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Oponentsky posudek na doktorskou disertacni prdci Mgr. Alexandra Molnara:

Spectroscopic Study of Singlet Oxygen in Biological Systems

Fotodynamicka terapic nadorovych onemocncni pfedstavujc slibnou alternativu i doplnek
k chirurgickym, chemolerapeutickym a radiologickym postupum pfi leccni nekterych nadorovych
onemocneni. Jeji sirsi prakticke vyuziti jc limitovano omezenou nabfdkou vhodnych
fotoaktivacm'ch latek splnujicieh radu casto prolichudnych pozadavku. Klicovym pfedpokladem
pro cilcny vyvoj ucinnejsich fotosenzibilizatoru je pochopeni vsech procesu podilejicfch sc na
fotodynamicke aktivite, mezi kterymi hraje pfenos excitacnf energic z fotosenzibilizatoru na
niolekularni kyslik vyznamnou roll. Z toholo hlediska je disertacni prace Mgr. Alexandra
Molnara aktualnf a uzitecna, protozc pfinasi o tomto procesu zajimave a originalni vysledky
ziskane pfimou experimentalni metodou.

Prace se zabyva ruznymi detaily pfcnosu excitacnf cnergie z tripletniho stavu
fotosenzibilizatoru na molekularni kyslik v nekolika modelovych systemech, a to soucasnym
sledovanim kinetiky fosforcsccnce obou akteru. K tomu vyuziva originalniho spektroskopickeho
zafizeni vybudovaneho na KCHFO MFF UK pro mefeni spektralne a casovc rozlisenych
fosforescencnich spekter na pomezi viditelne a blizke infracervene oblasti. Studium sc tyka ctyr
ruznych derivatu porfyrinu, ktere se ve fotodynamicke terapii pouzivaji nebo testuji. Prace pfinasi
zajimave experimentalni vysledky tykajici sc vztahu doby zivota tripletnich stavu
fotosenzibilizatoru a casovych konstant generovani a relaxace singletniho kysliku na koncentraci
fotosenzibilizatoru, jeho agregacnim stavu, p i l okoli, konccntrace kysliku v roztoku a v
komplexech s modelovymi biomolekulami (proteiny, foslblipidy). Nasledne jsou pro jednotlive
fotoscnzibilizatory navrzene strukturni modely vysvetlujici pozorovane zavisfosti v pojmech
dostupnosti/nedostupnosti fotosenzibilizatoru pro molekuly kysliku z jejich okoli nebo jeho
deaktivace nezadoucimi konkurencnimi procesy, ktere snizuji efektivitu tvorby singletniho
kysliku. Ziskane vysledky byly publikovany v 6 clancich v mczinarodnich casopisech (2x
Journal of Molecular Structure (IF 1.495), 3x Journal of Luminescence (IF 1.441), 1 x Journal of
Fluorescence (IF 2.610)), a Ize predpokladat, ze prosly standardnim recenznim fizenim
garantujicim jejich vedeckou hodnotu a relevanci.

Prace je napsana anglieky a sestava z uvodni casti a 6 prilozcnych publikaci. Prcstoze byla
zvolena tato forma zpracovani disertace, uvodni cast formalne zachovava klasickou strukturu,
s ponekud lakonickym uvodem popisujicim energeticke stavy molekul a pfechodu mezi n imi ,
tvorby a vlastnostmi singletniho kysliku, strucncho pfehledu fotodynamicke terapie a vlastnosti
pouzltych fotosenzibilizatoru. Vzhledem k tomu, ze tematem dizertace bylo spektroskopicke
studium singletniho kysliku v biologickych systemech, bylo by vhodne venovat vctsi prostor i
uloze singletniho kysliku v obrannych mechanizmech bunek proti patogenum a zpusobech jeho
pfirozcnc gcneracc, zvlastc s ohlcdem na okolnosti, za kterych slngletni kyslik zpusobuje mi'sto
nekrozy apoptozu. Celkove, pfi zvolene forme zpracovani, mohia byt uvodni cast rozsahlejsi a
podrobnejsi, a mohia se soustfedit na zasazeni vlastniho studia kinetiky fosforcsccnce do sirsich
souvislosti zkoumani vztahu vlastnosti fotosenzibilizatoru a jeho cileneho transportu, interakci
singletniho kysliku s biomolekulami, spousteni bunecnych mechanizmu a ucinnosti



fotodynamicke terapie. V beznych spektroskopickych clancich na to neni prostor a ani se to od
fyzika neocekava, ale pro dokumentovani toho, ze nebiolog porozumel sirsimu kontextu
problematiky, by to bylo uzitecnc.

Cast! venovane studovanym systemum, pouzite experimentalni metode a dosazenym
vysledkum pouze opakuji to, co je uvcdeno v pfilozenych clancich, navic bez odvolavani se na
obrazky, spektra nebo konkretni clanek z pfilohy. Vhodnejsi by bylo celkove shrnuti vysledku
pro vsechny studovane fotosenzibilizatory z nejakeho sjednocuji'ciho pohledu a s nadhlcdem
experta, vcetne nejakeho zobecneni nebo upozorneni na souvislosti, ktere nepoucenemu ctenari
jednotlivych clanku mezi detaily unikaji. Nicmene tento nedostatek nesnizuje kvalitu
publikovanych vysledku.

K. praci mam nasledujici pripominky a dotazy:

1. Doha zivota PpIX (0.22+0.02 jas) v acetonu a casova konslanta generovani singlctniho
kysliku (0.24+0.02 u,s) se v ramci chyboveho intervalu dobre shoduji (str. 37, Fig. 4 v Encl.
1). Zabsorpcnich mereni na druhou stranu dokladate, ze PpIX v acetonu tvofi agregaty.
Muzete uvest jeste nejake jine argumenty, ktere by podpofily nutnost zduvodfiovat tak
nepatrny rozdi'l dobach zivota pfedpokladein, ze pouze molekuly PpIX z povrchu agregatu
prispivaji ke gcncraci singlctniho kysliku?

2. Pro vysvetleni mechanizmu zpetne deaktivace singletniho kysliku samotnym
fotosenzibilizatorem uvadfte, ze se na torn podileji pfedevsim monomery (Encl. 1). Jak
vysvetlujete tvar zavislosti doby zivota singleniho kysliku na koncentraci PpIX (Fig. 5, Encl.
1), kdy pro koncentrace PpIX vysisi ncz 100 u,M se zacne doba zivota singletniho kysliku
opet zkracovat, a v roztoku by meli pfibyvat pouze agregaty?

3. Pro systemy s l ipofilnimi fotosenzibilizatory (PpIX, HpD) uzavfenymi v liposomech s
ruznou koncentraci kysliku vne (Encl. 6) pfedpokladate dvouexponcncialni narust
fosforescence singletniho kysliku, a jednotlive komponenty narustu pfipisujete aktivaci
molekulami fotosenzibilizatoru s rozdilnymi dobami zivota, vyskytujicich se v dvou ruznych
prostfedich. Vysledky fitovani uvedenc v Table 2 (Encl. 6) vsak neobsahuji intbrmaci o
relativnich amplitudach jednotlivych komponent, z kterych by se dala posoudit opravnenost
takoveho pfedpokladu. V pfipade HpD navic obc casove konstanty narustu fosforescence
singletniho kysliku pro vysokou koncentraci 02 dobfe odpovidaji pouze prenosu excitace z
molekul HpD s kratsi dobou zivota, ktere by mely byt ukryty uvnitf lipozomu. Jak
vysvetlujete toto pozorovani?

4. Pripominky formalniho charakteru: anglicky se pise albumin, porphyrin a porphine (ne
albumine, porphyrine a porphin, str. 6, 7 a 28), nazvy chemickych latek neni nutno v textu
uvadet jako vlastni jmena s velkymi pocatecnimi pismeny (str. 6). Dale Ize vytknout chyby
nebo pfcklepy v rovnicich (1) a (6), pouzivani termfnu excited energy misto excitation
energy (str. 37), luminiscence misto luminescence (str. 61). V publikaci Encl. 5 se
nedopatfenim zamenuji pojmy life-time a rise-time u singletniho kysliku, viz napf. popis
v Table 2.

Zaverem konstatuji, ze Mgr. Alexander Molnar vc sve doktorskc disertacni praci prokazal
schopnost samostatne vedecke prace jak svymi teoretickymi znalostmi a zvladnutim vedecke
melody, tak pfinosem novych poznatku. Doporucuji proto, aby jeho prace byla pfijata k obhajobe
a navrhuji, mu byl po uspesne obhajobe udelen doktorsky titul.
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