Oponentsky posudek — Vicek: Variability of MHC class Il B gene in Galdpagos mockingbirds

Diplomova prace Bc. Jakuba Vicka se zabyvd studiem variability MHCII B gen( galapédzskych drozdcl
rodu Mimus. Prace md rozsah 61 stran vCetné pfiloh a je psana formou manuskriptu v anglickém
jazyce. Mimo vytvoreni souhrnu soucasnych znalosti o struktufe, funkci a evoluci MHC komplexu si
prace klade za cil charakterizovat variabilitu uvedenych genl u 203 jedinct pochazejicich z 15
populaci 5 druht drozdc( (4 ostrovni a jeden pevninsky) a jeji rozloZeni s pouZitim sekvenacnich
technologii druhé generace, a ddle pak analyzovat vliv evolu¢né-genetickych a imunologickych

/ekologickych faktor( na uvedeny komplex.

Z formalniho hlediska je prdce psana srozumitelné, ma jasnou a logickou strukturu a obsahuje jen
malé mnozZstvi preklepl. V préci jsou chybné nékteré odkazy na obrazky (9, 10 misto 8, 9 — str. 31),
odkazy na obrdzky a prilohy nejsou referovany ve vzestupném poradi a tab. 4 chybi. Jednotlivé druhy
jsou nazyvany v obrazcich a tabulkdch spise latinsky a v textu vétSinou anglicky, coZ ¢tenare ponékud
zdrZuje. U tab. 6 a tabulky v pfiloze 1 bych uvital sefazeni populaci jinak neZ podle ndzvu ostrova —
bud' standardné dle taxonomie s outgroupem v prvnim nebo poslednim fadku nebo podle nékterého
z parametr( korelujicich s alelickou variabilitou (velikost ostrova, velikost populace, celkovy pocet
alel v populaci), ¢tenéri by to usnadnilo porovnani vlivu ekologickych a inumologickych faktor(i na AR.
Podobné u tab. 3 by asi bylo prehlednéjsi uvadét primery a jejich fuzni derivaty s odpovidajicimi si

bazemi pod sebou.

Uvodni souhrn o MHC a predstaveni modelového systému je velmi zdafily; pfehledny a ¢tivy byt se
jedna o problematiku obsahlou a sloZitou. V metodické c¢asti postraddm aspon jednu vétu s
charakteristikou sledovanych parazit( z hlediska potenciadlu vytvaret selekéni tlak, to je ale z velké

Casti napraveno v diskusi. Chybi i pfedstaveni imunitnich faktord.

Déle bych mél k préci nékolik metodickych vyhrad které maji ¢asto spole¢ného jmenovatele, a tim je
pouziti dle mého néazoru nejméné vhodné sekvenalni platformy, a to jak z kvalitativniho tak
kvantitativniho hlediska. lon Torrent byl pravdépodobné jedinou moznosti z divodu omezenych
financi, takZe se zfejmé nejednalo o svobodnou volbu autora. Vysledna hloubka ¢teni ale je, jak autor
na nékolika mistech pfiznavd, evidentné nedostatecna a navic nerovhomeérné rozlozend mezi vzorky.
Osobné si sice myslim, Ze saturacni graf v pfiloze 3 mlZe byt z velké Casti arteficidlni a nemusi nutné
znamenat neodhaleni velkého mnoiZstvi alel, nékolikandsobné vétéi sekvenadni kapacita je ale
bezpodmine&né nutna minimalné pro zkvalitnéni celého filtrovaciho procesu. Reproducibilita vzorkd

mezi dvéma sekvenaénimi béhy je kriticka, byt mi neni z popisu jasné, zda se jednd o vypocet




provedeny jen ze v3ech findlné klasifikovanych alel anebo nékterého z meziproduktt. V prvnim
pripadé by to pravdépodobné znamenalo velké nadhodnoceni vysledné variability a tim i mozné

ovlivnéni vyslovenych zavérd.

Souhlasim s tvrzenim, Ze Sance Ze by genotypovaci chyby ovlivnily vyslednou silnou korelaci mezi
velikosti ostrova, SSR AR a celkovym poctem MHC alel v populaci je mala (str. 35; dle autora
nejvyznamnéjsi vysledek prace), nebot dle mého nazoru i vyznamné pod- nebo nadhodnoceni
variability MHC by tento vztah zachovalo. Autor ale z tohoto faktu v nésledujici vété vyvozuje, Ze

tento vysledek potvrzuje spolehlivost genotypovaciho procesu, s ¢imz si dovoluji velmi nesouhlasit.

Pfi tvorbé amplikonl neni zjevné, zda byla pfed pouZitim flaznich primerd nejprve provedena
amplifikace nékterych vzork( s b&Znymi primery 325F/325R a vysledky porovnany (pfechod na fuzni
primery vyiaduje optimalizaci a mlze vést k ochuiehl’ o nékteré PCR produkty). HPLC purifikace
primert mi prijde jako zbytecné velka investice navic; pfi pouziti 10-mistného barkddu pro takto malé
mnozstvi vzorkd je tento odolny proti velkému poétu chyb. V bioinformatickém procesu mi chybi
zminka o kroku pro odhaleni potencialnich kontaminantl (porovnéni sekvenci s referencni databazi),
ac je tento krok nedilnou soucasti postupu v autorem pouZitém programu Sesame. Naopak, neni
vyrazeni sekvenci s chybou v oblasti primeru v dané fazi zbyte¢nym ochuzenim o témér 30 % dat?
Uvital bych jednotny postup pfi zpracovani 454 a lon Tor.rent dat, porovnani variability by pak mozna
davalo vice informaci o mozném zdroji chyb; k tomu by rovnéz prispélo zarazeni sekvenacnich (a
nejen amplifika¢nich) replikatt vzork do procesu. Obecné mi celd bioinformaticka roura pfijde pfilis
zdvisla na explicitné definovanych parametrech s malou mirou autoadaptibility na vlastnosti
konkrétniho datasetu; jednd sevale o problematiku mhoherh slozZitéjsi nez se na prvni pohled zdd a v

soucasné dobé zjevné neni mnoho funkénich alternativ. -

Diskuse je velmi zdafild a vypovida o hlubokych znalostech problematiky a schopnosti autora
interpretovat ziskané vysledky; bohuZel pravé vysledky jsou z jiz uvedenych dlvodi
nejnapadnutelnéjsi ¢asti prace. Ocenuji, Ze autor si je vétSiny problematickych mist ve své praci
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védom a a aktivné na né sam reaguje.

Autor pfi vytvareni své diplomové prace jednoznacné prokdzal Ze se orientuje v dané problematice,
zvladad ucit se a aplikovat nejnovéjsi postupy (jak laboratorni tak bioinformatické) a je schopen
samostatné védecké prace. Misto obvyklého odeslani vzork( k sekvenaci komerénim firmam si navic
dokazal osvoj'it zdklady hned dvou NGS platforem a aktivné se podilel na zpracovani DNA knihoven,

provedeni emPCR a nasazeni sekvenaénich b&hl. Jeho préce bezesporu spliiuje veskeré naroky



kladené na diplomové prace na PFF JU a ja ji plné doporucuji k obhajobé a budu hodnotit stupném
vyborné.

Na autora mam nasledujici dotazy: .

1) Pokud by dnes autor byl na zacdtku své experimént'eilm’ prace a tentokrat nebyl pfili$ limitovan
finanénimi prostfedky, jaky postup by zvolil: a) zstal by vérny sekvenovani amplikont (s jakymi
modifikacemi) nebo zvolil cilené sekvenovani MHC komplexu (napf. NimbleGen) i jiny postup; b)
jakou platformu a sekvenaéni systém by zvolil (pfipadné zaujal vyckdvaci taktiku); c) jak by zhruba

vypadal cely bioinformaticky postup selekce klasifikovanych alel?

2) Za velmi zajimavy vysledek povaZzuji urovné alelickych divergenci u jednotlivych populaci ve shodé
s hypotézou Spurgin & Richardson (2010). Zaroven zcela souhlasim s autorem, i.e tento parametr
bude vice robustni vii&i genotypovacim chybam nez vlastni AR. Pro¢ tedy neni s timto vysledkem dale
pracovano? M4 autor pfedstavu, jak by asi vychazely korelace divergenci s ekologickymi parametry

nebo jejich saturacéni grafy (pfiloha 3)?

V Ceskych Budéjovicich dne 11.1. 2015
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Variability of MHC class Il B gene in Galapagos mockingbirds
Autor: Bc. Jakub Vicek
Oponent: Doc. Mgr. et Mgr. Josef Bryja, PhD.

Magisterska prace Jakuba Vicka analyzuje variabilitu MHC Class |l genl u galapazskych drozdc(.
Studovany systém je velmi vhodny pro hledani odpovédi na otazky spojené s evoluci adaptivni
variability ostrovnich populaci, ale ziskané vysledky mohou byt velice uzitecné i v aplikované
ochranarské praxi. Pévci jsou obecné znami svou vysokou komplexitou MHC, a proto neni mozno pro
genotypizace pouzit tradi¢ni postupy vyuZivané tfeba u savcl. V diplomové praci proto byla MHC
data ziskdna metodami tzv. sekvenovani druhé generace. PfestoZe se tyto metody jiz nékolik let
vcelku rutinné pouzivaji, tak ziskané vysledky ukazuji, Ze jejich interpretace je obcas komplikovana a
preména rozsdhlych sekvencnich dat do smysluplnych genotypl neni rozhodné samoziejma. Jakub
VIcek si viak s metodickymi problémy poradil velmi dobfe. Jednoznacné si uvédomuje mozné zdroje
chyb v ziskanych datech a k tomu pfizplsobuje své interpretace. Zjisténa variabilita MHC pak byla
nasledné analyzovdna v souvislosti s velikosti populace (tj. intenzitou driftu), imunologickymi
parametry a intenzitou napadeni ektoparazity. Za nejzajimavé;jsi zjisténi povazuji (1) vyznamny vliv
nahodného genetického driftu na populacni variabilitu MHC, srovnatelny s neutrdini variabilitou, a (2)
vyrazny rozdil ve vnitropopulacni divergenci MHC molekul mezi kontinentdlni a ostrovnimi
populacemi.

Celd prace je psana srozumitelnou angli¢tinou a véfim, Ze jeji pfevedeni do kvalitni publikace bude
velmi pfimocaré (i kdyz finalni jazykova korekce rodilym mluvéim bude urcité prospé&snad). Pri Cteni
mne vSak napadaly rtizné otazky, které specifikuji nize a které mozna mohou pomoci vylepS3it nékteré
analyzy Ci interpretace. Format préace je velmi dobry, pouze Literdrni reSerSe mohla byt rozdélena
vice podnadpisy a citace obrazkl nejdou vidy po sobé (na str. 31 jsou navic $patné odkazy). Velmi
oceniuji kapitolu Diskuze, kterd byva vétsinou nejslabsi ¢asti diplomovych praci. Rada otazek, které
jsem si poznadil pfi ¢teni vysledkl a na které jsem se chtél zeptat pfi obhajobé, byla velmi uspokojivé
vysvétlena pravé v Diskuzi. Nize uvadim nékteré koncepcni pfipominky, které jsou zaroveri namétem
pro diskuzi u obhajoby:

(1) Celd préce je zaloZzena na DNA sekvencich MHC ("response variable = total number of MHC
alleles"), nicméné funkci MHC urcuje vysledny protein. Bylo by urcité Zadouci uvést, zda se kazda
alela preklada do odlisné aminokyselinové sekvence a pak provést analyzy znovu s variabilitou
proteinovych sekvenci. Rovnéz je znamo, Ze chemicky velice podobné proteinové sekvence mohou
mit podobnou funkci a urcité by stdlo za to seskupit jednotlivé proteinové varianty to tzv.
,supertypes”.

(2) Je pékné, Ze autor se snazil asociovat vztah individudini MHC variability s vybranymi
imunologickymi parametry a s vyskytem ektoparazitd, ale v praci chybi vysvétleni moznych
proximatnich mechanisma. Skutec¢né muze diverzita MHC ovlivnit tfeba intenzitu napadeni
ektoparazity ¢i aglutinaci?

(3) Vyrazné nizsi vnitropopulacni divergence MHC na ostrovech mUzZe byt zptsobena niz3im
parazitarnim tlakem (jak je zminéno v diskuzi). Vi se néco o parazitech, ktefi skute¢né mohou pfimo
selekéné plsobit na MHC? Na str. 36 je tfeba zminéno, Ze na ostrovech je "impoverished insular
parasite and pathogen fauna", ale bylo by dobré to rozvinout do vétsich detaild.

(4) Pozitivni a negativni selekce na trovni sekvenci byly mimo jiné analyzovany metodou SLAC. Pro
ziskani robustnich vysledkl bych doporucoval i pouziti dalSich "codon-based" metod, napf. REL ¢i FEL.
Rovnéz relativné malo informativni je srovndni s ABS definovanymi na zakladé lidského strukturniho
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modelu. Zajimavéjsi by bylo srovnat, zda se mista pod pozitivni selekci shoduji s obdobné
detekovanymi misty u jinych pévci (viz napf. nase prace Promerova et al. 2009 v Immunogenetics) —
pokud by tam byla shoda (a j& véfim, Ze ano), tak by to znamenalo, Ze interakce s antigenem se u
pévcl ucastni jiné aminokyseliny.

(5) Ponékud mné prekvapila opravdu nizka opakovatelnost jak v ramci opakovanych genotypizaci
stejnych jedincl (jen 38,2 % identickych genotypl — pokud jsem dobfe pochopil, jak se k tomuto Cislu
doslo), tak i mezi jednotlivymi technologiemi (primérné jen 52,3 % alel bylo shodnych mezi 454 a
lonTorrent). Autor v diskuzi uvadi moZné pficiny, nicméné mné to pordd vrta hlavou. MZeme tedy
témto datim skutecné véfit a pfipadné co udélat, abychom ziskali opravdu divéryhodné genotypy?
Nevybavuji si, Zze by v pfedchozich studiich byla zaznamendana tak nizkd opakovatelnost (viz napf.
opét nase prace Promerova et al. 2012, Mol Ecol Res). Ma tfeba technologie od Illuminy lepsi
vlastnosti?

Do textu prace jsem pfimo oznacil nékteré preklepy ¢i nejasné formulace, nékteré drobné;jsi
pfipominky uvadim niZe (pfi obhajobé se tfeba muZeme bavit o téch, které jsou uvedeny tucné):

Anotace — "specific form of natural selection" je ponékud véagni

str. 1i jinde — ¢asto je pouZivan termin "immunocompetence" — vidy je potfeba vysvétlit, co pfesné
se timto terminem mysli, nebot imunitni odpovéd muzZe byt skute¢né rozmanita. Napfiklad urcité
neni pravda, Ze "MHC variation is a measure of immunocompetence" (str. 40).

str. 15 — fylogeneticky strom na zakladé mtDNA neni pfili§ informativni (je spiSe matouci vzhledem k
hybridizacim atd.) a pro popis genetické struktury galapazskych drozdci a evoluénich vztahl mezi
jednotlivymi populacemi by bylo lepsi asi pouZit néjaké jaderné znaky?

str. 8, 36 i jinde — funkce MHC asi nemUZe byt Gplné nahrazena jinou ¢asti imunity, je to nepfesné

str. 23, konec 1. odstavce — "all reads shorter than 164 bp" je trochu zavadéjici a nékolik stran mné
trvalo, nez jsem pochopil, Ze to znamena "all 163 bp reads".

str. 24, konec 2. odstavce — chiméry byly definovany na zakladé sekvenci nalezenych u daného
jedince. Jak pak miZe existovat moznost "(3) no obvious chimeric origin was found"?

str. 28 a jinde — extrémni pocty MHC variant na jedince byly 2 a 28. Byli tito jedinci genotypovani
opakované? Protoze to jsou "outliers", tak by to bylo Zidouci.

str. 34, Fig. 10 — na zakladé jakého klice byly vybirany sekvence ostatnich druhi pévci do této
analyzy?

str. 42 a jinde — pseudogeny tvofily 1/10 coverage, coz je dosti podstatna ¢ast (nefunkéni) MHC
variability. Jak rozsifena je takova situace u jinych pévci? Toto zjisténi by si urcité zaslouzilo

wews

detailnéjsi diskuzi.

str. 43 — jeden ze zavérul je, Ze evoluce MHC u galapdaZskych drozdct neni ovlivnéna selekci
zplUsobenou patogeny. Pfi neznalosti informaci o patogenech je to myslim dosti pfed¢asné tvrzeni.

Zaver:

Jakub VI€ek v ramci své diplomové prace nasbiral unikdtni data tykajici se MHC variability u ohrozené
skupiny ostrovnich pévci. Prokazal, Ze je schopen vyuZivat moderni genetické technologie, spravné
vyhodnotit ziskana data a interpretovat je v Sir§im kontextu. Praci jednoznacné doporucuji k
obhajobé na PFF JU v Ceskych Budéjovicich a navrhuji nejlepsi mozné hodnoceni.

Ve Studenci 16.1.2015 Josef Bryja




