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Oponentsky posudek diplomové priace KateFiny Vickové - "Cytostaticky efekt nostatinu A a jeho
pFirodnich analogi na bun&énou linii HeLa "

Prace Katefiny Vickové piedstavuje na 65ti strandch vysledky zajimavého a origindlntho vyzkumu
zam&feného na izolaci nové identifikovanych metabolith sinice Desmonostoc a charakterizaci jejich
biomedicinsky vyznamnych vlastnosti, konkrétn& (i¢inkd na lidské nadorové bun&éné linie.

Uvodni teoreticka &ast s odkazy na aktualni literaturu nejprve strudn& ptedstavuje hlavni strategie pouZivané pFi
vyvoji novych 1é¢iv a zejména latek s protinddorovymi Gginky, dale pak hlavni bunééné procesy, které jsou
cilem pro pilisobeni protinddorovych 16¢iv, a kone&né znamé a klinicky vyznamné metabolity sinic resp. jejich
derivaty s protinadorovou aktivitou.

Prakticka &ast popisuje zplsob izolace a purifikace nové objevenych latek - nostatini - z laboratorni kultury
sinice Desmonostoc muscorum, a to spouZitim nékolika purifikanich krokd (extrakce organickym
rozpoustédlem, extrakce na pevné fazi, gelova permeaéni chromatografie, preparativnf HPLC na oktadecylové a
fenylové kolong). S izolovanymi chemickymi latkami oznanymi jako nostatiny pak byly realizovéany in vitro
experimenty s bun&nymi liniemi HeLa a PaTu, ve kterych byly zkoumdny u€inky nostatinll na rist bungk a
podrobngji pak plsobeni nejiginngjiiho kongeneru ozna&ovaného jako nostatin A. Kromé u€inkh na proliferaci a
bun&¢né déleni bylo zkoumano ovlivnéni celé fady parametrii a bun&nych procesi pomoci iroké skély in vitro
metod — G&inky na bun&ny cyklus, cytoskelet, mitochondrie, produkce energie a energeticky metabolismus
bungk. Velmi pozitivn& vnimdm také vyuZiti instrumentdlng analytickych technik pro stanoveni zmén
koncentraci nostatinu A v médiu, jeho pfijmu do bungk a také ov&feni jeho tepelné stability. MnoZstvi pouZitych
metod, provedenych experimentd, ziskanych vysledkid a odvedené prace povaZzuji za vysoce nadpriimérné.

Cast Metody velmi dobie popisuje principy a zdklady pouzZitych metod a postupti. Na fad& mist bych viak uvital
podrobn&j$i Gdaje tykajici se zplsobu provedeni experimentl a jejich vyhodnocovéni, kde nejsou nékteré
informace presné specifikovany. Vysledky jsou sice pfehledn€ a srozumitelné prezentovany, logicky na sebe
navazuji a hlavni zavéry jsou jednoznatné, aviak v diisledku nékterych nejasnosti v metodikach zistavam na
n&kterych mistech v nejistots ohledné toho, jakym konkrétnim zplsobem byla prezentovana data ziskéna nebo
co presn& méiené parametry vyjadiuji — prosit bych proto o vysvétleni/doplnéni nékterych konkrétnich situaci
(viz Dotazy).

Diskuze vysledki je na velmi dobré urovni, autorka dobfe komentuje a diskutuje pozorované rozdily a trendy,
vysvétluje a interpretuje ziskané vysledky v&etné jejich diskuze, srovnani s aktualni literaturou a navrhy
navazujicich experiment. Ukazuje tak, Ze b&hem fe$eni experimentalni ¢asti prace zvladla nejen metodickou a
technickou stranku pokusd, ale skute¢n& rozumi ziskanym vysledkil a dokdZe interpretovat, posoudit jejich
vyznam. Hlavni vysledky jsou v zavéru dobfe shrnuty.

Prace je psana &tive, bez gramatickych chyb a preklepti (drobné korektury uvadim na zvla§tnim listu), p&knou
estinou, kterou viak misty rusi pouZivani anglikanismél. V praci postraddm abstrakt v Ce§tiné a také seznam
pouzitych zkratek (atkoli jsou pfi prvnim vyskytu v textu zkratky vesmeés fadné definovéany). Celkové struktura a
rozsah textu spliinji poZadavky na diplomovou préaci.

Piipominky a komentaie
- Na str. 2 je uvedeno, Ze , Komplexni pFistup [k objasnéni mechanismu tcinku malych molekul] je

zalozeny na podobnosti fenotypu strukturding nepodobnych ldtek”, dle mého nazoru by bylo ptesngjsi
uvést ,,na podobnosti uginki na fenotyp* nebo ,,na podobnosti fenotypickych odpovédi“.

- Pfistup k objasnéni mechanismd u€inkd chemickych latek popisovany na str. 3 je oznacen v souladu
s citovanym &lankem Salvador & Luesch jako ,,ptimy piistup (,,reverzni geneticky*)*, dle mého nazoru
by bylo v této souvislosti pfesn&ji pouzit terminu ,reverzni chemické genetika“

- Vkapitole Metody — oddil 3.3.1 je uvedeno, Ze v zavislosti na typu pokusu byly pouZity kultivacni

mikrodesky riiznych formati (24, 96 nebo 384 jamkové desky rtizného typu, skli¢ka). V oddilech 3.3.3-
3.3.11 by proto bylo vhodné vzdy specifikovat, jaky konkrétni mikrodeskovy ¢&i jiny format byl pro
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dany pokus pouZit a také upfesnit hustotu vysevu (ukdzkové je toto popsano napf. v oddile 3.3.5). Bez
takové specifikace totiz informace o po&tu vysetych bungk na jamku nebo o objemech ptidavanych
roztokll (nap¥. bylo p¥idano ,,200 uL DMSO*, ,,100 uL trypsinu®, ,,1 x 10*4 bunék na jamku“ atd.)
postradaji potfebny kontext.

- Obr. 8 bylo by dobré doplnit legendu o barevnou identifikaci jednotlivych chromatogramt
- Obr. 11 neni jasné, kterou frakci chromatogramy znazoriiuji (F2, F3, F4, jejich kombinaci?)

- Na ndkterych mistech (text, popisky grafti) jsou jako jednotky uvadény ,,nMol“ & ,,pMol“ — to je
pongkud neobvyklé az matouci, jednotka ,,mol“ reprezentuje litkové mnoZstvi (podet Castic), zatimco
molarni koncentrace se znac¢i bud’to ,,mol/l anebo ,,M*

- Na Obr. 20 by bylo vhodné dodat vysvétlivky/popisky k tsetce nad osou-x rozliSujici jednotlivé
hodnocené faze bun&&ného cyklu

- Neni jasné, vjakych jednotkdch jsou vykresleny vysledky stanoveni NosA vmédiu — popiska
_Relativni mnozstvi NosA“ v grafech na Obr. 22 a 23 neni v textu ani legend€ objasn&na

- Podle mne zbytetné anglikanismy - maginérie, ,mounting, ,base peak” chromatogram,
,.,countercurrent” chromatografie, ,,upregulovany™

Dotazy

1. Jakym zpisobem byly buiiky exponovany? Z textu kapitoly Metody usuzuji, Ze buitky byly
zkoumanymi latkami exponovany jiz pti vysevu? V opacném pifpadé by méla byt specifikovana doba
kultivace bungk pred expozici (ptidavkem latky). V pfipadé pfidavani nostatinu jiz béhem vysevu — lze
n&jak rozligit vliv latky na proliferaci od mozné inhibice adheze bun€k?

2. Nastr. 11 je parametr IC50 definovan jako ,,inhibiéni koncentrace, pti které dochazi k zamezeni ristu®,
a zfejmé v tomto smyslu je v textu termin dale pouzivan. Nicméng takto kvantifikovanym parametrem
miize byt nejen rist, ale i viabilita, migrace, enzymaticka aktivita apod., coZ by mélo byt vidy
specifikovano. Pfedeviim ale IC50 neoznatuje o koncentraci latky, ktera zpusobi ,,zamezeni
sledovaného jevu, ale vyvola jeho redukei o 50%.

V této souvislosti mne zajima, jak byly stanoveny hodnoty IC50 prezentované a diskutované v textu
préce (napf. Tab. III na str. 37) — jde o hodnoty odvozené z po¢tu déleni nebo z inhibice proliferace? Co
predstavuje hodnota indikovana gervenou linkou (cca 1.0) v Obr. 15-17, 19 a 317

3. Predpokladam, e parametr ,,podet d&leni bundk* na Obr. 15-17, Obr. 19, Obr. 31 byl ziskan ze zmén v
pottu bun&k, které byly kvantifikovany pomoci ¢asosb&mé mikroskopie (toto neni jednozna¢ng
uvedeno). Z &cho a jak presné byl parametr ,,potet d&leni bungk za 72 h“ vypotitan a co reprezentuje
(podet zdvojeni populace, prim&rny pocet déleni na buiikuy, ...)?

4. Jakym zplisobem byl ziskdn a vypolten parametr ,inhibice proliferace“? Z vysledkl Casosb&rné
mikroskopie nebo z MTT testu?

5. Teplotni stabilita NosA byla zkoum4na v pevném stavu nebo v roztoku? Pokud v roztoku, tak v jakém?
Mize mit skupenstvi latky nebo sloZeni roztoku vliv na teplotni stabilitu? Na str. 52 je uvedeno, Ze
dobra tepelna stabilita poukazuje na to, Ze nostatin neni peptid. Nicméné napf. sinicové cyklické
peptidy microcystiny jsou zndmé svou vysokou tepelnou stabilitou.

6. Autorka konstatuje, Ze je ,,velkym prekvapenim®, Ze vétSina pfidaného NosA zlstavala v prab&hu
expozice v okolnim médiu, nikoli uvnitf bungk. Jaké hodnoty by v daném experimentalnim usporéadani
(100 tis. bungk na jamku, 1 mL média, koncentrace NosA 400 nM) musela dosahnout koncentrace
NosA v buiikach, kdyby se vétsina (nebo alespoii polovina) této latky z okointho média pfesunula do
bunék? Objem HeLa buiiky uvazujme pro jednoduchost 2000 um3
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(http://bionumbers.hms.harvard.edu/bionumber.aspx?id=103725& ver=3). Byla by takové intracelularni
koncentrace srovnatelnd napf. s pozorovanymi hodnotami intracelularnich koncentraci pouZivanych
cytostatik — napt. paclitaxelu?

7. Ve frakci ,,bunéné” a ,trypsinové® nebyl NosA detekovan — jaky byl detekéni limit pro toto stanoveni,
tedy jakd byla nejniz3i detekovatelna koncentrace NosA v buiikach dle pouzitého postupu?

8. V kapitole 4.2, Obr. 24 a Obr. 25G — byla kontrola pro srovnani (100% v Obr. 24, varianta G v Obr. 25)
stejnd pro variantu odmyv i trypsinizace, ptipadn® ,Nostatin 24 h“ a ,,Nostatin 48 h* ? Jak dlouho byly
inkubovany kontrolni butiky (72 h, 24+72 h, 48+72 h)?

9. Autorka uvadi na str. 51, Ze ,,obsah NosA a jeho analogl v biomase sinice” je ,relativné nizky*. Jaké
jsou koncentrace NosA a jeho analogli vbiomase sinic v porovnani s koncentracemi jinych
sekundarnich metabolitd sinic?

Zavér

Celkové praci hodnotim jako velmi kvalitni, vynika pfedeviim vysokou rozmanitosti pouZitych a studentkou
zvladnutych metod (preparativni a analytické metody, metody bun&né in vitro biologie) a velkym poétem
provedenych experimentil, v ramci kterych byly navic ziskdny zcela nové a unikatni védecké poznatky, jeZ jsou
velkym pfislibem pro daldf navazujici vyzkum. Jak viak vyplyva z vy$e uvedenych ptipominek a dotazi,
zejména popis metodik a vysledkovych grafii ve finalnim textu mohl byt podrobng&jsi. PfedloZenou magisterskou
diplomovou praci Katefiny Vickové doporuguji k obhajobe.

\
V Brn& dne 9. ledna 2018 , (/. 1\
b t
%LWJ - ,H)C{(@)“\

RNDr. Pavel Babica, Ph.D.

RECETOX — Research Centre for Toxic
Compounds in the Environment

Faculty of Science, Masaryk University
Kamenice 753/5

62500 Brno

+420 549 494 620
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Drobné opravy / pieklepy:

Abstrakt ,naturally occurred structual®
occuring structural
pl rezistentni bun€k
rezistentnich
p4 potencialni vs. ,,potencionalni“ (p1, p3, p6, p55)
pS masinérie
p8 neefektivni glykolyzy

radéji ,,méné efektivni”

p8 ,naptiklad MAPK (mitogen-activated protein kinase), ERK (extracellular signal-regulated
kinase) nebo draha PI3K/AKT (phosphatidylinositol 3-kinase/ Protein kinase B)*
nepresnd formulace, ERK kindzy jsou podskupinou / pFikiadem MAPK

pl3 ,IC50 [cryptofycinu] se pohybuje v fadech pikomold.“
.. upFesnit v jakém systému, pro jaky parametr...

pl4 ,.mlze Dolabella auricularia®
zmifiovany organismus je plz

pl17 BSA je zkratka pouZivana pro bovinni sérovy albumin, nikoli fetalni bovinni sérum

p21 v 3.3.1 je uvedeno, Ze pro ,,pro konfokalni mikroskopii* byly buiky kultivovany na skli¢kach,
konfokaIni mikroskopie ale podle dalsiho popisu metod a vysledki nebyla pouZivana

p25 ,,pii eseji”
,assay ' neni , essay "

P23 ,,mounting gel“
montovact gel (resp. médium)

P27 ,,base peak chromatogram®
chromatogram zdkladniho piku spektra

P29 ,.extracted ion chromatogram*
extrahovany iontovy chromatogram

p51 ,,countercurrent™ chromatografie
protiproudd chromatografie

pS3 ,,Crytoficin“

,cryptofycin®, ale toto je ,,pocestélé” jen napil, tak spise ,, kryptofycin® anebo zde ziistat u
anglické verze (nemame oficidlni ceské nazvoslovi sinicovych metabolitiy)
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Posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. Katetiny Vickové
»Cytostaticky efekt nostatinu A a jeho pfirodnich analogli na bunéénou linii

Hela”

Prace ma klasicky format diplomové prace. Uvodni &ast je napsana velmi
prehledné a srozumitelné. Cile prace jsou pfesné formulovany. Jen ¢tenare
zarazi, kdyZ se najednou setkava s nostatinem A, mél by byt na tuto informaci
pfipraven. Cast ,,Material a metody” je napsana presné a srozumitelné, jen
opét by ¢lovék mél byt pfipraven a v tvodni ¢asti se alesporn néco dozvédét o

pouzitém sinicovém kmenu. Metodicky rozsah prace je actyhodny.

Prvni bod kapitoly ,Vysledky®, tykajici se sinice a nostatinu A, by mél byt, jak
jsem naznacil, rozvinut Sifeji v tvodni Casti. Inkrement je pfirtstek, takze véta o
snizujici se molekularni vaze o inkrement neni tplné spravna. V kapitole 4.3 mi
neni Uplné jasné, proc hlavni latka, NosA byla testovana jen s linii Hela, kdeZto
analoga byla testovdna na dvou liniich. Latka s vy$sim m/z 2519 nebyla
testovana vibec, prestoZe z vysledk( plyne, Ze ¢im vétsi m/z, tim je vétsi
ucinek.

Pro ziskani iontl byl pouZit Setrny elektrosprej, ale jelikoZ o danych molekulach
toho moc nevime, je otdzkou, k éemu pfi ionizaci dochazelo. Jaka je jistota, Ze
napf. NosA ma opravdu molekulovou hmotnost 2504, kdyZ mame k dispozici
jen m/z. Byla provedena kontrola izotopickych pikd, aby se vylouéilo, Ze iont je
tfeba 2x vétsi ale se dvéma naboji? Domnivam se, Ze by bylo vhodné pouiZit i
jinou byt mnohem méné presnou nezavislou metodu stanoveni molekulové
hmotnosti (prosim o navrhy, co by pfipadalo v Gvahu). Ten inkrement je CH2

nebo dusik? To by se z pfesné ur¢eného m/z dalo pravdépodobné zjistit. Taky



se domnivam, ze by se mélo vice védét o chemické povaze NosA. Jaké mozZné

metody navrhujete? Proc selhala NMR?

Analyza vlivu NoS na bunécny cyklus je velmi zajimava, rovnéz tak barveni
aktinu a tubulinu. Zde by rovnou mélo byt deklarovano, co z obrazkt plyne, i
kdyZ se to da domyslet a je to dale diskutovano. Obecné bych do kapitoly
»Vysledky” vic fadil interpretaci, co namérené znamena a do diskuze zafadil jen
$irSi mozné souvislosti .

Vysledky jsou na sedmi stranach v kapitole ,,Diskuze” velmi dikladné a

pfehledné diskutovany. Jsou vyvozeny adekvatni zavéry.

Rozsah citované literatury je dostatecny, snad jen drobnou poznamku, Ze je

tfeba dodrZet jednotnost v pouziti velkych pismen v nazvech ¢asopisa.

PfedloZend diplomova prace je velmi kvalitni a je zaloZena na Sirokém spektru
velmi dobfe zvladnutych metod. Hodnotim ji stupném ,vyborné” a Katefinu

Vickovou za ni velice chvalim.
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RNDr. Jan Zenka, CSc.

V Ceskych Budéjovicich dne 11.1.2018



