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Posudek na magisterskou praci Anety Pekacové — Characterisation of Drosophila
melanogaster with mutations in all genes of the Sirtuin family

Ptedkladand prace se zabyva funkcemi sirtuind u octomilky obecné, Drosophila
melanogaster. Autorka zpracovala zajimavé téma a vlastni praci napsala velmi pe¢knou
angli¢tinou. V Uvodu autorka shrnuje zakladni poznatky o této skuping proteinti u
obratlovel, pfevazn€ u mysi, a srovnava je se situaci u drozofily. V kapitole Material a
metodiky jsou podrobné popsany postupy, kterymi byly ziskani pfislu$ni mutanti, a metody
ovéiovani jejich genotypu; jsou zde popsany také prislusné funkéni testy, které ovéfovaly
reakce mutantl za stresovych podminek. Vysledky jsou dokumentovany fadou grafi. Ve
fundované Diskuzi pak autorka vysvétluje ziskané vysledky a srovnava je s literarnimi udaji.
Je Skoda, Ze v préci chybi zavér nebo shrnuti hlavnich dosazenych vysledk.

Autorka ziskala fadu zajimavych dat a na tématu hodla evidentn¢ dale pokracovat. Pies
nékteré formalni nedostatky (viz dole) mam z prace velmi dobry dojem.

K praci mém nésledujici ptipominky, poznamky a dotazy:

- v praci je pouzivano velké mnozstvi zkratek, orientaci v textu by velmi prospél Jepch
seznam s vysvétlivkami

- str. 11 —uvadi se zde, ze SIRT3 muze ptsobit jako onkogenni faktor. To ponékud nezapadé
do celkove pozitivni role sirtuini v metabolismu. MiiZete to okomentovat?

- str. 18 1 jinde — jsou zndmy né&jaké interakce sirtuinit s hormonalni regulaci metabolismu, at’
uZ u my$i nebo u hmyzu?

- str. 42 dole, 1 déle v textu — (120 adult males...) — pokud véta zaéina Cislovkou, je nutné ji
vypsat slovy

- str. 43, Fig. 17 i n¢které dal$i — na statistické hodnoceni vysledkii zde byl pouzit t-test.
Myslim, ze vhodnégjsi by byla jednocestnd ANOVA s vhodnym post-testem

- str. 44 a 45 — Fig. 18-20 nemaji odkaz v textu a nebylo tudiz hned ziejmé, co vlastné ukazuji
- str. 45 — oxidaéni stres byl hodnocen mortalitou, jisté by bylo zajimavé hodnotit ho také
pomoci biochemickych marker oxida¢niho stresu. Planujete to do budoucna?

- str. 46, Fig. 21 — symboly a jejich vysvétlivky jsou tak malé, Ze jsou pro lidi mého véku
zcela necitelné. U ostatnich obrazki je to jen o néco lepsi.

- str. 47 a dale, Figs. 22 a dale povétSinou nemaji odkaz v textu

- srovnani vysledkl délky Zivota (lifespan) a hmotnosti. Nejsou tyto vysledky v rozporu? U
t€z8ich much, pokud jsou ovSem za zvySenou hmotnost zodpovédné Ziviny, by bylo mozné
ocekavat prodlouzeni Zivota.

- Vysledky obecné — pro sloupcové grafy bylo pouzito n€kolik variant grafii — pro seriézni
préaci by mél byt styl jednotny

- str. 55, Fig. 30 — je tento obrazek z citace 80? Text ze str. 54. to trochu komplikuje ,, ... Fig.
30 and (80))...“

- str. 56, 2. véta (We speculate...). Tato spekulace neni zcela jasna. Uved'te prosim Vasi
predstavu o souvislostech mezi zkrdcenym vyvojem (lifespan), prodlouzenym larvalnim




vyvojem, problémy s plodnosti a vy$si hmotnosti jedinct

- str. 58. — konec 1. véty (...it may also produce more ROS, as it is the case of mutants for
SIRT1 or SIRT2). To je znamo z literatury? Chybi citace

- namét do diskuze — Vami ziskané vysledky o vlivu sirtuinli na metabolismus,
Zivotaschopnost, hmotnost, obezitu, oxida¢ni stres atd. much napadné koreluji s vysledky
nasi laboratofe a také skupiny R. Kiihnleina ziskané s mutanty deficientnimi v produkci
adipokinetického hormonu. Neuvazovali jste 0 nozném zapojeni hormont do Vasich
experimentii? Dale, interpretaci Vasich vysledki by hodné pomohlo také jednoduché méfeni
7ivin u Vasich much a vy$e zminéné stanoveni marketti oxida¢niho stresu.

Zavérem:

Autorka pfipravila vhodné mutanty drozofily pro studium funkce sirtuindi a ukdzala Glohu
téchto proteind v udrzovéani metabolické homeostaze i vyvojovych procesech. Jedna se o
velmi zajimavé téma - ziskané vysledky tvofi velmi dobry zaklad pro dalsi vyzkumy. Praci
jednoznaén& doporucuji k obhajobé jako jeden z podkladii k ziskdni magisterského titulu.

VY Ale

C. Budgjovice, 15. 5.2019 Dalibor Kodrik - oponent
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V souhrnu - préce pfinasi fadu origindlnich zji3téni tykajicich se role genti z rodiny NAD+ dependentnich
deacetylaz — Sirtuini — v biologii dosp&lcti Drosophily melanogaster.

Soucasti prace bylo vytvofeni mutanta ve vech genech kédujicich Sirtuiny s predikei vzniku funkéniho
proteinu a s dokumentovanou funkei. Tento nové vnikly - a mezi modelovymi organismy unikatni - penta-
mutant byl nésledn€ charakterizovan fadou fenotypizagnich eseji s cilem dokumentovat dopad genotypu na
délku Zivota, odolnost vii¢i stresovym podminkam a mobilizaci energetickych zésob.

Préce jako celek predstavuje nadstandardni velmi ¢&tivé a kvalitng zpracované dilo. Zviastni pochvalu si
zaslouZi aZ neuvéfitelné precizni a poctivy pfistup k dané problematice, kdy provedené experimenty
obsahuji vZdy co moZn4 nejlepsi kontrolni skupiny, co nejlépe kontrolované experimentalni podminky a
obrovské mnoZstvi charakterizovanych jedinc(l. Za textem samotnym musime tedy vidét také stovky aZ
tisice hodin mraven¢i a poctivé odvedené prace.

V tivodu nés autorka obratné provadi skrze dosavadni poznatky o jednotlivych genech z rodiny sirtuing.
Nejprve se vénuje znalostem jejich role u savci a nésledné i u drosophily. Mé po&ateéni rozpaky z ne pfili§
trefn€ zaméfeného zaCatku Gvodu a spise encyklopedického predkladani jednotlivych nepropojenych dat,
byly rozptyleny v druhé &asti dvacetistrankového Gvodu, ktera se trefné vénuje potfebnym tématim a
vhodné€ integruje pfedchozi informace. Text Gvodu tak dikladng pripravi i &tenéfe laika (tedy mne), aby
pochopil motivaci autorky k vyty&eni a napInéni jednotlivych cilq.

Jedinou vytkou, kterd by mne k ivodu napadla je pouZity citaéni format, ktery je dle mého nazoru pro
diplomovou préci neobvykly a vyznamng zt&Zuje ovéfeni spravnosti pouZité citace — nebo lépe feceno ji
Cini extrémné néro¢nou na &as. Jednou se pak citace objevila dokonce v jiné formé (Banerjee, 2012 - Fig.
10).

Cile samotné jsou konkrétné, struéné definované a jsou naplnitelné za pouZiti predestienych pfistupt.

Cast vénovana popisu metodické stranky projektu nejlépe dokresluje pe&livé zpracovani celé prace a
udélala na mne dobry dojem. Na zékladg pfedloZeného popisu jednotlivych metod bych se nebal zopakovat
konkrétni experimenty. Navic je z jejich popisu patrné, Ze je autorka s metodikou dob¥e obeznamena, a e
si uvédomuje veSkerd uskali, kterym se pfi podobn& nironych esejich musime vyhnout. Kromé
Jednotlivych fenotypizatnich metod je autorka obeznidmena také se zaklady molekularng biologickych
technik, pouZitych v praci ke genotypizovani vyslednych linii rozli¢nymi zptisoby, které jednotlivé mutace
vyZzaduji.

Jedinymi chybitkami, kterymi se autorka provinila, je trochu zmategny popis kiizeni (Fig. 12) a drobné
nepfesnosti v popisu qPCR cyklu. Detaily a jemné nuance, kterym se zde vénuji, ale spi§ nadale potvrzuji
preciznost zpracovani celé prace.

Kapitola vysledkii je na vysoké trovni. Jedinou otdzkou je pouZitd statistika a signifikance n&kterych
vysledki. Vysledky zacinaji zdlouhavym a detailnim popisem tvorby mutantni linie a ové&Feni spravnosti



vzniklého genotypu. Tato ¢ast mé ale v préci velmi diileZité misto, protoze spravnost mutanta vzniklého
genotypu je otdzkou, ktera Casto vytane na mysl oponenta pfi seznidmeni se s vysledky z experimentu, které
nasleduji. Autorka po tomto Gvodu testuje vzniklého penta-mutanta v fadé experimentélnich eseji — chill
coma recovery, oxidative stress resistence, starvation assay, lifespan, body size and weighting, fertility,
fecundity...

BohuZel — navzdory kvalitnimu provedeni experimentti, maloktery fenotyp se ukézal jako signifikantng
odliSny od pouzitych kontrol, které vykazuji v jednotlivych esejich aZ zarazejici variabilitu.

To je pravdépodobné zpiisobeno kombinaci n&kolika multifaktoridlnich proménnych. Fenotypy samotné
mohou byt &asto ovlivnény rozli¢nou zmé&nou biologie testovanych jedinci, stejné tak jako penta-mutant
miZe mit ovlivnénou fyziologickou odpovéd’ v fadé i protichtidng puisobicich kaskad, coZ ve vysledku
zakryva signifikantni projevy popsané pro single-mutanty.

Drobné vitky a prostor k diskuzi si zasluhuji pouZité statistické testy. Statistické signifikance v obrazku 17
vzbuzuje mirné pochybnosti o vhodnosti pouZitého tesu. Skutein& miZe byt statisticky rozdil mezi
skupinami Sitr-/- a W na &tyfhvézdigkové Grovni? Jaky test byl pouZit a jakych parametr? V obrazku 21
se dle mého nézoru ukazuje signifikantni rozdil mezi Sirt-/- and W v rezistenci k oxida&nimu stresu? Jaké
statistika byla pouzita? Jaké jsou vstupni &isla do testu? Jaka statistika je vhodné&jsi na Survival analysis
eseje a pro¢?

Velkou pochvalu si zasluhuje diskuse, ve které autorka pohotové a zdatng zhodnocuje své vysledky
v kontextu dosavadnich poznatki. Z diskuze je zfejmé, Ze se autorka v tématu dobfe orientuje a projevuje
dobré zéklady védeckého uvazovani.

Celkové hodnotim praci jako v¥bornou. Jeji prostudovéni mé t&Silo a obohatilo a bez vahani ji doporuéuji
k obhajobé.

Presto mém né&jaké dotazy, na které (alespoii n&které z nich) by mohla autorka b&hem obhajoby zareagovat:

Q1 - Vysledky naznaluji vliv Sirt-/- na funkci kaskady insulinové signalizace s mTOR. Jaké pozorované
fenotypy by bylo mozné vysvétlit pres tyto kaskady, a jak (jestli viibec) Sirtuiny interaguji s témito
kaskadami?

Q2 - Existuji n&jaké jiné deacetylazy obdobné funkce, které by mohly za sirtuiny pfevzit jejich alohu, jako
kompenza¢ni mechanismus b&hem vyvoje?

Q3 — Chépu funkei Sirtuinti jako receptort intraceluldrniho metabolického stavu buiiky. Jednotlivé tiidy
Sirtuint se li3i sub-bun&&nou lokalizaci, jaky metabolicky efekt ma zm&na NAD+ v cytoplasmé buriky a
Jaky by to mohlo mit dopad na fyziologii celého jedince?

Q4 - Sirtuiny jako lysin deacetylazy ovlifiuji epigenetické modifikace. Lze tedy ocekavat zmé&nény globalni
acetyla¢ni pattern v Sirt-/- mutantech?

V Ceskych Budg&jovicich 11.5.2019 Adam Bajgar



