
вIдгук
офiцiйного опонента

на дисертацiю Алли .Щмитрiвни Очеретнюк
"Тiазолiевi солi як iнгiбiтори холiнестераз",

подану на здобуття наукового ступеня кандидата хiмiчних наук

за спецiальнiстю 02.00.10 - бiоорганiчна хiмiя

.Щисертацiя Алли,Щмитрiвни Очеретнюк присвячена проблемам створення

нових iнгiбiторiв холiнестераз на ocHoBi солей тiазолiю та дослiдженню ixнboi
бiологiчноi активностi щодо цих ферментiв i молекулярних механiзмiв дii iп vitro

та iп silico. Представлена до офiцiйного захисту дисертацiйна робота повнlстю
вiдповiдае спецiальностi 02.00.10 - бiоорганiчна хiмiя.

Роботу виконано в безпосередньому зв'язку з тематикою дослiджень вiддiлу
механiзмiв бiоорганiчних реакцiй Iнституту бiоорганiчноi xiMii та нафтохiмii iM.

В.П, Кухаря НАН Украiни.
Актуальнiсть роботи не викликае жодних cyMHiBiB. Холiнестерази - родина

серинових гiдролаз, що беруть участь у процесах передачi нервового iмпульсу.
Вони каталiзують гiдролiз ацетилхолiну, ключового медiатора периферiйноi та

центральцоТ'нервовоi'системи. Щi ферменти та механiзми iхньоi дii е класичними
об'ектами бiохiмiчних дослiджень. В HopMi розщеплення ацетилхолiну здiйснюе
ацетилхолiнестераза (AChE), а структурно близька до Hei бутирилхолiнестераза
(BChE), теж здатна використовувати ацетилхолiн як субстрат, може компенсувати

дефiцит AChE, Холiнестерази мають i ряд негiдролiтичних функцiй. Наприклад,

вони беруть участь в yTBopeHHi амiлоrдних i фiбрилярних бiлкових структур.

Виходячи з

терапii багатьох
цього, iнгiбування холiнестераз належить до важливих шляхiв

нейрофiзiологiчних i нейродегенеративних захворювань.

Зокрема, iнгiбiтори AChE i BChE використовуються при лiкуваннi хвороб

Альцгеи-мера та Паркiнсона, деменцii, шизофренii, глаукоми та iH. На жаль, у
сучасному cBiTi цi захворювання набувають все бiльшого розповсюдження, проте

ixHe успiшне лiкування залишаеться дужу проблемним. Тому дизайн, пошук i

дослiдження iнгiбiторiв холiнестераз е важливим i актуальним завданням

бiоорганiчноi та медичноi xiMii. Зазначимо, що серед iнгiбiторiв цих ферментiв
вiдомi й нервово-паралiтичнi речовини, а також iнсектициди й пестициди.

Головною метою даноi роботи був пошук та вивчення нових iнгiбiторiв
холiнестераз (а саме ацетил- та бутирилхолiнестарази) на ocHoBi солей тlазолlю -
сполук, кор яких моделюе тiазолiеву частину молекули BiTaMiHy В1 (TiaMiHy).

Автор виходив з вiдомих даних про те, що BiTaMiH В1 вiдiграе ключову роль

у багатьох бiохiмiчних процесах, що вiдбуваються в нервових клiтинах. IcHye



зв'язок мiж його дефiцитом i хворобою Альцгеи'мера та iншими неи-рологiчними

патологiями. Описано ряд iнгiбiторiв ацетилхолiнестерази на ocHoBi TiaMiHy та

тiазолiевих солей, проте iхня активнiсть досить невисока. Двтором висловлене

обIрунтоване fiрипущення про можливiсть пiдвищення iнгiбувальноi активностi

TiaMiHy й аналогiв шляхом певних хiмiчних модифiкацiй тiазолiевого фрагмента.

!,исертацiя побудована за цiлком класичною схемою iскладасться зi вступу.

шести роздiлiв, заключноi частини, висновкiв, списку цитованоi лiтератури та

трьох додаткiв. ЗагальниЙ обсяг роботи становить 170 cTopiHoK.

Огляд лiтератури присвячено аналiзу даних щодо бiологiчних функцiй,
структури, будовИ активного центрУ i механiзмiв каталiтичного гiдролiзу ацетил- i

бутирилхолiнестерази, В ньому розглянуто природнi й синтетичнi необоротнi,

псевдонеоборотнi та оборотнi iнгiбiтори цих ферментiв, у т.ч, на ocнoBi TiaMiHy,

похiдних тiазолу та солей азотистих гетероциклiв, Еаведено iнформацiю про iхню

активнiсть. Лiтераryрний огляд достатньо повний i добре структурований, список

використаних джерел налiчус 193 посилання. Огляд свiдчить про глибокi знаЕня,

якими володiе дисертант у сферi cBoix наукових iHTepeciB.

основну частину роботи (роздiли 2-6) присвячено дослiдженням похlдних

тiазолiю як iнгiбiторiв холiнестераз та ixHix механiзмiв дii. Вивчення сполук iз

тiазолiевим скафолдом було спрямовано передусiм на пошук нових ефективних i

селективних iнгiбiторiв ацетил- та бутирилхолiнестерази. В роботi дослiджено

велику серiю рiзним чином замiщених похiдних TiaMiHy та його аналогiв (BiciM

десяткiв сполук), Поставленi завдаItня вирiшувались за допомогою комплексу

сучасних методiв дослiджень, як експериментальних, так i розрахункових.
У роздiлi "Матерiали i методи" наведено деталi використаних методик.

Описано методи аналiзу iнгiбувальпоi активностi сполук у тест-системах на

ocHoBi холiнестераз iп yitro (за Еллманом), методики кiнетичних дослiджень

ферментативних реакцiй та обробки даних. Представлено методи визначення

антимiкробноi та протигрибковоi активностi й токсичностi сполук; результати
тестування наведено в Додатку 3. ,щостатньо детально описано також протоколи

комп'ютерного моделювання (докiнry та визначення фармакологiчних параметрiв

ADMET). Структури, данi протонних, lЗС ямр i мас-спектрiв та елементного

аналiзу сполук, що дослiджувалися в дисертацii, наведено в ,Щодатку 2.

OcHoBHi результати роботи обговорюються в наступних чотирьох роздlлах.
Автором продемонстровано значний потенцiал замiщених i модифiкованих

TiaMiHiB, а в ширшому ceнci похiдних тiазолiю, як iнгiбiторiв AChE i BChE. При

цьому i11ня iнгiбувальна активнiсть i селективнiсть щодо двох ферментiв залежить

вiд природи й полоя<ення замiсникiв. Так, адамантановi похiднi iнгiбують BChE з

низькими мiкромолярними значеннями IC50 при на порядок вищiй активностi



порiвняно з AChE. N-бензильний аналог TiaMiHy iнгiбуе AChE в ЕаномолярЕому

дiапазонi при приблизно 100-кратнiй селективностi до неi, а тiазолiева похiдна з

2,2-дифенiлацетилоксиетильним фрагментом виявляе 1000-кратну селективнiсть

до BChE порiвняно з AChE. Важливо зазначити, що виявленi iнгiбiтори мало чи

помiрно токсичнi.,Щля багатьох прогнозована хороша бiодоступнiсть.

.Щисертацiя вiдзначаеться високим piBHeM HayKoBoi новизни. Запропоновано

новийнапрям конструювання iнгiбiторiв холiнестераз iз тiазолiевим скафолдом. В

результатi вивчення бiологiчноi активностi та механiзмiв дii сполук отримано

чимаJIо цiкавих з наукового погляду результатiв. Зокрема, знайдено iнгiбiтори з

високою активнiстю щодо холiнестераз (IC56 в дiапазонi низьких мiкромолярних

та наномолярних концентрацiй) i одночасно високою селективнiстю до одного чи

iншого фермента. Iдентифiкацiя таких iнгiбiторiв е серйозним успiхом.
Широко дослiджено кiнетику ферментативного гiдролiзу. Проаналiзовано

залежнiсть бiологiчноТ активностi сполук вiд iiHboi хiмiчноi буДови. Такий аналiЗ,

проведений для достатньо великих серiй сполук, дае змогу зробити висновки про

cTpykTypHi фактори, що визначають iнгiбувальну активнiсть. Taki данi отрима}rо i

для дослiджених iнгiбiторiв холiнестераз.

В експериментах iп yitro дослiджено механiзми iнгiбування ферментiв. Було

визначено не лише стандартнi показники Ic56, оле й константи iнгiбування, що

дало змогу встановити тип iнгiбування для похiдних тiазолiю. ,Щля цього будували

графiки Лайнуiвера-Берка.

Разом з тим, дуже цiкавими с дослiдження взаемодii iнгiбiторiв зi своiми

мiшенями, виконанi методами молекулярного моделювання. Визначено можливi

способи взаемодii лiгандiв з ферментами, розраховано енергii зв'язування. ,Щанi

докiнгу свiдчать про те, що iнгiбiтори можуть зв'язуватись як в активному сайтi,

так i в периферiйному aHioHHoMy центрi холiнестераз. Ефективна координацiя

замiсникiв у положеннях С3 та С5 тiазолiю певними амiнокислотними запишками

фермента здатна забезпечувати високу активнiсть i селективнiсть дii. Побудованi

моделi вая<ливi для розумiння тонких молекулярних механiзмiв бiологiчноi дii
сполук. Одночасно отриманi данi надають дуже важливу iнформацiю для дизайну

нових ефективних i селективних iнгiбiторiв. Вахшиво те, що данi моделювання

розглядаються в комплексi з результатами бiохiмiчних експериментiв.

результати проведених дослiджень мають i вагоме практичне значення. Сам

автор говорить про свот досягнення в цьому аспектi досить скромно - результати

роботи можуть бути використанi при cTBopeHHi нових лiкарських засобiв. Справдi,

данi аналiзу залежностi '6структура_активнiсть" чи прогнозування бiологiчноi дii
та фармакологiчних параметрiв сполук для цього важливi. Але до ключових

практичних результатiв дисертацiйноi роботи слiд додати те, що в нiй було



виявлено високоселективнi iнгiбiтори, активнi в наномолярних концентрацiях i

при цьому малотоксичнi, а TaKi сполуки вже мох(уть вважатись попередниками

лiкарських засобiв. Про серйозне практичне значення результатiв даЕоi роботи

свiдчить i отриманий автором патент УкраiЪи на винахiд.

слiд зазначити, що дисертацiя е комплексним дослiдженням, виконаним на

стику бiоорганiчноi, медичноi xiMii та бlохiмii. Широкий арсенал використаних

пiдходiв включас як експериментальнi методи тестування в ферментативних

системах iп yitro та у клiтинних культурах i методи ферментативноi кiнетики, так i

розрахунков1 методи молекулярного моделюваЕня-

/що важливих переваг дисертацii слiд вiднести наявнiсть заключноi частини

(7 cTopiHoK тексту), в якiЙ узагальнено наведенi в попереднiх роздiлах данl,

Таким чиноМ, у роботi представлеIIО цiлий ряд нових, актуальних наукових

та науково-практичних результатiв. Експериментальнi й теоретичнi результати

отриманi автором з використанням комплексу сучасних, адекватних поставленим

завданняМ методiВ дослiджень, тому iхнЯ достовiрнiстЬ не викликае cyMHiBiB.

звичайно, дисертацiя не позбавлена Й деяких недолiкiв, серед яких наступнi.

у висновках (як i в анотацii) лочiльно було би навести koцkpeTgi кiлькiснi

показники iнгiбувальноi активностi сполук (IC50).

в роботi часто зустрiчаеться TepMiH "селективнiсть", але чiтко не визначене

його значення. В результатi досить часто трапляються неоднозначнi чи невдалi

формулювання стосовно селективностi, типу: "Сполуки ... iнгiбують BChE з

низькомiкромолярними значеннями Icso i бiльшою нiж на порядок селекmtrcнiсmю

у порiвняннi з iнеiбуванням дСhЕ" (анотацiя). HaBiTb у висновку З присутня

суперечнiсть: "дналог TiaMiHy ... пригнiчуе активнiсть дСhЕ з наномолярними

константами iнгiбування .. i приблизно 100-кратною селекmuвнiсmло u,|оOо BChE,.

дналогiчно, не дано чiткого визначення поняття "залишкова активнiсть".

Неоднозначне враження сIlравляе .Щодаток 2. В ньому наведено повнi данi

фiзико-хiмiчного аналiзу дослiджених сполук, якi вже були синтезоваIii ранiше i

на якi дано лiтературнi посилання. Д якщо вже представлено цi даЕi, то доречно

було б навести й загальнi методики синтезу сполук.

навряд чи був сенс вносити у список скорочень стандартн1 позначення

амiнокислот, а тим бiльше концентрацiй (мМ, мкМ, нМ). Щеякi скороченЕя дано

для англiйських TepMiHiB замiсть украiнських вiдповiдникiв, наприклад, CNS _

I-{HC (центРальна нервоВа система), DMSO _ дмсо. Зустрiчаемо й невдалi

скорочення, TaKi як "он - оксианiоннии- хол" (до того ж ми легко переплутаемо

його з гiдроксилом).

.щисертацiя i автореферат написанi гарною лiтературЕою мовою, i в них

дуже мало мовних огрiхiв i лабораторного сленry, на яких не станемо зупинятися.



Перелiченi вище недолiки не носять принципового характеру, е здебiльшого

технiчними й жодним чином не знижують загыIьного високого рiвня роботи й

вагомостi отриманих результатiв.
Висновки роботи чiтко сформульованi, обrрунтованi й вiдображають змiст

дисертацii та iJ ocHoBHi результати. Змiст автореферату повнiстю вiдповiдае

змiстовi дисертацii та вiдображае tT ocHoBHi положення. Щисертацiя й автореферат

добре оформленi.

Результати роботи повнiстю опублiкованi у фахових виданнях. Всього за

темою дисертацii вийшло 12 наукових праць, у т.ч. 5 статей. Серед ocTaHHix слiд

вiдзначити cTaTTi в мiжнародних журналах Сurrепt Chemistry Letters та Frепсh-

Ulсrаiпiап Jоurпаl of Chemistry. I-{i публiкацii свiдчать про високий piBeHb

дисертацii. Автором також отримано тrатент УкраiЪи на винахiд, що пiдтверджуе

практичну цiннiсть роботи, Результати виконаних дослiджень було представлено i
на серйозних наукових конференцiях, у т.ч. мiжнародних (6 тез доповiдей).

Отже, в роботi А..Щ. Очеретнюк всебiчно й на високому piBHi дослiджено
проблеми дизайну, закономiрностi бiологiчноi активностi та механiзми дii нових

iнгiбiторiв холiнестераз на ocHoBi похiдних тiазолiю рiзних типiв. Значний обсяг

виконаних експериментальних i теоретичних дослiджень, безумовна наукова

новизна та практичне значення результатiв свiдчать про те, шо ця дисертацiя с

завершеною науковою працею на актуаJIьну тему i становить вагомий внесок у
бiоорганiчну й медичну хiмiю та ензимологiю.

Пiдсумовуючи, вважаю, що представлена до захисту робота "Тiазолiсвi солi

як iнгiбiтори холiнестераз" цiлком вiдповiдас BciM сучасним вимогам, як1

висуваються до кандидатських дисертацiй, а rT автор, Алла .Щмитрiвна Очеретнюк,

повнiстю заслуговуе присвоення наукового ступеня кандидата хiмiчних наук за
спецiальнiстю 02.00.10 - бiоорганiчна хiмiя.
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