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Posudek oponenta na diplomovou praci Kristyny Vrbové

V diplomové praci studovala Kristyna Vrbova antioxidacni systémy, délku
telomer a aktivitu telomerazy u Locusta migratoria s cilem otestovat, zda Ize sarance
stéhovavé pouzit jako modelovy organismus pro studium oxidativniho stresu a jeho

vlivu na telomery.

V uvodu jsou pomérné stru¢né, nicméné prehledné, zpracovany zakladni
informace o oxidativnim stresu, telomerach a telomeraze. Vysoce ocefiu;ji Siroké
spektrum metodickych postupl, které si studentka béhem své diplomové prace osvojila.
Vysledky jsou prezentovany srozumitelnym zplsobem a v diskusi jsou dostatecné
detailné konfrontovany s literarnimi zdroji, véetné vysvétleni nékterych nesrovnalosti.

Cela prace je peclivé a ¢tivé napsana, s minimem preklepa.

K diplomové praci Kristyny Vrbové mam nasledujici dotazy a pfipominky:

e Na konci Uvodu (str. 7) zmifiujete ,netelomerickou® roli telomerazy pravé pfi
ochrané pred oxidativnim stresem. MUzete zminit dalSi moznosti za¢lenéni
telomerazy do procesu s telomerami pfimo nesouvisejicich (napf. v odpovédi na
poskozeni DNA nebo v regulaci exprese genl)?

e P¥i vypoctu hladiny transkriptu katalazy a superoxiddismutazy byly ve vypoctu
zahrnuty efektivity reakce (str. 11). Jak jste efektivity zjiStovala, z kalibranich
kfivek? Byly efektivity u analyzovanych genud a genu referenéniho srovnatelné?

e Zjakého duavodu byl PCR cyklus pro amplifikaci referenéniho genu aktinu

odlisny pfi analyze transkripce katalazy a superoxiddismutazy (str. 11; 1 min 95
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°C, (30595 °C, 30559 °C, 1 min 72 °C)30x 5 min 72 °C) a pfi analyze délky
telomer kvantitativni PCR (str. 16; 10 min 95 °C, (15s 95 °C, 1 min 47 °C)40x).
Z textu vyplyva, ze byly pouzity tytéz primery, uvedené v Tab 1., a tentyz
komercni master mix.

o P¥i analyze aktivity telomerazy bylo ve 25 pl reakéni smési 10 ug proteinu. Je
tak vysoké mnoZzstvi obvyklé pfi analyzach aktivity telomerazy u hmyzich
modelu? Tento udaj je pro mé prekvapivy proto, Ze v analyzach aktivity
telomerazy u rostlin se pouziva v 1 reakci (25 ul) proteinovy extrakt v
koncentracich Fadové stovek ng.

o DNA pro analyzu délky telomer, ktera byla rozdélena na pulzni elekroforéze,
byla izolovana ,klasickou“ metodou, ne SetrngjSim zplsobem, kdy se
homogenizovana tkan pred purifikaci DNA imobilizuje v agarézovych bloCcich.
Tak je mozno ziskat vysokomolekularni DNA o délce fragmentl az 1 MB.
Kontrolovala jste integritu preparatd DNA pfed vlastni analyzou (PFGE vzorku
nestépenych restrikéni endonukleazou)? Z dat prezentovanych na Obr. 4 (str.
20) se zda, ze vzorky DNA izolované z instarli a samce a samice jsou
degradované.

e Byly pfi netemplatové PCR pfi pfipravé sondy pro Southernovu hybridizaci (str.
14) pouzity monomery primert? B&zngjsi je pouziti oligomeru (ljdo JW, Wells
RA, Baldini A, Reeders ST. Improved telomere detection using a telomere probe
(TTAGGG)n generated by PCR. Nucleic Acids Res., 1991, 19, 4780).

e Ve vzorcich izolovanych ze zastupcl rodu Lepidoptera byla detekovana aktivita
telomerazy v pokusech Vasich i v citovanych literarnich zdrojich (str. 19). Jelikoz
tato data v diplomové praci nezvefejiiujete, zajimalo by mé, jestli jste pouzila
stejny protokol (v€etné vysokého mnozstvi proteinu na reakci) a jaka byla

telomerazova aktivita (hodnota Ct) u téchto vzorku.

Komentare formalni povahy (na néz neni tfeba v diskusi reagovat):
o Klenow enzyme (str. 15) by mél byt uveden jako Klenow fragment (DNA

polymerazy |).
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e U literarnich zdroju uvedenych u analyzy délky telomer kvantitativni PCR (str.
16) by bylo vhodnéjsi uvést pfimo praci Cawton MR. Telomere length
measurement by a novel multiplex quantitative PCR method. Nucleic Acids
Res., 2009, 37, e21 (pfipadné Cawton MR. Telomere measurement by
quantitative PCR. Nucleic Acids Res., 2002, 30, e47), z niz Vami citované prace
vychazeji.

e V odstavci popisujicim analyzu délky telomer kvantitativni PCR (str. 16) piSete o
expresi referenéniho genu a expresi telomer; v tomto pfipadé nejde o analyzu
exprese.

o P¥i prezentaci vlivu parakvatu na aktivitu a transripci katalazy a
sueroxiddismutazy (Obr. 3, str. 18) by bylo pfehlednéjSi uvadét analyzy tykajici
se téhoz enzymu pod sebou.

e Velice zajimavy je vysledek o vyskytu kratSich fragment( telomer u jedinct
vystavenych uginku parakvatu. Bohuzel, pravdépodobné z technickych diivodd,
nevidim relevantni hybridizaéni signal v mistech oznaéenych Sipkou (Obr. 4, str.
20). Doporucovala bych na obhajobé prezentovat obrazek v maximalni mozné

kvalité, pravé s ohledem na zajimavost tohoto vysledku.

Diplomovou praci Kristyny Vrbové hodnotim po vécné i formalni strance vysoce

kladné a doporucuiji ji k obhajobé s hodnocenim vyborné.

v Brng, 21. 5. 2014

[P broteve %3/4’”"'/
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Oponentsky posudek na magisterskou praci Be. Kristyny Vrbové

Vliv oxidativniho stresu na antioxida¢ni systémy, délku telomer a
telomerazovou aktivitu u Locusta migratoria

Magisterska price Bc. Kristyny Vrbové zkouma vliv oxidativniho stresu vyvolaného
herbicidem parakvatem na délku telomer a expresi a aktivitu enzymatickych antioxidantt
superoxiddismutazy (SOD) a katalazy u sarance st€hovavé (Locusta migratoria). Déle byla u
toho druhu i u dalgich zastupc hmyzu testovana aktivita telomerdzy, enzymu, ktery je
zodpovédny za prodluzovani telomer. Cilem prace pak bylo na zdklad¢ vysledki urcit, zda je
saranée vhodnym modelovym organismem pro studium oxidativniho stresu.

Autorka vyuzila spektrum metod, z nichZ nékteré bylo potfeba adaptovat pro hmyzi
telomerickou sekvenci. Ziskala sekvence &asti genli pro SOD a kataldzu, sledovala zmény
jejich exprese a aktivity po pusobeni parakvatu, pomoci real-time PCR a Southernovy
hybridizace sledovala vliv staf{ jedincli a pisobeni parakvatu na délku telomer. Nakonec se
pokusila detekovat aktivitu telomerazy u sarance a posléze u dalSich druhi hmyzu, pfiemz u
motyla Ephestia kuehniella a $vaba Periplaneta americana byla aktivita telomerazy
prokazéna.

Text sice obsahuje pieklepy a chybgjici slova, ale v unosné mife. Problematické jsou
néazvy n&kterych kapitol, které nedavaji smysl (napf. 3.12 Délka telomer kvantitativni PCR).
Uvod je pomémné pékné napsany a poskytuje v pfiméfené délce informace o telomerach,
telomeraze, oxidativnim stresu a antioxidantech a jejich vzdjemném vztahu. Casti nékterych
kapitol bych pfesunula, napf. pasdz o fungovani parakvatu, kterd je umisténa na zacatku
diskuse, by se l1épe hodila do Givodu, kapitola 4.1 Sekvenace genli pro katalazu a SOD u L.
migratoria podle mého nazoru celd patii do metodiky.

Diskuse je pomémé pékné napsand a pii jejim ¢teni jsem se dozvédeéla odpovéd na
fadu otézek, které mé& pii &teni prace napadaly, napf. zda je doba plsobeni parakvatu
dostate¢nd a zda nemohou jeho vysoké koncentrace zplsobit kolaps systému. Piedpokladam,
7e i autorka se tyto informace dozvédéla aZ pii sepisovani magisterské prace, jinak by Cast
pokusu provedla jinak nebo viibec. Potvrdilo se zde zndmé réeni, ze n€kolik mésici intenzivni
prace v laboratoti miize nahradit az &tyfi hodiny hledani v literatufe. Budiz toto poucenim pro
pri§té, Ze praci na novém tématu je potfeba zah4jit dikkladnou resersi.

K prici mam nasledujici vyhrady a dotazy:
- Ceské jméno Locusta migratoria je sarane st€hovava.

- Zpisob citovani literatury je v n&kterych piipadech zavadéjici. Zdé se totiz, Ze popisovana
informace pochézi z citovaného ¢lanku, ale ve skutecnosti se jednd o ¢lanek, ktery ma jiné
téma & zkouma jiné organismy a informace je jen zminéna v uvodu (napt. Traut et al. 2007,
Maeshima et al. 2001). Spravnym zplisobem je citovat originalni praci nebo alesponi review,
pokud je na dané téma k dispozici.



- Sarance byly po podani parakvatu 16 hodin drzeny v pokojové teploté, nez byly podrobeny
analyze. Protoze byla do té doby chovany v 30°C, ptedstavuje pro n¢ tato zmeéna dalsi stres.
Bylo totéz provedeno i s kontrolnimi jedinci? Pro¢ byla zvolena prave doba 16 hodin?

- Pro¢ se aktivita kataldzy a SOD stanovovala pravé v mozku a ne v jinych tkanich?

- Pro stanoveni enzymatické aktivity katalazy nebyla zfejme meéfena absorbance, ale mnozstvi
emitované fluorescence.

- V popisu Southernova blotu chybi dilezitd informace o tom, Ze sondu je potieba pred
pouzitim denaturovat.

- Kapitola 3.12 o méteni délky telomer pomoci kvantitativni PCR je zna¢né nejasna. Autorka
pise, ze provadéla RT-PCR (¢ili PCR pouzivajici jako templat cDNA) s 12 ng DNA, z jejiz
vysledki nasledné pocitala pomér exprese telomer a aktinového genu. Z néznaki vyvozuji, ze
se pojmem RT-PCR byla minéna real-time PCR, templatem byla genomova DNA a exprese
znamena amplifikace. Porozuméni nepomuze ani to, Ze jedna ze dvou praci citovanych v této
kapitole metodu nepopisuje, jen odkazuje na dalSi praci. U této metody bych ocenila i
podrobnéji popsané vysledky, které zde jsou prezentovany jen formou grafu vyjadiujiciho
pomér hodnot T/S. Jaké byly tedy naméfené délky telomer? Odpovida toto vysledkim ze
Southernova blotu? Pro¢ byl jako referencni gen zvolen aktin?

- V grafech na obrazku 3 nejsou uvedeny jednotky.

- U vysledku Southernova blotu bych ocenila obrazek pivodni nenastépené DNA, ktery by
ukazal jeji kvalitu, protoze vysoce kvalitni DNA je pro méteni délky telomer klicova. Zmeéna
délky telomer u vzorkd 200 nM a 2 nM mi neptijde ptresvéd¢iva, navic drédha 200 nM
obsahuje od startu tenkou ¢aru patrné Spatné rozpusténé DNA.

- Aktivitu telomerazy se nepodafilo zachytit u zddného ze ¢ty zkoumanych druhd fadu
Orthoptera. Jak stafi byli dospélci (€ili brala autorka v ivahu, jak dlouh4 doba uplynula od
posledniho svlékani )? Nebylo by vyhodnéjsi vyzkouset mladsi stadia? '

- V diskusi autorka pise: ,,Jiz dfive bylo zji§téno, Ze pozorovany narist enzymatické aktivity
nekoreluje s trovni mRNA, tudiz zmény v transkripci neukazuji, jak dilezitou roli hraje
antioxida¢ni gen v ochrané proti oxidativnimu stresu.” Pro¢ tedy autorka transkripéni aktivitu
enzymu studovala, kdyz o ni¢em nevypovida?

Zavér

Piedlozena prace ptinasi origindlni vysledky, i kdyZ né€které podle mého nazoru nejsou
dostateéné prikazné a bude je potieba jest€ ovefit. Autorka by méla zlepSit svou praci
z literaturou, usetti ji to praci a umozni lépe planovat pokusy. Minimaln¢ u nékterych metod
mam podezifeni, Ze jim pfili§ nerozuméla, ale rada se pfi obhajobé nechdm presveédcit, ze jsem
se mylila. Zatim magisterskou praci hodnotim stupném velmi dobre.

V Ceskych Bud&jovicich RNDr. Magda Zrzava, Ph.D.
22.5.2014



