Oponentsky posudek na bakalafskou préci

Lukas Strych
Tkanove specificka role adenosinového receptoru pfi imunitni reakci

Laboratof $kolitele, Tomase Dolezala, prokazala v minulosti klicovou tlohu extracelularniho
adenosinu jako systemického signalu. e-Ado mobilizuje energetické zdroje (cukry) pro potieby
imunitniho systému na kor ostatnich tkani b&hem obranné reakce drosofilich larev vii¢i invazi
parazitoida. Lukas mél za cil rozlisit systemicky G¢inek adenosinu od G¢inku organové nebo
buné¢né autonomniho, k ¢emuz vyuzil mutantni alelu adenosinového receptoru (AdoR).

Prace je vybavena rozsahlym uvodem do problematiky imunitni odpovédi a role adenosinu u
drosofily ale i v §ir§im biologickém kontextu. Pfi ¢teni mne pfijemné piekvapila vyspélost textu
ve smyslu logického fazeni a relevance informaci. V textu neni nic zbyte¢ného. Pouziti ¢eStiny
pfitom ukazuje, Ze autor informace internalizoval, nemohl je prosté kopirovat. Cesky pieklad
obcas vede ke komickym spojenim, jako napt. "bezobratly purinergni receptor” na str. 13. Uvodu
bych kromé ob&asnych pieklepti vytkl pouze nedostate¢ny popis u Obr. 4, kde mélo byt jasné
uvedeno barevné kddovani jednotlivych ¢asti lymfatické zlazy a bunek.

Metody jsou prehledné zpracované, pouze u popisu genotypl (Tab. 2) jsou chybicky, napt. u
linie 1310 je FRT82 chybné uvadén na 2. chromosomu.

Vysledky. Prvnim cilem pokust bylo testovat, zda je adenosinova signalizace nezbytna na
buné&éné autonomni Grovni hemocytu a pfi jejich diferenciaci na lamelocyty béhem imunitni
reakce vyvolané parazitoidem. Odpoved’ Ze nikoli ziskal Lukas vytvofenim klon hemocyti a
lamelocytt homozygotnich pro nulovou alelu adoR pomoci mitotické rekombinace. Buriky
adoR™" nejprve rozpoznal diky absenci fluoresceneni znacky nesené na homolognim adoR”
chromosomu. JelikoZ nemohl u lamelocytt odlisit sesterské klony adoR ** (se dvéma kopiemi
mRFP) od heterozygotniho pozadi adoR™” (jedna kopie mRFP), musel mutantni adoR’
chromosom ozna¢it GFP a klony identifikovat pozitivné. To ukazalo, Ze absenci AdoR nejsou
hemocyty oproti kontrolnim buitkdm znevyhodnény, a vyloucilo tak poZadavek na bunécné
autonomni funkci AdoR v daném kontextu. Tento vysledek jasn¢ ukazuji obrazky 15-17.
Piedchazejici obrazky 11-13 jsou spiSe technické kontroly. Obr. 13, 15 a 16 obsahuji stejnou
chybu (i zelené butiky jsou popsany jako Src>mRFP misto GFP). Otazky k této ¢asti:

1. Jak by autor vysvétlil, Ze nelze rozeznat buriky hetero vs homozygotni pro mRFP/GFP?

2. Je mozné, Ze se individualni burky lisi ploidii a tudiz i po¢tem kopii mRFP/GFP?

3. Pro¢ je pomér heterozygotnich bunék nizky vii¢i homozygotnim butikdm obou genotypti?

Dale autor testoval hypotézu, zda AdoR autonomé potlacuje pifjem glukosy v burikach
kiidelnich imaginalnich diskd behem infekce. V tom piipadé ocekaval, ze klony adoR” bunék



zvySi akumulaci fluorescenéné znacené deoxyglukosy (2-NBDG) oproti zbytku disku. Klony se
mu sice podafilo mitotickou rekombinaci vyvolat, ale vysledky v Obr. 19 jsou nepriikazné, nebo
naznacuji spise opak, kdy GFP-positivni adoR " buiiky vykazuji slaby 2-NBDG signal. Zda se
mi, Ze jde o artefakt (bleeding zeleného signalu do ¢erveného). Tyto pokusy jsou zatizeny
zésadnimi nedostatky. Jednim je pouziti béZné epifluorescence namisto konfokalni skenovaci,
ktera jedin¢ mtze rozlisit hranice klonti a jejich genotyp. Druhym je nepriikazny signal 2-NBDG
v discich. Ob&é moznosti autor v diskusi kriticky hodnoti, coZ je dilezité. K této ¢asti mam
kritickou pozndmku: organizace a popis Obr. 19 je z hlediska publikagnich zvyklosti neptijatelny
a nedovoluje porovnani kontrolnich a pokusnych tkani. Legendy k obrazkiim jsou nedostate¢né.

Poslednim cilem bylo testovat bunééné autonomni vliv AdoR na aktivitu JAK-STAT dréhy,
které se pii infekci aktivuje ve svalech. Tento pfistup narazil na technickou nemoznost indukovat
adoR™" klony mitotickou rekombinaci ve svalech. V k¥idelnich discich se pak vliv AdoR na
aktivaci JAK-STAT nepotvrdil, alespoil ne za neinfek&nich podminek. Otazky k této ¢asti:

4. Pro¢ FLP-FRT systém mitotické rekombinace ve svalech nefunguje?

5. Jaké jiné (minimaln€ dv€) experimentalni moZnosti se misto této metody nabizeji?

K formélni Grovni prace mam dvé obecné kritické poznamky, tykajici se celého textu:

Jako celek text chvélim za jeho logické Elenéni, stru¢nost a jasnost vyjadfovani. Na druhou
stranu je t€Zké pretrpét brutdlni hrubky, z nichZ vybiram jen par piikladt: primery detekovali
(str. 38), disky se pouZivali (str. 42), pokusy selhali (str. 49), larvy mohli (str. 52)...atd. Svét se
rychle méni, ale shoda pfisudku s podmétem zatim jeste plati.

Problémem je zépis genotypt, kdy autor pro funkéni alelu pouziva 4doR a pro mutantni
alelu adoR. Tento styl je matouci a nestandardni (velk4 pismena v kurzivé podle konvence u
drosofily oznacuji dominanci). Zapis m&l byt adoR pro mutantni alelu a adoR" pro jakoukoli
funkéni alelu. Tento styl také umoziiuje rozlisit genotypy klont (napt. adoR™” vs. adoR™).

Zavér. Pies uvedené dil¢i nedostatky povazuji tuto bakalaiskou praci za vynikajici. Autor
prokazal schopnost samostatné uvaZovat a interpretovat vysledky vlastni i z literatury. Naugil se
fadu naro¢nych metod a osvojil si logiku prace s genetickym modelem Drosophila. Ve své praci
testoval zajimavou hypotézu a ziskal validni, a¢ negativni vysledky, kdyZ vylou¢il autonomni
poZadavek na funkci AdoR v krevnich imunitnich buiikach. Jeho zavedeni dvou markeri pro
urCeni genotypu a kvantifikaci hemocyti/lamelocyti povazuji za velmi elegantni pfistup. Autor
prokazal kreativitu, pracovitost, vytrvalost, a schopnost samostatného kritického usudku. Proto
doporucuji, aby byla jeho prace (po usp&$né obhajob&) hodnocena nejlepsi znamkou.
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