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OPONENTSKY POSUDOK

na dizertacni pracu Mgr. Barbory Vanaskovej s nazvom: ,Derivaty pyrazinkarboxylové
kyseliny jako potencialni antituberkulotika (pfiprava a studium biologickych vlastnosti)*

Veduci dizertacnej prace: Prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Odborny konzultant: PharmDr. Jan Zitko, Ph.D.

Predlozena dizertacna praca pani Mgr. Barbory Vanaskovej bola vypracovana na Katedre
farmaceutickej chémie a kontroly lieciv Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové Univerzity
Karlovej v Prahe. Primarnym leitmotivom prace je priprava a hodnotenie biologického pdsobenia
zlucenin, ktoré su struktirne odvodené od pyrazinkarboxylovej kyseliny.

Po formalnej stranke je dizertacna praca tvorena 226 stranami textu. V uvodnej casti autorka
d’akuje svojmu skolitel'ovi, Prof. PharmDr. M. Dolezalovi, Ph.D. a aj odbornému konzultantovi,
PharmDr. J. Zitkovi, PhD., za odborné vedenie, rady a pomoc pocas celého doktorandského
stadia. Mgr. Barbora Vanaskova tiez vyjadruje podakovanie kolegom z Katedry farmaceutickej
chémie a kontroly lieciv a aj jej dalsim mimokatedrovym, resp. mimofakultnym
spolupracovnikom, ktori participovali pri rieseni ¢iastkovych vyskumnych dloh.

Predkladatel’ka tejto dizertacnej prace bola, resp. je uspesnou riesitelkou niekolkych
grantovych projektov, a to GAUK 710312 B-CH/FaF, GAUK 1594214 B-CH/FaF, SVV-2016-
260-291, IGA NZ 13346, FAFIS CZ.1.07/2.2.00/28.0194, TEAB CZ.1.07/2.3.00/20.0235
a projektu Pre-seed 11 CZ.1.05/3.1.00/14.0299.

Kapitola 7 Formulace problematiky a 3piisob reseni je venovana strucnej epidemioldgii a incidencii
tuberkulézy (TBC) a aj pyrazinamidu (PZA), liecivu, ktoré patri do prvej linie antituberkulotik.

Ciele dizertacnej prace su jednoznacne a jasne formulované v kapitole 2 Ci/ price, t.j.
(i) zhrnutie problematiky tuberkuldzy, sucasnych moznosti terapie a trendov vo vyvoji novych
antituberkulotik, (ii) priprava novych originalnych derivatov pyrazinkarboxylovej kyseliny (POA),
(i) hodnotenie ich fyzikalno-chemickych a (iv) biologickych vlastnosti. Sticast’'ou tejto kapitoly
su aj prehladne znazornené prislusné cielové struktuary.

V kapitole 3 Teoreticka cdst, 3.1 Tuberkuldza Mgr. Barbora Vanaskova detailnejsie informuje
o epidemiolégii a incidencii TBC, o jej rezistentnych formach a o problémoch, ktoré su spojené
s HIV-koinfekciou. Specidlna pozornost’ je venovani stavbe bunkovej steny Mycobacterium
tuberculosis (kapitola 3.2 Mycobacterinm tuberculosis — bunéind sténa), sicasnym klinickym farmakotera-
peutickym moznostiam a terapeutickym rezimom, ktoré st pouzivané pri liecbe TBC (kapitola
3.3 Terapie  tuberkuldgy). Autorka tiez prehladne sumarizuje antituberkulotika, ktoré sa
v predklinickych a klinickych fazach vyskumu a ktoré patria do skupiny benzotiazinénov,
kaprazamycinov, analégov spektinomycinov, riminofenazinov, dipiperidinov, imidazopyridinov,
oxazolidinénov a etyléndiaminov.
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Osobitna pozornost’ je sustredena na pyrazinamid (PZA; kapitola 3.4 Pyrazinamid),
na nespecifické a $pecifické mechanizmy jeho antituberkulotického pdsobenia a mechanizmus
vzniku rezistencie proti tomuto liec¢ivu. Dizertantka Mgr. Barbora Vanaskova prehl'adne uvadza
aj vzt’ah medzi chemickou $truktirou derivatov PZA a ich antituberkulotickou aktivitou.

Metodicka cast’ dizertacnej prace (kapitola 4 Metodickd (dst) je venovana (i) charakterizacii
pristrojového vybavenia a pouzitych analytickych metdd (kapitola 4.7 Pristroje, chemikdlie a pousité
analytické metody), (i) aplikovanym syntetickym postupom, ktoré su prezentované textovou
formou a schématicky (kapitola 4.2 Pougité syntetické postupy), (iii) $tadiu in silico (kapitola
4.3 Docking) a aj metodikam zn vitro biologického hodnotenia (kapitola 4.4 Metodiky biologického
hodnoceni), tj. evaluacii antimykobakterialnej, antifungalnej a antibakterialnej aktivity
syntetizovanych zlacenin; studiu inhibicie syntézy mykolovych kyselin a dalsich elementov
mykobakterialnej bunkovej steny; hodnoteniu antivirusového, cytotoxického a herbicidneho
posobenia.

Samostatni a ucelent cast’ dizertacnej prace tvori komentar a diskusia k dosiahnutym
vysledkom (kapitola 5 Komentar dosagenych vysledkii a jejich disknze). Autorka prace pri diskusii
o vysledkoch zohl'adnuje jednotlivé série pripravenych derivatov. Hodnotené zluceniny boli
rozdelené do niekolkych sérii, a to P7 (IN-benzylpyrazin-2-karboxamidy; 12 zlacenin), P2 (IN-ben-
zylpyrazin-2-karboxamidy a N-fenylpyrazin-2-karboxamidy; 16 zlacenin), P3 (IN-fenylpyrazin-2-
-karboxamidy; 25 zlucenin), P4 (alkylamino-/fenylalkylaminoderivaity PZA; 22 zlucenin),
P5 (alkylamino-/fenylalkylaminoderivaty N-fenyl- a N-(2-chlérfenyl)pyrazin-2-karboxamidu;
19 zluc¢enin), P6 (alkylamino-/fenylalkylaminoderivaty N-benzylpyrazin-2-karboxamidu; 17 zluce-
nin), a P7 (cykloalkylaminoderivaty N-fenyl- a N-benzylpyrazin-2-karboxamidu; 12 zlucenin).

Diskusia k ziskanym vysledkom je orientovana na syntézu, molekulovomodelovacie $tudium,
in vitro hodnotenie biologickych profilov pripravenych zlucenin a aj na komplexné hodnotenie
vzt'ahov , Struktara-aktivita® (SA4K).

V zavere dizertacnej prace (kapitola 6 Zdvér) su sumarizované najvyznamnejsie zistenia, nové
originalne poznatky a prinosy autorky pre rozvoj vedeckej discipliny spolu s uvedenim
chemickych struktur najperspektivnejsich zlacenin P3-73, P4-2i a P4-1z, ktoré su charakterizované
relevantnymi ddajmi z biologického hodnotenia.

V kapitole 7 Seznam publikovanych praci je prezentovany zoznam vedeckych publikacii autorky
dizertacnej prace spolu s jej konkrétnou participaciou na prislusnom publikachom vystupe.

Doterajsia publikacna aktivita Mgr. Barbory Vanaskovej je vynikajica —je prvou autorkou,
resp. spoluautorkou 6smych publikacii v renomovanych karentovanych, resp. impaktovanych
casopisoch Molecules, Bioorganic & Medicinal Chemistry, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters,
Chemical Biology & Drug Design, MedChemComm alebo Chemical Papers. Mgr. Barbora Vanaskova je
tiez spoluautorkou patentu WO 2016/095877 Al: 2016, resp. PV 2014-925 a autorkou
niekolkych prednasok (3) a posterovych prispevkov (9) na narodnych a medzinarodnych
vedeckych konferenciach.

Kapitola 8. Segnam pounzité literatury obsahuje 250 citovanych literarnych a internetovych
zdrojov.
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Prilohy tvoria autorkine publikacie, ktorych obsah je diskutovany v prislusnych castiach
dizertacnej prace (prilohy P7—P6), resp. su to doposial’ nepublikované ddaje (priloha P7).

Z predkladanej dizertacnej prace je zrejmé, Ze autorka velmi dobre zvladla zvolend
vysokoaktualnu problematiku, ktorda ma vel'mi vyznamny potencial praktického vyuzitia. Praca
Mgr. Barbory Vanaskovej je po stranke vedeckého obsahu a aj zo Stylistického a jazykového
pohl'adu na vybornej urovni.

Publikacné vystupy Mgr. Barbory Vanaskovej jednoznacne potvrdzujd, ze vysledky jej
vedecko-vyskumnej ¢innosti boli vel'mi detailne posudzované, komentované a presli vel'mi
narocnymi recenznymi konaniami. V ramci diskusie k dizertacnej praci si dovolujem predlozit’
uchadzacke niekol’ko doplnujacich otazok, resp. nametov:

1. Pomerne novou skupinou zlucenin, ktoré vykazuju zaujimavé antimykobakteridlne
posobenie (vratane Gcinnosti proti niektorym rezistentnym kmenom Mycobacterium tuberculosis), st
benzotiazinény. Vo svojej dizertacnej praci uvadzate, ze derivaty s pracovaym oznacenim
BTZ043 a PBTZ169 st vo faze predklinického hodnotenia (str. 34). St zname aj udaje
o moznom antimykobakterialnom posobeni ich metabolitov?

2. VeImi slubna antimykobakterialna aktivita bola zistena aj v pripade tzv. hybridnych
molekadl, ktorych chemicka Struktira je ,kombindciou® substituovaného pyrazinamidu
a substituovaného 6-fluérchinolénu  (str. 44). Mozete, prosim, Specifikovat’ vzt'ah medzi
chemickou struktirou a antimikrébnou téinnost’ou takychto zlucenin?

3. Pri SAR-hodnoteni v skupine N-benzylpyrazin-2-karboxamidov a N-fenylpyrazin-2-
-karboxamidov (séria P2) konstatujete, ze pritomnost’ elektronakceptornej skupiny v polohe 2
(2-Cl, 2-I) fenylového jadra nemusela byt’ nevyhodnou z hladiska posobenia prislusnych zlicenin
proti M. tuberculosis HzR. (str. 65—60).

Akym sposobom by sa podla Vas mohla prejavit’ 2,6-dichlérsubstiticia v antimykobakterial-
nom profile takto substituovanych N-fenylpyrazin-2-karboxamidov (str. 59, séria P2, #=0)?
Pritomnost” dvoch atémov chléru v polohe 2 a 6 by pravdepodobne znamenala vznik takmer
planirneho systému, v ktorom by mohli byt atémy chléru ,zlahka® mimo roviny. Ulohu
by mohli zohravat’" aj repulzné efekty medzi elektrénovymi oblakmi atémov chléru
a NHCO-skupinou.

4. Co bolo motivaciou pre vber hydroxyalkylového a metoxyalkylového substituenta v sérii
zlucenin P5,; alkylamino-/fenylalkylaminodetivitov N-fenyl- a N-(2-chlétfenyl)pyrazin-2-karbox-
amidu (str. 68)? Ocakavali ste pri projekcii takychto molekul ich zaujimavé antimykobakterialne
posobenie?

5. Pri hodnoten{ ucinnosti 6-alkylamino-N-fenyl- a 6-alkylamino-N-(2-chlérfenyl)pyrazin-2-
-karboxamidov 3a—f proti M. tuberculosis HR, (str. 179, priloha P5 — ,Table 1%) bol pozorovany
narast ich aktivity az po derivaty s R=H, A/%&=C¢Hi3, C;His (MIC=5 pM). Nasledujuca zlucenina
v homologickom rade, v ktorej chemickej Struktare A%=CsHi; (3f), vykazovala vsak uz nizsiu
ucinnost’” (MIC=10 uM). Podobny priebeh mala aj zavislost’ antimykobakterialneho posobenia
2-Cl-substituovanych molekual 4a—f od diZky alkylového retazca Alk. Ako sa takyjto fenomén
nazgva? Co by mohlo byt jeho pricinou?
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Ciele dizertacnej prace, prezentované v kapitole 2 C7/ price, boli jej predkladatelkou
realizované komplexne a uplne. Z dizertacnej prace a aj z publikacnych vystupov uverejnenych
v renomovanych karentovanych, resp. impaktovanych casopisoch Molecules, Bioorganic & Medicinal
Chemistry, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, Chemical Biology & Drug Design, MedChemConm
alebo Chemical Papers, v ktorych je Mgr. Barbora Vanaskova prvou autorkou, resp. spoluautorkou,
vyplyva, ze vie komplexne analyzovat’ problém, navrhnut’ jeho rieSenie s pouzitim modernych
metdd a postupov a komplexne vyhodnotit’ ziskané vysledky.

Po zodpovedani otazok a uspe$nej obhajobe dizertacnej prace odporuc¢am udelit’
Mgr. Barbore Vanaskovej vedecko-akademicky titul Philosophiae Doctor (Ph.D.) vo vednom

odbore farmaceuticka chémia.



