Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou prici Be. Aleny Kobelkové

Izolace a charakterizace cirkadidnnich geni period a timeless a charakterizace cirkadidnniho chovani u
zavije¢e moucného (Ephestia kuehniella)

Magisterska prace Aleny Kobelkové méla 2 cile: (1) molekularni charakterizace cirkadiannich genti period a
timeless u zavije¢e mouéného, (2) ovéreni, zda lihnuti larev a pohybova aktivita dospélych samcti ma cirkadianni
charakter.

Hlavni tsili bylo v&novano molekularni analyze. Autorce se podafilo ziskat ¢asteéné sekvence kodujicich asti
genu period (40%) a genu timeless (50-60%). Domnivam se, Ze i tato ¢astena charakterizace obou genti
predstavuje uspéiné splnéni prvého cile magisterské prace. Autorka se navic pokusila charakterizovat koncové
sekvence obou genti metodou 3' a 5' RACE, ale analyzu se nepodafilo dokonéit. Také pocet kopii obou genti se
zatim nepodafilo Southern analyzou ur¢it. Tento netispéch je vzhledem k metodické naro¢nosti pochopitelny a
snahu o detailn€jsi analyzu obou gent je nutné ocenit.

Druha ¢ast prace, vénovand cirkadiannim rytmim v chovani je zpracovana mnohem méné dikladné. V pfipadé
lihnuti larev byl prokdzan stimula¢ni vliv svétla, ale uspofadani pokusu neumoznilo zjistit, zda jde o cirkadianni
rytmus, jak si autorka sama ziejmé uvédomuje. V pfipadé pohybové aktivity byl cirkadianni rytmus prokazan,
alespoii u dvou jedincii uvedenych jako piiklad.

K této druhé ¢asti prace mam nékolik dotazi a pfipominek.

(1) Vzhledem k tomu, Ze charakterizace rytmi v chovani ma byt vyuzita pro hledani souvislosti s molekularnimi
idaji, neni jasné, pro¢ pro rytmy v pohybové aktivité byl pouZit divoky kmen a ne bé&looky kmen, ktery byl
pouZit pro molekularni analyzy.

(2) Pokud jde o rytmy v lihnuti larev, v praci jsou rozporné daje o pouZitém kmenu:
str. 12: “Pro zjidténi ¢asového rozvrhu lihnuti larev .....byl pouzit divoky kmem..”
str. 25: “Pro pokus s lihnutim larev byl pouzit bélooky kmen..”

(3) Pfi lihnuti larev piijde s velkou pravdépodobnosti o interakci mezi dobou vyvoje a vlivem svételného rezimu.
ProtoZe vajicka byla vykladena béhem 24 hodin, mohl by rytmus v lihnuti larev alespoi ¢aste¢né obrazet
oviposi¢ni rytmus. Jaky je na to Vag nazor?

(4) Autorka uvadi, Ze perioda pohybové aktivity je “s nejvyssi pravdépodobnosti” 23.5 hodin v konstantni tmé.
Toto tvrzeni je doloZeno jednim periodogramem (obr. 18). Neni jasné, zda jde o priimér z vice jedincii nebo zda
v8ichni méfeni jedinci méli stejnou periodu. Chybi Gidaj o po¢tu méfenych jedinct.

Celkové je prace napsana jasné a piehledné. Literarnf ivod a metodika sv&déi o teoretickém i praktickém

zvladnuti problematiky, pfedeviim v oblasti molekularni biologie. Ziskané vysledky jsou dobrym startem pro
dalsi studium molekularnich mechanizm cirkadiannich rytmd. Proto praci viele doporutuji k obhajobé.

V Ceskych Bud&jovicich, 26.1.2006
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Prace méla dva zakladni cile (formulované na strané 11), jejichz splnéni
vyzadovalo zvladnuti dvou velmi rozdilnych metodickych pfistupt. Prvnim cilem bylo
zjistit nukleotidovou strukturu genti period a timeless u zavije¢e mou¢ného a porovnat ji
se znamymi strukturami u jinych organismi. Druhym cilem bylo charakterizovat
pohybové chovani a lihnuti dospélcli zavijece s ohledem na rytmicky a cirkadianni
charakter. Z prace je patrné, Ze autorka zaméfila své usili pfevazné na splnéni prvniho
cile. Je ovSem tieba konstatovat, Ze i skromnéji zvoleny cil, omezeny pouze na prvni ¢ast,
by byl naprosto dostate¢ny pro magisterskou praci.

Uvodni kapitola (str. 1 — 10) je zpracovana na skute&n& vynikajici Grovni. Oviem
pokud opét pfihmouiime oko nad faktem, Ze ¢asti tykajici se obou cilli jsou znaéné
nevyrovnané. Rozbor molekularni podstaty biologickych hodin u hmyzu je podan velmi
Ctivé a jasné, s historickou perspektivou a je pritom dostatecné detailni a pfesny. V textu
je jen n€kolik drobnych gramatickych chyb. Jedna z nich se vyskytuje ovSem uZ i na
obélce prace: slovo "cirkadianni" je jednou s jednim a podruhé se dvéma "n". Na strané 1
potom ¢teme naptiklad: "circalunarni" s "c", ale "cirkadianni" s "k". Chybné¢ je pouzito i
slovo "circanuanni". Faktickych chyb je velmi malo a maji spiSe charakter nepiesnosti.
Napfiklad: na strané 3 je uveden vycet 7 genil, které u hmyzu tvoii centralni
mechanismus cirkadianniho oscilatoru. V soucasnosti se nékdy prifazuje jesté par dalSich
genl: PAR domain protein 1, casein kinase 2, pigment dispersing factor a shaggy i kdyz
je pravda, Ze ndzor na to, co jesté je a co uz neni centralnim mechanismem, se rtizni. Na
strané 5 se piSe o E-boxu jako o struktufe 6 aminokyselin (zdména s nukleotidy).

Kapitola Metody (str. 12 — 26) je opét perfektni, pokud se ty¢e popisu pouzitych
metod analyzy genové struktury. Byly pouzity standardni metody izolace nukleovych
kyselin, reverzni transkripce, PCR amplifikace, klonovani, sekvencovani a "Southern”
blotovani. Jelikoz v priibéhu prace nastaly urcité technické obtize, bylo nutné spektrum
pouzitych metod jesté rozsitit nad obvykly rdmec a optimalizovat nékteré kroky, coz
nepochybné prispélo ke zvy3eni autor€iny praktické erudice. Snad jedina drobna otazka k
této Casti: Pro¢ byl pro analyzu genti pouzit bélooky kmen zavijece a ne divoky kmen?
Metodika pokusti pro zjisténi rytmickych a cirkadiannich parametr( chovani zavijece je
popséana jen velmi zb&éZné.

Vysledky jsou uvedeny na str.27 — 35 a na piilohach. Zaklonovani obou genii
bylo Gspésné a podafilo se ziskat pomérné dlouhé fragmenty nukleotidové struktury
c¢DNA (u genu period celkem 1344 bazi a u genu timeless celkem 2115 bazi). 3'a §'
konce se nepodatilo dosud Gplné charakterizovat. PotiZe, které provézeji amplifikaci
c¢DNA aseki pomoci 3' a 5' RACE technik jsou normalni. Souvisi pfedevsim s tézkostmi
pii designu vhodnych degenerovanych primert, kde Ize doporudit jeding trpélivé



zkouSeni dalsich kombinaci. Kritickym krokem byva také nedostate¢ny nebo variabilni
vysledek homopolymerického "tailingu" pomoci terminalni transferézy p¥i 5' RACE,
manual firmy Invitrogen nabizi nékolik optimalizaénich krokd. Ziskané cDNA sekvence
byly pievedeny na sekvence proteini a tyto byly porovnény pomoci fylogenetické
analyzy. Ta ukézala jejich blizkou ptibuznost k sekvencim nékolika dalsich motylich
druhii. Pfipominam, Ze v databazich jsou kromé& pouZitych druhii také tiplné cDNA
sekvence genti period a timeless u musky Chymomyza costata, mohly by tedy byt pridany
k analyze. Southern blotovéni se nepodafilo. Z prace je jasné, Ze autorka provedla celou
fadu modifikaci a kontrolnich testi, které vyluduji subjektivni chybu.
Nejpravdépodobnéjsi piicinou nezdaru je nestastné zvolena proba, ktera miiZe tvofit
sekundarni struktury. ReSenim je syntéza nové proby nebo zkraceni na jednom, druhém,
¢i na obou koncich. Umisténi proby ptes intron je rovnéZ nevhodné a miiZe ovliviiovat
jeji hybridizaci, poptipad€ stabilitu jeji vazby na blotovanou gDNA. Vysledky analyzy
chovéni je nutno povaZovat pouze za piedb&zné. Zda se, ze lihnuti je stimulovéano
svétlem, ale Ze endogenni (cirkadianni slozka) neni u tohoto "gatingu" pfilis silna nebo
zcela chybi (viz obr. 16). Naproti tomu lokomo&ni chovant se jevi silné rytmické, se
zfetelnou endogennti slozkou. Neni ziejmé, kolik jedinci bylo pouZito pro analyzu
lokomoce. Graf na obr. 18 dokonce ukazuje, Ze rytmus lokomoce by mohl byt
ultradianni?

Diskuse vysledk tykajicich se struktury genii period a timeless je opét
nadstandardné dobra. Velmi podrobna a ¢tiva. Diskuse druhé &asti prace je, adekvatné k
ziskanym vysledkim, stru¢na.

Miij celkovy dojem z prace je velmi kladny. Pfedevim chci vyzdvihnout
vynikajici stylistickou Gpravu a logickou strukturu celé studie. Téma biologickych hodin
neni jednoduché, presto je citit, Ze autorka jasné pochopila $ir§i rAmec. Toto zdaleka neni
obvyklé u studentskych praci, které jsem dosud oponoval nebo &etl. Autorka evidentné
stravila v laboratofi mnoho ¢asu a zvladla zakladni techniky molekularni biologie, v&etné
Jejich drobnych modifikaci a prav, jez pravé umoZiiuji proniknout k jejich podstaté a
prace byly splnény jen ¢aste¢né. Analyza struktury gend pokracuje a je pravdépodobné,
Ze bude dokoncena. Pfedbézné vysledky analyzy chovani mohou vyt pouzity jako
startovni ¢ara pro podrobnéjsi studii.

PredloZend magisterska diplomova prace splituje formalni i obsahové poZzadavky
a proto ji doporucuji jako kvalitni podklad k obhajobé.

Wit P

Vladimir Kostal
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