, pyridinovych a imida-
zolovych alkaloidl, alkanamidi (obr. 6), glukosinolatd
a isothiokyanati, tak i vysoké nutriéni hodnoté®. Vzhle-
dem k doporucované denni davce (az 12 g) jsou na trhu
vétSinou jako doplnek stravy proddvany pouze samotné
rozemleté hypokotyly peruanské provenience.

Panax ginseng (korejsky ZenSen, Araliaceae).
V kotenech Zensenu bylo strukturné identifikovano vice
nez 200 sloucenin. Charakteristické obsahové latky jsou
ginsenosidy (triterpenové saponiny, obr. 6) (cit.**). Droga
pusobi stimula¢né na centralni nervovy systém, podporuje
srdecni Cinnost, snizuje hladinu glukosy v krvi a zlepsuje
stievni peristaltiku. Svym komplexnim t¢inkem na hemo-
dynamiku organismu pomaha ke zvladnuti fyzicky i psy-
chicky néaro¢nych situaci. Pozitivni vliv ZenSenu na po-
hlavni aktivitu se pfipisuje biologické aktivité ginsenosidui.
In vitro tyto latky vyvolavaly relaxaci kavernozniho télesa
stimulaci tvorby endotelového NO (cit.*®). Klinické studie
s korejskym zenSenem prokazaly zlepSeni sexudlnich
parametri ve srovnani s placebem®” . Uéinek na ED se
vsak projevil az po dlouhodobém pouzivani (8 tydnil) rela-
tivn€ vysokych dennich davek zensenu ve formé prasku
(900 mg.den™). Korejsky Zensen je stalici doplikii stravy
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Obr. 6. Prirodni latky s dosud nedostate¢né prokazanym erektilnim u¢inkem

s udavanym ucinkem na sexualni vitalitu, ale Casto je na- u obou pohlavi”. Predpoklada se, Ze protodioscin je
hrazovdn jinymi druhy, napt. P. vietnamensis nebo v organismu transformovan na DHEA. Studie na normal-
P.  quinquefolius ¢i eleutorokokem ostnatym nich a kastrovanych mysich prokazaly stimulac¢ni vliv
(Eleutherococcus senticosus, Araliaceae). Adaptogenni extraktu na sexualni chovani zvifat, hladiny hormont vsak
G&inky t&chto rostlin jsou zpravidla mensi*’. nebyly sledovany’'’?. Extrakt mél relaxagni uginek na
Tribulus terrestris (kotvinik pozemni, Zygophylla- hladké svalstvo kavernézniho télesa kralika™. Klinické
ceae). Letnicka rostouci v oblastech mirného a teplého studie s extraktem T. terrestris zatim publikovany nebyly.
klimatu Evropy a Asie a v jizni Africe. Hlavnimi obsaho- Kotvi¢nik se stava stale popularnéjsim doplitkkem stravy
vymi latkami jsou furostanolové saponiny, z nichz az 50 % s udavanym proerektilnim efektem, zejména v kombinaci
je protodioscin (obr. 6) (cit.®). T. terrestris byl v tradi¢ni s makou a L-argininem.
indické a ¢inské mediciné pouzivan pfi onemocnéni srdce, L-Arginin. Semiesencialni bazickd aminokyselina,
jater a ledvin a pro anabolicky G¢inek. V soucasné dob¢ je endogenné syntetizovana z karbamoylfosfatu, L-ornithinu
vyhleddvanou drogou pro zlepSeni reprodukénich funkei a o-aminoskupiny kyseliny asparagové. V organismu je
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L-arginin metabolizovan na fadu sloucenin, napf. NO-
synthasou (EC 1.14.13.39) v endotelovych buiikach, makro-
fazich a centralnim nervovém systému na NO a L-citrulin
(obr. 2), v jatrech arginasou (EC 3.5.3.1) na ornithin, argi-
nin:glycin-amidinotransferasou (EC 2.1.4.1) na kreatin
a arginindekarboxylasou (EC 4.1.1.19) na agmatin’.
V doplicich stravy je L-arginin cenén zejména pro stimu-
la¢ni G¢inek na imunitni systém a ED (cit.>"®). V dvojité
slepé, placebem kontrolované klinické studii na 50 dobro-
volnicich, kterym bylo podavéano 6 tydnti 5 g L-argininu na
den, 31 % probandii udavalo zlep3eni erekce®. P¥imy ui-
nek na zvySeni tvorby endotelového NO prokdzan nebyl.
Statisticky vyznamné zvySeni koncentrace L-argininu,
glycinu a L-ornithinu v krvi a mo¢i bylo nalezeno u dob-
rovolnikd aZ po tydenni davce 9 g.den™ (cit.””). Ptida-
vek L-argininu v dopliicich stravy v davkach 0,5-5 g
L-argininu na den pravdépodobné nema prokazatelny uci-
nek na ED. Nicméné kombinace s latkami stimulujicimi
aktivitu endotelové NO-synthasy muze byt zajimava, jak
ukézala klinickd studie se 40 dobrovolniky (vék mezi 25
a 45 roky, diagnosa ED), kterym bylo podavano 90 dni
1,7 g L-argininu na den v kombinaci s extraktem flavonoi-
di (Pycnogenol®, 80 mg.den™) z Pinus maritima (moiska
borovice) (cit.”). TéméF 92 % Gcastniki studie uvadélo na
konci studie normalni erekci. Poddvani samotného pfi-
pravku Pycnogenol® 18 pacientim v denni davee 120 mg
po dobu tfi mésict vedlo ke zlepSeni sexualnich funkci
u 46 % (cit.””). Podobnych vysledki bylo jednorazové
dosaZeno u pacientl se slabou a stfedni ED po jednorazo-
végrol podani kombinace 3,25 g L-argininu a 6 mg yohimbi-
nu”.

L-Karnitin. 1L-Karnitin je v organismu syntetizovan
z esencialnich aminokyselin lysinu a methioninu. V buiice
funguje jako ptrenase¢ acylovych skupin pies mitochondri-
alni membranu. L-Karnitin a jeho acetylderivat jsou vyhle-
davanymi dopliiky stravy®'. Nedavno byla publikovana
klinicka studie, kde u pacientll, kterym byl poddvan acetyl-
-L-karnitin (2 g.den™) a propionyl-L-karnitin (2 g.den™) po
dobu 6 mésicii se statisticky vyznamné zlepSila erekce ve

Referaty

srovnani s kontrolou a skupinou, které byl aplikovan tes-
tosteron (160 mg.den™) (cit.**). Tento dosud nepopsany
ucinek L-karnitinu je vysvétlovan jeho nedostatkem
v dusledku poklesu androgent u starnoucich muzi a pod-
poruje ucelnost nejednoznacné prijimané substitucni tera-
pie testosteronem nebo jeji nahrazeni L-karnitinem.

K nutraceutikiim, které jsou Casto slozkami dopliki
stravy pro zlepSeni sexudlnich funkci a maji pozitivni fy-
ziologické ucinky, patfi theamin (obsahova latka zele-
ného Caje, Camellia sinensis), glutamat sodny a vita-
min E (a-tokoferol, obr. 7).

4. Latky s vyraznymi toxickymi acinky
stimulujici erekei

Dnes jiz pouze literdarné zndmym afrodiziakem je
Lytta vesicatoria (3panélska muska) (cit."). Muska obsahu-
je silné toxicky kantharidin (obr. 8, 2,3-dimethyl-7-oxa-
bicyklo[2.2.1]heptan-2,3-dikarboxanhydrid), ktery je spe-
cifickym inhibitorem proteinfosfatasy 1A a 2A, enzymu
v metabolismu glykogenu®. Aktualn& nebezpeénym pii-
pravkem je amylnitrit (pentylnitrit), proddvany v sexsho-
pech pod nazvem Poppers (obr. 8). Amylnitrit je pfi poko-
jové teploté tekavy, ptisobi jako donor NO a jeho inhalace
ma za nasledek rychle nastupujici relaxaci hladkého sval-
stva vnitinich organt®. Je dostupny v ampulich a jeho
hlavni 1ékatské pouziti je jako protijed u otravy kyanidem.
Vzacné je aplikovan u akutnich ledvinovych a Zlu¢niko-
vych kolik. Inhaluje se bezprostfedn¢ pied orgasmem pro
zvySeni a prodlouzeni sexualniho potéSeni. V mnoha ze-
mich je populdrni na diskotékach. Piisobi podrazdéni dy-
chaci sliznice a mtze vést k t€zké hypotenzi s naslednou
z4stavou srdce.

5. Lékové interakce a zdravotni kontraindika-
ce v terapii erektilni dysfunkce

K nezddoucim farmakodynamickym interakcim
dochazi u vSech tii inhibitorit PDE 5, sildenafilu, var-

a-tokoferol

Obr. 7. Nutraceutika podporujici sexualni funkce
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Obr. 8. Latky s vyraznymi toxickymi ucinky stimulujici erekei

denafilu a tadalafilu, pokud pacient uziva antihyperten-
ziva (p-blokatory, centralni sympatolytika, periferni vazo-
dilatancia, diuretika), antidepresiva (inhibitory monoami-
noxidasy, tricyklicka antidepresiva), inhibitory acetylcho-
linesterasy, sedativa (barbiturdty), anxiolytika (benzo-
diazepiny), antagonisty aldosteronu (spironolakton), indo-
metacin a klofibrat. Ze skupiny drog napf. nadmérné
mnozstvi alkoholickych napoju a derivaty morfinu. Abso-
lutné kontraindikovany jsou vSechny nitraty a donory NO
(glycerol-trinitrat, isosorbid mono- a dinitrat, amylnitrit).
Nutri¢ni zdroje nitritd, nitratl a L-arginin neovliviyji vy-
znamng hladinu cirkulujictho NO (cit.**®). Z 1¢kd, které
ovlivituji farmakokinetiku sildenafilu, jsou to zejména
nespecifické inhibitory CYP3A4, azolova antimykotika
(ketokonazol), antihistaminikum cimetidin (H, antagonis-
ta) a makrolidové antibiotikum erytromycin. Relativnimi
kontraindikacemi pro sildenafil jsou: infarkt myokardu,
cévni mozkova piihoda ¢i Zivot ohrozujici arytmie
v poslednich Sesti mésicich, nestabilni angina pectoris,
méstnavé srdecni selhani a tlak krve (TK) pod 95/50 mm
Hg nebo nad 170/110 mm Hg, selhavani jaternich a ledvi-
novych funkci®. Pro rostliny/extrakty uvedené v tomto
¢lanku nebyly v literatufe nalezeny studie o jejich interak-
cich s jinymi xenobiotiky.

Z pohledu uzivatele je zajimavy uGcinek furokumari-
nfl, bergamottinu a 6,7-dihydroxybergamottinu, obsaze-
nych ve stavé z grepu. Tyto latky ireversibilné inhibuji
CYP3A4 a P-glykoprotein. Tim se snizuje intestinalni
metabolismus sildenafilu, ale i vardenafilu a tadalafilu,
zvySuje se jejich absorpce z traviciho traktu do vnitiniho
prostiedi a aktualni koncentrace v buiice®®. Stavy z jinych
citrusovych plodi (pomeran¢, citron) latky inhibujici
CYP3A4 neobsahuji.

6. Zavér

Erektilni dysfunkce je jak socialni, tak zdravotni pro-
blém jednotlivce. At s tim souhlasime nebo ne, penize
a sex jsou symbolem §tésti pro znacnou Cast populace ve
vyspélych zemich. Jaké zavéry muze Ctenar ude€lat po pie-
¢teni ¢lanku? Pokud ma problémy se svou sexualni aktivi-
tou, nemé&l by v prvni fazi hledat feseni v chemii. Casto
staCi uspofadat si sviij zivotni styl a zménit dietu. Pokud
tento postup nevede ke znatelnému zlepseni, pak dalSim
krokem jsou fytoptipravky a dopliiky stravy. Staleté zku-
Senosti lidového 1éCitelstvi vychazeji nejen z efektu place-

Referaty

Tabulka I
Priklady dopliikti stravy na ¢eském trhu s uvadénym pozi-
tivnim vlivem na erekci

Doplnék Slozeni

1 L-Arginin, jinan dvoulalo¢ny (Ginkgo biloba),
zenSen (Panax ginseng, P. quinquefolium),
vitaminy A, E, Bj 5612, kyseliny listova, pan-

tothenova, biotin, Zn, Se (pro muze)

L-Arginin, jinan dvoulalo¢ny, ZenSen, vitaminy
A, E, By 256.12, kyseliny listova, pantothenova,
biotin, Zn, Fe, Ca (pro zeny)

Maka (Lepidium meyenii)

Maka, jinan dvoulalo¢ny, koenzym Q,, vita-
min E, Zn

Kdra bujarniku yohimbé (Corynanthe yohim-
be), aloe, listy Turnera diffusa, extrakt semen
cicimeku datlového (jujube), listy jinanu dvou-
lalo¢ného, aminokyseliny — L-glutamova, L-ar-
ginin, L-alanin

Skoticovnik ¢insky (Cinnammum chinensis),
kokotice ¢insk4, kustovnice, klanopraska ¢inska
(Schizandra chinensis), listy maliny, kofen
vitodu uzkolistého (Polygala amara), koten
Rehmannia glutinosa, kira gumojilmu
(Eucommia ulmoides), ¢esnek, semeno indické-
ho lotosu, ktira hlo§iny uzkolisté (Elaeagnus
augustifolua), semeno kozince blanitého
(Astragalus membranaceus), semeno zeravu
zapadniho (Thuja occidentalis), ZenSen, jinan
dvoulalo¢ny
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ba, ale také z biologického Ucinku provéreného na mnoha
generacich. Nelze zcela odmitat pfirodni latky ¢i extrakty,
které jsou fazeny mezi afrodiziaka. Pokud je muz premys-
livy a dava ptednost diikazy podloZzenym tvrzenim, pak se
bude snazit vybrat ty pfipravky, které maji alespon in vitro
prokazané Gc¢inky na receptory ¢i dal$i struktury centralni-
ho nervového systému. U rostlin, které obsahuji vysoké
procento fytosterold, je uréitym, byt ne zcela exaktné du-
kazy podlozenym uc¢inkem jejich metabolicka transforma-
ce na néktery z pohlavnich hormont. Pouze u mala rostlin-
nych extraktl 1ze predpokladat, Zze kromé ovlivnéni struk-
tur CNS bude jejich pozitivni fyziologicky efekt spocivat
i v genové expresi, resp. pifimé aktivaci napt. konstitucni ¢i
neuronalni NO-synthasy®’. VétSina rostlinnych extraktd
vykazuje biologicky u¢inek dany souhrnem biologickych
aktivit vS§ech komponent. Pfi vybéru fytoptipravku nebo
dopliku stravy se vyplati také kriticky posoudit jeho sloze-
ni, ptiklady jsou uvedeny v tabulce I. Zde vétSinou plati,
ze mén¢ znamena vice. Bylo také zjisténo, ze v nekterych
pfipravcich byl inzerovany Ucinek podpofen piidavkem
nekterého z farmakologicky respektovanych inhibitort
PDE 5 (cit.*®). Chce-li mit muz jistotu, Ze bude mit erekci,
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pak mu nezbyva, nez pristoupit k 1ékové terapii. Na dopo-
ruceni 1ékafe si miiZze vybrat bud’ jeden z inhibitorti PDE 5
nebo 1éky, které ucinkuji pfimo na hladkou svalovinu ka-
vernodzniho télesa inhibici PDE 2-4. U téch druhych je
jistota uspéchu vykoupena injekéni aplikaci. Starnouci
muz se témto ivahdm nevyhne a zaleZi jen na rozhodnuti
jednotlivce, jaky postoj k fyziologickym zménam ve svém
organismu zaujme a zda je bude chtit zasahem zvenci
ovlivnit.

Autori  dékuji  Ministerstvu Skolstvi, mldadeze
a telovychovy za financni podporu na veseni dané proble-
matiky (grant MSM 151100003) a panu Viadimiru Jiran-
kovi za laskavy souhlas k otistent kresby na obr. 1.
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Seznam zkratek

ANP atridlni natriureticky peptid

cAMP cyklicky adenosin-3’,5’-monofosfat

cGMP cyklicky guanosin-3’,5’-monofosfat

CNS centralni nervovy systém

CYP cytochrom P450

DHEA dihydroepiandrosteron

ED erektilni dysfunkce

eNOS endotelova NO-synthasa

1Cs koncentrace latky inhibujici 50 % aktivity
enzymu

PADAM Partial Androgen Deficiency of Aging Male

PDE fosfodiesterasa

PGE prostaglandin E

TK tlak krve

K. Valentova, P. Entnerova, J. Urbanikova,
and V. Simanek (Institute of Medical Chemistry and Bio-
chemistry, Faculty of Medicine, Palacky University, Olo-
mouc): Chemistry of Male Sexuality

Erectile dysfunction is a problem of male aging.
Many of the men concerned use drugs or alternative prepa-
rations for improvement of their sexual activity. This arti-
cle is a review of synthetic compounds, natural substances
and plants with a confirmed effect on sexual functions in
men. Inhibitors of phosphodiesterases, compounds acting
on structures in the central nervous system, medicinal
plants and some nutraceuticals improving erection are
discussed. The mechanism of their action at the cellular
level and also in the whole organism is described; their
interactions with some common drugs are mentioned as
well.
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1. Uvod
l1.1.Dvourozmérnd elektroforéza:

charakteristika a vyznam
v proteomice
Vysokorozlisovaci dvourozmeérna elektroforéza (2-DE),
ktera spojuje isoelektrickou fokusaci (IEF) v prvnim roz-
méru s polyakrylamidovou gelovou elektroforézou
v pfitomnosti  natrium-dodecyl-sulfatu ~ (SDS-PAGE)
v rozméru druhém, je vhodnou metodou pro separaci pro-
teind v komplexnich vzorcich pred jejich identifikaci
hmotnostni spektrometrii'*. Metoda 2-DE proto piedsta-
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vuje klicovou soucast proteomiky, tj. odvétvi, zabyvajici-
ho se analyzou globalnich proteinovych profild urcitych
biologickych kompartmentii — tkani, bun€k, organel atd.
Na rozdil od genomu, ktery je v ramci daného organismu
staly, je bunétny proteom promeénlivy a zavisi na fadé
vngjSich i vnitinich faktort. Studium proteomu je proto
perspektivni pfistup pro vyzkum zikladnich bunéénych
procest, jakymi jsou diferenciace, proliferace, apoptoza
a dals$i. Smyslem této studie je prezentace naSich zkusSe-
nosti s optimalizaci 2-DE pfi analyze proteomu kutecich
monoblastl transformovanych onkogenem v-myb viru
ptaci myeloblastoézy — (linie BM2), které byly pfipraveny
injekei nezralych myeloidnich buné€k infikovanych virem
AMYV do kufecich embryi a naslednou izolaci transformo-
vanych monoblastil z kostni diené”.

1.2 . Experimentalni postup pfi
2-DE a ptiprava vzorku
Experimentalni postup 2-DE zahrnuje tyto zakladni
kroky: 1. ptipravu vzorku, 2. rehydrataci komer¢niho
prouzku gelu simobilizovanym pH gradientem — IPG
stripu, 3. isoelektrickou fokusaci, 4. ekvilibraci IPG stri-
pu, 5. SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézu —
SDS-PAGE, 6. vizualizaci proteinii a analyzu obrazu,
7. analyzu proteini. Hned prvni z uvedenych kroki, pri-
prava vzorku, do zna¢né miry rozhoduje o kvalité vysled-
ku 2-DE, ato predevSim z hlediska ispésnosti rozdéleni
bunénych proteind. Vzhledem k velkym rozdilim
v typech a ptivodu vzork je pro pfipravu konkrétniho typu
vzorku zpravidla provadéna optimalizace podminek jeho
pripravy, kterd by méla zajistit u¢innou extrakci proteinQ
ze vzorku a jejich kompletni solubilizaci, denaturaci
a redukci'. Soucasti pripravy vzorki mohou byt rovnéz
kroky vedouci k odstranéni neproteinovych komponent,
které by mohly komplikovat rozdéleni proteini a jejich
naslednou vizualizaci. Pro zamezeni ztrat proteinli by pak
méla byt priprava vzorku zkracena na minimum a zajisténa
jeho ochrana pfed proteolyzou. Proteiny jsou proto nejdii-
ve extrahovany ze vzorku tzv. lyza¢nim pufrem, ktery bud’
vyvola lyzu bunék, nebo poslouZi jako solubiliza¢ni pro-
stiedi, ve kterém je lyza vyvolana jinymi zptisoby (napf.
sonikaci). K zakladnim slozkdam lyza¢niho pufru patii cha-
otropni Cinidla, detergenty (surfaktanty), redukéni Cinidla
a amfolyty (tab. I). Lyzac¢ni pufr 1ze v dalsim kroku pouzit
pro rehydrataci IPG stripu a soucasné tak aplikovat vzorek
pro isoelektrickou fokusaci. Nékdy je vsak k tomuto ucelu
pouzivan tzv. rehydratacni pufr a to tak, Ze vzorek
v lyza¢nim pufru je zfedén rehydratacnim pufrem v mite
potiebné pro dosazeni pozadovaného mnozstvi proteint
s ohledem na délku pouzitého stripu, metodu vizualizace
i experimentalni zadmér. Vzorek nemusi byt soucasti rehyd-
ratacniho pufru a mize byt rovnéz aplikovén na jiz rehyd-
ratovany strip dodate¢né. Zakladni slozky rehydrata¢niho
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Tabulka I

Zakladni slozky lyza¢niho pufru a jejich funkce

Laboratorni pfistroje a postupy

Mechanismus pisobeni

Vyznam

Priklady

Chaotropni ¢inidla

Detergenty
(surfaktanty)

Redukeni €inidla

Amfolyty

preruseni vodikovych mustk,
denaturace

zamezeni hydrofobnich interak-
ci, pokles povrchového napéti

preruseni disulfidovych mist-

ka, udrzeni proteint
v redukovaném stavu
vysokd pufrujici  schopnost,

rozpustnost a konduktivita v
oblasti jejich pl, omezuji elek-
trostatické interakce mezi pro-

tsolubilizace® proteinti, zlep-
Seni rozliSeni a hodnotitelnos-
ti

tsolubilizace®  hydrofobnich
proteint a proteinti po denatu-
raci a odkryti hydrofobniho
jadra

kompletni rozvinuti mnoha
proteint, zlepSeni rozdéleni
na gelu

tvorba pH gradientu, 1 solubi-
lizace® proteinti, minimalizace
jejich agregace, zlepSeni roz-
déleni na gelu

mocovina, thiomocovina

Triton X-100, NP-40, CHAPS,
ASB 14,
SB 3-10

DTT, TBP, DET

komer¢ni ptipravky (Ampholyte,
Pharmalyte)

teiny

1 — vzestup

pufru jsou obdobné jako v pufru lyza¢nim (tj. chaotropy,
detergenty, reduk¢ni ¢inidla a amfolyty), ale pro eliminaci
nekterych nezadoucich vedlejSich G¢inkl se doporucuje
snizit jejich koncentraci’. Pravidelnou souasti rehydra-
tatniho pufru je rovnéz barvivo (napf. bromfenolova
modf) umozhujici kontrolu distribuce roztoku béhem re-
hydratace stripu.

1.3.MoZnosti a vyznam solubili-
zace vzorku

Zvlasteé v proteomickych studiich je pro kvalitu vy-
sledku 2-DE velmi dilezité zajisténi solubility proteint.
ZlepSena rozpustnost proteinll zvysuje pocet rozliSitelnych
proteinovych ,,spoti“ a umoziuje rozdéleni hydrofobnich
proteint'. Zaji§téni rozpustnosti proteinfi, tj. rozruseni
proteinovych agregatii a komplext na jednotlivé peptidy,
je proto zasadnim pozadavkem pii piipravé vzorku, ktery
podminuje G¢innou extrakci proteint. Navic rozpustnost
proteinti rozhoduje o jejich vstupu do IEF gelu, zabranuje
adsorp¢nim ztratdm v prib¢hu IEF a zlepSuje jejich pfenos
z IEF stripu do polyakrylamidového gelu uzivaného pfi
SDS-PAGE (cit.*®). Pro omezeni ztrat proteinti a vzniku
nezadoucich pruhti ve druhém rozméru elektroforézy je
vhodné pouzit co nejucinngjsi solubilizacni postupy, a to
zejména u Spatné rozpustnych membranovych a jadernych
proteintl, proteint s velkou molekulovou hmotnosti a rov-
néz v pripadé nanaSeni velkého mnozstvi proteinového
vzorku na IPG strip””. V&tsina obvyklych solubilizanich
postupti vychazi z O’Farrelovy metody'® a uziva 2-4%
smési neiontovych (napf. NP-40 nebo Triton X-100) nebo
zwitterionovych (napf. 3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-
amonio|propan-1-sulfonat, CHAPS) detergenti, 9-10 M
mocoviny, 1% dithiotreitolu (DTT) a 2% amfolytﬁ9. I kdyz
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je tento postup u€inny u vétSiny vzorkd, existuji proteino-
vé komplexy, které nejsou timto zpisobem Gc¢inné solubi-
lizovany. Velkym zlepSenim solubiliza¢nich protokold
bylo zavedeni thiomoCoviny, vedouci ve smési
s mocovinou (optimalné smes 2 M thiomocovina/ 5-7 M
mocovina) k vytvofeni siln¢ chaotropniho prostredi, které
zlepsilo rozpustnost Spatné€ rozpustnych proteind a protei-
nii s tendenci k isoelektrické precipitaci’. Dalsi rozsifeni
Skaly ucinnych solubiliza¢nich roztokd pfinesla kombinace
obou chaotropti s novymi sulfobetainovymi surfaktanty'.
Surfaktanty jsou vybirany na zakladé¢ své rozpustnosti
aucinnosti v pritomnosti pouzitych chaotropi a podle
obtiznosti preruseni molekularnich interakei v okoli pfi-
sluinych proteind™'!. Zamérem nadi prace bylo zlepsit
podminky ptipravy vzorku leukemické bunééné linie BM2
pro 2-DE tak, abychom dvourozmérnou elektroforézou
dosahli maximalniho mnozstvi rozdélenych proteint za
vysokého rozliSeni.

7 wr

2. Experimentalni ¢ast

2.1. Chemikdlie a ptfistroje

Pro ptipravu lyza¢niho a rehydratac¢niho pufru byly pouzi-
ty nasledujici chemikalie: mocovina v analytické cistoteé
(Serva), thiomocovina v kvalit¢ ACS (Sigma-Aldrich),
CHAPS, Nonidet P-40, DTT, koktejl inhibitort fosfatas I,
koktejl inhibitord proteas (Sigma-Aldrich), fenylmethan-
sulfonylfluorid — PMSF (Serva), amfolyty Pharmalyte pH
3—-10 a Pharmalyte pH 8—10,5 (Sigma-Aldrich), bromfeno-
lova modf — sodna stl v kvalit¢ ACS (Amresco). Pro sta-
noveni koncentrace proteinti bylo pouzito ¢inidlo Bradfor-
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dové (Sigma-Aldrich) a spektrofotometr Ultrospec 2000
(Pharmacia Biotech). Pro pfipravu roztokl pro ekvilibraci
IPG stript, SDS-PAGE a vizualizaci proteint byly pouzity
tyto chemikalie: natrium-dodecyl-sulfat, glycerol 99,5+ %
v kvalit¢ ACS, Trizma base-Reagent Grade, min. 99,9%,
jodacetamid, akrylamid/methylenbisakrylamid 40% zasob-
ni roztok (29:1) (Sigma-Aldrich); N,N,N’,N’-tetramethyl-
ethylendiamin (Serva), peroxosiran amonny, glycin, min.
99%, agarosa-typ II: Medium EEO (Sigma-Aldrich), Bio-
Safe Coommassie Blue (Bio-Rad). Pro IEF byly pouzity
IPG stripy pH 3-10 a pH 4-7 délky 7 cm (Bio-Rad). IEF
byla provedena piistrojem Protean” IEF Cell (Bio-Rad).
Pro SDS-PAGE byla pouzita elektroforeticka aparatura
a zdroj elektrického napéti Power-Pac 300 (Bio-Rad).
2.2. Bunécénda linie BM2

Bunécna linie BM2 je linie kufecich monoblasti
transformovanych onkogenem v-myb viru ptaci myelo-
blastozy AMV (cit.%), ktera byla kultivovana v Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma-Aldrich) dopl-
néném o 5% fetalni teleci sérum (Gibco BRL), teplotné
inaktivované (1 h pii 56 °C) 5% kufeci sérum, 4,5 g.I”!
glukosu, 2 mM L-glutamin, 1 mM pyruvat sodny,
0,1 mg.ml™" penicilin a 0,1 mg.ml™" streptomycin (Sigma-
Aldrich). Kultivace probihala pifi 37 °C v atmosféfe 10%
CO,. Pro analyzu proteind byly buiky sklizeny
v logaritmické fazi rustu.
2.3. Pfiprava vzorku a rehydrata-
ce IPG stripu

Buiiky byly lyzovany 45 minut pfi laboratorni teploté

ve dvou zakladnich typech lyzac¢nich pufrt, jejichz hlavni
odliSnost spocivala v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti thiomo-
Coviny (pfesné slozeni je uvedeno v kap. 3). Nasledné byly
vzorky podrobeny sonikaci (8 x 2 s) jehlovym sonikéto-
rem Sonopuls HD 2070 (Bandelin, Némecko). Po sonikaci
byly vzorky centrifugovany (30 min, 15 000 g, 15 °C)
a v supernatantu byla stanovena koncentrace proteini
podle Bradfordové. Objem supernatantu odpovidajici
300 pg proteinu byl doplnén rehydratacnim pufrem
(sloZeni je uvedeno v kap. 3) na kone¢ny objem 125 pl a
vznikly roztok byl pouzit k 12 hodinové rehydrataci IPG
stripu o délce 7 cm.

2.4.Isoelektricka fokusace, ekvi-
librace, SDS-PAGE, vizuali-
zace a analyza obrazu
Rehydratované IPG stripy o délce 7 cm byly fokusovany
na fokusatoru Protean® IEF Cell (Bio-Rad) pfi 15 °C ve
3 krocich. V 1. kroku bylo elektrické napéti béhem 20 min
linedrné zvySovéano z0 V do 250 V; ve 2. kroku bylo
elektrické napéti zvySeno na 4000 V a na této hodnoté
bylo udrzovéano 2 h. Ve 3. kroku byly elektrické parametry
nastaveny tak, aby bylo celkové dosazeno hodnoty
30 kVh. Elektricky proud byl omezen hodnotou 50 pA/
strip. Po ukonceni IEF byly stripy inkubovany nejprve
15min pfi pokojové teplot¢ na vykyvné tiepacce
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v ekvilibracnim pufru [6 M mocovina, 20% v/v glycerol
a 2% w/v natrium-dodecyl-sulfat (SDS) v 0,375 M tris-
HCI (zésobni roztok pH 8,8)] obsahujicim 2% w/v DTT
anasledn¢ 7 min v ekvilibra¢nim pufru obsahujicim 2,5%
w/v jodacetamid a stopy bromfenolové modfi. Ve druhém
rozméru (SDS-PAGE) bylo rozdé€leni proteinti podle mole-
kulové hmotnosti provedeno v 10% T délicim gelu. Ekvi-
librované IPG stripy byly na vrcholu zaostfovaciho gelu
(4% T) ve vertikalni elektroforetické aparatufe prevrstveny
0,5% roztokem teplé agarosy. Pti zaostfovaci fazi probiha-
la SDS-PAGE pii napéti 80 V; jakmile bromfenolova
modr dosahla déliciho gelu bylo napéti zvyseno na 100 V.
Zviditelnéni proteinti rozdélenych 2-DE byla provedeno
obarvenim Bio-Safe Coomassie Brilliant Blue podle navo-
du vyrobce.

3. Vysledky a diskuse

K dulezitym aspektim pftipravy vzorku pro 2-DE,
které zésadn¢ ovliviiuji kvalitu vysledku, patfi zajiSténi
solubility proteinl, zamezeni jejich degradace a modifika-
ce endogenni proteolytickou aktivitou, pfipadné odstranéni
interferujicich substanci (napf. nukleovych kyselin)'.
Ochrana pfed proteolyzou je zvlast vyznamna u vzorkd
bohatych na proteasy, jakymi jsou rostlinné extrakty, urci-
té zivoCisné organy jako napf. slinivka bfisni, zaludek,
jatra, slezina, a material bohaty na nékteré bunécéné orga-
nely jako vakuoly a lysosomy'”. Na rozdil od téchto vzor-
ki jsme bunky BM2 nepovazovali za rizikové z hlediska
obsahu endogennich proteolytickych enzymi. Buiiky byly
podrobeny sonikaci, ¢imz jsme dosahli fragmentace nukle-
ovych kyselin a omezili tak jejich pifipadné nezadouci

Obr. 1. Tradi¢ni zpiisob p¥ipravy vzorku dle O’Farrella'
neposkytuje po 2-DE kvalitni rozdéleni proteint izolovanych
z bunék BM2; pro pfipravu vzorku jsme pouzili lyzaéni pufr
obsahujici 9 M mocovinu, 2% NP-40, 3% CHAPS, 70 mM DTT
a 2% amfolyt pH 8-—10,5 a rehydratacni pufr obsahujici 8 M
mocovinu, 4% CHAPS, 100 mM DTT, 0,001% bromfenolovou

modf a 0,2% amfolyt pH 3—10
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Obr. 2. PouZziti thiomoc€oviny v lyzaénim pufru zlepSuje kvali-
tu rozdéleni proteini BM2 p¥i 2-DE; pro pfipravu vzorku jsme
pouzili lyzaéni pufr obsahujici 2 M thiomocovinu, 7 M moco-
vinu, 2% NP-40, 3% CHAPS, 70 mM DTT a 2% amfolyt pH
8—10,5 a rehydratacni pufr obsahujici 8 M mocovinu, 4% CHAPS,
100 mM DTT, 0,001% bromfenolovou modrt a 0,2% amfolyt pH

3-10

aginky na 2-DE (cit.”). P¥i optimalizaci piipravy vzorku
jsme se zaméfili pfedevsim na zlepSeni solubility proteind,
abychom dosahli zvyseni celkového poctu proteini rozlisi-
telnych 2-DE a zaroveil umozZnili separaci hydrofobnich
proteinti. Vhodné podminky pro solubilizaci proteini jsme
se snazili navodit zménou sloZeni lyzac¢niho a rehydratac-
niho pufru a pouzitim sonikace, kterd se mulze uplatnit
nejen jako prostfedek pro navozeni bunécné lyzy, ale
i jako prostiedek solubilizaéni’. Pro vychozi experiment
byly butiky lyzovéany v lyzacnim pufru obsahujicim 9 M
mocovinu, 2% nonidet P-40 (neiontovy detergent P-40),
3% CHAPS, 70 mM DTT a 2% amfolyt pH 8-10,5. Uve-
deny pufr Ize povazovat za jednu z modifikaci ptivodniho
O’Farrellova lyzaéniho pufru'® (kap. 1.3.), ktery je vyho-
vujici pro vétsinu vzorkd’. Navic pfi tvodnich experimen-
tech s neznamymi vzorky nebo pii zaméteni na dobie roz-
pustné cytosolické proteiny nebyvaji soucasti solubilizac-
nich roztoki silné denaturujici latky">'?. Rehydratace IPG
stripu byla provedena v rehydratacnim pufru obsahujicim
8 M mocovinu, 4% CHAPS, 100 mM DTT, 0,001% brom-
fenolovou modr a 0,2% amfolyt pH 3—10. 2-DE takto pfi-
pravenych vzorkd vSak poskytla extrémné nizky pocet
rozdélenych proteind (obr. 1). Proto byla k lyza¢nimu puf-
ru pridana thiomocovina, ktera zlepSuje rozpustnost protei-
nd’ (2 M thiomocovina, 7 M mocovina, 2% NP-40, 3%
CHAPS, 70 mM DTT a 2% amfolyt pH 8-10,5). Tento
zasah se projevil zvySenim poctu proteinovych ,,spotd*
rozlisitelnych po 2-DE asi 1,5 krat (obr. 2). Soucasné pfi-
dani thiomocoviny k rehydrataénimu pufru (2 M thiomo-
¢ovina, 7 M mocovina, 4% CHAPS, 100 mM DTT,
0,001% bromfenolovda modif a 0,2% amfolyt pH 3-10)
spojené suzitim vysoké koncentrace smési amfolyti
v pufru lyza¢nim (2 M thiomocovina, 7 M mocovina, 2%
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Obr. 3. Pridani thiomocoviny do lyza¢niho i rehydratacniho
pufru dale zlepSuje pocet proteini detekovatelnych 2-DE; pro
pripravu vzorku jsme pouzili lyzaéni pufr obsahujici 2 M thio-
mocovinu, 7 M mocovinu, 2% NP-40, 3% CHAPS, 70 mM DTT,
2% amfolyt pH 8-10,5 a 2% amfolyt pH 3—10 a rehydrata¢ni
pufr obsahujici 2 M thiomocovinu, 7 M mocovinu, 4% CHAPS,
100 mM DTT, 0,001% bromfenolovou modrt a 0,2% amfolyt pH

3-10

Obr. 4. Sonikace vzorku zlepsuje kvalitu a pocet jednotlivych
proteinovych ,,spoti‘ rozliSitelnych 2-DE; pro pfipravu vzorku
jsme pouzili lyzacni pufr obsahujici 2 M thiomocovinu, 7 M
mocovinu, 2% NP-40, 3% CHAPS, 70 mM DTT, 2% amfolyt pH
8—10,5 a 2% amfolyt pH 3—10 a rehydratacni pufr obsahujici
2 M thiomoc¢ovinu, 7 M mocovinu, 4% CHAPS, 100 mM DTT,
0,001% bromfenolovou modt a 0,2% amfolyt pH 3—10). Po lyzi
bunék v lyza¢nim pufru byl vzorek podroben sonikaci (8 x 2 s)

NP-40, 3% CHAPS, 70 mM DTT, 2% amfolyt pH 8-10,5
a 2 % amfolyt pH 3-10) nejméné dvojnasobné zvysilo
pocet rozdélenych proteini v porovnani se vzorky, kdy
byla thiomocovina pfitomna jen v pufru lyza¢nim (obr. 3).
Pozitivni GCinky, plynouci z pouziti thiomocoviny jako
soucasti lyzacniho pufru, lze zfejmé povazovat za vysle-
dek dvou faktord, a to jednak jeji vysoké ucinnosti pii
solubilizaci proteinti a zaroven ochrané proteind pied en-
dogenni proteolyzou, ktera mize byt disledkem velmi
u¢inné interakce thiomo&oviny s proteasami'?. Vzhledem
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k délce rehydratace IPG stripu s vy$$im rizikem proteoly-
zy citlivych proteinti by se ochrana pfed proteolyzou moh-
la casteén¢ podilet na zlepseni vysledku 2-DE také po
inkorporaci thiomocoviny do rehydrata¢niho pufru. Kromé
pouziti thiomocoviny v lyza¢nim i rehydrataénim pufru
vedla k dal§imu zvySeni poctu proteinovych ,,spoti“ soni-
kace vzorku (obr. 4), a to ptiblizn¢€ 2,5 krat v porovnani
s postupem, kdy byla sonikace vynechéana (obr. 3). Pouziti
ultrazvuku rovnéz zvysilo denzitu nékterych proteinovych
,»Spoti (obr. 4), coz sveédéi o pozitivnim vlivu sonikace
na kvantitu proteint rozdélenych 2-DE.

4. Zavér

Pouziti thiomoc€oviny v lyzanim a rehydratacnim
pufru a soucasné podrobeni vzorku sonikaci se velmi piiz-
nivé projevuje na kvalité¢ vysledku 2-DE. V naSem systé-
mu jsme zaznamenali az osminasobné zvyseni poctu rozli-
Sitelnych proteinovych ,,spoti™ ve srovnani s postupem
bez uziti thiomocoviny a bez sonikace. Uvedené kroky
proto budou zarazeny do postupu pfipravy vzorku pro
analyzu zmén proteomu leukemickych monoblasti BM2
v pritbéhu jejich termindlni diferenciace a mohou se uplat-
nit pfi obdobnych studiich jinych leukemickych bunéc-
nych linii.

Tato prace byla podporovina grantem GACR ¢

301/03/1055.

Seznam zKkratek

AMV virus pta¢i myeloblastozy (,,avian myelo-
blastosis virus®)

ASB 14 3-[dimethyl(3-tetradekanamidopropyl)
amonio|propan-1-sulfonat

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]
propan-1-sulfonat

2-DE dvourozmérna elektroforéza (,,two-
dimensional electrophoresis*)

DET dithioerythritol

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DTT dithiotreitol

IEF isoelektricka fokusace (,,isoelectric focu-
sing*)

IPG imobilizovany pH gradient (,,immobilised
pH gradient®)

NP-40 nonidet P-40 (neiontovy detergent P-40)

PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid

SB 3-10 3-(decyldimethylamonio)propan-1-
sulfonat

SDS natrium-dodecyl-sulfat

SDS-PAGE polyakrylamidova gelovd elektroforéza
v pritomnosti natrium-dodecyl-sulfatu
(,,sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis®)

% T koncentrace gelu (,,total percentage of
acrylamide plus crosslinker*)

TBP tributylfosfin
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Two-dimensional electrophoresis is a key experimen-
tal approach of proteomics. Quality of its result is signifi-
cantly dependent on the way of sample preparation. The
aim of this study was to set up optimal conditions for
preparation of the sample of v-myb-transformed chicken
monoblasts BM2 to get a high number of resolved proteins
on two-dimensional gel. Starting composition of both lysis
(9 M urea, 2 % NP-40, 3 % CHAPS, 70 mM DTT and 2 %
ampholyte pH 8-10.5) and rehydratation buffers (8§ M
urea, 4 % CHAPS, 100 mM DTT, 0.001 % bromphenol
blue and 0.2 % ampholyte pH 3-10) have been modified
by addition of thiourea causing clear increase of the num-
ber of protein spots detectable on two-dimensional gel. In
addition, sonication of the sample before its loading to the
gel further increased the number of resolved proteins as
well as density of some of them. Addition of thiourea in
the lysis and rehydratation buffers and sonication in-
creased the number of protein spots resolved in two-
dimensional gel about 8-fold. These experimental condi-
tions are going to be used in detailed analysis of proteome
changes during terminal differentiation of BM2 mono-
blasts and they can also be of interest for researchers using
two-dimensional electrophoresis as a tool for proteome
analysis of another leukemic cells.
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Uvod

Isoflavonoidy patii mezi rostlinné fytoalexiny, vysky-
tujici se v Siroké Skale rostlin. Jejich typickymi producenty
jsou rostliny zceledi bobovitych, ale byly nalezeny
i v mnoha dalsich, jak dvoud€loznych tak jednod€loznych
rostlinach'. Poprvé vyvolaly isoflavonoidy zijem védct
ve 40. letech, kdy se ukazaly byt zodpovédné za poruchy
porodnosti ovci pii spasani velkého mnoZstvi jetele’,
ajejich estrogenni aktivita se stala pfedmétem dalsiho
zkoumani. Prokazalo se, Ze ucinek téchto latek nespociva
pouze v interakci s estrogennimi receptory, ale také
v inhibici nékterych dilezitych enzymu, pfedevsim tyro-
sin proteinkinas a topoisomeras, zapojenych v procesech
bunééného riistu a proliferace’. Publikované epidemiolo-
gické studie dokazuji, Ze tyto jejich schopnosti se projevuji
snizenim rizika osteopor6zy, kardiovaskuldrnich chorob
a n&kterych nadorovych onemocnéni®’. V poslednich le-
tech je provadén intenzivni vyzkum, tykajici se zvlaste
karcinomu prsu a prostaty. Pocetné studie jak na zvitatech
tak na tkanovych kulturdch ukazuji, Ze isoflavonoidy inhi-
buji rast uréitych nadorovych linii a indukuji jejich apo-
ptézu. Nejvyznamé;jsi aktivita byla pozorovéna u genistei-
nu®’.

Pro stanoveni isoflavoni se bézné pouzivaji chroma-
tografické techniky, pfedev§im HPLC-MS, dale pak
HPLC s UV detektorem s diodovym polem (HPLC-UV-
DAD) a v posledni dobé HPLC s elektrochemickou detek-
¢i (HPLC-ED, cit.* "), tyto metody v3ak vyzaduji naklad-
né instrumentalni vybaveni a neumoznuji rychlé stanoveni
velkého poctu vzorkll. Jmenované nevyhody pfekonavaji
metody imunochemické. Diive vyvinuté radioimunoche-
mické stanoveni isoflavonoida'>™'* jsme v této praci pie-
vedli na metody ELISA, které maji oproti RIA vyhodu
veétsi stability znacky a nemusi se potykat s technickymi
a legislativnimi omezenimi, ktera jsou spojena s pouZzitim
radioaktivnich latek.

Laboratorni pfistroje a postupy

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Isoflavonoidy daidzein, daidzin, genistein, genistin
a biochanin A a dale O-fenylendiamin (OPD), peroxid vodi-
ku, Tween-20, ovalbumin (OVA) a hovézi sérovy albumin
(BSA) byly od firmy Sigma (St. Louis, USA); 3’-hydro-
xydaidzein, formononetin a sissotrin byly od firmy Indofi-
ne (Somerville, USA). Isoformononetin a prunetin byly
pripraveny selektivni methylaci daidzeinu a genisteinu'.
Struktury uvedenych isoflavonoidii jsou znazornény na
obr. 1.

Praseci protilatky (tzv.,,druhé protilatky) proti krali-
¢im imunoglobulinim znacené peroxidasou (SwaR/Px)
byly od firmy SEVAC (Praha), mikrotitracni desticky
COSTAR (cat No. 9018) byly dodény firmou Corning
Incorporated (USA). VSechny dalsi pouzité chemikalie
pochazely z Lachemy (Brno). Specifické krali¢i polyklo-
nalni protilatky proti jednotlivym isoflavonoidim byly
pfipraveny v predchozi praci'”.

Konjugaty isoflavonid s proteiny

Jelikoz isoflavonoidy jsou nizkomolekuldrni latky,
bylo nutné je pro imunizaci i pro imobilizaci na mikrotitrac-
ni desticku navazat na vysokomolekularni nosi¢. Timto
nosi¢em byl hovézi sérovy albumin (BSA) a syntéza byla
provedena podle Yatsimirské a spol.'®. Podrobny postup pro
jednotlivé konjugaty byl popsan diive'>'. V ptipadé daid-
zeinu a genisteinu byly vytvoreny konjugaty pomoci vazby
v polohach 7 a 4’, pro biochanin pouze pies polohu 7. Stej-
ny postup byl pouzit pro syntézu konjugatu 7-karboxy-
methylgenisteinu s ovalbuminem (OVA).

Molarni pomér hapten : nosi¢ byl zjistén UV spektro-
fotometrii pfi 258 nm a pohyboval se pro jednotlivé konju-
gaty v rozmezi od 7 do 25 molekul haptenu na 1 molekulu
bilkoviny.

Daidzein: R'=R*= OH, R*=H;

Genistein: R'=R’>=R*=0H;

Formononetin: R'=OH, R*= OCH,, R*=H;
Isoformononetin: R'= OCH;, R*= OH, R*=H;
Biochanin: R'=R*= OH, R’>= OCHj;
Prunetin: R'= OCH;, R*=R*=OH;

Daidzin: R'= glukosa, R’*= OH, R*=H;
Genistin: R'= glukosa, R*=R*=OH.

Sissotrin: R1=glukosa, R’>=0CH;, R*>= OH

Obr. 1. Struktura duleZitych isoflavonoida



Chem. Listy 98, 1135 — 1139 (2004)

Enzymova imunoanalyza

Byla pouzita kompetitivni nepfima enzymova imuno-
analyza (ELISA) se separaci vazanych a volnych imunore-
aktantd prostfednictvim zakotveni na pevnou fazi. Nejprve
byl na stény jamek mikrotitracnich desti¢ek imobilizovan
prislusny antigen (konjugat isoflavonu s BSA nebo OVA).
Zasobni roztok antigenu byl vhodné nafedén karbonat-
bikarbonatovym pufrem (0,05 mol.I"", pH 9,6) a pipetovan
do jamek v mnoZstvi 100 pl; po inkubaci pfes noc pii la-
boratorni teploté byl roztok konjugatu vylit a jamky ctyfi-
krat promyty 400 pl PBS-Tw (0,01 mol.I"" fosfatovy puft,
pH 7.4; 0,05% Tween 20). Vlastni kompetitivni imunoche-
micka reakce byla zahdjena pipetovanim 50 pl roztoku
antigenu (kalibraéniho standardu nebo vzorku) v PBS
a 50 pl vhodné€ natedéné protilatky v PBS-Tw-0,1%BSA.
Reakéni roztoky byly inkubovany 1,5 hodiny pfi laborator-
ni teploté za mirného tfepani. Poté byly jamky ctyfikrat
promyty 400 ul PBS-Tw. Kvantifikace navazanych proti-
latek byla ucinéna pomoci tzv. druhé protilatky znacené
peroxidasou (100 pl konjugatu SWAR/Px fedéného 1:2000
v PBS-Tw). Po inkubaci 1 h pfi laboratorni teplot¢ byl
nenavazany konjugat odstranén Ctyindsobnym promytim
400 ul PBS-Tw. Dale bylo do jamek pipetovano 100 pl
roztoku peroxidasového substratu a chromogenni latky
(0,03% H,O, vcitratovém pufru 0,1 mol.I"}, pH 5,0
s 0,05% o-fenylendiaminem). Enzymova reakce byla po
15 minutach zastavena piidavkem 50 ul H,SO4 (2 mol.I™").
Absorbance reakéni smési byla méfena v jamkach mikro-
titracni  desticky na  pfistroji  Multiscan MCC/340
(Labsystems, Finsko).

Kalibrac¢ni kfivka byla vytvorena jako zavislost absor-
bance na dekadickému logaritmu koncentrace antigenu
(v pg na jamku), pficemz zavislost je prokladana Ctyipara-
metrovou regresni rovnici (sigmoida) v programu MS Ex-
cel:

D-C
C+
1+ exp(-2-(a + f-log(c))

kde A4 je absorbance pii 492 nm, C je dolni asymptota kiiv-
ky, D je horni asymptota, o charakterizuje posun linedrni
Casti  sigmoidni  kiivky v systému  soufadnic
a B3 charakterizuje sklon linearni ¢ésti sigmoidni kiivky.
Dulezité zjistované parametry kalibracni kiivky byly:
50% intercept (Iso), ktery pfedstavuje koncentraci analytu
potfebnou k vyvazani 50 % protilatek piitomnych
v reakénim roztoku, a detek¢ni limit — nejmensi koncentra-
ce analytu, stanovitelnd se spravnosti 95 %. Pro vypocet
lze pouZit vztah, ktery detek¢ni limit definuje jako koncen-
traci cym, ktera odpovida podle kalibra¢ni kfivky absorban-
ci Ajim=Ablank—3-9, kde Apnk je prumér z absorbanci pro
slepy vzorek a 6 je smérodatna odchylka z téchto absor-

banci.
! -(ln +2- aJ

37

(D — Alim)

(4, =€)

log(clim) =

lim
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Dale byly stanoveny kiizové reakce jednotlivych pro-
tilatek. Kiizové reakce vyjadruji specifitu protilatky viici
antigenu, proti kterému byla pfipravena, a tedy jeji schop-
nost reagovat se strukturné¢ podobnymi analyty. Tyto in-
terakce byly stanoveny jako pomér 5, vlastniho analytu
a Iy ki'izove reagujiciho analytu.

Optimalizace metod ELISA

Viiv syceni desticky

Béhem experimentu mize dochazet k nespecifickym
sorpcim reagujicich latek na sténu mikrotitracni desticky.
Z tohoto divodu bylo testovano pouziti riznych syticich
roztokl.. Konkrétné se jednalo o Tween 20, Zelatinu, suse-
né mléko, kasein a jejich kombinace tak, Ze roztok byl
vzdy 1% (w/w).

Délka imunochemické reakce

Pii reakci protilatky s navdzanym a kompetujicim
antigenem by mélo byt dosazeno rovnovahy, ovSem pfi
prilis dlouhém casovém tuseku dochazi k vétsim nespeci-
fickym interakcim a také se ztraci jedna z vyhod metody,
jeji rychlost. Je tedy nutné nalézt kompromis mezi témito
faktory. V naSem pfipadé¢ byla testovana délka kompeticni
reakce v rozmezi 30 min az 2 h.

Viiv organickych rozpoustedel

Extrakce isoflavonoidil z biologického materidlu se
Casto provadi smési vody a stfedné polarnich organickych
rozpoustédel, jako jsou ethanol nebo methanol. Tato roz-
poustédla mohou ovliviiovat nativni strukturu protilatek
a tedy celkovou citlivost metody, byl proto sledovan jejich
vliv na systémy ELISA. Byly pfipraveny roztoky o kon-
centracich 0,5-40 % (v/v) ethanolu v PBS a v téch natedé-
ny standardni kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé isoflavonoi-
dy. Vysledkem bylo zjiténi, jak se méni jejich parametry
v zavislosti na pouzité koncentraci rozpoustédla.

Vysledky a diskuse

Pii vyvoji formati ELISA pro stanoveni biochaninu,
daidzeinu a genisteinu jsme vychazeli z protilatek proti
biochaninu-7-BSA, daidzeinu-7-BSA, daidzeinu-4’-BSA,
genisteinu-7-BSA a genisteinu-4’-BSA, znichz nékteré
byly jiz pouzity u dfive publikovanych RIA me-
tod'>'"*. Pro kazdy antigen jsme testovali vice protilatek,
jejichz prehled spolu s odpovidajicim imunogenem a dalsi-
mi informacemi o jednotlivych metodach jsou uvedeny
v tabulce I.

Prvnim krokem pii sestavovani metody bylo urceni
vhodnych koncentraci roztoku antigenu pro imobilizaci ve
spojitosti s odpovidajicim fedénim pfislusné protilatky.
Bylo otestovano ngkolik riznych koncentraci protilatky
i imobilizac¢niho konjugatii a z nich vybrana takova kombi-
nace, kterd zaruCovala maximalni vyuziti signalu za sou-
Casné dostatecné citlivosti spektrofotometru. Jednalo se
o takové koncentrace imunoreagencii, u nichZ se maximal-
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Tabulka I

Ptehled pouzitych konjugati a protilatek pfi vyvoji metod ELISA
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Symbol systému Imunogen Imobilizovany Protilatka Hlavni kompetitor
ELISA konjugat

B7 biochanin 7-BSA biochanin 7-BSA PL 29 biochanin
D4 daidzein 4’-BSA daidzein 4’-BSA PL3 daidzein
D4 daidzein 4’-BSA daidzein 4’-BSA PL 4 daidzein
D7 daidzein 7-BSA daidzein 7-BSA PL 24 daidzein
G4 genistein 4’-BSA genistein 4’-BSA PL 13 genistein
G4 genistein 4’-BSA genistein 4’-BSA PL 14 genistein
G7 genistein 7-BSA genistein 7-OVA PL 23 genistein
G7 genistein 7-BSA genistein 7-OVA PL 11 genistein
G7 genistein 7-BSA genistein 7-OVA PL 12 genistein

ni dosazena absorbance pohybovala v rozmezi 1-1,5. Pro
zvolené varianty byla sestavena kompetitivni ELISA
a stanoveny veskeré parametry a charakteristiky (59, de-
tekéni limit, sklon a délka linearni ¢asti kalibracni kiivky).
Casto bylo testovano vice kombinaci a protilatek, z nichz
byla po urceni charakteristik jejich kalibra¢nich kiivek
vybrana ta nejlepsi. Ilustrativni kalibra¢ni kfivky pro bio-
chanin a daidzein jsou uvedeny na obr. 2.

Jako imobilizovany antigen byl ve ¢tyfech metodach
pouzit stejny konjugat jako pro imunizaci. To je sice neob-
vyklé, ale jak se prokazalo, nemusi to byt problém, pokud
jsou piitomné protilatky proti BSA vyvazany piidavkem
BSA do roztoku. Bylo zjisténo, ze postacujici koncentrace
je 0,1 % BSA (w/w). Pro imunogen genistein-7-BSA se
vsak timto postupem metodu s dostatecnou citlivosti sesta-
vit nepodaftilo. Jako vhodné feSeni se ukazalo vyuziti kon-
jugatu 7-karboxymetylgenisteinu s ovalbuminem jako

0,4

0,0 . : - :
1,0E-01 1,0E+00 1,0E+01 1,0E+02 1,0E+03 1,0E+04
¢, pgfjamka

Obr. 2. Kalibra¢ni kiivky pro daidzein (7) a biochanin A (2)
v systému D4 a B7

1137

imobilizovaného antigenu, diky kterému se jiz podafilo
sestrojit kalibra¢ni kfivku s vhodnymi parametry.

V dalsi praci byly testovany riizné roztoky pro fedéni
protilatek, syceni desticky, doba kompeti¢ni reakce potieb-
na pro dosazeni rovnovahy a v neposledni rad¢ vliv orga-
nickych rozpoustédel na pribéh kalibracni kiivky.

Pro vétSinu metod bylo zjisténo, Ze neni nutné syceni
desky, nebot’ nespecifickym sorpcim na desku dostateéné
zabratiuje pouziti 0,05% Tween v roztoku protilatky. Syce-
ni bylo nutné pouze v pfipadé metody pro genistein-7-
-OVA, jako nejvhodnéjsi bylo stanoveno syceni 1% Zzelati-
nou. Doba kompeti¢ni reakce byla uréena na 1,5 h, kdy se
jiz  neméni parametry kalibracni kiivky, pozadi
(nespecifické interakce) je minimalni a maximalni signal
(absorbance) je v rozsahu 1-1,5. Dale byl sledovéan vliv
ethanolu v rozsahu koncentraci 0,5-40 %, nebot’ extrakty
z rostlinného materialu, které jsou analyzovany témito
metodami, ¢asto toto rozpoustédlo obsahuji. Bylo zjisténo,
ze az do obsahu 5 % (v/v) nema ethanol vliv na stanoveni
a parametry metody. Vyssi koncentrace jiz zhorSuji de-
tek¢ni limit a prab¢eh kalibracni kiivky, predev§im puisobe-
nim na nativni strukturu protilatek. Je tedy nutné extrakty
s vyS§im obsahem ethanolu vhodné fedit.

Parametry kalibracnich kiivek ziskanych takto opti-
malizovanymi metodami jsou shrnuty v tabulce I1. Variac-
ni koeficienty pro koncentrace analytl blizké Is, se pohy-
bovaly v rozmezi 3,5-9,6 % pro stanoveni v ramci jedné
desticky, a 8—15 %, pro stanoveni na Ctyfech destickach.

Z tabulky II je ziejmé, Ze detekéni limity pro jednotli-
vé isoflavony byly vrozmezi 1,1-5,3 pg na jamku, coz
odpovida 22-105 pg.ml™ a I5y se pohybovaly v rozmezi
15,1-60 pg na jamku, coz odpovida 0,3—1,2 ng.ml™". Diive
publikované ELISA pro stanoveni isoflavont uvadéji hod-
noty detek¢nich limith 21-70 pg na jamku, ptipadné Is
0,820 ng.ml™ (cit."'®), coz sv&déi o tom, e nami sesta-
vené metody jsou srovnatelné a v nékterych piipadech
dokonce citlivéjsi.
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Tabulka II

Charakteristika kalibra¢nich kiivek ELISA

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametr Systém ELISA

B7 D4 D7 G4 G7
Protilatka PL 29 PL3 PL 24 PL13 PL 23
Is0, pg na jamku 60,6 £ 6,8 15,1£2,9 45,8 £2,6 15,8 £2,8 334+5,7
Detekéni limit, 93+1,2 1,L1+0,4 5,1+0,9 2,9+0,7 1,5+0,3
pg na jamku
Pracovni rozsah 4-0,001 0,25-0,001 1-0,004 0,25-0,001 4-0,001
kalibra¢ni kiivky,
ng na jamku
Koncentrace ana- 1,0 0,2 0,5 0,2 0,2
lytu pro imobiliza-
ci, pg.ml™
Redéni protilatky 1:32 000 1:40 000 1:20 000 1: 60 000 1:20 000
Sklon kalibra¢ni -0,96 + 0,11 -0,75+0,12 —-0,98 + 0,07 -1,2+0,15 -0,66 +0,13
ktivky, B
Tabulka IIT
Hodnoty kiiZovych reakci (%) vybranych isflavonoidl s antiséry vii¢i biochaninu, daidzeinu a genisteinu
Analyt Systém ELISA / Pouzita protilatka

B7/PL29 D4/PL3 D7/PL 24 G4/PL 13 G7/PL23

Biochanin 100,00 0,48 <0,01 178,20 0,41
Sissotrin 120,00 0,02 <0,01 0,13 4,80
Daidzein <0,01 100,00 100,00 14,70 9,30
3’,4’,7-Trihydroxyisoflavon <0,01 3,52 3,55 0,06 2,70
Daidzin <0,01 0,03 42,10 0,05 1,23
Genistein 2,80 0,57 8,27 100,00 100,00
4’, 7-Dihydroxy- 5 -methoxyisoflavon <0,01 0,03 5,20 0,15 1,35
5-Hydroxy-7,4’- dimethoxyisoflavon 46,50 <0,01 <0,01 0,01 0,22
Genistin <0,01 0,21 53,20 0,03 32,00
Formononetin 0,30 192,19 5,60 6,54 <0,01
Isoformononetin <0,01 0,16 342,50 0,01 42,16
Prunetin 5,00 0,02 33,85 2,42 215,00

Pro urceni specifity jednotlivych protilatek byly zmé-
feny kfizové interakce vici daidzeinu genisteinu a biocha-
ninu s dal§imi isoflavonoidy. Diky rGznym poloham (7, 4°)
pouzitym pro syntézu imuniza¢nich konjugati bylo dosa-
zeno rozdilné specifity pouzivanych metod, a tim i moz-
nosti stanoveni dalsich analyti, proti nimz nebyly protilat-
ky ptimo pfipraveny. Hodnoty zjisténych kiizovych reakci

jsou uvedeny v tabulce I1I.

Jak se dalo ocekavat, reaguji séra proti imunogentim
pripravenym pies polohu 7 s odpovidajicimi 7-methoxy-
derivaty, jak je tomu v pfipadé isoformononetinu stanove-
ného metodou D7, prunetinu metodou G7 a 5-hydroxy-
-7,4’-dimethoxy isoflavonu rozpoznavaného protilatkami
proti biochaninu-7-BSA. Je zfejmé, Ze tato antiséra reaguji
1 s pfislusnymi glykosidy danych analytl, coz dokazuje
reakce s daidzinem (7-O-glukosid daidzeinu), genisti-
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nem (7-O-glukosid genisteinu) a sissotrinem (7-O-
glukosid biochaninu). VU¢i derivatim nesoucim odlisné
substituenty v jinych polohach jsou kfizové interakce mi-
nimalni nebo zadné. V pfipad¢ antisér ziskanych vici
daidzeinu-4’-BSA a genisteinu-4’-BSA  dochazi opét
k pfedpokladané interakci s 4’-O-methoxyderivaty, bio-
chaninem a formononetinem. Ostatni isoflavony reaguji
minimaln¢ a mizeme tedy tyto metody povazovat za spe-
cifické pro uvedené analyty. Tato zjisténi jsou v dobré
shodé s dfive publikovanymi vysledky stanoveni kiizo-
vych reakei uvedenych protilatek v radioimunoanalyze'?.

Zaveér

Za pouziti polyklonalnich protilatek byly vypraco-
vany a chrakterizovany postupy nepiimé kompetitivni
enzymové imunoanalyzy pro stanoveni isoflavonoidu.
Detekéni limity pro jednotlivé analyty se pohybovaly
vrozmezi 1,1-5,3 pg na jamku. Tyto hodnoty hovofii
o vysoké citlivosti sestavenych metod, které se v tomto
parametru vyrovnaji diive publikovanym ELISA nebo je
dokonce pred¢i. Imunochemické metody jsou vhodnym
doplnénim obecné pouzivanych instrumentalnich technik.
Svoji jednoduchosti, nenakladnosti a moznosti adaptace
pro sériova vySetieni predstavuji obrovsky potencial
zejména ve screeningovém stanoveni. Také vysoka citli-
vost a zna¢ny rozsah koncentraci, v némz mohou tyto me-
tody pracovat, nam dava moznost jejich vyuziti ke stano-
veni isoflavonoidii v nejriznéjSich matricich. Zajem hu-
manni a veterinarni mediciny budi predevsim detekce
téchto estrogennich latek v potravinach, té€lnich tekutinach
a dalsich biologickych materialech. Dalsi oblasti uplatnéni
popsanych metod je fytochemicky vyzkum, jemuz se na
naSem pracovi§ti nyni vénujeme v Celedich Myrtaceae,
Rutaceae a Brassicaceae.
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M. Vitkova®, Z. Mackova®, L. Fukal®, and O. Lap-
&Kk® (“Department of Biochemistry and Microbiology,
Department of Chemistry of Natural Substances, Institute
of Chemical Technology, Prague): Enzyme Immuno-
assay for the Determination of Isoflavones

Competitive enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) for the determination of isoflavones daidzein,
genistein and biochanin were developed. Isoflavone con-
jugates coupled at positions C7 and C4’ via a carboxy-
methyl spacer to bovine serum albumin were used as
immunogens and also as coating antigens. Assay condi-
tions, including concentrations of antisera and coating
antigens, were optimized and the effect of reaction time,
various blocking agents and organic solvents was investi-
gated. The developed ELISA assays are highly sensitive,
the Iso values of standard curves ranging between 15-60
pg/well, i.e. 0.3-1.2 ng.ml™'. Cross reactivities to other
isoflavones are in an acceptable range and interference of
non-isoflavonoid molecules is negligible. The immunoas-
says have been used in phytochemical research for moni-
toring isoflavone levels in various plant families. We ex-
pect further use of the assays in analysis of food, body
fluids, cell culture media and other biological materials.
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Uvod

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze je
nejvétsim chemickym vysokoskolskym ugilistém v CR. Na
4 fakultach skoly studuje ve vSech rocnicich a typech stu-
dijnich programti okolo 3000 student. Kromé toho je zde
,,pod jednou stfechou* soustfedén velky potencial odborni-
kt pokryvajicich celé spektrum chemie a také velka kapa-
cita pfistrojové techniky. Prav¢ tato lidské a instrumentac-
ni koncentrace je tradi¢né ldkava pro pramysl, ktery na
VSCHT Praha nachazi iroké moznosti spolupréce.

Spolupriace VSCHT Praha s farmaceutickymi
firmami a medicinskymi institucemi’

Zajem o spolupraci ma i farmaceuticky primysl. Re-
Sené farmaceutické projekty jsou vétSinou cileny na vyfe-
Seni urcitého dil¢iho problému pfi vyvoji a vyrobé generik.
I kdyz je tfeba pochopitelné respektovat urcity a docasny
stupenn utajeni pii prezentaci vysledkd, lze studovanou
problematiku rozvijet nekonfliktnim akademickym smé-
rem, coz vede ke spolecnym grantovym projektim a téma-
tim pro bakalafské, magisterské a doktorské prace. Na
jedné stran€ je v zéjmu farmaceutickych firem, aby pozor-
nost vénovana jejich produktim méla odpovidajici védec-
kou prestiz a na stran¢ druhé akademicka pracovisté
VSCHT Praha tak ziskavaji zajimavou a prakticky realizo-

vatelnou tématiku vyzkumu. Nasledujici prifez spoluprace
nékterych tistavit VSCHT Praha s farmaceutickymi firma-
mi a medicinskymi institucemi dokumentuje $ifi studované
problematiky. Zkracena informace o uvedené spolupraci
byla na vyzadani napsana a uvetejnéna letos ve Pharma-
ceutical Engineering'.

Ustav chemie pevnych latek (vedouci prof. Bohumil
Kratochvil) spolupracuje s firmami Ivax Pharmaceuti-
cals, Zentiva, Chemopharma, ICN a ProMed v oblasti
monitorovani polymorfie pevnych farmaceutickych sub-
stanci a Iékovych forem metodami RTG fazové
a strukturni analyzy (nové: feSeni krystalovych struktur
substanci z RTG praskovych dat). Spoluprace se dotyka
pfedevsim namelovych alkaloidii, imunosupresiv, morfina-
nd a jejich intermediati, statind, psychofarmak, flavonoidd
silymarinu a dalSich. Vysledky studii umoZziuji sledovat
fazovou Cistotu vyrabénych substanci, zkoumat molekular-
ni pakovani polymorfnich forem v krystalech, hodnotit
flexibilitu/rigiditu biologicky aktivnich molekul, modelo-
vat kavity v krystalovych strukturach substanci a sledovat
jejich zapliiovani molekulami solventti, modelovat interak-
ci molekul s receptory atd. Rada téchto informaci je pak
pouzita pro dokumentaci 1é¢iv. Kromé toho se na ustavu
vyviji krystalograficky software pro farmaceutické aplika-
ce, provadi se vybrané krystalizace a mikroskopické pozo-
rovani. Dilezita je i skolici ¢innost tstavu pro Statni tustav
kontroly 1é¢iv (kurz: Polymorfie farmaceutickych substan-
ci). Ustav disponuje Laboratoii RTG krystalovych struk-

Obr. 1. RTG monokrystalovy difraktometr Xcalibur PX firmy
Oxford Diffraction — pristroj na méfeni a FeSeni molekulo-
vych a Kkrystalovych struktur farmaceutickych substanci,
ktery byl na VSCHT Praha zakoupen v ¥ijnu tohoto roku

: Souvisejici oblasti jsou biomaterialy, které jsou na VSCHT Praha také studovany, ty viak nejsou piedmétem tohoto pfi-

spévku.
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tur, ktera je vybavena Spickovou instrumentaci (obr. 1).

Pracovnici Ustavu organické chemie (vedouci prof.
Ivan Stibor) napt. spolupracovali s odborem kvalifikované
chemie Spolany Neratovice (nyni NeraPharm Neratovice)
na vyzkumu a vyvoji syntéz ruznych generik ze skupiny
eikosanoidd. Vysledkem této plodné spoluprace bylo zave-
deni vyroby prostaglandini PGF,, (+)-cloprostenolu a (+)-
cloprostenolu, pouzivanych jako ucinné latky v rGznych
veterinarnich ptipravcich slouzicich k indukci a synchroni-
zaci fije u skotu a bravu. Z prostaglandini pouzivanych
v humanni mediciné 1ze uvést dinoprostone (PGE, derivat
pouzivany v gynekologii) a alprostadil (PGE, derivat pou-
zivany pii 1éCeni nékterych dysfunkci krevniho obé¢hu,
zejména erektilni dysfunkce). DalSim spoleCnym z4jmem
Spolany Neratovice a Ustavu organické chemie byl vy-
zkum a vyvoj syntéz generickych nesteroidnich protizanét-
livych latek ibuprofenu a piroxicamu; vyroba piroxicamu
byla ve Spolan¢ zavedena v r. 1989. Z ostatnich aktivit
Ustavu organické chemie v oblasti vyzkumu a vyvoje 16¢iv
lze uvést vypracovani postupti pro vyrobu generickych
inhalacnich anestetik methoxyfluranu, enfluranu a isoflu-
ranu na zaklad¢ pozadavkd firmy Zentiva.

Pracovisté Ustavu analytické chemie, Laboratof mo-
lekularniho rozpoznavani LMR (vedouci prof. Vladimir
Kral), se delsi dobu zabyva aplikaci supramolekularni
chemie pro medicinalni a farmaceuticky vyzkum. Vysled-
kem této aktivity je vyzkum a vyvoj novych fotosensitize-
ru pro fotodynamickou terapii nadort (PDT), ktery je rea-
lizovan jednak v oblasti vyzkumu s 1. LF UK, prof. Marta-
sek a Biofyzikalnim ustavem 1. LF UK, doc. P. Pouckova.
V oblasti realizace metalokomplexii pro vyvoj lé¢iv LMR
spolupracuje s firmou Pharmacyclic, USA. Nov¢ navaza-
né spoluprace LMR s firmou Zentiva (odd¢leni dr. Dohna-
la) sméfuje do oblasti vyvoje novych separacnich technik
na zakladé vyuziti supramolekularnich komplext a liganda
modifikovanych nanocastic. Vedle toho je rozvijen vy-
zkum v oblasti vyuziti samoskladnych systémut a nanocés-
tic pro cileny transport 1é¢iv.

Na Ustavu organické technologie (vedouci prof. Libor
Cerveny) jsou ve vztahu k farmaceutickému pramyslu
feSeny ukoly souvisejici se syntézou preparati, s analyzou
necistot, navrhem a optimalizaci primyslovych technolo-
gii. Nejvétsi podil spoluprace s farmaceutickymi firmami
je orientovan na vyvoj a optimalizaci vyrob generik, pfi-
padné jejich prekurzor@. Do této oblasti spada spoluprace s
firmami Zentiva, Q-chem a CMS (Velka Britanie),
ICN, CIBA-Geigy (Svycarsko), Chemopharma, VUOS
Pardubice a Interpharma Praha na celé fadé prekurzord
generik z riznych farmakologickych skupin. Spoluprace
ustavu s akciovou spolecnosti Zentiva je orientovana na
optimalizaci fizeni procesu mokré granulace a sledovani
homogenity smési pfi vyrobé tablet. Zahrnuje kromé pro-
voznich a poloprovoznich experimentll analyzu citlivosti
parametrti procesu, pfenos dat z poloprovoznich do pro-
voznich podminek a také vyvoj a vyuziti matematickych
modell na bazi umeélych neuronovych siti a ,,fuzzy“ logi-
ky. Spoluprace v oblasti analytické chemie spocivaji
ve stanoveni, izolaci a identifikaci necistot. Ustav disponu-
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Obr. 2. Hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupélem Va-
rian 1200L (vpravo). Piistroj je spojen s kapalinovym chro-
matografem (vlevo) vybavenym duélni pumpou

je laboratofi hmotnostni spektrometrie vybavené nejen
GC/MS pfistroji (kvadrupdlovy analyzator, iontova past
s interni ionizaci, obr. 2), ale rovnéz HPLC/MS pfistrojem
vybavenym trojitym kvadrupdlem a ionizaci elektro-
sprayem (ESI) a chemickou ionizaci za atmosférického
tlaku (APCI), které v kombinaci s preparativni HPLC
predstavuji velmi G¢inny nastroj pro feSeni problematik
zuvedené oblasti. Z konkrétnich feSeni lze napf. zminit
identifikaci necistot v originadlnim rentgenovém diagnosti-
ku ptipraveném ve firmé Interpharma Praha. Metody ana-
lytické chemie jsou casto kombinovany s teoretickymi
vypocty na bazi molekuldrniho modelovani, které mohou
poskytnout praktické informace o stabilnich strukturnich
usporadanich 16¢ivych latek. Ustav organické technologie
disponuje hardwarovym a softwarovym vybavenim
(Gaussian 98, Cerius, CASTEP), které patii k nejlepSim
produktim v této oblasti a spolupracuje v této oblasti
s Univerzitou Viden, kde se nachdzi jedno znejpres-
analytické metody s teoretickymi vypocty byla identifiko-
vana ve spolupréci s Interpharmou Praha fada stabilnich
rotamert v nové vyvinutém rentgenovém diagnostiku, coz
umoznilo jeho zavedeni na trh.

Piiprava bakalai'ského studijniho programu
»Syntéza a vyroba lé¢iv*

Na Vysoké skole chemicko-technologické v Praze je
v soucasné dob¢ pfipravovan bakaldfsky studijni program
»Syntéza a vyroba 1éCiv*, ktery navazuje na tradici vyuky
chemie, chemického inzenyrstvi a chemické technologie
ana Sirokou a intenzivni védecko-vyzkumnou cinnost
Skoly v oblasti malotonaznich technologii, optimalizace
technologickych procest, vyvoje syntéz generickych 1éCiv,
syntézy a vyroby chemickych specialit, zpracovani a ana-
1yzy laboratornich a provoznich dat a vyvoje novych mate-
riald pro aplikaci ve farmacii a medicing.

Cilem studijniho programu je pfiprava absolventi
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chemikll a chemickych technologli s uplatnénim prede-
v§im ve farmaceutickém priamyslu. Studijni program
,»Syntéza a vyroba 1é¢iv je proto koncipovan s ohledem
na potfeby a specifika farmaceutickych vyrob. Zéiklad
studia tvoii pfednasky a seminafe ze zakladnich obort
chemie, matematiky a fyziky. V laboratornich cvic¢enich ze
zakladnich obord chemie si posluchaci osvoji téz odpovi-
dajici praktické dovednosti a navyky. Na tyto pfedméty
navazuji discipliny chemicko-inzenyrské a chemicko-
technologické s vysokym podilem laboratornich cviceni.
Tradi¢ni pfedméty jsou doplnény o zaklady biologie, bio-
chemie, mikrobiologie, fyziologie, farmakochemie, farma-
kologie a farmaceutické primyslové technologie. Zamé-
rem profilujicich pfedmétl je seznamit absolventy se za-
kladnimi pojmy uvedenych obori tak, aby byli schopni
komunikovat s autoritami dohliZejicimi na vyrobu aktiv-
nich farmaceutickych substanci, popf. 1é¢iv. Posluchaci se
rovnéZ sezndmi se zasadami spravné vyrobni a laboratorni
praxe, s jisténim kvality a validaci technologickych proce-
s, s modernimi analytickymi metodami, s vyvojem, vy-
zkumem a registraci 1é¢iv a jejich patentovou ochranou.
Nabidka povinné volitelnych a doporucenych predméth
umozinuje posluchadim profilovat se smérem chemickym
nebo technologickym. Bakalafské studium soucasné vy-
chovava studenty pro navazujici magisterské studium.
Absolventi studijniho programu naleznou uplatnéni
jako kvalifikovani odborni a technicti pracovnici pfi fizeni
a kontrole chemickych a fyzikalnich procesi ve farmaceu-
tickych firmach, vyrabé&jicich jak vlastni substance, tak
1ékové formy. Ve farmaceutickém prumyslu se proto
uplatni pfedev8§im jako vyrobni technologové, pracovnici
analytickych laboratofi a odborni a technicti pracovnici ve
vyvoji a vyzkumu. Dalsi, pfibuznou oblast uplatnéni absol-
ventl studijniho programu pfedstavuji inovativni a ,,high-
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tech spolecnosti podnikajici v oblasti malotonazni che-
mie.

Zavér

Dlouholeté praktické zkuSenosti tstavli a pracovist’
VSCHT Praha s farmaceutickym primyslem a medicin-
skymi institucemi davaji zaruku, Ze budouci pedagogické
aktivity Skoly v této oblasti budou opfeny o solidni zaklad.

Autori dékuji kolegiim z VSCHT Praha: prof. Cerve-
nému, prof. Kralovi, doc. Hamplovi a Ing. Kacerovi za
spoluprdci pri mapovani aktivit vustavii VSCHT Praha ve
Jfarmaceutickém priimyslu a mediciné.

LITERATURA
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B. Kratochvil and Z. Bélohlav (Iustitute of Chemi-
cal Technology, Prague): Involvement of Institute of
Chemical Technology Prague in the Research and
Manufacturing of Pharmaceuticals

The contribution brings a brief list of main topics of
joint projects of the Institute and medical institutions as
well as information on instrumentation of workplaces at
the Institute. Intensive cooperation of the Department of
Solid State Chemistry, Organic Chemistry, Organic Tech-
nology, and Analytical Chemistry also became a basis of
preparation of the new BS study program “Synthesis and
manufacture of pharmaceuticals”. The goal of the pro-
gram is education of chemists and chemical technologists
primarily for pharmaceutical industry.
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Farmaceutickd fakulta byla v Brn€ obnovena v roce
1991 na tehdejsi Vysoké Skole veterinarni, nyni Veterinar-
ni a farmaceutické univerzit¢ (VFU). Prvni dva roky inte-
grované vyuky zékladnich pfedméti chemickych, biolo-
gickych a medicinskych pro tfi fakulty univerzity nasledu-
je v magisterském programu farmacie studium profilovych
farmaceutickych disciplin zabezpecované péti farmaceu-
tickymi ustavy. Jednim z nich je také Ustav technologie
1éki, v jehoz laboratofich se rozviji vyzkum az od roku
1998, kdy se podafilo diky uspéSné grantové aktivité
a podpofe VFU prekonat hlavni potize s jejich pfistrojo-
vym vybavenim.

Ustav technologie 1ékit VFU zabezpeluje pre- i post-
gradualni vyuku profilového farmaceutick¢ho oboru far-
maceuticka technologie — galenicka farmacie. Hlavni obor
je doplnény povinnym ptedmétem Teorie lékovych forem
a vybeérové povinnymi predméty Lékové formy vyssich
generaci, Radiofarmaka a Kosmetické prostredky. Od
pristiho akademického roku se planuje rozsifeni nabidky
volitelnych predmétt o Primyslovou farmacii. Farmaceu-
ticka technologie je farmaceuticky védni obor, ktery se
zabyva slozenim, formulaci, hodnocenim a jisténim jakosti
1€kt individualné ptipravovanych nebo hromadné vyrabé-
nych. Studuje podminky, za nichZ je moZné léciva a far-
maceutické pomocné latky pretvaret na 1éky, zakonitosti,
kterymi se tyto procesy fidi a vztahy 1éka k u€inku v nich
aplikovanych 1é¢iv. VétSinu z uvedenych predméti dopl-
fuji laboratorni cviceni, ktera umoziuji studentim ziskat
praktické dovednosti potiebné pii nastupu do farmaceutic-
ké praxe. Samoziejmosti jsou experimentdlné zameétené
diplomové prace v pregradudlnim a rigordzni nebo dizer-
taéni prace v postgradudlnim studiu jako soucésti vyzkum-
ného programu Gstavu.

Vzhledem k finan¢ni naro¢nosti vyzkumu aplika¢nich
forem se ustav prozatim specializuje na oralni a peroralni
1ékové systémy a aplikacni formy urcené k dermalni apli-
kaci. Vyzkumné aktivity zahrnuji oblast peroralnich 1éko-
vych forem s fizenym uvoliovanim 1é¢iva, kde nejvetsi
podil tvofi v souladu se svétovym trendem casticové 1éko-
vé systémy reprezentované peletami, mikrotobolkami
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Obr. 1. Vyroba pelet extruzi-sferonizaci umoziiuje ziskat sfé-
rické ¢astice matricového typu aZ 90% obsahu lé¢iva a uzkym
velikostnim rozpétim

ananocasticemi. Obliba téchto forem souvisi jak
s vyhodami technologickymi (moZnosti kombinaci 1éciv,
flexibilita v navrhu 1ékovych forem) tak i farmakoterapeu-
tickymi (snizeny vyskyt nezadoucich uc¢inki 1é¢iv, zjedno-
duseni davkovaciho rezimu). Dalsi projekty se vénuji mu-
koadhezivnim a matricovym systémim zalozenym na po-
lymernich nosicich kontrolujicich liberaci aktivnich latek.
Z veterinarni oblasti se studuji postrumindlni transportni
systémy pro vyzivu skotu. Témata obhajenych a zpracova-
vanych dizerta¢nich praci konkretizuje tabulka I.

Pti vyvoji sofistikovanych 1ékovych forem a systému
vyuziva Ustav technologie 1ékt (UTL) krom& novych nos-
nych pomocnych latek také nové technologie provadéné na
modernich zafizenich, ke kterym patfi zejména vyroba
aktivnich pelet metodou extruze-sferonizace (obr. 1)
anova technologie peletizace rotacni aglomeraci (obr. 2).
Hlavni pfednosti posledné zminéné technologie je vyroba
Iéku v jediném zafizeni od prachovych substanci az po
koneény produkt, coz ptedstavuje ekonomické uspory,
vyhody zhlediska spravné vyrobni praxe a odstranéni
nedostatkd vznikajicich pfenosem meziproduktli na jina
zatizeni. Kontrola obsahu a fizené liberace 1é¢iv v souladu
s bezpe¢nou a Uc¢innou farmakoterapii je zabezpeCena 1é-
kopisnymi metodami Ceského 1ékopisu 2002, ktery vycha-
zi z evropskych norem. Dalsi jakostni parametry ¢astico-
vych 1ékovych forem se hodnoti obrazovou analyzou, heli-
ovym pyknometrem, pfistroji ur¢enymi k méfeni mecha-
nické odolnosti a dal§imi specialnimi analytickymi postu-
py. ,

Vyzkumna i pedagogicka ¢innost UTL se odviji na
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Tabulka I
Témata obhajenych a zpracovavanych dizerta¢nich praci

Cislo  Nazev prace

Obhdjené dizertacni prace

1. Lékové formy s fizenym uvolilovanim diltiaze-
mu hydrochloridu

2. The Dosage Form of Controlled Release Pellets
Containing an Anti-asthmatic Drug

3. Casticové 1ékové formy s modifikovanym uvol-
novanim diltiazemu

4. Studium fyzikalné chemickych vlastnosti polotu-
hych topickych 1kt

5. Mekké zelatinové tobolky s obtizn¢ absorbovatel-
nym lé¢ivem

6. Peroralni hydrofilni nosi¢e pro fizeny ucinek

1éciv

Zpracovavané dizertacni prdace

1. Transformace vyrobniho procesu: vlhka granula-
ce — pifimé lisovani

2. Pseudofluidni vrstva v technologii peroralnich
1€kt — porovnavaci studie

3. Formulacni parametry a kvalita pelet pfiprave-
nych extruzi a sferonizaci

4. Vyuziti rotacni aglomerace v technologii ¢astico-
vych systémi

5. Vyroba a hodnoceni mukoadhezivnich tablet

6. Celulézové derivaty pii modifikaci uvolfiovani
1é¢iv z vyliska

7. Vliv karbomert na peroralni pfivod 1é¢iva

8. Peroralni forma pro ruminaln¢ chranény protein

u skotu
9. Moznosti vyuziti technologie vrstveni IéCiva

V rotoprocesoru

zékladé domaci i mezinarodni spoluprace. UTL spolupra-
cuje s farmaceutickymi primyslovymi podniky Zentivou,
a.s. Praha, Biovetou, a.s. Ivanovice na Hané a brnénskou
spolegnosti Lunaria. Ustav je zapojen do mezinarodnich
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Obr. 2. V rotoprocesoru (soucast multifunkéniho zatizeni Multi-
procesor) lze ziskat homogenni pelety z prachové smési léciva
a pomocnych litek a soucasné je opatfit obalem, ktery muze
Fidit uvoliiovani aktivni substance. Nova technologie je v CR
ojedinéla, také v mezinarodnim méfitku ji studuje pouze nékolik
malo pracovist’

vyzkumnych aktivit reprezentovanych napfiklad progra-
mem Galenos — Euro PhD, ktery se vénuje vymeéné a zvy-
Sovani kvalifikace mladych védeckych pracovnikl ptrede-
viim v zemich EU, ale také USA a dalsich. UTL se aktiv-
né podili na praci Ceské farmaceutické spole¢nosti CLS —
JEP zejména pii organizovani kazdorocnich pracovnich
dnti Sekce technologie 1€k, i na celozivotnim vzdélavani
farmaceut, lékaru a veterinarnich odbornik?.

Kolektiv UTL je pomérmné mlady a poétem nevelky.
Tvoii jej 5 vysokoskolskych ucitelt, 9 studentd DSP
a technicky personal. Pti realizaci 20 grantovych projektd
a vice nez 100 publika¢nich vystup ma vSak dobrou Sanci
zapojit se mezi podobné instituce v EU.

M. Rabiskova (Department of Pharmaceutics, Fac-
ulty of Pharmacy, University of Veterinary and Pharma-
ceutical Sciences Brno): Pharmaceutical Technology
Research and Education in Brno

Pharmaceutical technology education at Faculty of
Pharmacy in Brno is organised according to the EU recom-
mendations. Research projects on this field are dealing
with oral drug delivery systems and medical forms for
dermal application. National and international cooperation
with industrial companies and universities allows high
level of these activities.
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chemickych spole¢nosti

4. — 8. zari 2005

Vysoké Tatry

Dovolujeme si Vés pozvat, jménem organiza¢niho vy-
boru, Asociace ¢eskych chemickych spolecnosti, Aso-
ciacie slovenskych chemickych a farmaceutickych spo-
PoCnosti, garantll a sponzori, na spoleény 57. sjezd
chemiki. Sjezd se bude konat v hotelovém komplexu
Hutnik v Tatranskych Matliaroch. V pripadé velkého
zajmu je mozné rozsifit ubytovaci kapacitu o sousedni
hotely. Tatranské Matliare maji vyhodnou vychozi po-
lohu pro vylety do vSech hlavnich tatranskych lokalit.
Predpokladané vlozné na konferenci je

175 Euro,
zahrnuje konferencni poplatek, sbornik, ubytovani, pl-
nou penzi, obCerstveni béhem sekci, spolecenské vecery
a moznost vyuziti sportovniho vybaveni hotelu
(plavecky bazén, bowling). Hotelovy komplex
s moznosti cen-tralniho ubytovani a stravovani vSech
ucastnikd zajisti lepsi podminky pro odbornou i spole-
¢enskou komunikaci ucastnikii sjezdu. Odborna tiroven
bude podpotena ptitomnosti fady pozvanych prednase-
jicich, zahajovaci prednasku pfislibil prof. Zewail
(Kalifornsky technologicky institut, nositel Nobelovy
ceny za chemii pro rok 1999).

Predbézné piihlaSky zasilejte na adresu Slovenské che-
mické spol'ocnosti pisemné nebo E-mailem co nejdtive,
nejpozdéji do 6. ledna 2005. dalsi informace budou
zvefejnovany na webovych strankach sjezdu a obou
narodnich chemickych spole¢nosti.
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Kontaktni adresa
E-mail: upolzhlo@savba.sk, schs@chtf.stuba.sk

Slovenska chemicka spolo¢nost’
FCHPT STU

Radlinského 9/1111

812 37 Bratislava

Slovensko
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1. Uvod

Granulaci se obecné oznacuje proces spojovani
Castic jemnych praskt do vétsich aglomeratu, které obvyk-
le vykazuji vys$si porozitu. Divodem granulovani prasko-
vych smési je dosazeni vét§si a rovnomérnéjsi velikosti
Castic. Zgranulovana smés umoziiuje popt. zlepsuje table-
tovani, briketovani, baleni, vytlacovani a stlacovani mate-
riald, snizuje prasnost pivodnich smési a umoziuje vyro-
bu materiald s pozadovanymi fyzikalnimi vlastnostmi,
napf. hustotou a rozpustnosti.

Granulace je Siroce vyuzivana ve farmaceutickém
pramyslu pii tabletovani 16¢iv'. Ukolem granulace je zajis-
tit vyrobu tablet pozadovanych vlastnosti, hlavné pevnosti,
rozpadu a odéru tablet. V procesu mokré promichavané
granulace se nejprve sucha smés ucinné latky a pomoc-
nych latek dikladn€ promichd a nasledné zvlh¢i rozpousté-
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dlem, pfipadn€ pfedem pfipravenym roztokem pojiva.
K rozpousténi pojiva se nejcastéji pouziva voda, pojivo
tvori napt. kollidon (polyvinylpyrolidon) nebo pfedzelova-
ny $krob. Intenzivnim hnétenim vlhké lepivé smési docha-
zi postupné béhem né€kolika minut k tvorbeé granuli.

Pii zevrubném hodnoceni procesu mokré granulace
by se mohlo zdat, Ze optimalizace provoznich parametri,
pfenos dat z laboratorniho nebo poloprovozniho métitka
do provoznich podminek a fizeni procesu nejsou obtizné
ulohy. Pfi mokré granulaci totiz neprobihaji chemické
reakce ani fazové premeény, relativné kratky proces neni
doprovazen intenzivni vyménou tepla. Soucasné je po
chemické strance pfisné kontrolovana a stabilizovéna kva-
lita pouzivanych surovin. Ve skute¢nosti je vSak mokra
granulace mimofadné citlivd na velikost a tvar krystali
ucinné latky, na zplsob postiiku a mnozstvi pridavané
kapaliny, teplotu vsadky (zejména s ohledem na rychlost
rozpousténi nékterych pojiv), rychlost otacek michadla pfi
hnéteni granulované smési a na mife zaplnéni nadob gra-
nulatord. Vysledkem proménlivosti uvedenych faktort je
rozdilnd rychlost granulace u jednotlivych vsadek, ktera
komplikuje v provoznich podminkach fizeni a hlavné opti-
malni ukonceni procesu.

2. Mechanismus mokré granulace

Mokré granulace pfedstavuje komplex simultanné
probihajicich a vzdjemné se ovliviiujicich procest. Nejdu-
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procesu je granulovany material slozen pirevazné
z jemnych suchych ¢astic, které pii promichavani aglome-
ruji pouze vlivem elektrostatickych a van der Waalsovych
sil. Jakmile je praskovad smés zvlhcena, vznikaji zarodky
vlhkych granuli. Naslednym hnétenim vlhké smési obsa-
hujici rozpusténé pojivo dochdzi k intenzivnimu rastu
a zpevinovani granuli. Soucasné vSak v promichavané smé-
si probihd rozpad granuli, zvla§t€¢ téch nejvétsich.
V zavérecné fazi mokré granulace piechazi granulovana
smés do pseudostacionarniho stavu, charakterizovaného
pfibliznou rovnovahou procest ristu a rozpadu granuli.
Vysledkem jsou relativné pevné, stiedné velké granule.

Vznik a rlist granuli

Granule vznikaji béhem procesu granulace nukleaci
a zvétiuji se spojovanim nebo vrstvenim® (obr. 1). Ke
vzniku granuli dochazi jiz pti homogenizaci suché prasko-
vé smési a hlavné béhem pridavani kapaliny do promicha-
vaného prasku. Rist granuli je soustfedén predevSim do
faze intenzivniho hnéteni vlhké smési.

Vznik zarodki granuli v suché praskovité smési je
disledkem tfeni mezi Casticemi a vysvétluje se obvykle
ucinkem elektrostatickych a van der Waalsovych sil.
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Obr.1. Vznik granuli nukleaci, spojovianim a vrstvenim, roz-
pad granuli fragmentaci, odérem a drolenim

Jakmile je suché praskového loze zvlhéeno kapalinou
(vlhéivem), dochazi na zakladé vzniku kapalinovych mist-
ki k tvorbé zarodki vlhkych granuli. Nukleace mtize pro-
bihat dvéma riznymi mechanismy®*. Pokud dochézi ke
kontaktu pevnych c¢astic s jemnymi kapkami vlh¢iva, pfi-
Inou kapky vlh¢iva k povrchu ¢astic. Pokud jsou naopak
kapky vlh¢iva vétsi nez pevné Castice, nukleace probiha
vnofenim mensich ¢astic do vétsi kapky.

Pti spojovéani granuli se stfetnou dv€ mensi granule
a vytvoii jednu vetsi granuli. K spojovani dochazi vlivem
rozpusténého pojiva a €aste€né i samotného vlh¢iva. Spo-
jovéni granuli proto ovliviiuje predevsim lepivost a mnoz-
stvi pojiva.

K rustu granuli dochazi také vrstvenim — nalepova-
nim drobnych castic na povrch vétsi granule. Stejné jako
na spojovani granuli maji i na vrstveni dominantni vliv
vlastnosti a mnozstvi pojiva.

Rozpad granuli

Opakem ristu granuli je jejich rozpad®. Rozpad mize
nastat drolenim, fragmentaci nebo odérem (obr. 1). Na
rozdil od rlstu granuli mohou v§echny mechanismy rozpa-
du probihat nejen v granulatoru, ale i pfi suSeni nebo pfi
nésledné manipulaci s jiz usugenym granulatem®.

Srazky granuli s hlavnim michadlem popf. se st€nou
granulatoru vedou nejcastéji k rozpadu granuli drolenim.
Granule se vlivem narazu rozdroli zpét na jemnéjsi Castice.

Fragmentace je zplsobena pfevazné ucinkem seka-
cich nozi umisténého na boku plasté granulatoru. Sekaci
nuz rozd€luje velké granule na dvé mensi granule.

K odéru dochazi vlivem vzdjemné kolize granuli,
kontaktem granuli s michadlem a se sténou granulatoru.
Z povrchu atakované granule se oddéluji jemné Castice a
zaroven se pozvolna zmenSuje a méni tvar piivodni granu-
le.
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3. Promichavané granulatory

K mokré granulaci 1é¢iv se v pramyslu pouzivaji
hlavné michané granulatory, fid¢eji granulatory s fluidnim
lozem’. Na rozdil od fluidnich granulatort, které mohou
zaroven plnit funkci suSarny nebo slouzit k obalovani
tablet, jsou promichavané granulatory vyuzitelné jen pro
mokrou granulaci nebo pouze pro homogenizaci smési
latek.

Promichavany granulator tvoii vélcovitd, v horni ¢asti
koénicky zuzena nadoba o objemu asi 0,1 aZ 1,2 m®, opatie-
na dvéma typy michadel (obr. 2). U dna granula¢ni nadoby
je umisténo hlavni, velké lopatkové michadlo, které zajis-
tuje pri 80 az 200 otackach/min homogenizaci vsadky,
promichéni s vlh¢ivem a hnéteni granulované smési. Dru-
hé, relativné malé michadlo s ostrymi sekacimi nozi a s
2500 az 3000 otackami/min je upevnéno ve svislé poloze
na boku granulatoru. Kromé zrychleni promichavani gra-
nulované smési ve vertikdlnim sméru se toto michadlo
uplatiuje hlavné pfi rozmélnovani hnétené hmoty na gra-
nulédtova zrna. Ve viku nadoby granulatoru je otvor pro
nastfikovani kapaliny, kterd je do granulacni nadoby do-
pravovana peristaltickym ¢erpadlem.

4. Priubéh a Fizeni granulace

Rizeni a optimalni ukon&eni provozni granulace je
obvykle zaloZeno na sledovani ptikonu motoru hlavniho
michadla, ktery je umérny odporu granulované smési,
a také na vizualnim posouzeni vysledného granulatu obslu-
hou®. Z hlediska Fizeni 1ze proces mokré granulace rozdglit
do 4 stupni:

1.V prvnim stupni, pocate¢ni homogenizaci, se nejprve
suchd 0¢inna latka promichava s praskovitymi po-
mocnymi latkami. Jednotlivé slozky smési se dokona-
le promisi a zaroveni se rozdrobi piipadné hrudky.

Obr. 2. Schéma promichavaného granulatoru; 1 — granulacni
nadoba, 2 — hlavni michadlo, 3 — sekaci noze, 4 — ptivod kapali-
ny, 5 — pohon granulatoru, 6 — vypoustéci prostor
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Otacky hlavniho michadla jsou v této fazi nastavova-
ny pouze v rozmezi 80 az 100 otacek/min.

V dal$im stupni granulace dochazi k postiiku prasko-
vého loze vlh¢ivem popt. roztokem pojiva pfi nezme-
nénych otackach hlavniho michadla. Kapalina je do
granulované smési vstfikovana tryskou umisténou
ve viku granulatoru. V této fazi dochazi ke smoceni
povrchu c¢astic a jejich naslednému spojovani
v disledku kapalnych mustkli mezi praskovitymi ¢as-
ticemi.

Nasleduje druha faze homogenizace vedena stale pfi
nizkych otackach hlavniho michadla. Kapalina je
béhem tohoto stupné rovnomérné distribuovana do
celého objemu granulované smési. Pfi nerovnomérné
distribuci kapaliny by mohlo dochézet k saturaci pou-
ze Casti vsadky a granule vice nasycené by mély ten-
denci rast rychleji nez sussi granule. Vysledkem by
byla nezadouci, silné nerovnomérna distribuce veli-
kosti ¢astic granulované smési.

V poslednim stupni granulace se obvykle skokové
zvySuji otaCky hlavniho michadla na 150 az 200 ota-
¢ek/min. Tim je zajisténo intenzivni hnéteni granulo-
vané smési a nasledny rist a zpevilovani granuli. Gra-
nulace je obvykle ukonéena na zéklad¢ dosazeni urci-
té hodnoty pfikonu motoru hlavniho michadla.

Vznik, postupné zvétSovani a zpeviiovani granuli
béhem procesu mokré granulace lze sledovat vizudlné
(obr. 3). Pokud neni granulator ihned po dosazeni optimal-
ni hodnoty pfikonu motoru hlavniho michadla vypnut,
prechazi systém s relativné konstantni velikosti granuli
v pomérné kratké dobé do nestabilniho stavu (obr. 4). Vy-
tvoii se hutna kompaktni vrstva, ktera klade silny odpor
pohybu hlavniho michadla a obvykle vytazuje z ¢innosti
sekaci noze. Vznikly granulat je znehodnocen, ptipadné
musi byt pouzito specialniho mlynu, ve kterém se vzniklé
hroudy rozmélni pro nasledné suseni.

5. Prikon motoru hlavniho michadla
Dosazeni urcité hodnoty pfikonu nebo pfirdstku pii-

konu motoru hlavniho michadla je pro detekci optimalniho
konce granulace v provoznich podminkach vyuzivano

Chemicky prumysl

Obr. 4. Pfegranulovana smés

pfedevsim pro relativni jednoduchost a spolehlivost této
méfici metody’. Béhem granulace piikon motoru roste
jako dusledek zvySujiciho se odporu michané smési
v diisledku postupné se tvoficich hutnych granuli. Ptiklad
Casové zavislosti ptikonu motoru hlavniho michadla je
uveden na obr. 5. Pfi postiiku granulované smési dochazi
k mirnému nardstu pfikonu z divodu tvorby zarodki gra-
nuli. Prudky narist piikonu ve stupni vlastni granulace je
zpusoben skokovym zvySenim otdcek hlavniho michadla
a exponencialni nariist v zdvérecném stupni granulace
intenzivni tvorbou hutnych granuli. Jakmile pfikon dosah-
ne urcité hodnoty, je proces granulace ukoncen.

Piikon motoru hlavniho michadla granultord je ob-
vykle méfen wattmetrem ptipojenym k motoru michadla.
Hodnoty jsou zaznamenavany pocitatem a pro kontrolu
1ze ptikon také vizudlné odecitat z analogového méticiho
pfistroje vestavéného v ovladacim panelu. Nespornou vy-
hodou meéfeni piikonu je jeho zavislost pouze na mife
zgranulovani smési. Pfipadné zkraceni nebo naopak pro-
dlouzeni doby granulace napf. vlivem rozdilnych fyzikal-
nich vlastnosti zpracovavanych surovin nema proto na
prikon motoru vyraznéjsi vliv.

Obr. 3. Vzhled smési béhem procesu mokré granulace; a) granulovana smés po zvlh¢eni, b) polocas granulace, ¢) konec granulace —

optimalni slozeni granulované smési
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Obr. 5. Casovy profil p¥ikonu motoru hlavniho michadla p¥i
granulaci; P — ptikon motoru, t — ¢as, H, —prvni faze homogeni-
zace, V — vlhéeni, H, — druha faze homogenizace, G — vlastni
granulace

6. Teplota granulované smési

Béhem procesu mokré granulace dochazi podobné
jako u méfeni piikonu k nartistu teploty'®. Granulovana
smés se pii hnéteni zahiiva predevsim nasledkem disipace
mechanické energie hlavniho michadla. Na druhé stran¢
prechazi ¢ast tepla pres sténu granulatoru do jeho okoli.

V provoznich a poloprovoznich podminkéch je teplo-
ta granulované smési obvykle méfena odporovym teplo-
mérem umisténym na vnitini stran€ plaSt¢ granuldtoru.
Takto snimané hodnoty teplot jsou vsak ¢asto velmi ne-
ptesné z divodu znacéné tepelné setrvacnosti ¢idla. Na-
hradnim zplisobem méfeni tepelnych projevi pfi homoge-
nizaci a granulaci je méfeni teploty vnéjsich povrchi stén
granulatori''. Tato metoda je zaloZena na ovéfeném pred-
pokladu, ze odpor k pfestupu tepla na vnéjsi stran¢ granu-
latoru (rozhrani sténa-vzduch) je fadové vEtsi nez odpor na
stran¢ vsadky (rozhrani sténa-granulovana smés) a odpor
tenké ocelové stény granulatoru. Lze proto predpokladat,
ze teplota vsadky a stény granulatoru je velmi podobna.
K méfeni teploty plasté granulatoru je vhodny odporovy
teplomér s velmi rychlou odezvou. Umisténi ¢idla teplo-
méru ve spodni ¢asti granulatoru byla uréena na zakladé
ur¢eni maxima teplotniho pole na plasti granulatoru infra-
cervenou termokamerou.

Ukazka teplotniho profilu je na obr. 6. Béhem faze
homogenizace je teplota vsadky téméi konstantni. Teplota
vyrazn€ stoupa vétsinou az pii postiiku granulované smési,
tzn. pti zhutiiovani michané smési. Po zvyseni poctu ota-
¢ek hlavniho michadla a pfi souvisejici intenzivni tvorbé
granuli v zav€ru vlastni granulace zacne teplota podobné
jako prikon motoru hlavniho michadla prudce narustat.

Teplotu granulované vsadky by bylo moZné pouzit
podobné jako piikon motoru hlavniho michadla k detekci
optimalniho ukonceni granulace. Teplota vsadky vSak neni
tak citlivym ukazatelem stupné zgranulovani smési jako
pfikon motoru. Navic je imérnd dobé vlastni granulace
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Obr. 6. Casovy profil teploty granulované smési; T — teplota, t
— Cas, Hy — prvni faze homogenizace, V — vlhéeni, H, — druha
faze homogenizace, G — vlastni granulace

vsadky, kterd vykazuje v bézné provozni praxi znacny
rozptyl (bézn€ napt. 8 az 15 minut). Teplota by se mohla
uplatnit jako detektor optimalniho ukonceni granulace
pouze v piipadé, ze by byly disledné stabilizovany vsech-
ny vlastnosti zpracovavanych surovin a mnozstvi ptidava-
ného vlh¢iva v jednotlivych vsadkach.

7. Citlivost mokré granulace na vlastnosti
ucinné latky

K vyrobé& daného 1éiva se Casto pouziva Gc¢inna latka
od riznych vyrobct. Pokud G¢inna latka tvofi hlavni sou-
Cast 1é¢iva, maji jeji vlastnosti dominantni vliv i na pribéh
mokré granulace. U ucinnych latek se urCuje tvar castic,
distribuce velikosti Gastic, sypna a setfesna hustota®'%.
V ramci poloprovoznich testd v Zentivé a.s. bylo zjiste-
no'"", 7e chovani granulované smési je odlidné jednak pfi
pouziti G¢inné latky od rdznych vyrobct, jednak pti odbé-
ru uéinné latky z riznych mist skladovacich obalt.

Uc¢inna latka od riznych vyrobci

Priklad vlastnosti uc¢inné latky od dvou riznych vy-
robci je uveden v tab. I. Z tabulky je zifejmé, ze se jedna
z fyzikalniho hlediska o zcela odlisné latky. Z mikrosko-
pickych fotografii na obr. 7 plyne, ze krystaly ucinné latky
od vyrobce ¢. 1 maji pravdépodobné dusledkem uziti riz-
nych zplisobll krystalizace jehliCkovity a Castice ucinné
latky od vyrobce €. 2 spiSe kulovity tvar. Jehlickovity nebo
kulovity tvar krystald je tak pti¢inou nizsi popf. vyssi syp-
né hustoty ucinnych latek, zaroven vsak jehlickovité ¢asti-
ce vykazuji vétsi specificky povrch nez ¢astice kulovité.

Distribuce velikosti ¢astic uc¢inné latky od obou vy-
robctl je znédzornéna na obr. 8. Uinna latka od vyrobce
¢. 1 obsahovala vétsi podil velmi jemnych ¢astic do 90 um
na rozdil od ucinné latky s ptrevladajici velikosti Castic
mezi 125 az 250 pm od vyrobce €. 2 .
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Obr. 7. Vzhled krystala u¢inné latky od riiznych vyrobci;
vlevo — vyrobce €. 1, vpravo — vyrobcee €. 2

Tabulka I
Vlastnosti u€inné latky od dvou riznych vyrobct

Vyrobce €. Sypna hustota, Setfesna hustota
[g1] [g17]
1 505 625
2 595 725

OdliSny tvar a rozdilna distribuce velikosti ¢astic jsou
klicovymi parametry urcujicimi optimalni mnozstvi vlh¢i-
va". Vétsi mnozstvi kapaliny vyzaduje u&inna latka od
vyrobce €. 1, ktera ma vyssi podil Castic s vétsim specific-
kym povrchem. K smoceni takového povrchu je tudiz nut-
né veétsi mnozstvi vlhéiva. Opacné vlastnosti vykazuje
ucinng latka od vyrobce €. 2. Tyto zavéry byly potvrzeny
Casovymi prubchy piikonu motoru hlavniho michadla
ateploty vsadky bc¢hem poloprovozni granulace obou
ucinnych latek se stejnym mnozstvim vlh¢iva (obr. 9 a 10).
U smési s ucinnou latkou od vyrobee €. 2 doslo ve fazi
vlastni granulace béhem kratké doby k prudkému nartstu
pfikonu motoru. Na druhé stran¢ se velmi kratkd doba
granulace projevila pouze mirnym nartstem teploty granu-
lované smési. Zatimco pro smes s ucinnou latkou od vy-
robce ¢. 1 bylo pridané mnozstvi vlh¢iva z hlediska pribeé-
hu granulace optimalni, relativné mensi specificky povrch

50

40+

w, hm. %
30+

20t

””””””””‘ (I

45 90 180 355 >710
63 125 250 710

d ,um

Chemicky primysl

P, kW

0 5 10 15 20
t , min

Obr. 9. Casovy profil pfikonu motoru hlavniho michadla p¥i
poloprovozni granulaci smési s ucinnou latkou od riznych
vyrobci; P — piikon motoru, t — Cas, == vyrobce €. 1, — vyrob-
cec.2
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Obr. 10. Casovy profil teploty vsadky pii poloprovozni granu-
laci smési s uc¢innou latkou od riiznych vyrobcii; T — teplota,

t — Cas, == vyrobce ¢. 1, — vyrobce €. 2
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Obr. 8. Distribuce velkosti ¢astic cinné latky od riznych vyrobcet; w — hmotnostni podil ¢astic, d — velikost ok sita, vlevo — vyrobce

¢. 1, vpravo — vyrobce ¢. 2
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Obr. 11. Porovnani distribuce velkosti ¢astic ucinné latky odebrané z riiznych mist skladovych obali; vlevo — horni vrstva soudku,

vpravo — dno soudku

ucinné latky od vyrobcee €. 2 vedl k piebytku vlhciva, a tim
1 ke vzniku nekvalitniho, pfili§ vlhkého granulatu.

Velikost ¢astic v riznych mis-
tech skladovacich obalut

Za Gcelem posouzeni vlivu mista odbéru ucinné latky
ze skladovacich obalii na distribuci velikosti ¢astic byly
odebirany vzorky G¢innych latek z horniho okraje, stfedu
adna 50 kg skladovacich soudkd'"". Uginné latky mély
mirn¢ hrudkovity charakter a jiz pouhym vizudlnim posou-
zenim obsahovala vétSina vzorkt ze dna obalti méné hru-
dek a vice jemnych c¢éstic. Na obr. 11 je uveden piiklad
vysledku sitovych analyz vzorkd odebranych z horni vrst-
vy a dna soudku. Ve vzorku ze dna soudku je vySsi podil
jemnych ¢astic nez ve vzorku z jeho horniho okraje. Prici-
nou rozdilné distribuce velikosti ¢astic je pravdépodobné
segregace Castic podle jejich velikosti béhem dopravy
a manipulace s obaly.

Rizna distribuce velikosti ¢astic ucinné latky ve skla-
dovacich obalech vyrazné ovlivni priubéh granulace po-
dobné jako tvarova a rozmérova rtznorodost ¢astic Géin-
nych latek od riiznych vyrobctl. Uinna latka ze dna obalu
s vyS§im podilem jemnych c¢éstic nez z horniho okraje
bude mit vétsi specificky povrch castic a vyZzadovat tak
vétsi pridavek vlh¢iva. Negativni vliv segregace Céstic
v obalech je v provoznich podminkach eliminovan pouzi-
tim relativné velké vsadky, zahrnujici obvykle obsah n€ko-
lika soudkd ucinné latky. Rozdilné chovani a vysledné
vlastnosti granulované smési se vSak mohou projevit pfi
odbéru mensiho mnozstvi G¢inné latky ze skladovaciho
obalu pro malé varky ¢i pro laboratorni nebo poloprovozni
experimenty.

8. Pienos dat z poloprovozniho granulitoru do
provozniho méritka

Optimalni sloZeni granulované smési, mnozstvi prida-
vané kapaliny a optimadlni provozni parametry jsou
v primyslové praxi obvykle zjistovany v poloprovoznich
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granulatorech'*!'> geometricky velmi podobnych provoz-
nim aparatim. Pro uspéSny pfenos dat z poloprovoznich
do provoznich podminek by vsak méla byt zachovana
nejen geometrickd podobnost granulatort, ale zajistén také
stejny stupen zaplnéni pouzitych granulatord, stejna obvo-
dova rychlost hlavniho michadla, stejné pofadi a trvéani
jednotlivych stupnii granulace.

Priklad porovnani ptikonovych a teplotnich profila
v provoznim a poloprovoznim granulatoru pii granulaci
identické suroviny je uveden na obr. 12 a 13. Casovy pro-
fil pfikonu motoru hlavniho michadla se pohybuje u kaz-
dého granulatoru v jiné oblasti hodnot, vykazuje riznou
stabilitu a tvar jako dusledek odlisného zptisobu méfeni
pfikonu motoru. Narust teploty vsadky je naopak velmi
podobny v provoznim i poloprovoznim méfitku'®. I kdyz
pomér povrchu a objemu granulatoru je u provozniho zafi-
zeni mensi neZ u poloprovozniho granulatoru, vzhledem
k téméi adiabatickému rezimu granulatord (viz. kap. 6)
neovlivituje tento pomér vyrazné celkovou bilanci tepla.

9. Zavér

Meéfeni piikonu motoru hlavniho michadla predstavu-
mokré promichavané granulace a detekce dosazeni opti-
malniho sloZeni granulované smési. Sledovat lze i teplotu
vsadky, kterd vSak neni tak citlivd na aktudlni stav granu-
lované smési jako piikon a je navic zavisld na celkové
dob¢é promichavani smési. Na druhé strané pfili§ maly
nebo naopak pfilis velky naridst teploty béhem granulace
indikuje nedostate¢né nebo naopak prebytecné zvlhceni
granulované smési.

Volba optimalniho mnozstvi vlh¢iva a nasledné i pri-
béh mokré granulace 1€Civ jsou silné ovlivnény tvarem a
velkosti ¢astic uc¢innych latek. Rozdily v tvaru a velikosti
Castic lze oCekavat nejen u stejnych surovin od jednotli-
vych vyrobcd, ale i u stejnych Sarzi ucinnych latek
v riznych mistech skladovacich obalu.

Uspé&sny prenos dat z poloprovoznich do provoznich
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Obr. 12. Porovnani ¢asovych profili prikonu motoru hlav-
niho michadla v provoznim a poloprovoznim granulatoru;
P — pfikon motoru, t — ¢as, == provoz, — poloprovoz
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Obr. 13. Porovnani ¢asovych profili teploty granulovanych
smési v provoznim a poloprovoznim granulatoru; . T — teplota,

podminek vyzaduje geometrickou podobnost granulatorti a
také zajisténi stejného stupné zaplnéni pouzitych granula-
tord, stejné obvodové rychlosti michadel a shodného pora-
di a délky trvani jednotlivych stuptiti granulace.
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The authors resume the most important knowledge on
the mechanism, course and control of industrial wet
granulation of pharmaceuticals in stirred granulators.
Measurement of main impeller power input, conditions
and consequences of heat transfer in granulation, sensiti-
vity of the process to the shape and size of particles of
active substance and transfer of data from a pilot-plant
granulator to plant conditions are discussed more in detail.
The most reliable method of monitoring the course of wet
stirred granulation and for detection of the optimum state
of granulated mixture is the measurement of main impeller
power input. In addition to the input, also the batch tem-
perature can be monitored which, however, depends more
on the total time of stirring than on the actual state of the
granulated mixture.The selection of an optimum amount of
moisture and, subsequently, also the course of wet granu-
lation are affected by the shape and size of particles of
active substances. Their shape and size can differ with
manufacturers and also depending on storage package. The
successful data transfer from pilot-plant to plant conditions
requires not only geometrical similarity but also the same
process parameters.
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