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Diserta¢ni prace je vénovana problematice vlivu hofecnatych iontl na strukturu a strukturni
stabilitu vybranych molekularnich modelt nukleovych kyselin (NA). Jako dvojmocny kov
s nejvyssi vnitrobunéénou koncentraci hraje hoicik, piesnéji fe€eno hofecnaté ionty, vyznamnou
ulohu pfi stabilizaci jednovlaknovych i vicevldknovych struktur nukleovych kyselin. Zpusob
interakce hofecnatych iontli s nukleovymi kyselinami miize byt velmi rozdilny v zavislosti na
konkrétni geometrii strukturniho utvaru NA 1 bazovém sloZeni, pocinaje nespecifickou
elektrostatickou interakci vedouci ke zvySeni vyskytu kationtd v blizkosti zaporné nabitych
fosfatovych skupin az po pomérné pevnou koordinacni vazbu do specifického vazebného mista.
Ptestoze znalost role hotfecnatych iontl je vyznamna pro pochopeni fyzikalné-chemickych vlastnosti
NA, pro spravny navrh a interpretaci in vitro strukturnich a interakénich experimentalnich studii NA
1 pro vyzkum a vyvoj jejich chemoterapeuticky vyznamnych analog, je soucasna znalost vétSinou
omezena na to, jak hotfe¢naté ionty ovliviiuji tvorbu duplexi mezi komplementarnimi sekvencemi
NA. Tento stav ma do zna¢né miry pfiinu v tom, Ze hotfecnaté ionty si ziejmé ve vétSiné pripadi
pfi interakci s NA zachovavaji neporuSeny solvatacni obal a vytvareji pouze vazbu vnéjsi sféry, tedy
vazou se vodikovymi mustky mezi molekulami vody koordina¢né¢ vazané k hoteCnatému iontu a
atomy na NA. Diky tomu je pomé&rné obtizné experimentalné sledovat projevy této interakce.

V predloZené doktorské praci byla k tomuto studiu pouzitd Ramanova spektroskopie, ktera
umoziuje sledovat jak zmény ve strukturnim uspofadani NA, tak pfipadné pfimé projevy silového
pusobeni hofecnatych iontd. S ohledem na malou intenzitu spektralnich zmén bylo nutné pracovat
s co nejvyssi presnosti a zviditeliiovat spektralni rozdily pomoci technik diferen¢nich spekter a
faktorové analyzy. Ke studiu bylo vybrano n¢kolik modelovych systémil NA, u kterych bylo mozné
oc¢ekavat citlivost strukturniho uspotfadani na ptitomnost hofe¢natych ionti.

Prvnim systémem byly komplementarni RNA homopolynukleotidy polyA a polyU, u kterych je
znamé, ze snadno tvofi duplexy i triplexy, pficemz hotfe¢naté ionty vice stabilizuji triplexy. V ramci
prace bylo pomoci Ramanovy spektroskopie potvrzeno, Ze afinita iont hot¢iku vici polyU-polyA-
polyU triplextim je tak velka, Ze tyto ionty v roztoku polyA-polyU duplexti zplsobi jejich ¢astecnou
disociaci a vytvareni triplexti. Dale byly nalezené ramanovské charakteristiky vazby hofecnatych
iontl do specifického vazebného mista u triplexti a toto misto charakterizované.

Dalsim systémem byl analogicky systém DNA homopolynukleotidii poly(dA) a polyT. V tomto
ptipad¢ bylo potvrzené, Ze tvorba triplexli je mélo vyraznd a hoi¢ik ji pfili§ neovlivituje. Rozhodné
nevede ke tvorbé triplexil z duplexovych struktur. Na druhé strané bylo zjiSténé, Ze hofecnaté ionty
maji velky vliv na teplotn¢ indukovany ,,premelting* B’—B piechod v poly(dA)-polyT duplexech,
kdy se pfednostné vazou na B strukturu duplexu, ¢imz modifikuji jeji geometrii.

Byla studovédna i interakce s RNA oligonukleotidem ptedstavujicim vrcholovou vlasenku
segmentu TAR genomické RNA viru HIV-1. U této vlasenky bylo jiz diive zjiSténo, ze kromé
teplotné indukovaného piechodu otevieni vlasenky existuje jesté ,,premelting® piechod pfi nizSich
teplotach, ktery byl pfipsdn zméné geometrie neparovych nukleotidii ve smycce vlasenky. V ramci
prace bylo ukazano, ze hofecnaté ionty ovliviiuji celkovou stabilitu vldsenky jen velmi slab¢, ale
vyrazné€ji ovliviiuji ,,premelting® ptechod. Jejich Uc¢inek je vSak zcela odlisny od piipadu DNA
duplext, nebot’ u TAR vlasenky hotfecnaté ionty usnadiiuji tento piechod, ale nevedou k vétSim
zménam Ramanova spektra, které by bylo mozné interpretovat jako projev specifick¢ho vazebného
mista pro hotecnaté ionty ve smycce vlasenky.

Tyto originalni vysledky vyznamné pfispivaji ke znalostem vlivu iontd hotc¢iku na struktury
NA. Byly doktorandkou prezentované na nékolika mezindrodnich konferencich ve form¢ postert a
jedné prednasky a jsou predmétem Ctyf rukopisit ¢lankti, z nichZ v souCasné dobé jeden vysel a
jeden je v tisku.



Doktorandka pracovala po celou dobu feSeni disertacni prace pomérné samostatné a vyrovnala
se s velkym objemem provadénych experimentil i pomérné obtiznym a zdlouhavym zpracovanim
spekter. Chei poznamenat, Ze vzhledem k charakteru sledovanych spektralnich zmén bylo nutné
nasobné opakovani experimentll, vyhledavani a eliminace nejriznéjSich artefaktl. Data uvedena
v praci predstavuji proto ve skutecnosti pouze zlomek provedenych experimentl a vysledkl
spektralnich analyz.

Domnivam se, Ze Ing. Shirly Josefina Espinoza Herrera jednozna¢né prokézala schopnost
samostatné védecké prace. Jeji disertacni praci proto doporucuji k obhajob¢ a po tspésné obhajobée
doporucuji udéleni titulu Ph.D.
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