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Magisterska price: Evolucni a funk¢ni analyza CenH3 genii u vybranych druhu
z Celedi Viciaceae (autor prace: Zuzana Helekalové)

Magisterska prace Zuzany Helekalové s nazvem ,,Evoluéni a funkéni analyza CenH3
genl u vybranych druhti z ¢eledi Viciaceae™ se tyka obecné velmi zajimavé tématiky
centromerickych proteini CenH3, konkrétné evoluéni adaptace téchto proteinti k evolu¢nim
zménam v sekvenci centromerické DNA. Cilem prace bylo ziskani kodujicich sekvenci
proteintt CenH3 u vybranych druht rostlin z ¢eledi Viciaceae s tim, Ze ziskané informace
budou vyuzity pro nasledné studium evoluce a funkce genti CenH3.

Na zakladé jiz znamé sekvence DNA z hrachu, tolice a sdji byly navrzeny
degenerované primery, pomoci nichZ byly amplifikovany metodou RT-PCR cilené useky ul3
zastupct Celedi Viciaceae.Ziskané fragmenty DNA byly klonovany a osekvenovany. Metodou
3" RACE a 5° RACE byly ziskany sekvence z 3" a 5” konce mRNA kodujici CenH3 u osmi z
deseti testovanych druhi. Cela sekvence byla tedy ziskana u osmi druhd. Takto ziskana
sekvence byla amplifikovana pomoci PCR, zaklonovana a osekvenovana. Srovnani sekvenci
mezi jednotlivymi druhy ukézalo, délkovou a sekvenéni variabilitu na N-konci, naopak
sekvence byly podobné v HFD (histone fold domain).

U Pisum sativum a Vicia faba byla sekvence pouZita pro piipravu dvou typu fiznich
konstruktti s YFP, a to bud’ s YFP umisténym na C-konci nebo YFP umisténym na N-konci.
Jako kontrola byla pouzita také sekvence z Arabidopsis thaliana, a to opét ve fiznim
konstruktu s YFP na 3° nebo 5” konci. Celkem bylo tedy ptipraveno Sest konstruktt. Vech
Sest konstrukt bylo nasledné pouzito pro transformaci V. faba. Pro transformaci P. sativum
byly pouzity konstrukty odvozené z V. faba a A. thaliana. Celkem bylo ziskano 29-55
nezavisle transformovanych kultur pro kazdy druh a konstrukt. Po transformaci jak V. faba,
tak P. sativum konstrukty odvozenymi z A. thaliana byl pozorovany fluorescencni signal
v jadrech, nicméné bez centromerické lokalizace. Centromericka lokalizace fluorescenéniho
signalu byla pozorovana, pokud byly oba druhy transformovany konstrukty se sekvenci
odvozenou jak z P. sativum, tak V. faba. Neschopnost centromerické lokalizace fuzniho
proteinu obsahujici sekvenci odvozenou z A. thaliana je interpretovana jako dusledek
rozdilnosti proteinové sekvence v oblasti smy¢ky L1 CenH3 u A. thaliana v porovnani s P.
sativum a V. faba.

Je zcela ziejmé, Ze se autorka pro ziskani prezentovanych vysledki, které jsou
pomérné Sirokého rozsahu, musela ujmout své laboratorni prace s velkym nasazenim a usilim.
K tomu, jak bylo téma zpracovano laboratorné, nemam jedinou vyhradu a hodnotim to jako
velmi kvalitni. Ale nutno dodat, Ze i z toho diivodu je mi lito, Ze autorka nedokazala tuto
kvalitu své prace plné zpecetit v textovém zpracovani.

Text je ¢lenén klasicky na ¢asti jako Givod, material a metody, vysledky, diskuze a
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velmi peclive popisuje pouzité metody, i kdyz v nékterych pasazich bych snad osobné
doporucila vetsi stiidmost. Také nevidim divod rozepisovat slozeni reakénich smési ¢&i profily
reakei do jednotlivych fadku, volila bych uspornéjsi variantu v podobé zapisu do jednoho
fadku. Nicméné toto vidim jako podruzné.

Zavazn€jsi problém vidim ve zvoleném nazvu prace, ktery slibuje vyrazné mnohem
vice, neZ ve skuteCnosti prace nabizi. Dal§im problémem, a to linoucim se celou praci, je na
Cetnych mistech absence odkazii na odbornou literaturu k tvrzenim, ktera autorka v praci
uvadi.

Autorka v uvodu prace uvadi, Ze ,,role centromerické satelitni DNA pro funkci
centromer nebyla doposud uspokojivé vysvétlena, ale predpoklada se, Ze je spiSe mala nebo
dokonce zadna®. Jako na vysvétlenou dodava, ze ,,Experimenty s inzercemi centromerické
DNA do jinych mist chromozému ukazaly, ze samotna centromericka DNA nepostacuje
k vytvofeni nové centromery. Naopak analyzou neocentromer bylo zji§téno, Ze nova
centromera se mize vytvofit i v mistech, které¢ nemaji zadnou sekvenéni podobnost
s centromerickymi sekvencemi daného druhu®. Proti tomuto tvrzeni se musim ohradit.
Autorka patrné€ nespravné interpretovala vieobecné pfijimany model, podle kterého je
centromera definovana epigeneticky radé€ji nez pouhou primarni sekvenci DNA. Tim
epigenetickym znakem centromery jsou prave proteiny CenH3, tj. histonové varianty, které se
specificky vazi k centromerickym sekvencim. Navzdory tomu, Ze neexistuje néjaka piesné
dana primdrni centromerickd sekvence, pfedpoklada se existence univerzalniho
centromerického kodu, ktery muize byt kuptikladu v podobé sekvenéni superstruktury, tj.
symetrie, kupfikladu dané alternujicimi puriny a pyrimidiny ¢i v podobé sekundarnich
struktur jako jsou vlasenky. Pfikladem toho miiZe byt srovnani centromerické DNA primatt a
S. cerevisiae vykazujici podobnou sekvenéni symetrii. Pfedpoklada se, ze tato ¢i podobna
charakteristika funguje jako centromericky identifikator. Dalsi mtj argument vychazi z prace
Kitada et al. (Curr.Genet., 31, 122-127, 1997), kde mutace centromerické DNA vedla ke
ztrat¢ centromerické funkce. Do tietice, pouze lidska alfa satelitni DNA muze vytvaret
funkéni centromery v umélych lidskych chromozomech, na rozdil od jakékoliv jiné DNA, a to
i neocentromerické DNA objevené u ¢lovéka (Saffery et al. PNAS, 98, 2001). Z uvedenych
fakti vyplyva piedpoklad, Ze primérni sekvence centromerické DNA je pro funkci
centromery dilezita.

Zdrahala bych se ztotoZnit s autor¢inym tvrzenim, Ze u holokinetickych chromozoma
jsou centromery rozptylené po celé jejich délce. Centromera jako takova u holokinetickych
chromozom neexistuje. Spis se jedna o to, Ze u holokinetickych chromozomt je
centromericka funkce, v podobé mista lokalizace kinetochoru a uchyceni mikrotubula,
rozprostiena podél chromozomu a tedy neni lokalizovana do jednoho urcité¢ho ohniska, jako
nachazime u chromozomu monocentrickych.

Autorka uvadi, Ze ..experimenty s inzercemi centromerické DNA do jinych mist
chromozomii ukazaly, ze samotna centromerickd DNA nepostacuje k vytvoifeni nové
centromery®. ProtoZe jsem nebyla schopna najit piimy zdroj této informace, chtéla bych se
autorky zeptat, alespon o jak velké inzerce se jednalo a u jakého organismu byly tyto
experimenty provadény, coz jsou udaje pomérné dalezité pro interpretaci uvedeného tvrzeni.

Dle mého nazoru, je na skodu, Ze v ivodu prace neni vyhrazen prostor pro detailnéjsi
popis tzv. centromerického paradoxu, coz znamena rychla evoluce centromerické DNA na
jedné stran¢€ a konzervovana centromericka funkce na strané druhé. Napi. Steve Henikoff ve
svych ¢etnych publikacich (napf. Malik et Henikoff Cell 138, 2009) vysvétluje vznik
centromerického paradoxu modelem na zéklad¢ asymetrie v sami¢i meioze a tzv. ,,meiotic
drive®, kdy expanze centromerickych sekvenci (diky rekombinaci) umozni lepsi uchyceni
centromery k mikrotubultim déliciho vieténka a tim profitujici postaveni v meiotické tetrade,
které vede v sami¢i meioze k vybéru daného meiotického produktu pro tvorbu vajicka ¢i



megaspory. Takto pro pienos do dalsi generace jsou preferovany chromozomy s vice
roz$ifenou (namnozenou) centromerickou sekvenci, coz ale postupem ¢asu na druhou stranu
piinasi skodlivy efekt v podobé navazanych Skodlivych mutaci. To vede k propagaci
supresorti takovychto tzv. sobeckych centromer v podobé zmutovanych centromerickych
proteini a v kone¢ném disledku neustalé adaptaci centromerické DNA centromerickym
proteintim a naopak. V navaznosti na to, bych se chtéla autorky zeptat, jestli viibec existuji
né&jaké informace ohledné centromerickych determinanti na trovni DNA u skupin

s holokinetickymi chromozomy a také informace ohledné centromerickych proteindi,
konkrétné proteini CenH3, a ptipadné jejich evolué¢ni studie. Ma otazka vyplyva z mého
teoretického predpokladu, Ze holokinetické chromozomy by mohly byt diky své roztrousené
centromerické aktivité vice odolné k ,,meiotic drive* a tim méné sekvencné variabilni na
trovni proteintt a DNA majicich zodpovédnost za centromerickou funkei. Ze stejného divodu
mn¢ napadd otdzka, jakd je evoluce centromerické DNA a centromerickych proteint u
organismu, u nichz nedochazi k meiotické asymetrii, jako napt. u hub. Jevi se mi, Ze hypotéza
meiotické asymetrie pro vysvétleni centromerického paradoxu je v souladu praveé s
jednoduchosti centromery u S. cerevisiae. Bylo provadéno srovnani centromerickych sekvenci
a proteint mezi riznymi druhy kvasinek nebo alespon mezi S. cerevisiae a
Schizosaccharomyces pombe?

Cast Vysledky: véc, kterou jsem velmi zvazovala je, Ze podstatnou ¢ast informaci
uvedenych v této sekci bych misto do Vysledkii osobné zaradila do sekce Material a metody,
a to proto, ze i kdyz tyto informace sice odrazi vyznamné kvantum provedenych laboratornich
experimentd, de facto popisuji dolad’ovani metodickych ptistupti. Na druhou stranu, vzhledem
k tomu, Ze se jedna o diplomovou praci, Ize uvedeny postup akceptovat. Nicméné je Skoda, ze
autorka dala jen nevelky prostor informacim, které se tykaji zcela jisté jiz skute¢nych
vysledk, jako je popis ziskanych sekvenci a popis vysledkl z transformaénich experimentt.

Pro lepsi piehlednost, bych osobné zaradila obrazky piimo do textu a ne na samotny
konec prace.

V tabulce 8 nejsou vysvétleny rozdily mezi druhy fuze jako napi. mezi PS CenH3-
YFP oznaceno zelené a oranzové. Také bych pro lepsi prehlednost k jednotlivym poctim
uvadéla také i procentuelni zastoupeni ¢i frekvence. Na obréazcich elektroforetickych geli
nejsou popsany velikosti prouzktt ADNA, ktera byla pouzita jako marker. Chybi také
informace o velikosti pozadovanych produktii amplifika¢nich reakci. Z téchto diivodi dané
obrazky ztraci na informativnosti.

V obrazku 10, je nespravné vyznacena pozice smycky L1, alesponl v porovnani
s literaturou (Lermontova et al. The Plant Cell, Vol. 18, 2006, Cooper et Henikoff Mol. Biol.
Evol. 21(9):1712-1718. 2004). Je na Skodu, Ze v obrazku 10A, kde jsou porovnavany
sekvence proteini CenH3 z testovanych druhti, nebyla pfipojena také sekvence pro histon H3,
ktery je na rozdil od CenH3 vysoce konzervovany a srovnani by mohlo vést k zajimavym
interpretacim. Ze stejného divodu je skoda, ze v obrazku 10A neni uvedena sekvence z 4.
thaliana & jiného rostlinného zastupce. Obrazek 10B neni v textu viibec zminén. V obrazku
11, kde jsou ukazany vysledky transformacnich experimenti, nejsou jasné rozdily v popisku
mezi A,BaC, D, aE,FaG,H.

Jaké jsou fylogenetické vztahy mezi testovanymi skupinami? Nezafazeni
fylogenetického srovnani povazuji vzhledem ke zvolenému nazvu prace za zcela chybné.

Dle mého nazoru, diskuze mohla byt daleko 1épe propracovand, alespon co se tyce
srovnani s jiZ publikovanymi vysledky a zatazeni fylogenetickych srovnani.

V Ceském textu by se autorka méla vyvarovat poangli¢ténych tvart jako napf. ,,CenH3
histon®, ,,.L.1 smyc¢ka*, CenH3 protein™ ¢i ,,HFD doména®, protoze v €eStin¢ gramaticky
spravné je ,.histon CenH3, smycka L1, protein CenH3* ¢i doména HFD®.



Jakkoliv jsem podstatnou ¢ast svého oponentského posudku vénovala nedostatkiim
textového zpracovani, zavérem bych chtéla velmi zdlraznit, Ze zminéné nedostatky,
pramenici patrné jen z nezkuSenosti autorky, vidim u této prace jako ponékud podruzné, a to
zejména proto, Ze si velmi cenim zajimavého tématu, které si autorka vybrala, skvélé kvality
laboratorniho zpracovani, Sirokého rozsahu experimentt a dtlezitych vysledku, které tato
prace piinasi pro dalsi studium rostlinnych centromer. A je jen trosku Skoda, Ze autorka
nedokazala tato pozitiva zuro€it pii sepisovani prace.

Po peclivém zvazeni vSech kladl a zaport, hodnotim ptedloZenou praci Zuzany
Helekalové jako vyborné.
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Oponentsky posudek na magisterskou praci Be. Zuzany Helekalové

»Evoluéni a funkéni analyza CenH3 genii u vybranych druhi z ¢eledi
Viciaceae*

Autorka se ve své magisterské praci zabyvala studiem gend pro centromericky histon CenH3
u 13 zéstupch celedi Viciaceae, k EemuzZ pouZila celé spektrum metod, po¢inaje navrZzenim
degenerovanych primert pro RT-PCR, ptes klonovani, sekvenovani, RACE, az po piipravu
fznich konstruktl se ziskanymi geny a transformaci modelovych rostlin.

Cela prace je velice hezky a piehledné napsana a prakticky neobsahuje formalni
chyby. Struény Gvod piinasi nezbytné informace, které ¢tenaf potfebuje k proniknuti do dané
problematiky a metodika detailné popisuje pouzité metody takovym zplsobem, Ze by
pfipadny nasledovnik ve vét§ing piipadii nemél problém experimenty zopakovat. K pochopeni
principu nékterych metod pomdahéd i obrazova pfiloha, kde jsou schématicky znazornény
metody RACE a pfiprava fuzniho vektoru. Vysledky jsou pfehledné, diskuse stru¢na a
relevantni.

K celé praci mam nésledujici pozndmky a otdzky:
Poznamky:

1) Prvni véta Gvodu, kterd fik4, Ze nedilnou soucdsti chromosomi vSech eukaryotickych
organismi je centromera, neboli misto primarni konstrikce, neni presnd. Rada eukaryot mé
holokinetické chromosomy, kde primarni konstrikce chybi a kinetochor miize byt rozptylen i
po celé délce chromosomu. Existence holokinetickych chromosomi je pak zminéna
v nasledujicim odstavci, ¢imz je vSe uvedeno na pravou miru, ale vznikd tim rozpor mezi
uvedenymi informacemi.

2) Z vysledkt vyplyva, ze produkty RACE byly zaklonovany, ale v metodice o tom neni
zadna informace.

3) V tabulkach s primery by bylo dobré uvést délky oc¢ekavanych produkti, pfipadné teploty
nasedani, pokud se u jednotlivych primert liSily.

4) Na stranach 23 a 26 autorka popisuje transformace Pisum sativum a Vicia faba fuznimi
konstrukty s geny CenH3 z téhoZ nebo jiného druhu a jejich naslednou lokalizaci v jadfe a na
chromosomech. K demonstraci vysledki slouzi obrazek 11 s mikrofotografiemi kofink
transformovanych rostlin. Podle mého nézoru je pro tento ucel potfeba ziskat fotografie
chromosomti, protoze signaly v interfaznich jadrech nedokazuji lokalizaci v centromerach.
RovnéZ DNA by bylo vhodné obarvit, protoZze na uvedenych obrazcich z Nomarského
kontrastu jsou jadra obtizné viditelnd. Déle bych piidala obrazek difizniho signalu



z transformace konstruktem s CenH3 z Arabidopsis thaliana pro srovnani se signaly z V. faba
a P. sativum.

Otazky:
1) Existuje néjaka teorie o tom, pro¢ je histon CenH3 tak variabilni, zatimco histon H3 je
velice konzervovany?

2) Jaky byl smysl pouzZiti primeru 3’RACE oligoT pro prvni RT-PCR (slouzici k amplifikaci
vnitini ¢asti gend pro CenH3 (str. 8) misto klasického oligoT?

3) Ve vysledcich na strané 23 autorka piSe, ze velice kratka sekvence na N-konci byla u nové
osekvenovanych druhti piekvapiva. Pro¢, kdyz bylo totéz pozorovéano uz diive u P. sativum a
Medicago truncatula?

Zéavérem prohladuji, Ze pfedloZena prace je vynikajici a pln€ spliiuje poZadavky kladené na
magisterskou praci na Pfirodovédecké fakulté Jihoceské univerzity v Ceskych Budéjovicich a
proto ji doporuc¢uji k Gispé$né obhajobgé.

V Ceskych Budg&jovicich RNDr. Magda Vitkova, Ph.D.
24.5.2010



