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Oponentsky posudek disertaéni prace s nazvem Insect chronobiology autorky Aleny
Kobelkové

Diserta¢ni prace se sklada z 11 stran Givodu véetné referenci, struéného vymezeni cilt
diserta¢ni préce, ze 3 pfiloZenych praci a souhrnu. Jedna z téchto praci byla publikovana
v roce 2009 v &asopise Insect Biochemistry and Molecular Biology (IF 3,117), druha prace
byla pfijata do tisku v ¢asopise Journal of Biological Rhythms (IF 4,418) a tieti prace je
ptedloZena ve formé& manuskriptu. Celkem je disertaéni prace zpracovéana na 88 stranach.
Technické zpracovani prace je velmi plisobivé a piehledné. Cela prace je dobfe napsana a
obsahuje jen minimum pieklept ¢i nepfesnych formulaci. Alena Kobelkova je prvni autorkou
prace v JBR a v pfipravovaném manuskriptu. Jeji podil na jiZ publikované praci neni bliZe
specifikovan.

Téma disertaéni prace je velmi aktuélni, fesi otdzky molekularnich mechanismi
¢asového systému u hmyzu. Zabyvé se pfitom nejen vlastnim mechanismem, ktery na
molekuldrni urovni generuje cirkadianni signal, ale také mechanismy, jakymi se hmyz
adaptuje na zmény vné&jsiho prostiedi, jako je zména délky dne, neboli fotoperioda. Ziskané
vysledky jsou velmi kvalitni, o ¢emz svéd¢i fakt, Ze velké ¢ast téchto vysledki byla
publikovéna v ¢asopisech s velmi dobrym impact faktorem a prosla proto naroénym peer
review.

Kapitola I se vénuje struénému Gvodu do problematiky diserta¢ni prace. Velmi
ocenluji, ze kazda kapitola této uvodni ¢asti ma piimy vztah k cilim prace a tento vztah je
v jejim zavéru vzdy jasné formulovan. Autorka prokazala, Ze je schopna abstrahovat
z obrovského mnozstvi informaci a shrnout ty nejpodstatnéjsi tak, aby i ¢tenaf, ktery neni
expertem na chronobiologii hmyzu, ziskal ptehled o sou¢asném stavu znalosti. Zvlasté ¢ast
vysvétlujici zdkladni principy molekularniho zpétnovazebniho mechanismu ,,hodinového
stroje* a jeho srovnani u riznych druhi hmyzu je velmi dobie zpracovana. Cile prace jsou
v zéveru této kapitoly piehledné rozdéleny podle jednotlivych publikaci.

Kapitoly II -IV tvoii hlavni vysledkovou ¢ast prace, ¢lenénou podle publikaci. Dvé

z téchto publikaci jiz prosly recenznim fizenim a byly kladné hodnoceny specialisty v oboru.
Prace ve formé& manuskriptu bude tomuto recenznimu fizeni teprve podrobena. A¢koliv je
manuskript prezentovan ve formé, ktera se jiz blizi finalni podob¢ pii odeslani do recenzniho
fizeni, n€které ¢asti experimentl planuje autorka jesté déle rozsifit (viz. str. 60). Vysledky
jsou zcela unikatni a podévaji obraz o cirkadiannim systému Ephestia kuehniella, jakoZto
novém druhu hmyzu vhodném pro vyzkum cirkadianniho systému odli§ného od Drosophilla
melanogaster.

Kapitola V — Souhrn struéné shrnuje ziskané vysledky. Skoda jen, Ze autorka
nevénovala ¢ast textu také shrnuti vyznamu disertaéni prace jako celku a nenastinila mozné
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dalsi vyhledy, kudy by se méla prace na t€chto tématech mohla déle ubirat, pfipadn€é moznosti
potencialniho vyuzZiti ziskanych vysledki v praxi.

Dalsi komentdr k disertacni praci:

Pfi ¢teni iivodu disertaéni prace jsou evokovany nékteré dalsi otazky, které zde nejsou
zahrnuty. Napf. co je znamo o roli vzajemného ptisobeni jednotlivych ¢asti cirkadidnniho
systému u hmyzu pro jeho vlastni mechanismus — tj. pfipadné tloha interakce mezi neurony?
Co je znamo o hierarchii cirkadianniho systému — jsou v8echny oscilatory rovnocenné
(centralni a periferni oscilatory)?

Cast uvodu vénovana fotoperiodismu a jeho regulace je velmi struéna. Zajimalo by mne, co je
u hmyzu fotoperiodickym signalem, ktery spousti diapauzu — je to dosazeni urcité kritické
délky fotoperiody, pocet cykll na této fotoperiodé nebo vlastni proces zmény fotoperiody, tj.
jeji zkracovani a prodluzovani? Ma fotoperioda ve viech oscilatorech v mozku stejny vliv na
fazi exprese hodinovych geni nebo se miZe tato faze mezi jednotlivymi oscilatory lisit?

K vysledku prace prezentované v manuskriptu mam nasledujici dotaz: Expozice stalému
svétlu vyrusila rytmus v expresi genti Per a Tim v hlavé Ephestia kuehniella a dalo by se tak
fici, Ze svétlo ,,zastavilo* hodiny. Do jaké miry by tento vysledek mohl byt teoreticky
zpusoben tim, Ze hodiny na LL stale b&zi, ale jednotlivé oscilatory v hlavé jsou vzdjemné
desynchronizovany? Byla exprese na LL sledovana také pomoci in situ hybridizace, aby
mohlo byt dosaZeno prostorové-¢asového rozliseni pii detekci exprese genti?

Zavérem bych rada shrnula, Ze pfedkladané diserta¢ni prace je velmi kvalitni. Pfi jejim
feSeni bylo dosaZeno fady vyznamnych vysledkd, které posunuly hranici naseho poznéni
cirkadianniho systému hmyzu. Autorka prokézala, Ze je schopna nejen provadét naro¢né
experimenty, ale také pracovat s literaturou a vysledky pfehledné€ prezentovat.

Domnivam se tedy, Ze pfedkladana disertaéni prace spliluje vSechna kriteria a doporucuji ji
k obhajeni.

V Praze dne 8. fijna 2010

\/Qé/mm//

PharmDr. Alena Sumova, DSc.




Oponentsky posudek na diserta¢ni praci
Mgr. Aleny Kobelkové - Insect chronobiology.

Autorka Alena Kobelkova se ve své praci zaméfila na mimoradné zajimavou otazku
molekuldrni p&staty vnitinich hodin a ¢aste¢né i vnitiniho kalendare zivocichu. Prace je
uvedena relativné stru¢nym, ale vyCerpavajicim a ¢tivym piehledem stavu poznani dané
problematiky. Navazujici stranky obsahuji pretisténé ¢lanky, jejichz je disertantka autorkou.
Ocenuji dusledné prestaveni hlavnich cilti kazdé ze studii a také zavérecné shrnuti toho, co
bylo dosazeno. Kazdy z ¢lanku svéd¢i o obrovském mnozstvi prace, ktera predpoklada
zvladnuti mnoha velmi naro¢nych laboratornich technik molekularné genetickych,
imunohistochemickych nebo behavioralnich. Praci uzavira Curiculum Vitae, z néhoz plynou
sympatické fakty, totiz, ze autorka méla moznost nacerpat cenné zkusenosti za svych trech
pobytl ve Spojenych statech a vyuzit je i pfi psani svych odbornych texti. Dale, Ze se
nevyhyba rutiné pti vyuce mladsich studentt v praktikach.

K formalni strance prace mam komentai také pifevazné pochvalny. Celé graficka tprava je
vtipna a piimo vybizi ke ¢teni a listovani. U obrazka bych doporucil vétsi velikost, popisky na
nich jsou na hran¢ Citelnosti.

Maém na autorku dvé otazky — jednu metodickou a druhou spiSe teorie se tykajici.

1. Prosim o vysvétleni zptisobu zobrazovani a analyzy dennich variaci exprese gent — tedy
casovych profili exprese - jde o prvni piilozeny ¢lanek, Obr. 3 na str.30. Nebylo by vhodnég}si
zobrazovat na ¢asové ose X absolutni ¢as namisto pouzitého relativniho, ktery zac¢ina bodem
0, kdyz se rozsviti svétlo? Pokud bychom totiz pouzili absolutni ¢as a napiiklad ob¢ poledne
(tedy stredy svételnych ¢asti) nastavili v grafech denni exprese v dlouhém (LD) a kratkém
(SD) dni tak, aby se ptekryvaly, zda se mi, Ze se vyrazn¢ zmensi ¢asové rozdily v profilech.
Akrofaze LD a SD se vyrazné piiblizi. Nikoliv ovSem v amplitudé, ta je zpravidla v dlouhém
dni vyrazné vys$si. Kdyz bychom si pomohli konkrétnim piikladem: vezmeme-li absolutni ¢as
napt. pro profil tim wt (Obr. 3 vlevo nahote), pak akrofaze v kratkém dni je nékdy kolem 19.
hodiny, zatimco v dlouhém dni jen o malo pozdéji - okolo 19.45. Pak by ovlivnéni faze
cyklovani sledovanych gent fotoperiodou nebylo tak vyrazné, jak se z graft zda a jak je
prezentovano. Mimo to, u LD tim vrcholi tésné pied zhasnutim, u SD dokonce az v tmavé fazi
skotopické vidéni® zminénym na str. 23? Nakolik tedy uvadéné posuny v profilech exprese
odpovidaji realnym podminkam v zivoté Chymomyza costata?

2. Druha otazka se tyka Kryptochromu, ktery je letmo zminén v uvodni ¢asti. Mohla by
autorka kratce prestavit jeho fyziologickou ulohu a diskutovat jeho vyznam ve svych
dosavadnich a pfipadnych budoucich studiich (viz poznamka na str. 25)?

Celkové hodnoceni: Metodicky velmi Siroce pojaté a naro¢né téma je zpracovano velmi
dobre. Autorka osvédcila vybornou teoretickou znalost problematiky a dokazala ji stru¢né
shrnout a predstavit. Jako ¢lenka relativné malych autorskych kolektivii dokazala ziskat
mnozstvi velmi riznorodych vysledk, zpracovat je, formulovat cenné dil¢i zavéry a
vypracovat ucelenou experimentalni studii, jejiz vetsi ¢ast jiz ptijaly prestizni mezinarodni
veédecké casopisy. Dokazala tim své teoretické i praktické schopnosti k védecké praci.
Navrhuji tedy, aby oponovana prace mgr. Aleny Kobelkové s ndzvem Insect Chronobiology
byla piijata k obhajob¢ na Piirodovédecké fakulté Jihoceské univerzity.

V Brné 15.10. 2010 doc. RNDr. Martin Vacha, PhD
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Professor Ivo Sauman

Biology Centre of the Academy of Science of the Czech Republic
Institute of Entomology

Branisovska 31

370 05 Ceske Budejovice

Czech Republic

RE: Evaluation of Ph.D. thesis submitted by Alena Kobelkova
Dear Professor Sauman,

Thank you for the opportunity to review the Ph.D. thesis submitted by Ms. Alena Kobelkova. |
have read her thesis and offer the following comments on the specific chapters.

She provides a concise and well-prepared introductory chapter that does a nice job of
summarizing the state-of-the-art in this field. This section sets the stage for the chapters that
follow and provides a good rationale for asking the questions posed in the following chapters.

I consider Chapter II to be the most impressive chapter in her thesis. The fact that it has already
been accepted for publication in one of the top journals for biological rhythms work indicates that
it has also been vetted by peers working in this field and found worthy of publication. It is quite
an impressive chapter, showcasing her molecular skills and demonstrating the important
functional role of the timeless promoter in association with diapause. By exploiting the available
nondiapause (ndp) mutant of the drosophilid Chymomyza costata, she has been able to show
convincingly that a major deletion in the ndp-mutant is responsible for the failure of these flies to
enter diapause as larvae. Her work highlights the importance of the E-box and TER-box for
expression of the clock genes. Since this species is a non-model system she by necessity had to
carry out these experiments in Drosophila S2 cells. In many ways this set of experiments can
serve as a primer on how to approach such a problem in a non-model system. In summary, I
consider this to be an extremely good paper.

Chapter I1I is also based on a published manuscript and thus has also been significantly examined
via the peer review process. I consider this to be a very interesting question, perhaps because it is
a question we have also asked in our lab! In spite of the obvious importance of cell cycle arrest
as a key component of insect diapause, remarkably few investigators have explored this question.
This paper is thus a most welcomed addition to the literature, and it is particularly interesting that
pcna emerges as a likely player in this diapause, as it is in the pupal diapause of flesh flies.
Though the phase of the cell cycle that is arrested may differ among species, as noted for Bombyx
mori, quite possibly there will emerge some commonality in the manner in which cell cycles are
arrested in diapause. Insect Biochemistry and Molecular Biology is one of the leading journals in
our field, and I was pleased to see, but not surprised, that this nice piece of work found a home in
this good journal.
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In Chapter IV, she introduces a new species, the Mediterranean flour moth Ephestia kuehniella,
as a potential subject for future work in chronobiology by describing rhythms of egg hatching and
adult locomotor activity, characterizing two of the major clock genes, period and timeless,
monitoring their daily expression patterns and the sites where these genes and their proteins are
localized within the brain. This represents a major new body of clock-related information for this
major pest species, and the fact that it is a rather primitive moth this species offers an important
contrast to Lepidoptera used in previous clock studies. This study and others clearly show the
importance of asking these types of questions in a range of species. Results observed here
indicate that there can be considerable variation among the Lepidoptera as well as variation from
the best-studied system, Drosophila melanogaster. Although this particular chapter is mainly
descriptive and will not likely have the same major impact as the other chapters in this thesis it
clearly paves the way for future studies in this species.

In summary, I consider this thesis to be excellent, and clearly on par with what I would hope to
see in a Ph.D. thesis from any top-ranked university from around the world. I congratulate Ms.
Kobelkova on a job well done. Please extend my best wishes to her for reaching this milestone in
her career.

Sincerely,

Roises? | Desting

David L. Denlinger
Distinguished University Professor




