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Nazev prace:
Sekvenovani nové generace v klinické virologii: optimalizace metody a pouZiti na vzorcich
s nezndmym puvodcem infekce

Cile prace

ena simulovanych infekénich vzorcich obsahujici virus, nebo skupiny viril otestovat tii
rizné ptipravy vzorki s pouzitim tii riiznych ti kitd od firmy Oxford Nanopore a vybrat
nejvhodnéjsi kit pro identifikaci patogenu v klinickém vzorku s neznamou infekci

» na fedénych infekénich vzorcich otestovat sensitivitu pouzitych metod

e zhodnotit vliv pfitomnosti kontaminujicich nukleovych kyselin na vysledky
sekvenovani

e kromé otestovani a ptipravy protokolu pro laboratorni ¢ast otestovat také rizné nastroje,
jejich vyhody a nevyhody pro analyzu dat

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran):

Uvod (1)

Cile prace (1)

Ptehled literatury (16)

Material a metody (37)

Vysledky (15)

Diskuze (4)

Souhrn (1)

e Seznam pouzité literatury (5)

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova? ANO
Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumitelné? ANO i NE

Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? spravné citovany
ANO, dostatecné spise NE
V tvodu literarniho piehledu jsou popsany a porovnavany technologie sekvenovani nové (2.
rozdil a mj. faktor, diky némuz technologie 3. generace nenahradily 2. generaci. Rovnéz
kritéria finan¢ni naro¢nosti NGS, zasadni pro aplikovatelnost, jsou pojednana jen okrajove.
Velmi suboptimalni je kapitola 3.4. Jedna se o zbyte¢n¢ detailni a proto nepiehledné digesty
ze Sesti publikaci, které se zabyvaly realnym vyuzitim sekvenace Oxford Nanopore
v klinické virologické diagnostice. Vysledky téchto studii viilbeC porovnavany (napf.
shrnujici tabulka by zde byla velmi vhodnd), ¢imz se ztraci potencialni pfidana hodnota
reserse.




Material a metody:

Odpovidaji pouzité¢ metody experimentalni kapitole?  ANO

Kolik metod bylo pouzito?
zhruba 10 molekularné-genetickych metod (gelova elektroforéza, izolace NK 2x,
kvantifikace NK 2x, deplece NK 2x, real-time PCR, ptiprava sekvena¢nich knihoven 3x) a
metody bioinformatické analyzy (MG-RAST, sada analyz v programu Geneious)

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO

Je dokumentace vysledkt dostacujici? ANO

Postacuje mnozstvi experimentt k ziskdni odpovédi na zadané otazky? ANO
Hlavné diky dobrému experimentalnimu designu, danému dlouhodobymi zkuSenostmi
Laboratofe molekularni genetiky, jsou design experimentalni ¢asti a zpracovani vysledkt
adekvatni (ojedin€lé vyjimky viz Otazky a pfipominky oponenta nize).
Fundamentalnim nedostatkem kapitoly Vysledky je zpisob prezentace. Tato ¢ast DP sestava
pouze z obrazku a textu v jejich legendach, bez , klasického* pojiciho textu. To je
v nesouladu nejen se standardem diplomovych praci, ale i vyzkumnych publikaci obecné.
Negativni vliv tohoto stylu prezentace na ¢tenaiskou srozumitelnost je pochopitelné zasadni.

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? NE

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? NE
Diskuze diplomové prace je pojata jako ,,vnitini®, tj. diskuze ziskanych vysledkid vzhledem
k mantinelim a proménnym danym zvolenym experimentalnim nastavenim (napf. porovnani
tii typt ptipravy knihoven). Porovnani vysledku s literaturou v sekci Diskuze, az na dvé
vyjimky, absentuje, navzdory obsirnému popisu vysledkt tematicky spiiznénych studii
v Literarnim piehledu (viz vyse), s nimiz se porovnani pfimo nabizelo. Proto je v sekci
Diskuze odkazovano na pouhych pét citaci. Chybi zhodnoceni vybraného zptisobu testovani
biologickych vzorkd (Rapid kit) z hlediska moznosti jeho vylepSeni/optimalizace, a
predpokladii a moznosti jeho realné pouzitelnosti v diagnostické praxi.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO
Zavery jsou maximalng struéné az lakonickeé.

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Graficka troven obrazki je (v pdf verzi) dostate€na a obrazky vhodné vybrany vzhledem
k textu.

Jazykova uroven je na pomérné nizké trovni, V praci se vyskytuje vétsi mnozstvi
gramatickych chyb (chybéjici ¢arky v souvéti, shoda ptisudku s podmétem atd.; zde
nevypisuji) a peklepti, v¢. nazvu prace. Seznam nasledujicich preklept, které jsem pii
letmém procitani textu zaregistroval, jisté neni vyCerpavajici:

... s neznamy puvodcem... (nazev prace), ... ktera se schopna ziskat... (s.7), ... pseky o délce...
(s.9), ... konzrevované a (hyper)variabilni oblasti... (5.11), ... po sekvenvovani jsou...
(s.11), ... ptespana do cDNA... (s.23), ... sekvnovany na pfistroji... (5.24), ... zachrnujici
kmeny... (s. 27), ... ustav Iékareké mikrobiologie... (s.31), ... byly vzorky poolovanany...
(s.50), ... obsahem dlouhych ¢etni... (5.56), ... artefakti u jsme se zbavili... (s.59), ... na
gelové eleftroforéze... (5.78)




Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile, které si autorka DP Kladla, byly splnény, zasluhou vhodného designu, vlastniho
experimentalniho provedeni a analyzy vysledkd. Splnéni cild je tedy hlavnim kladem prace,
zaroven vsak, pienesené, i jeji hlavni slabinou, protoze ostatnim hodnocenym kritériim DP
zdaleka nebyla vénovana takova pozornost. Zpracovani literarniho ptehledu a diskuze je
nepomérné slabsi a v nékterych ¢astech na hranici obhajitelnosti. V piedloZzené formé se tak
bohuzel nepodafilo ptenést praci z idiosynkratického prostiedi klinicko-vyzkumné
virologické laboratofe SirSimu akademickému publiku. I pies tyto vyhrady praci doporucuji
k obhajobg¢.

Otazky a pripominky oponenta:
Piipominky (faktické chyby a nesrovnalosti; reakce pii obhajobé& neni nutn4, ale je vitan):

s.15: ,,Nanopory prochazi ionty s konstantnim napétim, které je naruseno priichodem
vidkna DNA. Kazdda jeho baze je jinak velikd a charakteristicky narusi proud iontii a tim
se zméni i napéti. Kazdy nanopore je napojen na vlastni elektrodu, ktera je napojena na
kandl a senzorovy Cip, ktery meri zménu napéti.* MéEti se zména proudu, nikoliv napéti.
Analogicky je chybné popsana osa Yy obr. 10.

s.18: ,,... 33 % bylo identifikovano pomoci mNGS i konvencnich metod, 26 % pouze
konvencnimi metodami a 22 % pouze mNGS* Obr. 12 udava ve stejném potadi 19/26/13
vzorki, V prostfedni hodnoté je rozpor.

s.20: ,,Pri sekvenovani technologii ON se pouziva bud’ sekvenovani amplikonii, nebo
sekvenovani metagenomické. Sekvenovani amplikonii ma nespornou vyhodu v tom, ze
pomoci specifickych primerii Ize ze vzorku tzv. ,,vytdhnout *“ pouze virova cteni, a t0
pouze od viru, ktery chceme sekvenovat. To se velmi hodi pri sekvenovani viru primo z
biologického vzorku, ktery obsahuje i dalsi kontaminujici sekvence.* Tato pasaz je
zbytecna a zavadéjici. V tomto piipad¢ benefity dané samotnym pouzitim patogen-
specifické PCR (vysoka rychlost, nizka cena, moznost Sangerovsky sekvenovat PCR
produkt) na primarni vzorky kontraindikuji nasledné pouziti ON na tyto amplikony.

Otazky (prosim o zodpovézeni formou prezentace, v¢. vypsani celého znéni otazky):

1)

2)

3)

s.33: ,,Nejprve byla smés simulujici infekcni vzorek rozdélena na dvé poloviny, ¢imz tak
vznikla RNA a DNA frakce. Tento krok byl zarazen proto, Ze virus v klinickém vzorku, i
pres to ze miuze mit vysokou kvantitu, je sekvenacnich datech zastoupen vétsinou malo.
Duvodem je to, zZe kontaminujici DNA/RNA pochazejici napriklad z bakterialnich ci
lidskych bunék je mnohem delsi, coz casto uplné prehlusi virovy signal. Tim, Ze jsme
vzorky rozdeélili do dvou frakci Ize castecné odstranit tyto kontaminujici sekvence pomoci
enzymu RNdzy a Dnazy.* Nerozumim logice tohoto zdlivodnéni. Pokud rozdélite vzorek
na dvé poloviny, z kazdého odstranite bud’ DNA, nebo RNA, a nasledné tyto vzorky
znovu spojite v pomeéru 1:1 (s.42), vysledkem bude ptivodni vzorek s poloviéni
koncentraci DNA a polovi¢ni koncentraci RNA. Prosim o vysvétleni. Dale uved'te, jakym
zpusobem (,,trikem*) se ve viromovych studiich dosahuje (¢asto vyrazného) ochuzeni
podilu kontaminujicich NK ptivodem z hostitele a dalsich ptitomnych bunék (napft.
bakterii).

Jak vysvétlite skuteénost, ze vétvené produkty celogenomové amplifikace vykazuji veétsi
elektroforetickou mobilitu (obr. 22) nez tytéz produkty linearizované (,,odvétvené®)
pusobenim T7 endol (obr. 23), navzdory tomu, Ze jsou vétsi (obr. 21)?

Jaka konkrétni kritéria byla pouzita pro mapovani readd na referenci v programu
Geneious (maximalni % neshodnych bazi mezi readem a referenci, maximalni % gapt)?
Toto jsou zakladni determinanty ucinnosti mapovani. Vzhledem k chybovosti sekvenaci
3. generace bych ocekaval pomérn¢ relaxovana kritéria. Zkousela jste, alespon na jednom




4)

5)

6)

7)

vzorku, variovat mapovaci nastaveni a porovnat po¢ty hamapovanych readu?

8.58: ,,...existuji mezi namapovanymi sekvencemi také bloky velmi kratkych

fragmentit do cca 50 nukleotidii (obrazek 24). Tyto sekvence se neshodovaly se

sekvenci Zadnéeho barcodu, ani adaptéru a jejich pitvod se nam nepodarilo dohledat.
Nicméne, ac se jednalo o cca stejnou sekvenci, mapovala se na vice mist a viitbec se
neshodovala s vybranou referenci.* Navzdory tomu, ze se nepodafilo vyhledat pavod
téchto ,,mysterioznich* sekvenci (ani v GenBanku, s.77), I1ze podle mapovaciho patternu
na obr.29 jasné vydedukovat nékolik informaci o jejich ptivodu. Rozeberte obr.29 a
uved’te nejdilezitéjsi informace, které z néj lze zjistit.

Obrazek 26 je smésnym vynesenim distribuce velikosti readt ze vSech vzorkd.
Odpovidaji jednotlivé peaky jednotlivym knihovnam, tj. je ve skute¢nosti jeden
velikostni peak na knihovnu?

Mate k dispozici informaci, ktery ze tii alternativnich zptsobu ptipravy knihovny
podchytil nejvétsi ¢ast diverzity/komplexity sekvenci ptitomnych ve vzorcich? Pokud
ano, navrhnéte zdivodnéni pro toto pozorovani.

S.78, obr.23: ,,Pri priprave ,, WGS kitem * po testovani vzorkii na gelové eleftroforéze bylo
videt, Ze po izotermalni amplifikaci a nasledné reakci s T7 endonukleazou I vznikly
produkty o stejné délce 10 kbp.* Jste si jista, Zze produkty mély délku 10 kbp? Jakou
metodu byste pouzila pro definitivni ur¢eni velikosti téchto fragmentd?

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

[ ]vyborné [ ]velmidobfe [ ]dobie [ |nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




