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Cílem pŤedloŽené diplomové práce bylo studium metabolizmu hepatocytti potkana

poškozen;fch thioacetamidem v primárních kulturách a popsat ričinek thioacetamidu na
hepatocyty in vitro ana izolované mitochondrie pomocí měŤení aktivity laktátdehydrogenézy
v kultivačním médiu, produkce malondialdehydu a urey' WST.I testu' vysokoričinné
respirometrie a měŤení mitochondriálního membránového potenciálu. Posledně jmenovanou

metodu měla autorka diplomové práce optimalizovatpro podmírrky laboratoŤe.

Diplomová práce má rozsah 91 stran, je vhodně doplněna 27 obrézky a grafy a 2
tabulkami. Je dokladována |21 citacemi publikovanymi v zabtartičních i českych odborn;ich

časopisech. Práce je klasicky členěna, v literárním pŤehledu autorka na 25 stranách pŤedkláďá

souhrnné informace o morfologii a fyziologii jater, o mechanizmu toxického poškození jater

s d razem na rilohu mitochondrií a o modelovém hepatotoxinu thioacetamidu. Metodická část

je pŤehledně zpracovaná a dokazuje, že autorka je schopna samostatně provádět izo|aci
jaterních mitochondrií a měŤení nejen biochemic\fch parametr , ale i stanovení

mitochondriálního membránového potenciálu pomocí methylesteru tetramethylrhodaminu,

reaktivních forem kyslíku (RoS) pomocí sondy 5.(6) chlorom ethy!.2, ,7,-
dichlorodihydrofluoresceindiacetátu (CM.H2DCFDA) a spotŤeby kyslíku
permeabilizovan;imi hepatocyty a izolovanymi mitochondriemi pomocí vysokoričinné
respirometrie. V;fsledková část je uvedena na 10 stranách a dobŤe dokumentuje získaná data.

Diskuse je koncisní a závěr práce pŤehledně shrnuje dosažené qfsledky. Práce je po odborné

stránce velice kvalitní, bohužel obsahuje Ťadu pŤeklep (hydroxylov1i radikál označen jako

,,oH.,, místo ''.oH.., ,,nekaptÓzď, místo ,,nekroptÓzď,, ,,prednizo1.. místo ,,prednizo1on..)'
nejednotnosti v názvosloví (,,o.phthalaldehyd.. vS ,,o.ftalaldehyd.., ,,g1utation.. VS

,,glutathion..), gramatickfch chyb (napŤ. opakovanázžlměna slovesa,,véSt.. za slovesO ,,véZt,,,

chyba ve slově ,,sukcinil.. (na str. 55) a mnoho interpunkčních chyb v celém textu).

V seznamu použité literatury chybí 2 citace (Fitzhugh a Nelson (1948), Seglen (|976)).

K práci mám následující pŤipomínky a dotazy:

1. Ke zkratkám mám pouze formální pŤipomínky. GS. není thiylov;i radikál, jak

autorka uvádí, ale jde o glutathiylov1i radikál. Podobně H* není vodíkoqi proton,

ale jde buď o proton, nebo o vodíkov;i kation. Ve vysvětlivce zkratky ,,HCV..
chybí, že jde o virus hepďitidy ,,C,,. Ve zl<ratkách rovněž chybí vysvětlení

některychběžnych zk'ratek ,,TNF.., ,,HDL,,, ,,LDL.., ,,VLDL,, a,,GIT.., které jsou

v textu používány.



Na straně 18 je uvedeno, že,,Endotelové buřky ... jsou schopny endocytovat

částice do velikosti 0,1 mm... Správně je samozŤejmě do 0,1 pm.

Na strané 34 píšete: ,,Pro aktivaci tohoto transportu (myšleno RaM transport Ca2*

do mitochondri)je nutná koncentrace cytoplazmatického Cď* 200-300 nmo1/1... o
větu dále však píšete: ,,Naopak u RaM je typické, že reaguje na malé, ale rychlé
zmény koncentr ace Cď*. RaM je akÍivován cyto p\azmatickou hladinou Cď* < 100

nmolil ...... Mohla byste tento rozpor vysvětlit?

V kapitole 2.7 ,,Klinické projevy jaterního poškození,, na str. 26 _ 28 popisujete

virovou hepatitidu, círhÓzu, steatÓzu, cholestťzu a nádory jater. Zmého pohledu

lékaŤe je nutné upŤesnit, Že klinick;imi projevy jaterního poškození se obvykle

myslí žloutenka, tmavá moč, acholická stolice, pruritus apod.

V textu pod obr. 19 na str. 66 chybí vysvětlivka pro ,,**''. Dále je rozpor mezi

texty uvádějící p<0,001 v kapitolách ,,4.3 WST.I test'' (str. 66), ,,4.4 Produkce

urey hepatocyty,' (str. 67) a,,4.5 Stanovení koncentrace malondialdehydu'' (str. 68)

a pŤíslušn;imi grafy, kde udáváte p<0,0001 (obr. 20,21 a 22 na str. 67 a 68).

Mohla byste to vysvětlit?

V grafu ,,Stanovení aktivity LDH.. (obr. 19 na str. 66) jsou uvedeny hodnoty

aktivit LDH v médiu od cca 0,5 do 1,5 IU/l. V našich pokusech jsou však obvyklé

aktivity LDH v kultivačním médiu v Ťádu stovek IUIL, mohla byste vysvětlit drivod

Vámi naměŤen y ch nizk;ich aktivit?

Na str. 75 píšete, že ,,Glutathion je vyznamny protein, Mohla byste své

tvrzeni okomentovat?

Na str. 76 uvádíte: ,,Tento ribytek intracelulárního GSSG mriže byt, částečně

zp soben jeho vazbou na proteiny... Mohla byste b|íŽe vysvětlit tento

mechanizmus?

V práci uvádíte, že kontrolní hepatocyty obsahovaly 88 oÁ z celkového glutathionu

ve formě GSH (str. 68). Jak;i byl poměr GSH ku celkovému glutathionu

v hepatocytech poškozenych thioacetamidem?

PŤes uvedené pŤipomínky konstatuji, že diplomová práce Bc. Lenky Hařáčkové je

velmi zdaŤilá a splřuje cíle uvedené v zadání. a proto ji jednoznačně doporučuji k obhajobě

a z drivodu poměrně častych pŤeklepri a formálních chyb ji hodnotím:
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