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VIRTUALNI SCREENING S VYUZITIM MOLEKULOVEHO DOKOVANI

Anotace

Tato prace se zabyva vyuZitim virtudlniho screeningu a molekulového
modelovani k identifikaci potencidlnich inhibitori enzymu Pks13, ktery
ma podstatnou tlohu v metabolismu Mycobacterium tuberculosis. Prace
vyuziva molekulové dokovani a farmakoforové modelovani jako klicové
nastroje pro identifikaci a optimalizaci potencidlnich inhibitori enzymu
Pks13. Vystupem této prace je analyza vazebné energie mezi ligandy a
aktivnim mistem enzymu Pks13, ktera byla ziskana pomoci molekulo-
vého modelovani.
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Abstract

This thesis focuses on the use of virtual screening and molecular model-
ing to identify potential inhibitors of the enzyme Pks13, which plays an
essential role in the metabolism of Mycobacterium tuberculosis. This
work uses molecular docking and pharmacophore modeling as key tools
for the identification and optimization of potential inhibitors of the
Pks13 enzyme. The output of this work is an analysis of the binding en-
ergy between ligands and the active site of the Pks13 enzyme, which was
obtained by molecular modeling.
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High Throughput Screening, vysoce vykonnostni
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true positives, skute¢né pozitivni
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ny na strukture
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ligandu

quantitative structure-activity relationship; kvan-
titativni vztah mezi strukturou a aktivitou
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UvoD A CiL PRACE

1. Uvod a cil prace

Virtudlni screening je v souc¢asné dobé dtilezitou metodou pro objevo-
vani novych potencialnich 1é¢iv a ma Siroké vyuziti v oblasti farmacie.
Jedna se o in silico metodu, ktera umoznuje identifikovat molekuly s po-
tencidlnim 1écebnym ucinkem ze stovky tisic az milion molekul.

Cilem této prace je zkoumani potencialnich latek, které by mohly byt
pouzity proti Mycobacterium tuberculosis, bakterii zptisobujici tuberku-
16zu. Prace je zamérend na enzym Pks13, ktery hraje dtleZitou roli v bi-
ologii této bakterie. Enzym Pks 13 (Polyketide Synthase 13) je klicovy
pro syntézu mykolatd, které jsou hlavni slozkou mykobakteridlni bu-
nécné stény a zajist'uji jeji stabilitu a odolnost.

Teoreticka ¢ast je zamérena na metody virtualniho screeningu, a je-
jich moZnosti vyuziti v ramci vyvoje novych 1éCiv. Nasledné je zde nasti-
néna problematika tuberkul6zy, moZnosti terapie, rezistence na antibio-
tika a dlileZitost vyvoje novych antituberkulotik. Dale je zde bliZe popsan
enzym Pks13 a jeho uloha v Zivotnosti bakterie. Jsou zde popsany inhibi-
tory tohoto enzymu.

Cilem praktické casti je najit latky s vysokou afinitou pro Pks13,
které by mohly byt potencialné vyuzity jako inhibitory tohoto enzymu.
V praci jsou poZité nékteré in silico metody: molekulového modelovani
pomoci programu Pyrx, farmakokinetické hodnoceni sloucenin v online
programu SwissADME, optimalizace ligandi pomoci softwaru DeepFrag
a navrh chemické syntézy sloucenin v programu MANIFOLD PostEra.
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2. TEORETICKA CAST

y v

2. Teoreticka cast

2.1 Vyvoj nového léCiva

Vyvoj a vyzkum novych 1é¢iv, je velice nakladnym a sloZitym procesem.
Dle dostupnych statistickych dat, ¢ini naklady na vyvoj 1écivého pfri-
pravku s novou ucinnou latkou 800 mil. USD, soucasné doba vyvoje je
obvykle kolem deseti let. Pi¢inou takto vysokych nakladi je jednak vy-
zkum a prace vynaloZena na vyhledani novych pouzitelnych molekul,
jednak vydaje na preklinicky vyzkum, na klinické studie i na zavedeni no-
vého léc¢iva na trh [1]. MoZnost vyuZiti modernich vypocetnich technolo-
gii poskytuje velice podnétné informace o strukturach latek potencional-
nich léciv, ale také usnadnuje efektivitu celého procesu, pomaha sniZovat
finan¢ni naklady a v neposledni radé cely proces zrychluje [2].
Uvadi se, Ze do 1é¢ebné praxe je zavedena pouze jedna latka z 5000-
10000 syntetizovanych latek [1].

VétSina latek s potencionalnim terapeutickym ucinkem byla nale-
zena jednim z niZe uvedenych postupi:
-modifikaci chemické struktury jiz znamého 1éciva
-vyhledavanim prirodnich latek a jejich Sirokym farmakologickym testo-
vanim
-cilenou syntézou latek, jejichz struktura byla navrzena na zakladé poro-
zuméni biologickym mechanismiim tucinku [1]

Snaha sniZzit naklady na vyzkum a vyvoj vedl k vyznamnému rozvoji
metod pocitacového navrhu léCiv (angl. Computer Aided Drug Design,
CADD). Po mnoha letech vyvoje téchto metod, je ziejmé, Ze CADD nikdy
zcela nenahradi in vitro a in vivo metody, i tak se jedna o velmi uzite¢ny
nastroj pri vyvoji novych léciv [3].

Pri hledani biologicky aktivnich latek, se predevSim vyuziva techno-
logie vysoce vykonnostniho screeningu (HTS, angl. High Throughput
Screening). Prinos HTS spociva v tom, Ze nevyZaduje apriorni znalost
mechanismu pisobeni, a dava tak moZnost testovat chemicky rozmanité
latky. AvSak limitujicim faktorem je nizky pocet nalezenych biologicky
aktivnich latek vzhledem k celkové velikosti testované chemické kni-
hovny, coZ je znamé jako "hit rate". A zde nachazi uplatnéni tzv. virtualni
screening, jedna se o metodu, ktera umoznuje vyznamné snizit pocet la-
tek, které je nutno experimentalné testovat [3].
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Hlavnim cilem CADD je predevSim nalezeni takové latky, ktera ja-
koZto ligand je schopna interakce se specifickym biologickym cilem (re-
ceptorem), a vznikla vazba zapricini Zadouci biologickou odpovéd’ v te-
rapii daného onemocnéni [2].

Navrhovani léciv za vyuziti CADD se stalo nepostradatelnou sou-
casti moderniho vyvoje a vyzkumu 1éCiv. Vypocetni technologie 1ze pou-
zit v riznych stadiich celého procesu, ale majoritni ilohu sehrava prede-
vS8im v prvnich fazich vyzkumu, a to pri charakterizaci aktivniho mista,
validaci biologického cile, prohledavani v databazich, identifikaci ,hit"
struktur (bioaktivnich slouéenin, které ve specifickém testu vyvolavajf
pozitivni odpovéd’), optimalizaci viid¢ich tzv. ,lead” struktur (bioaktiv-
nich slou¢enin nadale vykazujicich pozitivni odpovéd v zavislosti na

davce i ve sloZitéjSich testovacich modelech), a také pri predikci farma-
kokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti latek [2].

2.2 Virtualni screening

Jak jiZ bylo zminéno, do lécebné praxe je zavedena pouze jedna latka
z 5000-10000 syntetizovanych latek. Pravé virtualni screening umoz-
nuje snizit pocCet latek, které je nutno experimentalné testovat. Virtualni
screening ma za cil ziskat z velké chemické knihovny mensi soubor latek
s potencialni aktivitou, které je poté moZné experimentalné ovérit [3].

Cilem je vyhledat z chemickych knihoven co nejvétsi mnozstvi latek,
které jsou oznacené za skutecné pozitivni (TP, angl. true positives). Sku-
te¢né pozitivni latky jsou ty, které jsou po nasledném experimentalnim
testovani opravdu aktivni. JelikoZ se jedna spiSe o pocitacovy odhad,
ktery neni nikdy stoprocentni, je nutno pocitat rovnéz s latkami, které
jsou po experimentalnim ovéreni neaktivni (FP, angl. false positives). FP
nepredstavuji velké omezeni, i kdyZ jejich pritomnost navySuje financ¢ni
a Casovou narocnost procesu. Vétsi riziko predstavuji faleSné negativni
latky (FN, angl. false negatives). Jedna se o latky, které jsou sice aktivni,
ale nejsou pocitacovou metodou odhaleny, a tak nejsou dale experimen-
talné testovany a jsou tak ztraceny. Posledni skupinu predstavuji nega-
tivni latky (TN, angl, true negatives), které jsou neaktivni a VS metoda je
za neaktivni skute¢né oznaci [3].
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2. TEORETICKA CAST

Metody virtualniho screeningu lze rozdélit do dvou zakladnich ka-
tegorii: virtualni screening zaloZeny na strukture (SBVS, angl. Structure
based virtual screening) a virtualni screening zaloZeny na ligandech
(LBVS, angl. Ligand based virtual screening). SBVS je ucinnéjsi pti vyhle-
davani novych chemickych skeleti a mnohem castéji se vyuziva v akade-
mickych laboratorich. Pokud jsou dostupné informace o cilové strukture,
je velmi uZitec¢ny. Cilovou biologickou strukturu lze zvolit z rentgenové
krystalografie a vyreSenych struktur NMR. Metody LBVS pouZzivaji infor-
mace o strukture a aktivité znamych aktivnich latek s cilem identifikovat
strukturné odliSné molekuly s podobnou biologickou aktivitou. Minusem
LBVS je, Ze pri vyhledavani molekul ma tendenci k prebirani informaci,
z jiz existujicich ligandt jako Sablon, a tim dochazi k omezenéjsi diverzité
skeletli ve srovnani se strukturnim virtudlnim screeningem [4]. Jestlize
je znama cilova biologicka struktura, a také struktura ligandu, 1ze tyto
pristupy kombinovat.

Pro prioritizaci slou€enin pro nasledné experimentalni ovéreni, se
pouziva celd fada rizné presnych a vypocetné naro¢nych metod, patii
zde napr. podobnostni metody, kvantitativni vztah mezi strukturou a ak-
tivitou latky (QSAR), farmakoforové modelovani, molekulové dokovani.
Ve vétsiné pripadl se metody nepouZzivaji osamocené, ale postupy VS se
kombinuji [5].

2.2.1 Podobnostni metody

Metody podobnosti jsou zaloZené na principu, ktery predpoklada, zZe
strukturné podobné latky vykazuji obdobné fyzikalné-chemické ¢i biolo-
gické vlastnosti. Tyto metody lze vyuzit v oblastech, kde je pottreba vy-
hledat molekuly s podobnymi vlastnostmi. MtiZe se jednat naptiklad o
vyvoj 1éCiv, u kterych zname biologicky aktivni latku s terapeutickym
ucCinkem, nicméné nékteré jeji vlastnosti nejsou vyhovujici (rozpustnost,
toxicita), a tak je nutné hledat strukturné podobnou latku, jeZ mtze mit
vhodnéjsi vlastnosti [6].

Jedna se o metody zaloZené na molekularnich deskriptorech. Kromé
téchto metod existuji rovnéZ pristupy zaloZené na zarovnani molekul, u
kterych se porovnavaji jejich konformace nebo pole, jez je obklopuji.
Jedna se o metody vypoctené velmi naroc¢né, ale prinasi dobré vysledky

[6]-
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2.2.2 Kvantitativni vztah mezi strukturou a aktivitou latky (angl.
Quantitative Structure-Activity Relationship, QSAR)

Metoda modelovani kvantitativnich vztah mezi strukturou a aktivitou
vyuziva statistické postupy a metody pro analyzu dat za ucelem tvorby
predik¢nich modeld, které umoziuji predikovat biologickou aktivitu na
zakladé jeji molekularni struktury.

Metody QSAR lze vyjadrit jako y = f{x), kde y je biologicka aktivita, x
je sada vypocitanych ¢i namérenych deskriptort a fje empiricky stano-
vena matematicka funkce.

Cilem QSAR modelovani je tedy vyhledani trendl v sadé deskrip-
tort, které koreluji s trendem v biologické aktivité latky. Tento proces,
stejné jako vSechny ostatni metody virtualniho screeningu, vychazi ze za-
kladniho cheminformatického konceptu, Ze ,podobné molekuly mivaji
podobné vlastnosti“ (angl. molecular similarity principle), v tomto
piipadé, Ze ,podobné molekuly jsou schopny ptlisobit na podobné biolo-
gické cile” [7].

2.2.3 Farmakoforové modelovani

Dle moderni definice IUPAC je za farmakofor povaZovan soubor steric-
kych a elektronickych vlastnosti, které jsou nezbytné k zajisténi op-
timalnich supramolekularnich interakci se specifickym biologickym
cilem a k ovlivnéni jeho biologické odpovédi. Farmakofor nepredstavuje
skute¢nou molekulu nebo skutecné spojeni funkcnich skupin, ale Cisté
abstraktni koncept, ktery popisuje spolecné molekularni interak¢ni
schopnosti skupiny sloucenin viici jejich cilové strukture. Farmakofor Ize
povaZovat za nejvétsi spoleCny jmenovatel sdileny souborem ucinnych
molekul [8].

Farmakofor popisuje strukturni usporadani zakladnich molekular-
nich rysti interakce mezi ligandem a jeho receptorem. Vyhledavani v che-
mickych databazich pro latky, které odpovidaji ur€itému farmakoforu, je
standardni metodou virtualniho screeningu.

Zasadnim tukolem, virtualniho screeningu zaloZeného na farmako-
forech, je identifikace vhodného farmakoforu pro interakci, a nasledné
vyhledani sloucenin v prislusné chemické knihovné, které odpovidaiji to-
muto farmakoforu [9].

Mezi programy pro farmakoforové modelovani radime napft.
PharmMapper, PharmaGist, Pharmit a ZINCPharmer. ZINCPharmer je
bezplatny software pro vyhledavani farmakofora primo z molekularni

23



2. TEORETICKA CAST

struktury, nasledné umoznuje nalezeni podobnych struktur z databaze
ZINC.ZINC je rozsahla sbirka komer¢né dostupnych, biologicky relevant-
nich slou€enin vhodnych pro screening. ZINCPharmer vyuziva open-
source software Pharmer, ktery umoziuje interaktivni vyhledavani vice
nez 176 miliond konformaci béhem nékolika minut, ne-li sekund. Pokud
je k dispozici struktura receptoru i vazaného ligandu, ZINCPharmer au-
tomaticky identifikuje interak¢ni farmakofor. Vypocitaji se vSechny
mozné prvky farmakoforu na ligandu, ale povoli se pouze ty, které jsou v
mezni vzdalenosti od komplementarnich prvki na receptoru [10].

2.3 Molekulové dokovani

Molekulové dokovani hraje vyznamnou tulohu pfi navrhovani novych 1é-
Civ. Vzhledem k tomu, Ze stale vice proteinovych struktur je ur¢ovano ex-
perimentalné pomoci rentgenové krystalografie nebo spektroskopie
nuklearni magnetické rezonance (NMR), je molekularni dokovani stale
Castéji vyuzivano jako nastroj pri objevovani léciv. Cilem téchto postupti
je predikce zptlisobu vazby a predikce afinity malé molekuly v ramci va-
zebného mista cilového receptoru. Dokovaci strategie umoznuji vypoci-
tat afinitu sloucenin vii¢i konkrétnimu cili [11].

Pred zahajenim samotného dokovani je nutné vyresit nékteré pro-
blémy napi: vybér vhodné reprezentace proteinti a ligand. StéZejni je
predevsim volba vhodné reprezentace proteinu, jelikoZ jeden protein je
mnohdy k dispozici ve vice strukturnich variantach odliSné kvality, a tak
je potreba vybrat nejvhodnéjsi strukturu pro modelovani [12]. 3D struk-
turu proteinu je mozné ziskat experimentalné rentgenovou krystalogra-
fii ¢i NMR spektroskopii.

Protein Data Bank (PDB) nabizi predevsim strukturu ziskanou rent-
genovou krystalografii, ktera je presnéjsi a preferovanéjsi. PDB zpro-
stredkovava staly a odborné spravovany archiv dat, a tim poskytuje pri-
stupy a metody ke zkoumani, analyzu a vizualizaci experimentalné urce-
nych 3D struktur proteint. Zptistupiiuje tak informace o biomolekularni
strukture Siroké verejnosti, at uz z rad vyzkumnych pracovniku, peda-
gogl, tak také studentii. Zalozeni PDB je datovano do roku 1971 v Bro-
okhavanské narodni laboratofi. Jednalo se o prvni volné dostupny zdroj
digitalnich dat v biologii [13].

V roce 1998 presla sprava PDB do kompetence Vyzkumné kolabo-
race pro strukturni bioinformatiku (RCSB, angl. Reasearch
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Collaboratory for Structural Bioinformatics). StéZejni vizi RCSB je tvo-
reni zdroje, ktery je zaloZeny na nejmodernéjSich technologiich, jeZ zjed-
nodusuji vyuZzivani a analyzu strukturnich dat a usnadni tak biologicky
vyzkum [14].

Web RSCB PDB (RCSB.org) je podporovan uzivateli z celého svéta.
Dle Google Analytics navstivilo tyto webové stranky v roce 2021 kazdy
mésic kolem 757 000 uzivateldi, rocné se jednalo o 4,7 milionu navstév-
nika [13].

Jestlize neni k dispozici 3D struktura proteinu, je mozné ji prediko-
vat homolognim modelovanim, tato metoda vyuziva predpokladu, Ze
proteiny s podobnou sekvenci budou mit i podobnou strukturu. Jedna se
0 nepresnou metodu, a proto je vyuzivana v ojedinélych situacich [15].

V priibéhu poslednich dvaceti let bylo vyvinuto mnoho dokovacich
nastrojli a programi jak pro akademické, tak také pro komerc¢ni ucely.
Mezi tyto programy patri DOCK, AutoDock, FlexX, GOLD, ICM, Glide, Cdo-
cker, LigandFit, MCDock, FRED, MOE-Dock, LeDock, AutoDock Vina,
rDock a mnoho dalSich [11].

2.3.1 Principy molekulového dokovani

Molekulové dokovani Ize rozdélit do dvou fazi: konformacni vyhledavani
(conformational sampling) a skérovanti (scoring).

1. Konformac¢ni vyhledavani
Tato faze se vyznacuje snahou o co nejkompletnéjsi pokryti moz-
nych konformaci ve struktufe pomoci algoritmd. Casto je nutné za-
vést pravidla a omezeni, jelikoZ neni moZné postihnout vSechny
moZzné konfigurace biomolekuly a ligandu (tzv. p6zy) [12].

2. Skdrovani
Skorovaci funkce jsou nezbytné pro identifikaci pozy, jez je z ter-
modynamického hlediska nejpravdépodobnéjSi. Nicméné diky
komplexnim termodynamickym déjlim, které probihaji béhem in-
terakce protein ligand, byva presné a rychlé vyhodnoceni vazebné
energie jednotlivych konfiguraci znacné sloZité [12]. Zménu volné
vazebné energie lze vyjadrit dle vztahu:

AG =AH -TAS

AG je zména Gibbsovy energie, 4H je zména entalpie, T je teplota a A4S je
zména entropie. Entalpie predstavuje vlastnost celého systému, a
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kromé zmén energie vyplyvajicich z nevazebnych interakci mezi ligan-
dem a proteinem zahrnuje také zmény, jeZ jsou zapricinéné interakci

s rozpousStédlem. Nebot kdyzZ se ligand navaze dochazi také k porusSeni
vodikovych vazeb mezi proteinem a molekulami vody, které se nachazi
ve vazebném misté. Toto prerusSeni vazeb, béhem tvorby komplexu, je
spiSe nevyhodné, a tak je nutné vazby vykompenzovat jinymi interak-
cemi jako je napft. tvorba nevazebnych interakci s molekulou ligandu.
Entropie predstavuje miru neusporadanosti systému, jeZ vznika (dle
druhého termodynamického zakona) presunem tepla z mist s vyssi tep-

vV

lotou do mist s teplotou nizsi [12].

2.4 Hodnoceni farmakokinetickych vlastnosti

Pomoci molekulového dokovani lze ziskat latky, které vykazuji in silico
aktivitu vici vybrané makromolekule. Je vSak nutné také zhodnotit, jak
se budou tyto latky chovat v Zivém organismu, a jaké budou vykazovat
farmakokinetické vlastnosti, jeZ jsou nezbytné pro vysledny ucinek 1é-
Civa. Aby byla latka ucinng, je nutné, aby se dostala v dostate¢né koncen-
traci k cili vtéle a ziistala zde v bioaktivni formé dostatecné dlouho a
mohlo tak dojit k ocekdvanému biologickému tcinku. Pti vyvoji 1éCiv je
proto nezbytné pamatovat na hodnoceni farmakokinetickych vlastnosti:
absorpce, distribuce, metabolismu a vylucovani (ADME). Poc¢itacové mo-
dely predstavuji platnou alternativu k experimentiim [16].

K posouzeni fyzikalné-chemickych a farmakokinetickych parame-
tri malych molekul, Ize vyuzit nékolik nastroji. Jednim z téchto webo-
vych softward, ktery byl vyvinuty skupinou védct ze Svycarského insti-
tutu bioinformatiky je SwissADME. Jedna se o nastroj, ktery je volné pri-
stupny, otevieny, jednoduchy v obsluze, rychly, spolehlivy a v ére CADD
hraje vyznamnou roli. Zahrnuje tedy pouziti algoritmi s otevirenym zdro-
jovym kédem a modeld vyvinutych samotnou vyzkumnou skupinou, aby
byla zajiSténa svoboda jeho pouziti [17].

Predikce farmakokinetickych parametrii na zakladé molekularni
struktury je cilem celé rady in silico metod. Zde je nutné zminit praci Li-
pinského, ktera zkoumala aktivitu peroralné podavanych latek. Toto tzv.
pravidlo péti vymezilo vztah mezi farmakokinetickymi a fyzikalné-che-
mickymi parametry [16].
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2.4.1 Lipinského pravidlo péti

Nepostradatelnou soucasti CADD jsou také filtry, jeZ umoZnuji vyloucit
slouceniny, které postradaji poZadované fyzikalné-chemické ¢i farmako-
logické vlastnosti. Lipinského pravidlo péti [18] RO5(angl. Rule of five)
umoznuje predikovat Sanci latky stat se léc¢ivem (angl. Drug-likness).
Jedna se o jakési méritko biologické dostupnosti pro peroralné podavana
1éCiva. JestliZe latka spliiuje Lipinského pravidlo péti, ma pravdépodobné
vhodné fyzikalné chemické vlastnosti pro peroralni podani. Pokud vSak
latka nesplituje 2 a vice z téchto parametr, nebude pro peroralni podani
prilis vhodna.

Autorem tohoto pravidla byl Christopher Lipinski, ktery jej odvodil
zkoumanim a analyzou distribuce molekulové hmotnosti Mw, logaritmu
rozdélovaciho koeficientu mezi oktanolem a vodou LogP, po¢tu donorti
HBD (angl. Hydrogen bond donors) a akceptorti HBA (angl. Hydrogen
bond acceptors) vodikovych vazeb u sloucenin z databaze World Drug
Index, které posly minimalné do druhé faze klinickych testi [3] [18]. Dle
tohoto pravidla ma vétSina per os podavanych léciv:

Mw<500 Da
logP<5
HBD <5

HBA <10

vvvvv

uspésnosti latky. Jedna se spiSe o uZitecnou napovédu nez jako pevné
nastaveny filtr. Ostatné kolem 16% oralné dostupnych farmak porusuje
jedno z Lipinského pravidel a 6% porusSuje dvé a vice pravidel. Proto se
také latky, jeZ poruSuji jedno pravidlo povazuji za drug-like, a latky po-
rusujici dvé a vice pravidel jsou zpravidla odfiltrovany jako nevyhovu-
jici [3].
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2.5 Tuberkuldza a antituberkulotika

Tuberkul6za (TBC) patfi mezi celosvétové zavazné granulomatozni za-
nétlivé infek¢ni onemocnéni. V nékterych zemich je nejcastéjsi pricinou
umrti zptisobenou jedinym infekénim agens, a to na prvnim misté pied
HIV. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) odhaduje, Ze v roce 2020
onemocnélo tuberkul6zou na celém svété priblizné 10 miliont lidi a mezi
lidmi negativnimi na virus lidské imunodeficience (HIV) doslo k 1,3 mili-
onu umrti na tuberkulézu a mezi HIV pozitivnimi pacienty k dalS§im 214
000 tmrtim [19].

Estimated TB incidence rates, 2020
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Obr. 1 Odhadovana mira vyskytu tuberkulozy v roce 2020 [20].

TBC je zptlisobend bakteriemi Mycobacterium tuberculosis, jeZ se
prenasi predevSim kapénkami od osoby kosobé pri delSim kontaktu
s nemocnou osobou, kterd vylucuje velké mnozstvi ptivodce. Pokud je
kontakt s nemocnou osobou kratkodoby, k prenosu onemocnéni zpravi-
dla nedojde. Obvykle postihuje plice, ale mlze se rozsirit rovnéz na po-
kozku, ledviny, klouby, uzliny i jiné ¢asti organismu. Znac¢na c¢ast lidské
populace ziistava nakazena latentni tuberkul6zni infekci. Latentni tuber-
kulézni infekce je asymptomatickd, nepfenosna a u vétsiny jedinci zi-
stava pod kontrolou. Latentni tuberkul6zni infekce je definovana jako
stav, ve kterém pretrvavaji odpovédi na stimulaci antigeny Mycobacte-
rium tuberculosis, bez znamek klinické manifestace. Tj. jedinec je infiko-
van Mycobacterium tuberkulosis nicméné nevykazuje Zadné klinické pri-
znaky aktivni tuberkul6zy a neni pro ostatni osoby nakaZlivy. Riziko
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Vv

rozvoje akutni formy tuberkul6zy je nejvyssi 5 let po infekci [21]. Vzac-
nou formou aktivni tuberkuldzy je tzv. milidrni tuberkuldza, kterd mutze
byt smrtelng, jelikoZ se bakterie dostavaji do krevniho obéhu a v drob-
nych uzlinach se rychle $iii po celém téle a postihuji mnoho organi na-
jednou [22].

V klinickém obraze tuberkulézy dominuje predevSim unava, sla-
bost, nevykonnost, kaSel, hubnuti, no¢ni poceni, subfebrilie aZ febrilie,
hemoptyza. Diagnéza TB je stanovena na zakladé klinickych obtiZi, pato-
logického radiologického nalezu a bakteriologického vySetfeni sputa
nebo jiného materialu na bacily tuberkuldzy, event. histologického na-
lezu. Po stanoveni diagnozy je pacient 1é¢en podle aktualnich doporuceni
a v zavislosti na konkrétnim klinickém nalezu [21].

Chudoba a také koinfekce s HIV zhorSuje boj s timto onemocnénim.
Majoritnim problémem koinfekce HIV a tuberkulézy je predevsim fakt,
Ze virus HIV naruSuje imunitni odpovéd' organismu, a tim aktivuje la-
tentni tuberkul6zni infekci a rovnéz urychluje progresi onemocnéni. Na
druhé strané tuberkul6za také zesiluje progresi i uc¢inky HIV [23]. Tzn,,
ze mezi hlavni rizikové faktory vzniku a rozvoje onemocnéni patii nartst
HIV pozitivnich pacientd, nedodrZovani zasad pacientem nebo ne-
spravné zvolena 1écba antituberkulotiky lékarem. Mezi dalsi rizikové
faktory lze zaradit vék nad 65 let, pridruZené choroby a stavy - diabetes
mellitus, viedova choroba, chronicka renalni insuficience, hepatopatie,
skoliéza, malnutrice, imunosuprese, vrozené ¢i ziskané imunodeficity a
rovnéz biologicka 1é¢ba preparaty blokujici u¢inky TNF-a [21].

VétSina lidi (asi 90 %), u nichZ se onemocnéni vyvine, jsou dospéli,
pricemz vice ptipadl je mezi muZi nezZ mezi Zenami. M. tuberculosis je
nakazena priblizné Ctvrtina svétové populace. TBC je 1écCitelna a lze ji
predchazet. Priblizné 85 % lidi, u nichZ se onemocnéni TBC rozvine, lze
uspésné lécit Sestimésicnim 1ékovym reZimem. Pocet lidi, ktefi se nakazi
a onemocni (a tim i poCet imrti zptisobenych TBC), lze rovnéz snizit pro-
stfednictvim opatieni zamétenych na reseni faktorti podminujicich TBC,
jako je chudoba, podvyZiva, infekce HIV, koufreni a cukrovka [24].

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) kaZdorocné zverejiiuje ce-
losvétovou zpravu o tuberkuléze, a to jiZ od roku 1997. Primarnim cilem
této zpravy je predevSim poskytnout komplexni a aktualni hodnoceni
stavu epidemie TBC. Soucasti je také hodnoceni pokroku na urovni glo-
balni, regionalni a narodni v kontextu globalnich zavazkd, strategii a cilt.
Zprava jako obvykle vychazi predevs$im z udaji, které WHO nashromaz-
dila v rdmci kazdoro¢nich kol sbéru dat. Zprava za rok 2020 obsahovala
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predbéZné hodnoceni dopadu pandemie COVID-19 na sluzby v oblasti tu-
berkul6zy, zatéz tuberkulézou a pokrok p¥i plnéni stanovenych cilt.

V letech 2014 a 2015 se vSechny c¢lenské staty WHO a Organizace
spojenych narodd (OSN) zavazaly k ukonceni epidemie tuberkulézy pii-
jetim strategie WHO pro ukonceni tuberkuldzy a cilii udrzitelného roz-
voje OSN. Strategie a cile udrzitelného rozvoje zahrnuji milniky a cile pro
velké snizeni incidence tuberkul6zy (novych piipadt na 100 000 obyva-
tel za rok), absolutniho poc¢tu umrti na TBC a naklady, kterym celi paci-
enti s TBC a jejich domacnosti. Strategie pro boj proti tuberkuldze zahr-
nuje tri hlavni pilife, a to [24]:

1. INTEGROVANA PECE A PREVENCE ZAMERENA NA PACIENTA

- VCasna diagnostika tuberkuldzy, véetné univerzalniho testovani citli-
vosti na léky, a systematicky screening kontaktii a vysoce rizikovych sku-
pin.

- Léc¢ba vSech osob s TBC vcetné TBC rezistentni na 1éky a podpora paci-
entd.

-Spolecné aktivity v oblasti TBC/HIV a 1é¢ba komorbidit.

-Preventivni 1é¢ba osob ve vysokém riziku a ockovani proti TBC.

2.POLITICKE ZAVAZKY

3. INTENZIVNE]JSI VYZKUM A INOVACE

-Objevovani, vyvoj a rychlé zavadéni novych nastrojd, intervenci a stra-
tegil.

-Vyzkum s cilem optimalizovat provadéni a dopad a podporovat inovace.
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2.5.1 Terapie tuberkulézy

Je nezbytné, aby 1écba tuberkulézy byla dostatecné dlouha (6-12
mésict z dlivodu pomalého rlstu mikroorganismii) a nepreruSovana.
Z dtivodu casté rezistence probiha 1é¢ba vidy kombinované. Kombinaci
umoznime synergické plisobeni 1é¢iv a zasazeni intracelularnich i extra-
celularnich forem. Terapie se sklada z faze inicialni a faze pokracovaci.
Béhem inicialni faze je nemocny lécen troj - nebo ctyirkombinaci 1éka (v
zavislosti na konkrétnim klinickém nalezu) nasledné vétSinou po 2-3 mé-
sice redukci na dvoj- ¢i trojkombinaci.

Mezi antituberkulotika patfi dvé skupiny latek. Streptomycin, rifa-
mpicin, rifabutin, kapreomycin, viomycin a cykloserin zastupuji antibio-
tika. Chemoterapeutika zastupuji izoniazid, pyrazinamid a etambutol [1].
Dale délime antituberkulotika na dvé rady:
1.rada antituberkulotik-1éky pouzivané v pripadé standardniho rezimu
terapie u tuberkuldzy citlivé na 1éky po dobu nejméné 6 mésicti
- rifampicin, izoniazid, etambutol, streptomycin, pyrazinamid

2.rada antituberkulotik - jsou méné u¢inné nebo toxictéjsi anebo mohou
byt Gcinné proti atypickym kmentm

- kyselina paraaminosalicylova, kapreomycin, cykloserin, ethionamid,
fluorochinolony, makrolidy

Dilezitym faktorem pro zvoleni spravné a ucinné terapie je ne-
zbytné stanovit presnou diagnézu a nasledné udélat screening rezistence
k 1éktim.

Pacienti, ktefi jsou 1éCeni rezimem pro multirezistenti formu tuber-
kulézy maji cast vykazuji mnohem vyssi Cetnost a zavaznost nezadoucich
ucinku nez pacienti v standardnim terapeutickém reZimu. Nékteré léky
druhé rady mohou vykazovat zavazné nékdy i trvalé poskozeni, jako je
hluchota a chronicka neuropatie, deprese. Doporucované rezZimy druhé
linie by mély obsahovat minimalné pét 1éki, vcéetné injekéniho, ktery je
obvykle aplikovan intramuskularni 1ékovou formou po dobu nékolika
mésicl. Tyto terapeutika maji dobi'e znamé nezadouci tic¢inky a mnohdy
je nutné je doCasné vyradit ¢i je nahradit. Mezi nejcastéjsi neZadouci
ucinky patfinevolnost a zvraceni, ztrata sluchu, periferni neuropatie, de-
prese, alergické reakce, vyrazky, poruchy vidéni, selhani ledvin a jater
[20].
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2.5.2 Rezistence

Rezistence na antibiotika je definovana jako odolnost mikroorganismu
vici plisobeni antibiotika. Tato rezistence vici ptisobeni antibiotikiim
predstavuje progresivni ohrozZeni pro verejné zdravi a poskytovani zdra-
votni péce po celém svété. Infekce zplsobené patogeny rezistentnimi
vici antibiotiklim znacné zvysSuji zatéz zdravotni péce. Mezi hlavni pii-
¢iny vzniku a Sifeni bakterialni rezistence patfi nevhodné pouZivani a
predepisovani antibiotik lékarem napr. nevhodné stanoveni diagndzy,
rozsahlé pouZzivani v zemédélstvi a veterinarnim sektoru, starnuti popu-
lace, zvySujici se poCet osob s oslabenou imunitou, rozsahlé celosvétové
cestovani a migrace ze zemi, ve kterych je vyssi vyskyt rezistentnich pa-
togeni a nedostacujici vyvoj, vyzkum a kone¢ny vznik novych antibiotik,
u kterych se nevyskytuje rezistence. Prestoze Sifeni rezistentnich kment
predstavuje znacné ohroZeni pro zdravi pacientii po celém svété, nedo-
chazi k vyznamnym objeviim novych antibiotik, ktery by uspokojil klinic-
kou potrebu novych terapeutik. Je velmi obtiZné objevit nové tridy anti-
biotik, které jsou vysoce u€inné, maji prijatelné farmakokinetické vlast-
nosti a jsou primérené bezpecné. Nicméné stimulace vyzkumu a vyvoje
antibakterialnich 1éCiv je nezbytné a hraje klicovou ulohu ve strategiich
WHO pri reSeni globalni hrozby bakterii rezistentnich viic¢i antibiotikiim
[24].

Mycobacterium tuberculosis, jakozto plvodce tuberkulézy a
v dnesni dobé ¢im dal Castéji i zcela rezistentni kmeny Mycobacterium
tuberculosis, vyvinuly jedinecné mechanismy, jak prezit v hostiteli.
Exaktni pric¢ina rozvoje rezistence u Mycobacterium tuberculosis neni
zcela zndm3, nicméné predpoklada se, Ze hlavnim divodem jsou gene-
tické mutace [23].

Standardni Ctyrlékovy rezim byl zaveden zhruba pred 40 lety, ale
narust vyskytu multirezistentnich kmeni si Zada identifikaci novych cilt
a 1éciv pro terapii infekce Mycobacterium tuberculosis. V poslednich le-
tech doslo k zna¢nému pokroku, jeZ prinesl nékolik malo novych a slib-
nych 1éki véetné bedaquilinu, delamanidu, a pretomanidu. Nékteré nové
latky byly vyvinuty k 1é¢bé jinych infekci, ale s odstupem ¢asu se u nich
projevila také aktivita viic¢i Mycobacterium tuberculosis. Kazda tfida tera-
peutik ma specificky cil a dany mechanismus ucinku. Jedna se o cile, jez
se podileji bud na biosyntéze bunécné stény, syntéze proteind, syntéze
DNA/RNA, na metabolismu nebo ovliviiuji jiné zivotné duilezité funkce
[23].
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Je velmi narocné objevit nova antituberkulotika, ktera jsou vysoce
ucinna, maji prijatelné farmakokinetické vlastnosti a jsou primérené bez-
pecna. Nova antituberkulotika by méla spliiovat nasledujici predpo-
klady: 1.méla by mit ovérenou bezpecfnost 2.méla by smérovat ke krat-
plisobit na nové cile, a tim snizit riziko rozvoje rezistence 4.méla by rov-
néz byt kompatibilni s antiretrovirovou terapit, pro lécbu velké skupiny
pacientt koinfikovanych HIV 5.neméla by vést k 1ékovym interakcim s ji-
nymi léky proti tuberkuléze [23].

2.6 Bunécna sténa Mycobacterium tuberculosis

Rezistence Mycobacterium tuberculosis vi€i 1éklim je zavazny problém,
ktery miize znacné zkomplikovat celosvétovy boj s epidemii tuberku-
16zy. Proto je nezbytny vyzkum a vyvoj antituberkulotik s novymi me-
chanismy tucinku, které by byly ac¢inné i vii¢i rezistentnim kmentm.
Bunéc¢na sténa mykobakterii je sloZena z unikatnich mykolovych ky-
selin. Mykolové kyseliny jsou a-vétvené a 3-hydroxylované mastné kyse-
liny s vyjimecnou délkou retézce (u mykobakterii C60-C90), které jsou
charakteristické pro rad Corynebacteriales. Vytvari hlavni slozku vnéjsi
membrany, a je tedy urcujicim faktorem pro propustnost mykobem-
brany [25]. Mykolové kyseliny jsou kovalentné pripojené k vrstvé pepti-
doglykanu (PG) prostrednictvim spojovaciho polysacharidu arabinoga-
laktanu (AG). Toto specifické usporadani, tzv. komplex mykolyl-arabino-
galaktan-peptidoglykan, je do jisté miry odpovédné za schopnost
Mycobacterium tuberculosis replikace v neprivétivém prostredi imunit-
niho systému hostitelské buriky a odolavat velkému mnozstvi chemote-
rapeutik [26]. Bunécna sténa mykobakterii je nezbytna pro jejich Zivota-
schopnost. Jeji lipidy, predevsim mykolové kyseliny, vytvari bariéru,
kterd brani vstupu mnoha rozpusténym latkam z prostiedi a proptjcuje
prirozenou rezistenci k mnoha antibiotikim [27]. Nizka propustnost bu-
nécné stény je pravdépodobné nezbytna pro preziti mykobakterii v hos-
titeli. Proto jsou enzymy, jeZ se podili na biosyntéze jednotlivych staveb-
nich elementli bunécné stény, stejné jako enzymy potrebné pro navazani
téchto sloZek, potencialnimi cili pro nova léc¢iva. A proto byl v poslednich
letech velky zajem a snaha o identifikaci téchto enzymu a pochopeni me-
chanismu jejich ptisobeni, jakoZ i o objeveni latek schopnych je inhibovat
[28]. Mykobakteridlni bunéc¢na sténa je velice bohatym zdrojem novych
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cila pro vyvoj antituberkulotik, je zde az 60 potencialnich cilt [26]. V Kli-
nické praxi se jiz nékolik chemoterapeutik ptisobcich na bunéc¢nou sténu
Mycobacterium tuberculosis pouZziva, jedna se napf. o isoniazid, etambu-
tol a také vroce 2014 schvaleny Evropskou lékovou agenturou (EMA)
delamanid.

Delamanid je indikovan k 1écbé plicni multirezistentni tuberkuldzy,
vramci vhodného kombinovaného lé¢ebného rezZimu. Farmakologicky
mechanismus ucinku delamanidu je zaloZen na inhibici syntézy soucasti
mykobakteridlni bunécné stény, a to kyseliny methoxymykolové a ke-
tomykolové. Identifikované metabolity delamanidu jiz antimykobakteri-
alni aktivitu nevykazovyly. Mezi velmi ¢asté nezadouci ucinky delama-
nidu patfi sniZena chut kjidlu, nauzea, zvraceni, gastritida, poruchy
spanku, zavraté a bolesti hlavy [29].

2.7 Polyketide synthase 13 (Pks13, ,polyketidova syntaza®)

Polyketidova syntaza (Pks13) je zasadnim enzymem pii syntéze
mykolovych kyselin u Mycobacterium tuberculosis. Byla popsana jako en-
zymovy komplex, ktery se podili na konecné syntéze mykolovych kyse-
lin, které jsou nezbytné pro nepropustnost mykobakterii [30]. Tato cesta
zahrnuje kondenzaci Claisenova typu mezi dvéma mastnymi acyly
s dlouhym retézcem (meromykolyl-AMP a karboxyl-acyl-CoA) za vzniku
a-alkyl-B-ketoacyl derivatd, prekurzorti mykolovych kyselin [31]. Tioe-
sterova doména Pks13 hraje rovnéz roli v transportu lipidd, coz je také
zasadni funkce Mycobacterium tuberculosis. Zminéné lipidy ptsobi jako
hlavni determinanty patologickych stavi, které vyvolavaji mykobakterie
a pusobi bud’ jako prozanétlivé latky, ¢i jako aktivatory T bunék [25].
Mnohé studie ukazuji, Ze polyketidova syntetaza 13 muze byt potencial-
nim cilem pro nova antitubarkulotika. Bylo rovnéz zjisténo, Ze na tento
enzym vykazuji aktivitu rtizné strukturni tfidy sloucenin, jako jsou ben-
zofurany [32], thiofeny [33], B-laktony [34], kumestany [35], chromony
[31] a prirodni latka a-cubebin [36].
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2.7.1 Benzofurany

Benzofurany jsou zakladni strukturni jednotkou mnoha biologicky aktiv-
nich prirodnich produkti a jejich derivaty mnohdy vykazuji vhodné bio-
logické vlastnosti.

Nékteré benzofuranové derivaty maji vhodné antituberkul6zni a an-
tibakterialni u€inky a vykazuji slibnou in vitro a in vivo aktivitu proti pa-
togenlim citlivym a také rezistentnim na léc¢iva. Benzofurany mohou byt
vhodnym farmakoforem pro vyvoj novych antituberkulotik [37].

Mezi benzofurany je vedouci molekulou TAM16 (Obr. 2), ktera ma
vynikajici fyzikalné-chemické vlastnosti, priznivé farmakologické vlast-
nosti a vyhovujici bezpefnostni profil. Vykazal silnou in vivo ti¢innost na
modelech akutni a chronické mySi tuberkuldzy pri peroralnim podani
[32].

H,C

NH N

OH

HO

o]

Obr. 2 Struktura TAM16. Vytvoreno v MarvinSketch [38].

2.7.2 Thiofeny

Slouceniny na bazi thiofenu vykazuji antimikrobialni [39], analgetickou,
protizanétlivou [40] a protinadorovou aktivitu [41]. Byla u nich rovnéz
prokazana i antituberkul6zni aktivita, napft. ve studii [33] Wilson a spol.
provérili knihovnu obsahujici 113 sloucenin a identifikovali dvé slouce-
niny, které prokazaly schopnost inhibovat riist Mycobacterium tubercu-
losis tim, Ze blokuji enzym Pks13 [42].
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\ /

Obr. 3 Thiofen. Vytvoieno v MarvinSketch [38].

2.7.3 B-laktony

Tetrahydrolipstatin (THL) (Obr. 4) je derivatem prirozené se vyskytujici
inhibitoru lidské lipazy tzv. lipstatinu, ktery ma za ukol inhibovat vstre-
bavani mastnych kyselin v organismu. THL jakoZto derivat vykazuje
vetsi stabilitu neZ lipstatin a je znam jako orlistat, schvaleny 1ék indiko-
van k 1é¢bé obezity. Jeho Ctyi¢lenny kruh tiidy f-laktont ma slibny inhi-
bi¢ni potencidl vii¢i serin/cystein hydrolasdm. Mimo jiné inhibuje akti-
vitu tzv. Ag85C, jeZ je nutna pro rist, Zivotaschopnost a patogenezi bak-
terii. Nasledné bylo zjisténo, Ze THL inhibuje Pv3802 fosfolipazu A a thi-
oesterovou doménu polyketidové syntetazy 13 [34] [43].

CH,

H,C

CH,

Obr. 4 Struktura Tetrahydrolipstatinu. Vytvoi‘eno v MarvinSketch [38].
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2.7.4 Kumestany

Kumestan (Obr. 5) je §-lakton obsahujici tetracyklus tvorici centralni ja-
dro rtznych prirodnich bioaktivnich produktd, jako je mezi jinymi ku-
mestrol, wedelolakton a psoralidin. Kumestany vykazuji radu farmako-
logickych ucinku véetné protinadorového, antioxida¢niho, antibakterial-
niho a antidepresivniho. Byly také identifikovany analoga kumestanti ja-
koZto potencialni antituberkulotika zamérena na inhibici Pks13. Tyto
analoga vznikly strukturnimi modifikacemi ptvodnich pfirodnich pro-
dukti. Tyto kumestany vykazaly priméiené silnou antituberkulozni ak-
tivitu in vitro [35] [44].

0

Obr. 5 Zakladni struktura kumestanu. Vytvoieno v MarvinSketch [38].

2.7.5 Chromony

Chromon (1,4-benzopyron Obr. 6) je derivatem benzopyranu s navaza-
nou ketonovou skupinou na pyranovém jadru. Chromony predstavuji
strukturné velmi rozmanitou skupinu sekundarnich metaboliti, které
vznikaji konvergenci nékolika biosyntetickych drah. Jejich specificka
struktura a rozmanité farmakologické vlastnosti mohou prispét k obje-
ven{ novych lé¢iv. Rada derivat 4H-chromen-4-onu, které byly synteti-
zovany na zakladé morfologického tvarovani benzofuranové slouceniny
TAM16 byla testovana na antituberkularni aktivitu. Nékteré derivaty vy-
kazuji prijatelnou peroralni biologickou dostupnost a nizkou cytotoxi-
citu. Ve studii in vivo byla prokazana ucinnost v akutnim mys$im modelu
tuberkulozy po 3 tydnech 1é¢by [45]. Dalsi studie, ktera usilovala o obje-
veni novych antituberkulotik zaloZenych na chromonech potvrdila
mozny inhibi¢ni potencial vii¢i Pks13 [31].
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Obr. 6 Struktura chromonu. Vytvoi‘eno v MarvinSketch [38].

2.7.6 (-)-cubebin

(-)-cubebin (Obr. 7) je hlavni slouc¢eninou pritomnou v semenech pep-
rovniku kubéba. Piper cubeba patii mezi vyznamné 1éCivé rostliny a ra-
dime jej do celedi Piperaceae. Kromé peprovniku, je (-)-cubebin rozsi-
fen také v jinych rostlinach. Tato sloucenina se radi do skupiny diben-
zylbutyrolaktonovych lignant, latka byla studovana a testovand, nebot’
ma radu biologickych uc¢inkl [46]. Ma protizanétlivé [47], analgetické
[48], vazorelaxacni [46], antimykrobialni a tryponocidni [49] [50].

Nicméné tato slibna latka vykazuje pouze mirnou aktivitu vici né-
kolika mono - a multirezistentnim kmentim Mycobacterium tuberculosis.
Vysledek dokovani (-)-cubebinu na Pks13 neprinesl prevratné hodnoty
vazebné energie, ale (-)-cubebin interaguje s nékterymi klicovymi zbytky
Pks13, coZ naznacuje, Ze (-)-cubebin by si zaslouZil dal$i prezkoumani, a
piredevsim tvorbu derivatli, aby se mohl stat potencionalnim lé¢ivem
[36].
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Obr. 7 Struktura (-)-cubebinu. Vytvoi-eno v MarvinSketch [38].
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3. Prakticka cast

3.1 Hardware a software

Experimentalni ¢ast byla provedena na stolnim pocita¢i MacBookAir
(13-inch, 2017) s 1,8GHz s dvoujadrovy procesorem Intel® Core i5, s
operacnim systémem macOS.

Makromolekula ezymu Pks 13 byla stazena z online databaze RCSB PDB
[51]. Program MarvinSketch [38] byl pouZity pro nakresleni struktur li-
gandi. Molekuly byly dokovany v programu PyRx [52]. Farmakovorové
modelovani bylo provedeno v online softwaru ZINCPharmer [10]. V pro-
gramu PyRx byl pouzit nastroj Open Babel pro tipravu SDF soubori zis-
kanych z databazi ZINC [53] a PubChem [54]. Vizualizace ziskanych
vysledk byla provedena v programu PyMOL [55]. Analyza farmakokine-
tickych vlastnosti vybranych ligandt probéhla v programu SwissADME
[56]. K optimalizaci ligandii byl vyuZity program DeepFrag [57]. A po-
moci programu MANIFOLD PostEra byla navrZena chemicka syntéza vy-
branych ligandi.

3.1 Cil experimentalni Casti

Zamér experimentdlni ¢asti bylo navrzeni novych inhibitort polyketi-
dové syntazy 13 (Polyketide synthase Pks13), molekulové dokovani na-
vrzenych inhibitorl, hodnoceni farmokokinetickych parametri, a nako-
nec optimalizace ligandi.

V prvni ¢asti se vénuji ptipravé enzymu a ligandt, validaci vysledkd,
pouZité metodice virtualniho screeningu a také fyzikalné chemickym
vlastnostem latek. Druha ¢ast je zamérena na predstaventi jiz zkouSenych
inhibitori Pks13, u kterych bylo provedeno molekulové dokovani a hod-
noceni fyzikalné chemickych vlastnosti. Treti ¢ast se zabyva navrZzenym
inhibitoriim Pks13, jejich dokovanim a hodnocenim fyzikalné chemic-
kych vlastnosti. Posledni ¢ast je zamérena na optimalizaci ligandd, zahr-
nuje chemické upravy latek s cilem zdokonalenti jejich vlastnosti.
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Obr. 8 Enzym Pks13. Vytvoieno v programu PyMOL [55].

3.2 Virtualni screening

JelikoZ byla na zacatku znama struktura proteinu, a také ligandu bylo
moZzné kombinovat strategie structure-based a ligand-based.

3.2.1 Priprava enzymu a ligandu

Nejdrive byl pomoci proteinové databaze RCSB nalezen cilovy enzym.
Krystalicka struktura enzymového komplexu s inhibitorem TAM16 (Obr.
9), byla staZena ve formatu PDB (ID: 5V3Y) [51]. U takto stazeného en-
zymu, bylo nutné odstranit ligand (TAM16), heteroatomy a molekuly
vody.

OH

Obr. 9 Ligand TAM16. Vytvoieno v MarvinSketch [38].

Ligandy byly nakresleny pomoci programu MarvinSketch [38], ve kte-
rém byly vygenerovany také jejich 3D konformery, a ty byly prevedeny
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na pdbqt format. Na zakladé znalosti cilového enzymu a jeho znamych
inhibitord byla navrZena zakladni struktura ligandu (viz Obr. 10). Tato
struktura, byla poté pouZita pro tvorbu farmakoforu, a nasledné byly vy-
hledany slouceniny vhodné k molekulovému dokovani.

Obr. 10 Zakladni struktura ligandu. Vytvoireno v MarvinSketch [38].

3.2.2 Farmakoforové modelovani

Farmakoforové modelovani je standardni metodou virtualniho scree-
ningu.

Farmakovorové modelovani bylo provedeno v online softwaru
ZINCPharmer [10], ktery poskytuje nastroje pro tvorbu farmakoforu
(Obr. 11) primo z molekularni struktury, nasledné umoZznuje nalezeni
podobnych struktur z databaze ZINC. ZINC je velice obsahla sbirka ko-
mercné dostupnych a biologicky relevantnich latek vhodnych pro scree-
ning [53].
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Obr. 11 Farmakofor TAM 16 ziskany v programu ZINCPharmer [10].

3.2.3 Molekulové dokovani

V diplomové praci byl pouzit dokovaci program Pyrx [52]. Jedna se o
volné dostupny software s otevienym zdrojovym kédem, ktery je podpo-
rovan vSemi hlavnimi opera¢nimi systémy (Linux, Windows, Mac 0S).

Hlavnim vystupem dokovani je nejlépe predpovézena volna vazebna
energie v [kcal/mol]. Zaporné hodnoty vazebné afinity (nebo volné va-
zebné energie) naznacuji predpoklad, Ze se ligand navaze na cilovou
makromolekulu. Cim zaporngjsi jsou &iselné hodnoty vazebné afinity,
tim lepsi je predpokladana vazba mezi ligandem a makromolekulou [52].

3.2.4 Validace vysledku

Pred zahajenim dokovani bylo potreba ovérit, zda je software schopny
vhodné predikovat pozice ligandu v cilovém enzymu. Nejdrive byl nado-
kovan inhibitor TAM16 na prazdné vazebné misto enzymu Pks13. Na-
sledné byla jeho pozice porovnana s komplexem protein-ligand, urce-
ného rentgenovou krystalografii. Na Obr. 12 a Obr. 13 lze vidét uspéSnou
validaci.
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Obr. 13 Validace vysledku. Vytvoireno v programu PyMOL [55].

Vsechny dalsi ligandy byly dokovany na shodné vazebného misto, do kte-
rého se vaze TAM16 v ramci enzymu Pks13 (Obr. 14, Obr. 15).
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Obr. 14 Vazba TAM16 v ramci enzymu Pks13. Vytvoi‘eno v programu PyMOL
[55].

Obr. 15 Vazba TAM 16. Vytvoi‘eno v programu PyMOL [55].
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3.2.5 Farmakokinetické hodnoceni latek

Pomoci online programu SwissADME [36] byly hodnoceny farmakokine-
tické vlastnosti sloucenin. Tato online platforma umoZnuje predikovat
parametry ADME (absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece), na za-
kladé znalosti molekularni struktury. Program vyhodnocuje: fyzikalné
chemické vlastnosti, lipofilitu, rozpustnost ve vodé, farmakokinetiku,
druglikness. Pomoci radaru biologické dostupnosti (viz Obr. 16), soft-
ware umoziuje rychlé posouzeni vlastnosti molekuly a porovnani s ide-
alnim lé¢ivem. Pro tvorbu tohoto radaru poZiva Sest fyzikalné chemic-
kych parametrt (viz Tab. 1) jako je: lipofilita, velikost molekuly, polarita,
rozpustnost, flexibilita a nasyceni [16].

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Obr. 16 Radar biologické dostupnosti [56]

RiZova oblast piredstavuje optimalni fyzikalné chemické hodnoty pro peroralni podani.
Presnéjsi vyjadreni a popis téchto hodnot je uvedeno v Tab. 1. Na tomto piikladu Ize
vidét, ze latka ma nizsi peroralni biologickou dostupnost, jelikoz je prilis flexibilni a po-
larni [16].
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Hodnoty pro
Parametr Popis Vyznam pro lécivo vhodnou
parametru y P biologickou
dostupnost
MW (molecular “hmotnost 1
Welg},lt) - molu latky Parametr permeability. 150g/mol<MW<5
molarni (g/mol) 00 g/mol
hmotnost 5
RBN (number | -pocetvazeb, Y
. I Parametr urcuje
of rotatable které umoznuji . <9
: flexibilitu molekuly.
bonds) volnou rotaci
Souvisi s lipofilitou
. , 1é¢iva, ktera je diilezita
-rozdelovaci ro rozpustnost
koeficient absI())r ci rrrl)embrén'o y
LogP molekuly mezi pe, vy -0,7<XLogP<5
prunik, vazbu na
vodnou a s .
liofilnf Fazi plazmatické bilkoviny,
P distribuci a prinik do
tkani [58].
TPSA
(topological -polarni plocha Predikuje transport 20 A2<TPSA<130
polar surface molekuly molekuly. A2
area)
-rozpustnost NV :
LogS slouceniny ve Ovliviuje absorpci 0>LogS<6
y molekuly.
vodé
Urcuje slozitost
nasycenost molekuly. Byla
Fraction Csp3 molekuly prokazano, Ze Csp3 0,25<Csp3<1

koreluje s rozpustnosti a
bodem tani. [59]

Tab. 1 Vyjadreni a popis fyzikalné chemickych hodnot

Kromé parametrii uvedenych v Tab. 1, bylo v této praci zohlednéno také
Lipinského pravidlo péti. Jedna se o jakési méritko biologické dostup-
nosti pro peroralné podavana léciva. JestliZze latka spliuje Lipinského
pravidlo péti (viz Tab. 2), ma pravdépodobné vhodné fyzikalné chemické
vlastnosti pro peroralni podani. Pokud vSak latka nespliiuje 2 a vice
z téchto parametri, nebude pro peroralni podani ptili§ vhodna.
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. Lipinského
Parametr Popis parametru ravidiopori
MW (molecular
weight) =molarni | -hmotnost 1 molu latky (g/mol) <500
hmotnost
-rozdélovaci koeficient
LogP molekuly mezi vodnou a <4,15
lipofilni fazi
Number of
hydrogen-bond -pocet akceptort vodiku <10
acceptors
Number of
hydrogen-bond -pocet donort vodiku <5
donors

Tab. 2 Lipinského pravidlo péti

Lipinského pravidlo péti bylo rovnéz vyhodnoceno pomoci programu

SwissADME.

3.3 Zkousené latky

Dosud bylo popsano nékolik druhti inhibitorti Pks13. Jedna se o: thiofe-
nové slouceniny [33], B-laktony [34], benzofuranové derivaty [32], ku-
mestanové slouceniny [35], chromony [31] a prirodni latka a-cubebin
[36]. Nejvyznamnéjsi predstavitelé téchto inhibitord jsou uvedeny na

Obr. 17.
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H,C

CH,
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H, C OH
\ A
~
~o

OH

CH,

Obr. 17 Zkous$ené ligandy. Vytvoireno v MarvinSketch [38].

a: ethyl(2Z)-5-karbamoyl-4-methyl-2-[(2,3,4,5,6-pentafluorocyklohexankarbo-
nyl)imino]thiolan-3-karboxylat; b: [1] benzofuro[3,2-c]chromen-6-on; c: (2R,3R,4R)-
3,4-bis(1,3-benzodioxol-5-ylmethyl)oxolan-2-ol; d: (2R)-5-[(azetidin-1-yl)methyl]-6-
hydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran-4-on; e: ethyl 2-cyklohe-
xyl-4-[(4-methylpiperidin-1-yl)methyl]-5-ox0-3,33,4,5,6,7-hexahydro-1lambda4-ben-
zofuran-3-karboxylat hexakosahydrat
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Tyto latky byly podrobeny molekulovému dokovani v programu Pyrx.
VSechny byly dokovany do shodného vazebného mista, do kterého se
vaze TAM16 v ramci enzymu Pks 13 (Obr. 18). Vysledky vazebné energie
jsou uvedeny v Tab. 3.

Obr. 18 Vazba ligandii v enzymu Pks13. Vytvoieno v programu PyMOL [55].

Ligandy Vazebna energie [kcal/mol]
a -8,7
b -9,2
c -9,7
d -8,3
e -8,4
TAM16 -10
Zakladni struktura ligandu -9,9

Tab. 3 Vysledna vazebna energie

Poté byla u téchto ligandi sledovana farmakokinetika (viz Tab. 4 ). Pte-
devsim byla pozornost vztaZena na vlastnosti uvedené v Tab. 1 a Tab. 2.
Kromé téchto parametri byla hodnocena GIT absorpce a také Synthetic
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accessibility score. Jedna se o odhad snadnosti syntézy molekul, kde 1
(velmi snadna syntéza) a 10 (velmi obtiZna syntéza). Tyto farmakokine-
tické ukazatele byly vyhodnoceny v online programu SwissADME.

Zakladni
a b c d e TAM16 | struktura
ligandu
MW(g/mol) | 4294 | 379,4 | 356,37 | 323,34 | 442,46 | 380,44 283,32
RBN 6 2 4 3 8 5 2
LogP 2,59 1,81 2,38 1,21 3,15 1,78 2,19
TPSA(A2) 98,1 83,14 | 66,38 | 73,91 | 97,28 | 85,94 46,59
LogS -4,18 -3,86 | -4,26 | -3,68 -6,14 -4,3 -3,81
Csp3 0,76 0,27 0,4 0,21 0,12 0,32 0,35
Num. H-
bond 10 6 6 5 5 5 4
acceptors
Num. H-
bond 0 2 1 2 1 3 0
donors
GIT . . . . L4 . .
e vysoka | vysoka | vysoka | vysokd | nizkd | vysoka vysoka
Synthetic
accessibility | 5,56 4,68 3,9 3,07 3,29 3,56 2,97
score

Tab. 4 Hodnoceni fyzikalné chemickych vlastnosti

VSechny tyto ligandy splnuji Lipinského pravidlo péti. Lze tak predpokla-
dat vhodnou peroralni biologickou dostupnost. VSechny, kromé ligandu
e, vykazuji vysokou GIT absorpci. Dle Synthetic accessibility score, l1ze
odhadovat snadnou, popripadé stifedné snadnou syntézu. Na Obr. 19, je
vidét radar biologické dostupnosti navrZené zakladni struktury.

Dalsi ¢ast diplomové prace, je zamérena na navrhl novych inhibi-
torl Pks13.
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LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Obr. 19 Radar biologické dostupnosti zakladni struktury [60].

Latka ma nizkou hodnotu RBN (pocet vazeb, které umoznuji volnu rotaci), coz se odrazi
na jeji slabé flexibiliteé.

3.4 Nové inhibitory Pks13

Pro tvorbu novych inhibitori enzymu Pks13, bylo zvoleno farmakofo-
rové modelovani. Farmakofor (Obr. 11)byl stanoven na zakladé inter-
akce mezi navrZzenym ligandem (Obr. 10) a cilovym enzymem. Nasledné
bylo vygenerovano celkem 243 sloucenin. Nemala ¢ast z vygenerova-
nych molekul, byla pred dokovanim vyloucena z divodu neodpovidaji-
cich farmakokinetickych vlastnosti. Vyeliminovany byly také polycyk-
lické aromatické uhlovodiky (PAHs), které mohou vykazovat karcino-
genni ucinky. Samotné dokovani bylo provedeno u 195 vybranych slou-
¢enin.
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3.4.1 Molekulové dokovani

Nejdrive byly sloueniny staZzeny ve formatu SDF a prevedeny do doko-
vaciho programu PyRx. Zde, pomoci softwaru Open Babel, doSlo k mini-
malizaci energie a prevedeni do formatu pdbqt. Slouceniny byly vzdy
dokovany do shodného vazebného mista, do kterého se vaze TAM16

v ramci enzymu Pks13.

Ze 195 nadokovanych ligandii bylo vybrano 16 latek, které mély nej-
nizsi vazebnou energii, zaroven vykazovaly vyhodné farmakokinetiké
vlastnosti (viz Tab. 1 a Tab. 2) Struktury téchto 16 ligandl byly nakres-
leny v programu MarvinSketch [38]. Na Obr. 20 jsou tyto slou€eniny zna-
zornény.
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H,C

H,C
~
N

L1:6-[(2-butoxyfenyl)methyl]-
7-methylindolo[3,2b]chinoxalin

\
N—— 0
N /
AN N
N/ Z CH,
HN o
CH,

L3:2-amino-1-[(Z)-(2-methoxyfenyl)me-
thylidenamino]-N-[(2R)-4-fenylbutan-2-
yl]pyrrolo[3,2-b]chinoxalin-3-karboxamid

F4

N

\

L2:N-[2-(2,4-dimethylpyrido[2,3-
b]indol-9-yl)ethyl]-2-fluorobenza-
mid, N-[2-(2,4-dimethylindolo[2,3-
b]pyridin-9-yl)ethyl]-2-fluorobenza-
mid

7N,
-
g,
(T

L4:6-(4,6-dimethylpyrimidin-2-
yl)sulfanyl-3-(trifluormethyl)-
[1,2,4]triazolo[3,4-a]ftalazin
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ch/\o

CH,
p——

0 S\N/

NQN/

L5:ethyl 5-(3-kyano-4,6-dimethylpy-
ridin-2-yl)sulfanyltriazolo[1,5-
a]chinazolin-3-karboxylat

O——cH,

ne—N N

=

N XN
/g | N =
(o] N (0]
@ O
CH,
L7:8-methoxy-5-methyl-3-(3-me-
thylfenyl)-1-[(4-oxopyrido[1,2-

a]pyrimidin-2-yl)methyl]pyri-
mido[5,4-b]indol-2,4-dion
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L6:5,8-dimethyl-1-[(6-methyl-4-
oxopyrido[1,2-a]pyrimidin-2-
yl)methyl]-3-(4-methylfenyl)pyri-
mido[5,4-b]indole-2,4-dion

L8:2,4-difluoro-N-[(E)-in-
deno([2,1-b]chromen-6-ylme-
thylidenamino]anilin
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O—CcH,

we—N N

7Y AN AN

PR
O

(0] N
: |

L9:3-benzyl-8-methoxy-5-methyl-1-[(4-
oxopyrido[1,2-a]pyrimidin-2-yl)methyl]py-
rimido[5,4-b]indol-2,4-dion

L11: 3-(3-chlorofenyl)-5,8-dimethyl-1-
[(6-methyl-4-oxopyrido[1,2-a]pyrimi-

\ \ N
g
N\

L10:5-methyl-1-[(2-methyl-7H-py-
rrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)sulfanyl]-
[1,2,4]triazolo[4,3-a]chinolin

Br
N N
/
—
N
Br

L12:7,9-dibromo-6-[(2-metho-
xyfenyl)methyl]indolo[3,2-

b]chinoxalin
din-2-yl)methyl|pyrimido[5,4-b]indol-
2,4-dion
F
CH,
NH L13:N-(2,4-difluorofenyl)-2-[3-(3-flu-
F oro-4-methylfenyl)-2,4-dioxo-[1]benzo-

thiolo[3,2-d]pyrimidin-1-yl]acetamid
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H:CW
)

N&N

| ;

H
N /
\0 ﬁ“/\s
0

H,C

L14:N-[(4-ethoxy-3-methoxyfenyl)methyl]-2-[(9-fluoro-
[1]benzothiolo[3,2-d]pyrimidin-4-yl)sulfanyl]acetamid

o
NN
0
N

-

L15:5,8-dimethyl-1-[(4-oxopy- )
rido[1,2-a]pyrimidin-2-yl)methyl]-3-
fenylpyrimido[5,4-b]indol-2,4-dion

CH,
L16: N-{2-[(3,5-dimethoxyphenyl)formamido]ethyl}-2-
{3,4,11lambda4-triazahexa-
cyclo[13.7.1.0214,0412,0510,019.23]tricosa-

1(22),2,5,7,9,11,13,15(23),16,18,20-undecaen-11-yl}ace-
tamid

Obr. 20 Struktury zkousenych ligandi. Vytvoi-eno v MarvinSketch [38].
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L1 6-[(2-butoxyfenyl)methyl]-7-methylindolo[3,2b]chinoxalin -10,4

L2 N-[2-(2,4-dimethylpyrido[2,3-b]indol-9-yl)ethyl]-2-fluorobenzamid, 111
N-[2-(2,4-dimethylindolo[2,3-b]pyridin-9-yl)ethyl]-2-fluorobenzamid ’

13 2-amino-1-[(Z)-(2-methoxyfenyl)methylidenamino]-N-[(2R)-4- 105
fenylbutan-2-yl]pyrrolo[3,2-b]chinoxalin-3-karboxamid ’

L4 6-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)sulfanyl-3-(trifluormethyl)- 109
[1,2,4]triazolo[3,4-a]ftalazin '

L5 ethyl 5-(3-kyano-4,6-dimethylpyridin-2-yl)sulfanyltriazolo[1,5- 103
a]chinazolin-3-karboxylat '

L6 5,8-dimethyl-1-[(6-methyl-4-oxopyrido[1,2-a]pyrimidin-2-yl)methyl]- | 113
3-(4-methylfenyl)pyrimido[5,4-bJindole-2,4-dion '

8-methoxy-5-methyl-3-(3-methylfenyl)-1-[(4-oxopyrido[1,2-
L7 a]pyrimidin-2-yl)methyl]pyrimido[5,4-b]indol-2,4-dion -10,6
2,4-difluoro-N-[(E)-indeno[2,1-b]chromen-6-
L8 . . O -10,6
ylmethylidenamino]anilin
3-benzyl-8-methoxy-5-methyl-1-[(4-oxopyrido[1,2-a]pyrimidin-2-
L9 o _ _ -11,1
yl)methyl]pyrimido[5,4-bJindol-2,4-dion
5-methyl-1-[(2-methyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)sulfanyl]-

L10 [1,2,4]triazolo[4,3-a]chinolin -10,2

111 3-(3-chlorofenyl)-5,8-dimethyl-1-[(6-methyl-4-oxopyrido[1,2- 108
a]pyrimidin-2-yl)methyl]pyrimido[5,4-b]indol-2,4-dion ’

L12 7,9-dibromo-6-[(2-methoxyfenyl)methyl]indolo[3,2-b]chinoxalin 9,9

113 N-(2,4-difluorofenyl)-2-[3-(3-fluoro-4-methylfenyl)-2,4-dioxo- 102
[1]benzothiolo[3,2-d]pyrimidin-1-yl]acetamid ’

114 N-[(4-ethoxy-3-methoxyfenyl)methyl]-2-[(9-fluoro- 101
[1]benzothiolo[3,2-d]pyrimidin-4-yl)sulfanyl]acetamid ’

115 5,8-dimethyl-1-[(4-oxopyrido[1,2-a]pyrimidin-2-yl)methyl]-3- 111

fenylpyrimido[5,4-b]indol-2,4-dion
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L16

N-{2-[(3,5-dimethoxyphenyl)formamido]ethyl}-2-{3,4,11lambda4-
triazahexacyclo[13.7.1.0214,0412,05.10,019.23]tricosa-
1(22),2,5,7,9,11,13,15(23),16,18,20-undecaen-11-yl}acetamid

-11,7
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Tab. 5 Vysledek vazebné energie

Obr. 21 Pozice zkouSenych Igandii v enzymu Pks13. Vytvoieno v
programu PyMOL [55].
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Vystupem molekulového dokovani je vysledna vazebna energie a identi-
fikace polohy ligandu, ktera je z termodynamického hlediska nejpravdé-
podobnéjsi.

V Tab. 5 jsou uvedeny vysledky vazebné energie téchto ligand. Na
Obr. 21 jsou znazornény nékteré pozice ligandd v rdmci enzymu Pks13.
energii disponuji ligandy: L2, L6, L9, L15, L16. Jedna se o latky, které
maji ve své strukture pyrido[5,4-b]indol (Obr. 22), respektive pyri-
mido[5,4-b]indol-2,4-dion (Obr. 23).

ZT

N/

Obr. 22 Pyrido[5,4-b]indol. Vytvoireno v MarvinSketch [38].

O

/ NH

HN
O

Obr. 23 Pyrimido[5,4-b]indol-2,4-dione. Vytvoireno v MarvinSketch [38].

Tyto fragmenty, pravdépodobné, maji vliv na vazebnou afinitu.
Obecné lze konstatovat, Ze vSechny tyto ligandy vykazuji zapornéjsi va-
zebnou energii nez zakladni struktura (Obr. 10). Lze, tedy, predpokladat
vyssi afinitu k proteinu. Nicméné, na ticinnosti sloucenin se podili mnoho
dalsi faktori. Jedna se predevsim o fyzikalné chemické vlastnosti latek,
které jsou predstaveny v nasledujici casti diplomové prace.
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3.4.2 Farmakokinetické hodnoceni latek

Bylo provedeno testovani fyzikalné chemickych vlastnosti u vygenero-
vany ligandl, pomoci programu SwissADME [56].V Tab. 6, Ize porovnat
vysledky jednotlivych sloucenin.

62



3. PRAKTICKA CAST

39,94

46,92 |-5,02 0,18 |3 1 |vysoka | 2,63

107,42 | -6,18 0,17 |5 2 vysoka | 4,38

94,16 | -4,87 0,19 |8 0 |vysoka |28

131,36 | -4,91 0,2 7 0 |vysoka | 3,35

83,3 -5,53 017 |4 0 |vysoka | 3,77

92,53 |-499 0,14 |5 0 |vysoka | 3,56

37,53 |-6,6 0 4 1 nizka 3,61

92,53 | -4,66 0,14 |5 0 |vysoka | 3,55

97,06 |-5,5 011 |4 1 |vysoka |29

83,3 -5,82 0,14 |4 |0 |vysoka | 3,68

3994 |-7,11 0,09 |3 0 |vysoka | 2,56

101,34 | -6,44 0,08 |6 1 nizka 3,54

292 | 126,88 |-552 023 |6 1 nizka | 3,45

3 1365 |833 -4,92 011 |4 |0 |vysoka |3,5

3,41 98,58 -6,22 0,15 5 2 vysoka | 4,12
Tab. 6 VysledKky fyzikalné chemickych vlastnosti

Cervenym stinovanim, je znazornéno prekroceni jednoho z Lipinského pravidla péti.
Pouze jedna z latek nevyhovuje Lipinskému pravidlu péti. Jedna se o ligand L11, jeZ ne-
splituje vice neZ jedno z pravidel, nebude tak pro peroralni podani prili§ vhodna.
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3.5 Optimalizace ligandu

Dalsi ¢ast diplomové prace je zaméfena na upravu liganda s cilem zvy-
Seni vazebné afinity. S vyuZitim volné dostupného programu DeepFrag
[57] byla zakladni struktura ligandu (Obr. 10) upravena a nasledné do-
kovana v programu Pyrx. DeepFrag je program urceny k fragmentaci
molekularnich struktur, jedna se o proces, pri kterém dochazi k rozdé-
leni molekuly na mensi fragmenty. Tyto fragmenty lze substituovat na
zvolena mista vybraného ligandu a vystupem jsou zcela nové li-
gandy,které mohou byt podrobené dalSimu zkoumani. Na Obr. 24

jsou uvedeny struktury ligand(i a mista zavedeni substituentd. Nasledné
v Tab. 7 jsou uvedené vysledné hodnoty vazebné energie nové vygenero-
vanych ligandd.

Obr. 24 Misto zavedeni substituenti. Byl zkouman vliv skupiny R na vyslednou
vazebnou energii Tab. 7. Vytvoieno v MarvinSketch [38].

64



3. PRAKTICKA CAST

Skupiny R

Vazebna energie

[kcal/mol]
HO =R -9,8
_0
He ™ N\ -10,1
R
e ]
H.C
\/0\ '9,8
R
T 10,1
HO
H:CVO\R -9,8
F
NN 98
0
H‘.N/ \R -10
0
HO/ \R -9,9
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HJC/ \/0\ -9,8

R

Tab. 7 Vysledky vazebné energie druhé substituce

Obr. 25 Struktura ligandu o vazebné energii -10,6 kcal/mol= 9-[(piperidin-1-
yl)methyl]-5-(propan-2-yloxy)-7H-furo[3,2-g]chromen-7-on a vazba tohoto li-
gandu (zluta barva) s tam16 (¢ervena barva).
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Obr. 26 Misto zavedeni substituentii. Byl zkouman vliv skupiny R
na vyslednou vazeb-nou energii. Vytvoreno v MarvinSketch [38].

68



3. PRAKTICKA CAST

Vazebna energie
Skupiny R
upiny [kcal/mol]
HO =R -10,1
0
He N\ . -10,2
H,c\/
0
\ -10,3
R
0 \
HE 7 R -10,2
F
0N 10,2
F
0
~
S~ R 10
HO
H.C /\/ ‘< - -10,2
H.C
. 0
N
R -9,6
H.C
R
Hae ™ -10,7
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HA T N\~ © N 9,6

F
H.‘.N/O\R -10,1
Ho 0\R -10,1

H,CA/O\R -10,2
H.C O\R s

/\ R -10,4

HO
S °~q -10
/0\/0\ -10
H,C R
0=—R

— / -9.9

F/\/O\ -10
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)
R -9,8

Tab. 8 Vysledky vazebné energie

Obr. 27 Struktura ligandu o vazebné energii -10,7 kcal/mol= 4-methyl-9-[(pipe-
ridin-1-yl)methyl]-7H-furo[3,2-g]chromen-7-on a vazba tohoto ligandu (Zluta
barva) s tam16 (€ervena barva).
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Poté byl zvolen ligand 7,9-dibromo-6-[(2-methoxyfenyl)methyl]in-
dolo[3,2-b]chinoxalin. Nasledné s vyuzitim volné dostupného pro-
gramu DeepFrag byl ligand upraven a vzniklo novych 20 ligandd, které
bylo mozné dokovat. Nové vygenerované ligandy byly dokovany v pro-
gramu Pyrx. Vysledky vazebné energie jsou zaznamenany v Tab. 9.

Obr. 28 Obr. 28 Ligand 7,9-dibromo-6-[(2-methoxyfenyl)methyl]indolo[3,2-b]chinoxa-
lin, R znazornuje misto substituce viz Tab. 9. Vytvoi'eno v MarvinSketch [38].
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Skupiny R Vazebna energie [kcal/mol]
R
)’ oH -9,8
0
HO R 95
R
~ ,
HyC 9,2
0
He N\ -8,8
' R
0
/IL 10
H,N .
2
/4 -8,8
0
0
HO
NN /lk -8,5
N
H
R
0 =<— -10,3
OH
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0
/IL -9,2
H,C/\N R
H
H -9,8
N b
Ho/u\/ \/R

Tab. 9 Vysledky vazebné energie

Obr. 29 Pozice ligandu 9-dibromo-6-[(2-methoxyfenyl)methyl]indolo[3,2-
b]chinoxalin v enzymu Pks13. Pliivodni ligand tam 16 je znazornén rizové
aligand 9-dibromo-6-[(2-methoxyfenyl)methyl]indolo[3,2-b]chinoxalin
Zluté. Vytvoreno v programu PyMOL [55].
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Nasledné byl zvolen ligand 5-methyl-1-[(2-methyl-7H-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-4-yl)sulfanyl]-[1,2,4]triazolo[4,3-a]chinolin, a byl
zkouman vliv skupiny R na vyslednou vazebnou energii (vysledky viz
Tab. 10).

CH,

Obr. 30 Ligand 5-methyl-1-[(2-methyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)sulfanyl]-[1,2,4]tri-
azolo[4,3-a]chinolin, R znazoriuje misto substituce. Vytvoieno v MarvinSketch [38].
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Vazebna energie

kupiny R
Skupiny [kcal/mol]
R

?“‘0“ 10,3
0
0

ch/ N -9,0

' R
/T~ 9,5
HO .

HAT N\~ °’< 9,2

H,C\/
0
\ 10,2
R
0
HO
NN -10,1
h R
0
J]\ 9.7
H.N .
HO
NN N 9,4
H
R
v }
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0
/U\ 9,5
H,C l':/\/\OH
P : 0
N N -9,9
HuN N\ . 9,4

Tab. 10 Vysledky vazebné energie

Obr. 31 Pozice ligandu 5-methyl-1-[(2-methyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-
yl)sulfanyl]-[1,2,4]triazolo[4,3-a]chinolin v enzymu Pks13. Pivodni ligand tam 16
je znazornén rizoveé a ligand 5-methyl-1-[(2-methyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-
4-yl)sulfanyl]-[1,2,4]triaz triazolo[4,3-a]chinolin Zluté. Vytvoreno v programu Py-

MOL [55].
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3.6 Navrh syntézy sloucCenin

Posledni ¢ast diplomové prace je zamérena na navrh chemické syntézy
ziskanych ligandi. MANIFOLD PostEra [61] je online platforma, ktera se
specializuje na vyvoj novych 1éCivych latek. VyuZiva strojové uceni a
umeélou inteligenci k navrhu novych molekul s potencialni lé¢ebnou ucin-
nosti. MANIFOLD PostEra navrhuje moZnosti chemické syntézy, které
jsou nejefektivnéjsi a nejlevnéjsi pro vyrobu téchto latek. Na nasleduji-
cich obrazcich jsou uvedené moznosti syntézy nékterych zkoumany li-

gandi.
Br
H.C H
0 CH,
\/\/ . —
NS
N
I-(brommethy!)-2-butoxybenzen 7-methyl-6H-indolo[3,2-b]chinoxalin
A\ J
H,C
0
H,C
o N
—
NS

N

Obr. 32 Ukazka syntézy 6-[(2-butoxyfenyl)methyl]-7-methylindolo[3,2b]chinoxalin pomoci
nukleofilni substitu¢ni reakce. Struktury vytvorené v MarvinSketch [38].
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Br & /
—_—
2-(brommethyl)fenol 7-methyl-6H-indolo[3,2-b]chinoxalin

OH

2-({7-methyl-6H-indolo[2,3-b]chinoxalin-6-yl} methyl)fenol

Br

N
~

|/
N
Obr. 33 Navrh syntézy 6-[(2-butoxyfenyl)methyl]-7-methylindolo[3,2b]chinoxa-

lin ve dvou krocich. V prvnim je nukleofilni substitu¢ni reakce a vdruhém
kroku Williamsonova syntéza etheru. Struktury vytvoiené v MarvinSketch [38].
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Obr. 34 Navrh syntézy ligandu 6-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)sulfanyl-3-(trifluor-
methyl)-[1,2,4]triazolo[3,4-a]ftalazin nukleofilni aromatickou substituci. Struktury
vytvoicené v MarvinSketch [38].
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Obr. 36 Navrh syntézy ligandu 6-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)sulfanyl-3-(triflu-
ormethyl)-[1,2,4]triazolo[3,4-a]ftalazin. Prvni krokem syntézy je nukleofilni
aromaticka substituce a druhym krokem je Friedelova-Craftsova methylace.

Struktury vytvorené v MarvinSketch [38].
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CH,
=
/ )IN\
NS
HN N CH,

4-chloro-2-methyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin

Obr. 37 Navrh syntézy ligandu 5-methyl-1-[(2-methyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-
4-yl)sulfanyl]-[1,2,4]triazolo[4,3-a]chinolin nukleofilni aromatickou substituci.
Struktury vytvorené v MarvinSketch [38].
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Obr. 38 Syntéza ligandu 5-methyl-1-[(2-methyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-
yl)sulfanyl]-[1,2,4]triazolo[4,3-a]chinolin. Prvni krokem je nukleofilni aroma-
ticka substituce a druhym krokem je Friedelova-Craftsova methylace. Struktury
vytvorené v MarvinSketch [38].
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Diskuze

V soucasné dobé jsou virtualni screeningové metody nezbytnou
soucasti vyzkumu a vyvoje 1éCiv, hlavné diky jejich rychlosti a pristup-
nosti. Tyto techniky umoznuji v kratkém case pomoci vypocetni techniky
predpovédét aktivitu a interakce mnoha sloucenin s aktivnim centrem.
To umoziuje zvolit nejvhodnéjsi slouceniny pro dalsi testovani, coz vede
k urychleni, zvySeni efektivity a snizeni naklad celého procesu.

Experimentalni ¢ast prace se zamérila na identifikaci potencialnich
inhibitord enzymu Pks13, ktery ma podstatnou tlohu v metabolismu
Mycobacterium tuberculosis. Molekulové dokovani a farmakoforové mo-
delovani byly klicovymi technikami pouZitymi v této praci k identifikaci
a optimalizaci inhibitord.

Pro tvorbu novych inhibitorti enzymu Pks13, bylo zvoleno primarné
farmakoforové modelovani. Farmakofor byl stanoven na zakladé inter-
akce mezi navrZzenym ligandem a cilovym enzymem. Nasledné bylo vy-
generovano celkem 243 sloucenin a u 195 z nich bylo provedeno mole-
kulové dokovani, jejiz vystupem byla hodnota vazebné energeie. Va-
zebnda energie predstavuje miru interakce mezi molekulou ligandu a pro-
teinem. Cim siln&j${ je tato interakce, tim vy$3i je afinita ligandu k cilové
molekule a tim vétsi je pravdépodobnost, Ze tento ligand bude mit tera-
peuticky ucinek. Ligand s nejvyssi afinitou mél hodnotu -11,3 kcal/mol a
nejmensi -9,9 kcal/mol (ptivodni inhibitor TAM16 mél -10 kcal/mol).

Kromé zminované afinity, majoritni ¢ast zkoumanych latek splno-
vala Lipinského pravidlo péti. Toto pravidlo pomaha zajistit, Ze molekula
lé¢iva bude mit optimalni biologickou dostupnost a ucinnost. To zna-
mena3, Ze tyto latky by mohly byt dobfe absorbovany v organismu a mély
by mit vhodné fyzikalné chemické vlastnosti pro peroralni podani. V za-
véru prace jsou nastinéné moznosti chemické syntézy ziskanych ligandd.

Je diilezité pamatovat na to, Ze virtudlni screening je pouze prvnim
krokem pri hledani novych 1é¢iv. Tyto slouceniny je nutné dale testovat
a ovérovat pomoci laboratornich experimentt a klinickych studii, aby
byla potvrzena jejich bezpec¢nost a G¢innost na Zivych organismech.
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Zaver

In silico metody, jako je virtualni screening a molekulové modelovani,
jsou velmi uZitecné pro rychlé a efektivni testovani velkého mnozstvi
molekul, coz mliZze vyrazné snizit ndklady a cas potifebny pro vyvoj no-
vych 1éc¢iv. Pomoci in silico metod lze také testovat farmakokinetické
vlastnosti molekul a navrhnout moZnou chemickou syntézu latek.
Nicméné, tyto metody maji sva omezeni a nenahradi zcela in vitro a in
vivo experimenty.

Vyvoj novych antituberkulotik je dtilezitou oblasti vyzkumu, pro-
toZe tuberkul6za je dosud zavaznym zdravotnim problémem v mnoha
zemich. Soucasna terapie je navzdory vyznamnému pokroku stale po-
mérné dlouhd a mize mit zavazné nezadouci ucinky. Navic se objevuji
nové rezistentni kmeny, které jsou odolné vii¢i existujicim lé¢ivim.

Byly vyuZity mnohé in silico metody, v€etné molekulového modelo-
vani, farmakoforové modelovani, optimalizace ligandi, farmakokinetic-
kého hodnocenti latek a navrhu chemické syntézy, jejiZ cilem bylo identi-
fikovat slibné kandidaty pro dalsi vyvoj.

Analyza vazebné energie mezi ligandy a aktivnim mistem enzymu
Pks13 ukazala, Ze vétSina slouCenin ma vysokou vazebnou afinitu, a tudiz
velky potencial antimikrobialni aktivity.

Dalsi rozsifeni této prace miiZe zahrnovat syntézu navrzenych mo-
lekul, a nasledné in vivo testovani i€innosti a bezpec¢nosti téchto latek.
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PRIRAZENI ZINC ID K LIGANDUM

Priloha A Prifazeni ZINC ID k ligandim

ZINC02195423 6-[(2-butoxyfenyl)methyl]-7-methylindolo[3,2b]chinoxalin L1
N-[2-(2,4-dimethylpyrido[2,3-b]indol-9-y])ethyl]-2-fluorobenzamid, N-[2-
ZINC03765478 [2-€ by [ ] yhethyl] [ L2
(2,4-dimethylindolo[2,3-b]pyridin-9-yl)ethyl]-2-fluorobenzamid
2-amino-1-[(Z)-(2-methoxyfenyl)methylidenamino]-N-[(2R)-4-
ZINC04464672 [@-C ylenyl) y I-N-A(2R) L3
fenylbutan-2-yl]pyrrolo[3,2-b]chinoxalin-3-karboxamid
6-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)sulfanyl-3-(trifluormethyl)-
ZINC05926594 ( el vl y-3-( vl L4
[1,2,4]triazolo[3,4-a]ftalazin
ethyl 5-(3-kyano-4,6-dimethylpyridin-2-yl)sulfanyltriazolo[1,5-
ZINC4661165 y1>-(ky YRy vl Y [ L5
a]chinazolin-3-karboxylat
5,8-dimethyl-1-[(6-methyl-4-oxopyrido[1,2-a]pyrimidin-2-yl)methyl]-3-
ZINC09153572 yl-1-[( y pyrido[1,2-a]py yl)methyl] L6
(4-methylfenyl)pyrimido[5,4-b]indole-2,4-dion
8-methoxy-5-methyl-3-(3-methylfenyl)-1-[ (4-oxopyrido[1,2-a]pyrimidin-
ZINC09153731 y yl-3-( ylfenyl)-1-[( pyrido[1,2-a]py L7
2-yl)methyl]pyrimido[5,4-b]indol-2,4-dion
ZINC07026818 2,4-difluoro-N-[(E)-indeno[2,1-b]chromen-6-ylmethylidenamino]anilin L8
3-benzyl-8-methoxy-5-methyl-1-[(4-oxopyrido[1,2-a]pyrimidin-2-
ZINC09153804 Y Y y--IC pyrido] Ipy L9
yl)methyl]pyrimido[5,4-b]indol-2,4-dion
5-methyl-1-[(2-methyl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)sulfanyl]-
ZINC80944833 yH-I Y i [ by ) vl L10
[1,2,4]triazolo[4,3-a]chinolin
3-(3-chlorofenyl)-5,8-dimethyl-1-[(6-methyl-4-oxopyrido[1,2-
ZINC09673611 ( vl yHC Y pyrido] L11
a]pyrimidin-2-yl)methyl]pyrimido[5,4-b]indol-2,4-dion
ZINC35551742 7,9-dibromo-6-[(2-methoxyfenyl)methyl]indolo[3,2-b]chinoxalin L12
N-(2,4-difluorofenyl)-2-[3-(3-fluoro-4-methylfenyl)-2,4-dioxo-
ZINC20354892 L13
[1]benzothiolo[3,2-d]pyrimidin-1-yl]acetamid
N-[(4-ethoxy-3-methoxyfenyl)methyl]-2-[(9-fluoro-[1]benzothiolo[3,2-
ZINC21153481 I Y ylenyl) ylI-2-[( [1] [ L14
d]pyrimidin-4-yl)sulfanyl]acetamid
5,8-dimethyl-1-[(4-oxopyrido[1,2-a]pyrimidin-2-yl)methyl]-3-
ZINC20558150 yHAC pyrido] Ipy vl vl L15
fenylpyrimido[5,4-b]indol-2,4-dion
N-{2-[(3,5-dimethoxyphenyl)formamido]ethyl}-2-{3,4,11lambda4-
triazahexacyclo[13.7.1.0214.0412,0510.019.23]tricosa-
ZINC08439401 ) L16
1(22),2,5,7,9,11,13,15(23),16,18,20-undecaen-11-yl}acetamid
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