Oponentsky posudek k habilitaéni praci Ing. Milana Jakubka, Ph.D.

s nazvem ,Nové farmakofory a jejich formulace v medicinalni chemii“

Oponentsky posudek vypracoval: Doc..RNDr. Ivan Mazura, CSc.

Pfedkiadana habilitaéni prace pana Ing. Milana Jakubka, Ph.D, s ndzvem ,Nové farmakofory
a jejich formulace v medicinalni chemii” vznikala v nékolika poslednich letech prevainé
v Biotechnologickém centru Vestec {BIOCEV), 1.LF-UK. Nékteré specializované pfistrojové zdzemi
bylo vyuZivano i na Viysoké skole chemicko-technologické (VSCHT), kde piedkladatel habilitaéni
prace pUsobil dfive a plsobi jako pedagog dodnes (i naplft jeho souéasnych piednaiek pro
pregradudlni studenty VSCHT s ndzvem , Design 1é&iv”, je ndpinl medicindlné chemickou).

Formdini strénka habilitaéni préce: Struktura predklddané habilitaéni prace je rozvriena do 12
kapitol, z nich v kratkém , Uvodu® (kapitola 1, strany 1-2) je v textu piedstaven obor medicinalni
chemie, kterym se kandiddt systematicky zabyva jednak jako experimentélni pracovnik, ale také
jako vysokoskolsky pedagog. Graficka prezentace situaéniho pfehledu rozpracovanosti péti
pfedkiadanych témat medicinalni chemie je pFehlednou rekapitulaci (strana 2) jednotlivych stadii
vyvoje navrienych chemickych formulaci v okamZiku odevzdani habilitaéni prace. Popis krok a
aktudlni stav rozpracovanosti péti zafazenych témat je pak v praci rozdélen na kapitoly 2-6
(strany 3-29), kde je moiné soustavné sledovat proces vyvoje od stanoveni clle a chemického
popisu pres definici znamé bioaktivity ldtky, formulaci navrhovanych chemickych modifikac
zakoncené vysledky stability chemicky optimalizovanych formulaci. S pfehledem (i nadhledem)
jsou predkladany mechanismy U¢inku originalné pfipravenych formuli na jejich molekularni cile.
Kapitoly 2-6 se zabyvajl nasledujicimi tématy: kapitola 2 (strany textu 3-12) — Kurkuminoidy,
kapitola 3 {strany textu 13-20) - Inhibitory signalizace IL-6/IL-6R/GP130, kapitola 4 (strany textu
21-26) - Chelatory piechodnych kovil, kapitola 5 (strana textu 27) - Inhibitory TET1 proteinu,
kapitola 6 (strany textu 28-29) — Statiny. Vysledkovy pfehled, véetn& diskuse k pfipravovanym
ucinnym latkam je prezentovan v kapitole 7 (na strandch textu 30-43). Na strané 44 {v kapitole
8} jsou piehledné a jednoznaéné formulovany ,Zavéry” k jednotlivym tématdm zafazenym do
habilitacni prace. V kapitole 9 ,Seznam publikaci souvisejicich s praci“ je uveden seznam 9
publikacf v zahrani¢nich odbornych ¢asopisech s Impact Factorem (strany textu 45-46), v nichi
autor habilitacni prace je soucasti kolektivu spolupracovnik(: a) na prvnim misté (pfflohy & 6, 7
a 9), b) na druhém misté (pfilohy ¢. 2 a 5), c) osobou uzavirajfci autorsky kolektiv (pfedposledni
autor-pfiloha €. 3 a posledni autor-piilohy &. 1, 4 a 8). V kapitole 10 je prezentovén na stranach
47 a 48 ,Prehled zkratek” pouzivanych v této habilitaén{ praci. Kapitola 11 je seznamem pouzité
~Literatury”, na stranach textu 49-59 je uvedena celkem 223 literarnich odkaz(, které byly v textu
citovany. Na strané 60 zacind posledni kapitola 12 této habilitaéni préce, ,Pfilohy”, kterd
verifikuje ve stejném pofadi, jak je uvedeno v kapitole 9, Uplné znénf viech deviti publikaci, které
byly otistény v letech 2015-2021 v zahraniénich odbornych €asopisech {celkem kapitola obsahuje
9 pfiloh na plode 88 listl a 163 stran textu, véetn& schémat, tabulek, chemickych vzorcl a
obrazku).




ProtoZe kaZdd ze zafazenych kapitol 2-6 je vrazném stddiu rozpracovanosti {prezentovéno
graficky autorem v kapitole 1), dovolim si nyni kratkd nahlédnuti do kasdé kapitoly samostatné,

Kapitola 2 — Kurkuminoidy, Vtéto kapitole je &tena? price uveden do problematiky
kurkuminoidi, béinych potravinovych dopliikii a je velmi Usporné seznamen s komplexnim
pohiedem na problematiku novych formulaci kurkuminu. Strukturni znalost kurkuminu a jeho
derivatd, stejné jako jejich fyzikdlné chemické vlastnosti dovolily autorovi se zamyslet nad
optimalnimi modifikacemi nutnymi pro pfipravu Uginné substance | lékové formy. Znalost
terapeutického potencidlu kurkuminoidi (véetna jejich bioaktivity v riznych oblastech mediciny)
je i s literarnfmi odkazy prezentovdna v Gvodu této kapitoly. Velmi cenné je pro findlni uspéch
jednak literarni znalost pozic pro pozd&jsi modifikace kurkuminu (obr.2&. 6), ale zaroveri také
poutit{iont( pfechodnych kovh (napf. dvojmocné kationty zinku, médi a hofciku) v komplexu pro
zlepSeni rozpustnosti kurkuminu. Tvorba derivatd kurkuminu, kurkuminoidd je alternativni
cestou pro hledani novych forem terapeutickych efektd {viz tab. 2 této préce, napf. antinadorovy
¢i dalsl efekty). Obsahlé znalost systémd a technologickych piistup(i dodavanych léiv je patrnd
v Casti 2.6, kde se autor zamysli nad vhodnosti jednotlivych excipientd a technologii pro zlep3eni
bioaktivity kurkuminu. Snahou navriené nanoformulace kurkuminu bylo zvySeni rozpustnosti ve
vodném prosttedi, CehoZ byio dosaZeno manitolem (str. 30 pFedklddané habilitaéni prace).

Odpovéd na otazku, zda byla rozpustnost kurkuminového exktraktu zvysena, se nachazi v bodé 2
~Zaver(” této prace, kde je konstatovano, Ze zakladni Uvaha o nanoformulaci manitolem, byla
spravnd. Formulace byla dotaZena do komeréné aplikovatelného preparétu ve formé tablet a
uvedena na trh s nazvem NeoCurcumin, (Zévéry, str. 44, bod & 2, Publikace-Piiloha &. 1, IF=
6,321, dle Scopus database byla préce citovana celkem 3x, ztoho v &eskych odbornych

Casopisech Ox, v zahrani€nich odbornych ¢asopisech 3x).

Kapitola 3 - Inhibitory signalizace IL-6/IL-6R/GP130. Inhibitory signaini drahy Interieukinu 6 se
autor zabyva nejen z divod(i vyznamu interleukinu 6 jako prozénétlivého cytokinu vyvolavajiciho
tzv. cytokinovou boufi &i ucastnictho se chronickych zanétlivych procesd, ale také proto, e se
ucastni v patogenezi fady onemocnéni onkologického a neurodegenerativniho charakteru. Autor
kriticky hodnoti sou¢asny terapeuticky pfinos monoklonélnich protilatek a zdarazfiuje stale vétsf
vyznam inhibitord s nizkou molekulovou hmotnost/, jejich vyhody spatfuje v malych nakladech,
nizké antigenicité a toxicité a v moznosti ordlniho podavéni, Literérni popis a Uvaba nad analogy
madindolinu (zdroj Streptomyces sp.}, estrogenovymi analagy, derivaty bufadiendolidd ¢&i
derivaty peptid( coby inhibitor( signalizace IL-6 jsou struénou formou konstatovany v &astech
3.1-3.5. Autor zaméfil svou pozornost hlavné na bazedoxifen, tzv. selektivni modulitor
estrogenového receptoru tieti generace, Jeho navriend chemickd formulace spo&ivd v tvorbé
inkluzniho cyklodextrinového komplexu. Optimalni typ cyklodextrinu a jeho vhodn4 koncentrace
pro bhazedoxifen byly formulovany do patentové p¥ihlasky, licencované Univerzitou Karlovou,
V sougasné dobé se také nachazi synteticky pfipravend cyklodextrinova formulace bazedoxifenu
v testech klinickych studii. (Zavéry, str. 44, bod.&. 1, Publikace — Pfiloha ¢.2, IF= 5,924, dle Scopus
database byla prdce citovdna celkem 18x, ztoho véeskych odbornych &asopisech Ox,




v zahrani€nich odbornych ¢asopisech 18x a Pifloha €. 3, IF=5,924, dle Scopus database byla prace
citovana celkem 5x, ztoho v eskych odbornych &asopisech Ox, v zahraniénich odbornych
Casopisech 5x).

Kapitola 4 — Chelatory pfechodnych kovi. V kapitole cheldtory pfechodnych kov( je hojné
diskutovan vyznam nékterych prechodnych kova (Zelezo, méd), zinek & selen) jako kofaktor( Fady
vyznamnych enzymy ovlivnénych déji v lidském téle. Intracelularni hladiny téchto biologicky
aktivnich fontl jsou pod kontrolou fady transportnich a skladovacich proteind a plsobi jako
dohled nad rovnovahou koncentraci. Autor zmifiuje spravné velky vyznam pFechodnych jontd
v regulaci nékterych neurodegenerativnich a onkologickych onemocnéni. V této kapitole je
naznacen moiny synergicky patogeneticky efekt pfechodnych iontd a mutaci nalézanych ve
struktufe mitochondriaini DNA (u neurodegenerativnich poruch &lovéka). Pro budouci étendfe je
pfinosné autorovo zamyslenf nad zvySenou bioaktivitou pFirodnich polyfenolickych latek
v komplexu sionty pfechodnych kovl. Schématické zndzornéni synteticky pfipravenych
kofeinovych derivatl (Schéma 1) je vysledkové hodnoceno vtextu na str. 36 a je zde
konstatovdno, Ze nejucinnéjsi efekt byl pozorovan na buné&nych liniich T-lymfoblastické
leukémie (pozorovany efekt na inhibici syntézy DNA a RNA). Vysledky tvorby prazolovych
derivat( (inhibitorl protonové pumpy) s pomoci iontl pfechodnych kovl jsou prezentovany na
str. 37-38 s akcentem zejména na ionty Zeleza Fe3+, jejichz vy33i koncentrace miZe ovliviiovat
dle autora patologické procesy onkologického, metabolického a neurodegenerativniho
charakteru. Tato kapitola je ve stadiu publika¢niho rozmachu a neni dosud uzavfena. Je zfejmé,
Ze publikovana data jsou védeckou komunitou hojné diskutovana a e i v tomto sméru vyzkumu
se autor blizi systematicky ke stanovenému cili. (Zavéry, str. 44, body €. 3 a 4, Publikace — PFiloha
¢. 4 IF=4,913, dle Scopus database byla préce citovdna celkem 14x, z toho v ¢eskych odbornych
casopisech Ox, v zahraniénich odbornych &asopisech 14x, Pifloha & 5 IF=5,275), dle Scopus
database byla prace citovdna celkem 29x, ztoho v éeskych odbornych £&asopisech Ox,
v zahrani¢nich odbornych ¢asopisech 29x, Pfiloha ¢. 6 IF=1.688, dle Scopus database byla prace
citovana celkem 5x, ztoho vdeskych odbornych &asopisech Ox, v zahraniénich odbornych
Casopisech: 5x, Pffloha €. 7 IF=1,688, dle Scopus database byla prace citovana celkem 2x, z toho
v ¢eskych odbornych casopisech 0x, v zahrani¢nich odbornych ¢asopisech 2x a Pfiloha ¢. 8
IF=2,817, dle Scopus database prace dosud nebyla citovana)

Kapitola 5 — Inhibitory TET1 proteinu. V kapitole ,Inhibitory TET1 proteinu” se autor zamysli
nad chemickou podstatou mechanismu opravy excize baz( pii aktivni demetylaci pusobenim TET
enzyml. Uvaiuje zde o moznych souvislostech s nejriiznéjsimi nadorovymi onemocnénimi jako
jsou karcinom prsu a vajecnik( ¢i glioblastomy, kde jsou rovnéi pozorovany procesy demetylace
DNA. Akcentovana je pfedevsim (na strané 27 a stranich 38-40) zména hladin 5-hydroxy
metylcytosinu a jejich role v patogenezi napf. Rettova syndromu, akutni myeloidn( leukémie,
Alzheimerovy demence éi Parkinsonovy nemoci. V této kapitole se autor prace zabyva synteticky
pFipravenymi inhibitory TET1, Fe2+ dependentniho, proteinu. Pro spinénf cill této ¢4sti préce
byly navrieny heterocyklické hydrazony se specialné upravenym zbytkem kyseliny cholové g&i
benzoisothiazol-1,1- dioxidovou skupinou. (Obrazek 23, strana 39 a Schéma 2, strana 40).




Synteticky pfipravené chemické moiekuly ukazujf velkou afinitu cheldtord k iontoim dvojmocného
Zeleza a pFedpokIédanou inhibiéni aktivitu proteinu TET1. (Zévéry, str, 44, bod &. 5, Publikace —
Pfiloha €. 9, IF=5,275, dle Scopus database byla prace citovana celkem 3x, z toho vceskych
odbornych Casopisech 0x, v zahranignich odbornych ¢asopisech 3x).

Kapitola 6 - Statiny. V kapitole ,Statiny” se autor zamysli nad smysluplnnosti cesty pFipravy
statind z plisné Monascus purpureus a pfipravy jejich syntetickych derivatd. Vraci se mySlenkové
tak jako v minulych kapitolach k moznosti vyuziti téchto statinG v onkologické léébé. V této ¢dsti
habilitaéni préce byl vypracovén originalni protokol pro chemickou syntézu biologicky aktivnich
latek, rubropunctatinu a monascorubrinu z hub Monascus purpureus {Obrazek 24, Schémata 3,
4 a 5 na strandch 41-43). Vlastni syntéza a rdzné chemické modifikace obou |itek Jsou tedy
pfipraveny pro realizaci. Stabilita a biologickd aktivita takto synteticky pripravenych iatek
(statind) je v soufasné dobé detailné ovéiovéana v laboratornich podminkach. (Zavéry, strana 44,
dosud nepublikovano).

Shrnuti a zavér: S odkazem na ,Pfedlohu 1.LF-UK k vypracovani oponentského posudku na
habilitatni praci® musim konstatovat, Ze zpracovani péti témat oboru medicindlni chemie se
opira o hlubokou literarni znalost jednotlivych prablematik (citované prameny jsou hojné a zcela
dostadujici - souhrnny poéet citaci ke viem témattim je 223). Védeckd hodnota piedkladanych
Fesenf je dokumentovana seznamem pfiloZenych 9 publikaci v zahraniénf odborné literatufe s IE
vrozmezi 1,688 — 6,321 (Impact Factory periodik, stejné jako jejich citovanost jsou pfilozeny
vzavéru kazdého tématu, kapitoly 2-6, tohoto oponentského posudku). Silnou strdnkou
autorovy habilitaéni préce je metodické zdzemi, z ného? vyzafuje zfetelna podpora ustavu,
vnémi se vsoucasné dobé autor nachdzl, tj. v Biotechnologickém centru Vestec (BIOCEV),
Pracovité Je vybaveno 3pi¢kovou pfistrojovou technikou, kterou autor mize a zéetelnd umj
cilené vyuZivat. To samoziejmé zvyrazfiuje autorovu schopnost metodicky zvolit vhodnou
technologii, jak pro vlastni syntézy novych modifikovanych molekul, tak pro nasledné hodnoceni
fyzikalné chemickych &i biologickych parametr(i nové vznikajicich slougenin. Ze shora uvadénych
skuteénosti vyplyva, e kvalita docilenych vysledkd, mé&Feni a pozorovani je provazena nejen
systematickym usilim autora vhodné identifikovat cile vyzkumu a formulovat chemickou
zménu, ale také vybrat metodické zazemi. V neposledni fadé i je tfeba wvyzdvihnout
houZevnatou snahu autora o uplatnéni nové vznikajicich substanci v medicinské praxi.
Komplexnost pfistupu autora k jednotlivym tématéim je sohledem na jeho mladi velmi
pfekvapujici a dava nadéji, Ze zde vyriistd v oboru medicinilni chemie osobnost vysoce
nadprdmérného vyznamu. Graficka zpracovani chemickych vzorct, schémat a chemickych reakci
(véetné nékolika tabulek) je na Grovni, kterou nam v souéasnosti umoznuje 3pickové poditacové
a reprograficka technika, tedy vynikajici. Protoie se autor pfedkladané prace vénuje soustavné
oboru lékaiska chemie a biochemie, chtél bych na tomto misté vyzdvihnout aktudlnost a
vysokou originalitu vSech péti témat price. Pfestoie na prvni pohled se prace nezda byt
monotématickou, pozorny &tenaf brzy pochopi, fe pFedkladateli jde predeviim o pfipravu a
realizaci originalnich postupl syntézy novych molekul s bioaktivnim G&inkem na vybrana
onkologickd, neurodegenerativni & zanétlivdi onemocnéni &lovéka. Diskuse k jednotlivym




tématlm je usporng, ale vécna, co? velmi poméha étendfi se ve slozité problematice chemickych
syntéz orientovat. Zavéry prace jsou formulovény jasné a srozumitelné a literatura je v textu na
svém misté. Na nékolika mistech v textu jsou drobné pFeklepy (napf. na strané 35 — posledni
Fadek - oznaceno Schéma 1, tykajici se kofeinovych hydrazon(i je u vlastniho schématu na strané
36 oznaceno jako Schéma 21). Tyto drobnosti nikterak nesnizuji vysokou hodnotu habilitaéni
prace a lze je odstranit napf. vloZzenym erratem.

PFi Cteni habilitaéni préce mne napadala fada my3lenek a s tim spojenych otazek, co? je dikazem
tvarciho prostfedi medicindini chemie, v némi se autor jiz nékolik let pohybuje a naléza i nyni.
Z mnoha myslenek a tvah si dovolim pouze dva doplfiujici dotazy:

1/ Na strané 36 jsou 2-N-heteroarylové derivaty kofeinovych hydrazoni diskutovany jako
ucinnéjsi a selektivn&jsi v inhibici DNA a RNA (stejné jako v indukci apoptdzy) nei derivaty 2-
hydroxyarylové stejnych sloucenin. Je moZné blie definovat a detailnéji popsat, v jakém
smyslu je jejich plisobeni selektivnéj$i a které z chemickych skupin se zdaji byt autorovi
nejpouZitelnéjsi pro praktické vyuziti?

2/ V jakém stadiu vyvoje se nachazi syntézy rubropunctatinu a monascorubrinu? Zda jsou cesty
syntézy pouze v empirické roviné ¢i zda jiZ probihaji laboratorni testy pfipravenych slouéenin?
UvaZuje se jejich pozdé&jsi vyuZiti i pro poruchy kardiovaskularniho systému?

Jak je zfejme z textu i z diskuse, habilitacni prace pfinasi zcela nové a originalni védecké poznatky
a je velkou nadéji do budoucich let, Ze nejen ing. Milan Jakubek, PhD, ale také jeho vyzkumna
skupina, kterou kolem sebe shromazdil, dostane vétsi prostor pro svou plodnou védeckou
¢innost. Doporucuji proto praci pfijmout v predlozené formé a na jejim zdkladé doporuéuji
udélit titul docent pro obor LékaFska chemie a biochemie.

V Praze, dne 24.6.2022 Doc.RNDr.lvan Mazura,CSc.

- oponent









