Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Ivety Paviechové: Lokalizace
telomerickych elementii u Drosophila melanogaster

Diplomova prace Bc. Pavlechové se vénuje analyze poctu kopii a mozné preferenéni lokalizace
telomerickych non-LTR retrotransposoni na jednotlivych chromozomadinich ramenech. Price je
zpracovana v klasickém clenéni. Vyznacuje se kvalitnim zpracovanim viech €asti. Oceriuji velmi
jasnou formulaci a pfimérenost cilli prace, a nasledné predevsim jejich spinéni prostfednictvim
ziskdni pivodnich a zajimavych vysledki. To vse je sice jiz dobrou tradici diplomowych praci z
laboratore Skolitelky, ale zdaleka ne samozi'ejmosti — je to soubéh zkuSenosti a védecké kvality
Skolitelky i kvalitni prace jeji diplomantky.

Po formalni strance lze préci vytknout v Gvodni ¢asti jen drobné formulaéni nedostatky a dalsi
forma!ni nepfesnosti a typografické chyby, jejichz priklady uvadim:

Str. 1: Nerozumim vété “Na konci 5'- 3'fetézce se vytvaieji kratké repetice bohaté na guanin, vznikaji
zde charakteristické G-kvartery i G:G pary (Williamson et al.1989).” Oba retézce tvofici duplex DNA
maji 5" a 3" konce, a oba Ize napsat (dle konvence) ve sméru 5°- 3". Autorka ma zfejmé na mysli
vlakno telomerové DNA bohaté na guanin.

Str. 3 “...v pribéhu vyvojové fizeného chromosomadliniho Ié€eni” — doslovny pfeklad terminu
chromosome healing neni v tomto pfipadé prili§ dobra volba. Zkuste, prosim, navrhnout jiny.

Obr. 1, str. 4: Vzhledem k tomu, Ze text prace i legenda jsou v cestiné, bylo by vhodnéjsi preloZit i
popisky uvnitf obrazku.

Str. 6. “...tkafovou specificitu”. Cesky vyraz je specifita nebo specifi¢nost.

Velmi zdafile je zpracovdna metodicka Cast, i kdyZ i zde se vyskytly drobné chyby a pfeklepy, napf.
Str. 10 “Postup byl proveden dle navodu poskytnutym vyrobcem.”

Vyznamnym vysledkem je zjisténi, Ze vyskyt elementu TART je v genomu zhruba 1,5-krat nizsi neZ
obou dal3ich elementl, Het-A a TAHRE. Tyto vysledky potvrdily i FISH experimenty s jednotlivymi
elementy, takZe tento rozdil Ize pfipocist terminainé lokalizovanym elementim. Navic autorka zjistila
rozdilné preference jednotlivych element( pro riiznd chromozomaini ramena, pfi¢emz byly nalezeny
odlidnosti mezi pouZitymi testovanymi liniemi bunék i urcita variabilita lokalizace v ramci téze linie.
Dalsim zajimavym vysledkem je pozorovani telomerickych fazi. K témto vysledkim (obr. 8 a 8) médm
dotaz: byly tyto vysledky ovérovany také se sondami na daldi dva retroelementy? Pokud ano, jaké
byly vysledky téchto experimentli? Daldi dotaz: Z hodnoceni kolika jader vychazi vysledek, Zze u 60%
jader linie Ral 161 byla zaznamendéna lokalizace hybridiza¢nich signal( v jednom bodé?

Zavér: PredloZena prace splfiuje poZadavky kladené na diplomovou préci. V jejim ramci byla ziskdna
iada pGvodnich vysledkd, které byly autorkou naleZité zpracovany, diskutovany a budou jisté i
publikaéné uplatnitelné. Doporucuji proto préci k obhajobé a navrhuiji jeji vyborné hodnoceni.
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Oponentsky posudek na magisterskou praci Be. Ivety Pavlechové s nazvem
»Lokalizace telomerickych elementi u Drosophila melanogaster*

Diplomova prace Bc. Ivety Pavlechové byla zaméfena na stanoveni Cetnosti a vyskytu
tii typu telomerickych non-LTR retrotransposontu (HeT-A, TART a TAHRE) na
chromozémech Drosophila melanogaster a na ptitomnost telomerickych fazi. Studentka
si pro studii vybrala pét geneticky riznych linii, u nichZ ptedpokladala variabilitu v délce
telomer.

) Piedlozena prace ma celkem 33 stran, z toho 6 stran zaujimé seznam literatury.
Uvod ma celkem sedm stran a tyka se tématu prace. Vétsi vytku mam k vysvétleni
problému replikace na koncich chromozému (str. 3, odst. 1), které neni dostatecné
srozumitelné. Neéktera tvrzeni v uvodu jsou nepiesna, napt. “HeT-A byl poprvé
identifikovan klonovanim DNA fragmentu u faga A XT-A” (str. 5, odst. 3) nebo “... bud’
deleci nebo retrotranspozici sestiizené subgenomové RNA koédujici ORF1” (str. 6, odst.
3 ’

Popis materidlu a vétSiny metod (PCR, klonovani, ptiprava preparatii znaceni
sond a FISH) pouzitych v této préci je po faktické strance zpracovan dobie. Vyjimkou je
zpusob stanoveni poc¢tu kopii telomerickych element pomoci Real-time PCR, ktery je
zcela chybny (viz nize). Musim také zminit pomérné velké mnozstvi typografickych chyb
jakymi jsou napf. pouziti desetinné tecky misto ¢arky, pismene “x” misto symbolu %,
mezery mezi ¢islem a “%” nebo naopak chybé&jici mezera mezi ¢islem a “°C”.

K vysledkiim, jejich zpracovéani a interpretaci mam nasledujici kritické komentére, k
nimz by se méla studentka pfi obhajobé vyjadfit:

1. Ve vysledcich se piSe, ze zastoupeni jednotlivych telomerickych elementi v
genomu bylo stanoveno kvantitativni Real-time PCR a vyhodnocenim intenzity
signald detekovanych v jadrech metodou FISH. Zasadni problém pro interpretaci
vysledki Real-time PCR je, Ze templatem byla nikoliv genomicka DNA, ale
cDNA. Byla tedy stanovena relativni Cetnost transkripti telomerickych element
a nikoliv jejich pocet v genomu. Bohuzel, jen stézi jde o preklep, protozZe izolaci
RNA a jejimu piepisu do cDNA je vénovan cely odstavec. I kdyZ pominu tuto
chybu, nerozumim zcela zptsobu vyhodnoceni dat ziskanych pomoci Real-time
PCR. Autorka prace piSe, Ze relativni kvantifikace byla vztazena k referenénimu
genu RpL 32, zatimco pro absolutni kvantifikaci byl pouzit gen white. Nebylo
vysvétleno pro¢ a neni ani zcela ziejmé co pfesné znamenaji hodnoty na osach X
v grafech na Obr. 3. Jestlize cilem prace bylo stanovit pocet kopii, pro¢ nejsou
vysledky ukazany v absolutnim poctu?

2. Vysledky detekce telomerickych elementi na chromozémech metodou FISH
(Obr. 4 a 5) jsou velmi pé€kné a pisobi presvédCiveé. Je jen Skoda, Ze popisky
jednotlivych ramen chromozémia jsou téméf necitelné. Dale, vyhodnoceni
intenzity hybridizaénich signal (Obr. 6 a 7) v pixelech nedava smysl. V pixelech
lze vyjadiit plochu signalu a nikoliv jeho intenzitu. Dale jsem si vSiml
nesrovnalosti v hodnotach “intenzity” hybridizacnich signali mezi Obr. 6 a 7.




Pro¢ nejsou hodnoty intenzity fluorescen¢nich signalii na vSech chromozomech
dané linie (Obr. 6) vyrazné¢ vys$i nez hodnoty intenzit naméfenych na
jednotlivych ramenech (Obr. 7)?

3. Velmi zajimavym i kdyz jesté ne zcela potvrzenym vysledkem byla detekce
chromozomaélnich fazi u linii Gaiano III a Ral 161 (Obr. 8). Tento vysledek byl
udajné ovéren pomoci konfokalni mikroskopie. Obr. 9B, ktery je ptedloZzen jako
dikaz ovSem neni na rozdil od Obr. 8 pfiili§ presvédCivy, protoze HeT-A se
vyskytuje u linie Ral 161 na vSech chromozémech (Obr. 5, Tab. 3), zatimco Obr.
9B ukazuje u této linie pouze jeden signal nebo spise jeden shluk signalt HeT-A.

V Gvodu autorka prace zminuje, Ze telomery chrani konce chromozému pted fizemi a na
druhé strané uvadi jako pravdépodobnou pficinu fuzi prodlouzeni HTT oblasti. Neni v
tom rozpor? Byl v literatufe popsan piipad kdy prodlouzeni telomer vedlo k
chromozomalnim fuzim?

Zavérem musim konstatovat, ze cile prace byly splnény pouze ¢aste¢né, nebot’ odhad
poctu kopii telomerickych retrotransposonti v genomu byl proveden zcela chybné. Zbylé
nedostatky povazuji za méné zavazné a proto se domnivam, Ze tato prace v zasadé
spliiuje naroky kladené na diplomovou praci a doporucuji ji k obhajobg.
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