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Posudek na diplomovou praci Bc. Leony Havrdové: ,,Mechanismy pi‘enosu chemickych signali u mysic rodu
Apodemus“

Piedlozena diplomova prace se zabyva signaly v chemické komunikaci u mySic rodu Apodemus, konkrétné
identifikaci lipokalinovych proteinti v slindch a moci. Tyto proteiny jsou znamé jako pienasece signalll i samotné
signalni molekuly zejména u mysi domaci.

Prace pfinasi velmi zajimavé vysledky: 1. Na rozdil od mysi, u mySic bylo prokazano signifikantn¢ vys$§i mnozstvi
kandidatnich lipokalint ve slinach a 2. Nasledna analyza vedla k potvrzeni vétsiny sledovanych proteinti jako
proteind ze skupiny MUPs a OBPs 3. Mezi a vnitrodruhové srovnani kvantity jednotlivych proteinti odhalilo
signifikantni rozdily, které vicemén¢ koresponduji s dostupnymi poznatky o socialnim systému a reprodukéni
strategii sledovanych druhd. Hlavnim zavérem prace dle autorky je, ze mysice patrné pouZzivaji jiné mechanismy
komunikace nez mysi, zaloZzené zejména na identifikovanych slinnych proteinech.

K celkové praci a vyse popsanym vysledkiim mam dv¢ hlavni pfipominky:

1. Na zaklad€ pouhé identifikace a pfitomnosti kandidatnich proteinid v sledovanych sekterech nemtizeme
jasné formulovat zavér, Ze slouzi ke komunikaci. I kdyz vysledky mezi i vnitrodruhového porovnani
Cetnosti proteinti koreluji s reprodukénimi strategiemi jednotlivych druhd, osobné bych v zavérech
prace byla opatrnéjsi, protoze o pfimé funkci téchto lipokalinti 1ze na zakladé vysledki jen spekulovat.
Mate néjaké diikazy, Ze mysSice slinné proteiny opravdu ke komunikaci pouzivaji? Byly
provadény néjaké behavioralni analyzy (napr. preferen¢ni ¢i vybérové testy, nebo testy zamérené
na allogrooming — autorkou v diskusi navrZeny mozny mechanismus pienosu slinnych signalii?).

2. Prace se zabyva obecn¢ signaly v komunikaci mysic, t€émito signaly ale nutné nemusi byt jen studované
lipokaliny. Co dalsi znamé signaly uzivané v komunikaci, jako naptiklad MHC ¢i prave ve slinach
popsana rozsahla skupina Androgen vazicich proteini (ABPs)? Pro¢€ ostatnim signalnim molekulam
neni v praci vénovan Zadny prostor, a to ani v ivodu, kde by rozhodné mély byt minimalné
zminény? Zejména v druhém ptipadé (ABPs) myslim, Ze by v rozsahlé a velmi recentni literatute prof.
Karna a prof. Laukaitis, jez v praci viceméné chybi, mohla autorka nalézt Cetné inspirace k interpretaci
svych vysledkd. Identifikovali jste ve vasich vzorcich slin néjaké ABPs?

Prace je velmi zajimava, je sepsana srozumiteln€ a stru¢né€, bohuzel misty lehce na ukor jednoznac¢nosti
(zejména v metodice Viz dotazy nize). Prace se mi jevi malicko neuéesanym a nevyvazenym dojmem, jako by
byla psana na posledni chvili. Je zde pomérné rozsahly tivod, i kdyz cilené zamé&feny jen na jednu (studovanou)
skupinu kandidatnich signalnich molekul. Nasleduje stru¢na (dle mého misty neuplna) metodika, vysledky a

V porovnani s tvodem sice jasna avSak dosti kratka diskuse. Mé domnénce odpovidaji i relativné ¢etné formalni
chyby (napf. nejednotny format citované literatury, latinska jména nejsou kurzivou, nékteré zkratky
nevysvétlené, primarni versus sekundarni citace atd.).

Ptesto jsem si praci se z4jmem piecetla, a pies vySe popsané drobné nedostatky neméam k praci vyraznéjsi
ptipominky. NiZe uvadim nékteré poznamky, drobné pfipominky a dotazy na diplomantku. Prosim 0
zodpovézeni pouze zavaznéjSich dotazii - vyznacenych tuéné.

3. Nazev prace neodpovida obsahu, autorka se nezabyva mechanismy komunikace, nybrz identifikaci
vybranych kandidatnich signalnich molekul. Bylo by tedy vhodné;jsi napt.: Identifikace lipokalinti
vV mo¢i a slinach vybranych druhi mysic.
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Abstrakt: ,, ... s vyuzitim cipové elektroforézy .. byla vyloucena pritomnost lipokalinii v moci... “ Déle ve
vysledcich, zavérech i diskuzi o vylouceni ale autorka nehovofi. Vysledky (graf. 5) prokazuji proteiny
S hmotnosti v daném spektru alespoil v minimalnim mnozstvi u A. sylvaticus a ve vétsim u A. uralensis.
Naopak virtualni gely v pfiloze 1. naznacuji proteiny v daném spektru u nékterych jedinca A. sylvaticus
a ptitomnost danych ,,prouzk chybi v mo¢i A. uralensis. Jsou tedy v moci obou druhii lipokaliny
pritomny? Jak ziskala autorka data o relativni ¢etnosti na zakladé gelu z ¢ipové elektroforézy?

Uvod Str. 16. Informaéni charakter MUPS — zapojeni MUPs do komunikace. Jaky je rozdil mezi body
iii (MUP samotny ma informacni charakter) a iv (MUP interaguje ptimo s olfaktorickymi ¢i
vomeronasalnimi receptory)?

Uvod Str. 17: Pro¢ je ¢ast o variabilité MUPs mezi inbrednimi kmeny popisovana v kapitole o
poddruhové specifickém zastoupeni? Byly zminéné inbredni kmeny vybirany jako zastupci riznych
poddruhti? Klasické inbredni kmeny jsou totiz geneticky v prfevazné vétsin€ podobné poddruhu M. m.
domesticus a nizsi variabilita mezi nimi (neZ v divokych populacich) mize byt disledkem pravé
odvozeni inbrednich kmenti od n€kolika malo ptivodnich jedinct a jejich vzajemna piibuznost.

Uvod Str. 18. U divokych samic nedochazi k variabilité MUPs v piitomnosti samce, respektive

k zvyseni produkce MUPs (Stopka et al. 2007) coz je v protikladu s experimenty s inrednimi kmeny.
Vysvétleni, ze dlivodem je vyssi stres z pritomnosti samce se mi jevi jako nedostate¢né, obzvlaste
uvazujeme-li o MUPs jako signalech jez by samice mély uzivat aby praveé samci signalizovaly sviij
reproduk¢ni stav. Neni zde na misté spise diskutovat biologicky vyznam celkového mnozstvi MUPs?
Co uz je dostate¢né pro signalizaci?

Uvod Str. 18. Individualni podpis a ptibuznost. Zavér odstavee popisujiciho variabilitu MUPs jako
mozného individualniho podpisu a schopnost rozpoznavani jednotlivych haplotypt jako mechanismu
vedoucimu k vyhnuti se pfibuzenskému kiizeni. Nasleduje rychly obrat, Ze vysledky jsou kontroverzni,
s odkazem na disperzi dospivajicich samcti a citace ¢lanku Janotova a Stopka 2009. Mate n¢jaké data o
disperzi a reprodukci dospivajicich samcii mimo rodny dem? Tedy Ze by se dale nesetkavali

s rodicovskymi haplotypy? Myslim, Ze v literatufe podobna data dosud chybi a citovany ¢lanek je pouze
review a nepfinasi pivodni data.

Uvod Str. 19. Pohlavni vybér: odstavec viceméné duplikuje odstavec iv. Individualni podpis, aviak zde
je naopak popisovana preference heterozygotnich MUPs jez je v odstavci iv. rozporovana.

Uvod Str. 20. Pro¢ se primarné autorka vénuje prase¢imu slinnému proteinu a nikoli slinnym proteintim
popsanym u mysi (a to nejen z fad lipokalind)? Preci jen je myS podobnéj$i mysici nez prase.

Uvod str. 24-26: cela pasaz o cilové tkani je dosti zkratkovita a s praci az tak nesouvisi, vzhledem
k tomu Ze se prace vénuje identifikaci signalnich molekul a nikoli dale jeji percepci a mechanismu
komunikace prostfednictvim téchto signalnich molekul

Uvod str. 27: Etologie a ekologie mysic rodu Apodemus — u nas Zije jesté étvrty druh A. agrarius, 0
kterém v celé praci neni nikde zminka. Pro¢ je tento druh zcela opominut? (a to i v ivodu?).
Vzhledem Kk vyrazné agresivit¢ samcl mySice temnopasé by bylo zajimavé téz srovnani s timto druhem.
Maite néjaka data také o tomto druhu?

Metodika: cela kapitola metodiky je psana velmi stru¢né a to na ukor jasnosti a srozumitelnosti.
Seznamy chemikalii v jednotlivych pufrech a roztocich, stejné jako seznam pouzitého vybaveni (jez
doklada spise kvalitu laboratofe nez schopnosti studenta) mohli byt uvedeny az v ptiloze (pokud viibec).
Na misto toho by bylo vhodnéjsi zminit vybér testovanych druht a jedinct, upfesnit sbér dat a vzorkd,
analyza ziskanych dat a nasledné statistické zpracovani, které napiiklad v praci zcela chybi.

Mapa obr. 3 znazorfiuje 6 lokalit odchytu, av§ak vzdy bylo testovano jen 5 part od kazdého druhu. Jak
byli vybirani jedinci pro odbér vzorkia? Pochazeli jedinci jednoho druhu ze stejné lokality, ¢i



z vice, nebo naopak z kazdé lokality byl testovan vZdy jen jeden par z kazdého druhu? Byly stejné
druhy odchyceny na stejné lokalité?

14. Prace porovnava proteiny v sekterech dvou blizce piibuznych a morfologicky velmi podobnych druhti
mysic — lesni a kfovinné. Jak byly oba druhy odliSeny? Je zndmo, Ze oba druhy odlisit na zakladé
morfologie, zejména u mladych jedinct, je velmi obtizné a velmi nespolehlivé. Oba druhy jde potvrdit
geneticky pomoci jednoduché PCR reakce. Metodika jest popsana v praci citovaném ¢lanku Bryja et al
2008. Jste si jisti, Ze nemohlo dojit k zAméné jedinci obou druhi?

15. Str. 32- odbér vzorkii: Tabulka 2 — Pro¢ je u moc¢i mySi domaci objem vzorku 10x mensi neZ u
ostatnich vzorkii? Jak probihal odbér vzorki? — Byly odbéry hned napoprvé tspésné? Pokud ne, za
jak dlouho byl odbér opakovan?, byly takto ziskané vzorky michany?

16. Str. 33. Vyhodnoceni dat z Experionu: ... pro kvantitativni analyzu byla pouzita data shrnuta ve
vysledné tabulce (Single table) — Jaka je to tabulka? A kde se v praci nachazi? Jak byla z ¢ipové
elektroforézy a virtualnich geli urcena ¢etnost sledovanych proteinii? Autorka pise, Ze pomoci této
metody byla potvrzena ¢i nepotvrzena piitomnost proteind. Pak ale by bylo data tfeba testovat
ANCOVOU nikoli ANOVOU, nebot’ se jedna o kategorialni proménnou a ne kvantitativni. Autorka ale
evidentné pracuje s kvantitativnimi daty. Jak je tedy definovana etnost proteinu? Pokud je to pocet
prouzkt na gelu ve sledované oblasti (17-24kDa) jak vite, Ze kazdy prouZek opravdu predstavuje
lipokaliny a né jiné proteiny o shodné velikosti?

17. V praci je testovana a porovnavana kvantita sledovanych proteinti mezi riiznymi vzorky (pohlavi,
druhy...). Vzorky byly odebirany bud’ odmoc¢enim, ¢i vyplachem dutiny Ustni. Z vlastni zkuSenosti vim,
ze tak ziskdme nejen rizné mnozstvi, ale téz rizné koncentrované vzorky, zavislé na aktualnim
fyziologickém stavu odebiraného zvifete. Odlisna koncentrovanost vzorkii miize nasledn€ ovlivnit
porovnavanou kvantitu sledovanych proteint. Jak je v praci ofetfena koncentrace odebranych
vzorka?

18. Diskuse je psana stru¢né a jasné.

Str. 44. ,,moc obou druhii mysic... neobsahuje statisticky vyznamné mnoZstvi proteinii... " proto jsme
usoudili, Ze mySice vyuzivaji chemickou komunikaci zaloZenou na jiném principu.... " Co znamena
statisticky nevyznamné mnoZstvi ve vztahu k biologické vyznamnosti poti‘ebného mnoZstvi
signalu k aspésné komunikaci? Kolik proteini je tieba ke komunikaci? Dale se v diskusi
opakované vztahuje mnoZzstvi proteint (respektive Cetnost proteintl) a ,,lepsi* komunikace popf.
selekéni tlak na vice nalezenych proteind u vice promiskuitnich druhd. Existuji néjaké prace, které by
prokazovaly, Ze ma-li zvii‘e vice variant proteinu, nebo celkové vice proteinii, pak komunikuje
lépe ¢i vice?

Pres nékteré dil¢i nedostatky jsem piesvédcena, Ze diplomova prace Leony Havrdové je kvalitni, dobie
zpracovana a piinasi nékteré zajimavé poznatky. Proto ji doporucuji k obhajobé.

V Sitné 10.9. 2014

RNDr. Barbora Voslajerova, Ph.D.



