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OPONENTSKY POSUDEK

Magisterska prace: Studium fyziologickych vlastnosti mutanta IDGF u Drosophila
melanogaster (autor prace: Jitka Kocianova)

Magisterska prace Jitky Kocianové s nazvem ,,Studium fyziologickych vlastnosti mutanti
IDGF u Drosophila melanogaster” se tyka ulohy proteind IDGF v imunitnich odpovédich
drozofily. Vyty¢ené cile jsou rozdéleny do tfech hlavnich ¢asti. V prvni ¢asti se autorka vénuje
krizeni, kdy se za pomoci kosmidového plasmidu pokousi vytvofit zivotaschopného mutanta
IDGF. Dalsi ¢4sti jsou vénovany vyhodnoceni hemolymfy u vybranych mutanti gent IDGF a
vyhodnoceni parametrii imunitni odpovédi po infekci parazitickymi vosi¢kami.

Jako velky klad této prace povazuji jeji pfehlednost a srozumitelnost. Ocefiuji logickou
ndavaznost, kterd je v praci velmi zfejma, a to nejen diky vhodnému designu experimentt, ale také
diky textovému zpracovani, kdy autorka, az na nékolik vyjimek, které zmifuji dale, vie vzdy
peclivé dopredu vysvétli. Odhlédnu-li od nékterych mensich nedostatkii, cenim si zpracovani
Uvodu, ktery piisobi velmi pfijemnym dojmem. Pfesto, ze je zde uvedeno velké mnoZstvi
relevantnich informaci, text pasobi lehkou a nendsilnou formou. Ve vysledcich a diskuzi kladné
hodnotim zjevnou snahu autorky o interpretaci pozorovanych jevi a ziskanych vysledkd.

Jako mirné nedostatky prace vidim pieklepy, problémy s interpunkci ¢i uvadéni nazvi
proteinii malymi pismeny ¢i na nékterych mistech nepouziti kurzivy v nazvech gent. Nepfilisnou
peClivost vidim i tfeba v tvrzeni, ze ,,Glykoprotein DS47 se nachdzi na pravém raménku 2.
chromosomu®. Rozpaky ve mné budi ponékud nevytiibeny styl jazykového a faktického
zpracovani n€kterych ¢asti v sekci Material a Metody. Tato ¢ast je na jednu stranu zpracovéna az
do zbyte¢nych detailli, na druhou stranu chybi nékteré zésadni informace. Pfikladem muze byt,
kdyz autorka na mnoha mistech uvadi vypocty slozeni roztokd, a¢ by sta¢ilo uvedeni koncentrace,
na druhou stranu neni napf. uvedena tak podstatna informace jako je koncentrace DAPI pouzita
pro barveni prepardtu. V této Casti postraddm uvedeni zdrojl, ze kterych byly pouzité kmeny
drozofily ziskany. U nékterych kment jsou v zavorkach uvedena jména. Jsou to jména téch, ktefi
dané mutanty ziskali nebo pouze charakterizovali?

Jako jednu z hlavnich slabin prace vidim neuvedeni uplnych genotypovych charakteristik
vSech pouzitych kment ¢i dokonce pouziti nesmyslnych zépisi. Kmeny jsou oznaceny pouze
zkratkovité, aniz by byly zkratky v textu vysvétleny. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o diplomovou
praci, ocekdvala bych i peclivé vysvétleni vSech pouzitych markerti nebo alespori odkaz na
patfi¢nou literaturu. V zépisech genotypl autorka nejenZe nedodrzuje predepsand pravidla, jako
napf. neuvadi mezi jednotlivymi chromosomy stfednik, coz je samoziejmé mensi provinéni, ale
co je mnohem zavaznéjsi, zapisy provadi neuplné ¢i zcela nesmysing, a to asto tak, Ze to az miize
vést k mylnym interpretacim. Prikladem je zapis genotypu Idgf3 8/w1118, ktery by dle obecnych
pravidel naznacoval, Ze gen gen /dgf lezi na stejném chromosomu jako gen white. Spravné by mél
byt zapis ve formé w1”8 Idgf3°%/+ .

Zasadni problém vidim ve zpracovani vysledkové ¢asti, ktera se tyka zachrany mutantniho
kmene 10/3. Popis této Casti je vagni a doplnény pouze nedostate¢nymi schématy kfizeni, navic
obsahujicimi zkratky, které se mi ani s pomoci FlyBase ¢i Lindslay and Zimm nepodafilo
deSifrovat. Smysl nékterych krokd v kfizeni mi zlstava nejasny a nad nezdarem celého kiizeni
mohu jen spekulovat.




Celkové souhlasim s autoréinym tvrzenim, Ze vysledky prezentované v grafu 1 potvrzuji
ulohu genti Idgf pii srazeni hemolymfy. V detailech ale vidim ur¢ité nesourodosti. Jsou
prezentovany hodnoty srazeni hemolymfy mimo jiné u dvou heterozygotii pro mutatni alelu
1dgf3%: yw ! 18. Idgf3%/+ a 1df38/CyGFP. Prvni zminény heterozygotni typ ma rychlost srazeni
srovnatelnou s kontrolou, kdezto druhy typ méd rychlost sraZeni az trojnasobné delsi. Z mého
pohledu se patrné jedna o problém nesjednoceného genetického pozadi, coz podporuje vysledek u
dalgiho heterozygota Idgf3°, prezentovaného jako kontrola heterozgyta 1dgf3® bez mifepristonu.
Jeho geneticky background je evidentn& zcela jiny nez u jinych much a jeho rychlost srazeni je
také tplné jina. V praci ale neni uvedeno, do jaké miry bylo genetické pozadi sjednoceno, nejsou
uvedena kiizeni, ktera byla vyuzita k produkei testovanych much a pouzity genotyp neni v textu
Fadné vysvétlen. Z tohoto divodu je obtizné pozorované rozdily interpretovat. Za skvely
experiment ale povazuji srovnani much s piitomnosti a bez pFitomnosti mifepristonu, kde po
aktivaci exprese Idgf3 mifepristonem dochézi ke zkraceni doby srazeni az k normalni hodnoté. K
tomuto experimentu bych méla nékolik otazek. Neméla by byt v tomto experimentu zahrnuta také
kontrola na piimy vliv mifepristonu na sledovany parametr? Jaky je rozdil v transkripéni aktivité
Idgf3 mezi divokou kontrolou Canton S a mouchou s indukci mifepristonem? Po aktivaci
mifepristonem se rychlost srazeni zkratila az k normalu. Lze to povazovat pouze za ndhodu?
Nebo, pokud bychom predpokladali abnorméalné zvysenou transkripci 1df3, je v této souvislosti
dosazeni ale nepiekroGeni normélni hranice rychlosti srazeni piirozenym jevem? V souvislosti se
sledovanim poétu hemocytii po indukci mifepristonem autorka na str. 21 pie “ne ztrata funkce
genu Idgf, ale naopak jeji nérust stimuluje proliferaci hemocytil”, coz je ale v kontrastu se
srovnanim homozygotniho mutanta Idgf3® a divoké kontroly, kde naopak ztratou funkce genu
pocet hemocytii narlistd. Pozorovand nesrovnalost maze byt, dle mého nazoru, zpiisobena
zminénym genetickym pozadim.

Posledni otazky, které k autorce mam, se tykaji uvodni ¢asti, kde autorka zminuje studii
Kang et al. 2002 tykajici se pokusi s 4-fenylbutyratem. Zesileni transkripce hyperacetylaci
histonii je obecnym jevem. Je proto vliv hyperacetylace u Idgfl n&im specificky? Dale autorka
zmifuje, ze podani 4—fenylbutyratu dokaze prodlouzit délku Zivota drozofily. Je to v souvislosti
s hyperacetylaci Idgf1? Pokud ano, mohla by autorka uvést néjaké podrobnosti? Z textu neni napf.
jasné, odkud prameni jistota, Ze prodlouZeni délky zivota drozofily je zpisobeno hyperacetylaci
prave Idgfl.

Zavérem konstatuji, ze alespoit dle mého citéni, nejvétsim nedostatkem préce je
pravdépodobné neuceleny geneticky background. Nicméné také zdtraziuji, Ze vzhledem k délce
magisterského studia a obrovské casové naro¢nosti kifzeni, pro magisterského studenta je stéZi
vliv rozdilného genetického backgroundu minimalizovat. Ackoliv data, ktera jsou zde
prezentovana, zatim nemohou byt povaZovana jako publika¢ni, véfim, Ze ur€itym potencidlem k
budouci publikaci jist& jsou. Ve svém textovém zpracovéani ma prace sice fadu nedostatkd, ale ty
jsou na druhou stranu vyvézeny velmi zajimavym tématem, vhodnou skladbou experimentll a
predev§im Usilim pfi experimentalnim zpracovani, nebot studentka musela zvladnout fadu
metodicky odlisnych experimenti, kdy provadé€la pomérné velké mnozstvi opakovani a predevsim
absolvovala fadu kiizeni, kterd jsou naro¢né jak na Cas, trpélivost, tak preciznost. Souhrnné lze
tedy konstatovat, Ze piedlozend prace plné spliiuje pozadavky kladené na magisterskou
diplomovou praci a proto ji viele doporucuji k Gspésné obhajobg.
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Posudek oponenta na diplomovou praci

Autor prace: Be. Jitka Kocidanova
Nézev prace: Studium fyziologickych vlastnosti mutanti IDGF u Drosophila melanogaster

PiedloZena diplomova prace zpracovava na 44 stranach malo prozkoumanou problematiku
ristovych faktor u bezobratlych, konkrétn& produkty genu Jdgf. Prace je standardné ¢lenénd, po
struéné Gvodni &asti a vytyeni cili nasleduje popis pouzivanych metodik. Vysledky jsou uvedeny
v grafech a dokumentovény mikroskopickymi fotografiemi. Diskuse a zavér shrnuji strucné
dosazené vysledky, nejdilezitjsim vysledkem je prokézani zapojeni genti /dgf do imunitnich
odpovédi Drosophily (vlastnosti hemocytl, koagulace hemolymfy). Pro ovéfeni vlastnosti
mutantnich linii byla pouzita infekce hlisticemi a vosi¢kami, vysledky zbarveni hemocyti ale

nepfinesly rozdil mezi infikovanymi jedinci a kontrolami, pouze mezi mutanty mezi sebou.

K praci mam nasledujici pfipominky:

- V tivodu prace chybi odkazy na obrazky, i kdyZ je jasné, Ze souviseji s textem pied/za obrazkem,
chybi zdroj Obr. 1. Popis imunity hmyzu je velmi stru¢ny, u antibakteridlnich peptidii bere v ivahu
pouze indukované molekuly, ne stale pritomné bez indukce; neni zde uveden napt. pro Drosophilu
typicky diptericin.

- Neobratné vyjadfeni na Str. 3: “Fyziologické bariéry vytvéteji kaskadu vedouci k lyze ....”.

- Str. 7 — Invazni stadia hlistovek se oznaduji zkratkami IJ a DJ, tyto by mély byt zmin€ny v textu.
Recovery hlistovek neni signdl, ale pfimo zmé&na fyziologického stavu na zaklad€ signalu z potravy.
Popis infekce entomopatogennimi hlisticemi je zaloZen na pomé&mé starych citacich, dnes je ziejmé,
7e to neni tak jednoduché, naptiklad na infekei neza¢ind imunitni systém okamzité reagovat (Str. 8),
ale zalezi na tom, jestli je hlistice rozpoznéna jako cizorody material. Enkapsulace a nodulace
hlistic a bakterii jsou u Drosophily velmi t&Zko pozorovatelné na rozdil od housenek motyld.

- Autorka zvladla fadu metod, jejich popis je ale mnohdy malo srozumitelny pro ¢tendfe nepracujici
v daném oboru. Mnohdy jsou také uvadéné zbyte¢né podrobnosti na tkor dileZitych informaci.

Nejen u metod se &asto jedna pouze o konstatovani faktu bez provazani s dal$imi informacemi.

B e e e i MASARYKOVA UNIVERZITA, PRIRODOVEDECKA FAKULTA, Kotlafskd 2, 611 37 Brno
pogogoNS0o0D Vefejnd vysokd skola zfizend zdkonem, nezapisuje se do obchodniho rejstriku.
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- V materialu a metodice neni u pouzitych médii uvedeno jestli jsou pro Drosophilu, hlistice,
vosicky...

- Kapitola Chov nematod by méla pfedchazet Infekei hlisticemi, chybi citace modifikace metody —
Wang et al. 2010, Hyrsl et al. 2012.

- Kapitola 3.7. Méfeni krystalovych bun&k — “modré butiky” — kde se vzala modra barva?

- ProtoZe vSechny odborné zdroje k danému tématu jsou v angli¢ting, snazila se autorka pielozit
fadu specifickych termini do &estiny, pfimlouval bych se pro zachovéani ptvodniho terminu
v zavorce pfi prvni zmince (napf. krystalové butiky = crystal cell; strup, sraZenina = clot; imaginarni
ter¢ky = imaginal discs...).

Str. 22 — Autorka pise, Ze koagulace hemolymfy a melanizace jsou nezavislé a oddélené procesy, ve
skute¢nosti plati opak.

- Obr. 9 — pozitivni infekci bakteriemi Photorhabdus by potvrdilo pouziti GFP znagenych bakterii,
které jsou uvedené v metodice.

- Vysledky zobrazené v grafu bych doporudil zapracovat vice do textu, tj. uvadét konkrétni
hodnoty. Graf 1 — osa x — ptedpokladam, Ze se jedna o rozmezi 0-20 sec, vyjadieni 0:00-0:20 je
zavadéjici. U grafii neni nutné znovu uvadét citace metodik, to bylo jiz popsdno v materidlu a
metodach. Obr. 7 chybi zvétSeni/velikost hemocyti.

- Diskuze — o vlivu koagulace na infekeci hlistice pojednava prace Hyr3l et al. 2011, ktera chybi v
diskuzi.

[Pl 699,

- Jazykova troven: Cizi slova obsahujici “s” se ¢ast&ji pouZivaji se “z”: fagocytéza, hematopoéza,

embryogeneze... V praci se vyskytuji laboratorni terminy a neodborné obraty: “vialky, byla rovnou
kfiZena..., par zrni¢ek, vice uz bylo moc, kousek parafilmu, neni moc vhodn, statistické analyzy
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mi ukézaly, vykldvovat, pofadné zvortexujeme...”. Vyjadieni ,byly roztrzené larvy opatrné
odebrany” znamena, Ze jim byla odebrana hemolymfa (Str. 14)...
Preklepy jsou opraveny v mém vytisku prace.

- Prace s literaturou: v textu prace je citace vzdy soulasti véty, tedy tecka az za ni, v praci se

vyskytuje Casto tetka za i pfed citaci. Spojeni dvou autorii je pomoci ,,and“, v eské praci bych
doporucil ,,a*“. Seznam literatury: chybi teCky za citacemi, vysledky uvedené v textu prace jako
,»unpublished nejsou detailng&ji rozepsané v seznamu literatury, neuplna citace Kindt et al.
Diplomova prace Valentova 1. (2007) vznikla na MU pod mym vedenim, ne v Ceskych

Bud¢jovicich!
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- Byly geny Idgf prokazény i u dalSich bezobratlych krom& Drosophily? Pfedpoklada se jejich

univerzalni zastoupeni?

- Miize slouzit Drosophila jako pfirozeny hostitel hlistic?

- Infekce vosickami — jak se pozna infikovana larva od neinfikované? Pouze podle melanizovanych

vajicek v téle larvy?

Diplomova prace Jitky Kocidnové je aktualnim souhrnem informaci o genech Idgf a jejich

vlivu na fyziologii a imunologii Drosophily, spltiuje pozadavky kladené na diplomovou praci, a

proto ji doporucuji ke schvaleni a klasifikaci znamkou.

Oponent: RNDr. Pavel Hyrsl, Ph.D.

Dopoopo0doDodc«

V Brné 24.5.2012

datum a podpis
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Obhajoby magisterskych praci 29.5.2012

Vazeny pane piedsedo,

zasilam vypracovany posudek na diplomovou praci Be. Jitky Kocidnové na téma ,Studium
fyziologickych vlastnosti mutanti IDGF u Drosophila melanogaster*. Diplomové prace spliiuje
poZadavky kladené na tento typ praci, a proto ji doporucuji ke schvaleni a Kklasifikaci znimkou
dobfe, tj. ,,C*“. Zaroven se omlouvam, Ze se obhajob 29.5.2012 osobné neziastnim kvili pracovni

vytiZenosti v Brné.

S pozdravem,

RNDr. Pavel Hyrsl, Ph.D.

V Brné 24.5.2012
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