Posudek diplomové price pana
Richarda Chudoby

“Elektroforteticka separace normaini a mutanini DNA za podminek ¢4ste¢né denaturace®

Predlozena diplomova prace se zabyvd vysoce aktualnimi védeckymi robléray:
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.

termodynamikou disociace kratkych tsekt DNA a teoretickymi principy instrumentace pro jejich
elektroforetickou separaci. Dokonalé porozuméni obéma problematikdm je zékladnim pfedpokladem
vyvoje nové metodiky a vysoce vykonné instrumentace pro rychliou detekci mutaci v klinickych
vzorcich genomové DNA onkologickych pacientt.

Po strance formaini je prace zpracovana velmi dobfe. Teoretické i experimentdini vysledky jsou
adekvatne prezentovény v tabulkach, obrazeich a grafech. Textova &ast je napsdna prehledné a
srozumitelng, kultivovanou CeStinou. Ponékud uspéchana vymezeni nékterych dulezitych pojmi a
formulace YeSenych problémt jsou vSak na tkor srozumitelnosti textu pti jeho prvém £teni. Napiikiad
nékteré nevysvétlené pojmy uvedené ve velmi struéném abstraktu jako: “vzijemné mobility

homoduplexnich a heteroduplexnich {ragmentt”, “transformadni funkce pro vyhodnocovani

v 1

ele"troferogmmﬁ z mult lkdpllamlho pole a “teplotni mapa multikapilarnithc pole™ &ini abstrakt pro

. Vyhrady mém také k nadbyte¢nému pouZivani slovesz
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.provadst®. Daleko lépe zni: ,detekovat®, ,separovat® neZ provadét detekei nebe ,,provadet

separaci®. Snadny piekiad anglickych ndzvi jako SSCP, CGCE atd. do ¢eStiny by piisobil v Ceském
RovnéZ po strance obsahové je préce kvalitng zpracovana jak v ¢asti reSersni, tak vysiedkove.
Teoretické vysledky vypoltd termodynamickych dat dignosticky vyznamnych fragmentd DNA jsou
OCelng korelovany s vysledky denaturaéni kapilarni elektroforézy. Vyt¢ené cile byly splneny. Za
nejvyznamnéjsi pfinos prace povazuji nalezeni shody teoretickych zévéri s redlnym chovanim castecCne
denaturovanych fragmenti jak v pfipadé homoduplexi, tak heteroduplexti. Dobré znalosti prokazal
autor 1 v oblasti statistické interpretace nalezenych dat
Zavér:
Konstatuji, ze piedlozena diplomova prace dokazuje, Ze jeji autor ovlada teoretické principy
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studované problematiky, zvladnul néroCnou instrumentaci a prokézal experimentilni zruCnost.
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Diplomova préce splnuje v8echny stanovené podminky a doporucuji ji k obhajobé.



Dotazy:
Vzhledem k n&kterym nepfesnym formulacim mam na uchazete nasledujici dotazy, jejichZ

zodpovézeni nijak neovlivni vyse uvedené zavéry.

1) Na strand 13 v &asti 2.2.4 Single-strand conformation polymorphism uvédite: .,...fragmenty s
riznou sekvenci v misté SNP & bodové mutace se oddéli b&hem gelové elektroforézy v

nedenaturujicim prostiedi v disledku rozdilnych hodnot efektivnich primeérd.

Mate na mysli efektivni primér hydrodynamicky ekvivalentni koule? Potom by tedy bylo mozné
separovat tyto fragmenty i ve volném elektrolytu. Posud'te, za jakych podminek by se daly separovat
fragmenty DNA podle velikosti jejich fetézce ve volném elektrolytu, tedy v kontinuu bez piftomnosti

molekul neutrdlniho polymeru?

V
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Na strand 16 v ¢asti 2.2.7 Denaturant capillary electrophoresis je uvedeno: “Jako separatni matrice

se pfi DCE metodach pouziva linedrni (nezesit’ ovany) polyakrylamidovy gel v kapilarach.«
\ ) J o

To je protimluv. Vysvétlete pojmy sol, fyzikaini a chemicky gel a popiste charakter migrace fragmentu

DNA v téchto separa¢nich prostiedich.

3) Pojem ,helicita® (®), jako mira sparovéni dvou vlaken dvousroubovice DNA, se snad nepouZiva
ani ve védeckém Zargonu. Helikdlni strukturu maji i proteiny, polysacharidy a jiné jednoret€zcove
molekuly. Navrhuji tedy pouZivat spiSe pojem mira asociace dvoufetézcové DNA.

Vysvétlete divod pouziti tohoto pojmu.
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