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Oponentsky posudek na disertac¢ni praci Lucie Kucerové ,,Adenosine
signaling in Drosophila“.

Mgr. Lucie Kucerova predklada anglicky psanou disertacni praci, jejimz tématem
je signalisace pres receptor pro adenosin (DmAdoR) a pusobeni extracelularniho
adenosinu na bunky Drosophila melanogaster. Disertace je sestavena jako soubor
dvou publikovanych clankti opatfeny Uvodem a souhrnem vysledku. Mgr.
Kucerova je prvni autorkou jednoho z ¢lankt. Hlavnimi vysledky, které tyto prace
prinaseji, jsou i. stimulace cAMP signalisaci pres DmAdoR, ii. identifikace
agonistu a antagonistt DmAdoR mezi analogy adenosinu, iii. letalni vliv ektopické
exprese DmAdoR in vivo a jeho reverse antagonisty, iv. toxicky vliv zvysené
extracelularni koncentrace adenosinu in vitro, a v. reverse toxicity zablokovanim
koncentrativnich a ekvilibrativnich nukleosidovych transportéric DmCntl,2 a
DmEnt2. Uvedené vysledky poprvé davaji do souvislosti signalisaci pres AdoR a
transport adenosinu a byly usnadnény vyuzitim modelu D. melanogaster, ktery je
méné redundantni a experimentalné pristupnéjsi nez systém AdoR v savcich
bunkach. Vysledky rovnéz naznacuji propojeni signalisace adenosinem
s energetickym metabolismem bunky. V tomto smyslu budou vysledky jisté
zasadni inspiraci pro vyzkum analogickych procesu v normalnich a patologickych
bunkach lidskych. Autorka velmi dobfe vyuzila pobytu v laboratofi doc. Zurovce,
kde jsou otazky AdoR a fysiologického pusobeni adenosinu dlouhodobé studovany
a kde existuje fenomenalni modelové a metodické zazemi.

V teoretické casti je podan logicky byt ponékud minimalisticky tvod do
problematiky. Shrnut a diskutovan je soucasny stav znalosti o AdoR a signalisaci
adenosinem, o transportu, metabolismu a recyklaci adenosinu v bunce.
Experimentalni ¢ast nahrazuji reprinty dvou publikovanych praci spolu se
suplementarnimi daty. Dosazené vysledky jsou shrnuty v jednostrankovém
zaveru.

Vysledky, o které se disertace opira, byly publikovany a prosly odbornou recensi,
presto pripominam, Ze mi jak v uvodu tak ve vysledcich chybi explicitni uidaje o
intra- a extracelularnich koncentracich adenosinu nameérenych v normalnich a
patologicky zménénych bunkach. Je zminéna pouze 20 — 200 nM koncentrace “in
cells and tissue fluids“ a pM koncentrace pri stresu. V tomto srovnani mi pripada
koncentrace 100 uM pouzivana pri pokusech in vitro velmi vysoka.

Druha moje pripominka se tyka formalni stranky disertacni prace. Zkracena
disertace, tj. soubor publikovanych praci opatfeny souhrnnym komentarem
dosavadnich znalosti a souhrnnou diskusi, by méla byt vyhrazena pro disertanty
s bohat§im seznamem publikovanych clanku. Souhrnna diskuse v predlozené
disertaci uplné chybi, coz je Skoda, protoze diskuse v ¢lancich musi byt velmi
topikalni a vétSinou neumoznuje poukaz na Sirsi souvislosti. Jinak je tivod napsan
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prehledné, uroven anglictiny je velmi dobra, nalezl jsem jen minimum
nevyznamnych chyb nebo citacnich nepresnosti.

Pri celkovém pohledu povazuji predlozenou disertaci za solidni prispévek ke
kontinualnimu proudu vysledki zrenomované laboratfe doc. Zurovce na
Entomologickém ustavu AVCR. Zavérem konstatuji, ze Mgr. Lucie Kucerova
predlozenou disertacni praci prokazala schopnost samostatné védecky pracovat,
pomoci naro¢nych metodik ziskavat nové védecké poznatky a wuplatnit je
v mezinarodnich casopisech. Doporucuji, aby prace byla prijata jako podklad pro
udéleni titulu Ph.D.

V Praze dne 22.3. 2013

Lz ’%j)/h/ww‘/

RNDr. Jifi Hejnar, CSc.
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Oponentsky posudek na doktorandskou diserta¢ni praci Mgr. Lucie Kucerové
nazvanou Adenosine signaling in Drosophila

Predkladana disertaéni prace Mgr. Kulerové zabyvajici se studiem adenosinové
signalizace u drosofily byla vypracovana na zakladé vysledki prace ziskanych v priibéhu jejiho
doktorandského studia na Piirodovédecké fakulté JU v Ceskych Bud&jovicich. Jedna se o kratkou
formu disertalni préace, jejiz experimentalni vysledky byly publikovany ve dvou prestiznich
mezinarodnich asopisech s vysokym impakt faktorem (Journal of Neurochemistry - IF 4.061 a
Insect Biochemistry and Molecular Biology - IF 3.246) a kopie piislusnych ¢lanki jsou soucasti
této disertadni prace. Mgr. Kucerova je prvni autorkou u jedné z téchto dvou z publikaci a na
vzniku druhé se vyznamnym zptisobem podilela.

Adenosin je endogenni nukleosid, ktery funguje nejen jako dulezity homeostaticky
regulator, ale klicovou roli ma také v buné¢né signalizaci, a to zejména v modulaci nervové
aktivity (ptsobi vSak i na mnoho jinych typl bun€k). Téma predlozené disertatni prace zaméiené
na studium adenosinovych receptori a pfislusnych bunéénych signalnich systému je tedy zajimavé
z hlediska moznosti lepsiho pochopeni zakladnich principi této signalizace na molekularni Grovni,

ale je dulezité i pro potencialni vyuzitelnost poznatkii z této oblasti pro farmakoterapeutické ucely.

Uvodem je tieba ocenit, Ze autorka napsala svoji disertaéni praci anglicky, coz neni dosud
prace napsana velmi dobrou anglictinou. Po formalni strance je piedlozena disertacni préace
usporadana piehlednym zplisobem — hlavni kapitoly tvofi pfedevS§im uvodni teoretickd Cast,
vysledkova ¢ast a zavéry. Struény teoreticky tivod (celkem 12 stran textu véetné seznamu citaci),
ktery je doplnén tfemi vhodnymi ilustrativnimi obrazky/schematy, poskytuje zakladni prehled
aktualnich informaci tykajicich se adenosinu a jeho metabolismu a transportu v buikach,
adenosinovych receptori a adenosinové signalizace, véetné popisu této signalizace u drosofily.
Vysledkovou &ast prace tvoii pouze kompletni kopie dvou publikovanych ¢lankl, a to bez
jakéhokoliv dalSiho komentafe. V nasledujici zavéredné &asti jsou pak na jedné strance shrnuty
veskeré kliCové vysledky této prace.

V predlozené praci neni uvedena zadna kapitola zaméfena na metodické piistupy, veetné
vyCtu a popisu pouzitych technik. Autorka to ziejmé nepovazovala za dilezité, nebot’ pouzité
metody jsou vétSinou popsany v ptilozenych originalnich publikacich. Tento popis vsak neni vzdy
zcela detailni a doplnéni urcitych technickych informaci v textu vlastni disertaéni prace by jisté
pfispélo ke zvyseni jejiho praktického vyznamu. Vysledky prace prosly pred jejich publikaci
v odbornych &asopisech pfisnym recenznim fizenim, coz samo o sob& zaruduje jejich vysokou
kvalitu. Ziskané vysledky byly diskutovany v originalnich publikovanych &lancich, piesto bych
povazoval za uzite¢né vénovat urity prostor jejich souhrnnému rozboru i v rimcei disertani prace.
Tomu obvykle byva vénovana kapitola ,,Diskuse®, ktera vSak v pfedlozené disertaéni praci neni a
vysledky jsou pouze stru¢né shrnuty v zavére¢né &asti disertaéni prace.

Celkové lze konstatovat, ze predlozena prace splnila vytéené cile a piinasi né&které
zajimavé nové informace tykajici se vlastnosti adenosinovych receptorti (AdoR) a adenosinové
signalizace v intenzivné zkoumaném modelovém organismu D. melanogaster. Autorka zjistila, ze
v buiikach drosofily vede aktivace AdoR k produkci cAMP jakoZzto hlavniho sekundérniho posla.
Mezi vyznamné vysledky patfi také charakterizace nékolika agonistli a antagonistii AdoR, pFi¢emz




se ukézalo, Zze analogy adenosinu jsou metabolicky stabiln€j$i nez samotny adenosin. DalSim
zajimavym poznatkem bylo zjisténi, Zze negativni vliv zvySené extracelularni koncentrace
adenosinu na bunéfnou morfologii, polaritu mitochondrii, proliferaci a Zivotaschopnost bun¢k
Cl.8+ s nizkou expresi AdoR je vysledkem nadmérného pi{jmu adenosinu pomoci specifickych
membranovych transportéri, ktery vede k akumulaci ATP v této bunééné linii a s tim souvisejici
energetické nerovnovaze. Soucasné bylo pozorovano, Ze u jiné bunééné linie (Mbn2) odvozené
z drosofily, kterd vyuziva jako preferen¢ni krok pii metabolickém zpracovani adenosinu jeho
deaminaci, se negativni vliv adenosinu na rist a pfezivani bun€k neprojevuje. Je tedy ziejmé, ze
v zavislosti na bunééném typu se mohou na konverzi adenosinu podilet rizné biochemické
pochody a buiiky s nedostatecnymi zpétnovazebnymi mechanismy mohou mit v nékterych
pfipadech vazny problém se zajisténim potiebné energetické homeostazy. Vysledky tohoto
vyzkumu mohou mit velky vyznam mj. v kontextu soucasnych poznatki, které poukazuji na
energetickou nerovnovahu bunék u riznych typt zhoubného bujeni.

Zavérem lze shrnout, Ze piedlozena prace ma vysokou odbornou troveii a po formalni i
obsahové strance spliiuje pozadavky kladené na doktorandskou disertatni praci. Autorka
vypracovanim této své prace prokazala Siroky teoreticky piehled i odpovidajici technické
dovednosti v dané oblasti vyzkumu. Je ziejmé, Ze b€hem své prace ziskala praktické zkuSenosti
s aplikaci modernich molekularné-biologickych, biochemickych a riznych dal$ich metod v
biologicky orientovaném zakladnim vyzkumu. Na zaklad& toho doporuduji, aby Mgr. Kucerové
byl po usp&$ném obhajeni jeji disertatni prace udélen titul PhD.

V Praze 28.2.2013

RNDir. Jiti Novotny, DSc.
Katedra fyziologie
Ptirodovédecka fakulta UK v Praze

Otazky do diskuse:

1.V publikaci Kucerova et al., 2012 (J. Neurochem.121:383-395) jsou na obr. 6 prezentovany
vysledky experimentu zaméfeného na sledovani vlivu vybranych antagonistii AdoR na akumulaci
cAMP v Bg2-c2 burikiach. Graf 6b ukazuje koncentradni zavislost G&inku antagonisti na
akumulaci cAMP, piicemz se zasadné odlisuje vliv kofeinu a teofylinu (Zadné inhibice, popf.
vzestup akumulace cAMP) od ZM 241385 a SCH 58261 (inhibice). Méfeni akumulace cAMP
v buiikach bylo provedeno po preinkubaci suvedenymi antagonisty a néasledném pfidani
adenosinu. Byla méfena také odpovéd’ (akumulace cAMP) v piitomnosti antagonistii bez pfidani
adenosinu? Pokud ano, jak vypadala koncentradni zavislost v takovém pripadé? Nemohly by byt
latky ZM 241385 a SCH 58261 povazovany spiSe za inverzni agonisty nez antagonisty AdoR?

2.V jednom ze zavéri prace autorka uvadi, Ze kombinaci bioinformatickych a farmakologickych
piistupd byly ziskdny nové pohledy na roli specifickych aminokyselinovych zbytkéi v DmAdoR.
Bylo by mozné tuto roli blize popsat?
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Oponentsky posudek na dizerta¢ni praci Mgr. Lucie Kucerové ,,Adenosine
signaling in Drosophila“

Piedlozena dizertacni prace zpracovava problematiku signalnich drah vyuzivajicich adenosin (.
transport adenosinu a vazbu na adenosinovy receptor) na modelovém organismu Drosophila
melanogaster. Naplni prace jsou zejména testy adenosinu na nékolika buné¢nych liniich Drosophily
v podminkach in vitro nasledované dle moznosti také experimenty in vivo. Pouzitim mutace
v adenosinovém receptoru byli testovani agonisté a antagonisté adenosinu, na rizné citlivych
bunécnych liniich byla studovéana také odpovéd’ na extracelularni adenosin. Byly prokazany rozdily
v absorpci a recyklaci adenosinu ve spojeni s regulaci sacharidového a lipidového metabolismu, coz
je vyznamné pro ziskavani energie v organismu. Dale byla potvrzena role adenosinového receptoru
pii stimulaci cAMP a byl vytvofen farmakologicky profil receptoru adenosinu u D. melanogaster
(DmAdoR). Extracelularni adenosin jako evolu¢né konzervovany homeostaticky regulator
moduluje energeticky metabolismus, bunéény cyklus a napt. také apoptozu.

V dizerta¢ni praci je fada originalnich vysledk, o jejich kvalité svéd¢i také to, Zze publikované
¢lanky jiz prosly recenznim fizenim v kvalitnich zahrani¢nich ¢asopisech (Journal of
Neurochemistry [F=4,061; Insect Biochemistry and Molecular Biology [F=3,246), kromé toho je
Mgr. Lucie Kucerovd uvedena jako spoluautorka dalSich dvou ¢lanki (Archives of Insect
Biochemistry and Physiology IF=1,361; European Journal of Entomology IF=1,061), které nejsou
soucasti disertaéni prace.

Dizerta¢ni praci tvofi anglicky psany obecny tvod, dvé publikace a spole¢ny zavér. V uvodu o 14
stranach (z toho ale pouze 7 stran tvoii vlastni literarni reSerSe na zakladé 48 citaci) autorka
popisuje obecny prehled signalnich drah obsahujicich adenosin, adenosinové receptory, transport a
metabolismus, nakonec se zaméfuje na piehled znalosti v této oblasti u Drosophily. Uvod je
struny, ale vystizny, na druhou stranu se informace duplikuji s uvodnimi c¢astmi obou
publikovanych &lanki. Clanky jsou uvedeny v plném znéni véetné dopliiujicich materiali a uvedeni
podilu prace autorky. Z toho vyplyva, Ze autorka musela zvladnout fadu experimentalnich metodik,
od laboratorni prace s Drosophilami a tkaflovymi kulturami po molekularné-biologické techniky

jako napf. izolace RNA, syntéza cDNA, qRT-PCR atd. Metodiky jsou v publikacich dostate¢né
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vysledk.

Po formalni strance tato prace odpovida standardim kladenym na doktorskou dizertaéni praci,

pokud jsou blize specifikované pozadavky ze strany PiF JU, je na odborné komisi, aby je posoudila.
K predkladané praci nemam zasadni namitky, nasledné uvadim jen drobné pfipominky a dotazy:

- Dizertatni prace se zabyva D. melanogaster, nakolik jsou ale ziskané vysledky platné pro dalsi
skupiny hmyzu, popiipadé dalsi bezobratlé Zivo€ichy? Byl napiiklad popsan u bezobratlych i
jiny AdoR nebo je evoluéné konzervovan pouze jeden oproti ¢tyfem u obratlove?

- Adenosin se uvolruje pii apoptoze, nadorech a dalsich piipadech, kdy je ovlivnén energeticky
metabolismus bunék, jaka je tloha adenosinu pfi spusténi imunitnich reakci béhem infekce,
jsou odlisné mechanismy napfi. podle pivodce infekce?

- Jaka je spojitost metabolismu adenosinu (zejména adenosin deamindzy) s oxidativnim stresem?

-V Gvodni ¢asti mi trochu chybi $irsi pojeti problematiky, mohl by zde byt vétsi presah mimo
uvedené dvé publikace, adenosinovym metabolismem se zabyva fada odbornych a
studentskych praci, bylo by witetné do obecného uvodu zafadit i odkazy na dalsi
problematiku. Stejné tak vzniklo ur¢ité¢ velké mnozstvi dopliujicich dat, které nejsou v
Clancich, ale v dizerta¢ni praci by je bylo moZné uvést. Zajimala by meé naptiklad

fotodokumentace fenotypu mutantti DmAdoR.

Dizertacni prace Mgr. Lucie Kucerové piedstavuje rozsahlou a metodicky i ¢asové narocnou
studii. Autorka v ni dale dokazuje, Ze ma velky piehled o literarnich udajich a dovede své vysledky
s témito udaji srovnavat, kriticky je hodnotit a diskutovat. Predkladana prace spliluje pozadavky
kladené na tento typ prace, proto ji doporucuji ke schvaleni jako jeden z predpokladi k udéleni

titulu Ph.D.

V Brné 18.3.2013 RNDr. Pavel Hyrsl, Ph.D.

Dopopopgonoonean

slo0o0elSnoel

o0o0olo0loloD

oo 0l0eocldS0o00

Jodololcilodxn
Slolololclol str. 2/2

Qoo 0nonon




