Posudek na diplomovou praci Bc. Soni JakSové s nazvem ,Charakterizacia génu pop-1 u
Caenorhabditis elegans*

Cilem predloZené diplomové prace bylo pokusit se identifikovat alternativni sestfihovou formu pop-1,
C. elegans orthologu savcich transkripénich faktorl TCF rodiny. Zatimco u savcl jsou alternativni
izoformy TCF velmi rozsSitené, u C. elegans byla dosud popsdna jen jedind forma, potvrzeni
alternativniho sestfihu by tak bylo zajimavym pfispévkem k pochopeni evoluéniho vyznamu
alternativnich forem TCF.

V Uvodu prace se autorka vénuje struéné charakterizaci Wnt signalni drahy, k popisu struktury TCF
faktorll a jejich alternativnich izoforem, a dale také ke struénému popisu ulohy POP-1/TCF u C.
elegans. Literarni prehled je vcelku ctivy, informace jsou vécné spravné, i kdyZz rozhodné ne
vyCerpavaijici, o alternativnich formach savcéich TCF by se zcela jisté dalo napsat vice a s vyuzitim
recentnéjsi literatury. Stejné tak funkce POP-1 v larvalnim vyvoji se neomezuje na kontrolu migrace a
diferenciace neurondlnich prekurzor, ale spektrum funkci je mnohem 3irsi (napf. vyvoj
hypodermalnich bunék, vyvoj gonady). Zdroje jsou citovany spravné. Ponékud nestastné ale v Gvodu
nejsou uvedena data, na zakladé kterych (alespon tak pfedpokladdm), byla formulovana hypotéza o
existenci alternativni izoformy pop-1. Stémi se Ctendr sezndmi aZ v Diskuzi, coZ je trochu pozdé.
Ctenafi neznalému problematiky by tak snadno mohlo uniknout, pro¢ jsou cile definovéany tak, jak
jsou. Stejné tak neni zfejmé, proc je jako jeden z cilG prace uvedena pfiprava POP-1 proteinu, kdy?z
skuteénym cilem bylo ovéfit interakci mezi POP-1 a JHDM-1. Proc¢ byl ale pro testovani interakce
zvolen protein JHDM-1, to se ¢tenaf rovnéz dozvi az v Diskuzi, coZ je opét trochu pozdé.

V metodické casti se autorka podrobné vénuje pouZitym experimentalnim postuplm, popisy jsou
dostatecné. Vyhradu mam pouze k psani vzorcl vypoctl, vzorec je tfeba uvést ve formé rovnice,
nikoliv jen jako zapis provadéné matematické operace.

Ve vysledkové casti jsou prezentovana ziskand data, kterd zahrnuji detekci pop-1 mRNA pomoci
metody Northern blot, vysledky qRT-PCR analyz a vysledek z imunoprecipitace. Ani jednou z metod
se nepodafilo prokazat existenci alternativniho transkriptu pop-1. Otazkou vsak je, nakolik jsou
uvedené vysledky, zejména v pripadé gqRT-PCR, prikazné. V textu nebo popiscich grafl chybi Udaje o
poctu biologickych opakovani, to je nutné dohledavat v Metodach. Z dostupnych informaci se zd3, Ze
synchronizované populace jedincl C. elegans byly odebrany jen jednou, z téchto vzorkl byla dvakrat
pfipravena cDNA, jednalo by se tedy jen o jednu sadu biologickych vzork(, coZ neni dost pro ziskani
prikaznych vysledkl. Toto omezeni neni bohuZel nikde diskutovano. Vysledek imunoprecipitacniho
experimentu, ktery mél testovat moznou interakci mezi proteiny POP-1 a JHDM-1, je rovnéz obtizné
interpretovat. Znovu chybi Udaj o poctu opakovani, obrazek 25 neni dostatecné popsany, navic ma
chybny néazev (uvadi, Ze na obrazku je interakce mezi proteiny POP-1 a BAR-1), z obrazku je zjevné, Ze
béhem wvyvoldvani doslo k posunu filmu, autorka nijak nekomentuje ptitomnost nadbytecnych
prouzkll. Ke zhodnoceni priikaznosti by kromé nékolika opakovani bylo vhodné provést také pozitivni
kontrolu, tedy ko-imunoprecipitaci POP-1 s nékterym ze znamych interakénich partner( (napr. BAR-
1).

Cekala bych, Ze limitace prezentovanych dat, které vyrazné ovliviiuji jejich vypovédni hodnotu, a
pfipadné komplikace, které nastaly pfi jejich ziskavani, budou rozebrany v Diskuzi. Tak tomu bohuzel



neni, Diskuze v zasadé jen shrnuje ziskana data a uvadi obecné mozZnosti regulace alternativniho
sestfihu a vyuZiti alternativnich izoforem. Nemohu také souhlasit s tvrzenim, Ze nejsou dostupna data
o pritomnosti alternativnich sestfihovych variant u C. elegans. Napftiklad prace Tourasse et al. z roku
2017 prezentuje rozsahlou analyzu RNAseq dat, kde je mozné pro vétsinu C. elegans genl dohledat
Udaj o pravdépodobnosti vyskytu rdznych sestfihovych variant, zajimavé je také recentni prace
Warner et al. 2019, kde se vénuji expresi v pribéhu embryonalniho vyvoje.

K formalni a jazykové strance prace nemam vyhrady, grafickd prezentace dat je dobrd, v prdci se sice
obcas vyskytuji pfeklepy, nicméné jejich mnozstvi neprekracuje Unosnou mez.

Otazky:

1) V metodické casti (strana 34) popisujete postup pro stanoveni ucinnosti gqRT-PCR a piSete, Ze
ucinnost amplifikace primerovych pard byla vypocitana ze tfi hodnot Ct a dale uvadite vzorec, ve
kterém hodnota Ct nefiguruje. Vysvétlete prosim tento vypocet.

2) Proc byla pro stanoveni relativni hladiny transkriptd pouzita metoda ACt a nikoliv AACt?

3) Cim si vysvétlujete rozdily relativnich hladin pop-1 (Graf 1) nebo jhdm-1 (Graf 3) pfi pouZiti riznych
kombinaci primerd? V textu uvadite, Ze rozdily u pop-1 nejsou signifikantni, zatimco u jhdm-1
naznacujete, Ze signifikantni byt mohou. Z ¢eho tak usuzujete?

4) Cim si vysvétlujete nardst exprese pop-1 ve stadiu E4?

5) Pokud pfijmeme, Ze na rozdil od savcl C. elegans vytvéri pouze jednu formu transkripcniho faktoru
POP-1/TCF, jakymi jinymi moZnostmi regulace funkce tohoto transkripéniho faktoru C. elegans
disponuje?

Zaveér:

PfedloZzend diplomova prace se pohybuje na hrané pfijatelnosti vzhledem kvySe uvedenym
nedostatkim. Autorka sice prokazala, Ze je schopna provadét experimenty a sepsat o nich zpravu, ale
neni zrejmé, nakolik si je védoma vyznamu pravidel experimentalni prace, jejichz dodrzovani je nutné
pro ziskavani smysluplnych a pfinosnych dat. Praci hodnotim stupném dobfe, nicméné toto
hodnoceni mliZze zménit vykon uchazecky v prlibéhu obhajoby.
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