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Posudek na disertacni praci Mgr. Barbory Valiskové
»Genomicka architektura a molekularni mechanismy hybridni sterility mysi“

Disertace Mgr. Valiskové (115 stran) je sice napsana v tradi¢nim formatu kvalifikacnich praci, opira se vsak o
tfi védecké ¢lanky uz publikovanych v prestiznich mezinarodnich ¢asopisech (eLife, PLoS Genetics) s IF 5,175—
7,080. Po kratkém Gvodu a popisu soucasného stavu znalosti o vzniku postzygotickych reprodukénich bariér
a mechanismech meiotického déleni autorka definuje tti cile prace: 1. objasnéni mechanismu asynapse u
sterilnich hybridd pomoci ndhodného zaclernovani rizné dlouhych konsubspecifickych homolognich
segmentl DNA, 2. ovéreni vlivu exogennich dvouretézcovych zloml (DSB) produkovanych pomoci aplikace
cisplatiny na zlepseni meiotické synapse u sterilnich hybridd a 3. ovéreni role genu Prdm9 v plodnosti samcl
s hybridnim genomem odvozenym od t¥i poddruhG domacich mysi. Nasleduje rozsahla kapitola podrobné
popisujici pouzitou metodiku, vysledky, diskuse, zdvérecné shrnuti vysledkll a seznamy publikaci autorky,
zkratek a pouzité literatury.

UZ samotnd skutecnost, Ze jednotlivé cile byly publikovany v respektovanych mezindrodnich periodikach,
svédci o jejich splnéni. V prvnim pripadé bylo zjisténo, Ze mira asynapse jednotlivych autozomu sterilnich F1
samcich hybridd vzniklych kfizenim PWD/B6 je statisticky vyznamné vy3si u péti nejkratSich chromozoma v
sadé. Nahodné zaclenény konsubspecificky isek PWD/PWD obnovuje synapsi daného autozomalniho paru,
pokud je delSi nez 27 Mb. Pro Uspésnou synapsi chromozomu jsou nezbytné minimalné dva symetrické DSB a
pro alespon ¢astec¢nou obnovu plodnosti hybridnich samcl je tfeba obnovit synapsi alespori ve tfech ze ¢tyf
nejkratSich segregujicich chromozom (15, 16, 18 a 19).

V pfipadé druhého cile bylo zjisténo, Ze injekce roztoku cisplatiny (min. v koncentraci 5 mg/kg), ktera
vyvolava vznik symetrickych DSB, vedla k signifikantnimu zvyseni ¢etnosti synapsi v pachytennich jadrech.
Zvyseni frekvence DSB bylo pozorovano predevsim u jader, ktera byla v dobé aplikace cisplatiny v S-fazi a
integrovala 5-ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU), ktery je analogem thymidinu. Divodem mUze byt, Ze
homologni rekombinaci jsou Iépe opravitelné exogenni DSB indukované v S-fazi nez v leptotene/zygotene,
kdy jsou zlomy indukovany proteinem SPO11.

Tretim klicovym vysledkem prace je potvrzeni role genu Prdm9 v hybridni sterilité i u samdcich hybridl vSech
tfi nejrozsitenéjsich mysich poddruhl (musculus, domesticus, castaneus). Zajimavé je, Ze u genu Hstx2, ktery
je u hybridd PWD/B6 nezbytny pro vyvolani sterility, v tomto pripadé nebyl prokazan signifikantni vliv.
Autorka predpokladd, Zze kromé asymetrickych DSB v tomto ptipadé hraji roli nezmapované modifikatory M.
m. castaneus.

K praci nemam zavaznéjsi pripominky, i kdyZ plsobi dojmem, Ze byla sepisovana v ¢asové tisni. Obsahuje
fadu pravopisnych chyb a zejména spoustu anglicism{, takZe v nékterych pfipadech ma ¢tenar problém

s porozuménim textu a musi dany Usek textu Cist opakované. Ve Vysledcich se zbyte¢né opakuji informace
z Uvodu nebo dokonce z Metodiky apod.

Za chvélyhodné povaZuji zahrnuti M. m. castaneus do zkoumani mechanismd mysi sterility. Na druhou stranu
je Skoda, Ze jako reprezentant poddruhu M. m. domesticus se stale pouzivd kmen C57BL, jehoZ genom je sice
z drtivé vétsSiny typu domesticus, ale téch par procent pochazejicich z jinych poddruh( (pfedevsim musculus)
a roztrousenych po genomu muZze hrat vyznamnou roli. Navic (a jesté vyznamnéji), tento , klasicky” inbredni
kmen ma chromozom Y typu musculus, ne domesticus.
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K metodice v zasadé komentar nemam, tedy aZ na dvé poznamky. Zaprvé, prestoZe je metodicka ¢ast prace
velmi rozsahla, kap. 4.14 Statisticka analyza je naopak naprosto nedostate¢nda. Neni uvedeno, v jakém
programu byly uskuteénény GLM, GLMM a QTL analyzy (v R?, v néem jiném?, citace?); Mann-Whitneylv U
test je poprvé zminén az na str. 70. Zadruhé: v testech pocinaje stranou 70 (obr. 28), jsou pouZita
vicenasobna srovnani, takze hrozi inflace chyby I. typu (,false positives”). V takovych pfipadech je treba
pouzit nékterou z metod korekce hodnoty statistické vyznamnosti. Napr. v pfipadé Bonferroniho adjustace
by se tradi¢ni hodnota 0,05 vydélila po¢tem parovych testl (tj. minimalné 4), takZze prahova hodnota by
potom nebyla 0,05, ale 0,0125; nékteré z testl by pak evidentné neprokazaly signifikantni rozdily.

Drobné poznamky:
Obr. 30: asi by mélo byt p < 0,0001.

Na str. 82 (obr. 40) je komentovana vysoka korelace, ale ta neni nijak testovana.
Dale mam na autorku nasledujici dotazy:

1. Ma autorka néjaké vysvétleni, proc€ je Uplnd asynapse na chromozomech 15-19 skokové vyssi nez
ostatni?

2. Mdze skutecnost, Ze F1 hybridni samci jsou vice postiZeni pfi kiizeni samice PWD se samcem B6 ne? pfi
recipro¢nim kfiZzeni, mit néjakou souvislost s tim, Ze zatimco u konsomikd musculus s viozenym Y
domesticus jsou hybridi ve vSech smérech znevyhodnéni ve srovnani s geneticky Cistymi samci musculus,
v opacném pripadé méli konsomicti samci (samci domesticus s chr. Y musculus) nizsi procento
disociovanych spermii (s odlomenou hlavic¢kou), ¢astéji vyhravali dyadické strety a méli kratsi generacni
obmeénu (Voslajerova Bimova et al., Heredity 2020)? Tyto vysledky jsou navic v souladu s tim, Ze chr. Y
musculus na mnoha mistech v Evropé introgresuje hluboko do aredlu domesticus (Macholan et al., BMC
Evol Biol 2008; bioRxiv https://doi.org/10.1101/2019.12.23.887471).

3. Mohla by autorka néjak podrobnéji objasnit nam laiktim, jak vypada asymetricky DSB? Podobné jsem

nepochopil vétu na str. 22: , Hlavnim Ukolem pachytenniho stadia je dokonceni synapse, ke kterému
dochazi vytvorenim vsech tfi ¢asti synaptonemalniho komplexu podél celé délky chromozomu.” Mdm
zato, Ze k synapsi nedochazi po celé délce chromozomu.

4. Proc je vtabulce 14 a na obr. 23 2x 7 dni? MoZna mi to nékde uniklo, ale néjak jsem vysvétleni nenasel.
Podobné pro¢ v tab. 14 chybi fadek ,,5 dni“? A kone¢né proc v tab. 14 nedava soucet hodnot v
bunkach 1. fadku (kontrola) 100 % (u ostatnich Ize odchylky pravdépodobné pficist na vrub
zaokrouhleni)?

Posledni dotaz je spi$ poznamka: na str. 89 se objevuje tvrzeni, Ze jednou z podminek sterility FIPWD/B6 je
autozomalni PWD/B6 heterozygotnost. Chtéla tim autorka naznacit, Ze ve skute¢nosti existuje spousta
bariérovych lokus(i s malym ucinkem? To by ponékud rehabilitovalo studie ,,variabilnich a sloZitych
nestandardizovanych systému“, které k tomuto zavéru dospély uz pred 15 lety. (To prosim berte jen jako
pratelské rypnuti o hodné starsiho kolegy.)

Na zavér nezbyva nez se uchylit k obvyklé zaklinaci formuli, Ze pfed uvedené drobné nedostatky jde o praci
kvalitni a dosazené vysledky po pravu nalezi do zlatého fondu vyzkumu vzniku reprodukénich bariér u savcd.
Mgr. ValiSkova prokazala prehled v ji studované problematice i odborné literatufe a musela si osvojit celou
fadu narocnych laboratornich technik. PfedloZena préace spliuje vSechny poZadavky na podobné kvalifikaéni
prace kladené, a proto ji doporucuji k obhajobé.

Brno 9. 1. 2021 Prof. RNDr. Milos Macholan, CSc.
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