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Diplomova prace Be. Véry Brychtové se zabyva problematikou metod vyuzivanych
pro detekci apoptézy. Konkrétné je prace zaméfena na optimalizaci a zavedeni metody
TUNEL véetné jejiho praktického uplatnéni pfi in vitro testovani indukce apoptozy na lidské
renalni proximalni tubularni bun&né linii HK-2.

Cilem predloZené diplomové prace byla optimalizace a zavedeni metody TUNEL
vyuZzivané pro detekei fragmenti DNA a s tim souvisejici detekei apoptézy. Uvodni teoreticka
Cast je jakymsi vhledem do problematiky apoptézy, véetné zpusobt jeji aktivace a porovnani
s nekrozou. Dale se price zabyva problematikou DNA zlomid a metodami vyuzivanymi
pro detekei morfologickych a zejména pak biochemickych znaku apoptozy, kam patii cilova
metoda TUNEL, ale také metody ISEL, stanoveni mitochondridlniho membranového
potencidlu ¢&i stanoveni aktivity kaspaz. Shrnuti metod je zpracovano struéné, vystizné
a prehledné. Experimentalni ¢4st prace zahrnujici optimalizaci Jednotlivych krok metody
TUNEL je rozpracovana do dil¢ich podkapitol, které velmi vhodné pfispivaji k pfehlednosti
celé prace. Z vlastniho postupu optimalizace je patrné, Ze zavedeni metody nebylo
Jednoduchou rutinni zaleZitosti. Toto usuzuji z poctu proménnych, které byly v ramci
optimalizace dil¢ich kroka metody TUNEL testovany, a mohly tedy ovlivnit vysledek celé
metody.

PredloZena diplomova prace mé rozsah 77 stran, pfiemzZ teoretické informace jsou
podloZzeny 89 citacemi publikovanymi prevazné v zahrani¢nich odbornych ¢asopisech.
Prakticka ¢ast diplomové prace je vhodné doplnéna o fotografie z fluorescenéniho
mikroskopu, které dokumentuji dilgf kroky v procesu optimalizace postupu metody TUNEL.
Po formalni a jazykové strance ma prace velmi dobrou troven, jeji usporadani je prehledné.
Jedinou pfipominkou k formalni lUpraveé diplomové price je opakovany vyskyt piedlozek

a spojek na konci fadki. Po praktické a odborné strance je préace velmi zdafila, zejména bych




chtél vyzdvihnout vlastni diskusi vysledki, ktera je psana velmi vystizné, neodbihd od tématu

a je pfiméfeného rozsahu.

Otazky do diskuse pro autora:

. Vdiplomové préci zmifujete, Ze metoda TUNEL Jje nejhojngji  vyuZivanou
metodou pro detekci apoptdzy. Prevazuje v publikacich vyuziti vlastnich
optimalizacemi ¢éste¢né modifikovanych metod TUNEL, nebo je vice vyuZzivana
komer¢né dostupnd TUNEL assay?

2. Pouzili jste pri zavadéni metody TUNEL jesté jinou metodu pro detekei apoptézy,
se kterou byste porovnali vysledky zavadéné metody?

3. Co bylo kritériem pro volbu toxint pouzivanych pfi ovlivnéni HK-2 bungk?

4. Zjakého dtivodu Je podle Vas komeréni metoda TUNEL citlivéjsi, nez Vami

zavedend metoda?

Oponovana diplomova prace spliiuje vytyéené cile uvedend Vv zadani, v teoretické
Casti piehledné zpracovava problematiku apoptézy a metod ur¢enych pro detekci apoptozy,
v praktické pak celkové optimalizuje zavedeni metody TUNEL a porovnava Ji s komeréni
metodou TUNEL. Prace je kvalitnim dilem s presahem do obort bung¢né biologie, genetiky,
instrumentaln{ analytické chemie a ¢aste¢nd také toxikologie. Na tomto zaklads tedy

diplomovou praci Be. Véry Brychtové doporucuji k obhajobé.

Ptilozenou praci hodnotim znamkou: A
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