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Funkéné vazby

PREDMET VYSKUMU

Ciefom vyskumno-vyvojovych aktivit je vyskum virusového gendmu a zaroven genetickych determinantov
¢loveka z hladiska nachylnosti na infekciuSARS-Cov-2 a tendencie rozvoja choroby COVID-19 v r6znych
stupnoch zavaznosti.

Rovnako je ciefom uréit vhodné prostriedky personalizovanej mediciny pre tzv. superprenasacov a najst nové
moznosti detekcie pritomnosti virusu SARS-Cov-2 z periférnej krvi s cielom efektivizacie testovania.

Cielom vyskumu je identifikovat genetické biomarkery, na zdklade ktorych vieme klasifikovat ¢loveka podla
jeho genotypu do skupiny s menej, alebo viac rizikovym priebehom ochorenia:




VYSTUPY DO PRAXE

Koncept testu pre analyzu cirkulujicich biomarkerov
Predikény model na detekciu virusu v krvi pacienta
Pangenomicka databaza osekvenovanych virusov

© @ ©-®©

baze PCR aplikacie
Softvér na identifikaciu rozdielov v zastupeni cirkulujucej DNA

Technicka dokumentdcia a odporucania pre hardvérové a softvérové rieSenie sekvenovania COVID-19 na

DAVAME DO POZORNOSTI....(SPECIFIKA/UNIKATY A ZAUJIMAVOSTI PROJEKTU)

o Publikované poznatky o variabilite virusového genému, ako aj pripadna kauzalita medzi virusovym a ludskym
genomom na priebeh ochorenia budu publikované v recenzovanych odbornych periodikach indexovanych vo

Web of Science alebo Scopus

o Vysledky gendmovych sekvencii virusov budu zverejnené v databaze GISAID a EMBL Nucleotide DB

Prispejeme k monitoringu genomickej epidemiolégie na Slovensku

(@)

ODBORNE AKTIVITY PROJEKTU

Subjekt/ prijimatel pomoci — Geneton s.r.o.

Vyskumna aktivita 1 - Druhogeneracné sekvenacné analyzy
nazofaryngealnych sterov a cirkulujucich nukleovych kyselin v
plazme infikovanych os6b virusom SARS-COV-2

Téma 1:
Cielom aktivity je sekvenovanie celkovej izolovanej RNA resp.
vychytavanej SARS-CoV-2 genomickej RNA pacientskych vzoriek,
exomova analyza pacientov apri vybranych pacientoch aj cirkulujice
nukleové kyseliny ziskanych v klinickej studii. Predpoklad je analyzovat
najmenej 370 vzoriek, pricom budu pochadzat od pacientov s r6znymi
typmi priebehu ochorenia:
e pacienti s pozitivnym gPCR testom s miernymi klinickymi
prejavmi ochorenia,
e pacienti s pozitivnym qPCR testom so zavaznymi klinickymi
prejavmi ochorenia,
e pacienti s opakovane pozitivnymi gPCR testom bez klinickych
prejavov ochorenia.
U pacientov bude prebiehat exdmova analyza ziskanej DNA z krvi
pacienta.
Okrem toho sa bude aktivita zaoberat adaptaciami a vylepseniami
laboratérnych postupov, algoritmov a Statistickych metdd, spolu s
ciefom priamo zachytit virusové nukleové castice alebo nepriamo
indikovat prebiehajuce ochorenie na zdklade abnormalnych
charakteristik sekvenovanych fragmentov ziskanymi metddami
tekutej biopsie. Pre overenie hypotézy a vyladenie laboratérneho a

Partner 1 - Univerzita Komenského v

Bratislave

Vyskumna aktivita 2 - Ziskanie
genetického materialu a
tretogeneraéné sekvenovanie  z
izolatov pacientov pozitivnych na
SARS-COV-2

Téma 1:

Sucastou aktivity je izoldcia RNA a
DNA z pacientskych vzoriek ziskanych
z klinickej studie. Prvym krokom bude
izolacia s ndaslednou optimalizaciou
izolacie s ciefom dosiahnut
koncentracne c¢o najvyssi vytazok
virdlnej RNA. Kazdej vzorke bude
nutné stanovit CT hodnotu pomocou
gPCR testu. Nasledne budeme RNA
prepisovat do cDNA a pripravovat]

prislusné sekvenacné kniznice a
virusoveé sekvencie sekvenovat
hybridnym spésobom - pomocou
platforiem  lllumina a  Oxford
Nanopore Technology s cielom

detekovat v gendmoch variabilitu. V|
pripade asymptomatickych pacientov|




vypocétového procesu je potrebné uskutocnit masivne paralelné
sekvenovanie nukleovych kyselin (ecDNA ajecRNA) extrahovanych z
krvnej plazmy pacientov s potvrdenou infekciou virusom SARS-CoV-2.
Jednym z vysledkov aktivity je vytvorenie Konceptu testu pre analyzu
cirkulujucich biomarkerov a taktiez vytvorenie Predikéného modelu na
detekciu virusu v krvi pacienta.

Vyskumna aktivita 4 - Vytvorenie databazy pangenémov virusu a
klinickych anotacii s ndzvom PanClinCov DB

Téma 1:

Klinické udaje ziskané sekvenovanim genomického materidlu je nutné
spracovavat na vykonnej serverovej infrastruktire, kedZe vykon
beZnych pracovnych stanic nepostacuje na planované bioinformatické
vypocty. Vyzvou su najma velké mnozstva ziskanych udajov, ktoré je
nutné uchovavat v efektivnych datovych struktdrach. Vyrazna Gsporu
ponuka pangenomicky pristup modelovania gendmov, ktory bude
centralnym databazovym zdrojom v navrhovanom riesSeni. Vyzvou je
konzistentné udrziavanie ziskanych informdcii o pacientoch,
sekvenovanych citani, vysledkov analyz, ako aj cielovych sekvencii
virusov. Pre tento Ucel bude vybudovany laboratérny systém, ktory
ulahci spravu vzoriek v studii.

Jednym z vysledkov aktivity je vybudovanie Pangenomicka databaza
osekvenovanych virusov.

bude sucasne prebiehat exdmova
analyza ziskanej DNA z krvi pacienta.

Jednym zvysledkov aktivity je
Vyhodnotenie najlepSej metédy na
spracovanie vzoriek z klinickej Studie a
Identifikacia gendmovej variability
virusu.

Vyskumna aktivita 3 - Pangenémova
bioinformaticka analyza a tvorba

nastroja pre data z roznych
genomickych platforiem

Téma 1:

Softvérova podpora vyuzitia

sekvenacnych pristrojov 3. generacie
na diagnostiku a monitorovanie
COVID-19

Sirokému nasadeniu nanopdrového
sekvenovania % kontexte
monitorovania a diagnostiky COVID-
19 brania vysoké naroky na vypoctovy
vykon pri analyze surovych dat. V
ramci tejto aktivity sa vyvind
alternativne metddy a softvér na

spracovanie surového signalu
sekvenovania, ktoré dokazu
spracovavat data generované
zariadenim MinlON na beZnych
pocitacoch v redlnom case.

Prepojenim so softvérovou podporou
monitorovania sekvenacnych behov a
technikami selektivneho
sekvenovania  zvySime  efektivitu
sekvenovania klinickych vzoriek.

Uednym z vysledkov tejto aktivity je

technicka dokumentacia a
odporucania pre hardvérové a
softvérové rieSenie sekvenovania

COVID-19 pomocou ARTIC protokolu a
Softvérové rieSenie pre
monitorovanie sekvenovania COVID-
19 pomocou sekvenacnych pristrojov
MinlON.

Téma 2:
Statistickd  diferencialna
sekvenacnych vzoriek

analyza




Metddy na Sstatisticki diferencidlnu
analyzu sekvenacénych vzoriek, ktoré
sa vyvijaju v spolupraci s projektom
PANGAIA, sa rozsiria a aplikuju na data
ziskané sekvenovanim volnych
cirkulujucich DNA fragmentov
(aktivita C. 4). Cielom je preskumat, Ci
za pomoci Statistickej diferencialnej
analyzy a pan-genomickych grafov je
mozné najst biomarkery, ktoré by
indikovali napriklad ro6zne stupne
zavaznosti  ochorenia  COVID-19.
Metddy zaloZené na analyze kratkych
segmentov (k-merov), ktoré sa
kontexte aplikacie pan-genomickych
grafov vyvijaju v projekte PANGAIA
pre analyzu metagenomickych
vzoriek a rakovinovych ochoreni, sa
rozsiria na analyzu volnych
cirkulujucich molekdl a ochorenia
COVID-19, co si vyziada signifikantné
prispésobenie metdd a vyvoj novych
softvérovych nastrojov.

lednym z vysledkov je vytvorenie
Pangenomickej databazy
osekvenovanych virusov.
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