OPONENTSKY POSUDEK
NA DISERTACNI PRACI MGR. PETRA FLACHSE

Analyza vlivu genové davky mysiho specia¢niho genu Prdm9 na fertilitu hybrida

Ptedlozena disertacni prace se na modelu kiizeni dvou poddruhti mysi domaci zabyva
analyzou gent, podilejicich se na reproduk¢ni izolaci. U hybridl mezi taxony postihuje
sterilita obecné vice samce. MyS§ domaéci je vynikajicim modelem pro studium tohoto
fenoménu. Mezi obéma poddruhy je vytvoiena hybridni zona, ve které se vyskytuji samci se
snizenou fertilitou. Dulezitou roli v tomto procesu ma gen Prdm9, ktery se podili na ur¢ovani
mist, ve kterych dojde k rekombinaci. Studie Petra Flachse je zaméfena na alelické interakce
genu Prdm9, které analyzuje pomoci riznych typu kiiZzeni a dalSich genetickych nastroji,
v§ima si také pribéhu meiotického déleni. Takova analyza mize byt vyznamna pro objasnéni
molekularnich mechanismi vedoucich ke sterilité hybrida.

Prace ma 81 stran textu a standardni ¢lenéni, je doplnéna Ceskym a anglickym abstraktem
jakoz i autoreferaty v téchto jazycich. Byla vypracovana na Ustavu molekularni genetiky AV
CR. Rozsah jednotlivych kapitol je pfiméfeny. Seznam literatury obsahuje vice jak 180 citaci.
Obsazené vysledky byly publikovany ve tfech ¢lancich s vyssim impakt faktorem. Tyto studie
bohuzel nejsou prilozeny, jejich seznam je uveden pouze na konci autoreferatu. To je tristni
zejména u prace Baker et al. (2014). Autor ve vysledcich odkazuje na metody v této praci,
¢lanek vsak neni pfilozen. Muze autor specifikovat sviij podil na této studii? Po jazykové
strance je dizertace na pomérné dobré urovni, frekvence pieklept a gramatickych chyb je
celkem nizka, misty se ale objevuji gramatické hrubky. Vyklad je celkem jasny a
srozumitelny, obcas by mohl byt 1épe propracovan po stylistické strance. Hlife stravitelné
byly zejména partie vysledkt a diskuse, vénované hybridizacim (viz nize).

Z vlastni zkuSenosti vim, jak je té€Zké hledat vhodné ceské vyrazy k termintim pouZivanym
v odborné anglictin€. Presto si neodpustim né€kolik poznamek. Za zbyte€né povazuji
pouzivani ,,odborné hantyrky* (napt. vyeluovani, vydeletovany), pocestélych anglickych slov
(chromosomalni, panel), nestandardnich nebo malo pouzivanych termint (humanizovana
sekvence, synapsovany, fenotypovani, heterosubspecificky) a vytvareni zcela novych a
komplikovanych vyrazi jako mezi-poddruhovy a mezi-(pod)druhovy, pfi¢emz se nechava na
Ctenafi, aby piisel na to, zda existuje vyznamovy rozdil mezi témito dvéma slovnimi
konstrukty. Citeln¢ postradam seznam zkratek. Vzhledem k tomu, Ze autor jiz publikoval
nekolik odbornych ¢lankh, me ponckud udivil zpisob citovani nékterych praci v textu, napf.
,prevzato z (Anderson et al. 1999)“ misto Anderson et al. (1999). Autor nazyva octomilku
také drozofilou ¢i muskou, poptipad¢ uvadi ze se jedna o musku, tedy o zastupce musek.
Spravné ¢eské oznaceni tohoto experimentalniho modelu je octomilka, jedna se o zastupce
dvoukiidlych. Ctrnactidenni se vypisuje slovy ne &islici 14 denni. N&které obrazky by si
zaslouzily podrobnéjsi popisky ¢i vysvétlivky.

V tvodu a prvni ¢asti literarniho piehledu je stru¢né charakterizovana speciace. Vzhledem ke
slozitosti celého procesu a jeho vyznamu pro autorovu praci mohla byt tato problematika
probrana piece jen ponékud dukladnéji. Nasleduje podrobny popis meiotického déleni, autor
vénuje velkou pozornost stavbé a molekulam synaptonemalniho komplexu a transkripénimu
umlcovani nékterych oblasti ¢i chromozomi. Tato ¢ast je velmi dobie zpracovana. Posledni



¢ast je vénovana genu Prdm9, jeho stavbé, funkci a evolu¢ni dynamice. V metodické ¢asti
jsou nejprve specifikovany pouzité kmeny. Metody zahrnovaly hybridiza¢ni pokusy, izolaci
DNA, rizné varianty PCR, mikroskopické stanoveni po¢tu a morfologie spermii, analyzu
meiotického déleni s pouzitim vybranych protilatek a statisticky aparat. Vysledky ktizeni
ukazaly, ze zména genové davky genu Prdm9 vede u hybridu ke zlepseni fertility, coz
vyplyva i z analyzy meiotického déleni. Meioticky blok se v profazi I hybridd projevuje fadou
defektt (asynaptické chromozomy, aberantni pohlavni télisko). Ziskané vysledky umoznily
diskutovat interakce riznych alel genu Prdm9 a efekt jejich davky, také interakce s dal$imi
geny. Prezentace vysledki ziskanych hybridizacemi a jejich diskuse jsou dosti nepiehledné.
Pro n€koho, kdo se v této oblasti nepohybuje, je tézké sledovat argumentaci autora, jisté by
pomohlo zatazeni schémat i do diskuse, mozna i vypusténi nekterych detaila. Autor
vysvétluje na zakladé svych a dalsich publikovanych tudaji, jakym zptisobem by mohl gen
Prdm9 uéinkovat v navozeni hybridni sterility. Rzné formy Prdm9 mohou produkovat jiny
vzor rekombinacnich hotspotil, coz se projevuje poruchami parovani chromozomu. Zavéry
dokléadaji splnéni cilti prace.

K praci mam nasledujici poznamky, pfipominky a dotazy:

1. Model Dobzhanského a Mullera je platny pro vSechny typy speciaci?

2. Vzhledem k zaméfeni prace by bylo vhodné v piehledu literatury specifikovat
alespon stru¢né funkci geni, které stoji za hybridni sterilitou u octomilky

3. Str. 15, posledni odstavec: buiiky nevstupuji do meidzy replikaci DNA, ta se

odehrava v interfazi pfed meidzou

Str. 16, prvni odstavec — profaze I zahrnuje jesté diakinezi

Str. 16, prvni odstavec — mitdza nezahrnuje replikaci

Str. 16, druhy odstavec — termin bouquet se vétSinou do ¢estiny nepieklada

Str. 16, posledni odstavec — bouquet je jen jednim z mechanismu, které se mohou

podilet na pfiblizovani homolognich chromozom pfed nebo na zacatku

meiotického déleni. Mohl by autor jmenovat nékteré dal$i mechanismy, které se
mohou uplatiovat?

8. Str. 20, posledni odstavec — pohlavni chromozomy se nevyskytuji u vSech
pohlavné se rozmnoZzujicich organisml (mezi pohlavné se rozmnoZujici organismy
fadime naptiklad 1 hermafrodity)

9. Nastr. 23 autor specifikuje doménu PR genu Prdm9, o néco nize v textu se
objevuje PR/SET doména. Vz4jemny vztah téchto dvou terminti neni specifikovan.
Dale autor uvadi tzv. KRAB doménu - jaka je pozice této domény v Prdm9?

10. Dosavadni poznatky ukazuji na vyznamnou ulohu Prdm9 v reprodukci a speciaci
savcl. Mohou geny Prdm fungovat podobnym ztisobem 1 u dalSich obratlovcii ¢i
dokonce jinych zivoc¢ichd? Jsou v tomto sméru néjaké poznatky?

11. Str. 25, posledni odstavec — je uvedeno Ze se doména zinkovych prsti nachazi na
C konci Prdm9, coz je v rozporu s informaci na str. 23 dole. Upfesnéte

12. Str. 27, posledni odstavec — mysi byly ustajeny (pojem ustajeny neni asi uplné na
miste, spiSe chovany)

13. Str.30, kap. 4.3 — co znamena termin technicky replikat|?

14. Str. 32, druhy odstavec — MgSO,, CaCl, — pocty atomt kysliku a chloru se uvadi
spodnim indexem

15. Str. 36 - posledni véta druhého odstavce — z kontextu véty neni upln€ jasné, na
plodnost jakych jedincti ma vliv zvysend davka Prdm9

No ok



16. Str. 37, prvni odstavec — dysfunkcni nikoliv disfunk¢ni

17. Str. 37, 40, 43 — ve schématech kiizeni chybi vysvétleni zkratek KO a Tg

18. Str. 49 a 50 — obrazova tabule ¢.6 by méla byt na jedné nikoliv dvou strankach,
postradam popisky utvarti v obrazcich

19. Nékteré pasaze vysledkll by mély byt zarazeny spiSe do diskuse (napt. zavér
kapitolky 5.6.2)

20. Str. 56, konec druhého odstavce — z kontextu neni jasné, jakym zptisobem
podporuji tyto jevy kandidaturu genu Prdm9 na Hstw

21. Str. 59, posledni odstavec — upfesnéte autory osobniho sdéleni — jednalo se o
Aylora + Pardo-Manuel de Villenu et al., tedy o dvé nezavisla sdéleni? Z kontextu
to neni jasné. Pokud uvadite inicialu kfestniho jména u Pardo-Manuela de Villena,
m¢éla by to byt i u Aylora

22. Str. 60, prvni odstavec — neni mi zcela jasna informace v ptedposledni vété, patrné
nespravnd formulace myslenky

23. Str. 64, prvni odstavec — autor ma patrn€ na mysli zastaveni meidzy v ¢asné
zygotene nikoliv v pachytene jak je uvedeno (uvadi Ze k tomu dochazi pfi
vytvareni synapsi mezi homolognimi chromozomy)

24. Str. 64, prvni odstavec - problémy s parovanim homolognich chromozomii nikoliv
bivalentt jak je uvedeno

25. Autoreferat, str. 7 dole — odliSnou afinitu k DNA maji nikoliv alely Prdm3 ale
jejich produkty

Zavérem bych rad uvedl, Ze diserta¢ni prace Mgr. Petra Flachse tvoii uceleny tematicky celek
a obsahuje fadu zajimavych védeckych vysledkt, které byly publikovany v impaktovanych
mezinarodnich ¢asopisech. Autor se dobie orientuje v problematice a ma schopnost ptispivat
k rozvoji oboru novymi poznatky. Pfedlozeny text je i pfes uvedené formalni a drobné
faktické vytky kvalitni, doporucuji jej tedy jednoznaéné k obhajobg.

V Praze dne 17.1.2018 doc. RNDr. Jiti Kral, Dr.



