Posudek disertacni prace Kamila Kopeckého ,,Azaftalocyaniny jako nova skupina
zhaSecu fluorescence*

Disertacni prace se skladd z nékolika kapitol,ve kterych je nejprve formulovana
problematika a zpisob feSeni, dale je uveden piehled soucasného stavu problematiky a
zvolené metody feSeni. Nasleduje Experimentalni ¢ast, Vysledky a diskuse a Zavér. Soucasti
disertace je i seznam publikaci, podle kterého je uchaze¢ spoluautorem tfinacti publikaci
Vv casopisech s IF, ¢imz je splnéna podminka § 47 odst. 4 zakona ¢.111/1998 Sb. o vysokych
Skolach a o0 zméné a doplnéni dalSich zdkont i pedpisy UK.

Vyvoj novych latek pro zhaSeni fluorescence pro pouziti v aplikacich jako je PCR je
nepochybné zajimavé a aktudlni téma. Chci proto ocenit, ze uchaze¢ a pracovni skupina,
jejimz je ¢lenem, zavedli na fakulté dalsi tématiku. Zvolené azaftalocyaninové struktury
pfedstavuji znacnou vyzvu, nebot’ jejich piiprava je experimentdlné¢ pomérné narocna.
Nemam proto pochyb o tom, ze pfi ziskdvani zkuSenosti se syntézou téchto latek prosel mqr.
Kopecky celou fadou frustrujicich period a détskych nemoci, kterym se pfi zavadéni nové
tématiky neda bez piedchozich zkusenosti vyhnout.

Formalni stranku disertace hodnotim se znaénymi rozpaky. Zaprvé se domnivam, ze
kapitoly v disertaci a jejich fazeni ma zhruba odpovidat odbornym publikacim. Obvyklé
fazeni téchto kapitol (doporuéené i védeckou radou fakulty) je Uvod, jehoZ smyslem je popsat
souCasny stav problematiky, ze kterého vyplyne potfeba néco teSit. Nasleduje na tomto
zaklad¢ definovany Cil, Vysledky a Diskuse, Zavér, Experimentalni ¢ast a Seznam literatury.
Zadruhé mé zarazi celkovy styl pojeti disertace, které ptipomind spiSe laboratorni protokoly
prevedené do podoby disertace, nez skute¢nou disertaci. Smyslem doktorské disertace je
ukazat, jakym zplsobem uchaze¢ ptemyslel, kdyz si definoval cil a jakym smérem se vyvijelo
jeho mysleni pii feSeni problému. Jinymi slovy, stylem doktorské disertace by mél byt nejen
popis vysledki, ale pfedev§im promyslena argumentace a zdivodnovani. V prvé fad¢ neni
Vv této disertaci jasné zdivodnén cil. Jakymsi vyty¢enim cile (str. 9) sice cela prace zacina, ale
zdivodnéni dale nespecifikovanymi negativnimi vlastnostmi komeréné dostupnych zhasect a
objevem pfiznivych vlastnosti substituovanych azaftalocyaninl, kde je Ctenai dale pouze
odkézan na ref. 1 je nedostatecné. Dalsi specifikace cile je pak prekvapivé az na str. 72, kde je
dale uvedeno, Ze azaftalocyaniny byly vybrany kvili snadné nukleofilni substituci vychozich
halopyrazinii a az v samotném Zavéru jsem se docetl, Ze vyhodou azaftalocyanintl je absorpce
AzaPc voblasti 450-700 nm. Pii nejlepsi vuli to na mé puasobi ponékud chaoticky.
V nasledujici kapitole (Pfehled souCasného stavu feSené problematiky) jsou popsany
teoretické predpoklady zhaSeni fluorescence, ptehled typli molekularnich sond a piehled
fluorescencnich latek a zhaSeci. Tato kapitola by byla c¢tivejsi, kdyby uchaze¢ diskutoval
pfedevsim strukturni pfedpoklady zhaSeni fluorescence (nelze si nevSimnout, Ze drtiva vétSina
téchto latek obsahuje donor elektronli a akceptor elektronii konjugované prostfednictvim m-
systému), piehled pouzivanych struktur a jejich nevyhody. Na popis nevyhod mohl navazovat
podrobnéjsi popis objevenych a/nebo predpokladanych vlastnosti alkylaminoazaftalocyanini,
ktery by odavodnil jejich dal§i vyvoj jako zhasecd fluorescence. Rozsahla podkapitola o
molekularnich sondéch sice neni Gplné€ od véci, ale vyvoj novych sond evidentné neni cilem
disertace a oddil Zvolené metody feSeni nemusel tvofit samostatnou kapitolu a mohl byt
podstatn¢ krat$i, nebot obsahuje misty az pfili§ detailni popis znamych faktd (napf.
nukleofilni substituce halopyrazinti, aktivace karboxylu pro piipravu derivati, chranéni OH
skupin). V kapitole Vysledky a diskuse je na fadé mist prosty popis vysledkt; prikladem je
podkapitola 7.7, kde je porovnavana ucinnost latky 29 =zabudované v nékolika
oligonukleotidovych sekvencich s G¢innosti komeréné pouZivaného zhasete BHQ-2%, kde
k ¢islim v Tab. 4 chybi jakakoliv diskuse a Ctenaf se tak ani nedovi, zda rozdil necelych
deviti procent pro sekvenci S3 je hodn€ nebo malo a musi si sdm odvodit, Ze vyhodou AzaPc



je pravdépodobné piedevsim podstatné lepsi piekryv absorpéniho spektra s emisnim spektrem
fluoroforu Cy5™ pii necelych 700 nm. Dalsim piikladem $patného psani je konstatovani na
str. 85, kde autor pravi, ze ,,...tato métfeni vedla k zavéru, Ze sekundarni aminoskupina je
zodpovédna za nestabilitu makrocyklu AzaPc v oxida¢nim roztoku jodu...“, ale neuvadi, co
se vlastné pfi téchto métenich stalo.

Ani jazykova stranka disertace mi nepfipada piili§ =zdafild. Vyrazy jako
,hasyntetizovat“ nebo ,,vyizolovat“ jsou ohavné gramatické neoplazie, které patii do
laboratorni hantyrky a nikoliv do disertace. Pouziti doslovnych ptekladi z angliCtiny sice
vypadé na prvni pohled vzneSen¢, ale ani napt. sloveso ,,purifikovat neméni nic na tom, ze
uchaze¢ musel néco jednoduse vycistit (dale napt. ,,deprotekce) stejné jako anglicka slova
,counterion“ a ,,quencher* (str. 41) neméni nic na tom, Ze jde o anion a zhasec.

Po vécné strance o ziskanych vysledcich nepochybuji, az na jednu vyjimku (viz
dotazy) jsou vSechny zavéry o struktufe a vlastnostech latek podpofeny odpovidajicimi
spektralnimi a jinymi daty. Z podékovani spolupracovnikiim v uvodu disertace Ize dedukovat,
7ze sam autor se zabyval predevSim syntézou latek, méfenim fluorescencnich spekter a
produkci singletového kysliku. Pocet pfipravenych latek tak alesponl na prvni pohled
neodpovidd minimalné tfem rokim prace. Jak jsem vySe poznamenal, pfiprava a ciSténi
cilovych azaftalocyaninti neni zfejmé trividlni a je proto s podivem, ze autor zminuje obtize s
optimalizacemi syntéz nebo Cisticich postupli pouze okrajové. Pokud takové obtize mél, mél
je popsat nebo vice =zdlraznit, napi. formou tabulek s variacemi reak¢nich nebo
chromatografickych podminek. HPLC studie je sice zajimava, ale jeji vysledky pouze
potvrdily znamy fakt, ze optimalnim pomérem prekursorti pro syntézu latek typu A3B je 3:1.
Rada vysledka je prezentovana jako fakta, coZ je sice v pofadku, ale uchaze¢ se ani nepokusil
0 diskusi jejich vyznamu (viz napf. vySe uvedené experimenty s latkou 29
Vv oligonukleotidové sekvenci a tvorba komplext s pyridinem).

K praci mam dalsi formalni ptipominky:

1. Str. 76, hmotnostni spektroskop (ani hmotnostni spektroskopie) neexistuje,
existuje pouze hmotnostni spektrometr, resp. spektrometrie. Vyraz
spektroskopie je vyhrazen pro optické metody. Tuto chybu bych pochopil u
studenta 2. ro¢niku, nikoliv u uchazece o doktorskou kvalifikaci.

2. Str. 80, ve slové smési se pisSe mekke i.
3. Cisla odkazt se zpravidla uvadéji v hornim indexu.

Nasledujici pfipominky maji slouzit jako podklad do diskuse:

1. Autor sice v uvodnich partiich uvadi ptehled pouzitych zhasecu, ale naprosto
opomiji latky ve vyvoji. Existuji takové latky?
2. Nesouhlasim s mechanismem na Obr. 25 a nékterymi tvrzenimi

V navazujicim textu. Deprotonizace alkoholu sekundarnim aminem je silné
termodynamicky nevyhodnd a tedy nepravdépodobna. Nukleofilem je
hydroxyskupina a amin slouzi pouze k vychytavani vzniklého chlorovodiku
a posunuti rovnovahy reakce. Tvorba morfolinového kruhu je
upfednostiiovana piedevSim proto, ZzZe intramolekuldrni reakce ma
z termodynamickych diavodi pfednost pred intermolekulérni.

3. Obr. 26 naznacuje, ze latka 13 byla pfipravena, navazujici text na str. 76 je
nejasny. V Experimentdlni ¢asti je uvedeno, ze NMR ani MS analyza
strukturu nepotvrdily. O NMR spektrech neni uvedeno nic, rozdil ve
hmotnostnim spektru je 73, coz odpovidd (celkem logické) ztraté



diethylaminoskupiny. Jak vypadala NMR spektra a pro¢ se autor domniva,
ze latka nebyla ptipravena?

4. Str. 83, co m4 autor na mysli pod ,,promytim roztoku A vodnym roztokem
NaOH*“?

5. Na str. 85 autor uvadi, ze obé chranéné formy latky 15 byly rozkladany ,,ve
stejném poméru jako nechranéna latka 15“. Co tim ma na mysli? Dale uvadi,
ze ,,...tato méfeni vedla kzavéru, ze seckundarni aminoskupina je

13

zodpovédna za nestabilitu makrocyklu AzaPc v oxidacnim roztoku jodu.
Co vlastné pfi téchto métenich pozoroval?

6. Prosim 0 komentat k datim uvedenym v Tab.4 a Obr. 35.

7. Muze mit tvorba komplexu s pyridinem néjaky vyznam pro mozné aplikace,
napf. v molekularnim rozpoznéavani?

8. Zajimalo by mé&, podle jaké metodiky se urc¢i podil na publikaci vyjadieny

Vv procentech.
Zavérem chei fici, ze nezpochybiiuji ziskané vysledky ani jejich hodnotu, ale styl
disertacni prace, ktery je podle mého ndzoru zna¢né neuspokojivy a nemohu se zdrzet dojmu,

7ze mohla byt napsana daleko lépe. Pfedlozend price mulze byt pouzita jako podklad pro
obhajobu, ale uvedené ptipominky by V jejim prabéhu mély byt uspokojivé vysvétleny.

V Hradci Kralové 9. 12. 08

Prof. RNDr. Milan Pour, PhD.



