V Hradci Kralové 12.5.2014

Posudek oponenta k disertaéni praci

Student: Mgr. Markéta Kovarova

Nizev price: Studium kinetiky inhibice cholinesteras
Studijni program: P1420 Fyzikailni chemie

Obor: Fyzikilni chemie

Disertaéni prace Mgr. Markéty Kovarfové je zamé&fena na problematiku cholinesteras a
cholinergniho systému. Hlavni pozornost je v&novana inhibitoriim potencialné vyuzitelnych
pro farmakologické ucely. Prace je do jisté miry interdisciplinarni, protoze predkladatelka si
musela osvojit znalosti fyzikalni chemie, biochemie, analytické chemie a farmakologie. Jeji
asili bylo Gsp&in& zavrSeno pfipravou sedmi rukopisii, znichz tfi jsou jiz otiSteény
v odbornych periodicich. Tento fakt ulehuje praci oponenta, protoZze nosna Cast vysledkii
prosla samostatnym recenznim fizenim.

S ohledem na provedeni vlastni disertadni prace mohu konstatovat, Ze je psana na
dobré stylistické i odborné tdrovni. Svou néplni zcela odpovidéd zadani a vyzkumnému
zaméfeni oboru. Studentka pFi feSeni disertaéni prace zvladla fadu laboratornich postupii
véetné stanoveni aktivity cholinesteras spektrofotometricky, pH metricky, praci s kapalinovou
chromatografii a statistické metody zpracovani experimentélnich dat. UZité postupy vyuzila
pfi charakterizaci nové pfipravenych farmakoiogicky zajimavych inhibitorti cholinesteras. Pfi
kontrole prace jsem nenarazil ‘na zasadni nedostatky. Drobné pfipominky bych mél

k nasledujicimu:

e Zkratka pro ApoE gen neni idedlné zvolena. Geny se v literatufe vétSinou oznacuji
kurzivou &i jinak odliduji od proteinového produktu translace. Ctenafe miize tato zkratka
zmast a miize se domnivat, Ze se jedné o vlastni apolipoprotein.

e Na str. 63, obrazku 2.17 a jesté dal3ich ¢astech textu je zmifiovano pofadi aminokyselin
vramci primarni sekvence AChE. Bylo by dobré v textu zdiraziiovat, pro jaky
organizmus &islovani plati.

e Obrazek 2.9. — popisem oznaden kumarin, ale znazornéna struktura je 7-MEOTA.

e Obrazek 2.2. — lepsi by bylo volit oznageni amyloidni plak, nez Alzheimerovsky plak




Str. 52 — upfesnil bych informaci, ohledné klinickych studii zam&fenych na huperzin — ve
skutenosti by mé&l byt jako 1ék zaveden derivat ZT-1, coZ je proléivo, z néhoZ huperzin
vznika aZ v travici soustavé pacienta.

Str. 59 — bod 4 — vychytavani toxickych latek — ano, BChE miize vychytdvat nekteré jedy
(karbamétové inhibitory, organofosforové inhibitory), podili se v3ak i aktivné
v detoxifikaénim metabolizmu (detoxifika¢ni reakce I. faze), kde odbourdvéa napriklad
prokain, lidokain, suxamethonium a jiné. U zmin&nych latek se nejedna o vychytdvani, ale
o hydrolytické odbourdvani.

Na Mgr. Markétu Kovdarovou mam nasledujici formdini dotaz:

Zndte laboratorni postupy, vhodné pro odliseni AChE a BChE zaloZené na stanoveni

Jjejich aktivity?

Jsem rad, e na zavér svého posudku mohu konstatovat, Ze disertani prace Mgr.

Markéty Kovérové je zdafila. Zaroveii splituje viechny naleZitosti na disertatni prace kladené
a tematicky odpovida zadéni. V pfedchozim textu zminéné pfipominky maji jen charakter
drobnych komentifii a nesnizuji celkovou hodnotu disertani prace. Na zakladé vyS3e
uvedeného DOPORUCUJI PRIJMOUT disertadni préaci k obhajobg ve stavu, v jakém byla
predloZena a po ispésném obhéjeni udélit Mgr. Markété Kovarové akademicky titul Ph.D.
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Posudek oponenta disertacni prace

Nazev prace: Studium kinetiky inhibice cholinesteras
Autor prace: Mgr. Markéta Kovarova

Vedouci prace: Megr. Sérka Stépankova, Ph.D.

Oponent prace: doc. PharmDr. Kamil Musilek, Ph.D.

Mgr. Markéta Kovarova predloZila k obhajobé disertacni praci s tématem ,Studium kinetiky
inhibice cholinesteras.”

Prace je psana v ¢eském jazyce a ma 170 stran v neobvyklém clenéni. Autorka praci rozdélila
na Poznatky z literatury (47), Teoretickou ¢ast (13 stran), Experimentalni ¢ast (27 stran) a Vysledky
(26 stran). Autorka vytvofila Diskusi (15 stran) k experimentdlnim vysledkiim prace a v Zavéru (2
strany) celkovy prehled o testovanych slouéenindch. Autorka cituje 170 literarnich zdroju.

Cile prace jsou nejasné definovany a splyvaji s kapitolou Uvod, kde jsou popsany. Cile prace
se tykaji sledovanim miry, kinetiky a mechanismu inhibi¢niho plisobeni 89 malych molekul in vitro.

V teoretické casti (rozdélené na Poznatky z literatury a Teoretickou ¢dast) se autorka
soustfedila na Alzheimerovu chorobu, inhibitory cholinesteras, cholinesterasy a kinetiku hydrolyzy
acetylcholinu pomoci acetylcholinesterasy. Nutno Fici, Ze by bylo vhodné usporadat teoretickou cast
logictéji (napf. cholinesterasy, inhibitory cholinesteras, kinetika hydrolyzy ... apod.). Teoreticka ¢ast je
také znacné nevyvaiena vzhledem k experimentalnimu zaméfeni prace, kdy nékteré podkapitoly
(napf. Alzheimerova choroba) jsou pfilis rozsdhlé a nejsou pro zaméreni prace esencialni. V ¢asti
Poznatky z literatury se navic nachazi znacné mnoistvi faktickych chyb, nepfesnych vyjadfeni a
preklepl, které patrné plynou z pouZiti nepfili§ vhodné literatury (napf. [16], [18], [34] ad.) namisto
kvalitnich up-to-date recenzovanych ¢lankd, kapitol a monografii.

Ve vlastni experimentdlni ¢asti se autorka zabyvala stanovenim kinetiky inhibice uhofi (eel
AChE) a lidské acetylcholinesterasy (hAChE) pomoci dvou metod (pH statova vs. HPLC metoda),
stanoveni ICs, resp. plsy pomoci 3 metod (Ellménova, pH-statovd a pH(t) metoda), rozdélovaciho
koeficientu a cytotoxicity vybranych sloucenin syntetizovanych na Univerzité Pardubice, kdy popsala
pouZité metodiky. V navazujici ¢asti vysledky uvedla pfiklady (ukazky) jednotlivych pouZitych metod a
souhrn vysledku.

Dle mého nazoru by bylo vhodnéjsi uvést ukazky pouZitych metod do &asti metodické a v
Casti vysledky se zabyvat pouze vysledky méreni. Dale by bylo dobré zaméfit se na publikované
standardy v provadénych metodikach, kdy by srovnani dvou vybranych metod mélo byt validovano s
obecné uznavanymi metodikami (napf. Di Pietro et al. Eur. J. Med. Chem. 2014, 73, 141; Wille et al.
Chem.-Biol. Inter. 2013, 206, 569; Ronco et al. Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 4523; Sepsova et al. Int.
J. Mol. Sci. 2013, 14, 16882; ad.). S tim také souvisi pracnost a moZnost miniaturizace porovnavanych
metod (viz. napf. Worek et al. Drug Test. Anal. 2012, 4, 282; Holas et al. Expert Opin. Drug Discov.
2012, 7, 1207). U viech metod by také mél byt pouZit porovnavaci standard pro in vitro experimenty
naprf. zmifiovana pouZivana léciva (Castecné splnéno v casti diskuse, ale chybi zde donepezil), ale také
experimentalni standardy (napf. BW284c51 ad.). U méfenych veli€éin postrddam odchylky
experimentalnich méfeni. Tyto pfipominky viak nic neméni na faktu, Ze autorka provedla velké
mnoZstvi experimentalni prace.

V ¢asti diskuse se autorka pokusila analyzovat vysledky méreni kvybéru optimalniho
inhibitoru, dale diskutovala testovani optimalnich inhibitort na lidské AChE, vztahy mezi strukturou a



in vitro aktivitou testovanych sloucenin, cytotoxicitu optimalnich inhibitord a nékteré vypocitané
vazebné energie.

Vybér optimalniho inhibitoru byl zaloZen na parametru Nsum, kde autorka secetla hodnoty
kinetickych konstant pro 2 provedené metodiky, hodnotu pls; a rozdélovaci koeficient. Tento
parametr se mi nezda pfili§ vhodny, protoZe nebere v potaz rozdily mezi kinetikou, silou inhibice a
rozdélovacim koeficientem. Dle mého néazoru by kaida z naméfenych veli¢in méla byt posuzovana
zvlast, nikoli jakou suma &iselnych hodnot. Testovani na hAChE spiSe patfi do ¢asti vysledky, zde by
stédlo za zvaZeni casti vysledky a diskuse spojit, jak je tomu béiné v fadé odbornych periodik.
Hodnoceni mezi strukturou a in vitro aktivitou testovanych sloucenin bylo opét provedeno na zakladé
parametru Nsum, ktery miZe byt zavadéjici a nevypovida o jednotlivych komponentech, z nichz byl
vypocten.

V zavéru prace autorka shrnuje provedenou praci. Dale uvadi seznam publikovanych a
odeslanych praci. Autorka bohuZel experimentalni praci nepodloZila kopiemi publikovanych praci,
pouze jejich vyétem. Celkem byly publikovany 2 prace v impaktovanych ¢asopisech, které viak pfimo
nesouvisi se studovanou problematikou (Bioresource Technology - dle WOK Q1 v oborech
Agricultural Engeneering, Biotechnology & Applied Microbiology, Energy & Fuels) nebo jsou
Casopisy spise primérné kvality (Zeitschrift fur Naturforschung Section C - dle WOK Q4 v oborech
Biochemistry & Molecular Biology, Pharmacology & Pharmacy). Jeden ¢lanek byl publikovan
v recenzovaném neimpaktovaném casopise (Current Enzyme Inhibition). Je zajimavé, Ze nékteré
vySe uvedené vytky k disertacni préci jsou v publikovanych pracich vyfeseny (standardy, odchylky
meéfeni apod.).

K pfedloZené praci mam nasledujici dotazy a shrnuji vybrané drobné nedostatky:

Dotazy:

1. Cela prace — V jakém software byly vytvofeny chemické vzorce/schémata (obrazky), které nejsou
citovany (str. 65 a dale)? Jaké jsou vazebné dhly pro vazby atom v hybridizaci sp*?

2. Str. 21 —,jedinci, ktefi vlastni gen ApoE-g2 maiji nizké riziko vzniku AD a ti, ktefi zdédi jeden nebo
dva geny ApoE-£4, maji nizsi pravdépodobnost vzniku AD. Védci odhaduji, Ze 40-60 % osob s
diagnostikou AD ma jednu nebo dvé kopie genu ApoE-g4“ — Jaky je tedy vztah ApoE-g4 k AD?

3. Str. 22 — ,Patogenetickym Cinitelem vzniku AD je zvySené mnoistvi volnych kyslikovych
radikalt [15].” — Jaka je patogeneze AD?

4, Str.23 — ,Diagndza AD je podporovana zvysenou hladinou t-proteinu a sniZzenou hladinou B-
amyloidu, ale kone¢na diagndza se stanovuje ai post mortem [18].” — laky je vztah B-
amyloidu k AD? Kde je sniZena jeho hladina?

5. Str. 32 — ,Nejvétsi nardst postizenych osob je zaznamendn v rozvojovych zemich, ve kterych
Zije nyni 57 % osob s demenci a v roce 2050 to bude 71 %.“ — Mate pro tento trend néjaké
vysvétleni?

6. Str. 34 — Existuji jesté dalsi hypotézy vzniku AD (popf. jaké)?

=

Str. 35 — Nerozumim zafazeni pfedposledniho odstavce ,Alzheimerova ...“ v kapitole 2.1.2?

8. Str. 39 — Takrin a 7-MEOTA prednostné odbourdvaji AChE pifed BChE? Donepezil - preferencni
odbourdvani AChE?

9. Str. 39 — Kapitola 2.1.2.3. — Existuji také daldi pouzivané inhibitory cholinesteras kromé vami

uvedenych skupin?
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Str. 41 — Dle vaseho néazoru rivastigmin prostupuje v omezené mife do CNS. Jaky je jeho prostup,
pokud jsou teoretické hodnoty (ACDLabs) ClogP 2.14, ClogD (pH 7.4) 0.93 a jeho CpKa 8.89
(ChemAxon)? Lze prostup néjakym zplisobem ovlivnit?

Str. 48 — Patfi memantin do skupiny AChEI?

Str. 49 — Kapitola 2.1.2.5. — Jaky vztah maji MTDL k Alzheimerové nemoci?

Str. 80 — Jakym zplsobem byla pouZivdana eel AChE pfipravena podle uvedené metodiky?

Str. 82 — Jakym zplsobem byly upraveny standardy galantamin, rivastigmin a donepezil pro in
vitro testovani?

Str. 84 — Jaky byl celkovy % podil dioxanu v jednom in vitro experimentu?

Str. 91 — Jaké izomery chiralnich sloucenin byly pouZity?

Str. 98 — Je moiné uvedené metodiky pro méfeni kinetiky resp. ICs; (pH-statova metoda)
miniaturizovat?

Str. 100 — ,Hodnoty ICs, (plso) inhibitorl cholinesteras se béiné pohybuji v intervalu od 0 do 1 uM
(0 az 6).” — Jakych hodnot ICs; pro eel AChE nebo hAChE béiné dosahuji pouZivané inhibitory
cholinesteras (napf. donepezil)?

Str. 104 — Jak se v literatufe bézné oznacuje rozdélovaci koeficient pro systém oktanol-voda a
jaké jeho ciselné hodnoty se nejbéznéji uvadéji (viz. také Lipinsky rule of five)?

Str. 105 — ,Pokud je hodnota ICso pro bunky vyssi nez hodnota ICso pro enzym, lze latku pouZit
jako potencidlni |é¢ivo, protoZe davka, kterd dostatecné inhibuje enzym, neni toxickd.” Je
tomu opravdu tak? NezaleZi také na typu pouZitych bunék?

Str. 107 — Jaka krystalova struktura eel AChE byla pouzita pro molekuldarni docking?

Str. 123 — Jaky smysl ma pro vyhodnoceni vysledkl parametr Nsum, kde se scitaji hodnoty
rychlostni konstanty pro 2 rozdilné metodiky, hodnota plsy a K,,,? Je vhodné uvedené hodnoty
sCitat do Nsum? Jaky smysl ma primér viech téchto hodnot v Tab. 5.2-5.7?

Str. 135 — Jaké parametry malé molekuly jsou d(ileZité pro prinik bariérami véetné BBB (Lipinsky
rule of five)? '

Str. 136 — Jak si vysvétlujete rozdily mezi ICsy pro hAChE a eel AChE u slouceniny 4727

toxicita s casem klesa.” — Mate pro pokles toxicity néjaké vysvétleni?

Str. 147 — Jaky zamysl byl v korelaci vysledki AG-Kow, AE-Kow?

Vybrané drobné nedostatky (pfeklepl a nejasnosti je v textu vice):

3.
2.

Mnoizstvi preklepl a nespravného frazovani v textu.

Rada zkratek je z anglickych nebo latinskych termin( a tyto terminy by mély byt vypsény, protoze
zkratka potom neodpovidda uvedenému ceskému prekladu. Kaida zkratka by méla byt také
uvedena v zavorce pfi prvnim pouZiti v textu.

Str. 20 — , Tato porucha je zplsobena umiranim prvnich neuroni v té oblasti mozku, ktera se
podili na formovani nové vzpominky.” — nevhodna formulace, pocet neuronti ubyva s vékem
v celém pribéhu Zivota.

Str. 21 — ,,Familiarni agregace” — nevhodné spojeni.

Str. 25 — ,Napfiklad snizené hladiny plasmatického B-amyloidu byly pozorovény pfi lécbé AD
pomoci slouéenin inhibujicich B- a y-sekretasy, které stépi APP.” —nevhodna formulace.
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Str. 33 — ,Zadné z 1é¢iv, ktera jsou v dneini dobé dostupna k |écbé Alzheimerovy nemoci,
nedokaZe predejit smrti.“ — nevhodna formulace.

Str. 34 - Prvni skupinu latek tvofi kognitiva, ktera predstavuji inhibitory mozkovych
cholinesteras — acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy (BChE). — Kde se v organismu
nachazi vétsina BChE?

Str. 38 — Prejaty obrazek 2.5 obsahuje Sestivazny fosfor, nesmysiné zakreslené substituenty
nehledé a dalsi nepresnosti. Autorka v tomto pfipadé mohla vytvofit obrazek vlastni.

Str. 38 ,Pfed starnutim enzymu mdZe byt AChE chranéna defosforylaci serinového zbytku
nukleofilem...” — nevhodnd formulace, starnuti mGZe byt zabrdnéno nukleofilem, ale
fosforylovana AChE nemtzZe byt chranéna nukleofilem.

Str. 39 — ,Rozdéleni inhibitor( cholinesteras podle chemické struktury - akridinové pfipravky” —
nevhodna formulace.

Str. 39 — ,Karbamaty - Na rozdil od organofosfatl nejsou tak strukturné sloZité.” — nevhodna
formulace.

Str. 40 — ,,N-dimethyl derivaty”.

Str. 41 — ,Tento aromaticky heterocyklus (imidazol) je 1,3-diazol a je klasifikovan jako alkaloid
[67].” — Dle mého nazoru neni imidazol pfirodnim alkaloidem.

Str. 61 ad. — ,,oxianionicka dira” — nevhodné spojeni.

Str. 65— Obr. 2.15 neni po chemické strance v pofadku (v textu je proces popsan spravné).

Str. 66 — Obr. 2.17 by bylo vhodné prekreslit pomoci vhodného chemického software.

Str. 85— U Tab. 4.1. postradam obecnou strukturu uvedenych karbamata.

PredloZena disertacni prace je pfehledem o problematice FfeSené autorkou. Je 3koda, Ze

autorka se vice nezabyvala resersni ¢innosti ve vztahu ke studované problematice, protoZe jinak by

svou experimentalni praci vice pfiblizila mezindrodné uznavanym metodikdm a standardim. U
predloZené prace ocefiuji velké mnoistvi experimentdlnich dat, i kdyZ i tyto by mohly byt peclivéji
zpracovany a vyhodnoceny. Pfes vyie uvedené pfipominky a nedostatky disertaéni praci v pfedloZené
podobé doporucuji k obhajobé.

e —

doc. PharmDr. Kamil Musilek, Ph.D.
Katedra chemie

Pfirodovédecka fakulta

Univerzita Hradec Kréalové
Rokitanského 62

500 03 Hradec Kralové




Oponentsky posudek na doktorskou disertac¢ni praci
Mgr. Markéty Kovarové:

,»Studium Kinetiky inhibice cholinesteras*

Autorka se v predlozené disertaéni praci zabyva studiem kinetiky
neinhibovanych a inhibovanych hydrolyz acetylcholinu a acetylthiocholinu
pomoci acetylcholiesterasy, stanovenim rozdélovacich koeficienti 89
substituovanych fenylkarbamath, 2-alkoxyfenylimidazolii a imidazolind. U
vysoce aktivnich derivati byla testovana lidska acetylcholiesterasa a dale
studovana cytotoxicita na bunécné linii lidského karcinomu prsu. Prace rozsifuje
téma  systematického  studia  inhibitort  acetylcholinesterasy, jako
potencionalnich 1é¢iv Alzheimerovy choroby, feSené na Katedie fyzikalni
chemie Fakulty chemicko-technologické v Pardubicich. Z tohoto hlediska je
nepochybné, Ze zadané téma disertaéni prace piedstavuje velice aktualni a
uzite¢ny zakladni vyzkum s vysokym aplika¢nim potencialem. Prace obsahuje
devét kapitol, které jsou odpovidajiciho rozsahu a jsou logicky fazeny za sebou.
Prace je zpracovana prehledné na vysoké grafické trovni. Formdélné vsak
postradam explicitni a jasnou- deklaraci cilt diserta¢ni prace, které vyplynou az
z vysledki diskutovanych v zavérecné kapitole. K praci mam nasledujici

pfipominky a dotazy:

1. Bylo by vhodné uvést fyzikalné-chemické charakterizace testovanych
karbamati, piipadné odkaz, kde jsou tyto charakterizace prezentovany.
Jedna se zejména o vylouceni tvorby solvati, které by mohly zkreslit
vysledky kinetickych méfeni.

2. Jak byla ovéfena chemicka stabilita testovanych slouéenin v prostiedich,

ve kterych byla provadéna jednotliva stanoveni?




3. U pH-statové metody neutralizaci uvolnéné kyseliny octové vznika octan
draselny. Do jaké miry mulze pii téchto experimentech dochazet
k ovlivnéni rychlosti reakce zménou koncentrace reagujicich slozek a
zménou iontové sily ?

4. Cim si vysvétlujete selhani Hammettovych a Hanshovych substituénich

konstant pfi korelaci s hodnotami 43, 1Cs, K,y @ Nsum?

Zavérem shrnuji: autorka odvedla solidni praci, prokazala tviréi pfistup pfi
feSeni, provedla fadu meéfeni s jejich nalezitymi interpretacemi. Z pfilozenych
udaji vyplyva, ze prevazna c¢ast vysledkt disertac¢ni prace prosla recenznim
fizenim a sfala se pfedmétem 3 veédeckych praci uveiejnénych v zahrani¢nich
impaktovanych ¢asopisech a dalsi 4 prace byly zaslany k uvefejnéni. Disertantka
prokézala schopnost samostatné védecké prace. Z uvedenych divoda doporucuji
pfijmout piedlozenou diserta¢ni praci Mgr. Markéty Kovarové k obhajobé, jako
podklad pro ziskani védecké hodnosti Ph.D.

V Pardubicich 5. 6. 2014

/!
prof. Ing. Milo§ Sedlak, DrSc.




