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Ing. David Stanék predklada praci popisujici pracovni proces masivné paralelniho sekvenovani
(MPS) v DNA laboratofi Kliniky détské neurologie 2. LF UK a FN Motol se zaméfenim na
bioinformatické zpracovani od jednotlivych primarnich kratkych sekvenci (readil) aZ po interpretaci
vysledkil v klinickém kontextu jednotlivych pacienti. Obecné je prace velmi kvalitné zpracovana,
veédecka a technologicka Groveri je srovnatelnd se s postupy pouzivanymi ve specializovanych
zahrani¢nich laboratofich.

Rozsah prace je jist¢ dostatecny - celkem 116 stran v&. literatury + 59 stran priloh. Prace je
rozd¢lena na piehledny Givod o délce 34 stran, ktery je zaméfen jednak na popis nejéastéjsich
klinickych jednotek indikovanych k MPS vySetfenim, déle stru¢ny popis pouzivanych sekvenaénich
technologii, struktury lidského genomu, typt jeho variant a zptsobi jeho analyzy, a nakonec
zakladl bioinformatickych postupt.

Pouzivane metody v této praci a soubor pacientu jsou popsény na 24 strankach. Zakladem studie
bylo stupiiovité sekvenovéni nejdiive panelem vybranych genii na zékladé klinického obrazu, pii
negativité pak celoexomové sekvenovani (WES) a u vybranych vzorki i celogenomové (WGS).
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Byly stanovovany jednak jendonukleotidové varianty (SNV) ale i duplikace delece b'vétsich casti
chromosomii (CNV). Razeni variant (prioritizace) bylo provadéno pomoci standardnich algoritmi
(analogickée byly porovnavany), ale 1 pomoci novych postupii, jmenovite testovani zda se varianty
vykytuji ve funk¢nich domeénach proteina. Pozitivni nalezy byly potvrzovany Sangerovskou
sekvenaci, ¢i jinou technikou, napi.. u CNV: Pro detekci de-novo mutaci byla analyzovana tri a
varianty nepiitomné u obou rodic¢ii byly prioritizovany v¢. korekce pro potecialni chybu pii
genotypizaci. Vysledky WES a WGS byly pravidelné po 6 mésicich reanalyzovany pro novy zachyt
diive neznamych patogennich variant.

Vysledky prace jsou na 33 strankach rozdéleny dle stanovenych cilu a provadénych metod. Prvnim
okruhem je zachyt patologickych variant riznymi u nemocnych s epileptickou encefalopatii,
hereditarni neuropatii a vrozenou hluchotou. Dal$im aspektem je testovani riznych algoritmi pro
prioritizaci variant, jejich anotaci, automatické skorovani korelace genotypu a fenotypu. Tretim
zasadnim okruhem je porovnavani riznych zpusobt detekce CNV s datech z WES a WGS. Patym
zasadnim vysledkem je tvorba a sprava bioinformatickych databazi, umoznujici piistup k datim,
pravidelné reanalyzy 1 vefejné dostupna databaze variant hodnocenych podle piislusnosti ke
konzervované proteinové doméné (www.prot2hg.com). Ta vykazala signifikantné schopnost tiidit
jiz znamé varianty a jeji vysledky koreluji s jinymi prediktivnimi skorovacimi metodami.

Diskuze na 15 strankach velmi podrobné mimo mnohé pokazuje na obdobnou frekvenci zachytu
patogennich variant ve svych skupinach pacientl jako jina zahrani¢ni centra. Dale jsou zminovany
vyhody zvoleného postupu, rozdily mezi testovanymi algoritmy a 1 celkova omezeni MPS.
Diskutovany jsou 1 alternativni zpasoby genetickych analyz a pfedpokladany budouci vyvoj MPS.
Seznam literatury ¢ita 189 polozek, jsou citovany prace z ruznych zdroju vE. preprintovych serveru,
tedy velmi recentni prace z dynamicky se rozvijejiciho odveétvi molekularni biologie a biostatistiky.

Predlozena prace jednozna¢né prokazuje schopnost autora pracovat podle védeckych postupu, jak v
praci s literaturou, tvorbou hypotéz, piistupu k piipraveé i zpracovani dat v¢. statistické analyzy. Nad
ramec 1 autor prokazuje znalosti informatické véetné pfipravy skripti v riznych jazycich praci v
mnoha prostfedich (v¢. Unix/Linux pouzivanych v nadnarodnich laboratofich) i vytvareni
webovych aplikaci s vyuzitim aktudlnich databazovych systému. Zavery prace adekvatné vychaze;ji
s vysledu pozorovani. Prace i publikaéni aktivita zcela spliiuji pozadavky oborové rady.

Dotazy: 1) Jaké jsou rozdily v detekci CNV mezi daty z WES a WGS. zvlasté pokud jsou
analyzovany vzorky stejnych pacienti?

2) Jake jsou potencialni moznosti detekce repeatovych onemocnéni pomoci technologii NGS a
podobné hodnoceni diive ¢asto pouzivanych mikrosatelitnich variant v datech z WGS?

3) V nékterych odlisnych odvétvich neurogenetiky je u nékterych geni (SMNI1, GBA) problém s
moznou zaménou nékterych readu s jejich pseudogeny, existuje v aktudlnich algoritmech jin¢ feSeni
nez vylu¢ovani nekterych variant Sangerovskou sekvenaci?

V Praze, dne 7.1.2020
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