Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Matéje Béhounka “Bunécna smrt jako
disledek Zelezem indukovaného bunécného poskozeni” v ramci magisterského studia na
Prirodovédecké fakulté UK

Diplomova prace Bc. Matéje Béhounka se zabyva vlivem akutniho a chronického vlivu nadbytku
Zeleza aplikovaného na vybrané bunécné linie, Hep G2 a NES2Y, které jsou odvozeny z jater a
slinivky, a reprezentuji tak organy nejcastéji postizené nadbytkem Zeleza. Dlouhodobé plsobeni
nadbytku Zeleza na bunky in vitro, zvlasté pak na drovni molekuldrnich mechanismd, neni pfils
prozkoumano a pfedstavuje tak zajimavy experimentalni model.

Formalni kvalita pfedloZené prace

Prace je po formalni strdnce dobte zpracovana, najdeme zde par drobnych chyb, kdy napf. na strané
61 chybi specifikace anti-SOD2 protilatky a napriklad obrazek 2.3. ma horsi rozliseni a je hire Citelny,
¢i v obrazku 4.12 A je dvakrat popisek Prokaspaza-2, kdy jeden z nich ma byt Stépena kaspaza-2.

Jazyk

Prace je psana v Cesting, psana je Ctivé a chyb je zde minimum, i kdyZ par preklept ¢i gramatickych
chyb jsem nalezl, napt. na strané 31 ,glykosilovana“” ¢i na str. 59. dochdzi k ,emitaci” signdlu. Také
neni zcela konzistentni psani ,s“ a ,,z“ nebot nékdy je pouZivan pravopis progresivni a jindy ne (viz.
endoplasmatické retikulum vs. diskuze)

Hodnoceni jednotlivych ¢asti diplomové prace

1) Literdrni uvod
V prvni ¢asti diplomové prace jsou zdafile shrnuty poznatky o metabolismu Zeleza, mechanismech
stresu endoplazmatického retikula, molekuldrnich mechanismech apoptdzy ¢i autofagie. Dle mého
nazoru je tato ¢ast zpracovana peclivé a v rozumném rozsahu. Subjektivné bych zaradil i kratkou
kapitolu o alternativnich médech bunécéné smrti kromé klasické apoptdzy a nekrézy.

2) Cile prdce
Cile prace jsou jasné shrnuty do ¢tyf navazujicich bod(, které si kladou za cil vytvofit modely pro
studium akutniho a dlouhodobého plsobeni Zeleza u vybranych linii, stanovit vliv Zeleza na expresi
proteinl regulujicich metabolismus Zeleza, stanovit expresi markerd oxidativniho stresu, stresu
endoplazmatického retikula a autofagie a sledovani aktivity kaspaz u vytvofenych bunécnych
model(.

3) Metody
Metody zahrnuji jednak stanoveni poc¢tu bunék pomoci birkerovy komurky, specifickou detekci
proteinl a také sledovani profilu bunééného cyklu pomoci barveni propidium jodidem. Prace tak ma
relativné uzsi metodicky zabér, ale na druhé strané prezentovand data svédéi o dobrém zvladnuti
metod.

4) Vysledky
Ve vysledcich nalezneme 15 obrazk( a dva grafy, vétsSina z nich jsou sloZzené obrazky western blotd a
ukazuji tak skutecné velké mnoizstvi dat, kterd jsou dostatecna k vyvozeni odpovidajicich zavéra.
Vlastni kvalita prezentovanych vysledkd je na velmi dobré drovni. Vysledky ukazuji, Ze v obou
modelech nadbytku Zeleza dochazi k potlaceni pfijmu Zeleza a naopak k ukladani nadbyte¢ného
intracelularniho Zeleza ve formé ferritinu. V pfipadé akutnich vysokych ddvek pak dochazi k potlaceni
funkce IRP1 a IPR2, indukci stresu endoplazmatického retikula a indukci antioxidacniho enzymu
SOD2. Naopak v ptipadé dlouhodobé mirnéjsi aplikace Zeleza nedochazi k signifikantni indukci



stresu enpolazmatického retikula, antioxidac¢nich enzymi ani autofagie a hladiny regulacnich
proteind IRP1 a 2 se méni pouze v linii NES2Y. V obou modelech pak dochazi k aktivaci exekuénich
kaspaz.

5) Diskuse
V diskusi autor predklada svou predstavu o mechanismech plsobeni nadbytku Zeleza na pozorované
bunécné linie, které se lisi v obou zkoumanych modelech. Je diskutovdna role kaspazy-2 a kaspazy-8,
ktera se zfejmé liSi v obou modelech. Diskuse do jisté miry znovu opakuje vysledky, ale dava je do
kontextu znamych skutecnosti a sv(j ukol plni.

Dalsi pfipominky a otazky:
1) Toxicita Zeleza je zaloZena na produkci kyslikovych radikal(i. Nebylo by vhodné etablované
modely charakterizovat mérenim radikald pomoci fluorescencnich barev na FACSu?
2) Model akutniho nadbytku Zeleza, kdy je pouzivana 15 mM koncetrace citratu Zelezitého mi
nepfripadd idedlni. Pouzité koncentrace jsou v diskusi komentovany jako ,zcela relevantni“
(str. 90), ale citované zdroje mluvi o pretizeni fadové mensim v koncentraci jednotek mM.
Vzhledem k pouzité koncentraci citratu zelezitého mé spiSe prekvapilo, ze bunky neskondily
nekroticky, ale apoptoticky. Model je to zajimavy, a ziskané vysledky mohou byt i relevantni
a zajimavé, ale presto jde o model do znacné miry umély. Na druhou stranu model
chronického pretizeni zZelezem je velmi relevatni, a prezentované hodnoty mohou byt
dosaZeny u pacientU s pfetizenim Zeleza.

3) Prezentovanad aktivace kaspazy-2 (obr. 4.7.) v akutnim nadbytku Zeleza mé nepresvédcila, je
zde jasné vidét ubytek prokaspdzy-2, ale aktivace Stépu kaspazy-2 je v porovnani
s kaspdzou-8 i exekuénimi kaspazami vcelku slaba. Je moZné aktivaci kaspdzy potvrdit i
néjakym napt. kolorimetrickym mérenim pomoci znaceného peptidového substratu?
Naopak, aktivace kaspazy-2 se zda byt prominentni pfi dlouhodobém plsobeni Zeleza a
mUze byt vysvétlenim toho, proc je vidét aktivaci exekucnich kaspaz bez aktivace ostatnich
prokaspaz.

4) Préace detekuje pritomnost apoptdzy v bunkach dlouhodobé vystavenych Zelezu, prestoze
bunky zfejmé normalné, i kdyz pomaleji proliferuji. Dochazi zde tedy k néjaké selekci, kdy
Cast bunék apoptoticky umira a cast se pfizplsobi a proliferuje? Dle mého nazoru by bylo
vhodné zméfit a kvantifikovat apopdzu a nekrézu pomoci znaleného AnnexinuV a
propidium jodidu a zjistit, jak velka ¢ast bunék je apoptoticka.

5) Jaky je autorlv ndzor na moznou roli ferroptézy pfi plsobeni nadbytku zZeleza?

6) Rychost proliferace bunécnych linii mi pripadd dost velka, dle grafu 4.1 se obé linie déli
kazdych cca 24h. Dle mych zkuSenosti totiz HepG2 linie nepatii mezi nejrychleji rostouci
linie. Je néjaky dlivod psat linii jako HEP-G2? Ja jsem vétsinové narazil na Hep G2?

Celkové hodnoceni diplomové prace

Praci hodnotim jako zdafilou a urcité ji doporucuji k obhajobé, autor prokazal, Ze se orientuje ve
védecké literature, je schopen o dané problematice premyslet, provést vlastni experimenty a na
jejich zadkladé vyvodit zavéry. Prace je psana velmi detailné a poctivé a ukazuje na velké Usili autora
pfi ziskavani dat a sepisovani prace. Preji autorovi Uspésnou obhajobu a mnoho dalsich Uspéchd.

V Praze dne 7. 9. 2016 Megr. Jaroslav Truksa Ph.D.



