Recenze doktorské diserta¢ni prace Mgr. Rudolfa Vrabce
»Alkaloidy Vinca minor L. a jejich biologicka aktivita.“

Disertacni prace Mgr. Rudolfa Vrabce je zaméfena na izolaci, identifikaci a
charakterizaci slozek komplexu alkaloidu Vinca minor L., farmakologicky vyznamného druhu
rodu Vinca z ¢eledi Apocynaceae. Disertant pracoval v méfitku, které jiz neni zcela obvyklé —
vychazel ze 60 kg drogy, coZz mu umoznilo ziskat v dostaujicim mnozstvi i minoritné
zastoupen¢ alkaloidy.

Samotny text disertace ma klasické ¢lenéni a rozsah 112 stran bez seznamu literatury. Text je
psén piijemnou, kultivovanou ¢estinou, S inosnym poctem pieklept, jazykovych neobratnosti
a terminologickych chyb. Na tomto misté¢ bych vytknul nespravné Ceské nazvy Zzivocichd,
Z nichZ se ziskava acetylcholinesterasa pro testovani. V textu na str. 44 a 45 je uvedeno, ze jde
o uhote, Ceské nazvy pfislusnych rodt jsou ovSem pathoi (Electrophorus) a parejnok
(Torpedo). N¢kolik drobnych formalnich ptipominek uvedu jesté na zvlastnim listu.

TEORETICKA CAST
(str. 14-48) podava ctivy a piehledny tvod do problematiky, proporcionalné ¢lenény na
kapitoly, jejichz naplni jsou:

1. Rod Vinca, taxonomické ¢lenéni, charakterizace, chemotaxonomie ¢eledi, strukturni
typy znamych alkaloidii a jejich biosyntéza. Ocenuji zejména kompaktni zpracovani
podkapitoly 3.1.8. Obsahové latky rodu Vinca L., kde jsou na 18 stranach uvedeny
zakladni strukturni a bibliografické udaje k vice nez 160 latkam.

2. Biologické aktivity indolovych alkaloid Vinca minor L.

3. Alzheimerova choroba, stru¢ny piehled patofyziologie, recentni moznosti
farmakoterapie, vybrané enzymy jako cilové struktury 1éciv.

EXPERIMENTALN{ CAST,
(str. 49-68) popisuje pouzité materialy, isolacni, separacni i analytické metody v dostacujici
mife a bez nadbyte¢nych detaild tam, kde bylo lze odkéazat na podrobnéj$i popisy
Vv publikacich. Za zminku stoji objem vychoziho materialu — 60 kg drogy — a rovnéz fakt, ze
disertant neopomenul uvést, kdo ovétil taxonomické zatazeni a kde je ulozen dokladovy
vzorek. Ocenéni si zaslouzi diraz na peclivost provedeni a ¢istotu pouzitych chemikalii, jak
pro izolace alkaloid, tak pfi pfipravé enzymi pro testovani inhibi¢nich aktivit. Rada detaild
izola¢nich metod je uvedena v oddilu 4.3. kdy popisy a vytézky jednotlivych frakci a latek
izolovanych  mnohastupniovymi  postupy zahrnujicimi  extrakce kapalina-kapalina,
chromatografie, krystalizace, zpétné vyuziti mate¢nych louhti atd., doprovazi popis toho, jak
se kdané frakci dospélo. Uzitecné jsou rovnéz ilustrativni fotografie kontrolnich TLC
vizualizovanych Dragendorffovym ¢inidlem a UV detekci (str. 59-61).

V ¢asti prace vénované testovani biologickych aktivit se disertant zaméfil, v souladu
s tradici pracovisté, zejména na interakce s enzymy, které jsou moznymi terapeutickymi cili



ve vztahu k Alzheimerové chorobé, jmenovité acetylcholinesterasy, butyrylcholinesterasy,
prolyloligopeptidasy a glykogensynthasa kinasy. Pro odhad schopnosti latek piekonat
hematoencefalickou bariéru pouzil vypoctu LogBB a pro latku VR-19 i test pruichodu umélou
membrano (PAMPA-BBB: Parallel artificial membrane permeation assay). Latky, které se
podafilo izolovat v dostatecném mnozstvi, byly testovany rovnéz na cytotoxicitu vici panelu
bunéénych kulturu zahrnujicich devét nadorovych a jednu fyziologickou linii.

VYSLEDKY

alkaloidt. Celkem 23 latek bylo identifikovano a fadné charakterizovano metodami hmotové
spektrometrie a nuklearni magnetické rezonance, u vétSiny byla stanovena i opticka otacivost.
Z toho poctu 22 bylo ztotoznéno s latkami v literatute jiz popsanymi, pro n€kolik ale byla
analytickd data upfesnéna a doplnéna o Udaje, které pivodni literatura postradala. U latky
skodem VR-9 bylo zjisténo, ze jde o dosud nepopsany hydroxyderivat jiz znamého
vinkaminoreinu, tato latka byla pojmenovana (+)-Vinkaminorudein. Latky, které byly
dostupné Vv dostate¢ném mnozstvi, byly otestovany na inhibi¢ni aktivity vici cholinesterasam
(hAChE, hBuChE), proliyloligopeptidase, glykogensythasa kinase a na cytotoxicitu vaci
deviti nadorovym a jedné nenadorové bunééné linii. Alkaloid VR-19: (-)-2-Ethyl-3[2-(3-
ethylpiperidinyl)-ethyl]-1H-indol, u n&jz byla zjisténa nejslibnéjsi hodnota logBB a také
nejvyrazngj$i inhibi¢ni aktivita va¢i butyrylcholinesterase, byl testovan na schopnost
priuchodu biologickymi bariérami PAMPA testem a jeho interakce s butyrylcholinesterasou
byla podrobena dockingové studii.

Vysledky vyzkumu doktorand se spolupracovniky zpracoval do tfi publikaci (z toho
2x prvni autor), péti prednasek na konferencich (z toho dvé on-line) a dvou posterd, coz S
rezervou splituje pocet pozadovany pro piipusténi k obhajobé.

Do diskuse bych chtél doktorandovi polozit nasledujici dotazy:

1. Rada ze studovanych série latek vykazuje inhibiéni aktivitu viiéi butyrylcholinestarase,
avSak 74dnd z nich neinhibuje acetylcholiesterasu. Je takovy jev zndmy i pro jiné
strukturni typy inhibitor cholinesteras? Jsou znamy i inhibitory cholinesteras
specifické naopak jen pro hAChE?

2. V diskusi na str. 106 uvadite odkaz na studii Bahadori et al., Nat Prod Commun 2012,
7(6), 731-734, kteti pro celkovy alkaloidovy extrakt Vinca minor zjistili srovnatelnou
inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE i BuChE. Mohl byste to n¢jak komentovat s ohledem na
zjisténi, ze Vami testované alkaloidy V. minor AChe neinhibovaly?

3. Jaka farmakologické aktivita latky 19 v CNS se da ocekavat vzhledem k jeji specificité
vici BuChE?



Zavér:

Diserta¢ni prace Mgr. Rudolfa Vrabce je podle mého nazoru na velmi dobré odborné urovni a
jeji autor plné prokdzal, Zze je schopen samostatné védecké prace. Toto hodnoceni nijak
nesnizuji drobné vytky formalniho charakteru. Doporucuji proto, aby jeho prace byla komisi
pro obhajoby pfijata k obhajob¢ a po jejim GspéSném absolvovani autorovi udélena védecka
hodnost doktor.

V Praze 12. kvétna 2022 Prof. Dr. RNDr. Oldtich Lap¢ik
Ustav chemie piirodnich latek
VSCHT, Technické 5
166 28 Praha 6



Recenze doktorské diserta¢ni prace Mgr. Rudolfa Vrabce
Vytky formalniho charakteru a preklepy

Str. 44 a45  Ceské nazvy rodu Electrophorus a Torpedo jsou: pathot a parejnok,
Nikoli uhot, jak je nespravné uvedeno.

Str. 15

odst. 3.1.2.: ... slohova neobratnost: mezi dal$i vyznamny druh rodu Vinca patii. ..
spravnéji napi: ...dalsim vyznamnym druhem rodu Vinca je...
(nelze pattit mezi jeden druh)

Str. 21

odst. 3.1.2.: ... slohova neobratnost: byl strukturné rozlustén...

Str. 44

odst. 3.1.2.: ... slohova neobratnost (anglicismus): glutamatovém vychytavani ...
spravnéji: vychytdvani glutamatu

ma byt
Str. 19+1. 2 vykytuji vyskytuji
Str.23+1. 11 methylmethylenovym miistek methylmethylenovy ...
Str.25+1. 3 par zastupci nékolika zéstupci ...

Na vice mistech textu je pouZzit nazev enzymu syntasa. Dle mého nézoru je tato podoba slova
nespravna. Je mozné uzit bud’ konzervativni podobu synthasa (v odborném textu bych ji
preferoval), nebo progresivni syntdza (napt v textech popularizacnich).



