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NMR Study of Oligonucleotide Structures

Téma disertaéni prace je zaméfeno na méreni a interpretaci NMR spektroskopickych parametr(
v nukleovych kyselinach, konkrétné na méreni 'H a 3'P NMR chemickych posuni v DNA a RNA
oligonukleotidech a jejich konstituentech.

Doktorand publikoval &tyfi prace v mezinarodnich védeckych ¢asopisech s IF od 1 do 2,4, které
byly zamérené specificky na téma doktorské prace. U dvou z téchto &tyf praci je doktorand prvnim
autorem. DalSi tfi prace doktoranda souvisely s tématikou aplikace metody NMR spektroskopie v jinych
oblastech. Kromé téchto sedmi publika¢nich vystupl doktorand uved| dvanact konferencnich pfispévkda,
a to i na mezinarodnich konferencich v zahranic¢i. Publikacni a prezentacni aktivity doktoranda jsou tedy
na velice dobré urovni a thrnem zfetelné prokazuji jeho intenzivni zapojeni do projektu.

Prace je psana v anglickém jazyce a zahrnuje 208 stran textu plus dodatek s pfehlednym
zpracovanim naméfenych NMR parametr(. Uvodni &ast obsahuje popisy chemické struktury a
fyzikalné-chemickych vlastnosti nukleovych kyselin, pouzitych NMR metod, pfipravy vzorku a
originalnich metod pro analyzu NMR dat (kapitoly 1-6). Clenéni dal$ich &tyF kapitol odpovida jednotlivym
projektim zaméfenym na DNA duplexy, duplexy nukleovych kyselin obsahujici 5-methyl-cytosine,
nekanonické DNA motivy, komplexy guanosine monofosfatu a studium thiobenzanilidinu. Zavéry téchto
dil¢ich projektu jsou shrnuty v samostatné kapitole, za kterou nasleduje prehled literatury, obrazkd,
tabulek a zkratek. Clenéni textu je prehledné a umoziiuje dobrou orientaci v textu. Doktorand dobie
zvladl propojit vodni €ast prace, ktera zasahuje az do biologie s vlastnim spektroskopickym méfenim
a prezentoval zavéry v kontextu s moznymi biochemickymi a biologickymi disledky vlastnosti
studovanych systém(. Na druhé strané, prace vykazuje i drobné nedostatky. Pfehlednost textu by se
zlepsila zavedenim a duslednym pouzivanim zkratky pro '"H NMR chemické stinéni, napf. §('H) nebo
dn. Platnost nékterych tvrzeni Ize zpochybnit patrné diky nepfesnému vyjadfeni: napf. strana 168, druhy
odstavec, prvni véta, formovani a disociace vlaken nukleové kyseliny je vlastnost dana systémem
nezavisla na typu NMR spektrometru. Vyznam nékterych tvrzeni neni jasny: napf. strana 168, bod a.,

bez uvedeni kterych veli€in se tyka “numerous differences” neni vyznam véty jasny.
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Za hlavni téma projektu Ize povazovat NMR experimenty. Zakladni podminky uspésného NMR
méreni jsou i pfiprava vzork(, aplikace adekvatni NMR metody, pfifazeni NMR signall ke spravnému
atomu v molekule a interpretace NMR spekter. Tyto Ukony byly provedeny pro znaény pocet vzorkd a
byly namérfeny i teplotni a koncentraéni zavislosti NMR parametr(i. Kromé toho byla pro nékteré
molekuly provedena méfeni i metodami optické spektroskopie ve spolupracujici laboratofi, ktera byla
korelovana s NMR experimenty. Je mozno konstatovat, Ze objem takto ziskanych a zpracovanych
experimentalnich dat je znaény. Za pozitivni z hlediska profesniho rozvoje doktoranda lze povazovat
propojeni projektu s dalSimi technikami optické spektroskopie a teoretickymi vypocty.

Pfesnou interpretaci NMR spekter ve smyslu struktury a dalSich fyzikalné-chemickych
parametr( Ize obecné povazovat za kritickou fazi vyzkumu molekul pomoci NMR. Efekty teploty, sloZzeni
rozpou$tédla, dynamického chovani studovanych molekul (konformacni vyména), koncentrace a
sekvence (v pfipadé nukleovych kyselin) mohou ovlivnit velikost NMR parametrt vyznamné. Navic,
rozdily mezi "H NMR posuny ve stejné chemické skupiné atom( opakujicich se v nukleovych kyselinach
jsou velice malé, coz zna¢né znesnadiuje jejich interpretaci pomoci empirickych pravidel. V tomto
kontextu Ize povazovat za dulezité zjisténi, ze efekt sekvence nukleovych kyselin na '"H NMR posuny v
nukleotidu byl jednoznaéné prokazan jako vliv sousedicich nukleotidd v DNA duplexu, které jsou
vzdalené vice nez nejblizSi sousedi. Platnost metod pouzivanych v sou€asnosti pro pfifazeni NMR
posun(, které jsou zaloZzeny na efektu nejblizSich sousedl byla timto zpochybnéna. Zmérené efekty
sekvence nukleovych kyselin na '"H NMR posuny Ize vyuzit pro budouci vylep$eni metody. Dale byl
prokazan globalni charakter NMR-strukturnich zmén a vzrist stability duplexu, ktery byl indukovany
modifikaci cytosin na 5-methyl-cytosin. Déle byl studovan pfechod mezi strukturnimi formami duplex —
hairpin a tvorba makro komplexd guanosine mono-fosfatu v zavislosti na druhu a koncentraci komplex-
formujiciho kationtu. Celkové |ze povaZovat dosaZzené vysledky za vyznamné z hlediska studia struktury

a termodynamickych vlastnosti nukleovych kyselin.

Podle mého nazoru doktorand splnil jak po strance védecké, tak i po strance publikacni a

prezentacni podminky k ispéSnému zakonceni PhD studia.

Praci doporuduji k obhajobé.
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Otazky pro doktoranda tykajici se doktorské prace:

1) Prosim o dolozZeni pravdivosti nasledujiciho tvrzeni, napf. odkazem na literaturu:
It should also be mentioned that the amino groups occupy a planar conformation due to the
delocalisation of the amino-nitrogen lone electron pair into the aromatic system that causes the sp2

hybridisation of the other valence orbitals. (strana 6, posledni véta)

2) Jaka 3D struktura nukleové kyseliny je v souladu se schématem intramolekularnich interakci v
obrazku 8.5?

3) Prosim o dolozeni pravdivosti tvrzeni b. na strané 159 ekvivalentniho tvrzeni f. na strané 169.
Jak byla prokazana 3D struktura komplexu?

V jakém strukturnim parametru se rGMP a dGMP komplexy [i§i?
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