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ABSTRAKT
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Nazov dizerta¢nej prace Priprava derivatov pyrazinamidu ako potenciilnych

antiinfektiv. (Stidium vztahov medzi chemickou
Struktirou a biologickou aktivitou)

Rezistencia na antimikrobidlne latky sa povazuje za jednu z najvacsich hrozieb 21. storocia. Do
pandémie COVID-19 bola tuberkuléza (TB) najsmrtel'nejSim infekénym ochorenim a kazdy
rok bola zodpovedna za priblizne jeden a pol miliona umrti. Rezistencia je u TB vel'mi Casta.
Tato praca sa preto zaoberd vyskumom novych potencidlnych antimikrobidlnych latok so
zvlastnym zameranim na aktivitu proti Mycobacterium tuberculosis (Mtb), hlavnému

povodcovi TB.

Uvod prace struéne popisuje stiéasny stav vyskumu derivatov pyrazinamidu, ktory slazil ako
predlohova Struktara pripravenych latok a prinaSa zdkladny prehl'ad o modernych pocitacovych
metddach pouzivanych v dizajne lieciv. Nasleduje komentér, ktory prinasa stthrn pouzitych
chemicky a biologickych metod, a ziskanych vztahov Struktury a ucinku v predkladanych

préacach.

Vsetky pripravené derivaty boli testované na Standardnych mykobakteridlnych, ale aj
bakteridlnych a fungélnych kmenoch klinického vyznamu zahritujacich niektoré rezistentné
kmene. NajaktivnejSie zluceniny dosiahli MIC = 1,95-3.13 pg/ml (proti Mtb), ¢o pokladdme
za vhodny Startovaci bod pre d’alSie Struktirne obmeny, niektoré zatial’ nepublikované vysledky
st tiez sucastou tohto komentdra. Aktivita najatraktivnejSich latok bola skiimana aj na
bakterialnych a mykobakteridlnych klinickych izolatoch ¢i in vivo na mySom modeli TB.
Z hladiska toxicity sa jednalo o netoxické, ¢i mierne toxické zliceniny s dobrou selektivitou.
Pri rieSeni prace bola pouzitd Siroka paleta experimentalnych aj pocitacovych metdd, ktoré
pomohli pri §tidiu mozného mechanizmu ucinku. Vysledky popisované v komentovanych
publikéaciach tak prinaSajo cenné poznatky o novych potencidlnych antimikrobidlnych

lie¢ivach.



ABSTRACT
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Title of Doctoral Thesis Preparation of Pyrazinamide Derivatives as Potential

Antiinfectives. (Study of Structure Activity Relationships)

Antimicrobial resistance is considered one of the greatest threats of the 21 century. Until the
COVID-19 pandemic, tuberculosis (TB) was the deadliest infectious disease, responsible for
approx. one and a half million deaths each year. Resistance is very common in TB. Therefore,
this work deals with the research of new potential antimicrobial substances with a particular

focus on the activity against Mycobacterium tuberculosis, the main cause of TB.

The introduction of this work briefly describes the current state of research on derivatives of
pyrazinamide, which served as the prototype structure of the prepared substances and follows
with a basic overview of modern computer-based methods used in drug design. The next part
comments on the used chemical and biological methods, and the obtained structure-activity

relationships in the presented publications.

All prepared derivatives were tested against standard mycobacterial but also bacterial and
fungal strains of clinical importance, including some resistant strains. The most active
compounds reached MIC = 1.95-3.13 pg/ml, which we consider a suitable starting point for
further structural optimizations; some unpublished results are also part of this commentary. The
activity of the most attractive derivatives was also investigated against bacterial and
mycobacterial clinical isolates or in vivo on a TB mouse model. Prepared derivatives were non-
toxic or slightly toxic with good selectivity. A wide variety of experimental and computer
methods were used during the elaboration of the thesis, which helped in the study of the possible
mechanism of action. The results described in the presented publications thus describe valuable

knowledge about new potential antimicrobial drugs.
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1. CIELE PRACE
Ciel'om mojej préace bolo:

1. Pripravit’ derivaty pyrazinamidu s potencidlnou antimikrobidlnou aktivitou
2. Definovat vztahy Struktury a antimikrobialnej aktivity nasyntetizovanych latok
3. Pri navrhu latok pouzit’ principy a metédy racionalneho dizajnu, vratane pocitacom-

podporovaného dizajnu



2. PREHLAD SUCASNEHO STAVU RIESENEJ
PROBLEMATIKY

2.1. INFEKCNE OCHORENIA A ANTIMIKROBIALNA REZISTENCIA

Pandémia COVID-19 ukazala silu a ni¢ivy potencial infekénych ochoreni, no problémy s ich
zvladanim zacali uz davnejSie. Podla poslednych celosvetovych Statistik zverejnenych
Svetovou zdravotnickou organizaciou (WHO) boli infekéné ochorenia (v terminolégii WHO
oznacované ako ,,communicable diseases*) zodpovedné v roku 2019 za viac nez 7,7 milidnov
umrti z celkového poctu cca 50 mil. Z tohto alarmujiceho ¢isla viac ako 1,2 mil. predstavovala
tuberkuloza (TB) (data dostupné online [1, 2]). Bohuzial, TB opit’ nabera na sile a v roku
2022 dosiahol pocet umrti asi 1,4 mil [3]. Cisla nezahfiajti HIV pozitivnych pacientov,
u ktorych je TB castou koinfekciou. To robi z TB celosvetovo hlavnu pri¢inu umrti
spdsobenych jednym infekénym agens, Mycobacterium tuberculosis (Mtb), a to uz viac nez 20
rokov. Aj napriek r6znym pokrokom v liecbe a liekovej politike je stidle vysoké percento
pripadov TB sposobenych rezistentnymi kmenimi (RR/MDR-TB, XDR-TB), u ktorych je lie¢ba

vyrazne komplikovanejsia, drahS$ia a pre pacienta menej t¢inna [3].

Prave rozvoj liekovej rezistencie predstavuje u infekénych ochoreni velkt hrozbu, ktord vSak
nie je limitovana len na TB, ale je ¢im d’alej CastejSie aj u bakteridlnych ochoreni. Najhorsie
vtomto smere su baktérie suhrnne oznaCované ako ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp) [4], zaradené na zoznam baktérii WHO urgentne vyzadujicich
nové antibiotikd [5]. U niektorych gram negativnych baktérii je uz teraz mozné pozorovat’ ,,pan-
drug* rezistenciu, teda necitlivost’ na vSetky pouzivané skupiny antibakteridlnych latok [6, 7].
Zial’, vyvoj antimikrobialnych liediv je velmi nakladny proces s neistym vysledkom, a preto

nie je komerc¢ne atraktivny.

Pojem antiinfektiva, tak ako je pouZity v nazve tejto dizertacnej prace zahriiuje vSetky lie€iva
(4inné¢ latky), ktoré su pouzivané pri liecbe infekénych ochoreni. Zoznam esencidlnych lie¢iv
WHO z roku 2019 pod antiinfektiva zahriiuje anthelmintika, antibakteridlne latky (zahriiuja
antituberkulotikd), antifungalne latky, antivirotika, antiprotozoika a niektoré antiparazitika [8].
Vzhl'adom na vys$Sie popisant situdciu ohl'adom narastajlicej antimikrobidlnej rezistencie, a tieZ
kvoli zameraniu skupiny vedenej prof. Martinom Dolezalom, sa moja praca zameriavala
Specificky na vyvoj novych potencidlnych antituberkulotik, sekundarne antibakteridlnych

a antifungalnych latok.
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2.2. PYRAZINAMID A JEHO DERIVATY

Predlohovou Struktirou publikovanych sérii latok je pyrazinamid (PZA). Jedna sa

o antituberkulotikum prvej linie zavedené do klinickej praxe v roku 1952 [9].
2.2.1. Mechanizmus u¢inku pyrazinamidu

Pyrazinamid je v zasade proliecivo, ktoré sa aktivuje prostrednictvom pyrazinamidazy (PncA)

na aktivnu formu, kyselinu pyrazinkarboxylova (POA), vid’ Schéma 1.

(@] PrcA 0]
nc
N N
[ \j)J\NHZ —_— [ \j)J\OH
~ —
N N
PZA POA

Schéma 1 Aktivécia pyrazinamidu (PZA) na pyrazinkarboxylovii kyselinu (POA)

Tento nevyhnutny krok je znamy uz dlho a je tiez jednym z ddlezitych faktorov rezistencie Mtb
na PZA [10-12]. Mechanizmus antimykobakteridlneho uc¢inku PZA bol vsak dlho neznamy.
Prva relevantna teoéria hovorila o nespecifickom pdsobeni akumulaciou vodikovych protonov,
ktord by viedla k naruseniu metabolickych procesov [13, 14]. Tato tedria prevazovala prakticky
az do roku 2015 kym nebola vyvratena v Studii Petersona a kolektivu [15]. Medzitym sa zacali
objavovat’ naznaky Specifického ucinku. Ako prva prisla inhibicia syntdzy mastnych kyselin
FAS 1 [16]. Syntéza mastnych kyselin ostdva v popredi vyskumu novych antituberkulotik
dodnes. Nasledovali d’alSie mozné ciele preukazané na réznych urovniach, napr. fosforibosyl
transferdza chinolinovej kyseliny (QAPRT4za) [17], ribozomalny protein S1 (RpsA) [18],
guanozinpentafosfat syntaza I (Gpsl) [19], unfoldaza ClpC1 [20] ¢i aspartat dekarboxylaza
(PanD) [21], nie vyslovene v tomto chronologickom poradi. Dnes uz je vSeobecne prijimany

hlavny mechanizmus u¢inku PZA (po hydrolyze na POA) prave inhibicia PanD.

PanD je kI'iCovy enzym v biosyntéze koenzymu A, doleZitého kofaktoru mimo iné aj v syntéze
mastnych kyselin. POA je schopné priamo inhibovat’ PanD [21], no je tiez zodpovedna za jej
zvysenu Specifickl degradaciu sprostredkovana cez ClpC1-ClpP komplex [22]. Hoci sa PanD
momentalne povaZuje za hlavny ciel, na zdklade doterajSich navrhovanych mechanizmov je
jasné, ze antituberkulotickd aktivita PZA je s najvacSou pravdepodobnostou aspoil do urcitej

miery multifaktorialna.
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2.2.2. Struktirne obmeny pyrazinamidu

Molekula PZA je vel'mi jednoducha. Je preto logicke, Ze jej Struktirnym obmenam sa venovala
velka pozornost. Vyvoj derivatov PZA ma dlhoro¢nu tradiciu aj na univerzitach v Ceskej

a Slovenskej republike, vid’ napr. referencie [23-25].

Nasledujtiica diskusia popisuje dolezité vztahy Struktiry aucinku (SAR) PZA v kontexte
zlucenin pripravenych v tejto praci. In vivo aktivita je paradoxne dostupnad len u malého
mnozstva starSich derivatov pochddzajtcich hlavne z 50. rokov minulého storoc¢ia. V novsich
¢lankoch sa uvadza spravidla len aktivita in vitro, ¢o predstavuje zna¢né problémy pri

interpretacii SAR.

Samotny PZA ma vel'mi malé moZnosti obmien. Nahrada pyrazinu za iny aromaticky kruh,
izosterné zadmeny karboxamidovej skupiny aj substiticia PZA malym hydrofilnym ¢i
lipofilnym substituentom viedli az na niektoré vynimky k antituberkuloticky menej i¢innym
latkam (niektoré¢ testované aj in vivo) [26-29]. Dlhodobo nadejnou latkou bol
5-chlérpyrazinamid (5-CIl-PZA), ktory mal vybornu Sirokospektralnu in vitro aktivitu [30]
a znamy mechanizmus 0¢inku — inhibicia FAS I [31]. Bohuzial’ sa ukézalo, ze in vivo je
neuéinny [32]. ST'ubnd bola tiez priprava prolieiv na baze esterov (5-CI-)POA, ktoré
dosahovali niekol'’konasobne lepsiu aktivitu ako PZA in vitro a ex vivo v makrofagoch [33-35].
In vivo bol v niektorych tkanivach zaznamenany znizeny rozvoj nekrézy, ¢o naznacovalo
mozné vyhody oproti PZA. Vo vSeobecnosti vSak bola aktivita esterov POA zrovnatelné

s PZA, a preto sa zrejme v praxi neuplatnia [36].

Velka Cast’ syntetickych obmien bola smerovana na pripravu N-substituovanych karboxamidov
(substituent R, Obrazok 1). V nasledujicom texte sa ako N-substituent vzdy mysli substituent

na dusiku karboxamidovej skupiny.

0] O
N N R
[ \j)J\NH2 — [ \j)‘\N R = substituent
7 i~ H
N N

Obrézok 1 N-substituované derivity PZA

Alifatické amidy (R = alkyl) sa v porovnani s alifatickymi estermi neosved¢ili [37-39].
Vynimku tvorili len niektoré, hlavne cyklické aminy (R = aminoalkyl). Latka morinamid
(morfazinamid) pripravena v 60. rokoch sa dokonca urciti dobu vyuzivala aj klinicky, iSlo

o proliecivo typu Mannichovej baze PZA s morfolinom. Dnes sa uz nepouZziva [40, 41].
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ZvySend pozornost’ bola venovand priprave aromatickych karboxamidov (R = aryl pripadne
arylalkyl). Nasa skupina prispela znacnym poctom zlucenin tohto typu, a poukéazala tak na
niektoré dolezité vztahy Struktiry aG¢inku. N-fenylkarboxamidy ako najjednoduchsie
aromatické N-substituované derivaty PZA boli in vitro neti€¢inné. Urcitd, no stale slaba in vitro
aktivita bola zaznamenana len u derivatov obsahujucich fenylové jadro substituované lipofilnou
skupinou [42]. Vyrazné zlepSenie aktivity priniesla ndsledna substitucia pyrazinového jadra
napr. chlérom (v polohe 5) [43] ¢i alkylamino skupinou (v polohe 6) [42]. Ina substitticia, napr.
karboxylova skupina bola neziadica[44]. Dobru aktivitu mali derivaty objemnejSich
N-heteroaryl karboxamidov (napr. R = 4-fenylthiazol) [45], zatial ¢o malé N-heteroaryl
karboxamidy (napr. R = pyridin-2-yl) neboli ucinné [26]. Vyrazne ucinnejSie ako
N-fenylkarboxamidy boli ich vysSie homoldgy — N-benzylkarboxamidy [44]. Aktivitu sa opat
podarilo zvysit’ substituciou pyrazinového skeletu alkylamino skupinou v polohach 5 a 6 [44],

poloha 3 sa neosvedcila [46].

Hydrolyza N-substituovanych karboxamidov PZA na POA je velmi pomald [34].
N-benzylkarboxamidy preto patria k velmi perspektivnym latkam, nakolko s najvacSou
pravdepodobnost'ou funguji inym mechanizmom ucinku nez PZA, ktory vyzaduje hydrolyzu

na POA (vid’ Schéma 1).

V ostatnych rokoch sa vyrazna pozornost’ obratila na $tidium derivatov POA ako aktivnej
formy PZA. Suvisi to hlavne s dostupnostou dlho ocakadvanej krystalografickej Struktary
POA-PanD (PDB ID: 60YY), ktord umoznila uplatnit moderné pristupy dizajnu novej
generdcie antituberkulotik. Jedné sa hlavne o derivaty substituované na pyrazinovom skelete,
nakol'ko PanD vyZaduje okrem iného pritomnost’ vol'nej karboxylovej skupiny. Jej akdkol'vek
obmena je preto mozna len s cielom pripravy prolieciv ¢i zlepSenia rozpustnosti prevedenim
na soli [21]. Systematickym obmenam POA sa v ucelenej sérii venoval Hegde a kolektiv [47].
Podobne ako v pripade vysSie komentovanych N-benzylovych derivatov [21], aj Hegde
poukdzal na dblezitost’ alkylamino substiticie pyrazinu. V ich pripade sa vSak jednalo o polohu
3 a5, pricom poloha 6 tolerovala v podstate len chlor alebo prekvapivo zbytok odvodeny od
amidu kyseliny propionovej (u N-benzyl derivatov popisanych vyssie bola vhodna substitucia
v polohe 5 a6, a nie 3). Bohuzial’, ustudovanych derivatov POA bola slaba korelacia
antimykobakterialnej aktivity a inhibicie PanD. Derivaty 3- a 5-alkylamino-POA maju tak iny,
zatial neznamy mechanizmus Uc¢inku, ¢o vSak Ziadnym spdsobom neznizuje ich dolezitost’

v kontexte novych potencialnych antituberkulotik.
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Na zlepSenie antimykobakterialnej aktivity pri zachovani inhibicie PanD sa zda byt vhodny
arylkarboxamidovy zbytok v polohe 3 ako popisal Ragunathan a kolektiv [48]. Aktivita
derivatov tohto Strukturneho typu bola pozorovana uz v 60. rokoch minulého storocia [49].
Detailné SAR antimykobakterialnych inhibitorov PanD st bohuzial’ zatial’ netiplné, no o¢akéava

sa, ze budu v buducnosti pribudat’.
2.3. ZISKAVANIE NOVYCH LIECIV

Pri hl'adani novych lieCiv sa obecne uplatiiuji dva principy, ktoré sa svojou podstatou dopliiuja.
Modernejsi cieleny skrining (z angl. ,target-based screening®) a starSi fenotypicky skrining

(z angl. ,,phenotypic screening®).

Pri cielenom skriningu sa na zdklade znalosti patofyziologickych procesov ochoreni
identifikuje konkrétny molekularny ciel’, ktorého moduldciou by sa mal dosiahnut’ Ziadany
terapeuticky efekt. Cieleny skrining je rychlejsi aj lacnej$i nez fenotypicky skrining. Jeho
limitacia je vSak zrejma. Ak je ciel’ zvoleny nespravne, ziskané latky su prakticky nepouzitel'né

(na dané ochorenie). Cieleny skrining preto vzdy vyzaduje fenotypicku validaciu [50].

U fenotypického skriningu sa latky testuji priamo na celych organizmoch pripadne o
najleps$ich modeloch bez nutnosti a priori poznat ich mechanizmus uc¢inku. Latky st tak
schopné ovplyviiovat’ ochorenie na vSetkych potrebnych urovniach, ktoré u cieleného skriningu
nemusia byt zname. Najvicsia nevyhoda fenotypického skriningu je vysokd cena a naro¢né
nasledné hladanie a validdacia mechanizmu u¢inku. Fenotypicky skrining ma vSak stale

nezastupitelné miesto napriklad aj vo vyvoji antimikrobialnych lie¢iv [50, 51].

S ohl'adom na bezpecnost’ pacientov sa nové latky nemozu testovat’ priamo na 'ud’och bez
akejkol'vek znalosti o ich mechanizme ucinku a toxicite. Preto sa oba principy v praxi pouZzivaju

stibezne a komplementarne.
2.4. POCITACOM PODPOROVANY NAVRH LIECIV

Vyuzitie pocitacov je dnes uZ neoddelitelnou sucast'ou vyvoja novych lie¢iv a mad vyrazny
podiel aj v tejto praci. V anglickej literatire sa pouziva termin ,,computer-aided drug design®,
skratene CADD. Je dodlezit¢ zdoraznit, Ze hoci st in silico (poc¢itaCové) metody dnes uz na
vel'mi vysokej urovni, stile nedosiahli, a eSte dlho nedosiahnu stavu, ktory by umoznil

»Vytvarat™ nové lieciva bez pouzitia beznych, tzv. ,,wet-lab“ pokusov.

CADD sa deli na ,structure-based drug design“ (SBDD) a ,ligand-based drug design‘

(LBDD) podra toho, ¢i je znama Struktura ciel’a alebo sa pouziva len vedomost’ aktivit latok,
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ktoré na dany ciel’ pdsobia (pozitivne ¢i negativne). V nasledujucich kapitolach sa budem
venovat’ len metédam SBDD, nakol’ko som ich vyrazne pouzival poc¢as mojej prace, zatial’ co

LBDD metdédy som pouzil len okrajovo.
2.4.1. Molekulova mechanika verzus kvantova mechanika

Vo vSeobecnosti plati, ze ¢im je pocitacova metdda presnejsia, tym viac pocitacového vykonu
potrebuje. Z hladiska vypoctovej narocnosti sa rozliSuji metdédy zaloZzené na principe
molekulovej mechaniky (MM) a kvantovej mechaniky (QM). Oba maji zatial svoje

nenahraditel’'né miesto.
2.4.1.1. Molekulova mechanika

Molekulova mechanika (MM) popisuje spravanie molekul pomocou klasickej fyziky. Atomy
molekul st aproximované ako gulové telesd, ktoré su navzijom pospdjané pruzinami.
Zakladom molekulovej mechaniky su silové polia, matematické rovnice popisujice potencialnu
energiu systému. Pri praci s MM sa uvazuju len jadra atdémov, vplyv elektrénov je vnimany len
implicitne napr. vo forme parcidlneho naboja. Vécsina silovych poli preto neumoziuje vznik

a zanik kovalentnych vézieb, a preto sa nehodia napr. na §tidium chemickych reakcii [52].

Celkova potencidlna energia chemického systému popisaného MM je dand sumou vézbovej
a nevizbovej energie. Konkrétne matematické formy silovych poli sa vSak c¢asto liSia. Pre
ilustraciu vid’ referenciu [52] alebo priamo napr. manual softvéru Amber, ktory implementuje

rovnomenné silové pole AMBER [53].

Silové polia obsahuji mnoZstvo konStant, tzv. parametrov, ktoré sa ziskavaji na
zaklade experimentalnych hodndt (napr. z IC alebo NMR spektroskopie, krystalografie) alebo
z presnych kvantovych vypoctov pocas procesu, ktory sa nazyva parametrizacia. Cielom
parametrizacie je nastavit parametre tak aby silové pole korektne reprodukovalo
»experimentalne hodnoty [54]. Zakladom silovych poli je tiez ,,atom typing®, kategorizacia
atomov do skupin ako napr. uhlik alifatického karbonylu, karboxylovy kyslik atd’. To umoziuje
zovseobecnit’ a zjednodusit’ komplikované systémy na zaklade menSieho mnozstva typov
atomov. U biologickych makromolektl (proteiny, nukleové kyseliny) je typing jednoduchsi,
pretoZe maju v zasade konecny pocet podobnych stavebnych jednotiek. U malych molekul je

vSak problematicky kvoli ich variabilite [52].

Uplatnenie silovych poli je vo farmaceutickej chémii zna¢né. Prakticky vSetky SBDD metody

pracuju so silovymi polami, pretoZze st v porovnani metédami zaloZzenymi na principe
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kvantovej mechaniky rychlejsie. Pre priklad metod pouzitych v tejto praci vid kapitolu 2.4.2

Vybrané metddy pocitacového dizajnu.
2.4.1.2. Kvantova mechanika

Pri vypocte niektorych vlastnosti molekul je pouzitie molekulovej mechaniky prili§ nepresné ¢i
uplne nemozné, a preto je nutné pouzit’ kvantovi mechaniku (QM). Nakol'ko sa jedné o vel'mi
komplexnt problematiku, nasledujica ast’ je vel'mi zjednoduSena a ma za ciel ilustrovat’ len

zakladné pouzivané principy.

Cielom QM v chémii je vyrieSenie Schrodingerovej rovnice v tvare HY = EW popisujucej
elektronovu konfiguréaciu, kde ¥ je vinova funkcia, ktora predstavuje absolutny a uplny popis
systému a H je Hamiltonsky operator, ktory popisuje celkova energiu. V metodach QM sa na
rozdiel od MM nezanedbava explicitny vplyv elektrénov a preto si vhodné aj na modelovanie
chemickych reakcii, kde dochadza k vzniku a zaniku kovalentnych vizieb. Z toho dévodu je

popis systému v QM vyrazne komplikovanejsi nez u MM [55].

Pri vypoctoch rozliSujeme ab initio metoddy (tiez metddy z prvych principov), metddy zalozené
na teérii funkcionalu hustoty (DFT tedria, z angl. ,,density-functional theory*) a semi-empirické
metody [56]. Pri ab initio metédach sa priamo pocita alebo lepsie povedané aproximuje vinova
funkcia, no dosiahnutie presnych vysledkov je vypoétovo vel'mi naroéné. Dalsou moznostou
je pouzitie DFT metod, ktoré predstavuju alternativny pristup zalozeny na vypocte
elektronovej hustoty (nepracuje sa s vinovou funkciou). Tieto metédy st menej vypoctovo
naro¢né pri dosiahnuti pomerne vysokej presnosti (v zavislosti od pouzitého funkcionélu),
a momentalne st najpouzivanejsie [57]. Metddy DFT sa v niektorej literatare radia k ab initio
metddam. U oboch metdd sa uplatiluje niekol’ko zakladnych aproximadcii, napr.
Born-Oppenheimerova aproximacia oddelujica pohyb elektronov od pohybu jadier,
¢o umoziuje aplikovat vypocty aj na véacSie molekuly nez vodik (¢i jemu podobné).
Semi-empirické metédy, na rozdiel od ab initio a DFT metod, vyuzivaju d’alSie aproximacie
a konStanty aby reprodukovali konkrétne experimentdlne pozorovania. Su preto vyrazne
rychlejsie, no ich presnost’ je obecne nizsia a vel'mi zavisi od pouzitej semi-empirickej metody

[55].

Aj napriek exponencialnemu rastu vypoctového vykonu v poslednych rokoch je ab initio QM
stale vhodna na pouzitie len u relativne malych molekul. Postupom ¢asu vSak vzniklo niekol'ko
postupov, ktoré¢ umoziuji pouzit’ QM aj pri Studiu vacsich, biologicky relevantnych systémov.

Za zmienku stoja pristupy kombinujice QM a MM (QM/MM metody) kde sa dolezitejSia,
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spravidla menSia Cast’ systému popiSe kvantovou mechanikou a zvys$na cast’ molekulovou

mechanikou [55].

QM je siroko vyuzivana vo farmaceutickom vyskume [58]. Pouziva sa napr. na vypocet energie
konformérov pri konformacnom samplingu [59], Stadium spektralnych vlastnosti latok
(aproximacia NMR, IC, UV spektier) [60], $tadium enzymatickych procesov [61], a iné. D4 sa
tiez pouzit’ na presné hodnotenie sily nevdzbovych interakcii, ¢o ma vel’ky vyznam pri vypocte

viazbovych energii potencialnych lieciv [62].
2.4.2. Vybrané metody pocita¢ového dizajnu

V nasledujucich kapitolach predstavim dve najpouzivanejsie metédy SBDD, ktoré som v mojej

praci pouzival: docking a molekulovu dynamiku.

Docking

Docking je jedna z najpouzivanej$ich metéd SBDD a sluzi na predikovanie vizbovych médov
Studovanych molekul v aktivnom mieste receptoru [63]. Z hl'adiska terminoldgie sa pojmom
receptor oznacuje akdkol'vek makromolekula do ktorej sa ma naviazat’ mala molekula, obecne
oznacovana ako ligand. Docking pozostava z dvoch zdkladnych krokov. Najskor dochadza
k (1) samplingu konformacii ligandu v aktivnom mieste (konformacny sampling), ktoré st
nasledne (2) energeticky ohodnotené pomocou skorovacej funkcie. Vysledkom dockingu st
pravdepodobné polohy ligandu v receptore nazyvané pozy aich skore, ktoré najCastejSie
odpoveda vizbovej energii [63]. Samplingové a skorovacie algoritmy sa medzi softvérmi liSia
a je preto bezné, Ze rdzne programy davaju rozdielne pozy i skore pri tom istom vstupe [64,
65]. Pred kazdym dokovanim sa preto odporaca overit’ pouziteI'nost” dockovacieho algoritmu
redockingom. Jedna sa v podstate o docking, v ktorom ako ligand vystupuje latka so zndmym
vizbovym moddom, napr. kokryStalizovany inhibitor. Ziskané pdzy sa porovnajl

s experimentalnou p6zou a mali by ju €o najlepsSie reprodukovat’.

I dnes je najbeznej$i docking s rigidnym receptorom (,,rigid receptor docking®). Jedna sa
o aplikovanie vdzbovej tedrie zamku a kl'aca [66] kde receptor predstavuje zdmok a ligand
hl'ad4d pdézu, v ktorej by sa zneho stal pasujuci kI'i€. Atomy receptoru st zafixované vo
vstupnych koordinatoch a nemenia sa. Ligand je vol'ne otafavy, teda schopny plne preskiimat’
konformacény priestor vo faze samplingu. V Specifickych pripadoch, napr. reskorovanie uz
nadokovanych po6z inou skorovacou funkciou alebo dokovanie predpripravenych
konforma¢nych kniznic ligandov je mozné zafixovat' aj ligand (,,rigid ligand and rigid

receptor docking*). Rigidny docking je menej vypoctovo narocny [63, 67].
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Na ziskanie presnejSich vysledkov sa pouZziva tzv. ,.flexible docking* alebo ,,induced-fit
docking®, v ktorom je flexibilny ligand aj receptor. Ide o aplikéciu rovnomennej induced-fit
vazbovej tedrie popisanej Koshlandom [68], ktora predpoklada, ze naviazanie ligandu vyvola
vzajomné konformacné zmeny u ligandu i receptoru a dojde k ich vzajomnému prispdsobeniu
sa. Kvoli vyrazne vys$sim ndrokom na vypoctovy vykon sa induced-fit tedria casto uplatiiuje
len v okoli aktivneho miesta, teda vol'ne otacavé st okrem ligandu len vybrané aminokyseliny,
no existuje mnoho pristupov ako vyrieSit' vzajomnu flexibilitu, ktoré sa u softvérov liSia
[63, 67]. Pravy induced-fit docking by vSak predstavovala len molekulovéa dynamika, no ani ta

Casto nie je dostatocna (dostato¢ne dlha) na preskiimanie vSetkych moznych poz.

Najvicsie uplatnenie vo vyvoji lieiv si docking nasiel vo virtudlnom skriningu (HTVS, z ang].
,high-throughput virtual screening®) [69], no je pouZiteI'ny prakticky v akomkol'vek vyskume,
ktory vyzaduje zadefinovat potencidl (nie len) syntetizovanych latok interagovat
v receptoroch. Docking dokaze pomerne presne odlisit latky, ktoré sa s najviacsou
pravdepodobnost’ou nebudu do receptora viazat' (skutoéne negativne), no stale produkuje
pomerne vela faloSne pozitivnych vysledkov tak ako iné HTS metddy [70]. Preto nikdy nie je
pouzity samostatne, ale v kombinacii s inymi pocitaovymi a experimentdlnymi metédami.
Docking sa tiez pouziva ako jedna z ¢astych metdd tzv. ,target fishingu™ [71, 72], teda hl'adania

potencidlnych cielov pre latky s nezndmym mechanizmom u¢inku.

Molekulova dynamika

Molekulova dynamika predstavuje jednu z najdolezitejSich metéd SBDD. Jej cielom je
realisticky simulovat’ pohyb atdémov a molekul v danom prostredi, pri€om sa vyuziva klasicka
Newtonova rovnica pohybu [73]. Vysledkom molekulovej dynamiky je zaznam pohybu
vSetkych atomov (trajektoria) a vypis zmeny energii a d’alSich parametrov v ¢ase, ktoré sa daji

spracovavat’ pri naslednej analyze.

Vo svojich pociatkoch bola MD limitovana len na vel'mi malé systémy v plynnej faze a mala
vel'mi d’aleko od dneSného pouzitia v Strukturnej bioldgii a chémii [74]. Vyrazny pokrok
priniesol rozvoj vypoctove] techniky, dostupnost’ superpocitacov a hlavne grafickych
akceleratorov (GPU, z angl. ,,graphical processing unit*), pomocou ktorych je dnes mozné
simulovat’ predtym nedosiahnutelné ¢asy. Beznd rychlost’ simulacie systému obsahujiiceho
desiatky tisic molekul pri pouziti silovych poli na modernych GPU sa dnes pohybuje na urovni
stoviek nanosekund za den. V optimalnom pripade to znamend, Ze tyzdilova simulécia ziska

cca jednu ps. Je vSak dolezité si uvedomit, Ze aj tento Casovy usek je stale relativne kratky
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v porovnani s ¢asom potrebnym na ddlezité molekularne procesy, napr. spontdnne naviazanie

ligandu alebo folding proteinu (vid’ Obrazok 2) [75].

Obrazok 2 Schematické znazornenie casu dolezitych chemicky a biologicky relevantnych pohybov. Od najkratsich: vibracie
vdzieb (fs—ps), rotacie postrannych retazcov aminokyselin (ps—ns), fluktudcie proteinovej kostry (ns), pohyby flexibilnych
sluciek (ns—ms), naviazanie a vyviazanie ligandu (>100 ns), pohyby domén (>us). Prevzaté zo Surpeta a kolektiv [75]
(Creative Commons Attribution (CC BY) licencia).

Silové polia st tzko prepojené s pouzitim MD simuldcii asu dévodom ich rozkvetu.
Momentalne najpouzivanejsie silové polia pouzivané na simuldciu proteinov a nukleovych
kyselin st AMBER a CHARMM, jedna sa zaroveinl aj o ndzvy MD programov, ktoré ich
povodne implementovali. Na simuldciu malych molekul boli vytvorené iné silové polia, napr.
MM2, MMFF9%4. Délezité je, ze rozne silové polia moézu vyuzivat ini metodolégiu
parametrizacie, a preto sa parametre z roznych silovych poli spravidla nem6zu kombinovat’

[52].

MD simulécia prebieha nasledovne. Na zaciatok (v ¢ase ¢ = 0) je nutné priradit’ vSetkym
atbmom poziciu a vektorovu rychlost. Prvotné pozicie su zndme nakol'ko sa pouZivaju
experimentalne alebo predikované Struktiry. Poc¢iatocné rychlosti sa pridel'uji nahodne, ¢asto
podl'a Maxwell-Boltzmannovej distribucie pri danej teplote [76]. Nasleduje numerické rieSenie
Newtonovej rovnice, ktoré sa mdze mierne liSit' v zavislosti od pouZitého integratora.
Najpouzivanejs$i integrator sa vold velocity-Verlet [77] algoritmus, a ma dva kroky

matematicky vyjadrené nasledovne:

F©
2m

1. x(t + At) = x(t) + v(t) At + —= At?

At)+F(t)

2. v(t + At = v(t) + & At

2m

X — pozicie atbmov, v — rychlost’, F — sila, t — Cas, At — Casovy krok (vid’ nizsie)
V kroku 1 sa vypocitavaju nové pozicie (pozicie v Case t + At) na zaklade momentalnych
pozicii, rychlosti a posobiacich sil. V kroku 2 sa potom podl'a momentalnej rychlosti a podl'a

sil, ktoré posobia na momentalnych poziciach a budi posobit’ na novych poziciach vypocita
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nova rychlost’ a ¢as sa posunie na t =t + At. Atdmy systému sa pohybuju iterativne podla
pravidiel integratora v kratkych casovych usekoch nazyvanych ¢asovy krok oznacovany At
alebo dt(angl. ,time-step®). Cely proces sa cyklicky opakuje az kym sa nedosiahne stanovena
dizka simulacie (podet iteracii). Pri kazdej iteracii (pripadne ich nasobkoch kvoli usetreniu
miesta) sa zaznamenavaju polohy atomov a vlastnosti systému, ¢im vzniké trajektoria. Casovy
krok musi byt zvoleny tak, aby bol ¢o najdlhsi a minimalizoval sa po¢et nutnych iteracii, no
zaroven musi byt mensi ako najrychlejsi proces v danom systéme [73, 78]. V pripade molekul
su to vibracie vizieb medzi tazkymi atdmami a vodikom (cca. 3000 cm), $tandardne
pouzivané At je 14 fs (v zavislosti od d’alSich nastaveni). Sily, ktoré urcuju pohyb atémov sa
ziskavaju zo silového pola (pripadne z QM vypoctov). Hoci su silové polia vel'mi rychle, pri
velkom mnozZstve vzdjomne interagujucich atdmov sa jednd o podstatni vypoctovl zataz.
Najdlhsi ¢as kazdej MD simuldcie sa stravi pri vypocte nevazbovych interakceii, ktoré sa preto

¢asto zjednodusuju pomocou rdznych sofistikovanych ¢i menej sofistikovanych metod [79, 80].

Na c¢o najlepSiu reprodukciu laboratérnych podmienok sa molekuly musia simulovat
v rozpustadle, bezne vo vode. RozliSujeme pouzitie explicitného rozpustadla, kde su
molekuly rozpastadla redlne pritomné v systéme alebo implicitného rozpustadla, ktoré
predstavuje len upravu niektorych fyzikalnych konsStant vo vypoctoch, ale molekuly
rozpustadla sa do systému nepridavaju. Obe metddy maju svoje vyhody i nevyhody, hlavne ¢o
sa tyka rychlosti. Prednost’ sa ddva explicitnym podmienkam, ktoré viac napodobiiuju
experiment, hoci st pomalSie. Ddlezitou sucastou kazdej MD je tieZ definicia okrajovych
podmienok (z angl. ,,boundary conditions*), teda ako vyriesit’ atbmy na okraji simulované¢ho
priestoru. Existuje niekol’ko moznosti. U biomolekul je najCastejSie pouzitie periodickych
okrajovych podmienok (PBC, zangl. ,periodic boundary conditions), kde je systém
obklopeny nekonecnou sadou svojich kopii (vid’ Obrazok 3). Ak teda nejaké molekula unikne
mimo ,,hlavny* priestor, vrati sa zo svojej kopie na opacnej strane. U MD simulacii d’alej
vystupuje niekol’ko d’alSich dolezitych parametrov ako koncentracia soli, regulacia teploty

a tlaku atd’. Detailny popis by vSak bol nad rdmec zaujmu tejto prace.
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Obrazok 3 Periodické okrajové podmienky. Prevzaté z https://isaacs.sourceforge.net/phys/pbc. html.

Molekulova dynamika je jedinou pocita¢ovou metddou schopnou pomerne presne sa priblizit’
experimentalnym podmienkam. V CADD sa MD naj¢astejSie pouziva na konformacny
sampling malych a velkych molekal [81], stddium pohybu molekal (napr. v rozpustadle)
[82, 83] ¢i popis termodynamickych a energetickych vlastnosti, napr. vizbovych energii [84].
Molekulova dynamika sa tieZ Casto pouziva na overenie kvality nadokovanych pdz ¢i pri Studiu

stability interakcii ligandov s receptorom [85, 86].
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3. KOMENTAR PUBLIKOVANYCH PRAC

Ak nie je uvedené inak, pod pojmom ,aktivita“ sa v nasledujicom komentari mysli

antimykobakterialna aktivita, Specificky aktivita proti M. tuberculosis.
3.1. POUZITE METODY

3.1.1. Chemicka syntéza
3.1.1.1. Tvorba amidovej vizby

Velka cast’ chemickych reakcii za zaoberala pripravou amidov. V komentovanych publikaciach
bolo pouzitych niekol’ko metdd. Vacsina latok predstavovala amidy odvodené od aromatickych
karboxylovych kyselin, no v pripade publikacie P1 sme pripravili sériu ureidov. Nakol'ko sa
formalne jednd o diamidy kyseliny uhlicitej, je aj syntéza tychto latok komentovana v tejto

kapitole.

Mikrovinami asistovana syntéza ureidov

Pri priprave ureidov odvodenych od 2-aminopyrazinu v publikacii P1 (Schéma 2) sme na
zaklade predchadzajucich skisenosti pouzili mikrovlnami asistovani syntézu. Mikrovinné
reaktory s v chemickej syntéze vel'mi obl'ibené nakol’ko umoziuju skratit’ reakény cas a casto
zvySuju vytaznost reakcii [87]. Reakcia bola robena v hexane. Je jasné, ze polarne rozpustadla
lepsie interaguju s elektromagnetickym Ziarenim, a st preto na obecne vhodnejsie na syntézy
asistované mikrovlnami. No i pouZitie nepolarnych rozpustadiel, napr. hexdnu, ma svoje
vyhody. Nepolarne rozpustadla prakticky neinteraguji s doddvanym mikrovlnnym Ziarenim,
vacSina elektromagnetickej energie je preto dostupna reaktantom, ¢o moze zlepSovat’ ich
reaktivitu [88]. Reakcia aj nasledné Cistenie derivatov prebiehalo bez problémov, iné

podmienky preto neboli testované.

. H H
N NH2 /C//N XN hexan Ny N\C/N N
[ /]/ + 07 | —R [ j/ i | 2R
N P~ MW N/ (o) _—

Schéma 2 Mikrovinami asistovanda syntéza substituovanych ureidov.

Syntéza pomocou acylchloridov

Standardnym postupom pripravy amidov bola kondenzacia aktivovanej karboxylovej kyseliny,
typicky chloridu, s aminom. Reakcia sa bezne robila v dvoch krokoch, no vyuzili sme aj tzv.
»one-pot syntézu, kde sa do pripravenej zmesi kyseliny a aminu prikvapkavalo aktivacné

¢inidlo (napr. tionylchlorid, oxalylchlorid). Ako bazu sme pouZivali pyridin, trietylamin alebo
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N,N-diisopropyletylamin (DIPEA). Pridavanie aktivovanej kyseliny/aktivaéného cinidla
prebiehalo za chladu a reakcia sa nechdvala pri laboratdrnej teplote alebo sa u malo reaktivnych
latok zahrievala. Casté bolo pouzitie N,N-dimetylaminopyridinu (DMAP), katalyzatora
prenosu acylovych zbytkov [89]. Ako rozpustadlo sme najcastejSie volili dichlormetam

pripadne neskor acetonitril, ktoré maju relativne nizke body varu a preto sa 'ahko odparovali.

Syntéza s vyuzitim pyrazinoylchloridu bola testovand uz pri publikacii P2, no vznikala t'azko
oddelitel'na zmes, a preto sme sa rozhodli vyuzit' radSej couplingové ¢inidla (vid® Pouzitie

couplingovych ¢inidiel).

Acylchloridy bolo nutné pouzit’ v publikaciach P3 a P8 kvoli nizkej reaktivite 3-amino skupiny
vychodiskovej latky (metylester 3-aminopyrazinkarboxylovej kyseliny). Na zéklade literarne;j
reSerSe anaSich optimalizacii sa ako najvhodnejSie podmienky ukdazali acetonitril ako
rozpustadlo a pyridin ako baza (bezvodé), ¢o umoznilo okrem iného aj zahrievat’ reaként zmes
na 70-80°C. Pri takto vysokej teplote bola reakcia uspe$na, ato az tak, ze dochadzalo
k diacylacii a vzniku zmesy mono- a diacylovanych produktov (vid’ Schéma 3). Ako najlepsie
rieSenie sa nam osvedcilo pouZit’ nadbytok acylchloridu (2—4 molarne ekvivalenty), a vzniknuty
diacyl nasledne pomocou hydrazinu v tetrahydrofurane (THF) s pridavkom isopropylalkoholu
(iPrOH) previest’ na monoacyl. Tento postup bol sice ¢asovo naroc¢nejsi, no mal vel'mi dobré

vytazky.
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Schéma 3 Acylacia 3-aminoskupiny u metylesteru 3-aminopyrazinkarboxylovej kyseliny a schéma pripravy monoacylovaného
produktu z diacylovaného
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One-pot reakcia sa ndm osvedcila pri syntéze 2-aminooxazolovych derivatov v P4 (Schéma 4),
ktor sme robili pri laboratornej teplote. Ako bazu sme pouzivali pyridin alebo DIPEA a ako
rozpustadlo dichlormetan. Dvojkrokové metddy neboli vel'mi uspesné. Mozna pricina bola, ze
sme nenechali kyselinu aktivovat’ dostatocne dlho. To by v pripade one-pot reakcie nebol
problém nakolko by kazdd molekula kyseliny aktivovand in situ mohla ihned’ reagovat

s aminom, a tak postvat’ rovnovahu reakcie smerom doprava.

R
0 R
N \ SocCl, 0 /N“\\ R H Ph
i >~ OH + J\> N/k =H,
Ri— ! . S N~ O X = CH alebo N
KX/J HzN/LO DCM, béza R% >N
X

Schéma 4 Syntéza derivétov 2-aminooxazolu v P4 one-pot syntézou

Pouzitie couplingovych ¢inidiel

Acylchloridy su vel'mi reaktivne, a preto bolo nutné niekedy uplatnit’ miernejsi pristup —
pouzitie couplingovych €inidiel. Jedna sa o ¢inidla, ktoré boli povodne pouzivané v peptidovej
chémii (kvoli ich tolerancii chraniacich skupin) [90], no st hojne vyuzivané aj pri syntéze inych
organickych zlucenin. Ich ulohou je aktivovat karboxylova kyselinu podobne ako napr.
tionylchlorid a umoznit’ jej tak naslednti reakciu s amino skupinou. Najbeznejsie couplingové
¢inidla su DCC (dicyklohexylkarbodiimid), EDC (1-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)karbodiimid) ¢i CDI (V,N -karbonyldiimidazol). Pouzitie couplingovych
¢inidiel je ,Cisté“ a selektivne, no st malo ucinné¢ u nereaktivhych aminov napr.
u deaktivovanych aromatickych aminoskupin. Z couplingovych c¢inidiel sa ndm najviac
osvedcilo CDI, ktoré ma oproti ostatnym beZne pouzivanym c¢inidlam typu karbodiimidov
(DCC, EDC) niekol’ko vyhod. Tou najddlezitejSou je, Ze nevznikd neziaduci derivat mocoviny,
ktory sa vel'mi tazko oddel'uje. Dal$ou, Ze imidazolové jadro, ktoré sa pri reakcii uvolfuje,
pOsobi ako baza. Preto uZ nie je absolitne nevyhnutné do reakcie pridavat’ d’alSiu, hoci sme ju

kvoli zachovaniu bazického prostredia vzdy pridavali.

Vzhl'adom na to, Ze sa couplingové ¢inidla pouzivaju v peptidovych syntézach, davalo zmysel
vyskuasat’ ich v publikacii P2, kde sme pracovali s aminokyselinami. Sprvu sme mali obavy
zmoznej epimerizacie i racemizdcie, ktora bola u CDI v malej miere popisovana [91].
Vysledky  chirdlneho HPLC  produktov  vSak  preukédzali, Ze k epimerizacii
nedochadzalo. Pouzitie CDI ako popisuje Schéma 5 tak umoznilo pripravu vel’kého mnozstva
latok vo vysokej chemickej 1 enantiomérnej Cistote. Epimerizacia bola pozorovana len
u derivatu fenylglycinu, ktory je ale zndmy jednoduchym zvratom na chirdlnom centre pri

nedodrzani Specifickych podmienok [92].
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Schéma 5 Vyuzitie CDI pri priprave derivatov PZA s aminokyselinami
Na niektor¢ syntetické kroky sme v uz spominanej publikécii P3 vyuZzivali okrem acylchloridov
aj coupling pomocou CDI. Ten  zahrnoval tvorbu  (ne)substituovaného

3-amino-N-(thiazol-2-yl)pyrazinkarboxamidu (Schéma 6). Detaily vid’ v publikécii P3.

O (0] N \
N N CDI, THF N /”\
[ A OH + D ’ [ N ” S
S .
NT NH HoN baza N7 NH
R R

R = H, aroylovy zbytok

Schéma 6 Syntéza derivatov 3-amino-N-(thiazol-2-yl)pyrazinkarboxamidu pomocou CDI
Tato reakcia uz bohuzial’ nefungovala pri zamyslanej priprave 2-aminooxazolovych analégov

ako popisujem v kapitole 3.2.2.1 Metionin aminopeptiddza (P3).
3.1.1.2. Hydrolyza esterov

Hydrolyzy esterov na volné kyseliny v P2 a P3 prebichali za Standardnych podmienok
v kyslom (HCI/H>O/EtOH) alebo zédsaditom prostredi (NaOH/H>O/EtOH) podl'a potreby
dalSich krokov alebo stability pritomnych skupin. Detaily su opdt’ uvedené v prisluSnych
publikaciach.

3.1.2. Purifikacia a analytické hodnotenie

Cistenie latok prebiehalo pomocou flash chromatografie na normalnych fazach (silikagel) alebo
krystalizaciou z vhodného rozptstadla. Publikované latky boli charakterizované 'H-
a 3C-NMR, IC a hmotnostnymi spektrami (MS), teplotou topenia a kde to bolo vyzadované aj

optickou otagavostou (P2). Cistota bola d’alej preukazana pomocou RP-HPLC s UV alebo MS

detekciou. Pre viac detailov vid’. Metodicku €ast’ prislusnych komentovanych ¢lankov.
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3.1.3. Pocitacové metody

Vzhl'adom na nedostupnost’ rutinného enzymatického testovania, ktoré by experimentalne
overilo mechanizmus uc¢inku, sme sa pri racionalizacii pozorovaného SAR spoliehali prevazne

na metody in silico.
3.1.3.1. Docking

NajpouzivanejSou metddou bol docking. Ten bol vyuzity na overenie schopnosti latok zaujat’
podobnu pdézu ako uz zname ligandy alebo na najdenie a/alebo racionalizaciu potencialneho

ciela, i.e. target fishing.

Na docking sme vyuzivali softvér Molecular Operating Environment (MOE [93]), ktory
obsahuje vSetky potrebné utility. Koordinaty receptorov boli ziskané z RCSB PDB databazy

(https://www.rcsb.org). Je jasné, Ze pouZitie komerénych programov Cciasto¢ne zniZuje

reprodukovatelnost. AvsSak, praca vyhradne len vo vol'ne dostupnom (tzv. ,,open-source®)
softvéri je podstatne narocnejSia a ¢asto neumoznuje pouzitie niektorych metdd, ktoré nie st

implementované open-source (napr. farmakoférové metody).

V krystalografickych Struktarach proteinov sa ¢asto vyskytuju chyby ¢i nezrovnalosti. Preto
bolo pred dockingom nutné tieto chyby opravit’. Detaily ¢i priklady takychto chyb st uvedené
napr. v Metodickej cCasti publikdcie P7. Jednym z najproblematickejSich krokov pripravy
vstupu na docking (a MD) je definicia ,,spravnych® protonaénych astym suvisiacich
tautomérnych stavov podl'a pouzitého pH prostredia (bezne pH 7). MOE na tento krok pouZziva
algoritmus Protonate3D [94]. Docking prebiehal typicky s vyuzitim rigid receptor alebo

induced-fit metodiky. P6zy boli analyzované najskor podl'a skore a potom vizualne.

Docking je pomerne rychly ajrelativne presny, no ¢asto ma problém s neStandardnymi
interakciami, napr. interakcie ligandu s kovom. Praca s metaloenzymami je preto pri CADD
navrhu vyrazne komplikovanejsia, o com sme sa presvedcili pri dockingu do mykobakteridlnej
metionin aminopeptidazy lc (MtMetAPlc) v P3. Vzhl'adom na nejasnosti ohl'adom poctu
a identity kovovych kofaktorov (detaily vid’ v ¢lanku P3) sme nadviazali na uz publikované
dockingové prace apouzili sme dva kationy dostupné v kryStalografickej Struktare. Kvoli
problémom s popisom ligandu a proteinu s kovom sme ale nemohli pouZit' pokrocilejSie

experimenty, napr. overenie stability p6z pomocou molekulovej dynamiky.
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3.1.3.2. Kvantovo-mechanické vypocty

Pri pouziti kvantovych vypoctov sme sa riadili zauzivanymi metodolégiami. Vyskusali sme
viacer¢ programy, komercné aj open-source. OsvedCil sa nam softvér Gaussian

(https://gaussian.com/), ktory bol najrychlejsi a najjednoduchsi na nastavenie. Vypocty bezali

na vypoctovych klustroch MetaCentra (https://metavo.metacentrum.cz/).

V publikacii P3 sme pocitali optimalne geometrie a s nimi suvisiace energie konformacii
enzymaticky najacinnejsej latky. Pri optimalizovani geometrie pomocou QM bolo vzdy nutné
zaCinat’ s ,,rozumnymi® vstupnymi koordinatmi. Preto bola Struktara najskor optimalizovana
pomocou silového pol'a v MOE a az néasledne optimalizovana v QM programe. Ak by boli
vstupné koordinaty privel'mi vzdialené od optimalnych mohlo by ddjst’ az k zlyhaniu vypoctu.

Analyza vysledkov QM vypoctov prebiehala opdt’ v MOE.
3.1.3.3. Molekulova dynamika

Na molekulovi dynamiku sme vyuzivali softvér NAMD2 alebo NAMD?3 [95]. Zakladnym
pouzitim bolo overenie stability ligandu v nadokovanej p6ze ako jedna z moznosti overenia
»Spravnosti““ alebo postudenie stability interakcii v Case. Priprava systému prebiehala rovnako
ako pri dockingu. Zo Statistického hladiska plati, Ze je lepSie spravit’ viac kratSich ako mene;j
dlhsich simulécii, nakol’ko rozne vychodiskové podmienky (hlavne pociato¢né vektorové
rychlosti) vedu k samplingu vicSieho mnozstva konformacii. Preto boli trajektérie ziskané

v multiplikatoch, kazdy s inymi vychodiskovymi vektormi rychlosti.

V case pisania prvych publikécii vyuZivajicich MD (P7) som eSte nemal tol'ko skusenosti ani
pristup k verzidm programov vyuZzivajucich grafické karty, ktoré su rychlejSie nez verzie
pouzivajuce ,,bezné* procesory. Z toho dévodu som zo zaciatku pouzival kratSie MD simulécie
(10 ns). Neskor, s vydanim NAMD3 som uz bol schopny efektivne vyuzivat aj GPU
akceleratory, a preto su v neskorSich publikaciach (P4, P8) uz trajektorie dlhsie (50 ns).

Nastavenie systému prebiehalo v MOE, samotn4 simulacia bezala uz na vypoctovych klustroch
organizacie MetaCentrum. Analyza trajektorii zahriiovala vypocet podobnosti poloh atomov
v jednotlivych snimkach vyjadrenej pomocou RMSD alebo RMSF (z angl. ,,root-mean-square
deviation a ,,root-mean-square fluctuation®). Casty bol tiez vypolet vzdialenosti a uhlov
uréenych atémov, ktoré sme vyuzili na sledovanie stability interakcii a dockingovych poz.

Nasledovala vizualna kontrola.
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Na analyzu MD trajektorii sa mi najviac osvedCil program VMD [96], ktory ma okrem
grafického rozhrania aj moznost’ skriptového vstupu v programovacom jazyku Tcl, ¢o ndm

vyrazne ul'ahc¢ilo analyzu multiplikatov.
3.1.4. Biologické testovanie

Vo vicsine komentovanych prac prezentujeme vysledky fenotypického biologického
skriningu, pricom samotné biologické testovanie prebiehalo na inych pracoviskach. Presny

zoznam a oznacenie testovanych kmenov su dostupné v komentovanych publikaciach.
3.1.4.1. Testovanie antimykobakteridlnej aktivity

Antimikrobidlne testovanie bolo zamerand hlavne na antimykobakteridlnu aktivitu proti
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Nakol’ko sa jedna o vel'mi nebezpecny mikroorganizmus,
testovanie vyzaduje laboratérium vybavené na pracu s infekénymi agens. Historicky sa vSak
preukdzalo, ze Mtb je mozné vo vyskume nahradit’ inymi mykobaktériami, tzv. surogatmi, ktoré
nie su infekéné no maju podobnu citlivost’ na antimikrobidlne latky a ¢asto aj rychlejsi rast
[97, 98]. V naSich testovaniach to boli Standardné kmene M. smegmatis a M. aurum. Citlivost
surogatov vSak nemusi byt’ vzdy rovnaka ako u Mtb, ¢o je zrejmé aj z naSich vysledkov. Preto
sa nasa skupina v poslednej dobe preorientovala na vyZzitie Standardného avirulentného kmena
Mtb s oznacenim H37Ra. Jedna sa o oslabeny kmen Standardného virulentného kmena Mtb
H37Rv, ktory je ale mozné kultivovat atestovat’ aj v beznych laboratoriach. Ma tiez
porovnatel'nu citlivost’ ako virulentny kmen [99]. Okrem Mtb boli latky testované aj proti inym
klinicky vyznamnym mykobaktériam ako referencné kmene M. avium a M. kansasii [100].
Testovanie na neinfekénych referencnych kmenoch prebiehalo na Katedre biologickych

a lékatskych véd na nasej fakulte PharmDr. Ondfejom Jand’ourkom, Ph.D.

NajaktivnejSie latky boli néasledne testované proti referenénému virulentnému kmeniu Mtb
H37Rv a dvom rezistentnym klinickym izolatom vo Fakultnej nemocnici v Hradci Kralové.

Testovanie mala na starosti MUDr. Pavla Paterova, Ph.D.
3.1.4.2. Testovanie antibakteridalnej a antifungalnej aktivity

Ako sekundarny skrining bola vdc¢Sina latok podrobend aj antibakteridlnemu a antifungdlnemu
skriningu. Aktivita bola testovana na referencnych kmenoch klinicky vyznamnych G+ a G-
baktérii, hub a kvasiniek. Testovanie prebiehalo na Katedre biologickych a I¢katskych véd Idou

Dufkovou a RNDr. Klarou Kone¢nou, Ph.D.

-28 -



3.1.4.3. Testovanie cytotoxicity

Cytotoxické vlastnosti latok boli merané prostrednictvom linie buniek HepG2 [101]. Jedna sa
o bunky hepatocelularneho kacinému, ktoré sit bezne pouzivanym modelom toxicity latok pri
antimykobakteridlnom vyskume. VacSina antituberkulotik prvej linie su hepatotoxické, a preto
by nové antituberkulotikd nemali nevykazovat vyrazni hepatotoxicitu aby nepotencovali
toxicitu inych lieCiv pri kombinovanej terapii nevyhnutnej u TB. Cytotoxicitu (hepatotoxicitu)
merali PharmDr. Jifi JanouSek, Ph.D. a PharmDr. Pavel Barta, Ph.D. z Katedry farmakologie

a toxikologie na nasej fakulte.
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3.2. STRUKTURNE OBMENY PUBLIKOVANYCH LATOK (P1-P4)

3.2.1. Derivaty pyrazinamidu (P1-P2)
3.2.1.1. Ureidy odvodené od pyrazinamidu (P1)

Nasa skupina sa zaobera syntézou aromaticky substituovanych derivatov PZA uz viac nez
dvadsat’ rokov. Preto som aj ja pokracoval v syntéze latok tohto typu, pricom vysledky boli

publikované v mojej prvej spoluautorskej publikacii P1.

Jednalo sa o syntézu Siestich ureidov odvodenych od PZA (Struktarny typ 1). Latky boli
pripravené pomocou mikrovinného reaktora (vid Schéma 2) a testované na paneli
mykobaktérii, baktérii a hub klinického vyznamu. Okrem toho bola testovana aj cytotoxicka
aktivita auvybranej latky (R = 4-chlorfenyl) tiez moznost’ podpory syntézy rutinu
u Fagopyrum esculentum. Derivaty vykézali len slabu antimykobakteridlnu G¢innost’ bez
antibakterialnej ¢i antifungalnej aktivity. Bol vSak pozorovany pozitivny vplyv na podporu
biosyntézy rutinu. Antimykobakteridlna aktivita sa zvySila az zavedenim dalSej lipofilnej
esterovej skupiny do polohy 5 (Struktirny typ 2). Tieto esterové derivaty boli uz pripravené
mojimi kolegami. Nakol'ko dizajn tejto série nebol mojim povodnym dielom, nebudem ho

detailne komentovat’.

o H H
N _N__N Ny Mwe
N\ NH, —= | X \n/ “R1 — o | /]/ o
| _ _ o} SN N
N N o

1 2

R' = substituované fenylové jadro

3.2.1.2. Derivaty PZA s vyuZitim aminokyselin (P2)

Je prekvapivé, Ze hoci o esteroch a amidoch odvodenych od PZA/POA sa toho v literatire
doc¢itame mnoho, vid’ napr. prace [33, 34, 102], len doneddvna bolo ve'mi malo informacii
o pouziti aminokyselin ako amid-formujiiceho aminu. Pritom pouZzitie kratkych peptidov je vo
vyvoji antimikrobidlnych zlucenin bezné [103], u antituberkulotik sa ¢asto pouziva napr.
imunostimula¢ny tetrapeptid tuftsin [104, 105]. Moja hypotéza bola, Ze na rozdiel od ,,beznych*
amidickych vidzieb by sa vdzby obsahujice aminokyseliny mohli Stepit’ rychlejSie vd’aka
podobnosti s telu vlastnymi stavebnymi zlozkami a zaroven by mohli byt stabilnejSie nezZ estery

Stepené nesSpecifickymi esterdzami uz v plazme. Tto myslienku sme preskiimali v ¢lanku P2,
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kde sme pripravili sériu 39 latok Struktirneho typu 3 kombinujucich PZA/POA

s aminokyselinami.

0 0O R
N\ NH N\ N)S(O\ R2 R' = postranny retazec aminokyseliny
2 /= 2 _ v
[N/ [N/ H o R< = maly alkyl (Me, Et...)

3

Latky boli zo syntetickych dévodov pripravené vo forme metyl- alebo etylesterov, a tak boli
pouzité aj pri biologickom testovani s cielom zlepSit ich permeabilitu cez lipofilnu
mykobakteridlnu membranu. Na porovnanie boli nasyntetizované aj niektoré volné kyseliny.

Pripravené boli L- aj D-enantioméry.

Vicsina zdverov SAR mohla byt sledovand len nepriamo nakolko sme nemali k dispozicii
pokrocilé experimenty ako $tadie metabolitov, ktoré by tu boli vhodné. Antimykobakteridlna
aktivita PZA in vitro je vyrazna len pri kyslom pH [13]. Preto boli latky testované pri pH 6 aj
pri neutralnom pH a porovnané. Vyraznad aktivita bola zaznamenana len pri pH 6, ¢o
naznacovalo, Ze mechanizmus u¢inku méze byt’ spojeny s mechanizmom PZA. Pozorovali sme
tiez jasnu korelaciu aktivity s lipofilitou. Vyssia aktivita bola pozorovana u lipofilnejSich
derivatov, ¢i uz sa porovnaval ester s volnou kyselinou alebo hydrofilnejSia a lipofilnejSia
aminokyselina. Zaujimavé bolo, ze aktivita bola viazand prevazne na L-enantiomér pricom
D-enantioméry boli neu¢inné. Tato zavislost’ nebola dovtedy v literatire popisana a jasne
naznacuje pritomnost’ Specifického mechanizmu. Nie je ale jasné, ¢i ide o mechanizmus na
urovni hydrolyzy alebo na urovni receptora (molekuldrneho ciel’a), urcenie by vyzadovalo
dalSie skimanie. Pit’ latok preukazalo lepSiu aktivitu nez PZA aj nizku in vitro cytotoxicitu
(HepG2). NajaktivnejSia latka série s MIC <1.95 pg/mL, kombinujica PZA s fenylglycinom
(racemicka zmes) postupila do in vivo testovania na mySiach. Jej antituberkuloticka aktivita
na mySom modeli TB bola oproti pouzitému Standardu isoniazidu nizka (vysledky zatial’ neboli

nepublikovangé).

Bohuzial, uniektorych latok ndm pouZitie réznych esterov sposobilo nemalé problémy
s interpretaciou SAR. Nebolo jasné, ¢i je latka s danou aminokyselinou neucinna, lebo nie je
dostatocne lipofilna na prestup cez membranu (napr. porovnanie leucyl metyl- vs. etylesteru)
alebo ide o iny dovod. Retrospektivne je zrejmé, Ze by bolo lepSie pouZit’ iba etylestery. Tie

vSak neboli vzdy komercne dostupné a nepredpokladali sme, Ze by maly rozdiel v pouzitom
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esteri mohol spdsobit’ tak znacné rozdiely v aktivitdch. VSetky latky nasledne presli skriningom

na antibakterialnu a antifungélnu G¢innost’, zial’ bez vyraznych aktivit.

Pri préaci saminokyselinami sme uvazovali o sérii latok kombinujicich derivaty PZA
s D-cykloserinom (DCS), antituberkulotikom druhej linie formalne odvodenym od serinu.
Latky boli povodne zamyslané bud’ ako dvojité prolie¢iva POA a DCS alebo ako inhibitory
alanin racemazy (hlavny ciel’ DCS [106]). Pripravili sme prototypicku latku tejto Struktary
(latka 4). Jej vysoka polarita sa vSak ukazala byt’ problematicka pri chromatografickom ¢isteni,
alatka nakoniec nevykazovala ziadnu antimykobakteridlnu aktivitu pri testovanych
koncentraciach (vysledky neboli publikované). Dalsie Struktirne obmeny sme preto

neuvazovali.

O
N \\“ O
[ ~ NH
—
N
4

3.2.2. Enzymatickeé ciele, racionalny dizajn (P3—P4)

Kvoli problémom s uréovanim mechanizmu G¢inku u derivatov aminokyselin som d’alSie série
latok uz dizajnoval s imyslom ovplyvnit' konkrétny, optiméalne zatial menej vyuZivany
antimikrobialny ciel’. Najvac¢si problém pri ,,target-based* dizajne (vid’ kapitolu 2.3 Ziskavanie
novych lie¢iv) novych antituberkulotik je okrem beZznych problémov danej metddy aj nizka
dostupnost’ mykobakterialnych enzymov. Preto som pri ndvrhu novych latok alebo validacii
(racionalizdcii) navrhovaného mechanizmu u¢inku pouZzival takmer vyhradne pocitatoveé

metody.
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3.2.2.1. Metionin aminopeptidaza (P3)

iMet S~
OY[:H
RINH 2 RINH2
HNo : HN™ 0
MetAP1
\S . ]
ribozém 0 ribozém
HoN o oH

Obrazok 4 Schématické zndzornenie enzymatickej reakcie katalyzovanej metionin aminopeptidazou 1.
(iMet — iniciatorovy metionin, MetAP1 PDB ID: 3IL9)

Metionin aminopeptidaza (MetAP) je validovany antimikrobialny ciel’ a ¢asto sa sklonuje aj pri
vyskume novych potencidlnych antituberkulotik [107]. Jedna sa o metaloenzym zodpovedny
za S$tepenie N-koncového (inicidtorového) metioninu unovo syntetizovanych bielkovin
(Obrazok 4) aje pre zivot mikroorganizmov velmi doélezity [108]. Ako uinych
metaloenzymov, aj u MetAP je u inhibitorov ddlezita pritomnost’ chelatujuceho zoskupenia, na
¢o sa pyrazinkarboxamidy vyrazne hodia (viac o inhibitoroch MetAP je komentované v ¢lanku

P3).

V publikacii P3 popisujeme sériu 2-amino-N-(thiazolyl)pyrazinkarboxamidov (Struktirny typ
5), uktorych bol jasny Strukturny predpoklad (1) inhibicie mykobakteridlnej metionin
aminopeptiddzy na zaklade Struktirnej podobnosti s inhibitormi EcMetAPl a (2)
antimykobakterialnej aktivity na zdklade u¢innych Struktarne blizkych derivatov PZA. V oboch
pripadoch sa jednd o latky obsahujice 2-aminothiazolové jadro, obecné Struktary a referencie

st uvedené vo Figure I v publikacii P3.

0 o) S/\> . n »

v — S

7 = R
N N ’;H R = Me, F, Cl, Br, CFa, tBu
5

Pripravenych bolo 21 zlacenin. Syntéza prebiehala v dvoch alebo troch krokoch ako popisuje
Schéma 3 a ¢iastoéne Schéma 6. Niektoré medziprodukty boli nasledne vyuzité aj pri d’alSich
publikovanych sériach, ktorych som spoluautorom (publikédcia P8). Pri tejto sérii som mal

jedine¢ni moznost’ otestovat’ vSetky nasyntetizované latky na zamysSlany ciel’ na staZi na

Univerzite v Cublane a podrobne popisat’ ich vzt'ahy Struktury a G¢inku, pouzita bola izoforma
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MtMetAP1la. Nakol'ko sa jedna o metaloenzym, inhibi¢na aktivita bola testovand s rozlicnymi
kovovymi katiénmi, pricom najlepsie aktivity boli ziskané pri pouziti Ni** a Fe?* kofaktorov.
KedZe Fe?" je s najvic¢sou pravdepodobnostou fyziologicky kofaktor [109], jedna sa o vel'mi

cenné vysledky.

Ako najsilnejsie inhibitory sa ukdzali derivaty substituované objemnejsim, elektronegativnym
substituentom v polohe 2 postranného benzamidového zbytku (substituent R u Struktirneho
typu 5). Najlepsia latka, R = 2-Br dosiahla viac nez desatndsobne lepsiu aktivitu ako Standard
clioquinol (ICso = 0.7 uM verzus ICso = 11 uM). Nasa hypotéza bola, ze by 2-substitiicia mohla
viest ku nekoplanarnemu usporiadaniu kruhov. Energeticki vyhodnost’ nekoplanarnej
konformacie sme potvrdili pokrocilejsimi metédami in silico s vyuzitim QM, vid’ Obrazok 5

v tejto praci, ¢i podrobnejsie v Supplementary material publikacie P3, Figure S3—S5.

N
HNJI\/S>

D
~

N~ “NH

0

O Cc1'

Br 2

Obrazok 5 2-bromo substituovany derivat Strukturneho typu 5 v QM optimalizovanej geometrii (prevzaté z P3)

Aktivitu na izoforme MtMetAP1a sme in silico neracionalizovali, nakol’ko bola experimentalne
potvrdena. Vyznam 2-substiticie uizoformy la vSak ostava nejasny a vysvetlenie by
vyzadovalo kryStalografické Studie, ktoré nie su dostupné. Zaoberali sme sa vSak mozZnou
aktivitou na izoforme 1c, nakol’ko su zndme velké rozdiely v inhibicii tychto dvoch izoforiem
(vid’ ¢lanok P3). KIicové pre racionalizdciu u€inku na izoforme 1c bolo pouzitie konkrétne;j
kryStalograficke; Struktary PDB ID: 3IU9, kde bolo aktivne miesto prispdsobené
flexibilnejSiemu ligandu a obsahovalo uzku hydrofobnu kavitu, ktord u inych PDB Struktar
nebola pritomna. Pézy z dockingu naznacili, Ze prave 2-substituovany benzamidovy fragment
je vhodny na zasunutie do tejto kavity, o by mohlo zlepSovat’ afinitu ligandov k izoforme 1c.
Z vysSie uvedeného je jasné, ze konformér jednej aminokyseliny ciel'ového proteinu je schopny
vyrazne ovplyvnit’ vysledky dockingu, a vyber kryStalografickej Struktury receptora je preto pri
dockingu kriticky dolezity.

-34 -



Bohuzial, u latok bola slaba korelacia enzymovej inhibicie a celobunkovej
antimykobakterialnej aktivity. Pozorovali sme tri antimykobakteridlne aktivne latky (MIC =
15.625-31.25 ng/mL), z ktorych dve mali sucasne aj aktivitu proti MtMetAP1a pri pouziti Fe?".
Ako mozné pric¢iny tak malého mnozstva aktivnych latok sme uvazovali hlavne zly prestup
latok do mykobaktérii a ich nizku rozpustnost’ vo vode. Jasny zaver by vyzadoval podrobnejsie
testovanie, ktoré sme v tom case hlavne kvoli zlej rozpustnosti neuvazovali. U najsilnejsich
inhibitorov MtMetAP1la bola zvySena pozornost venovana meraniu cytotoxicity. Tou sme
sledovali moznu skrizent reaktivitu proti l'udskej MetAP, ktora by mohla nasmerovat’ d’alsi

vyvoj tychto latok ako potencidlnych protinddorovych lieciv.

Okrem inhibicie MtMetAP1a boli u vybranych latok testované aj chelatacné vlastnosti s cielom
naznalit viac o interakcidch latok s kovym kofaktorom, ¢o by pripadne mohlo ozrejmit
niektoré aspekty SAR na MtMetAPla. Vznik komplexu pyrazinového derivatu s iénmi Ni%*
a Fe** bola sledovana spektrofotometricky. Vysledky ukézali, Ze pyrazinovy ligand bol
schopny vyviazat’ kov v pomere 1:1. Snazili sme sa tiez o zmeranie energie vizby latka-kov
pomocou izotermalnej titracnej kalorimetrie, zial’ bez tspechov kvoli zlej rozpustnosti vo vode.

Tieto vysledky nakoniec neboli sti¢ast’ou publikacie P3.
3.2.2.2. Od 2-aminothiazolov k 2-aminooxazolom

So zlou rozpustnostou pripravenych latok vo vode sme sa v skupine stretavali (a stale
stretdvame) opakovane. Napriklad v pripade Zitko a kolektiv [45] viedla slaba rozpustnost’ vo
vode k neschopnosti testovat’ antibakteridlnu a antifungéalnu aktivitu u inak vyrazne u¢innych
antimykobakterialnych zlt€enin. Za zI0 rozpustnost’ v tejto 1 komentovanej publikacii P3 bol
pravdepodobne zodpovedny fragment 2-aminothiazolu. Thiazol je v antimikrobidlnych latkach
vel'mi Casty (vid’ ivod publikacie P3), a jeho pouZitie viedlo k vyvoju viacerych vyznamnych
lie¢iv ako aztreonam, ¢i cefalosporiny 3. generacie. Okrem zlej rozpustnosti ma thiazol aj
mnoho d’alich potencialnych problémov ako metabolické nestabilita spdsobend pritomnost’ou
siry [110, 111], ¢i jeho zaradenie do kategorie PAINS (,,pan-assay interference compounds®)
[112], 1atok Casto vykazujucich falosne pozitivne vysledky v skriningoch vd’aka neSpecifickym
interakcidm s receptormi alebo pouZivanymi ¢inidlami. Jeho nédhrada bez straty u¢inku by bola
preto vel'mi ziadtca. V priprave d’alSej série latok sme sa tak rozhodli podl'a vzoru Azzali
a kolektivu [113] otestovat’ pouZitie 2-aminooxazolu ako izosteru 2-aminothiazolu na zlepsSenie
fyzikélne chemickych vlastnosti, 7 j. rozpustnost a hydrofilita (polarita) a elimindciu

potencidlnych problémov thiazolov.
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Sprvu sme zamysl'ali obmenit’ thiazol na latkach série z publikécie P3 s cielom overit inhibiciu
MetAP pri lepsej rozpustnosti vo vode, no reaktivita 2-aminooxazolu je vyrazne niz$ia nez
u 2-aminothiazolu a tieto derivaty sa nam nepodarilo pripravit. Preto sme sa rozhodli vyuzit
tato hypotézu na inom potencidlnom antimikrobialnom cieli —na B-ketoacyl-acyl carrier protein

syntetaze III, nakol’ko tato stvisela s derivatmi publikovanymi v uz spominanej publikécii [45].

3.2.2.3. p-ketoacyl-acyl carrier protein syntetaza 111 (P4)

&

FabH cyklus elongacie
)J\/U\ — > | mastnych kyselin
(FAS 1)

Obrazok 6 Schématické znazornenie enzymatickej reakcie katalyzovanej enzymom FabH (ACP — acyl-carrier protein PDB ID:

2CGQ, FabH PDB ID: 1U6S)

ACP

B-ketoacyl-acyl carrier protein syntetaza III (KAS III alebo FabH) predstavuje jeden
z esencialnych enzymov komplexu syntdzy mastnych kyselin FAS II a je dolezity na elongaciu
vznikajuceho uhlikového retazca (Obrazok 6) [114]. NaruSenim syntézy mastnych kyselin
u mikroorganizmov dochadza k poSkodeniu ich membrany, ktord vo findle moze viest az
k smrti [115]. Vzhl'adom na to, Ze sa FAS II u ¢loveka nevyskytuje (clovek ma FAS 1) [116]
jedna sa oideédlny antimikrobidlny ciel. Tvorba a zloZenie mastnych kyselin je jednym
z dolezitych rozdielov mykobaktérii a baktérii. Na rozdiel od baktérii maju mykobaktérie FAS
IT1 FAS 1, a to im umoznuje tvorbu atypickych tzv. mykolovych kyselin, ktoré tvoria vyznamnt
cast’ ich extrémne lipofilnej vonkajSej membrany [117]. A prave FabH je u mykobaktérii
zodpovedné za prepojenie tychto dvoch cyklov [118]. Atypick4 tvorba mastnych kyselin sa
s uspechom vyuziva terapeuticky u antituberkulotik ako isoniazid ¢i etionamid, ktoré inhibuji
syntézu mykolovych kyselin na r6znych Grovniach [119]. U baktérii nie je zatial’ klinicky
pouzivané Ziadne lie€ivo, u ktorého by inhibicia syntézy mastnych kyselin pdsobila ako
primarny mechanizmus u¢inku.

V publikacii P4 sme pripravili sériu derivatov N-(thiazol-2-amin)arylkarboxamidu (latky 6)
odvodenych od znamych inhibitorov FabH s fragmentom 2-aminothiazolu a Struktirne

blizkych latok s antimykobakteridlnou aktivitou syntetizovanych v nasej skupine (vid’ Figure 1

v P4 spolu s referenciami).
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Séria zahrnovala 36 derivatov kombinujucich 2-aminothiazol a 2-aminooxazol (zvicSa ako
porovnateI'né dvojice) obsahujucich pyrazin a pyridin. Pyridin bol pouzity na zaklade izostérie
s pyrazinom, a jeho pouzitie nd&m umoznilo otestovat’ va¢siu variabilitu substituentov, ktoré boli
navySe komercne dostupnejsie. Synteticky boli latky relativne priamociare no ¢asto s nizSimi
vytazkami (Schéma 4). Ako sme predpokladali, izosternd zdmena 2-aminothiazolu za
2-aminooxazol znizila lipofilitu latok v priemere priblizne o jednu jednotku logP, hodnotené
ako log k” pomocou RP-HPLC. Zvysila sa aj rozpustnost’ vo vode priblizne o jeden az dva rady,
¢o sme testovali na vybranych reprezentativnych dvojiciach latok kinetickou metddou, ktord je
zaloZend na stanoveni koncentracie roztoku po vyzraZani nasyteného roztoku v DMSO vodou.
Z pohl'adu SAR bolo dolezité pozorovanie, ze derivaty s najvysSou antimykobakterialnou
aktivitou obsahovali maly lipofilny substituent v polohe 3 ¢islovanom od karboxamidového

linkra (R? u $truktarneho typu 6).

Blizsie in silico skimanie pomocou dockingu ukézalo, ze spominany 3-substituent u latok 6
vypliioval malu lipofilna kapsu v aktivnom mieste ned’aleko katalytickej triady, co by mohlo
stabilizovat’ jeho konformaciu. Na docking sme pouzili mtFabH (PDB ID: 1U6S). Bohuzial,
Ziadne Strukturne pribuzné ligandy neboli zatial’ vo FabH pochadzajicej zo ziadneho organizmu
vykrystalizované. Validitu ziskanych p6z sme preto overili pomocou molekulovej dynamiky
v troch nezavislych 50 ns MD simulaciach. Jedné sa o pokrocilu in silico metddu rozliSenia
vhodnych a nevhodnych dockingovych p6z (v angl. literatire oznaCované ako ,,decoy poses‘),
ktora je zaloZena na pozorovani, Ze kryStalografické pozy su energeticky vyhodnejSie, a preto
st pocas MD simulécie stabilnejSie nez decoy pozy [85, 86]. Zaujimavostou FabH je, Ze ide
0 homodimér, ktory obsahuje dve aktivne miesta na rozhrani podjednotiek. To sme vyuzili na
urychlenie vypoctu, nakolko bolo mozné simulovat dve latky naraz, jednu v kaZdej
podjednotke. Latky boli v aktivnom mieste stabiln¢ (na zaklade RMSD), a teda sme vazbovy
mdd syntetizovanych latok v mtFabH pokladali za pravdepodobny.

Ziadny aktivny thiazolovych derivat nestratil svoju aktivitu po ndhrade za oxazol. U derivatov
neobsahujucich 4-fenylovy fragment (R! u latok 6) bol dokonca po izosternej zamene thiazolu

za oxazol pozorovany extrémny narast aktivity. U najuc¢innejSich derivatov série odvodenych

-37 -



od 2-chlorisonikotinovej kyseliny islo o viac ako 200-nasobny pokles MIC proti Mtb, a to z 500
na 3 pg/mL.

NajaktivnejSie latky preto postupili do rozSireného testovania antimikrobialnej aktivity
a vykazali silnu aktivitu proti multi-rezistentnym klinickym izoldtom Mtb a dokonca aj
uspokojivu aktivitu proti niektorym G+ a G- baktériam, opit’ vratane rezistentnych klinickych
izoldtov. Vzhl'adom na momentdlnu krizu rezistencie proti antimikrobidlnym latkam

predstavuju tieto latky vel'mi atraktivnych kandidatov na d’alSie skiimanie.
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3.3. PUBLIKACIE S VYRAZNYM PODIELOM IN SILICO
MODELOVANIA (P5-P8)

Mal som moznost’ vyuzit’ Siroké spektrum pocitacovych metodd od tych najjednoduchsich, napr.
predpovedanie fyzikalne-chemickych vlastnosti (logP, pKa), analyzu interakcii pomocou
silovych poli, az po komplexnejSie ako docking, molekulova dynamika ¢i kvantové vypocty.
Niektoré metdody uz boli komentované spolu s prislusSnymi publikdciami (P3 a P4).
V nasledujtcej Casti sa preto budem uz venovat' len prvoautorskym (PS) a spoluautorskym
(P6-P8) publikaciam, v ktorych som mal na starosti prevazne pocitacové modelovanie,

a nebudem preto vyrazne komentovat ich iné aspekty.
3.3.1. Analyza neviazbovych interakcii pomocou silovych poli (P5)

Heteroaromatické cykly vhodne kombinuju nepoldrne a polarne vlastnosti. Vd’aka pritomnosti
delokalizovanych elektronov st schopné zcastiiovat’ sa tzv. m-interakcii, ale pritomnost
heteroatomu im umoziuje tvorit’ aj silnejsie polarne vodikové viazby. Vyhodou pyrazinu oproti
inym Sest¢lennym N-heteroaromatom je jeho idedlna poloha dusikov schopnych napr.
stabilizacie dvoch peptidovych retazcov, ¢i naopak silnej stabilizacie ligandu v aktivnom
mieste. Tato charakteristika by mohla prevéazit nad jeho obecne nizSou rozpustnost’ou napr.

oproti pyridinu, a robi z neho ddlezity fragment pri dizajn lieciv.

Dovtedy neexistovala ziadna praca, ktora by systematicky sledovala interakcie pyrazinu
v proteinoch. Na tito tému sme preto spravili reSerSnu pracu PS5, kde sme analyzoval zdznamy
komplexov ligand-protein v RCSB PDB databaze a sledovali, akych naj¢astejSich interakcii sa
zOCastiuje v proteinoch pyrazinovy fragment, ktory moze byt’ zaroven vhodne substituovany

napr. halogénom, OH alebo NH; skupinou a podobne.

Analyza prebiehala pomocou softvéru MOE, ktory nam ul'ah¢il Gpravy PDB z4znamov
aumoznil jednoduchym spdsobom odhadnit’ a vizualizovat' silu (respektive energiu)
nevizbovych interakcii, ktorych presny vypocet by inak vyzadoval nemalé usilie zahritujuce
komplexné kvantové vypocty a empirické korekcie (pre ilustraciu vid’ napr. referencie [120,

121]).

Zistili sme, Ze pyrazin v komplexoch ligand-protein naj¢astejsie vystupuje ako akceptor silnych
vodikovych vézieb na jeden z jeho dusikov. Ako heteroaromaticky kruh je vSak tiez schopny
tvorby tzv. slabych vodikovych vézieb v smere CpyrazinH...akceptor, v ktorych vystupuje ako
donor alebo ako CH...mpyrmzin, kde vystupuje de facto ako akceptor. Tradi¢né aromatické
»sendviCové” m—m interakcie boli v analyzovanej databaze malo casté. U Styroch
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halogénpyrazinovych ligandov sme pozorovali ndznaky halogénovej vizby, ktorych dolezitost’
v poslednych rokoch vyrazne vzrastla a ukazuje sa, Ze si zodpovednd za niektoré predtym
nepochopené javy. Suhrn hlavnych pozorovanych interakcii je uvedeny v Tabulke 1, plna

verzia tejto tabul’ky je dostupna ako Table 4 v PS.

Situaciu, kde by interagovali oba dusiky pyrazinu sucasne, a pyrazin tak naplno uplatiioval svoj
potencidl sme nasli v I'udskej prolyl t-RNA syntetaze (hsProRS, PDB ID: 5VAD). Ukazalo sa,
ze vhodne substituovany pyrazin je schopny nahradit’ adenozin atym inhibovat’ funkciu
hsProRS (vid' Figure 3 v P5). Na tému t-RNA syntetdz boli nasledne spracované dve

experimentalne spoluautorské publikacie P7 a P8.

Tabulka 1 Statistika pozorovanych interakcii. pyrazinovych ligandov v proteinoch.
(Upravené podla Table 4 z ¢lanku P5)

Pocet analyzovanych PDB zaznamov 207 +1

Pocet unikatnych ligandov obsahujicich pyrazin 155+1

Pocet nevizbovych interakcii na pyrazin 147 (100%)
Pyrazin ako akceptor vodikovych viizieb 75 (51%)
Pyrazin ako donor vodikovych vizieb 31 (21%)
n-interakcie 38 (26%)
Koordinacia kovu 3 (2%)
Halogénové vizby 4
Ostatné interakcie s halogénmu >15

,,+ 1 : PDB ID: 4KNG6 s ligandom 1RP. Ligand obsahoval N-metylovany pyrazin,
a preto nebol zaradeny do celkovej analyzy

Okrem Statistického spracovania interakcii sme sa venovali aj problematike tautomérov
a protomérov. U pyrazinovych derivatov sa jedna napr. o hydroxy- ¢i aminopyraziny schopné
vystupovat’ v zavislosti od prostredia v keto/enol ¢i laktdm/laktim forme. Kvoli okolitym
aminokyselindm, ktoré¢ samotné maju viacero moznych tautomérnych a protomérnych stavov
(vratane tzv. flipov [94]) je preto urCenie spravnych stavov kI'iCové a m6ze mat’ vplyv na
uspech alebo netspech dizajnovanych latok. Vyznam sme nadzorne demonstrovali na priklade

pyrazinového inhibitora tyrozyl-DNA fosfodiesterazy 1 (Figure 15 v publikacii PS).

Préaca PS5 potvrdila nase predpoklady, ze pyrazin je vhodnym fragmentom v dizajne lieCiv a je

schopny uplatiovat’ viaceré dolezité interakcie.
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3.3.2. Dockingové stidie sulfonamidovych derivatov (P6)

Moja prva publikovana dockingova Studia bola sucast’ou spoluautorskej publikacie P6. Nasim
cielom bolo ukazat’, Ze syntetizované sulfonamidy typu 7 obsahujuce 4-amino substituent na
aromatickom cykle mozu kompetitivne inhibovat’ mykobakterialnu dihydropteroat syntetazu
(mtDHPS, pouzili sme PDB ID: 1EYE) podobne ako antibakteridlne sulfonamidy. Pri priprave
ligandov bolo nutné sulfonamidy ru¢ne deprotonovat, nakolko algoritmus MOE nespravne
vypocital hodnotu pK. sulfonamidovej skupiny a predpokladal protonovanti formu. Vypoctu
pKasme sa v P6 venovali blizSie a testovali sme niekol’ko algoritmov. Ide o vel'mi komplexna
problematiku a najpresnejsie vysledky v porovnani s experimentalnymi hodnotami pK. daval

softvér Chemicalize (https://chemicalize.com/) od firmy ChemAxon.

- 0 - 0
|//N N\S// |//N N\S//
R || & R || & 0
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=
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7 7a

Zluceniny boli dokované vo forme findlneho produktu enzymatickej reakcie (7a), co umoznilo
pouzit’ templatovy docking. Pri tejto metdde sa zadefinuje akym sposobom sa do aktivneho
miesta viazu urené atomy ligandu, pricom zvys$né atomy sa riadia uz beznymi pravidlami
dokovacieho algoritmu. Pouziva sa hlavne pri dockingu latok obsahujicich fragment zndmeho
ligandu, u ktorych je vysoko pravdepodobné (alebo ziadané), Ze sa budu viazat' obdobnym
sposobom. Vznik takéhoto produktu bol podporeny experimentalnymi i vypoctovymi Studiami
na Struktirne pribuznych zlicenindch [122, 123]. Ako templat bolo pouzité dihydropterinové
jadro. Pozy nasich latok boli porovnavané s pdzou 4-aminobenzoovej kyseliny (fyziologického
substratu) a vykazovali zhodné interakcie, ktoré racionalizovali predpokladany mechanizmus
ucinku.

Nakol’ko je sulfonamidovy linker beZzny aj u lieCiv v inych indikéaciach, rozhodli sme sa
pomocou target fishingu najst’ d’alSie potencialne ciele pripravenych zlucenin. V RCSB PDB
databaze som identifikoval Sest’ potencidlnych receptorov, ktoré obsahovali kokrystalizované
sulfonamidové ligandy, a nasledne som uZz beznym sposobom (teda nie templatovym
dockingom) nadokoval pripravené zluceniny. Ziskal som niekol’ko perspektivnych receptorov,
z ktorych najviac som sa venoval enzymu matrix metaloproteindza 8 (MMP-8, PDB ID: SH8X),
kde sa pyrazinovy fragment uplatiioval ako chelator Zn>" kofaktoru a sulfonamidova skupina

interagovala podobne ako kokryStalizovany inhibitor (vid’ Figure 8 v lanku P6).
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3.3.3. Stadie s vyuZitim molekulovej dynamiky (P7, P8)

Podobne ako v uz komentovanej publikacii P4 som MD simuléciu vyuzil aj pri spoluautorskych

publikéciach P7 a P8.

V studii P7 som racionalizoval a podporil zavery kolegov z krystalografie suvisiace s rastom
stability vdzby 2-substituovanych ligandov v 'udskej hsProRS (substituent R u Struktirneho
typu 8). MD simulacia ukdzala, ze substituent v polohe 2 benzénového jadra vyplnoval
v receptore malu kavitu a vytlacoval molekulu tzv. Strukturdlnej (krystalografickej) vody. Ide
o molekulu vody, ktord je pevne stabilizovand v aktivnom mieste a Casto sa zCastiluje
interakcie proteinu s ligandom alebo je naopak ligandom z aktivneho miesta vytlacovana [124].
Tento substituent obmedzoval vol'ni otacavost’ ligandu a zvySoval jeho celkovu stabilitu

v porovnani s nesubstituovanym ligandom (R = H).

(0] (0]
N\ N\ R = maly lipofilny substituent
[ NHy —— [ NH, (F, Cl, Br, CF3, Me...)
— —
N N NH

| —R
=

8

Latky Struktirneho typu 8 popisované v P7 sa ukdzali ako perspektivne proti hsProRS.
Zaujimalo nas vSak, ¢i by bolo mozné ich pouzit’ napr. na inhibiciu MtProRS, nakolko ide
o zatial’ nevyuzivany antimykobakteridlny ciel. Analyzou moznych interakcii a dockingom
do MtProRS sme zistili, Ze namiesto pouZitia benzylaminovej skupiny by bolo vyhodnejsie
pouzit’ benzamidové zoskupenie, pricom benzamidovy karbonylovy kyslik by nasledne mohol
interagovat’ s molekulou (inej) Strukturalnej vody. KryStalograficka Struktura MtProRS nie je
dostupna, preto sme na pocitaCové experimenty pouzili model predpovedany umelou
inteligenciou AlphaFold. Pripravené boli latky Struktirneho typu 9. Tie vykazali aktivitu len
pri pouziti primarnej pyrazinkarboxamidovej skupiny. Estery, N-metylované, N,N-

dimetylované ¢i cyklické derivaty boli netc¢inné. Blizsie k SAR vid’ ¢lanok P8.

MD simuléciou bola opét’ sledovana stabilita pdz a Specifickych interakcii. Ligand bol pocas
50 ns stabilny v nadokovanej poze. Primarna karboxamidova skupina bola stabilizovanad dvoma
silnymi vodikovymi vdzbami, pricom kazdy vodik karboxamidu vystupoval ako donor na int
aminokyselinu. Jedna z tychto vodikovych vézieb vSak vznikla aZ pocas MD simulécie, teda
docking ju nezaznamenal, co je pochopitelné nakol’ko sa jednalo o model anie

o krystalografickll Struktiru. N-metylovany derivat tito vodikovll vdzbu tvorit nemohol, ¢o
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racionalizovalo pozorované SAR a jeho niz$iu aktivitu. Po¢as MD simulacie sme tiez sledovali
naznak halogénovej vizby, ktord potencidlne vysvetlovala vysSiu aktivitu derivatov, kde

R substituent predstavoval halogén v polohe 4.

0 0
N N M
AN NH A NH = maly lipofilny substituent
[ j)k 2 == [ ﬁ 2 (F, Cl, Br, CF3, Me...)
~ ~
N N~ NH

X
=

9

3.4. ZATIAL NEPUBLIKOVANE VYSLEDKY A MOZNE
NADVAZNOSTI

Na zdklade ziskanych aktivit latok 6 (potencidlne inhibitory mtFabH, P4) aich jasnych
Struktirnych preferencii (substiticia v polohe 3 vzhladom na karboxamidovy linker) som
rozpracoval d’al$iu sériu derivatov chlorpyrazinovych a chlorpyridinovych kyselin (napr. latka

10) uréent na potvrdenie pozorovaného SAR.

(0] N
\
|
Cl A N/l\:)>
| ] H
N
10

Latky boli otestované obdobnym spdsobom ako predtym a potvrdili, Ze na najvysSiu
antimikrobidlnu aktivitu musi byt substituent v uZ popisanej polohe. Poloha dusika bola
tolerovand hlavne v polohe 3 a4 (stile vzhl'adom na karboxamid). V nadviznosti na tieto
vysledky sa tejto sérii latok budem venovat aj nad’alej a pokusim sa pripravit’ ucinnejsie
derivaty zavedenim d’alSieho zbytku do polohy 4 oxazolového kruhu. Tato obmena predstavuje
rozsiahle mozZnosti Struktirnych obmien, ktoré by velmi pravdepodobne viedli k latkam
s vysSou aktivitou. Rad by som tiez validoval aktivitu na mtFabH a preto momentalne hl'addme

vhodnu spolupracu so zahrani¢nym pracoviskom, ktoré by bolo schopné nase latky otestovat’.

Dalsi projekt, ktorého som stdastou prakticky od jeho zaGiatkov sa zaoberd virtualnym
skriningom latok na moznl inhibi¢nu aktivitu proti MtProRS a pripadne ProRS dalSich
klinicky vyznamnych mikroorganizmov. Vyuzitie tohto ciela sme uz ¢iasto¢ne spracovali
v publikacii P8. Tentokrat sme vSak pouZili vel'ké komeréné databazy (eMolecules, Enamine,

atd’) s ciel'om n4jst’ potencidlne inhibitory novych Strukturnych typov. Jedna sa tak o racionalny
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dizajn v pravom slova zmysle. Priame enzymatické testovanie inhibic¢nej aktivity je planované

v spolupréci so zahrani¢nou univerzitou, no projekt je zatial’ len v pociatkoch.

Poslednt sériu latok, ktorej sa venujem, predstavuji nové potencidlne inhibitory serin-acetyl
transferazy (SAT). Ide o pomerne novy no nadejny antimikrobialny ciel’ [125]. Vzhl'adom na
obecné Struktirne rysy inhibitorov, (Ar)-CONH-Ar-thiazol-Ar [126, 127] som navrhol
niekol’ko Struktirnych obmien s vyuzitim napr. pyrrolu a 1,3,4-oxadiazolu. Syntéza tychto
latok je viackrokova no podarilo sa nam pripravit niekol’ko derivatov, ktoré Cakaju na
mikrobiologické testovanie. Ako u vacsSiny objemnych aromatickych zlicenin, aj u tychto latok
hrozi nizka rozpustnost’ vo vode, ktord by mohla znamenat’ ich neuspech uz v skorych fazach.
Preto bude potrebné nasyntetizované derivaty otestovat’ aj vtomto smere a pripadne

optimalizovat’ ich Strukturu.

Pyrazin ¢i pyrazinamidovy skelet moZzeme najst’ vo viacerych skupinach lieiv. Za zmienku
stoji napriklad protinddorové lieCivo bortezomib. Vhodné obmeny latok 5 s vyraznejSou
cytotoxicitou, respektive inhibiciou l'udskych izoforiem MetAP, by tak mohli viest’ k latkam
s potencovanym protinddorovym ucinkom. Takyto typ repurposingu nie je v klinickej praxi

zriedkavy [128] a aj v naSej skupine sa uz u niektorych sérii osvedcil [129].
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3.5. SUHRNNY ZAVER

Pri rieseni tejto dizertacnej prace bolo pripravenych viac ako 100 novych zlu¢enin, ktoré boli
analyticky popisané a otestované na antimykobakteridlnu, antibakteridlnu a antifungalnu
aktivitu pomocou Standardnych referen¢nych kmenov aj klinickych izolatov. Nie vSetky
ziskané aktivity boli zatial publikované, no z publikovanych vysledkov je jasné, Ze sme
pripravili niekol’ko nadejnych latok. Viac¢Sina derivatov bola podrobena cytotoxickému
skriningu s vyuzitim buniek hepatocelularneho karcindmu HepG2 a vykazovala prijatel'na
selektivitu. Zo vsetkych pripravenych latok, pitnast’ dosiahlo antimykobakteridlnu aktivitu
proti Mtb lepSiu alebo rovnu 7,81 pg/mL, ¢o by pri priemernej M = 250 g/mol odpovedalo
priblizne 31,24 uM. To pokladame za dobry Startovaci bod pre d’alSie optimalizacie Struktary,
ktoré st planované. Naproti tomu len dve latky dosiahli antibakteridlnu aktivitu na zrovnatel'nej
urovni, . j. < 31,25 uM, ziadna latka v testovanych koncentraciach nepreukazala vyraznu
antifungalnu aktivitu. Prehlad najdélezitejSich latok v komentovanych pracach je uvedeny na

Obrazku 7 nizsie.

Prvé komentované prace popisuju struktirne modifikacie PZA bez ,target-based* dizajnu, teda
latky nie su cielené na konkrétny mechanizmus tc¢inku. Jedna sa o ureidy 1 a amidy PZA
pripravené pomocou aminokyselin 3. Zatial’ ¢o u latok 1 bola pozorovana slabd antimikrobidlna
ucinnost’, latky 3 mali vysoku aktivitu viac-menej selektivne proti Mtb. Predpoklad je, Ze by sa
mohlo jednat’ o prolieciva PZA aktivne po hydrolyze vhodnymi peptiddzami, no tito tedriu sme
nemali moznost' experimentalne overit. NajucinnejSia latka tejto série, ktora bola sucasne
mojou zatial' naju¢innejsou publikovanou latkou postupila az do in vivo testovania. Zial,

neprejavila vyrazné antituberkulotické u¢inky na mySom modeli TB.

Dalsie publikované prace uz vyuzivaji racionalny ,target-based” dizajn zalozeny na moznej
inhibicii konkrétneho mikrobidlneho enzymu. Ako prvy ciel som zvolil metionin
aminopeptidazu, a aktivitu pripravenych latok 5 som experimentdlne potvrdil pomocou
enzymatickych testov. Hoci niektoré latky vykazovali vyrazni enzymovu inhibiciu (najlepsia
ICs0 = 0.7 uM), boli vel'mi malo aktivne in vitro, ¢o sme prisudili ich zlej rozpustnosti vo vode
¢1 zlému prestupu cez membrany. Pokracoval som pripravou potencialnych inhibitorov mtFabH
6, u ktorych bolo okrem antimikrobidlnej aktivity testované aj zlepSenie fyzikalne-chemickych
vlastnosti izosternou zamenou siry za kyslik vo fragmente 2-aminothiazolu. Tato zdmena sa
ukdzala vel'mi vyhodnd a viedla k sérii vel'mi u¢innych latok s vyraznou antimikrobidlnou

aktivitou zahriiujucou multi-drug rezistentné kmene. V poslednych pracach som sa zaoberal
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potencidlnymi inhibitormi mtProRS, velmi slubného amélo preskimaného ciela,

pouziteI'ného napr. u novej generacie potencialnych antituberkulotik.

Vyuzival som va¢sinu modernych pocitacovych metdod. Pomocou dockingu som racionalizoval
mechanizmus G¢inku ¢i zistoval mozny vplyv nekoplanarneho usporiadania aromatickych
kruhov na enzymaticka aktivitu. K najpokrocilejSim pocitaCovym §tadidm patrila
racionalizécia vplyvu substituentov pri interakcii derivatov s hsProRS a mtFabH molekulovou
dynamikou. Ta potvrdila, Ze vhodna substiticia stabilizuje konforméciu a tym by mohla viest’

k zlepSeniu biologickej aktivity.

Je zaujimavé, ze u pripravenych derivatov pyrazinu bola pozorovand len vyrazna
antimykobakteridlna aktivita, zatial' ¢o nevykazovali takmer ziadnu aktivitu proti baktériam
a patogénnym hubam klinického vyznamu. Takuto selektivitu sledujeme v naSej skupine uz
dlho. Vyraznej$ia antibakteridlna aktivita bola u mnou publikovanych latok pozorovana az pri
izosternej zamene pyrazinu za pyridin. Mechanizmy antimikrobidlneho ucinku ani d’alSie
dolezité parametre ako schopnost’ prestupu syntetizovanych latok cez membrany nie su zname.
Preto nie je jasné, ¢i je za zmenou aktivity len zmena fyzikdlne-chemickych vlastnosti, napr.
vysSia bazicita dusika pyridinu, vysSia rozpustnost’ vo vode alebo sa uplatituje niektory
Specificky mechanizmus, napr. aktivny transportér. Je zrejmé, ze pre dizajn antibakteridlnych
latok by v buducnosti bolo dobré sledovat’ tieto rozdiely nad’alej a prisposobit’ tomu navrh

novej generacie antimikrobidlnych zlucenin.
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Obrazok 7 Prehlad najdolezitejsich latok v ramci komentovanych publikdcii. Oramované Casti popisuju latky syntetizované
mojimi kolegami a publikované v ramci prac, kde som racionalizoval mozny mechanizmus ucinku pomocou pocitacového

modelovania. Aktivita derivatu

Strukturneho typu 8 bola prevzata z referencie [130].
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