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transkriptomicka analyza pomoci RT-qPCR.
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Vzhledem k zaméfeni studia Terezy Novakové, Jsem zadani jeji prace koncipoval predevsim
metodicky. Primarnim cilem bylo, aby se Tereza prakticky sezndmila s metodou stanoveni
relativni Cetnosti mRNA transkriptti v biologické matrici. Nasledng méla metodiku pouzit k
reSeni dil¢i otazky (aklimaéni zmény v transkripci genti kédujicich enzymy metabolismu prolinu
u C. costata). A dale, tuto dil&i otdzku méla Tereza v literarni reSersi zasadit do $irsiho ramce
dlouhodobého programu naseho vyzkumu.

Tereza zacala pracovat na své bakala¥ské praci koncem léta 2018. Nejprve podstoupila relativné
intenzivni zadkoleni, v rmci néhoZ byla sezndmena jak s celym projektem (Funkéni analyza
nizkomolekularnich kryoprotektantii C. costata) tak prakticky trénovana v konkrétnich
dovednostech potiebnych pro jeji vlastni experiment:

1. Konstrukce pracovni metabolické mapy prolinu na zakladé KEGG pathways.

2. Vyhledéni enzymt metabolismu prolinu u D. melanogaster (FlyBase, NCBI).

3. Nalezeni (blastovani) strukturnich homologii v transkriptomické databézi C.
costata a konstrukce oligonukleotidovych primert (Geneious).
Chov a aklimace experimentalnich larev C. costata. Piiprava expt. variant.
Izolace celkové RNA, o3etfeni DN4zou, konverze na cDNA.
Kvantitativni PCR, kalkulace ddCr.
Analyza a interpretace vysledk( (komparace s metabolomickou analyzou).
Retézec viech metod a technik, které bylo nutno vsttebat, byl relativné dlouhy. V ramci tréninku
bylo nutné nékteré kroky vicekrat opakovat, dokud nebylo jisté, Ze je mozné ptikrodit ke
zpracovani cennych 'ostrych' vzorki. Nakonec Tereza Uspé€Sné zvladla pfipravit experimentalni
larvy, izolovat VRNA a provést qPCR analyzu u prvnich deviti z celkovych 38 vybranych gend.
Téchto devét genili kéduje rizné metaloproteinizy a peptidazy, které mohou postupné $tépit
kolageny extracelularni matrix a takto uvoliiovat prolinové monomery. Zakladni dil¢i otazkou
bylo: zjistit, zda pfipadna aklima¢ni zména v expresi pravé t&chto proteinaz miiZe vysvétlit, zda
kolageny jsou t€mi zdroji, ze kterych je akumulovéan prolin aZ na koncentrace dosahujici fadové
stovky mM.

Nowvk

Po relativn€ intenzivnim a usp&$ném podzimu 2018 nastala u Terezy faze utlumené
experimentélni aktivity, a to aZ do jara 2019. V této dobé doplnila RNDr. Korbelova chybgjici
qPCR analyzy u zbylych 29 gend, které jsou rovn&z pfipojeny k préci, aby bylo moZné provést
finélni interpretaci vysledki a porovnani s vysledky metabolomické analyzy u paralelnich
vzorki. Vysledkem jsou tedy dv& metabolické mapy prolinu, Jedna pro larvy aklimované v teple
(prolin se neakumuluje, larvy maji nizkou toleranci zmrznuti) a druha pro larvy aklimované v
chladu (akumuluje se velké mnoZstvi prolinu, larvy ziskavaji vysokou toleranci zmrznuti a je
moZn€ je kryoprezervovat v kapalném dusiku). Konkrétnim Terezinym piispévkem do téchto
map je tedy relativni analyza Eetnosti deviti genii kédujicich proteinazy a peptidazy.



Ackoli jsou metabolické mapy a heat-mapy porovnévajici relativni expresi genti zaloZeny z vétsi
Casti na vysledcich, které neziskala p¥imo Tereza, hodnotim jeji podil na préci jako dostate&ny,
protozZe:
1. Pfipravila experimentalni varianty larev. Izolovala RNA a ziskala cDNA. Provedla qPCR
analyzu u deviti gen.
2. Zcela samostatng, pouze na zakladé naich vzajemnych diskusi a jejiho vlastniho studia
literatury, sepsala CELOU bakala¥skou praci od nadpisu aZ po zavér.

Doporuéuji praci pfijmout jako podklad k bakala¥ské obhajobé.
V Ceskych Budgjovicich
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