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Nazev prace:
Vyuziti novych sekvenaénich technik v biomedicinském vyzkumu

Cile prace

Cilem prace bylo vyhodnotit data ziskané sekvenaci kodujicich oblasti genomu pacienta s
adultni autozomdln¢ dominantni formou neurondlni ceroid lipofuscindzy, na hrubych
sekvenacnich datech porovnat a zhodnotit aktudln€¢ dostupné vyhodnocovaci programy
vhodné pro sekvenator SOLiD4, anotovat nalezené mutace a porovnanim s vysledky vazebné
analyzy postizené rodiny a pomoci stanoveni exprese lidskych gent vytipovat gen, ¢i geny,
jejichz proteinovy produkt by mohl mit vztah k uvedenému onemocnéni.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 90

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova:  ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumitelné? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni tidaje z literarnich zdroja? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO
Literarni ptehled je velice p&kné a srozumitelné napsan, nicméné si dovolim malou
poznamku. Piehled vysoko-prichodnych sekvenacnich technologii se v zasadé piekryva s
informacemi, které jsou dostupné naSim studentlim napf. v rdmci pfedndSek "Functional
Genomics" Dr. Vladimira BeneSe a kolektivu z EMBL Heidelberg nebo zaznély jako
samostatnd pfednaSka v ramci "Pokrokti molekularni biologie". Myslim, Ze by praci
prospé€lo, kdyby zakladni fakta o studované chorobé byly uvedeny uz v literarnim piehledu
(za€lenéni do kapitoly Materidl a metody, nepovazuji osobné za nejvhodnéjsi, ale jisté
mozn¢) a autorka uvedla dalsi ptipady dédicnych chorob, které uz byly studovany pomoci
"Next Generation Sequencing”, jak se uvedené technologie osvéd¢ily, piipadné jaké
sekvenacni platformy a vyhodnocovaci programy byly pouzity, coZ by jisté autorce nasledné
pomohlo diskutovat vlastni vysledky.
(malé nepiesnosti: 2.1.2. Sangerova metoda — je jisté i varianta se zna¢enym sekvenacnim
primérem; 2.2.3.1. - dATP neni substratem luciferdzy, neuvoliiuje se fosfat, ale pyrofosfat;
2.2.3.4. ptiprava knihovny — je navazan polyA adaptér, ktery poté hybridizuje k oligodT...)

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO

Kolik metod bylo pouzito? Nelze zodpovédét

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO
Mam nésledujici pfipominky:
1: Jsem si védom, Ze v zdvaznych pravidlech pro sepisovani diplomové prace na nasi katedfe
je vyzadovano vysvétleni podstaty pouzitych metod, autorka vSak tuto povinnost pojala az
prili§ Siroce na ukor konkrétnich informaci. Mohu konstatovat, Ze popis principu metod je
pojat v zdsad€ stejné jako literarni uvod, tzn., autorka popisuje jejich vSeobecné pouziti,




jejich vyhody a nedostatky. Napft. u kapitoly 3.3.3.1 (Expresni analyza) nepovazuji za celné
vysvétlovat, co je to transkriptom nebo, Ze mnozstvi mRNA nekoreluje s mnozstvim
proteinu, atd.. U tzv. exomového sekvenovani nechapu, pro¢ autorka rozebira jednotlivé
metodické moznosti obohacovani DNA o kddujici oblasti, kdyz byla pouzita jen jedna z
nich?

2: Z uvedené prace neni jasné, které metody autorka skute¢né pouzila, alespont v nékterém z
krokti (napft. pifiprava vzorku, apod.). Myslim si, Ze pokud autorka prace k uvedenym
metodikam pfistoupila az ve fazi vyhodnoceni hrubych nebo jiz zpracovanych hrubych dat,
tak méla popisovat jen kroky, které¢ skutecné délala a zbytek informaci vhodné zacClenit do
vysledk, ¢i diskuze. V opa¢ném piipad¢ u vSech experimentélnich ptistupii kromé ptfimé re-
sekvenace chybi konkrétni informace o experimentech (zptsob izolace DNA, RNA, ovéteni
kvality vzorku, ¢i jeho dal$i zpracovani).

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkt dostacujici? NE

Hlavni nedostatek shleddvam v tom, ze autorka prezentuje pouze kone¢né vysledky casto
velice dlouhych a komplexnich vyhodnocovani dat, coz ¢tenafi znemoziuje jakékoli kritické
posouzeni a uvedené zaveéry musi brat jako pouha konstatovani. To se tyka predevsim
prvnich tfech kapitol. Napt. u vazebné analyzy neni specifikovano, u kterych ¢lent rodiny
byla provedena. U vysledkt poctu kopii genomové DNA a expresni analyzy nejsou uvedena,
74dnd primarni data, ani hrub& zpracované vysledky, napt. nejsou uvedeny konkrétni
identifikované transkripty, vysledek je prezentovan pouze formou GO anotace do
jednotlivych metabolickych drah. V kapitole zabyvajici se pfimym sekvenovanim genu
Hsp40 neni specifikovano, u kterych ¢lenti rodiny analyza probihala, specifita PCR produkti
neni dokumentovana napt. fotodokumentaci pfisluSnych agar6zévych geli (coz byl
povazoval za vhodné vzhledem k tomu, Ze bylo analyzovano pouze 5 pl z reakce a purifikace
neprobéhla vyfezanim z gelu). Sekvenacni chromatogram je vlozen jen pro ilustraci
vysledkd. Autorka popisuje deleci Leu v pozici 116, pro niz jsou nemocni jedinci
heterozygotni. Uvedené konstatovani se mi na uvedeném chromatogramu sekvence
nepodafilo odhalit (sekvence ma 6N, vidim pivodni sekvenci CTCACG koédujici Leu a Thr,
druhou alelu jsem piecetl jako ATGACG kodujici Met a Cys, rozhodné ne jako deleci, tak
tedy nevim?) Dale v diskuzi autorka rozviji hypotézu, Ze delece Leu v pozici 116 by mohla
mit vliv na spravné fungovani proteinu. Tento Leu se skutecné nachazi v transmembranové
doméng, respektive je téz soucasti domény o nizké homologii bohaté na Cystein. AvSak ani
delece Leu, ani zaména za Met-Thr nijak vyrazné neméni transmembranovy charakter této
domény, neni mi ani jasné, jaky vliv by méla mit uvedena mutace na palmitoylaci (tedy
pravdépodobné Cys v pozici 118, ktery je zachovan)? Autorka uvadi, Ze provedla analyzu
vlivu nalezenych mutaci na strukturu a funkci proteinu, avSak zZadna data v préaci uvedena
nejsou, takZe vySe uvedenym konstatovanim nerozumim. Ackoliv chapu, ze prace s pacienty
ma sva specifika, nejsou mi jasna ani nasledujici fakta a premisy. Expresni analyza byla
provedena u 4 nemocnych ze IV. generace pochazejicich ze dvou manzelstvi. Bylo nalezeno
330 gend se zvySenou expresi, ale neni specifikovéno, jaké vzorky byly pouzity jako
kontrola. RNA byla izolovéana z leukocytli, coZ nehovoii o expresi v mozku (coz Slo alesponl
hrubé zjistit pomoci "mikroarayovych” databazi). Nelze ani souhlasit s tim, ze pii¢inna
mutace se musi nachazet v genu se zménénou expresi (analyzovany byly kodujici oblasti, ne
regulacni?).

Ohledn¢ porovnavani jednotlivych mapovacich programi, jsem toho nazoru, Ze mély byt
uvedeny vSechny vstupni parametry i "default" charakteru, protoze s novymi verzemi
softwaru se mohou meénit i prednastavené hodnoty. Ptredpokladdm, ze pro opravdu
plnohodnotné srovnani uvedenych programt, by bylo lepSi porovnat jejich vhodnost na




nékolika rtiznych sekvenovanich liSicich se napt. délkou ¢teni, pokrytim, atd., nebo naopak
otestovat vliv vstupnich parametru analyzy na jednom experimentu (napf. typ seedu u PerM,
respektive jeho vaha, pocet povolenych zamén apod.). V praci neni uvedeno, zda deleci Leu
v pozici 116 odhalily i ostatni programy (asi ne, kdyz nékteré neumi vyhledavat malé delece
a inzerce?), potazmo jak by se piekryval seznam unikatnich 617 SNP nalezenych programem
Novoalign s ostatnimi programy. V kap 4.1.5. je uvedeno, ze bylo pracovano se 25352
sekven¢nimi variantami identifikovanymi programem Novoalign (pocet mirné vysSi nez
predpokladany), tab. 12 uvadi 14204? Myslim, ze pro experimentalni dikaz piesnosti
mapovani jednotlivych programi mélo byt piimo sekvenovano vice lokust. V tab. 15 je
vysledek bioinformatickych analyz zalozeny na postupném filtrovani dat, jednim z kritérii
byla analyza mutaci pouze v kdédujicich oblastech, jak s timto souhlasi uvedeni mutace v
genu RANBP1, kterd je v intronu?

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? Ano
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni iroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Prace je po formalni strance vyborna, minimum pieklepd, velké plus celé prace....
(dNTP jsou nukleozidtrifosfaty, ne nukleotidtrifosfaty..)

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile prace byly splnény. Vysledky A. Piistoupilové budou mit urcité své uplatnéni pfi
vyhodnocovani dalSich sekvenaénich dat, zejména pro domovskou laboratof.

Za zavazné nedostatky prace povazuji roven dokumentace vysledkt, popis pouzitych metod
a chybéjici udaje o ptivodu a ptipravé vzorka pro jednotlivé analyzy. Prace je napséna v
mnozném Ccisle (pravdépodobné z vrozené skromnosti), proto je t€zké poznat, které pokusy
autorka provedla samostatné¢, nebo na nich spolupracovala. Prace zpracovavd pomérné
specifické bioinformatické téma, s kterym nemam zkuSenosti, a proto se autorce piedem
omlouvam, pokud jsem se mylil v n¢kterych svych namitkach. Navrh klasifikace ponecham
aZ na nadchézejici obhajobu.

Otazky a pripominky oponenta:

1. Prosim, rekapitulujte, jaké casti prace jste vypracovala samostatné, jaké ve
spolupraci, a které byly vypracovany na zakazku, ¢i v jaké fazi jste se zapojila do
uvedenych analyz. Jak dlouho jste uvedené vysledky zpracovavala?

2. Mate jiz n&jaké vysledky vlivu delece Leu 116 na funkci proteinu Hsp40? Jaka je
pravdépodobnost, Ze uvedenym filtrovanim dat jste neodhalili dal$i kauzalni mutaci?
Muze byt uvedené onemocnéni multigenni povahy?

3. Jaky je vztah mezi rychlosti algoritmu, schopnosti namapovani na referen¢ni genom a
nalezeni znamych variant? (Pomalejsi algoritmus obecné nalezne vice znamych SNP?
Je recipro¢ni vztah mezi mirou detekce nezndmych variant @ mirou namapovani na
referencni genom?) Jaky je vztah mezi poctem povolenych "mismatch bazi", délkou
jednotlivych "reads", rychlosti algoritmu a spravnou detekci SNP?

4. Lze si stahnout hruba sekvenaéni data, napt. z databaze "1000 genomes" a testovat
parametry jednotlivych programi na vét§im souboru dat?

Néavrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

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

Podpis oponenta:




