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Posudek oponenta na disertacni praci Filipa Kostelanského ,,Vyzkum latek
ovlivitujicich teplotu tani oligonukleotidovych sond*

Diserta¢ni prace Mgr. Filipa Kostelanského byla vypracovana pod vedenim $kolitele prof.
PharmDr. Petra Zimc¢ika, Ph.D., a odborného konzultanta doc. PharmDr. Miroslava Miletina, Ph.D.,
ve slovenském jazyce a uzce navazuje naptedchozi vyzkum Skolitele/konzultanta i
Azaphthalocyanine Group. Piedlozena prace se zabyva primarné designem, pfipravou, charakterizaci
a hodnocenim latek interagujicich s oligonukleotidy nabazi akridinovych derivatd, dale téz
oligonukleotidovych sond vcetné takovych, které jsou modifikovany pravé témito derivaty. I pres
pokroky zde existuje zna¢ny prostor pro inovaci, téma je aktualni, coz doktorand doklada i v uvodu
diserta¢ni prace.

Prace vhodné kombinuje chemickou stranku — design, syntéza a charakterizace malych molekul
i (modifikovanych) oligonukleotidovych sond s jejich pfevazné fyzikalnim hodnocenim. Clenéni je
klasické — cil prace, ptehled feSené problematiky, vysledky a diskuse, zavér, experimentalni ¢ést,
prehled vystupt (publikace, konferenéni piispévky, patenty), grantd a stazi, pouzita literatura
(solidnich 224 odkazu) a ptilohy (celkem 108 ¢islovanych stran).

Cil prace je definovan komplexné&, avSak v minulém case, véetné zdiivodnéni jeho relevance.
Piehled soucasného stavu je pojat pomérné Siroce, zabyva se fadou oblasti, které se tykaji predmétu
disertace, a to vcetn¢ historickych aspektii: PCR, detekce a kvantifikace nukleovych kyselin v PCR,
kde se vénuje mj. fluoroforiim a sondam, genotypizaci zndmych zmén DNA a moZnostem zvySeni
termalni stability kratkych DNA duplext, nakonec pojednava o syntéze (znacenych) oligonukleotidd.

Vysledky a diskuse popisuji syntézu cilovych akridinovych aj. derivatli, a to vcetné
vyskytnuvsich se komplikaci, modifikovanych oligonukleotidovych sond a také fyzikéalni hodnoceni
(vliv na T duplexu DNA, interakce malych molekul s DNA, termalni denaturace znacenych sond,
studium interkalace). Prace reportuje fadu fyzikalnich experimentt, u kterych autor uvadi, Ze byly
provedeny ve spolupraci s kolegy z Generi Biotech. Zajimalo by mne proto, jaké testovani provadél
autor sam a kdy S$lo o ryze externi hodnoceni. Stru¢ny zavér shrnuje vychodiska, zamér prace a
podstatna zjisténi. Nasleduje experimentalni ¢ast zahrnujici jak obecné chemické metody, tak syntézy
a charakterizaci malych molekul a oligonukleotidovych derivata a metodiku hodnoceni.

Prace je sepsana na dobré urovni, pfesto se neubranila nékterym chybam jazykového (zejména
interpunkce, velka pismena) a formalniho charakteru (pfedlozky osamocené na konci tadkd,
deskriptory H, N-, O- a C- ¢i oznaCeni vazeb v ortho-kondenzovanych systémech a interakcni
konstanta J se dasledné pisou kursivou, chyby/nejednotnosti v literatuie, chybéjici mezery mezi
znaky, jednotka je na jiném fadku nez hodnota veli¢iny, desetinné tecky vs. ¢arky, chybégjici dolni
indexy aj.), obcas se objevi anglicismy ¢i preklepy (etylém, nukleotity, fosfortriesterova aj.). Drobné
piipominky 1ze mit i k chemickému nazvoslovi — napt. nespravny nazev BCN ¢i CpG Vv seznamu
zkratek ¢i nedtisledné pouzivani hranatych a slozenych zavorek. V experimentalni ¢asti se také obcas
vyskytuje chemickd hantyrka (,,suchy fenol“, ,,spravna hmota®, vyraz oddestilovani misto odpaieni
aj.). Nicmén¢ tyto nedostatky v uhrnu nerusi srozumitelnost sdéleni.



Dalsi ptfipominky:

- seznam zkratek je nekonzistentni — nckteré jsou jen anglicky, jiné ptelozené, nc¢kde jen
slovensky; nékteré zkratky nejsou definovany (napi. MO), jiné nejdou definovany v textu
(HFE), jiné zcela chybi v seznamu (BO),

- obr. 31 — chybi lokant terc-butylové skupiny,

- str. 32 a dale — opakovan¢ hovofite o hydroxidu amonném — co to vlastné je hydroxid amonny?

- obr. 32 — chybny naboj na dusiku po reakci azidu s alkynem (chybné je jiz ve zdroji),

- pfi Ullmannové kondenzaci jste u typoveé shodnych reakci pouzival ke katalyze jednak méd’,
jednak méd’ spole¢né s jodidem ¢i oxidem méd'nym. Na zékladé ¢eho byla tato aditiva volena?

- str. 47-48 — uvadite netispéSny pokus o hydrolyzu esteru — byly zkouSeny i jiné metody, nez
pomoci NaOH?

- kap. 4.1.6 — uvital bych podrobnéjsi diskusi piipravy a purifikace cilovych derivatu,

- experimentalni ¢ast — obecné: postradam nékde detaily o vyrobcich/dodavatelich, u nékterych
pfistrojit nejsou ani uvedeni; u nékterych sloucenin chybi teploty tani (pevné latky) ¢i IR
spektra; v nékterych postupech chybi bud’ latkové mnozstvi, nebo navazka chemikalii (n€kde
jen uvedeno, Ze bylo ptidano katalytické mnozstvi), mnozstvi kapaliny je mnohdy uvedeno
pouze ve vahovych jednotkach; u zndmych/diive pfipravenych sloucenin ¢asto chybi jakakoli
charakterizace — jak byla ovéfena jejich identita a Cistota?

- str. 68 — opravdu byla IR spektra méfena v KBr tabletach technikou ATR?

- str. 76 — sloucenina 22 — ve spektru nejsou u $tépeni uvedeny nékteré interakéni konstanty;
ktery z vedenych signalt v *H spektru patii esterovému methylu?

- str. 77 — u slou€eniny 24 uvadite: ,,Vzhladom na vysledky testov na schopnost stabilizdacie
duplexu latka nebola dalej charakterizovanad.” — zajimalo by mne, jak méla byt dale
charakterizovana? To jste védél doptedu, ze bude neaktivni?

- usloucenin 31 a 47 je uvedeno, Ze se jedna o olejovité latky, ale byla u nich stanovena teplota
tani, u 31 i s konstatovanim, ze taje za rozkladu — jak jsou tyto udaje vzajemné v souladu?

- postradam charakterizaci slouceniny 41-1.

Kromé vySe uvedenych poznamek vznasim k samotné obhajob¢ nasledujici dotazy k diskusi:

1) Vase prace se primarné zabyva derivaty 9-aminoakridinu. Prosim, pfehledné shriite znamou
biologickou aktivitu aminoakridinovych derivati. Jak je to s toxicitou takovychto slouc¢enin?

2) Byl popsan vliv alternativniho parovani bazi na Tm oligonukleotidovych sond? S jakou ¢etnosti
se vyskytuje a neni tieba ho ve Vami studovanych aplikacich zohlediovat?

3) V zavéru uvadite: ,,Na pouzitie akridinov ako stabilizatorov a sucasne ako fluoroforov je ale
potrebna dalsia optimalizacia fotofyzikalnych vlastnosti akridinov.* Jak by tato optimalizace
méla vypadat, jaké mate odpovidajici navrhy na design novych molekul?

| pfes vyse uvedené komentafe a pripominky je predlozena disertacni prace Mgr. Filipa
Kostelanského relevantnim a ptinosnym dilem. Jednoznaéné ptinasi nové a zajimavé poznatky, a to
s aplikacnim potencialem. Doktorand prokazal odpovidajici erudici v oblasti t¢ématu disertacni prace
I v ramci védniho oboru, dovednost pracovat ve védeckém kolektivu, prezentovat své vysledky jak
na védeckych setkanich (pfednasky, postery), tak formou experimentalnich publikaci ve vysoce
kvalitnich mezinarodnich Casopisech, zejména predmeétu disertacni prace se tykajici ¢lanek ve vysoce
prestiznim Nucleic Acids Research, a dvou patentovych ptihlasek.

Zavérem konstatuji, Ze piedloZena prace spliiuje pozadavky kladené na disertaéni praci a podle
§ 47, odst. 4, zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ji doporucuji k obhajob¢ a dal§imu
fizeni. Po jejim uspé$ném obhajeni pak souhlasim s ud¢lenim titulu Ph.D. v oblasti farmaceutické
chemie.
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