Posudek na doktorskou disertacni praci s nazvem .n situ study of nucleic acids interactions
key for gene expression and therapy based on its silencing™ Mgr. Tomase Springera.

Obeenym cilem prace bylo piispét k pochopeni interakei mevi nukleovymi kyselinami (NK)
pomoci in situ studia interakee mezi vybranyvimi sckvencemi nukleotidu prostiednictvim SPR
spektroskopic. Autor st spravne uvedomil. 7e pro hodnoceni interakei je podstatng co
nejspolehlive)i urcit asociacni ky a disociacni kg rvehlostni konstanty tvorby komplexu
oligonukleotidir (ON). kterd lze vypocitat » méteni Kinetiky v redlném case metodou SPR. Na
rozdil od rovnovirné asociacni konstanty K\ nelze tyto Konstanty urcit nepiimymi metodami
obvykle pouzivanymi ke studiu NK interakei. Platnost hodnot K vypoctenyeh 2 SPR
experimentu byla ovéfena srovnanim s publikosanymi hodnotami ziskanymi jinymi
metodami metodou. Autorovi se podarilo vyrazne zpiesnit kineticka méfeni konstruket
noveého mikrottuidniho systému (dispersionless microfluidics. kapitola 4.1.). ktery do velké
miry odstranuje problémy zpusobené smesovianim roztoku pii méteni kinetiky reakei pil
pouziti konveneni mikrofluidiky. Novy mikrofluidni systém. jehoz G¢innost pii méieni
hybridizace oligonukleotidt byla dostatecne prokiazana v této disertaci. muze obeene usnadmit
in situ studium mezimolekularnich interakcei atinitnimi biosensory. V kapitole 4.2 bylo
studovano oslabeni stability komplexu vvtvorencho hybridizaci ON imobilizovanym na SPR
povrchu (sonda) s komplementarnim nebo jen ¢asteene komplementarnim ON z testovaného
roztoku (..cil™) pusobenim odpudivych clektrostatickyeh sil mezi zaporn¢ nabitym cilem a
sousednimi imobilizovanyvmi sondami a vliv koncentrace monovalentnich Na™ a divalentnich
Mg"" Kationtl v roztoku na tyto interakee jo popsiano. Za dulezity vysledek lze povazovat
svvsovani koncentrace imobilizovanych sond v pritomnosti kationtu v imobiliza¢nim roztoku,
promeéfeni zvySujici se stability komplexu v pfi 2y yvSoviani koncentrace Kationtl, zejména

Mo 'L zesilent viiva odpudivyceh sil pri zvysovini koncentrace zachycenych cilovych ON a
nalezeni optimalniho 1ontového slozeni roztoku kterym lze dosahnout nejlepsi rozhiseni
komplementarnich a ¢asteéne komplementarich ON pit vysoké stabihit¢ komplexii. Vysledky
maji podstatny vyznam pro SPR biosensory i pro v soucasnosti intensivng pouzivané DNA
¢ipy (DNA array).

Kapitola 4.3, se zabyva vizkumem viastnosti novych chemicky moditikovanych
oligonukleotidii, které by mohly slouzit jako I¢ky proti HIV. V experimentech byl vyuzit novy
disperstonless microfluidics systém a poznatky popsané v Kapitole 4.2. Moditikovaneé ON
byvly pripravovany spolupracujici skupinou z UOCHIB AVCR. tak jak je to bézné v
multidisciplinarnim vyzkumu. Modifikoyané anti-TAR oligonukleotidy byly odvozeny od
struktury RNA aptameru RO6. jehoz [¢eivy ucinek spociva v tvorb¢ komplexu

s oligonukleotidovym TAR motivem ve struktuie viru (kissing s complex). V disertaci byla
hodnocena tvorba a stabilita komplexi mezi imobilizovanou TAT sondou a cillovymi anti-
I'AR oligonukicotidy podle rychlostnich ka. Ka a rovnovaznych Ka. Ka. Ky, a Kp asociacnich a
disociacnich konstant vypoctenych 7 SPR micieni (konstanty oznacené ruznymi symboly by
méli byt vvsvetleny v kapitole 3.2.). Vyznamnym vysledkem této Casti disertace jsou hodnoty
asociacnich a disociacnich konstant mezi TAT sondami a 63 modifikovanymi anti-TAR
oligonukleotidy vypoctené 7 prislusnych SPR mcieni. Na ziklade techto tdaju bylo mozne
analyzovat miru viivu ruznyeh chemickych moditikaci provedenych na nukleotidech
situovanych na raznych mistech anti-TAR oligonukleotidové sckvence na tvorbu a stabilitu
komplexu s TAR sondou. Hlubsi nahled o pricinach destabilizace zptsobené chemickymi
modifikacemi byl ziskan molekularni dynamickou simulaci. Ziskané poznatky by mohly byt
pouzity pro navrhovini novych 1é¢iv proti HIV i lé¢iv zalozenych na tvorbé ON komplexu
pro genovou terapil.

Kyvalita i vyznam predkladané price je dostateénce dokumentovan 9 publikacemi

v impaktovanych ¢asopise. U péti z nich je Mgr. Springer prynim autorem
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Otazky a komentare™
Jaky je tyvzikalni princip stacking interactions™ mezi bazemi?

3. 1.3V nasledujicich kapitolach je vzdy odkazovano na popis pouzité modilikace SPR
povrchu imobtlizovanym streptavidinem (SA)uvedeny v ¢asti 3.1.3. Popis uvedeny na str. 28
jc nedostatecny, aniz by si jej ¢tenar vyhledal v publikaci [98]. Pro vSechny dalsi kapitoly je
dulezit¢ znat koncentraci imobilizovaného SAL kterd opét zavisi na koncentraci
karboxylovych skupin na povrechu SAM. Jedinou zminku o koneentraci SA jsem objevil az na
str.87.

Str.29 DNA a ON hybridizace je multivazebna reakce. béhem kieré kazdy par bazi muze
asociovat a disociovat. zejména pii tvorbé ne zeela kompatibilnich komplexu., Muze tim byt
ovlivanen ..pseudo first-order™ model kinetiky?

Jaky modcl je pouzivan v BlAcvaluation soltwere

Jaky je vhiv K7 na hybridizaci? Pii genové terapii pasobi ON [é¢iva uvniti buiky, kde
koncentrace K' mize byt vysoka.

Na str.30 jsou zavedeny asociaéni ky a disociaéni Ky, které lze vypocitat ~ méreni kinetiky
tvorby a disociace komplexi a rovnovazna asociaéni konstanta Ky . V kapitole 4.3.2. jsou
pouzivany také rovnovazné asociacni a disociaéni konstanty znacené raznymi symboly. kter¢
by mely byt predem vysvétleny v teoretick¢ ¢asti.

4.1.3. Obr. 23 ukazuje méieni kinetiky s pouzitim konvenéniho a dispersionless microfluidics
systemu. Odezva zahrnuje smichani roztoko a zachycovani cilovych ON. Jak vypadd odezva
na samotnou vymenu roztoku s ruznym indexem lomu (ruzna koncentrace soli)?
Str.51 Co je vse zahrnuto do “interaction layer™? Jak se vypocitala jeji tlouStka?



