V Hradci Kralové dna 24.5. 2023

Posudok oponenta diplomovej prace

Autor prace: Bc. Jana MarecCkova
Nazov prace: Korelace plochy pod pikem a koncentraci oligonukleotidu za pouZiti HPLC v zdvislosti na
sekvenci a modifikaci oligonukleotidu.

Bc. Jana Mareckova sa vo svojej diplomovej préaci zaoberala korelaciou plochy pod pikom
a koncentraciou oligonukleotidu za pouZitia HPLC vzavislosti na sekvencii a modifikacii
oligonukleotidu.

V teoretickej Casti sa diplomantka venovala vieobecnému popisu nukleovych kyselin a ich
Struktury, dalej oligonukleotidom, ich syntézou, kvantifikaciou, purifikdciou a fyzikalne-chemickymi
vlastnostami. Diplomové préca je pisana spdsobom odpovedajicim fakultnym zvyklostiam. Clenenie
prace do kapitol je vSak Casto nelogické, napr. kapitola oligonukleotidy by mala byt samostatnou
kapitolou nadradenou kapitole syntéza oligonukleotidov. Diplomantka sa velmi Siroko zaoberala
samotnou syntézou oligonukleotidov aj ked' sa vo svojej praci syntéze nevenovala. Naopak kapitoly,
ktoré priamo suvisia s témou prace nie su dostatoéne spracované, napr. purifikdcia pomocou RP-
HPLC, pripadne kvantitativne hodnotenie vysledkov HPLC. V celej diplomovej praci su nespravne
uvddzané odkazy na citované zdroje v texte (odkazy na vSetku zdrojovu literatiru uvedené vidy aZ na
konci odstavca). VSetky kapitoly teoretickej Casti obsahuju mnoiZstvo preklepov (napr. strana 25,
K nise), nepresnych formulacii (napr. strana 26, ndhrada nevazebného atomu kysliku), nespravnych
ndzvov (napr. chemickych - difenylfosfochloriddt), niekedy az vyloZenych nezmyslov (,Vysledkem
detritylace je odkryti reaktivni 5*hydroxyskupiny”).

V experimentélnej Casti je popisana metodika vyberu oligonukleotidov asond, definicia
zékladnych vlastnosti (molarny absorpcny koeficient, teplota topenia), jednotlivé analyzy vzoriek
a spracovanie aanalyza dat. Vo vSetkych tychto kapitoldch je mnoiZstvo nepresnych formulacii a
nespravnych nazvov. V kapitole venujlcej sa spracovaniu a analyze ddt chybaju u podkapitoly F-test
vzorce pre vypocty hodndt R® a R. V tabutke 12 by bolo vhodné uviest do komentara vzorec, akym
boli hodnoty smernice k ziskané. Z obsahu kapitoly Analyza jednotlivych oligonukleotidi nie je jasné,
¢oho sa prediktivne modely vlastne tykaji a ¢o bolo predikované. Rovnako by bolo vhodné uviest
k jednotlivym modelom, ¢o ktoré ¢islo vo vzorci znamena a ako alebo odkial bolo toto éislo ziskané.
V popisoch grafov zdvislosti absorpcie vyndsobenej objemom na ploche (pravdepodobne pod pikom)
oligonukleotidov/sond chybaju Udaje pravdepodobne o testovanych koncentraciach/mnozstvach?

V rdmci diskusie st tvahy diplomantky o pocte a type modifikovanych oligonukleotidov a ich
vplyve na komplexnost dat a tym padom aj na vysledky samotnej analyzy spravne. Rovnako aj ivahy o
vplyve opakovaného rozmrazovania na HPLC analyzu. Co viak opéat znizuje kvalitu prace, s napr.
chybajice chromatorgamy, dalej nespravne odkazovanie na citdcie vtexte prace ¢i mnoiZstvo
nepresnych formulécii (absorbance, resp. mnoZstvi).

Predkladané praca ma zbytoéne Siroky teoreticky zéber. Co sa tyka experimentélnej asti bolo
by vhodné uviest, ¢o konkrétne robila diplomantka a ¢o robil niekto iny, napr. kto pripravoval vzorky
na analyzu HPLC, kto analyzoval vzorky na HPLC atd.

Otdzky a komentare:

1. Na strane 25 mate ndzov kapitoly Postsyntetické upravy. U Citatela tento ndzov navodi dojem,
Ze ide o postsyntetické metdédy modifikacie retazca oligonukleotidu, avsak v kapitole je
popisané odstiepenie z pevnej fazy a odchranenie oligonukleotidového retazca. Nebol by
vhodnejsi ndzov postsyntetické spracovanie?

2. Kapitola modifikacie oligonukleotidov na strane 26 je velmi kratka a zaslizila by si SirSie
spracovanie ato najma kvéli nutnosti modifikované oligonukleotidy purifikovat pomocou
HPLC, ¢o priamo suvisi s témou prace.
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Na stranach 26 a 27 piSete: ,Zcela jisté nejpouZivanéjsi a nejjednodussi metodou pro
kvantifikaci oligonukleotidu je UV absorpéni spektroskopie, kterd vyuZivad schopnosti
nukleotid(i absorbovat zareni v ultrafialové (UV) oblasti. Za tuto vlastnost miZe pritomnost
heterocykltl, konkrétné rezonancni struktury purinovych a pyrimidinovych bdzi." Naozaj mozu
za absorpciu svetla v UV oblasti rezonanéné Struktury purinovych a pyrimidinovych baz?
Molarny absorpény koeficient nie je veli¢inou ale konstantou a je charakteristicky pre kazdu
latku.

Kapitola Daldie metédy stanovenia koncentracie nukleovych kyselin obsahuje podkapitolu
nazvanl fluorescenéné znacene. Fluorescenéné znacenie nie je metddou stanovenia
koncentracie nukleovych kyselin. Popisovana metdda nie je spektrofotometrickou metddu,
ale o fluorimetrickou metddou.

Je rozdelovacia chromatografia vhodna na purifikaciu oligonukleotidov?

Na strane 31 piSete: ,...kterd pro separaci vyuZivd kombinaci velikosti, diftizniho koeficientu a
povrchovych viastnosti molekuly...” Prosim konkretizujte povrchové vlastnosti molekuly.

V kapitole HPLC sreverznimi fazemi piSete o polarnych organickych roztokoch, napr.
acetonitril, metanol, atd. Naozaj ide o roztoky?

Na strane 32 pisete: ,Ddvkovdni mobilni fdze je moZné provddeét ve dvou riznych mddech;
isokratickou ¢i gradientovou eluci.,” Davkovanie mobilnej fazy prebieha izokraticky
alebo gradientovo. Ellcia popisuje vymyvanie analytu z kolény.

Na strane 32 piSete: ,Zatimco u analytické chromatografie je Zadouci vysoky pocet piki a
nizky objem ndstriku, u preparativni HPLC je duleZity predevsim pik Zadouciho produktu a
vyssi pritok pro co mozZnd nejvysSi a nejrychlejsi mozny vytéZek na kolektoru frakci.” le
u analytickej HPLC Ziaduci vysoky poéet pikov? Co méate na mysli pod pojmom najrychlejsi
mozny vytazok?

Na strane 33 piSete: ,Pfi RP-HPLC se vyuZivd stejného principu jako pfi OPC, tedy separace
zavislé na hydrofobnich viastnostech DMT skupiny.” Hydrofébne vlastnosti akych skupin sa
vyuZzivaja pri RP-HPLC?

Kapitola fyzikdlne vlastnosti — obsah GC bdz vyjadreny v percentiach nie je fyzikdlnou
vlastnostou.

Kapitola chemické vlastnosti — za fyziologickych podmienok je nabitd cela pentdzofosfatova
kostra oligonukleotidu, nie len terminalny fosfat.

Na strane 37 popisujete vplyv na HPLC separaciu. Definujte prosim slabSie rozpustadlo
a silnejsiu kolénu.

Na strane 44 mate usondy 82/17_HEX uvedené dve hodnoty moldrneho absorpéného
koeficientu. Ktora z tychto hodnot je spravna?

Ako ste manudlne odcitali hodnoty absorpcie pri stanovovani koncentracie zdsobnych
roztokov?

PreCo bol postup stanovenia koncentracie purifikditov odliSny od postupu stanovenia
koncentracie zasobnych roztokov?

Bolo by na Ucel prace moZné pouiit metédu stanovenia koncentracie analytu pomocou
vonkajsieho alebo vnatorného Standardu?

Doplrite prosim informdciu o gradiente pouzitom u HPLC purifikacie oligonukleotidov a sond.
Vysvetlite, ako zdsadne sa hodnoty p, SDR a Adj. R?, uvadzané u jednotlivych typov modelov,
liSia a preco.

Co znamend Linedrni (predikce C) v grafe 10?

Na strane 66 piSete: ,Z vysledk( analyz Ize usuzovat, Ze zdvislost je opravdu linedrni, hodnoty
koreluji a pfimku linedrni regrese lze tedy pouZit k hrubému odhadu vysledné absorbance,
resp. mnoZstvi.,” Odhadovali ste absorpciu alebo mnozstvo?

Strana 67, graf 11 — ¢im si vysvetlujete velky rozptyl hodn6t u jednotlivych vzoriek a alikvotov
sond?



24. Na strane 71 piSete: ,Je zde velkd interference pouZité znacky a ani jeden z modelt nesplriuje
predpoklady pro vyuZiti.“ Na zéklade coho usudzujete, Ze ide o velkd interferenciu
fluoroforu/quencheru?

25. Na strane 73 piSete: ,Cilem této diplomové prdce bylo analyzovat moZnou zdvislost mezi
plochou piku a koncentraci stanovovanych oligonukleotid(i a dudiné znacenych sond...“ Vo
véetkych uvadzanych grafoch popisujete zdvislost absorpcie vyndsobenej objemom,
vysvetlite.

26. Na strane 73 piSete: ,Ddle by bylo vhodné pokryt Sirsi pdsmo obsahu GC bdzi pro jednu délku
oligonukleotidu, tedy idediné 0-100 % GC pro kaZdou analyzovanou délku...” Mohli byt do
analyzy zahrnuté vzorky s obsahom GC 100 %?

27. U konstatovani o umelej inteligencii a strojovom uéeni by bolo vhodné uviest odkazy na
literaturu.

Napriek vyssie uvedenym pripomienkam a komentarom bol ciel' diplomovej prace splneny
a preto ju odporuéam k obhajobe. Avsak, vzhladom na nizku Groven spracovania a vyssie

uvedené skuto€nosti ju hodnotim

Mgr. Filip Kostelansky, Ph.D.




