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Oponentsky posudek na magisterskou praci Vlastimila Tichého: “Charakterizace signdlni drahy
adenosinu v buiikiach imaginalnich tercka Drosophila melanogaster”.

Jak jiz vyplyvé z ndzvu, magisterska prace Vlastimila Tichého je zaméfena na biochmickou a molekularni
charakterizaci Gi¢inkii adenosinu na buriky imagindlnich ter¢ki octomilky, Drosophila melanogaster. Prace byla }
vypracovina v Entomologickém astavu AV CR pod vedenim $kolitele Michala Zurovce za finanéni podpory GACR a
SGA BF JU.

Predkladana magisterska prace je napsana na 43 stranach a sklada se z anotace, ivodu, ¢asti material a
metody, vlastnich vysledka, diskuze, zavéru, seznamu pouzité literatury a 5 stran piiloh. Uctyhodnych 125 citaci
pouzitych pfi vypracovani magisterské prace svéd¢i o velice dobré schopnosti Vlastimila Tichého samostatné
pracovat s odbornou anglickou literaturou. Samotna prace je napsana velice piehledné, srozumitelné a &tivé
s minimélnim po¢tem pieklepl a chyb a obsahuje vSechny formalni naleZitosti kladené na magisterskou diplomovou
praci.

Autor si ve své praci vytyCil ambicidzni cile a k jejich dosazeni pouzil nejmodernéj$i metody soucasné
molekularni biologie. Siroké spektrum progresivnich laboratornich metod, které pfi feSeni své prace vyuzil, je na
magisterskou préaci skute¢né obdivuhodné. Také mnozstvi ¢asu, které Vlastimil v priibéhu svého magisterského studia
vénoval praci v laboratofi, je obdivuhodné. Je v celku normalni, Ze pfi fe§eni vyzkumného projektu na tak vysoké
arovni Casto dochazi i k dil¢im netspéchlim ¢i k ne zcela presvédEivym nebo jednoznadné interpretovatelnym
vysledkiim. Na autorovi velice oceiiuji, ze se témito prekdzkami nenechal odradit a vzdy hledal dalsi alternativni
metodické pristupy k dosazeni vytycenych cilii své magisterské prace.

K predkladané magisterské praci nemam zadné zasadni faktické pfipominky. Na veskeré dilezité otazky,
které v priibehu Cteni magisterské prace vyvstaly, autor velice fundované odpovédél v diskuzi své prace. Pouze pro
ujasnéni zddam autora o komentar k nasledujicim dotaziim nebo pfipominkam:

1. V literarnim piehledu své prace (str. 3, 1. odstavec) autor uvadi, ze fyziologicka koncentrace adenosinu v lidské
krvi je pfiblizn¢ 82 nM. Zajimalo by mé, jaka je koncentrace adenosinu v hemolymfé u wt drozofily a zda je znamo,
jestli se v pribéhu ontogeneze vyznamné méni.

2. Chtél bych se zeptat, zda a jakym zplisobem byla ovéfena skuteéna exprese pouzitych konstrukti in vivo na Grovni
transkripce a nasledné jeji Gi¢inek na cilové produkty sledovanych geni.

Drobné pfipominky:

- v Casti Metodika je vhodnéjsi uvadét u centrifugaci jednotky v RCF (g) nez v jednotkach RPM z divodu
reprodukovatelnosti experimentt

- zajimalo by mé, pro¢ autor pii ligaci (str. 14, odstavec 4.3.5) pouzil molarni pomér vektor:insert 1:20-25, a¢koliv
pomér doporucovany v komer¢nich kitech je ptiblizné 1:3.

[ pfes vySe uvedené pfipominky jsem zcela piesvédcen, ze predlozena prace spliiuje veskeré pozadavky
kladené na magisterskou praci na Biologické fakulté Jiho¢eské univerzity a jednoznaéné ji doporuduji k obhajobg.
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Podudek

na magisterskou praci Vlastimila Tichého

,,Charakterizace signalni drahy adenosinu v buiikkach imaginalnich teré¢ki
Drosophila melanogaster

Cilem magisterské prace vypracované Vlastimilem Tichym bylo charakterizovat signélnf drahy adenosinu
pomoci nadexprese nebo naopak potlatenim exprese genl kédujicich adenosinovy receptor AdoR a
transportér DmENT?2 na modelu bunék imagindlnich teréiki D. melanogaster. Pro tento ti¢el byly
pfipraveny stabilni linie, u nichZ byla dile sledovéna jejich odpovéd’ na externi adenosin méfenim bunécné
viability a hladiny sekundarnich posli cAMP a Ca’. Préce je zejména pfinosnd vypracovanim a zavedenim
téchto testd.

Ziskané vysledky jsou v diskuzi promysleny a uvddény do souvislosti, coZ nasv&d&uje o autoroveé
schopnosti interpretovat ziskani data a pldnovat si i dalSi nezbytné experimenty. Cile préice jsou jasné
formulované, literarni prehled dobte uvadi do problematiky. Metodika je jasné specifikovand, i kdyz slovn{
popis, jak byly jednotlivé plazmidové konstrukty pfipravovany, neni pfili§ vystihujici a velmi vyrazn€ by
pomohl schématicky nikres jednotlivych krokii zv14sté u bodu 4.3.1 a 4.3.9.

V bodé 4.3.21“ Izolace hotovych plazmidovych konstrukti® - je myln€ uveden odkaz na bod 4.2.11, ktery
viak chybi a zfejmé ma jit odkaz na 4.2.8. N&které pouZité postupy postradaji vysvétleni podstaty, které by
u magisterské prace mély byt uvedeny, napf.co je modro-bila selekce.

Zivazngjii pfipominku mam k transfekénim studiim a jejich variabilité.. V n&kterych variantach bylo
vn4Seno do bunék aZ 5 plazmidi , z nichZ jeden nesl selekéni marker Hygromycin. I kdyZ se pouZiji vhodné
poméry plazmidi a selekce, pfesto je pravdépodobné, Ze nemusi dojit ve viech variantich ke stejné mife
integrace a exprese vnasenych genu.

V této souvislosti vznasSim otazky:
Byla u sloZit&jich variant zjiSUovdna mira overexprese gent napf. AdoR a DmENT2? Pokud ne, tak jak by
se dala zjistit?

Jak jinak neZ reporterovym testem lze zjistit funk&nost RNAi?

Kolik experimenta bylo skuteéné provedeno a zda vysledky pro danou kombinaci vnesenych konstrukti
v grafech pfedstavuji pramér ziskany z riznych linif a nebo pokus na jedné linii provedeny trojmo? Bylo
sice piipraveno 23 buné&énych linii, ale neni jasné zda viechny byly pouZity ve studii.

Jako vnitin{ standardy transfekéni uéinnosti byly pouZity Renilla luciferdza nebo f-galaktoziddza. Jsou
hodnoty luminiscence uvedené v grafech vyneseny jako normalizované ?

Dile mam nékolik pfipominek k formdlini strance. Praci 1ze vytknout jistou formulacni neobratnost a

drobné chyby
V souhrnu lze konstatovat, Ze prace spliiuje poZadavky kladené na magisterskou préci a celkové ji hodnotim
Jjako vybomou. Vyzdvihla bych pfedevsim solidni spektrum metod pouZitych v této prici a za velmi
ptinosné povaZuji zavedeni testii detekujicich hladinu cAMP a Ca®*, Vypovédni hodnotu z{ skanych
vysledku je v3ak jeSté tfeba dale ovéfit.
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