Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Vaclava Rimala ,,NMR Study of
Oligonucleotide Structures‘

PtedloZend disertacni prace se zabyva studiem oligonukleotidovych struktur metodami
NMR spektroskopie. Nukleotidy piedstavuji stavebni jednotky nukleovych kyselin, jez hraji
dalezitou roli v riiznych biologickych procesech. Zkoumani oligonukleotidii, tj kratkych
segmentti nukleovych kyselin, je proto problematika, ktera je velice aktudlni.

Diserta¢ni prace je velmi obsahld. Vlastni text mé 208 stran a obsahuje 25 tabulek a 84
obrazku. DalSich 52 stran ma Dodatek s 21 tabulkami a 23 obrazky. JiZ tato ¢isla ilustruji, ze
disertace obsahuje velké mnoZstvi experimentdlnich vysledkd a naznacuji znacné mnoZstvi
prace, jez byla do disertace vloZena.

Autor ¢leni disertacni praci do 11 kapitol (pomineme-li seznam literatury a seznamy
obrazk, tabulek, zkratek, konferencnich piispévkl a publikaci v Casopisech). Prvni 4 kapitoly
maji charakter uvodnich ¢asti. Jsou vnich definovdny zdkladni pojmy, prezentovany
teoretické vztahy jakoz i nékteré experimentdlni vysledky z literatury. Pata kapitola je
vénovédna pouZitym metoddm a piipravé vzorkl. Jak vyplyva jiZz z ndzvu disertacni prace,
hlavni metodou byla NMR spektroskopie, kterd byla v nékterych piipadech kombinovéana
s UV a Ramanovou spektroskopii. Pokud jde o NMR spektra pievdzné se jednalo o teplotni
zdvislosti '"H NMR spekter jejichZ analyzou autor ziskal dileZité informace o zméndch
chemickych posunll jednotlivych nukleotidii a o termodynamickych parametrech dvojnych
helixii. Vyznamnou roli hrdla téZ dvoudimenzionalni (2D) '"H NOESY NMR spektra, jeZ byla
vyuzita k pfitazeni NMR signdlt. V nékterych piipadech byla tato spektra kombinovédna
s dal§imi 2D metodami, napt. s '"H-">C HMBC. Mgfena byla téz *'P NMR spektra, napf. ke
stanoveni koncentrace oligonukleotidu v roztoku.

Sestd kapitola je vénovéna analyze dat. Je zde stru¢nd popsdn program (software)
ASYMEXEFIT, ktery autor disertace vytvoril a ktery publikoval na Internetu. Tento program
predstavuje téz jeden z dulezitych vysledkt disertace. Vlastni ptivodni vysledky disertace jsou
prezentovany v kapitoldch 7-10, které jsou vénovany komplementdrnim DNA duplexiim
(kapitola 7), duplexim obsahujicim 5-metylcytosin (kapitola 8), nekanonickym DNA
segmentim (kapitola 9) a thiobenzanilidim (kapitola 10). Kapitola 10 zaroven ukazuje, Ze
postupy ptivodné vyvinuté ke studiu oligonukleotidii mohou byt tspéSné aplikovany i na jiné
poznatky.

Po formdlni strdnce mé disertacni prace velmi dobrou udroven. Je napsdna dobrou
angli¢tinou se zanedbatelnym poctem drobnych jazykovych chyb ¢i preklept. Je ziejmé, Ze
sepsani disertace se autor vénoval s velkou peclivosti. Z disertace téz vyplyva, Ze velice
peclivé autor pristupoval i ke vSem experimentiim a k analyze ziskanych dat.

Diserta¢ni prace obsahuje fadu novych vysledkt jez jsou shrnuty v zdvére¢né kapitole.
jsou obsaZeny ve 4 publikacich v impaktovanych €asopisech. U dvou téchto publikaci je autor
disertace prvnim autorem, u dalSich dvou publikaci figuruje v poradi autort jednou na druhém
misté a jednou na tfetim misté. Podle Web of Science a po vylouceni autocitaci vykazuji tyto
publikace 8 citaci, z ¢ehoZ 5 citaci pfipadd na publikaci v Concepts of Magnetic Resonance,
Part A z roku 2011.

K vysledkové ¢asti disertace mam nésledujici dotazy a pfipominky:

(i) Prvni otdzka se tyka piifazovani NMR signalti pomoci 'H NOESY spekter. Na str. 95 a na
n¢kolika dalSich mistech disertace (napf. str. 82, 108, 111 atd) autor hovoii o moZné existenci
multimolekuldrnich  komplexii, kondenzaci duplexii apod. Existence takovychto
interoligonukleotidovych interakci by mohla pfifazovani signdli pomoci NOESY spekter



trochu komplikovat. Je tomu skutecné tak nebo se zdd, Ze se multimolekuldrni komplexy
v NOESY spektrech piimo neprojevuji?

(i) Cisté hypoteticky by mohla '"H NMR spektra zdviset nejen na teploté ale i na Gase, opét
zejména v souvislosti s tvorbou supramolekuldrnich struktur typu multimolekuldrnich
komplexi. Bylo ovéfeno, Ze i pro Casy delSi nez 15 min se spektra s asem neméni, a Ze tedy
parametry ziskané analyzou spekter predstavuji rovnovazné hodnoty?

(7ii) V disertaci se hovoii o tdni duplexti, kiivkdch tani apod., tfebaZze méfeni teplotnich
zavislosti '"H NMR spekter probihalo pii postupném ochlazovani, kdy se striktnd fedeno
sleduje tvorba duplexti. Opét zejména v souvislosti s existenci multimolekuldrnich komplext
bych nevylucoval, zZe by se kiivka ,tani* pii postupném zahiivani a kiivka ,tvorby* pfi
postupném ochlazovani mohly trochu liSit a vykazovat hysterezi. Byl proveden experiment,
kdy po postupném ochlazovéani nasledovalo postupné zahiivani (nebo v opacném potadi)?
Uplné jsem nerozumél, zda pozndmka pod &arou na str. 46 dava odpovéd’ na tuto otdzku.

(iv) U tabulek uvedenych v Dodatku (Tab. A9, A15,A16, A17, A19, A20) jsem si vSiml, Ze
zatimco hodnota chyby AG nebo AG' je u vétsSiny nukleotidli pomérné mald, u nékterych
nukleotidl je fadové veétsi (v nékterych piipadech prevysuje 1000%). Pritom to, u kterého
nukleotidu je chyba tak velka zdvisi na daném oligonukleotidu. Pro¢ tomu tak je? VylepSilo
by tuto situaci méfeni na spektrometru s vyssi rezonancni frekvenci?

Zavérem mohu konstatovat, Ze predlozena disertacni prace, zabyvajici se feSenim
aktudlniho tématu a ve které je vlozeno velké mnoZstvi experimentélni prace, piinasi nové
poznatky. Disertace ma dobrou droven a spliiuje poZzadavky kladené na disertacni prace.
Autor v ni prokédzal schopnost k samostatné tvur¢i védecké praci. Doporucuji proto disertacni
praci Vaclava Rimala k obhajobé pro ziskén{ titulu Ph.D.

V Praze 23.5.2018 RNDr. Jiti Spévéacek, DrSc.



