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 Předložená disertační práce se zabývá studiem oligonukleotidových struktur metodami 
NMR spektroskopie. Nukleotidy představují stavební jednotky nukleových kyselin, jež hrají 
důležitou roli v různých biologických procesech. Zkoumání oligonukleotidů, tj krátkých 
segmentů nukleových kyselin, je proto problematika, která je velice aktuální. 
 Disertační práce je velmi obsáhlá. Vlastní text má 208 stran a obsahuje 25 tabulek a 84 
obrázků. Dalších 52 stran má Dodatek s 21 tabulkami a 23 obrázky. Již tato čísla ilustrují, že 
disertace obsahuje velké množství experimentálních výsledků a naznačují značné množství 
práce, jež byla do disertace vložena.  

Autor člení disertační práci do 11 kapitol (pomineme-li seznam literatury a seznamy 
obrázků, tabulek, zkratek, konferenčních příspěvků a publikací v časopisech). První 4 kapitoly 
mají charakter úvodních částí. Jsou v ních definovány základní pojmy, prezentovány 
teoretické vztahy jakož i některé experimentální výsledky z literatury. Pátá kapitola je 
věnována použitým metodám a přípravě vzorků. Jak vyplývá již z názvu disertační práce, 
hlavní metodou byla NMR spektroskopie, která byla v některých případech kombinována 
s UV a Ramanovou spektroskopií. Pokud jde o NMR spektra převážně se jednalo o teplotní 
závislosti 1H NMR spekter jejichž analýzou autor získal důležité informace o změnách 
chemických posunů jednotlivých nukleotidů a o termodynamických parametrech dvojných 
helixů. Významnou roli hrála též dvoudimenzionální (2D) 1H NOESY NMR spektra, jež byla 
využita k přiřazení NMR signálů. V některých případech byla tato spektra kombinována 
s dalšími 2D metodami, např. s 1H-13C HMBC. Měřena byla též 31P NMR spektra, např. ke 
stanovení koncentrace oligonukleotidu v roztoku.  

Šestá kapitola je věnována analýze dat. Je zde stručně popsán program (software) 
ASYMEXFIT, který autor disertace vytvořil a který publikoval na Internetu. Tento program 
představuje též jeden z důležitých výsledků disertace. Vlastní původní výsledky disertace jsou 
prezentovány v kapitolách 7-10, které jsou věnovány komplementárním DNA duplexům 
(kapitola 7), duplexům obsahujícím 5-metylcytosin (kapitola 8), nekanonickým DNA 
segmentům (kapitola 9) a thiobenzanilidům (kapitola 10). Kapitola 10 zároveň ukazuje, že 
postupy původně vyvinuté ke studiu oligonukleotidů mohou být úspěšně aplikovány i na jiné 
systémy. Závěrečná jedenáctá kapitola pak stručně a výstižně shrnuje nejdůležitější získané 
poznatky. 

Po formální stránce má disertační práce velmi dobrou úroveň. Je napsána dobrou 
angličtinou se zanedbatelným počtem drobných jazykových chyb či překlepů. Je zřejmé, že 
sepsání disertace se autor věnoval s velkou pečlivostí. Z disertace též vyplývá, že velice 
pečlivě autor přistupoval i ke všem experimentům a k analýze získaných dat. 

Disertační práce obsahuje řadu nových výsledků jež jsou shrnuty v závěrečné kapitole. 
To, že disertace přináší nové poznatky dokumentuje mj. i skutečnost, že výsledky disertace 
jsou obsaženy ve 4 publikacích v impaktovaných časopisech. U dvou těchto publikací je autor 
disertace prvním autorem, u dalších dvou publikací figuruje v pořadí autorů jednou na druhém 
místě a jednou na třetím místě. Podle Web of Science a po vyloučení autocitací vykazují tyto 
publikace 8 citací, z čehož 5 citací připadá na publikaci v Concepts of Magnetic Resonance, 
Part A z roku 2011. 

K výsledkové části disertace mám následující dotazy a připomínky: 
(i) První otázka se týká přiřazování NMR signálů pomocí 1H NOESY spekter. Na str. 95 a na 
několika dalších místech disertace (např. str. 82, 108, 111 atd) autor hovoří o možné existenci 
multimolekulárních komplexů, kondenzaci duplexů apod. Existence takovýchto 
interoligonukleotidových interakcí by mohla přiřazování signálů pomocí NOESY spekter 



trochu komplikovat. Je tomu skutečně tak nebo se zdá, že se multimolekulární komplexy 
v NOESY spektrech přímo neprojevují? 
(ii) Čistě hypoteticky by mohla 1H NMR spektra záviset nejen na teplotě ale i na čase, opět 
zejména v souvislosti s tvorbou supramolekulárních struktur typu multimolekulárních 
komplexů. Bylo ověřeno, že i pro časy delší než 15 min se spektra s časem nemění, a že tedy 
parametry získané analýzou spekter představují rovnovážné hodnoty? 
(iii) V disertaci se hovoří o tání duplexů, křivkách tání apod., třebaže měření teplotních 
závislostí 1H NMR spekter probíhalo při postupném ochlazování, kdy se striktně řečeno 
sleduje tvorba duplexů. Opět zejména v souvislosti s existencí multimolekulárních komplexů 
bych nevylučoval, že by se křivka „tání“ při postupném zahřívání a křivka „tvorby“ při 
postupném ochlazování mohly trochu lišit a vykazovat hysterezi. Byl proveden experiment, 
kdy po postupném ochlazování následovalo postupné zahřívání (nebo v opačném pořadí)? 
Úplně jsem nerozuměl, zda poznámka pod čarou na str. 46 dává odpověď na tuto otázku. 
(iv) U tabulek uvedených v Dodatku (Tab. A9, A15,A16, A17, A19, A20) jsem si všiml, že 
zatímco hodnota chyby ∆G nebo ∆G

† je u většiny nukleotidů poměrně malá, u některých 
nukleotidů je řádově větší (v některých případech převyšuje 1000%). Přitom to, u kterého 
nukleotidu je chyba tak velká závisí na daném oligonukleotidu. Proč tomu tak je? Vylepšilo 
by tuto situaci měření na spektrometru s vyšší rezonanční frekvencí? 
 Závěrem mohu konstatovat, že předložená disertační práce, zabývající se řešením 
aktuálního tématu a ve které je vloženo velké množství experimentální práce, přináší nové 
poznatky. Disertace má dobrou úroveň a splňuje požadavky kladené na disertační práce. 
Autor v ní prokázal schopnost k samostatné tvůrčí vědecké práci. Doporučuji proto disertační 
práci Václava Římala k obhajobě pro získání titulu Ph.D. 
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