Oponent: MUDr. Otto Kucera, Ph.D.

Oponentsky posudek na diplomovou préci: ,,Studium energetického metabolizmu
hepatocytii poSkozenych thioacetamidem v podminkdch in vitro“ autorky Bc. Lenky
Hafiackové. Vedoucimi diplomové prace byli RNDr. Toma$ Rousar, Ph.D. a Mgr. Pavla
Stanikkova, Ph.D.

Cilem pfedloZzené diplomové prace bylo studium metabolizmu hepatocyti potkana
poSkozenych thioacetamidem v primarnich kulturdch a popsat u¢inek thioacetamidu na
hepatocyty in vitro a na izolované mitochondrie pomoci méfeni aktivity laktatdehydrogenazy
v kultivatnim médiu, produkce malondialdehydu a urey, WST-1 testu, vysokouginné
respirometrie a méfeni mitochondridlniho membranového potencialu. Posledné jmenovanou
metodu méla autorka diplomové prace optimalizovat pro podminky laboratofe.

Diplomova prace ma rozsah 91 stran, je vhodné doplnéna 27 obrazky a grafy a 2
tabulkami. Je dokladovana 121 citacemi publikovanymi v zahrani¢nich i éeskych odbornych
Casopisech. Prace je klasicky ¢lenéna, v literarnim ptehledu autorka na 25 stranach piedklada
souhrnné informace o morfologii a fyziologii jater, o mechanizmu toxického poSkozeni jater
s dlirazem na ulohu mitochondrii a 0 modelovém hepatotoxinu thioacetamidu. Metodicka ¢ast
je pfehledné zpracovand a dokazuje, Ze autorka je schopna samostatné provadét izolaci
jaternich mitochondrii a mé&feni nejen biochemickych parametri, ale i stanoveni
mitochondridlniho membranového potencidlu pomoci methylesteru tetramethylrhodaminu,
reaktivnich ~ forem  kysliku (ROS) pomoci sondy 5-(6) chloromethyl-2",7'-
dichlorodihydrofluoresceindiacetatu (CM-H2DCFDA) a spotieby kysliku
permeabilizovanymi hepatocyty a izolovanymi mitochondriemi pomoci vysokotéinné
respirometrie. Vysledkova ¢ast je uvedena na 10 stranach a dobie dokumentuje ziskand data.
Diskuse je koncisni a zavér prace prehledné shrnuje dosazené vysledky. Prace je po odborné
strance velice kvalitni, bohuZel obsahuje fadu pieklepti (hydroxylovy radikal oznaden jako
,»OH-,, misto ,;OH", ,nekaptéza“ misto ,,nekroptéza“, ,prednizol” misto »prednizolon®),
nejednotnosti v nazvoslovi  (,,o-phthalaldehyd“ vs ,o-ftalaldehyd”, ,glutation® wvs
»glutathion®), gramatickych chyb (napi. opakovana zdmeéna slovesa ,,vést* za sloveso ,,vézt*,
chyba ve slové ,sukcinil“ (na str. 55) a mnoho interpunkénich chyb v celém textu).

V seznamu pouzité literatury chybi 2 citace (Fitzhugh a Nelson (1948), Seglen (1976)).

K praci mam nésledujici pfipominky a dotazy:

1. Ke zkratkhm mam pouze formalni pfipominky. GSe neni thiylovy radikal, jak
autorka uvadi, ale jde o glutathiylovy radikal. Podobn& H' neni vodikovy proton,
ale jde bud’ o proton, nebo o vodikovy kation. Ve vysvétlivce zkratky ,,HCV*
chybi, Ze jde o virus hepatitidy ,,C*“. Ve zkratkach rovnéz chybi vysvétleni
n&kterych béznych zkratek ,,TNF*, ,HDL®, ,LDL*, ,VLDL* a ,,GIT*, které jsou

v textu pouzivany.



2. Na stran¢ 18 je uvedeno, ze ,,Endotelové buriky ... jsou schopny endocytovat
¢astice do velikosti 0,1 mm®. Spravné je samoziejmé do 0,1 pum.

3. Na strané 34 pisete: ,,Pro aktivaci tohoto transportu (mysleno RaM transport Ca’*
do mitochondrif) je nutna koncentrace cytoplazmatického Ca*" 200-300 nmol/L.« O
vétu déle vSak piSete: ,,Naopak u RaM je typické, Ze reaguje na malé, ale rychlé
zmény koncentrace Ca>". RaM je aktivovan cytoplazmatickou hladinou Ca®* < 100
nmol/l ...“. Mohla byste tento rozpor vysvétlit?

4. 'V kapitole 2.7 , Klinické projevy jaterniho poskozeni“ na str. 26 — 28 popisujete
virovou hepatitidu, cirhézu, steatozu, cholestdzu a nadory jater. Z mého pohledu
lékafe je nutné upfesnit, ze klinickymi projevy jaterniho poskozeni se obvykle
mysli Zloutenka, tmava mo¢€, acholicka stolice, pruritus apod.

5. Vtextu pod obr. 19 na str. 66 chybi vysvétlivka pro ,,**”. Dale je rozpor mezi
texty uvad¢jici p<0,001 v kapitolach “4.3 WST-1 test” (str. 66), “4.4 Produkce
urey hepatocyty” (str. 67) a “4.5 Stanoveni koncentrace malondialdehydu” (str. 68)
a prislusnymi grafy, kde udavate p<0,0001 (obr. 20, 21 a 22 na str. 67 a 68).
Mohla byste to vysvétlit?

6. V grafu ,,Stanoveni aktivity LDH® (obr. 19 na str. 66) jsou uvedeny hodnoty
aktivit LDH v médiu od cca 0,5 do 1,5 IU/I. V naSich pokusech jsou vSak obvyklé
aktivity LDH v kultivaénim médiu v fadu stovek IU/l, mohla byste vysvétlit divod
Vami namétenych nizkych aktivit?

7. Na str. 75 piSete, Ze ,,Glutathion je vyznamny protein, ...“. Mohla byste své
tvrzeni okomentovat?

8. Na str. 76 uvadite: ,,Tento ubytek intracelulirniho GSSG muZe byt &asteéné
zpisoben ... jeho vazbou na proteiny.“ Mohla byste blize vysvétlit tento
mechanizmus?

9. 'V préci uvadite, Ze kontrolni hepatocyty obsahovaly 88 % z celkového glutathionu
ve form¢ GSH (str. 68). Jaky byl pomér GSH ku celkovému glutathionu
v hepatocytech poskozenych thioacetamidem?

Ptes uvedené pfipominky konstatuji, Ze diplomova prace Be. Lenky Hanackové je

velmi zdafild a splfiuje cile uvedené v zaddni, a proto ji jednoznaéné doporucuji k obhajobé

a z divodu pomérné Castych pieklept a formalnich chyb ji hodnotim:

Vyborné-M //. :

V Hradci Kralové 20. 5. 2010 MUDir. % Kugera, Ph.D.



