Oponentsky posudek diplomové prdce Bc. Markéty Zelendové ,, Stanoveni aktivity cytochromu
P450 2E1 v primdrnich kulturdch hepatocytii*.

Diplomova prace ma ¢tyfi cile. Prvni dva jsou zaméfené na zvladnuti metodickych postupti
prace s kulturami mysich a potkanich hepatocytli a na piipravu a zpracovani vzorkd k méfeni.
Dalsi dva cile tvofi jadro diplomové prace a jejich vysledky jsou v praci prehledné
zpracovany. Autorce prace se podafilo v3echny cile Gsp&sné splnit a rozsifit spektrum metodik
pracovisté, kde diplomova prace vznikala, o spektrofotometrické stanoveni aktivity
cytochromu P450 2E1 s vyuzitim p-nitrofenolu jako substratu. Metodicky postup adekvatné
vychazel z piistrojového vybaveni a ¢asovych mozZnosti pracovisté. Autorka prace stanovila
optimalni koncentrace substratu a potvrdila jeho moZnou toxicitu na mysich a potkanich
hepatocytech.

Préce je tradi¢n€ roz¢lenéna na Cést teoretickou, metodickou a vysledkovou. Pitom obsahuje
seznam ilustraci, tabulek a zkratek. V teoretické €asti autorka stru¢ng, aviak dostatené
srozumitelné definuje skupinu cytochromi P450, poukazuje na jejich vyznam zejména
s ohledem na biotransformaéni procesy v jatrech a zaméfuje se na bliz§i charakteristiku
v praci stanovovaného cytochromu P450 2E1. Podavé zde prehled metodickych postupii pro
stanoveni aktivity enzymii s diirazem na vy3e zminény CYP2E1 a uvadi piiklady modelovych
systému pro testovdni aktivity téchto enzymi. Vysledky jsou piehledné, dobie okomentované,
doplnéné grafy a fotografiemi kultur bunk. V diskusi autorka komentuje vysledky a vyvozuje
z nich pfiméfené zavéry. V préci se autorka opiré o citace a je tieba vyzdvihnout, Ze se jedna
o aktudlni prace pfedevsim zahrani¢nich autord.

Formélni nedostatky prace jsou zanedbatelné.

K praci mém pouze tato doporuceni:

Autorka prace stru¢né popisuje stavbu jaterni tkané a pokud zmitiuje morfologickou a funkéni
jednotku jater, bylo by vhodné i uvést zakladni rozdil mezi nimi. Rovnéz zde uvadi, Ze
hepatocyty tvoii 60 % jater. Formulace by méla lépe vyjadfit, zda ma na mysli 60 %
z buné¢né populace v jatrech apod.

Ve vysledkové €asti vénované morfologii bungk by mélo byt zietelngji jasné, zda pied
expozici testovanym latkam byly hepatocyty inkubovany 2 nebo 24 hod.

Prosim o zodpovézeni nasledujicich otazek:

Ve své praci uvédite piiklady systémi pro testovani enzymové aktivity, jejich vyhody a
nevyhody. Mohla byste informaci doplnit i o vyhody a nevyhody pouziti izolovanych
mikrosomil a je moZno pouzit také jaterni homogenat?

Metodiku stanoveni aktivity CYP2EI jste zavadéla na kultufe typu monolayer. V teoretické
Casti prace zminujete 3D kultivaéni systémy a jejich vyhody, mizZete uvést piiklad takového
systému?

Ke stanoveni mnozZstvi proteinti je mozno pouzit vice metod. Z jakého divodu byla zvolena
metodika s ,,Bradford ¢inidlem* ?



Diplomova prace splnila jednoznaén& hlavni cil — stanovit aktivitu cytochromu P450 2E1
v primérnich kulturach hepatocyti.

PfedloZenou diplomovou praci doporuéuiji k obhajobé¢ a hodnotim ji znamkou
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