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Nazev prace: Enzymova syntéza DNA modifikované v malém Zlabku

Disertac¢ni prace je zaméfena na studium enzymatické syntézy DNA modifikované v malém
Zlabku pomoci malych substituentl v poloze 2 purinovych bazi. Celkové svou naplni zapada tato
prace do oblasti organické chemie s presahem do molekuldrni biologie. Svyym zamérenim je
pokradovdnim systematického studia ptipravy a vlastnosti modifikovanych nukleovych kyselin,
coz je vysoce sledované téma v oblasti vyzkumu bioorganické chemie a chemické biologie.

Samotna prace je standardné rozclenéna do Sesti hlavnich kapitol véetné seznamu pouZitych
literarnich zdrojl. Je sepsana v anglickém jazyce na dobré drovni, vhodné doplnéna obrazky a
schématy dokreslujici dand tvrzeni v textu.

V Uvodu se autor zabyvad zndmymi metodami ptipravy modifikovanych oligonukleotid(, syntézou
modifikovanych DNA a postsyntetickymi modifikacemi DNA. Tato kapitola je pak zakoncena
prehledem o fungovani restrikénich endonukleas na modifikované nukleové kyseliny. Celd tato
kapitola je psdna velmi prehledné a adekvatné strucné. Ocenuji zejména jasnou, kriticky pojatou
sumarizaci stavajicich metod pfipravy a studia modifikovanych nukleovych kyselin. Tato ¢ast, na
kterou navazuje kapitola Cile prace tak jasné preduréuje zamysleny posun v dané oblasti
vyzkumu.

Cile préace jsou shrnuty v péti zakladnich bodech, které jsou ndsledné podrobnéji rozebrany a
vysvétleny. Hlavni pozornost byla zamérena na syntézu 2-modifikovanych 2’-deoxyadenosin
trifosfatd a 2-modifikovanych 2’-deoxyinosin trifosfatd, které mély byt enzymaticky
inkorporovany do pfrislusné sekvence v malém Zldbku DNA. Pozornost byla dale vénovéana
postsyntetické modifikaci DNA v jejim malém Zzlabku a nasledné i studium aktivity endonukleas
vici takto modifikovanym DNA. VSechny cile prace byly splnény. BEhem jejiho feseni se podafrilo
pripravit modifikované oligonukleotidy purinového typu a definovat, které z nich jsou pomoci
enzymatické syntézy inkorporovatelné do DNA. Studovany a vyhodnoceny byly déle rlzné
metody postsyntetické modifikace DNA, které mohou do budoucna nalézt praktické uplatnéni
napt. vdiagnostice. Zajimavé vysledky pak byly dosazeny i pfi studiu aktivity restrikénich
endonukleas, jejichZ aktivita byla zavisla na typu modifikace, coz je v praci prehledné rozebrano.
V této oblasti se podle mého nazoru otviraji dalsi moznosti pro budouci Géelné studium.

Autor se podle zaméreni prace a dosazenych vysledkl zhostil nelehkého Ukolu, kdy musel ziskat
a uplatnit dostateéné znalosti a dovednosti nejen v organické syntéze, ale i v oblasti molekuldrni
biologie. Vysledky, které jsou soucdsti predkladané prace, ukazuji na velmi dobry pfistup
k zadanému uUkolu. Bezpochyby musel byt kladen ddraz na systematicnost, se kterou byly
jednotlivé faze studie planovany a peclivost, se kterou musely byt jednotlivé experimenty
provadény. Dulezitym faktorem je i spravnost pti vyhodnocovani vysledk(, ¢ehoz se autor velmi
dobre zhostil. Vysledkem jsou tak tfi prvoautorské publikace v prestiznich odbornych ¢asopisech,
které primo souviseji s predkladanou disertacni praci. Pracovitost disertanta pak dokladaji jesté
dalsi tfi spoluautorské publikace v uzndvanych casopisech.



Celkové hodnotim rozsah prace, jeji zaméreni a dosazené vysledky jako nadprimérné a
doporucuji proto pfijmout tuto praci k obhajobé.

K samotné praci mam nasledujici komentare k diskuzi.

Str. 54: Autor uvadi, Ze thiol-ene reakce u DNA4vA, vedla ke vzniku produktu ¢tyfech reakci, ale ze
nejvice zastoupeny je produkt transformace jedné nebo dvou vinylovych skupin. Toto tvrzeni je
podepreno zaznamem MALDI spektra (pfiloha 1). Neni mi GplIné jasné, jak jsou detekovany Ctyfi
produkty a jaké je jejich zastoupeni.

Str. 74: Autor srovndva konverzi postsyntetické modifikace DNA mezi thiol-enovou reakci a
azido-click reakci. Z textu Uvodniho odstavce na této strané a porovnani Figure 30 a 19 mi neni
Uplné jasné, kterd z téchto reakci je lepsi a proc.

Str. 80: V textu autor popisuje experiment souvisejici s detekci oligonukleotidd pomoci FRET.
Obsah textu podle mého nazoru neodpovida obrazku 36, na ktery je odkazovano. Obr. 36 je pak
shodny s Obr. 35.
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