Oponentsky posudek disertacni priace Mgr. Petra Vojty
na téma
Zpracovani dat z vysokokapacitniho DNA sekvenovdni pro studium variability genomu
a transkriptomu

Prace méa 125 &islovanych stran, dale obsahuje 28 stran autorského manuskriptu, 16-ti strankovy
prvoautorsky ¢&ldnek v Gasopise New Biotechnology 33:676-691 (2016) a 14-ti strankovy
spoluautorsky €lanek PospiSilovad et al., New Biotechnology 33:692-705 (2016). Casopis mé
IF=3.733. Déle price obsahuje CD-ROM médium s 11 elektronickymi piilohami tabulek v CSV
nebo XLSX forméatu. Médium by mélo byt fadné popsdno jménem autora a ndzvem prace. Ve
skutednosti ma Petr Vojta 11 publikaci v impaktovanych ¢asopisech a do své disertaéni prace vloZil
sotva Y. Celkové& maji jeho publikace podle Web Of Science 28 citaci kdyZ nepo¢itdm autocitace
a H-index je 3.0.

Autor na strané 2 uvadi Ze si nepieje aby byla jeho prace uloZena v projektu theses.cz. Domnivim
se Ze je véci studijniho oddéleni aby posoudilo jeho poZadavek.

Prace ma na miij vkus neobvyklé Elenéni. Bez jakéhokoli Uvodu a stanoveni ciléi za¢in4 ihned na
strang 8 jakymsi Literdrnim piehledem (“Obecny uvod do problematiky”), ktery je ovSem smési
piehledu technologii, softwarovych néstrojii a datovych forméti spolu s ndzory autora prace.
Vzhledem k tomu Ze publikované vystupy jsou na zaklad® programit DeSeq2 a Cufflinks mohl se
jim autor trochu vénovat a diskutovat pro¢ zvolil zrovnat tuto kombinaci pro svoje analyzy.
Obdobné se mohl vice rozepsat o tom pro¢ zvolil do MOLDIMED pipeline nastroje samtools,
GATK UnifiedGenotyper, VarScan2 a pro¢ je pozdg€ji vymenil za Platypus a nédsledné za GATK
HaplotypeCaller (4ste¢né to uvadi v kapitole 3 ale mohl je vice charakterizovat v Literarnim
pfehledu).

Kapitola 2 obsahuje seznam hypotéz a cili. V kratkosti, cilem bylo zlepSit stavajici moZnosti
analyzy a interpretace dat ze sekvenitord nové generace. Specifické cile 1-3 jsou prakticky
realizovany v projektu MOLDIMED a 4. cil je naplnén publikacemi o Diamond-Blackfanové
anémii a transkriptomech jeSmene. Bylo by vhodné zdtiraznit Ze prace na vyvoji softwaru pro
projekt MOLDIMED je stéZejni ackoli neni dosud uspokojivé publikovana.

Kapitoly 3, 4 a 5 jsou psany formou mini-¢lanku. V piipad€ kapitol 4 a 5 obsahuji kazda ne moc
zestruénény vytah z manuskriptu a dvou publikaci které autor zafadil do své disertaéni prace. Maji
tedy vlastni uvod, metodiku, vysledky, diskusi a zavér. Bohuzel zde chybi odkazy na konkrétni
mista uvnitf samotného publikovaného ¢lanku a tak se §patné ovéfuji jednotlivd tvrzeni v kontextu

skuteénych vysledki.
Autor piSe text v mno#ném &fsle nebo trpném rodé, coz prakticky znamena e neni zfejmé co je jeho vlastni vysledek
a co je vysledek jeho spolupracovnikd. Napt. na strané 19 na Sestém fadku od konce je napsano: “..., domnivame se, Ze

vzhledem ke klesajici cen& vySetfeni exomu, ...”. Mno#né &islo se opakuje napiiklad na strané 47 na konci druhého
odstavce: “...Pro ilustraci ... uvddime piiklad pro BYSL gen ...”., na stran 48 a také 49 dole “...pfedstavujeme ...”,
“prezentujeme” na strané 67. DalSich piikladi by bylo jesté mnoho.

Navic ani z jinych mist uvnitf samotného textu disertadni prace nepouzivd autor odkaz na jind mista ve své préci.
Naptiklad v kapitolkich Diskuse chybi odkazy zp&t na Vysledky, Obrézky, Tabulky téhoZz mini-¢lanku. Konkrétng na
stran€ 67 a 80-81.

Po precteni anglického manuskriptu &ldnku o Diamond-Blackfan anemii musim zkonstatovat Ze
celé paséZe jsou stejné s Eeskym textem mini-¢lanku v hlavnim textu disertacni prace, obas v jiném
poradi nebo pod jinym ndzvem kapitolky/odstavce. Autora Petra Vojtu nicméné vidim v seznamu
autord ktefi pfispéli ke psani pracovni verze textu manuskriptu a musim uznat Ze misty je text
v mini-&lankové verzi rozifen (navic jsou nékteré obrazky/tabulky). Nicméné mé netési Ze jsem



misty shodny text cetl dvakrat a pfedev§im, autor mé&l misto vyuZit k prezentaci vysledkil a tivah
které se do tisténé publikace nevesly. Obdobng je tomu v Easti vénované analyze je¢mene a dvou
publikaci na toto téma. Vpodstaté to i vysvétluje pro¢ autor pouZiva mnozné &islo a nehovoii za
sebe a 0 svych vysledcich. Text vénovany vyvinutému MOLDIMED softwaru jako jediny nema
dvoji podobu protoZe jesté neni publikovan.

Dalsi formalni problém je, Ze v kapitole 6 na % stranky nésleduje jen shrnuti pfedeslych kapitol 3,
4, a 5 bez n&jakych odkazi/citaci, v kapitole 7 je anglicky pfeklad téhoZ textu a potom jiZ nasleduje
jen seznam zkratek, pouZité literatury , p¥ilohy, Zivotopis, ptiloZeny manuskript a dvé publikace.
Postradim text ktery by témata néjak vice spojil dohromady, zdivodnil pro¢ zrovna tyto
prace autor predklada ve své disertacni praci (na tkor jinych) a pfedev§im, co do nich autor
pfinesl svym bioinformatickym p¥istupem. Chybé&jici text mohl byt v dosud neexiistujicim
Uvodu, nebo spolu s definicemi cilid a hypotéz, nebo v néjaké dalsi vSeobjimajici kapitole
Diskuse nebo Zavér, zaleZelo by na konkrétnim obsahu a rozsahu textu.

Alkoli je psanad préice zdamlivé bioinformatickd, vétSina psaného textu se vénuje spiSe
molekuldrni biologii a interpretaci molekuldrnich vysledkii neZ zdrojim dat, metoddm
zpracovini, pfipadnym kontaminacim, separacim vzorki od sebe ze smésnych dat a jen
minimalné diskusi hrubych bioinformatickych vystupi. Je to dino tim Ze jsou to vpodstaté
prelozené nebo piepsané pivodni odborné &linky, ve kterych bioinformatika byla jen
pomocnym pristupem. Vyjimkou je vice technicky vystup ve formé softwarového nistroje
MOLDIMED v kapitole 3.

Kapitoly 1.1.1 az 1.1.6 vénované rliznych komerénim sekvenaénim platformam maji malo citaci.
Absolutn€ chybi naptiklad v mist& kde autor piSe o tom Ze se pouZivaji “pro resekvenovani celého
lidského genomu nékolika desitek jedincl v jednom b&hu”, na konci druhého odstavce na strané 9.
Obdobné na stran€ 9 na konci tvrdi Ze se 454 sekvenaé¢ni technologie pouZivala pfedevsim proto Ze
dosahovala délky Steni s primérem 700nt. Nesouhlasim, téchto délek bylo mozné dosdhnout aZ
vroce 2012/2013 pokud si uZivatel pfiplatil za aktualizaci. Prvotni sekvenadni vystupy byly
v délkich okolo 100nt, pozdé&ji od asi roku 2008 to bylo okolo 200-250nt, pozdg&ji 400-450nt,
a teprve potom s nastupem FLX+ verze bylo moZné dosahnout délek kolem 700nt. Tedy asi po 6-7
letech od uvedeni na trh. Tvrzeni v nasledujici vét& Ze “V soudasnosti je metoda 454 na ustupu
zejména kvili vysoké sekvenadni cené a chybovosti ...” je dosti troufalé. P¥edevsim jiZ neni od roku
2014 podporovéna vyrobcem a jiZ 1éta nelze koupit od firmy Roche potiebné kity s chemikéliemi.
Posledni véta prvniho odstavce na strané 10 konstatujici “I pfes uvedené nedostatky se metoda
nadale uplatiiuje v sekvenovani genomil de novo a metagenomického profilovani.” je podle mne
nepravdiva a bez citace pfipadnych aktualnich projekti. J& o Zddnych v roce 2018 nevim.

Postraddm citace u Technologie SOLID (kap. 1.1.3) v posledni vété odstavce, kde autor tvrdi Ze je
vhodna pro detekci SNP polymorfizmid a diagnostice jednonukleotidovych variant (posledni véta
odstavce 1.1.3). Obdobné v kapitole 1.1.4 vénované platform& IonTorrent na konci odstavce tvrdi
néco o jejich vhodnosti pro stanoveni rozsahlych duplikaci a deleci genomu a o preimplantadni
diagnostice. Citace k tomu neuvadi Zadné.

Z tohoto pohledu se mi FeSerfe na téma sekvenacnich technologii nejevi aktudlni. Osobn& si
myslim Ze tyto 3-4 strinky textu mohl autor apIné vynechat.

Kapitola “1.2.1 FASTQ” nema4 jedinou citaci.

Odhlédnu-li od toho Ze napiiklad vysvétleni co je “CIGAR string” na strané 13 neobsahuje Zz4dny
odkaz, pak alespoii na strané 14 kde autor pie o tom co je doporuGovano by mél jasné napsat kdo to



doporuduje. Hdddm Ze hovofi o “Guidelines” na webu amerického Broad Institute které tam jsou
zveiejnény spolu s dokumentaci jejich GATK nastroje.

Chybéjici citace, anglické vyrazy nejsou v uvozovkdch natoZ s oznacednim Ze jde o anglicky termin. Napiiklad
‘linuxového shellu’ na strané 18 na konci prvniho odstavce.

Neni uvedena Z4dna citace k databizim NCBI SRA a NCBI GEO (ani URL). Na strané 17-18 je tak
vpodstatd jedna celd strana textu bez jediné citace. Vzhledem k tomu Ze se jednd o kapitolu
“1 Obecny uvod do problematiky”, je to neobvyklé.

Na konci strany 18 autor piSe o “identifikaci homologickych ¢asti proteinového ptekladu”, pficemZ
ma zjevnd na mysli identifikaci sekvenén& podobnych ¢€asti scaffoldii pfeloZenych z DNA do
proteinového zapisu. Jedna se o sekvenéni podobnost, ne o homologii. O homologii nic nevime. Viz
kniha od autorti Koonin a Galperin (2003): Sequence, Evolution and Function — Computational
Approaches in Comparative Genomics. Kluwer Academic Publishers.

Na konci posledni véty prvniho odstavce na stran€ 19 chybi citace.

Razeni citaci v seznamu citaci je podle anglické abecedy a tak citace “Chyra Kufova et al., 2018” je pod pismemen “C”
a ne podle eské pod pismenem “Ch”.

Na strang 18 je podivny preklad z angliétiny: “Sekvenaéni assemblery mohou vyuZivat rizné algoritmy ...”. Bylo by
lepsi pouzit “Assemblery sekvenci mohou vyuZivat ...”.

Na strang 19 opét chybi fada citaci jiZ v prvni véte odstavce “1.4 Klinické vyuziti MPS”. Déle autor
ve spodni &tvrting téZe strnky piSe bez citace “Ackoliv je v souCasnosti doporucovano
u hereditdrnich onemocnéni ..., domnivame se, Ze vzhledem ke klesajici cen€¢ vySetfeni exomu,
....°. Zda se, Ze véta je odnékud opsina, protoZe autor nehovoii za sebe v jednotném ¢isle. Dale
pokraduje vétou “U detekce somatickych variant ziskanych onemocnéni je kladen diraz na co
nejvyssi hloubku hotspotovych mist.”. Postradam citaci a vysvétleni o jakych “hotspotovych”
mistech je ¥e&. Dosud o nich v Uvodu nebyla Z4dn4 zminka.

Na strané 20 je niro¢ny bleskovy pfehled laboratornich metod ale skoro viechno je psano bez citaci
(na celé strance jsou pouze dvé). JiZ po nékolikaté v disertadni praci autor zminil “adaptorové
sekvence” a “indexy” a ani na této strince viibec nevysvétluje o Cem mluvi, jaké jsou jejich
sekvence, natoZ aby néjak shrnul jejich varianty a odli$nosti/(ne)vyhody vyuZiti. To bych
povaZoval za prosp&n&j§i neZ nekompletni Gvod do rizné zastaralych sekvena&nich
pristrojovych FeSeni. Navic se to velmi dotykd bionformatického zpracovani dat v jeho vlastni
praci.

Na strané 21 kde za¢ind ivod do samotné bioinformatiky se razem dostdvdime k oznacenim variant
sestaveni lidského genomu hg38/GRCH38 a hg19, bez citaci, bez vysvétleni rozdili mezi nimi, bez
vysvétleni rozdilii mezi americkym a evropskym zplsobem oznacovéni chromozémil, bez rozliSeni
ALT contigli a zejména bez zdiraznéni odli§nosti ve zpracovéni dat, atd.

Na strané 21 je bez citace, natoZ alespoti URL, rozebran mechanismus programu BWA. Jest¢ ke
viemu pak plynule pfechézi v diskusi rekalibrace PHRED kvalit nukleotidi a ostrafiovani PCR
duplikati. Zde jiz ale jisté¢ neni Fe¢ o programu BWA. Na konci strany 21 autor piSe
o optimalizaci alignmentu, opét bez citace a zjevné m4 na mysli krok IndelRealigner
z programu GATK v3, ktery byl mimochodem zruSen ve verzi 4.



Typickym pteklepem je “priortizace”, napf. strany 6 a 48. Déle “Ovlivnénénych” v legendéch k tabulkdm na str. 63, 64
a 65.

Autor pouZiva velmi krkolomné véty, napf. “Pro proteinovou funkéni predikci nesynonymnich variant byly pouZity ...”
na stran€ 55 na konci druhého odstavce.

Véta na strané 56 na konci ¢tvrtého odstavee nedava smysl: “Ovlivnéné genové interakce ... byly zji§€ovany pomoci
webové aplikace Reactome ... a vlastnimi skripty ... ve srovnani se zdrojovymi soubory Gene ontology ..., kde byly
nejvice ovlivnéné ...”. Mimo jiné, jedna se o kapitolu Materidl a metody, ne Vysledky &i Diskuse, fekl bych Ze to sem
nepatii.

“Potenciondln&” na strané 57. Na strang 67 je uvedeno “pfi nasledném skrininku detekovana ...”.

Na stran¢é 68 chybi alespoii jedna citace v posledni vété tfetiho odstavee: “Velkd pozomost byla v problematice DBA
a ribozomdlniho stresu v&novana pfedeviim mechanizmim poruch hematopoézy ..., zatimco rozsdhlej§i soubor praci
vénujicich se imunimimu systému u ribozomalniho stresu chybi.”,

Na strané 56 v kapitole 4.3 Vysledky autor konstatuje poéty jedincl v Eeském nérodnim registru DBA a uvadi podty s
molekulamé diagnostikovanou pfi¢inou. Zda se, Ze se jednd o konstatovani stdvajicich znalosti a ne o jeho vlastni
vysledek. V tom piipad€ zde chybi citace, alespoii na at’ jiZ seznam vicero origindlnich praci nebo na n&jaky shrnujici
¢lanek, nebo by stafilo i prosté konstatovani Ze se nejednd o vysledky autora s odkazem na web registru pokud né&jaky
ma. Z prvni véty nasledujiciho odstavce 4.3.1 mi vyplyva, Ze pfedmétem préce autora bylo charakterizovat zbylych
19 pacientil (52 — 33 = 19). Prace kter4 je ve formé& manuskriptu se vénovala jenom jedné pacientce.

Na stran€ 74 v fasti Materidl a metody uvadite anota¢ni nastroje a databaze ale soudasné i uvidite vysledky, cituji:
“Tato doplilujici anotace GO termind pomohla zvysit podet anotovanych genti na 17 885 z celkového pottu 26 074
predikovanych genii v je¢meni.”.

Na stran¢ 74 v ¢asti 5.3 Vysledky uvadi ze byly pouZity rostliny jak s rekombinantnim proteinem
s vakuolarni signdlni sekvenci (VAtCKX1) tak s odstranénou signdlni sekvenci které maji protein
lokalizovan v cytoplazmé (cAtCKX1). Na stran€¢ 72 ale uvedl Ze transgenni rostliny mély pod
kontrolou kukufiéného promotoru beta-galaktosiddzy gen pro cytokinin dehydrogenasu. Zda se Ze
snad piSe o néem jiném. AZ z jinych praci &tenaf zjisti Ze geny pro cytokinin dehydrogenazy maji
isoformy s oznacenim CKX1, CKX2, CKX3. Pfi§té by mél autor uvadét vedle ndzvii gent i jejich
zkratky, chybi nejenom zde ale i v Zavéru mini-¢lanku. Je to dalsi piiklad nekvalitni transformace
publikovanych praci, tam tyto nedostatky nejsou (viz Abstrakt prace Pospisilova et al., 2016 kde je
uvedena zkratka genu ihned za jeho plnym nazvem).

Otazky a pFipominky

MiiZete pfehledné uvést jak jste p¥ispél do ti§ténych publikaci uvedenych na strané 122?
Uved’te prosim i “Impact Factor” a podet citaci (bez autocitaci) podle ISI Web Of Science.

V pfiloze 3.14 zobrazujete vystup z Vaseho néstroje. Na fadku “Barcode” by mél byt index/barcode
pouZzity k oznaCeni sekvenci ve smésném vzorku. Jako hodnota v policku Platform by mélo byt
slovo ILLUMINA velkymi pismeny, pokud se chcete drZet standardu pro SAM/BAM/VCEF.
Hodnota “Platform unit” by méla byt kombinaci proménnych S$flowcellname a
$lane number pokud chcete aby spravné fungovalo vyhledavani artefaktii a duplikétd pomoci
programu Picard. Viz hitps://software.broadinstitute.org/gatk/documentation/article.php?id=6472 .

Osobné€ nesouhlasim s ndzorem Ze by se do Platform Unit mélo psat ${flowcellname}.${lane number}.$
{sample name} a v diskusich tento ndzor podporuje vice lidi s vysvétleni proé (v dokumentu je logicka chyba).

Grafy v pfiloze 3.14 nemaji nadpis a prvni dvojice nema popsanu osu X.



MiizZete uvést kdy planujete zpFistup rozhrani k vaSemu nastroji MOLDIMED pro vefejnost
anebo tfeba uvolnit i jen samostatny anotaéni nastroj? P¥ipadné plinujete zverejnit
dokumentaci a schéma napiiklad databizovych tabulek, pokud nelinujete zvefejnit cely
software? MiiZete srovnat Vas software s jinymi zpracovatelskymi baliky, napfiklad Gemini
nebo s komer&nimi n4stroji typu CLC Bio, HHlumina BaseSpace, SeqPilot, VariantStudio, atp.?

Plinujete podporovat i jiné verze lidského genomového assembly neZ hg38? Podporuje vas
néstroj analyzu vidi referenénimu genomu roz§ifenému o ALT contigy? VyZaduje zpracovani
dat n&jaké zmé&ny béhem vypottu &i analyz? Jaké a co z toho musi védét uZivatel/interpret?

Pomoci jakych programii byly vyvoliny SNP/MNP v datasetu z projektu GIAB ktery jste
pouZil pro srovnéni s vaS§imi vystupy? Domnivim se, Ze V4§ zavér Ze nejlepSich vysledki
dosahuje Vase MOLDIMED pipeline v5 pomoci GATK HaplotypeCaller neni nijak pfekvapivy
protoZe i v ramci projektu GIAB byl pouZit tentyZ nastroj GATK HaplotypeCaller, a tedy Ze jste
potvrdil jen to Ze dostivate podobné vysledky stejnym programem. Viz strana 50, zavér prvniho
odstavce. DNA pouZitd v projektu GIAB byla na svété pouZita jiZ vicekrat a sekven¢nich dat je
velké mnoZstvi. Mohl byste zpiehlednit kterou z verzi pfedpovédi jste pouZil a proc?

Zatimco na Obrazku 4.1 alespofi v legendé vysvétlujete Ze pod oznacenim C1 je probandka, pod C2
je jeji matka a pod C3 je jeji asymptomaticka sestra, v Tabulce 4.1 na strance 59 jsou prakticky bez
legendy pro &tendfe nova oznateni vzorkd rps7_1, rps7_2 a rps7_3. Ani v hlavnim textu jsem
nenagel zavedeni téchto zkratek, byt’ bych je tak jako tak oCekaval v legend¢ tabulky 4.1.

Dale, dedukci z jediné véty na strance 58 kterd odkazuje na tuto tabulku soudim Ze fadek “Pfifazena
Stenf” v tabulce obsahuje ve skutenosti “Jednoznacéné pfifazend Cteni”. Mimochodem, v hlavnim
textu hovofite o “unikdtné mapovanych ¢tenich”, bud'te jednotny. Tabulka méla pro lepsi pfehlednost
a moznost kontroly obsahovat i celkové poéty &teni na vstupu, lépe by se pak kontroloval vypodet v procentech.
Legenda by byla mnohem lep¥i kdyby uvédgla Ze se jednalo o mapovéni parovych ¢teni pomoci programu STAR vidi
referenénimu genomu hg38 (Stenaf pii Gvaze nad témi miliony nejednoznaéné pfitazenych Cteni tape kolik jich asi bylo
v procentech a zda to je hodn$ a nebo malo). Pro¢ jste pouZil program STAR a ne néjaky jiny? Jinde
v praci jste pouzil TopHat. MiiZete zhodnotit jak by se piipadné mohl lifit vysledek za pouZiti
jiného programu pro alignment a nebo jiného programu pro nisledné vyhodnoceni?

Jak si vysvétlujete pozorovini Ze programem Cufflinks jste v datasetu rps7 ziskal asi 3x vice
expresné dysregulovanych genii (3022) neZ pomoci DESeq2 (955) kdeZto u datasetu rps19
naopak asi 18.5x vice nalezl program DESeq2? Viz obrizek 4.2 na strané 60.
Dile, §lo by obsah obrizku 4.2A pfevést do kontextu obrazku 4.5 ze strany 66 (ktery
zobrazuje pouze skupinu gemd na priniku DESeq2 a Cuflinks analyz)?
Miizete vysvétlit pro¢ podle Vis jsou si podobnéjsi vysledky z RPS7_cufdiff s vysledky RPS19
at’ jiz pomoci DESeq2 nebo Cuffdiff a z n&jakého diivodu je RPS7_DeSeq2 odlehly?

Na strané 67 by se &tenaf rad dozvédel kde je v praci doloZeno “vyrazné klastrovani vech Cleni
rodiny spolu s RPS19 skupinou”. Obrézek 4.5 se pfeci zaméruje jen na geny v priiniku predik¢nich
programi DESeq2 a Cuffdiff. Diskutujete n&kde v prici to Ze mimo prinik bylo 955+3022 geni
v piipadé rps7 a 4370+236 geni v p¥ipadé rps19? Genli mimo prinik je vyrazng vice.

Jak si vysvétlujete Ze stejnd mutace hg38[chr2:g.3,580,153G>T] se jevi jako kauzdlni
u studované probandky ale je pFitom asymptomatickd u jeji matky i sestry? Viz strana 57
a Obrazek 4.1 na strané 58.



V praci jsem si nev§iml dokladu Ze pozorovand mutace RPS7 p.V134F v heterozygotni konstituci
u viech Clentt rodiny RPS7 je skuteéné zodpovédns za odli$nosti v expresi studovanych geni.
Rozumim $patné prvni v€té v ¢asti 4.4 Diskuse na strané 67? Cituji: “V této kapitole prezentujeme
prvni pfipad nesynonymni varianty v genu RPS7 jako molekuldrni p¥Fi¢inu DBA”.
V kapitole 4.3.1 jste potvrdili expresi obou alel ve viech studovanych Zenich z rodiny RPS7
pomoci sekvenace cDNA produkt, viz tZ Obriazek 4.1C na strané 58.

Nakonec vidim na strané 54 nahofe zminku o in vive modelu ktery ale neni soudésti prace. V manuskriptu se hovoii
oin__ vitro modelu. MiZete to celé lépe vysvitlit pokud to je va¥im vysledkem?

V &asti Vysledky na strané 74 zmitiujete n&jakou provedenou analyzu a odkazujete na praci Kokas
et al., 2016. Zda se Ze jde o cizi praci ale vy jste spoluautorem. Pro¢ neni tato price pKiloZena
k vasi disertacni praci? Dohleddvani co jste analyzoval a co jste naSel zbytedné zdrzuje tendfe
Vasi prace.

Tabulka 5.1 mé nedostatecny popis v legend®. Co znamen4 oznadeni sloupce “V (%)”? Mam si
jako Ctenar neleho v tabulce viimat? Tieba Ze jsou hodnoty od 72% do 94%? Jak si
vysvétlujete rozdily? Je to ddno nekvalitni knihovnou (fragmentovandé cDNA, nebo
kontaminaci nerostlinnou DNA, nebo z jiného diivodu)? Byla tim néjak ovlivnéna
interpretace vysledka?

Na stran€ 75 v ¢asti 5.3.1 kde jsou vysledky diferencidlni exprese genti na mé text d€la dojem Ze byl
opsan z néjaké grantové zpravy a nebo jiného &lanku. Druhy odstavec zadind vétou:
“Transkriptomové studie provedena v ramci této price ...”. Ctendf jen t&*ko dedukuje Ze “této
prace” neznamena Vasi disertatni praci ale asi praci Vojta et al., 2016 kterd je zminénd pozd&ji
uvnitf tohoto odstavce. V tom piipadeé je ale nepochopitelné Ze v pfedchozim odstavci kde hovofite
o vysledcich z prace PospiSilova et al., 2016 zamlCujete sviij vlastni vysledek a jen lakonicky
uvadité polty vychylenych geni a jediny vystup ktery z této prace uvadite ve své praci je Obrazek
5.1 na kterém je fotografie rostlin je¢mene. SpiSe bych oéekaval odkaz kde mém ve &lanku
Pospisilova et al., 2016 hledat onéch statisticky vyznamné vychylenych asi 400 genii a kde mam

hledat téch 2400 genti z kofenti rostlin které jste Vy naSel. Nasel jsem si na né sém odkaz ze strany 699
publikované prace a miti na Piilohy S2, S3 a S4. Ty ale ptiloZeny do disertaéni prace nejsou. Myslim si Ze stadilo uvést
odkaz na plivodni Figure 2 z price Vojta et al., 2016 (na strané 682) a misto ve Vysledcich své disertaéni price jste
mohl v&novat nééemu co v publikaci nenf rozvedeno. A nebo alespoti do legendy ve Vasi disertaci uvést Ze jde o pretisk
Figure 2 z prace Vojta et al., 2016.

Obdobnég, Tabulka 5.1 je mizerny pfetisk Table 2 z prace Vojta et al., 2016 pifiGemZ jste ji ale
nevhodné zjednodusil a vypustil informace které byly v Table 2 tu¢n&. Vypustil jste i vysvétleni
proc jsou v tabulce hodnoty Nezobrazeno, a mé by piesto zajimalo pro¢ u kategorie “Cellular
response to hormone stimulus” na pfedposlednim ¥Adku neméte zobrazeny geny.

Tabulka 5.2 je obdobné€ jako Table 3A a Tabulka 5.3 odpovida Table 4 v pivodni prici Vojta et al.,
2016.

K Tabulce 5.3: Pro€¢ viibec zobrazujete a tiidite GO kategorie podle toho kolik obsahuji
zatfidénych bilkovin? Je podstatné Ze kategorie kteri m#& dva exemplaie z nichZ shodou
okolnosti oba mély ve vaSich analyzach zvySenmou expresi (kategorie je tedy na 100%
ovlivnéna) néjak smérodatné? Nebylo by lepSi tFidit kategorie podle poétu skutedné
ovlivnénych genui?
Kategorie Biologicky proces budou asi vZdy obsahovat vice pfifazenych genti neZ kategorie s Molekuldrni funkci,
pokud nebudu uvaZovat sbémé kategorie typu “DNA binding, “Ca2+-binding”, atp.



Pro¢ v Tabulce 5.2 neni i srovnani s cAtCKX1 skupinou? Doslo i u ni ke zvySené expresi
RUBISCO (ribulose-bisphospate carboxylase)? Viz prvni fdek v tabulce. To ale neni v souladu
s Va$im zavérem na strané 80 v &4sti 5.4.1 kde tvrdite Ze naopak fotosyntéza byla ve transgennich
rostlinich negativné ovlivnéna. Je to zjednoduSeny zaver?

Zajimalo by mé& pro¢ jste nezobrazil a nediskutoval ndzvy vyznamné pod-exprimovanych
kinaz v Tabulce 5.3 (paty Fadek od konce).

Miizete predvést pomoci vicendsobného alignmentu jak si jsou podobné cDNA pro geny
HvCKX1 a7 HvCKX11 (cytokinin dehydrogenases) a HvIPT2 az HvIPT7 (isopentenyl
transferases) z Figure 2 v praci PospiSilova et al, 2016? MuZete rozvést jak je velké riziko Ze
bylo sekvenaéni ¢teni umisténo na jiny/chybny gen? Jak funguje Vami pouZity program pro
alignment v p¥ipadg vice kandidatnich oblasti? Minimalng v prici Vojta et al., 2016 jsem si viiml Ze jste
sekvenovali pouze z jednoho konce. To nebyl dobry népad.

MiiZete uvést design sekvenovani v praci Pospifilova ef al. (2016) a Vojta et al (2016) (polet
tipa, drah, knihoven, single- vs. paired-end sekvenace, délky &teni)?

Prot jste provAdéli druhy tzv. technicky replikat (sekvenovéni téZe knihovny) kdyZ jste ho
nijak nevyuZili vyjma toho, e jste 2x provedl DESeq2 analyzu? Odstraioval jste duplikaty
&teni nebo artefakty vzniklé p¥i pFipravé knihovny? Technicky replikit by mél zahmovat i ptipravu nové
knihovny.

P#i sekvenovani jste nepouZivali indexy? V metodice se o nich nehovofi natoZ o jejich
odstranéni, vlastné se nehovo¥i ani o odstraiiovani adaptéri. Bylo tomu skutené tak?

Osvétlete prosim obsah Figure 2 v publikaci PospiSilova et al, 2016. Oznacuje “Line”
sekvenaéni drahu (spravné “Lane”)? MiiZete uvést kolik ¢teni jste mél pro geny ve Figure 2
a jak se to li§ilo mezi “technickymi replikaty”? Naptiklad v Table 2 v publikované prici jsou
tisla v poslednich 2 sloupcich dost odli§n4. Jak si to vysvétlujete jestlize se jednalo o stejnou
sekvena¢ni knihovnu?

Shrouti

Petr Vojta zjevné vyvinul velké usili na vyvoj vlastniho softwarového feSeni ke skloubeni cizich
programi pro pfedpovidani SNP/MNP/InDel mutaci které vyuZivd jako zdsuvné moduly a které
ob&as vyméni za jiné. Vyvinul ale vlastni samonosny anotaCni nastroj pro interpretaci vyznamu
mutaci pro diagnostickou a klinickou praxi ktery funguje nejen nad vystupy z diploidnich
organismi ale i v ptipadech s vy$§i ploidil. Jist¢ nemalé usili bylo vénovdno akreditaci
softwarového feseni na analyzu celo-exomovych sekvenaci pro potfeby lékaiské diagnostiky
v UMTM v Olomouci.

Zvolené softwarové feSeni odpovidd stdvajicim poZadavkim na uZivatelsky piivétivy software
a usnadiiuje interpretaci vystupli. Néstroje a postupy pouZité pro analyzu transkriptomid rovnéz
odpovidaji beznym standardim a jejich aplikaci a interpretaci Petr Vojta zvladl naroény tkol. Jeho
odborny zabér od mediciny pfes rostlinnou fyziologii k programovéni v jazyce Python je
obdivuhodny. Pokud bude néstroj MOLDIMED vyuZivan ir$i skupinou uZivateld bude jist&
piinosem pro své uZivatelea se zpétnou vazbou pro Vas.



PfedloZené jiz otiSt€né publikace maji dobrou vroveti atkoli nejsou $pickou v oboru. Jako plus pro
pfedkladatale povazuji to Ze je spoluautorem fady dal§ich praci a je zjevn& zvan ke spolupréci
z jinych pracoviit. Jeho diserta¢ni praci navrhuji k pFijeti byt’ s vyhradami vzhledem k mnoha
pfipominkdm k textu predloZené prace. Domnivdm se Ze samotné zpracovani textu mohlo byt
vyrazn¢ lepsi a autor se mohl vice vénovat diskusi zvolenych feSeni a lépe pojmout fivod do
problematiky. Pro Usp&nou védeckou kariéru bude muset autor zna&né zlepsit svoji peclivost pii
psani odborného textu. Kazdopadné pfed nim nyni stoji nelehky tikol publikovat své softwarové
feSeni v recenzovaném Casopise.

V Praze,
8. zaf{ 2018
RNDr. Martin Mokrejs, PhD.
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