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Aktualnost zvoleného tématu

Studentka se ve své praci zabyvala porovnanim kultivace primarnich hepatocyti v monovrstveé
a sendviCovém usporddani, modelem steatdzy v primarni kultufe hepatocytl vyvolané
kyselinou palmitovou a olejovou, hodnocenim ochranného ucinku epigalokatechingalatu na
hepatocyty v primarni kultufe vystavené D-galaktosaminu, hodnocenim citlivosti primarni
kultury hepatocytil, u nichz byla navozena steatdza kyselinou palmitovou a olejovou, na toxicky
ucinek D-galaktosaminu, a nakonec hodnocenim ochranného ucinku epigalokatechingalatu na
rozvoj steatdzy v primarni kultufe hepatocytt, kterd byla vyvoldna kyselinou palmitovou a
olejovou. Jedna se o aktualni téma, a jelikoZ v soucasné dobé neni zndma piesna patogeneze
ani cilend 1écba jaterni steatdzy, je kazda prace, ktera fesi tuto problematiku, pfinosna. Zavérem

1ze tedy konstatovat, ze zvolené téma je aktuélni a ptinosné.

Cile prace

Cile prace porovnat kultivaci v monovrstveé a sendvicovém uspotadani, vytvofit model steatozy
v primarni kultufe hepatocytll pridanim kyseliny palmitové a olejové, zhodnotit ochranny
ucinek epigalokatechingalatu na hepatocyty vystavené u¢inkiim kyseliny palmitové a olejové
(navozeni steatdzy) a D-galaktosaminu, a zhodnotit citlivost primarni kultury hepatocytl se
steatdzou vyvolanou kyselinou palmitovou a olejovou na toxicky u¢inek D-galaktosaminu, byly

splnény.

Zvolené metody zpracovani a postup feSeni

Studentka zvolila vhodné metody pro izolaci hepatocytl, urceni jejich viability a hustoty
v suspenzi. Primarni kultury hepatocytii v monovrstvé a sendvicovém uspoiadani zhotovila dle
postupu, ktery je standardni a bézné pouzivanym na pracovisti. K biochemickym testim
zatadila stanoveni aktivity laktatdehydrogenasy uniklé z hepatocytii do kultivaéniho média
diagnostickou soupravou od firmy DiaSys a dehydrogenas (metoda s tetrazoliovou soli),
stanoveni hladiny malondialdehydu (piesnéji latek reagujicich s kyselinou 2-thiobarbiturovou),
hodnoceni tvorby reaktivnich sloucenin kysliku (metoda s CM-H,DCFDA), stanoveni



intracelularni koncentrace glutathionu (metoda Hissina a Hilfa, kdy glutathion reaguje
s ortho-ftaldialdehydem za vzniku fluoreskujiciho derivatu), stanoveni aktivity kaspasy 3
(metoda, kdy kaspasa 3 katalyzuje hydrolyzu N-acetyl-D-E-V-D-7-amino-4-methylkumarinu a
vzniké fluoreskujici 7-amino-4-methylkumarin), stanoveni hladiny albuminu metodou ELISA
(Bethyl Laboratories), stanoveni koncentrace mocoviny (dnes jiz mélo pouzivand metoda
s diacetylmonoximem), triacylglycerolii (enzymatickd metoda s lipoproteinovou lipasou;
Cayman Pharma) a bilkovin (metoda Bradfordové vyuzivajici specifické adsorpce barviva

,Coomassie Brilliant Blue G-250% na molekulu bilkoviny).

Zhodnoceni vysledkii dosaZenych disertantem

Studentka zavedla na pracovisti metodu kultivace primarnich hepatocyti potkana
v sendvi¢ovém usporadani. Uvadi vsak, ze pro ucely studia mechanismi hepatotoxicity a
potencidlnich protektiv na jedno aZz dvoudennich kulturdch by mohla postacovat kultivace
vV monovrstve.

Ptidanim kyseliny olejové a palmitové doslo u hepatocyti k zvySené syntéze
triacylglyceroltl, v ptipadé kyseliny palmitové také k zvysené produkei reaktivnich sloucenin
kysliku, poklesu membranového potencidlu a funkéni kapacity.

Ochranny Uc¢inek epigalokatechingaldtu na hepatocyty vystavené Uc€inkiim
D-galaktosaminu (navozeni hepatotoxicity) a kyseliny palmitové a olejové (navozeni steatdzy)
nebyl prokazan.

Hepatocyty vystavené U¢inkiim kyseliny palmitové a olejové (navozeni steatozy) byly
vice citlivé k toxickému poSkozeni vyvolanému D-galaktosaminem.

Dosazené vysledky jsou piehledné uvedeny v grafech, ptipadné obrazcich. Vysledky
jsou dostateCnym zplisobem okomentovany, porovndny s dostupnou literaturou a vhodné

diskutovany.

Vyznam pro praxi nebo pro rozvoj védniho oboru

Disertacni prace se zabyva problematikou steatézy jater a ucinku epigalokatechingalatu
(hepatoprotektivum) na hepatocyty s navozenou steatézou a hepatocyty vystavené ucinku
toxické latky (D-galaktosamin). Jedna se tedy o praci, kterd méa vyznam v klinické praxi a rozviji
svymi vysledky védni obor hepatologie.

Publikacni aktivita disertanta

Studentka Mgr. Alena Moravcova je autorkou nebo spoluautorkou péti publikaci s impaktnim
faktorem a jedné recenzované publikace. Je prvni autorkou jedné publikace s impaktnim
faktorem a jedné recenzované publikace. Pocet citaci v databazi Scopus je k datu 10. 1. 2022
126 (120 bez autocitaci), h-index je 5.



Formalni Gprava diserta¢ni prace a jazykova uroven
Formalni uprava a jazykova trovei je nejvetsi slabinou predlozené disertacni prace. Nékteré

véty jsou nesrozumitelné diky nevhodnému ptekladu z anglického jazyka.

Pripominky a dotazy k disertacni praci

Strana 20, posledni odstavec

»Alkohol je v jatrech metabolizovin dvéma cestami. Prvni zahrnuje funkci
alkoholdehydrogenazy (ADH) a vznik acetaldehydu, z kterého nasledné vznika plsobenim
acetaldehyddehydrogenazy (ALDH) acetat. Tento nestabilni produkt se rozklada na vodu a
CO..“ Opravdu je octan nestabilni a rozklada se na vodu a oxid uhli€ity?

Strana 36, druhy odstavec

,»-Adenosyl-L-methionin (SAM) ... Je prekurzorem pro syntézu glutathionu ...*

Mizete objasnit, jak je minéno, Ze SAM je prekurzorem pro syntézu glutathionu?

V Cesky psané praci byste namisto Germany, Denmark, apod. méla uvadét staty v jazyce
Ceském.

Strana 53, odstavec prvni

»Analogicky zachdzime s kalibracnimi roztoky o znamé koncentraci MDA Jaky standard jste
pouzivali?

Popisek tabulky je obvykle nad tabulkou.
Zavérecné zhodnoceni

PredloZena disertacni prace spliuje poZadavky kladené na tento typ prace. Praci doporucuji
k obhajobé.

V Pardubicich dne 10. 1. 2022
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