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Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Barbory Vanaskové

Disertacni prace Mgr. Barbory Vanaskové je prezentovana jako komentovany seznam
Sesti publikovanych védeckych praci a vysledkl jedné prace zatim nepublikované. Téma celé
prace je zaméfeno na syntézu latek odvozenych strukturné od uspé$ného antituberkulotika
pyrazinamidu a nésledné hodnoceni jejich biologickych vlastnosti se zaméfenim zejména na
jejich antimykobakterialni aktivitu. V préci je proto celkem logicky vénovana tvodni reSersni
cast tuberkuléze =z hlediska podrobného popisu patogenu a 1écby tohoto infekéniho
onemocnéni. V teoretické ¢asti velmi ocenuji, Ze je piehled pouzivanych latek zpracovan jasné,
prehledné a dava uceleny obraz o soucasné terapii a nejnové¢jSich latkach jak aktudlné
registrovanych v poslednich letech, tak téch, které se nachazeji v preklinickych a klinickych
studiich. Déle je zvySena pozornost vénovana pyrazinamidu, jehoz obmény studentka ve své
praci provadéla. Jsou uvedeny také jednotlivé teorie o jeho, ziejmé velmi komplexnim,
mechanismu G¢inku a nasledné jsou tyto teorie brany v potaz pii studiu adeptkou nové
syntetizovanych latek a hledani jejich mechanismu ucinku.

Vlastni experimentalni prace je zaméfena na syntézu nékolika sérii amidi kyseliny
pyrazinkarboxylové s obménami jak v amidové Casti, tak také v dalSich polohach pyrazinu.
Syntetické prace nebyly obzvlast’ komplikované, viceméné se jednalo vlastné o dva typy reakci
— amidaci a nukleofilni substituci. Na druhou stranu, vyzkum syntetickych metodik zfejmé
nebyl cilem prace, ktery vidim spiSe v hledani vztahi mezi strukturou a i€inkem v rozsahlych
sériich latek. Ocenuji pak snahu v druhé cCasti prace (kap. 5.2) zaméfit se 1 na hledani
mechanismu u¢inku jak pomoci dockingovych studii nebo monitorovani produktii enzymovych
reakci. Tato ¢ast prace ji jednozna¢né pomaha vyprostit se z pouhého screeningu velké série
latek. Vysledky jednotlivych biologickych aktivit jsou pak zhodnoceny a definovany urcité
vztahy mezi strukturou a antimykobakterialnich G¢inkem. Byly také objeveny i latky, které se
svoji aktivitou vyrovnaji standardu izoniazidu a/nebo pted¢i modelovou latku pyrazinamid.

Préce je po grafické a gramatické strance psana na velmi dobré trovni s mensim poctem
drobnych pieklept (piiblizné jeden pieklep na stranku). Malou vytku mam z tohoto pohledu
snad jen kK popiskiim obrazku, grafti a schémat, které se bézné uvadéji pod a ne nad obrazkem
apod. Popisky nad se pouzivaji pouze u tabulek.

K praci mam par poznamek, ptipadné ndméti do diskuze béhem obhajoby diserta¢ni prace:

e V obecné ¢asti je probirana problematika MDR a XDR kmenii mykobaktérii. Je zde ovSem
zcela opomenuta problematika TDR kment. Byl k tomu néjaky dtvod?

e V avodni ¢asti na str. 37 je kratce zminéna i1 vakcinace BCG vakcinou, jeji nizkd ucinnost
a snahy o pfipravu vakcin novych. Jaké jsou aktudlni vysledky pii vyzkumu téchto novych



vakcin a v ¢em zasadnim se li§i od BCG vakciny? D4 se ocekavat, ze se v dohledné dobé
na trh dostane néjaka nova vakcina?

Studentkou syntetizované latky série 1-3 byly pfipraveny za ,,0¢elem zvySeni lipofility*
s tim, ze pak budou rychle metabolizovany jaternimi amidasami na POA (str. 58). Pokud
tedy dojde ke $té€peni na POA jiz v jatrech, nelze o¢ekavat zvyseni lipofility pro prunik do
mykobakterii zavedenim lipofilni substituce na dusiku amidové skupiny. Na druhou stranu,
pokud ke $tépeni Vv jatrech nedojde a latka bude 1épe pronikat do mykobaktérii ve formé
amidu, je dost diskutabilni jeji hydrolyza na POA (a jeji derivaty) v mykobaktériich,
protoze ziejmé tyto latky nebudou substratem pro PncA. Toto je V praci diskutovano napf.
jiz v teoretické ¢asti na str. 46 jako problém stability amidové funkce pfi jeji hydrolyze
(latky 12 a 13) s tim, ze dle tvaru katalytického mista PncA a konjugace dusiku amidové
skupiny s aromatickym jadrem je nerealné St€peni téchto derivatl za uvolnéni POA. Taktéz
dle dockingovych studiich u latek série 5 (taktéZ obsahuje aromaticky substituent na dusiku
amidové vazby) to vypada, ze tyto latky nebudou substratem pro PncA. Jak si tedy
ptedstavujete, Ze tyto latky by teoreticky mohly fungovat?

Velmi ocenuji, Ze v praci byla zkoumana i cytotoxicita proti lidskym bunikam, a Ze se
v nékterych pripadech ukazalo, Ze se u antimykobakterialni aktivity nejedna Cisté o prostou
toxicitu ,,na vSechno®. Byl bych ale opatrné&jsi z hlediska interpretace vysledkd, protoze
index Sl pouze vétsi nez 10 (z toho divodu, Ze dal uz latka neni rozpustna) neni dle mého
nazoru dukazem ,dostatecné bezpe¢nosti“. Z tohoto pohledu by nebylo $patné pro
porovnani stanovit SI také pro izoniazid (pro pyrazinamid jsem jej v praci naSel) nebo
dohledat v literatute jaka je jeho toxicita proti riznym liniim lidskych bunék.

Na str. 67 jsou uvadény jako jedny z dtivodii pro vybranou sérii latek znalost mechanismu
uéinku pro 5-CI-PZA a jeho slibna aktivita. Tento divod asi nelze povazovat za zcela
relevantni, protoze po provedenych Upravach jsou latky jiz zcela jiné a amino substituent
proptjcuje latkam v sérii 4-7 zcela jiné elektronove, sterické 1 fyzikalné-chemickeé
vlastnosti.

Na str. 69 je popsan vznik vedlejsiho produktu ve schématu 7 v poméru 1:5. Pokud to dobie
chépu, tak to znamena, Ze vznika 5 dili vedlejsiho produktu a 1 dil toho chténého. Pak ale
neni realny vytézek 63% toho spravného produktu.

Muzete popsat, v ¢em spoc¢iva mechanismus a pifinos podminek dle Schotten-Baumana?
Dle mého nazory by voda v té reakci méla spiSe konkurovat chténé amidaci hydrolyzou
acylchloridu na kyselinu a vytézky by mély byt spise nizsi. Oc¢ekaval bych také jako dalsi
produkt 6-benzylaminopyrazin-2-karboxylovou kyselinu. Pro¢ podobné podminky nebyly
pouzity i pro syntézu latek dle Schématu 8, kde je zminovan vedlejsi produkt vznikly
stejnym mechanismem?

Bylo opravdu nutné u aminodehalogenaéni reakce (Schéma 9) piidavat triethylamin, a to
zejmeéna v piipad¢, kdy je primarni alifaticky amin pouZit ve vyrazném piebytku? V té
chvili je dle mého nazoru ten primdrni amin mistem vychytavani volného HCIL.

Na str. 70 se pise, ze methylamin byl generovan z vodného roztoku hydrochloridu, v piiloze
P4, ale o hydrochloridu neni zminka (syntéza latky 1b, str. 168). Co bylo tedy pouzito?



o Vysledky pro latku 9 na obr. 14 (zcela zde chybi keto-MAME) dle mého nazoru
neodpovidaji zcela vysledkiim prezentovanym na obr. 15 pro 9C. Ty vysledky by mély byt
dle podminek totozné. Kolik bylo provedeno u téchto pokusti opakovéani pro
potvrzeni/vyvraceni teorii a pfipadné pro upfesnéni statistickych dat (v ptiloze P7 se tento
udaj nenachazi)?

Zaveérem bych chtél poznamenat, ze vyse zminéné piipominky nesnizuji védeckou hodnotu
predlozené¢ prace, kterda je wucelenym védeckym dilem. Piedkladatelka je
autorkou/spoluautorkou Sesti védeckych publikaci v impaktovanych casopisech, které jsou
prezentovany v ramci disertacni prace, U dalsich ti praci a dvou patentt je ¢lenkou autorského
kolektivu. To povazuji za velmi kvalitni publikaéni vystupy na studenta postgradualniho studia.
Doporucuji proto jednoznacné piedloZzenou praci piijmout jako podklad k udéleni titulu Ph.D.

V Hradci Kralové, dne 18.10.2016

Doc. PharmDr. Petr Zim¢ik, Ph.D.

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze
Heyrovského 1203

500 05 Hradec Kralové

+420 495067257, zimcik@faf.cuni.cz



mailto:zimcik@faf.cuni.cz

