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Price je standardné ¢lenénd. Prehledné zpracovany Uvod nasleduji jasné definované cile, precizné
zpracovand metodika, trochu piili§ struéné vysledky a diskuze. Celkovy dojem je pak vyzvednuty jasné
sepsanym a realisticky pojatym zavérem a bohatym rejstiikem literatury ¢itajicim 82 citaci.

Autor se v praci zabyva vlivem epigenetickych faktorti na indukci fotoperiodicky podminéné diapauzy u
mouchy Chymomyza costata. Prace je velmi dobfe promyslena a dobie zapada do zaméfeni celé skupiny
dlouhodobé zkoumajici problematiku mechanismu indukce diapauzy.

Soucésti prace je velmi dilezitd analyza recentné ziskanych expresnich dat. Na zakladé téchto vysledkd
byl vybran gen dpy-30 jako jasny kandidat k dal$imu experimentalnimu ovéfeni jeho funkce v indukci
diapauzy. Tato Cast je velmi dobfe zpracovana a vSechny kroky vedouci k nasledujicim experimentiim
jsou dobfe vysvétleny.

V dalsi ¢asti prace se autor vénuje charakterizaci globalniho dopadu role genu dpy-30, jakozto regulatoru
metylace lysinu K4 na histonu H3. Z expresnich dat vidime az 25nésobné snizeni exprese v odpovédi na
nastup diapauzy, coz naznacuje, ze bychom méli oCekavat snizeni vyskytu téchto metylaci. Autor vyuzil
nékolika metodickych pfistupl a kitd poskytovanych rliznymi spole¢nostmi, aby tuto skute¢nost ovefil.
Velmi prekvapujicim je pak vysledek, ktery ukazuje opacny trend, nez jaky byl ocekavan.

Tato skute¢nost davéa vzniknout fadé otazek, které by mély byt zodpovézeny v budoucim vyzkumu nebo
vyjasnény v diskuzi pti obhajobé prace....

1. Prvni otdzka smétuje k disekci tkani — zejména svalovych bunék. Jak byla disekce téchto tkani
provedena?

2. Dalsi otazka, vyzadujici spiSe jen zamysleni, se tykd velmi malého mnoZzstvi signifikantné se
lisicich epigenetickych regulatort...., jak si autor vysvétluje, ze n€které skupiny gent se nelisi
vibec?

3. Zésadni otdzka se tykéa rozporu mezi expresi genu dpy-30 a mirou metylaci H3K4 — jak si touto
skute¢nost autor vysvétluje? Je mozné vysvétleni v rozdilnosti exprese tohoto genu
v transkriptomickych datech ziskanych zcelé larvy a tkanové specifické analyzy metylaci?
Rozdily transkriptomickych dat by bylo vhodné ovéfit i jinou metodou méfeni genové exprese a
to globalné i tkanove specificky... jakou metodou by bylo mozné to uskute¢nit?

4. Lze u Ch. costata vyuzit RNAi a mysli si autor, Ze pouhda down-regulace dpy-30 by mohla
zpusobit expresni zmény a pripadné fenotyp ptipominajici diapauzu (chladové odolnost?)?

5. Lze vyuzit n¢jakou metodu, kterou bychom mohli vystopovat, které gény jsou regulovéany prave
metylaci H3K4 a porovnat expresi téchto kandidatu s jiz ziskanymi transkriptomickymi daty?




Zavér:

Celou praci jsem si s opravdovou chuti pfecetl a povazuji ji za skute¢né prikopnickou (minimélné v rdmci
naSeho mikroregionu). Metodicka ¢ast a adaptace jednotlivych metod na hmyzi tkdné jsou velmi
dilezitym pocCinem. Bohuzel vétSina vysledkd je pouze orientaénich/ptedbéznych a neumoziuje
v souCasné dob€ vytvaret piili§ konkrétni zav€ry. Na pokracovani tohoto projektu se velmi té€S$im a
Castecné Clendm tohoto experimentdlniho tymu zavidim, Ze se mohou v pfistich letech vénovat tak
vzruSujicimu vyzkumu.

Praci - a¢ na muj vkus pfili§ stru¢nou — hodnotim velmi kladné a doporucuji k obhajob€. Praci budu
hodnotit jako vybornou, pokud bude podpofena adekvatni prezentaci a zodpovézenim vyse zminénych
otazek.

V Ceskych Budg&jovicich, Mgr. Adam Bajgar, Ph.D. /4 O] % .
(| afj’
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Oponentsky posudek na diplomovou praci:
Vliv epigenetickych faktora p¥i indukcei diapauzy hmyzu
Autor préce: Bc. Petr Hilla, Jiho¢eska univerzita v Ceskych Bud&jovicich, P¥irodovédecka fakulta

PfedloZena diplomovéa prace je zaméfena na hledani potencialnich zmén v epigenetickych
regulacich, které by mohly byt dulezité pro plné pochopeni tak slozitého procesu jako je vstup do
diapauzy. Jako modelovy organismus byla vybrana moucha Chymomyza costata, u které 1ze diapauzu
snadno navodit v larvalnim stadiu zménou fotoperiody na kratsi den. Navic na pracovisti autora byla
vytvofena datab4dze zmén transkriptomu této mouchy na zakladé nastupu diapuzy. Na zékladé analyzy
této databaze autor zaznamenal vyznamné zmény v expresi podjednotky metyltransferazy histont
dpy-30. Autor si tak vybral jako vhodny primarni epigeneticky znak ke studiu metylaci na lyzinu 4
histonu 3, ktera by méla byt produktem aktivity metyltranferazy obsahujici tuto podjednotku. Pomoci
dvou komerc¢nich kit a imunohostochemického stanoveni je pak provedena analyza jak urovné
trimetylace tak celkové metylace H3K4. Pro analyzu si autor vybral buné¢na jadra svalové a tukové
tkan€. S ohledem na vyznam tukové tkané v metabolizmu u hmyzu, lze tento vybér povazovat za

velmi vhodny pro dané analyzy. Ve vysledcich pak autor prezentuje, Ze diapauza vede ke zvySeni
metylace H3K4.

Prace ma klasické ¢lenéni na tivodni ¢ast, kde je ¢tenaf sezndmen s diapauzou a epigenetickymi
regulacemi obecné, nasleduji cile prace, metodika, vysledky, diskuze, zavér, pouzita literatura a
piiloha. Postradam seznam zkratek.

Uvodni &ast povaZuji za velmi povrehni, zjednodugenou, obsahové neprekradujici zakladni uéebni
text. Zv14sté predstaveni fenoménu diapauzy je velmi skromné. Cast o epigenetice je propracovang;jsi,
s piehlednou tabulkou histonovych modifikaci a jejich dopadu na regulaci transkripce. Kazdopadné
se domnivam, Ze autor si mohl uSetfit seznamovani potencionalniho C¢{tenafe (jakéhokoliv
vysokoSkolsky vzdé&laného biologa) se zéklady molekularni biologie a mél se vic zaméfit na nastinéni
konkrétnich mechanismti a molekularné biochemického pozadi mezi diapauzou a epigenetickymi
regulacemi. Podobné, srovnavat neuron s koZnimi burikami jak je uvedeno na str. 5-6, je zavadgjici a
hodno mozn4 u¢ebnice zakladni nebo stfedni $koly. Jaké koZni buiiky ma autor na mysli? Nasleduji
jasné definované cile. Metodicka ¢ast ma kratky Givod nasledovany pouZitymi protokoly. Postradam
pomérové sloZeni diety, nebo citaci na zdroj, sloZeni pouzivaného PBS pufru a pfesny experimentalni
design, coz pak komplikuje nahliZeni na vlastni vysledky, viz niZze. Vysledkova &ast pak ukazuje
mapu transkriptli, u kterych byly zaznamenéany vyznamné zmény v expresi v souvislosti s diapauzou.
Nasleduji 4 grafy ukazujicich miru metylace H3K4 u jader izolovanych ze svalové a tukové tkang, 1
graf pak vyhodnoceni immunohistochemického stanoveni metylace H3K4 u bunéénych jader tukové
tkan€. Neni jasné z kolika experimentii ¢i vzorka byla data ziskana. Neni mi jasné, jestli larvy jiz
diapauzuji nebo do diapauzy vstupuji (mozné vysvétleni opaénych vysledki, neZ bylo o¢ekavano?).
Prakticky, pfepocitdvat jakoukoliv postranslaéni modifikaci na celkovy protein je silné zavadéjici,
zde méla byt intenzita metylace pfepolitana na celkové mnozstvi H3. Mikroskopické posouzeni
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Cistoty jaderné frakce jak je prezentovéano, povazuji téZ s ohledem na dané analyzy a piepocet na
celkovy jaderny protein jako nedostate¢né.

Diskuze, zde po kratkém tvodu nasleduje odstavec zmitujici nékteré regulace a ovlivnéni, ovsem
bez uvedeni jakym smérem a tedy s jakym vyznamem. Dal$i diskuze k vlastnim vysledkim je slaba,
jeden odstavec je kopii podobného z ivodu (hESC x dpy-30). Déle shrnuti, Ze ke zvySeni H3K4
metylace v dusledku diapauzy doslo. Presto, Ze ve vysledcich je uvedeno, Ze pomoci kitu Abcam
tukova tkan bez rozdilu, svalova ano. Kit Epigentek, tukova tkan s rozdilem, svalovéa nehodnotitelna
celkem tedy 50 : 50. Imunohistochemie ukazuje rozdil v metylaci H3K4 v tukové tkani. Autor se
vibec nezamysli nad tim, Ze Abcam (Ab i kit) stanovuji trimetylaci, kdezto kit Epigentek celkovou
metylaci. Autor také neuvazuje o mozné uloze a vlivu ostatnich metyltransferdz. Spravné vsak
vyvozuje, Ze pro vyvozeni spravnych zavéri ve vztahu k transkripéni aktivité je potfeba postranslacni
patern histonovych modifikaci sledovat ve vetsi Sifi.

Po formélni strance je text ¢tivy. Za nevhodné ovSem povazuji v ¢eském textu pouzivani termind
down-regulace, data mining, muscle + sval, fat body + tukova tkan. Na str. 10, druhy fadek, neni
dokoncend véta. Na str. 11 se uvadi, ze exprese dpy-30 je sniZzena po vystaveni larev dlouhému dni,
na str. 13, pak kratkému, bud’ jde o pteklep, nebo ¢ast mozného vysvétleni, pro¢ ptivodni hypotéza
nebyla potvrzena.

Zavérem, praci jak z hlediska rozsahu, tak i z hlediska obsahu povazuji za podprimérnou.

[ pfes vySe uvedené pfipominky praci doporucuji k obhajobé.

V Bmé 2. 5.2017 4 Jué/gchermk
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