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Be. Stépanka Vlasdkova pracovala na tématu diplomové prace od zaii 2016. Studentka
se b&hem feSeni svéfené problematiky seznamila s teoretickymi zaklady a dosavadnimi
poznatky na dané téma. Pro zvladnuti praktické ¢asti prace si osvojila zékladni techniky prace
s tkanovymi kulturami, a to predevs§im spravnou praci za sterilnich podminek a pravidla
udrzovani a expanze bunéénych linii. Béhem experimentalni prace vyuzila metody analyzy
proliferace a viability bunék pomoci analyzatoru xCELLigence, stanoveni viability
a proliferace buné€k pomoci barveni s Trypanovou modrii, zaklady kvantifikace vazby
Annexinu V a propidium jodidu a stanoveni bunééného cyklu podle obsahu DNA.
K vypracovani prace ptistupovala aktivné a zodpovédné.

Diplomova prace mé celkem 95 stran. V teoretické ¢asti (31 stran) se autorka vénovala
technice pratokové cytometrie, reakci bun€k na protinadorovou terapii, jednotlivym typtim
bunécné smrti a vybranym isochinolinovym alkaloidim. V ramci Givodu do problematiky tak
ucelené charakterizovala princip pratokové cytometrie a nejdilezitéjsi komponenty

pritokového cytometru spolu se zakladnimi aplikacemi vyuzivanymi pfi studiu cytotoxické

a antiproliferacni aktivity latek. Zavérem teoretického uvodu shrnula dosavadni poznatky
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o biologickych vlastnostech vybranych isochinolinovych alkaloidi a jejich strukturné
blizkych kongenerd. V experimentalni ¢asti diplomové prace studentka popsala konstrukci
experimentil a postup jednotlivych analyz. Experimenty byly navrzeny s cilem screeningoveé
stanovit cytotoxickou a antiproliferaéni aktivitu vybranych alkaloidd (chelidonin,
homochelidonin, berbamin a bersavin) v realném ¢ase pomoci ptistroje XCELLigence RTCA,
tyto vysledky ovéfit pomoci metody barveni bunék s Trypanovou modii a zjistit, zda
studované alkaloidy ovliviiuji rist a viabilitu modelovych bun&énych kultur. Zavérem jsou
ziskané vysledky popsany a diskutovany v samostatnych kapitolach 4 a 5. K hodnoceni dat,
které odpovidaji normalnimu rozdéleni pravdépodobnosti, a k uréeni statistické vyznamnosti
rozdilti mezi jednotlivymi skupinami studentka pouzila t-test.

Vysledky xCELLigence prokazaly negativni vliv studovanych latek na dynamiku
buné¢ného rlstu, a tedy i na hodnoty bunééného indexu. Naslednou kvantifikaci absolutniho
poctu bunék a procenta viabilnich bun¢k studentka prokazala inhibi¢ni vliv latek na buné&&nou
proliferaci a indukci bunééné smrti. Podrobnéjsi charakterizace antiproliferaéniho u¢inku bylo
dosazeno metodou analyzy bunééného cyklu. Vysledky procentudlniho zastoupeni bunék
vjednotlivych  fazich bunééného cyklu nasledné odhalily odlisny mechanismus
antiproliferatniho plsobeni na bunétné Grovni. Zavérem konstatuji, Ze predsevzaty cil
diplomové prace byl splnén. Prace dokumentuje dulezitost pritokové cytometrie pro piesné
urceni vlivu alkaloidi na naddorové bunky a zaroven pfinasi nové poznatky o studovanych

latkach. Pouzitd literatura je aktualni. Pocet cita¢nich prament je dostate¢ny.

Jako Skolitel povazuji praci za uspésné vykonanou a doporuduji k obhajobé

se znamkou vyborné.

V Hradci Kralové dne 22. kvétna 2017

RNDr. Radim Havelek, Ph.D.
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