Oponent: doc. MUDr. Otto Kucera, Ph.D.

Oponentsky posudek na diplomovou praci: ,,Vliv hladiny glukozy na energeticky
metabolismus jaternich bunék“ autorky Bc. Veroniky Spalkové. Vedouci diplomové prace

byla Mgr. Pavla Zakova, Ph.D. odbornym konzultantem dr. Moustafa Elkalaf, Ph.D.

Diplomové prace Be. Veroniky Spalkové byla vypracovand na téma vlivu hladiny
glukézy v kultivaénim médiu na mitochondridlni bioenergetiku a buné¢nou aktivitu HepG2
bunék.

Diplomova prace ma rozsah 138 stran, je doplnéna 18 obrazky, 7 grafy a dalSimi 18
tabulkami a grafy v pfiloze. Je dokladovana 109 citacemi ze zahrani¢nich i domaécich
odbornych Casopisti a knih a nékolika webovych stranek. Prace je ¢lenéna na C4st teoretickou,
vysledky a diskusi. V teoretickém tGivodu autorka pojednava na 41 stranach o mitochondriich a
jejich metabolismu, mitochondridlnim bioenergetickém profilu, n€kterych mitochondridlnich
analyzach, glukézovém metabolismu a HepG2 bunéénych liniich. V praktické césti Be.
Spalkova na 15 stranich pojedndvd o piipravé kultivaénich médii, kultivaci HepG2
bunéénych linii, statistickych hodnocenich a v préaci pouzitych analyzach. Vysledkova ¢ast je
uvedena na 16 stranach, kde autorka v 7 grafech dokumentuje ziskané vysledky. Diskusi pak
Bc. Veronika Spalkovéa shrnuje metodiku a vysledky své prace, které porovnava a dava do
souvislosti s vysledy jinych praci. Citace spliiuji citaéni normy.

Piestoze je diplomova prace na velice zajimavé téma, v praci nachiazim fadu
nepiesnosti a chyb. Je vidét, Zze prace byla dokoncena ve spéchu a neprosla fadnou jazykovou,
ani odbornou korekturou. Autorka vytvofila zbytecné dlouhy a podrobny teoreticky tvod,
diky ¢emuz pravdépodobné jiz nezbyl Cas na kontrolu celé prace. Autorka pii ziskdvani
informaci ze zahrani¢ni literatury piebirala i anglickou gramatiku a slovosled, ¢asto byla slova
¢i celé véty nevhodné pieloZeny, v textu se objevuji véty bez slovesa a jsou pfitomny i
preklepy. Presto je vidét, Zze autorka odvedla obrovsky kus prace v laboratofi. V predloZzeném

dile se mi velmi libi schéma na stran¢ 63, které piehledné vysvétluje pracovni postup.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1. Ve zkratkach bych neuvadél vzorce (02, CO2, H20), zkratka pro elektron je ,.e™,
nikoli ,.E™.



10.

&

V préaci na str. 21 uvadite o vnitini mitochondridlni membrané: ,,Permeabilni je
pouze pro men$i typy molekul, jako je voda, kyslik a CO2 (oxid uhlicity),
pohybujici se hmotnosti od 100 kDa do 150 kDa.“ Uved'te sprdvny rozsah
molekulovych hmotnosti.

V préci na str. 26 uvadite, Ze vyslednym produktem citratového cyklu je jedna
molekula energie. Upfesnéte, co tim myslite.

V textu na strané 28 rozebirate dychaci fetézec, pficemz komplex I nazyvate
dehydrogenazou. Muzete upfesnit nazev komplexu I?

Na strané 29 piSete, Ze komplex IV pfenasi protony do mitochondridlni matrix,
nicméné na obrazku 4 je pfenos opaénym smérem. Vysvétlete, ktery smér pfenosu
je spravny a z jakého diivodu by nemél byt opacny.

Na strané 30 uvadite: ,,Timto procesem vznikd v mezimembranovém
mitochondridlnim prostoru protonovy gradient, ktery svou energii umoziuje
zahdjeni syntézy ATP. Béhem reakce dochazi také k redukci kysliku za vzniku
vody.“ Jakou reakci mate namysli?

V metodické ¢asti by bylo vhodné blize specifikovat pouzité chemikalie, roztoky,
média a pristroje (vyrobce, pfesny nazev, ev. kat. ¢islo). Napt. strané 42 piSete, Ze
Tecan-I-control slouzi k analyze WST-1 assay. Ve skute¢nosti jde o piistroj Tecan
Infinite 200 a ovladaci software I-control.

Cile prace by mély byt uvedeny dfive nez v zavéru (,,Cilem bylo zjistit, jakym
zpusobem se 1i§i bunééna viabilita, mitochondrialni aktivita a bioenergeticky profil
HepG?2 bunék v zavislosti na typu pouzitého kultivaéniho média.*).

V praci opakované uvadite, ze WST-1 assay byla pouzita ke stanoveni viability.
Vysvétlete, jak je obvykle viabilita bunek in vitro definovéna a jak je hodnocena.
Pro upfesnéni uvadim, ze WST-1 assay odrazi celkovou metabolickou aktivitu
bunék (aktivitu bunéénych dehydrogenaz), diky ¢emuz je velmi ovlivnéna poctem
metabolicky aktivnich bunék.

Na strané 44 uvadite: ,,Nasazeni bunék je nejlepsi provadét pii konfluenci 60 az 90
%.“ Nejde spiSe o dobu, kdy je tfeba provést pasazovani, nebo o vhodnou
konfluenci pro méteni?

Co myslite tvrzenim, Ze ,,Stépeni glykogenu je mozné i v kosternim svalstvu. Zde
je bohuzel tento proces méné efektivni.*

V praci uvadite koncentraci glukézy v g/l, nicméné v klinice se obvykle uvadi

vmmol/l. RovnéZ porovnavate Vami pouzité koncentrace glukézy s jinymi
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pracemi, které vSak hodnoty vyjadiuji v mmol/l. Pfeved'te pouzivané hodnoty z g/l
na mmol/l a dejte je do souvislosti s klinickymi nalezy u zdravych lidi a diabetika.
Na stran¢ 48 uvadite, ze ,,VétSina metabolickych nemoci a komplikace s nimi
spojenymi, vznikaji na podkladé hyperglykémie a zvySené koncentrace
nenasycenych mastnych kyselin.” Jde skute¢né o nenasycené mastné kyseliny?

Do pojednani o metabolismu glukézy na str. 49 je zcela nelogicky a bez vysvétleni
vélenén odstavec o triacylglycerolech. Na dalsi strané pak piSete ,,Glykolyza je
zakladnim metabolickym d&jem, pii kterém dochazi k syntéze triacylglycerola a
ATP.”“ Stimto nelze rozhodné souhlasit, proto své tvrzeni opravte a blize
vysvétlete. Soucasné s tim vysvétlete text o glykolyze ze str. 51: ,,AZ na zékladé
aktudlnich moznostech organismu se rozhodne, zda bude probihat reakce
katabolicka (syntéza ATP) ¢i reakce anabolicka (syntéza acetyl-CoA a nasledny
vznik triacylglyceroli)®.

V praci piSete na str. 50, ze ,V jaternich burikdch se uplatiiuje ucinek
glukokindzy.“, nicméné na str. S1uvadite, ze ,,Tuto reakci katalyzuje v jaternich
burikdch enzym hexokindza“. Ktery enzym se tedy uplatiiuje pii fosforylaci
glukoézy v hepatocytech v prvnim kroku glykolyzy?

Na stran¢ 70 piSete bez dalSiho vysvétleni, Ze: ,,Co se ty€e ndroku na Zziviny, tak
obsazené v médiu spotiebovaly rychleji, nezli normoglykemické HepG2 buriky.*
Byly ziviny v kultiva¢nich médiich po inkubaci méfeny? Pokud ne, vysvétlete, jak
jste k tomuto zaveéru dosla.

Ve statistické analyze piSete, Ze byla pouZita jednosmérna ANOVA. Byla piedtim
testovana normalita dat? A rovnéz uptesnéte, jaky post hoc test jste pouzila.

Na strané 75 uvadite ,,FCCP umoziiuje navySeni protonového gradientu, coZ
podmifiuje maximdlni respiracni rychlost.“ Opravte, jak FCCP ovliviiuje
protonovy gradient.

V textu uvadite, Ze detekce u WST-1 testu byla pfi vinové délce 440 nm, nicméné
pod grafy uvadite vinovou délku 450 nm. Ktera vinova délka byla ve skute¢nosti
pouzita?

Na strané 97 vztah hyperglykémie a onkogeneze, nicméné chybi citace. Mohla

byste 2-3 citace uveést?



Pies uvedené pfipominky a komentéafe konstatuji, ze diplomové prace Be. Veroniky

Spalkové splituje cile uvedené v zavéru diplomové prace. a proto ji doporucuji k obhajobé a

hodnotim ji:
C

V Hradci Kralové 19. 5. 2023



