POSUDEK: Diplomova prace
Olga Bazalova: CIRKADIANNI RYTMY -MOUCHY DOMACI
(Musca domestica)

Diplomova prace Olgy Bazalové se zabyva cirkadiannimi rytmy mouchy domaéci, konkrétne
ziskanim dosud neznamych kodujicich sekvenci 5 hodinovych genii, zméfenim cirkadiannich
profili exprese téchto geni a také pozorovanim pohybové aktivity much v zavislosti na
teploté vn¢jSiho prostiedi.

Diplomové prace obsahuje vSechny dilezité kapitoly, tedy Gvod, cile, metodiku, vysledky,
diskuzi, zavér, piehled literatury a také pfilohy s fotografiemi pouzitého vybaveni. Prace je
napsana prehledné s men$im poctem preklept (viz. nize). Kapitola Givod byla pfili§ stru¢na,
soustiedila se predev§im na mezidruhové rozdily v detailech molekularniho oscilatoru.
S vyjimkou 2 kratkych odstavel je vénovana vyhradné popisu cirkadidnnich rytmi na genové
urovni. Postradal jsem alespon kratkou zminku o behavioralnich rytmech hmyzu, o anatomii
hodin a vztahu centrélnich a perifernich hodin u hmyzu. Kapitola Material a metody je
napsana velmi pékné, sfadou priloh dokumentujicich dikladnou optimalizaci pouzitych
experimentalnich metod. Autorka prekonala obtiZze spojené s pouzitim neosekvenovaného
modelového organismu a podafilo se ji splnit naprostou vétS§inu uvedenych pracnych cili.
Vysledky jsou prezentovany a diskutovany piehledné a srozumitelné.

K praci mam dale n¢kolik dotazi a pfipominek:

1. Uvod, odstavec 1: Ne viechny organismy byly v pribéhu evoluce vystaveny
periodickym cirkadiannim zménam a ne kazdy zivocich ma funk¢ni systém vnitinich
hodin. Zna autorka n&jaké piiklady?

2. Zajimalo by mne, jakym zplsobem byly navrZzeny primery pro ziskani sekvence
intrond? Byla mista sestfihu vytipovana na zakladé¢ homologie s Drosophilou?

3. Autorka ziskala kompletni koédujici sekvenci pouze u genu dbr pomoci primer
walking. Lze pomoci RACE ziskat tiplnou sekvenci 5° konce mRNA? Je to technicky
nebo prakticky obtizné?

4. V praci mi chybi statistické srovnani (napf. pomoci ANOVA) rozdili v expresi genti

pfi riznych teplotach, napf. neni ziejmé, zda je signifikantné vyssi amplituda exprese

genu cwo pii 17°C oproti vy$S§im teplotam.

Grafy 4.5, 4.6 a 4.7 by byly prehledn¢;jsi s popisem ¢asové osy.

6. Obrazky 3.1 a 4.4 jsou Spatné Citelné. Zejména obr. 4.4 je matouci, protoze na prvni
pohled nelze rozlisit popis osy y u histogramu a tak amplitudy pohybové aktivity pri
riznych teplotach vypadaji stejné.

7. Mysli si autorka, Ze by bylo mozné zjistit pfitomnost genu Cry2 v genomu mouchy i
jinak nez kompletni sekvenaci? Napiiklad pomoci Southern blotu nebo FISH - jako
kontrolu proti hybridizaci Cry2 sondy s Cryl pak vyuzit Drosophilu (-) a Tribolium
nebo véelu (+)?
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Pieklepy:

Strana 7, fadek 13: prokaryontni nebo prokaryotni
8/17: fyziologickych

10/7: obsahuje



10/14: paralelni
13/28: antisense
15/4: Detailni
15/5: lokalizovan
36/8: jednotlivych
42/29: v mozcich
43/14: dishevelled

Pres uvedené nedostatky predlozena préace spliiuje ve3keré poZadavky kladené na magisterskou
diplomovou praci a doporu¢uji ji k obhajobé.

V Praze dne 14.5.10 Martin Sladek, Ph.D.
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Oponentsky posudek na magisterskou praci Olgy Bazalové: “Cirkadidanni rytmy
mouchy domaci (Musca domestica)".

Magisterska prace Olgy Bazalové je pokracovanim analyzy cirkadiannich hodin
Mouchy domaci a jejich srovnanim s circ. hodinami octomilky.

Samotna prace je napsana piehledné a ¢t vé, s minimalnim pocétem pieklepu a
obsahuje vSechny formalni nélezitosti kladené na magisterskou diplomovou praci. Zdarile
napsany Uvod, Diskuze a dlouhy seznam pouzité literatury ukazuje Ze autorka uspésné
pronikla do problematiky. Oddil Metody svédéi o tom, Ze autorka rutinné zvladla celou facu
metod molekuldrni biologie. A to od béznych, az po metody naro¢né fyzicky i psychicky
(odbéry musich hlavicek kazdé 2 hodiny po dobu 2 dni, celkem né&kolik tisic hlavicek). Oddil
Vysledky obsahuje velky objem dat, které autorka nashromézdila a je dikazem jejiho
vysokého pracovniho nasazeni. Konkrétn€ autorka v ramci své magisterské prace Gspésné:

- ziskala dosud neznamé sekvence transkripti ¢tyf gend cirkadiannich hodin (cwo,
pdple, ck2p, ckle)

- zmefila mnozstvi transkripti téchto ¢tyf gent plus tfech dals$ich (per, tim, pdh)
pomoci metody ,real-time* RT-PCR ve tfech ruznych teplotach (17, 25, 35°C) a dvou
ruznych svételnych rezimech (LD, DD)

- zmonitorovala pohybovou aktivitu Mouchy domaci ve ¢tyfech ruznych teplotach (17,
25, 30, 35%C)

K predkladané magisterské praci mam nasledujici, pouze drobné formalni
pripominky a dotazy:

- v pripadé analyzy vysledk z ,real-time* RT-PCR by mne zajimalo, jaky typ
vypoctu byl pouzit ve zminované excelovské tabulce (strana 25), konkrétné zda kromé hodnot
Ct byly v tomto vypoctu pozity i konkrétni hodnoty efficience jednotlivych part primert, a
jestli ano. jak tyto hodnoty efficience autorka ziskala.

- v piipadé grafického znazornéni profilt hladin mRNA jednotlivych gent (obr.4.5.,
4.6. a 4.7.) by mne zajimal bliz§i komentat méfitka osy Y (= rel. hladina mRNA), konkrétné
pro¢ je nekdy zvoleno maximum 100% (obr.4.6.>2 — per varA) a jindy napiiklad 0,03
(obr.4.5.- cwo).

- v pfipadé srovnani hladin mRNA splicingovych variant genu per by mne zajimalo,
jak se autorka pfi vypoctu vyrovnala se skutecnosti, ze 3 pouzité pary primert (tab.3.1. —
primery k amplifikujici transkripty period/period varA/period varB) davaji PCR produkty o
ruznych délkach (118bp, 319bp, 235bp), a tedy pii jejich detekci barvivem SYBR Green
stejna hladina fluorescence (treshold) neodpovida stejné hladiné PCR produktu.

- v pripadé¢ profild mRNA jednotlivych _.enG ziskanych v prubéhu dvou dnua
v rezimech LD a nasledné DD (obr.4.7.) by mne zaiimalo, ¢im si autorka vysvétluje snizeni
amplitudy v DD rezimu, kdyz cirkadidanni molekularni hodiny jsou endogenni a jednou
z jejich charakteristik je Ze pokracuji v ,,tikani* i za stalé tmy.

- autorka zminuje moznost, ze v naméfeném profilu hladin mRNA na urovni celych
hlav muze byt skutecny profil hladin téchto mRNA v mozku maskovan. Zajimal by mne
autorky nazor na to, kde jinde v hlavé (kromé mozku) mohou byt geny circ. hodin
exprimovany.

Domnivim se, ze predlozena prace spliuje veSkeré pozadavky kladené na
magisterskou praci na Prirodovédecké fakulté Jihoceské univerzity a jednoznacné ji
doporucuji k obhajobé.

. (
V Ceskych Bud¢jovicich dne 21.5.2010 Jan Stehlik
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