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Oponentsky posudek na diplomovou praci

Nazev prace: Toxikologicky potencial bentickych nostokalnich sinic
Autor: Bc. Katefina Delawska, DiS.
Oponent: RNDr. Jan Mares, Ph.D.

Predkladana diplomova prace Katefiny Delawské si kladla za cil prozkoumat toxikologicky potencial
extrakta z bentickych kment r. Anabaena vici lidskym rakovinnym burikam in vitro a produkci nej¢astéjSich
cyanotoxint v téchto kmenech. Dal$im cilem bylo testovani obvyklé metodiky pii vyhledavani cytotoxickych
latek a jeji vylepseni. Prace je napsana piehledné a srozumitelné, véetné prezentace obrazki a tabulek. V textu
se bohuzel objevuje pomérné mnoho pieklepi, gramatickych a obcas i stylistickych chyb, coz naznacuje Siti
finalni verze textu ponékud horkou jehlou, jejich mnozstvi ale neptekracuje inosnou miru.

Oceiuji velmi zdafily Gvod prace, ktery shrnuje problematiku zpisobem srozumitelnym i ¢tenafi mimo
obor, a zaroven obsahuje i informace zajimavé pro specialistu. Pouze bych zredukoval ponékud obsesivni
¢lenéni textu do pod-pod-pod-pod-podkapitol, diky kterému se tak napfiklad v kapitole 1.1.2.3.2.3 o curacinu
A znenadéni doc¢teme i o tolytoxinu a dalSich latkach.

Metodika prace je propracovana a adekvatni cilim prace, ocenuji, ze autorka sama upozoriiuje na
nedostatky pouzitych metod a podrobné rozvadi jejich mozné dusledky pro vyhodnoceni naméfenych dat.
Celkovy objem prace vykonany diplomantkou je znaény a umoziuje i opatrnou formulaci obecnéjsich zavéri.
Vysledky prace jsou zajimavé a jiz po mensich upravach publikovatelné v mezinarodnim védeckém Casopise.
Vyznamnym vysledkem je také identifikace konkrétni bioaktivni latky ve dvou kmenech, ktera muze byt dale
analyzovana v navazujici praci. Také kapitola Diskuze je zpracovana zdafile.

Prace spliiuje pozadavky kladené na diplomové prace piedkladané na PFF JU, a proto ji doporucuji
k obhajobé. Praci hodnotim klasifikaénim stupném VYBORNE.

Nasleduji konkrétni otazky a komentare:

1) Vzhledem k tomu, Ze byla prace zpracovavana na Katedie botaniky, mohla se autorka alespon pokusit
u testovanych kment o taxonomické zafazeni do druhu na zakladé morfologie, i kdyz to pro vysledky
prace neni pfili$ podstatné.

2) Autorka uvadi, ze cyanotoxiny maji alelopatické efekty (str. 4), dale téz u microcystinu na str. 8, ale
neuvadi k tomu zadné citace literarnich zdroji.

3) Tabulka I je nekompletni, napi. cylindrospermopsin produkuji téz rody Microseira a Kamptonema,
anatoxin r. Cuspidothrix, atd.

4) Tabulka II — chybi Gdaje o lokalitach apod. u kment ze sbirky SAG, které jsou snadno dohledatelné
v katalogu sbirky.

5) Str. 30 — autorka uvadi, Ze vétSina extraktu byla testovana ,,mnohokrat®. Byly vzdy vSechny namétené
hodnoty z téchto mnoha opakovani pouzity ve vyslednych grafech?

6) Str. 31 —pro¢ je za nastup morfologickych efekti typu nekrdza, blebbing apod. povazovana zrovna
situace, kdy je postizeno >80% bunék? Nejsou tak zbyteéné zanedbany napf. efekty postihujici 50-
80% bungk, tedy nadpolovicni vétsinu?

7) Str. 43 —kmen SOOS B7 neni v seznamu kmeni, u kterych byla provedena frakcionace extraktu.
Presto v ném byla identifikovana latka zodpovédna za cytotoxicitu. Jak je to mozné?

8) Obr. 16 B — extrakt je fazen mezi ,,kmeny bez cytotoxické aktivity™, prestoze zpisobuje nekrozu ve
48 h u >80% bunék, coz pusobi zvlastné. Tento pripad by mohl byt rozveden také v diskuzi, kde je
zcela ignorovan.

9) Obr. 18 — Bylo by zajimavé vytvorit podobné grafy také vyhradné pro mirné cytotoxické / silné

cytotoxické kmeny. /\F
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Oponentsky posudek dizertaéni prace Bc. Katefiny Delawské, DiS. - "Toxikologicky potencial
bentickych nostokalnich sinic"

Predkladand prace Bc. Katefiny Delawské, DiS. se zabyva vyzkumem biologicky aktivnich
latek produkovanych bentickymi sinicemi rodu Anabaena, se zaméfenim jak na analytickou
identifikaci zndmych sinicovych toxinG v biomase laboratorné kultivovanych kment, tak na
hodnoceni ucink jejich extraktd na lidské nadorové buriky in vitro.

Diplomové prace je vypracovana na 62 + 3 stranach. Uvodni teoretickd ¢ast je vyborné a srozumitelné
zpracovana po obsahové i stylistické strance. Uvod prace piina$i syntézu aktudlnich informaci
zrenomovanych prament a poskytuje nejen informace relevantni pro experimentalni ¢ast prace, ale
zéroven a poskytuje velmi Ctivy a hodnotny vhled do problematiky bioaktivnich sinicovych metabolit(
(nejvyznamnéjsi sinicové toxinya dale cytotoxické latky s farmakologicky zajimavym potencidlem).

Vramci experimentdlni ¢ast realizovala autorka skute¢né rozsahlé mnozstvi prace s pouzitim
Sirokého spektra metod, zahrnujicich kultivaci témér 40 kment Anabaena, pfipravu extraktl pro in
vitro experimenty, vlastni in vitro experimenty sbunécnou linii Hela, analytické stanoveni
cyanotoxinQ, HPLC frakcionace extraktl a hodnoceni jejich biologické aktivity. PouZzité metody jsou
velmi dobfe a srozumitelné popsany (drobné pfipominky viz nize).

Rovnéz ziskané vysledky jsou srozumitelné prezentovany. Diskuze vysledkd je na velmi dobré urovni,
autorka dobfe komentuje a diskutuje pozorované rozdily a trendy, popisuje i moiné limitace
pouzitych metod a jejich vliv na interpretaci vysledkd, véetné navrzeni alternativnich postupd.

Jednotlivé ¢asti textu na sebe tGcelné a logicky navazuji a vysledky jsou v zavéru dobfie syntetizovény a
shrnuty, v praci se vyskytuje jen minimum chyb a preklepu.

Drobné poznamky a dotazy uvedené nize jsou minény pouze pro obecnou informaci
studentky k dalSimu zkvalitnéni jeji prace (pfedpoklddam diskuzi k nékterym bodlm v pribéhu
obhajoby):

- Na strané 14 autorka zmifuje inhibici ,vodivych spoji (gap junction) mezi burikami“ jako ptiklad
mechanismu cytotoxického UG&inku. Inhibice mezibunééné komunikace mezerovymi spoji viak v mnoha
pfipadech nesouvisi s cytotoxickymi u&inky (ve smyslu indukce bunééné smrti nebo inhibice proliferace),
naopak byva spojovana s inhibici bunécné diferenciace ¢i zvySenim proliferace.

- V kapitole Metodika je na str. 22 uvedeno poutiti kolonky typu ,,C8 Oasis HLB“. C8 je oznaceni pro
reverzné fazové sorbenty na bazi oktyl-modifikovaného silikagelu, zatimco Oasis HLB je kopolymerni
sorbent poly(divinylbenzen-N-vinylpyrrolidon). O jaky typ kolonky se tedy jednd, pfipadné jaka byla
velikost kolonky?

- V kapitole Metodika postrddam na str. 25 informace o pfesném sloZeni a koncentraci jednotlivych
komponent kultivaéniho média (findIni koncentrace L-glutaminu, FBS, druh a koncentrace antibiotik).
Uvedeny jsou pouze pfiddvané objemy, nikoli vSak koncentrace zdsobnich roztokl nebo findlniho
koncentrace téchto komponent v médiu.

- Vkapitole Metodika na str. 25 autorka zmifiuje nutnost pfidavku L-glutaminu do kultivaéniho média

RPMI zdlvodu jeho ,nezbytnosti pro syntézu proteind“. Pro¢ je zcelkem 20 proteinogennich
aminokyselin do média pfidavan pravé L-Glutamin?
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- Atkoli rozumim snaze vyhnout se opakovanému uvadéni relativné komplikované vysvétlujici legendy
pro vysledkové grafy, povaiuji jeji vy¢lenéni do Obr. 8 a jeji absenci v Obr.9-16 za ponékud netypické
reseni.

- V kapitole Vysledky na str. 30 je uvedeno, Ze nékteré extrakty musely byt vylouceny kvili opakovanym
kontaminacim. Je tim minéna kontaminace in vitro kultur HeLa bunék exponovanych extrakty pfislusnych
kmenu? Predpokladda se, Ze kontaminujici mikroorganismy pochézely z kultivovanych sinic, nebo mohlo
dojit néjakym zpUsobem ke kontaminaci v pribéhu pfipravy extraktl a in vitro experimentu?

-Vysledky frakcionace jsou na str. 43 prezentovédny pouze slovné, myslim, Ze jednoduché tabulkové shrnuti
by bylo ndzornéjsi a prehledné&;jsi pro predstavu o poctu frakcionovanych kmend, jednotlivych testovanych
frakci a jejich ucink( (napft. %viability), chromatografické zaznamy (280nm) pak mohly byt uvedeny do
pfiloh.

- Na strané 48 autorka diskutuje limitace metody MTT, zejména jeji schopnosti spolehlivé odrazet zmény
v poltu bunék a pfipadné cytostatické U¢inky. Vedle navrhovanych metod pfimého mikroskopického
hodnoceni nebo potitdni bunék, jaké dalsi nepfimé metody hodnoceni pottu/denzity bunék by mohly byt
poutity jako alternativa k MTT pro rychly screening?

Celkové je predloZena diplomova prace Katefiny Delawské vyborné zpracovana, obsahuje fadu
novych a védecky hodnotnych poznatkd (napf. absence produkce cyanotoxinli zkoumanymi
bentickymi kmeny Anabanea, metodické poznatky tykajici se screeningu
cytostatickych/cytotoxickych/proapoptickych a&inkd sinicovych extrakttl, izolace nové cytotoxické
latky). PredloZzenou magisterskou diplomovou praci Katefiny Delawské doporucuji pfijmout a v
pripadé uspésné obhajoby hodnotit nejlepsi moznou znamkou.

V Brné dne 16. kvétna 2016
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