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Slovm vyjadreni, komentafe a pffpommky oponenta:

Pfedkladana diplomova prace se zabyva zavedenim nove metodiky zalozene na diferencni
skenovaci kalorimetrii (DSC) pro stanoveni termodynamickych parametru tvorby komplexu
nukleovych kyselin s moznym primym vyuziti'm pro vyber vhodn^ch antisensnich terapeutik.
Prace je psana velice pfehledne a je dobfe strukturovana.

V uvodni casti prace je shrnuta teorie tvorby komplexu nukleovych kyselin vcetne
terrnodynamicke charakterizace. Uvodni cast take obsahuje v^cet dnesnich oligonukleotidovych
terapii a detailni popis principu funkce antisensnfch modifikovanych oligonukleotidu a teoreticke
zaklady metody diferencni skenovaci mikrokalorimetrie. V experimentalni casti je detailne popsan
instrument, pfiprava vzorkii a postup zpracovani dat vcetne rozpisu termodynamickych modelu
pouzitych pro fit experimentalni'ch dat.

V^sledkova cast prace je rozdelena do tn ucelenych casti. Prvni soubor experiment!! byl
proveden s modelo\ym pfirozenym autokomplementarm'm oligonukleotidem s cilem odhalit limity
pouzite metody a stanoveni vhodne metodiky pro urcovani termodynamickych parametru tvorby
komplexu NK. Bylo pfitom potreba pfekonat fadu dilcich problernu, souvisejicfch napf. s adsorpci
oligonukleotidu na pfivodni hadicky, tvorbou bublin, celkovou reprodukovatelnosti skenu ci
hystereznimi efekty. Vyfeseni techto problemu obnaselo provedeni rady zdlouhavych experimentu
a velice kladne hodnotim preciznost pfistupu adeptky k feseni techto otazek. Na zaver teto casti
byla zoptimalizovana metodika mefeni a zpracovani dat pro stanoveni termodynamickych
parametru,

Druha cast navazuje na predchozi vysledky a s pomoci optimalizovaneho postupu byla
provedena termodynamicka charakterizace hybridizacnich schopnosti vybranych modifikovanych
oligonukleotidu s polymerni RNA. Vedle standardniho dvoustavoveho termodynamickeho modelu
bylo velice zajimave pouziti komplexniho McGhee-von Hippelova modelu, ktery odhalil vysokou
kooperativitu vazby kratkych oligonukleotidu na dlouhy polymerni fetezec.

Poslednim systemem, ktery byl studovan pomoci DSC, byly RNA vlasenky. Byly urceny
termodynamicke parametry pfechodu otevfeni TAR vlasenky (cast RNA viru HIV-1) a pn'slusneho
aptameru R06. Byl take studovan system obsahujici sines obou vlasenek. Slozitost systemu, ktery
obsahoval vice prechodu, sice neumoznovala stanoveni termodynamickych parametru., presto tyto
pilotni experrmenty poukazaly na stabilizujici efekt komplexu vlasenek na samotne vlasenky.

Podle meho nazoru se jedna z hlediska zavedeni nove metodiky a jeji aplikace na vybrane
systemy oligonukleotidu o kvalitni diplornovou praci. Vysledky mohou byt velice pfmosne pro
dalsi mikrokalorimetricke studie termodynamickych charakteristik biomolekul.

Pfipadne otazky pfi obhajobe a namety do diskuze:

Muj pnoii dotaz se tyka volby nukleove kyseliny pro otestovani metody a zavedeni
metodiky. Byl nejaky specificky duvod pro vyber prave DNA autokornplementarniho oktameru
jako modeloveho systemu pro testovaci mikrokalorimetricka mefeni? Byla napf. zvazovana delka
a sekvence tohoto modeloveho oligonukleotidu?

Jsou termodynamicke' parametry studovan^ch hybridnich komplexu modifikovan^ch
oligodeoxythymidinu s RNA ziskane pomoci DSC sro^aiatelne s vysledky zmefenymi jinou
metodou, napf. pomoci UV absorpce? Je patrna minimalne kvalitativni shoda?

Byly navrzeny pfistupy k feseni instrumentalnfch problemu, napf. extrapolace na nulovy
cas pobjtu vzorku v ky\^ete souvisejici s adsorpci NK na steny pfivodnich trubicek nebo pfistup
k feseni hystereznich efektu. Jsou v literature zmineny tj'to problemy, a jak se autofi celkove stavi
k temto otazkam pfi prezentaci namefenych dat?
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[3 doporucuji
Q nedoporucuji
uznat jako diplomovou/bakalafskou.

Navrhuji hodnocem stupnem:
[E] vyborne D velmi dobfe Q dobfe Q neprospeVa
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