Oponentsky posudek na doktorskou disertaéni prici pana Ing. Karla Pauka
""Syntéza a biologick4 aktivita N-aryl/alkyl-salicylamidd a jejich prekurzord"

Ing. Karel Pauk se ve své disertaéni praci zam&fil na amidy substituovanych kyselin
salicylovych, kde jako ,,amin“ vystupovaly N-arylamidy L-aminokyselin. Tyto latky,
pracovné nazyvané jako diamidy 1, studoval z celé fady hledisek. Svoji pozornost zam&il
zejména na: (i) mechanismus vzniku diamidd 1 pfesmykem esterd L-aminokyselin s N-
arylsalicylamidy 3, (ii) alternativni syntézy diamidi 1 a (iii) biologickou aktivitu diamida 1 a
jejich prekusortl.

Vznik diamid® 1 ptesmykem estert 3 jiz dfive popsala Vin3ova se spolupracovniky
(Tetrahedron Lett. 2006, 47, 5007-11, ibid. 2010, 51, 23-6). Ve druhé z citovanych praci
predpokladaji autofi, Ze intermedidtem pfesmyku je imidazobenzoxazinovy derivat vznikly
synchronnim dvojnasobnym nukleofilnim atakem (karboxamidu volnou aminoskupinou
aminokyseliny a esterové skupiny amidickym dusikem), ktery po postupném otevieni
dihydrooxazinového a tetrahydroimidazolového cyklu poskytne diamid 1, Uvedeny
mechanismus disertant oprdvnéné zpochybnil s poukazem na malou pravd&podobnost
synchronniho ataku dvou rozdilné elektrofilnich skupin dvéma rozdilné nukleofilnimi
skupinami. Navrhl pravdépodobné&j§i nékolikastupiiovy mechanismus:vznik benzoxazinového
intermedidtu nukleofilnim atakem esterové skupiny deprotonovanym amidovym dusikem
ndsledovany otevienim dihydrobenzoxazinového cyklu, nukleofilnim atakem amidového
karbonylu volnou aminoskupinou L-aminokyseliny a otevieni takto vzniklého
tetrahydroimidazolonového cyklu na diamid 1. Vysledky kinetickych studii (z4vislost
pozorované rychlostni konstanty pfesmyku na koncentraci triethylaminového pufru v sérii
esterl 3 a z nich odvozené hodnoty Hammettovy reakéni konstanty p pro cyklizaci) podporuji
navrzenou hypotézu. Pfesmykem esterti 3 bylo pfipraveno 12 riznych diamidi 1 (vesmés
dosud nepopsanych slou€enin), coz svédei o tom, Ze popsand reakce je obecnd.

Vzhledem k tomu, Ze vyté€zky diamida 1 ziskanych vy3e popsanym piesmykem
esterli 3 nebyly vysoké, disertant navrhl dvé dalsi alternativni syntézy diamida 1 a provéfil je.
V prvnim ptipadé byl nejprve syntetizovan amid L-aminokyseliny, ktery byl po deprotekci
aminoskupiny kondenzovan s O-acetylovanou kyselinou kyselinou salicylovou, ve druhém
pfipadg 3lo o konsekutivni vystavbu ,,diamidové“ ¢asti cilové struktury na O-acylované
salicylové kyseling.

U pfipravenych sloucenin (salicylamidd 2, esterti 3 a diamidd 1) byla studovana jejich
antimikrobidlni G¢innost. Obecné Ize konstatovat, Ze nejvyssi antimikrobidlni G&innost
vykazuji plivodni N-arylsalicylamidy. Diamidy 1 byly rovnéZ testovany jako potencidlni
antiproliferativni agens; jejich cytotoxicita vii¢i nékterym typtim nadorovych bungk se zda byt
slibna.

Vysledky z disertaéni prace byly podkladem pro 5 publikaci v recenzovanych
Sasopisech (J. Comb. Chem., Mini-Reviews in Org. Chem.,Crystals, Eur. J. Med. Chem.,
Bioorg. Med. Chem.); tuto skutecnost lze povaZovat za nezavislou kontrolu vyznamu a kvality
dosazenych vysledki. MnoZstvi dosaZenych vysledk a jejich interpretace rovnéZ odpovida
poZadavkiim kladenym na disertatni praci. Potud tedy v§e v pofadku. _

Velmi nespokojen jsem v3ak byl se stylem disertaéni prace. V této oblasti se ma
disertant je§t€ mnoho co ucit. Studium textu disertaéni priace misty predstavovalo spise luténi
rébusu. Kromé stylistickych nedostatki snizujicich srozumitelnost textu se vyskytovaly i
chyby v €islovani vzorci, pravopisné chyby a chyby v ndzvoslovi. Svétlou vyjimkou je oddil
3.5 vénovany kinetickym studiim. Ten je na rozdil od ostatnich &4sti disertace sepsan
pomérné srozumiteln€ a s minimem chyb, kromé& chybné uvedenych &isel latek v obr. 17 a 18.

Jednotlivé chyby stylistické, pravopisné a ndzvoslovné v posudku neuvadim; jejich
vy&et by zabral Vice stran. Vyznatil jsem je pouze tuzkou ve vytisku disertace. Vim, Ze tyto



chyby lze povaZovat do jisté miry za formélni, nicmén& pokud by disertant zaslal rukopis této
kvality do n&jaké redakce, nejspis by mu jej okamzit& vrétili k dikladnému pfepracovani.

Dotazy a pfipominky:

V ¢asti Vysledky a diskuse postraddm zhodnoceni a porovnani alternativnich
postupll pro syntézu diamidi 1, v textu oznaovanych jako CESTA I a
CESTA IIL

- Deprotonace aminoskupiny anilinu BuLi (str. 9, schéma 5) se opravdu provadi pfi

... teploté 80 °C? ‘

- ~ Jak souvisf u 1&&iv efektivni koncentrace (EC) s jejich toxicitou (str. 19)?

- Na zakladg jakych informaci vybiral disertant rozpoustédla mén& toxicka nez DMF
(str. 29)? Krom¢ ethyl-acetatu, ktery je skuteén& pomé&rn€ malo toxicky, jsou
ostatni uvedena rozpoustédla bud’ srovnatelné toxickd s DMF, nebo dokonce
vyrazné toxi¢t&j§i (acetonitril, dichlormethan, toluen).

- Na str. 45 disertant uvadi, Ze: ,,...pcdminkou pro moZnost pouziti UV-Vis
spektrofotometrie pro sledovani prib&hu reakce je, aby spektra vychozi latky a
produktu nebyla prekryta absorpénim pasem rozpoustédla &i pufrem. Tato
podminka v3ak byla splnéna pouze v chloroformu a nikoliv ve vodg....“ To je
zvlastni, vZdy jsem se domnival, Ze voda prakticky v celé UV oblasti transparentni
a je proto jednim z pouzitelnych rozpoustédel pro tuto oblast...

- Co znamen4 Cervend barva u n&kterych fadkd v tabulkach uvadéjicich vysledky

.. biologického hodnoceni pfipravenych slou¢enin (odd. 3 6)? lede jsem nenasel
vysvétleni.

Pfes uvedené vyhrady konstatuji, Ze disertani prace Ing. Karla Pauka obsahuje
puvodni vysledky, z nichZ n€které jiZ byly publikovany v recenzovanych &asopisech. Uchazed

prokdzal, Ze je schopen samostatné védecké ginnosti a spliiuje tak podminky § 47, odst. 4
zdkona €. 111/1998 Sb. o vysokych §kolach.

Doporuéuji proto disertadni praci Ing. Karla Pauka k obhajobé.

[

V Praze dne 27. ledna 2014 doc. Ing. Frantisek Hampl, CSc.




Oponentsky posudek disertaéni priace Ing. Karla Pauka

Syntéza a biologicka aktivita NV-aryl/alkyl-salicylamidi a jejich prekurzord

Disertaéni prace Ing. Karla Pauka je strukturovana obvyklym zplsobem. V teoretické &asti
autor uvadi Ctenare do problematiky salicylanilidi a jejich derivati. Zabyva se mj. zpisoby
Jejich pfipravy, ptipravy celé fady derivatii, které jsou od nich odvozeny, nebo které ve své
molekule obsahuji substrukturalni fragment salicylamidu. V dal$i &asti jsou zformulovany
cile, jichZ se snaZil doktorand dosahnout. V &asti Vysledky a diskuse autor rozebira syntetické
cesty a jejich uskali, se kterymi se potykal pti ptipravé findlnich slougenin. V této &asti je
rovnéZz studovan pfesmyk hydrobromidd aminokyselin N-fenylsalicylamidd na finalni
diamidy. Studium tohoto mechanizmu je podpofeno kinetickymi studiemi. V této kapitole
disertatni prace je také diskutovana biologické aktivita nékterych pfipravenych sloudenin, se
snahou o hledani vztahii mezi strukturou a biologickou aktivitou. V kapitole Zavér prace jsou
shrnuty vysledky, kterych ing. Pauk vramci svého doktorského studia dosahl. V
experimentélni Casti, jsou poté uvedeny laboratomi postupy a charakteristiky pfipravenych
sloucenin. Prace je zakondena seznamem pouzité literatury, ¢&itajici 103 odkazi a rovnéz
separaty péti publikovanych praci.

Prace je sepsdna pedlivé, pfesto se vSak autor nevyvaroval nékolika pfeklepl, které jsem
vyznadil v textu. Mam k ni rovnéZ n€kolik ptipominek a dotazi.

Na str. 4 je nepfesna formulace, ze které vyplyva, Ze mebendazol je smés benzimidazolového

anthelmintika s klozantelem. Rovnéz formulace, 2e N-fenylsalicylamidy jsou znamy hlavng
jako lé¢iva mikrobialnich infekci je feknéme hodné optimisticka.

* Na str. 5 je uvedeno, Ze latky strukturné podobné N-fenylsalicylamidiim jsou dnes pouZivany

Jjako inhibitory enzymi protein kinaz. Chybi mi zde literari odkaz. MiZe autor toto vyjadieni

konkretizovat?

Na str. 7 je u vy¢tu bakterii chybné uvedeno ,, Chlamydia Schigella spp“.

V kapitole 1.2 a 1.3 autor ve vétSiné ptipadl uvadi dosaZené vytéZzky, v fadé ptipadd (napf. na

str. 11, 15) tyto Gdaje chybi. KdyZ se autor rozhodl tyto udaje v praci uvadét, mély by byt

uvedeny na viech mistech, kde se o nich zmiiuje.

Na str. 16 je uvedeno: ,,Byly vybrany nékteré lipofilni aminokyseliny, jako glycin, (R nebo

S)-alanin ...“. Jsou tyto aminokyseliny opravu lipofilni?

Na str. 19 je uvedena ne zcela jasna formulace ,, Aktivita derivati N-fenylsalicylamidii byla

testovana a srovnina se samotnymi N-fenylsalicylamidy ...“. Je pouze jeden N-

fenylsalicylamid; s jakymi slou¢eninami byla aktivita srovndvana?

Na str. 19 jsou rovnéZz zminény modifikace fenolické skupiny u kyseliny salicylové, o jaké

modifikace se jednalo?

V experimentalni ¢asti vyjma tfi latek (21, 2m, 2n) postradam pfipravu a charakterizaci

sloutenin fady 2. Na str. 26 je zminé€no, Ze tyto latky byly dfive publikovany, nicméné autor

je musel pfipravovat a musel je charakterizovat, alespoii teplotou tani, coz mél, dle mého

nazoru v praci uvést.

Na str. 28 je odkaz na schema 20 na str. 18. Schema 20 se nachézi na str. 17.

Na str. 29 je zminéna toxicita DMF a z tohoto diivodu odkaz na dalsi rozpoustédla, napt. 1,4-

dioxan, acetonitril, THF apod. Jaky je rozdil v toxicité¢ zminénych rozpoustédel?

U popisovaného pfesmyku pii absenci baze vznikal vidy cyklicky produkt? Nebo byla

pfipravena pouze sloucenina 5a. Z jakého diivodu tato latka nebyla testovana na biologickou

aktivitu?



Na str. 32 je zminéna inhibi¢ni aktivita derivati N-fenylsalicylamidd, o jakou aktivitu se
jedna?

Cim si autor vysvétluje nizsi vyt&¥ky u reakci, viz. schema 35 (str. 32,33)?

Na str. 44 je chyba v nazvu u slouceniny 5.

Ze substituenth v obrazku 24 na str. 55 byla vylou¢ena nitroskupina, byl v tom né&jaky zamér?
Na str. 55 je zminéna nutnost pfitomnosti halogenu na salicylovém kruhu; v tab. 3 ale jiné
derivaty uvedeny nejsou. Tzn., Ze derivaty s jinymi substituenty testovany nebyly? Pro¢
nebyly pfipraveny sloueniny i s jinym halogenem neZ chlorem (substituent RH?

V zavéru postraddm shrnuti, kolik sloucenin bylo v ramci diserta€ni prace pfipraveno a kolik
z nich je dosud v literatuie nepopsanych.

Na str. 65 je uveden vytéZek reakce 20-60 %, ale hned prvni latka v seznamu byla p¥ipravena
ve vytéZku 5 %. Podobné na str. 73 byl deklarovan vytéZek 90-98%, a slou¢enina 4h byla
pfipravena ve vytézku 59 %.

Z jakého diivodu nebyla zméfena opticka otacivost i u latek ze skupiny 4 (str. 73-81).

13C NMR spektrum slou¢enin obsahujici CF3 skupinu (slougenina 4k str. 77, resp. 1k str. 87)
je popsano nespravngé.

Na str. 89 u sloudeniny 6k nesouhlasi po¢et aromatickych vodika v 'H NMR spektru.

Na str. 115 u slouceniny 2la je popsano Sest vodikii odpovidajici dvéma methylovym
skupinam pfi chemickém posunu 8 2.26 ppm a jako 5té€peni u tohoto signalu je uveden
multiplet, s takto popsanym §tépenim nelze souhlasit.

Vzhledem k tomu, Ze signaly vodikd v 'H NMR spektrech jsou v alifatické oblasti p¥ifazeny,
nebylo by od véci provést pfifazeni vodikli i v aromatické oblasti. Podle mého nazoru by to
bylo mozné u pievazné vE&tiny latek a to i bez nutnosti méfeni 2D experimentd.

V préci jsou pouZivany slangové, popi. neobvyklé vyrazy, jako napf. ... reakce bézela...(str.
29), ... do bariky byla piedlozéna HBr sil ..., vznikla sraZenina se zfiltrovala a n¢kolikrat
rozplavila v EtOAc .... (str. 92)apod.

Zavérem bych rad podotkl, Ze pravdépodobnost vyuziti derivath salicylanilidu v humanni
mediciné neni pfili§ vysoka. Vzhledem k jejich toxicité a drazdivosti se mi tyto latky pfilis
perspektivnimi nejevi. Odhlédnu-li od této zaleZitosti, musim konstatovat, Ze ing. Pauk ve své
praci vykonal veliky kus prace. Provedl znatné mnoZstvi syntéz a pfipravil pomémé
rozsahlou knihovnu slougenin. Rada ziskanych vysledki je rovnéz soudasti publikovanych
praci v ¢asopisech s IF.

PredloZend disertacni prace spliiuje v celém rozsahu poZzadavky na tyto prace kladené, a proto
ji doporuéuji piijmout jako podklad k ziskani védecké hodnosti Ph.D..

V Hradci Kralové 14. ledna 2014 Doc. PharmDr. Jifi Kune$, CSc.




