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Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Tomase Filipa — Vliv signalizace extracelularniho
adenosinu na model Huntingtonovy choroby v Drosophila melanogaster

Tomas Filip ve své praci testuje mozny ucinek signalizace adenozinem na toxicky efekt lidského
proteinu Htt se zvySenym poctem CAG repetic na modelu drozofily. Po formalni strance je prace
prehledné a jednoduse koncipovana, se viemi nélezitostmi, které ma mit, text je tivy, chyb je
relativné malo, drobny problém s citacemi zmifuji v pozndmce déle. Co se obsahu tyce, jedné se o
velmi zajimavou praci, protoze Tomas nasel pomérné vyrazny efekt umlceni adenozin deaminaz
ADGF-C a -D na potlaceni toxickych ucinkd Htt. Ackoliv by bylo potfeba dodélat néktera ovéreni,
kontroly apod. (viz. otazky déle), jedna se o presvédcivé vysledky, které oteviraji celé nové pole
pro studium role adenozinu v ramci patologie HD a ustanovuji velmi zajimavy geneticky model pro
toto zkoumani. Z tohoto pohledu je prace velmi pfinosna a udélala na mé znaény dojem.

Poznamka k referencim: Chybi reference Dolezelova et al. 2005, ktera je v Gvodu opakované
zmifovana. Na str. 3 je navic jeSté uvedena citace Dolezelova et al. 2004, ktera neexistuje.

Otdazky:

Str. 1: ,,Ackoliv tyto procesy mohou byt za urcitych podminek dileZitym zdrojem Ado, hlavni
fyziologicky zdroj predstavuje defosforylace AMP pomoci 5°-nukleosiddzy.” Na zakladé ¢eho je
postaveno toto tvrzeni?

Str. 2: ,Vyse zminéné proteiny s adenosin deamindzovou aktivitou se zvySovdnim nebo sniZovanim
hladiny Ado v extra/intraceluldrnim prostoru podileji na dileZité soucdsti adenosinové drdhy, coz je
transport hydrofilni molekuly Ado pres cytoplazmatickou membrdnu buriky. ZvySovani hladiny Ado
témito enzymatickymi proteiny vede k zapoceti signalizace skrze specializované proteiny typu
transportérd.” Toto zni ponékud zmatecéné, tyto enzymy tedy zvySuji nebo snizuji hladinu Ado? A
v intracelularnim nebo extraceluldrnim prostoru a jak to souvisi s transportem? Co je za co
odpovédné a jak?

Str. 12: Neni popséna mutace If — jedna se o dominantni marker v o€ich Irregular facets?

Str. 16: Analyza prezZivani — kombinace dvou balancer CyO; MKRS byla pouZivana jako kontrola
tvorici hodnotu 100%, od které se odvijela hodnota preZivani linie Q93. Ovéem kombinace CyO a
MKRS také muze mit vliv na prezivani, pfece jenom se jedna o balancerové chromozomy

s mutacemi a rozsahlymi chromozomalnimi pfestavbami a kombinace dvou balancerl maze mit za
urcitych podminek vétsi vliv nez jeden balancer. Byl efekt této kombinace na prezivani za
pouzitych experimentélnich podminek néjak ovéren?




Veskeré vysledky jsou zalozeny na umlceni gent pomoci RNAI. Testoval autor efekt RNAi na
expresi sledovanych gent? Jedna se o dulezitou kontrolu. Analyzoval autor pouZité sekvence pro
RNAi ADGF-C a -D z TRiP kolekce, zda nemohou ovlivnit expresi i dalSich ADGF gend, kvali
specificité ucinku? A premysli o pfipadném ovéreni téchto efektd jinymi RNAI liniemi nebo
pfipadné pomoci knock-out mutaci téchto gent?

Str. 26, obr. 8: Pro¢ od 6. dne nejsou na obrazku sloupce pro GFP a AdoR?

Str. 30: “Je nutno podotknout, Ze obcasné vykyvy kvality Zivného media pro mouchy a vliv 29C
ztéZovaly celkové podminky pro pdreni, kladeni vajicek a vyvoje nového potomstva. Z tohoto
ddvodu nékterd kriZeni neprinesla dostatecny pocet potomstva a musela se opakovat.” Co timto
autor presné mysli? Jakym zplsobem se rozhodoval, co opakovat a co poditat, aniz by zanesl do
experimentl urcitou zaujatost, ktera by mohla vysledky ovlivnit?

K diskuzi: Autor ve své praci ukazuje efekt adenozinové signalizace na snizeni toxicity mutantniho
proteinu Htt a konstatuje, Ze tento efekt by mohl patfit k univerzalnimu cytoprotektivnimu
pUsobeni adenozinové signalizace. A¢ to neni jednoduchd otazka, mohl by se pfesto autor
pfipadné zamyslet, jakym mechanismem nebo zplsobem je tohoto efektu dosazeno, jak to
adenozinova signalizace ,,déla“? Co tato signalizace v burice zpUsobi, jak zméni jeji chovani, ze je
chrdnéna pred toxickymi vlivy napf. Htt proteinu? Existuje fada dalSich praci, které ukazuji
podobné ucinky na dalsich bunéénych ¢i zvifecich modelech, které autor cituje. Je v téchto pracich
mechanismus zkoumdn, nebo se o ném néjak alespon spekuluje?

Vi se, pro¢ Q93 zplisobuje vyvojovou letalitu? A pro¢ se nejedna o 100% penetranci, tj. pro¢
néktefi jedinci se vyvinou v dospélce, a jak takovyto jedinci vypadaji? Pokud se divod letality zn4,
jaky by mohl byt efekt adenozinové signalizace p¥i potlaéeni této letality?

Je mozné vysledky dosazené pomoci umléeni ADGF-C a —D vysvétlit i jinym efektem, neZ zvy$enim
adenozinové signalizace, tj. jinou roli téchto proteind, nezZ je deaminace extracelularniho
adenozinu? Mohl by autor navrhnout pokus, kterym by toto mohl ovéfit?

Chystd se autor své vysledky publikovat, a co pfipadné planuje dodélat pro takovou publikaci?

Shrnu-li své posouzeni prace, jedna se o kvalitni diplomovou praci s velmi zajimavymi a
presvédcivymi vysledky, ktera je bezesporu na tGrovni dobfe hodnocenych diplomovych praci a
jednoznacné ji doporucuji k obhajobé. Na zakladé tisténé prace si dovolim navrhnout hodnoceni
vyborné, pokud to bude podporeno adekvatni prezentaci a diskuzi pfi obhajobé.

V Ceskych Budé&jovicich dne 18. 5. 2017
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Posudek na magisterskou praci Tomase Filipa - Vliv signalizace extracelularniho
adenosinu na model Huntingtonovy choroby v Drosophila melanogaster

Piedkladana prace studuje tlohu adenosinu v neurodegenera¢nich procesech v nervové
soustaveé u octomilky ve vztahu k Huntingtonové chorobé. Prace ma klasické ¢lenéni, které se
od takové studentské magisterské prace o¢ekava. V Uvodu autor shrnuje zakladni poznatky o
funkcich a vlastnostech adenosinu a charakterizuje Huntingtonovu chorobu. Cile prace jsou
jasné a stru¢né charakterizovany. Kapitola Material a Metodika ukazuji, Ze autor zvladl fadu
riznych technik a postupi. Nésleduje kapitola Vysledky s prezentaci ziskanych vysledki a
dat, které jsou dokumentovany fadou grafii i fotografiemi. V Diskuzi pak autor vysvétluje
nameétené vysledky a srovnava je s literarnimi tdaji.

Autor ziskal zajimavy soubor dat, které zapadaji do zamé&feni jeho mateiské laboratote,
které se tyka roli adenosinu v riznych biochemickych a fyziologickych procesech. Prace
nicmén¢ osahuje i nékteré formalni prohiesky — nejednotna citace literatury, neobratné
formulace vét, stylistické problémy atd.

K praci mam nasledujici pfipominky, poznamky a dotazy:

- str. 3: je zde uvedeno, Ze ,,Ado kontroluje...vypousténi riznych neurotransmiterd“. Mizete
uvést podrobnosti?

- str. 11. v tabulce 1 chybi udaj o testovani linie octomilek Adgf-A. Tato linie byla evidentné
pouzita — viz obrazek 1, str 19, i kdyZ se ukéazala jako nevhodny kandidat.

- str. 16: provad¢l autor kiiZeni octomilek sam?

- str. 16 — rhabdomery jsou zde popsany jako ,,organy fotoreceptorovych neuront, které
shromazd’uji svétlo®. Jak to autor myslel?

- str. 18: podkapitola 3.8. Chovné médium - by méla byt na zacatku kapitoly M+M

- grafy vysledkii — u prvnich 3 grafli neni jasné, takym statistickym testem byly hodnocena
data. U dalSich je to uvedeno pouze v M+M, coz je nepraktické.

- Diskuze — obsahuje fadu vét stylisticky neobratnych az nedavajicich smysl (napf. str. 30 —
Dle uk4zanych vysledki v této praci...; str. 31 — Ze AdoR...dfima nezastupitelnou roli; atd.).
- str. 30 - prosim o vysvétleni véty: Je nutno podotknout, Ze ob&asné vykyvy kvality Zivného
média pro mouchy a vliv 29°C ztéZovaly celkové podminky pro péfeni, ...

- str. 31 - Co je to farmakologicka aplikace A2A?

- str. 32 - Prosim o vysvétleni souvéti: To, Ze Ador®NAi, ..

- str. 32 — ve 3. odstavci (Vzhledem k tomu...) chybi minimalné 2 citace

- str. 32, dole: Pfedchozi vysledky nasi laboratofe pti indukci warts (wts) tumorovych
klont... Tato véta potiebuje vysvétleni, neni zde ani citace.

- Zaveér — str. 33: opét formula¢ni problémy: ,,NS Drosophila pozitivné€ ovliviiuje timrtnost*
nebo ,,mechanismus pisobeni...by mohl byt v aktivaci®

- Seznam literatury — lze zde najit rizné fadkovani, nejednotnost citaci, n€kde jsou uvedena i
¢isla ro¢niki, jinde chybi, riizné formy citaci ¢asopist — celé nazvy vs. zkratky bez tecek vs.
zkratky s teCkami.




Zavérem:

Autor ziskal zajimavy soubor dat a prokazal, Ze adenosin snizuje a zpomaluje
neurodegeneraci vyvolanou Huntingtonovou chorobou, naznacil také mechanismu ptsobeni
adenosinu. To si jisté zaslouzi publikaci v kvalitnim védeckém ¢asopisu. Nicméné tlohou
oponenta je posoudit i formalni stranku prace, ktera pokulhava za ziskanymi daty. Skoda, Ze
nelze snizit ohodnoceni diplomové prace o pul ,,bodu. Takze jednozna¢né praci doporucuji
k obhajobé jako jeden z podkladi k ziskéani magisterského titulu a hodnotim ji znamkou
,velmi dobfe®. Pokud vSak autor u obhajoby prokaze excelentni vykon, jsem ochoten mu

formalni prohiesky odpustit a hodnoceni vylepsit.

C. Budgjovice, 18. 5. 2017 Dalibor Kodrik - oponent




