Posudek habilitadni prace PharmDr. Martina Kratkého, Ph.1).

an Pharm D Martin Kratky, Ph.D pfedlozil habilitacni praci nazvanou Vztahy mezi strukturou a
diivitou malveh antimikrobné akiivinich molekul a tuftsinovych nosica. Prace je souborem 42
Clankd, publikovanyeh v renomovanveh vedeckyeh casopisech s impact factorem, 2 patenta a 1
mopografic a 1 kapitoly v monografii, doplnénym spolecnym tvodem a komentaiem k jednotlivym
Clankum, Ci spise pr(iv‘{)cla'ln tématikou jednotlivych ¢lankd. Uvodni ¢ast habilitacni prace se
stiudnd vénuje zdavodnéni, proc jsou zapotiebi stale nove systémove ucinné antimikrobni a
antifungaint Jatky, T F'%t(‘ prace predstavuji kapitoly 3. Vyvoj v oblasti malych molekul a 4

anlidove nosice pro a:uim\--k()imlucfi{}!ni lé¢iva na bazi tufisinu. Kapitola 3. se vénuje obménam
radicni protitnvazivil struktury salicylanilidu. Za pozornost zde stoji zejmena estery rizné

substitiovanveh sahicylanitida s karboxviovymi kyselinami véetné substituovanych w-
aminckyselin, benzensulfonovou kyselinou, karbamovymi a thiokarbamovymi kyselinami a
kvsetinou fosiorednou nebo thiofosforecnou, jejichz dalsi dva hydroxyly byly esterifikovany
ethylovvmi zbviky. Mezi témito latkami vynikaji aktivitou vici mykobaktériim vceineé
multirezistentnich (S)-4-chlor-2-{{ 4-(trifluormethyDtenyl Jkarbamoyt H fenyl- 2-acetamido-3-
fonvinropanodt a jeho bromovy isosier. P pFipravé estera salicylanilidd a aminokyselinami
;,fm'.—a?f‘} auator kondenzaci salicylanilidu se Z-chranénou aminokyselinou pomoci N,N™
dicyklohexylkarbodiidu (DCC). Pri naslednych pokusech o deprotekei bromovodikem v kys. octove
a nastedné prevedeni vzaiklého hydrobromidu esteru aminokyseliny na bazi doslo k
wocekdavaneému vzniku N-f(fenvikarbamoyDmethyl]-2-hydroxybenzamida. Mechanismus jejich
v ik nastedné autor podrobn popsal. Fstery halogenovanych salicylanilidi s benzoovou a 3-
“tpormethvibhenzoovou kyselinou se ukazaly jako antimvkobaktertané acinné, a to i proti

woitreristentnnm (MDER) a extenzivog rezistentnim (XDR) kmenum. Byly (67 pfipraveny estery
saticvianilidd s pyrazin-2-karboxylovou kyselinou, minéné jako ,mutual prodrugs® salicylaniiidi @
pyrazin-2-karboxylové kyseliny, kterd je udinnym metabolitem pyrazinamidu, avsak jako takova do
anyvkabakteriafinich bundélk nepronika. Latky byly velmi G¢inné na MDR a XDR mykobakicria,
pusobily 107 na fadu G bakterii a 2z G na Pseudomonas aeruginosa. Estery 5-chlorpyrazin-2-
karbuxyvlove kyseliny vinikaly zejména acinnosti na kmeny rezistentni na radu heéznych
antituberkulotik a v mykobakterioz uzivanych antibiotik. Naproti tomu estery salicylanilidi s
benzensulfornouvou kKyselinou nepfekonaly acinnosti karboxylaty. Estery salicylanilidd s derivaty
Lyselin tostorednd a thiofosforedné zaostaly v antimykobakterialnim pisobeni za samotnymi
u.-".t%u_j-.‘i-.‘nuiir_iy. Vzhiedem ke struktufe byly testovany na inhibici acetyl- a butyrylcholinesterasy, a
vildzalv Séinnost minimalué srovnatelnou s rivastigminem a galanthaminem. Autor je presvedcen,
7o moechanismus inhibice cholinesteras (émito latkami je odliSny, neZ u vétSiny inhibitor(

organofasforového typu, a pasobi pseudoirreversibilng, podobné jako rivastigmin. 'Iyto struktury

sou patentovdny a doplnény 2-subsiituovanymi 3-difenyl-3-hydrobenzofell 1,3,2 Joxazatosfinin-4-
o 2oondy, kterd vykazaly vvsokou aktivite vidi MDR a XDR kmentim. Estery salicylanilida s N-
cuhstituiuovanymi a N, N-disubstituovanymi karbamovymi a thiokarbamovymi kyselinami nebyly
voC mvkobakiériim GEinn@jsi ne? parentnf anilidy, ale mély dobrou aktivitu vici statylokokim
vCetnd MIRS A, Tvio latky inhibovaly (67 tGst Trichophyton menthagrophytes. Latky vvkazovaly 167
inhibicni aktivitu vici cholinesterasam, nékteré # nich dokonce lepsi nez rivastigmin a galanthamin.
N-monoatkyiované karbamaty bylv Gcinné vaci Mycobacterium abscessus a Kiebsiella

caenmonias Autor 167 patral po cilevveh strikiusdch, s nimiz salicylanilidy na molekolari drovi



interaguji, a ziistil inhibici isocitratlyasy, methioninaminopeplit dasy, [.-alanindehydrogenay, lysin ¢
aminotransferasy a chorismat mutasy. V zavéredné Casti kapitoly 3.2 jsou jeSt€ probirany
madifikace a prolétiva izoniazidu, mezi nimiz vynikaji derivaty semikarbazidu substitované
sviiem nikotinové kyseliny a atkylem nebo arylem (obr. 17) a jejich cyklizacni produkty

dorivary 1.2.4-oxadiazoly, kieré viak nevykazaly aktivitu. Kapitola 3.3 je venovana derivatam
antibakierialnich sulfonamidii tvorbou Schiffovych bazi s aromatickymi aldehydy na jejich

aminoskuping. Sio hlavnd o derivaty S-chlorsalicylaldehydu. Dalsimi modifikacemi bylo
na-aiii.mm'! aminoskupiny na mocovinovy fragment, substituovanych jeste alkylem na N’
macoviny, a imidazolidin-2,4,5-triany vytvofeng na této aminoskupiné. Zajimavym napadem bylo
dvoieni molekuly sulfamethoxazolu pies fragment kyseliny Stave elové, resp. oxaldiamidovy
tragment vvivoreny na anilinovych ;&mmnskup;nac_‘h obou molekul. Mocoviny ucinkovaly prevazng
Antimvkobakterialng s nizkou aktivitou vici jinym bakteriim a houbam, naopak Schittovy haze a
amidy maji §irdi spektrum uéinku zahrnujici G bakterie véetne MRSA a také nékteré kvasinky a
yidknite houby, Kapitnla 3.4 pojednava o priprave derivath rhodanin-3-octové kyseliny, kter¢ byly
Geinné vaci mykobaktériim a G kmenim, hydrazidy-hydrazony odvozené od izoniaziduy, z nichz
pikicre byly aktivai proti mykobaktériim a jiné proti G kmentim a houbam, a derivaty DI .-

fenyialaning, které antiinfektivni aktivity prilis nevykazovaly, ale inhibovaly choliesterasy.

Kapitola 4. nese nazev Peptidové nosice pro antimykobakteridIni 1é¢iva na bazi witsinu.
Farisin o totrapeptid, uvolovany enzymatickou hydrolyzou 2 1 fragmentu imunoglobulinu. Ma
svoie receptory na povrchu fagocytli. Navazani tuftsinu na receptor vede k internalizaci receptori,
o b tedy na tuftsin navazano lécivo, mbze se timto zptsobem dostat do buiiky. Tuftsin aktivuje
nokiere stozky imunitniho systému véené makrofagu a granulocyld, stimuluje fagocytozu, migraci
imunitnich bunek, md chemotakticky G¢inek na monocyty a je dobre rozpustny ve vode. Autor ve
spoluprici s kolegy z Mad'arské akademie veéd pripravil konjugdaty oligomert tuftsinu s INH,
pricems. titsinovy oligomer byl k INTT pfipojen svoji koncovou aminoskupinou pres

rboxymethyliovy fragment ke druhému hydrazinovemu dusiku. Konjugaty byly stabilni a

sroviaietne uéinnd jako vyehosd iécivo, Konjugat INH s palmitoylovanym wftsinem se ukazal jako
netoxicky a peroralné dobie dcinny na morcecim modelu tuberkulozy. Na zakladé liierarnich
poznatka konjugoval autor s uftsinent i vlastni aktivni molekuly. Tuftsinové nosice byly pro tento
Géel piipravovany syntézou na pevne fazi. Mezi molekulu [é¢iva a nékterou z primarnich
aminoskupin nosice byly kromé spojovaciho mustku vkladany 167 spacery - tetrapeptidy o
cekvencich GELG, G onebo GEYA. GEFLG byl navrzen k vystupiiovanému intracelularnimu
avaitovani lediva 2 DDSs v lysozomech, nebot’ je specificky Siepen lysozomalni proteasou
kathepsinemn B. Pro piipojeni antimykobakteridlnich molekul bylo vétsinou treba pripravit jejich
konjugabilni derivaty. Modifikace salicyanilid@ esterifikaci 4-formylbenzoovou kyselinou a
nasliedné napojeni peptidu pomoci Schiffovy baze bylo snadno proveditelng, henzoatové estery ale
byly prilis rychle hydrolyzovany na vychori anilidy, takze prakticky neslo stanovit akuvity
keniugdtd. Istery salicylanidd s 5-chlorpyrazin-2- karboxylovou a 4-benzoytbenzoovou kyselinou
e nro konjugact revaez prilis neosvedeily, a tak byly , konjugabilni® skupiny (formyl, acetyl)

avedeny piimo na salicvlanilidovy skelet. I imto zplsobem byly modifikovany 1 struktury
L.usu!\\( b antiiwberkulotik a dalgich antibakteridlnich 1éCiv; u mnoha takovych derivatl ale dosla
ke 2lratd Géinku. K dobfe konjugovatelnym derivatiim p-aminosalicylové kyseliny (PAS) naopak
patiily N-{3-hvdroxy-4-(met thoxykarbonyl)fenyljglyein a alkyl-2-hydroxy-4-[(4-



acetylfenyhkarbamoylamino |benzoaty. Spojeni mezi peptidem a maiou molekulou bylo realizovano
pomoci oxim-etherove vazby nebo amidové vazby. Takto byly piipraveny konjugaty s monomerem i
oligomery wiftsinu véetné heterooligomert (lisky/psi tultsin), s a nebo bez GILG spaceru a s
volnvim karboxylem nebo karboxamidem jako C-koncem. Oproti pavodnimu ocekavani nedoslo k
hydrolytickému uvolnéni konjugovaného 1éciva z vazby na nosic v mikrosomech, misto toho
probihala postupna hvdrolvza peptidového nosice. I tak se ale konjugaty jevily jako perspektivni

i

feCiva, 2ejména 7 hlediska poméru mezi aktivitou a cylotoxicitou.

V zaveru prace autor konstatuje, Ze navrzené sméry vyzkumu se jevi jako perspektivni, a to
mj. 2 duvodu nartstajici rezistence patogen na dosud pouZivana léciva, a proto ma smysl v ném

nokracovat, 4 1o jak vvvojem vysoce origindlnich latek, tak i tzv. ,,me-100" analogil.

otary

1. Co piesné znamena pseudoirreversibilni mechanismus inhibice cholinesteras? Jak jste
dospél k zavéru, 7e Vade fosfatove a thiofoslatoveé estery salicylanilidl plsobi prave timto

mechanismem?

Struktura Vagich patentovanveh 2-substituovanych 3-difenyl-3-hydrobenzole|
[1,3,7 loxazatosfinin-4-on-2-oxidi ponékud pfipomina strukturu cytostatik cyklofosfamidu a
ifosfamidu. Byly tyto latky testovany na cytotoxicitu?

3. Latky za skupiny 2-substituovanych 3-difenyl-3-hydrobenzole][1,3,2 Joxazalosfinin-4-on-2-
oxidil jsou zajimavé rovné?z tim, Ze maji chirdlni centrum na atomu fosforu. Pokusili jste se

separovat enantiomery echto struktur?

4. Salievianilidové derivaty jsou (¢7 tradiénimi anthelmintiky. Uvazujete o testovani nekterych
Vasich od salicylanilidu odvozenych latek, popt. tufsinovych konjugdud, i na tuto aktivitu?

Zaver posudiu:

/7 textu habititadni prace, jako? i z rozsahu a kvality publikovanych praci, k nimz je tento text
komentdfemn. e ziejme, 7e uchazed je vvsoce kvalifikovanym odbornikem v oblasti designu a
syntézy novveh protiinvazivnich sloucenin - litek s aktivitou antimykobakterialni, antibakterialni s
dirazem na G kmeny a antimykotickou, jakoz i na konstrukci proléciv moderniho typu
vyuZivajicich peptidové nosice. Za tim acelem zvlada nejen metody klasické organicke syntezy, ale
i peptidové chemie na pevnych nosicich. Habilitacni praci shledavam na velmi vysokée odborne
Grovai a jako takovou ji doporucuji k obhdjeni za uéelem udéleni védecko-pedagogicke hodnosti

docent ucharzedi.

V ird dne 20,2, 2019 doc. PharmbDr. Oldrich Farsa, Ph.D.




