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Posudek oponenta na disertaéni praci Ing. Jana Du$ka “Navrh a syntéza novych
potencialné cytotoxicky aktivnich salicylamida*

Disertacni prace Ing. Jana Duska byla vypracovana pod vedenim doc. Ing. Alese
Imramovského, Ph.D., a organicky zapada do kontextu vyzkumu gkolitele i pracovisté. Disertace se
zabyva jednou z kli¢ovych oblasti vyvoje lé¢iv, latkami potencidlng vyuzitelnymi v 1é¢b& zhoubného
bujeni. Boj proti rakoving patii k hlavnim prioritam EU v oblasti zdravi, coz je déno piedevsim
naristem v incidenci, a to z fady divodd. Pies nesporné Usili a dil¢i uspéchy existuje velky prostor
pro inovace. Téma je tedy vysoce relevantni ,.hot topic*. Vzhledem ke studijnimu oboru pak jeji jadro
spoCiva v syntetickém piistupu a jeho optimalizaci, doplnéném vysledky biologického hodnoceni.

Clenéni prace je klasické — spie popularizaéni tivod, teoreticka &ast, cile prace, vysledky a
diskuse, zavér, experimentalni ¢ast, literatura, piilohy a seznam publikovanych praci, kde bych uvital
uvedeni konkrétniho podilu prace disertanta, celkem 216 ¢islovanych stran.

Teoreticka ¢ast podava piehled versatilni biologické aktivity salicylanilidd (opravdu jesté
nejsou zcela prozkoumany) a (alifatickych) salicylamidéi s dirazem na antimikrobni aktivitu.
Piehledn¢ a vystizné diskutuje také moznosti jejich piipravy. Dale se vénuje ruznym aspektiim
peptidové syntézy. Tato podkapitola je na jednu stranu velmi rozséhl4, na druhou musi byt z podstaty
neuplna. Domnivam se, Ze cil shrnout pouZivana &inidla pro peptidovou syntézu, chranici skupiny,
syntézu peptidd v roztoku a na pevné fazi (vietné instrumentace) plus problematiku racemizace a
Jejiho feSeni je na tento typ prace presptili§ ambiciézni. Osobné bych se zaméfil pouze na ¢inidla a
pristupy, které byly v ramci experimentd vyuZivany a Jejich modifikace, a v&noval bych se jim
podrobngji. Velky prostor je vénovan syntéze na pevné fazi (vyvinuté jiz v ranych 60. letech, nikoli
az v 70. letech). Také bych nejspis vynechal fadu detailnich ptikladi z literatury (i s obrazky), které
se tykajici separace konkrétnich peptidti. Naopak postradam alespor zminku o scavengerech fesicich
mj. zmitiovany problém s uvolnénim ferc-Bu*. U coupling &inidel autor nepfistupuje k detailnimu
popisu reakéniho mechanismu konzistentné, n&kde ho uvadi (CDI, fosfoniové soli), jinde nikoli
(karbodiimidy, aminiové/uroniové soli). Naopak pojednani o proteasomu a jeho inhibitorech je
vystiZzné a ptehledné, snad jen bych ze sérii ilustroval pouze nejucinng;jsi inhibitory. Design cilovych
molekul je popsan logicky a piehledné.

Nasleduji cile prace, které jsou jednak experimentilni, jednak reder3ni. Vysledky (nikoli
vysleky) a diskuse zdafile postupné popisuiji retrosyntetickou analyzu cilovych derivati, optimalizaci
pfipravy amidi (zde by se nabizelo i vyuZiti HOAt & Oxyma Pure® jako aditiv) a jejich modifikaci,
vlastni syntetické procedury a vysledky externiho biologického hodnoceni, a to jak v pfipadé di- a
triamidd, tak i potencialnich inhibitorti proteasomu. Podatilo se — pres jisté komplikace — pfipravit
cilové molekuly a z nich identifikovat nad&jné derivéty z hlediska inhibice nadorovych bunéénych
linii i proteasomu. Diskutovany jsou vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou. Zajimavé by
nepochybné bylo i stanoveni aktivity vii¢i bortezomib-rezistentnim liniim. Pfijde mi vSak zvlastni
v t€to Casti reportovat detailné vysledky prace, na které se doktorand nepodilel (lit. 300). Pojednani
o Weinrebové (asi lépe neZ Weinreb) amidu bych zatadil spiSe do teoretické &asti. U tabulek



s aktivitou bych uvital alespori minimalni statistickou analyzu, nikoli jen konstatovéni, ze vysledek
je prumérem nejméné dvou méfeni.

Delsi zavér prehledné shrnuje vysledky prace, nasleduje rozsahla experimentalni ¢4st zahrnujici
jak obecné chemické metody. tak dobre popsané postupy pripravy a charakterizaci sloucenin.
Literatura obsahuje tictyhodnych 326 referenci. velké mnozstvi zdrojt je starSich 20 let; daly by se
jisté nahradit recentnimi.

Dojem z prace je v3ak bohuzel devalvovan celou fadou chyb jazykového (interpunkce, shoda.
nesoulad rodi typu ,sucha THF* & .suché DMF*, chybné pady. chybéni slov) a formalniho
charakteru (pfedlozky osamoceng na konci fadka, Jednotka na jiném fadku nez hodnota veliciny.,
psani °C, procent, nerozliSovani spojovniku a poml¢ky. rizné jednotky latkové koncentrace,
nejednotny format odkazovéni na literaturu, chybny kiizovy odkaz aj.) ¢i desitky pieklept (namatkou
~Kyselina aspargova®, . pepzidi”, ..reagulanich®, whiklosmaid®, | transglycosylyaza®, .pyrolsin®.
»leuprolein®, . deptorekce*, L~diasteromert®, .triflouroctovou, »-Nehodgkingova™, .kapsaza™,
~brotezomib®, ,,Valcade™ aj.). Pfipominky Ize mit i k ¢eskému nazvoslovi. Jde o anglikanismy typu
fert-butyl, S-chlorosalicylova, pentafluorofenol, phenyl aj., ndzvy typu .amid O-Bn kyseliny
salicylové™, chybna pozice lokantii pro dvojnou vazbu, volné pouzivani spojovniku (nékde chybi —
estery, jinde piebyvaji), nadbyte¢né mezery v nazvech, pouZivani pouze kulatych zavorek,
trimethylamin misto triethylamin, metyl, metoxy, dichlormetan, etylen, ,Dess-Martinovo
periodnanem®, (ne)psani deskriptord kursivou (N- a C-konec peptidu & Z-AMK se tak nepisi. naopak
|d] v pipadé ortho-kondenzovanych cykly, terc- & stereodeskriptory S a R- ano). Chyby vznikly i
transkripei anglickych nazva 1é¢iv a molekul (Sesky mluvime o oxyklozanidu, raklopridu,
karfilzomibu ¢i ubikvitinu). Misty je doslovny preklad z anglitiny az rusivy. Hojné se vyskytuji
nepfesné, méné vhodné az svérazné formulace, styl je ob¢as vzdalen védeckému (napf. ochranna
skupina misto chranici skupina, rekombinovany enzym misto rekombinantni, pro eukaryotni buriky
se pouzivéa oznaceni linie misto kmen; ,,nafizenim doktori®, ,,velmi potencialni latkou™, ..syntetické
automaty™, _1éCit buriky nadorového bujeni®, ,.schopné inhibitory™, ,kvalitni inhibi¢ni vlastnosti*,
spravna chemie ¢i inhibice atd.). Tyto nedostatky jsou evidentni jiz v seznamu zkratek a tvodu,
v dal3ich Castech prace jiz rusi méné. V experimentalni asti se hojné vyskytuje chemicka hantyrka
(..smés byla refluxovana®, [organicka faze] ,,byla zahusténa do Zlutého oleje™, [roztok/produkt] ,.byl
promyt vodou™ atd.). Dil¢i nedostatky se vyskytuji i v obrazcich (nizké kvalita obrazkd v priloze,
schémata 16 a 22 — v prvnim reak&nim kroku ,,mizi* protony; obrazek 12 — ve vzorci TSTU chybi
dusik, obr. 15 — chybné pozice linkeru u oximové pryskyfice: obr. 16 — chybi CO» jako reaktant;
obr. 29 — substituent R® nebude anilin, ale substituovany fenyl apod.). Misty rusi i neuvadéni zdroja
pFimo u popisu obrazki, ale je nutno je ,lovit* jinde v textu. N&které obrazky (napf. instrumentace
SPPS) jsou pak zcela bez zdroje. Podnadpisy by mély byt diisledné &islovany. Chyby a nejednotnosti
se vyskytuji i v literatufe. V seznamu zkratek se vyskytuji i chemické vzorce (fosgen,
halogenovodikové kyseliny), .,ne-zkratky* (typu in situ), jiné zkratky jsou nestandardni (HVC misto
bézne pouzivaného HCV). Mnohé zkratky uZivané v textu nejsou v seznamu.

Zde bych rad podotknul, Ze erudovany chemik musi byt zdatny nejen v laboratofi, ale mél by
umeét prezentovat své vysledky na trovni. Nedbalé podani miZe velice uskodit i jinak kvalitni préci.

U neékterych referenci se mi nepodafilo nenalézt fakta, na kterd se text odkazuje, viz napf.
mechanismus CDI ¢i vyuziti (nejen) fenylhydrazinové pryskyfice. U pryskyfic chyba vznikla v.s.
prevzetim tabulky ze zdroje 156, aniz by oviem byl na tomto misté citovan, a mechanickym
okopirovani zde uvedenych odkaza bez dalsi kontroly.

Dalsi pripominky:

- zdrdhal bych se paualné oznaovat derivaty kyseliny 2-methoxybenzoové &i 2-
benzyloxybenzoové za salicylanilidy, jakkoli autorovi rozumim.

- autor pomérné voln¢ nakladé s pojmy salicylamidy, alifatické salicylamidy a salicylanilidy,



Jinde se je naopak snazi striktné rozli Sovat,

- podobné prechazeni mezi pojmy nachazime u cytotoxicity, antiproliferativni aktivity a
indukce apoptdzy: zde bych poprosil o jasné vysvétleni.

- autor opakované nespravné interpretuje nizké hodnoty [Cs0 jako ..nizkou cytotoxicitu®,

- str. 17 - teoreticka &ast obsahuje takika identicky odstavec jako uvod, navic bez referenci:
linea capitis je nazev choroby, nikoli mikroorganismu, proto se nepiSe ani kursivou. ani
s velkym pismenem: musi byt aromaticky amin vzdy anilin, jak uvadite?

- str. 18, obr. 1 - nejedna se jen o salicylanilidy, jak uvadite: analogicky na obr. S ¢&i obr. 9
nejsou vyhradné alifatické salicylamidy,

= str. 18 — u mechanismu G¢inku salicylanilidi postradam zminku o uncoupling aktivitg,
mechanismus interakce s TCS byl jiz v zasadé objasnén,

- str. 22 — _bé&Zny* kmen Staphylococcus aureus bych Iépe oznatil za citlivy; chybn¢ uvedeno
S. epidermis misto epidermidis, podobné Desulfovibrio je piger, nikoli diger; zkratka sp. se
nepide kursivou,

- str. 24 -~ NS5B je enzymem HCV viru s polymerazovou aktivitou, nikoli kmen viru majici
vlastni enzymy,

- str. 30, schéma 7 - jaky je rozdil mezi produkty poslednich dvou reakénich krokii? Neméla
by byt po kroku ii produktem siil?

- str. 31 - podléhaji cyklizaci na benzoxazepin derivaty odvozené Jjak od (R)-, tak i (S)-alaninu?

- str. 33. schéma 11 — chybi vypis substituenti R!, u R2 jsou nadbyteéné znaky,

- Str. 36 — vyjadtuji deskriptory (R) a (8) opravdu optickou ota¢ivost, jak uvadite?

- Str. 40 - pfi alternativnim mechanismu B uvadite tranzitni stav se ¢tyiClennym kruhem
za soucasn¢ho naruSeni aromaticity imidazolu, v odkazované literatufe jsem viak tento
reak¢éni mechanismus nenalezl, zato je k nalezeni na Wikipedii. Jsou néjaka experimentalni
data podporujici tento mechanismus?

- Sir. 42 — nelze pausdlné tvrdit, ze vznikajici moCoviny jsou $patné rozpustné, nebot’ jejich
rozpustnost zavisi na vychozim karbodiimidu (DCC vs. EDC ¢i DIC),

- str.47 —nesouhlasim s tvrzenim, Ze pryskyfice pro SPPS jsou rozpustné v DCM, DMF a THF.

= Str. 68 — jedna se o ketoamidy, nikoli diketoamidy,

- str. 102 - pocty piipravenych originalnich slougenin neodpovidaji idaji ze str. 110,

- experimentalni &ast — postradam detai ly o vyrobeich/dodavatelich, u pfistroji nejsou mnohdy
ani uvedeni,

- str. 157 — chybné oznaéeni produkti kody.

Ackoli si jsem védom, Ze se Jedna o disertaci v oboru organicka chemie, nemohu si odpustit
farmaceutické* poznamky. Niklosamid se v humanni terapii ve vyspélych zemich jiz prakticky
nevyuziva a uvadéné u¢inky jsou zaloZeny pievazné na datech ziskanych in virro, nikoli verifikované
v klinickych studiich. T . lead* inhibitory proteazomu (tabulka 3) jsou jiz schvaleny a uZivany (t;.
nejsou jiz v klinickém hodnoceni, resp. jde o fazi IV). U biologicky aktivnich molekul se misto
polocas rozpadu pouziva pojem biologicky (&i eliminaéni) polodas, misto slova ¢k je vhodngjsi
termin léCivy pfipravek. Toto neuvadim jako vytku, ale k rozsifeni obzorti disertanta.

Kromé vy3e uvedenych pozndmek vznasgim k obhajobé nasledujici dotazy k diskusi:

I) Pro syntézu cilovych diamidt a triamidg by se nabizelo vyuzit paralelni syntézu & Vami
zmifiovanou syntézu na pevné fazi. Neuvazoval jste o nich, resp. pro€ nebyly vyuzity? Jaké ma
Véami zvoleny postup vyhody?

2) Na zaklade ¢eho byly designovany alifatické substituenty pro salicylamidy fad N a O?

3) V nékterych Vasich cilovych molekulich (ale i jinych in vitro zkoudenych inhibitorech
proteasomu) je pfitomna volna aldehydicka skupina. Ta je chemicky reaktivni a metabolicky



pomeéme nestahilni. Jak jsou tato fakta v souladu s eventudlnim vyuzitim Vasich molekul jako
I€¢iv? Jak je to obecne s pritomnosti aldehydové skupiny v pouZivanych lécivech?

4) Pro pfipravu aldehydickych inhibitor jste vyuzil 0svédéenou redukei Weinrebova amidu pomaoci
LifAIHs). a to bez ochranné almosféry a s molarnim prebytkem redukéniho &inidla. Pro¢
za danych podminek nevzniks z amidu amin. resp. z aldehydu alkohol?

Pres vyse uvedené kriticke pripominky a komentafe plati, Ze ptedlozena disertacni prace Ing.
Tana Duika je akwadlni a relevantni praci z oblasti medicindlni organické chemie. Pfinasi nové g
zajimavé  poznatky z pohledu syntetického i biologického veetnd nove popsanych vztahu
mezi strukturou a biologickou aktivitou. Student prokazal pistugnou erudici v oblasti tématu
diserta¢ni prace a organické chemie obecné, dovednost pracovat ve védeckém kolektivu. prezentovat
své vysledky na védeckych setkanich a také je publikovat v mezinarodnich Casopisech (oceruji
zejména dvé prace v European Journal of Medicinal Chemistry).

Zaveérem konstatuji, 7e predloZena price spliiuje pozadavky kladené na disertani préci a podie
§ 47, odst. 4. zikona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych 3kolach, ji doporucuji k obhajobé a daisinmu
fizeni. Po jejim tspésném obhdjeni pak souhlasim s udélenim titulu Ph.D. v oblasti organické chemie.
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