Souhrn

Neustalé pokroky v technologii sekvenovani nové generace (NGS), jakymi jsou kapacita, rychlost a
snizené naklady na sekvenovani, vedou k revoluci v personalizované medicing, tim, jak postupné
prinasi genomiku do rutinni klinické praxe. NGS se stdle rychle vyviji, avSak variabilita

sekvenacnich protokoll a validac¢nich postupii je jednim z jeho problematickych ryst.

Cilem této prace bylo zhodnotit vyznam rtiznych zdroji vzorki a sekvenacnich protokola (od
pripravy sekvenacni knihovny-sekvenovani-analyzi dat) pro zvySeni ptesnosti NGS analyzy
v diagnostickych aplikacich. V prvni studii, provedené¢ béhem vypuknuti pandemie COVID-19,
jsme vyvinuli NGS protokoly vhodné pro analyzu celého genomu viru SARS-CoV-2. Nasledné jsme
ve druhé studii zkoumali vhodnost lidské genomické DNA (gDNA) pochazejici ze slin pro
genomickou/genetickou analyzu vybranych variantnich k tradicni gDNA pochdazejici z krve pomoci

validovaného NGS protokolu a statistického srovnani ziskanych dat.

K ovéfeni ucinnosti sekvenacnich protokoll pro analyzu celého genomu SARS-CoV-2 byly
pouzity dva sekvenacni pfistupy zaloZzené na zachyceni ¢asti genomu a jeden sekvenancni piistup
zalozeny na amplifikaci ¢asti genomtl. K ovéfeni piesnosti a specifi¢nosti vyvinutych NGS
protokolti byly pouzity syntetické kontroly. Prokazali jsme, Ze kvantifikace vzorkd pomoci
kvantitativni PCR v redlném Case byla spravnym néstrojem pro nésledné plexovani vzorkd. VyuZiti
prahovych hodnot cyklu vedlo k sekvenacnim datim s poZadovanou uniformitou pokryti mezi
riznymi vzorky. Zjistili jsme, ze NGS protokol zalozeny na zachyceni je nejvhodnéjsi pro

celogenomovou analyzu genomu SARS-CoV-2.

V hlavni studii jsme analyzovali, zda lidské sliny mohou slouzit jako alternativni zdroj gDNA
ke krvi pro analyzu jednonukleotidovych zamén (SNV) a malych inzerci a deleci (indely). Navrhli
jsme a overili NGS protokoly pro analyzu celého exomu (WES) a celého genomu (WGS) s pouzitim
standardniho vzorku Coriel NA12878 a nejnovéjsiho lidského referenéniho genomu GRCh38.
Nasledné jsme analyzovali NGS data z 10 parovych vzorkt krve a slin ziskanych za pouZiti stejného
Coriel NA12787 NGS protokolu s pouZitim nastrojli statistické analyzy pro F1 skore a dalSich
vybranych sekvenacnich parametrii. Median F1 skore WES protokolu pro deset parovych vzork
krvi a slin dosahoval 0,9858 pro SNV a 0,9076 pro indely; pro WGS protokol pak median F1 skore
dosahoval 0,9761 pro SNV a 0,9511 pro indely. Vysledky této komplexni studie prokazaly vysokou
uroven shody mezi vzorky krvi a slin ve srovnani se standardnimi vysledky Coriel pro F1 skore pro

SNV a indely a jak pro WES, tak WGS protokol.



Ob¢ studie posunuly nase chapani genomového sekvenovani vzorkii rizného pivodu a
prokazaly, Ze sliny jsou vhodnym zdrojem genomickych/genetickych dat srovnatelnych s krvi. Tato
zjisténi ovlivilyji dalsi genomicky/geneticky vyzkum a klinické aplikace NGS.



