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Obecné zhodnoceni:

Autorka predloZené prace si predsevzala za cil lokalizaci Timeless-pozitivnich neurond v mozku octomilky
Chymomyza costata. Tento zajimavy modelovy organismus si pro tuto praci vybrala z divodu, Ze je na
jedné strané velmi podobny (morfologicky i funkéné) octomilce Drosophila melanogaster, ale zaroven
diky svému fotoperiodickému fenotypu umoznuje molekuldrné biologickou analyzu funkce cirkadidnnich
i fotoperiodickych hodin v jednom organismu a tak realnymi daty ovéfit teoreticky koncept jejich
interakce. Predchozi poznatky o mire exprese genu Timeless u C. costata naznacuji jeho odliSnou roli

v porovnani s jeho Ulohou v centralnim oscildtoru D. melanogaster. Navic je zjevné, ze gen Timeless je u
této octomilky pottebny k indukci diapauzy. Nicméné presna lokalizace a mnozstvi tohoto proteinu

v CNS diapauznich a reprodukcné aktivnich jedincl nebyla doposud uspokojivé osvétlena.

Celkova kvalita prace:

Prace je standardné ¢lenéna, velmi kvalitné sepsana s minimem pravopisnych chyb, pfeklepl a jinych
formalnich nedostatk(. Z hlediska rozsahu stran splriuje kladené podminky na magisterské prace na
Ptirodovédecké Fakulté Jihoceské University. Nicméné, mUj osobni dojem je, Ze experimentalni prace
neni pfili§ propracovana a rozhodné se na zékladé ziskanych poznatk(l neda mluvit o naplnéni
vytycenych cild.

Nazev prace: Dle mého Usudku nazev pfilis neodrazi téma predlozené prace. O roli genu Timeless ve
fotoperiodicky a cirkadiannich hodinach se toho pfilis nedozvime.

Uvod je pomérné dobfie &tivé sepsany. Autorka v ném provazi Etendie sou¢asnymi poznatky o fungovani
cirkadiannich a fotoperiodickych hodin, nicméné predlozené informace nejsou dobre provadzané a u
nékterych odstavcl mi unikal vztah k pozdéji nastinénym cilim prace. Naopak nékteré informace, které
jsou pro pochopeni prace podstatné, pak v Uvodu zcela chybi (jako tfeba role serotoninu a melatoninu

v indukci diapauzy).

Cil prace — myslim, Ze vhodnéjsi by bylo definovat jasné testovatelné a ovéfitelné cile prace.

Metody — vzhledem k tomu, Ze byla v praci vyuZita v podstaté jen jedna metoda, pfipada mi text metod
nesmyslné rozvlekly. Ve vysledku je pak sestaveni samotného protokolu velmi komplikované. Mimo to
mi nesedi popis kombinace jednotlivych protilatek s nasledné pouzitymi fluorescencnimi kandly (vse je
zobrazeno v zeleném kandle). Rad bych se také na delsi chvili zastavil u experimentu kolokalizaci se
sekvencni aplikaci primarnich a sekundarnich protilatek ze stejného zvirete. Tento pristup povazuji pfi
analyze kolokalizace jako velmi obtizny a vyZadujici celou fadu kontrol a optimalizaci. Stejné tak by

k detekci a nasledné subcelularni lokalizaci proteint pomohlo strukturaini barveni membran a jader
analyzovanych tkani. V metodach naprosto postradam informace o poctu analyzovanych jedincd. Popis
jednotlivych srovnavanych skupin je velice matouci.



Lokalizace protilatky Per do jadra neni nikterak potvrzena a tvrzeni, Ze znaci centralni oscilator (coZ bylo
mnohokrat ovéreno s Drosophily) je pochybné vzhledem k tomu, Ze tfeba protein Timeless se ve své
lokalizaci mezi témito druhy lisi.

Vysledky - jsou sepsany stru¢né a vystizné, presto mam néjaké komentare a dotazy...

1. Jakje moZné, Ze signal ziskany z kontrolnich tkani inkubovanych jen s pre-imunnim sérem znaci
buriky, které pak v tkani s protilatkou chybi.

2. Zda se, ze Per-pozitivni bunky jsou lehce pozitivni na Timless signal — dokonce jejich kolokalizace
dava Zluty signdl, jak to souvisi s roli genu Timeless v cirkadidnnim oscilatoru?

3. Zajimavym vysledkem je detekce bunék positivnich na Timeless a Serotonin, které jsou v tésném
sousedstvi a naznacujici moznou vzajemnou interakci.

4. Nicméné pro posouzeni colokalizace téchto signall muze byt zasadni uréeni adekvatni
circadianni faze, protozZe se Tim exprese béhem dne méni (alespon dle informaci z ivodu). To
bylo v préci ale zcela opominuto. Je podle autorky tento faktor dilezZity, nebo se jedna jen o
marginalitu.

5. Proc nebyla pro ko-lokalizaci pouzita protilatka z jiného zvitete?

6. V praci byly pouzité dvé protilatky proti genu Timeless. Ve vysledcich vSak nejsou plné rozlisené.
Jak se od sebe lisi a byl proveden pBLAST na urceni jejich specifity?

7. Jak byl pfesné vytvoren mutant ND, vznikd nejaky protein, pripadné RNA, kterou by bylo mozné
detegovat?

Diskuse a zavér jsou velmi povedené Casti prace, bohuzel az tady se Casto ¢tenar setkava s novymi
informacemi a konecné chape smysl celého experimentu.

| pfes vySe zminéné kritické poznamky, povazuji praci za zplsobilou k obhajobé a jako vychozi znamku
pro skutec¢nou obhajobu navrhuji klasifikaci velmi dobfre.
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