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OPONENTSKY POSUDEK

Disertacni prace Mgr. Tomase Krhcka , Alternativni telomerické kompenzaéni mechanismy
Jjako zpisob adaptace telomer viéi stresovym podminkém v pribéhu evoluce hmyzu“ v doktorském
studijnim oboru Fyziologie a vyvojové biologie Zivotichd je koncipovana jako soubor 2 publikaci a
rukopisu opatfené teoretickym tvodem (12 stran) a diskusi (4 strany). V souboru praci, které
nahrazuji vysledkovou ¢ast, je Mgr. KrGiéek u 1 publikace prvnim autorem, u 1 publikace druhym
autorem, tfeti prace je prezentovédna ve formé rukopisu, podil Mgr. Kriicka je struéné zminén
v tvodnim seznamu publikaci.

V dvodni teoretické ¢asti jsou popsany telomery a jejich struktura a zpUsoby jejich udrzovani,
dale pisobeni stresovych faktor(. Nejvice prostoru je vénovédno mechanismu retrotranspozice jako
mechanismu udrZovani telomer u drozofily, ktery je alternativou ke specializovanému mechanismu
udrzovani telomer pomoci telomerazy. Cile prace jsou po struéném uvedeni pozadi jejich zadani
formulovény jasné a piehledné. Kratkd diskuse pak shrnuje vysledky uvedené v prezentovanych
publikacich a rukopisu. ProtoZe nezndm formalni pozadavky pro disertace tohoto typu na JihoCeské
univerzité, zminim formalni nedostatky pouze kratce. Rozsah Gvodni ¢asti a diskuse je podle mého
nazoru pomérné maly, vzhledem k tomu, Ze vysledky jsou prezentovdny pouze jako publikované
prace a rukopis. Zejména u Uvodu bych o€ekdvala hlubsi popis alternativnich mechanism udriovani

telomer u hmyzu, protoZe jejich mechanismus je na rozdil od jinych organismt alespon néjak popsan

nebo dokonce experimentdlné prokazan. Konkrétné jde o fakt, ze nejsou uvedeny ani plvodni citace
ani poznatky o telomerdch Anopheles a Chironomus nebo pohled na telomery Drosophila virilis, coz
bych vzhledem k proklamovanému evoluénim podtextu celé disertace ocekavala jako minimum.
Proto bych rada slysela alespori v ramci obhajoby piehled poznatkd o alternativnich hmyzich
systemech. Déle celd Gvodni ¢ast je opatfena jedinym obrazkem zobrazujicim fylogenetické vztahy a
telomery u hmyzu, ktery je umistén na posledni strané za textem popisujicim odpovéd na stresové
podminky a jde jasné o obrédzek z publikace Korandova a kol. 2014 (neni v legendé obrazku zminéna)
s popisky preloZenymi do Cestiny. Obecné pisobi text Gvodni &asti rozporuplné, tim myslim, Ze ¢asti
vénujici se oxidativnimu stresu a struktufe telomer drozofily jsou zpracovany pomérné dobfe, u &asti
zabyvajicich se pozadim a evolu¢nimi vztahy telomer jsou mezery zejména ve zpracované literature.
Byva zvykem uvadét prehledné préce jako (shrnuto v Xy), co? jsem nikde nezaznamenala, pak neni
jasné, zda je citovan pdvodni pramen nebo souborny ¢lanek a k ¢emu se citace vztahuje. Také poradi
viceCetnych citaci mi bylo zdhadou, protoZe se neobjevovaly sefazené v textu ani podle roku ani
podle citovaného faktu (napf. str. 4 dole, str. 9 . 20), podobné chyby v seznamu citaci (namdtkou
citace Capkova a kol. 2013, nebo chybéjici/$patny odkaz Halliwell 1999). Tyto drobnosti zté3uji
orientaci v textu.

Kvysledkové ¢asti mam nékolik poznamek. Viechny tFi prace jsou uvedeny pouhym prekladem
anglického abstraktu, coZ pokladam za nestastné, protoZe to zvysuje pocit opakovani stejnych faktd a
formulaci v tvodu, cilech, vysledcich a diskusi. Spise by pomohlo nap¥. uvedeni podrobnosti, které
jsou v publikovanych pracich uvedeny pouze stru¢né. Prace Korandova a kol. (2014) a Kricéek a kol.
(2015) byly publikovany, tudiZ prosly recenznim Fizenim v ¢asopisech, posledni prace je prezentovana
jako rukopis.



e Vysledky v publikaci Korandovd a kol. (2014) jsou prezentovény velmi hutné formou tabulek,
fylogeneze a grafli a mnoZstvi zpracovaného materidlu je skute¢né representativni. Podil
disertanta je viak definovan pouze takto:, Tomas Kriicek se podilel na mapovani TTAGGG-
specifické telomerazové aktivité v testovanych hmyzich fadech. Vzhledem k tomu, Ze tato
prace predstavuje spinéni prvniho z cilu disertacni prace, rdda bych poZadala v ramci
obhajoby o pfesné vymezeni jeho podilu na této publikaci a prezentaci nékterych

experimentalnich vysledkd disertanta véetné popisu jejich ziskani. ProtoZe se disertant

podilel na testovani telomerazové aktivity, zajimalo by mne, zda testoval také jiné kombinace

substratovych primérd, pfipadné reversni primér s alternativni sekvenci (nabizi se alternativni
sekvence TCAGG)

e Vysledky v publikaci Kriiéek a kol. (2015) pokladdm za velice zajimavé také s ohledem na
propojeni molekuldrné-biologickych technik s fenotypovym projevem (mobilita, mortalita),
rada bych v ramci obhajoby sly3ela, jak si disertant vysvétluje propojeni fyziologickych
projev( (mortalita, mobilita) s biochemickymi markery (enzymaticka aktivita, hladina

peroxidu) a transkripéni odpovédi organismu

e Ke zplisobu uvedeni rukopisu ve vysledkové ¢asti mam jednu formalni vyhradu -
v samostatné &asti 8. (Piilohy) jsou uvedeny pomérné podrobné tabulky, které zfejmé patfi
k tomuto rukopisu. V rukopisu jsou uvedeny asi jako ,Supplemental data S1-20, v Casti 8.
jsou ale uvedeny jako Tabulka 1-20. Déle nachazim rozdil na ose y ve Fig. 2C,2D a
odpovidajicich tabulkdch 12,13. Uvedené vysledky by pfedstavovaly fadovy rozdil mezi
transkripty v Oregon R a Hetom line, taktéZ pokud je spravny vysledek ve Fig. 2C,D,
znamenalo by to rozdil mezi aktivitou pfirozeného promotoru a HeT promotoru v pouZitém
konstruktu (nicméné Hetom linie ukazuje hezkou fluorescenci transgenu...) Pokud je zde
néjaké chyba, prosim opravu, pokud ne, prosim vysvétleni. Mimochodem, nenasla jsem
odkaz na Supplemental data S17 v rukopisu. Vysledky samotné jsou opét velmi zajimavé
propojenim transkrip&ni aktivity telomerovych retroelementii s odpovédi modelového
organismu na navozené stresové podminky. V ramci obhajoby bych proto chtéla slyset vice
informaci o organizaci telomerickych retroelementt drozofily, napf. zda jsou v tandemu,

nebo tvofi vicekopiové ostriivky atd. Dotaz je sméfovan na diskusi ohledné rozdildi v navy3eni
poctu kopii rliznych retroelementi v genomu v odpovédi na paraquat a transkripéni aktivité.
Otézkou je také, zda je odpovéd (navyseni poctu kopii) genomu stélad nebo kratkodoba,
pfipadné jak dlouho pfetrvavaji prodlouZené telomery po odstranéni stresu. Vysledky
uvedené na Fig. 7 (akutni stres po dlouhodobé expozici nizkymi koncentracemi paraquatu)
jsou velice sugestivni i v pfipadé 10°mM koncentrace, kde je podle Fig. 1 navy3eni poctu
kopii v 5. generaci statisticky nevyznamné. Dale mam laicky dotaz k metodice - jak dlouho
byly musky vystaveny stresu/paraquat? MazZete vysvétlit hypotézu testovanou
experimentem na Fig. 6?

Zavérem konstatuji, Ze vysledky prezentované v predlozené disertacni praci doklddaji spInéni cilG
prace a praci doporucuji k obhajobé.
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Posudek oponenta na disertacni praci Mgr. Tomase Kruéka ,,Alternativni
telomerické kompenzaéni mechanismy jako zplisob adaptace telomer viéi
stresovym podminkam v prubéhu evoluce*

Mgr. Tomas Kracek se v disertaéni praci zabyval studiem telomer a jejich
stability u hmyzu. Prace je prezentovana jako shrnuti sou¢asného stavu
poznatkl v dané oblasti nasledované diskusi k vysledkim, které jsou uvedeny
ve formé publikaci.

Uvod je dostateéné obsahly a autor v ném uvadi véechna data nezbytna
k pochopeni cili a vyznamu prace. Co se tyée formalni stranky, dovolila bych si
poukazat na nékteré nedostatky, napf. formulaci na str. 2 ,...u &lovéka je
telomericka délka dlouha v priméru 5 — 15 kb*“. Tento tdaj navic nekoreluje s 9
— 15 kb na str. 5, pficemz je uveden stejny zdroj (Moyzis a kol., 1988). Mezi
proteiny sav€iho shelterinu je na str. 6 uveden protein TPP1, coZ neni tripeptidyl
peptidase, nybrZz TIN2-interacting protein 1 (je to jeden z moZnych nazvi, viz.
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ACD).

Cili prace bylo stanovit (i) zda je sekvence TTAGG funké&ni telomerovou
sekvenci u zastupcu riznych fadi hmyzu a (ii) zda dlouhodoba expozice nizkym
davkam volnych radikali vede k ovlivnéni aktivity telomerovych mobilnich
elementl u drosofily.

Prvni cil je zpracovan v publikaci Korandova a kol. 2014, kde je Mgr.
Kri¢ek druhym autorem a podilel se na analyzach aktivity telomerazy
v extraktech pfipravenych z tkani riznych druht hmyzu, coz byla v tomto &lanku

kliCova analyza. Telomeraza byla potvrzena jako bézny telomerovy

Masarykova univerzita | 1C: 00216224 e

. . .. . E
Stiedoevropsky technologicky institut
Kamenice 753/5, 625 00 Brno I - S
o i ) ) ) EVROPSKY FOND PRO REGIONALNI ROZVO) OP Vyzkum a vyvoj
www.ceitec.muni.cz | info@ceitec.muni.cz INVESTICE DO VAS| BUDOUCNOSTI pro inovace



IDDCEITEC

Stredoevropsky technologicky institut
BRNO | CESKA REPUBLIKA

kompenzaéni mechanismus u hmyzu, nicméné aktivni telomeraza nebyla
nalezena u nékterych druh(, u nichZ byla v pfedchozich studiich repetitivni
sekvence TTAGG na koncich chromozému detekovana (zastupci fad
Zygentoma, Orthoptera, Phasmida).

Dlouhodobé pusobeni nizkych davek redukéniho ginidla paraquatu, coz je
bézné pouzivany herbicid, bylo u drosofily studovano z hlediska antioxida¢ni a
lokomocni aktivity v praci Kri¢ek a kol. 2015. Autofi ziskali velice zajimavé
vysledky, ukazujici zmény v transkripci superoxid dismutazy a katalazy
v dusledku pGsobeni paraquatu, pficemz citlivéj$i byli samci a obecné
reprodukéné aktivni jedinci.

Délka a transkripéni aktivita telomerovych retroelementt drosofily v reakci
na chronické plsobeni subletalnich davek paraquatu byla studovana v praci
Korandova a kol., ktera byla odeslana na posouzeni do &asopisu Journal of
Insect Physiology. Od tfeti generace jedinct vystavenych relativné nizkym
koncentracim paraquatu bylo pozorovano prodlouzeni telomer a zvyseni jejich
transkrip&ni aktivity.

Diskusi, ktera je v disertaéni praci zafazena pfed publikace a rukopis
shrnujici vysledky, bylo mozno si fadné ,uzit az po prostudovani t&chto
materiald.

Dotazy a komentare:
 Za velice zajimavy vysledek v praci Korandova a kol. 2014 povazuji

absenci aktivity telomerazy u druhd, u nichZ byl kanonicky telomerovy
motiv TTAGG na koncich chromozémU nalezen. V diskusi (str. 19) k tomu
uvadite, Ze na zakladé pouhé pritomnosti kratké repetitivni sekvence na
koncich chromozémi nelze usuzovat, Ze tato funguije jako funkéni
telomera pravé kvuli mozné absenci aktivity pfisluné telomerazy a ze u
téchto druhd mohl byt systém udrzovani stability telomer zalozeny na
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telomeraze ztracen, pfipadné doslo k zméné templatové sekvence
telomerazy. Mlzete nastinit experimentalni pfistupy, na zakladé kterych
by bylo mozno tyto hypotézy ovéfit?

» Souhlasim s tvrzenim v diskusi prace Korandova a kol. 2014 (str. 42), ze
dle vysledk( in situ hybridizace nelze spolehlivé rozlisit subtelomerickou a
telomerickou lokalizaci repetitivni sekvence. Bylo by k tomuto G&elu
mozno vyuZzit analyzy TRF ve spojenim s limitovanym $t&penim
exonukleazou BAL31, ktera specificky degraduje konce dvouvlaknové
DNA a v pfipadé vysokomolekularni DNA jsou koncové sekvence
chromozém (tedy telomery) jejim preferenénim cilem?

e Vpraci Krigek a kol. 2015 mé zauijalo, Ze hladina transkriptu SOD je
vyrazné vyss§i u samcl nez u samic (Fig. 2C, D, vzorky 0 uM; str. 51).
Rozdil v hladinach transkriptll mezi pohlavimi byl, jak uvadite v diskusi,
prezentovan v nékolika pracech, nicméné aktivity SOD jsou u zastupc(
obou pohlavi zcela srovnatelné (Fig. 3, vzorky 0 uM; str. 52). MiiZete toto,
prosim, komentovat?

» ZtéZe prace je zfetelné, ze reprodukéné aktivni jedinci obou pohlavi jsou
citlivéjSi k ptisobeni paraquatu ve srovnani s jedinci neaktivnimi.

Z prezentovanych vysledk( navic vyplyva, Ze jak aktivita SOD (Fig. 4; str.
52), tak hladina peroxidu vodiku (Fig. 5; str. 53) jsou vy$$i u saméi
kontrolni populace reprodukéné aktivni ve srovnani s neaktivni kontrolou.
U reprodukéné aktivnich i neaktivnich samiééich kontrol jsou aktivity SOD
srovnatelné (hladina peroxidu vodiku nebyla pro reproduké&né neaktivni
samice stanovena). Domnivate se, Ze to Ize korelovat s rozdilnou
fyzickou aktivitou b&hem reprodukce, jak pisete v diskusi pro vysvétieni
rozdilG v reakci na oxidativni stres mezi populaéné aktivnimi a
neaktivnimi jedinci obou pohlavi?
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Zavére¢né hodnoceni
Mgr. Tomas Kricek prokazal dostate&né tviiréi schopnosti, schopnost
samostatné védecké prace a kritické interpretace experimentalnich dat.
PredloZena disertacni prace splfiuje vdechny formalni i vécné pozadavky

kladené na prace v tomto oboru.

Disertacni praci Mgr. Tomase Kru¢ka doporuéuji k obhajobé.

v Brné, 22. 11. 2017
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Miloslava Fojtova
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