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Seznam zkratek

AMR antimikrobidlni rezistence

ATP adenosintrifosfat

CADD Computer Aided Drug Design, pocitacem podporovany navrh 1é¢iv

DMSO dimethylsulfoxid

EMB ethambutol

FAS Fatty Acid Synthase — synthasa mastnych kyselin, enzymaticky komplex

mykobaktérii podilejici se na syntéze vyssich mastnych kyselin s dlouhym fetézcem

HT(V)S vysokokapacitni (virtualni) skrinink

IHB intramolekularni vodikové vazba

INH isoniazid

ITC isotermalni titra¢ni kalorimetrie

MABA Microplate Alamar Blue Assay

MD molekularni dynamika

MDR-TB Multidrug-resistant tuberculosis, multilékové rezistentni tuberkuldza
MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRSA methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

Mtb Mycobacterium tuberculosis

MW mikroviny

NCE New Chemical Entity

NAD+ nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
NADH nikotinamidadenindinukleotid (redukované forma)
NADPH nikotinamidadenindinukleotid fosfat (redukované forma)
NMR nuklearni magnetické rezonance

PanD aspartat dekarboxylasa

PAS para-aminosalicylova kyselina

PncA pyrazinamidasa



POA pyrazin-2-karboxylova kyselina
PZA pyrazinamid

QAPRTasa chinolinat fosforibosyl transferasa

RIF rifampicin

RNA ribonukleova kyselina

RR-TB Rifampicin-resistant tuberculosis, tuberkuldza rezistentni na rifampicin
SAR Structure-Activity Relationships — vztahy mezi strukturou a a¢inkem
TB tuberkuloza

WHO World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)

XDR-TB Extensively drug-resistant tuberculosis



1. UVOD

1.1. Tuberkuloza

Tato habilitatni prace je souborem publikovanych praci opatfenym komentaiem. V nasi
veédecké praci jsme se zabyvali predev§im ndvrhem, syntézou a biologickym hodnocenim derivati
pyrazinamidu (PZA) s potencialnim antimykobakterialnim G¢inkem. Uvodni ¢asti této prace jsou
linie.

1.1.1. Tuberkuldza — obecné informace

Tuberkuldoza (TB) je zavazné infekéni onemocnéni zplisobené raznymi kmeny
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). TB napada nejcastéji plicni tkan, ale sekundarnim rozsevem
muize byt pfenesena do mnohych ¢asti téla, Casto stiev, kosti ¢i mozku. TB provazi lidstvo
pravdépodobné jiz od pravéku [1]. Spole¢ny ptredek dnesnich modernich kmenii M¢bh pochazi
z obdobi pted 15.000 lety [2]. Nejstarsi archeologicky nalez biologického ptivodu dokumentujici
TB u ¢loveéka je predstavovan kosternimi pozistatky s typickym tuberkul6znim poskozenim —
tento nélez je datovan do obdobi pfiblizné 7.000 let pted nasSim letopoctem [3]. Mykobakterialni
DNA z Mtb byla prokazéana ve staroegyptskych mumiich z obdobi 30002400 let pf. n. 1.[4]. Bez
nadsazky lze tedy tvrdit, Ze patogen Mtb provazi lidstvo od jeho prvopocatkli. Dlouhé obdobi
koexistence rodti Homo a Mycobacterium umoznilo mykobakteriim stat se vysoce adaptovanymi
a tim 1 Uspé€Snymi patogeny clovéka. Je obecné odhadovéano, Ze v soucasné dobé je latentni
(neaktivni) formou TB infikovana asi 1/3 svétové populace. Studie z roku 2016 zalozena na

matematickych modelech odhadla tuto hodnotu na 23 % [5].

1.1.2. Epidemiologicka situace tuberkulézy ve svété a v CR

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) vydava kazdoro¢né zpravu Global Tuberculosis
Report, ve které jsou uvadény epidemiologické ukazatele, diagnostické a terapeutické aspekty TB
a farmakoekonomicky management tohoto onemocnéni. Neni-li uvedeno jinak, pochazi
epidemiologické data v nésledujicich castech ze zpravy WHO Global Tuberculosis Report 2018
[6], a vztahuji se k roku 2017. Je tfeba dodat, Ze vétSina dat WHO nejsou piesné pocty hlasenych
ptipadd, ale kvalifikované odhady na zakladé hlasenych ptipadd. To je nutné proto, ze velka Cast
ptfipadi TB se vyskytuje v oblastech a statech, které nemaji dostatecné rozvinutou infrastrukturu

a zdravotni péci tak, aby vétSina pripadit TB mohla byt hlaSena.

Obr. 1 zobrazuje relativni incidenci (na 100.000 obyvatel) v jednotlivych statech.
Celosvétove se vroce 2017 vyskytlo asi 10 milionti novych ptipadi aktivni TB. Dvé€ tfetiny
z absolutniho poétu t&chto piipadi se vyskytly v pouhych Sesti zemich - Indie (27 %), Cina (9 %),
Indonésie (8 %), Filipiny (6 %), Pékistan (5 %), Nigérie (4 %), Bangladés (4 %) a Jihoafricka
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republika (3 %). Naproti tomu Evropa jako celek se na celkovém poctu ptipadd TB v roce 2017

podilela pouze tfemi procenty, stejn¢ tak jako WHO oblast Severni a Jizni Ameriky.

Ceska republika patii (stejné tak jako ostatni zemé stiedni a zapadni Evropy) mezi zemé
s nizkym vyskytem TB s relativni incidenci 0-24 piipadii na 100 tisic obyvatel. V roce 2017 bylo
v CR do Registru tuberkuldzy pii UZIS (Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR) hlaeno
celkem 505 ptipadt TB (tj. 4,77 ptipadi na 100 tisic obyvatel), z toho 31,5 % tvofili cizinci
s pobytem na tizemi CR [7]. Mohlo by se tedy zdat, ze TB neni v CR zavaznym problémem. Je
pravdou, Ze onemocnéni aktivni TB se zde vyskytuje témét vyhradné v socialné vyloucenych
skupinach. Vyznamnym rizikem je ovSem imigrace, predevsim ze zemi s vysokou prevalenci TB.
Od roku 2011 se v CR neprovadi ploiné ockovani proti TB (v souéasnosti je aplikovano pouze u
osob se zvySenou moznosti expozice). Dusledek tohoto opatfeni se miZze negativné projevit az

s casovym odstupem.

vvvvvvvv

Celosvétove v roce 2017 zemielo v diisledku onemocnéni TB 1,3 milionu HIV negativnich lidi a
0,3 milionu HIV-pozitivnich. V roce 2016 byla TB deséatou nejcastéjsi pricinnou imrti a pocet
umrti v disledku TB byl podobny jako pocet umrti v souvislosti s diabetem melitus ¢i v disledku

dopravnich nehod [6].

I ptes stale vysoké pocty novych pripadi aktivni TB a umrtni s TB spojenych je mozno
konstatovat pfiznivy epidemiologicky vyvoj v tom smyslu, zZe ptiblizné od roku 2000 dochazi ke
kontinudlnimu poklesu incidence a umrtnosti jak v relativnich, tak v absolutnich ¢islech [6]. Obr.
2 zobrazuje tyto trendy pro v absolutnich hodnotach. Pozn.: Ukazatel v absolutnich hodnotéach
vykazuji mirné€jsi pokles nez ukazatelé relativni, nebot’ u absolutnich poctd je pokles ¢aste¢né

kompenzovan narUstajici svétovou populaci.
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Estimated TB incidence rates, 2017
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Obr. 1. Odhadovana incidence (pocet novych pripadd) TB za rok 2017. Pfevzato pod licenci CC BY-NC-SA 3.0
IGO z [6].

Global trends in the estimated number of incident TB cases and the number of TB deaths (in millions),
2000-2017. Shaded areas represent uncertainty intervals.
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Obr. 2. Vyvoj epidemiologickych ukazatelti TB (absolutni incidence a mortalita) v letech 2000-2017. Pfevzato pod
licenci CC BY-NC-SA 3.0 IGO z [6].

1.1.3. Resistence

Vyse uvedené epidemiologické trendy (incidence, mortalita) jsou jist€ pomérné povzbudivé,
nebot’ vykazuji celosvétoveé a poslednich né€kolik let také regiondlné (WHO rozdé€luje svét do

celkem Sesti oblasti) klesajici charakter. Vyznamnym problém spojeny s kontrolou pandemie TB
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je ovSem lékova rezistence, tj. necitlivost kment M¢b na klinicky uzivana antituberkulotika 1. a 2.

linie. WHO v soucasnosti definuje n¢kolik urovni resistence TB:

e RR-TB - rifampicin-resistant TB, tj. tuberkuldza rezistentni viic¢i rifampicinu (RIF)

e MDR-TB — multidrug-resistant TB, tj. tuberkuldza rezistentni viici isoniazidu (INH) a
rifampicinu (RIF)

e XDR-TB - extensively drug-resistant TB, tj. tuberkul6za rezistentni na INH a RIF, navic
rezistentni vici kterémukoliv z fluorochinolonti a nejméné viici jednomu injekéné

podavanému antituberkulotiku 2. linie (amikacin, kapreomycin, kanamycin)

Rezistence TB na lé¢iva uzivana k jeji terapii zapada do obecného problému antimikrobni
rezistence (AMR), coZ je v soucasné dob¢ velmi Casto sklofiovany pojem piedstavujici vyznamné
riziko pro spolecnost jak z hlediska zdravotniho tak socioekonomického [8, 9]. Vznik a Sifeni
rezistentnich kment TB ma4 stejné pti¢iny jako rezistence u ostatnich mikroorganismi — tedy velmi

Casto nedostupnost ¢i nedodrzeni spravné terapie.

V roce 2017 se vyskytlo 558 tisic ptipadi RR-TB, z toho 82 % bylo zarovein MDR-TB. Mezi
novymi piipady TB v roce 2017 bylo prumémeé 3,5% MDR/RR-TB, u osob s opakovanou (tj. diive
1é¢enou) TB byl tento pomér 18 % [6]. Cisla tykajici se rezistence TB jsou v nékterych zemich
svéta alarmujici. Obr. 3 uvadi, jaka ¢ast nove vzniklych ptipadt TB za posledni obdobi v daném
statu vykazovala multilékovou rezistenci (MDR-TB) nebo rezistenci k rifampicinu (RR-TB).
Srovnanim Obr. 3 s Obr. 1 zjistujeme, Ze mira rezistence v jednotlivych statech neodpovida
incidenci TB. Jinymi slovy, i zem¢, které maji relativné nizkou incidenci TB, mohou byt
vyznamnym zdrojem MDR kment TB. Pfi uvazeni geografické polohy CR je takovym piikladem
vhodnym zdlraznéni Rusko a zemé byvalého Sovétského bloku, které spadaji do skupiny s druhou
nejniz$i incidenci TB (25-99 piipadi na rok a 100 tisic obyvatel), ale z hlediska vyskytu
MDR/RR-TB u novych ptipadl patii do kategorie s nejvySsim zastoupenim (> 18 %). V Rusku za
posledni sledované obdobi bylo 33 % vSech novych (dfive nelécenych) ptipadl tuberkuldzy
MDR/RR. U diive lé¢enych ptipadli TB bylo dokonce 67 % ptipadl na izemi Ruska MDR/RR.
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® Figures are based on the most recent year for which data have been reported, which varies among countries. Data cover the period 2002-2018.

Obr. 3. Podil piipadi MDR/RR-TB na celkovém poctu piipadti (v %) za posledni sledované obdobi. Pfevzato pod
licenci CC BY-NC-SA 3.0 IGO z [6].

1.2. Lécba tuberkuldozy a vyvoj novych antituberkulotik

Lécba nekomplikované (na léky citlivé) TB trva obvykle 6 mésicl. Zakladni 1écebny rezim
primoinfekce TB se skladd zintenzivni faze (2 mésice, Ctyfkombinace isoniazid — INH,
rifampicin - RIF, pyrazinamid - PZA, ethambutol - EMB) a pokracovaci faze (min. 4 mésice,
dvojkombinace INH a RIF). V piipad¢ rezistentnich forem TB (MDR-TB) se 1é¢iva do intenzivni
faze vybiraji na zaklade priikazu citlivosti z antituberkulotik prvni volby (INH, RIF, PZA, EMB)
a doplni se antituberkulotiky druhé volby tak, aby byla nasazena alesponi ¢tyfi i€inna 1é€iva, kterd
vzajemné nevykazuji zkiizenou rezistenci. Intenzivni faze u terapie MDR trvd minimalné 6 mésict
a ¢asto obsahuje injek¢éné podavana 1é¢iva (ze skupiny aminoglykosidovych antibiotik). Nejkratsi
doporucené 1écebné rezimy (WHO) pro MDR/RR-TB trvaji 6-9 mésict [10]. Je zfejmé, Ze takto
dlouhd 1éc¢ba, navic Casto spojena s pravidelnou parenterdlni aplikaci 1€¢iv, je naro¢nd pro
pacientovu compliance. Struktury antituberkulotik 1. volby a vycet antituberkulotik 2. volby lze

najit v naSem piehledovém ¢lanku [68P24].

Vyvoj novych antituberkulotik (a antimikrobnich 1é¢iv obecné) je komplikovany a pro
farmaceutické spolecnosti ne vzdy dostatecné rentabilni. Ve druhé poloving 20. stoleti vyvoj
novych antituberkulotik ustrnul, coz lze demonstrovat faktem, Ze mezi klinickym uvedenim
rifampicinu (1967) a ¢asové nasledujiciho antituberkulotika bedachilinu (2012) je asova mezera
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45 let. S rozvojem antimikrobni rezistence (AMR) se vSak vyvoj novych antimikrobnich 1é¢iv stal

op¢t prioritou.

Mezi nova antituberkulotika v preklinickém a klinickém vyvoji patii pfedevsim bedachilin
(diarylchinolin), ortho-kondenzované bicykly obsahujici nitroimidazol (delamanid, pretomanid,
TBA-354), oxazolidinony (sutezolid, AZD5847). Velmi perspektivni skupinou jsou i inhibitory
dekaprenylfosforyl-B-D-ribosa oxidasy (DprE1l), zejména benzothiazinonového typu (PBTZ169).

Podrobnosti jsou uvedeny v nasem piehledovém ¢lanku [P24].

Vyvoj nového 1é¢iva (NCE, New Chemical Entity) je naroénym a nékladnym procesem
s nejistym vysledkem. Alternativnim pfistupem je tzv. drug repurposing (repositioning), coz je
vyuziti jiz zndmého 1é¢iva v nové indikaci. Jedna se o moderni trend, ktery minimalizuje naklady
1é¢iv, jejichz novou indikaci by mohla byt terapie TB. Mechanismem ucinku je ¢asto nikoliv ptimé
ovlivnéni patogenu (Mtbh), ale ovlivnéni hostitele, naptiklad zménami (normalizaci) jeho

imunitniho systému.

1.3. Mechanismus uc¢inku PZA

Pyrazinamid (PZA) je antituberkulotikum prvni linie a je sou¢asti iniciacni (intenzivni) faze
vSech zakladnich terapeutickych rezimi TB. Ptestoze je klinicky uzivén jiz od 50. let 20. stoleti,

jeho mechanismus ucinku neni dosud plné objasnén.

Mechanismtim u¢inku PZA, POA a jejich derivatim jsem vénoval svou prednasku, ktera
byla postupné dopliovdna a aktualizovana o nové poznatky. Nejvyznacnégji byla tato prednaska
prednesena jako vyzadany ptispévek (plenarni prednaska) na konferenci 46™ EuroCongress on
Drug Synthesis and Analysis, Bratislava, Slovensko v zaii 2017. Roz§ifeny abstrakt pfednasky byl
publikovan [P32]. ProtoZe se jedna o stézejni vychodiska pro moji praci a nové informace
v poslednich letech ptibyvaji pomérné rychle, rekapituluji a aktualizuji toto téma v nadchézejicich
kapitolach 1.3.1 az 1.3.7.

1.3.1. Strukturné nespecificky uc¢inek

Utinek PZA byl dlouhou dobu povazovan za strukturné nespecificky, zalozeny na fyzikalng-
chemickych, pfedev§im acidobazickych, vlastnostech jeho metabolitu — kyseliny pyrazin-2-
karboxylové (POA). Tyto tcinky byly popsany v teorii Zhanga a kol. [11-13]. PZA prostupuje
pasivni difuzi pfes mykobakteridlni sténu, v cytoplazmé mykobaktéria je hydrolyzovan
pyrazinamidasou (nikotinamidasa, PncA, EC 3.5.1.19) na POA. Ta je ve form¢& karboxylatu (POA"
) vypuzovdna aktivnim efluxnim systémem do extracelularniho prostoru. Je-li pH
extracelularniho prostiedi dostatecné nizké, nezanedbatelnd ¢ast POA™ (ale stile se jedna dle
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Handerson-Hasselbalchovy rovnice o desetiny procent, viz Tab. 1) je protonizovana (HPOA) a v
elektricky neutralni formé& prochéazi zpét do mykobakteridlni bunky (pravdépodobné pasivnim
transportem ¢i prostou difuzi). Pokud influx HPOA pievazi nad efluxem POA", dochazi

k akumulaci POA™ v cytoplazmé mykobaktéria.

Tab. 1. Pomér HPOA/POA- v zévislosti na pH

pH 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5
HPOA /POA" (%) 0,788 0,251 0,079 0,025 0,008 0,003

Je znamo, Zze u kment M. tuberculosis je efluxni mechanismus pro POA- malo ucinny
(defektni) v porovnani s jinymi druhy mykobaktérii [11]. Snizenym vypuzovanim POA" je tak
vysvétlovana unikétni (ve vztahu k ostatnim druhiim mykobaktérii) citlivost M. thc k PZA. Je
znepokojujici, ze efluxni systém, ktery vyznamné ovliviiuje citlivost mykobakteridlnich kmeni
k PZA, nebyl dosud identifikovan. Netplné informace pfinesla studie Zhanga a kol. z roku 2017
[14], kde autofi pomoci proteomickych metod identifikovali ¢tyfi riizné proteiny, které se do urcité
miry podileji na efluxu POA". ZvySena exprese téchto kandidatnich proteinii mirn¢ snizovala
citlivost M. thc iH37Rv vici PZA, naopak pouziti zndmych nespecifickych inhibitort efluxnich
pump (reserpin, verapamil) vedlo k mirnému zvyseni citlivosti. Nadale je tfeba provést studie,
které by urcily, které z kandidatnich efluxnich proteinii (nebo zda jiny, dosud nepopsany protein)
jsou klinicky vyznamné pro urceni citlivosti k PZA. Je ov§em nesporné, zZe podpoieni u¢inku PZA
1jinych antimykobakteridlnich 1é€iv pomoci inhibitoru efluxu je ldkavou strategii — viz ptehledovy
Clanek [15]. V literatufe nejcasteji zminovanymi inhibitory efluxnich systémt mykobaktéria jsou
verapamil (blokator vapnikového kanalu) [16-21] a tricyklicka antipsychotika fenothiazinového

typu (thioridazin, chlorpromazin) [22-25].

Teorie strukturné nespecifického ucinku PZA a jeho metabolitu POA ptedpoklada, Ze
baktericidni efekt je zpusoben akumulaci POA v intracelularnim prostoru mykobaktéria,
naslednou acidifikaci cytoplazmy, naruSenim protonového gradientu (membranového
potencialu) na membrané¢ organel a naruseni transportnich procest, které jsou na tomto gradientu
zavislé [11, 12]. Teorie strukturné nespecifického mechanismu G¢inku je podporovana skutecnosti,
ze PZA je u¢inngjsi v kyselém prostredi (vyssi podil neionizované POA pro prostup membranou)
[26], a ze PZA je G€inny na dormantni subpopulace mykobaktérii s nizkou energetickou trovni
metabolismu (je k dispozici méné energie pro aktivni eflux). Tyto argumenty ovSem stejné¢ tak

podporujici teorie o specifickych MU, kde aktivnim slougeninou je POA (viz déle).

Dlouho uznavana teorie nespecifického u¢inku PZA/POA byla podporovana téz skutecnosti,
ze se nedafilo izolovat zivotaschopné mutanty Mtb s rezistenci vici POA. To bylo vysvétlovano
(mimo jiné) tim, Ze pro POA neexistuje specificky cil, jinymi slovy tim, Ze POA je strukturné
nespecifické 1écivo. Teorie strukturné nespecifického tc¢inku PZA/POA byla zpochybnéna v roce
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2015 ve studii Petersona et kol. [27], ktefi pfimym méfenim intracelularniho pH pomoci pH-
senzitivniho fluorescenéniho proteinu prokazali, Ze pfi inkubaci (2 hod.) mykobaktérii s PZA
nedochazi k acidifikaci cytoplazmy vibec a pfi inkubaci s POA byla mirnd acidifikace
pozorovatelnd pouze pii uziti koncentrace 10x prevySujici MIC. Po n¢kolikadenni inkubaci

s PZA/POA byla acidifikace pouze mirné a pravdépodobné biologicky irrelevantni.

Prvni informace o specifickych cilech, které by mohly byt mistem u¢inku PZA/POA, se
pocaly objevovat pfiblizné¢ od roku 2000 — jednalo se o synthasu mastnych kyselin I (FAS I). Po
roce 2010 poté rychlym tempem piibyvaly dalsi navrhy potencidlnich cilti s riznou mirou

prokézanosti a také s riznou mirou vyuzitelnosti pro raciondlni navrh novych derivati PZA/POA.

1.3.2. Inhibice synthasy mastnych kyselin I (Fatty Acid Synthase I)
Cil pro: PZA, 5-C1-PZA, n-alkylpyrazinoaty, pravdépodobné ne pro POA.

Mykobakteridlni synthasa mastnych kyselin typu I (Fatty Acid Synthase I) byla
pravdépodobné prvnim konkrétnim subcelularnim cilem, ktery byl navrZzen pro strukturné
specificky mechanismus t¢inku PZA ¢i POA. FAS 1 je typicky eukaryoticky systém syntézy
mastnych kyselin. Jedna se o protein skladajici se ze Sesti riznych katalytickych domén, které
uskuteciiuji syntézu mastnych kyselin. Oproti tomu prokaryoticky systém FAS II je soubor Sesti
oddélenych enzymi, které spolu souvisi pouze funkéné a prostorové, kdy kazdy z téchto enzymii
katalyzuje jednu reakci elongac¢niho cyklu syntézy mastnych kyselin. Nékteré organismy, mezi
nimi i rod Mycobacterium, obsahuji oba systétmy FAS I 1 FAS II. V mykobaktériich produkuje
FAS I Ci2 az Ci6 mastné kyseliny, které jsou ve formé acyl-CoA piedavany do systému FAS II,
ktery je dale prodluzuje a syntetizuje tak mykolové kyseliny [28].

FAS 1 byla navrZena jako cilovy protein pro PZA, POA, a jejich jednoduché strukturni
derivaty jako 5-Cl-PZA nebo n-alkyl estery POA. V roce 2000 Zimhony a kol. publikoval, Ze
rezistence na 5-CI-PZA je vdzana na mutaci v plazmidovém genu fasl a Ze 5-CI-PZA inhibuje
izolovanou FAS 1 [29]. Inhibice FAS I byla v této studii pozorovana i pro PZA a POA, ale pouze ve
vysokych koncentracich (1000, resp. 1500 pg/ml). Boshoff a kol. inhibi¢ni aktivitu na izolované FAS
I potvrdili pouze pro 5-CI-PZA, nikoliv pro PZA [30]. Dalsi studie z roku 2007 ukazaly na FAS I
inhibi¢ni aktivitu POA a jejich estert, predevsim n-propylesteru [31, 32].

Inhibice FAS I tedy byla navrzena jako mechanismus u¢inku PZA poprvé v roce 2000 [29].
Prvni poznatky o mozném mechanismu této inhibice na molekularni trovni pfisly az po roce 2011
ve studiich Sayahi a kol., ktefi interakce PZA a jeho derivatii s FAS I studovali pomoci diferencni
NMR spektroskopie (STD-NMR, Saturation-Transfer Difference). Bylo zjiSténo, Ze PZA soutéZzi
o vazebné misto s kofaktorem NADPH (na rozdil od POA, ktera se vaZe na jiné vazebné misto)
[33]. Kompetice s NADPH byla pozdéji potvrzena i pro 5-Cl-PZA a alkylestery POA [34].
Potvrzeni kompetice PZA s NADPH ndm upiesiiuje vazebné misto PZA a jeho derivatt na FAS I
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v tom smyslu, Ze ze Sesti katalytickych domén FAS I pouze dvé¢, enoyl reduktasova doména (ER)
a ketoacyl reduktasova doména (KR) maji vazebna mista pro NADPH. Mistem zasahu PZA a jeho

derivati by tedy méla byt jedna z t€chto domén (nebo obé domény).

Praktické vyuziti téchto informaci pro racionalni navrh 1éCiv je omezené nedostupnosti
dostatecné kvalitni 3D struktury proteinu FAS 1. FAS I je velmi velky protein (biologicky relevantni
formou je homohexamer o celkové hmotnosti 6 MDa) a jako takovy je velmi obtizné
krystalizovatelny pro potieby rentgenové krystalografie. Prozatim je tedy nutné spolehnout se na 3D
modely FAS I zalozené ne kryo-elektronové mikroskopii. V roce 2013 byl publikovan 3D model
FAS I M. smegmatis s primémym rozlisenim 7.5 A [35] a 3D model FAS I Mtb s primérnym
rozlisenim 17-27 A [36] Jedna se tedy o modely s nedostateénym rozlis§enim pro metody navrhu
lé¢iva zaloZeného na struktufe receptoru (SBDD, Structure-based Drug Design) — zde je obecné
doporuc¢ovano, aby rozliseni bylo mensi nebo rovno 2,5 A. Nadgje Ize vkladat do progresivné se
zlepSujicich metod pro studovani struktury proteini pomoci kryo-elektronové mikroskopie, které
v poslednich letech zacinaji poskytovat struktury s rozliSenim blizicim se struktur feSenych
rentgenovou krystalografii. V roce 2018 byl publikovan 3D model FAS I Mtb ziskany pomoci kryo-
elektronové mikroskopie s rozlienim 3,3 A (pdb: 6GJC) [37]. Tento model je dostate¢né kvalitni
na to, aby po pfislusnych upravach (energetické minimalizace, relaxace pomoci molekularni
dynamiky) mohl slouzit pro in silico studium interakci mezi derivaty PZA a mykobakterialni FAS
L

Inhibice FAS I byla prvnim specifickym mechanismem uc¢inku navrzenym pro PZA a jeho
derivaty. I piesto, Ze pozdé&ji byly navrzeny nejméné tfi jiné specifické MU, ziistava FAS I stale
v popiedi védeckého zajmu vybranych védeckych skupin. V roce 2018 byla publikovéana Gspésna
exprese rekombinantni Mtb FAS 1 v E. coli. 1zolovand FAS I byla plné biologicky aktivni [38].
Oproti diiveéjSim postupim, které jsou odkazovany v citované praci, je vyhodou snadna purifikace
proteinu a zisk jeho plné¢ aktivni formy, véetné fosfopantothenatu vazaného na serin ACP domény.
V publikaci je opét pfipominana inhibice FAS jako mechanismu ucinku PZA, POA a jejich

derivatu.

Poznatky vyuzitelné pro navrh derivati PZA jako potencidlnich inhibitor FAS I, zalozeno na STD-
NMR experimentech:

e Vodik H3 pyrazinamidu interaguje s FAS I (tj. smétuje ke stén€ vazebného mista) [33, 34].
Substituce vodiku H3 vétSim substituentem by tedy pravdépodobné vedla ke zméné polohy
a orientace takovéhoto derivatu (zména vazebného modu) a tim znemoznila inhibici FAS 1.

e Substituce PZA v poloze 5 je vyhodna. 5-CI-PZA interaguje s FAS I stejn¢ jako PZA [34] a
je ucinngjSim inhibitorem FAS I nez PZA [34].
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e n-alkylpyrazinoaty byly schopny interagovat se stejnym vazebnym mistem FAS I jako PZA,
1 kdyz dochdzelo k vychyleni pozice pyrazinového jadra. To znamena, Ze i derivaty
PZA/POA s objemnou substituci karboxylové ¢i karboxamidové funkéni skupiny mohou
teoreticky byt inhibitory FAS 1[34].

1.3.3. Inhibice trans-translace

Cil pro: POA, ne pro PZA.

Trans-translace je proces, ktery umoziuje v prubéhu translace uvolnit z ribosomu defektni
mRNA [39]. Trans-translace je dulezita pro zivotaschopnost a virulenci mikroorganismu a jejich
schopnost pfeziti ve stresovych podminkach (pfi kterych vznika vice chyb v prubéhu transkripce
a translace DNA). Vroce 2011 publikoval Shi a kol. studii [40], ve které provadél afinitni
chromatografii mykobakterialniho lyzatu (Mtb) na pevné fazi obsahujici etherovou vazbou vazany
zbytek kys. 5-hydrohypyrazin-2-karnoxylové. Sledovali tak, které proteiny maji vyraznou afinitu
k POA a mohly by tak byt mistem U¢inku POA, potazmo PZA. Jako hlavni kandidat byl
identifikovan protein RpsA (ribosomalni protein S1), jehoz funkci béhem trans-translace je
zprostiedkovat vazbu mezi 30S podjednotkou defektniho ribosomu a tmRNA (tmRNA je kratka
sekvence RNA, ktera v sob¢ zahrnuje funkci tRNA 1 mRNA a jejiZ translaci dochéazi k uvolnéni
defektniho proteinu). Shi a kol. ukézali, Ze POA se vdze na RpsA, ¢imz zabraiiuje vzniku
komplexi tmRNA-RpsA a inhibuje trans-translaci [40]. Inhibi¢ni efekt POA byl zavisly na
koncentraci a byl vyrazny pii koncentracich 100 a 200 pg/ml. PZA neinhiboval vznik komplexu
tmRNA-RpsA ani pii nejvyssi testované koncentraci 200 pg/ml.

V roce 2015 byla vyfeSena a publikovana krystalografické struktura komplexu POA-RpsA
(pdb: 4NNI) [41]. Bylo prokéazéano, ze dvé molekuly POA se vazou na C-koncovou doménu RpsA
v oblasti, ktera je diileZit4 pro interakci s tmRNA — viz Obr. 4.

Poznatky vyuZitelné pro navrh derivatli POA jako inhibitort trans-translace (interakce s RpsA):

e POA lze substituovat v poloze 5 ¢i 6 pyrazinového jadra (viz exit-vektory u POA 1 na Obr.
4)
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POAI

Obr. 4. Molekularni interakce POA s C-koncovou doménou ribosomalniho proteinu RpsA (pdb: 4NNI), véetné

interak¢énich diagramt ligand-receptor. Zelené Sipky jsou exit-vektory, mista mozné substituce.

1.3.4. Inhibice aspartat dekarboxylasy (PanD)
Cil pro: POA, nikoliv PZA

Aspartat dekarboxylaza (PanD) je kli¢ovym enzymem v biosyntetické draze koenzymu A
[42]. Dekarboxylaci aspartatu vznikd B-alanin, ktery je v dalSich stupnich biosyntetické drahy
pfeménén na R-pantothenat, ktery je soucasti koenzymu A (Obr. 5). Biochemické drahy zahrnujici
aspartat jsou pro mykobakterie velmi duilezité a samotna PanD je povazovéna za virulentni faktor
Mtb [42]. V roce 2013 byla PanD navrZena jako mozny cil PZA/POA na zaklad¢ sekvenovani
PZA-rezistentnich mutanti Mtb, které obsahovaly mutace v genu panD [43]. Shi a kol. publikovali
vroce 2014 studii [44], ve které prokazali, ze POA inhibuje enzymatickou aktivitu PanD jiz
v koncentracich 25 pg/ml. PZA nebyl v tomto smyslu aktivni ani pii koncentraci 200 pg/ml.
Inhibi¢ni efekt POA na rlst mykobakterii (Mtb) byl antagonizovan piidavkem B-alaninu nebo
pantothendtu do zivného média (agaru). To naznacuje, Ze pozorovana inhibice PanD vykazuje
biologicky efekt v podob¢ inhibice riistu mykobaktérii a ze mistem zasahu je biosyntetickd draha
koenzymu A. PanD tedy byla navrZena jako cil POA. Dal§im nepfimym dikazem pro PanD jako
cil POA byla izolace POA-rezistentnich mutanti, které¢ obsahovaly mutace v genu panD. ZvySena
exprese panD poté vedla k rezistenci Mtb vici POA [44]. Afinita POA k PanD byla potvrzena i
metodou isotermické titrani kalorimetrie (ITC) [45]. Inhibice aspartat dekarboxylazy byla tedy

etablovana jako mozny mechanismus G¢inu POA a jejiho proléciva PZA.
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Obr. 5. Zapojeni aspartat dekarboxylasy (PanD) do biosyntetické drahy koenzymu A

Uvédomme si, Ze koenzym A je nepostradatelnym kofaktorem pro (mimo jiné) syntézu
mastnych a mykolovych kyselin. Inhibice PanD (tedy inhibice syntézy koenzymu A) by se
v kone¢ném dusledku mohla projevit jako naruseni syntézy mastnych a mykolovych kyselin [45]

- tedy stejnym diisledkem jako inhibice FAS I.

Molekularni mechanismus interakce POA s PanD neni zndm. Ve vySe zminéné studii byly
uréeny aminokyselinové zbytky, které jsou mutovany u POA-rezistentnich kment. Tyto zbytky se
dle autor nachazeji v oblasti dilezité pro vazani POA, ale nikoliv pro enzymatickou aktivitu

samotnou — izolované mutanty tedy nevazi POA, ale maji zachovanou enzymatickou aktivitu [44].

Krystalograficka struktura komplexu POA-PanD neni zndma. V PDB databazi je k dispozici
apo-struktura PanD z Mtb o rozliseni 2,99 A (pdb: 2C45). Oblast, ve které se dle analyzy mutantti
nachéazi aminokyselinové zbytky nutné pro vazani POA, neni v krystalografické struktuie viditelna
[44]. In silico studie zroku 2016 [46] se pokouSela urcit vazebné misto pro POA pomoci
molekularniho dockingu, nasledovaného MD simulaci. Dle mého ndzoru vsak byly tyto vysledky
nejednoznacné a s dostateCnou mirou jistoty neurcily vazebné misto pro POA. Pro raciondlni
modifikace POA za G¢elem zvySeni afinity k PanD bude tedy pravdépodobné tieba vyckat na to,
az bude krystalograficky vyfeSena struktura komplexu POA-PanD.

1.3.5. Inhibice QAPRTasy

Chinolinat fosforibosyl transferasa (Quinolinate Phosphoribosyl Transferase; EC 2.4.2.19,
QAPRTasa) je enzym biosyntetické drahy nikotinamidadenindinukleotidu (NAD"). QAPRTasa

katalyzuje na Mg*" zavisly pienos fosforibosylu na dusikovy atom chinolinové kyseliny za
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soucasné dekarboxylace za vzniku mononukleotidu kyseliny nikotinové. Ten je pak naslednymi

reakcemi pfeméfiovan na NAD" (Obr. 6).

V roce 2014 popsal Kim a kol. inhibi¢ni aktivitu PZA a POA na QAPRTasu. Pfi neutralnim
pH snizoval PZA aktivitu s hodnotou ICso = 0,38 mM, POA vykazala ICso fadoveé desetkrat vyssi
(jednotky mM). Vzhledem k hodnotdm ICso se tedy jedna o spiSe nevyraznou aktivitu. Od roku
1998 je znama krystalograficka struktura mykobakterialni (Mth) QAPRTasy v komplexu s jejimi
substraty a tedy i kys. chinolinovou (pdb: 1QPR, 2,45 A) [47]. Kim a kol. provedli molekul4rni
docking PZA do aktivniho mista QAPRTasy. Vazebné misto PZA piedpovézené molekularné

dokovaci studii se piekryvalo s experimentalné zjisténym vazebnym mistem chinolinové kyseliny.

5-fosforibosyl-1-pyrofosfat
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Obr. 6. Zapojeni chinolat fosforibosyl transferasy (QAPRTasy) do biosyntetické drahy NAD*

1.3.6. Dalsi mozné cile PZA/POA

Dalsi mozné cile PZA ¢i POA byly casto predpovézeny na zakladé sekvenovani genomu
mutant Mtb s rezistenci k PZA/POA. NejcastéjSim zdrojem PZA/POA rezistence na irovni gent
jsou mutace v genech pncA (kodujici pyrazinamidasu PncA, enzym aktivujici PZA na POA), rps4
a panD. Stale Castéji se vSak u PZA/POA rezistentnich kmeni dati identifikovat nové mutace v
dalSich genech. Zde je nutné podotknout, Ze se pfevazné jedna o mutanty s nizkou urovni
rezistence (MICu =200-300 pg/ml, pH 6) [48]. Neni jasné, zda jsou tyto mutace vyznamné v tom
smyslu, ze by pfislusné proteiny mély byt povaZzovany za dalsi (doplikové) cile PZA/POA.

Gpsl (Rv2783) je protein, u n¢hoz je predpokladdna polymerizacni a fosforylacni aktivita
na DNA 1 RNA. Rv2783 byl zachycen jako mozny cil POA jiZz pii afinitni chromatografii
provedené Shi a kol. v roce 2011 [40] — viz kapitola 1.3.3. Tuto teorii dale rozpracoval Njire a kol.
[49], ktery publikoval zjisténi, Ze zdména jedné aminokyseliny v sekvenci tohoto enzymu
(Asp67Asn) vede k rezistenci viici POA. Asp67 ma byt dilezity k vazdni POA, ale nikoliv pro
katalytickou aktivitu. ITC experimentem bylo potvrzeno, ze POA (a nikoliv PZA) se vaze (ac
slab€) do tohoto enzymu Mtb. POA nevykazovala afinitu ani k mutantni varianté (Asp67Asn)
tohoto enzymu, ani k homolognimu enzymu z M. smegmatis [49]. To je v souladu s faktem, ze M.

smegmatis je ptirozen¢ rezistentni viici PZA.
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CIpC1 (Rv3596) je ATP-dependentni ATPasa, ktera je soucasti kaseinolytického
proteasového komplexu. Mutace v genu c/pC1 byly nalezeny u nékterych Mtbh kment s nizkou
rezistenci vuci PZA [48, 50, 51]. Afinita PZA/POA k ClpCl1 zatim nebyla zjistovéana a nic neni

zndmo o0 mozné interakci na molekularni arovni.

1.3.7. Mechanismus ufinku PZA — shrnuti

Z vyse uvedeného vyplyvéa, Ze pohled na MU PZA se béhem poslednich 20 let velmi
proménil. Bylo popsano mnoho potencialnich subcelularnich cili (vétSina z nich v roce 2011 ¢i
pozdgji). Z ptivodné strukturné nespecifického 1é¢iva se tak stava ,,multitarget™ inhibitor n¢kolika
kli¢ovych systémt Mtb. Debata o MU PZA je stale Ziva, nékteré mechanismy jsou vyzdvihovany
(PanD [52]) a jiné rozporovany (trans-translace [53]). Je vSak nesporné, Ze nové poznatky mohou

vyrazné piispét k raciondlnimu navrhu derivati PZA/POA se zlepSenymi Ucinky.
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2. KOMENTAR K PREDLOZENYM PRACIM

2.1. Metody syntéz cilovych sloucenin

V naprosté vétsingé pripadt byly vyuzivany reakce diive popsané v odborné literatuie.
Nekteré typové reakce, které jsme rutin€ vyuzivali ptfi syntéze derivatl pyrazinamidu, budou

shrnuty a popsany niZe se zamétenim na praktické aspekty téchto syntéz.
2.1.1. Halogenace pyrazinového jadra

Chlor na pyrazinovém jadie mize byt pomérné¢ snadno nahrazen mechanismem nukleofilni
V naSich syntézach byla casto vyuzivdna substituce chloru za amino, alkylamino, ¢i
arylalkylamino substituent. Pyrazinové jadro je elektron-deficientni diky pfitomnosti dvou atomi
dusiku a snadnéji tedy podléha substitucim nukleofilnim neZz elektrofilnim. Ptitomnost halogenu
vede ke vzniku vyznamného parcidlniho kladného néboje na ptislusném atomu uhliku. Takovyto
uhlik je mistem ataku nukleofilu. Halogenderivaty (z hlediska dostupnosti nejcastéji chlorderivaty)

pyrazinu jsou tedy dulezitymi stavebnimi bloky pro syntézu derivati pyrazinu.

Chlorace pyrazinu se provadi nejcastéji plisobenim vhodného chloracniho ¢inidla (POCls)
na N-oxid pyrazinového derivatu [54-56]. Regioselektivita chlorace pyrazinového jadra zavisi na
stupni N-oxidace vychoziho pyrazinu (monooxid ¢i 1,4-dioxid) a na charakteru dalSich

substituentll na pyrazinovém jadie.

V naSem pfipadé se vzhledem k zaméfeni naSeho vyzkumu jednalo o chlorace N-oxid
pyrazin-2-karbonitrilu, pyrzazin-2-karboxamidu, ¢i pyrazin-2-karboxylové kyseliny, tedy
vychozich sloucenin s elektron-odtahujicimi substituenty. Takové substituenty sméiuji chloraci
pfevazné do polohy meta vi¢i sobé samym [56]. VétSinou vSak vznikd smér polohovych isomert.
Jako ptiklad uvadim chloraci pyrazin-2-karboxamidu (PZA), kterou jsme vyuZili pro ziskani
vychozich chlorderivati (Schéma 1) [P6]. PZA byl oxidovéan peroxidem vodiku v kyselin€ octové.
Vzniklé N-oxidy PZA nebyly charakterizovany. V druhém kroku dochéazi ptisobenim POCI;
k halogenaci pyrazinového jadra a zaroven k dehydrataci karboxamidu na karbonitril. Smés
produktti byla délena chromatograficky. Pfevazoval 6-chlor isomer (pfiblizné 50 %), nasledovany
3-chlor isomerem (35 %) a 5-chlor isomerem (15 %). Nizké zastoupeni 5-Cl isomeru v této smési
bylo diivodem, pro¢ jsme se syntéze 5-Cl derivatd PZA a POA zacali vénovat pozdéji nez 6-Cl
isomertm, 1 kdyz jsme byli pfesvédceni, Ze pravé 5-Cl isomery by mohly byt zajimavé vzhledem
k tomu, Ze 5-CI-PZA je siln€j$im inhibitorem FAS I nez nesubstituovany PZA [34]. K syntéze 5-
Cl derivati PZA a POA jsme pfistoupili aZ poté, kdy byla za ptijatelnou cenu dostupna (Sigma-
Aldrich) kys. 5-hydroxypyrazin-2-karboxylova (5-OH-POA), u které jsme provadeéli substituci 5-
OH za 5-Cl (ptisobenim chloridu thionylu ¢i oxalylchloridu).
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Schéma 1. Chlorace pyrazin-2-karboxamidu

Selektivni N-oxidaci pyrazinového jadra lze zvysit regioselektivitu chlorace. Tento postup
jsme vyuzili pti ptipravé 6-chlorpyrazin-2-karboxylové kyseliny [P9]. Selektivni N-oxidace POA
peroxidem vodiku za katalyzy wolframanem sodnym (NaWOQ4) v kyselém prostfedi nasledovana
chloraci N-oxidu pomoci POCIl3 dala vzniknout preferen¢né 6-C1-POA [57].

2.1.2. Piiprava substituovanych amidi karboxylovych kyselin

Pti pripravé substituovanych amidii POA jsme vétSinou vychazeli z karboxylové kyseliny,
kterd byla n¢kterym z béZzné pouzivanych aktivacnich c¢inidel (chlorid thionylu, oxalyl chlorid,
1,1’-karbonyldiimidazol) pfevedena na reaktivni meziprodukt (chlorid kyseliny, resp. imidazolyl).
Tento meziprodukt nasledné reagoval s vhodnym aminoderivatem (amoniakem, n-alkylaminem,

anilinem, benzylaminem).

Ve vétsing piipadi jsme volili pfevedeni piislusné pyrazin-2-karboxylové kyseliny na jeji
chlorid pasobenim nadbytku chloridu thionylu (SOCI,). Prislusna POA se dispergovala
v bezvodém toluenu (PhMe), byl pfiddn SOCI: a za intenzivniho michani (které brani usazovani
pevné vychozi latky a nédslednému uhelnaténi) se smés zahiivala pod zpétnym chladiCem pfi
teplot¢ 95-110 °C po dobu asi jedné hodiny. Probihajici reakce je indikovana postupnym
,rozpousténim* vychozi kyseliny (kyselina je v PhMe nerozpustna, jeji chlorid ano) a tmavnutim
reakéni smési, ktera prechazi do zlutého, hnédo-Cerveného az fialového zbarveni (dle vychozi
kyseliny). Ve vétsiné piipadii jsme pro urychleni pievodu karboxylové kyseliny na jeji chlorid
uzivali katalytické mnozstvi N,N-dimethylformamidu. Po odstranéni ptebytku SOCL a
rozpoustédel (PhMe) byl surovy chlorid kyseliny rozpustén v bezvodém rozpoustédle (obvykle
acetonu ¢i dichlormethanu) a smisen sroztokem pfislusSného aminoderivatu ve stejném
rozpoustédle. Experimentalni popisy pfevodu rizné substituovanych pytrazin-2-karboxylovych
kyselin na jejich chloridy Ize nalézt v ptislusnych publikacich [P1, P2, P5, P7, P9, P10, P11, P12,
P13, P18].

V piipadech, kdy byla jako vychozi latka zvolena hydroxypyrazin-2-karboxylova kyselina,
dochézelo vyhodné pfi prevodu karboxylové kyseliny na chlorid zaroven k substituci hydroxylu
chlorem. Komercné dostupnd 5-OH-POA (Sigma-Aldrich, Némecko) se tak pro nés stala
prekurzorem pro syntézy derivati odvozenych od 5-CI-POA a 5-CI-PZA (Schéma 2) [P5, P7, P9,
P14].
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Schéma 2. Pfiprava chloridu kyseliny za sou¢asné substituce hydroxylu chlorem

V laboratofii, kde pracuji pregradualni studenti v ramci svych diplomovych praci, je tieba
krom¢ efektivity syntéz brat ohled i na snadnost jejich provedeni. V nekterych sériich jsme proto
aktivaci karboxylovych kyselin provadéli pasobenim ekvivalentniho mnozstvi (nebo mirného
nadbytku, 1,1-1,2 molarniho ekvivalentu) oxalyl chloridu za katalyzy DMF pii laboratorni teploté.
Ukonceni reakce bylo v tomto piipadé pedagogicky nazorn¢ indikovano ukoncenim uvoliovani
bublinek plynného CO; a CO (Suméni). Dale nebylo nutno po ukonceni aktivace odparovat
rozpoustédla a odstraiiovat nadbytek Cinidla. K ptipravé anilidi 5-alkylpyrazin-2-karboxylovych
kyselin jsme Vyuiili aktivaci karboxylové kyseliny pomoci 1 1'-karb0ny1diimidazolu (CDI)
(CDI je pevna latka) a opét zietelnd indikace probihajici aktivace (uvolnovani CO,). Aktivace

pomoci CDI byla vyuzita v diplomové praci M. Halifové [DP1].

V publikaci P19 jsme pro vytvoieni amidové vazby vyuzili komer¢né dostupny anhydrid
2,3-pyrazindikarboxylové kyseliny, ktery jsme rovnéz pfipravovali dehydrataci pyrazin-2,3-
dikarboxylové kyseliny pisobenim acetanhydridu (Schéma 3).

[ ICOOH [ BzNH, [N\
COOH Z

N~ "COOH

Schéma 3. Piiprava amidt ptes anhydrid pyrazin-2,3-dikarboxylové kys.

Vlastni aminolyza chloridd kyselin probihala smisenim roztoku (DCM nebo aceton)
surového chloridu kyseliny s roztokem pfislusného aminu. Aminokomponenta byla pfidavana
obvykle v mnozstvi 0,85-0,9 molarniho ekvivalentu vii¢i navazce vychozi kyseliny, nebot’ jsme
pozorovali, Ze konverze vychozi karboxylové kyseliny na chlorid nebyla nikdy uplnd —
predpokladame, Ze ztraty byly plisobeny ¢asteCnym uhelnaténim vychozi latky a /nebo ztratami
t€kavého karbonylchloridu pii odpafovani rozpoustédla (PhMe) po reakci. K vyvazovani HCI
vnikajici pfi aminolyze chloridu byla ve vétSiné piipadi uzita indiferentni baze (K>COs,
triethylamin, pyridin) obvykle v mnoZstvi 2,5-5 molarniho ekvivalentu vii¢i vychozi kyseliné.
V P11 jsme pro aminolyzu chlorpyrazinoylchloridu benzylaminem pouzili dvoufazové podminky

(DCM/voda) dle Shottena-Baumanna s nadbytkem benzylaminu a ptidavkem TEA jako baze.

Aminolyza chloridi karboxylovych kyselin byla obvykle provadéna pfi laboratorni teploté.

V ptipadech, kdy byl aminokomponentou aminofenol ¢i hydroxybenzylamin, jsme pro sniZeni
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pravdépodobnosti vzniku esterového vedlejSiho produktu reakéni smés pii miseni roztoka

acylchloridu a aminokomponenty a nésledujicich 30 minut chladili na ledu.

Pfi benzoylaci aminopyrazinii [P21] jsme pozorovali vznik diacylovanych vedlejSich
produkti (Schéma 4, b). V souladu s literaturou [58] mnozstvi diacylovaného vedlejsiho produktu
rostlo se silou uzité baze. Pfi uziti TEA jsme tak pozorovali vyhradné¢ vznik diacylovaného

produktu, pfi uziti pyridinu pievazné monoacylovany (zadany) produkt.

0 =
H R2
N_ _NH N_ _N S
II/ N 2 | N Cl a |/ ~
11 2_1 1
R C + R ——® R T 5
P
N N
R'=H, 5-Cl, 6-Cl b =
4rR?
o X
N_. N_ _O
R1L\]/
|
\N/ N
[ I

Schéma 4. Vznik diacylovaného vedlejsiho produktu

2.1.3. Priprava esteri karboxylovych Kkyselin

Estery pyrazin-2-karboxylovych kyselin s kratkymi alifatickymi alkoholy (MeOH, EtOH,
PrOH) jsme v malém méftitku pfipravovali pomoci mikrovinami (MW) asistované chemie. Reakce
byla provadéna v mikrovinném reaktoru CEM Discover (CEM Corporation, Matthews, NC, USA;
reaktor s fokusovanym polem) v tlakové uzaviené zkumavce. Vyhodou je tedy moznost provadet
esterifikace v daném alkoholu pii vyrazné vyssi teplote, nez je teplota varu tohoto alkoholu za
atmosférického tlaku. Vychozi karboxylovd kyselina byla smisena s nadbytkem pftisluSného
alkoholu a bylo pfidano katalytické mnoZstvi koncentrované H>SO4. Reakce probihala pfi teploté
100-120 °C (4. za ptetlaku) po dobu 30-60 minut. Ve srovnani s klasickou esterifikaci dle
Fischera bylo dosazeno niz§ich vytézk, ale s vyraznou ¢asovou usporou a za snadného provedeni.

Mikrovlnami asistovana esterifikace byla vyuzita v [P16, P19] a [DP2].

2.1.4. Substituce chloru na pyrazinovém jadre

Nukleofilni substituce halogenu (chloru) na pyrazinovém jadfe za aminosubstituent byla
jednou znej€astéji vyuZivanych reakci vradmci naSich syntéz. Reakce byly provadény
s nadbytkem pfislusného aminu a/nebo s pfidavkem indiferentni baze (k vyvazovani vznikajicich
protonil) — K2COs, triethylaminu ¢i pyridinu. Snadnost provedeni nukleofilni substituce je obecné
zavisla na sile dusikatého nukleofilu — v naSich komentovanych publikacich byly uZzivany

nejcastéji alifatické aminy, alicyklické aminy, benzylaminy, fenylalkylaminy a amoniak (vodny
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roztok). Rozdil mezi témito skupinami nukleofilii neni natolik velky, aby sila uzit¢ho nukleofilu
byla v naSich reakcich urcujici pro volbu podminek reakce. Druhym parametrem, na kterém je
obecné zavisla snadnost nukleofilni substituce, je velikost parcialniho kladného néboje na atomu
uhliku, ktery se ma stat mistem nukleofilniho ataku. Jinymi slovy, nukleofilni substituce je tim
snaz$i, ¢im vétsi je relativni nedostatek elektronové hustoty na pyrazinovém jadre. Tento efekt
jsme v nasich reakcich pozorovali velmi intenzivné. Vychozi chlorpyraziny, které byly kromé
chlorsubstituentu substituovany dal§imi dvéma elektron-akceptorovymi substituenty (kombinace
—CONHDa, -CN), podléhaly velmi snadno substituci dusikatymi nukleofily jiz pii laboratorni teploté
— vyznamna konverze byla pozorovana jiz po 30 min (viz P3, P4, P6 a fadky 1-2 Tab. 2). Vychozi
chlorpyraziny, které kromé chlorsubstituentu obsahovaly jiz jen jeden dalsi elektron-akceptorovy
substituent (nejCasteji karboxamid nebo N-substituovany karboxamid), podléhaly substituci méné
ochotné a reakce s nimi byly (pro dosazeni dobrych vytézkii v pfiméfeném case) provadény za
zvysené teploty —fadky 3—10 Tab. 2. Déle jsme pozorovali rozdil v reaktivité polohovych isomerd.
5-Chlor a 6-chlor isomery (fadky 3, 6 a 8 Tab. 2) byly pro nukleofilni substituci vzdy reaktivné;si
nez 3-chlor isomery (tadky 4, 5, 7, 9 a 10 Tab. 2). V praxi jsme jako podminky pro nukleofilni
substituce tohoto typu volili (v poradi dle klesajici piedpokladané reaktivity vychoziho
chlorpyrazinu) jako: michani za laboratorni teploty (THF), refluxovani v EtOH (t.v. 78 °C),
refluxovani v PhMe (t.v. 111 °C ), ¢i zahfivani v mikrovinném reaktoru v MeOH v tlakové

uzavieném systému za pretlaku a teploté¢ 140-150 °C.

Reakce, ve kterych jako nukleofil vystupoval amoniak, jsme kvili praktické proveditelnosti
(t¢kavost NH3 z jeho roztokli za zvySené teploty) provadéli vzdy v tlakoveé uzaviené zkumavce
v mikrovlnném reaktoru. Vychozi chlorpyrazin byl rozpustén v MeOH a v nadbytku byl pfidan
vodny roztok NH3 (25% m/m). Reakce probihaly pii teploté 95-160 °C (nejcasteji 140 °C) po
dobu 30—-60 minut [P9, P13, P14, P16].
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Tab. 2. Reprezentativni podminky substituce aminoderivaty

Radek

Vychozi chlorpyrazin Amin Podminky Baze Ref
1 JINICN JINICN alifatické a alicyklické | lab. teplota*, | TEA | P3,
H,NOC N >cl NG ONT e aminy (1 eq) THF, 30 min | (1,2eq) | P4
Ny CONHz Ny ON . lab. teplota, K>CO;
2 JI /j: JI I benzylaminy (1.2 eq) THF, 30 mi 1,5 po
NC”ON” el NCTONT e »30min | (1.5 eq)
; i N\:[CONHz alkylaminy, 78 °C, EtOH, TEA PO
Cl—
KN/ H fenylalkylamin; (3 eq) 6 hod (1eq)
140 °C,
N.__CONH, MeOH, .
N o . . pyridin
4 [ ;[ alifatické aminy (2 eq) 30 min (1 eq) P8
e
Nl nebol10 °C, 1
PhMe, 60 min
140 °C,
N._ _CONH, MeOH, .
~ . ) pyridin
5 [ ;[ benzylaminy (2 eq) 30 min nebo (1 eq) P17
e
Nl 66 °C, THF, 1
15h
0 TEA
6 N /© alifatické aminy (5 eq, 78 °C, EtOH, (leq, | P12,
CI—[ : N resp. 1,5 eq) az 8 hod resp. P14
N H 3eq)
0 150 °C, »
ridin
7 [Nj\)LH’Ak alkylaminy (3 eq) MeOH, p( yl ) | P10
e
N pretlak, 1 hod a
(0]
8 NN Ikylaminy (5 eq) TEEGEOH A rpa | e
X alkylaminy (5 e
o H@ yiaminy (> ed a7 8 hod
N H
o 140 °C,
N cr . MeOH, 30 o
9 X N alifatické aminy (2 eq) . pyridin | P11
| P H min
N Cl
0 150 °C, o
N . pyridin
10 X N benzylaminy (3 eq) MeOH, P18
| _ H . (1 eq)
N” >cl pretlak, 1 hod

* reflux pro benzylaminy s elektronegativnimi substituenty (-NO,, -CF3)

eq — molarni ekvivalent
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Pti reakci chlorpyrazinkarbonitrilti s nadbytkem alifatického aminu jsme kromé nukleofilni
substituce chloru pozorovali i adici na trojnou vazbu karbonitrilové funkéni skupiny za vzniku
iminového vedlejsiho produktu obecné struktury (1) [P3, P4]. Vznik tohoto vedlejsiho produktu
jsme omezovali uzitim pouze molarniho ekvivalentu aminu (a pfidavkem indiferentni baze pro

vyvazovani H").

Ak

A
HN
N
| S e Y = CONH,, CN
_ ,Ak - 2y
Y NN
H

1

Pfi mikrovlnami asistované syntéze se nam neosvédcilo uziti TEA jako baze. V reakéni
smesi jsme detekovali vedlejsi produkty, které odpovidaly substituci chloru N,N-diethylaminem
¢i ethylaminem. Je tedy pravdépodobné, ze TEA se pii zahfivani v mikrovinném poli ¢astecné
dealkyloval a tyto rozkladné produkty reagovaly s ptislusnym chlorpyrazinem namisto zddané¢ho

aminu.

2.2. Metodika hodnoceni biologické aktivity pripravenych derivati

2.2.1. Antimykobakteridlni aktivita
Testovani in vitro antimykobakterialni aktivity ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové

Testované kmeny: M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), M. kansasii Hauduroy (ATCC
12478), M. avium ssp. avium Chester (ATCC 15769).

Testovani antimykobakterialni aktivity jako inhibice ristu mykobakterii in vitro je stéZejnim
testem pro nas vyzkum. Zakladem je mikrodilu¢ni bujénova metoda provadéna v mikrotitracni
desticce. V dob¢ zahajeni mého doktorského studia na Farmaceutické fakulté¢ v Hradci Kralové
meéla naSe pracovni skupina pouze omezeny pristup k tomuto testovani (Nemocnici Pardubice,
Oddéleni klinické mikrobiologie). Hlavnim problémem byla nedostatecnd kapacita tohoto
testovani. Od roku 2009 jsme testovani piemistili na Ustav klinické mikrobiologie (UKM)
Fakultni nemocnice Hradec Kralové (FNHK). Hlavni zasluhu na tomto mél prof. Martin Dolezal
(Farmaceuticka fakulta UK) a doc. Vladimir Buchta, tehdejsi vedouci UKM. Praktickymi aspekty
testovani byla povéfena MUDr. Pavla Paterova, se kterou jsme zavedli prvotni verzi testovani,
v podstaté¢ prostym piebranim metodiky z Nemocnice Pardubice. Ve spolupraci s MUDr.
Paterovou a doc. Buchtou jsme poté postupné v n€kolika krocich navrhovali metodické zmény,

kter¢ byly zaméfeny na zvySeni kapacity testovani, zlepSeni opakovatelnosti, omezeni
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mikrobiologické kontaminace a standardizaci (i ve srovnani s metodikou publikovanou

v zahrani¢nich Casopisech). Nize uvadim vybrané metodické zmény.

Zména kultivaéniho média — hodnota pH. V prvotni pievzaté metod¢ byla kultivaénim

médiem Sulova ptida o mirné kyselém pH (5,6). Kyselé pH bylo zvoleno, protoZe je znamo, Ze
PZA je in vitro vyznamné aktivni pouze v kyselém prostiedi. V naSem testovani pii pH 5,6
vykazoval PZA MIC v rozmezi 6,25 az 25 pg/ml, v neutralnim médiu byla vSak aktivita PZA
velmi nizkd (MIC > 100 pg/ml). ZvySena ucinnost PZA na Urovni in vitro v mirné¢ kyselém
prostiedi mize byt vysvétlena vétsim podilem neionizované HPOA (Tab. 1 na str. 15), ktera je
dostupna pro pasivni prostup do mykobaktéria (farmakokineticky aspekt). Teoreticky tento efekt
muze nastat u vSech 1éCiv, ktera obsahuji dostate¢né kyselou funkéni skupinu. Jelikoz jsme se
v poc¢atcich mého projektu zamérovali i na derivaty POA s volnou karboxylovou skupinou ¢i na
derivaty PZA s volnou karboxamidovou skupinou (kde lze oc¢ekavat hydrolyzu na karboxylat),
predpokladali jsme, ze rastové médium o mirn¢ kyselém pH by mohlo mit na Gcinek téchto
derivatd pozitivni vliv. Dal§im vysvétlenim zvySené ucinnosti PZA v kyselém prosttedi je zvySena
citlivost mykobaktérii v disledku zménéného metabolismu (fenotypu) v dusledku neptiznivych

vnéjSich podminek - nizké pH (ale i oxidativni stres ¢i nedostatek zivin) [52].

V souvislosti s testovanim antimykobakteridlni Gi¢innosti v médiu se snizenym pH je nutno
si polozit 1 otdzku, zda jsou ziskané hodnoty MIC biologicky relevantni — jinymi slovy, zda se
v prostiedi infikovaného organismu v okoli mykobakteridlniho infektu sniZzené pH vyskytuje. Je
tieba si uvédomit, ze Mtb je schopno prezivat intracelularné v kyselych organelach makrofagi
imunitniho systému. Pokud bychom chtéli vyvijenym lé€ivem zasdhnout pravé tuto subpopulaci
mykobaktérii, je mozno se snizenym pH prostfedi pocitat. Je nutno ovSem mit na paméti, ze
1é¢ivo se zamySlenym antimykobakteridlnim G¢inkem uvnitt makrofagl (pfesnéji feceno v jejich
endosomech ¢i lysosomech), musi prekonat zvySené mnozstvi biologickych bariér (bunécna
membrana makrofdgu, membrana endosomu ¢i lysozomu a kone¢né komplexni obaly
mykobaktéria). Navrh a vyvoj antimikrobnich lé¢iv s plisobenim na intracelularni mikroorganismy

je kvtli tomuto naro¢ny.

Vzhledem k problémiéim s nastavenim hodnoty pH dodavané Sulovy ptdy (problémy
s opakovatelnosti) a vzhledem k tomu, Ze kyselé pH nelze v okoli mykobakterialniho infektu vzdy
predpokladat, jsme se rozhodli piejit k tekuté pidé o (témef) neutrdlnim pH 6,6. Tato zména
souvisela i se snahou o sladéni podminek testovani s metodikou uZivanou nej€astéji v zahrani¢nich

odbornych publikacich.

Zména kultivaéniho média — druh tekuté pidy. V piivodni pfevzaté metodice byla uzivana

Sulova ptida. Toto médium je (bylo) do uréité miry regionalnim specifikem. Pro sjednoceni

podminek naSeho testovani s nejCastéj$i metodikou publikovanou v zahrani¢nich obornych
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casopisech jsme prtesli k tekut¢ padé Middlebrook 7H9 o deklarované hodnoté¢ pH 6,6,

s ptidavkem OADC riistového dopliiku (olejova kyselina, albumin, dextrosa, katalasa).

Zména uzivanych standardi — pozitivni kontroly inhibice rustu. Pfi testovani v Sulové pudé

o kyselém pH jsme jako standard uzivali PZA (pro hodnoty MIC viz Tab. 3). PZA je ovSem
v neutralnim pH in vitro jen velmi malo G¢inny (v nasem testovani MICmg > 100 pg/ml), proto
jsme se zmeénou pH pfesli na standard isoniazid (INH). Jeho vyhodou kromé dobré uc¢innosti
v neutralnim pH je i (na rozdil od PZA) ztfetelna inhibice netuberkuldznich mykobakterialnich

kment, které jsou v tomto testu zahrnuty (M. avium, M. kansasii).

Zména zpusobu odec¢tu. Hodnoceni zakalu prostym okem (piipadné turbidimetricky) bylo

nahrazeno nebo doplnéno uzitim indikatorového barviva resazurinu (Alamar Blue). Jedna se o tzv.
MABA — Microplate Alamar Blue Assay, rast bakterii je indikovan na zakladné redukce barviva
resazurinu (oxidovana forma modra, redukovand rGzovd). Zménu zbarveni lze hodnotit
spektrofotometricky. S vhodnym pfistrojovym vybavenim Ize pfesnost méteni zvysit méfenim
zmeény fluorescence [59]. V naSem usporadani umoznilo nasazeni resazurinového barviva hodnotit
rast Mtb jiz po péti az sedmi dnech kultivace, pii odectu na zadklad¢ zakalu bylo nutno kultivovat
10—14 dni.

Tab. 3. MIC pro standardy (pg/ml)

Standard / médium Mtb H37Rv | M. kansasii | M. avium | M. smegmatis
PZA
- 6,25-12,5 >100 >100 >100
Sula pH 5,6
PZA
. 100 >100 >100 >100
Middlebrook 7H9 pH 6,6, OADC
INH
, 0,2-0,38 6,25-12,5 6,25-25 15,625
Middlebrook 7H9 pH 6,6, OADC

PZA — pyrazinamid, INH - isoniazid

Testovani in vitro antimykobakterialni aktivity na Katedie biologickych a 1ékaiskych

véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové

Jedna se opét o mikrodilu¢ni bujonovou metodu provadénou na mikrotitra¢ni desticce (96
jamek). Vzhledem k vybavenosti a stavebnimu feSeni laboratofe mohou byt testovany pouze
kmeny vyzadujici BSL (Biosafety Level) 1 nebo 2. Metodiku ze své zahrani¢ni staZe (Cork
Institute of Technology, Cork, Ireland, prof. Aidan Coffey) pfivezl, zavedl a rozsifil kolega
PharmDr. Ondfej Jand’ourek, Ph.D. Testovanymi kmeny jsou M. smegmatis (ATCC 607), M.
aurum (ATCC 23366) a v roce 2018 nove zavedené M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
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Toto doplikové testovani bylo zavadéno postupné od roku 2014. Na zavedeni tohoto
testovani jsem se osobn¢ prakticky nepodilel, omezim se tedy proto v tomto komentafi na

zhodnoceni vyznamu testovani antimykobakterialni aktivity na téchto modelovych kmenech.

Mtb H37Rv (tedy virulentni kmen nejcastéji zpiisobujici lidskou TB), je vysoce patogenni,
zpusobuje zavazné infekéni onemocnéni, a proto vyzaduje praci ve standardu BSL3. Mtb je navic
velmi pomalu rostouci druh s genera¢ni dobou 24—48 h. Na narust viditelnych kolonii Mtb je nutno
cekat 3—4 tydny, coz je pro vyzkum neprakticky dlouha doba. Proto jsou ve vyzkumu TB casto

uzivané rtizné modelové organismy.

M. smegmatis mc* 155 je rychle rostouci (s genera¢ni dobou 3—4 h), saprofyticky
(nepatogenni) kmen, ktery je hojn€ pouzivan jako modelovy organismus ve vyzkumu tuberkulézy
[60]. S Mtb sdili velky pocet genti, véetné genil dillezitych virulentnich faktort [60], a obsahuje
chemicky a strukturn¢ podobnou sténu (obaly) s vysokym obsahem lipidové slozky. M. smegmatis
je tak diky rychlému riistu a absenci patogenity velmi vhodnym modelovym organismem, i kdyz

dle nékterych nazori ne zcela vhodnym pro studium interakei typu hostitel-patogen [61].

Kompletni genomova sekvence M. aurum byla publikovéana teprve v roce 2017 [62]. Autofi
této studie ukazali, ze studovany kmen obsahuje vétSinu gentl, které jsou spojeny s rezistenci Mtb
viéi uzivanym antituberkulotikim. M. aurum by tedy mohlo byt vhodnym modelovym
organismem pro vyzkum a vyvoj novych antituberkulotik. Nizky pocet zdznamt o aktivitach na
M. aurum v databazi ChEMBL je mozno vysvétlit teprve neddvnym popsanim genomu tohoto
organismu. Lze ptedpokladat, ze vyznam M. aurum jako modelového organismu bude v blizké

budoucnosti narustat.

M. tuberculosis H37Ra je avirulentni, atenuovany kmen béZné tuberkulézy. Byl odvozen jiz
v roce 1935 kultivaci standardniho kmene H37 na chudé vajecné ptidé po dobu 3 mésicii [63].
Morfologicky odlisné kolonie poskytly atenuovany kmen, ktery nebyl schopen infikovat pokusna
zvitata [64]. Tento kmen byl onacen jako H37Ra. Kmen, ktery si po kultivaci zachoval virulenci,
byl oznacen jako H37Rv. Avirulentni kmen oproti virulentnimu neni schopen (mimo jiné)
dlouhodobé piezivat v anaerobnich podminkdch a neni schopen uniku z fagolysosomil
poskozenim jejich membrany [65]. Avirulence je podminéna geneticky a to mnohondsobné [65],
spontanni zvrat atenuovan¢ho kmene k zpét na virulentni je tedy velmi nepravdépodobny. Mtb

H37Ra je tedy geneticky i1 fenotypove nejbliz§i model pro studium TB na trovni in vitro.

Tab. 4 ukazuje srovnani Cetnosti vyuziti riznych modelovych organisml v porovnani
s referencnim kmenem Mrb H37Rv. Data byla extrahovana z databaze ChEMBL a byla aktuélni
k 14.1.2019.
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Tab. 4. Srovnani ¢etnosti vyuziti riznych modelovych organisml v porovnani s referenénim kmenem Mth H37Rv —

dle databaze ChEMBL
Druh a kmen ChEMBL identifikator | Pocet sloucenin * Pocet ziznami
o aktivité P

M. smegmatis CHEMBL613088 2658 4543
M. smegmatis str. m¢? 155 CHEMBL2366793 541 723
M. tuberculosis H37Ra CHEMBL2366634 1151 2021
M. aurum CHEMBL612952 137 229

M. tuberculosis H3TRv CHEMBL2111188 13325 23440

2Pocet sloucenin testovanych na daném organismu.

Pocet zdznamil o aktivité na daném organismus (neodstranény multiplicitng testované slou¢eniny)

Vyznam testovani aktivity vic¢i shora uvedenym modelovym organismim je pro nasi
skupinu zatim dopliikovy. Nejvice dat mame k dispozici pro M. smegmatis, které v tomto panelu
testujeme nejdéle. Dle dosavadnich vysledki koreluje aktivita vii¢i M. smegmatis Castéji s obecnou
antibakterialni aktivitou na Gram-pozitivni bakterie nez s aktivitou vici Mtb. 1 presto pro nas M.
smegmatis zustava dilezitym organismem pro svou bezpecnost a snadnost kultivace, ktera nam
umozni provadét pokroc€ilé funkéni testy ke zjisténi mechanismu antimykobakteridlniho G¢inku

nasich sloucenin (viz kapitola 3.2).

U nedavno (2018) zavedeného avirulentniho kmene Mtb H37Ra s potéSenim sledujeme, ze
aktivita koreluje s aktivitou dfive otestovanou na standardnim virulentnim kmenu Mth H37Rv. To
by ndm mélo v budoucnu umoznit zvysit kapacitu skrininku antimykobakteridlni aktivity za

pouziti 96-jamkového formatu a instrumentalni detekce ristu.

2.2.2. Dopliikové testy

Vsechny nami piipravené slouceniny jsou doplikoveé testovany na antibakteridlni a
antifungalni aktivitu in vitro vii¢i vybranym kmentim dilezitym pro klinickou praxi (vcetné
nekterych rezistentnich kment jako methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA).
Testovani je provadéno na Katedfe biologickych a 1ékatskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové. Vyrazny antibakteridlni ¢i antifungélni uc¢inek pozorujeme u naSich sloucenin pouze
ojedinéle, na Gram-negativni bakterie pouze zcela vyjimecné. Izolované aktivity neumoziuji
definici vztahil struktura-u¢inek. Informace o antibakteridlni a antifungalni aktivit€¢ naSich
antimykobakterialné ucinnych derivati uzivame k orientaénimu posouzeni selektivity jejich

ucinku.
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2.2.3. Vyjadfovani minimalni inhibi¢ni koncentrace v hmotnostnich a
molarnich koncentracich — diskuse

Pro ur¢ovani antimykobakteridlni aktivity jsme pouzivali mikrodilu¢ni bujonovou metodu s
dvojkovym (binarnim) fedénim. Vychozi koncentrace testované slouceniny (pokud to rozpustnost
v DMSO umoznila) byla 100 pg/ml pro M. tuberculosis H37Rv, M. kansasii a M. avium a 500
pug/ml pro M. smegmatis a M. aurum. Vyslednd aktivita byla vyjadiovana jako miniméalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) s jednotou pg/ml. U u¢innych derivatl bylo nasim zvykem pfepocitat tyto
hmotnosti koncentrace na koncentrace molarni (umol/l, uM) tak, abychom zohlednili rozdilnou

molarni hmotnost jednotlivych sloucenin.

Stavalo se pomémné casto, ze v procesu oponentnich fizeni ndm bylo primérni uZziti
hmotnostnich koncentraci vyc¢itano s argumentem, Ze pro porovnani ucinnosti sloucenin

bych zde tento (jisté fakticky spravny) argument polozit do praktické roviny.

1. Uzivani hmotnostnich koncentraci k vyjadfovani MIC je v mikrobiologii velmi Casté.

2. Priiprava vzorku je jednodussi, nebot’ se vzdy navazuje ptiblizné€ piesné stejné mnozstvi
slouceniny.

3. Urcovani MIC ve dvojkovém fedéni je z vlastniho principu nepiesna metoda a tato vnitini
nepiesnost je v praxi obvykle mnohem vétsi, nez nepfesnost vnesend porovnavanim

ucinnosti dvou sloucenin s rozdilnou molarni hmotnosti.

Ad 1 — Vyhledal jsem v databazi ChEMBL cilovy organismus M. tuberculosis H37Rv
(CHEMBL2111188). Ke dni 7. 1. 2019 bylo v databazi 13 369 zaznamu o aktivité ve form¢ MIC,
z toho 6 377 bylo vyjadieno v jednotkach hmotnostni koncentrace (mg/ml, pg/ml, ng/ml) a 6 543
zaznamu v jednotkach moléarni koncentrace (mmol/l, umol/l, nmol/l). Je tedy vidét, Ze hmotnostni

koncentrace jsou k vyjadieni MIC uzivany v této oblasti velmi Casto.

Ad 3 — Dolozeno na konkrétnim piipadu. V publikaci P12 jsme prezentovali
antimykobakterialni aktivitu v homologické fad¢ 5-(alkylamino)-N-fenylpyrazin-2-karboxamidd.
Propylaminoderivat mél M; = 256,31, heptylaminoderivat poté M; = 326,44. Zanedbame-li pfi
srovnavani jejich u€innosti jejich rozdilné Mr, vnasime chybu, ktera se da vyjadiit pomérem jejich
molarnich hmotnosti, tedy pfiblizn€ faktorem 1,27. Co nadm vsak skute¢né udava hodnota MIC?
mikroorganismu (detekovano pouhym okem, turbidimetricky ¢i pomoci zmény zabarveni — napf.
Alamar blue). Je-li tedy naptiklad v jamce s koncentraci 6,25 pg/ml patrny rtist a v sousedni jamce
o koncentraci 12,5 pg/ml nikoli, uré¢ime MIC = 12,5 pg/ml. Co to vSak znamena? Jednoznacné
vime, ze koncentrace 6,25 pg/ml neni pro inhibici dostatecna, ale teoreticky je mozné, ze jiz

koncentrace 6,30 pg/ml (tu jsme netestovali) by rast inhibovala - MIC tedy leZi v intervalu (6,25;
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12,5>. Tim, Ze jsme MIC urcili hodnotu 12,5 pg/ml, mizeme tedy do méteni teoreticky vnést
chybu limitné se blizici faktoru 2,0 (pouzivame-li dvojkové fedéni). Z toho se tedy da dovodit, ze
v ptipad¢ urcovani MIC pomoci dvojkového fedéni je nutno pozadovat fedéni v molarnich
koncentracich jen tehdy, ma-li v dané sérii derivat s nejvyssi M; dvojnasobnou M; oproti derivatu

série nevyskytuji.

Uziti molarnich koncentraci nabyvd na vyznamu pii srovnavani MIC mezi strukturné

odliSnymi sériemi, kde jsou rozdily v M, vétsi.

N. B.: Pfedchazejici odstavce se tykaji vyuziti hmotnostnich koncentraci pfi urCovani MIC
pomoci dvojkového fadéni. Je-li vSak ucinnost ur¢ovana jako koncentrace ptisobici konkrétni miru
inhibice vaci kontrole (napt. ICso, ECso) za pomoci instrumentalniho méteni néjaké fyzikalni
veli€iny, je zcela namisté (pfi srovnavani aktivit odlisSnych sloucenin) uzivat vzdy koncentrace

molarni.

2.3. Vztahy mezi strukturou a uc¢inkem

vvvvvv

antimykobakterialni aktivitou in vitro pro nami navrzené, pfipravené a (z vEtsi ¢asti) publikované
derivaty PZA. U kazdého zobecnéni musi nutn€ dochazet k urcitym zjednodusenim — proto trendy
popisované v nasledujicich ¢astech neplati absolutné a ctenafovi je doporucovano se v piipadé

z4jmu seznamit s plnym textem komentovanych publikaci.

V této praci se zamétuji na komentat antimykobakterialni aktivity viici Mtb H37Rv in vitro
(tedy inhibice rtstu celych bunék). Pokud neni blize specifikovano jinak, je vyrazem ,,aktivita®

nebo ,,u¢inek* zamyslen prave tento biologicky efekt.

2.3.1. Vliv postrannich alkylovych fetézci na antimykobakterialni aktivitu

V rdmci nami ptipravovanych sérii jsme Casto pozorovali vyhodnost zavedeni postranniho
alkylového fetézce na pyrazinové jadro. Tento pozdéji ¢asto opakovany strukturni motiv jsme
poprvé pouzili v publikacich P3 a P4, kde jsme publikovali rizné kyanopyrazinkarboxamidy a
pyrazindikarbonitrily s postrannim alkylamino substituentem (2, 3). Tyto slouCeniny byly
puvodné navrzeny jako obména diive publikovanych 3-arylaminopyrazin-2,5-dikarbonistrilti [66].
Jako zacinajici doktorand jsem mél radost, ze nukleofilni substituce vychozich chlorpyrazint
alifatickymi aminy probihala vyrazné 1épe a za mirnéjSich podminek neZz substituce aromatickymi
aminy (aniliny). V obou sériich (2) a (3) jsme pozorovali nariist in vitro antimykobakterialni
aktivity s prodluzujicim se alkylovym fetézcem. Aktivita kulminovala u heptylamino- (Ci
oktylamino-) derivatd, které vykazaly u¢innost s MIC s 12,525 pg/ml v Sulové piadé (pH 5.6),
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coz byla aktivita srovnatelna se standardem PZA, v molarnich koncentracich byly tyto derivaty az
dvakrat u¢innéjsi nez PZA. Vysledky naznacovaly, ze se nejednd o prosty efekt zvySeni lipofility,
protoze cykloalkylaminoderivaty s podobnou lipofilitou (pocitany logP) byly zcela neaktivni
(MICum > 100 pg/ml). Neaktivni byly rovnéz derivaty s terciarni aminoskupinou ziskané

substituci ptislusného chlorpyrazinu morfolinem, N-methylpiperazinem, ¢i N, N-diethylaminem.

N N 7
N_Z N_Z N
HN Ak Ak Ak s R
2 N" N 2 NN N" N
H N H H
o
2 3

4
Ak: methyl az n-oktyl Ak: n-propyl az n-oktyl
R=H,CI

Nértst antimykobakterialniho Gc¢inku u alkylaminoderivati s delSim alkylem jsme navrhli
vysvétlit jako disledek zvyseni lipofility, které by mélo vést ke zvySeni prostupu mykobakterialni
sténou, jez je vyrazné lipofilni (lipidy tvoii az 60 % hmotnosti susiny [67], coz je vyrazné vice nez
u vétSiny ostatnich bakterii). Tento jev jsme ale nechéapali jako nespecificky narist lipofility, ale
jako projev strukturni podobnosti (tj. afinity ve smyslu similia similibus) studovanych derivati
s mykolovymi kyselinami, které jsou typickou soucasti mykobakteridlni stény a tvofi jeji hlavni
lipidovou slozku [67]. Ze struktury mykolovych kyselin (Obr. 7) je patrny spole¢ny strukturni
prvek — dlouhy alkylovy fetézec. Predstavujeme si tedy, Ze dlouhy postranni alkylovy fetézec
nasich slou¢enin muze vést k vmezeteni do vnéjsi vrstvy mykobakteridlnich obalti a naslednému

usnadnéni penetrace do mykobaktéria.

alfa fetézec, meromykolovy fetézec

@ COOH
R,
A “w
B OH

beta-hydroxy fetézec

Obr. 7. Struktura mykolovych kyselin. Je uveden pfiklad a-mykolové kyseliny. Dalsimi zastupci jsou
methoxymykolové a ketomykolové kyseliny, které maji tyto funkéni skupiny obsazené v postrannim beta fetézci a

mohou mit i trans uspotfadani na cyklopropanovém kruhu.

Historicky dal§im (nikoliv ovSem dle data publikovani) strukturnim typem, kde jsme
uplatnili alkylamino substituci, byly N-fenylpyrazin-2-karboxamidy, tedy anilidy substituovanych
pyrazin-2-karboxylovych kyselin. Reakci 5-chlor-N-fenylpyrazin-2-karboxamidu s pfislusnymi
aminy byly pfipraveny slou€eniny strukturniho typu (4) [P14]. Aktivita kulminovala u
hexylamino- a heptylaminoderivatu (MICus = 0,78 pg/ml, tj. pfiblizn¢ 2,5 uM). Zajimavym
zjisténim bylo, ze zdménou chloru v poloze 5 pyrazinového jadra za alkylamino substituent doslo
(kromé¢ nartistu aktivity) k podstatnému snizeni in vitro cytotoxicity (méfeno na HepG2 bunécné
lini1)) - ICso se zvySila zjednotek uM na stovky uM. Ve zminéné publikaci [P14] byly

alkylaminoderivaty (4) pfipraveny z vychozi latky z nesubstituovanym benzenovym jadrem a od
36



vychozi latky s 2-Cl substituovanym benzenovym jadrem. Série odvozena od 2°-Cl substituované
vychozi slouceniny byla neaktivni (s vyjimkou stiedni aktivity heptylaminoderivatu, MICym =
12,5 pg/ml, nicméné i tato hodnota znamenala vyrazny pokles aktivity ve srovnani s vychozim 5-
chlorderivatem). To potvrzuje nasi domnénku, ze aktivita prezentovanych alkylaminoderivati
nemuze byt dana pouze nespecifickym zvysSenim lipofility téchto sloucenin. Zadména N-alkylu za
N-fenylalkyl (fenylethyl, fenylpropyl) vedla k méné€ ucinnym (R = H: MICym = 12,5-25 pg/ml)
nebo neucinnym (R = Cl: MICus > 100 pg/ml) derivatim. Alkylaminoderivaty (R = H) byly tedy
Casto ucinngjsi nez fenylalkylaminy s podobnou lipofilitou (logP), coz je dal$im naznakem toho,
ze aktivita diskutovanych derivatii nevychazi pouze z nespecifického zvyseni lipofility. Je tedy
mozné, ze kromé zvySeni lipofility a specifické substituce R na benzenovém jadre je pro ucinek
dalezita 1 flexibilita substituentu. NaruSeni lipofilniho charakteru alkylamino substituentu
formalnim zavedenim termindlniho hydroxylu ¢i methoxy skupiny vedlo k derivatiim se snizenym
ucinkem [P12, P14].

Zavér: Lze shrnout, Ze v sérii strukturniho typu (4) se zdména chloru na pyrazinovém jadie
za alkylamino substituent osvédcila, nebot’ (Casto) vedla k zachovani nebo zvyseni
antimykobakterialni aktivity in vifro za sou€asného sniZeni cytotoxicity in vitro. Proto jsme se
tento typ strukturni zdmény (Cl -> alkylamino) snazili uplatnit v mnoha nasledujicich sériich a

publikacich.

Vysledky byly vzdy obdobné, s kulminaci in vitro antimykobakteridlni aktivity u
hexylamino- az oktylaminoderivati. Tab. 5 obsahuje ptfehled téchto derivati a jejich aktivit.
Vsimnéme si, Ze 5- a 6-isomery byly vzdy vyrazné€ aktivnéjsi nez 3-isomery. Nejprikaznéjsi je
toto srovnani pro N-benzylaminopyrazin-2-karboxamidy (posledni struktura v Tab. 5), kde

vSechny tfi fady polohovych isomerl byly testovany za identickych podminek.
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Tab. 5. Ptiklady alkylaminoderivatd s vyznac¢nou in vitro antimykobakteridlni aktivitou (MABA Mtb H37Rv) a

jejich in vitro cytotoxicita — srovnani polohovych isomert

In vitro cytotoxicita

pg/ml)

SAR Odkaz/
Obecny vzorec P nejucinnéjsich i
MICya .. podminky *
sloucenin
R = H: kulminace Cs
az Cy; 0,78 pg/ml (2,5
M); P14
nM) HepG2 ICso > y [ . )
o 5 R=Cl: Sulova ptida, pH
250 uM
H (/N N C7; 12,5 pg/ml 5,6
Ak/N_K\N | H R (36 uM), ostatni
4 neucinné
Ak: n-propyl az n-oktyl R = H kulminace Cs
R=H,Cl az C7; 1,56 pg/ml riizné bundené linie, [P12]
6 (5 nM); obvykle MCC® > Sulova ptda, pH
R = CI kulminace C; 100 uM 5,6
3,13 ug/ml (9 uM)
. HepGZ 1Cs0 >
kulminace C; az Cs;
250 uM
5 12,5 ug/ml, 6,25 [P9]
ml (53-25 uM .
0 hg/ml ( nM) Sulova pida, pH
_N kulminace C7 az Cg; 5,6
Ak\N{ ])LNHQ 6 | 25 pgml 1576 /81 HepG2 ICso =
H X, mi, 1, m
N He He 161 uM
5 (6 uM)
Ak: methyl az n-oktyl [P8]
C, az Csneaktivni )
Middlebrook
3| (>100 pg/ml); Cs az n.d.
Ca 50 uo/ml 7H9, OADC, pH
m
sOTHE 6,6
kulminace C¢ az Csg; ruzné buné¢né linie,
5 6,25 pg/ml, 3,13 obvykle MCC® >
0 /ml; 20-10 pM 100 uM
N Y N [ n = (P11]
\H _E\ | H/\© kulminace Cs a2 Cs; | riizné bunéené linie, | §ulova pada, pH
N 6 3,13 pg/ml, obvykle MCC? > 56
Ak: n-butyl az n-oktyl 1,56 pg/ml; 10-5 pM 100 uM
neaktivni (> 100
3 n.d.

2Vie MABA - Microplate Alamar Blue Assay [59]. ®MCC — minimalni koncentrace plsobici cytotoxicky

efekt, hodnoceno mikroskopicky — podrobnosti viz ptivodni publikace. P — poloha druhého substituentu na

pyrazinovém jadre.
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Ptitomnost alkylamino substituentu (s delsim alkylovym fetézcem) na pyrazinovém jadie
se tedy osvédcila z hlediska antimykobakterialni aktivity in vitro. Jestlize jsme tedy predpokladali,
ze narast aktivity mohl byt zplisobeny zlepSenou penetraci vnéjSich obalii mykobaktéria (na
zaklad¢ strukturni podobnosti s mykolovymi kyselinami), bylo jasné, Ze neni nutno vazat alkyl
pies dusikovy atom. Abychom tuto hypotézu ovéfili, pfipravili jsme nékolik sérii pyrazinovych
derivatl s n-alkyly v poloze 5 vici prioritni funkéni skupiné (substituovany karboxamid - anilid,

karboxamid, karboxyl, karbonitril) — viz Obr. 8.

0} = |
N U\ N._CN N.__CONH, N._COOCH
- N R = = =
LI Ly — LV — LT
NS NS NS
Ak N Ak N Ak N Ak N
6 7 8 9
Ak: n-butyl az n-heptyl ]
R = H, 2-Cl, 3-CF3, 4-CH3, 4-OH Ak: n-butyl az n-heptyl
DP M. Halifova 2017 nepublikovana data

Obr. 8. Obecné vzorce pripravenych 5-alkylderivati pyrazinamidu

5-Alkyl-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy (6) byly pfipraveny a publikovany v ramci
diplomové prace Martiny Halitové [DP1]. Aktivita nejuc¢innéjsich latek dosahovala MICasm 3,13—
6,25 pg/ml (ptiblizn€ 9-22 uM) a jejich in vitro cytotoxicita (ICso) na HepG2 byla v fadu stovek
uM. Aktivita obvykle v homologické fadé butyl az heptyl vristala, ale u derivati s R =3-CFz aR
= 4-OH byl nejvice u¢innym 5-pentyl homolog. V diplomové praci [DP1] jsme se pokusili i o
pfimé srovnani aktivity S-alkyl derivatd s odpovidajicimi (dfive publikovanymi)
5-alkylaminoderivaty [P14]. Mezi zminénymi sériemi nastala shoda v substituentu R pouze u R =
H aR =2-Cl. U téchto sérii tedy bylo mozno ucinit pfimé srovnani, které by urcilo efekt odstranéni
—NH- skupiny. Ve skupiné alkylaminoderivati ovSem slouceniny s R = 2-Cl byly pfevazné

neaktivni (viz také Tab. 5, prvni fadek).

Srovnani (Tab. 6) na prvni pohled vypada neptiznivé pro alkylderivaty, nicméné zde je nutno
upozornit, Ze aktivita pro alkylaminoderivaty byla zjiStovéana dle star§i metodiky v jiném riistovém
bujonu (Sulova puda, pH 5,6), kdezto alkylderivaty byly testovany novou metodikou (standardni
bujon Middlebrook 7H9, OADC, pH 6,6). Vysledky tedy nejsou vziajemné plné srovnatelné.
Dlouhodobym pozorovanim jsme zjistili, Ze nékteré nase derivaty vykazuji v kyselé Sulové pidé
vyssi aktivitu neZ v neutralnim Middlebrook bujonu (rozdil MIC obvykle 1-2 kroky dvojkového
fedeéni). Je tedy spravngjsi uzaviit, Ze v pfipad¢ anilidi POA 5-alkylderivaty (6) vykazovaly

podobnou nebo mirné€ nizsi aktivitu ve srovnani s 5-alkylaminoderivaty (4).
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Jako dalsi n-alkyl derivaty pyrazinu byly pfipraveny slouceniny ze série 5-alkylpyrazin-2-
karbnitrila (7), 5-alkylpyrazin-2-karboxamidi (8), 5-alkylpyrazin-2-karboxylovych kyselin (9).
Tyto série nebyly dosud publikovany. Latky byly piipraveny radikalovou alkylaci pyrazin-2-
karbonitrilu a jeho naslednou parcidlni, respektive uplnou hydrolyzou. V sérii karbonitrild (7) a
karboxylovych kyselin (9) byly aktivni pouze 5-heptyl derivaty, derivaty s kratSimi alkyly byly
neucinné (MICu > 100 pg/ml). V sérii karboxamidu (8) byl patrny pozitivni efekt prodluzujiciho
se alkylového fetézce — v fadé butyl az heptyl rostla aktivita (MICuu) nasledujicim zptisobem: 50;
12,5; 6,25 resp. 3,13 pg/ml.

Pfimé srovnani aktivit alkylaminoderivati s alkylderivaty se stejnym poctem uhlikii v

postrannim fetézci je uvedeno v Tab. 6.

Tab. 6. Porovnani antimykobakterialni aktivity MICy (ug/ml) alkylaminoderivatt a alkylderivatt pyrazinamidu

Q /@ N._ _CONH,
N ~
O LJ
C ])L i RN
RN
Ref [P14] [DP1] [PI] nepublikovano
Alkvl R' = Ak-NH- R'=Ak R' = Ak-NH- R'= Ak
Y alkylaminoderivaty alkylderivaty alkylaminoderivaty alkylderivaty
propyl 3,13 n.d. > 100 n.d.
butyl 1,56 25 > 100 50
pentyl 3,13 25 > 100 12,5
hexyl 0,78 6,25 50 6,25
heptyl 0,78 6,25 12,5 3,13
oktyl 3,13 n.d. 6,25 n.d.
PZA 6,25 >100 12,5-25 >100
INH 0,2-0,39 0,39 0,39-1,56 0,39-0,78
y . Middlebrook | . . Middlebrook
podminky Sulova ptda, pH 5,6 Sulova pada, pH 5,6
7H9, pH 6,6 7H9, pH 6,6

n.d. — nedostupné

Zavér: Zavedeni 5-alkyl substituentu se osvéd¢ilo podobné jako zavedeni 5-alkylamino

substituentu. Pfipravené derivaty byly antimykobakteridln¢ G¢inné

Zavedeni delSiho alkylového fetézce (at’ jiz v podobé alkylu ¢i alkylamino substituentu) do
polohy 5 €1 6 dvoujadernych derivati pyrazin-2-karboxamidu vede ke sloucenindm, které svou
strukturou evokuji PT70, inhibitor mykobakterialni enoyl-ACP reduktasy (InhA). Proto né&které
naSe sé€rie tohoto strukturniho typu byly podrobeny molekulovému dockingu do InhA — pro

podrobnosti viz kapitola 2.4.2.
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Raciondlnim divodem pro navrh a ptipravu alkylderivati POA (9) je snaha o zvySeni
lipofility POA, ktera sama o sob¢ je in vitro G¢innou antimykobakteridlni latkou, ale in vivo je
neucinnd, pravdépodobné kvili nevhodné farmakokinetice [68]. Substituce POA v poloze 5 ¢i 6
pyrazinového jadra by méla byt kompatibilni s mechanismem ucinku zprostiedkovanym vazbou
POA na ribosomalni protein RpsA - blize viz kapitola 1.3.3. Alkylaminoderivaty PZA (5) ¢i
alkylderivaty PZA (8) by mohly byt prolécivy piislusnych pyrazinkarboxylovych kyselin se
zvyseno lipofilitou. V ¢asti 2.4.1 popisuji in silico studie za Gcelem ovéteni, zda 5- ¢i 6-

substituované derivaty PZA mohou byt substratem mykobakteridlni pyrazinamidasy PncA.

2.3.2. N-fenylpyrazin-2-karboxamid jako ustfedni struktura naseho vyzkumu

N-fenylpyrazin-2-karboxamidy (tedy anilidy pyrazin-2-karboxylové kyseliny) byly jednim
z ustfednich témat jiz mého Skolitele prof. Martina Dolezala, ktery v této oblasti publikoval
pravidelné od roku 2000. Byly pfipraveny derivaty s jednoduchymi substituenty na benzenovém
jadte (R? je H, OH, kratky alkyl, halogen, CF3 a jejich kombinace) a v poloze 5 ¢i 6 pyrazinového
jadra (H, Cl, methyl, ferc-butyl a jejich kombinace) — obecna struktura na Obr. 9.

2 |
R N\ N NN
I H
~
R" °N

R': H, tert-Bu
RZ H, CI
R3: H, OH, OCHg3, kratky alkyl, OH, CF3, halogen

Obr. 9. Obecna struktura anilidi POA piipravenych v letech 2000-2011

Anilidy POA byly testovany in vitro na antimykobakteridlni, antibakteridlni a antifungalni
aktivitu a vybrané slouc¢eniny rovnéz na schopnost inhibovat fotosyntézu. V oblasti anilidd POA
jako potencialnich antimikrobnich 1é¢iv jsem tedy pfistoupil k jiz probihajicimu projektu. V rdmci
mého doktorského studia jsem se podilel na rozsiteni palety téchto derivat. Spolu se Skolitelem
(a dalSimi spoluautory) jsme pfiipravili a publikovali souhrnné publikace rekapitulujici
publikovany jako kapitola v monografii [P25] a jako pfehledovy ¢lanek [P22]. ZjednoduSeny (ale
zérovenl nejvice aktudlni) souhrn je poté obsaZzen v uvodu naseho experimentalniho ¢lanku
publikovaného v roce 2016 [P15]. V sériich anilidii pyrazin-2-karboxylovych kyselin jsme SAR
analyzy stavéli na charakteru substituce benzenového jadra (zde byla nejvysSi variabilita) a
hodnotili tyto substituenty z hlediska jejich elektronovych parametrii (elektron-donorove,
elektron-akceptorové) a parametri lipofility. Elektronové parametry jsme vyjadfovali pomoci

tabulkovych Hammettovych konstant ¢ [69], lipofilni pfispévek poté jako substitu¢ni konstantu ©
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(tabulkovd hodnota nebo rozdil experimentdlné zméfené lipofility substituovaného a

nesubstituovaného derivatu).

Ze sérii anilidd POA, které byly publikovany v letech 2000-2011 vyplynulo, ze pozitivni
vliv na antimykobakteridlni aktivitu ma substituce benzenového jadra elektron-donorovymi
substituenty v poloze 4 (para) a naopak elektron-akceptorovymi substituenty v poloze 3 (meta) -
v obou piipadech se jednalo o lipofilni substituenty [P25]. Hydrofilni substituenty (R® = 2-OH, 4-
OH) byly prospésné pouze u derivati odvozenych od kys. 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-
karboxylové - tedy od nejvice lipofilni vychozi kyseliny — kde mohlo byt vyhodné kompenzovat
prilis vysokou lipofilitu substituentll pyrazinové Casti hydrofilitou substituentii benzenové ¢asti.
Celkové antimykobakteridlni aktivita nebyla zavisla pouze na lipofilit¢ daného derivatu, ale i na
konkrétnich substituentech pyrazinového i benzenového jadra. Je tfeba mit na paméti, ze vyse
uvedené SAR jsou popsanim trendll v rozsahlé skupiné N-fenylpyrazin-2-karboxamidi (celkové
pres 100 sloucenin) a nékteré derivaty se svou aktivitou vymykaly témto pravidlim. Nejucinnéjsi
anilidy POA vykéazaly inhibici ristu Mtb in vitro > 90% (pii koncentraci 6,25 pg/ml) a jejich
MICus se pohybovala vrozmezi 3,13-12,5 pg/ml. Pro nejucinngjsi derivaty viz tabulka 1
v ptiloze P22 ¢i tabulka 2 v ptiloze [P25].

Ve vyse zminénych sériich jsme pozorovali pozitivni vliv zavedeni chloru do polohy 6
pyrazinového jadra — obvykle dochdzelo ke zvySeni antimykobakterialni aktivity. Pti rekapitulaci
SAR v téchto sériich jsme si uvédomili, Ze by bylo velmi potfebné otestovat anilidy POA s 5-chlor
substituci pyrazinového jadra. K tomu nas vedly i studie, které ukazovaly, ze 5-CI-PZA je
ucinnéj$im inhibitorem mykobakterialni synthasy mastnych kyselin I (FAS I) neZ nehalogenovany
PZA [34]. Kli¢ovou vychozi latkou pro nas byla tehdy nové komeréné dostupna (Sigma-Aldrich)
5-hydroxypyrazin-2-karboxylova kyselina (5-OH-POA), u niz béhem aktivace karboxylu

pusobenim chloridu thionylu dochazelo zaroven k zaméné hydroxylu za chlor.

Sérii N-fenyl-5-chlorpyrazin-2-karboxamidi (10) (30 sloucenin) jsme publikovali v roce
2013 [P7]. Z hlediska antimykobakterialni aktivity viici Mtb se jednalo o velmi GspéSnou sérii —
z tficeti slouCenin liSicich se pouze rliznou substituci na benzenovém jadie vykazala vétSina
MICus v rozmezi 1,56-6,25 pg/ml a pouze tii derivaty byly neti¢inné (MIC > 50 ug/ml nebo MIC
> 100 pg/ml). Nejucinngjsi derivaty mély MICy < 1,56 ng/ml (tedy jednotky uM). Vztahy SAR
pro antimykobakteridlni aktivitu byly nevyrazné — jinymi slovy, substituent R na benzenovém
jadte vyrazné neovlivitoval aktivitu (témétf vSe bylo aktivni, tolerovany elektron-donorové i
elektron-akceptorové, hydrofilni 1 hydrofobni substituenty). Srovnanim s dfive publikovanymi
anilidy POA s odliSnou substituci na pyrazinové casti bylo patrné, Ze substituce 5-Cl je
nejvyhodnéjsi substituci (dle poméru aktivni/neaktivni derivaty v dané sérii i dle hodnot MIC
nejucinngjsich sloucenin). Toto srovnéani bylo provedeno v piivodni publikaci [P7] ve vysledkové
casti. Negativem série N-fenyl-5-chlorpyrazin-2-karboxamidi (10) byla vyznacnd in vitro
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cytotoxicita (HepG2), ktera se u vétSiny derivati pohybovala v rozmezi jednotek az desitek pM.
Cytotoxicita vzristala se zvySujici se lipofilitou — pfitomnost hydroxylové skupiny naopak
cytotoxicitu snizovala (mozné misto konjugacnich reakci metabolismu). V Tab. 7 jsou uvedeny
perspektivni derivaty s dobrym aktivitné-toxicitnim pomérem (vyjadien jako SI, index selektivity,

definovan jako ICso/MIC v molarnich koncentracich).

i /O
—IR
N AN
i/ H
cI” N
10

Tab. 7. Srovnani antimykobakterialni aktivity a cytotoxicity vybranych N-fenyl-5-chloropyrazin-2-karboxamidu.

Ptevzato a upraveno dle [P7].

M. tbe H37Rv HepG2 CHOXKI1 ACHN

R Koéda | MIC [pM] | IC50 [uM]  SI | IC50 [pM]  SI | IC50 [pM]  SI

4-0H 4 12,5 69 55 48+4 38 | 100£39 8.0
5-C1-2-OH 21 5.5 41 7.4 3942 71 | s51+14 93
4-COOH-3-OH 30 10.7 160 b 150 | 502+122 471 371496 34.8

Cytotoxicita je vyjadfena parametrem ICs, v ptipadé linii CHO-K1 a ACHN jako primér + SEM (N=3). SI je index
selektivity, definovan jako ICso/MIC. # Kod sloudeniny v pivodni publikaci. * Hodnota uréena pozdé&j§im méfenim,

v ptivodni publikaci neni uvedena.

Perspektivnim derivatem byl anilid s R = 5-C1-2-OH, ktery vykazal tfeti nejnizsi cytotoxicitu
a zaroven nej$irsi spektru uc¢inku, kdy inhiboval (na rozdil od vétSiny testovanych sloucenin) i rist
kment M. avium a M. kansasii. Dal$i diileZitou slouceninou byl anilid s R =4-COOH-3-OH, ktery
vykazal nejnizsi toxicitu a to s hodnotami ICso v fadech stovek pM na vSech testovanych
bunécnych liniich. Pov§imnéme si, Ze tento anilid obsahuje ve své struktufe fragment kyseliny 4-
aminosalicylové (p—aminosalicylové, PAS), ktera je antituberkulotikem 2. linie. Tento anilid je
tedy hybridni molekulou dvou antituberkulotik - PZA a PAS. O této struktufe bude pojednédno dale
v kapitole 2.5.

N-fenyl-5-chlorpyrazin-2-karboxamid se tedy stal na ur¢itou dobu centralni slou¢eninou, ze
které jsme vychdzeli pfi navrhu strukturné obménénych derivati. Motivaci téchto obmén bylo
bliZze prozkoumat vztahy SAR a pokusit se o snizeni cytotoxicity (vic¢i sav€im buitkam), kterd byla
hlavnim a vyznaénym negativem série N-fenyl-5-chlorpyrazin-2-karboxamidt. Nize strucné
popisuji tyto zmény a jejich vliv na aktivitu (Mtb) a in vitro cytotoxicitu. Graficky jsou tyto

obmény zachyceny na Obr. 10.
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Zména spojovaciho retézce (linkeru) mezi jadry

Vlozeni methylenového mustku —CH»z- za vzniku N-benzylpyrazin-2-karboxamidi.
Prodlouzeni spojovaciho fetézce obvykle vedlo ke snizeni ucinku, typicky o 2—3 stupné
dvojkového fedéni. Pfimé srovnani je uvedeno v Tabulce I publikace [P5].

Inverze karboxamidového mustku (-CONH-) za vzniku N-pyrazinylbenzamida
(oznaceny jako retro-amidy, -NHCO-). Tato zdména vedla ve vétSin€ piipadi ke snizeni
nebo vymizeni uc¢inku. OvSem ty derivaty, které si i¢inek zachovaly, vykazovaly nizkou
cytotoxicitu (obvykle HepG2 ICso > 250 uM) a dobrou selektivitu (SI > 10). Pfimé
vyhodnoceni inverze spojovaciho mistku je uvedeno v Tabulce 6 publikace [P21].
N-pyrazinylbenzamid s 2-OH substituentem na benzenovém jadie vykazal Siroké
spektrum ucinku, které zahrnovalo vSechny testované mykobakteridlni kmeny a také
nékteré bakteridlni a houbové organismy. Siroké spektrum jsme vysvétlili strukturni
podobnosti se salicylanilidy, které jsou dlouhodobé studovany jako vseobecné
antimikrobni latky [70, 71].

Substituce chloru na pyrazinovém jadie

Substituce alkylaminem (Cs-C7) vedla obvykle k zachovani nebo zvySeni Uc¢inku a
soucasné¢ k vyraznému snizeni cytotoxicity HepG2. Aspekty této substituce byly blize
diskutovany v ¢asti 2.3.1 a Tab. 5 na str. 38.

Néhrada chloru za aminoskupinu vedla ke zcela neacinnym derivatim [P13].

Polohova isomerie na pyrazinovém jadre

5- a 6-chlor polohové isomery byly vyrazné u€innéjsi nez 3-chlor isomery. Blize viz
kapitola 2.3.3.

Nahrada benzenového jadra

Formalni ndhrada benzenového jadra za 4-fenyl-1,3-thiazol-2-yl vedla k derivatim,
které ve své struktuie kombinuji PZA a 4-fenyl-1,3-thiazol-2-amin, coz je fragment
vyskytujici se ve sloucenindch s antibakteridlnim a antimykobakterialnim u¢inkem —
pro odkazy na pivodni literaturu viz [P20]. Timto zplisobem byly ziskany slouceniny
obecné struktury (11, Obr. 10). Zajimavou aktivitu vykazal zejména derivat 11a (Obr.
10), ktery inhiboval Mtb H37Rv, M. kansasii a M. avium s MIC = 2,2 uM. Zaroven
neprojevil cytotoxické ucinky in vitro (HepG2 ICso > 50 uM, SI > 21) a to ani pfi
prodlouzené expozici 48 hodin. Vzhledem ke strukturni podobnosti se znamymi
inhibitory enzymu FabH III byly derivaty obecné struktury (11) dokovany do tohoto

enzymu — viz kapitola 2.4.3.
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Nové navrzené a pripravené derivaty s odkazem na pfisluSnou publikaci (ptilohu) jsou

znazornény na Obr. 10.

o AN
Ho N H |/—R2
T 8T

7 = .
retro-amidy
¢~ N R =H, 2-Cl
[P5]: 10'va?ucenln [P21]: 41 sloucenin
pokles ucinku pokles nebo ztrata ucinku
nejlepsi MIC, 38-90 uM
N _C o) ~
7 SN \
Ak = n-propyl az n-oktyl | — H (0] S \ —\ R?
[P11]: 10 slougenin c- N [P7]: 30 slougenin N //\\N \ 7
5-isomery: MIC y, 4,6—-88 uM MIC i 2-20 uM R1—:( H
6-isomery: MICyy, 10-44 pM \N/ ’
o] X 1
0 N N | R [P20]: 15 slougenin
| R N %
NNy P " N RZH, 2.ci R" = H: neuginné
JI H KN/ 11a: R' = 6-Cl, R = 4-F
H,N N/ Ak = n-propyl az n-oktyl
[P13]: 11 sloucenin [P12]: 12 sloucenin 6-isomery MICyyy, 5-76 uM
ztrata tcinku [P14]: 12 slougenin 5-isomery MIC, 2,5-12,2 uM
setrvani nebo ucinku

Obr. 10. Strukturni obmény N-fenylpyrazin-2-karboxamidd. Zelena barva oznacuje Zadouci zménu (zvyseni ucinku,
snizeni toxicity), modra mirné snizeni ucinku, cervena ztratu Gcinku, fialova nevyhranény efekt (zavislost na

substituentech).

2.3.3. Vzajemna poloha substituentii na pyrazinovém jadre

Strukturu vétSiny nami ptripravenych a v této praci komentovanych sloucenin lze zobecnit
nasledujicim zplsobem - jednalo o derivaty pyrazin-2-karboxylové kyseliny (vcetné funkénich
derivatl karboxylovych kyselin, tedy karboxamid, karbonitrilti, esterti). Zaroven ve veétSing
pfipadli bylo pyrazinové jadro substituovano alesponl jednim dal$im substituentem (nejcastéji
chlor, alkylamino, benzylamino). Postupem ¢asu jsme si ovéfili, Ze 5- nebo 6- substituované
derivaity POA a PZA byly velmi cCasto antimykobakteridlné vyrazné U¢inngj$i nez jejich
3-substituované polohové isomery. Pfikladem jsou alkylaminoderivéty, jejichz polohové isomerni

fady byly jiz srovnavany v Tab. 5. na str. 38.

v

Niz$i ucinnost 3-substituovanych derivatih PZA/POA lze hypoteticky vysvétlit n¢kolika
zpusoby:
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1.

Sterickou naro¢nosti vicinalni disubstituce. Zde je tieba si uvédomit, Ze se jedna o 2,3-

disubstituované derivaty. Jsou-li oba substituenty objemné, je molekula nucena zaujimat
konformaci, ktera je stericky naro¢na. To lze dobie demonstrovat na slouc¢eninéch typu 3-
benzylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidii (majici objemny benzyl v polohach 2 a 3
pyrazinového jadra), jejichz energeticky vyhodné konformace (predikované na zakladé
molekularni dynamiky a energetické minimalizace pod silovym polem AMBER10:EHT)
jsme popsali v publikaci [P18]. Ptiklad energeticky vyhodné konformace uvadim nize na
Obr. 11. Na obrazku je rovnéz patrnd piitomnost intramolekularniho vodikového mistku
(o jeho vyznamu dale). Predpokladali jsme, Ze stericky naroCna 2,3-disubstituce
objemnymi substituenty mize byt nevyhodna pro interakci s receptory (molekula je
tvarove narocnd a vyzaduje specificky typ Ci tvar vazebného mista). Tento predpoklad nam
byl ovSem v poslednich dvou letech castecné vyvracen — potvrdili jsme, ze prave
slouceniny strukturniho typu uvedené¢ho na Obr. 11. se vdZou do lidské prolyl-tRNA
synthetasy. Blize viz kapitola 3.3.2.

Sterickym branénim karboxamidové ¢i karboxylové funkéni skupiny. Toto vysvétleni je
relevantni pro slouceniny s nesubstituovanou karboxamidovou ¢i karboxylovou funkéni
skupinou. U nékterych specifickych mechanismu ucinku, které byly navrzeny pro PZA ¢i
POA, je diilezit4 interakce karboxamidové, resp. karboxylové funkéni skupiny s vazebnym
mistem proteinu. Bylo prokazéano, ze PZA je schopen inhibovat mykobakteridlni synthasu
mastnych kyselin I (FAS I). Pomoci diferenéni NMR spektroskopie (STD-NMR,
Saturation-Transfer Difference) bylo ureno, ze vodik H-3 pyrazinamidu interaguje
s proteinem (tj. smétuje ke sténé vazebného mista) [33, 34]. Substituce vodiku H-3 vétSim
substituentem by tedy pravdépodobné vedla ke zméné polohy a orientace takovéhoto
derivatu (zména vazebného modu) a tim znemoznila inhibici FAS I. Podobn4 situace je u
POA, u kter¢ jeden z predpokladanych mechanismu ucinku - inhibice trans-translace - je
zavisly na vazani se POA na ribosomdlni protein RpsA. Z experimentalné urcené
krystalografické struktury komplexu POA-RpsA (pdb: 4NNI, Obr. 4 na str. 19) vyplyva,
7ze POA s RpsA interaguje prostiednictvim karboxylu a substituce vodiku H-3 by tuto
interakeci ztizila ¢i znemoznila [72]. Substituce H-5 ¢1 H-6 pyrazinového jadra by vSak méla
byt mozna [40, 72]. Podrobnosti a nejnovéjsi poznatky k vySe popsanym mechanismim

uc¢inku PZA/POA byly popsany v kapitole 1.3.2, resp. 1.3.3.

Tvorbou intramolekuldrniho vodikového mustku. Tyka se derivati PZA/POA, které maji

na C-3 pyrazinového jadra vazany substituent, ktery miZe vystupovat jako donor vodikové
vazby. Jeho vodik tvofi vodikovou vazbu s karbonylovym kyslikem karboxamidové ¢i

karboxylové funkéni skupiny (pfiklad viz Obr. 11). Obecnéd struktura pfedmétnych
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derivati je zachycena na Obr. 12. MozZnost tvorby intramolekuldrniho H-mustku
(intramolecular H-bond, IHB) ma duasledky pro fyzikélné-chemické vlastnosti dané
slouceniny 1 pro jeji potencidl vytvaret nevazebné interakce s receptory. Atom vodiku a
volny elektronovy par vytvarejici IHB nejsou k dispozici pro vytvareni vodikovych mustka
s molekulami polarniho rozpoustédla (napt. vody). Muzeme také fici, ze vytvoirenim IHB
dochazi k ¢aste¢nému maskovani hydrofilniho charakteru funkénich skupin, kter¢ THB
tvofi, a derivaty schopné tvorit IHB tak mohou mit vyssi lipofilitu nez polohové isomery,
které IHB tvofit nemohou. ZvySenou lipofilitu 3-substituovanych derivatl ve srovnani s 5-
¢i  6-substituovanymi derivaity PZA/POA jsme v nékolika sériich potvrdili
experimentalnim métenim (pomoci HPLC v reverznim uspotadani, lipofilita vyjadiena
jako funkce reten¢niho casu) [P18]. Pfitomnost IHB taktéz snizuje interak¢ni potencial
dané molekuly, nebot’ donory a akceptory zapojené do IHB nejsou k dispozici pro tvorbu
H-mistkl s receptorem. Teoreticky je samoziejmé mozny zénik IHB a tvorba interakci
s receptorem, ale toto by bylo spojeno s vytocenim (napt. karboxamidové ¢i karboxylové)
funkéni skupiny mimo rovinu heteroaromatického cyklu, coz je energeticky nevyhodné.
Vyslednd energetickd bilance by byla dana rozdilem energie potiebné k prechodu do
konformace bez IHB (konformace s IHB je energeticky nejvyhodnéjsi) a energii, ktera se

uvolni vytvofenim novych vodikovych vazeb ligand-receptor.

Obr. 11. Energeticky minimalizovana konformace derivatu 3-benzylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidd se

znazornénim intramolekularni vodikové vazby (pievzato z [P18])

N
[ fo Y =OR, NHR
N R = H, alkyl, Ph, Bz

Obr. 12. Obecna struktura pyrazinovych derivati tvoticich intramolekularni H-mistek

NiZe na Obr. 13 jsou uvedeny obecné strukturni vzorce piipravenych 3-substituovanych

derivati PZA/POA s odkazem na pfisluSnou pfilohu. Série 12, 13, 15 a 16 vykazovaly obecné
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nizky ucinek (MICuym > 25 pg/ml). Nékteré 3-benzylaminoderivaty (14, 17) vykazovaly stfedni
aktivitu (MICuaw typicky 6,25 az 25 ng/ml) v zavislosti na substituentu R. V sériich 12 a 13 [P10]
aktivita mirné rostla s prodluzujicim se alkylovym fetézcem Ak' nebo Ak?, piitomnost dvou
delsich alkylti v molekule vSak byla nevyhodnd. Po porovnani typickych aktivit mezi sériemi 14,
16 a 17 je mozno konstatovat, ze piitomnost benzylového zbytku je nejvyhodnéjsi v poloze 3
pyrazinového jadra (ve formé benzylamino substituentu), mén¢ vyhodna pak v pozici 2 jako N-
substituent karboxamidu. Je nutno zduraznit, Ze v diskutovanych sériich vzdy pocet neucinnych
sloucenin vyrazné prevysoval pocet ucinnych. I z tohoto diivodu jsme 3-substituované derivaty
PZA/POA obecné povazovali za mén¢ ucinné a syntetizovali je jako doplnéni k ucinnéjSim 5- a 6-

polohovym isomertim.

1 1
HN’Ak HN’Ak N CONH;
' N (X
N O N O Yz
X
s Ve
N~ Cl N H =
12 13 14

8 sloucenin [P10] 22 sloucenin [P10]
AK", Ak? = methyl a2 n-oktyl
nejucinnéjsi MIC,;, asi 90 uM

15 sloucenin [P17]

R =4-CHg3: MICyy, =6 uM

R =4-NH, 3-CF3, 4-CF3:
MICMtb = 26-42 HM

ostatni neucinné

N._COOH HN® Y HNT T g
~ N R N %
| H AN (@) = N O
N7 NS [ — [
~
0 \GR N el N N/\©
15

16 17
18 sloucenin [P19]

R = 4-N02: MICMtb =5 HM
ostatni neucinné

13 sloucenin [P18]
R =4-OCHs: MIC, = 90 uM
ostatni neuc¢inné

10 sloucenin [P18]

R = 2-CHj3, 3,4-diCl: MIC;, = 36 uM, resp.
27 uM

R = 4-CH3, 4-OCH3: MICyyp = 72-132 uM
ostatni neucinné

Obr. 13. Piiklady 3-substituovanych derivati PZA/POA s uvedenim antimykobakterialni aktivity (MIC ). Sipka

oznacuje piimy synteticky vztah. Zelena Sipka naznacuje (mirny) nartst a¢inku.
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2.4. Vyuziti metod pocitacem podporovaného navrhu léciv (CADD)

Metody pocitacem podporovaného navrhu 1éciv (CADD; Computer-Aided Drug Design) se
béhem poslednich dvaceti let staly nedilnou soucéasti procesu navrhu a vyvoje léCiv ve
farmaceutickém pramyslu i v akademické sféfe [73, 74]. Tuto skute¢nost 1ze dolozit grafem (Graf
1), ktery zobrazuje analyzu poctu experimentalnich publikaci obsahujicich pojem ,,docking®
v jednotlivych letech za poslednich 25 let — analyza databaze Web of Science dne 22. 1. 2019.
Molekularni docking je jednou z nejvice uzivanych metod CADD. Analyza si neklade za cil byt

uplna a presna, ale jeji vysledky jasn¢ demonstruji rostouci trend.
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Graf 1. Analyza poctu experimentalnich publikaci, které obsahuji termin ,,docking®, dle roku publikovani. Zdrojem
dat je databaze Web of Science ke dni 22. 1. 2019.

Je obecné uznavano, ze metody pocitacového modelovani 1é¢iv nemohou samy o sob¢ vést
k vyvoji novych 1€Civ, in silico vysledky je tieba vzdy potvrdit experimentalnim métenim.
Nejveétsi ptinos metod CADD spociva v identifikaci sloucenin, které by bylo vhodné otestovat
v realném experimentu (tzv. wet assay). V dnesSni dobé vetejn¢ dostupné knihovny obsahuji
fadove miliony sloucenin, které 1ze komercné ziskat. Takto velké mnoZstvi neni ale mozno ani pfi
pouziti vysokokapacitnich skriningovych metod (HTS; High-Throughput Screening) realné
otestovat. V ptipad¢ virtudlniho in silico skrininku vSak toto omezeni neplati. V zavislosti na
zvolené metodé CADD Ize dnes 1 na low-endovém stroji (napft. 8 jader) testovat tisice (molekularni
docking) az miliony (vyhledavéani dle podobnosti, vyhledavani pomoci farmakoforu) sloucenin.
Metody CADD jsou tedy velmi ¢asto vyuzivany v inicia¢nich fazich projekti k selekci molekul,
které maji vhodné fyzikaln€ chemické vlastnosti a které by na zakladé své struktury mohly

interagovat se studovanym cilem (receptorem). Tyto postupy se souhrnné oznacuji jako
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vysokokapacitni virtualni skrinink (HTV'S, High-Throughput Virtual Screening). In silico metody

jsou v porovnani se skute¢nym experimentem casové méné naro¢né a jsou rovnéz levné.

Dalsi fazi vyvoje 1é¢iv, kde se CADD metody Siroce uplatiuji, je hit-to-lead optimalizace,
kdy se pomoci pocitacovych simulaci snazime optimalizovat strukturu a fyzikalné-chemické
vlastnosti ptivodni molekuly (hitu) tak, abychom zvysili G¢innost a selektivitu. V této fazi se

z metod CADD uplatiiuje velmi ¢asto molekularni docking ¢i molekularni dynamika.

V nasi laboratofi jsme CADD metody uzivali doposud ptedevsim k ovéfovani potencidlnich

mechanismu u¢inku antimykobakterialné aktivnich sloucenin.

2.4.1. Pyrazinamidasa (PncA) jako aktivujici enzym

V publikaci P9 jsme pomoci molekuladrniho dockingu jsme zjistovali, zda nami pfipravené
5- a 6-alkylaminopyrazin-2-karboxamidy mohou byt hydrolyzovany mykobakteridlni
pyrazinamidasou (PncA). Jak bylo uvedeno v ¢asti 1.3, nékteré specifické mechanismy uc¢inku
PZA jsou vazany na pyrazinamid jako takovy, jiné na POA vznikajici z PZA hydrolyzou
pasobenim PncA. Uplné vysledky molekulového dokovéani véetné zobrazeni poz jednotlivych
ligandi v aktivnim misté PncA byly publikovany v dopliujicich informacich k P9. V této studii
jsme nejprve nadokovali PZA do aktivniho mista pyrazinamidasy PncA (pdb: 3PL1) a ovéfili, ze
pouzity dokovaci algoritmus (Autodock Vina) je schopen pro PZA predikovat pdzu, kterd
odpovida dfive publikovanému modelu komplexu PZA-PncA [75]. Jiz z této modelové pdzy bylo
patrné, ze vodiky H-6 a H-5 pyrazinového jadra smétuji ke sténé kavity vazebného mista a
substituce objemné&jSim substituentem do téchto poloh by nutné vedla k vyrazné zméné pozice
(translace a rotace) ligandu odménéného PZA, v disledku cehoz by karboxamidova funkéni
skupina nebyla nadale v pozici nutné k uskute¢néni hydrolyzy katalytickou triddou. (Pozn.: Tuto
tezi o nemoznosti substituovat vodik H-6 jsme pozdéji ptehodnotili na zékladé¢ zobrazeni
totozného komplexu PZA-PncA v software MOE — viz Obr. 14. Zelena Sipka zde je tzv. exit
vektor, ktery oznacuje vodik, ktery by ze sterického hlediska mohl byt nahrazen alespon
methylem. Pfehodnocujeme tedy nase stanovisko v tom smyslu, Ze substituce H-6 by mohla
poskytnout derivaty PZA, které budou moci byt hydrolyzovany mykobakteridlni PncA. To
zejména v tom piipade, budeme-li uvazovat i urcitou flexibilitu proteinu. V blizké budoucnosti

budeme toto studovat metodami molekularni dynamiky.)

Dokovani vybranych 5- a 6-alkylaminopyrazin-2-karboxamidit do aktivniho mista PncA
ptedpovidalo pro tyto ligandy podzy, ve kterych karboxamidova funkéni skupina smeétovala
opatnym smerem v porovnani s pfirozenym substratem PZA. Prostor pobliz katalytické triady
Lys96, Asp8 a Cysl38 (kde se mad nachazet karbonylovy uhlik karboxamidu) byl u péz

ptedpovidanych pro alkylaminoderivaty PZA obsazen alkylovym zbytkem [P9].
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Zavér: 5-alkylaminoderivary PZA dle molekulového dokovani pravdépodobné nebudou
hydrolyzovany  pyrazinamidasou (PncA) na odpovidajici  karboxylové  kyseliny.
Antimykobakterialn¢ ucinné derivaty tohoto strukturniho typu tedy pravdépodobné ucinkuji ve

formé nehydrolyzovaného karboxamidu (pokud neni hydrolyzovan jinym zptisobem).

Lys138 5137

A lel133 134 B

Obr. 14. Model pyrazinamidu v aktivnim misté¢ mykobakteridlni pyrazinamidasy (PncA). A — Nevazebné interakce.
Lys96, Asp8 a Cys138 tvofi katalytickou triddu. B — Celkovy pohled do aktivniho mista PncA. Zelena Sipka

oznacuje misto mozné substituce.

Publikace P12 - 6-Alkylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy — mtze byt karboxamidova
skupina substituovand objemnym substituentem (N-fenylem) hydrolyzovana PncA? Jednoduchy
docking s obdobnym uspotfadanim jako v ptipad¢ 5- a 6-alkylaminoderivati PZA [P9] neumoznil
vyvodit jednoznacny zaver. Neékteré ze studovanych 6-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamida
zaujimaly (i kvili pfitomnosti dvou objemnych substituentd a prosté nemoznosti se v kavité
orientovat jinak) pozy, ve kterych byla karboxamidova skupina blizko katalytické triad€ a
vykazovala i vhodnou orientaci. Rozhodli jsme se tudiz provést detailnéjsi studii, pfi jejimz navrhu
jsme vychazeli ze zndmého mechanismu hydrolyzy nikotinamidu pfibuznou nikotinamidasou z
Acinetobacter baumannii [ 76]. Klicovym krokem hydrolyzy je vznik tetrahedralniho intermediatu,
ktery vznika nukleofilnim atakem —SH skupiny Cys138 na elektrondeficientni karbonylovy uhlik
karboxamidu. Takto vznikly intermediat musi byt navic stabilizovan — tfemi H-mistky
vychdzejicimi z karboxamidové skupiny, a jednim H-mustkem mezi heterocyklickym dusikovym
atomem a molekulou vody, kterd je koordinovana k Fe**. Jedna se o totozné interakce jako na Obr.

14, ktery zobrazuje PZA pted vznikem intermediatu.
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V publikaci P12 jsme tedy pro in silico studium vzniku tetrahedralnich intermediat pouzili
metodu kovalentniho dockingu (Schrédinger Suite, v rdmci mé staze na Farmaceutické fakulté
Univerzity Komenského v Bratislave). Jednd se o molekularni docking, ve kterém je prvnim
krokem vznik kovalentni vazby (dle definovaného reakéniho mechanismu) mezi vybranou funkéni
skupinou ligandu a vybranym aminokyselinovym zbytkem proteinu. Vznikla kovalentni vazba
funguje jako zabrana (délka vazby, uhel vazby), pro zbytek ligandu je pak optimalni pdza
vyhleddvana béznymi vyhledavacimi funkcemi dokovaciho algoritmu. NaSe metodika
predpovedéla vznik spravnych a nekovalentnimi vazbami stabilizovanych intermediétt pro PZA 1
nikotinamid (obrdzky 2 a 3 v P12). Pro studované 6-alkylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy
byly pfedpovézeny intermediaty, které nebyly stabilizovany (obrazek 4 v P12).

Zavér: 6-Alkylamino-N-fenylpyrazin-2-karboxamidy nebudou dle in silico modelovani
substratem PZA.

2.4.2. Enoyl-ACP-reduktasa jako potencialni cilovy protein

Enoyl-(acyl-carrier-protein) reduktasa (enoyl-ACP reduktasa; ENR; EC 1.3.1.9) patii do
rodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (short-chain dehydrogenase/reductase; SDR).
Funkéné ENR patii do systému synthasy mastnych kyselin typu II (FAS II). ENR katalyzuje
posledni krok cyklu prodluzovani postranniho fetézce mastnych kyselin, tj. redukci dvojné vazby

enoylového intermediatu (viz Obr. 15).

CO, + CoA (0] (0] NADPH NADP*

R-C(O)-S-CoA 4, RNS/ACP % N
n KR
FabH
COZ /\
malonyl-S-ACP — ACP ks DH
n=n+2

0 3 O

R~ AN - ACP 4% Ry~ Al ACP

n
NAD(P)* NAD(P)H
Obr. 15. Systém synthasy mastnych kyselin II (FAS II). Pievzato z [P23].

Kofaktorem ENR je NADH ¢i NADPH, ktery slouZi jako zdroj hydridu pro redukci dvojné
vazby. Systém FAS II je typicky prokaryontni a je tvoifen Sesti jednotlivymi enzymy, které spolu
pouze mistné a funkéné souvisi. Oproti tomu systém FAS I (typicky eukaryotni) je tvofen jedinym
enzymem, ktery ma Sest katalytickych domén (viz také kapitola 1.3.2). OdliSnost prokaryontni
FAS 1II od eukaryotni FAS T €ini z FAS II atraktivni cil pro vyvoj antimikrobialnich 1éCiv.

Inhibitory ENR jsou vyvijeny ptedevsim jako slouceniny u¢inné vici statylokoktim, plazmodiim
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a Mtb. V piehledovém clanku [P23] jsme podrobné zmapovali vyvoj novych inhibitori ENR

v letech 20112015 v patentové i Casopisecké literature.

Mykobakteridlni ENR je primarnim cilem isoniazidu (INH, antituberkulotikum 1. linie) a je
proto oznacovana také jako InhA. Diky intenzivnimu vyvoji ve skupin¢ inhibitorit ENR je zndmo
n¢kolik strukturnich ti¥id téchto inhibitord [P23], jejichz spole¢ny farmakofor je dobfie
prostudovan. PT70 (19) je derivat odvozeny od antimikrobniho triklosanu (TCL, 18), jehoz
mechanismem uc¢inku (nikoliv jedinym) je inhibice bakteridlni ENR. TCL i PT70 patii do
strukturni skupiny difenyletherti. TCL je nespecifickym inhibitorem ENR rtiznych organismii, u
PT70 doslo k vystupiiovani aktivity viici mykobakteridlni InhA, piedevSim diky zavedeni
hydrofobniho alkylu [77]. Na Obr. 16A je znazornéna interakce inhibitoru PT70 s mykobakterialni
InhA (pdb: 2X23). Farmakofor je tvofen akceptorem vodikové vazby, ktery vytvaii H-vazby
s hydroxylem Tyr158 a s2’-hydroxylem glukosy z kofaktoru NADH. Fenolické jadro TCL
vytvaii m-m (sendvi€) interakce s pyridinovym jadrem NADH. Hexylovy zbytek vypliuje
hydrofobni tunel, ve kterém se bézné nachazi alkyl masné kyseliny (pfirozeného substratu). Na
Obr. 16B je ptekryv inhibitorii InhA zrGznych strukturnich tifid (vytvofeno superpozici
krystalografickych struktur — pdb: 2B37, 2X23, 3FNF, 4R9S, 4TZK) a z n¢j vyvozeny spolecny

farmakofor.
OH Cl OH
(6] (6]
() 6
cl cl

18 TCL 19 PT70

hydrofébni
subst.

B

aryl / cykloalkyl

Obr. 16. A — Interakce PT70 s komplexem InhA-NAD" B — Pfekryv inhibitorti InhA z riznych strukturnich téid ve

vazebném misté¢ InhA v porovnani s TCL (Sedé uhliky).

Je patrné, Ze mnohé z naSich pfipravenych derivati pyrazin-2-karboxamidu mohou takto
obecné definovany farmakofor pro inhibici InhA uspokojit. Ptiklady takovych derivati jsou
uvedeny na Obr. 17. Pyrazinové jadro nahrazuje fenolické jadro PT70. Vhodnym HBA miiZe byt
N-1 pyrazinového jadra ¢i kyslikovy atom karboxamidu. Derivaty obsahuji i dva hydrofobni
substituenty v polohach odpovidajicich PT70. Nékteré nase série derivatl pyrazin-2-karboxamidu
jsme proto podrobili dokovani do PncA.
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Obr. 17. Piiklady derivatt PZA, které teoreticky splituji obecny farmakofor inhibitori InhA. Cervené — akceptor

Ak= n-butyl az n-heptyl

vodikové vazby. Zelené — hydrofobni substituenty.

P11: 5- a 6-alkylamino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidy byly dokovany do InhA (pdb:
2X23). Predpovidané pdzy vybranych antimykobakteridln€ ucinnych derivatii vykazuji vSechny
dilezité interakce zndmych inhibitorti. Karbonylovy kyslik amidové vazby plni ulohu HBA a
vytvaii vodikovou vazbu s Tyrl58, piipadn€¢ s 2'-OH hydroxylem ribosy NADH. Postranni
alkylovy fetézec obsazuje vstupni hydrofobni tunel, ve kterém se za bézné situace nachazi

alkylovy fetézec mastné kyseliny (pfirozené¢ho substratu).

Zavér: Mechanismem ucinku antimykobakteridlné uclinnych 5- a 6-alkylamino-N-
benzylpyrazin-2-karboxamidii by mohla byt inhibice InhA. Tato hypotéza byla ovéfovana pomoci
funk¢niho testu, kdy byla sledovana zména spektra mykolovych kyselin po kultivaci mykobaktérii
s testovanou slouceninou. Pii kultivaci s vybranymi 5- a 6-alkylamino-N-benzylpyrazin-2-
karboxamidy nebylo v porovnani s negativni kontrolou pozorovana zména ve spektru mykolovych

kyselin. Tento mechanismus G¢inku tedy nebyl potvrzen [P11].

V publikacich P17 a P18 jsme popsali molekularni docking 3-subsstituovanych derivatl
pyrazin-2-karboxamidu do InhA. U téchto derivati nebyla shoda s diskutovanym farmakoforem
zfejma, nicméngé 1 tyto derivaty byly nadokovany tak, Ze vykazovaly interakci s Tyr158 a ptipadné
s 2'-OH kofaktoru.

V publikaci P18 (dopln€k) jsme piedpovédéli vazebny modd 3-benzylamino-N-
benzylpyrazin-2-karboxamidi (17, Obr. 13 na str. 48), tedy derivati s velmi objemnymi
substituenty ve vzdjemné vicinalnich polohach. Pfekvapivé jsme zjistili, Ze i takto stericky narocné
derivaty jsou dle in silico predikce schopny se vazat do aktivniho mista InhA a Ze vykazuji
interakce shodné se zndmymi inhibitory. Stericky objemné 2,3-disubstituované derivaty pyrazinu
se vSak timto zplisobem vazaly pouze do otevienych nebo polootevienych konformaci InhA,
nikoliv do uzavienych konformaci tohoto enzymu. Dokovani do rGznych konformacnich stavi
jednoho proteinu je béznou metodou vyuzivanou k simulaci ¢astecné flexibility proteinu. (Kavita
InhA je spoluvytvafena pohyblivou smyckou (tzv. substrate-binding loop), kterd uzavira a otevira

aktivni misto InhA a organizuje se az béhem procesu navazovani ligandu. Podili se na
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koordinovani substratu i vlastni katalyze - obsahuje i katalyticky dalezity Tyr158. InhA se tedy
vyrazné prizpusobuje velikosti navazované molekuly substratu ¢i inhibitoru). Obrdzek S1
v doplnku k P18 zobrazuje reprezentativni vazebny modd 3-benzylamino-N-benzylpyrazin-2-
karboxamidtl v InhA. Konformace ligandu je takova, ze umoznuje zachovani intramolekularni H-
vazby (ktera je ¢asteCné oslabena ve prospéch vzniku dvou novych H-vazeb na Tyr158 a 2-OH

ribosy).

Zavér: Dle in silico predikce jsou i 2,3-disubstituované derivaty pyrazinu, véetné¢ objemné
substituovanych, schopny se vazat do aktivniho mista InhA v podobném modu jako znamé
inhibitory InhA. Pii dokovani objemnych derivati je tieba uzivat oteviené ¢i polooteviené

konformace InhA. Neni jasné, zda pfedpovidana afinita ma biologicky vyznam.

2.4.3. B-ketoacyl-ACP-synthasa jako potencialni cilovy protein

B-Ketoacyl-ACP-synthasa III (FabH) je dalSim enzymem patiicim do systému FAS II.
V mykobakteriich tento enzym zprostfedkovava nezbytné propojeni (pfedavani substratu) mezi
systétmy FAS I a FAS II [78]. Mastna kyselina ve formé thioesteru-koenzymu A je pisobenim

FabH rozsitena o 2 uhliky a navazéana jako beta-ketothioester na nosi¢ ACP (Obr. 15 na str. 52).

Mykobakterialni FabH (pdb: 1U6S) byla vybréna jako potenciélni cil nami pfipravenych (4-
fenylthiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamidii a to na zakladé vysoké strukturni podobnosti s diive
pfipravenymi inhibitory homologni FabH z E. coli. Tento vybér se vSemi souvislostmi je

zdivodnén v P20 a jejim dopliku.

Zavér: Na zaklad¢ vysledkti dockingové studie bylo potvrzeno, ze studované derivaty se vazou

pobliz katalytické triddy FabH a mohou tak tento enzym inhibovat.

2.44. MycPermCheck

MycPermCheck [79] (University of Wiirzburg) je in silico model pro piedpoved
pravdépodobnosti prilniku dané slouceniny pies mykobakteridlni st€énu. Model byl vytvoien
analyzou hodnot molekuldrnich deskriptori ve skupindch sloucenin pronikajicich a
nepronikajicich pfes mykobakteridlni sténu. Slouceniny pronikajici byly definovany jako latky
majici inhibi¢ni U¢inek na rist Mtbh in vitro. Slouceniny nepronikajici byly zjednodusené
definovany jako latky Uc¢inkujici jako inhibitory izolovanych mykobakteridlnich subceluldrnich
cilt, které zaroven neinhibuji rist Mtb jako celych bunék. MycPermCheck je zdarma dostupny
jako webovy nastroj [80], jako vstup jsou vyuzivany deskriptory vypoctené modulem QikProp
(Schrodinger Suite). MycPermCheck jsme vyuzili v né€kolika nasich publikacich [P12, P14, P20]
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k zdiivodnéni neucinnosti nckterych sloucenin. Z celkovych péti  deskriptort, které
MycPermCheck pro vypocet pravdépodobnosti priniku vyuzivd, jsou k navrhu novych
antituberkulotik intuitivné vyuzitelné zejména logP (doporucené rozmezi 2,779—4,479) a pocet
akceptort vodikovych vazeb (HBA, doporu¢ené rozmezi 3,75-6,00 — pozn.: dle QikPrep vypoctu
HBA mohou skute¢né nabyvat necelych ¢isel). Vzhledem k tomu, Ze centralni struktura naseho
vyzkumu PZA obsahuje ve své struktufe jiz 4 HBA (N-1 a N-4 pyrazinu, O a N karboxamidu), je

pomérmne snadné nevhodnou substituci piekrocit horni limit pro pocet HBA.

2.5. Hybridni slou¢eniny kombinujici fragment PZA a PAS

Anilid na Obr. 18 (oznaceni JZ-94) byl ptivodné publikovan v sérii ostatnich N-fenyl-5-
chlorpyrazin-2-karboxamidu, které se liSily pouze charakterem substituce na benzenovém jadie
[P7]. I kdyz tento hybrid PZA-PAS nebyl v rdmci publikované série zdaleka nejucinnéjsi (jeho
MICus byla piiblizné 11 uM, nejucinngjsi derivaty dosahovaly urovné 3 uM), vyhodou byla nizka
cytotoxicita in vitro na n€kolika riznych bunécnych liniich (viz Tab. 7 na stran¢ 43). DalSim
podnétem pro podrobnéjsi studium této slouceniny byl fakt, ze ze sloucenin, které byly testovany
na antimykobakterialni aktivitu v rdmci programu OIDD (Eli Lilly), byl tento derivat absolutné

nejucinnéjsi. Pti koncentraci 20 M inhiboval rist M¢bh H37Rv z 85 % ve srovnani s kontrolou.

PAS je antituberkulotikum druhé¢ linie. Do klinické praxe byla zavedena v roce 1947 a stala
se tak historicky druhym antituberkulotickym 1é¢ivem (po streptomycinu). Postupnym zavadénim
ucinnéjsich antituberkulotik vSak klinicky vyznam PAS od 70. let 20. stoleti postupné upadal. PAS
vyzadovala vysoké davkovani (az 20 g za den) a nebyla dobie snaSena [81]. V posledni dobé& byl
zajem o PAS obnoven diky zjisténi, Ze baktericidni davky PAS (10-12 g denn€) maji schopnost
oddalit vznik rezistence na antituberkulotika, které jsou s PAS podavany v kombinaci [81]. Piesny
a uplny mechanismus antimykobakteridlniho U€inku neni dosud zndm. PAS zasahuje do
metabolismu Zeleza mykobaktérii [82]. Dle novych poznatki je vSak hlavnim MU PAS
pravdépodobné zasah do folatové drahy mykobaktéria [83-85]. PAS vystupuje jako faleSny
substrat (antimetabolit p-aminobenzoové kys.) dihydropteroatsynthasy (DHPS) a je inkorporovana
do folatové drahy za vzniku faleSného metabolitu hydroxy-dihydrofolatu (hydroxy-DHF, Obr.
18B), ktery je inhibitorem mykobakterialni dihydrofolatreduktasy (DHFR) [85, 86]. Na zakladé
strukturni podobnosti (vyznaceno rameckem na Obr. 18B a C) mezi hybridni molekulou PZA-
PAS, hydroxy-DHF (Obr. 18B) a klinicky uZivanym inhibitorem eukaryotni DHFR
methotrexatem Obr. 18C) pracujeme s hypotézou, Ze hybridni slouceniny PZA-PAS by mohly
inhibovat ncktery z enzymil folatové cesty mykobaktéria. V tomto smyslu jsme jiZ provedli
prvotni molekularné dokovaci studie do mykobakterialni DHPS, dihydrofolatsynthasy (DHFS) a

DHFR. Prvotni vysledky naznadily, e piekazkou tohoto uvazovaného MU by mohla byt snizena
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flexibilita karboxamidového linkeru v nasich derivatech oproti aminomethylenovému linkeru
v hydroxy-DHF a methotrexatu. Nevyhodou naSich derivatii pro tento MU je také absence
piikondenzovaného jadra s dusikovymi atomy, které, soud¢ na zdkladé¢ molekularnich interakci
mezi methotrexdtem a mykobakteridlni DHFR (pdb: 1DF7), vytvaii dilezité stabilizujici

interakce.
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Obr. 18. A - Slouceniny kombinujici ve své struktufe fragment PZA a 4-aminosalicylové kys. (PAS). B — struktura
aktivniho metabolitu PAS, ktery je inhibitorem DHFR. C — Methotrexat, klinicky uzivany inhibitor DHFR.

V ramci studia SAR ve skupiné hybridnich slou¢enin PZA-PAS jsme nejprve chtéli ovéftit,
zda je pfitomnost fragmentu PAS nezbytnd pro dobry antimykobakteridlni ucinek. V rameci
diplomové prace Jany Zecové [DP2] jsme pfipravili derivaty s obménénou substituci benzenového
jadra (Obr. 19), ve kterych se fenolicka skupina pfesunula do polohy 3 benzenového jadra ¢i byla
nahrazena jinym substituentem (CH3, OCHs, Cl). Byl pfipraven i derivat, ve kterém doslo
k formalni vzajemné vyméné pozic karboxylu a hydroxylu. U vétSiny obménénych derivati doslo
k iplnému vymizeni aktivity (MICu» > 100 pg/ml), u derivaitu R' = COOH R*= Cl byla
zaznamenana nizka aktivita MICys = 50 pg/ml. Vzijemnou vyménou poloh karboxylové a
fenolické skupiny (za vzniku R' = OH, R? = COOH) doslo ke sniZeni Gi¢inku o jeden stupett
dvojkového fedéni z 6,25 pg/ml na 12,5 pg/ml. Bylo tedy prokézano, Ze substitu¢ni vzor PAS je
dalezity pro antimykobakteridlni uc¢inek. Esterifikace karboxylové skupiny (za ucelem vytvoreni
potencialniho proléciva se zvySenou lipofilitou a lep§im prinikem do mykobaktéria) nevedla ke

zvyseni in vitro u¢inku [DP2].
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Piedbézné vysledky uvefejnéné v diplomové praci Ondieje Zaka [DP3] dale ukazuji, Ze
zaménou chloru na pyrazinovém jadfe za n-alkylamino substituent lze dosdhnout zvyseni aktivity

az na uroven MICu = 1,56 pg/ml.
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Obr. 19. Strukturni obmény hybridni molekuly PZA-PAS [DP2]

Na dal§i mozny mechanismus ucinku hybridni struktury PZA-PAS ukézala biochemicka
studie provedend PharmDr. Barborou Vanaskovou, Ph.D. (moje role: skolitel specialista) v ramci
jeji stdze na Pfirodovédecké fakulté Univerzity Komenského v Bratislavé (pod vedenim doc.
RNDr. Katariny MikuSové). M. tbc H37Ra bylo kultivovano v pfitomnosti JZ-94 (5 pug/ml)
v médiu obohaceném radioaktivné znacenym acetitem. Po ukonceni kultivace byl ziskan
mykobakteridlni lyzat, v némz byly radioizotopové znacené mastné a mykolové kyseliny (vzniklé
z radioaktivniho acetatu) pfevedeny na methylestery a chromatograficky analyzovany. Vysledek
byl porovnan s kontrolou INH, ktery je inhibitorem enoyl reduktasy (InhA) systému FAS II a
navozuje tak hromadéni mastnych kyselin (ty jsou produkty FAS I) a depleci mykolovych kyselin
(produkty FAS II). Porovnanim normalniho spektra mastnych a mykolovych kyselin (draha C) se
spektrem po kultivaci s hybridni slouc¢eninou JZ-94 (drédha 9) na Obr. 20 je patrné, Ze sloucenina
JZ-94 zplsobila selektivni depleci methoxymykolovych kyselin. Methoxymykolové kyseliny patii
mezi virulentni faktory Mtb [87].
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Obr. 20. Vliv testovanych sloucenin na spektrum mastnych a mykolovych kyselin u Mth H37Rv. FAME —
methylestery mykolovych kyselin, MAME — methylestery mykolovych kyselin. INH — isoniazid (inhibitor FAS II),

C — negativni kontrola. Pfevzato a upraveno z [DP4].



3. SOUHRN, ZAVERY A MOZNE SMERY DALSIHO VYZKUMU

3.1. Vybrané perspektivni slouceniny

V komentaii na predchazejicich strandch jsem zbézné predstavil nase vysledky z projektu
zaméfen¢ho na nové derivaty PZA s potencidlni antimykobakteridlni aktivitou. V ramci projektu
jsme dokoncili vyhodnoceni SAR ve skupiné anilidl pyrazin-2-karboxylovych kyselin (M-
fenylpyrazin-2-karboxamidt). Déle jsme navrhli strukturni obmény této zédkladni slouceniny,
vybrané derivaty ptipravili a otestovali (Obr. 10 na str. 45). Timto zpisobem byly ziskany nékteré
derivaty se zvySenym ¢i zachovanym antimykobakteridlnim uc¢inkem (M¢b) a vyrazné sniZzenou in
vitro cytotoxicitou (HepG2 a dalsi bunécné linie). Velmi uspéSnou obménou v tomto smyslu byla
nahrada atomu chloru na pyrazinovém jadie za n-alkylamino substituent s del§im fetézcem
(optimum Cg az Cg) (kapitola 2.3.1.). Mezi obmény, které antimykobakteridlni aktivitu mirné
snizovaly, ale vedly ke slou¢eninam s niz§i cytotoxicitou, patfily obmény spojovaciho fetézce
mezi pyrazinovym a benzenovym jadrem vychoziho anilidu POA — prodlouZeni spojovaciho
fetézce o jednu methylenovou skupinu, inverze spojovaciho fetézce za vzniku N-(pyrazin-2-

yl)benzamidd.

Uspé&snou strategii se ukazalo byt spojovani dvou antimykobakterialné uéinnych fragmenti
do jedné hybridni molekuly. Obdrzeli jsme tak slou€eniny vykazujici antimykobakteridlni aktivitu
s MIC v nizkych jednotkdch pM a nizkou cytotoxicitou. Velmi perspektivni se jevi hybridni
slouc¢eniny kombinujici fragment PZA a p-aminosalicylové kyseliny (kapitola 2.5) nebo hybridni
slouc¢eniny kombinujici PZA a substituovany 2-aminothiazol (11a na Obr. 10 na str. 45). Tyto
z naSeho pohledu perspektivni derivaty hodldme strukturné rozpracovat (tj. navrhnout a pfipravit
jejich strukturni derivaty a prozkoumat SAR) a pokusit se experimentalné zjistit jejich mozny

mechanismus G¢inku.

3.2. Mechanismu uc¢inku

Nejveétsi slabinou naSeho dosavadniho vyzkumu je skuteCnost, ze nemame Zadnym
zpisobem experimentalné urcen ¢i potvrzen mechanismus antimykobakteridlniho u€¢inku naSich
sloucenin. Na zaklad¢ molekularné dokovacich studii jsme pro mnohé derivaty PZA navrhli jako
MU zasah do syntézy mastnych/mykolovych kyselin prostfednictvim inhibice mykobakterialni
enoyl-ACP reduktasy (InhA). Funkéni test zaloZzeny na sledovani spektra téchto kyselin po
inkubaci mykobaktérii s testovanymi sloueninami tento MU viak neprokézal [P11, DP4].

Ve spolupraci s PharmDr. Ondiejem Jand’'ourkem, Ph.D. (Katedra biologickych a
1ékatskych véd, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové) mame pfipraven funk¢ni test, ktery na

zaklad¢ biochemické inkorporace radioaktivné znacenych prekurzori makromolekularnich latek
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je schopen urcit, zda testovana sloucenina inhibuje syntézu peptidoglykanu, DNA, RNA, ¢i
proteosyntézu. V soucasnosti nam tento test jiz funguje na vybranych bakteridlnich kmenech.
V soucasn¢ dobé probiha validace tohoto testu pro modelovy organismus M. smegmatis
s vyhledem mozného rozsifeni na avirulentni kmen Mtb H37Rv. Oproti standardnimu protokolu
pro bakterie bude do testu na mykobakteriich pfidana kultivace s radioaktivné zna¢enym acetatem,

kterd by nam méla umoznit sledovat biosyntézu mastnych a mykolovych kyselin.

Vysledky vyse uvedeného testu ovlivnéni syntézy makromolekul by ndm mohly napovédeét,
na jaké konkrétni metabolické drahy a konkrétni enzymy ¢i cile se mame zaméfit, at’ jiz v dalSich
in silico modelovacich studiich ¢i v redlném experimentalnim hodnoceni interakci derivati PZA
s proteiny (enzymové eseje, izotermalni titracni kalorimetrie, kokrystalizaéni experimenty).
V préci s proteiny ndm bude velmi napomocna biokrystalografickd laboratot (Laboratory for
Biocrystallography, KU Leuven, Belgie), se kterou jsme neddvno navézali védeckou spolupraci a
kde jsem v roce 2018 plisobil v ramci tfiméesicni staze. Jednd se o SpiCkové pracovisté rutinné

provadéjici klonovani, expresi, purifikaci a krystalografickou analyzu proteint.

3.3. Nové sméry vyzkumu

3.3.1. OIDD - Od nahody po in vivo testovani

V letech 2012-2018 byla nase pracovni skupina zapojena do programu Open Innovation
Drug Discovery (OIDD). Jednalo se o program farmaceutické spole¢nosti Eli Lilly (dale jako
spolecnost) postaveny na zékladé€ principu ,,Open Innovation®, tedy inovace zalozené na sdileni

informaci a spolupraci.

Vramci OIDD byly naSe latky testovany v mnohych panelech, které pokryvaly oblast
onemocnéni metabolickych (diabetes mellitus), kardiovaskularnich, imunitnich, onkologickych,
neurodegenerativnich a oblast bolesti. Pro nasi skupinu bylo pifihodné testovani v panelu
tropickych a jinych opomijenych nemoci, kam byla zatazena 1 TB. V jednotlivych panelech se
nachdazeji testy fenotypové (netestujeme na konkrétni receptor ale na biologickou aktivitu) i testy
cilené na konkrétni receptor ¢i enzym. Z hlediska provedeni se jedna o urceni aktivity (zména
aktivity v % viici kontrole) pfi dané koncentraci testované slouceniny (SP; single point), nebo se
jedna o u urceni ECso (€1 obdobného parametru) na zakladé pribéhu kiivky zavislosti aktivity na

koncentraci (CRC; concentration response curve).
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OIDD — kampan z pohledu syntetické laboratofe:

e Dostupnost mnoha testi pro Sirokou paletu cili a onemocnéni. Je jisté, Ze osamocena
laboratof ani pfi spolupraci s jinymi laboratofemi nemtize mit piistup k podobnému
mnozstvi testli. Je zde tedy Sance najit nové potencialni cile a uplatnéni pro slouceniny,
které jiz byly tzv. v ,,Supliku®.

e Velka kapacita a automatizace testovani.

e Vlastnickd prava k testovanym latkam zastavaji u pavodce latky, potazmo jeho
zaméstnavatele.

e Vysledky testovani Ize publikovat.

e Uzivatel nemd moznost ovlivnit, které latky budou testovany a ve kterych panelech.
Slozeni testovacich paneli je v ¢ase proménné v zavislosti na prioritach spolecnosti.

Nize jako piiklad uvadim esej, ve které naSe slouceniny dosdhly (samoziejmé krome

antimykobakterialnich testli v ramci OIDD) vyraznych vysledkd.
GLP-1 Secretion Assay

Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) je peptidovy hormon vylucovany enteroendokrinnimi
buitkami typu L, které se nachdzi predevSim vileu a tlustém stievu, ale v mensi mife také
v duodenu a jejunu [88]. Vylucovani GLP-1 je zavislé na obsahu glukosy ve stievé. GLP-1 se vaze
na piislusné receptory (GLP-1R) na povrchu B bun¢k Langerhansovych ostriivka slinivky a
vyvolava zvyseni sekrece insulinu. GLP-1 proto fadime mezi tzv. inkretiny, tj. hormony piisobici
snizovani hladiny glukosy v krvi. Ovlivnéni systému GLP-1 — insulin je dnes vyuzivéano k terapii
diabetes mellitus 2. typu (DM 2). Na trhu jsou dostupné peptidova analoga GLP-1 se zvySenou
stabilitou (exenatid, liraglutid, lixisenatid, albiglutid, dulaglutid, semaglutid). Alternativni strategii
je nasazeni inhibitort dipeptidyl peptidasy 4 (DPP-4), coZ je hlavni enzym odbouravajici GLP-1.
Inhibitory DPP-4 jsou oznacovany pfiponovym morfémem —gliptin. Celosvétove je registrovano
vice nez deset riznych gliptind, v CR v sou¢asnosti (2019) maji registrovany piipravek latky
sitagliptin, vildagliptin, saxagliptin a alogliptin. Strukturné se (na rozdil on analog GLP-1) jedna

o nepeptidové malé molekuly.

Je zteyme, ze ovlivnéni systému GLP-1 — insulin k 1écbé DM 2 je oblasti, ve které se
v soucasné dob& angaZzuje vétSina velkych farmaceutickych spolecnosti. Dalsi strategii (kromé
analog GLP-1 a inhibitord DPP-4) je vyuziti malych molekul, které by stimulovaly sekreci GLP-

1 ptsobenim na L enteroendokrinni buiiky.

Na vyhledavani téchto sloucenin byl zaméfen jeden z testli v rdmci OIDD. V priméarnim
testu byly slouceniny testovany na schopnost zvySovat sekreci GLP-1 u modifikovanych mySich
a lidskych enterocytli. Stimulujici aktivita byla v rizné mife zjiSténa u dvou strukturnich typt
nasich slou¢enin — anilidti POA s lipofilnimi substituenty na pyrazinovém jadie (Obr. 21, 20) au
kyanopyrazinkarboxamidii  (21), pfipadné pyrazindikarbonitrild  (22) s benzylamino
substituentem.
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Obr. 21. Pyrazinové derivaty stimulujici sekreci GLP-1

Tyto slouceniny v primarnim testu pfi koncentraci 20 pM zvySovaly sekreci GLP-1 o 50—
137 % oproti kontrole, pti koncentraci 2 uM byla sekrece GLP-1 zvySena o 10-78 %. V testech
zavislosti aktivity na koncentraci byly pro tyto latky ur¢eny hodnoty ECso v fadech jednotek uM.
Bylo zajimavé, Ze slouceniny zvySovaly sekreci GLP-1 u mysSich bun¢k, ale nikoliv u lidskych.
Dvé vybrané slouceniny byly testovany na stimulaci sekrece GLP-1 in vivo na my$im modelu.
Latky byly adjustovany do tekuté perordlni formy a podany mysim, které byly predtim 16 hodin
bez potravy. Tricet minut po podani byly mysi dekapitovany a ve vzorku plazmy byly stanoveny
plazmatické koncentrace parentni testované latky a koncentrace GLP-1. Latka 20 dosahla
plazmatické koncentrace pouhych 58 nM a zvysila koncentraci GLP-1 1,59krat v porovnani
s negativni kontrolou. Latka 21 dosahla plazmatické koncentrace 16 pM a koncentraci GLP-1
oproti kontrole nezvysila. Dle ustniho sdéleni pracovnikti OIDD je zajem o latky zvysujici sekreci
alespon Skrat vii¢i negativni kontrole, coz pfiblizn€ odpovida ucinku pozitivni kontroly pouzivané

v testu.

Vzhledem k nedostate¢né aktivite latek 20 a 21 tedy nebylo v jejich vyzkumu v ramci OIDD
pokracovano. I ptes to byly tyto in vivo studie pro nds velmi prospé$né. Byla nalezena vhodna
formulace pro peroralni podani zna¢né lipofilnich derivatt. Prospésna pro nas byla i informace o
znaénych rozdilech v biodostupnosti pyrazinovych derivati (o 3 fady se liSici plazmatické
kampané mohou u in-house sloucenin objevit zcela jiné G€inky, neZ na které byly slouceniny

puvodné navrhovany.

3.3.2. Derivaty pyrazinamidu jako analoga adeninu ¢i adenosinu

V roce 2017 jsme reSersi literatury zjistili, Ze sloucenina 23 (Obr. 22) byla popsana jako
inhibitor lidské prolyl-tRNA synthetasy (hProRS). To nds velmi zaujalo, nebot’ jsme ze zcela
jinych pohnutek pfipravili strukturné velmi podobné 2,3-disubstituované derivaty pyrazinu (17,
Obr. 13 na str. 48). V radmci mé zahrani¢ni staZze v Laboratory for Biocrystallography (KU Leuven,
Belgie) jsem pod vedenim Dr. Stephena Weekse biosynteticky pfipravil hProRS a optimalizoval
podminky pro jeji krystalizaci. Posléze byly provedeny kokrystalizacni experimenty s vybranymi

slouceninami strukturniho typu 17 a 14 (Obr. 22). Doposud se podafilo krystalograficky vyfesit
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strukturu dvou terciarnich komplexit hProRS-prolin-pyrazinovy derivat a to pro slouceninu LS51
strukturniho typu 17 (R = 2-CH3) a slouceninu OJ49 strukturniho typu 14 (R = 2-Cl). Ob¢ nase
slouCeniny se vazaly stejnym zplsobem jako potvrzeny inhibitor 23 — viz Obr. 23A. Pozice
jednotlivych aromatii a cykla byly totozné a ve vSech ligandech vystupovaly oba dusikové atomy
pyrazinového jadra jako akceptory H-vazeb a karboxamidovy vodik jako donor H-vazby. Piivodni
inhibitor vykazuje navic jednu H-vazbu karbonylového kysliku druhého karboxamidu pies
molekulu vody. Nasimi vysledky jsme dokdzali, Ze indanové jadro ptivodniho inhibitoru 23 neni
nutné pro vazbu ligandu do aktivniho mista hProRS. Toto jadro vykazuje pouze nespecifické

interakce s receptorem a muze byt nahrazeno podobnym jadrem (17) nebo zcela odstranéno (14).

s %

HN HN N
N N /\H\/;_R \ NH2
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Obr. 22. Srovnani struktury potvrzeného inhibitoru lidské prolyl-tRNA synthetasy (23) se strukturou

2,3-disubstituovanych derivati pyrazinu z nasi laboratofte.
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Obr. 23. A — Prekryv potvrzeného inhibitoru (S§edé uhliky) s derivaty LS51 (zluté uhliky) a OJ49 (tyrkysové uhliky).
B - Piekryv 0J49 (tyrkysové uhliky) s fragmentem ATP (lososové uhliky). Tyrkysové sféry — akceptory H-vazeb,

fialova sféra — donor H-vazeb.

ProRS patfi mezi aminoacyl-tRNA synthetasy, jejichz tukolem je vazat piislusnou
aminokyselinu (po aktivaci reakci s ATP) na odpovidajici tRNA. Je tedy jasné, Ze se jedna o velmi
konzervované a esencialni proteiny s vyskytem ve vSech zivych organismech [89]. Inhibitory
riznych aminoacyl-tRNA synthetas je teoreticky mozno vyuzit jako antimikrobni [é¢iva [90] nebo

wewvr

kancerostatika. Dilezitéjsi je vSak dle mého ndzoru obecny princip vyplyvajici z Obr. 23B a sice
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ten, Ze vhodné 3-substituované derivaty PZA mohou napodobovat interakce adenosinu
(adeninového jadra). Domysleno do dasledku to znamenad, Ze takovéto derivaty PZA by mohly
teoreticky interagovat s jakymkoliv enzymem ¢i receptorem, ktery ma vazebné misto pro ATP a

ptibuzné ligandy.

Projekt derivati PZA jako potencidlnich ligandi aminoacyl-tRNA synthetas hodldme
v nasledujicich letech dale rozvijet ve spolupraci se skupinami prof. Aerschota (farmaceuticka
chemie, Rega Institut) a prof. Strelkova (biokrystalografie, Laboratory for Biocrystallography),

oboji v ramci KU Leuven, Lovan, Belgie.
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