172

MUNI|RECETOX
SCI

Oponentsky posudek diplomové priace ing. Dominiky Tugkové - " Efektivita vyhleddvani sekunddrnich metabolitd
sinic se specifickou aktivitou proti lidskym nadorovym bufikdm pomoci metod "highthroughput” screeningu”

Pfedkladana diplomova prace se vénuje na 126ti stranich textu problematice identifikace novych sinicovych
metabolitd s protinadorovou aktivitou a to pomoci in vitro experiment( s tkafiovymi kulturami. Prace odraii aktualni
probiematiku hledani novych farmakologicky vyznamnych latek vyuitelnych k léébé nadorovych onemocnéni vietné
vyuiiti modernich pfistup( a technologii na bazi HTS, v kombinaci s dalsimi pokro&ilymi metodami (HPLC-HRMS).

Téma je zpracovano piehledné, vteoretické ¢asti jsou Ctivym zplisobem podrobné pfedstaveny aktudlni poznatky
tykajici se mechanism( karcinogeneze a specifickych vlastnosti nadorovych bunék, zejména v kontextu zuzitkovani
téchto poznatkd pfi lécbé rakoviny. Uvodni €ast je uzaviena piehledem nejvyznamnéjsich sinicovych metabolitd a jejich
derivatl s protinddorovou aktivitou. Text je vhodné dopinén schématy a tabulkami.

Prakticka &ast se zaméfuje na realizaci in vitro experimentd, ve kterych byl v rezimu s vysokou propustnosti proveden
skrining antiproliferacnich/cytotoxickych u¢inkd frakcionovanych extrakiG vybranych kmen( sinic, ovérovani
pozorovanych vystedk{ ve validaénich experimentech, sekundarni frakcionace, pfipadné purifikace 1atek vyskytujicich se
v zajmovych frakcich a studium jejich biologickych Gginkd.

Pouiité metody jsou popsany dostatedné pfesné a srozumitelné. Uvital bych mozna podrobnéjsi papis HTS experiment(
{moina jiz zde doplnit hustotu vysevu bungk, kterd je zminéna ve vysledkové Easti, dale nenf upfesnéno, zda adherentni
bunky byly rovnéz vysety 24 h pfed zahdjenim exporzice, jako v pripadé ovéfovacich experimentd; informace o zplisobu
expozice vHTS - objemy média, zpisob davkovani vzork( apod.). V pfipravé extraktll sinic je zmifen kmen
Brasilonema, ktery byl nejpodrobnéji studovan, nicméné z popisu vysledk( se jevi, ze zkoumany byly také dalsi kmeny
sinic, které nejsou specifikovany,

Ve viastni praci byly nejprve zhodnoceny vysledky testovani >1700 LC frakei na 21 lidskych bunéénych liniich pomoci
HTS. Nasledné byly vybrany vzorky pro daldi experimenty, které byly autorkou realizovany. Vyutita byla kombinace
vybranych bunélnych linii, hodnocenych parametrl, vybrané extrakty byly dale frakcionovany, analyzovany, jak
z pohledu biologické aktivity, tak HRMS analyzy kandidatnich sloucenin. V ramci feteni prace autorka realizovala velké
mnoistvi experimentd, béhem kterych zviddia pouziti rozmanitych metod z oblasti analytické chemie, biochemie a
bunééné / in vitro biologie. Vysledky jsou prezentovany a komentovany piehledné a srozumitelné, vietné ¢asové
navaznosti a poslaupnosti vyzkumnych praci. V pribéhu fedeni prace autorka demonstrovala naroénou a Easto
komplikovanou cestu vedouci od slibnych Géinkd pozorovanych v HTS experimentech, pfes jejich validaci v nezavisle
realizovanych experimentech ve standardnim faboratornim formatu, a? po zmény biologické aktivity pozorované
v priibéhu daldi frakcionace aktivnich vzork( nebo po purifikaci zajmovych kandidatnich 1atek, které realizovala.

Neékteré faktory, které mohly pfispét k rozdilim mezi vysledky HTS a navazujicimi experimenty se vramci
experimentalni prace podafilo identifikovat (rozdily v experimentainim designu a jejich vliv na pozorevanou biologickou
aktivitu). Dalsi vysvétlujici faktory jsou v praci navrieny a diskutovany, a mohou poslouiit jako voditka nebo doporuceni
pro dalsi vyzkum. Diskuze vysledkd je na velmi dobré drovni a ukazuje, ze béhem Fedeni experimentdini Zasti zviddia
autorka nejen technickou stranku, ale dokdie interpretovat a posoudit vyznam ziskanych vysledki.

Ackoli se v ramci prace nepodafilo ve vybranych extraktech a frakcich identifikovat a izoiovat slouéeniny vykazujici sitny
selektivni antiproliferacni, cytotoxicky ¢i proapopticky udinek na nadarovou linii rakovinu prsu, v ramci prace byla
ziskana fada cennych vysledkd a metodickych zkuenosti, které mohou byt uplatnény v navazujicim vyzkumu.

Pfipominky a komentéife

jen s malym mnostvim chyb nebo prekiepl. Na nékterych mistech se
vani anglikanismu {,triple-negative”, ,highthrougput”} & hovorovych
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vyrazu {,Cista latka”, , problém nasazeni®, ,efekt tahnouci se pies koncentrace”, ,vyhody” nadorovych bunék),
ale celkové toto nesnizuje Ctivost ani srozumitelnost textu.

Na str. 9 je u problematiky zkracovani telomer uvedeno ,jokoby dochdzelo k chybé o kopirovani nebylo
provedenc at do konce.”. Nejedna se o chybu kopirovani, ale ¢ disledek zplisobu, jakym dochazi k syntéze
zpoidujiciho se vlakna pfi replikaci (v disledku viastnosti DNA polymerazy - jeji 5'->3' polymerizatni aktivity) a
to v kembinaci s linearnim uspofadanim chromozomu.

Na str. 80 je uvedeno, Ze ,Nddorové bunéiné linie by nemély byt oviivnény Zadnou kontaktni inhibici® -
domnivam se, Ze toto neplati zcela univerzaing, u nékterych nadorovych bunéénych linii maZe byt kontaktni
inhibice ristu v urtité mire zachovana {(HepG2), nejedna se nutné o binarni stav ,ano/ne”.

Dotazy do diskuze

U popisu charakteristickych vlastnosti nadorovych bunék jsou jako piiklady sobéstaénosti v produkei ristovych
signail zminény autokrinni produkce rustovych faktord, nebo zvyiend exprese receptord pro riistové signaly.
Existuji | dalsi moinosti? V obrazku 5 je jako piikiad této viastnosti zminén velmi roziifeny onkogen ras. Jakym
zpusobem je v tomto piipadé sobéstadnosti v rustovych signalech zajisténo?

Vedle moiného vliva rozdild v hustoté vysevd bunék, £i moinym zméndm ve slozeni vzorku béhem uskladnéni,
existuji dalsi faktory, které by mohly pfispet k rozdiliim v HTS experimentech a validaénich experimentech?
Mohly hrat néjakou roli také moiné mezilaboratornf rozdily v samoiné kultivaci bunék a postupech realizaci in
vitro experiment( {zdroj bunék, pasaie/pasadiovani, sloieni a Sarze medii/FBS, zplsob pfipravy a davkovani
expozitnich médiifroztokd, pomér bunky-médium)? Mohl by moiny viiv téchto faktorii byt posouzen napf.
pouizitim referenéni / modelové latky Ci latek v HTS a validaénich experimentech?

Byly experimenty s vybranymi frakcemi nebo izolovanymi latkami opakovany také nezavisle, pro potvrzeni
reprodukovatelnosti?

Hustota vysevu bunék a faze ristové kiivky béhem experimentu mute podle ziskanych vysiedk( vwznamné
ovlivnit Gcinky. Pfijakych hustotdch vysevu, resp. vjakych fazich rlstové kfivky, se podobné koncipované
experimenty provadeji v jinych studiich (napf. NCI-607?).

PredloZenou praci hodnotim jako velmi kvalitni, vynika poftem a rozmanitosti pouiitych a aviddnutych metod i

mnoistvim provedenych experimenta, v rdmci kterych byly 2iskany a v DP pfedstaveny originaini, cenné a
prikopnické poznatky v oblasti in vitro HTS skrinovani frakcionovanych sinicovych extrakti, jef jsou
pfislibem pro dalsi navazujici vyzkum. Diplomovou praci Ing. Dominiky Tugkové doporutuji k obhajobé.

V Brne dne 20. kvétna 2021
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