Posudek na magisterskou diplomovou préci Petra Klempta
,,Olfaktorické receptory spermii socialnich a solitérnich hlodavcu*

Prace P. Klempta (76 stran) se zabyva molekularni analyzou transkriptomu a expresi genil
kodujicich receptory tii skupin €ichovych receptort (odorantové, vomeronasalni, a receptory
asociovane se stopovymi aminy) v ¢ichovych tkanich a testes dvou druhtt mysic (Apodemus
sylvaticus a A. uralensis). (Mimochodem, snad se jednou doZiju dne, kdy i na staroslavném
Uceni Karlové zoologové piijmou skute¢nost, ze microps je pouze mladSim synonymem
uralensis a za¢nou pouzivat spravny nazev. Narodni hrdost je sice pékna véc, ale snad se
nebude zesnuly prof. Kratochvil otacet v hrobé&, kdyz budeme mysici malookou nazyvat
Apodemus uralensis.)

Autor si vytyc¢il 3 cile: 1) pomoci 454 pyrosekvenovani zjistit repertoary téchto receptort a
porovnat je mezi obéma sledovanymi druhy 1 obéma typy tkani; 2) zméfit relativni miru
exprese vybranych receptorovych genii a 3) ovéfit, zda se ¢ichové receptory exprimuji v
jednotlivych stadiich spermatogeneze.

Bylo ukazéno, Ze testes obsahuji bohaty repertoar ¢ichovych receptort, z nichz nékteré zde
byly popsany autorem prace vibec poprvé (VR2, TAAR), byla odhalena i vysoka aroven
jejich exprese, kterd je u nekterych receptorti v testes dokonce signifikantn€ vyssi nez jejich
exprese Vv ¢ichovych tkanich. Dalsim zajimavym zjisténim je odliSna hladina exprese
odorantovych a vomeronasalnich receptorii u obou druhit mysic: zatimco u viceméné socialné
monogamni mysice malooké zfejmé vysSsi naroky na vybér partnera vedou ke zvySené expresi

vvvvvv

ucastnicich se kompetice spermii (vomeronasalni receptory).

KdyZ pominu drobné stylistické nedostatky (Abstrakt by mél byt psan v prvni osobé
jednotného ¢&isla, transkriptomové sekvenovani — spravné sekvenovani transkriptomu apod.,
cile na str. 61-62 by nemély byt soucasti Vysledku, podobné nékteré dalsi ¢asti Vysledka by
mély byt spiSe soucasti Diskuse) a preklepy (StarSoft na str. 62 a 64 — spravné StatSoft, 10°
na str. 61 — spravné 10, apod.) je prace velmi p&kna a svédéi o pili autora. Podobng velky
pocet citaci (cca. 120 poloZek) nasvédcuje dobré orientaci v literarnich pramenech. Snad jen
bych si dovolil upozornit na uréitou nevyvazenost prace: zatimco Gvodni pasaze vcetné
rozséahlého literarniho ptehledu (cca. 25 stran) a podrobny popis metod (cca. 20 stran) tvoii
naprostou vét§inu rozsahu diplomové prace, Vysledky a Diskuse dohromady zabiraji jen 15
stran. Na druhou stranu nékteré pojmy by si zaslouzily alespon stru¢né vysvétleni, napf. je-li
(veelku opravnéné) vénovana vyssi pozornost feromontm, alespon nékolika slovy by mél byt
vysvétlen také termin kairomon; neni jasné, co znamené hodnota A260/280 a A260/230 (v
legendé k Tabulce 1 jsou tato oznaceni 2x chybné); ne kazdy vi, co je to CDS primer;
podobné ne kazdy ¢tenat je odbornikem na bunééné sortovani — pojem FACS se v préaci
objevuje celkem 4x, nikde vSak tato zkratka neni vysvétlena atd.



Takeé popis metodiky méfeni exprese by si zaslouZil nékteré dalsi informace. Napt. kolikrat
byl kazdy vzorek méfen? K tomu, aby bylo mozno vysledky analyzy exprese pomoci gPCR
povazovat za spolehlivé, se doporu¢uji minimalné 3 opakovani, z popisu se viak zda, Ze
kaZzdy vzorek byl méfen pouze jednou. Je tomu tak? Pokud ano, do jaké miry jsou podle
autora namétené hodnoty spolehlivé? Jak probihalo stanoveni kalibra¢ni kiivky? Asi by mélo
byt uvedeno, Ze geny RPLP1 a ATP5b pouzité jako standardy jsou tzv. ,,house keeping“ geny,
jejich exprese by tudiz méla byt stabilni v riznych tkanich i riznych obdobich
ontogenetického vyvoje. O genu RPLP1 v3ak byly zjistény signifikantni rozdily v expresi

Vv srdec¢nich buiikach v neonatalnim a adultnim stadiu. Myslite si, Ze tato skute¢nost mohla
néjakym zpusobem ovlivnit vase vysledky? Pokud ano, pro¢ nebyl pouzit napt. mnohem
Castéji pouzivany aktin, ktery timto problémem netrpi?

Dalsi otazka se tykéd materidlu. Do jaké miry mize byt spolehlivost vysledkl negativné
ovlivnéna skute¢nosti, ze byl analyzovan pouze jeden samec od kazdého druhu v piipadé
sekvenovani a dva v ptipadé méfeni exprese? Pravda, repertoar receptort se mezi
konspecifickymi jedinci mozna ptilis nelisi (ale mizeme se na to spolehnout?), ale hladina
exprese uz muze mezi jedinci vyrazné kolisat. K pouzité metodice nemam Zadné dalsi
vyhrady, snad jen na str. 62: pokud tomu rozumim spravné, byly parové testovany rozdily
mezi druhy, mezi tkdnémi a navic pro riizné geny — Vv tom piipadé¢ hrozi inflace chyby 1. druhu
(,.false positives*) a méla pravdépodobné byt pouzita Bonferroniho korekce nebo jina forma
korekce hladiny vyznamnosti.

Zaveérem bych jesté jednou rad vyzvedl kvalitu prace. Jako ¢loveék zabyvajici se hybridizaci a
speciaci u domacich mysi mizu jen doufat, ze k podobnému typu analyz budou pouzity i tyto
taxony. Jestlize feromony a ¢ichova komunikace miize ,,hrat zasadni roli pfi speciaci a tvorbé
mezidruhovych bariér (str. 24), pak je ticba mit na paméti, ze pfi porovnavani dvou tzv.
,,dobrych* druhti, jakymi ob& mySice bezesporu jsou, nedokazeme odlisit procesy a
mechanismy vedouci ke vzniku reproduk¢ni bariéry mezi nimi od téch, které vznikly az

v disledku existence této bariéry. K podobnému ucelu jsou proto mnohem vhodnéjsi druhy
incipientni, tj. druhy ve stadiu vzniku (species in statu nascendi). Praci samoziejmé
doporucuji k obhajobg.

V Brné dne 20. kvétna 2013

Prof. RNDr. Milo§ Macholén, CSc.

P.S. Je-li to na Univerzité¢ Karlové zvykem, navrhuji znamku vybornou (A). PakliZze tomu tak
neni, povazujte tuto pozndmku za bezpiedmétnou.



