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Oponentsky posudek na diplomovou praci: ,,Optimalizace zpracovdni jaterni tkdné
pro fluorimetrické stanoveni glutathionu* autorky Bc. Stépanky Maaskové. Vedouci

diplomové prace byl RNDr. Tomas Rousar, Ph.D.

Cilem ptedlozené diplomové prace bylo optimalizovat preanalytické zpracovani
biologickych vzorkl jater potkana pro fluorimetrické stanoveni redukovaného glutathionu
(GSH). Konkrétné se pak jednalo o sledovani vlivu teploty skladovani vvjmutych jater,
teploty pii homogenizaci a druhu homogenizace, teploty skladovani homogenati a druhu
deproteinacniho ¢inidla na zmétenou koncentraci GSH ve vzorku.

Diplomova prace ma rozsah 75 stran, je doplnéna 9 obrazky, 12 grafy a 16 tabulkami
(z nichz je 9 v ptiloze). Je dokladovana 81 citacemi publikovanymi v zahrani¢nich i ¢eskych
odbornych casopisech, knihach a na webovych strankach. Prace je klasicky c¢lenéna,
v literarnim piehledu autorka na 23 stranach ptedkldda souhrnné informace o reaktivnich
formach kysliku a dusiku, antioxida¢nim systému bun€k s dirazem na glutathion (struktura,
formy, syntéza, funkce a metabolismus) a na moZnosti stanoveni obsahu glutathionu
v biologickych vzorcich. Metodicka ¢ast je ptehledné zpracovana a soustied’uje se zejména na
zpracovani vzorku ke stanoveni glutathionu a vliv n€kterych podminek pii pfipravé vzorku na
vyslednou koncentraci GSH, jak bylo zadano v pokynech pro zpracovani diplomové prace.
Vysledkova ¢ast je uvedena na 9 stranach a dokumentuje vliv nékterych faktori na zméfené
koncentrace GSH. Diskuse je koncisni, zavér prace piehledné shrnuje dosazené vysledky a
citace spliuji citacni normy. Prace je pfes nekteré drobné nedostatky po formdlni a odborné

strance kvalitni.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1. Nekteré zkratky jsou pouzity v textu, ale nejsou uvedeny v ,,Seznamu pouzitych
zkratek* (UV, GC-MS, MAPEGs).

2. Na str. 22 piSete, Ze ,cystein je syntetizovan z methioninu ... za pfispéni
pyridoxinu a vitaminu B6*“. Mohla byste toto tvrzeni upiesnit?

3. Vysvétlete, prosim, jakym zpisobem vede pfima reakce cysteinu s volnymi

radikaly ke vzniku oxidovaného glutathionu (GSSG), jak uvadite na str. 23- 24?




4. Mohla byste okomentovat ne zcela presné tvrzeni (str. 24) ,,Konjugaci glutathionu
s elektrofilnimi slou¢eninami katalyzuje enzym GST, coz ma za nasledek
urychleni exkrece toxickych latek ledvinami‘?

5. Na stran€ 42 piSete, ze ,jste vlastni homogenizaci provadéli homogeniza¢nim
roztokem, ...“, ale nepiSete, zda byla homogenizace provadéna pistovym ¢&i jinym
homogenizatorem a za jakych podminek?

6. Na str. 43 by bylo vhodné doplnit citaci Vaseho $kolitele, podle které jste délala
fluorimetrické stanoveni glutathionu.

7. Vzhledem k rovnici uvddéné v grafu 2 na str. 49 jisté nejde o kalibraéni piimku,
jak piSete.

8. Velice zajimavym vysledkem, ktery jste zjistila, je zvySeni obsahu GSH ve
vzorcich jater po 3 hodinach na ledu oproti stavu po 30 a 60 minutdm. Opakovala
jste tento pokus vicekrat, resp. neméfila jste i pomér GSH/GSSG ve vzorcich?
S timto dotazem souvisi i tvrzeni v diskuzi, které se odkazuje na oxidaci GSH pii
tepelném Soku pii skladovani jater na ledu. Myslite si, Ze k teplotnimu Soku
nedochdzi pii homogenizaci jater, protoze zde je, jak jste zjistila, vyhodn&jsi
homogenizace na ledu oproti pokojové teploté.

9. Nastr. 53 v grafu 7 je u 3. vzorku oc¢ividné vyznamny pokles GSH pii laboratorni
teploté oproti ledu, nicméné neuvadite zde, Ze by byl signifikantni. Opravdu je
tento pokles statisticky nevyznamny?

10. Dokazala byste odhadnout, jaky zlomek signalu pfi fluorimetrickém méfeni GSH

mohou tvofit proteiny v deproteinovaném vzorku?

Ptes uvedené piipominky konstatuji, Ze diplomova prace Be. Stépanky Matidskové je

zdafilda a spliiuje cile uvedené v zaddni, a proto ji doporucuji k obhajobé

a hodnotim ji:
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V Hradci Kralové 27. 5. 2013 MUDr. Otto Kucera, Ph.D.




