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Neuroanatomie proteinu Timeless a jeho funkce v cirkadiannich a
fotoperiodickych hodinach larvy octomilky, Chymomyza costata

Diplomovad prace se zabyva cirkadidnnimi rytmy, fotoperiodismem a regulaci diapauzy u hmyzu. Jako
modelovy organismus byla zvolena octomilka Chymomyza costata, kterd se v téchto aspektech
vyznamné lisi od bézné zkoumanych octomilek Drosophila melanogaster. Larvalni stadia C. costata
nemaji zadné detekovatelné funkéni cirkadianni hodiny, zaroven jsou ale velmi citlivé k fotoperiodé a
reaguji na kratky den indukci diapauzy. U tohoto druhu je také k dispozici kmen s mutovanym genem
tim, ktera u C. costata narusuje citlivost ke kratké fotoperiodé. Tim se tyto octomilky stavaji
fascinujicim modelem vhodnym pro prozkoumani vztahu mezi sezénnimi a dennimi rytmy.

Teoreticky Uvod diplomové prace je zpracovan Ctivé a srozumitelné, nicméné je zbytecné struény na
pouhych 13 stranach. Pomohl by podrobnéjsi rozbor nékterych kapitol. Napriklad v kapitole 1.1.1.4.
Molekularni mechanismus hodin chybi jakdkoliv zminka o Cry proteinu; je pouze zminéno, Ze protein
Tim je rozkladan svétlem. Role Cry je pfitom zasadni a méla by byt zde Iépe vysvétlena. Postradal
jsem také podrobnéjsi popis funkce melatoninu v indukci diapauzy a priklady z jinych skupin hmyzu a
bezobratlych. Pro ¢tenare ne-entomologa by stdlo zato vysvétlit nékteré odborné terminy typu
,ovipozice” a struéné shrnout ontogenezi modelového organismu.

Diplomové prace je tematicky zajimava, ale metodicky pfili§ Uzce zaméfena. Experimentalni ¢ast se
soustfeduje vyhradné na imunofluorescenci hodinovych proteint Tim, Per a neurotransmiteru
serotoninu v mozku larev octomilky Chymomyza costata ve dvou vyvojovych stadiich a dvou rizné
dlouhych fotoperiodach. Vysledkem je rada velmi péknych konfokalnich snimkd, naznacujicich mimo
jiné ptimy fyzicky kontakt mezi tim-pozitivnimi a serotonin produkujicimi neurony. Mikroskopie byla
jisté naroéna na ¢as a technickou expertizu. Skoda, Ze zavérem je jediny graf, ktery ukazuje zmény

v hladiné serotoninu v neuronech ventrdlniho ganglia. Nazev diplomové prace tak zcela neodpovida
prezentovanym vysledkdm. Cekal bych pFece jen pokus o ¢asové rozlienou analyzu dennich zmén v
hladiné proteinu, ktery je v nazvu (i kdyZ by Slo o neprikazny nebo negativni vysledek v disledku
nefunkénich cirkadidnnich hodin u larev), podrobnéjsi srovnani exprese mezi jednotlivymi neurony
(podle obrazkid to vypada, Ze muze byt riznd), nebo pokus o vyuziti dalSich metod (napf. in situ
hybridizace nebo RT qPCR). Autorka pfitom podle diskuze provedla fadu jinych experimenti
(napfriklad testovala Tim protilatku kromé wt také u mutantnich linii a pokousela se kvantifikovat
hladinu Tim), které ale pravdépodobné nevysly podle o¢ekavani a proto jsou jen strucné
okomentovany. Myslim, Ze i tyto vysledky mély byt do prace zarazeny.

Co se tyce diskuze, je opét pfilis kratka (necelé 3 strany), i kdyz to Ize ¢astecné vysvétlit strucnosti
vysledkové ¢asti a také tim, Ze se pravdépodobné jedna o soucast dosud nepublikované prace, na
kterou autorka opakované odkazuje. Chybi mi zde predevsim prehledné srovnani vysledkd s jinymi
modelovymi organismy. Diskuzi by velmi pomohl schematicky obrazek nebo fotografie exprese Tim a
serotoninu v mozku D. melanogaster. Zavér je srozumitelny a odpovida vysledkiim a prace je
doplnéna vyborné zpracovanymi citacemi asi 140 védeckych ¢lanka.

Pokud komise uzna, Ze délka prace odpovida standardiim na PfF JU, Ize praci doporucit k obhajobé.

Kromé nékolika preklepl jsou v praci také tyto drobné nedostatky:



Obr 3 — v legendé je uvedeno, Ze se jedna o larvy C. costata. Kapitola se pfitom zabyva D.
melanogaster (a sama autorka pozdéji uvadi, ze u C. costata neni v larvalnim stadiu funkéni
cirkadianni oscilator).

Obr.4: legenda je nelplna, napt. chybi vysvétleni zkratky ccg (clock controlled genes). Obrazek je
redundantni ve srovnani s Obr.5.

Str 6, odst 3: ,,reprimuji” neni ¢eské slovo — inhibuji?
Str 8, od 2: ,, Temperatni“ oblast neni ¢eské slovo — oblast mirného pasu?
Str 13, od 4: serotonin neni neuropeptid (preklep)

Str 29, ods 2: ,,buriky alatostatiny” — buriky produkuijici a.

Dotazy:

1. Autorka se zminuje o sexudlnim dimorfismu v tvorbé neuropeptidu-F, ktery zplQsobuje rozdily
v pohybové aktivité mezi pohlavimi u octomilek. Je mozné to rozvést? Projevi se to napfriklad
v rozdilné délce a/nebo ¢asovani spanku u obou pohlavi?

2. Lze podanim vnéjsiho nebo zvySenim hladiny tvorby vnitfniho melatoninu indukovat diapauzu?

3. Autorka uvadi na str 3, odst 2, Ze zmény v teploté jsou u octomilek vnimané receptory pro
mechanické a zvukové vibrace, tzv. chordotonalnimi organy. Mize to podrobnéji rozvést? Lze
napfiklad odstranénim téchto organi narusit citlivost cirkadidannich hodin k teplotni synchronizaci?

4. Podle autorky byla intenzita Tim imunofluorescence v neuronech nizkd, proto ji neslo kvantifikovat
—na obr. 11 ale vypada intenzita dostatecné vyrazné nad intenzitou pozadi. Byla tedy velka variabilita
mezi biologickymi replikaty?

5. Str 28, odst 2, posledni véta o tim mRNA —vyznam véty je nejasny? Koreluje hladina tim mRNA s
prezentovanymi vysledky u Tim proteinu?

6. Podle diskuze nadbytek nebo nedostatek serotoninu ve stravé nema vliv na diapauzu. Jestli to
dobfe chapu, serotonin ma pfitom mit vliv na diapauzu nepfimo jakozto prekurzor melatoninu. Neni
pravdépodobnéjsi, Ze hladina melatoninu je necitliva k relativné malym zméndm hladiny serotoninu,
protoze limitni krok v syntéze melatoninu je exprese aaNAT a prekurzor je v bunikach v nadbytku?
Nebylo by potom zajimavéjsi méfit napriklad hladinu aaNAT?
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