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Volba tématu:

Diplomova préce byla vypracovana v laboratoti prof. Michala Zurovce a zabyva se
problematikou studia vlivu adenosinu na drozofili buné¢né kultury. Autorka tispé3né
zvladla zaklonovat radu ¢asti gent drahy JNK. Z téchto konstrukti vytvorila
dvouvlaknové RNA, které spolecné s kontrolnim plasmidem transfekovala do bunécné
linie C1.8+ a sledovala morfologii bunék p¥i aplikaci adenozinu. RNAI ¢lent drahy JNK ¢i
na druhé strané ,overexprese” dvou vybranych genti chico a p35 mély zabranit apoptdze

spusténé nefyziologicky vysokymi koncentracemi adenozinu.
Formalni nalezitosti:

Autorka predlozila praci, ktera po formalni strance spliiuje pozadavky kladené na
diplomovou préci. Prace obsahuje ¢estné prohlaseni, obsah, vlastni praci, seznam
pouzité literatury a piilohy. Rozsahem patii prace spiSe ke krat$im (28 stran od uvodu
po zavér; z téchto 28 stran tvori vice nez Ctyri stranky obrazky).
Pripominky:
¢ Neni moc obvyklé pro diplomové prace spoletné Cislovani obrazki tvodu,
vysledki a priloh.
e Metodika je uvedena kapitolou bez ¢islovani a ndzvu, coZ mi neprijde nutné. RNAi
mechanismus mohl byt vysvétlen v iivodu ¢i pod kapitolkou Priprava RNAi
konstrukt.

e Obr. 7 na strané 19 by bylo dobré invertovat - v tisténé verzi prace nejsou dsRNA

fragmenty viditelné.




Obr. 9-12 by mohly byt také zobrazeny jako prekryté fotografie pro snazsi
orientaci (jako obr. 8).

Pomérné zasadni je uvadét ,reprodukovatelné“ jednotky: autorka v Metodice
uvadi pouze pouZziti mikrolitri roztok bez jejich koncentrace (ligace str. 11 a 15,
restrikce plazmidd str. 14, a zejména v transfekci str. 17, kde je tfeba uvést
mnozstvi napf. dsRNA a reportérového konstruktu v mikrogramech).
Nepresnosti se vyskytuji pfi spravném zapisu konstruktu. Bylo by dobré alespon
jednou uvést cely nazev vektoru, ktery byl pouzit. Jisté se netransfekovalo
napf.,0,1 ul GFP“ (str. 17).

Autorce bych doporucila sjednotit formu citaci a také sjednotit nomenklaturu
zapisu genu, transkriptu a proteinu (kurziva, velka pismena, atd.).

Na radé mist v textu by neuskodila citace, napft. str. 4, kde se piSe o signalnich
peptidech ADGFs a ADA, déle na str. 6, kde je autofagie spojovéna s JNK drahou, ¢i
na str. 9, kde je kratce popsan gen chico.

Str. 37 a 38 : SloZeni médif - nahradit ,antibiotika“ konkrétnim slozenim. Také si
myslim, Ze hraje roli pH média.
Préace obsahuje i par preklept, coz je lidské, jen bych upozornila na podstatnéjsi,

jako jsou napf. na str. 3 ,adenozin kindza preménuje adenozin na ATP* je to jen
na AMP. (i na str. 20 ,butiky exprimujf transfekovanou dsRNA“, neexprimuji - jen

obsahuji dsRNA.

Dotazy:

L o

Podle ¢eho byly vybrany geny pro RNAi a overexpresi?

Byla zjiStovana prirozena exprese téchto gent v ClI8+ linii?

Byly konstrukty pro vyrobu dsRNA sekvenovany?

Lze si ovérit funkcnost overexprimujicich vektort v burikach?

V sekci Vysledky, kapitola 4.4 Statistické zhodnoceni (str. 25) Obr. 13: Je osa x
spravné oznacena? Jedna se opravdu pouze o procenta v jednotkach?

Jak byly ziskdny priméry a SD u obrazki 13 a 14? Jedna se o priméry z
opakovanych transfekci?

Byl pocet ziskanych ,,GFP-pozitivnich“ bunék pribliZné stejny pro vSechny

transfekce?




8. Byl adenozin opravdu aplikovan v kompletnim médiu, jak je uvedeno v Metodice
str. 177

9. Jak si autorka vysvétluje podobny vysledek RNAi genu basket a puckered, se
zameérenim na to, Ze Puc je negativni regulator Bsk?

10. Pokud adenozin plisobi uvniti bunék (spousti apoptézu), jak je uvedeno v tivodu,
jak zapada vybér extracelularniho ligandu eiger ¢i receptoru draper pro RNAi do

tohoto modelu?

Hodnoceni prace:

Predklddana prace na mé celkové plisobi ponékud uspéchanym dojmem. Na druhé
strané chdpu, Ze na magisterskou praci je pomérné malo ¢asu. Prace i pres veSkeré moje

vyhrady spliiuje naroky kladené na diplomové prace a doporucuji ji k obhajobé s

/

]&6@,‘ |
V Ceskych Budéjovicich, 14. 1. 2016 gr. Eva DolezZeloy4, Ph.D.

hodnocenim mezi velmi dobie a dobre.
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Posudek oponenta na diplomovou praci

Autorka prace: Be. Justina Valcharova

Nazev prace: Adenozinem indukovana bunééna smrt v buiikich imaginalnich tercku
Drosophila melanogaster

Diplomova prace Bc. Justiny Valchafové se vénuje mechanismu bunééné smrti vyvolané
adenozinem u bun€k imaginalnich ter¢kt Drosophila melanogaster. Zapojeni adenozinu v indukci
apoptozy je tématem velmi aktualnim a zajimavym také z hlediska studia kancerogeneze, kdy jiz
byla u D. melanogaster prokazana napf. spojitost mezi adenozinovym receptorem a eliminaci
nadorovych bunék.

Studentka se ve své diplomové praci zaméfila na studium zapojeni signalni drahy JNK
v indukci apopt6ézy bun€k ovlivnénych vysokou koncentraci adenozinu. Béhem své prace zvladla
fadu zékladnich i pokrocilych metod molekularni biologie, pomoci kterych se ji podafilo vytvofit
dva overexpresni a pét RNAi konstrukti. S jejich pomoci se pak diplomatka snazila zabranit
adenozinem vyvolané apoptoze u experimentalni bunééné linie. Autorce se podafilo splnit v praci
vyty¢ené cile a prokazala zapojeni JNK signalni drahy v adenozinem indukované apoptdze
u testovanych Cl.8+ bun¢k D. melanogaster. Neméné zajimavym vysledkem pak je, ze bunky
s transfekovanymi konstrukty chico a p35, jejichZ produkty pusobi antiapoptoticky, nebyly pied
adenozinem indukovanou apoptézou ochranény.

Po formalni strance je prace psana Citelné, jen s obCas se vyskytujicimi pieklepy a misty
hor$im slovosledem. Kapitoly jsou ale smysluplné fazeny a ¢tenafe postupné seznami se zakladni
problematikou adenozinu a bunééné smrti, v§emi v praci pouzitymi metodami, vysledky i zavéry
znich vyvozenymi. Pro lep$i orientaci v problematice adenozinu by vSak pfispélo vytvoteni
schématu adenozinové drahy, ktery by vhodné doplnil text prace. Také obrazky uvedené v ptiloze
(napf. obr. 1) mohly byt pfimo souasti prace samotné, aby Etenaf nemusel Casto odskakovat
do pfilohy a také by se tim autorka vyhnula tomu, Ze obr. 2 se v praci objevuje jako prvni. Posledni
mensi vytku mam k diskuzi, ve které se mohla diplomantka vice rozepsat a rozvést pozorovany

efekt utlumeni testovanych genti (viz dotaz €. 4 niZe).

el b ol d MASARYKOVA UNIVERZITA, PRIRODOVEDECKA FAKULTA, Kotldfskd 2, 611 37 Brno
toogo@oOoODonSD Verejnd vysoka Skola zfizend zdkonem, nezapisuje se do obchodniho rejstiiku.
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K diplomové praci mam tyto dotazy:

. Pro¢ nefungovala modro-bila selekce v pfipadé transformace béhem pfipravy overexpresnich

konstruktt (kap. 3.5.4)?

. Jak si autorka poradila s hodnocenim snimku, na kterych se vyskytovaly shluky buné&k, jak se

zminuje na str. 25?

. Procento zivych buné€k bylo v praci pocitano porovnanim s kontrolou bez adenozinu. Neméla by

tedy kontrola bez adenozinu na obr. 14 (Ctr) dosahovat pouze 100 %? Jak u ni byla dopo¢itana

smérodatna odchylka?

. Jak si autorka vysvétluje stejny efekt zablokovani transkripce genu puckered a basket, kdyz prvni

z nich negativné reguluje druhy?

Prace Be. Justiny Valchafové piinasi uziteéné nové poznatky o plsobeni adenozinu v procesu

apoptozy a pln€ spliiuje pozadavky kladené na diplomové prace. Doporucuji ji tedy k obhajobé

a s prihlédnutim k vy$e zminénym drobnym nedostatkiim hodnotim znamkou B.

Oponent: Mgr. Pavel Dobes, Ph.D.

V Brné 15.1.2016

.................................................

datum a podpis
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