Posudek DP Bc. Michaly Korandové:

Transkripéni aktivita telomerického elementu HeT-A u Drosophila melanogaster

Ve své DP Fesila diplomantka zajimavy kol — zjistit pomoci transgenu HeTom zmény v aktivité
promotoru telomerového elementu drozofily HeT-A, a to v zavislosti na stadiu vyvoje organismu, na
typu tkdn& a na podminkach vnéjsiho prostiedi. Prace pfinasi v tomto sméru pivodni vysledky, které
naplfiuji zadani a svym objemem i ndroky na jejich ziskani prevy3Suji obvyklou urover diplomovych
praci. K tomu pfispélo - kromé kvality prace samotné studentky - jisté i kvalitni zézemi v podobé
vysoce kvalifikované skolitelky a tradice ve vyzkumu hmyzich telomer na pracovisti v Ceskych
Budé&jovicich. Je dobré prohloubit nase poznatky o regulaci telomer pravé na modelovém organismu,
u ného? byly telomery v r. 1938 objeveny. Navic je tento modelovy systém klasicky i v oblasti
vyzkumu epigenetickych jevd, jako je pozi¢ni variabilita exprese (PEV) a jeji zvlastni pfipad, poziCni
efekt telomer (TPE). Diplomova prace tyto problematiky skvéle propojuje.

Pfes vysokou kvalitu prace a pfinos jeji vysledkové ¢asti mam k praci fadu dotazl a pfipominek, na
které by autorka méla béhem své obhajoby reagovat:

1. Kap. 1.1 MiZe autorka uvést citaci néjakych studii, které prokdzaly ztrdtu koncové DNA
plisobenim oxidativniho stresu? Byly zmény statisticky vyznamné, zejm. s ohledem na chyby
méreni?

2. Tvrzeni, ze nefungujici telomeraza je pfiinou rakoviny, je ponékud zjednodusuijici, ne-li
pfimo nespravné. Telomeraza je uml¢ena v naprosté vétsiné diferencovanych lidskych
bunék. Vétsina pramend uvddi, Ze pravé zkracovani telomer a s nim spojené bunécné starnuti
je pojistkou proti rakoviné a tumor-supresorovym mechanismem. Také vznik nador
primarné v tkanich s vysokym obsahem tkariovych kmen. bunék (kostni dfen, stievni sliznice,
déloha aj.), které maji telomerazu aktivni, podporuje tento ndzor. Extrémni zkraceni telomer
viak na druhé strané skute¢né vyvolava nestability chromozom( a genomu. Pak jde oviem
spige o selhani tumor-supresorovych mechanism, které nezablokovaly v¢as déleni bunék.

3. Kap.1.2.2,, str. 4:,,Pro vyhodnoceni transkrip¢ni irovné byla vyuZzita RNA in situ hybridizace s
protilatkou proti elementim HeT-A a TART...“ Nema autorka na mysli spiSe hybridizacCni
sondu komplementarni ke zminénym elementim?

4. Kap.1.2.2.,, str. 5, obr. 4 a odpovidajici text: Telomericka ¢epicka ¢lovéka a dal3ich savci je
kromé shelterinu tvofena jesté komplexem CST (CTC1-STN1-TEN). To by bylo vhodné uvést
zejména proto, Ze u drozofily je jednim z proteind Cepicky protein Ver homologni
s proteinem STN1, jak autorka uvadi.

5. Str.8,.Gen Su(var)205 je jednim z mala znamych gend, u nichZ se prokazala spojitost s
regulaci telomerické délky, a jedinym znamym genem, u jehoZ mutaci je pozorovano
nadmérné prodluZovani telomer (Perrini et al.....)“ Gen0 spojenych s regulaci délky telomer
je celd Fada, jakoZ i téch pfipad, kdy mutace vede k nadmérnému prodluzovani telomer.
Tvrzeni by mohlo byt pravdivé, pokud autorka méla na mysli specificky telomery drozofily, to
ale neni z formulace ziejmé. _

6. Str. 14 a obr. 7 —vyraz inzuldtor by mél byt preloZen jako izolator.

7. Str. 15: Nejsou uvedeny parametry pouZité pro snimani flurescence (tj. jaka byla vinova délka
nebo rozpéti vinovych délek pouZitych pro excitaci a pro snimdni emise).

8. ,Fotografie byly upraveny v programu Adobe Photoshop 11.0.2.“ Toto je dosti iroké tvrzeni.
Jaké typy uprav byly s obrazky provadény — predpokldddm, Ze jen takové, aby nevedly ke
zkresleni vysledk(?
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Str. 16: Jakym zpGsobem byla spektrofotometricky zjiSténa integrita genomové DNA, jak
autorka uvadi?

Obr. 10: bylo by vhodné vyznatit pfislusné organy na jednotlivych panelech Sipkami

Obr. 11: PFili§ stru¢nd legenda

Obr. 12 i jinde: termin ,pod fluorescenénim svétlem” je nespravny, autorka ma zfejmé na
mysli fluorescenci po excitaci pfi vinové délce..., snimanou na vinové délce / v
pasmu...(fluoreskuje preparat, ne svétlo!).

Obr. 17: chybi oznaéeni osy y v obou &astech grafu. To ostatné problém vech grafl pocinaje
obr. 13.

Obr.18: autorka provadéla ziejmé kvantitativni real time RT-PCR, nikoli kvantitativni real-time
PCR. | na dalgich mistech diplomové préace (napf. str. 32) autorka zamériuje RT-qPCR a qPCR.
Je to zfejmé zplisobeno tim, Ze RT- nepokladd za zkratku ,na reverzni transkripci zavislé”,
nybrz real-time.

Obr. 19: legenda ,,DNA byla vyhodnocovana na relativni mnozstvi elementu HeT-A v genomu
vzhledem ke genu RpL32 (A) a na hladinu transkriptu Hsp70 (B) u kontrolnich a stresovanych
much®. Nerozumim tomu, jak byla v &asti B vyhodnocovana DNA na hladinu transkriptu genu
Hsp707?

Diskuse, str. 36: sledovani transkripéni aktivity telomerickych elementt drozofily by mohlo
mit analogii v telomerovych transkriptech obratlovcti, kvasinek nebo rostlin - hladiné tzv.
TERRA molekul. Jaky na to md autorka nazor a miZe v diskusi ke své prezentaci zminit, zda
byly pozorovény zmény hladin TERRA v odpovédi na faktory vnéjsiho prostredi?

| pfes fadu pripominek predevsim k formalnim aspektdm prace, obé&asny vyskyt preklepl a
nepresnych formulaci se domnivdm, Ze autorka prokazala ve své DP vysokou miru tvircich
schopnosti nutnych k ziskani vysledkd a také dokdzala formulovat interpretaci svych vysledka.

Doporucuji proto praci k obhajobé a pfikldnim se k jejimu vybornému hodnoceni.
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Posudek na magisterskou prici Michaly Korandové: ,Transkripéni aktivita
telomerického elementu HeT-A u Drosophila melanogaster*.

Prace je soudasti vyzkumu laboratofe RNDr. Radmily Capkové Frydrychové, Ph.D.,
vénovanému regulaci délky telomér u drozofily. Zabyva se vytvofenim reportérového
konstruktu HeTom pro studium funkce promotoru HeT-A, sledovani exprese proteinu Tomato
v transgennich liniich drozofil a ovéfeni, zda tato exprese koreluje s transkripéni aktivitou
telomerickych elementti HeT-A. Dal§im cilem prace je posouzeni vhodnosti vyuziti reportéru
HeTom pro sledovani vlivii environmentalnich faktort na aktivitu telomerického
kompenza¢niho mechanismu u drozofily. Prace je psdna pfijemnou ¢eStinou bez zbyte¢nych
preklept, doplnéna fadou barevnych obrazku piimo v textu. Rozsah experimentl je opravdu
pozoruhodny.

K vlastnimu zpracovani vSak musim mit jako oponent fadu ptipominek. Prace by méla
byt psana tak podrobn¢, aby ji piipadny ¢tenaf byl schopen reprodukovat. Pokud student
obsdhne fadu metod, musi je pofadné popsat a pii pouziti t€chto metod pouzivat vhodné
kontroly, protoZze bez pofadného provedeni a zpracovani je prace bohuzel jen plané
vynaloZzenym usilim....

1) Uvod se zda byt piilis dlouhy, obsahujici spoustu zkratek a informaci, které nejsou
nutné pro pochopeni zbytku préce.

2) Metody nejsou dostatecné podrobné popsany. Napf. kvantitativni PCR... Neni jasné,
zkolika much byla RNA izolovana, jak byly navrzeny primery pro PCR (pfes
intron?), zda byl proveden krok $t€peni DNazou I, pro¢ byl jako standard vybran gen
pro ribozomalni proteinu RpL.32. Byl pro reverzni transkripci pouzit oligo(dT)?

3) V soucasnosti je obvyklé pouzivat minimalné dvou standardi pro ptresnou PCR
kvantifikaci. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o jednu z klicovych metod pro celou praci,
je potteba ukazat gely s PCR produktem, ptipadné i ,.kiivky tani".

Neni jasné, co jsou chybové usecky na vysledcich qPCR — SEM? SD? Konfidenéni

intervaly?

4) Neni jasné, jak bylo provedeno kvantifikovani fluorescenénich obrazki pomoci Adobe
Photoshop. Autorka piSe pouze: ,,Byla zaznamenana plocha a integrovana denzita. Ta
byla vyuzita ke kvantifikaci fluorescen¢niho signalu“. Pouzivala autorka né&jaky
vnitini standard pro normalizaci? Které tkan¢ pouzivala? Jak autorka zamezila vlivu
tzv. ,,photobleaching* atd. Neni jasné, co jsou chybové usecCky na vysledcich
kvantifikace fluorescen¢niho signalu.

5) Zajimalo by mne, jaka je korelace mezi naméfenym fluorescenénim signalem a
qPCR...napf. na str. 29 autorka zvolila pro stanoveni exprese konstruktu HeTom
fluorescenci testes. Pro¢ nepouzila qPCR?



6) Jak autorka provéfila, Ze mouchy piijaly potravu s parakvatem? Je 16 hodin inkubace
dost dlouh4 doba na to, aby se stres projevil? M¢la autorka jako kontrolu néjaky
stresovy marker, ktery by naznacil, Ze u much dolo ke stresu?

7) Napf. u environmentélnich vlivii — jak staré mouchy byly pouzity, které pohlavi,
popsat pfesné podminky. Napt. u ,,vlivu fotoperiody* autorka pise: ,Jedinci z jedné
pavodni vialky byli rozdéleni na dvé poloviny. Jedna polovina byla ponechana pri
svételné fotoperiodé a druhd byla umisténa do absolutni tmy. Nasledné byl sledovan
rozdil v intenzité fluorescenéniho signélu v testes u tietiho larvalniho instaru®. Jednalo
se tedy o larvy? M¢la autorka jako kontrolu n€jaky cirkadianni marker, ktery by
naznacil, Ze podminky fungovaly a u much doslo ke zm&n&?

8) Je mozné, Ze u samic k expresi konstruktu HeTom v ovariich dochazelo, ale Ze protein
,» Tomato® tam ma niZ§i stabilitu? Zkousela autorka qPCR? Existuje n&jak4 kontrola —
napf. konstrukt HeTom pod aktinovym promotorem, se kterym by se vysledky daly
srovnat?

9) Na stran¢ 32 autorka uvadi: ,,Pro testovani »read-through® transkriptu byly vyuzity
primery k oblasti genu w, které lezi nad jeho promotorem, a tudiZ tato oblast nemtize
byt promotorem w pfepisovand a je tedy kontrolovana pouze promotorem sousedniho
HeT-A.“ Nehledé k neptesnému vyjadieni funkce promotoru — o tomto konstruktu a
metodé neni v metodach ani zminka.

10)Muze autorka vysvétlit smysl tohoto popisu obrazku? (str. 31, obr 19) ,DNA byla
vyhodnocovana na relativni mnoZstvi elementu Het-A v genomu vzhledem ke genu
RpL32 (A) a na hladinu transkriptu Hsp70 (B) u kontrolnich a stresovanych much.
Jak miZe autorka vyhodnocovat DNA na hladinu transkriptu????

Celkove prace spliiuje pozadavky na magisterské prace, a doporucuji ji k obhajobé.

Michal Zurovec ”7



