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Habilita¢ni prace dr. Zitka je koncipovana jako komentovany piehled jeho dosavadnich
publikovanych vysledki zamé&fenych, jak jiz nazev prace napovida, na derivaty pyrazinamida jako
latek s potencialnim vyuzitim v terapii tuberkulozy.

V avodni &asti prace se podrobné vénuje tuberkuldze (TB) jako onemocnéni, které je v soucasné
dob& nepravem upozadéno, a jejimu vyznamnému podilu na morbidit¢ a mortalité pacientl
v lokalnim i globalnim méfitku. Je zde také =zdiraznén zvySeny vyskyt rezistentnich
mykobakterialnich kmeni, které komplikuji terapii zejména na izemi Ruska.

Je piekvapivé, Ze pfestoZe je pyrazinamid lé¢ivem prvni linie proti TB a v aktivni praxi se pouziva
jiz od 50. let minulého stoleti, neni pfesné objasnén jeho mechanismus u¢inku. Tomuto tématu se
autor vénuje v daldi reder$ni &asti, kde se snazi souhrnné predstavit jednotlivé potencialni
mechanismy, kterymi by mohlo toto lé¢ivo antimykobakterialni ucinek vykazovat. Mechanismus
Géinku miZe byt vtomto piipadé jak nespecificky, zplisobeny naru$enim membranového
potencialu (coZ byla po dlouha léta jedna z hlavnich teorii), tak specificky, pficemz byla navrzena
cela fada moznych molekuldrich cild, které by se na tomto ucinku mohly podilet. Mezi
nejpravdépodobnéjsi molekulové cile autor zafadil synthasu mastnych kyselin (FAS I), trans-
translaci, aspartat dekarboxylasu (PanD), chinolinat fosforybosyl transferasu (QAPRTasu), Gpsl a
CIpC1. Z mého pohledu je tato &ast uvodu klicova, protoze se domnivam, Ze pro nasledujici
racionalni vyvoj novych antituberkulotik, at’ uz zalozeném na derivatech pyrazinamidu nebo jejich
funkénich analozich ziskanych nékterou z forem ,,scaffold hoppingu”, je znalost a spravna volba
cilového proteinu nevyhnutelna.

Ve druhé ¢asti svého komentafe k pfilozenym publikacim se autor zaobird obecnym pfehledem
syntetickych pfistupti k navrzenym derivatim. Pfi syntéze cilovych latek bylo v tomto pfipadé
vétdinou pouzito jednoduchych postupil (nejéastéji nukleofilnich substituci), které byly €asto jiz
dfive popsany v pouZité literatufe na obdobnych pyrazinovych derivatech. Tyto reakce byly
optimalizovany pro jednotlivé substraty a v pfedloZzeném textu je stru¢né diskutovana také
obtiZznost t&chto reakci v riiznych polohach pyrazinového skeletu. Z chemického hlediska tedy
nepfinasi tato prace pfevratné inovace, ale vede k pozadovanym vyslednym latkam, coz je pro
medicinalni chemii v principu zasadni.

Autor také diskutuje pouzité antimykobakterialni testy a trnitou cestu, ktera vedla ke standardizaci
in vitro biologického testu.

Podrobné pak také rozebira vztah mezi strukturou a aktivitou jako kompilat informaci ziskanych
za svou bezmaéla desetiletou praci na tomto tématu. Z textu také vyplyva, Ze se autor rozhodl
vyuzivat modernich vypogetnich pfistupa, které by mély vyznamnym zpiisobem napomoci daldimu
vyvoji novych latek odvozenych od pyrazinamidu. Tento jeho zamér s povdékem oceiiuji. Na
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druhé strané, jak sam uvadi, cituji: ,,...metody po&itadového modelovani nemohou samy o sobé
vést k vyvoji novych 1é¢iv, in silico vysledky je tfeba vzdy potvrdit experimentélnim méfenim.*
Proto je zarazejici, ze své vypoéty jen ziidka podklada experimentalnimi daty. K tomuto tématu se
vazi nékteré mé dotazy (viz nize).

V zavéru svého komentafe pak dr. Zitko shrnuje své pedstavy o budoucim rozvoji tohoto tematu.
Jak spravné podotyka pyrazinamidové derivaty se v mnoha pfipadech mohou chovat jako
bioisostery purinového skeletu. To bylo jiz jednoznatné prokazano u nékterych antivirotik,
zejména u favipiraviru, 6-fluor-3-hydroxypyrazin-2-karboxamidu, klinicky pouzivaného léciva
proti viru chiipky, které je in vivo aktivovano na nukleotidovy derivat. Proto se domnivam, Ze i
v piipadé dalSich aplikaci mohou tyto latky v tomto smyslu poskytnout zajimavé vysledky.

Prestoze je prace pomérné rozsahla, obsahuje velice malo preklept. Za vSechny bych uvedl jen
jeden piiklad, ktery mi pfiSel spife usmévny. Schéma 3 obsahuje 2 chyby v celkovych 5
chemickych latkach.

K predkladané praci mam nasledujici komentafe a dotazy:

1. Autor uvadi na strané 39, ze aktivity u alkylderivati jsou zfejmé podobné jako 5-alkylamino
derivati. K tomuto zavéru dospél, jak sam uvadi, ,,dlouhodobym pozorovanim®. Mohl by
tuto tezi néjakym jasnéjsim zplsobem rozvést, pripadné uvést prehled latek, které byly
testovany jak na Sulové pudé tak na Middlebrook bujénu?

2. Dr. Zitko vénoval ve své praci znaénou pozornost dockingu latek do pyrazinamidazy jako
stézejniho enzymu aktivujiciho pyrazinamidové derivaty. Existuje néjaka studie, jak rychle
se v realu PZA hydrolyzuje? Jak vyznamny je rozdil rychlosti hydrolyzy PZA a jejich
derivati na POA a pfisluiné analogy? Je mozné pfipravit néjaky jednoduchy test (napi.
HPLC-MS studii), ktera by byla schopna na tyto otazky odpovédet?

3. Latka 21 v pfiloze P7 a nékteré dal3i derivaty vykazuji aktivitu i proti jinym, vétSinou
necitlivym kmeniim mykobakterii, jak si tento fenomén vysvétlujete?

Po formalni strance prace spliiuje viechny pfedpoklady pro habilitaéni fizeni a dr. Zitko prokézal
jednoznaéné jak své pedagogické schopnosti, které pokladam za stézejni, tak i odbornou znalost
medicinalni chemie a stim spojenou publikaéni aktivitu. PfedloZenou praci proto doporucuji
piijmout jako podklad pro habilitatni fizeni.

V Baltimoru 12. 5. 2019

Mgr. Radim Nencka, Ph.D.

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i.
Flemingovo nam. 2,

166 10 Praha 6

Telefon: +420 220 183 323

Email: nencka@uochb.cas.cz



