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Cilem predloZené disertaCni price je pfedev§im studium telomer hmyzu a proces,
které souviseji s jejich dynamikou ve vztahu k vyvojovym procestim a starnuti.

Po formélni strance je disertatni price pe€livé vypracovdna. Je celd psané v anglickém
Jazyce, mé celkem 123 stran a je rozdélena do osmi kapitol. Hlavni &4st je tvofena dvéma
autor¢inymi publikacemi (na obou je doktorandka uvedena jako kliCovd prvni autorka).
Literarni pfehled je podany prehledné a pomérné vyerpavajicim zplsobem. Autorce bych
doporu¢il vyuzit souCasné znalosti, které jsou zfejmé zdvodni kapitoly, k sepsdni
popularizaéniho Clanku pro SirSi odbornou vefejnost, tieba i v Seském jazyce. Tento typ
vystupu b)} mohl/mé&l byt samozfejmou ¢asti doktorandskych aktivit.

Abych se pfiznal, zaujala m& hlavn& &dst prdce, kterd se zaobird druhem Apis
mellifera. Jak je etablovand v¢ela jako model reverzni genetiky? Existuje protokol na
transformaci a metodologie vyuZivajici napf. RNAi nebo Crispr/Cas u v&el? Co by se stalo,
kdyby doslo k vyfazeni (knock out) telomerdzy? Jaké by byly vyvojové a obecné fenotypové
nésledky? Pro¢ se autorka nepokusila zaméfit i na sledovani aktivity telomerdzy v trofocytech
napf. d€lnic? Jeden ze zaveérh prace je, Ze moznym diivodem nenalezeni korelace mezi délkou
telomer a telomerdzovou aktivitou je velkd variabilita v hybridizagnich signdlech a
nedostateCné mnoZstvi analyzovanych vzorkd. Existuje n&jakd alternativni metoda (metody),
kterd by autorce pomohla vyslovit jednozna¢néjsi (kvantifikovateln&jsi) zdvér? Volila by
autorka jiny postup a celkovy pfistup k experimentim, kdyby dnes mohla za¢it praci znovu?
Postoupila autorka ddle ohledn¢ kapitoly ,,unpublished data“? Pfedpokldddm, Ze zdmérem je
vznik ucelené publikace.



Zavérem bych cht€l konstatovat, Ze cile v€decké pripravy byly v plném rozsahu
splnény. Pfipadné pozndmky a otdzky uvedené v mém posudku nemaji sniZovat droven
pfedkladané prace. ProtoZe se jednd o oponentsky posudek, je mou snahou spiSe upozornit na
pfipadné nejasnosti a ne jen na jednozna¢né klady této price. V odpové&dich na otdzky by pak
mela doktorandka ukdzat zpUsobilost vést v€deckou diskuzi o feSené problematice. Zavérem
konstatuji, Ze Michala Korandova prokdzala schopnost samostatné a tvofive fesit védecky
projekt vysoké kvality a doporuCuji pfijeti jeji disertaéni prace k obhajobg.

V Brné€ dne 12. listopadu 2017
RNDr. Roman Hobza, Ph.D.
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Doktorska prace RNDr. Michaly Korandové, kterd nese nizev Telomere length compensation
mechanisms as players in longevity and stress adaptation of insects, se zaméfuje na mimofadné
zajimavé téma Gdrzby telomer u hmyzu. Samotny vybér tohoto tématu je zarukou zajimavych a
novych poznatkd, protoze znalosti o Gdribé telomer u hmyzu dramaticky zaostavaji za Grovni poznani
u obratlovch a Clovéka, kde je téma extenzivné zkoumano u? nékolik dekad a publikovano v podobé
nespoctu védeckych ¢lankd.

Autorka nahlizi téma adriby telomer v nékolika kontextech. Prvnim z nich je aspekt fylogeneticky,
ktery si klade za cil zmapovat pfitomnost nejtastéjsiho mechanismu udriby telomer a kompenzace
jejich zkracovani s pomoci enzymatického plsobeni telomerazy napfi¢ fylogenetickou diverzitou
hmyzu. Druhym aspektem je souvislost Udriby telomer a telomerdzového mechanismu
s dlouhovékosti a starnutim tkani a celych jedincd, a to na mimoFadné patfiéném modelu, tedy viele
medonosne, ktera se jako ostatni spolecensky hmyz vyznaluje dramatickymi rozdily v nadé&ji doziti
jednotlivych kastovnich fenotypd, od efemernich samcu, pfes délnice az po dlouhovékou kralovnu.
Samotny tento cil je nesmirné aktualni, protoZe vyzkum dlouhovékosti spoleé¢enského hmyzu je dosti
moderni téma studované aktudlné v nékolika svétovych laboratofich. Tfetim Ghlem pohledu potom
je hledani souvislosti mezi ucinky oxidativniho stresu a udribou a délkou telomer, vtéto praci
studované u octomilky vystavené dlouhodobému plsobeni nizkého, subletainiho oxidativniho stresu.
Jakkoli je pravé u tohoto modelu mechanismus udrzby telomer rozdilny a nezaklada se na plsobeni
telomerazy, autorka zkouma vliv stresu na aktivaci alternativniho mechanismu prodiuzovani telomer,
mozné fenotypové disledky této aktivace a pfipadné selekéni mechanismy favorizujici genotypy
s aktivnéjsi adrzbou telomer.

Doktorska prace tak ve vysledku sestava ze Ctyi studii, znichz dvé jsou jiz publikované jako
prvoautorské clanky v kvalitnich ¢asopisech (Chromosoma a Chromosome Research), jedna
prezentovana jako prvoautorsky rukopis vrecenznim fizeni (J. Insect Physiol.) a jedna jako
nepublikovana studie v pfipravé. Jakkoli se na prvni pohled mohou ony &tyfi studie jevit jako do jisté
miry vzajemné odlehlé, nesou podle mé jasny spole¢ny jmenovatel, tedy mapovani pfitomnosti a
aktivity opravnych a kompenzacnich mechanism( zkracovani telomer v souvislosti s fylogenezi,
dlouhovékosti a fyziologii jednotlivych hmyzich modeld.

Autorka jasné uvédi svij podil na jednotlivych studiich, tj. zejména provadéni TRAP pokust
telomerazové aktivity, klonovani TRAP produktl, real-time PCR a zpracovani dat a samotnych
rukopisd, coZ ji nesporné opravnuje k prvoautorstvi a pouZiti téchto publikovanych i nepublikovanych

studii jako svou doktorskou praci.

Bylo by nadbytecné zde podrobné predstavovat obsah jednotlivych studii, protoze ten je souéasti
samotné prednasky v ramci doktorské obhajoby a navazujici diskuse, pozastavim se proto nyni u
hlavnich zjisténi, ktera autorka uvadi v samotnych rukopisech i v podobé kratkého shrnuti v kapitole
S, a to hlavné ve smyslu jejich vyznamu.

Tato zjiSténi povaiuji za velmi cenna a zajimava, néktera z nich dlazidi cestu k daldimu zkoumani.
V navaznosti na predchozi praci Skolitelky, kterda mapuje pfitomnost ancestralniho telomerového
motivu TTAGG napfi¢ hmyzi fylogenezi, studovala autorka TTAGG specifickou telomerazovou aktivitu
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u 15ti zastupch nékolika Fadd hmyzu a u vétdiny z nich potvrdila pfitomnost aktivniho TTAGG
telomerazového mechanismu. -Z jejich pozorovani plyne, ze jak samotny telomerovy motiv, tak
specificka telomerazova aktivita jsou z globalniho pohledu relativné konzervované a pfitomné u
nékterych primitivnich stejné jako odvozenych fadl a Celedi a nepfitomnost téchto mechanismd u
nékterych linii lze tak nahlizet jako opakovanou sekundarni ztratu i pfechod k alternativnim
mechanismdm udrzby telomer. Zmapovani telomerazové aktivity u rozmanitych zéstupci hmyzu
otevird dvere k daldimu funkénimu zkoumani tématiky u jednotlivych vybranych modell. Ve stejné
studii autorka potvrzuje olekavany trend v telomerazové aktivité u vyvojovych stadii a télesnych
tkdni u hemimetabolniho modelu P. americana, tj. postupny pokles z vysokych aktivit u embryi
smérem k dospélci a vysokou aktivitu v germindlnich orgdnech dospélce kontrastujici s aktivitou
nizkou v somatickych tkanich. Tato pozorovani svéd¢i o pfitomnosti telomerdzového mechanismu
v jeho kanonické podobé znamé ze studia nékterych obratlovci, véetné ¢lovéka.

V druhé studii autorka ukazuje dramatické rozdily v telomerazové aktivité v somatickych tkanich,
zejména pak mozku, mezi kratkovékymi kastami (trubec, délnice, nizka aktivita) a krdlovnami (vysokd
aktivita) véel, v€etné larev, z nichZ se budouci krélovny vyvijeji. Telomerazova aktivita se neukazala
byt v pfimé korelaci se samotnou délkou telomer, coz zavdava divod k hypotézadm o odvozené
nekanonické uloze telomerazy v podpoie dlouhovékosti, ktera je diskutovdna i u obratlovcl. Tato
pozorovani povazuji za nesmirné zajimava v kontextu souéasného extenzivniho hledani faktor(, které
se spolupodileji na vyjimecné dlouhovékosti reprodukénich kast spoleéenského hmyzu. Nesporné
budou predstavovat zaklad pro dalsi vyzkum.

Ostatné i sama autorka vramci tymu skolitelky bezprostfedné navazuje na toto téma daldim
zkoumanim, které prezentuje jako nepublikovand data ve své doktorské praci. V této studii dava do
souvislosti telomerazovou aktivitu kraloven a délnic v riznych obdobich roéniho cyklu na strané
jedné a hlavnich endokrinnich regula¢nich drah na strané druhé. Jakkoli jde o souvislosti Cisté
korelativni, potvrzuji pfedloZend pozorovani jiz v minulosti postulované jedineénosti v hormonalni
regulaci u vcely medonosné a zaroven naznacuji mozné kauzalni souvislosti mezi aktivaci telomerazy
a dynamikou klicovych hormonl, které mohou byt v budoucnu empiricky testované.

V posledni pfedstavené studii autorka pozorovala zvy$eni poétu telomerovych retroelementd
v genomu a vyssi pocet jejich transkriptd u octomilek vystavenych po nékolik generaci oxidativnimu
stresu v subletdlnich davkach. Z uvedeného vyvozuje, Ze dlouhodobd expozice oxidativhimu stresu
vede k prodlouZeni telomer, at uZ jako disledek adapta&ni reakce vG¢i stresoru nebo jako vysledek
selekce jedincd s deldimi telomerami a vy33i transkripéni aktivitou telomerovych retroelementd. Tyto
vysledky také povazuji za vyjimecné zajimavou dokumentaci pomérné rychlé, dynamické odpovédi
v ramci populace na podminky prostfedi a dal3i doklad vysoké evoluéni plasticity znamé u octomilek,
tentokrat na drovni adrzby telomer. Zaroven tak prace pfinasi hodnotny diikaz pfimé souvislosti mezi
odolnosti stresovym podminkam a udribou telomer. Podobné doklady jsou dosud u hmyzu vzacné ve
srovnani se znalostmi u obratlovcd.
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Potud k samotnému védeckému obsahu prace. Nasleduje rozbor textu, ktery &tyfi uvedené studie
doprovazi, v pofadi struktura prace, formalni a jazykové aspekty, poznamky k Gvodu, metodice a
shrnuti.

Svou strukturou mi text prace vyhovoval, sestava z Gvodu, uvedeni cild, metodiky, samotnych
vysledkd a kratkého shrnuti. Jako odvainé hodnotim, e autorka ,jde s k(i na trh” a uvadi nékterd
hruba data a testy v podobé nékolika pFiloh.

Po formalni strance nenachazim zasadni problémy, v praci se Ize dobfe orientovat. Pfesto mi neunikly
drobné nedostatky napf. v citaénich formdtech uvnité textu (tj. rozdélovniky citaci, ,&" vs. ,a“,
nadpoCetné mezery, atp.) nebo napf. rozdilné datum vydani v textu a v seznamu literatury (Houben
et al. 2007 vs. 2008). Podobné pak sem tam néjaké ty pFeklepy, tu Drosophila, onde Drosophila,
Bumbus namisto Bombus, apod. Tyto nedostatky jsou marginalni a mnohdy jdou zjevné na vrub
citatnimu software nebo hromadnym upravam textu, nicméné stale plati, ze je koda tyto drobnosti
neopravit s uvazenim, ze prace bude navéky dostupna vknihovné. Jinymi slovy, jeité jedno &
nekolikeré pozorné pfecteni textu by nebylo pro autorku promarnénym ¢asem. Pozorné pretteni by
pomohlo vychytat i par faktickych chyb, jako napf. uvedeni TTAGG telomerové sekvence jakoito
univerzalniho motivu obratlovci (str. 1), apod.

Anglictina je napfi¢ celym textem obecné vpofadku ve smyslu védecké nebo faktické
srozumitelnosti. Je jasné, co chce autorka fict. O trochu méné v pofadku je na Urovni gramatické a
syntaktické, béhem Cteni jsem mnohdy narazel na mista, ktera by zaslouZila opravit (singular vs.
plural a koncovky sloves, predlozky, ¢arky a éleny, apod.). Vystizné je tato uréita jazykova
neobratnost otisknuta také v samotném nazvu celé doktorské prace v souslovi , Telomere length
compensation mechanisms", ptelozeno tedy ,mechanismy kompenzace délky telomer”. To je do jisté
miry nevhodna formulace a vyznamové spravnéji by bylo ,telomere shortening compensation” i
Ltelomere attrition compensation,,.

Uvod mé celkem mile piekvapil tim, ze na dvanacti stranach dokaze shrnout prakticky vSechny
stranky studovaneé problematiky od mechanistickych aspekt( struktury a udriby telomer u hmyzu az
po obecnou problematiku starnuti, vCetné spoletenského hmyzu, a souvislosti mezi starnutim,
dlouhovékosti a stresem. Pouze v pasazich, které se zabyvaji endokrinnimi aspekty regulace
dlouhovékosti s dirazem na spolecensky hmyz (str. 10, 11) jsem mél pocit, 7e pro autorku neni téma
uplné komfortni a nepodafilo se ji dostatetné oddélit proximatni faktory, které umoguji
dlouhovékost, od faktor(, jez dlouhovékost reguluji. Podobné tak zminéné pasaie ne zcela rozliuji
mezi zékonitostmi platnymi univerzalné, platnymi u obratlovct a dokumentovanymi u bezobratlych a
hmyzu. Metodickd pasai se na trochu vice nez péti stranach pokousi shrnout poufité metody. Dle
meho nazoru neni metodika zpracovana Uplné S3tastné. Jde vlastné o zkopirované pasaze
z jednotlivych rukopist, které v principu v identickém znéni nasleduji o nékolik stran pozdéji
v samotnych rukopisech. Ve vysledku pak jejich sefazeni do metodické kapitoly vnasi do prace trochu
zmatek, Casto neni Upiné patrné, na kterych modelech a v kterych studiich byly ty které metody
poudity a toto se vyjasni aZ pfectenim samotnych rukopist. V tomto smyslu je metodickd pasaz pro
¢tenare jen mélo pfinosna a do zna¢né miry nadbyteéna.
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Podobné tak mam jisté vyhrady ke kapitole 5, kterd nese nazev Summary. Pfi jeji délce dvou stran
jsem jako ¢tendr ocekdval shrnuti nejddleZitéjSich vysledku Ctyf studif za‘hrnut{/ch do doktorské prace.
Uspokojivé shrnuti jsem nicméné nalezl pouze pro prvni ¢lanek o distribuci telomerazové aktivity u
hmyzu a jeji vyvojovou dynamiku u P. americana a pro ¢lanek druhy o mezikastovnim srovnani
telomerazové aktivity u véely. Naopak zajimavé studii o souvislosti oxidativniho stresu a udribé
telomer u octomilky je vénovano pomérné obecnych sedm tadk({, aniz by samotna Drosophila byla
jmenovana. Vysledky o €asové dynamice telomerdzové aktivity u vCel a hormondlnim pozadi pak
nejsou uvedeny vibec. Naopak téméf polovinu onéch dvou stran zabird Uvaha o starnuti savc.
Timto tak ona dvoustrana s ndzvem shrnuti jaksi supluje diskusi, ktera v praci neni zahrnuta, nicméné

na zoufale malém prostoru.

Zavérem sdéluji, ze pfedloZenou praci povaZuji za zcela zpusobilou k obhajobé a po obsahové
strance za praci zdafilou. Jako takovou ji také k obhajobé doporuéuiji.

Dotazy k obhajobé:

1. Na nékolika mistech své doktorské prace dochazi autorka k opatrnému zavéru, 7e telomeraza maze
mit jeSté jinou (sekundarni, nekanonickou) Ulohu nei pouze prodiufovani telomer jadernych
chromosomd. Jaké jsou soucasné poznatky o eventudlni odvozené roli telomerazy?

2. Jakd bude budoucnost studie uvedené na stranach 39-43, tedy nepublikovanych dat o souvislosti
telomerdzové aktivity, sezony, kasty a endokrinnich regulace u véely?

Nékteré vécné dotazy budou nasledovat pfi samotné obhajobé.

V Praze dne 21.11.2017 Robert Hanus




