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Uvod: Historie masivniho paralelniho sekvenovani (MPS) na Ustavu biologie a IékaFské genetiky na
Albertové se datuje od roku 2011. V ramci vyzkumu i rutinni diagnostiky jsme od té doby vyzkouseli
rtizné postupy MPS. | kdyZ je tato metoda sama o sobé velmi efektivni, ne vSechny pfistupy jsou stejné
ucinné. Predevsim analyza oblasti pseudogent a kddujicich repetitivnich sekvenci zlstava stale velmi
problematicka. Vliv na vybér vhodného postupu MPS analyzy ma i frekvence konkrétniho onemocnéni
v populaci a mira heterogenity jeho genetické slozky. Pro diagnostiku ¢astych onemocnéni s jasné
definovanym, malym poc¢tem kauzalnich geni mohou byt vyhodné mensi panely, naopak v diagnostice
vzacnych onemocnéni ¢i onemocnéni s velmi heterogenni genetickou slozkou (nebo nejednoznacnymi
fenotypovymi projevy) muze byt spiSe vyuZit pristup exomového sekvenovani.

Cile: Cilem nasi prace je nalézt optimalni cestu pro dosazeni kli¢ovych kritérii rutinni praxe: zachovani
kratké doby odezvy, vysoké validity a senzitivity analyzy a rentability vySetieni.

Metodika: Metodika i kvalita nabizenych postup( pripravy knihoven pro masivni paralelni sekvenovani
se od roku 2011 vyznamné proménila. V nasi laboratofi bylo obdobi MPS zahajeno pyrosekvenovanim
vlastnich amplikonovych a pozdéji Multiplicomovych knihoven na platformé GS-Junior, které jsme roku
2016 nahradili sekvenovanim na platformé lllumina Miseq a pozdéji i NextSeq. V ramci vyzkumu i
rutinni praxe jsme pracovali s panely na zakazku i katalogovymi knihovnami obohacenymi metodou
hybridizace, a to jak systémem SeqCap, tak SureSelect. Ale nezanevreli jsme ani na amplikony a
vytvofrili si interdisciplinarni panel QlAseq pro rutinni diagnostiku. BEhem let jsme si rovnéz vyzkouseli
rtzné zplsoby fragmentace DNA: nebulizaci, sonikaci i enzymatické Stépeni, které se nakonec stalo
metodou nasi prvni volby.

Vysledky: Tak jak se masivni paralelni sekvenovani vyvijelo, zacalo i u nds postupné prechazet z
vyzkumnych projekt(i do rutinni praxe. Od plvodni amplikonové knihovny jednoho genu jsme dospéli
k panelovym analyzam pokryvajicim desitky, stovky, a dokonce tisice genll. Nové nastaveny
vicedroviiovy koncept vyuzivd mensi panely pro cilenou diferencialni diagnostiku vybranych diagndz.
Tuto zakladni uroven konceptu dopliuje rutinni analyza 4800 genl klinického exomu (urceno pro
vzacna a heterogenni onemocnéni) a analyza kompletniho exomu, ktera zatim zGstava na vyzkumné
bazi. Vytvofili jsme rovnéz postup na pripravu knihovny ze smési vlastnich amplikon( uréené pro kratka
Cteni.

Zavér: Nabyté zkuSenosti s metodikou MPS ndm umoznily vytvofit vicedroviiovy koncept rutinni
diagnostiky, jehoZ zavedeni do praxe ndm dovoluje zvysit efektivitu diagnostickych vysetteni v nasi
laboratofi.
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