Oponentsky posudek dizerta¢ni prace Mgr. Jifiho Bindera

Pan Mgr. Jifi Binder vypracoval na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze dizertacni praci na téma /n silico studium
interakci cholinesteras s jejich modulatory a navrh novych latek tohoto typu. Za cile prace si autor
vytknul syntézu a testovani aktivity mono- a biskvartérnich inhibitora cholinesteras za ticelem
doplnéni informaci o vztazich mezi strukturou a aktivitou tohoto typu biologicky uc¢innych latek a
oveéteni funk¢nosti molekularniho dockingu v této oblasti. Ziskané poznatky mély poté slouzit k
navrhu struktury nového uc¢inného typu acetylcholinesterasy.

Teoreticka ¢ast prace ptipomina ¢tenafi informace o acetylcholinu, jeho receptorech,
cholinesterasach, jejich inhibitorech a reaktivatorech. V souvislosti s inhibitory cholinesteras jsou
zde zminény dvé choroby, u nichz se tyto latky pouzivaji jako 1é¢iva: Alzheimerova choroba a
myasthenia gravis. Zbytek teoretické ¢asti je v€novan zestruénéné teorii molekulového modelovani.
Metodicka €ast se vénuje metodam stanoveni inhibi¢ni aktivity latek viici cholinesterasam
titrimetrickou a neptfimou fotometrickou metodou. Zavérecna ¢ast kapitoly pojednava opét o
molekulovém modelovani, zde je popsan konkrétni postup pouzity v experimentalni ¢asti prace.
Kap. 5. Experimentélni ¢ast uvadi zestru¢néné protololy syntéz substituovanych methypyridinium-
jodida a dale bis-kvarternich sloucenin, u nichz jsou dva kvarterni pyridioné kationty spojeny
mustkem z n¢kolika methylent, pfiémz pyridinova jadra jsou bud’ samostatna, nebo soucasti
1sochinolinového systému. Kapitola pokracuje vysledky hodnoceni ptipravenych monokvarternich
inhibitord acetylcholinesterasy (AChE), vyjadifenymi jako ICso, doprovazenymi vypoctenymi
hodnotami log P a TPSA. Nasledu;ji vysledky dockingu jednotlivych pfipravenych sloucenin do
aktivniho mista AchE. K dockingu byly pfibrany i latky, syntetizované a publikované diive za ucasti
autora prace. Vysledky dockingu autorovi umoznily navrhnout fadu heterocyklickych potencidlnich
inhibitord AchE, sestavajicich z jednoho heteroaromatu s kvartérnim dusikem a nejmén¢ jednoho
dalSiho se sekundarnimi a terciarnimi dusiky, a odhadout jejich vazebné energie do aktivniho mista
enzymu. Kapitola Diskuze se vénuje vztahlim mezi strukturou v praci studovanych i strukturné
souvisejicich sloucenin a jejich schopnosti vazat se na jednotliva vazebna mista v kavité
cholinesteras a vysvétluje, jak autor dospél k latkam teoreticky navrzenym a na zékladé dockingu
vybranym jako nejvhodnéjsi. Kapitola Zavér je zestruCnenym souhrnem prace.

Ptipominky:

1. Seznam zkratek neni kompletni.

2. Na mnoha mistech je pouZit termin ,,vytéZnost* namisto ,,vytézek*.

3. Totoznost ptipravenych latek byla ovéfena pouze 'H- a *C-NMR spektry. Dopnéni IR, popf.
MS spekter by rozhodné neskodilo, stejn€ jako shoda teploty tani s teplotou z literatury,
pokud se jedna o latky popsané.

4. V nazvech bis-kvarternich produkti v jejich syntetickych protokolech se vyskytuji zbytky
anglického ndzvoslovi (K211, K341, K345).

5. Z textu kapitoly 5.2.7 Navrh novych struktur a z tabulek 5 a 6, nalezejicich k této kapitole,
neni zcela jasné, jaké struktury byly vlastné dokovany. V textu na str. 105 je uvedeno:
,Obecny navrh struktury mtizeme tedy vyjadfit jako X-R-Z, kde Y a Z jsou aromatické
systémy a R je spojovaci fetézec.” Tedy, namisto X-R-Z patrné patii Y-R-Z, coz souhlasi i se
zahlavim tabulek 5 a 6. Jenze v tabulkach jsou uvedeny pouze ¢asti molekul R a'Y, fragment
Z chybi, takze struktury nelze dat dohromady. Navic z polozek, jak jsou v tabulkach
uvedeny, nevyplyva jednoznacné, kam je spojovaci fragment R na oba koncové heterocykly
vazéan.Vysledky dockingové simulace jsou sice dale podrobnéji rozepsany, ale jen pro
nekolik vybranych latek a strukturni vzorec je uveden jen u latky JBT316. Struktury latek
JBT148 a JBT57 jsou uvedeny déle v Diskuzi. Dopliite alespon v prezentaci a v
autoreferatu.

6. V Diskuzi poné¢kud postradam konkrétnéjsi srovnani vysledkil prace s vysledky jinych
autord, eventualni shodu ¢i polemiku, a zietelnéjsi zasazeni prace do kontextu vyzkumu v



dané oblasti. Pokud je zde srovnani uvedeno, neni zcela zifejmé, s ¢im se srovnava.
Vysvétlete napt. vétu ze str. 121 ,,Rovnéz tak byla pozorovana moznost vazby takrinu v
PAS, jakozto druhého nejpocetnéjsiho klastru.Vazebna energie je jen o 1 kcal/mol nizsi, ale
v krystalografickych studiich nebyla nikdy pozorovéana.* Vazebna energie vazby takrinu do
PAS je o 1 kcal/mol niz8i nez jaka jind vazebna energie? Vazebna energie t¢hoz do
esteratického mista? Tento vysledek patrné neni v predkladané praci obsazen? Citace vSak
uvedena neni.

Dotazy:

1.

(98]

V praci postradam zhodnoceni, které¢ z Vami piipravenych sloucenin jsou nové a v literatuie
dosud nepopsané. Uved'te tento prehled.

Co ptesné je 1Csy u inhibitoru enzymu a jaky je princip jejiho stanoveni?

Jaky je vztah mezi vazebnou energii, vypoctenou pomoci dockingu, a ICs,?

V protokolech syntéz latek K341 a K344 mate uvedeno ,,T.t. neméfena (amorfni).“ Jste
presvédcen, Ze u latek, které se jevi jako amorfni, nelze teplotu tani zméfit? Latky jsou Eleny
homologické fady 1,1 -oligoalkylenbispyridinium-dibromidi, u jejiz ostatnich ¢lent teploty
tani zmétené mate, takZe je redlny predpoklad, Ze jsou zméfitelné i u téchto dvou sloucenin.
V kapitole 6. Diskuse na str. 120 piSete, Ze pro testovani in vitro byla pouzita ,,mysi nebo
lidska rekombinantni AchE a lidska plazmatickda BchE*, zatimco v kapitole 4. Metodika na
str. 54 uvadite, ze ,,jako zdroj enzymu byl pouzit 1% (w/v) homogenat mozku bilého
laboratorniho potkana (kmen Wistar)®. Jak to tedy bylo?

Bis-kvarterni ammoniové slouceniny, pasobici v cholinergnim systému, se nachazeji téz v
jiné terapeutické skuping, nez jsou léCiva vzacné myasthenia gravis. O jakou skupinu a jaké
konkrétni latky se jedna?

Cely rozsahly soubor sloucenin, uvedeny ve Vasi praci, jste studoval jako potencialni
inhibitory cholinesteras. Uvazoval jste vSak i o jejich mozné piimé interakci s
acetylcholinovymi receptory a tom, jak by mohla jejich pfedpokladany Gc€inek ovlivnit? V
této souvislosti nachazim ve vasi praci zminku pouze o 10-methylakridinium-jodidu, ten je
zde v8ak zminén jen jako latka dokovand pro porovnani s Vasimi monokvarternimi derivaty.
Mimochodem, tvrdit, ze VaSe jednojaderné monokvarterni derivaty zaujmou v kavité
enzymu obdobné sendvicové uspotadani, jako trojjaderny akridinovy derivat, mi pfipada
ponckud odvazné. Avsak, jak by se asi v téle chovaly Vase bis-kvarterni slouceniny, a jak
dokované latky ze sérii REF a JBT?

Na jakém pocitaci ¢i pocitacich jste provadel Vase dokovaci a souvisejici vypocty? (V
Metodice to neni uvedeno.) Kolik strojového ¢asu bylo ptiblizné potieba na provedeni vSech
Vasich vypocti?

Zavér posudku

Z textu préce je zfejmé, ze za predkladanymi vysledky se skryva znacné mnozstvi prace vypocetni i
syntetické, byt’ syntetické postupy jsou velmi jednoduché. Cile prace byly beze zbytku splnény. O
odborné trovni uchazece svedei i1 vlastni publikované ¢lanky, jejichz seznam je uveden na konci
prace, a zejména 4 ¢lanky v Casopisech s IF, které jsou do dizertacni prace ptimo vlozené. I pies
uvedené pfipominky prace spliuje pozadavky, kladené na tento typ kvalifikacnich praci, a proto ji
doporucuji k obhajob¢ jako praci dizertacni.



