Oponentsky posudek doktorské disertacni prace RNDr. Lucie Brulikové s nazvem ,, Synthesis,
reactivity nad biological activity of C-5 substituted uracil analogues*

Predlozena disertacni prace je typickou studii vztahu struktura - biologické aktivita, a to zejména
v té prvni nejpodstatnéjs$i ¢asti vénované derivatim 5-methyluracilu, které byly pfipraveny jako
potencialni antivirotika. Kli¢ovou slou¢eninou byl 5-[(chlor(4-nitrofenyl)Juracil, ze kterého byla
nukleofilni substituci pfipravena fada 5-[(alkoxy(4-nitrofenyl)]uracili. Celkem bylo testovano 18
slou¢enin ve form¢ racematd. Znich bylo poté synthetisovdino 13 odpovidajicich
diastereoisomernich ribonukleosidi a ty 4 s nejvyssi cytotoxickou aktivitou proti nadorovym liniim
byly pfipraveny v opticky cisté form¢. Vyhodnoceni aktivity ukdzalo zavislost ucinku na délce
alifatick€ého fetézce a jen nepatrny vliv cukerné c¢asti ¢i konfigurace. Dalsi studovanou skupinou
byly 5-alkoxymethyluracily a z nich odvozené ribonukleosidy v celkovém poctu 30 sloucenin. Jako
perspektivni struktura byl vybran 5-(2,3-dihydroxy-1-propoxy)methyluracil, jehoz sekundarni
hydroxylova skupina byla esterifikovana, ale reakce s fosfonaty byl netspésna. Opét se ukazalo, ze
aktivita odvozenych nukleosidi nebyla vyssi. Za dllezity zavér povazuji, Ze cytotoxicka aktivita
uracili obsahujicich 4-nitrofenylskupinu byla vyssi nez alkoxymethylderivati a ze se tedy rysuje
vhodny strukturni motiv pro dalsi studium. Ve druhé, ponékud nesourodé, ¢asti disertace se RNDr.
Brulikova zabyvala synthesou modifikovanych oligodeoxynukleotidi. Zakladnim strukturnim
motivem byl uracil, ke kterému byl v poloze 5 pfipojen pfes triazolovy mustek 4-substituovany
fenyl. Byly testovany oba synthetické postupy, jak modifikace nukleosidu tak ptipojeni nukleobaze
k 2-deoxyribose. Stabilita vybranych oligonukleotidii byla ovéfena hybridizacnimi experimenty,
které dolozily destabilizaci jak DNA tak RNA duplexd.

Predlozena disertacni prace tak presentuje diilezité poznatky zejména pro studium vlivu struktury na
biologickou aktivitu, ze kterych vyplynuly potencialné zajimavé nové typy slouc¢enin. Doktorandka
odvedla velky objem experimentalni prace, 1 kdyZ z pohledu organické chemie neni disertace
pfevratnou novinkou. Ocefuji velmi t¢innou spolupraci s biologickym pracovistém, kterd umoznila
systematicky prizkum aktivity desitek pfipravenych sloucenin. Vysledky byly pribézné€ uveiejnény
formou plvodnich ¢lanki v respektovanych casopisech, tedy o jejich védecké kvalité neni pochyb.
Cile disertacni prace byly jasné splnény.

Ke kvalité disertacni prace mam fadu pfipominek jak po formalni tak vécné strance. Prace je
pfedlozena v anglictin€, coz povaZzuji za pozitivni. Je sepsana piehledné a ve velmi p&kné grafické
upraveé. Text je dobfe srozumitelny, teoreticka ¢ast dava dobry piehled o zptisobech opracovani
zakladniho uridinového skeletu a biologickych aktivitach takto pfipravenych latek. Tim vice ovSem
vystupuje do popiedi nesourodost kapitoly vysledky a diskuse a cast vénovand analoglim
oligonukleotidii prosté do prace nezapada.

Diserta¢ni prace v podstaté obsahuje vSechny ptedepsané kapitoly. Nazev kapitoly 1.2 Synthesis
neni Uplny, kapitola 1.1 chybi zcela a rovnéz nazvy podkapitol 1.2.x nejsou nejpresnéjsi. V praci
kazda kapitola kon¢i zavérem a jako posledni kapitola je Summary, tedy souhrn, namisto spravného
zavéru. Obcas se vtextu vyskytuje prohieSek proti ndzvoslovi (s 11, halogenalkyl; s. 22,
bromvinyluracil; s. 31, phosphytilation (?); s. 52, sulphate; s. 81 a jinde, sylilated; a dalsi), nékde
jsou zavorky v ndzvu navic (s. 50) a zidlicky na s. 32 nevypadaji dobfe. Kritiku si zaslouzi i
Cislovani sloucenin, které diky zarazeni schémat obcas pieskakuje a v kapitole o oligonukleotidech
nahle Cislovani konc¢i a objevuji se zkratky ptevzaté pravdépodobné z laboratorniho deniku. Na s.
59 ma byt ,.silylované derivaty 191 a ne 192, na s. 69 cilovy fosfonat je 203 a ne 210.

K nasledujicim vécnym piipominkam pozaduji podrobné odpovédi a komentai doktorandky.
1. Jak si ma oponent vysvétlit poznamku na s. 45, ze synthesa derivatu 173 a 177a-h byla zminéna
Vv ptiloze k rigordzni praci? V jakém casovém obdobi byla tato disertace vypracovavana?

2. Na s. 44 je konstatovano, ze reprodukovanim literarniho postupu dle odkazu 51 byl pfipraven
chlorderivat 173 a ne v publikaci uvadény hydroxyderivat 172. Ve skutecnosti ale postup
Z literatury nebyl reprodukovan, protoze byla vynechana neutralizace a pravdépodobné pii této
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operaci dochazi k hydrolyze latky 173 na 172. Ostatn¢ tak také doktorandka latku 172 sama
ptipravila. Navic chlorid je dobfe odstupujici skupina pii nukleofilnich substitucich, ¢ili ziskani
latky 173 bylo vlastn¢ vyhodné. V doktorské praci bych oc¢ekavala odborngjsi hodnoceni situace.

3. V celé praci Pocit’uji nedostatky v identifikaci latek. Pro drtivou vétSinu ptipravenych latek je
uvadéno pouze "H NMR a MS spektrum. Mozna je to tak dobte, pokud uz byly latky diive popsany
a data slouzi pouze ke srovnani. To se ale z textu poznat neda. Tak napiiklad na s. 52 se doctu, ze
nukleosidy 184j-1 a 1830 (spravné¢ ma asi byt 1840) byly pfipraveny poprvé. Znamena to, ze ty
ostatni uz byly v literatufe popsany? Kde jsou odkazy? Kde je srovnani jejich fyzikalné-chemickych
dat? V experimentalni ¢asti jsou vSechny charakterizovany stejné a to pomoci 'H NMR a MS
spektra. UpIné stejna situace se opakuje na s. 58 a 59 s 5-alkoxymethyluracily 185 a na s. 59
s nukleosidy 186, z nichz né€které uz podle doktorandky pfipraveny byly. Opét zadny odkaz na
literaturu, zadné porovnani spekter. Dokonce ani pfiprava téch popsanych neni v experimentalni
¢asti uvedena. Doktorandka musela mit v ruce nékolik desitek publikaci, takze by méla védét, jak se
popisuje synthesa jiz diive publikované latky a jak se tato latka charakterizuje. Ponékud zmateny
text tak nedava pfili§ moZnosti oponentovi posoudit, jaka je, jak se dnes s oblibou tikd, ptfidana
hodnota této disertace v synthetické Casti.

4. Latka 204 (s. 70) byla identifikovana jako N-isomer misto o¢ekavaného O-isomeru a to pomoci
'H NMR spektra. Rada bych se dovédela vice podrobnosti o této identifikaci.

Zavér

Na disertaéni praci RNDr. Lucie Brulikové vysoce hodnotim komplexni pfistup zahrnujici
organickou synthesu na stran¢ jedné a biologické testy na spolupracujicim pracovisti na strané
druhé. Doktorandka prokazala, ze piln¢ v laboratofi pracovala, Ze umi analyzovat informace
z literatury a je schopna samostatné védecké prace. Bohuzel ale vlastni diserta¢ni praci uz tak
nadSena nejsem a jen doufam, Ze si z mych pfipominek vezme ponauceni. Nicméné u me prevazuje
kvalita vysledku, proto podle §47, odst. 4, zakona ¢. 111/1998 Sb. doporucuji pfijmout disertacni
praci RNDr. Brulikové obhajobg.
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