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Posudek oponenta na diserta¢ni praci Ing. Elisky Pilafové “Pokro¢ilé derivaty
biologicky aktivnich salicylamida“

Disertatni prace Ing. Elisky Pilafové byla vypracovdna pod vedenim prof. Ing. Alese
Imramovského, Ph.D., a zcela zapada do kontextu predchoziho vyzkumu $kolitele i pracovisté. Téma
prace je vysoce relevantni, nebot’ se zabyva dvéma oblastmi, kde existuje jasna potieba novych 1é¢iv,
a to terapii naddorovych onemocnéni a infekénich chorob, zejména t&ch se ziskanou rezistenci.
Pfes doposud vyvinuté Usili a dosazené pokroky zde existuje prostor pro inovace. Vzhledem
ke studijnimu oboru pak jeji jadro spo¢iva v synteticko-technologickém piistupu a jeho optimalizaci
v kombinaci s vysledky externiho biologického hodnoceni.

Clenéni préace je klasické — tivod, teoreticka ¢ast, cile prace, vysledky a diskuse, experimentalni
Cast, zaver a citace, celkem 123 ¢islovanych stran. Praci by jisté slusel i seznamu publikovanych praci
s uvedenim konkrétniho podilu disertantky (na pracovi§ti oponenta je toto povinnou souasti
diserta¢ni prace). Prosim o toto alespoti u obhajoby.

Teoreticka ¢ast pojednava o proteasomu, jeho strukture a funkci, klinicky pouZivanych
inhibitorech (zde ocefiuji uvedeni molekuldrnich mechanismii t¢inku) i sloueninach ve vyvoji (kam
patii i slou¢eniny podstupujici klinické hodnoceni, které jsou v praci fazeny mezi klinické inhibitory),
a to v€etn¢ pfinosli Imramovsky Research Group, dale vzhledem ke studijnimu programu ponékud
detailng&ji popsané peptidové syntéze (metodika a technologie, ktera byla dominantné pievzata
ze zdroje 36), na zavér zmitnuje antimikrobni salicylanilidy. Zde bych obecné preferoval hlubsi
uroven strukturovani kapitol i jiné ¢lenéni — napt. vyvijené inhibitory proteasomu bych zac¢lenil hned
za klinicky pouZivané latky, ne az prakticky na konec celé ¢asti, mnohoéetny myelom bych
nezatazoval uprostfed pojednani o inhibitorech proteasomu apod. Obecnym problémem teoretické
¢asti je, Ze se snazi obsahnout Siroké spektrum odli$nych témat, coZ pak vede k tomu, Ze se zadné
problematice nevénuje do hloubky.

Cile prace jsou definovany reSerSné i experimentalné. Vysledky a diskuse se nejprve vénuji
designu cilovych molekul, obecnému postupu piipravy, vystizné popisuji biologickou aktivitu a jeji
vztah ke struktufe, a to jak inhibici proteasomu a cytotoxicitu, tak antimikrobni aktivitu. Disertantce
se podafilo pfipravit cilové slou¢eniny, antimikrobni derivaty p-CFs-toluidinu a ,,anticancer* tri- a
tetrapetidy, nove s nefyziologickymi aminokyselinami, vinylsulfonovou a akrylamidovou substituci,
fada znich m4 slibnou biologickou aktivitu. Rozsahla experimentalni ¢ast (do které bych ale
nezarazoval design cilovych molekul ani metodiku jejich ptipravy) zahrnuje obecnou ¢ast a zejména
pak postupy piipravy a charakterizaci slou€enin, zavér pak piehledné shrnuje dosaZené vysledky.
Literatura obsahuje 58 relevantnich referenci, povétSinou recentnich. U e-zdroji by mélo byt uvedeno
datum citovani.

Dojem z prace je zbyte¢né snizovan fadou chyb jazykového (interpunkce, velka pismena,
nesoulad rodu, standart, chybéni ¢asti vét — napt. str. 47, 56, 62, 94 a 113) a formalniho charakteru
(ptedloZky osamocené na konci fadkd, jednotka min se piSe bez te¢ky, jednotka na jiném Fadku
neZ hodnota veli¢iny, nejednotny zpisob psani Weinrebova amidu, dolni a horni indexy, mezery mezi
slovy, desetinné tecky misto ¢arek — napt. tabulky 5 a 6, aj.), pieklepy (namatkou ,,ne-ATPazoych®,
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,ubiguitinu®, , Meffifiel, ,p-toluensulfoamidova®, ,afitinib“, ,tryspin“, ,,cyklon-hexan“ aj.) ¢i
rezidui anglitiny (mixture of rotamers, dry THF, resin, methicillin-resistantni, carfilzomib a
ubiquitin namisto karfilzomib a ubikvitin). Pfipominky 1ze mit i k ¢eskému ndzvoslovi — jde jednak
o anglikanismy typu etylene, lactone, fert-butyl, chlorotrityl, morpholin, trifluorotoluidin,
isoquinolin, vancomycin, phenyl aj., dale napt. metyl, ethylacetat (misto ethyl-acetat), thiolesterova,
nepsani deskriptorti kursivou (N,N-dimethylakrylamid, ferc-, m-chlorperoxybenzoova aj.), naopak
deskriptor L- se kursivou nepiSe, hydrat/hydrochlorid se nezna¢i pomoci symbolu *. Praci se
nevyhnula chemicka hantyrka (,,prace pod inertem®, ,,podminky jsou natolik pfisné“, ,,amorf™,
Lrozpoustédlo se zahustilo® atd.). N&které obrazky maji nizsi kvalitu, u nékterych chybi zdroj (napft.
5-8).

Dalsi pfipominky:
- seznam zkratek by bylo prehledné&jsi sefadit abecedné; zkratky se pak v textu zpravidla
neskloniuji,

- str. 12 —na obr. 1 neni salicylamid,

- schéma 1 — chybi formalni naboj na atomu boru,

- str. 21, schéma 4 — nemély by byt produkty 11 a 14 solemi?

- str. 24 — E. Fischer nedostal Nobelovu cenu za peptidy, ale za chemii sacharidd a purinu,
jakkoli je jeho vyznam pro peptidovou chemii samoziejmé neoddiskutovatelny,

- str. 25 — je Vami uvedena jednotka u velikosti ,.kuli¢ek” pro SPPS spravna?

- vzorce chranicich skupin (str. 29 a nasl.) jsou nakresleny ponékud matoucim zpisobem (jako
N,N-dimethylované derivaty),

- str. 29 — HBr v kyselin€ octové ur€ité neni silné béze,

- str. 33 — rozsah teplot ma byt -30 az +70 °C,

- str. 36 —uvadite, Ze jste zdokonalili ptipravu pokrocilych peptidovych intermediatd, které pak
pro Vas pfipravovala firma Apigenex. Podilela jste se sama na optimalizaci této piipravy?
Pripravu téchto kyselin bych pak zatradil spiSe do experimentalni ¢asti.

- u biologického testovani postrdddm uvedeni, kdo a kde proved] biologické testy — disertace
pusobi dojmem, Ze jde o praci disertantky,

- tab. 1 — pokud se substituenty odkazuji na ptechozi, ne¢islovany obrazek, pak P nebude L-
Leu,

- tab. 8 — postraddm uvedeni koncentrace inhibitorti, pti které byla stanovena rezidualni aktivita,

- tab. 11 — piekvapuje mne vysoka MIC isoniazidu na 1ékové citlivy kmen M. tuberculosis, dale
nepovazuji za vhodné pouZiti ampicilinu jako standardu u MRSA kmend, kdyZ jsou na néj
rezistentni; v tabulce také chybi délka inkubace u bakteridlnich kmend — co znamenaji dva
fadky u vSech testovanych slouc¢enin?

- str. 61 — co znamenaji dvé hodnoty u vytézku peptidu 73b? Obecna struktura produktt 73
neodpovidé slou¢enindm 73a a 73b.

- experimentdlni ¢ast — postradam detaily o vyrobcich/dodavatelich, u pfistrojii nejsou mnohdy
ani uvedeni; u n€kterych sloucenin neodpovida elementarni analyza vypoétenym hodnotam
(napt. 50, S1a, 51g, 53a a fada dalSich); n¢které slouceniny nemaji v poradku NMR spektra
(napft. interpretace S1h je stejnd jako u S1a, u téchto prekursori ptfitazujete jeden vodik jako
NH-CH-C=0, aniz by v molekuléch tato skupina byla ptitomna; popisované §tépeni signalu
terc-butylu u 45j); neuplna charakterizace (napt. 51j, 73c¢); u ptipravenych sloucenin bych
uvital i ¢eské chemické nazvy — ndzvy jsou jen u akrylamidi, navic ¢aste¢né anglické,

- str. 66 — u charakterizace zndmé slouceniny bych pouZil standardni odkaz,

- str. 70 a nasl. — u polypeptidii udavate, Ze Slo rotamery, coz bych pfivital okomentovat jiz
v diskusi. Jak jste toto urcila a jak konkrétn€ vypadaji?



- str. 78 —u derivatd 45a a 45g uvadite, Ze jde o komeréné dostupné latky — znamena to, Ze byly
zakoupeny?

- str. 80 — u meziprodukti 46 je uvedeno, Ze nebyly ani isolovany, ani charakterizovany, piesto
jsou u nich uvedeny vytézky — jak tomu rozumét, prosim?

- usloucenin 62 a 63 mne piekvapuje piitomnost pouze jednoho Stépeni C-F u vSech sloucenin,

- str. 111 — nekorespondujici popis syntézy s reakénich schématem (jiné coupling ¢inidlo), str.
112 — ponékud zmatecny popis syntézy,

- zavér —u mikrobu se obvykle hovoii o kmenech, u eukaryotickych bunék o liniich, ne naopak.

Kromé vySe uvedenych poznamek vznasim k obhajobé nésledujici dotazy k diskusi:
1) Jak si vysvétlujete, Ze epoxyketony, ale i boronaty a dalsi inhibitory proteasomu reaguji
s hydroxylovou skupinou threoninu a nikoli s aminoskupinou?
2) Nebylo by mozné piipravovat cilové vinylsulfony 53 zaldehydd 55? Je tento postup
realizovatelny, jaké by mohl mit vyhody a nevyhody?
3) Prosim, okomentujte nizké vytézky nékterych sloucenin 62.

I ptes tyto poznadmky a kritické pfipominky je predlozend disertacni prace Ing. Elisky Pilafové
aktualni a relevantni praci z oblasti organické technologie potencialné biologicky aktivnich molekul.
Reportuje nové a piinosné poznatky z pohledu technologicko-syntetického i biologického véetné
identifikace vztahl struktura-biologickd aktivita. Disertantka prokazala erudici v oblasti tématu
disertacni prace a technologie organickych specialit obecné, dovednost pracovat ve védeckém
kolektivu, prezentovat vysledky ve védeckych ¢asopisech (prvoautorska publikace v recenzovaném
casopise Scientific Papers of the University of Pardubice, Series A; tii spoluautorské prace
v European Journal of Medicinal Chemistry, Bioorganic Chemistry a International Journal
of Molecular Sciences).

Zaverem konstatuji, Ze predlozend prace spliluje pozadavky kladené na disertacéni praci a podle
§ 47, odst. 4, zékona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skoléach, ji doporucuji k obhajobé a dal§imu
fizeni. Po jejim uspé€Sném obhdjeni pak souhlasim sudé€lenim titulu Ph.D. v oblasti organické
technologie.
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