Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Katefiny Sandové:

Energetic effect od adenosine on Drosophila imaginal disc cells

Prace se zabyva studiem uc¢inkd adenosinu na vybrané biochemické a fyziologické
charakteristiky metabolismu bun¢k imaginalnich diskl z Drosophila melanogaster, které byly
uchovavany v tkainové kulture. Studovana problematika navazuje na vyzkum v této oblasti
provadény Skolitelem a jeho laboratofi. Autorka pouziva k feseni problematiky Sirokou §kalu
biochemickych metod. Prace je doplnéna fadou obrazka a grafii a dosazené vysledky jsou
srovnavany s literarnimi Gdaji. Predkladané prace ma klasické ¢lenéni na Uvod, Cile prace,
Metodiku, Vysledky, Diskuzi, Zavér a Literaturu. Je psana velmi kvalitni angliétinou.

K jednotlivym kapitolam:

Uvod — autorka zde shrnuje poznatky o tlloze adenosinu a jemu piibuznych molekul

v energetickém metabolismu a v molekularni signalizaci u obratlovet a u D. melanogaster, a
vysvétluje zakladni biochemické procesy. kterymi tyto molekuly prochézi. Uvod mohl byt
jesté doplnén informacemi o imaginalnich discich hmyzu a davodech pro¢ byla problematika
studovana pravé na nich - v&fim, Ze to bude objasnéno pii obhajobé. Uvod (a vlastng cela
prace) obsahuje znacné mnozstvi zkratek, peclivé vysvétlenych, nicméné lepsi orientaci

v textu (zvlaste, kdyz se ¢tenaf k nému pozdéji vraci) by prospél samostatny seznam zkratek.

Material a metody — autorka zde podrobné popisuje pouzité metody. Zvladla autorka opravdu
vSechny uvedené metodiky sama nebo byly n€které provadény jinymi ¢leny $kolitelské
laboratore?

Vysledky — autorka piehlednou formou dokumentuje dosazené vysledky, z nich nejdulezitéjsi
je zjisténi, Ze adenosin blokuje déleni bunék, zvySuje koncentraci ATP v burnkach a stimuluje
tak¢ jejich spotiebu kysliku. K této kapitole mam nasledujici dotazy a komentare:

Faktické:

- Utinek pouzitych koncentraci adenosinu — 50, 100 a 200 uM - na d&leni bun&k (Obr. Iy
skoro stejny. Jak jste vybirala koncentrace pro dalsi pokusy? Nékde je pouZzita koncentrace
100 jinde 200uM. Mozna by bylo vhodné zkusit i niz8i koncentrace a vypocitat ECs, a dale
pracovat s touto koncentraci.

adenosinu)

- Jaké mate vysvétleni pro fakt, Ze koncentrace ATP v burikach narista za pritomnosti
adenosinu po dobu 4-6 hodin (Obr. 6), kdyz Obr. 7 a 8 ukazuji, ze v této dobg je jiz adenosin
neaktivni nebo mozna degradovany? Z tohoto hlediska je zajimavé i to, Ze hladina ATP se po
odeznéni vlivu adenosinu (opét Obr. 6) udrzuje po celou dobu méfeni na vysoké trovni (Obr.
)

- Je mozné z Vasich vysledkua udélat néjaky obecné&jsi zaver o funkei adenosinu pro
imaginalni disky: plyne z nich, Ze adenosin blokuje rist a déleni bunék, ale shromazd’uje
vyuzitelnou energii a zvySuje metabolismus.

- Délate nebo planujete pouzit na uvedené pokusy také dalsi tkané nebo i organy?

Formalni:

- urcita ¢ast textu Vysledki by se hodila spise do Diskuse — uvodni odstavce téméf vsech
subkapitol

- Obr. 3 je v textu uveden a vysvétlen pied Obr. 2

- Popis sloupcii na ose x v obr 9a je neuplny (alespoil ve verzi, kterou mam k dispozici)



- v textu Vysledku (i Diskuse) se ob¢as pouziva 1. osoby mnozného ¢isla — k tomu viz muy
dotaz vyse (Material a metodika)

K ostatnim kapitolam nemam podrobnéjsi dotazy.
Zavérem - autorka pracovala na zajimavé problematice, a ptipravila kvalitni a z hlediska

pouzitych metod ucelenou praci. Prokazala schopnost orientovat se v odborné literatuie a
vlastni vysledky s literarnimi 0daji porovnavat. Uvedené piipominky nesnizuji kvalitu prace a

proto ji hodnotim znamkou ,,vyborny*.
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Oponentsky posudek diplomové prace Katefiny Sandové
»Energetic Effect of Adenosine on Drosophila Imaginal Disc Cells”.

Diplomovéa prace Katefiny Sandové byla vypracovana na Entomologickém ustavu Biologického
centra AV CR v Ceskych Budgjovicich pod vedenim Doc. Zurovce.

PfedloZena prace je zaméfena na studium efektt adenosinu na nékteré aspekty energetického
metabolizmu bunék drozofilich imaginalnich ter¢iki C1.8+. Pouzity systém odrazi dlouholetou zkusenost
fesitelského pracovisté s modelovym organismem Drosophila melanogaster. Katefina Sandova touto praci
rozsifuje mnohé geneticke studie o pohled na funkci mitochondrii.

Formalni uspofadani diplomové prace sleduje klasické ¢lenéni a sestava ze 40 stran textu véetné 75
citaci. Text je napsan takfka bezchybnou a velmi ¢tivou anglic¢tinou. Literarni uvod &tenafi poskytne struény
vhled do problematiky adenosinu, adenosin deaminaz, transportért a adenosinovych receptorti. Podkapitola
uvodu je téz vénovana adenosinovym fosfatim a AMP-aktivované proteinové kinaze. Metodicka cast
podrobné popisuje pouzité techniky a dava tak moznost k provedeni vlastnich experimentl. Vysledkova ¢ast
peclive prezentuje ziskana data a tyto jsou poté rozvedeny a uvedeny do souvislosti v diskusi a pétibodovém
zavéru, ktery naplfiuje vytéené cile. Stoji za uvazeni, zda by jesté vétsi prehlednosti textu neprospélo
zafazeni seznamu zkratek, tak jak byva v odbornych pojednanich zvykem.

Prace je provedena velmi kvalitné a svedCi o peclivem pfistupu kandidatky. V predkladane praci
jsem narazil jen na nékolik drobnosti, které bych rad okomentoval nebo se na né zeptal:

Pouzivat jednotky Sl, tedy energii vyjadfovat v kd/mol oproti kcal/mol (str. 7).
Na str. 9 nahofe jsou ATP, ADP a UTP nespravné uvedeny jako nukleosidy.
V textu citovana prace Tichy, 2006 je v referencich uvedena jako Tichy, 2007.

Nevhodné pouzity termin ,mitochondrial membrane polarity” ve smyslu ,membrane potential” (str.
21, 28).

Na obr. 4 (FACS analyza, FSC vs. SSC) jsou vyznaceny regiony. Ukazuje histogram fluorescence
TMRE pouze vybranou populaci bunék nebo populaci celkovou? V podobnych experimentech
s potenciometrickou sondou je uzite¢né pouzit téZ bufiky po plUsobeni odpojovace (uncoupler) oxidativni
fosforylace (napi. FCCP).

V pfipadé stanoveni ATP pomoci luciferinu/luciferazy jsou uvedeny relativni jednotky luminiscence.
Bylo by mozné metodu po kalibraci pouzit ke zjisténi absolutnich hodnot koncentraci ATP? Zajimavé by
samoziejme bylo, jak kandidatka sama diskutuje na str. 30, znat hodnoty i ostatnich nukleotidd (ADP, AMP).

Z vyse uvedeného je ziejmé, Ze Katefina Sandova si v pribéhu diplomové prace osvojila fadu
technik a ziskala unikatni vysledky, které budou nepochybné pifedmétem dalSiho badatelského Usili
zakon¢eného publikaci.

Zavérem je mi potéSenim konstatovat, Ze pfedkladana diplomova prace spliuje veskera kritéria a
doporucuji ji k obhajobé s navrzenym klasifikaénim stupném vyborny.
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