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Hodnoceni prace:

a) Odborna uroven a zpracovani teoretické ¢asti: vyborna

b) Naro¢nost pouzitych metod: velmi dobra
c) Zpracovani metodickeé Casti (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
d) Kvalita ziskanych experimentalnich dat: vyborna

e) Zpracovani vysledkl (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
f)  Hodnoceni vysledk( v€etné statistické analyzy: dobré

g) Myslenkova uroven a rozsah diskuse vysledku: velmi dobra
h) Srozumitelnost, vystiznost a adekvatnost zaveru: vyborna

i)  SplInéni cilt prace: vyborné

J)  Mnozstvi a aktualnost literarnich odkazi: vyborné

k) Jazykova uroven (stylisticka a gramaticka uroveni): vyborna

[) Formalni aroven prace (Clenéni textu, grafické zpracovani): vyborna

Doporuéuiji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni [_]

Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Predkladana diplomova prace studentky Anety MarSalkové se zabyva kvalitativni a
kvantitativni instrumentalni analyzou extrakt( z kultivarl rodu Nascissus a jejich interakci

s jaterni bunéé&nou linii HepG2. Teoreticka ¢ast prace je zpracovana celkem na 27 stranach
textu, doplnéného adekvatnim mnozstvim tabulek a obrazku. Autorka zde popisuje rod
Narcissus a antineoplastické ucinky jednotlivych AmA na pestrou skalu buné&nych linii.
Prace obsahuje minimum preklepu, je psana srozumitelnym zplusobem a objevuje se zde
minimum méné vhodnych vyrazu nebo slovnich spojeni. V experimentalni ¢asti studentka
pouzila jednak metody instrumentalni analyzy pro identifikaci jednotlivych sloZzek extraktu a
rovnéz i metody bunécné biologie za ucelem zjisténi cytotoxicity zkoumanych vzork.
Autorka tak prokazala osvojeni hned nékolika naro¢nych laboratornich postupu. Pfinos prace
spocCiva v analyze 6 novych extraktl a rozSifeni poznatkl o toxicité vic¢i nadorovam jaternim
burikam, kde bylo hodnoceno jesté dalSich 6 extrakt(, jejichz analyza byla predmétem jiné
diplomové prace. K praci mam nasledujici komentare a otazky:



Komentare:

1) str. 8:samotna zkrtatka MTT neodkazuje pfimo na kolorimetricky test, ale je to pouze
zkratka uzivana pro latku 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid, ktera je
jednou z chemikalii pouzitou v ramci tohoto testu.

2) str. 15. pro Uplnost prehledu kultivart a lepSi orientaci ¢tenare by bylo na tomto misté
vhodné alespori vyjmenovat, kterych 5 kultivart a 1 varieta bylo konkrétné popsano v
diplomove praci Mgr. TkaCové a poté navazat s dalSimi studovanymi kultivary. Tuto informaci
se dozvidame az pozdéji.

3) str. 30, 32, 35 dale: vyraz: 48/72hodinové MTT eseje - Iépe pouzit misto slangového
anglicismu esej napf. MTT test nebo metoda stanoveni bunécné viability za pouziti MTT atp.

4) st. 30: u tabulky 4 neni uveden zdroj informaci.

5) Uvedeny Casovy udaj, napf. 24, 48 nebo 72 h nema nic spole¢ného s tim, jak dlouho byl
MTT test provadén, ale odkazuje na délku inkubace bunék s testovanou latkou/extraktem.
Samotna inkubace bunék s MTT je v ramci testu pak napf. dle metodiky autorky pouze 3
hodiny.

6) str. 41: v textu chybi odkaz na tabulku 9
7) str. 44: v textu chybi odkaz na tabulku 10

8) Pro zjisténi selektivity cytotoxického a antineoplastického u€inku exktraktl by bylo vhodné
doplnit testy ha nenadorovych bunkach.

9) Ve vysledkové €asti postradam jakykoliv komentar k vysledkam.

10) Ve vysledcich chybi zminka o statistickém zhodnoceni dat a zda je smérodatna odchylka
hodnoty IC50 vyjadiena jako + SD ¢i + SEM.

11) V ramci analyzy dat ziskanych screeningem cytotoxické aktivity by bylo vhodné doplnit
obrazek 24 o statistické zhodnoceni vyznamnosti rozdilu mezi ob&ma testovanymi
koncentracemi, popfipadé o vyznamnosti rozdilu viability oproti doxorubicinu v téze
koncentraci (tyto hodnoty ale nezname), popfipadé oproti dalSim AmA, kde jsou naopak tyto
udaje dostupné.

12) Autorka uvadi, ze jako standard byl pouzit doxorubicin HCI. Ve vysledcich je uvedena
pouze hodnota IC50 doxorubicinu v uM. OvSem cytotoxicka aktivita extraktl byla vyjadfena
jako % viability bunék pfi koncentraci 10 a 50 yg/ml a bylo by tedy na misté uvést hodnoty %
viability i pro tyto dvé koncentrace doxorubicinu.

Nevhodna slovni spojeni a vyrazy:
1) str. 11 rostliny alkaloidni (= rostliny obsahuijici alkaloidy)

2) str. 14: opylovan madramy (= mura je lidovy nazev pro no¢niho motyla)

Preklepy:
1) str. 15, 42, 66: mgr. namisto Mgr.
2) str. 31 MOL-4 na misto MOLT-4

Dotazy a pfipominky:

1) Autorka uvadi, ze alkaloidy z rodu Amarillidaceae maji velky farmaceuticky potencial. Je
znam kultivar, ktery byl Slechtén vylozené za ucelem ziskavani cilenych alkaloidu, napf. ve
vhodném poméru nebo vysoké koncentraci urCitych AmA?

Popfipadé byla pozorovana nebo je znama néjaka souvislost mezi mirou obsahu alkaloidt a
fyzickym vzhledem kultivaru?



2) ProC autorka testovala 24 hodinovy interval inkubace bunék s testovanymi extrakty, kdyz v
teoretické ¢asti jsou prezentovana data z literatury, ktera pochazeji z intervall inkubace 48
nebo 72 hodin?

3) Jakym zplsobem muze délka inkubace bunék s testovanou latkou ovlivnit vyslednou
hodnotu IC50?

4) Lze odlisit pouzitim metody MTT cytotoxické a antiproliferaéni ucinky testovanych
extraktl? Jaka dalSi metoda by nam tyto informace mohla poskytnout?

5) Na str. 45 autorka uvadi, Ze viabilitu bunék vypocitala podle Lambert-Beerova zakona. Ve
vysledkové &asti je viak vyjadrena viabilita bunék v % vztazenych ke kontrolnim bufikam
(ovlivnénych pouze DMSO). Jak tedy byla viabilita vypocitana?

6) Autorka v metodické ¢asti neuvadi, zda byly hodnoty ziskany opakovanim nékolika
nezavislych experimentl. MGze autorka vysvétlit, jak byly hodnoty ziskany a jak byla
potvrzena reprodukovatelnost ziskanych vysledk(?

7) Jaka je pficina rozdilu procentualniho zastoupeni jednotlivych AmA zjisténa metodami
GC-MS a GC-FID? Napfiklad u extraktu AL-456 byl metodou GC-MS indentifikovan
galanthamin v podilu 77 % a tazettin v podilu 0 % (tab 17). Naopak metodou GC-FID bylo ve
stejném extraktu zjisténo 60,15088 % tazettinu a pouze 5 % galanthaminu (tab. 18), coZ na
druhou stranu Iépe odpovida jeho vice nez desetinasobné vy3si koncentraci v cibuli oproti
galanthaminu (tab. 19).

8) U sumarniho extraktu AL-456 byla v koncentraci 50 pg/ml zjisténa viabilita bunék 20 %.
Dle analyz by tento extrakt mél obsahovat 77 % galanthaminu (GC-MS) anebo 60 %
tazettinu (GC-FID), coz v diskuzi autorka vysvétluje rozdilnou schopnosti ionozace
jednotlivych alkaloid béhem analyzy. Jak Galantamin tak i tazettin snizuji viabilitu bunék
pfiblizné o 20 &i 10 % v porovnani s kontrolou. Jak si autorka vysvétluje vyrazny pokles
viability u extraktu AL-456, kdyz ob& maijoritni sloZky tohoto extraktu jsou relativné malo
toxické?

9) AmA maji bohaté spektrum Uc€inkl. Jednak se vyznaduji inhibi¢nim vlivem v ramci
cholinergni transmise, jednak vykazuji cytostatické a cytotoxické ucinky. Maze autorka
proveést rozdéleni AmA, které prevladaji ve studovanych extraktech podle téchto vliastnosti?

hodnoceni, prace je: velmi dobra k obhajobé: doporucuji

V Hradci Kréalové 28. srpna 2023 podpis oponenta/ky



