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Oponentsky posudek dizerta¢ni prace
Vyznam ruznych zdroju a sekvenacnich protokolii pri zvySovani piesnosti NGS analyz v

diagnostickych aplikacich
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V ramci svoji dizerta¢ni prace autorka vyhodnocovala vyznam rtiznych druhii biologického
materialu jako zdroje gDNA (genomové DNA) a riiznych sekvenacnich protokolil (od ptipravy
sekvenacni knihovny pfes vlastni sekvenovani az po analyzu dat) pro piesnost NGS analyzy v
diagnostickych aplikacich. Prace mé dva zakladni cile a je tvofend dvéma nezavislymi
studiemi, které jsou zaméteny na feSeni téchto dvou cili. Prvni studie byla provadéna v dobé
pandemie Covid-19 a autorka se zde zamé&fila na vyvoj a srovnavani raznych protokolt
sekvenovani nové generace (NGS) vhodnych pro analyzu celého genomu viru SARS-CoV-2.
Ve druhé studii nasledné ovéfovala vyuzitelnost slin jako zdroje lidské genomové DNA
(gDNA), pficemz srovnavala varianty identifikované pomoci celoexomového sekvenovani
(WES) a celogenomového sekvenovani (WGS) pfi pouziti gDNA ziskané ze slin s variantami
nalezenymi pomoci WES a WGS z gDNA ziskan¢ z perifernich leukocytt.

Prace o rozsahu 89 stran je ¢lenéna standardnim zptisobem a jeji soucasti je také tictyhodnych
222 literarnich odkazl, vesmés recentnich. Publikacni aktivitu souvisejici s tématem dizertacni
préace piedstavuji 2 piivodni prace in extenso v Casopise Diagnostics (cil ¢islo jedna, IF=3,6,
Q2, studentka je ¢lenkou autorského tymu, originalni prace) a BMC Genomics (cil ¢islo dva,
IF=4,4, Q1, studentka je prvni autorkou, originalni prace). Kvalitu publikacnich vystupi,
pfedevsim toho druhého, hodnotim jako velice dobrou.

Dizertaéni prace a ob¢ dvé studie, které obsahuje, maji diky svému zaméteni spole¢ny

teoreticky uvod, ktery je postupné ¢lenén na kapitolu zaméfenou na historii sekvenovani
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lidského genomu, srovnani riznych sekvenac¢nich technologii véetné NGS a riznych variant
jejich vyuziti. Navazuji kapitoly zamétené na vlastni experimetnalni postupy sekvenace od
ptipravy sekvenaéni knihovny po bioinformatickou analyzu. Zavérecna kapitola teoretického
uvodu je potom zamétena na vyuziti NGS v diagnostice a hlavni metodicka tskali, kterym

v této oblasti ¢elime. Teoreticky tivod o rozsahu 23 stran obsahuje také n€kolik souhrnnych
tabulek a ilustracnich schémat, je ptehledny, vystihuje podstatu dizertacni prace, umoziiuje
potfebny vhled do problematiky a doklada autor¢inu dobrou orientaci v teoretickych aspektech
jeji dizertacni prace. Nasleduji cile dizertacni prace, které jsou definovany jasné, pficemz dva
hlavni cile jsou dale rozdéleny na tii, respektive pét podcili.

Dalsi ¢ast prace oznacena jako Experimenty piedstavuje popis pouzitych metodickych
pfistupt. Tato ¢ast zahrnuje popis souboru klinickych vzorkt, rizné metodiky pouzité pro
ptipravu sekvenacnich knihoven pro sekvenaci virového genomu (capture vs. amplikonové
sekvenovani) 1 lidského genomu/exomu, sekvenaci na riznych sekvenatorech (iSeq, MiSeq,
NovaSeq 6000) az po detailni popis pouzitych bioinformatickych néstroju a statistického
zhodnoceni. Jednotlivé kapitoly zaméfené na metodiku jsou zpracovany dostate¢né detailné a
umoziuji bezproblémové opakovani provadénych experimentil a také provadéni pokrocilé
bioinformatické analyzy.

Nasleduji vlastni vysledky prace, které jsou ¢lenény podle jednotlivych cilii a podcili, jsou
uvedeny konkrétné a srozumiteln€ a doplnény fadou piehlednych tabulek. Vzhledem k tomu,
ze vysledky jiz byly publikovany v Casopisech s impakt faktorem a prosly recenznim tizenim,
je v nich odkazovéano na obrazky uvedené v téchto publikacich. Navazujici diskuze je ¢lenéna
na dva hlavni cile, kde autorka postupné interpretuje a kriticky hodnoti vlastni vysledky

v souvislosti s nejnovéj$imi poznatky v dané oblasti. Obé ¢asti diskutujici dosazené vysledky
jsou dostatecné detailni a poskytuji ¢tenati moznost zatadit vysledky prace do kontextu
soucasného stupné poznani. Je diskutovan jak metodicky piistup, tak konkrétni vysledky.
Prace je psana kvalitni anglic¢tinou s minimalnim poctem pteklept nebo drobnych jazykovych
nepiesnosti. Z formalniho ani vécného hlediska v préaci jsem v préaci nenalezl Zadné zasadni
nedostatky. Za nest'astné povazuji pouziti odkazl na obrazky z originalnich publikaci autorky.
Jejich vlozeni pfimo do vlastni dizertacni prace by umoznilo snazsi orientaci, vétsi pfehlednost

a plynulejsi ¢teni vysledkové ¢asti prace.
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Nové poznatky a jejich vyuZitelnost
Autorka dospéla k n€kolika novym, pfedevs§im metodicko-technologickym poznatkiim, které
umozni zdokonalit ¢i zjednodusit pouziti NGS v mikrobiologické a humanni DNA diagnostice:

1) V ramci celogenomového sekvenovani viru SARS-CoV-2 prokézala superioritu
sekvenacniho pfistupu zalozeného na pouziti technologie capture (vychytadvani) nad
pfistupem zaloZenym na amplikonech.

2) Ve druhé¢ studii prokazala, ze varianty (SNVs, indels) nalezené pomoci WES a WGS u
gDNA ziskané ze slin a z krve vykazuji vysokou miru shody, a to i na Grovni klinicky
vyznamnych genti definovanych ACMG (American College of Medical Genetics and
Genomics). Tato skutecnost poukazuje na pouzitelnost slin jako zdroje gDNA
v rozsahlych populacnich genetickych studiich nebo obecné tam kde je obtizné zajistit
vzorek krve.

Vyznam pro spolecenskou praxi a dalSi rozvoj védy

Vysledky prace byly publikovany v ¢asopisech s IF — Ize tedy oc¢ekavat citovanost. Prace vedla
ke vzniku novych poznatkli o moznostech aplikace sekvenacnich technologii v diagnostice a
stane se cennym zdrojem informaci pro vyzkumniky v daném oboru. Skute¢nost, ze sliny lze
pouzit jako zdroj gDNA pro WES a WGS ve srovnatelné kvalité jako v pfipad€ plné krve
umozni zcela neinvazivni ziskavani gDNA pro populacni genetické studie, ale také pro

humanni DNA diagnostiku.

Otazky do diskuze
1) Jaké potencialni rizika sebou piinasi pouziti slin jako zdroje gDNA pro tc¢ely humanni
DNA diagnostiky oproti pouziti leukocytl periferni krve? Jaka z téchto rizik se Vam
podafilo uspéSné vyvratit ve Vasi praci?
2) Prestoze mira shody v nalezenych SNVs a indels ze slin a plné krve byla vysoka,
nebyla absolutni. Byl pokles v pfesnosti asociovan s n¢jakymi specifickymi oblastmi
genomu? Dala by se nasledné tato pfipadna nepiesnost predpovédét v rdmei

vyhodnocovani sekvenacnich dat?
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Zavér

V zavéru svého hodnoceni konstatuji, Ze dizertacni prace spliuje pozadavky na ni kladené

v daném oboru, po strance obsahové ma velmi dobrou uroven a predkladd nové originalni
védecké poznatky v oblasti sekvenacnich technologii a jejich vyuziti v rdmci mikrobiologické a
humanni DNA diagnostiky. Mgr. Katetina Kvapilova prokéazala dostate¢né tvirci schopnosti a
jeji dizertaéni praci proto doporucuji k obhajobé, a na zdklad¢ uspésné obhajoby, k udéleni

akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych skolach ¢. 111/98 Sb.

V Brné¢ 15/06/2024
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