Posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Petra Prasila s nazvem:
Specification of the pheromone receptor repertoire of the domestic dog
(Canis familiaris) at DNA level

Diplomova prace Petra Prasila je badatelsky zajimavym dilem, protoZe si klade za cil néco
opravdu aktudlniho, totiz prozkoumat diverzitu predikovanych a znamych feromonovych
receptori a zjitit, které z nich jsou intaktni a mohou tak slouzit své funkci. Cela prace je

sepsana na 49 stranach véetné 5 stran pouzité literatury.

Struktura prace: Préace je veelku &tiva a pochvalil bych, Ze je sepsana v anglictiné. Nebude pak

t&7ké piedélat DP do formy védecké publikace. Na druhé strané¢ musim s politovanim
konstatovat, Ze nékteré zasadni argumenty nejsou fadné ocitovany; pro¢ neni jedina citace na
strané 1 (t.j. v kapitole Introduction)? Né&které citace a informace uplné chybi. V tivodu i

v diskuzi chybi cela fada informaci ohledné& transportu feromonti pomoci proteinti z rodiny
lipokalind. To je $koda, protoZe cela fada z nich se u¢astni desenzitizace chemosenzorickych
neuront ¢i prodlouzeni doby jejich pisobeni v olfaktorické a i VNO sliznici. VétSina téchto
mechanism byla sice popsana u mys$i doméci, cela fada té€chto proteini je ale piitomna i u

psa.

Ke struktuie a ¢elnéni prace mam jesté jednu vyhradu. Trochu mé rozptylovala od ohniska
problému piili§ dlouhd a manualové strukturovana metodika. Myslim si, Ze celda metodika
mohly byt pfesunuty do apendixu. O diivod k piesunuti vice je fakt, ze vice kitd bylo pouzito

evidentné proto, Ze néco chodilo 1épe a néco hiite.

Jadro badatelstvi: Fakt ze, intaktnich receptorti specificky véazajicich feromony je tak malo
(tj. 8x VR a2 TAAR) u organismu, ktery se povazoval za otroka feromond, je pro mé
zajimavé ale ne moc nové. Nebylo totéz sd€leno jiz v review z roku 2008 (The evolution of
animal chemosensory receptor gene repertoires: roles of chance and necessity)? Jsou to ty
samé receptory? Povazoval bych za vhodné se nad celym problémem znovu zamyslet a piijit
s n¢jakou interpretaci na evolu¢ni Grovni a naznacit, pro¢ je intaktnich feromonovych

receptorti tak malo. Naptiklad u ¢loveéka doslo k pseudogenizaci VIR a V2R asi proto, Ze




jsme zacali vidét trichromaticky a proto taky vétSinové nemame funk¢ni vomeronasalni
organ. Takové ¢i obdobné myslenky a domnénky konfrontované se znamymi literarnimi
zdroji jsem v diskuzi DP postradal. Cela diskuze je opét spise metodologicka a resi, pro¢
nékteré klonovaci techniky fungovaly a jiné ne. Diskuze vlastn¢ netesi biologickou podstatu

problému feseného v ramci DP. Povazuji ji za nejslabsi ¢ast DP.

Sporna jsou i néktera tvrzeni v DP a to hned na strané 1 v uvodu. Predstava, ze VNO deteguje
feromony a OE deteguje odoranty v¢etné environmentalnich stimull je zastarald. Mezi obéma
organy je piekryv a nékteré organismy, t.j. ty co ztratily VNO detekuji feromony, piestoze

maji pouze OE.

Zavér: Zabyvat se né¢im, za co byla v tomto stoleti udélena Nobelova cena je jisté prospéSné
atoiv pripadé, kdy se diplomantovi podafilo stavajici informace pouze doplnit. Viele proto
doporucuji tuto praci k obhajobé a vzhledem k vySe uvedenym pochybnostem ¢i nedostatkiim

navrhuji zndmku 2.

V Praze dne 21. kvétna 2012 doc. Mgr, Pavel Stopka, Ph.D.
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Parazitologicky ustav

Oponentsky posudek na magisterskou praci Be. Petra Prasila

Préace Petra PraSila se zabyva identifikaci gent pro feromonové receptory tiidy VIR a TAAR u
psa domaciho a jejich naslednym zaklonovanim do riznych vektord. Soucasti prace byla také
implementace novych klonovacich metod. Ve svém posudku se budu nejprve zaobirat formalni
strankou préce a poté jejim védeckym piinosem.

Formalni stranka prace

Magisterska prace ma celkem 45 stran a klasické ¢lenéni. Prace neobsahuje podékovani, doufam,
ze toto autor pouze opomnél. Stranky 38-45 jsou v préci dvakrat (pfehmat, nad kterym mizeme
prihmoufit o¢i, pokud by se jednalo o bakalaifskou praci, u magisterské prace to zavani
nedbalosti a ledabylosti).

Uvod je napsany pomérn¢ dobte, i kdyZ neni dokonaly. Figure 1.3. neni v praci zminén, autor do
podrobna popisuje ptenos signalu pies cAMP, nicméné obrazek 1.3. zndzorfuje jinou signélni
drahu (pfes fosfolipazu).

Na strané 5 autor zmifuje, Ze VNO receptory se vyvijely mnohem rychleji nez receptory MOS,
mohl by autor vysvétlit, jak se k tomuto zavéru doslo? Pro odbornika je to asi patrné z obrazku
1.4., ale pro laika (a ja se za laika v oblasti Cichacich genl povazuji) to miize byt trochu
nepochopitelné.

Tabulka na strané 6 , ktera nema ¢islo ani popis, je nepiehledna a nedava smysl. Ve sloupci

s napisem ,,possible signal in male“ bych pfedpokladala reakci samce, ktery je urCitému signalu
vystaven, ale v par pripadech se zde také vyskytuje popis reakce samice (napf. fadek 2, 3 atd.)
V kapitole 1.2. bych uvitala odstavec ohledné situace u lidi.

Na stran¢€ 16, kapitola 3.1.1, fadek 4, ma byt V2R, ne VIR2

Strana 17 — pravdépodobné pieklep tykajici se délky overhangu u primert (200bp ?)

Vysledky jsou napsany rychle a spoustu obrazki neni vysvétleno (napi. 4.1. —4.5.)

Strana 31 — v textu jsou uvedeny geny TAAR1 a TAAR2 — v tabulce (opét bez Cisla a nazvu)
TAAR4 a TAARS. -

Ke kapitole 4.4.1 — chybi obrazek vysledki

Obrazky 4.6. a 4.7. povazuji za Gplné zbytec¢né

Tabulka primert patii do metodiky

Obrazek 4.8. a 4. 10 — chybi oznaceni bandi markeru

Obrazek 4.13 — mutace nema za nasledek ,,shift of serine to leucine, ale ,,switch of serine to
leucine® — nedochazi k posunu, ale k vymén¢ aminokyselin

Obrazek 4.14 — v popisu autor zmifiuje VIR1, ale ma byt VIR7

Obrazek 4.16 ma znazornovat SNP v pozici 242, sekvence kon¢i nukleotidem 230




Védecky pFinos prace

Ve zkratce se da shrnout, ze autor identifikoval 10 gent kodujici feromonové receptory ttidy
VIR a TAAR a zamplifikoval a zaklonoval 8 téchto genti. Je Skoda, Ze nezbylo ¢as na
»opravdové® experimenty diky autorovym problémam s klonovanim. Chépu, ze klonovani mtize
byt ob¢as ¢asove naro¢né a frustrujici, ale zde nechapu, pro¢ autor nezvolil trochu vice
systematicky pristup (povazuji za zbyte¢né opakovat metodu 20x) a pokud ho zvolil, rozhodné
ho nevysvétlil ve své praci. Také mozna se mohl soustiedit pouze na jeden, dva geny, zaklonovat
Jje do expresniho vektoru a ptistoupit ke dvou-fotonové polariza¢ni mikroskopii a tim dat
projektu trochu vice védeckého zadostiu€inéni. Také pokud bylo soucasti prace zavedeni a
srovnani riznych klonovacich metod bych ocenila, ze u jednoho genu autor zkusi vSechny tfi
zminéné metody (BP rekombinaci PCR produktu s attB misty, ,,blunt end* klonovani pomoci
Pmel a TOPO TA cloning) a poté srovna jejich ¢asovou a finan¢ni naro¢nost. Myslim si, Ze toto
srovnani by mélo velky pfinost pro nasi jiho¢eskou komunitu.

Otazky:

1. Strana 16 — pokud se védélo, Ze genom psa neobsahuje V2R, védélo se také o 8 genech
pro VIR, anebo to jsou €isté autorova originalni data.

2. Autor neustale zminuje pseudogeny pro VIR7 a dalsi receptory — mohl by autor vysvétlit

jejich vznik, jak rozhodl, Ze tyto iseky DNA jsou pseudogeny daného genu, jak hodné jsou tyto
pseudogeny odlisné od ,,pravého* genu a pro¢ jsou dilezité. K tomuto tématu se také vztahuje
obrazek 4.18, ktery neni viibec vysvétlen a neni jasné, co timto schématem chtél autor fici, mize
byt toto trochu Iépe rozvedeno?

3. Strana 32 — autor uvadi, ze pomoci primert V1R7 amplifikoval pseduogeny, ale na
obrazku 4.8. je pouze jeden band, mohl by autor tuto nesrovnalost vysvétlit?

4. Pro¢ autor nezkusil klonovani PCR produktu, ktery by mél attB overhangy pro klonovani
do vstupniho Gateway vektoru?

5. Pokusil by se autor 1épe vysvétlit spontanni mutaci a instabilitu pDONR201-Pmel
vektoru? Co se délo se sekvenci plasmidu, Ze na gelu je vidét vice forem plasmidu i pied jeho
naStipanim?

6. SNPs - pokud dobfe chapu prezentované obrazky, tak v ptipadé SNP-83 a SNP-242 u VIR7
je klon VIR7-1 GW1 vzdy shodny s referen¢ni sekvenci. Jedna se opravdu o SNPs, nebo pouze
o chyby polymerazy (ano, vim, Ze jste pouzivali proof-reading polymerazu)?

7. Strana 38 — prvni odstavec

Uplné zde nesouhlasim s autorovym zévérem, e pes je idealni pro studium feromonovych
receptorll pro savce, jelikoz hlodavci jich obsahuji hodné a primati zase malo. Dle mého nazoru,
pokud je rtiznorodost mezi skupinami savci natolik vysoka, pes se hodi ke studiu psi, mys se
hodi ke studiu mysi a primati ke studiu primatu, ale je mozné, Ze mi tento nadzor béhem své
prezentace autor vyvrati.

8. Mohl by autor trochu Iépe rozvést myslenku v zavéru své diskuze, jak studie psich
feromonovych receptorti pomutzou pii vyvoji latek pro kontrolu populaci krys a mysi, €i pfi
ochrané vzacnych druhi zvirat?

Jak je vidét z mého posudku, z této prace jsem nebyla uplné nadSend. Dle mého nazoru se
podobé spise bakalaiské praci (pomérné hodné formalnich nedostatkil a nepfili§ velky védeckym
ptinos) . Nicméné i pies tyto nedostatky prace Petra Prasila spliiuje pozadavky Prirodovédecké




fakulty kladené na magisterskou praci a praci doporucuji k obhajobg. V soucasné chvili navrhuji
hodnoceni velmi dobfe az dobie. Bude zalezet na obhajobé studenta.

V Ceskych Budgjovicich 27.5.2012 Blina % /yh /

Alena Zikova




