Oponentsky posudek doktorské disertaéni prace Mgr. Elisky Stejnarové:

Vliv obsahovych litek vybranych taxoni vysSich rostlin na trombocytarni agregaci

Predlozena disertani prace pfispiva k systematickému vyzkumu sekundarnich metaboliti
rostlin z ¢eledi Asteraceae na trombocytarni aktivitu (antiagrega¢ni a antioxidacni ucinky).
V praci byly testovany sumarni extrakty z 32 druht této taxonomické jednotky. Antiagregacni
aktivita byla hodnocena na lidskych trombocytech in vitro u parchy saflorové pii vyuziti
nékolika agonisti (arachidonova kyselina, ADP, kolagen, trombin). Zadny z testovanych
taxonil nevykazoval proagregacni efekt. Podstatnou Casti prace byla ptiprava extrakt z listd
parchy a nasledna izolace latek s vyuzitim chromatografickych postupt a sledovanim jejich
antiagregacnich ucinku (sledovani ICsp).

Prace je formalné pfimétené rozsahla (cca 135 stran textu, obrdzki, tabulek a pfiloh).
Zahrnuje vedle popisu a zhodnoceni soucasného stavu znalosti ve studované problematice
fadu postupi vyuzitych Vv experimentdlni c¢innosti doktorandky, sméfujicich zejména
k vyhodnoceni latek ze skupiny guajanolidi a flavonovych aglykond, postupné izolovanych
z vySe uvedeného rostlinného zdroje (pro oponenta neznalého botaniky je obr. 6 rostliny na
str. 46 velmi uzite¢ny) .

Prace je Clenéna tak, Ze tfistrankovy ivod uvadi natolik dostate¢né do problematiky, Ze mize
byt ndsledovan z n¢j vyplyvajicimi cili a poté je ¢tendi podrobné seznamen v tzv. ,,teoretické
¢asti s aktualnim stavem znalosti jak ve vyuziti dale pouzitych metod (morfologie a funkce
trombocytl,, hemostaza, antiagregancia atp.). Tato ¢ast je velmi rozsahla a pfispiva vyznamné
k celkovému poctu citovanych a v praci vyuzitych literarnich odkazd (jichz je celkem asi
250). Tato Cast je zaroven pro orientaci v dalsim pracovnim postupu, metodach a cilech
uzitecnad, 1 kdyz nékteré jeji ¢asti jsou V podstaté ucebnicového ptivodu (hemostaza...).

Pied Experimentalni ¢asti (6) jsou zvlast uvedeny Metodiky a material (5, 11 stran), avSak
i experimentalni ¢ast (11 stran) se pak k jednotlivym postuptim vraci. Zvlast je pak uvedena
sedmistrankova kapitola Vysledky (7). Diskuse (8, 13 stran) je hodnotnou ¢asti prace a
dosazené vysledky jsou odpovidajicim zpuisobem srovnavany s literaturou.

Nékteré poznamky a dotazy:

Celkové v praci hodnotim velmi pozitivné rozbor soucasného stavu problematiky vcetné
poctu citovanych praci. Nejsem si vsak jist, zda bylo tieba uvadét ucebnicové udaje typu
tabulky 1 (pfehled koagulaénich faktorti) nebo obr. 2 (piehled mechanismu hemokoagulace).
Zda se, ze dale uvadéné mechanismy U¢inkli antiagregancii k témto Gdajim nemaji piimy

vztah.



V obr. 3 na str. 25 je jako jeden ze smérii metabolismu kyseliny arachidonové chybné uveden
wlipotoxin®. Spravné ma byt lipoxin.

Co se tyka cila prace, mozna by bylo formalné¢ vhodngjsi jako cil uvést jen vlastni
vyhodnoceni ucinki latek, zatimco fada dalSich piedchazejicich bodl predstavuje spisSe dilci
kroky na cesté k tomuto cili. Obdobné tomu by byly uzitecné (vedle souhrnu) struéné zavéry
prace.

V experimentalni praci doktorandka vyuzila standardni postupy ziskdni materialu, Cisténi a
izolace struktur. Vlastni metoda sledovani ucinku latek s vyuzitim trombocyti a jejich
agregace se zda byt jednoducha a pfitom piinasejici vysledky. Zajimavé by bylo mozna
sledovat, jak se v prub¢hu ptisobeni agonistli a zasahu latek s potencialnimi antiagrega¢nimi
ucinky méni napt. distribuce vapenatych iontll v trombocytech, coz by ovSem znamenalo
zavést pomérné naroénou metodu vyuzivajici fluorescen¢niho ¢inidla (napi. FURA-2).
Dotazy:

Metody — str. 53: jaky byl rozmér sloupci piipravenych a pouzitych pro sloupcovou
chromatografii?

- V praci byly nalezeny u latek LC-1,... — LC-5 napf. rozdily v antiagregacni aktivité pfi
pouziti riiznych agonisti. Bylo by mozno (za ptedpokladu, ze mechanismus ptisobeni téchto
agonisti je na molekularni Grovni znam) alesponl uvazovat na zakladé téchto vztaht (tj.
rozdill mezi U¢inkem jednotlivych latek pii pouziti konkrétniho agonisty a rozdilu mezi
intenzitou efektu pii pouziti rGznych agonisti u konkrétni latky), jaky je mechanismus
nalezeného antiagregacniho uc¢inku (opét na molekularni trovni - podobné, jako je to uvedeno
v piehledu jiz znamych antiagreganicii v ,.teoretické ¢asti®)?

- Autorka disertace d¢kuje na zacatku pisemného elaboratu fadé spolupracovnikl za dilci
pomoc pii vypracovani této prace. Prosim o konkrétni vyjadfeni podilu doktorandky na

ziskani vysledki prace.
Zavér:

Prace spliuje jak svym rozsahem, tak dosazenymi vysledky a jejich hodnocenim pozadavky,

kladené na disertacni praci a doporucuji ji k obhajob¢.

V Hradci Kralové 15. 9. 2010 Prof. MUDr. Jaroslav Drsata, CSc. oponent



