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V zadéni této magisterské prace dostal Petr Hila pomérné tézky ukol, a to, otevrit téma, které
nebylo v laboratofi Skolitele metodicky pfipraveno, a které je stéle velmi nové v ramci celého
oboru vyzkumu hmyzi diapauzy. V dobé zadani tématu byly k dispozici pouze tfi publikované
experimentalni studie, které se néjak, vice-méné povrchné, dotykaly role epigenetiky v diapauze
hmyzu. Béhem préce pribyly dalsi dvé publikace, podobné obecné a korelativni. Kazda z téchto
péti studii se navic tyka jiného typu epigenetické modifikace a jiného druhu hmyzu, a tedy i jinak
regulované diapauzy. Pfi zadani prace jsme tudiz vychazeli pfedevsim z vlastnich publikovanych
vysledku. V rdmci Sifeji pojaté transkriptomické studie (Poupardin et al., 2015), jsme predbézné
identifikovali gen dpy30 jako jeden z nejsilnéji odpovidajicich na fotoperiodickou indukci
diapauzy u octomilky Chymomyza costata. Tento gen kdduje daleZitou podjednotku metylazy
histont H3K4. Z literatury jsme zjistili, Ze mutace genu dpy30 vede, u lidskych bunék, k zastaveni
bunécného cyklu a potlaceni jejich proliferace. Tedy k fenotypickému projevu ndpadné
pfipominajicimu diapauzu hmyzu. Tato velmi predbéZna data ndm naznacila, Ze epigenetické
modifikace, konkrétné metylace histonu 3 na lysinu 4 (H3K4), by mohly byt soucasti regula¢niho
programu, ktery vede k indukci diapauzy hmyzu.

Cilem zadaného magisterského projektu tedy bylo: 1) prohledat nasi publikovanou RNAseq
databazi a zjistit, zda néjaké dalsi geny, kodujici jakékoli dalsi epigenetické faktory, jsou rozdilné
regulovany v pribéhu indukce diapauzy u larev octomilky C. costata. 2) Vytipovat vhodnou
epigenetickou modifikaci a pokusit se pfimo experimentalné ovéfit, zda je tato modifikace
spojena (kauzdlné nebo alespon korelativné) s indukci diapauzy u C. costata.

Prohledéanim RNAseq databaze C. costata nalezl Petr mnoho desitek strukturnich homologti pro
geny kodujici epigenetické faktory. Zaroven potvrdil, Ze pravé gen dpy30 vykazuje nejsilnéjsi
down-regulaci v odpovédi na kratky den (tedy pfi indukci diapauzy). Ukazalo se, Ze gen
vykazujici druhou nejsilnéjsi down-regulaéni odpovéd (wds, will die slowly), také kéduje dalsi
podjednotku metyldzy histoni H3K4. Tyto vysledky nas vedly k formulaci hypotézy, ze

vede ke kondenzaci chromatinu a tim padem k potlaceni celkové transkripéni aktivity gena pri
indukci, nebo po indukci, diapauzy u larev C. costata. Tuto hypotézu mél Petr empiricky
testovat. Petr postupné vyzkousel tfi rizné metodické pristupy pro kvantifikaci metylace H3K4.
Viechny metody bylo potfeba nejprve zavést a vyzkouset a teprve poté je "naostro” pouZit v
experimentu. VSechny tfi metody ukézaly velmi podobny vysledek a to jak u larev pravé (tukové
téleso, sval a CNS). Vysledek oviem byl takovy, Ze Urovern metylace H3K4 se bud’ nelisila u




fotoperiodickych variant, nebo byla dokonce mirné siln&jsi u diapauznich neZ u nediapauznich
variant. Vysledek tedy zcela jasné nepotvrdil nasi hypotézu.

PFic¢in nesouladu mezi hypotézou a empirickycm vysledkem muze byt mnoho. Nékteré z nich
Petr zminiuje v Diskusi. Diskusi bohuzel povaZuji za slabsi ¢ast diplomové prace. Petr jakoby
podlehl frustraci z "negativniho" vysledku, ztratil motivaci hledat pozitivni vysvétleni a, hlavng,
uZ nemél ¢as se rozboru svych vlastnich dat patficné vénovat. Vysledkem je pomérné lakonicka
Diskuse.

Celkové viak hodnotim préci velmi kladné. Je tfeba vzit v potaz, Ze Slo o skutecné neprobadany

smér a o zavadéni novych metodik. Petr si vtomto ohledu pocinal velmi samostatné a uspésné.

Zorientoval se v obecné problematice epigenetickych modifikaci. Nasel potencidini cilové geny u
C. costata, na které zaméfril praktické experimenty. Nakonec zaved| tfi rizné metodiky, vSechny

velmi sloZité, a ziskal pomoci nich solidni data, byt falsifikujici nasi vychozi hypotézu.

Doporucuji préci jako velmi kvalitni podklad k obhajobé.
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