Univerzita Hradec Kralové
Prirodovédecka fakulta

Univerzita Hradec Kralové
Prirodovédecka fakulta

POSUDEK OPONENTA DIPLOMOVE PRACE

Jméno a prijment studenta: Bc. Lada Bélastova

Studijni obor: 1501 T015/Systematicka biologie a ekologie
Studijni program: S16BI00INP

Vedouci prace: RNDr. Martin Kunes, Ph.D.

Odborny konzultant: Mgr. Petra Kubincova

Oponent: doc. RNDr. Frantisek Malif, Ph.D.

Katedra: Biologie

Nazev diplomové prace:  Senzibilizace kuZe in vitro: Testovaci metoda za pomoci Nrf2
ARE-luciferazy
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Ptfedlozend diplomovéa prace se zabyva testovanim modelovych chemikalii se zndmymi
ucinky na organismus pomoci testovaci metody s vyuzitim Nrf2 ARE-luciferazy. Po ziskani
zkuSenosti s touto praci a s vyuZitim bun&né linie KeratinoSens™ byly otestovany vzorky
s neznamymi U¢inky na lidsky organismus a zjistit, zda se jednd o latky senzibilizujici ¢i
naopak ne. Na zaklad¢ vSech provedenych experimentli a ziskanych vysledki bylo tkolem
metodu verifikovat a zavést ji do b&ézné laboratorni praxe Vyzkumného Ustavu organickych
syntéz, a.s. Pardubice.

Formalni aroven:

Diplomova prace obsahuje vSechny nalezitosti, je peclivé a piehledné zpracovana a jednotné
zformatovana a ptsobi ucelenym dojmem.

Struktura/Clenéni diplomové prace:

Prace je psana standardnim zpiisobem vcéetné vSech pozadovanych néleZitosti a celkem
obsahuje 49 stran textu v¢etné ptiloh, literarnich odkazi a pouzitych zkratek a dale obsahuje
11 tabulek a 19 graft.

Literarni zdroje, citace a jejich pouziti:

Seznam literatury uvadi 43 literarnich odkazl vcetné 11 internetovych odkazd. Podstatnou
cast tvoii relevantni a recentni literdrni odkazy zahrani¢nich védeckych cCasopisii véetné
internetovych odkazi, coz svédéi o velmi dobré praci diplomantky se zahrani¢nimi



databazemi a predevsim jejim dobrém jazykovém vybaveni. Citace uvedené v textu i seznam
literatury jsou provedeny jednotné¢.

Teoreticka ¢ast:

Literarni pfehled je zpracovana velmi kvalitn€, vysvétluje terminy jako kozni senzibilizator a
uvadi ¢tenafe do problematiky testovani toxicity, in vivo a in vitro testd, udava ptehled,
tykajici se poctu testovani zvirat v ramci EU a seznamuje ¢tenafe s prisluSnymi zdkony na
zachazeni s pokusnymi zvifaty, napt. smérnice 2010/63/EU a v CR pak zakon ¢.246/1992 Sb.
na ochranu zvifat v platném znéni. Porovnava nahrady in vivo metod alternativnimi metodami
s principy 3 R (replacement, reduction, refinement), navrzenymi v r. 1959. Alternativni
metody se tykaji jakychkoliv experimentalnich metod, které nevyzaduji pouziti celého zvitete.
V soucasnosti se v toxikologii in vitro vyuzivaji buné¢né ¢i tkanové kultury a jsou vyhodné i
Z hlediska casové a finan¢ni naroc¢nosti a dale rychlejsiho a snadnéjSiho provedeni a pomérné
snadné dostupnosti. Nicmén¢ v piipadé senzibilizace kize doporucuje ECHA (Evropska
agentura pro chemické latky) zruSeni in vivo testl pouze v piipadé, ze lze in vitro generovat
dostatek informaci.

Metodika a jeji zhodnoceni:

Metodicka ¢ast Gizce navazuje na Cast teoretickou a zabyva se pouzitymi chemikaliemi, médii,
séry a dale jednotlivymi testovanymi latkami, fesi metodiku prace s bunécnou linii, jeji
charakteristiku, dale doubling time konkrétni postupy testovani s modelovymi latkami,
pfipravu roztokli a fedéni, méfeni luminiscence na luminometru a testovani neznamych
chemikalii. Celkem byly testovano 5 chemickych latek, 3 modelové- se zndmymi G¢inky na
organismus Vv testech in vitro/in vivo na modelovych organimech a buné¢nych kulturach pro
ziskani dovednosti s Nrf2-ARE luciferazovou zkouskou (kyselina salicylova, isopropanol,
etylen glykol dimethakrylat) a 2 chemické latky s nezndmymi ucinky na organismus (aldehyd
aromatické struktury /28/16/, a ester dikarboxylové kyseliny aromatické struktury /3/16/),
které byly testovany pro zjisténi jejich uginku na bundnou kulturu KeratinoSens™
(doporucenou OECD Test Guideline 442 D/ OECD, 2015/) v in vitro testech na zakladé
ziskani piedchozich zkusenosti s modelovymi latkami. Pro porovnani toxického puisobeni na
buniky byl zvolen parametr ICso, tj. koncentrace vedouci ke sniZeni Zivotaschopnosti o 50 %.

Vysledky a jejich zhodnoceni:

V ramci celé experimentalni casti bylo zahrnuto 5 experimentl s duplikéty/triplikaty.
Chemické latky byly hodnoceny jako pozitivni(pokud indukce luciferdzové aktivity dosahoval
hodnoty 1,5 alesponn 2 x ze tii opakovani a hodnota EC;s /interpolované koncentrace
vyvolavajici 1,5 nasobnou indukci luciferdzy/ ¢i negativni (pokud nebyla zaznamenana bud’
zadna statisticky vyznamna indukce ¢i pouze v jednom opakovani, nebo pokud byla indukce
zaznamenana v koncentraci vyssi nez 1 000 uM nebo pouze v cytotoxickych koncentracich).
Vysledky jsou shrnuty v ptehlednych tabulkach a grafech.

Diskuze je vedena na odpovidajici Grovni a porovnava dosazené vysledky. Na zdvér
studentka stru¢né shrnuje dosazené vysledky, kterymi bylo prokazéano, ze kyselina salicylova
a isopropanol jsou latky nesenzibilizujici, na rozdil od etylen glykol dimethakrylatu, ktery
senzibilizuje slab&. Oba nezndmé vzorky byly, na zdkladé zkuSenosti, vyhodnoceny jako latky
s nesenzibilizujicim potencidlem. Na zaklad¢ téchto zjisténych experimentdlnich dat byla
metoda verifikovdna a zavedena do laboratorni praxe pro laboratot skupiny Geneticka
toxikologie/Testy In vitro vyzkumného tstavu organickych syntéz, a.s. Pardubice.



Splnéni cili prace:
Cile prace jsou jasné formulovany. Vytycené cile a zadani diplomové prace bylo naplnéno.

Zavérem lze fici, ze autorka prokazala velmi dobrou orientaci Vv feSené problematice i
vysokou zrucnost pii vlastni experimentalni praci. Velmi si také cenim toho, Ze naSe
studentka byla schopna se vySkolit v laboratorni experimentalni praci v oblasti genetické
toxikologie - a to prakticky bez piedchozich zkusenosti.

Osobné bych byl jesté ocenil alespon né&jakou obrazovou dokumentaci a Cislovani literatury

pro vétsi prehlednost, 1 kdyz to uroven vlastni piedlozené diplomové prace nesnizuje. Ocenuji
osobni pfinos studentky v zavedeni metody velmi dobie vyuzitelné v laboratorni praxi.

Prace velmi dobie spliuje zakladni pozadavky kladené na tento typ praci, a
proto ji doporucuji k tstni obhajobé.

Otazky k ustni obhajobé prace:

1) Co znamena tzv. QSAR analyza a do jaké ¢asti toxikologie by ji studentka zatradila a zda
ma vyznam tato analyza v souvislosti s principem 3R ?
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