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Predlozena experimentalni diplomova prace studentky Bc. Adély Razkové se zabyvala validaci
procesu syntézy oligonukleotid( v rozsahu délky 60-82 bazi ve scale 200 nmol a porovnavala vliv
tfivyrobcl pevnych fazi (Glen, LGC, Sigma) na vytéZnost syntézy. Navic identifikovala dalSi faktory,
které by mohly mit vliv na kvalitu syntézy.

Prakticka c¢ast prace byla vypracovana ve firmé Generi Biotech, s.r.o. vHradci Kralové pod
vedenim konzultanta PharmDr. Filipa Kostelanského, Ph.D. a Skolitele PharmDr. Antonina Libry,
Ph.D..

Prace ma standardni ¢lenéni — Uvod, teoretickou Cast, praktickou ¢ast a zavér. V ramci praktické
casti je potom obsazen cil prace, metody, vysledky a diskuse. Navic nabizi seznam ilustraci
(celkem 5 obrazkd), seznam tabulek (celkem 11), seznam grafl (celkem 29) a seznam pouZzité
literatury (celkem 73 odkaz(). To vSe ¢ini dohromady celkem 75 ¢islovanych stran.

V teoretické Casti jsou stru¢né shrnuty témata definice oligonukleotidd, dva zpUsoby jejich
chemické syntézy (fosforamiditova a fosfonatova metoda) a také pevné faze s jeji roli v samotné
syntéze, také predstavuje zakladni schéma syntetizéru a zabyva se analytickymi metodami
hodnoceni kvality syntézy resp. oligonukleotid(, tfeti Cast se pak zaobira tfemi druhy validacemi
procesu syntézy konkrétné instalac¢ni, provozni a vykonnostni kvalifikace.

Experimentalni ¢ast prace se zaméfila na validaci metody syntézy dlouhych oligonukleotidd ve
scale 200 nmol na syntetizéru K&A H-8-SE od vyrobce K&A labs a to pro tfi vyrobce pevné faze
(GlenResearch, LGC, SigmaAldrich-Merck). Pro kazdého z nich bylo syntetizovdno osm sekvenci
v délce 60, 62,67, 70, 74, 77,79 a 82 meru ve ¢tyfech opakovanich, celkem tedy 96 vzork( (32 pro
kazdého vyrobce) na variabilnich pozicich syntetizéru, pfic¢emz kazda syntéza byla analyzovana
pomoci UV-vis spektrofotometrie, HPLC a MALDI-TOF MS.

Validace zahrnovala hodnoceni kritérii parametr( vytézek syntézy (>50 % deklarovaného scale),
Cistoty syntézy (AUC >50 %) a pfesnosti molekulové hmotnosti daného oligonukleotidu (odchylka
+50 Da vypoctené MW). Dale byl sledovan monitorovaci parametr syntézy TRM (tritylmonitor,
propad hodnot o vice nez 50 %). Uspé&snost validace byla vazana na splnéni vSech kritérii u
minimalné 66 % vzork( od kazdého vyrobce.

Ziskana experimentalni data byla podrobena statistickému zpracovani v softwaru ANOVA. Dva
vyrobce se podafilo validovat v plném rozsahu délky (GlenResearch, LGC), vyrobce SigmaAldrich-
Merck se podafilo validovat pouze u sekvenci do délky sekvence 74 bazi.



V této praci bylo provedeno zpracovani velkého mnoZstvi vzorkll a autorka se musela naucit velké
mnozstvi sofistikovanych laboratornich technik (pfiprava syntéz na stroji, deprotekce, stanoveni
vytézkl a urceni totoznosti). Autorka takto ziskala a zpracovala velké mnozstvi dat, které bylo
podkladem pro rozsahlé a robustni statistické vyhodnoceni. Dosazena data a zavéry jsou
prehledné prezentovany vysokym pocétem tabulek a grafl. Vysledky jsou interpretovany v diskuzi,
ktera rozebira vyznam jednotlivych parametr( a jejich korelace. Prace spravné upozorniuje na
limity jednotlivych analytickych parametr( a nutnost jejich kombinovaného pouZiti k dosazeni
zadoucich informaci.

Prace ma vyznamny aplika¢ni pfinos, nebot systematicky porovnava tfi bézné pouzivané pevné
faze a poskytuje konkrétni doporucéeni pro syntézu oligonukleotidl ve vyrobni praxi. Vysledky maji
potencial prispét k optimalizaci vyrobnich procesl a zvySeni kvality produkt( v oblasti syntézy
oligonukleotid.

Prace je prfehledné ¢lenéna a obsahuje vSechny povinné ¢asti. Tabulky a grafy jsou spravné
ocislovany a opatfeny popisky. Text je psan spisovné s minimem preklept, ovéem d¢tivost a
srozumitelnost prace trpi nepfresnosti v pouzivané terminologii jako napf. ,vytézek tritylu,
spojovani ve smyslu vzniku chemické vazby a dalsi) a velkym poétem stylistickych chyb. Uvodni
odstavce Casto zminuji konkrétni detaily, které jsou v kontextu prace nevyznamné. Naopak
zakladni definice pojmU jsou ¢asto vynechany nebo uvedeny chybné. Obecné informace se velmi
¢asto opakuji v kruhu bud v ramci jedné kapitoly (napf. 1.2.2, , vramci jednoho odstavce (str. 40
ods.1), ¢i dokonce i jedné véty (str. 34, odst. 3, 1. véta).

Z celkového poctu 73 citaci je cela polovina (38) odkazem na neindexované, firemni, popularné-
naucné webové stranky, ze kterych jsou citovany rozsahlé odstavce napfiklad na str. 19-23 a 30-
32. To zapfiifiuje, Ze text vyzniva neodborné aZ marketingové. Casto se zde méni &as i osoba
osloveni a budi tak dojem doslovného prekladu danych stranek. (Jen webové stranky firmy Merck
jsou v praci citovany 6x). Dale nebylo zachovano postupné éislovani zdrojd, nebot uz na prvni
strané teoretické Casti je po zdroji 1 a 2 citovan zdroj 34. V dalSim odstavci nasleduji zdroje 35-39
a poté navazuje 7,4 a 6. Dohledani pouziti vSech zdrojd je tedy extrémné nepfehledné a to i
z divodu absence jakéhokoliv jednotného citaéniho stylu.

Diskuze vysledk(l je povétSinou jednoduchym popisem ziskanych grafl, diskutovany jsou
vysledky s literaturou jen sporadicky to pfesné jednou na str. 55. Casto neni ziejmé, jak autorka
dané zavéry z grafl vyvodila (napf. ,,Déle bylo prokazano, Ze pozice vzorku na syntetizatoru nema
vliv na AUC ani na ostatni klicové parametry (Graf 13).“ Hodnoty a terminy ze statistického
zpracovani ANOVA z Tabulek 5, 7 a 9 nejsou v praci dale zminovany ani komentovany a vlastné
nejsou.

Nize uvadim nékteré dalsi komentare a dotazy:

e Vanglické varianté anotace chybi Gidaj o délce syntetizovanych oligonukleotidd.

e Teorie se do zbyteCnych podrobnosti a ¢asto nepfesné zabyva organickou syntézou a
naopak zcela pomiji zaklady statistiky, které slouzi jako hlavni nastroj vyhodnoceni dat, a
které by &tenafi pomohli orientovat se blize.



Casto se v praci vyskytuje formulace ,validace syntézy misto validace metody syntézy,
vytvoreni novych sekvenci misto pfipravy neb syntézy“.

V textu ¢asto chybi odkazy na obrazky.

Jednim z hlavnich cilll prace je ,,porovnani tfech vyrobc( pevné faze“, v praci ovSem chybi
jejich vyCet a charakterizace. Prvni zminka o konkrétnim vyrobci je uvedena az na strané
52 v kapitole 2.3 Vysledky a to neformalni formulaci, pevna faze Glen“ (v praci pouZzito 21x)
misto vhodnéjsi ,,pevna faze vyrobce Glen“ Navic pojmenovani vyrobcl Glen a Sigma je
velmi nepfesné, protoze neobsahuiji ani cely nazev spole¢nosti.

V Tabulce 2 je navic uvedena formulace ,,AMA vroztoku“, ktera stabulkou zdanlivé
nesouvisi a je asi nechténym pozlstatkem. Navic je ve stejné tabulce ¢ast ,zaméfit se na
preciznost, robustnost a opakovatelnost, ovSem zadny z téchto parametr(i neni v praci
dale komentovan.

V Tabulce 3 zavadite ID sekvence, ktera je totozna s délkou sekvence. V Tabulce 6, 8 pak
jiz operujete s Kédem sekvence, pficemz neni jasné, které kody patfi ke kterym ID
sekvenci. To odhaluje az v pfilohach Tabulka 10, ovSem Fazeni podle interniho kédu mi
pfijde velmi nestastné a &tenafi znesnadriuje orientaci v datech. Razeni podle délky a
vyrobce pevné faze by bylo pfehlednéjsi.

Na str. 38 béhem popisu postupu syntézy na syntetizéru najednou zavadite oproti cillim
kromé TRM dalsi dvé veliciny TRM total a V2, proc? Jsou tyto parametry bézné pfi syntéze
pouzivané?

Nesouhlasim s tvrzenim na str. 53, Ze Cistota vzorku (AUC,%) zavisi na vytézku.

V praci opakované uvadite jednotku bp jako jednotku délky oligonukleotidu, je tato
jednotka skutec¢né pro tyto Ucely vhodna? Jak je to s jejim pouzitim pro ssDNA a dsDNA?
V teoretické i praktické ¢asti prace velmi Casto pouzivate formulaci ,ucinnost syntézy“
mUZete prosim vysvétlit, co timto terminem myslite?

Vysvétlete prosim, co myslite tvrzenim na str. 36 ,,...Dale jsou vypocitané hodnoty obsahu
bazi GC. Tato hodnota udava chemickou stabilitu oligonukleotidi a muize slouZit i
k porovnavani kvality syntéz.”

Na str. 37 piSete, Ze byla vypoctena navazka pro kazdou bazi a uvadi te zde vzorec vypoctu.
Opravte prosim chybu v tvrzeni a vysvétlete co znamena pojem loading baze, navic prosim
vysvétlete, pro¢ byl vypocet nasoben koeficientem 1,32.

V Tabulce 4 Seznam pouZitych chemikalii i v celé diplomové praci dale postradam
jakykoliv detailngjsi popis Ci charakterizaci pouZzitych pevnych fazi. Mohla byste toto pro
Uplnost doplnit?

Z formulace ,,Na tento krok prace dohlizel odborny konzultant...“ v kapitole 2.2.4.2 HPLC
neni jasné, které kroky provedla autorka a které kroky provedl za autorku konzultant,
popfipadé v dalSi kapitole 2.2.5 Skolitel. Mohla byste pro pfehlednost vysvétlit, jaké kroky
z praktické ¢asti byly vysledky Vasi ¢innosti, jaké metodiky, jste se naucila a které ¢innosti
byly vysledkem prace VaSich vedoucich?

Jaky typ detekce ma sestava HPLC pouzita v praktické ¢asti?

V kapitole 2.2.4.3 vyplyva, Ze jste pro stanoveni vytézku pouzivali dva spektrofotometry.
Pro¢ a jaké udaje byly pouzity pro vypocty?

V teorii se zabyvate vysvétlenim pojmu validace IQ/OQ/PQ, jakou ¢ast pokryva prakticka
c¢ast Vasi prace?



10. V druhém odstavci kapitoly 2.4.3 HPLC diskutujete korelaci mezi parametry AUC a TRM,
ktera u kazdého z vyrobct pevnych fazi vychazi jinak silna. Uz ale neuvadite, pro¢ by tomu
tak mohlo byt. M(iZete tento jev dovysvétlit?

11. Velmi Casto v diskuzi polemizujete nad ,,souladem” danych sekvenci s danou pevnou fazi
(napf. vdruhém odstavci na str. 54 nebo v poslednim odstavci na tytéz strané), jak toto lze
chapat ve chvili, kdy dle Tabulky 3 maji vSechny sekvence stejny zaklad 60 bazi?

Pfes vSechny vytky prace spliuje vSechny pozadavky kladené na diplomovou praci v oboru
bioanalytické laboratorni diagnostiky.

Pres vSechny zminéné vytky prace spliuje pozadavky na tento typ praci kladené, a proto
doporucuji ji k obhajobé. Navrhuji hodnoceni E, Dobre.

V Hradci kralové dne 26. 5. 2025
Mgr. Michaela Beranova, Ph.D.



