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Diplomova prace Bc. Lenky Tiché je zaméfena na studium neurotoxicity tézkych kovi
v podminkach in vitro pomoci modernich bioanalytickych metod.

Hlavnim cilem prace bylo charakterizovat cytotoxické plsobeni CdCl> a HgCl
pomoci bioanalytickych a pokrocilych mikroskopickych metod a porovnat vysledky
neurotoxického pusobeni téchto kovi u lidské neuroblastomové bunécné linie SH-SYSY.
Autorka se rovnéz vénovala optimalizaci kultiva¢nich podminek bunécéné linie (konkrétné
denzity) a také porovnavala toxické ucinky kadmia a rtuti s i¢inky biogenniho zinku.

Prace ma rozsah 97 stran. Uvodni teoreticka &4st shrnuje mechanismy ptisobeni
kadmia a rtuti na nervové bunky, vénuje se hlavnimu intracelularnimu antioxidantu
glutathionu a déle popisuje bioanalytické metody, které lze vyuzit pro sledovani
neurotoxického uc¢inku tézkych kovii. ZvlaStni pozornost je vénovana stanoveni bunécné
viability, miry oxida¢niho stresu a apoptdzy. Zde si dovolim par poznadmek, které vSak
zasadn€ nesnizuji kvality hodnocené prace. Nékteré informace se zde zbytecné nékolikrat
opakuji a pomérné velka cast je vénovdna metoddm, které nejsou prakticky pouzivany.
Naopak mi zde chybi shrnuti modell vyuzivanych pro studium neurotoxicity t€zkych kovi a
podrobnéjsi charakteristika zvolené bunécné linie SH-SYSY. To je zminéno aZ pozdéji
v diskusi. Na str. 21 je uvedeno: ,,Jako indikator mitochondrialni funkce mize slouzit enzym
cyklooxygendza, protoze jeji dysfunkce zvySuje tvorbu ROS a zhorSuje energeticky
metabolismus (Wang and Du, 2013).“ Nejedna se o enzym cyklooxygenazu, ale cytochrom c
oxidazu. Za toto nedorozumeéni vSak nesou vinu i autofi citované prace, kteii uvedli pouze
zkratku COX bez vysvétleni. Stanoveni produkce ROS bych mozna nezatazovala do
podkapitoly moznosti stanoveni apoptdzy, ale to je pouze osobni nazor. Jinak je teoreticka
¢ast zpracovana piehledné a je vidét, Ze se autorka vénovala tématu intenzivné, coz doklada i
uctyhodnymi 146 citacemi praci publikovanych pievazné v zahrani¢nich odbornych
casopisech. Text teorie je vhodné doplnén 11 obrazky a schématy.

Z vlastniho postupu prace je patrné, Ze jeji Casovd ndroCnost byla zejména diky
potiebé kontinualni kultivace bunécné linie pomérné vysoka. PouZzité metodiky jsou popsany
struéné a dostatené, jen pozor na uvadéné jednotky zasobnich a pracovnich roztoki
(konkrétn€ Hoechst 33258). Vysledky jsou prezentovany pomoci piehlednych grafi, tabulek a
kvalitnich mikrofotografii bunék a jsou vhodné diskutovany v kontextu s dostupnou odbornou
literaturou. Opét si dovolim jen par drobnych poznamek. Autorka v diskusi uvadi: ,,Dle
tvorby vychlipek na membrané bunék SH-SYSY Ize uvazovat, Ze se jedna o tzv. bleby, které
znaci, ze by zde mohla probihat apoptoticka bunécnd smrt. O apoptdze vyvolané pisobenim
kadmia hovoti také n€kolik dalSich studii (Branca et al., 2018; Kim et al. 2013). N¢které
vyzkumné prace ale po intoxikaci CdCl, zaznamenaly u bun¢k SH-SYSY zaroven indukci



apoptozy 1 nekrézy.“ Blebovani membrany je sice znakem apoptozy, ale muze piedchazet i
nekréoze. Domnivam se, ze na zakladé pouzitych metod nelze jednoznacné urcit, jakym
konkrétnim typem smrti buiiky pfevazné umiraji. Déle se v diskusi piSe: ,,Zde uvazujeme o
moznosti nekrotické bunécné smrti, jelikoz i podle zdznamu morfologické analyzy v redlném
case pii koncentraci 200 pM HgCl, dochazi béhem prvnich nékolika desitek minut k bunééné
smrti a oddéleni bun¢k od kultivaéniho povrchu. Je tedy mozné, Ze neurotoxicita rtuti
zahrnuje oba typy bunétné smrti a typ bunécné smrti mize také zaviset na koncentraci

HgCL*“. Na to by se dalo Fct vzhledem k tématu prace — na to vemte jed @)! (plati ale, Ze by
pro odliSeni nekrézy a apoptézy mély byt pouzity i dalsi metody, které autorka zmifuje v
teoretické casti). Po formalni strdnce ma prace velmi dobrou uroven a jeji usporadani je
ptehledné. Z jazykového hlediska je prace napsdna srozumitelné a mnozstvi preklepd,
gramatickych chyb a neobratnych vyjadieni je minimdlni. Po praktické a odborné strance je
prace zdafil4 a je pfimétené¢ho rozsahu.

Otazky do diskuse pro autora:

1. Vuvodu pisete: ,,Pro testovani neurotoxicity je s vyhodou pouzivan model lidské
neuroblastomové linie SH-SYS5Y.* Zajimalo by m¢ tedy s jakou vyhodou? Jaka je
metabolickd charakteristika této linie a jak se li§i od priméarnich neuronti? Které
pasaze jste pouzivali pro experimenty?

2. Je znamo, Ze v metabolismu 1 poSkozeni neurond hraji vyznamnou roli gliové
bunky. PouZivaji se pro studium neurotoxicity in vitro i ko-kultury neuronti a glii?

3. Na obr. 13 v ptipad¢ 25 uM HgCl se zda, Ze je ve vSech Casovych intervalech
inkubace vyrazné niz§i pocet bunék. Jednd se o efekt HgCl, nebo byla ve
uM HgClz po 24 hodinach se zdéa pocet bun€k srovnatelny s kontrolni skupinou.

4. Oceniuji, ze jste si vramci diplomové priace musela osvojit fadu metod.
Neuvazovali jste také napt. o zobrazeni mitochondrii event. o méfeni LDH jako
znaku nekrozy? Préace je pckna a urcité by stalo za to v ni pokracovat.

Oponovana diplomova prace spliiuje vytyCené cile uvedené v zadani, zpracovava
problematiku neurotoxicity tézkych kovl in vitro srozumiteln€ a po obsahové strance je
kvalitnim dilem. Natomto zéklad¢ tedy diplomovou praci Bec. Lenky Tiché

doporucuji k obhajobé.
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