Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Anny Kovalové: ,,Syntéza oligosacharidi p-
hexosaminového typu — potencialnich ligandi aktivaénich receptorii NK bun&k*
Vyzkumny zdmér disertacni prace pani Mgr. Anny Kovalové je dobfe vystizen v jejim
nazvu. Praktickym cilem syntézy byly vétvené i nevétvené homogenni oligosacharidy na bazi
2-amino-2-deoxy-D-glukopyranosy a 2-amino-2-deoxy-D-galaktopyranosy s vyuZitim vhodng&
chranénych stavebnich blokli. Ziskané oligosacharidy (9 typ a 1 derivat) byly na jiném
pracovi§ti podrobeny testlim inhibice vazby vysokoafinitniho proteinového ligandu k
receptorim NKR-p1A a CD69. V ramci disertaéni prace bylo pfipraveno vice ne 60 novych
slouenin, které byly vétSinou pln¢ charakterizovany a strukturné analyzovany pomoci

spektralnich metod a elementarni analyzy.

Prace je dobfe obsahové vyvazena: ze 114 stran patii 68 stran experimentélni ¢4sti, tak jak se
na syntetickou praci slusi. V seznamu pouzité literatury je uvedeno 154 odkazd. Oponent
uvital pfiloZené volné listy s piehledem vzorci diskutovanych sloudenin i barevné odligeni
experimentalni ¢asti.

V ramei syntézy oligosacharidii odvozenych od D-glukosaminu byly ptipraveny vesmés jiz
popsané vhodné substituované stavebni jednotky. Pro glykosylaéni operace byla zvolena
metoda s vyuZitim 2-deoxy-2-ftalimidové skupiny jako participujici a 8-bromidové skupiny
(tvofené in situ z plivodniho ethylthioglykosidu) jako odstupujici v molekule donoru a
protekce O-benzylovymi substituenty v molekule akceptoru. Pouziti prave této metody
vzeslo autorce viceméné spontanné z pomé&rné struéného piehledu a rozboru viech uzivanych
glykosylatnich metod uvedeného vprvni €asti price. Nicméng, byly takto pfipraveny
disacharidy s vazbami B(1- 3) a B(1— 4), v&tvené trisacharidy s vazbami B(1- 3)[B(1-= 4)],
B(1= 3)[B(1—> 6)] a B(1->4)[B(1— 6)] a vétveny tetrasacharid B(1- 3)[B(1-= H][B(1- 6)].
Zv1aste  jednokrokova syntéza“ posledné jmenovaného tetrasacharidu vedle dvou
trisacharidd si podle mého nazoru zaslouZi pozornost a uznani experimentélni zruénosti ve
zpracovani slozité reakéni smési.

Analogicka metoda pouZitd pro vystavbu oligosacharidd odvozenych od D-galaktosaminu
pfinesla predvidatelné obtiZe spojené zejména snizkou reaktivitou axialni hydroxylové
skupiny na C-4, projevujici se zejména v nizkych vyté&zcich produktd. Piesto byly pfipraveny
oba disacharidy analogické tém, které byly ziskény v gluko konfiguraci, dale vétveny
trisacharid B(1- 3)[8(1~ 4)] a lineérni trisacharid s vazbami B(1— 4).

Vsechny finalni produkty byly fadné charakterizovany a jejich struktura prokézdna NMR.

V biochemickych testech zkoumané oligosacharidy jevily tém&f ve viech piipadech tadové

hor8{ vazebnou afinitu k proteinu NKR-p1A nez k proteinu CD69, ktera je u nékterych z nich



naopak lep$i, neZ jaka byla pozorovana u kontrolnich latek. Zvlast€¢ vyznamné postaveni zde
ma vétveny tetrasacharid a jeho a-benzylglykosid. Doktorandka na zakladé t&chto vysledki i
svych literdrnich znalosti vyslovila pfijatelné uvahy o prostorovém rozmisténi vazebnych
mist na obou receptorech.

K hodnocené praci nemam piipominky tykajici se teorie ¢i metody a tak se dale zminim o
nékterych piehlédnutych chybach. Ty se samoziejmé najdou vzdy; v této praci je jich viak
trochu vice a jsou oznaceny v textu. Zde chci upozornit pfedevdim na ty, které se v praci
opakuyji.

a) v experimentalni ¢asti na str. 57, v odstavci popisujicim ptipravu latek 28 a 29 je
urcité chybny udaj bud’ hmotnosti nebo molarity u vychozi latky 27, coz dale
znesnadnuje hmotnostni bilanci krokid 27— 28— 29. Podobna chyba je téZ na str. 77 v
popisu premény latky 69 na latku 71 a dale 72;

b) v celé praci je vzajemné plisobeni molekul nebo jejich ¢asti disledné oznacovano
nesmyslnym slovem intereakce namisto interakce;

c) prace je psana ceStinou, poznamenanou laboratornim slangem (roztok byl refluxovan,
reakcéni smés byla kodestilovana....), jakoZ i anglismy (baze-scavenger, glykosidicka
vazba, anomericka smés....);

d) vcasti ,,Cile disertaéni prace jsou hexosaminy chybné nazyvany 2-deoxy-

glukosamin, resp. 2-deoxy-galaktosamin (tyka se i stejné ¢asti v anglickém sumaii).

Bez ohledu na tyto spravedlivé ,,vy€tené” chyby lze konstatovat, Zze piedloZena prace
doktorandky ma velmi dobrou odbornou troveti, je dobfe a pichledné formalng vypracovana
a zejména piedstavuje ictyhodné mnoZstvi poctivé odvedené prace. Cast vysledki jiz byla
publikovana v ¢asopisech i v prezentacich na védeckych konferencich.

Doporucuji prijmout disertacni praci Mgr. Anny Kovalové jako podklad pro fizeni podle §47,
odst.4 Zdkona ¢ 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o zmené a doplnéni dalsich zdkonii
(zakon o vysokych skolach) k udéleni titulu PhD.

V Praze 14. 6. 2006.
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