Oponentsky posudek diserta €ni prace Mgr. Lenky Bittnerove:

Vlastnosti a apoptdza jaternich hv  ézdicovych bun ék v cirhotickych jatrech
potkan G

Predlozend diserta¢ni prace svym obsahem a feSenim spojuje biochemické i patofyziologické aspekty
jak v tématu, tak v jeho vlastnim feSeni. Pisemny elaborét je stfedniho rozsahu — 84 stran textu vcetné
obrazkové a grafické dokumentace, dale vSak spis obsahuje asi 60 stran pFiloh, sestavajicich

z publikaci s tématikou obsazenou ve vlastni disertaci.

Z podstatnych ¢asti textu uvadim 20 stran popisujicich sou€asny stav feSené problematiky, asi 10
stran metodické ¢asti, vysledky jsou uvedeny na pfiblizné 30 stranach a jsou diskutovany v rozsahu 7

stran. PouZita literatura obsahuje asi 150 polozek.
K formalnimu ¢lenéni prace nemam zasadni pfipominky, jde o tradiéni postup.

S chuti jsem si precetl Pfehled soucasného stavu problematiky, ktery ozivil a doplnil mé dosavadni
znalosti o morfologii a funkci jater i o procesech fibrozy a cirh6zy tohoto organu. Tato ¢ast téz slouzi
autorce i Ctenafi k pochopeni cild prace. Proto bych uvital zafazeni téchto cild pravé az za tento

pfehled.

K cilim prace patfilo pfedevSim izolovat hvézdicové bunky z jater jak nepoSkozenych, tak akutné
poskozenych tetrachlormetanem, a charakterizovat je z hlediska morfologie, ristu i bunééného cyklu.
Déle bylo cilem vytvofit model vhodny ke studiu apoptézy jaternich hvézdicovych bunék jednak in vivo
navozené tetrachlormetanem, jednak in vitro pomoci tfi dalSich toxickych latek (gliotoxin, cykloheximid
a cytochalasin D), indukujicich apoptézu rdznymi mechanismy. Kone¢né pak zjistit, jaky je vliv

kolagenu typu | na apoptézu hvézdicovych bunék a analyzovat geny asociované s apoptézou.

Metodick& ¢ast zahrnuje Siroké spektrum postupl od izolace a kultivace hvézdicovych bunék pres
histologii, imunocytochemii, fluorescenéni mikroskopii, cytometrii, analyzu fragmentd DNA, izolaci
RNA, analyzu exprese genu a vyvolani apoptézy az po méfeni katalytické aktivity

laktatdehydrogenasy.

Vysledky jsou vhodné prezentovany a zahrnuji 9 grafu a 6 obrazk( a tyto vysledky jsou dale

pfimérené diskutovany v samostatném oddilu.

Doktorandce se podafilo zvladnout vSechny potfebné metody, mj. izolovat hvézdicové bunky
z nepoSkozenych jater, zavést metodu studia aktivovanych hvézdicovych bunék poSkozenych in vivo
tetrachlormetanem a dalSimi tfemi latkami navozujicimi apoptdzu in vitro, kultivaci hvézdicovych
bunék na plastu a na kolagennim gelu a rovnéz metody detekce apoptdzy s vyuzitim fluorescenéniho
barveni a pritokové cytometrie. Témito postupy doktorantka zejména prokazala, ze hvézdicové
bunky jater jsou pfi kultivaci na plastu aktivovany, proliferuji a méni fenotyp. Béhem aktivace dochazi
ke zménam v expresi rGznych skupin gen(, napf. dochazi ke zvySené expresi genl pro slozky

extracelularni matrix a k potlaceni exprese fady metaloproteinas. Prace pfinesla podle autorky i



nékteré spiSe prekvapivé vysledky, tykajici se spoleénych nebo obdobnych Gc€inka (gel z kolagenu

typu 1) na zmény hodnot bez ohledu na mechanismus navozeni apoptézy.

Prace nepochybné pfispivd novymi poznatky k dosavadnim znalostem o zménach v prubéhu

fibrotického a cirhotického procesu v jatrech a perspektivach vratnosti nebo inhibice téchto déja.
Pfipominky a dotazy k préci:

- K navozeni apoptdézy tetrachlormetanem: na str. 30 se piSe, Ze intragastrické podani
tetrachlormetanu bylo nejefektivnéjSi. V jakém smyslu? V rychlosti G€inku, intenzité odpoveédi,
standardizaci postupu nebo odpovédi? Jaky byl postup? Lze porovnat v jednotlivych parametrech s
moznym intraperitonealnim podanim?

- K davkovani tetrachlormetanu (str. 42): nejvhodnéjsi byly 3 davky a nasledna izolace. V ¢em?

- Stanoveni LDH bylo provadéno na principu zmény absorbance pfi 360 nm. Byla vinova délka
zvolena na zakladé pfistrojového omezeni nebo urcité vyhody této vinové délky ve srovnani s vinovou

délkou, pfi niz je zména Umérna reakci maximalni?

- Statistika: Uvadi se, Ze analyzy byly provaddény nejméné ve 3 provedenich. Vysledky jsou
prezentovany jako pramér + SEM (= standard error of the mean; viz str. 39 a napf. graf 1.). Jde tedy o
hodnoceni rozptylu hodnot jednotlivych méfeni u konkrétniho vzorku (intervalu atp.), nebo o sledovani

rozdilu hodnot proménné v prabéhu experimentu? (SD?).

- Prace je (az na vyhradu k bohatému vyuziti zkratek, viz dale), napsana velmi &tivé, s malym poctem
preklepd nebo chyb. Upozoriuji na to, Ze vedle ,progresivniho” pravopisu, vétSinové pouzitého u
chemické nomenklatury a s nimz se uz smifuji, se vyskytuji obdobné terminy v ,klasické” formé (napfr.
str. 32 — kolagenasa, pronasa, str. 36 peroxidasa, -methan). Predpokladam, Ze je to zplUsobeno

vyuzitim rlznych literarnich zdroj.

- Samostatnou ¢ast prace tvofi pfehled zkratek. To je samo o sobé potfebné, protoze zkratek je asi
70. Jejich pouziti v textu vSak pfinejmensim tomu, kdo v feSené oblasti pfimo nepracuje, pomérné
znesnadriuje porozuméni a sniZuje ¢tivost textu, mize dojit i chybam (EMC misto ECM na str. 13).
Pfitom zkratky jako EIn pro elastin nebo Col pro protokolagen |, Ill, GLT pro gliotoxin, AO pro
akridinovou modf, HBSS pro Hanks(v roztok jsou spi$ zbyte¢né a text nijak vyznamné nezkracuji. Je

zajimavé, Ze nejCastéji pouzit zkratka, tj. HSC, v seznamu neni.

- Sekvence aminokyselin Arg-Gly-Asp je oznac¢ena jako ,tzv. sekvence RGD", coz vyuziva vyhodného
popisu, zavedeného kdysi na Sormové Ustavu organické chemie a biochemie CSAV v Praze.

Predpokladam, Ze doktorandka vi, co tato pismena znamenaji....

Publikace: Hodnota vysledk( je doloZzena péti publikacemi obsahujicimi vysledky experimentd a
rovnéz prehledovym c¢lankem. Doktorandka je prvni nebo jedinou autorkou u dvou praci. Jak by

hodnatila svUj podil a pfispévek u ostatnich publikaci?



Celkové hodnoceni:

Predlozen& disertace pfispiva novymi poznatky k dosavadnim znalostem o zménach v prubéhu
fibrotického a cirhotického procesu v jatrech a perspektivach vratnosti nebo inhibice téchto déja. To
dokazuji i publikované prace za Ucasti doktorandky a vazici se k témto vysledkim. VySe uvedené

dotazy a pfipominky se tykaji spiSe drobnosti, nikoliv podstaty a hodnoty ziskanych vysledkd.

Dovoluji si proto konstatovat, ze prace spliiuje pozadavky, kladené na diserta¢ni praci PhD a jako

podklad pro obhajobu ji pIn& doporuduiji.

V Chloumku u Hofic 30. ¢ervence 2013 Prof. MUDr. Jaroslav DrSata, CSc.

oponent



