
 
 

   
 
 
 
 
 
 
 
 

Posudek doktorské práce Mgr. Václava Římala 

 

NMR Study of Oligonucleotide Structures 

 

Téma disertační práce je zaměřeno na měření a interpretaci NMR spektroskopických parametrů 

v nukleových kyselinách, konkrétně na měření 1H a 31P NMR chemických posunů v DNA a RNA 

oligonukleotidech a jejich konstituentech.  

Doktorand publikoval čtyři práce v mezinárodních vědeckých časopisech s IF od 1 do 2,4, které 

byly zaměřené specificky na téma doktorské práce. U dvou z těchto čtyř prací je doktorand prvním 

autorem. Další tři práce doktoranda souvisely s tématikou aplikace metody NMR spektroskopie v jiných 

oblastech. Kromě těchto sedmi publikačních výstupů doktorand uvedl dvanáct konferenčních příspěvků, 

a to i na mezinárodních konferencích v zahraničí. Publikační a prezentační aktivity doktoranda jsou tedy 

na velice dobré úrovni a úhrnem zřetelně prokazují jeho intenzivní zapojení do projektu.  

Práce je psána v anglickém jazyce a zahrnuje 208 stran textu plus dodatek s přehledným 

zpracováním naměřených NMR parametrů. Úvodní část obsahuje popisy chemické struktury a 

fyzikálně-chemických vlastností nukleových kyselin, použitých NMR metod, přípravy vzorků a 

originálních metod pro analýzu NMR dat (kapitoly 1-6). Členění dalších čtyř kapitol odpovídá jednotlivým 

projektům zaměřeným na DNA duplexy, duplexy nukleových kyselin obsahující 5-methyl-cytosine, 

nekanonické DNA motivy, komplexy guanosine monofosfátu a studium thiobenzanilidinu. Závěry těchto 

dílčích projektů jsou shrnuty v samostatné kapitole, za kterou následuje přehled literatury, obrázků, 

tabulek a zkratek. Členění textu je přehledné a umožňuje dobrou orientaci v textu. Doktorand dobře 

zvládl propojit úvodní část práce, která zasahuje až do biologie s vlastním spektroskopickým měřením 

a prezentoval závěry v kontextu s možnými biochemickými a biologickými důsledky vlastností 

studovaných systémů. Na druhé straně, práce vykazuje i drobné nedostatky. Přehlednost textu by se 

zlepšila zavedením a důsledným používáním zkratky pro 1H NMR chemické stínění, např. (1H) nebo 

H. Platnost některých tvrzení lze zpochybnit patrně díky nepřesnému vyjádření: např. strana 168, druhý 

odstavec, první věta, formování a disociace vláken nukleové kyseliny je vlastnost daná systémem 

nezávislá na typu NMR spektrometru. Význam některých tvrzení není jasný: např. strana 168, bod a., 

bez uvedení kterých veličin se týká “numerous differences“ není význam věty jasný. 
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Za hlavní téma projektu lze považovat NMR experimenty. Základní podmínky úspěšného NMR 

měření jsou i příprava vzorků, aplikace adekvátní NMR metody, přiřazení NMR signálů ke správnému 

atomu v molekule a interpretace NMR spekter. Tyto úkony byly provedeny pro značný počet vzorků a 

byly naměřeny i teplotní a koncentrační závislosti NMR parametrů. Kromě toho byla pro některé 

molekuly provedena měření i metodami optické spektroskopie ve spolupracující laboratoři, která byla 

korelována s NMR experimenty. Je možno konstatovat, že objem takto získaných a zpracovaných 

experimentálních dat je značný. Za pozitivní z hlediska profesního rozvoje doktoranda lze považovat 

propojení projektu s dalšími technikami optické spektroskopie a teoretickými výpočty. 

Přesnou interpretaci NMR spekter ve smyslu struktury a dalších fyzikálně-chemických 

parametrů lze obecně považovat za kritickou fázi výzkumu molekul pomocí NMR. Efekty teploty, složení 

rozpouštědla, dynamického chování studovaných molekul (konformační výměna), koncentrace a 

sekvence (v případě nukleových kyselin) mohou ovlivnit velikost NMR parametrů významně. Navíc, 

rozdíly mezi 1H NMR posuny ve stejné chemické skupině atomů opakujících se v nukleových kyselinách 

jsou velice malé, což značně znesnadňuje jejich interpretaci pomocí empirických pravidel. V tomto 

kontextu lze považovat za důležité zjištění, že efekt sekvence nukleových kyselin na 1H NMR posuny v 

nukleotidu byl jednoznačně prokázán jako vliv sousedících nukleotidů v DNA duplexu, které jsou 

vzdálené více než nejbližší sousedi. Platnost metod používaných v současnosti pro přiřazení NMR 

posunů, které jsou založeny na efektu nejbližších sousedů byla tímto zpochybněna. Změřené efekty 

sekvence nukleových kyselin na 1H NMR posuny lze využít pro budoucí vylepšení metody. Dále byl 

prokázán globální charakter NMR-strukturních změn a vzrůst stability duplexu, který byl indukovaný 

modifikací cytosin na 5-methyl-cytosin. Dále byl studován přechod mezi strukturními formami duplex – 

hairpin a tvorba makro komplexů guanosine mono-fosfátu v závislosti na druhu a koncentraci komplex-

formujícího kationtu. Celkově lze považovat dosažené výsledky za významné z hlediska studia struktury 

a termodynamických vlastností nukleových kyselin. 

 

Podle mého názoru doktorand splnil jak po stránce vědecké, tak i po stránce publikační a 

prezentační podmínky k úspěšnému zakončení PhD studia. 

 

Práci doporučuji k obhajobě. 

 

 

V Praze,  

 

 

Dr. Vladimír Sychrovský 
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Otázky pro doktoranda týkající se doktorské práce: 

 

1) Prosím o doložení pravdivosti následujícího tvrzení, např. 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, poslední věta) 

 

2) Jaká 3D struktura nukleové kyseliny je v souladu se schématem intramolekulárních interakcí v 

obrázku 8.5?  

 

3) Prosím o doložení pravdivosti tvrzení b. na straně 159 ekvivalentního tvrzení f. na straně 169.  

Jak byla prokázána 3D struktura komplexu? 

V jakém strukturním parametru se rGMP a dGMP komplexy liší? 


