Posudek oponenta na disertac¢ni praci Ing. Pavla Kielkowského s nazvem ,New
functionalized nucleic acids for application in chemical biology“

Téma disertacni prace Pavla Kielkowského je soucasti vyzkumu skupiny Michala Hocka
zaméreného na modifikace DNA a studium chemicko-biologickych vlastnosti téchto
sloucenin. Prace se skldda ze Ctyr vice ¢i méné na sebe navazujicich ¢asti. Ta prvni
obsahuje vysledky aplikace Sonogashirova cross-couplingu na pripravu monomernich
nukleosidl a nukleotidi obsahujicich jakési zdvojené nukleobaze, jejich inkorporaci do
modifikované DNA a omezenou studii inhibice methyltransferasy. Druha c¢ast uvadi
syntézu trialkylsilylethynylderivati deazanukleosidli a nukleotidli vcetné jejich
inkorporace do DNA s cilem zvySeni stability proti restrikénim enzymiim, ktera byla
testy  potvrzena. 7-(Triethylsilyl)ethynyl-7-deaza-2"-deoxyadenosin-trifosfat byl
nasledné vyzkousen i pro klonovani a expresi geni. Dalsi ¢ast popisuje zcela novou
metodu Kkompetitivni inkorporace modifikovanych proti prirozenym nukleotidiim,
sledovani pomoci vypracované MALDI MS metody a elektroforézou po Stépeni DNA.
Poslednim cilem bylo ovérit moZnost metabolické inkorporace modifikovanych
nukleosidii a pronukleotidi do HeLa bunék.

Vysledky disertace byly zverejnény ve ctyrech plvodnich clancich v respektovanych
casopisech a ve vSech je disertant prvnim autorem. Disertace i po formalni strance
spliiuje vSechny naroky na ni kladené. Teoreticka ¢ast mi poskytla kvalifikované, logicky
utiidéné informace o souCasném stavu vyzkumu ve studované oblasti. Tato ¢ast
disertace jednoznacné doklada, Ze disertant vyborné analyzoval udaje zliteratury a
usporadal je do c¢tivého odborného textu. Kapitola Vysledky a diskuse je usporadana
piehledné, text je doprovazen primérenym poctem schémat a obrazki v dobré grafické
upravé. Obsahla Experimentalni ¢ast je zpracovana peclivé, jen v nékterych pripadech
jsou vytézky uvadény pouze v procentech. Korektura textu je rovnéz pecliva, nalezla
jsem pouze Spatné uvedeny zdroj obr. 9 (s. 57).

PredloZena disertace je typicky viceoborova. Cim dale postupuje étenar textem, tim vice
se odklani od organické chemie a priklani se k biologii ¢i biochemii. To samoziejmé neni
vlibec na Skodu, jen naroky kladené na oponenta jsou vyssi. V ¢asti vénované pripraveé
novych analogli nukleosidi a nukleotidli disertant Sikovné vyuZzil moderni metody
tvorby C-C vazeb. Obsahla cast tykajici se inkorporace modifikovanych monomera do
DNA, Klonovani a exprese dokazuje obrovské mnozstvi experimentalni prace a navic na
ni ocenuji pristup, ktery bych oznacila jako spiSe ,chemicky“. Podle mého nazoru je
pravé cast zabyvajici se kompetitivni inkorporaci a jejim analytickym zhodnocenim
z celé disertacni prace ta nejzajimaveéjsi.

Pokud se podivam na tuto disertacni praci jako na ucelenou védeckou praci, neptlisobi na
mé tematicky jednotnym dojmem. K tomuto mému dojmu se vaZe muj namét do diskuse.
Na zakladé jaké racionalni ivahy byly vybirany struktury napft. v kapitole 3.1? Ze vSech
pripravenych latek byly zkouSeny na inhibici methyltransferasy pouze dvé a byly
neaktivni. Lze z toho usoudit na dalsi strukturalni zmény, které by eventualné zvysily
inhibi¢ni aktivitu? Pro detekci kovalentniho komplexu modifikované DNA-enzym se
vtomto pripadé neosvédcily metody fyzikalné-chemické. Jaka byla zkuSenost napft.
s SPR? Biochemicka metoda kovalentni komplex detekovala?



Zavér

Na diserta¢ni praci Ing. Pavla Kielkowského vysoce hodnotim védeckou kvalitu
vysledkl, perfektni praci s literaturou i diskusi vlastnich vysledkii. Po obsahové i
formalni strance tak spliluje prace vSechny pozadavky. Disertant jednoznacné prokazal,
Ze je schopen samostatné védecké prace, proto podle §47, odst. 4, zakona ¢. 111/1998
Sb. o vysokych Skolach jednoznatné doporucuji prijmout disertacni praci Ing.
Kielkowského k obhajobé.
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