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Posudok na doktorskua dizertaénua pracu Mgr. Jana Plackého:
» Studium biologicky vyznamnych nekanonickych struktur nukleovych kyselin v komplexech
s kationickymi porfyriny*.

Vzhl'adom k tomu, Ze predloZzena doktorska dizerta¢na praca je na vysokej urovni a je len

malo toho, ¢o v tejto praci mozno vytknit, dovolim si vo svojom posudku byt viac kriticky
a poukazat’ skor na to, co by pomohlo autorovi tato pracu este vylepsit’.
Obsah prace je skutoCne rozsiahly, kde autor preukazal svoje teoretické a praktické znalosti.
V préci je odkaz na viac ako 400 literarnych zdrojov. V st¢asnosti existuje viac ako 2500 réznych
vedeckych publikécii s odkazmi na G-kvadruplexy, a J. Palacky sa vtejto spleti vedeckych
informacii nestratil. Vysoko ocetiujem vyskyt malého poctu preklepov a technickych chyb aj
napriek pisaniu celej prace v anglickom jazyku.

Uvodna kap. 1.1 na str. 10-17 sice nie je na $kodu, ale osobne nepovazujem za potrebné
popisovat’ v danom kontexte v takomto rozsahu A, B a Z Struktdru ako aj torzné uhly v ramci DNA
molekdl. V teoretickej Casti sa autor d’alej sustred’uje na popis nekanonickych struktur, tzv. G-
kvadruplexy. Autor analyzuje Strukturne vlastnosti G-kvadruplexov, Struktdrny polymorfizmus
v zavislosti od sekvencie atypu i6nov, ich stabilitu, kinetiku ich tvorby a biologicky vyznam
takychto Struktdrnych motivov v Zivych systémoch, kapitoly 1.2.-1.5. Prave v tychto Castiach je
vidiet’ aj vyzrety biofyzikalny nahl'ad autora na $tudovani problematiku. Dokazal spojit’ i zdanlivo
kontradiktivne informécie a vyvodit’ z nich spravne zavery. Autor napriklad poukazuje nato, Ze
tvorba G-kvadruplexov do zna¢nej miery zavisi od vonkajsich a vntornych parametrov, ako su
napriklad samotna sekvencia, jej koncentracia, pritomnost’ i6nov, volba tlmivého roztoku (buffer)
rychlost’ ohrevu a ochladzovania a sucasne poukazuje na faktory, ktoré vyznamne vplyvaju na
spravnu interpretaciu dat.

V kapitole 1.5.2 autor poukazuje na fakt, Ze aj repeticie, z ktorych je mozné tvorba inych
nekanonickych, tzv. ,,non-B* DNA Struktarnych elementov, odliSnych od G-kvadruplexov, ktoré
zohrdvaju dolezitd ulohu pri regulacii DNA asociujdcich procesoch, vysledkom ¢oho je
pozmeneny celkovy osud buniek. Zvyéajne sa sleduje tzky stvis medzi neurologickymi
ochoreniami a expanziou urcitych typov repeticii v DNA. V kone¢nom désledku dochadza aj k
zvySenej predispozicii tvorby takychto ,,non-B* Struktar, kde sa mézu vyskytnat' okrem Watson-
Crickovho aj Hoogsteenove parovanie jednotlivych baz.



Autor sa sustredil na popis prave tych ligandov, ktoré nad’alej vyuzil v experimentélnej
Casti. Kap. 1.5.1, ale podl'a méjho nazoru by bolo vhodné uviest’ aspon kratku zmienku o ich afinite
k DNA a porovnanie tychto afinit medzi sebou a inymi ligandmi.

Osobne by som kapitolu 1.5.3 venujlcu sa G-kvadruplexovym aptamérom nezaradil ako
podkapitolu ku kap. 1.5., ale ako samostatni kapitolu 1.6. alebo az za kapitolou 1.5.4. Kapitola
1.5.4 logicky ,,sedi* viac ku kapitole 1.5.1., kde uz autor nacrtol vplyv $pecificky sa viaZucich
ligandov na telomérne repeticie.

Popis experimentalnych technik, ktoré sa vyuZivaja pri Stadiu nekanonickych Struktdr je popisany
jasne a zrozumitelne, kap. 1.6. UV absorpéna spektroskopia sa opiera o taziskové prace
pochadzajucich z ,,dielne* Jean-Louis Mergnyho.

Na str. 54- 57 autor poukazuje na to, Ze CD signal nemusi odzrkadl'ovat’ len orientaciu jednotlivych
retazcov v G-kvadruplexe, ale to, ¢i je pozitivny signal bud’ pri 265 alebo 295 nm zavisi
predovSetkym od vzajomného usporiadania G-kvartetov, stacking.

Kapitola ¢.2 ,Material a metody“ je popisand prehladne bez nejakych vaznejSich
nedostatkov, obzvlast’ ocefiujem cast’ 2.2. venovani vypoctovej analyze SVD. Aplikacia SVD
metody a spravna interpretacia vysledkov z takejto analyzy vyzaduje urdity cit pre dany problém.
Je len mélo laboratorii vo svete, kde sa prave takéto analyzy prevadzajd. Mozno by uvedenie
jednoduchého prikladu s dosadenim konkrétnych hodn6t pomohlo k pochopeniu celej analyzy a jej
potencialu podobne ako to robi J.B.Chaires.

Co sa tyka vysledkov v Kap. 3.0, tak niektoré z nich uz presli oponentskym konanim
nakol’ko ide o sumariziciu uz publikovanych vysledkov v renomovanych Casopisoch. Kvalita
publikovanych vystupov je nespochybnitelna. Okrem toho, ze vysledky boli publikované
v kvalitnych vedeckych Easopisoch, autor spolupracoval sludmi s vysokym kreditom v danej
oblasti Stddia a nemézem nespomenut’ ito, Ze J. Palacky je/bol vedeny Skolitel'om, ktory ho
nasmeroval a viedol tak, Ze nepochybujem otom, Ze v blizkej budicnosti bude o neho velky
z&ujem na trhu prace. V sucasnosti je len vel'mi malo prac, daju sa spocitat’ na prstoch jednej ruky,
ktoré vyuZivaju Ramanovu spektroskopiu v spojitosti SVD v oblasti Stidia G-kvadruplexov. Tym
je v podstate determinovana aj originalita vedeckého pristupu v predlozZenej préci J. Palackého.
Metodologia Ramanovej spektroskopie v spojitosti SVD bola odladené a dokonca bola aplikovana
priamo na vakuolach v bunkéch, tieto vysledky boli opublikované v dvoch ¢asopisoch, J. Raman
Spectroscopy 2011, zv. 42 a Spectroscopy: An International Journal 2012 zv. 27. Potencial SVD
metody Vv spojeni s Ramanovou spektroskopiou naplno aplikoval v poslednom vedeckom ¢lanku
v Nucleic Acids Research na modelovom systéme intramolekulového G-kvadruplexu odvodeného
od Tudskej telomérnej sekvencie, kap. 3.2 apriloha na str. 195-220. Ocefiujem i dopliiujiice
metodiky, ktoré ¢asto vyuZiva i dr. Vorlickova z Biofyziké&lniho Ustavu v Brne. Trochu by som bol
opatrny pri porovnavani spektier s elektroforetickymi zaznamami pri koncentracnej zavislosti
Studovaného oligonukleotidu, pretoze tu nastdva mensi problém hlavne s nerovnovaznymi
podmienkami pocas elektroforetickej separacie. Dovolim si poznamku aj ku praci v NAR. Krivkam
v grafoch chybaju dopliujice informacie, ktoré vyrazne ulah¢uju orientovat’ sa vo vysledkoch,
napr. obr. 39. V podobnych précach od inych autorov je to vZdy jasne determinované. Napr. popis
pod legendou, kde sa jasne deklaruje, ktoré krivky reprezentuju ohrev a ochladzovanie, Citatel’ sa
moéze len domnievat,, Ze Cervena krivka reprezentuje ohrev a modré ochladzovanie. Vobec nie je
jasné, ktoré spektrum odpovedd konkrétnym subspektrdm S; a o bolo kritériom ich vyberu.
Absencia tychto informacii je pre nezainteresovaného Citatela velkym hendikepom a hlavne ju
badat’ v kap. 3.3.

Pomerne velky priestor vo vysledkovej Casti je venovany d’alS$im dvom problémom:
a) interakcii G-kvadruplexov s porfyrinmi, kap. 3.3 a b) derivatom odvodenych od TBA aptaméru,
kap. 3.4.

V kapitole 3.3 je eSte citit, Zze vysledky st relativne Cerstvé a autor znich eSte
nevyextrahoval tzv. najrelevantnejSie informéacie. Okrem uZ uvedeného vysSie, v obr. 41 chyba
popis y-ovej osi, obr. 42-48, nie je jasné, o reprezentujii S1-S4 subspektra. Citatel’ sa len moze



domnievat, Ze tieto subspektra su prevedené za pritomnosti r6znych i6nov. Interakcia CuTMPyP4
s KRAS aTBA je rozdielna, ale nepristupoval by som ktakémuto z&veru hlavne na zéklade
rozli¢ného stupnia hysterézie, pretoZe aj povodné spektra bez toho ligandu vykazuju rézny stupefi
hysterézie.

Podl'a mo6jho nazoru prave Givodné strany v kap. 3.4 venované TBA by sa skor hodili do Gvodnych
kapitol a tejto Casti by som ponechal len Casti s experimentalnymi vysledkami a ich diskusiu. Ni¢-
menej vysledky tejto Casti poukazuji na fakt, ze doteraz publikované vysledky réznych autorov
s TBA ainymi kvadruplex-tvoriacimi sekvenciami zanedbavali do zna¢nej miery existenciu
napriklad dimérnych foriem tohto kvadruplexu, ktory je priamo zavisly od koncentracie DNA,
a tym padom vysvetl'uja aj prili§ vel'ky rozptyl termodynamickych parametrov ziskanych v réznych
zdrojov. NavySe autor uvadza, Ze aj vysledky, ziskané NMR, podporuju toto tvrdenie. Vel'mi
kriticky postoj k ziskavaniu termodynamickych Udajov z nepriamych spektralnych merani bol
V poslednom ¢ase mnohokrat prezentovany aj J.B. Chairom. Preto oceniujem, aj ked’ st to toho casu
tieto vysledky este nepublikované, Ze takato praca bude Coskoro aj opublikovana. Osobne by som
pri vysokych koncentracidch DNA a vyssich ionovych silach nevylacil tvorbu intermolekulovych
Struktdr ako st okrem duplexov, DNA triplexy, tetramolekuloveé Struktiry, atd’., a navyse ked uz
ma autor zvladnutu techniku analyzy dat pomocou SVD, napr. str. 123 a 131 obr. 57, urcite by to
nebol problém zahrnit' tento fakt do svojich vypoctov. V zavere¢nom zhrnuti autor viac- menej
vylucuje tvorbu tzv. hairpin-like TBA dimérov na zéklade vysledkov s reverzibilitou, tu by som bol
tiez opatrny, tieto Struktiry by mali byt podl'a niektorych simulacii vel'mi stabilné a ich Uplné
vyltcenie by som podporil aj napriklad chemickym alebo enzymatickym Stiepenim.

MenSiu pozndmku mam ku chronoldgii vysledkov aradeniu obrdzkov, napr. interakciu TBA
S porfyrinmi by som neuvadzal uz na str. 128, do tejto Casti, ale urcite by som ju zaradil az za
elektroforetické merania, zahmlieva sa tym hlavna myslienka podstaty Studovaného deja a hlavne
Pahkost’ Citania a pochopenia pre menej zainteresovaného citatel’a.

Zaverecné zhrnutie podava uceleny nadhl'ad, ale postradam tam urcitt viziu, odkaz do
buducnosti, akym smerom sa bude autor uberat’.

Dalsie odporicania:
Str.58. Pod skratkou FRET sa ¢asto mysli aj Fluorescence resonance energy transfer, avsak ¢asto sa
oznacuje vzdialenost’, kde eSte dochadza k u¢innému FRET, ako Foérsterova vzdialenost’.
Str. 62. Podl'a mjho nazoru mohol autor v praci okrem vel'mi struéného popisu metédy SERS
dodat” aspon schematicky nacrt podstaty tejto metody, nakol'ko je prave tato metoda v poslednom
obdobi vyuzivana Coraz CastejSie.
Str. 70. Okrem spominanych metéd by som spomenul este do zna¢nej miery rozSirenti metodu
AFM.
Autor tvrdi v praci na dvoch miestach, Ze trimérne kvadruplexy neboli pozorované, avsak to nie je
uplna pravda.. vid’ napr. pracu: Rosu F. et al. Nucleic Acids Res. 2010 Aug;38(15):5217-25. doi:
10.1093/nar/gkq208. Nie je jediny dovod, preco by takéto troj-molekulové systemy nemali
existovat’.

Pripomienky:

MensSiu pripomienku mam k pisaniu latinskych rodovych a druhovych mien Zivo¢ichov
a rastlin, obycajne sa uvadzaju aj v anglosaskej literatdre kurzivou. Podobe to plati i latinské
spojenia ,,in vitro*, ,,in vivo* atd’. V publikaciéch je to uvedené v spravnom formate.

Str. 55. Urcite je citacia pod obr. 20 spravna, nie je to sekundarna citacia?

Str. 77..pk konstanta, ma byt pK.

Str.87-88. Subor rovnic 2.21-2.24, za predpokladu, Ze A=B, potom by mal byt
ekvivalentny rovniciam 2.19-2.24, nezavisle na tom, aky StruktGrny motiv reprezentujd, ¢o nie je
pravda. Otazkou je, kde je chyba v predpokladoch tychto dvoch procesov reprezentujicich



rovnicami uvedenych na str. 87 a str. 88? Vysledna rovnica na str. 90 zahfiajica vSetky tri formy
DNA foriem by mala byt’ v poriadku.

Str. 95. Rozsah PTC-423S/L zariadenia je od -10 do 110 °C.

Str. 126, tab. 8a 9, TBA | a Il reprezentuja vysledky z dvoch nezavislych merani... toto
pomenovanie a definovanie je dost’ nestastné az zmatocné.

Na obr. 62, ktory je az niekol’ko stran d’alej, sa odkazuje uz na str. 129.

Obrézok na str. 123, akoby sa ani nehodil ku Stylu autora.

Zvazil by som pouZitie iného timivého roztoku, ktory neobsahuje iné jednomocné iény
zékladnych zloziek, napr. litium-kakodylatovy roztok obsahuje aj disociované iény litia a tie mozu
interferovat’ s draselnymi ionmi.

10000 merani, aj teplotnych, na spektrometri typu Varian? Ak jedno reverzibilné spektrum
zaberie asi 1-2 hodiny, plus priprava vzoriek a nastavenie aparatdry, tak i pri paralelnom spusteni 6
vzoriek to zaberie okolo 2000 hodin nepretrzitého merania. To sa mi zda privela ¢asu. Viac ako
jeden rok by ¢lovek nepretrzite stravil svoj ¢as len pri UV spektrometri.

Otazky:

1. Autor podava vystizny popis telomerickych sekvencii v kap. 1.5.1. V prehl'adnej tabulke
¢. 4 uvadza rozne typy telomerickych repeticii nachadzajtcich sa v réznych organizmoch. Niektoré
jednoduchsie eukaryotické systémy, ako st napriklad huby (rod Candida) a nestavovce
(Parascaris) maju tieto telomerne repeticie s niz§im obsahom guaninov, nemozno teda povedat,
Ze ide 0 G- bohaté useky. Zaujimalo by ma, ¢i aj tieto teloméry maja este schopnost’ vytvarat’ G-
kvadruplexy.

2. Cim si vysvetl'ujete fakt, ze nadorové linie maji oproti embryonalnym bunkam kratsie
telomery, aj ked’ je v nich expresia telomeraz?

3. Cisplatinové derivaty maju zvlaStne postavenie oproti inym Specificky nekovalentne sa
viazucim ligandom. Ako si vysvetl'uje autor tvrdenie, ze napriklad cisplatina moze interferovat
s telomerédzou?

4. Ako si autor vysvetluje nasledujuce tvrdenie: ,,A low selectivity for G-quadruplexes
over duplexes isassociated with DNA topoisomerase I/11 (enzymes helping to unwind double-
helical DNA during transcription and replication) inhibition resulting in non-specific acute
cell death” ?

5. Autor popisuje indukovany CD prechod na str. 52 a pokracuje na str. 55. Ako si tento
nenulovy CD signal vo viditel'nej oblasti vysvetluje?

6. Tab.7, str. 123... preco ste nepouzili aj sekvenciu s modifikaciou na 3°-konci, ale len na
5’- konci?

Précu J. Palackého s ndzvom ,,Studium biologicky vyznamnych nekanonickych struktur
nukleovych kyselin v komplexech s kationickymi porfyriny* hodnotim ako pracu, ktora je

napisana na vysokej Grovni, jedna z najlep3ich, aké som hodnotil. PredloZena praca spina vietky
poZiadavky, ktoré st kladené na takyto typ préce.

V Kosiciach dna 18.1.2013

Viktor Viglasky



