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Slovni vyjadieni, komentare a pfipominky vedouciho/oponenta:

Predklddand diplomova prace Bc. Rachel Sgallové se zabyva charakterizaci struktury a
termodynamickych vlastnosti tff rizn¢ dlouhych segmentt (12, 14 a 16 nukleotidli) CArG boxu
z promotorové sekvence lidského genu c-fos. Kandidatka provedla fadu experimentd jaderné
magnetické rezonance (teplotni zavislosti jednorozmérnych spekter vodikovych jader H a
dvourozméma korela¢ni spektra H-'H NOESY a H-¥C HMBC), jejichz podrobnym
vyhodnocenim ziskala cenné vysledky prokazujici vytvéafeni unimolekuldrnich sekundarnich
struktur — vlasenek. Motivace prace je ziejma, nebot’ pokud K vytvareni vlasenek popt. kruciformu
(vlasenky na obou vlaknech) na promotorovych genovych sekvencich dochazi i v organismu
béhem procesu transkripce, mize to vysvétlit rychlé rozeznavani téchto usekit DNA polymerazou.

Prace je zpracovana jako tematicky uceleny text shrnujici autor¢in samostatny vyzkum, ma
standardni rozsah a je logicky strukturovana. Celkovy dojem prace je nadprimérny. Prace je psana
Ctivym jazykem, srozumitelné a jasné a je graficky velmi dobfe zpracovana. V textu je mozné
narazit na mensi mnozstvi preklepti a interpunkénich chyb, jejich pocet ve vSak pfiméfeny rozsahu
prace. Rad bych vyzdvihl predevsim mnozstvi provedenych experimentl a jejich velmi peclivé
zpracovani, coz dokumentuje pomérné rozsahla ptilohova ¢ast prace obsahujici 11 obrazkt a 7
tabulek.

Prace je Clenéna standardné na pét zékladnich ¢asti a doplnéna o seznamy pouzité literatury,
obrazki, tabulek a pouzitych zkratek a piilohy. Uvodni ¢ast seznamuje &tenéie se strukturou DNA,
priabéhem transkripce a termodynamikou tvorby sekundarnich struktur DNA. Nasledujici
teoreticka Cast stru¢né a vystizné popisuje jev jaderné magnetické rezonance, principy NMR
experimentl a NMR spektroskopiit DNA. Experimentalni ¢ast se zaméfuje na popis pouzitych
vzorkll a popis konkrétnich experimentd provedenych v ramci prace. Vysledky pak shrnuji ziskané
poznatky o pfitfazeni vodikovych signali ve spektrech zkoumanych vzorkd, identifikaci rozdilt
mezi strukturou vlasenek a B-DNA prostiednictvim odlisnych chemickych posuvii, vyhodnoceni
teplotnich zavislosti a urfeni termodynamickych parametri a v neposledni fadé téz vlivu
koncentrace na teplotu tani. Zaveéry prace jsou dobfe podlozené a domnivam se, ze by se m¢ly stat
podkladem pro budouci ¢lanek v impaktovaném c¢asopise.

Z vyse uvedenych divodi tedy préci s radosti doporucuji k obhajobg.

Pripadné otazky pri obhajobé a naméty do diskuze:

Kpraci jako celku nemam vétsi vyhrady. Pfipojuji jen nékolik dopliujicich komentara,
piipominek a dotazi, které maji slouzit spiSe k vylepSeni textu prace nez k jeho kritice.

1. V casti 1.2.2 autorka rozebira, jaké typy sekundéarni struktury muze vytvaret sekvence
CArG boxu z lidského genu c-fos. Zde by bylo vhodné&jsi podrobnéji zminit motivaci, ze
které cela prace vychazi, tj. predchozi experimentalni poznatek, Zze teplotni zavislost
jednoho izolovaného vlakna studované sekvence vykazuje teplotni pfechod. Jeho existence
indikuje, ze sekvence vytvatri né€jaky druh sekundarni struktury, kterou muze byt bud’
vladsenka nebo mismatchovy homoduplex. Ty je nutné pomoci, napt. NMR experimentt,
rozlisit.

2. 'V kontextu dostupné literatury bylo by vhodné poukazat na specifika CArG box vlasenky,
tj. pfedevsim velkou hlavi¢ku obsahujici Sest nukleotidd.

3. Lze na zaklad¢ ziskanych dat vyslovit néjakou hypotézu o uspotfadani a popft. stabilizaci
struktury hlavicky CArG box vlasenky? Nemohou mezi sebou nékteré baze interagovat
prostiednictvim Hoogsteenova parovani?



4. Je mozné porovnat nafitované hodnoty AH a AS pro vlasenku i homoduplex z hlediska
mnozstvi sparovanych bazi? Jak dobie to odpovidd modelovym hodnotam vztazenym na
jeden bazovy par?

5. Str. 48 — V Tabulce 4.2 autorka porovnava teploty tani a termodynamické parametry
ziskané z NMR s daty ziskanymi pomoci UV absorpce. Nezavislost (¢i pouze slaba
zavislost) teploty tani na koncentraci vzorku je pak dale diskutovana jako jeden z hlavnich
argumentll potvrzujicich vytvareni unimolekuldrni sekundarni struktury, tj. vlasenky.
Autorka zminuje rozdil 5 K mezi teplotami tani ur€enymi z NMR a UV, ale nevysvétluje
ho. Nemuze byt tento rozdil zpiisobeny jinou koncentraci sodnych iontli pouzitou pro
NMR (200 mM) a UV (160 mM) méfeni?

6. Jaky ma vyznam pouziti rozpoustédla jako smési 90 % H.O a 10 % D,O?

7. Jak jsou ukonceny studované sekvence na 3" a 5" konci?
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uznat jako diplomovou/bakalatske.
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