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Posudek na magisterskou préci Bc. Heleny Soké&evigové

Helena Soké&evi€ova si za cil své magisterské prace predsevzala ambiciézni projekt,
ktery fesi velmi zajimavé a origindlni védecké téma, a to roli Impl2 genu pfi imunitni
odpovédi Drosophily. ProtoZe o tomto tématu neni doposud prakticky nic znamo, a to ani
v sav€ich modelech, vysledky ziskané béhem této magisterské prace jsou v jistém smyslu
prukopnické a oteviely dvefe k SirSimu vyzkumu tohoto tématu. Mnoistvi a kvalita dat
naznacuje, Ze pokud by Helena byla do vyzkumu zapojena jesté o par meésici déle,
vysledkem by ziejmé byla publikace v dobré védeckém casopise, coZ u magisterskych
praci nebyva pravidlem. OdraiZi to jisté nejen jeji védecké kvality, ale i dobrou péci jejiho
Skolitele.

V uvodu Helena vystizné shrnula soucasny model naseho chapani mechanismu
imunitni odpovédi u Drosophily a dosavadni znalosti o roli Impl2 genu béhem riznych
stresovych situaci. Je z ného patrné, Ze necerpala informace pouze z jiz publikovanych
review, ale Ze si je védoma i relevantnich Cerstvé publikovanych védeckych praci. Z
literdrniho Gvodu pak srozumitelné vyplyva, Ze Impl2 gen je vybornym kandidatem pro
signalizaéni molekulu zapojenou do zprostfedkovani systemické metabolické odpovédi
béhem infekce. Cilem magisterské prace bylo zjistit, zda se Impl2 gen exprimuje v
imunitnich burikdch b&hem bakteridlni infekce a jakou roli hraje béhem metabolickych
zmén doprovazejicich imunitni reakci.

Prace je metodicky velice bohatd a zahrnuje nejen zvladnuti genetického kfiZzeni
Drosophil, ale i pomérné sloZité metody jako infikace dospélci a vyhodnocovani
uspésnosti imunitni odpovédi, méfeni metabolitl, sortovani bunék pomoci FACS, RT-PCR
analyzu a chill-coma recovery esej. Z vysledkt prace vyplyva, Ze béhem imunitni odpovédi
narlstd exprese Impl2 v imunitnich burikdch a bez této exprese Impl2 organismus
mnohem hife odoldva bakteridlni infekci. Vysledky jsou postavené na nékolika
nezavislych opakovani experimentt a na velkém mnoistvi jedinci a reprezentuji tedy
solidni data, ktera lze publikovat bez nutnosti daldiho opakovani. Celkovy dojem mirné
kazi jen nékteré nedostatky tykajici se nekompletnosti popisu experimentalnich vysledkl a
nékterych metod, viz niZe, ale vzhledem k mnoZstvi prezentovanych vysledk( postavenych



na obrovském mnoistvi dat to myslim aZ tolik neubird na kvalité celé prace. Pomérné
silnou strankou je i diskuze, kterda dava vysledky do kontextu s literaturou a navrhuje
alternativni hypotézy vysvétlujici ziskanad data. Skoda jen, Ze prace neni napsand v
angli¢tiné (i kdyZ samoziejmé rozumim, Ze to neni studijni povinnosti).

Shrnuti pfipominek k formalni ¢asti prace (asi neni potfeba rozebirat béhem obhajoby):

* 7 popisu vysledk( u kapitol 4.1 a 4.2 neni patrné, jaké mouchy byly kfizeny do
experimentu a jaky genotyp mély kontroly

e graf 7 je prakticky nelitelny, protoie ¢ernd a temné modra barva odlidujici
jednolivé genotypy je po tisku velmi téZko odlisitelna

* v popise genotypu grafu 9 autorka jisté mysli HmiGal4 Gal80ts x Impl2-RNAi
(nikoliv HmIGal4 Gal80 x Impl2, coZ by znalilo overexpresi Impl2, ale k tomu jesté
blokovanou Gal80 stabilnim proteinem).

* popis metodiky je v nékterych pfipadech podle mého néazoru pfili§ struény, napf. u
analyzy exprese mRNA chybi popis metodiky vyhodnocovani signalu pres real time
PCR (kalibraéni pfimka nebo Ct hodnoty...), stejné tak popis méreni metabolitl
neni dostate¢ny k reproducibilité méfeni cizim ¢lovékem, u popisu FACS by mély
byt uvedeny parametry nastaveni sorteru béhem analyzy atd.

Metodicky se podle mého nazoru jedna o velmi silnou praci, které nelze nic podstatného
i vytknout. Cast mych dotazi tedy sméfuje spide k interpretaci prezentovanych dat:

- Je exprese Impl2 genu u Impl2-Gal4, UAS-GFP patrna také v jinych tkanich, napfiklad v
 tukovém télese ¢i mozku po infekci (Obr.3)? Jakym experimentem (kfiZenim nebo
FACS/mRNA analyzou) by 3lo dokazat, Ze éervéné svitici buriky jsou opravdu hemocyty?

- Je zajimavé, Ze hemocyty vykazuji expresi Impl2 uz ve stavu pred infekci; jakou roli ma
asi Impl2 v neinfikovaném stavu, kdyZ pfitom koncentrace glukézy ani glykogenu se v
neinfikovaném stavu po Impl2-RNAi nezméni (graf.7 a 8)? Tyto vysledky spiSe naznacuiji,
~ Ze Impl2 v neinfikovaném stavu neblokuje insulinovou signalizaci, pfipadn& e v
neinfikovaném stavu je funkce Impl2 proteinu néim blokovdna. Nabizi publikovana
literatura néjaké vysvétleni?

zodpovédét nékteré z nasledujicich dotaz( (dle vlastniho uvaieni si miZe Helena vybrat):

- Insulinova resistence b&hem imunitni odpovédi ma své logické zdivodnéni, pokud ma
jistit dostatek cirkulujici glukézy pro imunitni buiiky. Tento model ale pfedpoklads, ze
- imunitni buriky budou k mechanismu Impl2 rezistentni, tedy Ze narozdil od okolnich
tkani budou za pritomnosti Impl2 pfijimat velké mnoZstvi glukézy. Vi se néco o tom, jak
je tato metabolicka exkluzivita imunitnich bunék zaru¢ena?
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leratury Helena cituje, ze Impl2 gen se vaZe na dILP2. Existuje ale osm diLP pmdm,

nichi se vétsina maZe vézat na insulinovy receptor. Ja zndmo misto interakce Impl2 s
ILP2 a Ize tedy na zakladé homologie vytusit, zda se Impl2 muZe vazat i na ostatni dILP
oteiny, jak to pfedpoklada mechanismus vzniku insulinove resistence?

- podobnou roli jako Impl2 Jedné se o dva paralelni mechanizmy anebo existuje vzdjemny
'regulaéni vztah mezi Ado a Impl2 (napfiklad Ze uvolnéni adenosinu stlmulule uvolnéni
~a pravé ten je zodpovédny z viechny nasledné metabolické e i
bem by se tato hypotéza dala potvrdit nebo vyvratit? ““j’ ‘”’* iR ek
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Posudek na magisterskou prici Be. Heleny Soké&evi¢ové nazvanou Role genu Impl2 v regulaci
imunitni odpovédi na bakteridlni nfkeci u Drosophila melanogaster.

Mezi zakladni poznatky predkladané prace patii:

L

Exprese genu Impl2 probiha v hemocytech a je zvySena pfi laboratorni infekci baktérii
Streptococcus pneumoniae.

RNAI genu Impl2 vedla ke zvySené (rychlejsi) umrtnosti dospélych drosophil, jenz byly
vystaveny infekci streptokokem.

Jelikoz rozdil v poc¢tu kolonii bakterii v RNAi indukované a neindukované mouse nebyl
vyrazny a statisticky signifikantni, tak tento vysledek naznacuje, Ze gen Impi2 nehraje roli
v rezistenci mouchy na infekci, ale spiSe v niZsi toleranci mouchy na naro¢nost samotné
imunitni odpovédi.

V ptipadé, Ze exprese genu /mpl2 je potlatena RNAI, nedochézi k narustu volné cirkulujici
gluko6zy v reakci na bakteridlni infekci. Zaroven v8ak nedochézi v narustu hladin glykogenu,
tudiZ se nezda, Ze by Impl2 hrél roli v metabolické pifeméné glykogenu na glukézu.

Drosophily s utlumenou expresi genu /mpl2 v hemocytech se probouzely dfive po chladem
indukovanym koématem nez kontrolni mouchy.

Celkove je prace napsana velice ¢tivé a prehledné i pro nedrosophiliho ¢tenafe. Velice oceriuji
dobfe napsany uvod, ktery i pfes znaénou komplexnost probiraného tématu popisuje pouze
mechanismy, které jsou dilezité pro pochopeni vysledku a ¢tenaf tak neni ztracen. Na zavér
vysledki ocenuji piehledné napsané hypotézy, jak by mohly byt testovany a kam by pfi urcitém
vysledku vedly.Vysledky a diskuze jsou také napsany velice dobie, metodika mohla byt sepsana
vice podrobné. V préci se vyskytuji drobné nedostatky formélniho charakteru, ale to neméni nic na
celkovém pozitivnim hodnoceni predlozené prace.

Dle mého nédzoru prace splituje viechny pozadavky piedkladané Piirodovédeckou fakultou JU a
doporucuji ji k obhajobé s navrzenym hodnocenim vyborné.

V Ceskych Budg&jovicich, 12.1.2018
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Otazky:

Zcela obecna otazka, ktera mne napadla pii grafickém znazornéni, ze volné cirkulujici glukdza je
zvySena po infekci streptokokem. Je mozné, Ze tato glukdza pomaha tispé$nosti bakterialni infekci?
Jaké metabolity, jaky zdroj energie streptokok vyuziva pro svij rust? Pokud je to glukéza, nebylo
by logické, Ze by mohlo dojit k utlumu bakterilni infekce pfi sniZeni exprese genu Impl2 pomoci
RNAI i z toho divodu, Ze baktérie nema dost Zivin?

Strana 18 a 53, cituji: “drozofily se do posledni chvile snazi investovat energii piedevsim do
udrZeni membranového potencialu bunék”

Dalsi obecna otazka. Pro¢ a jak k tomu dochazi? Je na mysli membranovy potencial na
plasmatické membrané, ¢i mitochondridlni ? Jak je(jsou) tyto potencialy udrZovany, jaky typ
“energie” je nutny a pro¢ je tento faktor tak dilezity ?

Strana 14 — pro¢ je tfeba katalazy k inkubaci a promyti ?

Strana 28 — existuje studie, ktera by ukézala, ze exprese ribosomalniho protein49 je ve vsech
drozophilich burkach stejna? Existuji dalsi geny, které by bylo vhodné pouZit jako kontrolu pro
qPCR data ?

Strana 31 — pro nedrosophiliho ¢lovéka se okamzité objevi otazka, jak jste si jista, Ze Cervené svitici
mista jsou hemocyty ? Bylo by mozné néjakym zptisobem udélat kolokalizace a pokud ano, jak.
Existuje marker typicky pouze pro hemocyty? Bylo by mozné exprimovat GFP pod promotorem
specifickym pro hemocyty?

Strana 34 — pomoci S3 sorteru jste vyttidila hemocyty. Jaka byla GispéSnost a Cistota sortingu? Kolik
hemocytli ma priimerné jedna drosophila, roste jejich pocet po infekci?

Jak byla standardizovéna data pro graf 3?7 Stejna koncentrace RNA?

Strana 34 — tvrzeni, Ze k expresi genu Impl2 dochézi pfedevsim v hemocytech je dle mého nazoru
predcasné, jelikoZ nebyly testovany zadné dalsi typy bunék.

Strana 44 - cituji: “Z vysledki souhrné vyplyva, Ze k produkci genu Impl2 dochazi v hemocytech, a
Ze tato produkce nariistd béhem bakteridlni infekce nejen v celém téle drozofily, ale 1 specificky v
imunitnich bunikach.” Abych pravdu fekla, tak tomuto moc nerozumim. Mysli tim autorka, ze k
expresi Impl2 dochazi ve vSech buikéch — neodporuje si to s obrazkem 3 ? Které data toto tvrzeni
podporuji? Které dals§i imunitni buiiky ma autorka na mysli?

Otazky a postiehy hlavné pro studenta, netieba reakce na obhajobé:
Strana 13: “sledovani genotypickych projevl’” — nemélo by byt fenotypickych?

o N4

Strana 13: “pfed objevenim principu RNAI se pfima genetika musela spoléhay na mutace vznikajici

Firozené” — s timto konstatovanim si dovolim nesouhlasit, to neexistovaly “knock-out” a
p

“conditional knock-out” strategie?
Strana 20: pieététe si cil 4 ©, chybi néco?
Strana 24, vypadl Celsius

Strana 29 — elongace probiha dle mého nazoru pii 72°C



