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Cile prace

Autor si za cile prace stanovil (i) vytvofeni knihovny genomické DNA ze sledované
populace skotu, (i1) pfipravu postup pro resekvenovani vybranych gent pfirozené imunity
skotu (NFKBI, NFKB2 a TLR2), (iii) zdokumentovani diverzity ve vybranych imunitnich
genech pro sledovanou populaci skotu pomoci resekvenovani, (iv) interpretaci nalezené
genov¢ varianty a predikci haplotypt, (v) navrzeni a validaci analytické reakce pro vybrané
varianty, (vi) stanoveni distribuce genovych variant ve sledované populaci pomoci
navrzenych genotypovacich analyz a (vii) interpretaci vysledkti ve vztahu k infekcni
odolnosti skotu.

Z cilt prace nevyplyva, proc¢ se autor ve své metodice (Tab.1) zabyvé také dalSimi geny,
které jiz v praci dal diskutovany nejsou — doporucoval bych vysvétlit.

Také mi ptijde, Ze nekteré body jsou spiSe metodické povahy, a proto bych doporucoval je
jako samostatné cile nepovazovat (napf. i, ii, pfip. v, kde se vSak uz miiZze jednat o tvirci
vysledek). Podobné interpretace vysledki je ve védecké praci samoziejmosti (body iv, a vii).
Osobné bych doporucoval radé€ji méné dobie vymezenych a vysvétlenych cilll. Ty by vSak
mély byt ziejmé také z abstraktu prace, ktery by mél strucné shrnout i jejich dosaZeni
(n&které nejsou v abstraktu zminény).

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO

Rozsah prace (pocet stran): 101, velkou ¢ast rozsahu prace tvofi souhrnné tabulky, z nichz
nekteré by bylo 1épe vlozit do ptilohy prace.

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO, ale ne vSechny zkratky pouZité v textu jsou v seznamu
uvedeny (napt. IRF-3, IFN-, SMRTbell atp.), coz se ale v takto rozsahlém textu stava.

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO, ale jen ¢astecné (viz nize)
Je napsan srozumitelné? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO, ale ne vSechny
citace se specificky vztahuji k tématu (viz nize) a nekterd dulezita tvrzeni nejsou opatfena
referenci (napt. kapitola ,,NGS* je prakticky bez citaci).

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO, ale pouZzitd




literatura by mohla byt rozsahlejsi.

Uvod a literarni piehled nejsou piili§ uspokojivé - jsou psany jen velmi obecné a neposkytuji
pro ctenafe dobré voditko k pochopeni specifickych cili prace v kontextu imunity a
imunogenetické variability skotu, domécich zvifat ¢i obratlovell (napt. pasaz o karyotypu
skotu, obecny piehled imunity obratlovcli nebo obecna kapitola o sekvenovani nové generace
jsou spise nadbyte¢né). Tyto pasaze by mély byt psany vice specificky vzhledem k zaméteni
prace (piehled by mél napt. zminovat diive zjisténé poznatky tykajici se evoluce a variability
vybranych genl u tura, srovnani s jinymi savci ¢i obratlovci, funkéni vyznam variability,
diverzita ligandu atp.).

Nekteré informace se v po sobé jdoucich odstavcich opakuji, aniz to piispiva k lepSimu
vysvétleni souvislosti.
V tivodu autor zmitiuje ,,neCekany* objev TLRs, ale existence téchto receptorti byla diive

predikovana (Janeway 1989) — z mého pohledu tedy nebyly objeveny necekané a jedna se o
jeden z nejvyznamnéjSich dedukci moderni imunologie.

NGS je spise piistup nez metoda.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO

Kolik metod bylo pouzito? Této otdzce Gpln€ nerozumim — pokud se NGS a analyza dat
pocitaji jako jedna metoda, pak dvé (NGS a SNapShot), pokud je kazdy ukon v ramci
postupu prace hodnocen zvlast’ (tak, jak jsou popsany v metodice), pak mnoho.

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO, ale ne ve vSech ptipadech je legitimita
zvoleného postupu dostatecné vysvétlena.

Dil¢i ptipominky:
Materidl a metodika by mély zac¢inat rekapitulaci materidlu vyuZzitého pro danou studii (kolik
jedinct, kolik plemen, kde byly ziskany, jak byly skladovany atp.).

Kap. 4.1., konec prvniho odstavce. Pokud dochazelo k chybdm v automatickém pipetovani,
jak byl tento problém feSen? (autor neuvadi). V tomto kontextu je piekvapivy zavér tretiho
odstavce, ktery uzavird, Ze plné automatizovany piistup zarucil vysoce reprodukovatelné
vysledky.

Metodika izolace DNA je velice komplikovana, ale autor nikde nezmifiuje pro¢ — jaké mél
dany pfistup vyhody. Autor dokonce neuvadi informace o vysledné kvalité¢ extrahované
DNA (koncentrace, délka fragmentil), pficemz tyto informace jsou kli¢ové pro porovnani
s jinymi pfistupy a vysvétleni vyhod zvoleného pfistupu. Neni jasné, pro¢ je sraZzeni krve
povazovano za znehodnoceni vzorku (str. 28).

Pro¢ byla ke krvi pfidavana EDTA jako antikoagulant, kdyZ je znamo, e EDTA funguje
jako inhibitor PCR (napt. Huggett et al. 2008, doi:10.1186/1756-0500-1-70) — neni tento
ptistup kontraproduktivni? Jaky vyznam ma z hlediska molekularné genetického vyuziti
vzorkll brénit srdZeni krve?

Pro¢ bylo nutné homogenizovat krev piskem pted vlastni 1yzou? Krev je typicky piiklad
tkang, kterd enzymaticky lyzuje velice dobfte. Pisek byl dekontaminovan autokldvovanim, ale
autoklavovani neni dobry zpiisob dekontaminace DNA — pii vysokych teplotich DNA




denaturuje, ale nedegraduje a po ochlazeni opét renaturuje. Napf. pfi béZznych podminkach
mikrobiologické sterilizace (110°C, 2 bar) zlstava zachovano cca 80% DNA (napt. Karni et
al. 2013, DOI 10.1089/dna.2013.2056). Kontaminace tedy velice pravdépodobné
pretrvavala, pokud byl stejny materidl pouzivan opakované.

Metodika neobsahuje nékteré dulezité informace, které by umoznovaly opakovani postupu —
napf. v jakém pfistroji byla provedena fluorescencni kvantifikace DNApopsana na str. 29?
(jak byly snimky digitalizovany — ptistroj, nastaveni)

Jelikoz primery uvedené v Tab. 1 jsou podle kap. 4.4 ptevzaty z literatury, bylo by spravné
uvést prislusny zdroj pro jednotlivé primery i v tabulce. Tabulka zahrnuje i primery pro geny
mimo tuto praci, coz by bylo dobré vysvétlit. Uréity naznak vysvétleni se objevuje na str. 58,
ale to je skryto v textu a navic velice daleko. Krom toho takto rozsahlou tabulku by bylo
lepsi uvést formou piilohy.

Ponékud zarazejici pro mne je skutecnost, ze sekvenované fragmenty (amplikony uvedené
v Tab. 1) maji délky pouze 400-1200 bp, coz je vyznamné¢ méné nez je standardni délka
sekvence ziskatelna pti sekvenovani na platformé PacBio. Nebyly tedy vyuzity moZznosti této
platformy. V kap. 5.6 se sice hovofi o ,dlouhych ¢tenych tusecich®, ale je potieba si
uvédomit, ze ¢tené useky mohou byt jen tak dlouhé, jak jsou dlouhé vstupni amplikony. Proc¢
se autor omezil jen na takto kratké fragmenty a nepokusil se pomoci long-range PCR ziskat
sekvence celé CDS v jednom ¢teni? Z tohoto paradoxu pak vyplyva i urcita kontroverze pii
stanovovani sekvence haplotypi (viz dale). Mize autor sviij ptistup vysvétlit?

Autor uvadi, ze primery byly navrzeny tak, aby pokryvaly celé exony. To vSak z Tab. 1
nevyplyva (tabulka neuvadi o které exony se jednd) — schématické zobrazeni nasedani
primert na sekvenci genu by bylo vyhodou.

Na str. 38 autor zminuje kapilarni sekvenovani, ale o tom v textu vySe zatim nebyla fec.

Popis PCR zminuje na str. 38 extenzi pii teplot¢ 72°C o délce 2 minuty, coZ je hodné
s ohledem na relativné kratkou délku vétSiny produkti.

V postupu piipravy sekvenacni knihovny mne piekvapilo, zZe nebyly pouzity Zadné indexy
(tagy) pro oznaceni amplikonii jednotlivych jedinct. Pro¢ tomu tak bylo? Dusledkem je
zna¢né sniZeni informativni hodnoty ziskanych dat. Vyuziti indexti by umoznilo ziskat
sekvence ptifaditelné k jednotlivym vzorkim.

Pokud jsou kroky uvedené v metodice shodné s doporuc¢enim vyrobce daného kitu, neni
potieba jednotlivé kroky popisovat. Je ale naprosto zdsadni uvést, jaky kit byl pouzit — jaky
sekvenacni kit byl pouzit?

U ukont, jakymi je napf. vyhodnoceni sekvenci v programu Geneious je potfeba uvést
nastaveni programu.

Co presné je mysleno vétou ,,Pro dal$i vyhodnoceni a navrh genotypovacich reakci byly
pouzity v prvé tfadé polymorfismy, jejichZ existence byla potvrzena nezéavisle ze dvou
zdroji.“? Metodika by méla obsahovat informaci o poctu polymorfnich mist validovanych
Jinymi metodami a zptsobu validace (posledni odstavec kap. 4.6)

Statisticka reprodukce haplotypli zminéna v kap. 4.7 byva neptesna, pokud kazdad varianta
neni v datasetu potvrzena napt. klonovanim. Informace o pouZzitém softwaru a jeho nastaveni
je vtomto piipadé zasadni. Na str. 84 (ve vysledcich) se ¢tenat dozvida, Zze byl vyuzit
algoritmus PHASE — ten vSak nelze spolehlivé pouzit, pokud neni v datasetu zastoupena
velka ¢ast alel v homozygotnim stavu, popt. pokud do analyzy nejsou zahrnuty rozieSené
sekvence ziskané na zéklad¢ klonovani.




Chybi velmi diilezitd informace o tom, jak velky vzorek byl genotypovan pies NGS a jak
velky vzorek pak pomoci dalSich genotypovacich ptistupi.

Kap. 4.9 — nehodnotily se fyzikalné-chemické vlastnosti zdmén a jejich konzervativita?

Podle mého nazoru by bylo vhodnéjsi velkou cast textu zahrnutého v Casti 5 vysledky
presunout do metodiky, kam logicky patii (napt. 5.1, Tab. 3, Tab. 4, 5.3, Tab. 5, Tab. 6, vétsi
cast 5.4) — nejedna se o vysledky, tj. data, ktera by umoziiovala vytvofit néjaky nahled na
vytéené otazky, ale o aplikaci metod, které k témto datiim vedou. Neni nic Spatného na tom,
mit dlouhou metodickou ¢ast a kratké vysledky (pokud je potieba pouzit slozit¢ metody, aby
se clovek dostal k relevantnim dattim).

Piekvapuje mne pouziti BioEditu pokud byl zaroven pouzivan program Geneious, ktery plni
stejnou funkci, ale je vyrazné noveé;jsi.

Kapitola 5.2 popisuje pomérné slozity proces stanovovani hranic exonti v NFKBI a NFKB2 —
byly zjisténé hranice exontl jiné nez pokud by byly pfimo staZzeny hranice exonil z volné
dostupné databaze NCBI nebo Ensembl? Pokud ano a to byl diivod pro takto slozity postup,
¢ekal bych o tom v textu néjakou zminku.

Jsou v mRNA gentt NFKBI a NFKB2 UTR oblasti? Pokud ano, 1isi se mezi geny?

Legenda k Obr. 7 mluvi o optimalizaci Ta, ale z obrazku gelu mi neni jasné, v ¢em piesné
tato optimalizace spociva.

V kapitole 5.4 je zminéno poolovani alikvoti extrahované DNA, ale podle mych zkuSenosti
je lepsi poolovat az amplikony — PCR muze pro jednotlivé sekvence probihat s riiznou
efektivitou a vysledné zastoupeni variant tak nemusi byt stejné.

Metodika jasné netika, jak se autor vypotadal s artefakty chimérickych sekvenci.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentti? NE — prace neni ze své povahy experimentalni
Je dokumentace vysledkl dostacujici? NE - viz poznamky nize k vysledkiim
Postacuje mnoZzstvi experimentli k ziskdni odpovédi na zadané otazky?

Nejedna se o experimentalni vyzkum.

Otazky a komentare k vysledkiim:
Na str. 64 mi neni jasné, co jsou ,,strukturni varianty* zminéné v prvni véte.
V Tab. 9 je zarazejici hodnota signifikance ,,0,001>.

Na str. 72 bych poprosil o vysvétleni tvrzeni: ,,Vzhledem k vyskytu rekombinantnich
haplotypi v amplikonu 2 a 20 nebyl diagnosticky soubor zjednoduSen. Na druhé strané
absolutni a silnd vazba markerti v amplikonech 4 a 20 umoznila jednotlivé reakce vynechat.*.

Na str. 77 uvadite: ,,Koncova dvojice 1044 a 1047 tvofi v amplikonech 2 a 3 tfidy s odlisnou
frekvenci. Toto pozorovani je obtiZzné interpretovat a neni vylouCena metodickd chyba pfi
zpracovani souborii s multisekvencemi BAM a FASTA.*“ Jak si ma ¢tenat takovou chybu
predstavit? Nehrozi podobnd chyba i u vyhodnoceni geni NFKB? Nemitize mit vliv
skute¢nost, ze rizné PCR maji riznou efektivitu a tak frekvence detekovanych SNP ve smési
neodpovidd frekvenci alel v populaci? Osobné si myslim, ze frekvence SNP ziskané




sekvenovanim amplikon ze smésnych vzorki DNA neodrazeji spolehlivé frekvence alel
v populaci. Byl tento pfistup predem testovan?

Co znamenaji prazdna pole v Tab. 15?

Nekteré zavery tykajici se vysledkit mi piijdou lezce zavadéjici — napi. na str. 85 autor
zminuje, ze byla ,,pozorovana dobra shoda vysledkl dvou odlisnych metod®, ktera se vSak
tyka pouze dvou pozic vramci genu 7LR2 a neni Uplné jasné, jak je definovana ,,dobra
shoda*.

Na str. 87 autor uvadi, ze rozsah modelat NFKBI a NFKB2 je omezen stavajicimi templaty.
Bylo by vSak mozné pro piiblizné stanoveni celé struktury pouzit nastroj s funkci de-novo
modelovéani — napt. Phyre2.

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki?  ANO, ale diskuse je
relativné velmi kratka (pouze 6 stran)

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO, ale vycet diskutovanych a srovnavanych
praci je relativné omezeny (pokud pocitdim dobte, pak do 15 praci, z nichZz nékteré jsou
zminény spise povrchn¢)

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? NE

Poznamky k diskusi:

prace).

Nektera tvrzeni v diskusi se zdaji byt v kontextu vysledkd prace ponékud nadhodnocena
(napt. na str. 90: ,,Byl ziskan piehled o polymorfismu téchto geni v populaci ¢eského
strakatého skotu a byly zhodnoceny moznosti pro vyuZiti tohoto polymorfismu pro ucely
zvysSeni rezistence k infekcim.“ — z prace pfimo nevyplyva, kterd polymorfni mista jsou
vyuzitelna pro ucely zvyseni rezistence k infekcim — k tomu je zda se jeSté celkem daleka
cesta ovétovani funkéniho vyznamu zjisténého polymorfismu).

V praci je opakované zminovana vysoka chybovost sekvenovani na platformé PacBio, ale
uz neni vysvétleno, jak byla tato skutecnost v praci zohlednéna/oSetfena (autor formuluje
konstatovani obvykle jako zavér “i pfes to bylo moZné metodu pouzit...“ — ano, metodu Ize
pouzit i tak, ale neni jasné, jaky vliv ma tato chybovost na kvalitu ziskanych vysledka, jak
Casté byly artefakty — mohly mit naptf. vliv na pocet nové zjisténych polymorfnich mist
zminovany na str. 91 jako ,,neobvyklé* zjisténi — mohlo se jednat o artefakty?).

V praci mi pro srovnani s jinymi studiemi (a také jinymi geny) chybi udaje o nukleotidové,
resp. haplotypové diverzité.

Autor na str. 92 konstatuje, Ze neni znamo, ze by byly plo$né pouzivany plemenaiské
programy pro zvySovani heterozygotnosti pracujici s genetickymi markery a proto je piekvapiva
zvySena heterozygotnost studovanych jedincti v genu 7LR2. Nemohou ale stejnou roli pro
zvySovani heterozygotnosti plnit plemenné knihy, pokud existuji?

Haplotypovou diverzitu by bylo vhodné hodnotit na irovni alel celého genu, resp. alesponl
CDS - kratsi useky jsou voleny obvykle nestandardné a je t€zké je porovnat mezi studiemi,

geny atp.




Na str. 93, kap. 6.5 autor uvadi pozice pod pozitivni selekci zjisténé v praci Jann et al. 2008,
ale jiz neuvadi, zda byl polymorfismus na téchto pozicich zjistén také v této praci. Poznatky
zjisténé v této praci je potieba dat do vztahu s informacemi z literatury, protoze jiné se jedna
o dvojici mimobéznych informaci, ze kterych nelze ud€lat spolecny zaver.

Piekvapivéd je informace uvedena na str. 94 ,,Shodu publikované mutace v NFKB2 s
nékterym ze SNP nalezenych v populaci CESTR se nepodaiilo potvrdit, nicméné neni
vylouceno shodu s pozorovanou variantou 7545C>T, pokud bude urcena pfi¢ina posunu
referen¢nich sekvenci.” Shodu lze pfeci na zéklad¢ alignmentu ur¢it — anebo tomu néco
brani?

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  NE - zavér mi pfijde pon€kud strucny a spiSe povrchni — nevyzdvihuje
hlavni zjiSténi prace, spiSe obecn¢ konstatuje mozny piinos.

Formalni Grovein prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

Obrazova dokumentace neobsahuje dostatecné vysvétlujici legendy — misty neni zfejmé, co
presné by mél ¢tenar na obrazku vidét, co je na ném to dilezité. Neékteré brazky a tabulky by
bylo lepsi piesunout do ptilohy prace.

Pteklepti neni mnoho, ale v praci jsou (coz je ale bézné).

Termin ,,polymorfismus* nelze (v ¢estin€ ani anglicting) uzivat jako pocitatelné oznaceni
jednotlivych variabilnich pozic = ,,polymorfnich mist (vyskytuje se na riznych mistech
prace, napft. v abstraktu)

Po formalni strance bych v praci doporucoval sjednotit znafena polymorfnich mist
(jednopismenné vs. trojpismenné zkratky aminokyselin).

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Pres vSechny dil¢i nedostatky uvedené v tomto posudku po védecké strance splnila prace
svij ucel. Data byla shromézdéna, vyhodnocena a jakztakz diskutovana. Ackoliv si myslim,
ze mél autor 1épe promyslet ne¢které metodické aspekty své diplomové prace nez na ni zacal
pracovat a 1 poté minimaln¢ mohl vénovat vétsi pozornost diskusi vysledkt, 1ze konstatovat,
ze ve vSech ohledech hodnocenych u diplomovych praci potiebné usili vynaloZil (misty
patrné nemalé) a vysledkt dosahl.

Otazky a pripominky oponenta:
Z vyse uvedenych vytek prosim pii obhajob€ predevsim o vysvétleni:
1. Jak byl feSen problém chyb v automatickém pipetovani (Kap. 4.1)?
2. Pro¢ byl zvolen komplikovany postup extrakce DNA (v¢. pouziti EDTA jako
antikoagulantu) a pro¢ byly ve vysledku sekvenovany pouze kratké fragmenty zvolenych

genl, kdyz platforma PacBio umoziuje sekvenaci 10-20 000bp i vice? MéEl zvoleny
piistup néjakou vyhodu? Pro¢ nebyly pouzity indexy pro individualni znac¢eni amplikona?

3. Jak by mohla vypadat metodicka chyba pii zpracovani soubord s multisekvencemi BAM a
FASTA zminéna pro TLR2 na str. 77? Nehrozi podobna chyba i u vyhodnoceni genti
NFKB? Nemize mit vliv skutecnost, Ze rizné PCR maji riznou efektivitu a tak frekvence
detekovanych SNP ve smési neodpovida frekvenci alel v populaci?

4. Jak byla v préaci zohlednéna vysoké chybovost sekvenovani na platformé PacBio?




5. Nakolik uspokojivé mohou byt vyuzity plemenné knihy pro zvySovani heterozygotnosti
v porovnani s pfistupem vyuZzivajicim data ke konkrétnim genim (genome-wide
heterozygosity vs heterozygotnost na specifickém lokusu)?

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

[ ] vyborng¢ [X] velmi dobie [ ] dobfe [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




