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Konkrétni pripominky a dotazy (moZno pripojit samostatny list)

Pfipominky a otazky bych rozdélil do nékolika skupin.
Nejvice piipominek je asi technického razu souvisejici se zpracovanim a naslednou
interpretaci ziskanych dat:

1.V kapitole 3.1.1 neni uvedena koncentrace penicilinu a streptomycinu.
2. 'V kapitole 3.1.2 jsou uvedeny dva typy silikonového oleje. Dale v experimentélni ¢asti jiz
neni uvedeno, kdy se ktery pouziva.
3. Uvital bych diikladnéjsi vypis chemikalii v kapitole 3.1.2. Spousta chemikalii je doddvana
v rizné Cistot€ (kvalit€) z rtiznych zdroji, proto bych uvadél pro uptesnéni i katalogova
Cisla. napt. inhibitory fosfatas od firmy Roche. Neni jasné, jestli se jedna o n&jaky kokteil,
nebo smés specifickych ¢inidel.

Por. Cislo Kritérium hodnoceni Body (0-5)

1 Ucelenost a aktualnost reSersni casti prace 4

2 Kvalita Gvodni €asti prace (mnozstvi pouzitych pivodnich 4
pramennych zdroju, vhodnost vybéru)

3 NaplInéni cila prace 5
Logika postupu pfi vlastni reSerSni nebo experimentalni praci

5 Uplnost popisu pouzivanych metodik a postupu 4

6 Uroveri zpracovani vysledku (vhodné pouzivani grafu a tabulek 4
atd.)

7 Adekvatnost interpretace ziskanych vysledkii a jejich diskuse 3

8 VystiZznost souhrni prace v ceském a anglickém jazyce 4

9 Graficka uprava textu a obrazku 4

10 Jazykova a stylisticka uroveri, respektovani platného nazvoslovi | 4

11 Spravnost a tplnost legend u obrazku a tabulek (srozumitelnost 2
bez zietele k ostatnimu textu, vysvétleni znacek, jednotky
uvadénych velicin)

12 Spravnost pouzivani citaénich odkazu (pfitomnost necitovanych | 4
udaju, dodrzovani jednotného stylu citaci, pouzivani oficialnich
zkratek ¢asopisu)

Celkem bodu 46

max
60




10.

11.

Kapitola 4.1 tykajici se charakteristice pouzitych bunék pati do materialu (kapitola 3.1.1).
Nejedna se o vysledky.

U popisku obrazku 11 chybi ¢iselné vyjadieni statistické vyznamnosti jako je tomu u
dal$ich obrazku.

U popisku obrazku 12 je vysvétleni statistické vyznamnosti symbolem k¥izku (#), ktery se
v grafu ale nevyskytuyje.

U popisku obrazku 19 a déle je vysvétleni statistické vyznamnosti symbolem ,,nerovna se*
(#), ktery se v grafu ale nevyskytuje.

U popisku obrazku 19-23 je uvedeno, ze byl studovéan efekt latek na viabilitu, zatimco
kapitoly se vénuji vlivu latek na Zivotnost.

U obrazku 26 bych uvital pfizptisobeni rozsahu osy Y k prezentovanym datiim, tak aby
byla dostate¢né Citelnd. Navic obé tabulky by mély mit stejny rozsah osy Y pro lepsi
vzajemné porovnani.

V kapitole 4.10 nesedi potadi prezentovanych obrazki. Nejdfive je odkaz na obrazek 29 a
30 apak na 27 a 28.

U popisku obrazku 32-33 neni uvedena testovana koncentrace studovanych latek ani ¢as
pusobeni! U prezentovanych fotek je velikost 20 pM méfitka pokazdé jiného rozsahu. Pro
vz4jemné porovnani morfologie jader by mély byt vechny fotky stejné velké a se stejnym
zvétSenim.

Konkrétni otazky k experimentalni ¢asti a zpracovani:

8

2,

Byl vkapitole 3.2.1 pouzit RIPA pufr jen sinhibitory fosfatas jak uvadite nebo i
inhibitory proteas?

V jakém experimentalnim uspofadani (desti¢ky, panely) probihal test v kapitole 3.2.8
(stanoveni bunécné proliferace a viability)? Piekvapuje mé pouZiti vysokého mnoZzstvi
MTT, ktery se pfidavd k2 ml bunék. Jaky je divod pro¢ se dany test nedélal ve
standardizovaném uspotadani v 96-jamkovém panelu?

. Jak si vysvétlujete vysledky z WB, obrazek 10a? Pro¢ u bunék A549 je zfetelny vysoky

band proteinu ABCC1 oproti tizkému prouzku (bandu) u bunék K562?

U popisku obrazku 11 a déle piSete o tom, Ze vysledky jsou primérnymi hodnotami ze 3
méfeni. Jednd se o troji méfeni stejného vzorku na MS nebo t¥i nezavislych vzorki
ovlivnénych bunék?

Obrazky 15-18 ukazuji WB exprese NRF2 v riznych experimentech. V popiscich je
uvedeno, ze vysledky v grafu jsou primérnou hodnotou ze 3 méfeni. Jedna se o 3
kvantifikace programem Image J nebo 3 WB? Kvantifikace obrdzku 18a je nevhodna
vzhledem k nekonzistenci pozadi exprese NRF2 z divodu sklddaného obrazku z vicera
riznych expozic, mozna i experiment.

Pro¢ je v kapitole 4.3 studovan vliv verapamilu a chrysinu na intracelularni obsah GSH po
3 a 6 hodinéch, kdyZ v ptedchozi kapitole 4.2 je studovan vliv na eflux GSH po 24 h?
Pro¢ byl vliv studovanych latek na proliferaci a viabilitu pomoci MTT testu stanoven
zrovna po 48 hodinach. V literatufe se setkavame vétsinou se sledovanim G¢inku po 24
nebo 72, popiipadé 96 h?

V kapitole 4.11 je uvedeno, Ze bylo pocitano mnoZstvi apoptotickych bun&k pod
mikroskopem vzhledem k burikdm neapoptotickym. Jakym zpiisobem to bylo provadéno
(okem, softwarem, absolutni pocet v zorném poli)?

Dalsi otazky k diplomové praci:

1.

V teoretické Casti predlozené prace autorka vcelku vécné vysvétluje princip kolateralni
senzitivity a jeji vztah kexpresi a roli bunénych transportéri a vztahu k regulaci
oxida¢né-reduk¢ni rovnovéze buriky. Tyto poznatky vyuziva v experimentalni praci, kde




studuje vliv verapamilu a chrysinu na dvé bunééné linie liSici se expresi jednoho
z transportéri. Nebylo by lepsi pouzit bunééné linie, u kterych byla prokédzana zvySena
exprese transportérii po vytvofeni resistence na néjaké 1é¢ivo tak, aby se dala porovnat
citlivost na studované latky u parentalni linie a linie resistentni? Tyto postupy jsem nasel i
v citované literatufe stejné¢ tak i alternativu, pfipadnou transfekci parentdlnich bunék
plasmidem pro expresi jednotlivych transportéri. Navrhovany zptsob by tak dovolil
vyhodnoceni parametru selektivity nebo RR (resistence ratio) vypoéteny jako podil ICs
parentalni vii¢i resistentni linii (J Med Chem. 2011 Jul 28;54(14):4987-97; Biochemical
Pharmacology 90, 235-245).

2. Pro¢ bylo v této préci pouzito pravé verapamilu a chrysinu? U verapamilu uvadite, Ze je
zastupcem prvni generace a problémem je jejich nizka specifita, pomérné nizk4 G¢innost a
toxicita v davkach potiebnych pro inhibici. Pro¢ nebyly pouzity MDR modulatory tieti
generace jako elacridar, laniquidar, zosuquidar a tariquidar vykazujici vysokou specifitu a
nizkou toxicitu?

3. U kterych latek v souvislosti skolaterdlni sensitivitou byla prokdzdna funkce
chemosenzitizéru, kdy dojde k redukci expresi P-gp a nador se stanu znovu citlivy na
konven¢ni chemoterapeutika, jak ukazujete na obrazku 6? Je zndmo toto u verapamilu a

chrysinu?

ek Jorda, Ph.D.
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