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Stovni vyjdd¥eni, komentd¥e a pripominky oponenta:

Predklddand diplomova préce se zabyvé zavedenim nové metodiky zaloZené na diferendni
skenovaci kalorimetrii (DSC) pro stanoveni termodynamickych parametril tvorby komplex
nukleovych kyselin s moZnym pfimym vyuZitim pro vybér vhodnych antisensnich terapeutik.
Prace je psdna velice prehledng a je dobie strukturovang.

V tvodni €4sti price je shruta teorie tvorby komplext nukleovych kyselin vietns
termodynamické charakterizace. Uvodni &4st také obsahuje vycet dnesnich oligonukleotidovych
terapif a detailni popis principu funkce antisensnich modifikovanych oligonukleotidd a teoretické
zdklady metody diferenéni skenovaci mikrokalorimetrie. V experimentdln{ ¢ésti je detailng popsan
instrument, pi{prava vzorkt a postup zpracovéni dat véetné rozpisu termodynamickych model
pouZitych pro fit experimentdlnich dat.

Vysledkové Edst prace je rozdélena do 1 ucelenych €4sti. Prvni soubor experimentii byl
proveden s modelovym pfirozenym autokomplementdrnim oligonukleotidem s cilem odhalit limity
pouzité metody a stanoveni vhodné metodiky pro urovan{ termodynamickych parametra tvorby
komplexi NK. Bylo pfitom potieba pfekonat fadu diiich problémt, souvisejicich napt. s adsorpci
oligonukleotidfi na pHvodni hadi¢ky, tvorbou bublin, celkovou reprodukovatelnost{ skent &i
hysteréznimi efekty. Vyfesen téchto problémt obnsselo provedeni fady zdlouhavych experimentt
a velice kladn€ hodnotim preciznost piistupu adeptky k feSeni t&chto otdzek. Na zaver této &ésti
byla zoptimalizovéna metodika mé&Fent a zpracovéand dat pro stanoven{ termodynamickych
parametrt.

Druhd ¢4st navazuje na predchozi vysledky a s pomoci optimalizovaného postupu byla
provedena termodynamické charakterizace hybridizagnich schopnosti vybranych modifikovanych
oligonukleotidd s polymerni RNA. Vedle standardniho dvoustavového termodynamického modelu
bylo velice zajimavé pouZiti komplexntho McGhee-von Hippelova modelu, ktery odhalil vysokou
kooperativitu vazby kratkych oligonukleotidd na dlouhy polymerni fetézec.

Poslednim systémem, ktery byl studovan pomoci DSC, byly RNA vldsenky. Byly uréeny
termodynamické parametry pfechodd otey¥eni TAR vldsenky (¢4st RNA viru HIV-1) a pfislugného
aptameru R06. Byl také studovén systém obsahujici sm&s obou vldsenek. SloZitost systému, ktery
obsahoval vice pfechod, sice neumo#iiovala stanoveni termodynamickych parametrd, pesto tyto
pilotn{ experimenty poukdzaly na stabilizujici efekt komplexi vldsenek na samotné vldsenky.

Podle mého nézoru se jedn4 z hlediska zavedeni nové metodiky a jeji aplikace na vybrané
systémy oligonukleotidt o kyalitni diplomovou préci. Vysledky mohou byt velice pfinosné pro
dalsf mikrokalorimetrické studie termodynamickych charakteristik biomolekul.

Pripadné otdzky pii obhajob& a niaméty do diskuze:

Muj prvni dotaz se tyk4 volby nukleové kyseliny pro otestovan{ metody a zavedeni
metodiky. Byl n&jaky specificky diivod pro vybér prdvé DNA autokomplementarniho oktameru
jako modelového systému pro testovaci mikrokalorimetrickd méfeni? Byla napf. zvazovéna délka
a sekvence tohoto modelového oligonukleotidu?

Jsou termodynamické parametry studovanych hybridnich komplext modifikovanych
oligodeoxythymidintt s RNA ziskané pomoci DSC srovnatelné s vysledky zméfenymi jinou
metodou, napt. pomoci UV absorpee? Je patrnd minimdIng kvalitativni shoda?

Byly navrzeny p¥istupy k feSen{ instrumentdlnich problémi, napf. extrapolace na nulovy
¢as pobytu vzorku v kyvet& souvisejici s adsorpeif NK na stény pfivodnich trubiek nebo pristup
k feSeni hystereznich efektil. Jsou v literature zminény tyto problémy, a jak se autofi celkové stavi
k t€mto otdzkdm pfi prezentaci namérenych dat?




Praci

doporuduji

0 nedoporucuji

uznat jako diplomovou/bakalarskou.

Navrhuji hodnoceni stupném:
vyborng O velmi dobfe U dobre O neprospél/a

Misto, datum a podpis oponenta:

Praha, 7. zafi 2009




3 I




