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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Hany Svellerové:

“Analyza promotorovych sekvenci telomerického elementu HeT-A
u Drosophila melanogaster ”.

Piedkladana magisterska prace Hany Svellerové je zaméfena na ovéfeni predpokladu,
ze sekven¢né riznorodé netranslatované oblasti na 3" konci telomerickych elementt HeT-4 u
Drosophila melanogaster vyraznou mérou ¥idi organové specifickou expresni aktivitu
sousedniho HeT-A elementu. Béhem piipravy n€kolika transgennich konstrukti, které nesou
pod kontrolou promotoru piislusného telomerického elementu He7-A4 gen pro fluorescenéni
protein, autorka uspésné zvladla fadu metod molekularni biologie. U komeréné pfipravenych
transgennich linii pak vizualizaci reportérového proteinu studovala tkanove specifickou
aktivaci HeT-A element.

Vlastni magisterska prace obsahuje 34 stran. Sklada se z anotace, ivodu, literarniho
prehledu, ¢asti material a metody, vlastnich vysledkd, diskuze, zavéru, seznamu pouzité
literatury a 3 stran pfiloh. Je napsana stru¢né, srozumitelné a ptehledné s relativné malym
poctem pieklepi a chyb a obsahuje vSechny formalni nalezitosti kladené na magisterskou
diplomovou praci. Celkem 40 citaci ptivodnich védeckych praci pouzitych pii vypracovani
magisterské prace svéd¢i o schopnostech autorky samostatné pracovat s odbornou anglickou
literaturou.

K predkladané magisterské praci mam nasledujici pfipominky a dotazy a prosim
autorku o jejich komentat:

1. Vzhledem k tomu, Ze zasadnim cilem prace bylo urceni tkanove specifické aktivace
nekolika HeT-A4 elementd pomoci analyzy exprese reportérového fluorescencniho
proteinu, povazuji jak analyzu tak fotodokumentaci pozitivniho signalu za netplnou.
Autorka v zavéru své prace uvadi ., ... je tfeba zvysit citlivost signalu, a to naptiklad
kombinaci s imunodetekci fluorescen¢iho proteinu ... (str. 26). Dle snimkt ze
stereomikroskopu se intensita signalu zda byt dostacujici, spiSe nebyla vyuzita vhodna
metoda analyzy signalu jako je klasicka fluorescenéni ¢i konfokalni mikroskopie,
které umoznuji senzitivnéjsi a detailnéjsi lokalizaci pozitivniho signélu.

2. Rovnéz hodnoceni intensity signalu vyrazy jako: ,, ... mirnou fluorescenci v celém téle
. (str. 14), , ... 1 slinnych Zlaz, byla intensita signalu relativn€ nevyrazna ... (str. 14)
je pro kvalitni vyzkumnou praci nedostacujici, zejména v dobé, kdy existuje celd fada
analytickych programt, kterou lze intensitu signalu pfesné stanovit. Pfi pouzitém
subjektivnim hodnoceni intensity signalu chybi alespon srovnavaci snimek, ktery
ukazuje jedince ¢i tkané rtiznych transgennich linii a kontrolni linii v jednom zabéru.




3. 'V casti vysledki Exprese konstruktu v larvach:
A) Chybi obrazova dokumentace k signalu pozorovaném v imaginalnich discich.

B) Mohla bych autorku poprosit o objasnéni, co je ve vyctu ,, ... (kiidelni disky, nozni
disky a prothorakalni disky), ...“ (str.14) mysleno pojmem prothorakalni disky?

C) U popisu k obr. 6A chybi udaj o tom, co ukazuje Sipka v obrazku.

D) Na obr. 6F se zda byt patrny pomérné vyrazny signal ve stievé larvy, o kterém se
autorka v textu nezminuje.

4. 'V casti vysledka Exprese konstruktii v kukldch:

A) ulinie HETom35 autorka uvadi: ,, ... jiz od druhého dne se misto fluorescence
meénilo s postupnym vyvojem jednotlivych organt.* Dle mého nazoru u linie
HETom35 podobné jako u linie HETom3 dochazi béhem vyvoje ke zvétseni
testes, ale misto signalu se pravdépodobné neméni.

B) Dale autorka zminuje, Ze nebyla pozorovana zadna vyrazna fluorescence u linie
HETom4, nicméné pii pohledu na obr.7C, vSechna vyobrazena stadia kukly
vykazuji signal v abdominalni oblasti.

5. 'V ¢asti vysledkd Exprese konstruktii v dospélcich a embryich:

A) Autorka uvadi: ., ... u linie HETom35 nalezena vyznamna exprese v testes, ale
pouze mirna exprese v ovariich a vyvijejicich se oocytech.” nicméné obr. 9E
jasné€ ukazuje vyrazny signal v oocytech.

B) Dale autorka uvadi ,, Pfi pozorovani embryi mezi 15-22 hodinou jejich vyvoje
byly u vSech transgennich linii zjiStény bliZze nespecifikované utvary, které
vykazovaly vyssi fluorescenci®. Existuje cela fada dostupnych védeckych
prament nazorn€ popisujicich embryonalni vyvoj D. melanogaster. Mohla by se
autorka alespon pokusit o zjisténi o jaky utvar se jedna?

Jsem piesvédcena, Ze i pfes uvedené nedostatky piedlozend prace fesi stanovené cile
a stanovuje zasadni rozdily v expresni aktivité jednotlivych HeT-A konstrukti. Tyto rozdily
autorka shrnuje v diskusi a srovnava je s dosavadnimi vysledky, pfi¢emz fundované odpovida
na otazky, které vyvstaly. Prace i po formalni strance spliuje veskeré pozadavky kladené na
magisterskou diplomovou praci a doporucuji ji k obhajobé.
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Posudek oponenta na diplomovou praci Bc. Hany Svellerové ,,Analyza
promotorovych sekvenci telomerického elementu HeT-A u Drosophila
melanogaster*

V diplomové praci studovala Bc. Hana Svellerova promotorové sekvence fidici
transkripci telomerického elementu HeT-A u modelového organismu Drosophila
melanogaster. Cilem prace bylo ovéreni organové specifické transkripce telomerickych
elementu fizené riznymi sekvenénimi variantami 3'UTR, ktery funguje jako dominantni

promotor pro nasledujici element.

V uvodu jsou stru¢né, ale dostatecné jasné a prehledné, uvedena zakladni data
o telomerach, typech telomerickych elementt u D. melanogaster a jejich aktivité.
Vysledky jsou vétSinou prezentovany srozumitelnym a dostate¢né detailnim zpisobem
(pfipominky ke konkrétnim pasazim viz. nize), v diskusi jsou ziskana data relevantné
konfrontovana s publikovanymi tdaji, véetné naznaceni dalSich smért vyzkumu tohoto

problému. Prace je napsana ctivé, s minimem preklep ¢i formulaénich nedostatku.

K diplomové praci Jany Svellerové mam nasledujici dotazy a pfipominky:

e V Uvodu na str. 4 zmifiujete altemativni systém prodluZovani telomer D.
melanogaster mechanismem genové konverze. Existuji specificka vyvojova
stadia Ci situace, kdy je tento alternativni systém vyuzivan?

e V kapitole Material a metody je uvedeno, Ze elementy HeT-A s ruznou sekvenci
3'UTR byly nalezeny na portalu GenBank. Byla sekven¢ni data prezentovana
na Obr. 5 (str. 13; kompletni sekvence pak na Obr. 12 -14, str. 32 - 34) stazena

z této databaze nebo ziskana sekvenovanim Vami pfipravenych konstrukti?
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Pokud jde o data z databaze, kontrolovala jste spravnost sekvenci produktu
PCR s primery specificky amplifikujicimi varianty 3'UTR A3 a A4 (str. 9) napf.
sekvenovanim nebo byla dostacujici identifikace na zakladé délky fragmentu?
Jde o to, Ze pfi pfipravé konstruktu byly pouzity dvé po sobé nasledujici PCR,
coz pripadné riziko vneseni chyby dosti podstatné zvysuje.

e Jelikoz priprava konstruktl pro transformaci vajicek D. melanogaster byla
pravdépodobné ¢asoveé i experimentalné pomérné naroc¢na, je Skoda, Ze data
z této faze nejsou soucasti kapitoly Vysledky; prezentovat bylo mozno napf. elfo
produkt specifické amplifikace sekvencnich variant 3’'UTR vcetné uvedeni
velikosti amplifikovanych fragmentu, ovéreni spravnosti klonovani pomoci
PCR,...

e V komentafich k analyze exprese konstrukt v kuklach (str. 16) uvadite, ze
exprese byla pozorovana po celou dobu vyvoje kukel, ale liila se mezi
jednotlivci. Jsou tim minény rizné linie kukel (transformované riznymi
konstrukty) nebo inter-individualni variabilita v ramci jedné linie? Kolik kukel od
kazdé linie bylo analyzovano a jaka byla shoda ve fluorescenénim obrazu mezi
vzorky v ramci jedné linie?

e Proc je exprese konstrukt v dospélcich (Obr. 8, str. 19) porovnavana mezi
samicemi linie HETom3 a kontrolni linii Oregon (D) a samci linie HETom4 a
kontrolni linii Oregon (E)? Toto neni v textu komentovano.

e 'V Zavéru (str. 26) uvadite, Ze pouziti reportéru tdTomato neni pfrili§ vhodné
z divodu nizké inzenzity signalu. Miizete komentovat, pro€ jste se rozhodli pro
tento reportér, jestli se podobné problémy vyskytly i v pfedchozi studii
(Korandova, 2014), na niz Vase prace navazovala, a jaké byly parametry -

galaktosidazy, ktera byla pouzita jako reportér v praci Danilevskaya et al., 19977

Komentare formalni povahy (na néz neni tfeba v diskusi reagovat):
e V kapitole 3.4 (PCR a pouzité primery) chybi udaje o objemu PCR smési a

koncentraci templatové DNA .
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e Na Obr. 11 (str. 22) chybi v popisku panelu E Udaj o typu konstruktu, jimz byla

embrya transformovana.

Diplomovou praci Bc. Hany Svellerové hodnotim po vécné i formalni strance kladné
a doporucuji ji k obhajobé s hodnocenim vyborné.

v Brné, 12. 5. 2016
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