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Posudek na magisterskou praci be. Lenky Rihové

Prace je velmi Ctivé napsand a rozsahem poctu stran i citaci spolehlivé pfevySuje b&zné kladené
predpoklady na takovou praci (40 stran textu samotného, vice nez 70 citaci prevazné zahraniéni
literatury). Text neprovézi velké mnozstvi gramatickych chyb ani pieklepti, ptesto je stylisticka stranka
poznamenana problémy s grafickou Gpravou a lehce nestandardnim &lenénim prace. Autorka tak musela
Celit zdlouhavému uvéadéni cild, které jsou prezentovany pied Gvodem prace, ackoli je to vétsinou pravé
kol ivodu, vysvétlit motivace k definici cili prace a provedeni nasledujicich experimentt.

UvoD

AZ na vySe zminéné komplikace, kdy jsem si nejprve myslel, Ze ma uvod jen dvé strany, jsem byl
textern samotnym velmi mile pfekvapen. Prace samotnd navazuje na praci Pavla Steffala, ktery ukazal, Ze
lze vyuZit dvou mutaci (v heterozygotni kombinaci) k analyze citlivosti signalizani kaskady NOTCH
k mnozstvi v diet¢ obsaZzenych aminokyselin. Této eseje lze navic vyuzit k identifikaci daldich hraga
zapojenych v detekci dostupnosti aminokyselin. Tak byl identifikovan i SIRTI, jehoz role maze byt
nasledné testovana pomoci tkafiové specifické down-regulace. Autorka se v uvodu vénuje dle mého
nazoru viem potfebnym kapitoldm k porozuméni problematiky. Obecné je uvod velmi zajimavé &teni,
které mé dokonce motivovalo k dohledavani si nékterych konkrétnich informaci v dali literatufe a
oponovani této prace tak pro mé bylo do jisté miry uZite¢né.

METODY

Cést metody je pomérné struénd a psana na mij vkus az trochu pftili§ lidovym jazykem. To ma sice
vyhodu, Ze si Ctenaf dokadZe Zivé predstavit kazdy jednotlivy ukon s metodou spojeny, presto bych
preferoval obecnéjsi a vice profesionalni popis. To by byl samo o sobé drobny detail, pokud by zbylé
metody byly perfektni. Bohuzel mi ale v metodach chybi popis kiiZeni, kombinace zamy3lenych genotypti
(RNAI linii, Gal4 drivert), chybi informace o ové&fovani efektivity RNAi i o statistickych metodach
pouzitych k analyze vysledk( (Student’s t-test — neni studentsky... Willianm Sealy Gosset publikoval pod
pseudonymem). Neni ani piili§ jasné, jak bylo nakladano s liniemi nesoucimi jen Gal4 drivery a jak
s liniemi nesoucimi inhibitor Gal80 (ani pod jakym byl promotorem). Nékteré formulace vzbudily mij
zadjem — tfeba nevim, jak si pfedstavit, ze byly larvy do svého vylihnuti kazdodenné zalévany, jak je
zmin€no na stran€ 23. Matouci je také, Ze prace, ze které studentka vychéazi (Pavla Steffala), pouziva
odlisné metodiky kvantifikace chybé&jici cévy, coz prakticky znemoZiiuje jejich snadné srovnani. To by se
hodilo obzvlast pti opakovani konkrétnich jiz provedenych experimentt. V grafech se pak navic objevuje
slovo ,,priméry” mezery cévy, ackoli by asi zamy$leno slovo ,,poméry“ (jak je to v praci Pavla Steffala),
ale to je jen detail.

VYSLEDKY



Vysledky ndm objastluji fadu otazek, které vznikly pfi ¢teni metodiky. A do jisté miry ji i nahrazuji. To
nastésti Cini text srozumitelnym. Zde mam ale problém s nékterymi interpretacemi vysledk. Z obrazku 10
podle mého nazoru miizeme jen t&zko usuzovat na senzitivitu experimentalniho genotypu na
aminokyseliny, kdyZz genotyp samotny (H2 ppplGal4 Sirt] RNAI) reprezentuje v podstaté takika
kompletni rescue pozorovaného fenotypu. Navic mezi jednotlivymi genotypy jsou obrovské rozdily ve
fenotypu (ackoli se dd predpokladat, Ze se jedna o stejné genotypy??? (srovnéni grafii z obrazka 9-10-11)).
Pokud by Sirt]l exprese v tukovém télese méla reflektovat predev§im hladinu aminokyselin, pak bych
ocekaval, ze v ptipadé normdlni diety bude fenotyp na podobné urovni, jako v p¥ipadé kontrolniho
genotypu. Tim se dostdvdme i k popiskim grafii samotnym, které povaZuji za nedostateéné pro
porozumeéni jejich obsahu.

K zamysleni je i autorCino tvrzeni, Ze aminokyselinova dieta ma v&tsi efekt v pripadé& overexprese Sirt1
v tukovém télese, protoZe rozdil je signifikantni na tGrovni 4*, oproti kontrole, kde je signifikantni na
urovni jen 2* - dovoluji si tvrdit, Ze agkoli je to tak &asto interpretovéno, statistika takto nefunguje (tato
argumentace byla pouZita napf. na stranach 29-30-31). Statistickd signifikance samotn4, jen udava
procentualni Sanci chyby mého tvrzeni o mozné odli$nosti dvou soubord, v jednom piipadé se tedy mohu
mylit s v&tsi, v druhém s mensi pravdépodobnosti, ale nelze takto srovnavat vysledky dvou riiznych testi
(nemluvé o spravnosti vyuZiti t-testu na hodnoty reprezentujici poméry méfeni u tak odlisnych hodnot
jako 0,4 a 0,05). Ptesto rozumim, kam autorka sméfovala a je dost mozné, Ze zde sledovany rozdil bude,
ale bylo by nutné ho otestovat jinym zpisobem. Navic nedoklada nakonec skute€nost, Ze se fenotyp stale
méni spiS neprlikaznost zasahu, p¥ipadné vliv minimalné i jiného mechanismu?

Pouziti dalSich Gal4 driverl pfineslo autorce podobné vysledky jako v ptedchozich pripadech.

Vysledky jsou to nepochybné zajimavé, ale podle mého nazoru nest’astné interpretované. Zajimavy a
odlidny experiment vyuZivd mutaci receptoru NOTCH spojenou se zvétSenou deltou cévy. Tento
experiment naznaCuje dileZitou roli Sirtl pfimo v disku bun&né autonomné. Vysledky je pomémé
obtizné interpretovat, protoZe fada z nich neni doplnéna o méfeni eficience zasahu.
Osobné bych data interpretoval jinak. Dle mého z dat vyplyvd, Ze down-regulace Sirtl v jakékoli tkani
nehled€ na sloZeni diety ma zasadni dopad na fenotyp zptisobeny mutantni alelou Hairless2. Vysvétleni by
mohl pfinést experiment zahrnujici kontrolni genotyp nesouci Sirt RNAi bez Gal4 driveru, nebot se zda,
Ze fenotyp je takika na driveru nezavisly a mohl by byt nakonec zpiisoben i genetickym backgroundem (to
by vysvétlovalo i velmi silny fenotyp i pfes nizkou efektivitu RNAi) pfipadné podtékanim UAS
promotoru.

DISKUZE

Diskuze celkové vyznivd velmi dobfe. Autorka vysledky srovnava s aktudlni literaturou i vysledky
ziskanymi v domovské laboratofi. V zavéru se autorka pousti i do navrhovani dalsich experimentt,
pomoci kterych by Slo analyzovat zapojeni insulinové signalizaéni kaskady v komunikaci mezi
jednotlivymi organy. Diskuzi hodnotim jako zdafilou.

CELKOVE

Celkové prace pfinasi velmi zajimavé a nové vysledky, zaroven obsahuje pomé&rné dost zasadnich chyb a
prohieskii aby mohla byt hodnocena vybornou znamkou. Nejvétdi problém mdam asi s interpretaci
vysledkd samotnych a do jisté miry i s jejich prezentaci (nedisledné popisky obrazkid) a metodickym
popisem experimentl. Nejsem ale na danou problematiku odbornik a rdd se necham piesvédgit, Ze se



v nékterych vytkach a otdzkach mylim. Navrhuji tedy hodnoceni mezi ,,velmi dobie — dobie“. O tom, Ze si
autorka zaslouzi leps$i zndmku se rad necham presvédgit zdafilou obhajobou reakci na mé vytky a
zodpovézenim alespoii nékterych relevantnich otazek.

OTAZKY

Q1 — Dochdzi u much na proteinové chudé diet& k aktivaci exprese genu Sirtl v nékteré tkani (jak by to
Slo ukazat)? Je Sirt] obecné regulovan spi§ na Grovni exprese nebo na post-translaéni irovni?

Q2 — Jak si autorka sama vysvétluje tak zisadni vliv Sirtl RNAi na sledovany fenotyp v podstaté
s pouZitim jakéhokoli driveru? Jek vysvétlit, Ze hladina Sirtl mRNA ma v jedné tkani tak zasadni vliv,
zatimco v nasledujicim experimentu je v této tkani nezménéna a velmi podobny vliv ma sniZeni exprese
v dalsi tkdni.... a tak to plati pro viechny testované drivery respektive tkan&?

Q3 - Jak si autorka vysvétluje tak velké fenotypové rozdily mezi jednotlivymi experimenty (zejména graf
10-11)?

Q4 — V experimentu se Sirtl RNAi v kfidelnim disku u NOTCH heterozygotniho mutanta (Obr.14)
dochazi k extrémnimu narustu poCtu chlupd v delt¢ dané cévy (primérné 44) a to také v podstatd
nezavisle na dieté. Jak by autorka takovy graf interpretovala, pokud by ho mé&la vyhodnotit bez jakychkoli
otekavani. Jak je mozné, Zze double mutant pro Sirtl nema ani zdaleka tak signifikantni dopad na
sledovany fenotyp jako Sirtl RNAI (zaloZeno na Publikaci Horvath M. et al. 2016, z vasi laboratoie)?

V Ceskych Budgjovicich dne 9. kvétna 2018 — Mgr. Adam Bajgar Ph.D.
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Posudek na magisterskou praci Bc. Lenky Rihové

Magisterskd prace se zaobird projektem, ktery zapada do $ir$iho védeckého zéjmu laboratofe Aleny Krejéi
studujici vztah signalni drahy Notch k regulaci metabolismu modelového organismu Droshophila
melanogaster. ‘

Autorka studovala vliv aminokyselin na citlivost signalni drahy Notch u mutanti: pro gen Sirtl. V ramci
skupiny Aleny Krejci bylo ukdazano, ze down-regulace exprese tohoto genu vede ke sniZeni aktivity drahy
Notch. Déle vramci magisterské prace jiného studenta laboratofe bylo ukézéné, Ze toto sniZeni vede
k necitlivosti drahy Notch na pfitomnost, ¢i absenci aminokyselin v médiu, coZ Lilkazuje na provazanost
metabolismu a signalni drdhy Notch. Studentka studovala provédzani této drahy sexpresi genu Sirtl
specificky v rliznych tkanich mouchy. Pouzivala dva modelové pfistupy pro studium aktivity signaini drahy
Notch a to geneticky upravené drozofily s mutaci alely Hairless2 (H?) a drozofily s mutaci v receptoru Notch
(N***1Y). Pryni mutace vede ke zvySené aktivité drahy, zatimco druhd zminéna mutace vede ke snizeni
aktivity drahy. Fenotypové studentka analyzovala mezeru mezi koncem kfidla drozofphily a cévy L5 (dochazi
ke zvétSeni mezery pfi zvySené aktivité Notch) a Sirku (podet chlup) delty cévy L5 (dochazi ke zvétieni delty

pti snizené aktivité drahy Notch).
1

Prace je zvlastné ¢lenéna majici dva uvody, které jsou od sebe oddéleny cili. Prvrii Gvod hodi ¢tenafe do
|

hluboke vody, ale da se tim vyporddat relativné dobfe. Cile jsou vysvétleny logicky alve souinnosti s prvnim
ivodem je ziejma logika navrhovanych experimentd. V tuto chvili &teni teoretického Gvodu nebylo jiZ pfilis
dilefité, jeliko vétdina tohoto textu neni v pfimém napojeni na projekt. Nicméné autorka projevila
schopnost precist literaturu, vyextrahovat informace, které povazovala za dileZité, a dat je konzistentné do
textu. Tohle je také dileZity vystup studia na nasi fakulté. Metodika prace neby!a narofna na mnozstvi
rdznych pfistup(i, nicméné byla velice ndroénd na presnost a disciplinu précé a také na trpélivost
zanalyzovat vSechny pfipravené mutanty pod mikroskopem. Uréité oceriuji mnoistvi této mravenéi prace.
Nicméné vyznivalo by lépe, kdyby autorka napfiklad také provadéla verifikaci RNAi linii metodou qPCR a tim
si rozdifila portfolio metodiky. Vysledky jsou napsany pfehledné, grafy relativné v pofddku. Interpretace
vysledkl jsou obcas kostrbaté, stim Ze nékteré experimenty musi byt zopa;kovény, aby mohl byt
formulovan zavér. Diskuze je napsana v podobném stylu jako Uvod a je zatiZena (ale%poﬁ pro mne) ne Gplné
relevantnimi informacemi a nedulezZitymi detaily. Neni zfejmé, pro¢ dana probleﬁnatika je diskutovana a
jaky ma vztah k odprezentovanym vysledkiim. Na zavér se toto trochu zlepsi, jelikoz jsou diskutovany prace
laboratore Aleny KrejcCi a tak autorka dava své vlastni vysledky do Sir3iho kontextu. Nicméné diskuze je vidy
nejtézsi ¢ast k napsani a jak se fika ,uceny z nebe nespadl”. j

Zavérem bych chtéla fict, Ze prdci povaZuji za docela zdafilou a vyhovujici poiadavk&m, které jsou kladeny
na magisterské prace PFF JU. Mj celkovy dojem odpovida hodnoceni velmi dobfe.
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a Zikova

Otdzky:

Q1: Mohla by autorka popsat vyhodu Warburgova efektu pro rychle proliferujici se buriky? Pro¢ k tomuto
efektu dochazi?

Q2: hodnoty délky mezery cévy L5 se pomérné dost li§i mezi riznymi parentdlnimi kmeny (napf. H2 x yw
versus Ppl-Gal4; H2 x GFP RNAI). Proto je obcas sloZité porovnavat experimenty mezi sebou, ¢im to je ?

Q3: Obr. 11 (a obr. 10) : U overexprese Sirtl bych obecné predpoklddala zvétseni mezery L5, jelikoz
overexprese Sirtl by méla zvysit aktivitu Notch. Nicméné hodnoty mezi kmenem, u kterého dochazelo

k overexpresi Sirt1 (Ppl-Gal4; H” x Sirt1 EP2300) a kontrolnim kmenem (Ppl-Gal4; H2 x UAS-GFP) jsou si dost
podobné, a zdroven jsou hodnoty Ppl-Gal4; H2 x Sirt1 EP2300 dost niZ8i nez u jinych parentalnich kmena
napf. H? x yw, & Ppl Gal4; H? x GFP RNAI), jak jsou tyto experimenty reproducibilni?

Q4 — n je pocet kridel, nebo pocet much?

Mensi formalni nedostatky prace:
1. Legenda k obrazku 15 neodpovida popiskam grafu a textu.

2. Latinskd jména se dle mého usudku neskloriuji (e.g. Drosophily, Drosophile), autorka mohla pouzit
Cesky nazev octomilka, ¢i pocestény nazev drozofila.

3. NCBI 2018 strana 8 — citace na gen se piSou jinak, napf. za pouZiti accession number
4. V jednom odstavci pouZzity tfi rizné formy zkratky (strana 9) NICD, Nicd, NCID

5. Strana 12, pyruvat se méni na laktat, nikoliv naopak



