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PredloZena disertani prace se zabyva studiem mechanismu G¢inku novych sloucenin platiny
s biologickou aktivitou, predevsim nového komplexu trans-[Pt{NH,CH,)Cl;]. Dale jsou v praci také zahrnuty
vysledky ziskané pfi pfipravé a studiu transkripéniho faktoru STAT3 a studiu jeho role v mechanismu
protinddorového uéinku komplexi platiny, Jde o praci, ktera fesi problematiku zajimavou a aktualni, pfedevsim
z hlediska zakladniho vyzkumu.

Prace je ¢lenéna obvyklym zplsobem na teoretickou a praktickou &ast, rozsah obou Casti je vyvazeny.
V teoretické ¢asti autorka shrnuje dosavadni znalosti o dané problematice. Po obsahové strince je tato kapitola
zpracovina dobie a svédél o autoréing dobré orientact v odborné literatufe. BohuZel dojem z teoretické Easti
ponékud snizuje fada formalnich nedostatkd, pfedeviim piekleplt a chybnych formulaci {napf. N7 guanin,
Watson-Crikové hybridizace, Watson-Crikového parovani, mezi deoxyriboguanosinem a komplementarnim
deoxyribocytosinem, oxaloplatin, protein-DNA interakce uvedena ve wy¢tu hlavnich aduktd tvofenych
cisplatinou na DNA - popis k obr.3 atd). V nékterych pfipadech tyto nedostatky bohuZel znesnadniuji pochopeni
textu. Napf. na sir. 13 ... pfi koncentraci vy$8i buriky zlistaly v G2 fazi nasleduficim spusténim apotézy”; na str.
20 “Iminoetherové ligandy pfedstavuji alifatické a aromatické aminy .."”; , ASO se po proniknuti do
vnitrobuné&éného prostoru bufiky musi stfefit endozomélnim organelam”; posledni véta na str. 20 a na ni
navazujici véta na dal3f strané se vzajemné vyluduji atd. Také obr. 16 vypada ponékud neobvykle, alespori co se
tyce nabojl.

Kromé toho bych autorce vytkla nejednotnost v pouzivani ceského chemického nézvoslovi - ndzvy
kapitol 1.2.2.1-1.2.2.5 obsahuji slovo “platnaté” komplexy, co? odkazuje na fakt, Ze tyto slouceniny obsahuji Pt
v oxidaénim stupni il. Poté nasleduje kapitola 1.2.2.6 s ndzvem “Trans —platiéité komplexy”, co? napovids, e
popisované komplexy obsahuji étyfmocnou platinu. Bezprostfedné pak nasleduji dal3i dvé kapitoly nazvané
“nlatinové komplexy”. M3 si snad ¢tenaf myslet, Ze tyto komplexy obsahuji Pt atom v oxidacnim stupni VI, jak
by se podle zvoleného ndzvu a pravidel chemického nazvoslovi pouZitého v pfedchozich kapitolach dalo
pfedpokladat?

V kapitolach tykajicich se proteinu STAT3 a jeho funkci chybi fada zakladnich Gdaj. Napiiklad, T kdyz je
podrobné popséana funkce celd fady domén, doména zodpovédnd za vazbu na DNA je zcela opominuta {jeji
existenci si étendf odvodi pouze z obrazku), coz je vzhledem k tomu, Ze autorka v praci studovala pravé vazbu
na DNA, ponékud prekvapujici.

V praktické &3sti autorka jednak popisuje metody, které vramci své prace pouzila (kapitola 3
Materidl a metody) a déle popisuje a diskutuje vysledky, které vramci svého doktorského studia dosahla
{(kapitola 4 Vysledky a diskuze).

vysledky jsou rozéleneny do tfi hlavnich celkl, odpovidajicim pfislusnému studovanému tématu.
DObecné je z predlozené prace patrny kvalitativni rozdil mezi kapitolami, obsahujicimi jiz publikované vysledky
{kapitoly 4.1 a 4.2) a kapitolou, kterd obsahuje vysledky, ketré nejsou zahrnuty v pfiloZenych publikacich
{kapitola 4.3). V kapitoly 4.1 a 4.2. jsou velmi dobfe zpracovény a lze jim jen obtiine cokoli vytknout, co je
patrné i z toho, 2e vysledky i jejich zpracovani proly narotnym recenznim fizenim v renomovanych odbornych
£asopisech. Naproti tomu v kapitole 4.3. jsou vysledky, i kdyZ bezpochyby zajimavé a kvalitni, popsény ponékud
chaoticky. Neni zde zminéna Fada dlleZitych Gdajd, napf. jaka byla zvolena konsensualni sekvence (informaci o
tom, Ze vazba STATS je sekvencné zdvisla, mGzZe &tendf najit jen ,mezi fadky”, explicitné toto nikde zminéno
neni), jak byla DNA modifikovdna, jak byla modifikace ovéfena apod. | kdyi se jedna o zatim nepublikované,
z v&téi Easti patrné piedbeiné vysledky, domnivam se, Ze tyto (daje mély byt uvedeny.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy.

i) Nastr. 20 v kapitole 1.2.2.2 se pi§e “Tyto komplexy jsou pfevaing monofukéni s rychlosti vazby podobné
transplatind”. Mohla by autorka toto tvrzeni objasnit? Obecny vzorec komplexi uvedeny pro tyto
sloceniny obsahuje Cl ligandy, které by mohly byt pavaZovany za snadno hydrolyzovatelné — pro¢ tomu tak
neni?

ii) Kapitola 1.2.2.3. nese nazev ,Trans-karboxylato platnaté komplexy”, vdechny komplexy v ni zmifiované
jsou vdak vkonfiguraci cis. Mohla by autorka uvést nejaky pfiklad trans-karboxylato platnatého
komplexu? .



iii}

v)

vi)

vii})

vill)

Na str. 18 je uvedeno “Po utvofeni monofukéniho adukiu musi tento adukt rotovat okolo glykosidové
vazby a piejit z konformace anti do konfromace syn, aby mohlo reagovat s komplementarnim cytozinem”.
Mohla by autorka vysvétlit, co si pfedstavuje pod pojmem rotace aduktu?

V kapitole materidl a metody je uvedeno, Ze pro znafeni TAPNK bylo wyuZito {y-**P]dATP. Je to opravdu
tak?

Pfi méFeni kinetiky vazby Pt-sloué¢enin na DNA pouZila autorka metodu DPP s Pt-dratkem jako pomocnou
elektrodou. Nem(iZe pfitomnost platiny ponofené do méfeného raztoku (s H,50, a hydrazinem) vadit pfi
pfesném stanoveni koncentrace platiny v tomto roztoku?

Jak souvisi obrdzek na str. 44 stextern, U néhoi je uveden? ProC autorka soudi, Ze metoda v textu
popisovand slouii ke studiu excisni nuklectidové opravy?

V kapitole 3.10 je u popisu stanoveni cytotoxicity uvedeno: ,Procento cytotoxicity se vypoditd jako podil
absorbance bunék s danym komplexem a absorbance kontroly s rozpoustédlem x 100 Mohla by autorka
strugné popsat, na tem je metoda MTT zaloZena, co je pfiinou zbarveni, jeho? intenzita se stanovuje a jak
je tato intenzita ovlivnéna cytotoxickym plsobenim chemickych latek. Kdyby autorka opravdu poéitala
podle uvedeného postupu, naméfila by s rostouci kencentraci cytotoxické latky rostouci cytotoxicitu?

V kapitole 3.11 se uvadi: ,Monofunkéni adukty syntézu RNA nezastavuji“, nicméné v kapitole 1.2.2. je
uvedeno, komplexy tam zmifiované tvofici pfevaZné monofunkéni adukty RNA polymerazu zastavuji. Jak
tomu tedy je?

V zavéru prace (kapitola 5) je uvedeno, Ze vazebnd mista pro cisplatinu voligonukleotidu byla
modifikovana, zjiténa inhibice vazby STAT 3 a Ze podohbné vysledky byly také zfskdny pro fragment DNA
modifikovany globalng. BohuZel z popisu vysledkl neni patrno, ktery vysledek byl ziskan s globalné
modifikovanou DNA a ktery se specifickou modifikaci, jak se tato specifickd modifikace provadéla apod.
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Mohla by autorka uvést konkrétnéjsi informace?

Predlofend disertaéni prace, i pfes viechny zminéné pfipominky, obsahuje velmi kvalitni vysledky,
publikované v renomovanych &asopisech. Vysoka kvalita predloZenych vysledkd, a to i s ohledem na
mezinarodni Groven oboru, je tedy zifejmd. Prace splfiuje podle mého soudu viechny piedpoklady, které
jsou na dila tohoto typu kladeny, a proto ji doporucuji k obhajobé.

V Olomouci 13. 8. 2014 prof. RNDr. Jana Kasparkova, PhD.
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Disertadni prace Mgr. Michaely Frybortové shrnuje vysledky, které uchazetka ziskala pfi
studiu mechanismu plsobeni nového, potencialng protinddorové uéinného platinového komplexu a pfi
analyze stability vnitrofetézcového miistku mezi dvéma guaniny oddélenymi libovolnou bazi, ktery
piedstavuje hlavni adukt po vazbé studovaného komplexu na dvoufetézcovou DNA. Préce je dale
dopln&na dosud nepublikovanymi vysledky ziskanymi pfi zkoumani role proteinu STAT3
v mechanismu biologického plisobeni vybranych komplexi platiny. Studovany platnaty komplex
vykazuje slibnou protinddorovou aktivitu in vitro a to i v buiikach rezistentnich k cisplating. Je
zajimavy tim, Ze patii do skupiny komplext s frans-geometrii odstupujicich ligandi, které byly po
dlouhou dobu povaZovany za protinddorové neaktivai a jejich vyvoj byl proto opomijen. ZvySena
reaktivita komplexu a rychla izomerizace hlavniho aduktu, vnitrofetézcového miistku, na
mezifetézcovy, nabizi moZnost dal$iho vyuziti komplexu v ,,antisense® nebo ,,antigene® terapii.

PiedloZen4 price mé rozsah 71 stran a je strukturovana obvyklym zplisobem. Teoreticka éast
shrnuje soucasny stav znalosti o0 mechanismu plisoben platinovych cytostatik a poskytuje piehled o
novych protinddorové aktivnich komplexech s trans-geometrii odstupujicich ligandu, odvozenych od
protinidorov€ neaktivni transplatiny. V nasledujici kapitole autorka vysvétluje moZnosti pouZiti
platinovych komplexi v ,antisense® a ,,antigene* technologiich. Zavér teoretické &sti patfi popisu
funkee proteinu STAT3 a jeho G&asti v kliGovych procesech vyvoje malignit. Nésleduji cile prace,
které jsou struné a srozumitelng& formulovany a popis pouZitych experimentalnich technik. V kapitole
» Vysledky a diskuze™ jsou popsany a podrobné diskutovany ziskané vysledky, které jsou nisledné
pfehledné shrnuty v kapitole ,,Zavér®. Prace je dopln&na pfilohou s kopiemi dvou publikaci, které
vysly nebo byly piijaty do tisku v kvalitnich impaktovanych &asopisech a uchazeka je jejich hlavni
autorkou.

Text prace ma kolisavou Groven. N&které kapitoly, napt. ,,Vysledky a diskuze* a ,,Zavér”,
podobné jako abstrakty v eském i anglickém jazyce nebo autoreferat maji pomémeé slusnou
Jjazykovou troveii a obsahuji jen omezené mnozstvi chyb &i pieklepi. Na druhé strang, Groveil kapitol
.Uvod“ a Material a metody“ je niZ¥i. Namatkou bych uvedl stiidavé pouZivini ,resistentni® a
»rezistentni“ nebo ,,baze™ a ,baze®, vyskyt slangového vyrazu ,kroslink® misto ,,mistek™ (str. 28 a
autoreferat str. 39) ¢i chybné sklofiovani Watson-Crickova a Hoogsteenova parovani (str. 24 a 25 a
autoreferat str. 20). Také formulace nékterych vét je, mirné feceno, kostrbata. Autorka se dopustila i

nékterych nepfesnosti, k nimz bych mél nasledujici otazky:

“



Na str. 17, na konci prvniho odstavce je uvedeno, ze RNA polymerazy dokazi pomérné snadno
prekonat vnitrofetézcové mistky tvofené transplatinou. Je tomu skute¢né tak? Jak obtizné je
pro RNA polymerazy prekonavat bifunkéni adukty?
Na str. 17, ve druhém odstavci se uvadi, Ze transplatina tvoii monoadukty, které jsou velmi
G&inné opravovany. Jaka je u¢innost opravy téchto adukti ve srovnani s bifunkénimi adukty?
Na str. 20, v poslednim odstavci se piSe, Ze popisované frans-platnaté komplexy jsou pievazné
monofunkéni. Opravdu?
Na str. 28, v prvnim odstavci se uvadi, Ze transplatina vytvafi 1,3-vnitrofetézcové mustky
v sekvenci GNG a ANG (kde N je libovolny nukleotid, kromé& guaninu). Je opravdu nezbytné,
aby prostiedni nukleotid neobsahoval guanin?

Ke kapitole ,,Material a vysledky* mam nasledujici pfipominky:
Tvrzeni na str. 40 v prvnim odstavci, Ze teplota tani DNA modifikované platinovymi
komplexy silné zavisi na koncentraci kationti v médiu, je pongkud nesikovné &i netiplné,
jelikozZ totéz plati i pro nemodifikovanou DNA.
Na str. 42 v predposlednim odstavci je nepfesné uvedeno, Ze ethanol byl po pfesrazeni DNA
odstranén odpafenim v exikatoru, i kdyzZ se to zfejmé tyka jen zbytkového ethanolu po
odstranéni supernatantu.

K ziskanym vysledkiim bych mél jesté jednu otazku:
Dokézala by autorka vyslovit n&akou hypotézu, ktera by mohla vysvétlit piitomnost 67 %
vnitrofetézcovych mistkd vytvofenych studovanym komplexem na plasmidové DNA po 24h
inkubaci, pfestoZe stejny typ aduktu na kratkych oligonukleotidech je stabilni pouze na
jednotetézcové DNA a po hybridizaci s komplementarnim fetézcem rychle izomerizuje na

mezifetézcovy mustek?

Pres veskeré vyse uvedené vyhrady, zejména k teoretické &asti, se domnivam, Ze autorka
dosahla kvalitnich vysledkd a ze ptedloZena prace spolu s védeckymi publikacemi, které jsou jeji
soudasti, splituje pozadavky kladené na disertaéni praci ve studijnim oboru Biofyzika, a proto ji

doporuduji k obhajobé.
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V Brné dne 29. ¢ervence 2014 gr. Jaroslav Malina, Ph.D:
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