Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Markéty Simcikové Studium metabolismu
leukemickych bunék ve vztahu k citlivosti na terapii (Praha, 2015)

Tématem diplomové prace Bc. Markéty Siméikové je studium energetického metabolismu
leukemickych bunéénych linii a pfipadny vztah jejich zdkladniho energetického metabolického
nastaveni k citlivosti na L-asparaginazu, kterd se vyuziva jako soucdst protinadorové terapie akutni
lymfoblastické leukémie u déti. Problematika, které se prace vénuje, je relevantni a dlouhodobé silné
reflektovana kvili svému znaé¢nému vyznamu v klinické praxi.

Autorka ve své praci konkrétné zkoumala klicové parametry glykolyzy a oxidativni fosforylace u 19
leukemickych bunécnych linii, které zahrnuji modelové linie ALL, T-ALL, AML a CML v blastickém
zvratu. Zjistovala rovnéz obsah mitochondrii v burikach a velikost bunék a dale expresi vybranych
genl kdédujicich enzymy Ucastnici se procesu glykolyzy, membranové transportéry monosacharidd a
derivatd karboxylovych kyselin a enzym asparagin syntetdazu. Namérena data autorka korelovala mezi
sebou a rovnéZ se zmérenou citlivosti bunék vici L-asparaginaze. Autorka zjistila, Ze citlivost
leukemickych bunék k L-asparagindze pozitivné koreluje s nékterymi parametry jejich glykolytické
aktivity (plati zejména pro ALL bunécné linie).

Diplomova préace se klasicky ¢leni na literdrni avod, cile prace, vycet pouzitych metod, prehled
dosaZzenych vysledkdl, diskusi, zavér a seznam pouZité literatury. Celd prace je psana prehledné,
srozumitelné, je vybavena seznamem pouzitych zkratek a splfiuje veskeré dalsi formadlni nalezitosti. V
praci jsem nasel pouze naprosté minimum gramatickych chyb nebo jinych nedostatk( formalniho
razu.

Literdrni uvod je z vétsi ¢asti vénovan popisu leukémii jako onemocnéni a jejich 1écbé véetné role L-
asparaginazy. Mensi ¢ast pak tvofi teoretické predstaveni problematiky metabolismu leukemickych
bunék se zamérenim na roli glykolyzy. Tato ¢ast by mohla byt i obsahlejsi. Jednotlivé ¢asti Uvodu na
sebe logicky navazuji, text se ¢te dobire, po vécné strance k nému nemam vyhrady. Autorce bych si
nicméné dovolil vytknout pomérné ¢asté odkazy na review, ¢lanky v popularizaénich ¢asopisech nebo
na uéebnice na ukor odkazl k ptivodnim pracim.

Cile prace jsou relevantni, zajimavé, jasné stanovené a autorka zaroven ihned predstavuje zpUsoby,
jak jich dosahnout.

Kapitola Metody je zpracovana kvalitné a zplisobem, ktery prozrazuje jak zaujeti autorky pro praci
v laboratofi tak jeji hlubsi pochopeni popisovanych metod. Metody jsou popsany tak, Ze diplomovou
praci bude moZné pouzivat jako ndvod. Rejstfik metod, které autorka pro resSeni cild své prace
vyuzila, je podle mého soudu na diplomovou praci nadprdmérny. Jedinou malou pfipominkou k této
kapitole je postradany podrobnéjsi popis devatenacti bunécnych linii, které tvofi biologicky materidl
pouzity ve vSech experimentech.

Kapitola Vysledky predstavuje rozsahlou prezentaci (33 obrazk() autorkou ziskanych dat zakon¢enou
jejich korela¢nimi analyzami. Jde o mimoradné kvalitné zpracovanou kapitolu, kterd pouze podtrhuje
velmi dobry dojem z autorcina pristupu k védecké praci v laboratofi, ktery ¢tenar ziska jiz pti cteni
predchozich kapitol. Data jsou prezentovana a popsana jasnym zpUsobem, experimenty jsou
postaveny robustné a k jejich provedeni pfistoupila autorka s velkou peclivosti (napf. normalizace
expresnich dat na prlimér exprese péti host-keeping genl). MnoZstvi vykonané prace v laboratofi je
opravdu uctyhodné, tim spiSe, bereme-li do Uvahy i znacny rozsah nutné ,rutinni“ prace napf. pfi
pasazovani 19 bunécnych linii. VSechny experimenty vychazeji ze stanovenych cili prace a pfinaseji
pro né relevantni vysledky.



V kapitole Diskuze se autorka vraci k zjisténym vysledkiim a predklada jejich interpretaci. Zde by praci
poslouZilo vétsi srovnani se zavéry jinych autor(i. Samotna Uroven analyzy ziskanych dat je dobra.

Zaveér prace je napsan vécné a srozumitelné, autorka zodpovédéla otazky, které si v ivodu kladla, a
nepochybné splnila vytycené cile prace.

Celkové, pres dil¢i pripominky tykajici se prace sodbornou literaturou, hodnotim predloZenou
diplomovou praci jako velmi kvalitni, obsahové bohatou a ¢tendrsky osvéZujici. Autorka splnila
vytyéené cile a shromazdila vysledky vrozsahu, ktery podle mého ndzoru vyrazné prekracuje
pozadavky kladené na diplomové prace a ktery svédci o jejim zaujeti védou a metodami molekuldrni
biologie i biochemie (a jejich hlubSimu porozumeéni).

Autorce, Bc. Markété Siméikové bych si v diskusi dovolil poloZit nékolik otazek:

1) Z metodické kapitoly 3.5.4. qRT-PCR vyplyvd, Ze k stanovni exprese vétSiny genl byly pouZity
TagMan eseje. Pfi amplifikaci nékolika gend nicméné byla pouZita dsDNA-vazebna barvicka
SybrGreen resp. Platinum Taq DNA polymerdza s komeréné dodavanymi primery a sondami. Jaky byl
dlvod rozdilnych zplsobl provedeni gRT-PCR? Byla ovérena kvalita dodanych primer( resp. spravny
prabéh amplifikace?

2) Pfi méreni parametr( glykolyzy bylo napfed stanoveno bazalni okyselovani média bez substrati a
na konec méreni pak hodnota ECAR po kompletni inhibici glykolyzy pomoci 2-DG. Byly tyto hodnoty
stejné nebo podobné?

3) Do méfeni parametr(l oxidativni fosforylace nebyla zahrnuta bunééna linie SUP-B15. Stouravé se
dovolim zeptat, z jakého divodu?

4) Pri korelac¢ni analyze dat byly vétSinou pomérovany parametry shromazdéné pro celou skupinu 19
bunécénych linii dohromady. Ziskané vysledky Vasi prace i praci nékterych dalSich autor(i naznacuiji, Zze
by se mohly odhalit zajimavé skutec¢nosti pfi posuzovani lymfoidnich a myeloidnich leukemickych linii
zvlast (zejména se zamérenim na ALL bunécné linie). Co si o tom myslite?

5) Na strané 15 v Uvodu citujete préci Herst et al., 2011 prokazujici vztah mezi glykolytickou aktivitou
leukemickych bunék a rezistenci pacientll s AML na léciva (ATRA, ATO). Ackoliv formalné citujete
spravné, Clanek ftikd, Ze navzdory vyssi rezistenci na léky u pacientd svysokym glykolytickym
metabolismem dosahuji tito pacienti pfi indukéni terapii paradoxné lepsich klinickych vysledkd nez

s es

studie vztahu glykolytického metabolismu u pacientt s ALL k progndze jejich onemocnéni?
6) Ve své praci jste studovala a prokazala vztah citlivosti leukemickych bunék na L-asparaginazu
k jejich bazalnimu metabolickému nastaveni. Prokdzal se také néjaky pfimy Ucinek L-asparaginazy na

studované metabolické pochody?
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