Oponentsky posudek na doktorskou disertaéni praci Ing. EliSky Drabinové:

»Syntéza a charakterizace konjugita substituovanych poly(ethylenglykoli)
' s vybranymi léivy*

V ptedloZené disertadni praci se autorka zaméfila na pfipravu konjugatd pouzivanych
lé¢iv  jako je amfotericin B, nystatin a prednisolon s funkcionalizovanymi
poly(ethylenglykoly). Cilem prace bylo navrhnout a pfipravit transportni formy uvedenych
lé¢iv, které budou mit vhodné vlastnosti pro smérované uvoliiovani léfiva v organismu.
Disertatni prace ma obvyklé &lenéni, je sepsana peélivé s minimem chyb a pieklepd.
V tvodni kapitole jsou pfehledné shrnuty dosavadni poznatky z dané oblasti diskutované na
zaklad® obsahlé relerSe. T&zidt¢ prace nalezne ¢tenaf v kapitole ,,Vysledky a diskuse®.
Pripravené konjugdty byly odpovidajicim zptisobem charakterizovany fyzikalné-chemickymi
metodami a dale byly testovany za podminek simulujicich podminky fyziologické. V druhé
&asti prace byly pfipraveny, naleZité charakterizovany a testovany konjugaty cholesterolu
s cilem pfipravit systémy, které budou schopny pulsobit jako lapade volného cholesterolu
z vodného prostiedi. Z tohoto hlediska je nepochybné. 7¢ zadané téma disertaéni prace
pfedstavuje velice aktudlni a velmi uZiteény zakladni vyzkum s vysokym aplikaénim
potencidlem. V pfipadé konjugati amfotericinu B a nystatinu autorka navrhla origindlni
zplisob cileného uvolnéni létiva z nosice. Prezentovany princip uvoln€ni G€inné substance je
zaloZen na prvotnim od$t&€peni molekuly glukozy z konjugatu. Po uvodni reakci nasleduje
sekvence dvou po sobé jdoucich rychlych reakei konéici uvolnénim piivodn€ kovalentné
vazaného amfotericinu B resp. nystatinu. Odstépeni glukézy je specificky katalyzovano -
glukosiddzou. Tento enzym neni b&Zné pfitomen ve zdravé tkani, ale je pfitomen v enzymové
vybavé mnoha fungalnich patogeni zpusobujicich systemické infekce. To znamend, Ze
k uvolnéni lé¢iva dojde cilen& plisobenim B-glukosidazy, tj. v misté kde je pfitomen patogen.
V pripadé konjugatd prednisolonu byly konjugaty konstruovéany tak, aby k uvolnéni 1éCiva
doslo v tkani bohaté na esterazu (cileno do jaterni tkdné), nebo v tkani zanétlivé tj. v tkani
s patologicky sniZenou hednotou pH. Funké&nost viech pripravenych konjugati byla ovéfena
za podminek in vitro, coz je vsouladu se zadanim diserralni prace. V pfipadé esteraza
senzitivnich konjugdtl prednisolonu autorka pfipravila jejich modulami set, u kterych je
rychlost enzymatické hydrolyzy fizena charakterem molekularni spojky umisténé mezi
makromolekulou poly(ethyl‘englykolu) a prednisolonem. Jako velmi nad&jné se také jevi

pFipravené konjugaty cholesterolu, které ve vodé& vytvafeji nanoagregaty (pravdépodobng



micely). Vzniklé micely diky nekovalentnim interakcim mezi navazanym fragmentem
cholesterolu v konjugatu a cholesterolem volnym jej z okolniho prostfedi pohlcuji, &imz
postupn® zvétSuji svou velikost. Autorka zde vyuZila i své znalosti biochemie, které i
umoZnily nalézt originalni feseni pro cilenou, farmakologicky &istou a fyziologicky uéinnou
dopravu lé¢iva do postizeného orgdnu, nebo tkani. Rovnes j idea vychytavani volného
cholesterolu z vodného roztoku je obdobou fyziologického transportu cholesterolu z tkdni do

jater pomoci lipoproteind HDL. Velkou nezniamou Je ale findlni eliminace t&chto

cholesterolem obohacenych »netyziologickych® micel z grganismu.

K praci mam nékolik dotazd:

1. Jaké jsou nejnovéjsi poznatky tykajici se biokompatibility poly(ethylenglykoli).

2. Byla ov&fena moZnost sledovat uvoliiovéni diskutovanych légiv jinymi analytickymi
metodami neZ jakou je HPLC.

. Vpfipadé katalyzy B-glukosidézou pfedpokladite jeji inter- nebo intracelularni
puisobeni.

. Jaky je dal3f osud pfipravenych konjugdta? Mam na mysli, zda bylo provedeno nebo
Je planovano jejich dalsi testovani.

. Nebyla ov&fovana moznost pohlcovani cholesterolu z ,iného redln&jsiho systému, nez
jakym je voda? Jak by autorka odstrafiovala micely s cholesterolem ze zivého
organismu? .

S potéSenim shrnuji: autorka odvedla solidni praci, prokdzala tvaréi piistup pii feSeni,
realizovala mnozZstvi syntetickych praci a provedla fadu mé&feni s jejich interpretacemi.
Z ptiloZenych udaju vyplyva, Ze prevaina ¢ast vysledkil disertaéni prace prosla naroénym
recenznim rlzemm a stala se ptedmétem 5 védeckych praci uvefejn&nych v zahrani¢nich
impaktovanych &asopisech: Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters; Organic and
Biomolecular Chemistry; Current Pharmaceutical Design a dvakrat v International Journal of
Pharmaceutics, u &ty uvedenych publikaci byla prvni autorkou.

ZavErem konstatuji, Ze vyt®ené cile disertadni prace byly beze zbytku splnny a autorka
prokazala schopnost samostatné vadecké prace. Zuvedenych divoda Jjednoznatné

doporuéuji pfijmout predlozenou disertaéni praci Ing. EliSiy Drabinové k obhajobg, jako

podklad pro ziskani védecké hodnosti Ph.D. /"7
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V Pardubicich 22.4.2014 + - prof. Ing. Alexagder Cegan, CSc.




. Posudek disertaéni prace

Autor: Ing. Eliska Drabinova

Nazev: Syntéza a charakterizace konjugati substituovanych poly(ethylenglykoli)
s vybranymi lé&ivy

Disertatni prace Ing. Elisky Drabinové je Clenéna na &tyfi zakladni kapitoly.
V kratkém dvodu jsme seznameni s vybranymi makrocyklickymi polyenovymi antimykotiky
- s amfotericinem B a nystatinem, dale nasleduje seznameni S
glukokortikoidem prednisolonem a jeho analogy.

V nasledujici teoretické ¢asti nam autorka pfedstavuje souéasny stav v daném oboru a
reserSe zahrnuje celou fadu polymernich prolééiv, zplisoby pfipravy polymernich konjugata
se zaméfenim na prednisolon a nystatin. obsahuje také kratkou kapitolu o konjugatech
prednisolonu s cyklodextriny a dendrimery.

Z experimentalni &asti je ziejmé, Ze autorka vynaloZila znagné syntetické usili pii
syntéze zamyslenych molekul, tedy polymernich konjugatl s nystatinem a prednisolonem.
které byly modifikovany riiznymi spojkami za G&elem ziskani makromolekuldrnich prolééiv
s riznym zplsobem uvolfiovani aktivni latky. Pro tyto udely byly pouZity vice méné
standardni postupy.

Ziskané vysledky jsou diskutovany srozumitelnou formou, teoreticka i experimentalni
Cast price je zpracovana na odpovidajici urovni, a podobné je tomu (az na vyjimky) i s
interpretaci ziskanych vysledkfi. Za zjevnou slabinu oviem povazuji praci s literaturou. viz
problematika syntézy prednisolon-hydrazonu, a &asteéné také charakterizaci nékterych nove
pfipravenych sloudenin.

Mam nékolik malo poznamek a ptipominek do diskuze:

1. Nebyvézvykem, aby experimentalni ast obsahovala schémata syntézy jednotlivych
latek. Ocekaval bych, Ze Schémata 24, 25 a 26 budou spiSe soucasti nasledujici
kapitoly ,,Vysiedky a diskuze®, nap¥. v ramci podkapitoly, popisujici syntézu
vychozich polymerd? V této souvislosti pak plisobi trochu nelogicky, ze ¢ast schémat
se opravdu v nasledujici kapitole opakuje (napf. schéma 26 se Jesté jednou objevi jako
&ast schématu 32).

2. Zaujala mé syntéza hydrazonu prednisolonu na ketoskupiné v poloze 20 (Schéma 32).
Jak to jde dohromady nap¥. s publikaci Peng, Shiqi; Qiu, Xuecai; Wang, Chao; Zhao.
Ming Bioorg. Med. Chem. 2004, 12, 4403-4421, ktera popisuje vznik hydrazonu (s N-
substituovanym hydrazinem) selektivng na ketoskuping v poloze 3 (vytézek 80%)?
Dalsi publikace Barton, Derec H. R.; Choi, Lewis S. L.; Lister-James, John; Hesse.
Robert H.; Pechet, Maurice M. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1982, 11, 2599-2606
popisuje reakci s jinym N-nukleofilem (N-methylhydroxylaminem) také v poloze 3.




ProtoZe jsou to jediné dv& publikace, popisujici reakci prednisolonu s N-nukleofily,
povaZuji za zasadni nedostatek, Ze v disertaci neni tento rozpor vibec nijak
komentovan. Zajimalo by me, jak moc lze povaZovat strukturu slou¢eniny 20 za
prokézanou? Zvl4sté vezmeme-li v tvahu, Ze v poloze 3 podle literatury reaguji i jiné
podobné skelety (hydrokortison) obsahujici dvé ketoskupiny 3 a 20 (viz. patent:
WO2013/74910 Al, 2013 nebo Steroids, 1981, 37, 303 ~ 314). Jak je to tedy vlastné
s regioselektivitou reakce prednisolonu s N-nukleofily a jak byla uréena struktura
latky 207

V této souvislosti mi prijde pikantni, Ze autorka vznik hydrazonu v poloze 3 popisuje
ve schématu 11 v @vodni teoretické ¢asti (odkaz 100), aniz by jakkoliv zaznamenala
popf. komentovala zjevny rozpor s jejimi vlastnimi vysledky?!

. Termin ,,vykyseleni reakce” je velmi neobvykly (str. 93) a doporuéuji jej dale
nepouZivat.

. Necitim se byt odbornikem v oblasti farmakokinetiky, ; roto se chei zeptat, zda
polotas uvoliiovani u nystatinového derivatu 11, tedy 88 sekund, Ize n&jak smysluplné
vyuzit? .

. Mam pfipominky k charakterizaci vychozich slougenin 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4.
Pokud jde o latky znamé, chybi jakékoliv porovnani s literaturou. Pokud jde o latky
nové, zméfeni oby&ejného 'H NMR nepovazuji za charakterizaci molekuly, pfestoze
jde o polymery.

Pfes vznesené pfipominky mohu konstatovat, Ze disertatni prace Ing. Elisky
Drabinové obsahuje mnoZstvi zajimavych vysledkt. Autorka prokazala schopnost samostatné
védecké Cinnosti a spliiuje tak podminky § 47, odst. 4 zdkona &. 111/1998 Sb. o vysokych

Skolach. Na zdkladé vy3e uvedené¢ho doporuéuji proto disertalni praci Ing. Eliky Drabinové
k obhajobé.

V Praze dne 12. kvétna 2014

prof. Ing. Pavel Lhotak, CSe.
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