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Véc: Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Zdeilkka Novaka ,,Analyza struktury alkaloida
metodami multidimenzionalni NMR spektroskopie“

Predlozena disertacni prace patii do oblasti chemie ptirodnich latek. Na 125 stranach textu autor seznamuje
Ctenafe se svymi vysledky, které ziskal na poli strukturni analyzy slozek extraktt tii rostlin (Berberis

vulgaris L., Fumaria officinalis L. a Nerine bowdenii W. Watson).

Uvodem je ¢tenat seznamen se viemi tfemi zminénymi rostlinami, jejich vyskytem, popisem a pouZitim.
Soucasti popisu je rovnéz piehled alkaloidl, které byly v danych rostlindch doposud identifikovany.
Nasleduje kapitola vénovana struénym zakladiim stereochemie a metoddm pro jeji urCovani. Zde na me text
pusobi trochu nesourodym dojmem. Autor celkem chaoticky skace ,,0od patého k devatému*, po stereochemii
nasleduje kus NMR, pak zase stereochemie, pak cirkularni dichroismus, nasleduje NOE... Jsou vysvétlovany
i zcela zakladni pojmy jako konstituéni izomer, diastereoizomer... zatimco pokrocilejsi oblasti jako NOE,
derivatizacni ¢inidla, Mosherova metoda, izotopicky indukovany efekt... jsou v porovnani s tim vysvétleny
mén¢ podrobné ¢i systematicky nez by si, vzhledem k zaméteni prace, zaslouzily. Predevsim cast tykajici se
NOE (str. 23) je, vzhledem k vyznamu pro stereochemickou analyzu pfirodnich latek a zavéry ucinéné
v disertaci, podle mého ndzoru znaéné podcenéna a problematika podavana dost zjednodusené. Celé ¢asti by
prospélo vice dopliiujicich obrazki. Hodnoty tm jsou ovlivnény i pohybovymi vlastnostmi molekuly tj. jejich
velikostmi, tvarem a prostiedim, ve kterém se nachazeji. Proto se sméSovaci Cas Casto musi Casto
optimalizovat. RovnéZ je zde opomenuta skutecnost, ze nekteré molekuly vykazuji malé az nulové NOE a
jakym zptsobem to miizeme fesit. Cast o skalarnich interakcich (str. 27) je rovn&Z pojata povrchné, spise
jako vytah z u¢ebnic NMR. Vzhledem k tomu, ze autor v nasledujicich pasazich interakéni konstanty Casto
vyuziva pro identifikaci struktury, bych oc¢ekaval, Ze toto téma bude rozvinuta vice a to s ohledem na NMR
alkaloidl. Alesponi by mohly byt zminény typické hodnoty interakénich konstant u systémt, které budou
pozdgji diskutovany. Ctenaf, ktery neni odbornikem v NMR spektroskopii alkaloidti, by tak mohl snaze
sledovat uvahy pfi interpretaci struktur. Obrazky ¢i schémata by prospé€la i srozumitelnosti kapitoly o

indukovaném izotopickém efektu.

Cile prace, které nasleduji, jsou celkem jasn¢ definovany.
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Jadrem celé disertace je kapitola Vysledky s komentafem. Komentat je doprovazen vzorcem, vytézkem,
velmi zaokrouhlenou molekulovou hmotnosti, dale zapisem protonového a uhlikového NMR spektra s
pritazenim. To je ponékud nezvyklé, obvykle je zapis NMR spekter soucasti experimentalni Casti, ptipadné
prilohy, nicméné to nema na praci néjaky negativni vliv. Vytézek v uvedené form¢ vsSak neni piilis
vypovidajici, protoze si ¢tenaf neudéla predstavu o tom, z jakého kvanta suroviny byla slou¢enina ziskéna.
To se dozvi az o fadu stranek dale v Experimentalni ¢asti. Vhodngjsi by, podle mého nazoru, bylo bud’
hmotnost vychozi zpracovavané suroviny uvést jako poznamku pted zac¢atkem vlastni komentované Casti
nebo presunout Experimentalni ¢ast pfed Vysledky. Piehlednosti by rovnéz prospélo, kdyby bylo u kazdé
slouCeniny stru¢né naznaceno, z jaké frakce byla ziskéna, piipadné chromatograficka data (reten¢ni faktor
nebo retencni Cas). Obvykle toto byva soucasti Experimentalni ¢asti, ale vzhledem k tomu, Zze se autor
rozhodl kjisttmu kompromisu tim, Ze do Vysledki zahrnul zapis spekter, by zde méla byt i dalsi
charakteriza¢ni data. Vlastni popis izolaci v Experimentalni ¢asti je velmi nepiehledny a ¢tenaf t€Zko najde
prislusné tdaje. Vyse uvedené by pirehlednost podstatné zvysilo. Dale v praci zcela chybi vysledky HRMS
(ziskané versus vypoctené). Tyto vysledky pritom autor povazuje za ,,vstupni branu k strukturni analyze®“. U
znamych latek je popis jen strucny, zatimco u nové izolovanych nebo ne zcela charakterizovanych latek je
popis podrobnéjsi. V praci velmi postradam piitomnost kliCovych spekter v grafické podobé s vyznacenymi
dilezitymi korelacemi, na jejichz zékladé byly udinény zavéry. Ctenaf by si mohl udélat pedstavu sam,

takto mu nezbyva nez autorovi vefit.

Po ¢asti Vysledky nasleduje Zavér, kde je struéné zrekapitulovano, jaké slouceniny byly z té které rostliny

izolovany.

Experimentalni ¢ast je ponékud netypicky az na konci. Zde autor vysvétluje, jakym zpisobem byla izolace
studovanych slou¢enin provadéna. Obecné je cely popis extrakci nepiehledny a brzy se v ném ¢tenaf ztraci.
Uvédomuji si, Ze se jedna o zna¢né pracnou a slozitou zalezitost a ocenuji mnozstvi vynalozeného usili.
Domnivam se v8ak, ze schématicka rekapitulace celého procesu by piehlednosti vyrazné napomohla. Kdyby
se ktomu piidaly tfeba vyjimatelné karty, na kterych by byl ptehled sloucenin se vzorci, akronymy a

stranami, kde je jejich popis, ptehlednost by vzrostla o né€kolik fadd. Tabulka 5 to pfili§ nezachranuje.

Seznam zkratek budi pon¢kud rozpacity dojem. Namisto béznych zkratek, jako NMR, MS nebo str. bych
spiSe doporucil vysvétleni nekterych akronymi pulznich sekvenci (HMBC, ADEQUATE, NOESY).

K praci mam nasledujici ptipominky a dotazy:

Obecné je vyraz ,para-substituované benzenové jadro* nespravny. Substituenty jsou tam dva, ¢ili by mélo
byt ,,para-disubstituované*.
Str. 33: spojeni ,,vodikové *H NMR spektrum* je nesmysIné. Dale vyrazem ,triplety spolu sousedily pro

vyjadieni, ze v molekule je uskupeni CH>—CHz je pon€kud nest’astny, protoZe by to mohlo rovnéz znamenat,



ze signaly lezi ve spektru vedle sebe, coZ neni v tomto ptipadé pravda. Lepsi vyjadieni je napf. ve smyslu
Htriplety vznikly vzajemnou spin-spinovou interakei, viz. COSY*“

V celé praci se operuje s HMBC korelacemi via ®J(C,H). Neni vsak jasné, jakym zptisobem byly odliseny
krospiky indikujici vicinadlni a gemindalni interakci. U bézné techniky gHMBC, kterou autor uvadi, ze
pouzival, se dosah koriguje velikosti pfislusného ,delay” stejné¢ jako to udava autor na str. 99
v Experimentalni ¢asti. V piipadé, Ze interakéni konstanty 2J a 3] budou mit blizké hodnoty (coz u
aromatickych systémi byva, viz. napf. data v knize Kalinowski et al. Carbon-3C NMR Spectroscopy), vsak
toto nepostacuje a ve spektru uvidime krospiky indikujici oba typy interakci. Existuji specializované pulzni
sekvence, napt. 1,1-ADEQUATE, které toto umoziuji. Zminku o jejich aplikaci jsem vSak v praci nenasel,
jen na str. 19 o jeji existenci. Autor by mél uvést, jakym zpusobem dosahl toho, ze tyto interakce od sebe
rozlisil, vzhledem k tomu, Ze na zakladé 3J korelaci byly u¢inény vyznamné zavéry o struktute. P¥ikladem je
tieba obr. 7 (str. 33), kde byly na zaklad¢é vicinalni korelace odliseny skupiny OMe a OX. V piipadé, ze
nejsou vicinalni a geminalni interakce spolehlivé odliSeny, jsou i zaveéry na vzdjemnou polohu téchto skupin
nejednoznaéné a bylo by tieba je potvrdit dal$imi udaji, napf. technikou NOESY, kterd by ukézala
prostorovou blizkost protonu H5 k methoxyskupiné. Zde prave, podle mého nazoru, citelné chybi ukazka
prislusného HMBC spektra, kde by se ¢tenaf mohl presvedcit sam.

Str. 36: slovni vyjadreni, ze ze zméfené molekulové hmotnosti 626 je ziejmé, Ze se jedna o jednu molekulu,
mi nedava smysl.

Str. 36: nerozumim pojmu ,,korelace po fadé®.

Str. 40: v aromatické ¢asti by mély byt tii singlety: 5, 5" a 8, nikoli dva. Autor by mé¢l rovnéz uvést, jakym
zpusobem odli$il obé N-methylskupiny. Jedna se o klicovou informaci, jelikoz pokud by tyto nebyly
jednozna¢né rozliseny, mohlo by to vést kchybnému urceni polohy 4-hydroxybenzylskupiny.
Predpokladam, ze spravné rozliSeni vyplynulo z HMBC korelaci jednotlivych N-CHs skupin, ale piesto by
ziskani této informace mélo byt uvedeno.

Str. 41: Vyraz ,substituent X nenese proton™ neni korektni. To by znamenalo, Ze urcena struktura neni
spravné. Autor chtél patrné fici, ze substituent X neobsahuje proton na atomu bezprostiedné vazanému ke
kysliku O—C8’. Volba stejného pismene (X) pro diskusi riznych strukturnich fragmentt téze molekuly neni
S$tastna, protoze to vede k neurcitosti pti sledovani uvah, o kterém fragmentu se vlastn¢ hovofi.

Str. 46: v HMBC spektru nepozorujeme korelace mezi protony, tudiz vyraz ,,vodik & 4,05 ppm (H2"") mél
korelace ve spektru HMBC jednak na sousedni vodiky (H3"")“ neni spravné. Patré se jednalo o uhlik C3"".
V molekule se dale nemiize nachazet vodik H6"" (je to kvarterni uhlik).

Str. 46: Autor se zde zminuje o jakési hypotéze o vzniku zakonceni, aniz by rozvedl podrobnosti. Tim je tato
¢ast vytrZzena z kontextu.

Str. 79: Ptitomnost dvou sad signal po aplikaci LSR jest¢ automaticky neznamena racemickou smés, ale
smés dvou enantiomerd. Exaktné by mélo byt doplnéno, ze se jedna o dvé sady signali se stejnymi

intenzitami. M¢lo by byt rovnéz specifikovano, v jakém rozpoustédle a jaké LSR bylo pouzito.



Str. 79: Véta ,,Zvlastnosti vSak bylo Casté Sté€peni signalil, které se vSak nasledné vysvétlilo“ je vytrzena
z kontextu. Je to nakousnuti néjakého tématu, které neni dokonc¢eno. Bud’ by mélo nasledovat vysvétleni, o
co se jednalo, nebo pokud to neni relevantni k dané problematice, toto viibec nezmifiovat.

Str. 81, . 2 pod obr. 28: misto methylovou skupinou zde ma byt methylenovou.

Str. 84: autor uvadi, ze beladin je v rostlin€ nejvice zastoupeny. V rozporu s tim je ale uvadéné izolované
mnozstvi 5 mg, které je cca dvakrat mensi nez nasledujici krinin.

Str. 89: sloucenina je deklarovana jako epoxyambellin, ale ve skutecnosti se jednéd o jeho stl. Mélo by byt
uvedeno, co je v daném piipadé¢ aniontem. Nelze tudiz ani tvrdit, Ze chemické posuny byly ve shodé
S publikovanymi daty pro epoxyambellin, kdyz autor sdm v dalsi vét¢ dodava, ze u Casti struktury se tyto
vyraznég lisi. Neni ani zfejmé, jestli je v pfirodnim materialu pfitomna zminéna sil nebo zda k tvorbé soli
z epoxyambellinu doslo az v prubéhu izolace.

Str. 92: vyraz ,,rentgenokrystalova struktura® neni vhodny, spise ,,rentgenova difrakce*

Str. 99: nevim, co si mam piedstavit pod pojmem ,,prachody* (¥. 18). Z kontextu pti ¢teni dalSich fadka
vyplynulo, Ze se jednd pravdépodobné o skeny. Autor by se mél drzet stdvajici terminologie a nevytvaret
svou vlastni. Jsou popisovany akvizi¢ni parametry, ale chybi zminka o tom, jakym zptisobem byla spektra
zpracovavana (procesni parametry).

Str. 101: z popisu provedeni deuteriového indukovaného efektu neni zcela jasné, jak bylo toto provadéno.
Bylo méfeni provadéno i za ptitomnosti oddélenych vrstev? Pokud ano, méla pfitomnost druhé vrstvy vliv na
kvalitu spektra? Deuteriova vyména se Casto provadi pomoci methanolu OD, ktery by mél vyhodu v tom, ze
by k oddélovani vrstev nedochazelo. Pro¢ nebylo postupovano takto?

Str. 101: u LSR je znamo, Ze jsou citlivda na pfitomnost vody i jinych koordinujicich piimési.
V experimentalni ¢asti by proto mélo byt, v zdjmu reprodukovatelnosti, uvedeno, jak byla LSR pied
meéfenim upravovana (napft. suSenim) popf. uchovavana.

Str. 102: pouziti diethylaminu jako baze pro reakci v chloridem kyseliny je ptekvapujici. Ocekaval bych, ze
tento bude pfednostné reagovat na diethylamid.

Str. 103, ¢ast 5.3.1: mé&lo by byt uvedeno, jakym roztokem ethanolu byla perkolace provedena. U gradientni
eluce by mélo byt, v zdjmu reprodukovatelnosti, uvedeno alesponn pocatecni sloZzeni mobilni faze. Néco
podobného Tabulce 5 by bylo lepsi.

Str. 104, . 18: neni uvedeno, jakym zptisobem byly hydrochloridy pfipraveny.

V celém textu se vyskytuje fada prohteskt proti matetskému jazyku (slovosled, pteklepy). Nékde jsou i véty
bez kontextu. V Cesky psanych textech je zvykem psat desetinné ¢arky misto tecek. Pfi citovani literatury je
prehlednéjsi pouzivat intervaly nez uplny vycet Cisel, ktery se vyskytuje v disertaci. Domnivam se, Ze
pecliva korekce rukopisu by méla byt samoziejmou soucasti kazdého odborného textu. U obrazkt dale
postradam jejich popis.

Byva zvykem, Ze soucasti diserta¢ni prace jsou separaty publikovanych praci doktoranda.



Zavérem konstatuji, ze v ramci predkladané disertacni prace autor pracné€ izoloval fadu alkaloidi, z nichz
nékteré byly z danych rostlin izolovany poprvé, a urcil, popf. verifikoval jejich strukturu pomoci jedno a
dvoudimenzionalni NMR spektroskopie a srovnani s analogickymi publikovanymi daty. Tim ziskal nové,
puvodni poznatky, coz by méla kazda disertacni prace splnovat. Domnivam se vSak, ze méla byt vénovana
daleko vétsi péce tvorbé rukopisu a zpisobu prezentace vysledkli. Rukopis na mé ptisobi dojmem, Ze je
délany narychlo, fada informaci chybi nebo je podana netiplnym nebo nepiesvédcujicim dojmem. Vzhledem
k vyrazné nadprimérné publika¢ni aktivité doktoranda (9 publikaci v impaktovanych mezinarodnich
Casopisech a 2 vtisku) ptedpokladam, ze zavery Vv praci prezentované byly jiz pfedmétem recenzi u
jednotlivych ¢lankd (nemél jsem moznost je posoudit) a mnou uvedené vyhrady jsou pouze formalnimi

nedostatky textu a nikoli celé prace a budou vysvétleny pti obhajobé.

Za vySe uvedeného pfedpokladu disertacni praci Mgr. Zdeiikka Novaka doporucuji k obhajobé a dalSimu

fizeni k udéleni védecké hodnosti.

Doc. Ing. Petr Simiinek, Ph.D.



