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Studium acidobazickych vlastni biologicky aktivnich latek zaujima dutleZitou roli pfi
vyvoji a vyzkumu novych lékovych struktur; acidobazické vlastnosti ovliviiuji adsorpci,
distribuci i eliminaci latek zorganismu. Informace z takto ziskanych udaji jsou cilené
vyuzivany pfi vyvoji novych 1€¢iv, protoze maji dilezity vliv na farmakokinetiku a
farmakodynamiku 1écivych latek. Hodnoceni acidobazickych vlastnosti 1é¢ivych latek se
neobejde bez vyuziti spolehlivych a dostupnych analytickych metod jako je potenciometricka
titrace, spektrofotometrie, 1ze ale vyuzit i separacni chromatografické &i elektromigraéni
metody.

Diserta¢ni prace ing. Zuzany Ferencikové je pfedloZena jako soubor 14 piivodnich
originalnich experimentdlnich praci autorky, publikovanych v obdobi 2010-2013, dopln&nych
teoretickou ¢asti a dostate¢né rozsahlym komentafem k uvedenym pracim. Cilem disertadni
prace ing. Zuzany Feren&ikové, kterd se sklada celkem ze Sesti kapitol véetng Uvodu a
Zavéru, bylo vyuziti vybranych instrumentalnich metod (potenciometrické titrace a
spektrofotometrické titrace) ke studiu termodynamickych parametra (disociaénich konstant,
zmén entalpie, entropie a Gibbsovy energie) u vybranych 16 biologicky aktivnich latek.
V uvodni ¢asti se autorka zabyva obecné vybranymi skupinami 1é¢ivych latek, pouzitymi
instrumentdlnimi metodami a problematice disociaénich konstant. Tato ¢4st je sepsdna
stru¢né, ale vystizné a autorka jasné specifikuje hlavni problémy pfi ziskavani tidaju.

V experimentalni ¢asti prace jsou kromé pouzitych chemikalii a instrumentace stru¢né
shrnuty hlavni poznatky a vystupy zjiz publikovanych praci, sodkazem na detaily
v uvedenych pracich. V rozsdhle Ptiloze jsou pfilozeny pivodni origindlni v&decké prace
publikované v odborné literatufe. VSechny prace — az na jednu — jiz byly publikovany ¢i
alesponi akceptovany pro publikaci, vétSinou ve velmi solidnich zahrani¢nich asopisech
(Spectrochimica Acta A, J.Chem.Thermodynamics, Fluid Phase Equilibria, apod.), 13 z nich
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ale Skoda, ze i pres velmi rozsdhlou publika¢ni aktivitu neni autorka disertaéni prace ani na
jedné z publikovanych praci uvedena jako prvni autor. Mohlo by to vyvolat Gvahu, jak
intenzivné byla zapojena do sepisovani rukopist.

Predlozena disertacni prace je co do poctu stran velmi rozséhla — ptes 100 stran vlastni
prace a téméf 150 dalSich stran pfiloh, a obsahuje velké mnoZstvi experimentalnich dat,
statistickych tdajii a vysledkd. Vzhledem k tomu, Ze vSechny prace autorky predloZené
v disertani praci jiz byly fadné oponovany pied akceptaci do védeckych casopisd, je
prakticky obtizné najit a vytknout n&jaké ptipominky. Formalni tiprava prace je velmi pecliva
a pIn¢ vyhovuje pozadavkiim kladenym na disertaéni prace. Prace p¥inasi fadu ptivodnich
poznatk do problematiky acidobazickych vlastnosti novych struktur 1é¢ivych latek a je
dokladem piinosu autorky v uvedené oblasti vyzkumu.

Disertacni prace je sepsana peclivé, piehledné a prakticky bez chyb (napt. str. 11 —
Spektroflurometrie). K praci mam tyto pfipominky ¢i dotazy:

- s.14 — Souhrn - pro¢ byly dvé 1é¢ivé latky (risedronat a capecitabin) zafazeny do
obou skupin — ,,ve vodé¢ dostatecné rozpustnych® i ,,ve vodé slab& rozpustnych*
lé¢ivych latek ?

Pro¢ u takto zndmé léCivé latky byly meéfeny disociaéni konstanty, ty nebyly
znamy jiz predtim ?

- str. 33 — co mate na mysli pod pojmem .,stabilita kolon* ? Existuji kolony, které

by byly stabilni v Sirokém rozsahu pH ?

Zavérem mohu konstatovat, Ze ing. Zuzana Ferencikova piedlozila velmi kvalitni
disertacni praci, obsahujici velké mnozstvi experimentalnich vysledkd publikovanych
v kvalitnich odbornych ¢asopisech. Posuzovana prace dokazuje vysokou védeckou aktivitu
autorky a spliiuje vSechna kritéria kladend na diserta¢ni prace, proto ji doporuduji pfijmout

k obhajobé¢ a dalsimu #izeni o udéleni védecké hodnosti Ph.D..

Hradec Krélové 22.5.2013 A w

Prof. RNDr.Petr Solich, CSec.
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Oponentsky posudek

na doktorskou disertacni praci Ing. Zuzany Ferencikové
»Stanoveni disociacnich konstant vybranych lé¢iv”.

Oponovana doktorska disertacni prace se zabyvd stanovenim termodynamickych disociaénich
konstant 16 dodanych léCiv ve vodé. Viechna studovana léciva jsou chemicky sloZité organické
slouceniny, které ve své molekule obsahuji jedno nebo vice bazickych center, jeden nebo vice
kyselych vodik(i, popfipadé kombinaci obojiho. Komplikujicim faktorem je navic mald rozpustnost
nékterych léCiv ve vodé. Stanoveni disociacnich konstant takovychto slougenin je proto velmi obtizné.
Podle povahy a rozpustnosti léiva ve vodé uchazetka pouZila ke stanoveni techniku
potenciometrické nebo spektrofotometrické titrace a precizné zméfend experimentalni data
zpracovala sofistikovanymi matematickymi a matematicko-statistickymi programy. Objem vykonané
experimentalni prace s naslednym zpracovanim experimentalnich dat je nepochybné velky a zaslou#i
uzndni. Vysledky byly publikovény ve 14 pivodnich sdélenich v Easopisech s recenznim Fizenim, u
nichz je Ing. Ferencikova spoluautorkou, ani v jenom pfipadé viak ne jako prvni autor.

Dotaz: Jaky je podil uchazecky na publikacich tykajicich se pfedmétu disertacni préce?

Prace je ¢lenéna do sedmi kapitol a doplnéna Seznamem publikovanych praci s jejich plnymi texty
v pfilohdch. Vécné je disertacni prace tvofena dvéma bloky. Prvni zahrnuje kapitolu snazvem
Literdrni €ast s popisem studovanych lé€iv, kapitolu s ndzvem Teoretickd ¢ast zaméFenou na danou
problematiku a metodiku jejiho FeSeni, a velmi struénou kapitolu s ndzvem Experimentalni &ast
s obecnym popisem provedenych experimentl. Druhy blok zahrnuje kapitolu Vysledky a jejich
diskuse, ktera je zvetsi Césti kompildtem pfipojenych publikaci v fazeni podle jednotlivych 1&&iv,
s dlirazem na vyhodnoceni experimentélnich dat.

K oponované doktorské praci mam nasledujici dotazy a pfipominky:
V Kap. 3.3 jsou diskutovény termodynamické aspekty disocia¢ni, tedy rovnovazné konstanty.

Dotaz: V Tab. 3 je pouZit vyraz ,Reakce probihd ...“. Jednd se o proces ustanovovdni rovnovdhy?
Souvisi spolu poloha rovnovdhy vyjddrend rovnovdzZnou konstantou a rychlost ustanovovdni
rovnovdhy zavisejici na rychlostni konstanté?

Kap.3.5 je nazvana Kvantové-chemickd predikce disociacnich konstant na zékladé struktury
molekuly. Nazev kapitoly je zavadéjici, nebot popsané metody predikce disocia¢nich konstant jsou
zalozeny na databazich experimentalnich hodnot a na vztazich podobnosti (Hammettova rovnice,
Taftova rovnice), popfipadé na dalSich empirickych vztazich. Kvantové-chemickd predikce by byla
zaloZena na kvantové-chemickém vypoctu energii disociované a nedisociované formy dané chemické
slouceniny, pficemz zasadnim problémem je zahrnuti vlivu prostiedi, co? je velice obtizny a pro velké
molekuly v soucasné dobé zfejmé nefesitelny problém.

V Kap. 3.9.2 je diskutovana aplikace faktorové analyzy na urleni poctu &stic v roztoku. Ve schématu
na Obr. 20 je u symbolu E uvedeno, Ze se jedna o matici chyb.



Dotaz: Matici chyb v Obr. 20 jsou minény experimentdlini chyby? Byla k vypoctu skutecné pouZita
faktorovd analyza (FA), nebo se jednalo o metodu hlavnich komponent (PCA)? Jaky je mezi nimi
rozdil a jak se aplikace obou metod projevi ve spravnosti uréeni poétu dstic v roztoku?

Kap. 5 Vysledky a jejich diskuse se podrobné zbyva zejména popisem vyhodnoceni jednotlivych
experiment(. Postradam v3ak srovndni stanovenych disocia¢nich konstant se zndmymi hodnotami
tam, kde existuje strukturni podobnost mezi ¢astmi molekuly lé¢iva a jinou vhodnou molekulou.
Rozhodné by to potvrdilo spravnost vysledki.

Dotaz: Pro¢ nebylo uvedené porovndni alespori u nékterych Iéciv provedeno? Mohla by uchazecka
uvést alespori jeden pfipad studovaného léciva, na kterém by porovndni prezentovala?

Néktera studovana léCiva jsou ve formé soli se slabymi kyselinami (napf. Fyzostigmin salicylat,
Sildenafil citrat, Butorfanol tartarat, Butamirat dihydrogencitrat) a stanoveni disociaénich konstant
zahrnuje jak hodnoty pro samotné lécivo, tak i doprovodnou kyselinu. V nékterych ptipadech lze ale
stanovené hodnoty pK, doprovodnych kyselin snadno pfifadit.

Dotaz: Pro¢ nebyla stanovend pK, porovndna se zndmymi hodnotami pK, doprovodnych kyselin?
Mohla by uchazecka pfedvést alespori jedno takové srovndni?

Néktera studovand lé¢iva maji ionizovatelné karboxylové skupiny (napf. Methotrexat) nebo
protonovatelné atomy dusiku (napf. Rasagilin, Fyzostigmin salicyl4t, Butorfanol tartarat, Butamirat
dihydrogencitrat) nezapojené do konjugovaného systému. Acidobézické procesy na téchto centrech
se nemohou projevit vyznamnymi zménami v UV-VIS oblasti, nebot se jednd o n-7 prechody
s malymi hodnotami molarnich absorpénich koeficientl. Karboxylové kyseliny vykazuji slabou
absorpci pfi cca 205 nm, protonace alifatické aminoskupiny nezapojené do konjugace se spektralné
v méfené oblasti zfejmé neprojevi vilbec. Pfes tyto skutecnosti byly indikovany zmény v UV-VIS
oblasti a stanoveny disociacni konstanty, jejich hodnoty lze pfifadit disociaci ¢ protonaci na
uvedenych centrech.

Dotaz: Skutecné byly u Butorfanol tartardtu spektrofotometrickou titraci nalezeny dvé disociacni
konstanty s blizkymi hodnotami? Jedna z nich zcela jisté odpovidd disociaci fenolické
hydroxyskupiny. Cemu odpovidd druhd?

Dotaz: Mohla by se uchazecka vyjddrit ke spektrofotometrickému stanoveni pK,, lé¢iva Rasagilin,
které obsahuje pouze jednu protonovatelnou alifatickou aminoskupinu nezapojenou do konjugace?
Zjisténd hodnota pK, = 7.13, resp. 7.07, je znacné netypickd pro alifatické sekunddrni aminy

(pK, dimethylaminu ve vodé je 10.64).

Kap. 5.10 se zabyva termodynamickymi parametry disociatniho procesu. V této kapitole Ize nalézt
fadu chybnych tvrzeni, ktera nelze nechat bez komentafe. Véta ,Protonaéni energii, definovanou
jako rozdil mezi celkovou energii protonované a neutrdini formy, lze povazovat za ukazatel sily
vodikové vazby (...) a lze ji proto uzit k uréeni spravné lokalizace nejvhodné&j$iho mista vodikové
vazby.” ukazuje na naprosté nepochopeni rozdilu mezi pojmy Brgnstedova kyselina (jeji disociace je
podstatou viech méfeni v disertani praci) a vodikové vazba. RovnéZ pojem QSAR je chapan mylng,
v praci zadny vztah tohoto typu neni pouZit (Obr. 44 jen dokumentuje platnost vztahu (5)).
Interpretace €lanku [151] (nepochopitelné ptisuzovaného Grunwaldovi) tykajiciho se vztahu mezi
enthalpii a entropii ve znéni ,Podle jeho teorie m(iZe byt korelace zplisobena dvéma typy interakci, a
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to bud’ preusporfadanim roztoku, nebo molarnim posunem” je zcela nesrozumitelnd. Vztah mezi
enthalpii a entropii je definovan tzv. isokinetickym vztahem AH =£A4S, pficem? jak presvédcivé ukazal
Exner (zejména v ¢lanku ,How to get wrong results from good experimental data: A survey of
incorrect applications of regression.”, J. Phys. Org. Chem. 1997, 10, 797-813, pfipadné té7 v knize
Exner O., Korela€ni vztahy v organické chemii, SNTL Praha, 1981, str. 108), nelze isokinetickou teplotu
B urtit ze zdvislosti AH vs AS ziskanych vypoctem ze stejnych experimentalnich dat. Zavislost na
Obr. 43 bude ze své podstaty vzdy linedrni, ale fyzikdlné nespravnd, a jeji interpretace je tedy
nesmyslnd. Piekvapivé je, Ze uvedena analyza prosla recenznim fizenim a je pfedmétem publikace
(Pfiloha P14, v ¢lanku je dokonce odkaz na vySe uvedenou Exnerovu praci), kdy? je zaloZzena na dévno
zndmém omylu.

Oponovand prace ma z mého pohledu i forméini chyby a nedostatky. V disertaéni praci bych ocekaval
jednotné a formalné bezchybné vysazené chemické vzorce. Napf. ve vzorci Fyzostigminu na str. 15
chybi vazba, v nékterych vzorcich, napf. Methotrexdtu na str. 13 nebo Sitagliptin fosfatu na str. 19
chybi vyznaceni absolutni konfigurace na chiralnim centru. V Kap. 2.1.2, Kap. 2.7.1, Kap. 2.7.2 a
Kap. 2.8.1 chybéji symboly pK,. Chemické nazvy alkoholl se pisi spravné methanol, ethanol, nazev
isopropanol je zcela chybny. Podobné spravné ma byt psano Crohnova, Myasthenia gravis, nikoliv
Cronova choroba, Myastenie gravis. ZardZejici jsou neobratné formulace, jako ,Jsou-li k dispozici
pouze dvé rlzné teploty” (str. 26), ,jsou odebrany ty vinové délky, u kterych nedochazi
k dostatecnému ovlivnéni chromoforu” (str. 35), ,reakéni smés je tvofena molekulou léciva a
protony” (str. 38), ,Rovnovazna smés vznika titraci reakéni smési“ (str. 38), ,Cilem faktorové analyzy
je proto sumarizace dat a jejich redukce” (str. 39), ,porovnani zbytkové rezidualové chyby” (str. 40),
,Disociace vardenafilu poskytuje Ctyfi protonacni konstanty” (str. 66), apod. Nékterd uvedend tvrzeni
jsou ve sporu, napf. na str. 14 je uvedeno, Ze Rasagilin je rozpustny ve vodé, na str. 56 je naopak
uvedeno, Ze tento typ lééiv je velmi omezené rozpustny ve vodé (a to lze na zakladé chemické
struktury ocekavat).

Zavér:

Pfes nepochybné velky objem vykonané prace jsem nucen na zakladé uvedeného hodnoceni
pristoupit k zavéru, Ze doktorskou disertacni praci Ing. Zuzany Ferencikové doporucuji k obhajobé
s vyhradami, a ocekdvdm, Ze pfi obhajobé presvédcivé vysvétli problematické ¢asti své préce.

V Pardubicich 10. kvétna 2013




