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Autor prace: Bc. Adéla Danielova
Nazev prace: Charakteristika pfemény larvalni tukové tkané v pribéhu metamorfozy u Drosophila
melanogaster

Skolitel prace: Mgr. et Mgr. Adam Bajgar, Ph.D.

Oponent prace: Mgr. Vlastimil Smykal, Ph.D.
Pracovisté oponenta: Biologické centrum AV CR, Entomologicky ustav, Ceské Budéjovice

Komentai oponenta: Diplomova prace Bc. Adély Danielové je zaméfena na charakterizaci
experimentalnino systému larvalnich adipocytt z hlediska zmén jejich velikosti a po¢tu béhem
definovanych vyvojovych stadii kukly a dosp€lce octomilky Drosophila malanogaster, na
definovani poctu a velikosti lipofuscinovych granuli a lipidovych kapek v téchto adipocytech a na
uréeni relativni miry exprese genil zapojenych v lipidovém a ceramidovém metabolismu.
Diplomova prace byla vypracovana v Laboratoii ,,Dmel macrophages squad“ Dr. Adama Bajgara,
obsahuje (tictyhodnych) 79 ¢&islovanych stran a skladd se z anotace, uvodu, Casti materialy a
metody, vlastnich vysledkd, diskuze, zavéru, seznamu zkratek a seznamu pouzité literatury.
Samotna prace je, az na drobné vyjimky, napsana piehledné a srozumitelné a obsahuje vSechny
formalni nalezitosti kladené na diplomovou praci. O schopnostech Adély Danielové samostatné
pracovat s odbornou anglickou literaturou svédci téméi 200 citaci pouzitych pii vypracovani
diplomové prace. Velmi ocenuji pomérné rozsahly uvod, ptiblizujici situaci nejen u octomilky, ale i
u savcu a zasazujici praci do SirSiho kontextu. Vysledky uvedené v diplomové praci mé piesvédcily,
postupy pripravy histologickych preparati a naslednou mikroskopickou analyzu. Vytycené cile
prace se podafilo splnit, pfiCemz vysledky mohou byt dobfe pouzity pro navazujici vyzkum
pfemény tukové tkané u octomilky, s moznym piesahem az do humanni mediciny. Celkové je na
diplomové praci vidét velké mnozstvi odvedeného Usili a popravdé mé piekvapuje, Zze do dnesni
doby nebylo dané téma u octomilky podrobn¢ a systematicky zpracovano. Na konci svého tivodu Si
dovolim jesté jednu poznamku. Praci by velmi sluselo grafické shrnuti, kde by autorka mohla dobie
vyuzit svij systematicky piistup k volbé vyvojovych stadii, resp. sbéru vzorkti a kde by mohla
zjisténé vysledky zasadit do kontextu systemickych fyziologickych vlivi a konfrontovat je
s literaturou.

K ptedkladané diplomové praci mam nékolik faktickych ptipominek, komentait a nasledné i otazek
do diskuze.
Nékteré faktické pripominky a nepresnosti v textu:

V celé praci je na mtij vkus dost piekleptl, a to véetné jednoho z nadpist v diskuzi (5.2), v
Ceské i anglické anotaci, V cilech prace, v pod€kovani, celd spousta nepiesnosti je v seznamu
zkratek atd. Dale v praci najdeme nezvyklé tvary nékterych cizich slov, jako napt. drosophila, kde
je mozno pouzivat ustalené¢ho ceského nazvu octomilka. Vétsina pieklept nastésti nema vliv na
pochopeni sdéleni, ale najdou se i vyjimky. Napfiklad pfitomnost pouze imaginarnich, a ne
imaginalni terckt by vyvijejici se mouchu jisté nepotésila.

Dvé citované prace nejsou v seznamu pouzité literatury (Suzuki, Shinohara, Ohsaki, &
Fujimoto, 2011; Lock and Debnath 2008) a u dvou praci Bruck and Terman 2002 nesouhlasi citace
v textu s citaci v seznamu pouzité literatury, a navic nejsou tyto prace v textu nijak indexovany a



neni na prvni pohled jasné, na kterou z nich autorka v daném misté prace odkazuje. Dale je autorka
nekonzistentni ve formdatovani citaci v seznamu pouzité literatury. Mnozstvi uvedenych chyb
zbyte¢né snizuje dojem z jinak kvalitni prace.
Komentarie k ¢asti: Uvod

Na strané 3 autorka uvadi: ,Hyperplazii predchazi proces, ktery je regulovany riznymi
transkripcnimi faktory a hormony.* Neni mi Gpln¢ jasné, jaky proces ma autorka na mysli. Asi by
bylo lepsi souvéti preformulovat.
Myslim, ze ve vété ,,Dlouhodoba pritomnost proti-zanétlivych cytokinii maze vést k fibroze jater,
ktera nevratné snizuje jejich funkenost ...« na strané 6 doslo Kk zaméné ,,pro-zanétlivych™ cytokint
za ,,proti-zanétlivych*.
Na stran¢ 10 je ve véte: ,Inzulin blokuje aktivitu HSL, kdy reguluje nejen jeji transkripci, ale také
post-transkrip¢ni fosforylaci.® nejspise myslena post-transla¢ni fosforylace.
Jaké tyrozinové zbytky ve vété: PO navazani inzulinu dojde k auto-fosforylaci inzulinového
receptoru za vzniku tyrosinovych zbytkd, ... ma autorka na mysli (strana 13)?
Ve véte ,,Soucasné ceramidy aktivuji serin/threoninové c-Jun K-terminalni kindzu (JNK) a ...“ ma
autorka jist¢ na mysli c-Jun N-terminalni kinazy (Strana 14).
Na stran¢ 17 autorka uvadi, Ze: ,,...Gal80, ktery se za urCité teploty vaze na Gal4 a negativné
reguluje jeho transkripci...« Skute¢né se jedna 0 negativni regulaci transkripce Gal4?
Opravdu protein Dp110 fosforyluje PIP3 (phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphate) (strana 19)?
Na strané 23, ve véte zacinajici: ,,Kromé tohoto cytokinu, ... mi neni jasné, ktery cytokin ma
autorka na mysli.
Autorka uvadi, ze: ,,Oba geny [CDase a SMase] jsou tak potencionalnimi hraci v regulaci syntézy
FFAs ...« Jsou tedy geny CDase a SMase skute¢né piimo zapojeny do syntézy FFAs (strana 25)?
Komentare k ¢asti: Materialy a metody

Skute¢n¢ se pouziva termin ,,indianska kukla“ jako synonymum stadia P 15 (strana 32 a 34)?
Kizolaci totalni RNA (strana 35) mam dva komentafe: Neni nejvhodnéjsi v protokolu uvadét
hodnoty otaéek v RPM (revolutions per minute), jelikoZ se jedna o hodnotu zavislou na konkrétni
centrifuze a (praméru) rotoru. Mnohem vhodnéjs$i a univerzalnéjsi je pouzivani RCF (Relative
Centrifugal Force). Pfed srazenim RNA autorka pifidavala 2 pl glykogenu, ale uz neuvadi jeho
koncentraci.
U syntézy cDNA (strana 35) neni uvedeno, kolik (totalni) RNA bylo pouzito pro piepis do cDNA.
Stejné tak neni uvedeno, jestli byla RNA DNazovana. Mohla pfipadna kontaminace genomovou
DNA kvantitativné ovlivnit vysledky gPCR?
Popis sloZeni reakce kvantitativni PCR (strana 36) je ponékud zmateny a nejasny. Mohla by autorka
upfesnit slozeni a objem reakce, tj. kolik pL cDNA a master-mixu pouzila, jaky byl kone¢ny objem
reakce, atd? Dale by m¢ zajimalo, jestli autorka pouzivala fedici fadu, pfipadné kalibra¢ni kiivku,
pro uréeni G¢innosti PCR reakce, a tak ovéfila vhodnost primeri pro danou analyzu? V protokolu
PCR se spiSe pouziva termin nasednuti primert nez zchlazeni. Stejné tak je pfesnéjs$i pouziti
terminu ,,referen¢ni gen®, a ne ,,housekeeping* gen.
Komentare k ¢asti: Vysledky

V obrazku ¢islo 8 (strana 46) doslo k ,,rozsypani“ pozic métitka. Navic, velikost métitka by
meéla byt uvedena i v popisku obrazku.
V popisku obrazku 11 (strana 50) autorka uvadi ,,U genu hsl (A) je zvySena zména exprese ...
Jedna se opravdu o zvy$enou zménu, nebo by stacilo uvést jen ,,zvysena exprese*?
V popisku obrazku 12 (strana 51), u exprese genu schlank autorka vyzdvihuje statisticky
signifikantni zmény, proto by bylo dobré slovo signifikantni uvést rovnou v textu: ,,Genova exprese
genu schlank (B) se signifikantné zvySuje v kukle P 15 (p = 0,0079) ...*
Na stran¢ 53 (v casti 4.4.4 Genova exprese gentt apoLTP, apoLPP, mtp) autorka odkazuje na
obrazek 14 bez uvedeni ¢isla obrazku.



Dotazy, na které ma studentka reagovat pri obhajobé:

1) Autorka méfila pocet a velikost larvalnich adipocytd a pocet a velikost lipofuscinovych
granuli a lipidovych kapek u Sesti definovanych vyvojovych stadii kukly a dospélce
octomilky. U vSech zminénych kategorii vyhodnotila fadové jedno sto adipocytt. Muize
autorka odhadnout, na kolika biologickych vzorcich, tj. jednotlivych zvifatech, byla
méfeni provedena?

2) Pii pocitani a méteni lipofuscinovych granuli je zdsadni jednozna¢né rozlisit jednotliva
granula. Jedna se u obrazku cCislo 3 0 reprezentativni barveni, nebo byla kvalita preparatt
a barveni variabilni, a tim ovlivnila pfesnost pocitani a méteni?

3) Pro¢ byla méfena mira genové exprese pouze v péti Casovych obdobich, a ne ve vsech
Sesti?

4) Exprese studovanych genl byla méfena na RNA, izolované z tkané/bunék tukového
télesa. Nicméné, tukové téleso netvoii jen a pouze adipocyty. Je tedy mozné, aby dalsi
ptitomné bunky, jako napiiklad makrofagy, svym poctem, a tim i ptispévkem k celkové
izolované RNA, vyznamné¢ ovlivnily expresi studovanych geni? Da se pak vlastné
mluvit o expresi v adipocytech?

5) Je uroven exprese referen¢niho genu rp49 v tukovém télese stejnd u vSech studovanych
stadii kukel a dospélcti, nebo se méni v prubéhu metamorfozy i post-metamorfického

vyvoje?

Chyby, kterych by se méla autorka v budoucnu vyvarovat:

Za oponentsky posudek jsem umistil tabulku s podrobné&j$im bodovym hodnocenim prace.
Jedna se o hodnoceni urcené Cisté pro autorku, nemajici sebemensi vliv na vysledek obhajoby
magisterské prace.
V samotné diplomové praci by méla autorka vénovat vice pozornosti zavéreénému ¢éteni a
korekturdm prace, coZ je obzvlasté aktudlni v pfipadé dalSiho studia! V piedloZzené praci se stale
vyskytuje zna¢ny pocet pieklepti a gramatickych chyb, které snizuji celkové sluSnou jazykovou
uroven diplomové prace a jsou prinejmensim (Castecné) projevem nepozornosti, nutnosti piekladat
nékteré ,,zabéhané* anglické terminy do cCeStiny a Vv nékterych piipadech snad i autokorekci
textového editoru.

Dale uvadim jednotlivé (zachycené) picklepy a chyby v textu, vzdy s odkazem na stranku vyskytu.
Pasaz je zamySlena jako zpétna vazba pro autorku a ur€ité se nejedna o vyCerpavajici seznam.
Doufam, Ze snad aspon ¢aste¢né piispéje k jejimu dalSimu rustu pii psani odbornych texta.

Anotace (Cesky): ,,Vedle strukturalni charakterizaci jsem se v této praci...*

Anotace (anglicky): ,,by using histological technics.* — rather techniques (or methods)

V ¢asti ,,Seznam pouzitych zkratek™ se nazorné ukazuje, jak je t€zké prevadét anglické terminy do
cestiny a byt pfitom piesny a disledny. Navic tam miizeme najit celou baterii nejriznéjSich
pteklepli, nepfesnosti a nedostate¢ného popisu zkratek. Bohuzel je ziejmé, Ze autorka se dané Casti
prace prili§ nevénovala.

Strana 2: ,,vydejem a ukladanim energie v dob¢ nedostatku nebo nadbytku potravy* — misto ,,nebo*
by se spiSe hodila ¢arka a ,,respektive*

Strana 3: , které jsou uvoliiované z tukové*

Strana 4: ,,K této funkci je prizptisobena morfologie adipocyti BAT, které obsahuji mnoho malych
tukovych kapek a velké kulaté mitochondrie, které maji vétsi pocetni zastoupeni neZ adipocyty
WAT.* Asi ma byt ,,... nez u adipocytit WAT*

Strana 7: ,,a vznika autofagosomu.*

Strana 8: ,,TAG dopravené lipoproteiny* - dopravenych

Strana 10: Chylomikronové zbytky také vznikaji po odevzdani TAG do cilové tkéané, kterou
dopravila chylomikronové castice. Tato véta evidentné neni spravné.; ,,monoacylgylcerol lipase
(MAGL)*;




Strana 11: ,,Na zaklad¢ rozpoznévaného stimulu dojde k aktivaci makrofagt, podle které l1ze
makrofagy rozdélit na M1, ...*“ Vétu bych preformuloval pro vétsi

Strana 11: ,,ve snaze zabranit lipotoxicté*

Strana 16: ,,drosphilou‘; k upregulovani exprese* — ke zvyseni; ,,0kolo metamorfujici larvalnich
adipocytu... ... prostudovand®; ,,z tohoto diivodu se drosophila jevi jako mozny nastroj pro studium
téchto procesu relevantni i pro sav¢i systémy.* — chybi ¢arka; ,,metod regulujici expresi gentu“;
Strana 17: ,,ve formé inaktivniho Apoliphorinu I/

Strana 18: ,,20-hydroxyecdyson (ekdyzonem), ktery je produkovan prothorakalni a prstencovou
zlazou a jeho syntéza“ — spiSe: ,,prothorakalni a prstencovou zlazou, a jehoz syntéza“

Strana 19: ,,homolog k savéi ATGL

Strana 21: ,,Tyto stadia prodélava hmyz*; ,,inzulinovou senzititvitu*

Strana 23: ,,se podili na pro-zanétlivému fenotypu makrofagi®; ,,tvrzeni nemamé dostatek ditkazi‘
Strana 24: ,,drosohpilu*

Strana 25: radé&ji ,,potencialni®, nez ,,potencionalnimi‘

Strana 28: ,,Prace s Drosophilou” — Bud’ tedy s velkym pismenem na zacatku a kurzivou, nebo s
malym pismenem.; ,,Dieta s 5% glukosy* — Bud’ s 5% glukosou, nebo s 5 % glukosy; ,,Kuklam ve
stadiich P 8 a P 15 byl odstranén kutikularni obal, tak aby nedoslo k poSkozeni tkané.* - obal tak,
aby

Strana 29: ,,byly dany ptipravené*; ,,Po tomto procesu byly vzorky ponoiené ve smési BHS a
HQCI2 nechany 24 hodin pfi teploté 4 °C.*

Strana 30: ,,z picky vyjmuta“; ,,Dalsi den se plastové formicky postupné vyjmuty z picky a ...“
Strana 33: ,,K odstranéni pryskyftice bylo provadéno rucné za pouziti ziletky.*

Strana 34: ,,na které fezy nechaly uschnout.*; ,,Pupy P 8, P 15 a dospé€lci byly pfipevnény*

Strana 38: ,,prosycovani fada‘“

Strana 39: ,,byla pouzita statistické metoda“

Strana 40: ,,46 um na 50 pum. U kukly P 15 — ¢arku misto tec¢ky

Strana 41: ,,Svislé piimky zaznamenavaji smérodatnou odchylku.*; ,,poctu lipofsucinovych
granuli®; ,,na které, je zachyceno* — na kterém

Strana 45: ,,Malloryho trichrom barveni.; ,,50um.* - chybi mezera

Strana 46: Popiska Obrazku 8 ,,post-metamorfického vycoje.”; v textu ,,Mezi dospélci 0 hpe a 24
hpe se se mnozstvi‘

Strana 48: ,,apoLPP, mtp) ceramidového (sap-r, nNSMase, schlank) a sfingomyelinového
metabolismu (bwa CDase).* — chybi ¢arky za , mtp)“ a mezi bwa a CDase

Obecné je lepsi umistit grafy expresi naptiklad hsl a bmm (strana 49 a 50) vedle sebe, pro
jednodussi porovnani, lepsi vyuZiti mista a zkraceni délky diplomové prace.

Strana 54: ,,v kukle P 8, ktera v zlistava neménna“

Strana 56: ,,které jsou typické pro metamorfujici tukové té€leso dochdzi ke — chybi ¢arka za slovem
,teleso

Strana 58: ,,Moznou odpovéd’ na degradaci lipofuscinovych granulich by mohly poskytnout
makrofagy*

Na strané 59 autorka dvakrat pouZzije souslovi: ,,Dalo by se pfedpokladat, ... coz se do védecké
prace pfiliS§ nehodi. Dale je zde uvedeno, Ze: ,je pravdépodobné, ze nekteré z nich budou
pravdépodobné regulovany makrofagy.*

Strana 60: ,,specificky Gal4 driveru pro tukovou tkan®

Strana 60: ,,... by mohla byt vyuzita data o zméné morfologie tukové tkané, které jsou ukazana v
této praci.*

Autorce bych doporucil osloveni nékterého z kolegti, ktefi pracuji v oboru, ale pfimo se neucastni
psani prace, o kritické precteni finalni verze a 0 jazykovou i vécnou zpétnou vazbu.



Zavér:

Diplomova prace Bc. Adély Danielové piinasi nové poznatky 0 studiu pfemény larvalniho
tukového télesa u octomilky a vystupy jsou dobfe uplatnitelné v dalsim vyzkumu. PfedloZena prace
je i ptes nékteré vyse uvedené nedostatky kvalitni a

Praci
doporudcuji

k obhajobé a navrhuji zndmku velmi dobfe (2), S moznosti tpravy na znamku vyborné
(1) pti obhajobé.

V Ceskych Budgjovicich dne 14. 1. 2022



Bodovy Body

rozsah
hodnoceni®
(1) FORMALNI POZADAVKY
Celkovy rozsah prace (pro bakalaiské prace min. 18 stran, pro diplomové 0-3 3
prace min. 25 stran), vyvaZenost rozsahi jednotlivych ¢asti, logicka
struktura prace (u experimentalnich praci doporuceni pro teoretickou ¢ast
do 1/3 celkového rozsahu)
Kvalita literarni reSerse (pocet pouzitych pivodnich pramennych zdroji, 0-3 3
vhodnost vybéru, aktualnost zdroji)
Spravnost pouZivani citaénich odkaziu (pfitomnost necitovanych udajii,  0-3 1
dodrzovani jednotného stylu citaci, pouzivani oficialnich zkratek ¢asopisti)
Graficka tprava textu a obrazki 0-3 3
Uroveii souhrnu/anotace (i v angli¢ting) 0-3 2-3
Jazykova a stylisticka uroven, respektovani platného nazvoslovi 0-3 2
Spravnost a uplnost popist u obrazkiu a tabulek (srozumitelnost bez 0-3 3
zietele k ostatnimu textu, vysvétleni znacek, jednotky uvadénych veli¢in)
(2) VECNE POZADAVKY
SpInéni cila prace 0-3 3
Schopnost porozumét vysledkiam, jejich interpretace a jasny popis, 0-3 3
srozumitelnost diskuze a zavéru
Uroveii diskuse — interpretace vysledkii, zaiazeni do kontextu 0-3 3
V literature (absence diskuze vysledki s literaturou je nepfijatelna)
Logika postupu pri vlastni vyzkumné praci 0-3 3
Uplnost popisu pouZitych metodik 0-3 2
Experimentalni naro¢nost prace, samostatnost pri praci 0-3 3
Uroveii zpracovani experimentalnich dat 0-3 3
Aktualnost pouzitych metod 0-3 3
PFinos prace pro obor a publikovatelnost vysledki (po pfipadném 0-3 3

doplnéni)

! Bodovy rozsah hodnoceni: 0-nevyhovujici, 1-vyhovujici, 2-primérné, 3-excelentni.



