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Pfedlozend doktorska disertacni prace Mgr. Jana Kollara se zabyva syntézou, fotofyzikdlnim a
biologickym hodnocenim tetrapyrazinoporfyrazin (TPyzPz) s periferni substituci anionickymi nebo
kationickymi substituenty. Prace je obvyklého ¢lenéni, ma rozsah 126 stran (bez pfiloh) a odkazuje na
154 literarnich zdroju, z nichZ naprosta vétsina jsou ¢lanky v odbornych ¢asopisech. V teoretické ¢asti
(pFiblizné 40 stran) autor rozebird obecné vlastnosti ftalocyaninl a azaftalocyanind, podrobnéji se
vsouladu se zamérenim prace vénuje principlm fotodynamické terapie (PDT) a interakci
fotosenzitizérl se sérovymi proteiny.

Experimentalni ¢ast prace (priblizné 60 stran) je shrnutim dosavadni prace doktoranda v této oblasti.
Doktorand se tomuto tématu vénoval jiz béhem své diplomové prace, kde ptipravil a studoval TPyzPz
s vicenasobnou periferni anionickou substituci karboxylovymi funkénimi skupinami (vysledky byly
publikovany, doktorand je druhym autorem dle poradi). StéZejni ¢ast této disertacni prace byla
publikovana ve dvou prvoautorskych publikacich (Dyes and Pigments, 2019 a Journal of Medicinal
Chemistry, 2020). Nutno zdUraznit, Ze v obou pfipadech se jedna o vysoce kvalitni ¢asopisy z Q1, a
publikovani vysledk disertacni prace v téchto ¢asopisech s ndarocnym recenznim fizenim je tak solidni
zarukou kvality samotné disertacni prace. Vramci disertacni prace byly ptipraveny TPyzPz
s perifernimi anionickymi nebo kationickymi substituenty a byly studovany jejich fotofyzikdlni a
biologické vlastnosti, véetné intracelularni lokalizace a interakce s proteiny séra. Ziskané poznatky jsou
spravné diskutovany a konfrontovany s poznatky z literatury. V zavéru doktorand spravné naznacuje
sméry dalSiho mozného vyzkumu v této oblasti.

| v dalSich sledovanych parametrech doktorand splfiuje pozadavky na uspésné ukonceni doktorského
studia (aktivni i¢ast na domacich i zahrani¢nich konferencich, aktivni podil na vyuce). Doktorand byl/je
hlavnim tesitel projektu GAUK, a spoluresitel i ¢len resitelského kolektivu nékolika projektd véetné
¢tyr projekt GACR.

Pfipominky:

e Prace obsahuje malé mnozstvi preklep(l, gramatickych chyb (nespravny pad, jako pfiklad viz
podékovani spolupracovniklim), chyb v interpunkci ¢i nepfesnych formulaci, ale celkové je
jazykova Uroven prace vysoka.

= rozmezi Cisel — spravné maji byt dlouhé spojovniky

= str. 31 — naftalocaniny ma byt naftalocyaniny

= str. 33 — ,BSA predstavuje 76 % strukturniho homologu HSA” — Zpfesnéte
formulaci.

= str.33—,Trp-212“ ma byt Trp-213

= str. 36 — ,hydrofilnost” ma byt hydrofilita

= str. 37 a obr. 14 — ,tetraizothiokyanatovy” ma byt tetraisothiokyandatovy

=  pokojova teplota“, |épe laboratorni teplota

= str. 69 — syntéza TPyzPz 5 — ma byt benzil, nikoliv benzyl

e Str. 29 — prekurzory ftalocyanind a TPyzPz — zfejmé preklep (2-jodftalonitril, 2-nitroftalonitril),
poloha dvé je obsazena druhou nitrilovou skupinou. 4,5-Dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril ma
byt spravné 5,6-dichlorpyrazin-
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eV experimentalni ¢asti prace mam vyhradu ke zplUsobu prezentace hodnot tfeti veliCiny
v urcitych grafech. Jako ptiklad uvedu obr. 24a na str. 72. Jedna se o zavislost absorbance
(osa y) na vinové délce (osa x). Treti proménnou je hodnota pH. Ze zplsobu prezentace vime,
Ze Cervena kfivka je pro pH = 7, modra kfivka pro pH = 0,2, ale nevime, jaké jsou hodnoty pH
pro ostatnich pét cernych kfivek (vime pouze, Ze lezi v intervalu (0,2; 5,1). Obrdazek je prevzat
z publikace P1 (Dyes Pigm, 2019), ale ani v ni jsem tuto informaci nenasel. Zhruba mizeme
hodnoty pH vypozorovat z vioZzeného obrazku zavislosti absorbance pfi 648 nm na pH —i kdyz
i zde jsou urcité pochybnosti (nejvyssi hodnota pH je zde 4,9, nikoliv 5,1). Podobné problémy
s prezentaci treti proménné v grafech se vyskytuji v pfipadé, kdy treti veli¢inou je ¢as, jako
tomu je napftiklad na obrazku 23a na str. 71. llustrované nejasnosti o hodnoté treti veliciny
nezpochybnuji celkovy trend, ktery je z grafli vidy jasné patrny. V zajmu presnosti by ale bylo
vhodné publikovat (napf. v suplementu k jednotlivym publikacim) i surovd data, ktera by
obsahovala presné hodnoty vSech proménnych.

eV experimentalni ¢asti je v ¢asti popisujici syntézy studovanych sloucenin obtizné si udélat
prehled o struktufe latek a syntetickych postupech, nebot prvni relevantni vzorce a schémata
se vyskytuji aZz o mnoho stran pozdéji ve vysledkové casti.

Dotazy:

1. U obr. 1 — Jablonského diagram — nepfimo uvadite jako zdroj informaci recentni
prehledovou publikaci. Kdo to byl onen Jablonsky a Ize dohledat néjakou plvodni praci,
ve které byl po ném nazyvany diagram (poprvé) publikovan?

2. Vysvétlete, jak mGze byt PDT vyuZita ve fotodiagnostice (jak uvadite na str. 21). Caste¢né
vysvétlujete na str. 25, kde uvadite, Ze hexylester aminolevulové kyseliny se pouziva pro
diagnostiku karcinomu mocového méchyre. Je tedy tento prekurzor protoporfyrinu IX ve
zvysSené mife vychytavan nadorovymi burikami? Jsou zndmy mechanismy, kterymi dochazi
ke zvysené akumulaci fotosensitizérl v nadorové tkani (napf. jak uvadite pro
hematoporfyrinovy derivat na str. 18)?

3. Na str. 23-24 uvadite, Ze ,extinkcni koeficient (porfimeru sodného pfi 630 nm) je velmi
nizky (pouze 2000 M cm-!), coi znemoifiuje prostup svétla hloubéji do tkané.”
Vysvétlete/opravte tuto formulaci. Extinkcni koeficient exogenni latky nemd vliv na
hloubku priniku svétla do tkané.

4. Na str. 27 uvadite, Ze absorpcni spektrum Pc a AzaPc je ovlivnéno protonizaci
azomethinovych dusik(. Jaké je priblizné pK, téchto funkénich skupin?

5. Ve své experimentalni praci jste se zaméFil na TPyzPz ¢ centralnim Zn?*. ZdGvodnéte volbu
centralniho kationtu.

6. Diskuse k obr. 23 na str. 71. Shriite prosim principy, na zakladé kterych pridavek THF ¢i
pyridinu sniZuje agregaci vasSich TPyzPz a naopak fosfatovy pufr o fyziologickém pH di
médium se sérovym albuminem agregaci zvysuje. Kromé protonacniho stavu perifernich
skupin, ovliviiuje agregaci i centralni kov a jeho ptipadna chelatace?

7. Pfistudiu prostupu TPyzPz do Hela bunék jste zjistili, Ze po 12 hodinach inkubace se 4uM
latky 5 se v bunikach nachazi az 0,37 nmol TPyzPz 5 na 1 mg proteind lyzatu. Lze tuto
hodnotu alespon fadové prevést na molarni koncentraci latky 5 v intraceluldarnim
prostoru? (s pfipusténim nepresnosti v disledku pfipadné akumulace senzitizéru ve vnéjsi
bunécéné membrané). Lze tuto odhadovanou intracelularni koncentraci fadové srovnat
s hodnotami ECs (extracelularni koncentrace) - tedy napf. ECso = 0,83 + 0,31 uM pro latku
5 na Hela bunkach, v bezsérovém médiu?

8. Na str. 90 a v publikaci P2 (J Med Chem, 2020) popisujete analyzu chemické modifikace
BSA v pfitomnosti fotosensitizér(l po ozareni a prinasite statistickou analyzu nejcastéji
oxidovanych aminokyselin. Da se z prostorové lokalizace (v ramci proteinu) téchto
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nejcastéji modifikovanych AK usuzovat na ,vazebné misto” testovanych fotosensitizérd,
pfipadné na pocet molekul fotosensitizéru interagujicich s BSA?

9. V publikaci 2 (J Med Chem, 2020) jste provedl srovnani fotodynamické aktivity ve skupiné
TPyzPz s anionickymi a kationickymi substituenty. MUzZe Uroven fotodynamické aktivity
byt ovlivnéna i poétem kationickych/anionickych skupin v molekule? Skupiny a) a b) na
Obr. 32 totiz obsahuji 16 perifernich nabitych skupin, kdeZzto skupiny c) a d) pouze 4
periferni nabité skupiny.

10. V zavérech své prace konstatujete, Ze pfitomnost sérovych protein(, potazmo vazba na
BSA, negativné ovliviiovala fotodynamickou aktivitu u vSech latek s anionickymi
substituenty, kdeizto u latek s kationickymi substituenty pFitomnost BSA aktivitu
neovlivnila. Z tabulky 4 na str. 98 se vSak zdd, Ze minimalné u kationické latky 18 by se
dalo uvaZovat i o zvySeni fotodynamické aktivity v pfitomnosti BSA. PovaZujete to za
redlné? Jakymi principy mlze pfitomnost BSA zvySovat fotodynamickou aktivitu?

Vyse uvedené pripominky nesnizuji vysokou kvalitu predloZené disertacni prace, kterou timto
doporucuji k obhajeni s naslednym udélenim titulu Ph.D. v oboru Farmaceutické chemie.

V Hradci Kralové,
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