Posudek oponenta na disertacni praci Mgr. Filipa Kostelanského
Vyzkum latek ovliviiujicich teplotu tani oligonukleotidovych sond

Disertant ve své praci shrnul vysledky syntéz modifikovanych akridinovych derivat(, pfipravu akridinem-
modifikovanych ON sond a systematické stadium vlivu akridinovych interkalator(i nebo akridinem-
modifikovanych ON sond na Tm duplex(i DNA. Hlavni ¢ast vysledk(l prace byla publikovana v prestiznim
Casopise Nucleic Acids Research, coz dokazuje vyznamnost a kvalitu tohoto vyzkumu. Nutno vsak
podotknout, Ze kvalita zpracovani viastni disertacni pradce nedosahuje stejné vysoké Urovné a misty
pUsobi trochu odbyté, zejména chybi vice diskuze a zavérl, k cemu by se v budoucnu daly vysledky
vyuzit.

V syntetické ¢asti disertant pripravil 17 novych akridinovych derivat( akridin-4-karbozamidu nesoucich
rizné kationtové postranni fetézce. Syntézy byly efektivni, ale tato chemie nebyla pfilis objevna. Rovnéz
byly pfipraveny ON sondy modifikované akridinem a zaroven fluorescencni znackou FAM pomoci strain-
promoted click reakci ON modifikovanych dibenzoazacykloktynem s azido-derivatem akridinu. Mnohem
zajimavéjsi a dllezitéjsi byly biofyzikalni studie vlivu akridinovych interkalatord na stabilitu duplex, kde
nejlepsi derivat zvysil Tm o celych 12°C. Rovnéz akridinem-modifikované ON sondy zvySovaly termalni
stabilitu duplex az o 5°C. Interkalatory | ON sondy byly vyuzZity v nékolika testech a esejich na
diskriminaci bodovych mutaci v DNA. Disertant uvadi, ze tyto studie byly provedeny ve spolupréci s
kolegy z firmy Generi Biotech, ale bohuZel nerozvadi, které z téchto experiment( délal on sam a které
byly provedeny ostatnimi spoluautory.

Otdzky k diskuzi:

1. Disertant by mél jasné vyjmenovat, které biofyzikalni studie provadél on, a které byly provedeny
ostatnimi spoluautory

2. V uvodu disertant zdlvodnuje svoji studii potfebou zvySovat Tm primerd pro PCR pfi sou¢asném
zachovani specificity — nicméné pouziti interkaldtord ani ON sond jako primeru pfi PCR nebylo
vlbec studovano — disertant by se mél vyjadrit k této moznosti vyuziti a prozradit, zda se o to
pokusil

3. Ma néktera z aplikaci studovanych v dizertaci skute¢né aplikaéni potencial v komercnich
metodach nebo sensorech pro klinickou diagnostiku ?

Pred tyto vyhrady tato disertace obsahuje mnozstvi velmi dllezZitych vysledkd a ukazuje, Ze disertant je
schopen kvalitni védecké prace. Proto doporucuji dizertaci k obhajobé a dalSimu Fizeni pro udéleni titulu
PhD.
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