! Biologické centrum Akademie véd Ceské republiky
USTAV MOLEKULARNI BIOLOGIE ROSTLIN

BraniSovska 31, 370 05 Ceské Budéjovice

§

IC: 60077344  DIC: CZ60077344 Bankovni spojeni: CNB C. Bud&jovice 20001-6730231/0710

Posudek magisterské prace Lucie Janeckové “Isolation of genes induced by adenosine and

imaginal growth factors IDGFs in Drosophila melanogaster cells”

Tématem prace je analyza genové exprese v bunéénych kulturach D. melanogaster pomoci DNA
Cipl a nasledné ovéreni takto ziskanych vysledkd metodou Nothern blottingu. Hlavnim cilem byla
identifikace gen(, jejichZ exprese je indukovéna adenosinem nebo IDGFs, coz se podafilo zejména
v piipadé indukce pomoci IDGFs. Po formalni strance je prdce zpracovana peclivé, kladng
hodnotim 1 jeji sepsani v angli¢ting, kterd je az na drobné vyjimky na velmi dobré drovni. K
prezentovanym vysledkiim mam néasledujici dotazy a pfipominky:

1.

Rozsah prace je pomérné velky a zahrnuje experimenty s DNA &ipy, Nothern bloty, a dale
studium mechanizmi pusobeni adenosinu in vivo pomoci kiiZeni rliznych linii drosophily. Ze
zplsobu popisu vysledkl vyplyva, ze alespoii ¢ast experimentil nebo jejich vyhodnocovéni bylo
provadéno autoréinymi spolupracovniky. Pokud tomu tak opravdu bylo, mé&lo to byt uvedeno a
mél byt specifikovan podil autorky na téchto experimentech.

Metodika experimentti s DNA Cipy a Nothern bloty je nedostate¢n& popséna. Napf. v piipadé
DNA ¢ipt neni uvedeno jak byla znacena c¢cDNA pro hybridizaci, jaké byly podminky
hybridizace, apod. (schéma kontrol uvedené na obr. 1 mi navic pfipada dost nejasné). V pripadé
Nothern blotl je dokonce jenom uvedeno Ze byly hybridizovany podle pokynd vyrobce
membrany. Pfitom detailni popis experimentélnich protokold je dulezity napf. pro interpretaci
nesrovnalosti mezi vysledky ziskanymi pomoci microarrays a Notherni. Tyto nesrovnalosti by
také mély byt vysvétleny v diskusi.

. Na str. 28 je uvedeno, Ze po indukci adenosinem byla zvySena exprese potvrzena jen u CG3448

a 4786. Kvantifikace CG4786 na obr. 13 je ale velmi nepresvéd¢ivé; naopak podle obrazku 11
se zd4, ze ve srovnani s CG3448 doslo k podstatnéjsimu zvySeni signalu u CG13388 (ale jen v
Casech 1 a 4 - pro¢ chybi signal v case 8?). Na obr. 12 neodpovidd 3kila osy Y uvedenym
jednotkam.

Slozeni PCR mixu (str. 12) by mélo byt popsano vyslednymi koncentracemi jednotlivych
komponent, ne jejich objemem v mixu bez uvedeni koncentrace.

. Na obrazcich s vysledky PCR amplifikace fragmentii pro pfipravu sond (str. 26) chybi negativni

kontroly PCR reakei (bez templatové DNA) - byly provadény ? Jak byla ov&fovana spravnost
fragmentl pouzitych na sondy, zvlasté u reakci, jejichz vysledkem bylo n&kolik fragmenti
(napf. vzorek 2 na obr. 9) ?

I ptes uvedené pripominky se domnivdm, Ze prace svou kvalitou spliiuje pozadavky kladené na
magisterské studium a proto ji doporuéuji k obhajobé.
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Posudek magisterské prace Lucie Janeckové

,Isolation of genes induced by adenosine and imaginal disc growth
factors IDGFs in Drosophila melanogaster cells*

Pfedlozena prace se zabyvad predevSsim postupem identifikace gen(
indukovanych adenosinem a IDGF2 in-vitro v buné¢né linii C1.8+. PFi plnéni tohoto
cile musela autorka pouzit mnozstvi naro¢nych molekuldrné-biologickych postupl a
vyporadat se s nutnosti analyzy rozsahlého souboru dat, kterd jsou produkovana
DNA (Cipy. Jde o praci, kterd mé zaujala predeviim jako péknd ilustrace pouZiti
oligonukleotidovych DNA ¢ipU pro vyhledavani kandidatnich regulovanych gen(. Je
zde feSen i jeden ze zavaznych problém0 provazajicich tuto metodiku, a to riziko
fale3né pozitivnich vysledkl, které muze byt vyrazné snizeno pouZitim replikat( ,
pfisnych krterii néasledného vybéru kandidatnich gend a jejich ovéFenim jinou
vhodnou metodou.

K praci bych rad prednesl nékolik drobnych pfipominek :

Vzhledem k pomérné malému rozsifeni Affymetrix platformy v Ceské
Republice by bylo uzitecné vénovat v sekci Materidal a metody vice mista popisu
této techniky - jak postupim pfipravy vzorku a hybridizace tak i pouzitym
metodam zpracovani dat.

= Zarazila mé nesrovnalost v hodnoté ,Change p-value“ pouzité pro selekci
indukovanych transkripttl. V oddile Vysledky je udana hodnota 0,4 a v Diskuzi
0,04 ( 0,06 ). K cemu slouzi hodnota uvedena v zavorce ? Zaroven je
zminovano pouziti jiné hodnoty pfi analyze adenosinem indukovanych gend.
Jaka hodnota ,Change p-value” byla pouzita pro tento experiment ?

o Z vysledk( Northern blotu v experimentu s adenosinem vyplyva, Ze k nejvétsim
zménam v expresi genl dochadzi po 2 hodinach od jeho pridani, a pro dalgi



analyzu proto byla pouzita RNA ziskana v upravenych casovych intervalech,
které byly pouzity i pro experiment s pridanim IDGF2. Pro uplnost a lepSi
srovnani s vysledky ziskanymi z DNA cCipu, kde byl pouzit vzorek ziskany po 4
hodinach ptsobeni IDGF2, by bylo vhodné rozsifit Northern analyzu i na tento
casovy interval.

Prace mé inspirovala také k poloZeni nasledujicich dotazu :

o U savéi RNA byva jeji integrita ovéfovana posouzenim rRNA pfi denaturujici
gelové elektroforéze, kdy je hodnocen predevsim pomér 28S/18S rRNA. Na
obrazcich 11. a 14. v oddile Vysledky je vidét jeden dominantni prouzek rRNA.
O jakou rRNA jde a jaky je rozdil pfi posuzovani integrity RNA u hmyzi RNA
oproti savci ?

0 Zajimalo by mé, jestli jste uvazovali o pouZiti jiné metody pro ovéreni
indukovanych gent neZ je Northern blot, ktery je pomérné casové narocny,
napf. end-point RT-PCR nebo qRT-PCR, pfipadné o ovéfeni na uarovni
proteinu.

Vysledkem DNA ¢ipl je nejen soubor kandidatnich indukovanych gend, ale i
téch, jejichZ exprese klesa. Mate v planu zamérit se i na tyto geny ?

Dle mého nazoru jde o vybornou praci vychazejici z jasné formulovaného
zaméru identifikace genl indukovanych IDGF2 a adenosinem. Pro tento tcel vhodné
vyuziva dostupné metodiky pro jejich urceni i nasledné potvrzeni vysledki. Diky
tomuto pfistupu byly ziskany hodnotné a zajimavé informace o mozném vztahu
IDGF2 genu k imunitnim funkcim organismu. Proto bych rad praci doporucil k
obhajobé s vybornym hodnocenim.



