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SOUHRN

Cilem této diplomové prace je ovéfit metodu panelového sekvenovani genti pro detekci
biomarker v diagnostickych solidnich nddorech. V teoretické casti jsou diskutovany
zakladni principy personalizované mediciny a role genomickych biomarkert v této lécebné
strategii. Protoze naSe experimenty byly z velké miry provadény na BRCA-mutovanych
nadorech a chordomech, je zde popséana také cilena terapie pro tyto typy nadort. Hlavni
pozornost je vSak vénovdna srovnani rtiznych ptistupi sekvenacni analyzy nadorového

genomu, zejména s ohledem na uplatnéni v klinické praxi.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na vyuzitelnost panelu NEBNext Direct Cancer HotSpot
Panel, ktery pokryva specifické regiony 50 geni. Ackoli tato metoda prokézala schopnost
detekovat vétSinu hledanych variant, nezachytila jeden z dilezitych prediktivnich
biomarkertt odpovédi na anti-EGFR terapii. Na zaklad¢ toho byl genovy panel posouzen
pro odlisné aplikace, jako je analyza chordomu. Protoze metoda umoznuje zac¢lenéni UMI
barkodt do sekvenacnich ¢teni, bylo dalS$im zamérem experimentl otestovat piinosy tohoto
pristupu. Pro zpracovani sekvenacnich dat se zaClenénymi UMI byla s pomoci otevienych
programil sestavena bioinformaticka analyza a vysledky byly porovnany s vystupy programu
MiSeq Reporter Software. Analyza byla posléze tispéSné ovéfena 1 pro dalsi panel NEBNext

Direct BRCA1/BRCAZ2.



SUMMARY

The objective of this master’s thesis is to evaluate a gene-panel sequencing method for
detection of biomarkers in diagnostic solid tumours. In the theoretical part, the basic
principles of personalized medicine and the role of genomic biomarkers in this treatment
strategy are discussed. Targeted therapies for BRCA-mutated cancers and chordomas are
also included, because the gene-panel testing in our experiments was performed mostly
on these types of tumours. Nevertheless, the main attention is devoted to the comparison of
different approaches for cancer genome sequencing analysis with respect to their utility

in clinical practice.

The experimental part is focused on the applicability of NEBNext Direct Cancer HotSpot
Panel covering specific regions of 50 genes. Even though the method proved to be able to
detect most of the desired variants, it missed one of the important predictive biomarkers for
response to anti-EGFR therapy. Accordingly, the gene panel was considered for different
applications such as analysis of chordomas. Since the method enables incorporation of UMI
adapters into the sequencing reads, the next goal of the thesis was to explore benefits of this
approach. For processing UMI-containing sequencing data, the pipeline using open-source
software was created and results were compared with outputs from MiSeq Reporter
Software. The pipeline was then successfully evaluated also for another panel NEBNext

Direct BRCA1/BRCAZ2.
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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BW Bead Wash Buffer

BWA Burrows-Wheeler Aligner

CCD charge-coupled device

cfDNA volng cirkulujici DNA (Cell-Free DNA)

CML chronick4 myeloidni leukémie

CNV varianta v poctu kopii (copy number variation)

UMI molekuldrni barkdd (unique molecular identifier)

COSMIC Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
DEPC dietyl pyrokarbonat

dNTP deoxynukleotid

EMA Evropska Iékova agentura (European Medicines Agency)
NHEJ nehomologni spojovani koncii (non homologous end joining)
FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

(U.S. Food and Drug Administration)
FFPE formalinem fixované v parafinu zalité biopsie

(formalin-fixed paraffin-embedded)

gDNA genomicka DNA

HW Hybridization Wash

HD Horizon Discovery

HGVS Human Genome Variation Society

LOD limit detekce (limit of detection)

MSR MiSeq Reporter Software

NGS sekvenovani nové generace

OS celkové preziti (overall survival)

FISH fluorescencni in situ hybridizace

PCR polymerédzova fetézova reakce

PE parova koncova ¢teni (paired-end)

NEB New England Biolabs

PFS pieziti bez progrese (progression-free survival)
pSTD read position standard deviation (priimérnd odchylka pozice ve ¢teni)



qPCR
RECIST

RKO
SB

SGS
SBS
SNP
SNV
SV
TST170
UMTM
ZMW

kvantitativni polymerazova fetézova reakce

hodnoceni odpovédi nadoru na lécbu

(Response Evaluation Criteria In Solid Tumors)

bunécna linie karcinomu tlustého stfeva

strand bias

sekvenovani druhé generace (second generation sequencing)
sekvenovani syntézou (sequencing by synthesis)
jednonukleotidovy polymorfismus (single-nucleotide polymorphism)
jednonukleotidova varianta (single-nucleotide variant)
strukturni varianta

TruSight Tumor 170

Ustav molekularni a translaéni mediciny

zero-mode waveguide



2 UVOD

Pokrok v onkologickém vyzkumu a studiu rakovinnych procesti na molekuldrni urovni je
uzce spjat s prichodem modernich vysokokapacitnich metod, jako jsou technologie
sekvenovani nové generace. Velké mnozstvi ziskanych genomickych poznatkii soubézné
podnitilo rozvoj personalizované mediciny, nového sméru diagnostiky a 1é€by onemocnéni
zalozeném na individudlni charakterizaci molekularnich zmén kazdého sledovaného
pacienta (Morash et al., 2018; Collins et al., 2017). 'V soucasnosti existuje jiz cela fada
biomarkert, které se vyuzivaji v cilené protinadorové 1€¢b¢ s klinicky prokézanou u€innosti.
ProtoZze oproti konvencni chemoterapii cilend léiva plsobi na nadorové abnormality
specifickym zpisobem, piedpoklada se efektivnéjsi vysledek 1écby s nizsi toxicitou (Joo et

al.,2013; Collins et al., 2017).

Analyza genomickych biomarkerti v nddorech dnes otevira Siroké moZznosti s potencidlnim
uplatnénim pro mnoho odliSnych aplikaci. Jaké vyhody a nevyhody jednotlivé ptistupy
pfindsi, pfedstavuje jeden z hlavnich motivl této prace. Ackoli v klinické praxi maji vyznam
1 dalsi metody, nejvétsi pozornost je zde vénovana technologiim sekvenovani nové generace
se zaméfenim na panely genll. Citlivd a specifickd detekce mutaci v nddorové DNA je
klicovy krokem cilen¢ terapie, kterd ovliviiuje stanoveni diagnézy i ndslednd rozhodnuti
o 1écbé pacienta. Schopnost metody podavat nezkreslené vysledky 1 pii nizkych vstupech
testované genetické informace je nyni o to aktudlnéjsi s ohledem na rostouci vyznam tekuté
biopsie a volné cirkulujici nddorové DNA v krvi pacienta. Mozné vyuziti genového panelu

NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel s molekuldrnimi barkdédy pravé pro tyto ucely

ovéfuje experimentalni ¢ast diplomové prace.



3 CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

Seznamit se s problematikou personalizované mediciny a prediktivnich markerti
pro solidni nadory.

Sepsat reSer$i o pouziti panelového multi-paralelniho sekvenovnani (MPS)
pro typizaci genll spojenych s rozvojem nadorti.

Seznamit se stématem sekvenovani na platformé Illumina MiSeq a moZnostech
zpracovani dat s ultra vysokym sekvenacnim pokrytim.

Popsat nejnoveéjsi trendy a technologie v oblasti ptipravy sekvenacnich knihoven
pro hluboké amplikonové sekvenovani s diirazem pro diagnostiku solidnich nadort.
Ovérit uplatnéni molekularnich bark6di pro zlepSeni kvality sekvenovani, citlivosti
detekce mutaci a seznamit se s moznostmi jejich pouziti pro aplikaci genotypizace
cirkulujici nadorové DNA z tekuté biopse.

Popsat nejnovéjsi trendy v oblasti predikce 1€¢by solidnich nadort.

Experimentalni ¢ast:

Optimalizovat metodu panelového sekvenovani min. 50 genti (napt. NEBNext Direct
Cancer HotSpot Panel).

Zpracovat a sekvenovat referen¢ni vzorky a vzorky DNA ze solidnich nadort.

Ve spolupraci s dal§imi pracovniky zpracovat hrubé sekvenacni data a ziskat
vysledky genotypizace.

Porovnat vysledky genotypizace pro rGzné zplUsoby zpracovani dat a rizné
parametry.

Sumarizovat vysledky a vyhodnotit parametry nové metody (napf. specificita,

sensitivita).



4 SUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Mutace jako zakladni charakteristika nadora

Genetické faktory hraji kliCovou roli v predispozici, iniciaci 1 vyvoji nddorového
onemocnéni (Burghel ef al., 2015). Ve své podstaté se rakovina tidi principy Darwinovské
evoluce, kdy v adaptivnim prosttedi tkanovych ekosystémiti dochazi opakované ke klonalni
expanzi, genetické diverzifikaci a klonalni selekci (Obrazek 1) (Greaves et Maley, 2012).
Na zékladé¢ dané teorie umoznuje zisk vyhodnych mutaci urcitym bunéénym skupindm
(subkloniim) rozSifovat se, zatimco jiné zustavaji dormantni ¢i vymizi Gpln¢. Selekéni tlaky
pohangjici adaptaci subklonii mohou pochédzet zvlivu imunitniho systému hostitele,
peritumoralniho mikroprosttedi a/nebo protinadorové terapie. Proces kumulace odliSnych
genomikych zmén v jednotlivych subklonech podminiuje tzv. nadorovou heterogenitu
vyznamné ovliviiujici moznosti souCasné 1écby. Nékteré rakoviny projevuji zvySenou
genomickou nestabilitu, jako jsou melanomy ¢i nadory s defektnimi opravami DNA, ¢imz

jsou predisponovany k rozvoji nadmérnych subklonalnich aberaci (Collins et al., 2017).

Selective pressures ——————— T

a Ecosystem 1 Ecosystem 2 Ecosystem 4

______ /34\"/:

" )/( . ) | Recurrence
C o ¢

Single
founder
cell (stem or
progenitor)

| Ecosystem 3

\

Confined Diffuse
(CIS)

‘ : Metastases
~ Subclones with unique
of X

genotype / ‘driver’ mutations

Obrazek 1: Model klonalni evoluce rakoviny. Selektivni tlaky (v obrazku svislé ¢ary) dovoluji
nékterym mutantnim subkloniim expandovat, zatimco jiné zcela vymizi nebo zlstavaji dormantni.
Ekosystémy 1-4 vyznacené v Sedych polich predstavuji riizna tkanova prostiedi. Pferusovanou ¢arou
jsou znazornéna lokalné odliSna mikroprostiedi. Metastatické subklony se mohou odtrhnout od
hlavnich i minoritnich klond primarniho nadoru (Pfevzato z: Greaves et Maley, 2012).

Béhem rozvoje rakoviny sice nastdvd v genomu mnoho somatickych genetickych 1
epigenetickych zmén, jen menSina z pfitomnych mutaci méa vSak na karcinogenezi zasadni

vliv. Tyto zmény, které se podileji na zvySené proliferaci a pteziti bun€k, jsou oznacovany
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jako mutace fidici (driver mutations) a byvaji doprovazeny cetnymi mutacemi neposkytujici
zadnou selektivni vyhodu (passenger mutations) (Greaves et Maley, 2012). Zaroveini ne
vSechny z mutaci fidicich mohou slouzit k prognostickym, prediktivnim nebo diagnostickym
ucelim; zavadi se proto dalSi pojem tzv. zacilitelnych mutaci (actionable mutations)
(Burghel et al., 2015). Jak odliSit tyto terapeuticky vyznamné mutace od nespoctu
biologicky neutralnich v natolik riiznorodé a komplexni krajing, jako je genom nadorovych

bungk, zlstava jednou z hlavnich otazek personalizované mediciny (Hyman et al., 2017).

Pocinaje identifikaci prvnich onkogeni a nadorovych supresorovych genii méme dnes
k dispozici detailni genomické profily nejb&znéjSich rakovinnych typt (Kandoth et al.,
2013; Hyman et al., 2017). Zapojeni rozsahlych genomickych projektti sou¢asné podnitilo
vznik nové taxonomie nadort zaloZené na jejich podrobné molekuldrni charakterizaci, ktera
nyni dopliuje tradi¢ni klasifikaci rakovin vychazejici z histologie (Hoadley et al., 2014).
K hodnotnym poznatkiim v tomto sméru piispéla naptiklad dikladna integracni analyza
provedend Hoadleyem et al. (2014) s pouzitim péti genomickych a jedné proteomicke
platformy na 3 527 vzorcich z 12 typt rakoviny. Vysledky této studie ukazaly, Ze klasifikace
na zakladé¢ genomickych udajii pro pét typt rakovin odpovida pivodnimu rozdéleni dle
tkadnového ptivodu, avSak nékteré jiné typy spadaji spole¢né do novych skupin. Nyni je tak
mozné spojit spinocelularni karcinom plic, rakovinu hlavy a krku a nékolik dalSich rakovin
mocového méchyte do jediného rakovinového podtypu, ktery je charakteristicky zménami
TP53, amplifikacemi TP63 a vysokou expresi genli imunitnich a proliferacnich drah. Kromé
toho jsou mutace TP53 vlibec nejcastéjSimi zménami napiic rlznymi typy nadora

s celkovou frekvenci az 41 %.

Ze spletitosti této problematiky Ize snad jen shrnout, ze rakovinné typy a podtypy sice
charakterizuje spole¢na tfada fidicich mutaci, jejich specifickd kombinace se vSak mulze
vyznamné li$it nejen mezi samotnymi nadory, ale 1 v rdmci bunéénych subklond jediné¢ho

nadorového vzorku (Kandoth et al., 2013; Collins ef al., 2017).
4.2 Personalizovana medicina a strategie cilenych léciv

Odkryti déjh, které se ucastni procesu karcinogeneze, metastdze a rezistence, objev cilenych
lé¢iv a v neposledni fadé¢ vznik technologii umozZiujicich molekularni analyzu nadort,
stimulovaly rozvoj personalizovan¢ mediciny (Tsimberidou, 2017). ,Spravny lék pro
spravného pacienta ve spravny cas®, tak lze struné vystihnout tento novy lécebny smér

(Collins et al., 2017).
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Na kazdého pacienta muze byt nahlizeno jako na nositele jedine¢ného uskupeni
charakteristik, které ovliviiuje riziko i1 pribéh jeho onemocnéni. Jednotlivci se 1i§i svym
vékem, vyzivou, zivotnim stylem, prosttedim, etnickym piivodem apod. A stejné tak se mezi
jednotlivei lisi klinické projevy u kazdého typu a stupné rakoviny; dochdzi k rozdilim
v chovani a progresi nadoru, i v odpovédich na konkrétni lécebny rezim. To je z velké Casti
podminéno pravé jedineCnym genomickym profilem (DNA, RNA a epigenetickym)

jednotlivych nadort (Uzilov et al., 2016; Goetz et Schork 2018).

Personalizovand medicina pak vychdzi z informaci o nadorovém genomu a dalSich
individualnich vlastnosti kazdého pacienta, aby zajistila co mozna nejvyssi tcinnost 1€cby
oproti klasickym chemoterapeutikim neinterferuji jednoduSe se vSemi rychle se délicimi
buiikami, ale blokuji specifické drahy souvisejici s karcinogenezi a rastem nadort.
V rakovinnych buiikach dané latky mohou vyvolat apoptozu, inhibovat enzymy a receptory
rustovych faktort podilejicich se na proliferaci nebo modifikovat funkci proteinti, které

reguluji genovou expresi (Joo et al., 2013).

Z chemického hlediska cilend 1éciva spadaji do dvou hlavnich kategorii, a to malych
molekul a monoklonalnich protilatek. ,,Malé¢ molekuly* odkazuji na organické slouceniny
s relativni molekulovou hmotnosti mensi nez 800 Da, které mohou pronikat skrze bunécnou
membrdnu a interferuji s molekularnimi cili nebo signalnimi cestami uvnitt buiky.
Koncovka ,,-ib” v nazvu téchto latek vyjadiuje praveé jejich ptimé inhibi¢ni G¢inky. Naopak
monoklonalni protilatky (koncovka ,,-mab‘) obvykle pfes buné¢nou membranu nepronikaji
a vazou se na povrchové antigeny specifické pro rakovinné bunky (Joo et al, 2013).
Protilatky byly do strategie cilenych 1éCiv zahrnuty teprve v neddvnych letech, a zaroven
s nimi byl také pozménén plvodni koncept personalizované mediciny. Imunoterapie totiz

zasahuje imunitni systém, a je timto nepfimou formou I€¢by (Collins et al., 2017).

Pro uplnost je tfeba dodat, Ze personalizovand medicina nefe$i pouze otdzky spojené
s terapii, ale 1 diagnostikou a prevenci. Kromé& genomiky cCerpa také z mnoha dalSich
védeckych smérti, jako jsou proteomika a metabolomika. V kone¢ném dusledku proto
personalizovana medicina ptedstavuje slozity multidisciplinarni védni obor, ktery se tyka
nejenom nadorovych, ale i mnoha dalSich onemocnéni (Abrahams et Silver, 2009; Goetz et

Schork, 2018).
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4.3 Typy biomarkeri v klinice

Podobné¢ jako pojem personalizovana medicina, ani biomarker nemd jednoznac¢nou definici a
v literatufe byvad vymezovan rizné na zdkladé dan¢ho kontextu. Biomarker obecné miize
predstavovat charakteristiku, ktera je objektivné méfitelna a vyhodnocovana jako indikator
normalnich biologickych procest, patogennich procesii nebo farmakologickych odpovédi na

terapeuticky zasah (Biomarkers Definitions Working Group, 2001).

Biomarkery pouzivané pro klinické ucely lze vy€lenit na tfi druhy: diagnostické,
prognostické a prediktivni. Diagnostické biomarkery umozZiuji identifikaci typu nebo
podtypu rakoviny, prognostické biomarkery pak slouzi zejména pii ur€ovani rizika relapsu
nebo progrese onemocnéni po 1€¢beé. Pro volbu konkrétni terapie a odhad odpovédi pacienta
na lé¢bu maji vyznam biomarkery prediktivni, pfiCemz pravé tyto casto identifikuji
molekuldrni cile protinadorovych 1é¢iv (Roychowdhury et Chinnaiyan, 2016). Kazdy
z danych typti biomarkerti miiZze byt s pomoci rozlicnych molekularnich metod testovan pro
detekci zmén nadorového genomu, proteomu ¢i fenotypovych vlastnosti, jako je

histopatologicka klasifikace (Roychowdhury ef Chinnaiyan, 2016).

Genomické biomarkery nemusi zahrnovat pouze charakteristiky spojené s molekulami
DNA, ale také s RNA; reflektuji tedy expresi, funkci 1 regulaci gent. V ramci zmén
vyskytujicich se pfimo na urovni DNA se pak jedna o jednonukleotidové polymorfismy,
inzerce, delece, variabilitu v poCtu kopii nebo mikrosatelity. Déle se do této skupiny tadi
také epigenetické modifikace (napf. metylace) a cytogenetické piestavby, jako jsou
translokace, inverze nebo vétsi delece a inzerce (Novelli ef al., 2008). Typické genomickeé
biomarkery, prediktivni i prognostické, které jsou dnes béznou soucasti klinické praxe,

ukazuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Genomické biomarkery vyuzivané v klinice na ptikladu karcinomi plic (Minarik, 2016)

Biomarker Bézné oznaceni Typické vyuziti Vysetfované geny
v klinické praxi
o o Predikce l?ce.:bne EGFR
Bodova (jednonuklotidova) Mut odpovedi
mutace SNV Odhad prognoz KRAS
ad prognozy BRAF
onemocnéni
Krat!(e inzerce, delece a Indel Predikce l?ce.:bne EGFR
duplikace odpovedi
Zmény v poctu kopii Ampl Predikce 1écebné ROSI
exoni/gentl P odpovédi cMET
Stmktur.m. Varlranty, SV Predikce l?ce.:bne EMLA-ALK
aneuploidie, fuze odpovédi
. — Odhad prognozy MGMT
Epigenetické poruchy CpG, CIMP onemocnént CDKN2A
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Personalizovand medicina pii posuzovani lé€ebné¢ odpovedi klade v zasad¢ dvoji otazku.
Za prvé, zda je u pacienta pfitomna mutace, pro kterou existuje cilené 1é¢ivo, a za druh¢, zda
u pacienta neni pfitomna mutace, kterd zptisobuje na danou Iécbu rezistenci. Dobie znamé
geny, které jsou spolecné vySetfovany v této souvislosti, predstavuji EGFR a KRAS (Hyman

etal.,2017).

Mutace receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR) hraji vyznamnou roli v mnoha
typech nadort, vcetné rakoviny plic, stiev, prsu, mozku a dalSich (Arteaga et Engelman,
2014). Aktivace této transmembranové kindzy stimuluje celou signaliza¢ni kaskadu
prostifednictvim proteini RAS, RAF, MAPK a ERK ucastnicich se procest pieziti,
proliferace a metastaze nadorovych bunck. V soucasné dob¢ jsou proti hyperaktivovanému
EGFR k dispozici cilena 1é€¢iva, kterd ve vysledku blokuji pravé tyto ptidruzené drahy (Brar
etal., 2017).

KRAS je zdaleka nejCast&ji mutovanym onkogenem v rakovinach obecné a tyto mutace
byvaji zarovenl spojovany se Spatnou progndzou a rezistenci na terapii. Dany gen koduje
malou GTPazu z rodiny RAS, kterou doposud nelze zacilit zddnym dostupnym léCivem
(Haigis, 2017). Protoze je KRAS distalnim (downstream) efektorem EGFR, nebude ani
inhibice této nadfazené kinazy logicky t¢inna. Priikkaz nemutovaného genu KRAS je tak nyni

standardni podminkou pro indikaci cilené anti-EGFR terapie (Brar et al., 2017).

4.4 Organizace genomickych dat a identifikace biomarkeri v onkologii

Moderni metody sekvenovani sice umoznily identifikovat znaény pocet somatickych mutaci,
vétSina z nich vSak postrada biologickou ¢i klinickou validaci. Je proto nezbytné genomické
zmény systematicky katalogizovat a charakterizovat jejich frekvence vrdmci 1 mezi
jednotlivymi rakovinnymi typy (Hyman et al., 2017). Tento cil si jiz vytyCila ncktera
rozsahla konsorcia, jako je The Cancer Genome Atlas (TCGA), které dneSnim dnem
zmapovalo genomické zmény v 33 rakovinnych typech (National Cancer Institute, 2019).
Projekt je provazan také s COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer), nejvetSim

dostupnym zdrojem popsanych somatickych variant lidskych rakovin (Forbes et al., 2010).

Sestaveni reprezentativnich databazi osekvenovanych nadorlt je jen prvnim krokem
v procesu objevovani a klinické validaci prediktivnich biomarkerti. Jednotlivé genomické
zmény je potieba dale klasifikovat na zdkladé jejich abnormalni funkce a odpovédi
na lé¢iva. Funkéni disledky se mohou zdsadné liSit 1 pro varianty vyskytujicich se v jediném
fidicim genu. V tomto sméru se tudiz vyuzivaji jak vypocetni ptistupy vychazejici z principli
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statistiky, tak experimentalné¢ zaloZené velkokapacitni analyzy, které umoznuji rychlou
biochemickou charakterizaci velkého poctu genomickych variant soucasné. Své uplatnéni
zde nachdzeji také tradicni funkéné genetické studie s pouzitim raznych modernich metod
molekuldrni biologie v€etné CRISPR editovani genii. VSechny tyto strategie jsou vSak
primarné¢ zaméfené na zkoumani jednotlivych alel izolovang, coZ neptedstavuje typickou
situaci v redlnych nddorech. Jak terapeuticky postupovat u pacientl s pfitomnosti vice
zacilitelnych mutaci proto patii mezi dal§i soucasné slabiny personalizované mediciny

(Hyman et al., 2017).

Nejobtiznéjsi z celého procesu je samotna validace biomarkert a jejich pteneseni do klinické
praxe. Vyzaduje to fadu po sobé jdoucich studii a splnéni naro¢nych kritérii, diky kterym je
uspeésSné potvrzena souvislost s nemoci jen u naprosté mensiny potencialnich biomarkert
(Ziegle et al., 2012) Pomalost a tézkopadnost tradicniho postupu si jiz vynutila zavedeni
jistych zmén, jako je umoznéni klinické validace biomarkert jesté pted jejich Uplnou

biologickou a funk¢ni charakterizaci v laboratoti (Hyman et al., 2017).

v Vs

V komplexité¢ genomickych dat by se jen stézi orientovalo bez databazi, které se snazi
usporadat a standardizovat informace o biologické a klinické relevanci jednotlivych variant.
Soucasné se proto objevuji rozlicné zdroje, které maji slouzit k vedeni diagnozy, informovat

o progndze a usnadnovat rozhodnuti o [é€ebném postupu pacientii (Tabulka 2).

Tabulka 2: Dostupné databaze genomickych variant pro klinické ucely (Hyman et al., 2017).

Nazev databaze Oficialni webova stranka
ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
OncoKB oncokb.org
MyCancerGenome mycancergenome.org

CIViC civic.genome.wustl.edu
Cancer Genome Interpreter (CGI) cancergenomeinterpreter.org
CANDL candl.osu.edu
gzrsseonahzed Cancer Medicine Knowledge https://pet.mdanderson.org/

4.5 Léciva pouzivana na zakladé prediktivnich biomarkera v protinadorové terapii

Jako jeden z prvnich Gspéchii molekularné cilené mediciny byva klasicky uvadén imatinib
pro lécbu chronické myeloidni leukémie (CML) (Joo ef al., 2013). CML je podminéna
translokaci chromozoma 9 a 22, kterd zptsobuje fuzi dvou gentt BRC a ABL. Bcr-Abl
onkoprotein ziskdva svou transformacni schopnost prostiednictvim zvySené aktivity Abl

tyrosinkinazy (Perazzona et al., 2008). Jest€¢ do roku 1993 byla lécba CML limitovana
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moznostmi klasické cytoreduktivni terapie, ktera zajistovala pouze kratkodobou kontrolu
nad nemoci s medidnem pteziti mezi 45 az 55 mésici. O néco pozdéjsi se podaiilo pomoci
imunomodula¢niho 1é¢iva IFNa median pfeziti navysit na 60 az 90 mésict. Prilom v 1é¢bé
vSak nastal aZ s objevem imatinibu, prvniho schvalen¢ho inhibitoru tyrosinkinizy, ktery
blokuje vazebné ATP misto onkoproteinu Ber-Abl. Rozsahla klinickd studie IRIS s péti sty
pacienty zaznamenala pieziti bez progrese u vice jak 85 % pacientli po 5 letech testovani.
Imatinib je navic pacienty relativné dobfe snaSen, a mnohé z vedlejSich ucinkl 1ze potlacit

pozd¢jSim snizenim podavané davky (Fausel, 2007).

Do dne$niho dne je k dispozici celd fada cilenych 1€ka s prokazanou ucinnosti, které jsou
piedepisovany na zaklad¢ rutinniho testovani prediktivnich biomarkert. Mezi nejznamé;si
muzeme jmenovat gefitinib pisobici v EGFR-positivnich plicnich karcinomech, crizotinib
u¢inny v ALK-positivnich plicnich karcinomech ¢i trastuzumab pro HERZ2-positivni

rakovinu prsu (Collins ef al. 2017; Joo et al., 2013).

Jak uvadéji Sun et al. (2017), existuje jiz vice nez 80 FDA-schvélenych cilenych 1éCiv
efektivnich v riznych typech rakoviny, a tento pocet strm¢ nariistda kazdym rokem.
V ptipadech, kdy pro specifickou mutaci nebo typ nadoru pacienta neexistuje zatim zadny
1€k schvaleny FDA ¢i EMA, mlze 1ékat zvolit také moznost ,,0off-label”. Takové 1é¢ivo cili
stejnou mutaci schvalenou u jiného typu nadoru nebo cili jinou mutaci, avSak

s predpokladanym stejnym funkénim u¢inkem (Johnson et al., 2015; Lenk ef Duttge, 2014).

4.5.1 Studie ,,basket trial“: novy pohled na vyznam rakovinnych typi

Zaméteni se praveé na takové prediktivni biomarkery, které se vyskytuji v Sir§Sim spektru typi
nadorl, miiZze znacné rozsifit moZnosti cilené terapie na cetnéjsi populaci pacientii (Hyman
et al., 2017). S touto mySlenkou také vznikaji nové tfidy klinickych studii, jeZ se snazi
zefektivnit vyvoj a validaci cilenych 1éc¢iv. Tradi€né se k jednotlivym rakovinnym
onemocnénim piistupovalo zvlast na zakladé¢ anatomické lokalizace primarniho nadoru;
tedy zda se jedna o rakovinu prsu, rakovinu plic apod. Z toho vychazel jak postup 1éCby, tak
zpusob testovani novych l¢éki. Studie tfidy ,,basket trial“ timto zavadi velmi odliSnou
strategii, ktera si klade za cil sledovat ucinek léku na konkrétni mutaci, a to v riznych
typech nadori soucasné. Pfindsi to znacnou vyhodu, pokud vezmeme v potaz typickou
situaci, kdy jen maly podil pacienti s urCitym nddorovym onemocnénim ma specifickou
zacilitelnou mutaci, avSak ta je pfitomna u mnoha raznych typi rakovin. ,,Basket trials* pak

podavaji informaci nejen o ucinku léCiva, ale 1 které typy nddord jsou k nému citlivé
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(Cunanan et al, 2017). Usp&nost tohoto nového piistupu dokazuje mimo jiné
pembrolizumab, jenZ se v minulém roce stal prvnim FDA schvilenym Iékem C¢&isté
na zékladé€ pritomnosti specifick¢ého biomarkeru bez ohledu na typ nadoru a v&k pacientli

(U.S. Food and Drug Administration, 2019).

Vyznam rakovinnych typii pfesto nelze opomenout, stejn¢ jako jednoznacné vyhodnotit
efektivitu 1éCiva na zaklad¢ ptitomnosti jedné specifické mutace. Nazornou ukazkou je 1€k
vemurafenib u¢inn¢ inhibujici BRAF (V600E) onkoprotein v melanomech, avSak s velmi
limitovanou odpovédi v rakoving tlustého stieva. Bylo zjisténo, ze ob¢ rakoviny se od sebe
lis$i mirou exprese receptoru pro epidermalniho riastovy faktor (EGFR), ktery je
zpétnovazebné aktivovan inhibici proteinu BRAF. V rakoviné tlustého stfeva inhibice
proteinu BRAF vede k vy$$i aktivaci EGFR, coz podporuje bunécnou proliferaci i
v pfitomnosti vemurafenibu. Hladina EGFR je v melanomu nizkd, a proto BRAF inhibitor
ucinny. Jako feSeni se v tomto piipade u rakoviny tlustého stfeva nabizi pouziti dvou IéCiv,

které budou soubéZn¢ inhibovat BRAF 1 EGFR (Prahallad et al., 2012).

4.6 Cilena terapie pro BRCA-mutované nadory vajecniki a prsu

Rakovina prsu a vajecnikll je velmi casto asociovana se ztrdtou funkce nadorovych
supresorovych genit BRCAI a BRCA2 s vyznamnym podilem mutaci jak germinélniho, tak
somatického ptvodu (Lord et Ashworth, 2018; Faraoni e Graziani, 2018). Oba proteiny
BRCA1 1 BRCA2 jsou kritické pro opravu dvouvldknovych zlomii DNA procesem
homologni rekombinace, pfi¢emz naruSeni této drahy spousti alternativni opravné d¢je, jako
je nehomologni spojovani koncl (non-homologous end joining; NHEJ). PfestoZe primarni
ulohou NHEJ je chranit buiiku pfed chromozomalnimi aberacemi a genomovou nestabilitou,
ve vysledku to byvaji pravé tyto mechanismy, které ptispivaji ke karcinogenezi (Mehta et

al., 2018; Sishc et Davis, 2017).

Zacileni mutaci nadorovych supresorovych genll sice neni tak piimocaré, jako je tomu
u béznych onkogenti, nicmén¢ 1 pro BRCA-mutované rakoviny dnes existuje efektivni cilena
l1écba skrze tzv. syntetickou letalitu (Guo et al., 2014). Zjednodusené se jedna o strategii,
kdy soucasna zména dvou genll zpiisobuje bunéénou smrt, zatimco pii zméne pouze jednoho
z nich zlstava bunika Zivotaschopnd. Konkrétné v ptipadé patogennich mutaci BRCA lze
syntetickou letalitu navodit inhibici poly(ADP ribdza) polymerazy (PARP). Proteiny PARP
funguji jako sensory poskozeni DNA, které zprostfedkovavaji navazani dalSich efektorti

podilejicich se na reparaénim procesu (Lord et Ashworth, 2018). Inhibice PARP
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v kon€eném disledku vede k akumulaci dvouvldknovych DNA zlomt, a tudiz ke smrti
bunék s deficientnimi mechanismy homologni rekombinace (Nicolas et al., 2018).
Schvaleno bylo jiz n€kolik inhibitora cilicich tuto drahu (olaparib, rucaparib, niraparib a
talazoparib), které kromé BRCA-mutovanych nadori vaje¢niku a prsu prokazaly Gc¢inky také

napiiklad v rakoving prostaty (Faraoni ef Graziani, 2018; De Felice et al., 2017).
4.7 Moznosti cilenych lé¢iv u vzacnych typi rakovin: chordomii

Chordomy jsou relativné vzacné maligni nadory kostni tkan€ s incidenci 0,08 na 100 000
ptipadi. Nejvyssi vyskyt se pohybuje mezi 50 az 60 leti s medidnem pieziti ptiblizné Sesti
let. Primarni loziska se mohou objevovat ve spodiné lebky, oblastech pohyblivé patete
nebo kiizové kosti (Walcott et al., 2012; McMaster et al., 2001). Ptfestoze se chordomy
rozrustaji jen pomalu, vykazuji silnou lokalni agresivitu, kdy casto tvofi nadory velkych
rozmérit stlacujici vitdlni nervy a krevni cévy (Casali et al., 2007). Chordomy navic
obvykle neodpovidaji na konven¢ni radioterapii a cytotoxickou chemoterapii. Primérni
terapeutickou volbou je tudiz chirurgicky zdkrok, ktery obvykle vede k lokdlnim a
metastatickym recidivam. Bezvychodnd situace tohoto onemocnéni tak zaroven otevira
diskuzi o cilenych 1é¢ivech, jako potencidlni moznosti terapie (Meng et al., 2019; Bompas et

al., 2015).

Z genetického hlediska chordomy ptedstavuji heterogenni nadory s Castymi abnormalitami
velkych chromozomalnich oblasti. Mezi klicové apekty patogeneze patfi somatické
duplikace genu notochordalniho transkripcniho faktoru brachyury a mutace se ztratou
funkce gentit PTEN, TSC, CDKN2, SMARCBI a PIK3CA. Zasadni vyznam maji i mutované
tyrosinkindzové receptory, které jsou soucasn€ hlavnimi molekuldrnimi cili tohoto
onemocnéni (Meng et al., 2019). Jedna se zejména o geny c-KIT, PDGFR (o a B),
HER2/neu, EGFR, VEGFR a c-MET (Bompas et al., 2015; Weinberger et al., 2015).

Cilend 1éc¢iva doposud nejsou lécbou prvni volby chordomti a mohou byt doporucena pouze
pro pokrocilé nebo rekurentni nadory, které nereaguji ani na radioterapii, ani na chirurgickou
resekci. Odpoveéd’ 1é€by lze navic vyjadiit vice zpusoby, jako je RECIST nebo Choiovo
kritérium, hodnotici naptiklad velikost nebo densitu nadort. Dostupné vysledky cilené

terapie chordomt se proto pomérn¢ obtizn¢ vyhodnocuji (Meng et al., 2019).

Ze soucasn¢ testovanych 1é€iv je jednoznac¢né nejpouzivanéjsi imatinib, jiz dfive zmiflovana

latka v souvislosti s chronickou myeloidni leukémii. Tento specificky inhibitor

tyrosinkinazy interferuje krom¢ produktu fizniho onkogenu BCR-ABL také s PDGFR a c-
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KIT, které jsou siln€¢ exprimovany pravé v chordomech (Meng et al., 2019; Bompas et al.,
2015). Efektivitu imatinibu na zékladé€ téchto prediktivnich biomakerii hodnotili Stacchiotti
et al. (2012) v jedné z doposud nejrozsahlejSich klinickych studii chordomu s celkové 56
pacienty. Preziti bez progrese (PFS) a celkové pteziti (OS) jsou dulezitymi ukazateli
vysledki 1éCby, jejichz median v tomto piipad€é dosahoval 9 a 35 mésict. Podle kritérii
RECIST 70 % ze sledovanych pacienti vykazovalo stabilni stav onemocnéni. Protoze tyto
vysledky byly povazovany za UspéSné, brzy na analyzu ucink imatinibu v chordomech
navazali také Hindi et al. (2015) v retrospektivni studii s 46 pacienty. Z tohoto poctu 74 %
piipadii doséhlo stabilniho stavu a 26 % zistalo s progresivnim onemocnénim. Pozorovany

medidn PFS byl 9,9 mésicii a OS 30 mésict.

Z vyznamngj$ich analyz zamétenych na cilenou lécbu chordomi 1ze uvést také studii faze 11
testujici sorafenib s potencialné inhibicnimi u¢inky kinaz VEGFR provedenou Bompasem et
al. (2015). Studie sledovala celkové 27 pacientl s progeresivnim onemocnénim, z nichz 12
bylo jiz difive lé€eno chemoterapii a jinymi molekuldrné cilenymi lé¢ivy. Pfitomnost
specifickych biomarkeri v tomto piipadé¢ nebyla ovéfovana. Mira 9 mési¢niho pieziti bez
progrese dosahovala 73 % a mira 12 mési¢niho celkového preziti 86,5 %. Nicméné jak
uvadéji Meng et al. (2019), pouziti sorafenibu je limitovano vys$$im stupném toxicity a s tim

souvisejicimi vaznymi vedlejSimi U€inky.

Testovana byla efektivita 1 jinych terapeutik, jako jsou erlotinib, cetuximab, sunitinib,
afatinib a dalsi, pfiCemz dané testy obvykle zahrnovaly jen maly pocet pacientii (<20) nebo
se jednalo pouze o ptipadové studie. Z vysledkt je vSak zfejmé, ze pouziti téchto cilenych
1é¢iv na zakladé screeningu genetickych mutaci a imunohistochemie mtize byt pro pacienty

vyhodnou lé¢ebnou strategii (Meng et al., 2019).

4.8 Rezistence nadoru k 1é¢bé

Ackoliv se cilena terapie miiZze zdat jako slibné feSeni v 1é¢bé rakoviny, dosud nepiekonala
jednu z nejzdsadnéjSich piekdzek - rezistenci. Rezistence na lé€iva se postupné vyviji
u vétSiny pacientl s metastatickym onemocnénim, kteti tak v kone¢ném disledku podléhaji
své nemoci. Vyznamnou pfiCinou terapeutického selhdni je intranddorova geneticka
heterogenita a je stale vice ziejmé, ze jednotlivé nddory mohou dosdhnout rezistence
prostfednictvim hned nékolika cest soucasné (tzv. polyklondlni rezistence) (Burrell et

Swanton, 2014).
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Na kazdou cilenou terapii bylo identifikovdno mnoho mechanismi rezistence, béZné se vSak
rozd€luji do tfi hlavnich tfid vychdzejicich ze: (1) zmény fidicich gent, (2) aktivace
paralelni signdlni drdhy ¢i podfazenych komponent v kritické draze, tj. aktivaci
,downstream efektorii* a (3) fenotypové transformace. Posledni tfida rezistence zahrnuje
histologickou proménu z jedné¢ bunécné linie, jako je epitelidlni, na jinou, jako je
neuroendokrinni nebo mesenchymalni. Dany proces byl zatim jen velmi malo vysvétlen

(Neel ef Bivona, 2017; Lin et Shaw, 2016).

Obecné Ize vSechny zminéné typy rezistence povazovat za projev vyvoje nddorovych bunék
pod selekénim tlakem terapie. Mimo tuto tzv. ziskanou rezistenci existuje 1 rezistence
puvodni (primdrni), kterd vznikd v duasledku pfitomnosti nékterého rezistenéniho
mechanismu v nadorovych buiikach jesté pred zahdjenim samotné 1écby (Lin et Shaw, 2016;
Burrell et Swanton, 2014). At uz je ale pfi¢ina rezistence v nadorovych buiikach pifitomna
od pocatku lécby, nebo se vyviji az pozd¢€ji s narGstajici heterogenitou nadoru, je pro
uspéSnou cilenou terapii zcela zasadni dany mechanismus detekovat v€as. V mnoha
piipadech je jiz dnes pro pacienty k dispozici vice 1ékli, které mohou byt rizné
kombinovany s cilem zastavit vznikajici rezistenci jeSté pred jejim uplnym propuknutim.
Stim vSak souvisi také nutnost monitorovat zmény nadorového genomu opakovang,
v prubéhu celé 1écby (Neel et Bivona, 2017). Pro tyto tcely se nyni jako idedlni metoda
nabizi tekutd biopsie, jez umoziuje citlivé analyzovat cirkulujici nddorovou DNA

neinvazivnim zpisobem z krve pacienta (viz kapitola 4.9.2).

4.9 Metody nadorové genomiky

V diagnostickych laboratotich se stale vyuzivaji zdkladni metody detekce genetickych zmén,
jako jsou imunohistochemie, fluorescencni in situ hybridizace (FISH), kvantitativni PCR a
Sangerovo sekvenovani, poptipad¢ pyrosekvenovani (Burghel ef al., 2015; Garinet et al.,
2018). Jejich vyhodou je ptfimocaré provedeni, interpretace i validace. Typicky se jedna
o riiznorodé¢ testy, které sdileji pomérné levné vybaveni snadné na pouziti a adrzbu (Kuo et
al., 2017). Nicméné tyto metody maji jen omezenou Skdlovatelnost a po vztazeni na pocet
analyzovanych genii byvaji pracné, pomalé a drahé. Casto navic vyzaduji vétsi mnoZstvi
vzorku nebo DNA a vykazuji vy$s$i miru selhani (Burghel et al., 2015). NGS technologie se
proto staly bezesporu prevratnym nastrojem v klinice, umoziujici rozsahlou analyzu
genomickych variant s vynikajicim rozliSenim a presnosti na zakladé efektivné

generovanych sekvencnich dat (Xuan et al., 2013).
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4.9.1 Prehled soucasné nejbéznéjSich NGS technologii

Historie metod sekvenovani nové generace (NGS), jinak znamych jako masivné paralelni
sekvenovani, za¢ina teprve v nedavném roce 2004 zavedenim prvniho sytému GS FLX od
Roche 454. Tento novy typ sekvenatoru brzy nasledoval cely ptiliv NGS technologii, které
do dne$niho dne kontinudln¢ navysuji rychlost, a naopak snizuji cenu sekvenaéni analyzy.
Oproti Sangerové metod¢ je nyni mozné sekvenovat nesrovnatelné vice genomickych
regionli v jednom cCase, a to bez pozadavku predchozi znalosti sekvence (Ambardar et al.,
2016; Kamps et al., 2017). Protoze tento pfistup zaroven umoziuje detekovat v zésadé

vvvvv

vcetné oblasti onkologie (Wang et Xu, 2017).

NGS metody Ize rozdélit na dvé samostatné skupiny: sekvenovani druhé a tteti generace
(Ambardar et al., 2016). Sekvenovani druhé generace (SGS) se vyznacuje krats$i délkou
¢teni (<500 bp) a niz$i cenou na pocet osekvenovanych bazi. V potaz vSak musime brat také
doprovodné naklady na analyzu a uchovavani obrovského objemu dat, které jsou nezbytnou
soucasti téchto ptistuptt (Kamps et al., 2017; Xuan et al., 2013). Mezi piedni zastupce SGS
technologii patii [llumina, dale pak SOLiD, Ion Torrent, ustupujici technologie Roche 454 a
nove 1 Qiagen (Kamps et al., 2017; Ambardar et al., 2016).

4.9.1.1 Sekvenovani metodou Illumina

Technologie Illuminy se ve svém principu velmi podoba Sangerovu sekvenovani zaloZeném
na syntéze DNA v pfitomnosti polymerazy a fluorescenéné znacenych nukleotidi. V obou
ptipadech jsou nukleotidy na zdkladé komplementarity zaclenény do fetézce DNA a
identifikovany excitaci pfislusného fluoroforu. Diky modifikované -OH skupiné na 3¢ uhliku
je zabranéno dalsi polymeraci, a to bud’ trvalym nebo reverzibilnim zpiisobem. Hlavni rozdil
téchto pristupli vSak spociva pravé v poctu paraleln¢ analyzovanych DNA fragmentt, ktery
se u sekvenacni reakce Illuminy pohybuje v fadech miliontt az miliard (Chen et al., 2013;

[llumina, 2019h).
Typicky postup sekvenovani metodou Illuminy zahrnuje ¢tyfi zakladni kroky:

1. Ptiprava sekvena¢ni knihovny: Cely proces obvykle za¢ind Stépenim vzorku DNA
nebo cDNA za vzniku ndhodnych fragment s velikosti do 800 bp, k nimz jsou
nasledné¢ naligovany 5° a 3° adaptory. Alternativné ,tagmentace” kombinuje

fragmentacni a ligacni reakci v jediném kroku. Fragmenty s adaptory jsou poté
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amplifikovany pomoci PCR a purifikovany naptf. metodami na bazi gelu (Koubkova
et al., 2014; Illumina, 2019h).

Generovani klastrti (Obrazek 2): Knihovna je vnesena do priitokové komurky, kde
jsou fragmenty zachyceny na povrchové vazanych oligonukleotidech
komplementarnich k adaptorim. Kazdy fragment pak generuje odliSny klondlni
shluk (klastr) pomoci mustkové amplifikace. Diky tomto kroku je zesilen
fluorescencni signal detekovany v prabéhu nasledn¢ho sekvenovani (Ambardar et
al., 2016).

Sekvenacni reakce (Obrazek 3): Technologie sekvenovani syntézou (SBS)
od [lluminy vyuzivé princip reverzibilni terminace, kdy je v cyklech: 1) pfidavana
reakéni smés polymerazy a znacenych dNTP do pritokové komirky, 2) sniman
signal pomoci excitace laserem, kdy je pro rizné vinové délky zaznamenana
intenzita a pozice fluorescencniho signalu emitovaného pii zaclenéni konkrétniho
nukleotidu do fetézce a 3) odStépovana terminacni skupina na 3 uhliku nukleotidu
umoziujici opakovani celého procesu (Ambardar et al., 2016; [llumina, 2019h).
Analyza dat: Sekvence kazdého klastru je generovana specifickym algoritmem
piidélujici jednotlivym bazim ur€itou hodnotu, na jejimz zaklad¢é jsou vyfazeny
sekvence nizké kvality (Koubkova et al., 2014). Nové€ identifikovana sekvenacni
¢teni jsou poté bioinformatickym softwarem zarovnana (alignovana) k referenénimu
genomu. Dal§i faze analyzy se mlze odvijet znané¢ odliSnymi sméry podle

pozadované aplikace NGS sekevnovani (Illumina, 2019h).
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Obrazek 2: Generovani klastri na platformé Illumina. Fragmenty DNA jsou pies adaptory
prichyceny k prutokové komtrce a amplifikovany pomoci mustkové PCR. Amplifikacni reakce
predstavuje opakovany proces hybridizace, elongace a denaturace, pficemz funkci primerd zde plni
oligonukleotidy pokryvajici pritokovou komurku (Koubkova et al., 2014). Kazdy fragment DNA
ve vysledku tvofi samostatny shluk identickych molekul (Pfevzato z: CeGaT GmbH, 2019).
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Obrazek 3: Princip sekvenaéni reakce Illuminy. Sekvenovani vychazi z procesu syntézy DNA
v ptitomnosti odlisné znacenych nukleotidii nesoucich reverzibilni terminacni skupinu (znazornéna
pomoci Sedého Ctverce). V jednotlivych cyklech je sniman fluorescenéni signal z pravé zaclenéného
nukleotidu, a to paralelné¢ na pozici kazdého klastru. Sekvence ,,TGCTAC* byla z vyznaceného
klastru v obrazku ziskana po Sesti cyklech (Pfevzato z: CeGaT GmbH, 2019).

Sekvena¢ni metoda vyuziva strategii parovych koncovych ¢teni, tedy sekvenovani obou
koncti DNA fragment v knihovné, které zajiStuje piesnéjsi vysledky a uc¢inn€js$i detekei
indelii oproti ,,single-read* ptistupu (Obrazek 4). Analyza diferencniho rozestupu mezi pary
¢teni umoznuje také odstranéni PCR duplikatli, jez jsou béznym artefaktem zplisobenym

amplifikaci béhem ptipravy knithovny (Illumina, 2019h). Obvykla délka jednoho cteni je
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u sekvenatorti Illumina 150 bp, ptipadné az 300 bp s pouzitim systému MiSeq (Illumina,

2019i).

Paired-End Reads Alignment to the Reference Sequence
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Obrazek 4: Metoda parovych koncovych c¢teni: Sekvenovani je provadéno na obou koncich
fragmentd DNA, pricemz vzdalenost mezi pary ¢teni je znama. Algoritmy aligmentu tak mohou dané
informace vyuzit k pfesnéjSimu mapovani sekvenci, zejména v oblasti repetic (Pfevzato z: Illumina,
2019%h).

[llumina se fadi k nejptesnéjsim NGS metoddm s dosahovanou chybovosti 0,4 % (Ambardar
et al., 2016). Nabizi navic velmi flexibilni a Skalovatelné platformy, od stolnich sekvenatora
1Seq 100 s vykonem 1,2 Gb urcenych k panelovému sekvenovani, az po systém NovaSeq
6000 pro rozsahlé populacni studie generujici plisobivych 6 Tb a 20 miliard ¢teni v pribéhu
pfiblizné dvou dni (Tabulka 3) (Illumina, 2019h; Illumina, 20191).

Tabulka 3: Soucasn¢ dostupné sekvenacéni platformy Illumina (Illumina, 20191).

Typ sekvenatoru Vystupni kapacita Pocet Cteni Délka béhu
iSeq 100 1,2 Gb 4 miliony 9-17,5 hod
MiniSeq 7,5 Gb 25 miliona 4-24 hod
MiSeq 15 Gb 25 miliond 4-55 hod
NextSeq 120 Gb 400 miliont 12-30 hod
HiSeq 4000 1500 Gb 5 miliard 1-3,5 dni
NovaSeq 6000 6000 Gb 20 miliard 13—44 hod

4.9.1.2 Sekvenaéni systém lon Torrent

Ion Torrent piedstavuje ze soucasnych SGS piistupt slibnou sekvenacni metodu, ktera se jiz
v mnohych studiich ukazala jako vhodna alternativa k Illuminé (Hirsch ef al., 2018; Burghel
et al., 2015). Sekvenatory tohoto typu jsou zalozeny na polovodicovém cipu schopném
detekovat zmény pH (Koubkova et al., 2014). Samotné sekvenovani piedchazi i v tomto
piipadé€ ptiprava knihovny, kdy jsou fragmenty DNA ligovany k adaptoriim a amplifikovany
pomoci emulzni PCR na mikrokulickach. Knihovna slouzi béhem nésledné sekvenacni
reakce jako templat pro syntézu nového fetézce DNA (Grada et Weinbrecht, 2013).

Mikrokulicky jsou po jedné umistény do mikrojamek, kam je v cyklech pfidavéna reakéni
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smés obsahujici vzdy pouze jeden typ dNTP. Pokud je nukleotid inkorporovan
do nartstajiciho tetézce, dojde k uvolnéni vodikového iontu a tento chemicky signal je

piimo prevadeén do digitalni podoby (Ambardar et al., 2016).

ProtoZze technologie Ion Torrent obchazi nutnost pouziti fluorescencné znacenych
nukleotidl, jsou naklady spojené s analyzou snizeny (Ambardar ef al., 2016; Reuter et al.,
2015). Hlavni prednosti metody je rychlost, kterd se mize pohybovat az k pouhym 2,5
hodindm na jeden b&h (Mehrotra et al., 2017). Nicméné vystupni kapacita zdaleka
nedosahuje platforem od Illuminy a sekvenovéani je zdroven méné piesné s celkovou
chybovosti 1,78 % (Ambardar et al, 2016). Metoda je nachylnd zejména na detekci
homopolymerd, tj. sekvenci identickych nukleotidl, kdy pfi naméfeném signalu nad urcitou
mez dochazi k chybnému stanoveni po¢tu nukleotida v dané repetici (Ivady et al., 2018). Jak
uvadéji Mehrotra et al. (2017), presto lze tento sekvenator s limitem detekce 5 % alelické
frekvence pii vysoké reprodukovatelnosti povazovat za uziteCny nastroj pro molekularni
profilovani nadora v klinické praxi. Od roku 2018 Thermo Fisher Scientific navic vypousti
na trh vylepSenou sérii lon GeneStudio S5, kterd slibuje vyrazné navySeni kapacity a
rychlosti analyzy (Thermo Fisher Scientific, 2019d). Nejvykonnéjsi platforma s Cipem Ion
550 mize generovat na dva sekvenacni b&hy v pribéhu jednoho dne vystup az 50 Gb

(Thermo Fisher Scientific, 2019¢).

4.9.1.3 Sekvena¢ni systém Qiagen

Srovnatelné¢ vysledky s Ion Torrent piinasi také jedna z nejnovéjSich sekvenacnich
technologii GeneReader od Qiagen (Heeke ef al., 2018). Metoda vychazi ze sekvenovani
syntézou s cyklickou reverzibilni terminaci; vyuziva tedy stejného detekéniho mechanismu
jako Illumina (Garrido-Cardenas et al., 2017). Samotna ptiprava knihovny je zaloZena
na obohaceni cilovych oblasti pomoci PCR, pfi¢emz sekvenaéni reakci je mozné provést
nejen na platformé GeneReader, ale 1 na jinych sekvendtorech (Kamps et al., 2017). Novy
systém byl navrzen specialné pro potfeby rutinni molekularni diagnostiky a jako takovy
piinasi vysoce automatizovany pracovni postup véetné integrované bioinformatické analyzy.
Zajisténi kompletni ptipravy vzorkd aZ po samotnou analyzu dat ma zvysit ucinnost a
reprodukovatelnost celého procesu. Za vyhodu GeneReader miize byt povazovan i
specificky zplsob platby umoznujici minimalni pocate¢ni naklady, které naristaji az

za kazdy testovany vzorek (Heeke et al., 2018).
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4.9.1.4 Technologie sekvenovani tieti generace

Sekvenovani treti generace dosahlo vyrazného pokroku predevsim v délce Cteni. Kromé toho
neni vyzadovana piedchozi amplifikaci DNA, coZ zkracuje dobu ptipravy vzorki a snizuje

chybovost, ktera z tohoto kroku prameni (Xuan et al. 2013).

Technologie SMRT (single molecule real-time) vyvinuta spolecnosti Pacific Biosciences
generuje délku cteni bazné az 40 kb ¢i dokonce delsi (Pacific Biosciences, 2019). B&€hem
sekvenacniho procesu touto metodou je v ptitomnosti fluorescenéné znacenych nukleotidi
syntetizovano komplementarni DNA vlakno polymerazou, kterd je ukotvena na dné
struktury zvané ,,zero mode waveguide® (ZMW). ZMW struktury si lze predstavit jako
jamky v hlinikové folii s primérem piiblizné¢ 70 nm. Vzhledem k miniaturnim rozmérim
jamek je mozno zachytit fluorescencni signal uvolnény jen z pravé inkorporovaného
nukleotidu (Ambardar et al, 2016). Celkova chybovost sekvenovani 11-15 % je vSak
pomérn¢ vysoka a vystupni kapacita 0,5-1 Gb na jeden ¢ip (SMRT cell) naopak nizka
(Rhoads et Au, 2015).

Velmi dlouhych ¢teni nad 150 kb bylo dosazeno pomoci MinlON, pfenosného sekvenatoru
vazicim sotva 100 g. Tento systém od Oxford Nanopore Technologies vyuZiva proteinovych
nanoport, jimiz prochazeji jednotetézcové molekuly DNA. Nanop6r funguje jako biosenzor,
ktery méti zmeény iontového proudu zpisobenymi rozdilnou strukturou jednotlivych bazi.
Metoda timto zpisobem umoziuje detekovat také epigenetické modifikace (Jain et al.,
2016). Uvadeéna presnost sekvenatoru se vSak pohybuje pouze kolem 85 % (Rang et al.,

2018).

Kviali vysoké chybovosti technologii, jako jsou SMRT nebo MinlON, byva provadéno
vicenasobné ¢teni a vytvofeni konsensualni sekvence s dosazenim piesnosti az nad 99 %
(Rang et al., 2018; Rhoads et Au, 2015). Tento ptistup je ale také ndkladngjsi, vzhledem
k Cemuz je sekvenovani s kratkym ¢tenim stale pouzivan¢j$i metodou. SGS se navic hodi 1
pro analyzu méné kvalitni, fragmentované DNA. Sekvenovani s dlouhym ¢&tenim naopak
nabizi vyhodu zejména pro detekci strukturnich variant, chromosomalnich pfestaveb a
translokaci. Diky jednoduss§i bioinformatice pak mize byt také velmi usnadnéno de novo

skladani genomt (Kamps et al., 2017).

4.9.2 Vliv kvality vzorki na vysledky NGS analyzy a metoda tekuté biopsie

Navzdory velkému potencialu NGS analyzy mohou byt vyslednd data kvalitni jen do takové
miry, jako samotna zdrojova tkan (Collins ef al., 2017). V tomto ohledu proto ptedstavuji
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velkou vyzvu tzv. FFPE vzorky, nejdostupnéjsi material pro genetické testovani pacientii
s rakovinou. Jednd se o formalinem fixované nadorové biopsie zalité v parafinu, jejichz
primarnim zdmérem je zachovat bunéCnou strukturu nadoru pro histologické vySetieni a
diagnostiku. Fixace formalinu vSak zptsobuje zesitovani jednotlivych molekul DNA vcetné
proteinti, coz déla tento proces znacné neSetrny k ndsledné genomické analyze. Dochazi
nejenom k poskozeni DNA z diivodu jeji fragmentace, ale 1 vzniku sekvenacnich artefakti,
jako jsou zmény bazi C>T a G>A (Wong et al., 2014). Kvuli heterogenni povaze nadort
navic biopsie z malych oblasti viibec nemusi reprezentovat celkovou buné€nou architekturu
a biomarkery naddorové tkang. Kromé toho pak izolované vzorky nejsou jen smési maligni
genetické informace, ale 1 DNA a RNA z nezhoubné ¢asti tkané€ (Joo ef al., 2013; Gerlinger

etal.,2012).

Jako nejptim&j$i teSeni k vySe uvedenym problémim se piirozené nabizi pouziti
mnohocetnych Cerstvych biopsii z riznych ¢asti primarniho nadoru 1 sekundarnich metastaz.
Takovy invazivni postup by vSak znamenal vyznamné riziko pro pacienta, nehledé na
doprovodné naklady a realnou proveditelnost (Collins et al., 2017). V posledni dobé proto
prilakala velkou pozornost tzv. tekutd biopsie, jako moznost detekce somatickych mutaci
solidnich nador z voln€ cirkulujici DNA (circulating cell-free DNA, cfDNA) vkrvi a
dalSich té€lesnych tekutinach pacienta. Piedpoklada se, ze cfDNA jsou uvoliovany
znadorovych bunék behem apoptdzy a/nebo nekrdzy, pripadné z nadort odvozenych
exosoml (Han ef al., 2017). cfDNA timto mohou poskytovat cenné informace o muta¢nim
profilu mnoha bunéfnych populaci, které se vzajemné podili na pribéhu nadorového
onemocnéni (Finotti ef al., 2018). Realnou vypovidajici hodnotu cfDNA ovéfili ve své studii
mimo jiné Janku et al. (2015) sledovanim mutacniho statusu gentt BRAF, EGFR, KRAS a
PIK3CA s pomoci tekuté 1 klasické biopsie. Obé metody dosahovaly pro jednotlivé geny
shodu 91 %, 99 %, 83 % a 91 %.

Nicméné 1 stekutou biopsii souvisi n€kolik praktickych prekazek, zejména omezené
mnozstvi cfDNA, kterd ma byt analyzovana. Molekuly cfDNA jsou v télesnych tekutinach
nafedény nenddorovou DNA, a tvoii tak u pacientl s rakovinou variabilni frakeci, kterd maze
sahat az pod hranici 0,01 %. K citlivé detekci cilovych molekul proto klasické metody, jako
je Sangerovo sekvenovani, zdaleka nepostacuji (Diehl ef al., 2008; Finotti et al., 2018).
Na zaklad¢ toho se dnes rozviji cela fada nov¢jSich technik Casto zalozenych na alelové
specifické PCR, digitalni PCR nebo NGS s molekuldrnimi barkody. Jednotlivé piistupy se

1181 nejen svou citlivosti, ale 1 rozsahem a finan¢ni naro¢nosti (Han et al., 2017).

27



4.10 Pristupy genomického profilovani nadori na zakladé rozsahu analyzy

Vyvoj modernich vysokokapacitnich metod, jako je NGS, podnitil rychly pfechod z testl
jednotlivych geni ke komplexnéjSimu profilovani nadorovych genomt (Burghel et al.,
2015). Sekvenovani celych genomii a transkriptomii je vSak zatim otdzkou zejména
klinického vyzkumu, pfi¢emz hlavni uplatnéni v klinické diagnostice dnes nachéazeji panely

gentl o rozdilnych velikostech (Jennings et al., 2017).

4.10.1 Celogenomové sekvenovani

Analyza celého genomu diive pfedstavovala rozsdhly multicentricky projekt, ktery stél
miliardy a trval nékolik let. V soucasnosti je jeji provedeni mozné v jediné laboratofi béhem
nekolika dni, a to v cené ptiblizné¢ 1000 dolart. ProtoZe neni vyZadovan krok obohaceni, je
pracovni postup dokonce jednodusi nez u cilené¢ho sekvenovani. Analyza vSak generuje
velké mnozstvi dat; zdsadni omezeni tohoto pfistupu tedy netkvi v ¢asti chemické, ale
vypocetni. Hlavni vyhodou celogenovového sekvenovani je zahrnuti ,,vSeho®, ptiCemz fuze
a zmény v poctu kopii jsou komplexnéji hodnoceny nez u mensich panelii a detekovatelné
jsou 1 varianty na urovni jednotlivych nukleotidd. Zvlasté slibnou aplikaci je ,,low-pass*
analyza celého genomu umoznujici stanoveni poctu kopii a detekci strukturnich variant
z fragmentované DNA, jenz je srovnatelnd s cytogenetickou analyzou. Hlavni nevyhodou je
vSak také zahrnuti ,,v§eho*. Miliony variant, které¢ jsou jedinecné pro kazdého Clovéka, je
témet nemozné vyhodnotit, nehledé¢ na nizkou hloubku pokryti spojenou se ziskem tolika
sekven¢nich dat na kazdého pacienta. Omezena je také moznost analyzovat subklony a

heterogenni vzorky (Kuo et al., 2017).

4.10.2 Celoexomové sekvenovani

Sekvenovani exomu nadord se tyka specialnich forem panelli genii zaloZenych
na hybridizaci, které¢ zahrnuji vSechny (nebo témét vSechny, protoze nékteré geny nemohou
byt spolehlivé zachyceny ¢i rozliSeny od homolognich oblasti) zndmé lidské geny. Postup je
technicky totozny s ostatnimi genovymi panely s tim rozdilem, Ze mnozstvi generovanych
dat je vice nez tadové vysSi (Kuo er al, 2017). Pro dostatecné specifickou a
sensitivni detekci mutaci je vyzadovano pokryti vétsi nez 20x (Kamps et al., 2017). Tento
ptistup proto také zvySuje vypocetni pozadavky i1 nadklady na ukladani dat, navic mnohé
ze ziskanych genetickych udaji zatim presahuji nasi schopnost je vliibec néjak interpretovat.

Navzdory vyznamnému narGstu informaci pak neni ani mozné detekovat vétSinu
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strukturnich variant s intronovymi signalnimi sekvencemi sestiihu, protoze bézné komeréné

dostupné kity introny nezachycu;ji (Kuo et al., 2017).

4.10.3 Transkriptomové sekvenovani (RNA-seq)

RNA-Seq aplikuje technologie NGS pro kvalitativni a kvantitativni analyzu kompletni sady
transkripta (tj. transkriptomu), véetné mRNA, malych RNA a dalSich nekodujicich RNA.
Profilovani transkriptomu zachycuje informaci o genové expresi a regulacnich prvcich
v bunice, tkani nebo organismu za ruznych fyziologickych stavi, coz je dilezité
pro pochopeni biologickych procesti ve vyvoji 1 nemoci. Ackoli transkriptom tvoii pouze
malou frakci lidského genomu (<5 %), je obsahové velmi rozmanity, pficemz zahrnuje také
produkty odvozené z alternativniho sesttihu a editace RNA ¢i ,,antisense* transkripty (Xuan
et al., 2013). Metoda RNA-Seq navic pfindsi u€inné feSeni pro identifikaci genovych fuzi,

které hraji vyznamnou roli v rakovinnych procesech (Parker et Zhang, 2013).

4.10.4 Panelové sekvenovani

Panelové sekvenovani je typem cileného re-sekvenovani, které je zaméfeno pouze na urcity
pocet specifickych gentli ¢i zajmovych oblasti (Kamps ef al., 2017). V soucasné dob¢ panely
genti predstavuji  viibec nejpouzivan€j§i NGS metodu pro diagnostické testovani
somatickych mutaci solidnich naddorti a hematologickych malignit (Jennings et al., 2017). Jiz
mnoh¢é studie prokazaly cenovou efektivitu téchto metod 1 jejich schopnost identifikovat
genetické zmény, které jsou relevantni pro onkogenezi €i rezistenci na 1é€iva, a to jak v celé

populaci rakovinnych bunék, tak v bunéénych subklonech (Kamps ef al., 2017).

Omezeni celkové velikosti sekvence jen na cilové oblasti umoziuje vyuzit vysoky vykon
NGS k analyze 1 vice pacientii v jednom béhu. Jak rozsah sekvenovani ovliviluje mnozstvi
soucasné testovanych vzorki, znazorfiuje Tabulka 4 na ptikladu genovych paneli od Qiagen
(zde rozsah analyzy vychazi z poctu primert pouzitych v amplifikacnim obohaceni). Panely
genll Ize kombinovat s riznymi sekvena¢nimi platformami, z nichz nejvyuzivanéj$i jsou
[llumina a Iont Torrent. Tyto se ovefily mimo jiné jako vhodnd volba pro analyzu DNA

o niz$i kvalité, véetn¢ FFPE vzorkl (Kamps ef al., 2017).
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Tabulka 4: Mnozstvi vzorkl, které 1ze sekvenovat soucasné v zavislosti na rozsahu analyzy a
kapacité sekvenatoru pro genové panely od Qiagen pii sekvenacnim pokryti 500x (Qiagen, 2019b).

2oe 19 Pocet vzorki/jeden b&h
) Kapacita
Sekvenator Verze . s, 1 000 2500 12 000
(pocet Cteni) L, . L,
primerti primerti primerti
MiSeq v2 30 miliont 60 24 5
HiSeq 2 Dual Fl 11
15eq 2500 ual owee 1200 miliond 2400 960 200
rapid run v2
Ion S5 Ion 530 Chip 15 miliont 21 8 1
Ion Proton I Chip 80 miliont 112 44 9

! Kapacita je vyjadfena v po&tu parovych koncovych &teni pro Illuminu a jednoduchych &teni pro Ion Torrent
2 Potita se s délkou &teni 2 x 150 bp (Illumina) a 200 bp (Ion Torrent)

Detekéni limit analyzy zavisi na hloubce pokryti (Garinet et al., 2018). Pro testovani
germindlnich mutaci, které jsou pfitomny v homo- nebo heterozygotnim stavu, dostacuje
pokryti 80x. Oproti tomu detekce somatickych zmén vyzaduje pokryti nékolikandsobné
vys$$i (>500x) z ditvodl obvyklého vyskytu téchto mutaci na subklonélni hladin¢ (Kamps et
al., 2017). Primérny detek¢ni limit panelti gent se pohybuje okolo 2 % alelické frekvence,
coZ umoznuje analyzu mutaci s nizkou frekvenci 1 pfes malé mnoZstvi vstupni nddorové
DNA. U velkych panelii dosahujicich az k velikosti celého exomu je mez detekce okolo
10 %, pticemz se nedoporucuje pouzivat vzorky s nizkou kvalitou nebo vzorky s méné nez

50 % obsahem nadorovych bun¢k (Garinet ef al., 2018).

Detekce somatickych mutaci o velmi nizké frekvenci (<5 %) pfi limitnim mnoZstvim
vstupniho materidlu (<30 ng) je Casto spojena s metodou tekuté biopsie a cirkulujici
nadorovou DNA. Také pro analyzu za téchto podminek byly pfizpisobeny nékteré panely
gentl, a to v kombinaci se sekvenovanim s ultra vysokym pokrytim (>2000x) (Vollbrecht et

al.,2018; Bennett et al., 2016; Page et al., 2017).

Od hloubky sekvenovani se krom¢ detekéniho limitu odviji také sensitivita a specificita
analyzy. Sensitivita je definovdna jako schopnost spravné identifikovat variantu, kteréd je
skutecné ptritomna (true positive). Specificita je naopak schopnost neidentifikovat variantu,
ktera pfitomna ve skuteCnosti neni (true negative). S rostouci sekvena¢ni hloubkou
vyznamné roste sensitivita analyzy, zaroven vSak klesa jeji specificita. VysSi pocet Cteni
totiz navysi nejenom pravdépodobnost identifikace spravnych, ale také faleSnych variant.
Vliv na sensitivitu a specificitu ma v obdobné korelaci také mnozstvi vstupni DNA

(Illumina, 2019g). Tyto zavislosti znazornuje Tabulka 5.
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Tabulka 5: Zavislost sensitivity a specificity na mnozstvi vstupni DNA, sekvena¢nim pokryti a
detekénim limitu (Illumina, 2019g).

Vstupni . Surové sekvenacni  Specificita Sensitivita pii limitu detekce (LOD)
DNA LOD=020% LOD=040% LOD=0,60% LOD=0,80%
100% 7.26% 30.06% 54.86% 73.74%
. 100% 18.72% 46.97% 73.65% 88.48%
' 100% 15.63% 51.06% : 90.82%
1008 17.27% 54.32% 92.429
54.77% 92.60%

73.62% 98.22%

77.28%

80.02%

Pocet genti/cilovych regioni timto predstavuje dilezity faktor panelii udavajici dosazitelnou
hloubku sekvenovani a s ni spojené dalsi parametry. S vétsSim poctem genli opct vyvstava i
vice otazek pti nasledném zpracovani dat, a to zejména jak se pti klinickém rozhodovani
vypofadat s variantami neznamé vyznamnosti. Také ztechnického hlediska se stava
obtizngjsi kontrola kvality a validace vétSich panelii (Garinet et al., 2018). V neposledni fadé

pak stoupa cena a doba celé analyzy.

Nehled¢ na pozadovany rozsah testu ovlivni vybér vhodné platformy naptiklad i to, zda je
cilem analyzovat solidni nadory nebo hematologické malignity. Na trhu jsou k dispozici
nejen panely uréené pro konkrétni typy nadord, ale také panely méné specifikované
obsahujici sadu nejcastéji mutovanych genii asociovanych srakovinou (Jennings et al.,
2017; Mlumina, 2019a). Dalsi dostupnou moznosti je vlastni navrh cilovych oblasti (Keibl,

2016).

Panelové sekvenovani umozZiuje detekci jednonukleotidovych variant (SNV), malych
inzerci a deleci (indell), zménu poctu kopii (CNA) 1 genovych fazi. V ramci jednoho panelu
mohou byt navrZeny cilové sekvence zahrnujici oblasti ,,hotspoti* daného genu (napf. exony
18 az 21 EGFR), ptipadné pokryvajici celé kodujici 1 nekodujici sekvence relevantni
pro cilovy gen (napi. KRAS, NRAS nebo TP53). Dané uspofadani ma zésadni vyznam,
protoze rozhoduje o potencidlni schopnosti panelu detekovat jednotlivé typy mutaci.
Stanoveni zmén poctu kopii vyzaduje specificky ptistup vychéazejici z poctu sond nebo
amplikont pokryvajici urCity gen. Odhadnuti poctu kopii zjedné ,hotspotové™ oblasti

v genu neni tak pfesné jako ze zprimérovaného mnoZstvi sond ¢i amplikond pokryvajici
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vSechny exonické regiony. Mez detekce (zejména pro genové ztraty) je silné zavisla
na frakci nadorovych bunék ptitomnych v testovaném vzorku. Stanoveni jiného typu mutaci,
genovych fazi, vyZaduje navrzeni sond zahrnujici intronové sekvence, a to
z divodii nejCastéjSiho vyskytu zlomi praveé v téchto oblastech. Jako alternativni moZnost se

pak nabizi panelové sekvenovani RNA (cDNA) (Jennings ef al., 2017).

Zakladem kazdého panelového sekvenovani je obohaceni cilovych sekvenci, které miize

vychdzet ze dvou hlavnich strategii: PCR a hybridizace (Kuo ef al., 2017).

4.10.4.1 Obohaceni zaloZzené na PCR

Metody obohaceni zalozené na PCR vyuZivaji sadu primerdi specificky navrZzenych
na poZadované genomové sekvence, které v reakci davaji vzniknout mnoha piekryvajicim se
amplikonim (Xuan et al., 2013). K cilovym sekvencim jsou pfipojeny indexy specifické
pro jednotlivé vzorky a adaptory umoziujici nadslednou NGS analyzu. Tento piistup je velmi
univerzalni, av§ak nachylny na problémy spojené s chemii PCR primert (Jennings et al.,
2017). Existence variant v mistech hybridizace mize snizit G¢innost nasedani a zpiisobit
alelické zkresleni (bias) nebo tUplnou ztratu alel (Xuan et al, 2013). Ptiprava knihovny
na bazi amplifikace neni ptili§ efektivni ani pro geny s vysokym obsahem guanin-cytosinu

(napt. CEBPAS8) nebo oblasti s vysoce repetitivnimi sekvencemi (Jennings et al., 2017).

Zabranéni nespecifickému vazani primerq, jejich kiizovych reakci ¢i tvorbé dimert miize
vyzadovat rozsahlou vypocetni analyzu. Z téchto divodid maji také pfistupy zalozené
na PCR jen omezeny rozsah, a to do n¢kolika megabédz (Xuan et al., 2013). V porovnani
s hybridizacnim obohacenim jsou vSak obecné rychlejsi, méné ndkladné a mohou poskytovat

lepsi citlivost pro subklondlni populace nebo heterogenni vzorky (Kuo et al., 2017).

4.10.4.2 Hybridiza¢ni obohaceni

Metody obohaceni na bazi hybridizace pfimo vychytavaji cilové sekvence pomoci
komplementarnich oligonukleotida s typickou délkou 60-120 bp (Gray et al., 2015; Kuo et
al.,2017). Muze se tak dit na Cipu (array), nebo Castéji v roztoku za pouziti biotinylovanych
jednovlaknovych RNA ¢i DNA sond. Hlavni vyhodou téchto metod je schopnost pokryt
velké genomové oblasti, a to az do celé Siie lidského exomu (~30 Mb) (Xuan et al., 2013).
Sondy jsou vyznamné delsi nez PCR primery, mohou proto tolerovat pfitomnost i nékolika
neshod ve vazebném misté oligonukleotidu bez naruseni specifické hybridizace, a zabranit

tim ztraté alel. Hybridiza¢ni metodou vSak Casto dochdzi nejenom k izolaci cilovych, ale 1
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obklopujicich sekvenci. To sice mize pfinaSet nové informace do nasledné analyzy, ale

zaroven sniZzovat pokryti oblasti zajmu (Jennings et al., 2017).

Obecné¢ kroky zpracovani vzorkii pro hybridizaéni obohaceni zahrnuji poc¢atecni fragmentaci
DNA, nékolik enzymatickych reakci zajiSt'ujicich opravu koncti, adenylaci a ligaci adaptort
a naslednou PCR amplifikaci. Po ptecisténi je NGS knihovna pfipravena na hybridizaci

s biotinylovanymi sondami (Jennings ef al., 2017).

Modifikovany postup nabizi systém HaloPlex od Agilent Technologies. Tato metoda
vychazi ze Sté€peni genomické DNA restrikénim enzymem, kdy jsou v navazujicim kroku
obohaceni pouzity biotinylované DNA sondy s navrzenou homologii pouze na 5' a 3' konce
oblasti zajmu. Tim je po hybridizaci sondy podpoiena cirkularizace cilovych sekvenci a
soucasn¢ zvySena specifita této metody. Hybridni molekuly jsou poté vychytany pomoci
kulicek potazenych streptavidinem; genomicky materidl je promyt, cirkularni cilové
sekvence zligovany a nakonec amplifikovany za pouziti primert specifickych pro

sekvenacni adaptory (Coonrod ef al., 2014).

Nevyhodou hybridiza¢niho obohaceni je jeho nachylnost na bazové slozeni vzorku. Mize
dochazet jak ke ztraté¢ sekvenci bohatych na adenin-thymin z ditvodl slabého navazani, tak
oblasti s vysokym obsahem guanin-cytosinu kviili tvorbé sekundarnich struktur (Mamanova
et al., 2010). Porovnani zékladnich rozdili hybridizacniho a amplifika¢niho obohaceni

shrnuje Obrazek 5.

—_———
cm— e e
A PCR 2 & > € B ; &
Ligace adaptoru
l Ligace adaptort
— lzolace cilovych
regiont pomoci
l hybridizace
Amplikon 1
SEKVENOVANI l
Amplikon 2
Cilovy region Exon 1 Exon 2 Exon 3

Obrazek 5: Porovnani obohaceni pomoci PCR a hybridizace: A) Amplifikacni obohaceni cilovych
oblasti dava vzniknout mnoha piekryvajicim se amplikonim. Generovana sekvenaéni Cteni maji
stejné pocatecni a koncové souradnice urc¢ené navrhem primerd. B) Hybridizacni obohaceni vychazi
ze zachyceni cilovych molekul pomoci biotinylovanych sond za pouziti magnetickych kuli¢ek.
Sondy obvykle zachycuji vétsi oblasti DNA, coz vede k sekvenovani nejen specifickych cilt, ale i
obklopujicich regionti (Pfevzato a upraveno z: Jennings et al., 2017).
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4.10.5 Digitalni PCR

Digitalni polymerazova fetézova reakce je ke dneSnimu dni nej€astéj$im zptusobem detekce
cirkulujici nddorové DNA (Zhang et al., 2019). Vysokou presnost a citlivost této
amplifika¢ni metody zajiStuje strategie rozdéleni vzorku do moha identickych miniaturnich
kompartmenti/kapének, diky nimZ je mozné provadét jednotlivé PCR nezévisle a soucasné
v jedné reakci (Obrazek 6) (Liao ef Huang, 2017). Metoda se timto hodi zvlasté pro detekci
vzacnych mutaci, které jsou klasickou qPCR casto jen obtizné zachytitelné z divodi
prevladnuti ,,wild-type* alel vreakéni smési. S vyuzitim Poissonovy statistiky lze timto
pristupem navic urcit absolutni pocet templatovych molekul ve vzorku, a to bez kalibra¢nich
kiivek, které jsou nutnou soucdsti postupu stanoveni koncentrace DNA pomoci qPCR

(Huggett et Whale, 2013; Liao ef Huang, 2017).

O P00  eeee
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52 853

DNA sample Sample partitioned . Positive reactions

= : Absolute quantification
into many reactions . Negative reactions

Obrazek 6: Princip digitalni PCR. Vysoce ziedény vzorek DNA je rozdélen do mnoha
kompartmentd, které neobsahuji vice nez jednu kopii cilové molekuly. Jednotlivé reakce nasledné
poskytuji pozitivni nebo negativni vysledek (vychazejici z 1 nebo 0 templatovych kopii; odtud
,,digitdlni“ PCR). Na zaklad¢ Poissonova rozdéleni mize byt ze ziskanych hodnot provedena
absolutni kvantifikace (Pfevzato z: Thermo Fisher Scientific, 2019a).

V porovnani s NGS cilenym sekvenovanim jsou vSak moznosti digitdlni PCR znacné
limitovany, jak ukazali naptiklad Zhang et al. (2018) v analyze nadorové cfDNA u pacientli
s kolorektalnim karcinomem. Pies vysokou sensitivitu a specificitu digitdlni PCR bylo
mozné oproti NGS metod¢ soubézné genotypovat pouze maly pocet genll (RAS, EGFR,
NRAS, MEKI a BRAF), a ztéchto navic jen vybrané ,hotspotové”“ mutace. NGS
sekvenovani podle této studie mize poskytovat podobné kvalitni vysledky s vyrazné SirSim

rozsahem analyzy.
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4.11 Srovnani dostupnych technologii pro sekvenovani paneli geni

Technologii panelového sekvenovani vyviji cela fada spolecnosti, z nichZ na sou¢asném trhu
vedou zejména Illumina, Thermo Fisher Scientific, Qiagen, Agilent Technologies a Roche
NimbleGen (Jennings et al., 2017; Samorodnitsky et al., 2015; Kamps et al., 2017).
K dispozici je proto nespocet typti panelli geni s rozmanitymi vyhodami i nevyhodami

pro odlisné aplikace.

4.11.1 Cilené obohaceni od Roche NimbleGen a Agilent Technologies

Roche NimbleGen a Agilent Technologies jsou hlavnimi piedstaviteli technik obohaceni
na zakéazku, které poskytuji velmi variabilni testy pfizpiisobené specifickym pozadavkim
kazdého uzivatele. S Sirokymi moznosti panelového sekvenovani vSak nartsta také potieba
objektivnich studii, které by dostupné platformy systematicky ovétily a vzajemné porovnaly

(Samorodnitsky ef al., 2015).

Na zaklad¢ toho si Bodi et al. (2013) pro svou studii vyzadali od NimbleGen a Agilent
navrh toho nejlepSiho feseni k zachyceni cilové oblasti o 3,5 Mb zahrnujici 31 gend a 2Mb

kontinualni interval, pficemz k tvorbé paneli poskytly obéma spole¢nostem stejny vzorek

genomické DNA.

Vybréany byly panely SureSelect Target Enrichment System (Agilent) a SeqCap EZ Choice
(NimbleGen) zaloZzené¢ na hybridizatnim obohaceni v roztoku. Nasledné¢ sekvenovani
probéhlo na sekvenatorech Analyzer IIx od Illuminy. Sekvenéni data byla hodnocena podle
citlivosti, specificity a pokryti cilovych regionti, kdy ob¢& platformy pro svou sadu sond
podaly dobré¢ vysledky. Z variant byly hodnoceny jednonukleotidové polymorfismy (SNP),
které u vSech vzorkl vykazovaly ~98% shodu s databazi (IbSNP). Agilent vSak prokazal jen
omezené¢ moznosti v designu panelu, coz zéasadné¢ ovlivnilo uspéSnost dosazeného
obohaceni. Test timto pokryl pouze necelou polovinu 3,5 Mb poZadované cilové oblasti
(Bodi et al., 2013). Podobné srovnani SureSelect a SeqCap pozdéji provedli 1
Samorodnitsky ef al. (2015) na panelech s 257 geny souvisejicich s rakovinou, kteti do své

studie zahrnuli také informace o mnozstvi vstupni DNA, cen¢ a dob¢ analyzy (Tabulka 6).
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Tabulka 6: Vlastnosti panelového sekvenovani Agilent Technologies a Roche NimbleGen

(Samorodnitsky et al., 2015)

SureSelect Custom Target SeqCap EZ Choice
Enrichment

Délka sond (bp) 120 50-105
Typ sond RNA DNA
Pocet sond (v dané studii) 14 368 2,1x10°
Doporuceny rozsah obohaceni 1 kb - 24 Mb 1 kb - 50 Mb
Vstupni mnozstvi DNA 2 ug 2 ug
Doba piipravy knihovny 72 hod 72-96 hod
Cena na jednu knihovnu 568 USD 759 USD

Roche NimbleGen a Agilent byly dale ovéfeny pro moznost pouziti FFPE vzorki karcinomu
plic v ramci celoexomového sekvenovani pomoci kit SeqCap EZ Human Exome v.3.0 a
SureSelect XT Human All Exon v.5. Obé¢ technologie bez vyraznych rozdili poskytly
vysoce kvalitni knihovny a sekvenatni data zrelativné nizkého vstupu znacné
fragmentované¢ genomické DNA (300 ng). PrestoZze u detekovanych inzerci/deleci byla
shoda niZ8i, procento sdilenych SNV dosahovalo nad 90 %. Na zakladé dané studie mohou
byt obé metody celoexomového sekvenovani doporuceny pro translacni vyzkum 1 klinické

ucely (Bonfiglio et al., 2016).

K panelovému sekvenovani od Agilent se fadi také novéjsi systém HaloPlex, ktery
predstavuje rychlejsi feSeni oproti SureSelect a zaroven vyZaduje mensi mnozstvi vstupni
DNA. Samorodnitsky et al. (2015) vSak ukazali, Ze ptiprava knihovny zalozena
na enzymatické fragmentaci zplsobuje nizkou uniformitu pokryti a méné spolehlivou

detekci SNV.

V soudasnosti Agilent ke svym paneltim nabizi reagenéni kity SureSelect®™ 15, které diky
molekuldrnim barkdédim umoziuji dosazeni limitu detekce pod 1 % alelické frekvence. Tyto
testy jsou optimalizované pro FFPE vzorky a nizké mnoZstvi vstupni DNA, jako je 10 ng

(Agilent Technologies, 2019).

4.11.2 Panelové sekvenovani Illumina

K analyze somatickych mutaci o vétSim rozsahu lze kromé celoexomového sekvenovani
vyuzit panel zahrnujici exonické regiony 409 genii asociovanych srakovinou (The
AmpliSeq for Illumina Comprehensive Cancer Panel). Stejné velky panel poskytuje také
Thermo Fisher Scientific; podobnosti a rozdily téchto dvou pfistupti proto uvadi Tabulka 7

(viz kapitola 4.11.3).
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O néco mensi genovy panel predstavuje TruSight Tumor 170, ktery pokryva 170 geni
spojenych s béznymi typy solidnich nadort. Panel umoziuje analyzu genovych fuzi,
sestfithovych variant, inzerci/deleci, SNV 1 amplifikaci. Za pouziti 40 ng vstupniho materidlu
(DNA a/nebo RNA) vcetné FFPE vzorku je moZzné detekovat varianty s frekvenci vyskytu ~
5 %. Priprava knihovny je zaloZend na hybridizacnim obohaceni s délkou pracovniho
postupu dva dny (Illumina, 2019f). V kombinaci s reagencnim kitem TruSight Oncology
UMI Reagents 1ze pak pomoci molekularnich barkddi snizit chybovost sekvenanci analyzy
az na <0,007 % a detekovat varianty s frekvenci vyskytu ~0,4 %. Takto modifikovany test je
uren pro cfDNA bez mozZnosti pouziti FFPE vzorki, nicméné 30 ng doporucené¢ho

mnozstvi vstupniho materialu je stale pomérné vysoké (Illumina, 2019c; Illumina, 2019d).

[llumina poskytuje také panely zaloZzené na amplifikaénim obohaceni urené pro limitni
vychozi material v mnoZstvi 1 ng (AmpliSeq for Illumina Cancer Hotspot Panel v2).
Za téchto podminek se vSak doporucuje pouziti pouze vysoce kvalitni genomické DNA, pro
FFPE vzorky je analyza vhodna az nad 10 ng. Jedna se o ,hotspotovy* panel zahrnujici
~2800 znamych somatickych mutaci (SNP a inzereci/deleci) v 50 genech souvisejicich
s rakovinou. Detek¢ni limit testu je uvaddén kolem 5 %, ptiprava knihovny trva 5 hodin a
oproti vyse zminénym panelliim je sekvenovani provadéno na menSich sekvenatorech, jako

je MiSeq (Illumina, 2019e).

4.11.3 Panelové sekvenovani Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific se mimo jiné zamétuje na cilené re-sekvenovani v kombinaci se
sekvenatory Ion Torrent. Z nejvétsich platforem je nabizen lon AmpliSeq Comprehensive
Cancer Panel pokryvajici vSechny exony 409 genti asociovanych s rakovinou (Tabulka 7).
Singh et al. (2014) genovy panel otestovali v klinické diagnostické laboratofi pro detekci
somatickych mutaci v solidnich nadorech a svymi vysledky potvrdili vysokou

reprodukovatelnost i citlivost tohoto testu.

Panel s52 geny (Oncomine Pan-Cancer Cell-Free) pifina§$i moznost analyzy volné
cirkulujicich nukleovych kyselin (DNA a RNA) ziskanych z jediné 10ml zkumavky krve,
kdy je pfi vstupnim mnoZstvi cfDNA 5 ng slibovan detekéni limit az 0,1 % (SNV). Test
pokryva ,hotspotové* oblasti vybranych geni zahrnujici SNV, inzerce/delece, CNV a
genove fuze. Metoda vychézi z amplifika¢niho obohaceni a zahrnuje pouziti molekularnich

barkodi pro sniZeni faleSnych pozitiv. Priprava knihovny trva pouhé 4 hodiny a je vhodna 1
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pro FFPE vzorky, k analyze je vSak vyZadovan novy typ sekvenatoru Ion GeneStudio S5
(Thermo Fisher Scientific, 2019b; Li et al., 2018).

Tabulka 7: Srovnani paneli od Illuminy a Thermo Fisher Scientific pokryvajicich 409 genti
(Illumina, 2019b; Thermo Fisher Scientific, 2019¢; Singh et al., 2014)

The AmpliSeq for Illumina
Comprehensive Cancer Panel

Ion AmpliSeq Comprehensive
Cancer Panel

10-100 ng FFPE

Metoda obohaceni Multiplexni PCR Multiplexni PCR
Pocet amplikont 15992 16 000

Doba piipravy knihovny 6 hod 16 hod

Typ vzorku DNA v¢etné FFPE vzorkt DNA v¢etné FFPE vzorkt
Mnozstvi vstupniho materialu 1 ng vysoce kvalitni gDNA nebo 40 ng

Typy detekovanych variant

CNV, inzerce/delece, SNP

CNV, inzerce/delece, SNP

Detekéni limit

~5%

~5%

Sekvenator

NextSeq

Ion PGM System

4.11.4 Genové panely Qiagen

Dalsi fadu genovych panelti pfizptisobenych pro analyzu somatickych variant z FFPE
vzorkli a cfDNA piedstavuji platformy QIAseq od Qiagen, které¢ Ize navic vyhodné
kombinovat i1 se sekvenatory typu Illumina ¢i lon Torrent. Pfiprava knihovny vychazi
z amplifikaéniho obohaceni za pouziti dvou druhG primert, cilové specifickych a
univerzalnich, diky ¢emuz je snizen celkovy pocet vyzadovanych oligonukleotidii na reakei.
Nejveétsi rozsah z platforem QIAseq zaméfenych na rakovinu umoziuje Human Tumor
Mutational Burden Panel, existuje k nému vSak jen omezené mnozstvi informaci z divodi
jeho teprve nedavného uvedeni na trh. Panely QIAseq jsou ptizpisobeny pro detekci SNV,
malych inzerci/deleci a CNV a soucasti analyzy jsou také molekularni barkody vyrazné
zvySujici presnost panelového sekvenovani. Limit detekce SNP pii 90% sensitivité
je s ohledem na vychozi materidl a hloubku pokryti vyjadien v Tabulce 8 (Qiagen, 2019a;
Qiagen, 2019b).

Tabulka 8: Detekéni limit paneltt QIAseq pii 90% sensitivité v zavislosti na mnozstvi vstupni DNA
a sekvena¢nim pokryti (Qiagen, 2019b).

Frekvence variant (SNP) Vstupni mnozstvi ¢erstvé DNA Primérné pokryti
5% 10 ng 7200

1% 40 ng 25 600
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4.11.5 Genové panely NEB

Panel NEBNext Direct HotSpot Cancer Panel pokryva 190 ,hotspotovych® oblasti
s celkovou velikosti 40 kb naptic 50 nejbéznéjSich gend spojenych s rakovinou. Strategie
obohaceni je zalozend na hybridizaci pomoci biotinylovanych oligonukleotidovych sond,
které urcuji 3¢ konec oblasti zdjmu. Hybridni molekuly tvofené cilovou DNA a sondou jsou
v reakci zachyceny streptavidinovymi kulickami s ndslednym enzymatickym odstranénim 3°
ptesahujiciho konce DNA. Jak vyrobce uvadi, tento krok v kombinaci s kratkou dobou
hybridizace ma ve srovndni s béznymi metodami hybridizacniho obohaceni zajistit vySsi
uc¢innost sekvenacni analyzy (New England Biolabs, 2019a). Protoze jsou zaroven soucasti
analyzy molekularni barkody, je metoda urcend 1 pro malé mnoZstvi vstupniho materialu
s nizkou kvalitou véetné FFPE vzorki a ¢fDNA (10 ng — 1 pg). Pfiprava knihovny je
proveditelna béhem jediného dne (New England Biolabs, 2019b).

V zasad¢ identické parametry plati také pro panel NEBNext Direct BRCA1/BRCA2, jenz je
navrzeny k obohaceni kompletnich exomovych oblasti genlt BRCAI a BRCA2. Panel je tak
vhodny nejen pro vysoce citlivou analyzu germindlnich, ale 1 somatickych mutaci (New

England Biolabs, 2019c).

4.12 Pouziti molekularnich barkédii pro zvySeni presnosti sekvenacni analyzy

Molekularni barkody nebo také UMI barkddy (unique molecular identifiers) jsou obvykle
navrZzeny jako fetézec ndhodnych nukleotidl, které jsou piipojeny k templatovym
molekuldm DNA v pribéhu ptipravy knihovny, a to jesté pfed provedenim PCR. UMI
vytvaii odliSnou identitu pro kazdou vstupni molekulu, ¢ehoz lIze vyuzit k identifikaci a
korekci zkresleni zplisobenym krokem amplifikace. V principu se piredpoklada, ze po PCR
jsou molekuly sdilejici UMI odvozeny ze stejného vychoziho templatu (Obrazek 7) (Sena et
al., 2018). Béhem zpracovani sekvenacnich dat mize byt na zdklad¢ toho proveden ,kolaps*
cteni s identickymi UMI, diky kterému jsou odfiltrovany falesné pozitivity a soucasné
zptesnéna 1dentifikace skuteCnych variant vyskytujicich se pfi nizkych frekvencich

(INlumina, 2019g).
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Obrazek 7: Korekce chyb pomoci UMI. A) Na obrazku je celkem 16 ¢teni se dvéma variantami,
které mohou predstavovat bud’ skute¢né varianty, nebo artefakty. Bez UMI neni mozné spravnou a
falesnou pozitivitu rozlisit. B) Integrace UMI umoznuje seskupit vice Cteni ze stejné vychozi
molekuly do jedné spole¢né ,,rodiny“. Kazda rodina ¢teni zde obsahuje jednu chybu, po korekci tak
zustava pouze jedina spravna sekvence.

UMI nelze zaménovat s barkddy specifickymi pro jednotlivé vzorky (sample barcodes),
které jsou sice také soucasti adaptorti sekvenacni knihovny, avSak pro zasadn¢ odlisné ucely.
Tyto barkoddy jsou obvykle zaclefiovany do knihovny piimo v pribéhu PCR za pouziti
modifikovanych primera a jsou identické pro vSechny molekuly daného vzorku. Na zakladé
toho je pak mozné provést smichani (pooling) vice vzorka do spolecné sekvenacni reakce, a
posléze vystupni informaci opét separovat pro kazdy vzorek zvlast’ v procesu oznaCovaném
jako ,,demultiplexing®. MoZnost sekvenovat vét§i poCet vzorkid paralelné¢ v jednom b&hu
vyrazn€é zvySuje efektivitu a dostupnost soucasnych NGS metod (Smith et al., 2010;
[llumina, 2019j).

4.13 Zpracovani dat ze sekvenatoru MiSeq

Ptistroj MiSeq od Illuminy se fadi k men$im stolnim sekvenatorim umoznujici ptizplisobeni
mnoha parametri analyzy. Vystupni kapacita dosahuje 15 Gb s maximalnim pocétem 25
miliont jednoduchych ¢teni (v ptipad€ parovych koncovych ¢teni 50 miliont). Délka ¢teni
se pohybuje v rozmezi od 1 x 36 az po 2 x 300 part bazi a doba jednoho béhu miize trvat 4

az 55 hodin (Illumina, 2019k).
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Primarni analyzu dat vykonavad sekvenator automaticky pomoci programu Real-Time
Analysis (RTA) jiz v prubéhu jednotlivych cykli sekvencni reakce. Dochazi ke zpracovani
obrazu, identifikaci bazi (base calling) a stanoveni pfislusnych hodnot kvality, jako je Phred
skore. Zakladnim vystupem tohoto procesu jsou soubory BCL (base call) (Illumina, 2019k,
[llumina, 2019j).

Sekundarni analyza dat mize byt provedena bud’ opét pfimo na sekvendtoru zdkladnim
programem MiSeq Reporter Software (MSR), nebo =za vyuziti specifickych
bioinformatickych nastroji s pfidatnymi funkcemi. Mezi prvni kroky této faze patii
,demultiplexovani“ (viz kapitola 4.12) a konverze dat do formatu FASTQ - textovych
soubortl pro uloZeni sekvence a pfislusnych skore kvality. FASTQ soubory jsou vychozim
vstupem pro zarovnani (alignment) ¢teni podle referencniho genomu pomoci algoritmil, jako
jsou BWA ¢i Bowtie. V datech jsou nasledné¢ vyhledany varianty (variant calling) typu
SNV, inzerci/deleci, pfipadné dalSich strukturni zmén a ziskané informace jsou zaspany
do soubortt VCF (Variant Call Format). [llumina k tomto ucelu vyvinula Somatic Variant
Caller specialn¢ ptizplisobeny k identifikaci variant pii nizkych frekvencich (Illumina,

2019j).

V ramci posledni fdze zpracovani sekvenacnich dat, tj. tercialni analyzy, jsou detekované
varianty interpretovany, zejména s ohledem na jejich biologicky vyznam a moznosti 1éCby
daného onemocnéni. K dispozici jsou napiiklad programy VariantStudio a VarAFT nebo
databaze, jako je Cancer Genome Interpreter (Illumina, 20191; Illumina, 2019m; VarAFT,
2019; Cancer Genome Interpreter, 2019).

41



5

5.1
5.1.1

5.1.2

MATERAL A METODY

Biologicky material
Testované vzorky pomoci panelu NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel
Referencni standard HD802 EGFR Gene-Specific Multiplex Reference Standard
gDNA: 18-0042-DG-2282
Referencni standard HD709 EGFR Wild Type Reference Standard: 17-9064-DG-
1840
FFPE pacientsky vzorek nadoru slinivky: 060-3588(1)
FFPE pacientské vzorky chordomi: CH22042/07B, CH7612/09B, CH17069/09-2,
CH16165/13B. Vzorky a kit k jejich zpracovani poskytla CGB laboratof a.s. Ostrava

(vzorky byly odebrany ve Fakultni nemocnici Ostrava).

Testované vzorky pomoci panelu NEBNext Direct BRCA1/BRCA2

Vsechny nize uvedené vzroky zanalyzovala Mgr. Jana Stranska, Ph.D. ve spolupraci

s laborantkami DNA laboratore UMTM.

5.2

Referencni standard HD802 EGFR Gene-Specific Multiplex Reference Standard
gDNA: 18-0042-DG-2282
Pacientské vzorky nddoru vaje¢nikti: 18-0708-DG-3652 (¢. 1), 8-0708-DG-3688 (€.
2), 18-0708-DG-3689 (¢. 3), 18-0708-DG-3690 (€. 4), 18-0708-DG-3691 (€. 5), 18-
0708-DG-3692 (€. 6), 18-0708-DG-3693 (€. 7), 18-0708-DG-3694 (<. 8), 18-0708-
DG-3695 (€. 9), 18-0708-DG-3696 (¢. 10)

Seznam chemikalii, roztoki a kitu

DEPC voda (Sigma-Aldrich, kat. ¢. W4502)

Ethanol absolutni (Penta, kat. ¢. 71250-11000)

Hydroxid sodny 5 mol/l (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S8263)

MiSeq Reagent Kit v2 (300 cykld) (Illumina, kat. ¢. MS-102-2002)

MiSeq Reagent Kit v3 (150 cykld) (Illumina, kat. ¢. MS-102-3001)

MiSeq Reagent Nano Kit v2 (300 cykl) (Illumina, kat. ¢. MS-103-1001)
NEBNext Direct BRCA1/BRCA2 Panel (New England Biolabs, kat. ¢. E6627S)
NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel (New England Biolabs, kat. ¢. E7000S)
QIAxcel DNA High Resolution Kit (1200) (QIAGEN, kat. ¢. 929002)

Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. Q32851)
Tris-EDTA pH = 8 (TE) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 93283)

TruSight Tumor 170 Kit (24 vzork) (Illumina, kat. ¢. OP-101-1004)
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TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, kat. €. P9416)

5.3 Pristrojové a programové vybaveni

BioRuptor Plus (Diagenode)

Magneticky stojanek (vyvinuto na UPOL/UMTM)
Minicentrifuga MiniSpin (Eppendorf)
Minicentrifuga/vortex Combi—Spin FVL-2400N (Biosan)
MiSeq System (I1lumina)

QIAxcel Advanced System (QIAGEN)

Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen)

Termoblok ThermoStat plus (Eppendorf)
Termocykler PTC-200 (MJ Research)

Vortex Mixer PV-1 (Grant-bio)

Server Ubuntu 14.04 (vypoéetni cluster UMTM, LF)

5.4 Analyza panelu 50 genti referen¢nich a pacientskych nadorovych vzorki

5.4.1

Priprava zasobnich roztokiit EGFR referen¢nich vzorki

EGFR-MUT3 (¢ = 1,02 ng/ul; frekvence EGFR mutaci 3,1 %)
byl pfipraven smisenim:

0,45 ul HD802 EGFR Gene-Specific Multiplex Reference Standard gDNA
(c =50 ng/ul)

1,35 ul HD709 EGFR Wild Type Reference Standard
(c =50 ng/ul)

88,2 ul IXTE

EGFR-MUTI12 (c = 1,88 ng/ul; frekvence EGFR mutaci 12,5 %)
byl pfipraven smisenim:

1,5 ul HD802 EGFR Gene-Specific Multiplex Reference Standard gDNA
(c =50 ng/ul)
78,5 ul IXTE

EGFR-WT (¢ = 1,88 ng/ul; frekvence EGFR mutaci 0 %) byl pfipraven smisenim:

1,5 ul HD709 EGFR Wild Type Reference Standard
(c =50 ng/ul)
78,5 ul IXTE
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5.4.2 Kontrola kvality a koncentrace DNA pacientskych vzorku

5.4.2.1 Fluorometrické stanoveni koncentrace DNA

1. Pro kazdé méfeni bylo ptipraveno 199 pl reakéni smési smisenim 198 pl Qubit
dsDNA HS Buffer a 1 pl Qubit dsDNA HS Reagent (Qubit dsDNA HS Assay Kit).
2. K reakéni smési byl pfiddn 1 pul DNA vzorku. Koncentrace DNA byla zméfena

na pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer.
5.4.2.2 Elektroforeticka analyza velikosti DNA molekul

Mira fragmenatce DNA ve FFPE vzorcich byla stanovena kapilarni elektroforézou QIAxcel

Advanced a pomoci kitu QIAxcel DNA High Resolution Kit:

1. K analyze bylo od kazdého pacientského vzorku odebrano 0,5 ul DNA a rozpusténo
do 9,5 ul Dilution Buffer.
2. Nasledna elektroforéza (program 0L500) byla provedena s pouzitim Size markert a

Aligment markert o velikostech 100 bp — 2,5 kb a 50 bp — 5 kb.

5.4.3 Fragmentace DNA vzorki s primérnou velikosti molekul nad 200 bp

Vzorky s fragmenty DNA >200 bp byly naStépeny v sonikatoru BioRuptor Plus:

1. Z pacientskych vzorki bylo nutné S§tépit pouze vzorek 060-3588(1). Z tohoto bylo 10 pl
rozpusténo v 90 ul 1X TE.

2. Referencni EGFR vzorky byly §t€peny v plném objemu pfipravenych zasobnich roztok.

3. K sonikaci byl zvolen program LOW; 30/90 sekund (ON/OFF); 10 cykla.

4. Velikost fragmentii byla ovéfena pomoci ptistroje QIAxcel Advanced stejnym zptisobem

jako v kroku 5.4.2 za pouziti 3 pl roztoku DNA a 7 pl Dilution Buffer.

5.4.4 Priprava knihovny pomoci kitu NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel

Knihovnu pro sekvenan¢i analdzu pomoci NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel 1ze podle
vyrobce ptipravit z DNA v mnozstvi 10 ng — 1 pg, pficemz nejspolehlivéjsich vysledka ma
byt dosaZeno nad hodnotou 100 ng. MnozZstvi DNA pouzité v pfipad€ jednotlivych vzorkl

vcetné koncentrace vychozich roztokl uvadi Tabulka 9.
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Tabulka 9: Koncentrace a vstupni mnozstvi DNA na pfipravu sekvenan¢ni knihovny

Nazev vzorku Koncentrace DNA Pouzité mnozstvi DNA
na 1 knihovnu

EGFR-MUT?3 1,00 ng/pl 42 ng
EGFR-MUT12 0,94 ng/ul 39,4 ng
EGFR-WT 0,94 ng/ul 39,4 ng
060-3588(1) 1,00 ng/pl 42 ng
CH22042/07B 6,78 ng/ul 100 ng
CH7612/09B 3,70 ng/ul 68,5 ng
CH17069/09-2 9,12 ng/ul 91,2ng
CH16165/13B 4,92 ng/pl 91 ng

5.4.4.1 Pracovni postup NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel

a) Fosforylace FFPE DNA

Tabulka 10: Ptiprava reakéni smési pro FFPE fosforylaci

Reagencie Objem pro 1 reakci Objem s 10% rezervou
FFPE Phosphorylation Buffer Sul 55ul
FFPE Phosphorylation Enzyme 1l 1,1l
Celkem 6 ul 6,6 ul

1. K 6 pl piipravené reakéni smési (Tabulka 10) ptidat 42 pl fragmentované DNA.
2. Vzorky inkubovat v termocykleru pti 37 °C 15 min s vyhtatym vikem na 45 °C.

b) Hybridizace DNA s biotinylovanymi sondami

Tabulka 11: Ptiprava hybridiza¢ni reak¢éni smési

Reagencie Objem pro 1 reakci Objem s 10% rezervou
Hybridization Buffer 47 ul 51,7
Hybridization Additive 20 ul 22 ul
Cancer HotSpot Baits Sul 5,5u
Celkem 72 Wl 79,2 ul

1. K pfipravené reakéni smési (Tabulka 11) ptidat 48 pl fragmentované DNA

z ptedchozi fosforyla¢ni reakce na findlni objem 120 pl.

2. Spustit nasledujici program s vyhfatym vikem na 105 °C (vzorky umistit do

termocykleru az teplota bloku dosdhne 95 °C):

10 min 95 °C
90 min 60 °C
o0 60 °C

¢) Priprava streptavidinovych kuli¢ek

1. Na kazdou reakci je vyzadovano 75 ul kulicek.

2. Mikrozkumavku s pozadovanym objemem kuli¢ek umistit na magnet a po vyceteni

roztoku odebrat supernatant.
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A

6.

Na kaZdou reakei ptidat 150 pl Hybridization Wash (HW).
Mikrozkumavku opét umistit na magnet a odebrat supernatant.
Kroky 5 a 6 opakovat dvakrat (celkové 3 promyti).

Kuli¢ky resuspendovat v 30 pl/reakce Bead Prep Buffer.

d) Navazani DNA na kuli¢ky pies biotinylované sondy

I.

AN R

7.

Ke kazdému vzorku piidat 30 pl resuspendovanych kulicek.

Rekce inkubovat v termobloku pti 48 °C po dobu 10 min.

Vzorky umistit na magnet a odstranit supernatant.

Ptidat 150 ul HW do kazdého vzorku a inkubovat v termobloku pii 62 °C 5 min.
Umistit vzorky na magnet a odstranit supernatant.

Kroky 5 a 6 opakovat, tj. celkoveé dvé promyty pii 62 °C.

Ptidat 150 pl Bead Wash Buffer 2 (BW2) do kazdého vzorku.

e) Zatupeni 3¢ konci DNA

I.
2.

3.

Tabulka 12: Pfiprava reak¢éni smési pro zatupeni 3° konci DNA

Reagencie Objem pro 1 reakci Objem s 10% rezervou
3° Blunting Buffer 97 ul 106,7 pl

3° Blunting Enzyme Mix 3wl 33 ul
Celkem 100 pl 110 ul

Kuli¢ky s navazanou DNA umistit na magnet a odstranit supernatant.

Do kazdého vzorku ptidat 100 pl ptipravené reakéni smési (Tabulka 12) a inkubovat

pti 37 °C po dobu 10 min v termobloku.
Post-reakéni promyti

« Vzorky umistit na magnet a odstranit supernatant.

« Do kazdého vzorku pridat 150 pul Bead Wash Buffer 1 (BW1). Reakce Setrné

promichat, umistit na magnet a odstranit supernatant.

« Do kazdého vzorku ptidat 150 pl Bead Wash Buffer 2 (BW2). Reakce opét

Setrn¢ promichat, umistit na magnet a odstranit supernatant.

f) Polyadenylace DNA

I.

Tabulka 13: Pfiprava reak¢éni smési pro polyadenylace DNA

Reagencie Objem pro 1 reakci Objem s 10% rezervou
dA-Tailing Buffer 97 ul 106,7 wl
dA-Tailing Enzyme 3wl 3,3 ul
Celkem 100 p 110 ul

Kuli¢ky s navazanou DNA umistit na magnet a odstranit supernatant.
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Do kazdého vzorku ptidat 100 pl ptipravené reakéni smési (Tabulka 13) a inkubovat
pti 37 °C po dobu 10 min v termobloku.
Provést post-reakéni promyti stejnym zpusobem jako v sekci e) zatupeni 3° konct

DNA.

g) Ligace 3¢ adaptoru

Tabulka 14: Piiprava reak¢éni smési pro ligaci 3° adaptoru

Reagencie Objem pro 1 reakci Objem s 10% rezervou
Adaptor Ligation Buffer 80 ul 88 ul
3 Adaptor 10 pl 11l
Ligaza 10 pl 11 pl
Celkem 100 pl 110 pl

Kuli¢ky s navazanou DNA umistit na magnet a odstranit supernatant.

Do kazdého vzorku ptidat 100 pl ptipravené reakéni smési (Tabulka 14) a inkubovat
pti1 20 °C po dobu 15 min v termobloku.

Provést post-ligacni promyti. Postup je identicky jako v ptipadé post-reakéniho

promyti, s tim rozdilem, Ze jsou vzorky v BW1 pufru promyty dvakrat po sob¢.

f) Zatupeni 5 konci DNA

3.

Tabulka 15: Ptiprava reakéni smési pro zatupeni 5 koncit DNA

Reagencie Objem pro 1 reakci Objem s 10% rezervou
5° Blunting Buffer 97 ul 106,7 wl

5° Blunting Enzyme Mix 3ul 3,3 ul
Celkem 100 pl 110 pl

Kuli¢ky s navazanou DNA umistit na magnet a odstranit supernatant.
Do kazdého vzorku ptidat 100 pl ptipravené reakéni smési (Tabulka 15) a inkubovat
pt1 20 °C po dobu 10 min v termobloku.

Provést post-reakéni promyti.

g) Ligace 5° adaptoru

Tabulka 16: Piiprava reak¢éni smési pro ligaci 5° adaptoru

Reagencie Objem pro 1 reakci Objem s 10% rezervou
Adaptor Ligation Buffer 80 ul 88 ul
5¢ UMI Adaptor 10 pl 11l
Ligaza 10 pl 11 pl
Celkem 100 pl 110 pl

Kuli¢ky s navazanou DNA umistit na magnet a odstranit supernatant.
Do kazdého vzorku ptidat 100 pl ptipravené reakéni smési (Tabulka 16) a inkubovat
pt1 20 °C po dobu 20 min v termobloku.

Provést post-ligacni promyti.
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h) Stépeni adaptoru

Tabulka 17: Pfiprava reak¢éni smési pro $tépeni adaptoru

Reagencie Objem pro 1 reakci Objem s 10% rezervou
Cleaving Buffer 95 ul 104,5 pl
Cleaving Enzyme Mix Sul 55ul
Celkem 100 pl 110 pl

1. Kulicky s navazanou DNA umistit na magnet a odstranit supernatant.

2. Do kazdého vzorku ptidat 100 pl pfipravené reakéni smési (Tabulka 17) a inkubovat

pti 37 °C po dobu 15 min v termobloku.

3. Provést post-reakéni promyti

i) Amplifikace sekvena¢ni knihovny

1. Vzorky umistit na magnet a odstranit supernatant.

2. Do kazdé reakce ptidat 45 ul DEPC vody a ptipravit PCR reakéni smés podle

Tabulky 18.

3. Spustit program podle Tabulky 19 s vyhiatym vikem na 105 °C (vzorky umistit do

Tabulka 18: SloZeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Objem pro 1 reakci
Q5 Master Mix 50 ul

Index Primer Mix S5ul
Resuspendované kulicky 45 ul
Celkem 100 pl

termocykleru az teplota dosahne 98 °C).

Tabulka 19: Podminky PCR pro amplifikaci DNA knihovny

Faze cyklu Teplota Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 98 °C 30s 1
Denaturace 98 °C 10 s
Hybridizace 62 °C 15s 25
Elongace 72 °C 20's
Konec¢na elongace 72 °C 5 min 1

j) Precisténi amplifikovanych fragmenti

2.

Ptidat 85 pul Sample Purification Beads do kazdé PCR reakce.

Oteviené vzorky inkubovat 10 min pti pokojové teplot¢.

3
4. Umistit vzorky na magnet a po ~2 min odebrat supernatant.
5

Do kazdé reakce piidat 200 pl Cerstvé ptipravené¢ho 80% ethanolu, zatimco jsou

mikrozkumavky na magnetu. Inkubovat pii pokojové teploté¢ 30 sekund, a poté

odstranit supernatant.

6. Zopakovat krok 4.
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7. Inkubovat oteviené vzorky pii 37 °C po dobu 5 min na termobloku, aby doslo
k vysuSeni kulicek.

8. Vzorky resuspendovat ve 102 pl vody a inkubovat 2 min pti pokojové teploté.

9. Vzorky umistit na magnet a po ~2 min prevést 100 pl eluované knihovny do nové
mikrozkumavky.

10. Do reakei ptidat 85 pl Sample Purification Beads a inkubovat 10 min pii pokojové
teploté.

11. Vzorky umistit na magnet a po ~2 min odebrat supernatant.

12. Do mikrozkumavek umisténych na magnetu ptidat 200 pl cerstvé piipravené¢ho 80%
ethanolu. Inkubovat pii pokojové teploté 30 sekund, a poté odstranit supernatant.

13. Zopakovat krok 11.

14. Vzorky inkubovat oteviené pti 37 °C po dobu 2 min na termobloku.

15. VysuSené kulicky resuspendovat ve 30 ul 1X TE a inkubovat 2 min pfi pokojové
teploté.

16. Vzorky umistit na magnet a po ~2 min pfemistit 28 pl eluované knihovny do nové

mikrozkumavky.

5.4.5 Analyza kvality eluované sekvenacni knihovny

5.4.5.1 Stanoveni koncentrace DNA knihovny
1. Pro kazdé méfeni bylo ptipraveno 195 pl reakéni smési smisenim 194 pl Qubit
dsDNA HS Buffer a 1 pul Qubit dsDNA HS Reagent (Qubit dsDNA HS Assay Kit).
2. K reakéni smési bylo pfidano 5 ul DNA vzorku. Koncentrace DNA byla zmétfena na

ptistroji Qubit 2.0 Fluorometer.

5.4.5.2 Kontrola velikosti fragmentiit DNA knihovny pomoci pristroje QIAxcel

Advanced a reagencii kitu QIAxcel DNA High Resolution Kit

1. K analyze bylo odebrano 5 pl DNA knihovny referen¢niho vzorku (EGFR-MUT?3)
a smichano s 5 pl Dilution Buffer.

2. Z pacientskych vzorki chordomti byl z DNA knihovny o nejvyS$si koncentraci
(CH17069/09-2) odebran 1 ul a smichan s 9 pl Dilution Buffer.

3. Vzorky byly elektroforeticky separovany (program 0L500) za pouziti Size markera
s velikosti 50-800 bp a Aligment markerti 15 bp — 1 kb.

5.4.6 Pracovni postup sekvenovani

Vzorky pro sekvenovani ptipravil Ing. Rastislav Slavkovsky, PhD. za asistence laborantek.
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10.

11.

12.

. Pfed samotnym sekvenovanim byla rozmrazena kazeta a sekvenator promyt pomoci

programu Post-RUN WASH anebo Maintenance WASH (za pouziti 0,5 % roztoku
Tween 20).
Z namétfenych koncentraci DNA knihovny (viz kapitola 5.4.5.1) a primérnych
velikosti DNA molekul po indexaci byla vypocitana molarni koncentrace
jednotlivych vzorka dle vzorce:

pi [ng - ul~1] - 10°
660 g -mol~1 - 260 bp

¢ [nmol - pl=1] =

kde pi je hmotnostni koncentrace DNA knihovny; 660 g-mol™ je priimérna molarni hmotnost
jedné baze a 260 bp je orienta¢ni primérna velikost molekuly DNA po indexaci

Vzorky byly natedény DEPC vodou na 2 nmol/pl.

Byl ptipraven roztok 0,2 mol/l NaOH smisenim 480 ul H2O s 20 pl 5 mol/l NaOH.
Bylo smichédno 20 pl nafedéného vzorku s 20 pl Cerstvé ptipravené¢ho 0,2 mol/l
NaOH (1:1) a smés byla inkubovéana 5 min pti pokojové teploté.

K 10 pl denaturované DNA bylo ptfidano 990 pl vychlazeného HT1 z lednice
(1:100).

Do sekvenaéni kazety bylo pipetovano po 600 pul vzorkda.

Byl pfipraven Sample Sheet a spuStén sekvenacni program (Illumina MiSeq
software).

Po ukonceni sekvena¢niho programu byl ptistroj promyt 0,5 % roztokem Tween 20
pomoci programu Post-RUN WASH za pouziti promyvaci kazety a promyvaci lahve.
Data byla na sekvenatoru umisténa ve sloZce:
D:\Illumina\MiSeqOutput\datum+identifikace béhu\Data\ Intensities\BaseCalls

K nasledné analyze byly pouzity soubory formatu fastq.gz, pro kazdy vzorek celkem
3 soubory (readl, read2 a index2) a soubory VCF.

Data byla poté zpracovavana na serveru Ubuntu 14.04. za pouziti dalSich

bioinformatickych nastroju (viz kapitola 6.3)
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6 VYSLEDKY

Jednim z cilli experimentélni ¢asti diplomové prace bylo otestovat panel NEBNext Direct
Cancer HotSpot Panel (dale uvadéno jako ,NEB Cancer panel®) s 50 geny pro jeho
potencialni diagnosticko-terapeutické vyuziti u pacientl s karcinomem plic. Pfedpoklddanou
vyhodou analyzy pomoci tohoto panelu je moznost zaclenéni UMI barkodt do sekvenacénich
dat, které maji snizovat pocet pfitomnych artefaktl, a zajiStovat tak presnéjSi zachyceni

variant s nizkou frekvenci.

Aby vSak mohla byt informace z molekularnich barkédi v analyze uplatnéna, je potieba data
generovand sekvenatorem dale zpracovat specifickymi ndstroji. Pravé pro tyto ucely byla
sestavena bioinformaticka analyza zalozend na otevienych (open-source) programech, ktera
za vyuziti UMI barkoda vytvaii z ptiivodnich FASTQ souborti vystupni soubory VCF. Ptinos
tohoto pfistupu byl zhodnocen porovnanim vyslednych dat s vystupy z programu MiSeq
Reporter Software (MSR), ktery s informaci UMI barkodid nepracuje. Nové sestavena
analyza byla posléze ovétena 1 pro dalsi panel NEBNext Direct BRCA1/BRCAZ2.

Detekéni limit stejné jako pozadovany vstupni material jsou dulezitymi kritérii, které
zésadné ovliviluji moznosti aplikace dané metody. Protoze v souCasném molekularnim
profilovani naddorta plic stale roste vyznam metody tekuté biopsie, byla snaha NEB Cancer
panel ovéfit pro schopnost detekce mutaci pii nizkém vstupu DNA pod 100 ng. Ackoli panel
vykazoval obecné vysokou citlivost, neumoznil za danych podminek detekci delece genu
EGFR, duilezitého biomarkeru v terapii plicnich karcinomi. Analyza byla z téchto divoda

presmérovana k alternativnimu vyuziti panelu pro jiné typy nadorti, zejména chordomy.

Dalsi diskutovanou otazku v této praci predstavoval rozsah metody a jaké vyhody analyza
vétSich genomickych regiontt piindsi. Vystupy NEB Cancer panelu byly proto
experimentalné srovnany s vétsim panelem TruSight Tumor 170 (Illumina) pokryvajici celé
exony 170 genil v testu pacientského vzorku nadoru slinivky. Detekované mutace z obou

panell byly zhodnoceny s ohledem na moZnosti cilené terapie.

6.1 Piiprava DNA knihovny a primarni vysledky sekvenovani

Pro sekvenac¢ni analyzu za pouziti NEB Cancer panelu bylo zpracovano celkem 8 vzorkt; 3

referencni a 5 pacientskych. Mezi pacientskymi vzorky byly 4 chordomy a 1 nador slinivky.

Ptiprava knihovny pomoci tohoto panelu vyzaduje vstupni DNA s délkou fragmentl

ptiblizné 200 bp. Genomickd DNA referen¢nich vzorkli a DNA pacientského vzorku nadoru
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slinivky byla proto pted ptipravou knihovny fragmentovana sonikaci a zkontrolovana
elektroforézou na pftistroji QIAxcel Advanced (Obrazek 8). Jak zobrazuje Obrazek 9, DNA
fragmenty ve FFPE vzorcich chordomti odpovidaly pozadovanym velikostem i bez Stépeni
v sonikatoru. Koncentrace DNA knihovny po eluci pro vétSinu vzork dosahovala pomérné
nizkych hodnot, pravdépodobné z divodi malého mnozstvi vstupniho materidlu (<100 ng)
a/nebo vysokého stupné¢ poskozeni DNA (Tabulka 20, Tabulka 21). Velikosti DNA
fragmentl eluované knihovny na ptikladu jednoho ze vzorkii chordomli znazoriiuje Obrazek
10. V porovnani s Obrazkem 9 lze pozorovat posun velikosti molekul do rozmezi 150-400
bp s maximem v oblasti 260 bp, které odpovidd selektovanym fragmentiim s ligovanymi
sekvenacnimi adaptory na 3 a 5° koncich. Slabé intenzity signalu ze vSech uvedenych
elektroforetickych separaci jsou zpusobené nizkou koncentraci DNA, kterd byla pouzita

z divodl zachovani vzorkl pro dalsi kroky analyzy.
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Obrazek 8: Velikosti fragmentiit DNA referen¢niho vzorku po sonikaci stanovené elektroforézou na
pristroji QIAxcel Advanced (pied ptipravou sekvenacni knihovny)
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Obrazek 9: Elektroforetické stanoveni velikosti fragmenti DNA vzorku chordomu (CH17069/09-2)
na pristroji QIAxcel Advanced pied ptipravou sekvena¢ni knihovny

Tabulka 20: Koncentrace DNA ve vzorcich a vstupni mnozstvi DNA pro piipravu knihovny

Nazev vzorku Koncentrace DNA Pouzité mnozstvi DNA na
[ng/ul] 1 knihovnu [ng]

EGFR-MUT?3 1,00 42
EGFR-MUT12 0,94 39,4
EGFR-WT 0,94 39,4
060-3588(1) 1,00 42
CH22042/07B 6,78 100
CH7612/09B 3,70 68,5
CH17069/09-2 9,12 91,2
CHI16165/13B 4,92 91

Tabulka 21: Koncentrace a molarita eluované knihovny po precisténi

Nazev vzorku Koncentrace DNA knihovny Molarita DNA
[ng/ul] [nmol/pl]
EGFR-REF 1 2,2 12,8
EGFR-REF 2 0,93 5,4
EGFR-REF-WT 0,68 3.9
060-3588(1) 3,48 20,3
CH22042/07B 0,12 0,7
CH7612/09B 1,03 6,0
CH17069/09-2 4,41 25,7
CH16165/13B 0,31 1,8
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Obrazek 10: Elektroforetické stanoveni velikosti fragmenttit DNA vzorku chordomu (CH17069/09-
2) na piistroji QIAxcel Advanced po eluci sekvena¢ni knihovny

6.2 Parametry kvality sekvenovani

Pomoci programu bedtools coverage byly pro kazdy osekvenovany vzorek zjistény hodnoty
dosaZzen¢ho primérného sekvenaCniho pokryti a mnoZstvi jednotlivych bazi spliujici
kryterérium nejniz§iho pokryti 200x, 500x a 1000x (Tabulka 22). PouZity soubor BED pro
vypocténi vysledkl celkové zahrnoval 55712 bazi (BED soubor poskytuje vyrobce NEB

Cancer panelu). Sekvenacni vystupy zpracoval Ing. Rastislav Slavkovsky, Ph.D.

Tabulka 22: Primérné pokryti a bazové pokryti osekvenovanych referen¢nich a pacientskych

vzorku.

Nazev vzorku Primémé | Pocetbazi | % bazi | Pocetbazi | % bazi | Pocet bazi % bazi

pokryti > 200x > 200x > 500x > 500x > 1000x > 1000x
EGFR-MUT?3 5593 55420 99 54473 97 51932 93
EGFR-MUT12 4827 47894 85 46851 84 45059 80
EGFR-WT 3503 49886 89 47898 85 46044 82
060-3588(1) 3314 54938 98 52817 94 48902 87
CH22042/07B 1471 50685 90 44767 80 33291 59
CH7612/09B 5790 54503 97 52799 94 50388 90
CH17069/09-2 8525 55289 99 54453 97 52883 94
CHI16165/13B 4764 53742 96 51282 92 48185 86

Pozn.: Celkovy pocet bazi v souboru BED = 55712
6.3 Sestaveni bioinformatické analyzy s UMI barkédy pro data z paneli NEB
Ke zpracovani sekvenacnich dat ziskanych pomoci paneli NEB byl vytvofen vlastni
shellovy skript vyuzivajici oteviené (open-source) programy. Série piikazi byla seskladana
na zédklad¢ jiz existujiciho softwaru napsaném ve skriptovacim jazyce Scala (GitHub,

2019a). Oproti generovani VCF souborii pies program MiSeq reporter piimo na sekvenatoru

jsou timto ptistupem zaclenény do analyzy UMI molekularni barkédy.
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V analyze jsou pouzity nasledujici programy:

I.

BWA — provadi alignment sekvenacnich ¢teni na referencni genom (Burrows-
Wheeler Aligner, 2010).

Picard — vyuziva se zejména pro konverze formati soubrti (GitHub, 2019b)
SAMtools — komprimuje soubory SAM (Sequence Alignment Map) na BAM
(Binary Alignment Map) a indexuje referencni genom (SAMtools, 2012)

fgbio — zacletiuje UMI barkody do sekvenacnich dat, generuje konsenzualni ¢teni a
filtruje nespolehlivé sekvence (GitHub, 2019¢)

VarDictJava — provadi vysoce citlivé vyhledani variant (variant calling) (GitHub,

2019d)

Ke spusténi skriptu jsou kromé téchto programu vyzadovany:

I.
2.
3.

Linux nebo Mac operacni systém

Java verze 1.8

Nainstalované programovaci jazyky R a Perl

Referencni sekvence lidského genomu vcetné piidruzenych soubort (viz Ptiprava
reference)

Soubor BED cilovych oblasti

Ti1 FASTQ soubory pro kazdy vzorek (¢teni 1, ¢teni 2, index 2 = UMI)
pojmenované podle vzoru SampleName S1 L001 R1 001.fastq.gz

Ptiprava reference zahrnuje piikazy:

1.

bwa index -a bwtsw reference.fa
#Indexovani lidského genomu. Vytvoii se kolekce soubort, které BWA pozd€ji pouziva k
alignmentu.

samtools faidx reference.fa

#Vytvoreni indexu FASTA souboru za vzniku reference.fa.fai. Pro kazdy z kontigh v referencnim
souboru FASTA timto vznikd zaznam, ktery se sklada z nazvu kontigu, velikosti, umisténi,
"basePerLine" a "bytesPerLine".

java -jar picard.jar CreateSequenceDictionary REFERENCE=reference.fa OUTPUT=reference.dict
#Generuje soubor s nazvem reference.dict formatovany jako hlavicka SAM, popisujici obsah
referencniho souboru FASTA.

Kompletni obsah skriptu:

#Skript musi byt spoustén ze slozky se v§emi pozadovanymi FASTQ soubory.
FILES=./¥R1_001.fastq.gz
for fin $FILES

do

#Jedna se o jednoduchy cyklus, ktery pro jednotlivé soubory v proménné FILES provede nasledujici ptikazy
v celém skriptu.
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soubor=${f::-15}
sample name=${f::-21}

soubor1=$soubor"R1_001.fastq.gz"

soubor2=$soubor"R2_001.fastq.gz"

soubor3=$soubor"I12_001.fastq.gz"

#Vytvari proménné souborl, soubor2, soubor3 obsahujici ptislusné FASTQ soubory, které jsou vstupem pro
nasledujici programy.

echo "Processing files "$soubor1" and "$soubor2" and using indexes in "$soubor3
#Vypise na obrazovku kontrolni hlasku o spusténi pozadovaného procesu.

soubor_out=$ {soubor1%.*} #bez gz

soubor_out=$ {soubor out%.*} #bez fastq.gz

soubor_out=$ {soubor out::-12} #bez L1001 R1 001

soubor_out=$ {soubor out} 1.bam#s 1.bam

#Ptikazy upravuji nazev vystupniho souboru z programu FastqToSam. V tomto pfipad¢ vznikd soubor
SampleName 1.bam. Obdobna tprava vystupnich souborti je pouZita pro kazdy program v celém skriptu.

java -jar '/path/to/picard.jar' FastqToSam F1=$souborl F2=$soubor2 O=$soubor out SM=$sample name
#Generuje nemapovany BAM ze vstupnich soubori FASTQ 1 a 2.

soubor_in=$soubor_out

soubor_out=$ {soubor_in%.*}

soubor_out=${soubor out::-2}

soubor_out unmap=S${soubor out} 2.bam

java -Xmx24g -jar '/path/to/fgbio-0.6.1.jar' AnnotateBamWithUmis -i $soubor in -f $soubor3 -o
$soubor _out unmap

#V nemapovaném BAM souboru jsou k jednotlivym ¢tenim ptifazeny UMI barkody.

soubor_inl=$souborl

soubor_in2=$soubor2

soubor_out=$ {soubor1%.*}

soubor_out=${soubor_out%.*}

soubor_out=§{soubor out::-12}

soubor_out=$ {soubor out} 3.sam

bwa mem -t 12 '/path/to/hg19/genome.fa' $soubor inl $soubor in2 > $soubor_out

# Provede alignment sekvenacnich Cteni na referenéni genom za vzniku souboru SAM. Soubor nezahrnuje
informace o UML.

soubor_in=$soubor_out

soubor_out=$ {soubor_in%.*}

soubor_out=${soubor out::-2}
soubor_out=$§{soubor out} 4.bam

samtools view -bS -@ 14 $soubor_in > $soubor_out
#Zkomprimuje SAM na mapovany BAM soubor.

soubor_inl=$soubor out

soubor_in2=$soubor out unmap

soubor_out=§{soubor_in1%.*}

soubor_out=${soubor out::-2}

soubor_out=$ {soubor out} 5.bam

java -Xmx24g -jar '/path/to/picard.jar' MergeBamAlignment ALIGNED=$soubor _inl
UNMAPPED=$soubor_in2 O=$soubor out R=/path/to/hg19/genome.fa

#Do mapovaného BAM jsou doplnény UMI za pouziti jiz diive anotovaného nemapovaného souboru BAM.

soubor_in=$soubor_out

soubor_out MD=§{soubor_in%.*}

soubor_out MD2=${soubor out MD::-2}
soubor_out MD3=${soubor out MD2} 6.bam
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metrics=$ {soubor out MD2} MD.txt

java  -Xmx24g  -jar  '/path/to/picardjar' = MarkDuplicates  I=$soubor in = O=$soubor out MD3
METRICS FILE=$metrics BARCODE TAG=RX

#V souboru BAM jsou na zakladé¢ UMI vyhledany a oznaceny duplicitni ¢teni. Duplikaty jsou definovany jako
¢teni pochazejici z jediného fragmentu DNA.

soubor_in=$soubor_out

soubor_out=${soubor_in%.*}

soubor_out2=${soubor out::-2}

soubor_out3=${soubor out2} 7.bam

famSizes=$ {soubor _out2} FS.txt

java -Xmx24g -jar '/path/to/fgbio-0.6.1.jar' GroupReadsByUmi -i $soubor_in -0 $soubor out3 --raw-tag=RX --
family-size-histogram=$famSizes --min-map-q=10 --strategy=Adjacency --edits=1

#Seskupuje dohromady ¢teni, ktera pochazeji ze stejné pivodni molekuly.

soubor_in=$soubor_out3

soubor_out=${soubor_in%.*}

soubor_out=${soubor out::-2}

soubor_out unmap=S${soubor out} 8.bam

java -Xmx24g -jar  '/path/to/fgbio-0.6.1jar'  CallMolecularConsensusReads -i  $soubor in -0
$soubor out unmap --min-reads=1 --m 30 --2 35

#Cteni se stejnym UMI barkédem jsou analyzovana baze po bazi a podle toho je vyhodnocovana
pravdépodobnost kazdé baze ve zdrojové molekule. Vytvaii se konsensualni sekvence pro vSechna Cteni se
stejnym UMI barkdédem. Na zaklad¢é pravdépodobnostniho modelu soucasné dochazi k modifikaci pivodni
hodnoty bazové kvality (bazova kvalita predstavuje pravdépodobnost chyby sekvenovani).

soubor_in=$soubor_out_unmap

soubor_in=$soubor_out_unmap

soubor_out1=${soubor_in%.*}

soubor_outl=${soubor outl::-2}

soubor_outl=${soubor outl} 9 RI.fastq

soubor_out2=${soubor_in%.*}

soubor_out2=${soubor out2::-2}

soubor_out2=${soubor out2} 9 R2.fastq

java -jar '/path/to/picard.jar’ SamToFastq I=$soubor_in F1=§soubor outl F2=$soubor_ out2
#Soubor BAM je pieveden opét na FASTQ 1 a 2, které se vSak 1isi od vychozich soubord. Format FASTQ
vyzaduje nasledujici program bwa mem, dochazi vSak ke ztraté informaci o UMI.

soubor_in1=$soubor outl

soubor_in2=$soubor out2

soubor_out=${soubor_in1%.*}

soubor_out=${soubor out::-5}

soubor_out=$ {soubor out} 10.sam

bwa mem -t 12 '/path/to/hg19/genome.fa' $soubor inl $soubor in2 > $soubor_out

# Provede alignment sekvenacnich ¢teni na referencni genom za vzniku souboru SAM.

soubor_in=$soubor_out

soubor_out=$ {soubor_in%.*}

soubor_out=${soubor out::-3}

soubor_out=$ {soubor out} 11.bam

samtools view -bS -@ 14 $soubor_in > $soubor_out
#Zkomprimuje SAM na mapovany BAM soubor.

soubor_inl=$soubor out

soubor_in2=$soubor out unmap

soubor_out=§{soubor_in1%.*}

soubor_out=${soubor out::-3}

soubor_out=$ {soubor out} 12.bam

java -Xmx24g -jar '/path/to/picard.jar' MergeBamAlignment ALIGNED=$soubor_inl
UNMAPPED=$soubor_in2 O=$soubor out R=/path/to/hgl19/genome.fa
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#Do mapovaného BAM jsou doplnény UMI za pouziti jiz diive anotovaného nemapovaného souboru BAM.

soubor_in=$soubor_out

soubor_out=$ {soubor_in%.*}

soubor_out=${soubor out::-3}

soubor_out=$ {soubor out} 13.bam

java -Xmx24g -jar '/path/to/fgbio-0.6.1.jar' FilterConsensusReads -i $soubor in -o $soubor out -r
/path/to/hgl19/genome.fa --min-reads=1 --max-base-error-rate=0.1 --max-read-error-rate=0.05 --min-base-
quality=40 --max-no-call-fraction=0.1

#Podle zvolenych parametrti, jako je minimalni bazova kvalita 40, jsou ze souboru BAM odstranéna, ptipadné
skryta nespolehliva Cteni.

soubor_in=$soubor_out

soubor_out=${soubor_in%.*}

soubor_out=${soubor out::-3}

soubor_out=$ {soubor out} 14.bam

java -Xmx24g -jar '/path/to/fgbio-0.6.1.jar' ClipBam -i $soubor_in -0 $soubor_out -r /path/to/hgl9/genome.fa -
-clipping-mode=Hard --clip-overlapping-reads=true

#Eliminuje piekryvy mezi ¢tenimi pochazejicimi z jednoho templatu. Diky tomu nedochéazi k nadhodnoceni
vypovidajici hodnoty o vyskytu varianty v mistech piekryvu téchto ¢teni.

soubor_in=$soubor_out

soubor_out=${soubor_in%.*}

soubor_out=${soubor out::-3}

soubor_out=§{soubor out} p0.vcf

'/path/to/VarDict-1.5.8/bin/vardict' -G /path/to/hg19/genome.fa -f0.01 -N $sample_name -b $soubor in -z -c 1
S 2 -E 3 -g 4 -P 5 /path/to/E7000baitedregionsGRCh37hgl91.bed | 'path/to/VarDict-
1.5.8/bin/teststrandbias.R' | '/path/to/VarDict-1.5.8/bin/var2vcf valid.pl' -N $sample name -E -f 0.01 >
$soubor_out

#7Z BAM soubort jsou vyhledany SNV a jednoduché inzerce/delece s frekvenci nad 1 %. Soucasné dochazi k
odfiltrovani variant s neodpovidajici kvalitou (viz parametry dostupné na strankach GitHub/VarDictJava). K
variantam jsou piifazeny znacky (flags), popisujici napf. ,,strand bias" (Bias), primérou pozici varianty ve
Cetnich apod. Znacky mohou byt v nésledné analyze pouzity k dal$imu odfiltrovani nespolehlivych variant.
Vystupem programu je textovy soubor ve formatu VCF (Variant Call Format).

done
#Skript pro kazdy vzorek generuje celkem 15 soubortt (BAM, SAM nebo FASTQ) ocislovanych na zaklade
poradi jednotlivych programt, ve kterych byly vytvoreny + 2 textové soubory metrik + vysledny VCF.

6.4 Ovéreni analyzy s UMI barkody a porovnani vystupnich dat z programu MSR

6.4.1 Stanoveni sensitivity a specificity analyzy vzorku HD802 pro genotypizaci

panelu 50 geni

Vystupy sestavené¢ bioinformatické analyzy s UMI barkody byly porovnany s daty
z programu MiSeq Reporter Software (MSR) vyuZzivajici Somatic Variant Caller
s detekénim limitem alelické frekvence 1 %. K analyze byly pouzity FASTQ soubory
referennich vzorki EGFR-MUT12 (HD802 EGFR Gene-Specific Multiplex Reference
Standard gDNA) a EGFR-WT (HD709 EGFR Wild Type Reference Standard) ziskané
panelovym sekvenovanim na platformé MiSeq s délkou ¢teni 75 bp (parova koncova Cteni).
DNA knihovna byla pfipravena pomoci kitu NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel.
Vysledky zobou bioinformatickych analyz byly vyhodnoceny podle exomovych dat
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referen¢niho standardu HD802 od vyrobce Horizon Discovery (HD) a daty pro bunéénou
linii RKO, které poskytuje AccuRef Diagnostics (Horizon Discovery, 2019; AccuRef
Diagnostics, 2019).

S cilem nalézt spole¢né varianty ve vytvotfenych VCF souborech vzorku EGFR-MUT12
s exomovymi daty HD byly vyuzity ptikazy BEDTools (BEDTools, 2019):

1. Dbedtools intersect -a EGFR_Multiplex DNA.bed -b NEBbaitedregions.bed>
NEB intersect standard.bed
#Vymezeni genomickych regiond standardu pouze na oblasti, které zahrnuje NEB Cancer panel
(Soubor EGFR Multiplex DNA.bed musel byt ruéné vytvofen z formatu .xlsx dostupném na
webovych strankach HD).

2. Dbedtools intersect -a NEB_intersect standard.bed -b EGFR-MUT12.vcf -wb > in_both.txt
#Vyhledani spoleénych variant jednotlivych VCF soubori a HD dat standardu omezenych na
pozadované genomické regiony.

3. bedtools intersect -a NEB_intersect standard.bed -b EGFR-MUT12.vcf -wb -v >not_in_vcf.txt
#Nalezeni variant, které nebyly a mély byt pritomny ve VCF souborech podle HD dat standardu.

VCF soubor vzorku EGFR-MUT12 vytvofeny nové sestavenou analyzou s UMI barkody
obsahoval celkem 131 variant, VCF soubor z MSR celkem 359 variant. V exomovych
datech HD bylo zahrnuto celkem 22 variant, kter¢ by mély byt detekované¢ NEB testem.
Z obou téchto sobort bylo 20 z 22 (~90 %) variant nalezeno také v datech HD (Tabulka 23).
Naopak dv€é z 22 variant nebyly detekovany, ackoli mély byt podle dat vyrobce
v referencnim vzorku pfitomny; jedna z nich pfedstavovala validovanou deleci v genu
EGFR (c.2235 2249delGGAATTAAGAGAAGC), druha se nachazela vgenu FGFR3
(c.797T>G).
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Tabulka 23: Varianty potvrzené v exomovych datech Horizon Discovery, které byly detekovany
ve vzorku EGFR-MUT12 dvéma riznymi bioinformatickymi metodami: programem MiSeq
Reporter Software (MSR) a sestavenou analyzou s UMI barkody.

o . EGFR-MUT12-REF-MSR EGFR-MUT12-REF-UMI
Gen Zapis va}rlanty . :
na Urovni cDNA Frekvence | Pokryti Filtr Frekvence | Pokryti Filtr
[%] [%]
EGFR c.2582T>A 12,8 12010 PASS 13,3 105 p8
EGFR c.25731T>G 11,2 12577 PASS 14,3 105 PASS
EGFR ¢.2369C>T 7,1 12577 PASS 2,3 302 PASS
PIK3CA c.1173A>G 41,2 6624 PASS 36,1 72 PASS
PIK3CA c.3140A>G 52,0 4891 PASS 43,4 53 PASS
FGFR3 ¢.882T>C(p.=) 41,7 4203 PASS 25,7 74 PASS
FGFR3 c.1959G>A(p.=) 100 1534 PASS 100 17 PASS
PDGFRA ¢.1701A>G(p.=) 99,0 6136 PASS 97,4 77 PASS
PDGFRA c.2472C>T(p.=) 99,7 7124 PASS 97,4 76 PASS
KIT c.252G>T(p.=) 46,9 12399 PASS 40,0 135 PASS
KIT ¢.2586G>C(p.=) 31,2 5522 PASS 34,2 85 PASS
KDR c.889G>A 37,1 4936 PASS 27,6 58 PASS
SMO c.1164G>C(p.=) 100 3666 PASS 100 26 PASS
BRAF c.1799T>A 75,6 12811 PASS 67,8 152 PASS
NOTCHI €.6555C>T(p.=) 67,6 7551 PASS 53,3 75 PASS
NOTCHI ¢.5094C>T(p.=) 74,4 2390 PASS 64,7 17 PASS
RET ¢.2307G>T(p.=) 71,3 19065 PASS 63,8 160 p8
HRAS c.81T>C(p.=) 22,0 2536 SB 20,8 24 PASS
FLT3 c.1310-3T>C 47,8 5853 PASS 43,5 69 PASS
STK11 c.816C>T(p.=) 38,6 4964 PASS 48,8 41 PASS

Pozn.: Oznaceni (p.=) v zépisu na trovni cDNA pfedstavuje synonymni variantu

Z vysledkl je patrné, Ze obé bioinformatické metody zachytily velké mnoZstvi variant, které
jsou pravdépodobné pouze artefakty. Data byla proto déale zpracovdna pomoci programu
VariantStudio, kde byly z VCF souboru s UMI barkdédy vyfazeny varianty s frekvenci
pod 10 % a se statusem pSTD nebo Bias (= strand bias). Celkovy pocet variant se timto
snizil na 36, kdy z tohoto poctu 19 variant ptedstavovalo varianty potvrzené¢ v HD datech a
17 variant zistalo neobjasnénych. VSechny z téchto 17 varinat se nachazely také ve VCF
souboru z MSR, ackoli v ne€kterych piipadech pod limitni frekvenci 10 % (v Tabulce 24
vyznaceny tucné). Témét vSechny zachycené varianty pak byly detekovany i v datech

EGFR-WT.

Jak uvadi Horizon Discovery, genomicka DNA referen¢niho standardu byla ziskana
z bunécné linie RKO. Protoze v nasi analyze byl stéle neobjasnén velky pocet variant, které
se navic Casto vyskytovaly ve frekvencich na Grovni germindlnich mutaci v hetero- nebo
dokonce homozygotnim stavu, byl k porovnani pouzit tfeti zdroj sekvenacnich dat pro tuto
bunéCnou linii od AccuRef Diagnostics (AccuRef Diagnostics, 2019). V daném VCF
souboru bylo nasledné potvrzeno dalSich 6 variant z nasi analyzy, a to v genech 7P53, KDR,
ATM, IDHI a APC, piestoze nebyly pfitomny v datech HD (Tabulka 24).
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Tabulka 24: Varianty detekované analyzou s UMI barkody ve vzorku EGFR-MUT12 pfi limitni
frekvenci vyskytu 10 % a aplikaci filtrt (pSTD a Bias), které nebyly potvrzeny v datech Horizon
Discovery.

Vyskyt Vyskyt Vyskyt
Gen Zapis varianty na rovni | Frekv. | Pokryti | Filtr v EGFR- v EGFR- v datech
cDNA [%] MUTI12-REF- | WT-REF- AccuRef
MSR [%] UMI [%]

FGFR3 c.849 850delCCinsAA 37,3 115 p8 14,2 41,0 -
FGFR3 c.1090G>T 14,8 27 PASS 3,5 - -
JAK?2 c.1847 1848delGTinsAA | 20,0 39 PASS 14,8 13,3 -
TP53 c.215C>G 52,5 59 PASS 54,9 44,7 ano
RBI c.1366delG 28,6 12 p8 26,6 - -
RBI c.1366G>A 50,0 12 PASS 52,3 14,9 -
KDR c.1416A>T 45,2 37 PASS 51,5 34,8 ano
PTEN ¢.802-11T>C 32,7 53 PASS 31,6 46,2 -
ATM c.2614C>T 61,5 13 PASS 57,8 57,7 ano
APC c.4360A>G 25,0 32 PASS 26,2 44,2 ano
APC c.4479G>A(p.=) 100 38 PASS 100 91,7 ano
MET ¢.3688C>T(p.=) 17,1 38 PASS 4,4 20,0 -
NOTCHI c.5014delC 36,7 31 p8 17,3 32,6 -
NOTCHI | c.4958 4959delTCinsAA | 23,3 50 p8 9,5 30,2 -
NOTCHI | ¢.4957 4958delCTinsAA | 12,9 48 p8 9,6 12,8 -
IDH] c.315C>T(p.=) 38,9 54 PASS 46,2 39,5 ano
ERBB4 c.884-9 884-7delTTT 55,1 106 | PASS 361’_3 til)lS 50,0 )

Pozn.: Pro srovnani je uveden vyskyt variant ve VCF souboru z programu MiSeq Reporter Software (MSR) a
ve VCF souboru kontrolniho vzorku EGFR-WT-REF (zpracovan s UMI barkddy); v téchto pfipadech bez
aplikace veskerych filtri. Pro potvrzeni spravnosti vysledkd byla pouzita data s variantami bunééné linie RKO
od AccuRef Diagnostics. Oznaceni (p.=) v zapisu na urovni cDNA piedstavuje synonymni variantu.

Podobné byl ve VariantStudiu zpracovan VCF soubor z programu MSR s vyfazenim variant
vyskytujicich se pod 10 % nebo bez statusu PASS (4. filtr R8 = indely delsi nez 8 bazi a filtr
SB = strand bias). Pozi¢ni filtry (pSTD) v tomto piipad¢ aplikovat nelze. Z piivodniho poctu
359 variant timto zGstalo 46; 24 ptedstavovalo varianty potvrzené v HD nebo AccuRef
datech a 22 ptebyvalo navic. Jak znazoriiuje Obrazek 11, z téchto 22 neovéfenych variant se
6 shodovalo svysledky analyzy sUMI barkody. Varianty zachycené pouze touto

bionformatickou analyzou piedklada Tabulka 25.
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Tabulka 25: Varianty zachycené pouze programem MiSeq Reporter Software pfi pozadované

v

Gen Zapis varianty Frekv. | Pokryti | Filtr Vyskyt Vyskyt Vyskyt v
na Grovni cDNA [%] v datech | v datech EGFR-
HD AccuRef MUT12-
REF-UMI
FGFR3 c.831G>T 17.63 4424 | PASS - - -
SMAD4 c.435A>T 19.46 1079 | PASS - - -
RBI c.2107A>T 20.91 5643 | PASS - - -
KIT ¢.2362-1delG 23.99 8757 | PASS - - -
KIT c.2362-1G>T 34.68 6442 | PASS - - -
ATM ¢.960delG 20.48 11422 | PASS - - -
ATM c.962delA 16.77 11321 | PASS - - -
ATM,C110RF65 c.8647delG 10.66 3134 | PASS - - -
ABLI c.879+6CT>AA 17.2 872 PASS - - -
NOTCHI1 c.7488C>A 15.05 4000 | PASS - - -
FGFR3 c.831G>T 17.63 4424 | PASS - - -
RBI1 c.2107delA 10.36 6284 | PASS - - -
EGFR,EGFR-ASI1 c.2366T>A 12.88 11789 | PASS - - -
EGFR,EGFR-ASI1 c.2367C>A 19.93 12512 | PASS - - -
KDR c.1414C>T 10.56 2406 | PASS - - -
FBXW7 c.1832G>T 10.32 4255 | PASS - - -
50
45
40
16
35 5 Varianty specifické pro dany test (za

danych podminek
20 anych podminek)

25 Spolecné pouze pro EGFR-MUT12-UMI +

EGFR-MUT12-MSR
20

15 Potvrzeno v HD nebo AccuRef datech

25 24
10

EGFR-MUT12-UMI EGFR-MUT12-MSR

Obrazek 11: Zastoupeni spolecné detekovanych variant vzorku EGFR-MUT12 jednotlivymi testy,
tj. sestavenou analyzou s UMI barkody (EGFR-MUT12-UMI) nebo programem MiSeq Reporter
Software (EGFR-MUT12-MSR) pii nejnizsi alelické frekvenci 10 % a nastavenych filtrech pSTD +
Bias nebo PASS. Varianty byly porovnany s daty standardu Horizon Discovery (HD) a daty
AccuRef pro buné¢nou linii RKO.

Pro velky pocet zachycenych variant byla pii zpracovani dat nastavena pomérné vysoka
hodnota minimalni alelické frekvence (10 %), kviili cemuZz byly v obou analyzach (s UMI

barkody a MSR) detekovany pouze 2 ze 4 validovanych mutaci v EGFR genu. Nevyhodou
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analyzy s UMI barkody v tomto testu bylo ndpadné snizeni frekvence prave jedné ze 4
validovanych mutaci oproti o¢ekavani. VétSina potvrzenych variant daty HD nebo AccuRef
(celkem 25 z26 variant) vSak zlstala zachovéna 1 pfi nastaveni pfisnych podminek.
Analyzou s UMI barkédy byl timto detekovan stejny pocet ovéfenych variant jako
programem MSR, zdroven se ale znateln€ sniZil pocet variant, které se ve vzorku
pravdépodobné nachdzet nemély. Ob¢& bioinformatické analyzy Ize tak povazovat
za podobné sensitivni, pficemz UMI barkody a pozi¢ni filtry zvySuji zejména specificitu
metody. Soucasné¢ bylo sprdvné potvrzeno, ze se zadné ztéchto validovanych mutaci

nevyskytovaly v referenénim vzorku EGFR-WT, a to ani pi1 frekvencich pod 10 %.

6.4.2 Vliv pozicnich filtri na vysledna data z analyzy s UMI barkédy

V ptechozi kapitole (6.3.1) byla ovéfovana data generovand pomoci shellového skriptu,
jehoz soucasti je ,,variant caller VarDictJava. Dany program pii vychozich (default)
parametrech v ptikazu zptsobi odfiltrovani variant, jejichz vyskyt se nachdzi v koncovych
oblastech c¢teni, konkrétné¢ v pozici patého nukleotidu od konce nebo méné (po
zpramerovani pozic ze vSech Cteni s touto variantou). Program vychazi z ptredpokladu, ze
na koncich ¢teni vyrazné nariista chybovost sekvena¢ni analyzy. Soucasné vSak miize dojit
ke ztrat¢ skuteCnych variant, které se vyskytuji u kraji cilovych regionii s obvykle niz§im
pokrytim. Na zdklad¢ toho bylo vyzkousSeno, jaké vystupy generuje analyza bez odfiltrovani
téchto variant (tj. v ptikazu vardict byl nastaven parametr -P = 0). Program VarDictJava
automaticky pfifazuje status p8 vSem variantdm, jejichz primérny vyskyt se nachdzi v pozici
osmého nukleotidu od konce nebo méné; varianty nejsou odstranény z vysledného VCF

souboru, ale diky statusu p8 mohou byt odliSeny od ostatnich variant.

Pomoci programu VariantStudio byly z VCF souboru ziskaného pozménénou analyzou
s UMI barkody opét vyfazeny varianty s vyskytem pod 10 %, se statusem pSTD nebo Bias.
Celkovy pocet detekovanych variant se timto rovnal 70; detekovano bylo tedy téméft
o polovinu vice variant nez v pfedchozim testu s UMI barkody, kde byl vardict parametr -P
nastaven na hodnotu 5. Ve vysledcich vSak neptebyla Zadna z variant potvrzenych daty HD
ani AccuRef, pouze se navysil pocet variant spolecnych pro VCF soubory z MSR (Obrazek
12).
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70

60

=) Varianty specifické pro EGFR-MUT12-UMI

50 nebo EGFR-MUT12-MSR (za danych
podminek)

40
Spolefné pouze pro EGFR-MUT12-UMI +

5 16 16 EGFR-MUT12-MSR

30
6

20 Potvrzeno v HD nebo AccuRef datech
25 25 24

10

0
EGFR-MUT12-UMI-p5 EGFR-MUT12-UMI-p0 EGFR-MUT12-MSR

Obrazek 12: Zastoupeni spolecné detekovanych variant vzorku EGFR-MUT12 jednotlivymi testy,
tj. sestavenou analyzou s UMI barkddy s pozicnim filtrem (p5) nebo bez pozi¢niho filtru (p0) a

v

filtrech pSTD + Bias nebo PASS. Varianty byly porovnany s daty standardu Horizon Discovery
(HD) a daty AccuRef pro buné¢nou linii RKO.

Vliv pozi¢nich filtri na vysledky sestavené analyzy s UMI barkody byl sledovan dale
u pacientskych vzorki nadoru vajeCniku testovanych napanelu NEBNext Direct
BRCA1/BRCA2 (data pro bioinformatickou analyzu poskytla Mgr. Jana Stranska, Ph.D.).
Pocet detekovanych variant byl o vice nez 50 % nizsi v analyze s UMI barkdody oproti datiim
z MSR, piicemz aplikace pozi¢niho filtru (-P = 5) vysledny pocet jesté vice snizila. Z testu
vS8ak nelze jednozna¢né urcit, zda kromé faleSnych pozitiv nebyly odfiltrovany také
pozitivity spravné (Tabulka 26).

Tabulka 26: Porovnani poétu detekovanych variant ve vzorcich pacientskych nadort vajecnikil

pomoci programu MiSeq Reporter Software a analyzy s UMI barkdédy bez nebo s aplikaci
jednotlivych filtra.

Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Celkem
MSR.vcf (celkem) 116 | 86 80 89 92 70 | 103 | 108 | 102 | 119 965

MSR.vcf (>5 % + PASS) 36 | 36 | 33 | 32 | 38 | 27 | 4l 45 35 38 366

sUMI-p0.vef (celkem) 91 65 | 54 | 61 | 64 | 42 | 70 82 74 94 697
sUMI-p0.vcf

(>5 % bez STD nebo Bias) 16 | 19 | 15 | 11 | 20 | 11 20 21 13 15 161
sUMI-pS.vef

(>5 % bez pSTD nebo 13 16 13 10 | 13 8 16 17 9 12 127
Bias)

Pozn.: Soubor sUMI-p0.vcf oznacuje vypnuti pozi¢niho filtru v programu VarDictJava, soubor sUMI-p5.vcf
oznacuje naopak ponechani poziéniho filtru. Kromé toho je uveden také celkovy pocet variant z obou analyz
bez aplikace veskerych filtrii véetné odstranéni limitni alelické frekvence 5 % (oznaceno ,,celkem*).
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Obrazek 13 vizualizuje v programu IGV typicky piiklad varianty, ktera je odfiltrovana
z vyslednych VCF na zaklad€ pozi¢niho filtru (-P <5). Jak je z obrazku patrné, ve Ctyfech
rtiznych pacientskych vzorcich nadori vaje¢niku byla zachycena identicka varianta, a je

tudiz vysoce nepravdépodobné, aby se jednalo o spravnou pozitivitu.
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Obrazek 13: Vyskyt pozi¢nich artefaktti (-P <5) v pacientskych vzorcich nadord vajeéniku ¢. 1-4
vizualizovany v programu IGV.

Dalsi pozi¢ni filtr pSTD (read position standard deviation) umoziuje oznalit varianty,
jejichz primérna odchylka pozice ve Cteni odpovida 0. Znamena to, Ze se varianta vyskytuje
ve vétSiné piipadl ve stejné vzdalenosti od konce cteni (Obrazek 14). Vyskyt varianty

za téchto podminek opét napovida pouze vzniku artefaktu.
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Obrazek 14: Vyskyt pozi¢niho artefaktu (-P <5 a soucasné pSTD) v pacientském vzorku nadort
vajeéniku ¢. 10 vizualizovany pomoci programu IGV.
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6.4.3 Stanoveni sensitivity a specificity analyzy s UMI pro genotypizaci BRCA 1 a2

Sestavena bioinformaticka analyza s UMI barkdédy byla dale na EGFR referenénim vzorku
(HD802) ovéiena pro panel NEBNext Direct BRCA1/BRCA2. Sekvenovani bylo provedeno
na sekvenatoru MiSeq s délkou c¢teni 75 bp (parova koncova ¢teni). Knihovnu pro tento
experiment piipravily laborantky DNA laboratore UMTM a veskera data z analyzy poskytla
Mgr. Jana Stranska, Ph.D.

Z VCF souboril generovanych analyzou s UMI (-P = 5) byly vyfazeny varianty s frekvenci
pod 5 % a se statusem pSTD nebo Bias. Podle exomovych dat pro EGFR referencni
standard, jez jsou uvedena na stankach vyrobce Horizon Discovery, mé¢lo byt celkem
zachyceno 23 wvariant. VSechny byly UspéSné potvrzeny, ackoli 7 variant chybélo
ve vysledném souboru VCF. Tyto varianty vSak byly detekovany v datech ve formatu BAM
a k jejich zavérecnému odfiltrovani doslo z diivodii vyskytu téchto variant v oblastech mimo
regiony zahrnutych v BED souboru pouzivaném pro ,variant calling® (soubor poskytuje
vyrobce genového panelu NEBNext Direct). V analyze byly naopak detekovany nckteré
varianty navic, které Horizon Discovery neuvadi, pfi¢emz vSechny tyto se nachazely bud’
v intronech, nebo v 3 nepifekladané oblasti (3° UTR). V datech HD jsou tyto varianty
fazeny do kategorie Impact MODIFIER, kterd byla z vysledkli odfiltrovana. Nelze proto
urcit, zda byly analyzou zachyceny pouze artefakty, nebo varianty skutecné ptitomné

(Horizon Discovery, 2019) (Tabulka 27).

Tabulka 27: Hledané varianty pro zjisténi sensitivity analyzy s UMI barkddy.

Spravné detekované varianty Nedetekované varianty ve VCF
Zapis varianty na Zapis varianty na urovni Duvod

Gen ﬁII)‘OVI’li cDN}:A Sorpaees || G ’ cDN}:A neshody
BRCAI ¢.4900A>G substituce AK c.5531-121delAAA

c.3548A>G substituce AK c.5470-151G>T Regiony mimo

c.2612C>T substituce AK ¢.5470-193A>G BED

c.2458A>G substituce AK | BRCAI ¢.5469+68T>C soubor

c.2082C>T synonymni var. ¢.5215+66G>A (NEBNext

c.1303G>T substituce AK c.5137+65G>A Direct)
BRCA2 ¢.865A>C substituce AK c.5531-121delAAA

c.1365A>G synonymni var. Detekované varianty navic oproti

c.2229T>C synonymni var. datim Horizon Discovery

c.2971A>G substituce AK Gen Zapis varianty na urovni Mozny duvod

c.3516G>A synonymni var. cDNA neshody

¢.3807T>C synonymni var. c.*36C>G .

c.4563A>G synonymni var. BRCAI c.212+23T>A Kategorie

Y Impact
c.5351delA posun Cteciho ¢.1909+21_1909+22delTT | MODIFIER
ramce BRCA2 —
c.6513G>C synonymni var. c.*105A>C
c.7397T>C substituce AK
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Ke stanoveni specificity byly z publikace Spectrum and characterisation of BRCA1 and

BRCA? deleterious mutations in high-risk Czech patients with breast and/or ovarian cancer

(Machackova et al., 2008) vybrany nejcCastéj$i varianty genit BRCA (SNP, delece,

duplikace, sestfihové varianty) v Ceské republice (vyskytujici se ve vice nez 1 roding) a byly

porovnany jak s exomovymi daty HD, tak s daty ziskanych z ndmi ovéfované analyzy, kde

by se vyskytovat nemély. Celkem bylo hleddno 29 variant a zddné z nich se v testovanych

datech spravné nevyskytla (Tabulka 28).

Tabulka 28: Hledané varianty pro zjisténi specificity analyzy s UMI barkody

Gen | Exon | Zapis varianty na Genotyp Gen | Exon Zapis varianty Genotyp
urovni cDNA v datech: na urovni cDNA v datech:
HD s UMI HD | s UMI
2 c.68 69del2 wt wt IVS5 | c.476-2A>G* wt wt
3 c.115T>C wt wt 10 ¢.1389 1390del2 wt wt
5 c.181T>G wt wt 10 c.1813dupA wt wt
IVS6 | ¢.302-3C>G* wt wt 11A ¢.2808 2811del4 wt wt
11A | ¢.1600C>T wt wt 11B ¢.3847 3848del2 wt wt
11A | c.1687C>T wt wt % 11D c.5645C>A wt wt
g 11B | c¢.2157dupA wt wt a 11E €.6449 6450del2 wt wt
EC) 11B | ¢.2263G>T wt wt A 11E ¢.6638delC wt wt
& 11B | c.2411 2412del2 wt wt 17 ¢.7913 7917del5 wt wt
A 11B | c.2488 2497dupl0 wt wt 18 ¢.8042 8043del2 wt wt
11B | c.2762delA wt wt 20 c.8537 8538del2 wt wt
11C | ¢.3642 3643del2 wt wt IV523 | ¢.9117+2T>A* wt wt
11C | ¢.3700 3704del5 wt wt 25 ¢.9403delC wt wt
11C | ¢.3756 3759del4 wt wt
12 c.4185G>A* wt wt
20 ¢.5266dupC wt wt

Analyticka sensitivita a specificita byly vypocteny na zaklad¢ nésledujicich vzorct:

Sensitivita =

Specificita =

spravna pozitivita 16 100 %
e . 2 .. - - 0
spravna pozitivita + fale$na negativita 1640
spravna negativita 29 100 %
- - . = = (i
spravna negativita + falesna pozitivita 2940

6.5 Detekce mutaci s nizkou frekvenci NEB Cancer panelem za pouZiti vzorku

HD802 a HD709

Genovy panel NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel byl s pomoci EGFR referen¢nich
vzorkti (HD802 EGFR Gene-Specific Multiplex Reference Standard gDNA) ovéfen pro

schopnost detekce somatickych mutaci. V testech byly sledovany dva hlavni aspekty: 1) zda

67



jsou spolehlivé detekovany vSechny validované referencni mutace pifi limitnim mnozstvi

Vv

V prvnim testu byl analyzovén referencni vzorek EGFR-MUT3 pfi vstupnim mnozstvi DNA
42 ng a frekvenci referen¢nich mutaci 3,1 %. Sekvenovani probéhlo na platformé¢ MiSeq
s délkou cteni 75 bp (parova koncova c¢teni), pfiCemz k hodnoceni vysledkli byla pouzita
data generovana programem MSR. Tti z celkovych Ctyf mutaci byly spravné detekovany
s témef odpovidajicimi hodnotami frekvence vyskytu (Tabulka 29). Test vSak nezachytil
ocekavanou deleci AE746—-A750.

Tabulka 29: Analyza EGFR-MUT3: mnozstvi DNA na piipravu knihovny 42 ng; vstupni frekvence
EGFR mutaci 3,1 %. Uvedena data pochazi z VCF generovanym programem MSR.

Gen Varianta Frekvence Pokryti
EGFR T790M 2,12% 5321
L861Q 3,48 % 13398
L858R 3,05 % 7282
AE746—A750 - -

V druhém testu byl analyzovan referen¢ni vzorek EGFR-MUT12 pti podobném vstupnim
mnozstvi DNA (39,4 ng), ale vyrazné vySSi frekvenci referen¢nich mutaci 12,5 %.
Sekvenovani probéhlo na platformé MiSeq s délkou ¢teni 75 bp (péarova koncova cteni).
K hodnoceni vysledki byly pouzity VCF soubory generované programem MSR i nové
sestavenou analyzou s UMI barkody. Informace o referen¢nich mutacich byly ve VCF
souborech vyhleddny pomoci programu VariantStudio bez aplikace jakéhokoliv filtru
(Tabulka 30). Protoze ocekavana delece nebyla opét detekovana, byl vzorek osekvenovan
jesté jednou s délkou cteni 2 x 150 bp. Nicméné jak ukazuje Obrazek 15, ani ptes
prodlouzenou délku ¢teni se mutaci zachytit nepodatilo.

Tabulka 30: Analyza vzoru EGFR-MUT12: mnozstvi DNA na ptipravu knihovny 39,4 ng; vstupni
frekvence EGFR mutaci 12,5 %. Uvedena data pochazi z VCF generovanych MiSeq reporterem pii

dvou délkach ¢teni 2 x 75 bp a 2 x 150 bp.

Gen Varianta PE 75 PE 150
Frekvence Pokryti Frekvence Pokryti
EGFR T790M 7,08 % 12577 8,35 % 2755
L861Q 11,23 % 9930 11,5 % 2486
L858R 12,76 % 12010 7,95 % 2500
AE746—A750 - - - -

Pozn.: PE oznacuje parova koncova ¢teni (paired-end)
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Obrazek 15: Vizualizace genomického regionu s ocekavanou deleci AE746—A750 genu EGFR
(koordinata: chromozom 7; 55242463-55242478) pomoci programu IGV; vzorek EGFR-MUT12
(PE 150).

6.6 Porovnani NEB Cancer panelu a panelu TruSight Tumor 170 na vzorku nadoru

slinivky

Vystupy ,,hotspotového* panelu NEB o 50 genech byly srovnany s panelem TruSight Tumor
170 (knihovnu piipravila Mgr. Lucie Kotkova) pokryvajici celé¢ exony 170 gent. K obéma
testim byl pouzit stejny pacientsky vzorek nadoru slinivky. Sekvenovani probehlo
na platformé MiSeq s délkou ¢teni 75 bp (parova koncova ¢teni) bez zahrnuti UMI barkddi
do analyzy. VCF soubory generované piimo na sekvenatoru byly ndsledné zpracovany

v programu VariantStudio.

Z vysledkt (Tabulka 31, Tabulka 32) byly vyfazeny varianty: 1) s frekvenci pod 5 %, 2) bez
statusu PASS, 3) s pokrytim méné nez 100x, 4) bez vlivu na kddujici potencidl transkriptu

(aplikace filtru konsekvence) a 5) s vyskytem v populaci nad 5 %.

Jak zobrazuje Tabulka 31, mutace zachycené obéma panely se vyskytovaly v genech KRAS,
SMAD4 a TP53 (vyznaCené tucng). Absence témeét vSech mutaci identifikovanych pouze
s pomoci TST170 je v testu NEB zcela o¢ekavana, protoze sondy tohoto panelu ptislusné
regiony nepokryvaji. Vyjimkou je mutace genu GNAS, kterd méla byt zachycena, a piesto se
ve VCF souboru z NEB tesu nevyskytuje. Je vSak zahrnuta v ptisluSném souboru BAM a

k jejimu odfiltrovani doSlo az programem Somatic Variant Caller. Co se ty¢e mutaci
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identifikovanych pouze s NEB Cancer panelem, jedna se vzdy o varianty s velmi nizkou

frekvenci (<10 %), coz vtomto piipadé naznaCuje spiSe vznik artefaktti (vSechny dané

regiony TST170 pokryva).

Tabulka 31: Detekované mutace v nadoru slinivky panelem TruSight Tumor 170

. . Frekv. ., | Vyznamnost )
Gen HGVS zépis varianty Typ [%] Pokryti dle ClinVar PolyPhen
ARIDIA | NP 006006.3:p.Arg2236ProfsTer42 | inzerce | 25,15 | 3790 - -
MSH? NP_000242.1:p.Gly322Asp snv | 50,44 | 2522 fg:;fg;' benigni
NOTCHI NP _060087.3:p.Prol1377Ser snv 30,51 590 benigni benigni
, miiZe
KRAS NP_203524.1:p.Gly12Val snv 39,11 2002 patogenni poskozovat
CDHI NP_004351.1:p.Asp805Asn snv | 46,65 | 1582 | Pravdép. uze
patogenni poskozovat
TP53 NP_000537.3:p.Arg273His snv | 37,25 | 1949 | Pravaép. muze
patogenni | poSkozovat
BRCAI NP 009231.2:p.Aspl1152Asn snv 44,39 2354 - benigni
BRCAI NP _009231.2:p.Ser1040Asn snv 39,02 | 2458 benigni benigni
SMAD4 | NP_005350.1:p.Leu535ThrfsTerl5 | delece | 24,92 | 1553 - -
GNAS NP_536350.2:p.Asp837Asn snv | 33,63 | 1567 - pravdép.
poskozujici
CHEK? NP_001005735.1:p.Lys416Glu snv | 194 | 1206 - pravdép.
poskozujici

'PolyPhen podava in silico predikci uginku AK substituce na protein

Tabulka 32: Detekované mutace v nadoru slinivky kitem NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel

. . Frekv. ., | Vyznamnost )

Gen HGVS zépis varianty Typ [%] Pokryti dle ClinVar PolyPhen
ERBB4 NP_005226.1:p.Leu932Phe snv | 745 | 3935 - mozna
poskozujici

PIK3CA NP_006209.2:p.11e330Lys snv_ | 5.46 | 2693 - benigni
EGFR- NP _005219.2:p.11e789Asn snv | 853 | 2651 - pravdép.
AS1 - poskozujici
KRAS NP_203524.1:p.Gly12Val snv | 42.81 | 5622 | patogenni mozna
poskozujici
RBI NP _000312.2:p.11e703Phe snv | 92 | 1457 - pravdép.
poskozujici
TP53 NP_000537.3:p.Arg273His snv | 43.31 | 5301 pravd. | moZnd
patogenni | poSkozujici
SMAD4 | NP_005350.1:p.Leu535ThrfsTer15 | delece | 13.18 | 4446 - -

'PolyPhen pod4va in silico predikci uginku AK substituce na protein

6.7 Analyza mutaci v chordomech pomoci NEB Cancer panelu

Panelové sekvenovani za pouziti NEB Cancer panelu se vradmci zadkladniho kitu
neprokazalo jako vhodnd metoda diagnostiky plicnich karcinomi. Panel byl proto vyuzit
k analdze vzorkli chordomt, jakoZto malo prostudovanych nddord, pro které jsou moznosti

cilené terapie ovéfeny jen velmi okrajoveé. Nasledné experimenty si timto kladly za cil zjistit,
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jaké mutace budou panelem v chordomech detekovéany, a zda na zaklad¢ téchto dat mohou

byt nalezena potencialné efektivni IéCiva pro testované pacienty.

Analyzovany byly celkem ¢tyfi vzorky chordomi: CH22042/07B, CH7612/09B,
CH17069/09-2 a CH16165/13B. DNA knihovny byly pfipraveny za pouziti kitu NEBNext
Direct Cancer HotSpot Panel pokryvajici 50 gend, a poté osekvenovany na platformé MiSeq
s délkou cteni 75 bp (parovd koncova cteni). Vysledky byly zpracovany sestavenou
bioinformatickou analyzou s UMI barkody, pficemz pozi€ni filtr -P pro ,,variant calling® byl

nastaven na vychozi hodnotu dle programu VarDictJava (tj. -P=5).

Vysledné VCF soubory byly vyhodnocovany v programu VariantStudio, kde byly z analyzy
vytazeny varianty: 1) s frekvenci pod 5 %, 2) bez vlivu na kodujici potencidl transkriptu
(aplikace filtru konsekvence), 3) s vyskytem v populaci nad 5 %, 4) se statusem pSTD nebo
Bias (= strand bias) a 5) varianty mimo kodujici oblasti. VSechny detekované varianty

za téchto podminek uvadi (Tabulka 33).

Tabulka 33: Detekované mutace ve vzorcich chordomu

Zapis varianty
na urovni Frekv. . Vyznamnost |
Vzorek Gen Typ proteinu, prip. [%] Filtr dle ClinVar ol
cDNA
CH17069/09-2 | NOTCHI | mnp | p.Aspl670Val | 54 8 - mozna
poskozujici
spise .,
CH22042/07B MET snv p-Arg988Cys 60,8 PASS benigni benigni
JAK?2 snv c.1777-2A>T 6,1 PASS - -
CH7612/09B P53 snv | p.Argll0Cys | 6,8 | PASS Spise pravdép.
patogenni poskozujici
MLHI snv p.Leud47Ser 9,8 p8 - benigni
, mozna
PIK3CA snv p-lle112Asn 5,3 p8 patogenni poskozujici
mozna
PIK3CA snv p-Arg916Cys 5,1 p8 - poskozujici
FGFR3 mnp | p.His284Asn 29,6 p8 - -
i pravdép.
CHI16165/13B KDR mnp p.-Trp485Lys 7,2 p8 poskozujici
KDR snv | p.Cysd82Arg | 34,6 | PASS - pravdép.
poskozujici
p.GInSer2315 )
NOTCHI mnp HisCys 17,9 p8
i pravdép.
RBI snv p.Tyr155Phe 5,6 p8 poskozujici

'PolyPhen podava in silico predikci uginku AK substituce na protein

71



7 DISKUZE

Schopnost metody citlivé a specificky detekovat somatické mutace o nizkych frekvencich
v §irSim spektru genli a pfi limitnim mnoZstvi vstupni DNA je dnes jednim z hlavnich
pozadavka soucasné personalizované mediciny (Dong et al., 2015; Vollbrecht ef al., 2018).
V experimentélni ¢asti prace byl na zdklad¢ tohoto piedpokladu oveéfovan genovy panel
NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel, zeyjména s ohledem na jeho mozné vyuZiti
pro testovani pacienti s karcinomem plic. Jak uvadéji Vollbrecht ef al. (2018), panelové
sekvenovani s UMI barkody mize nabizet vyhodnou diagnostickou strategii véetné analyzy

cfDNA.

Plicni karcinomy jsou velmi c¢asto podminény mutacemi onkogenu EGFR, které se
osveédcCily jako ucinné molekularni cile v protinadorové terapii. Jiz n€kolik klinickych studii
taze 111 potvrdilo vyssi efektivitu monoterapie inhibitory EGFR oproti chemoterapii, diky
¢emuz jsou nyni cilena lé¢iva v danych typech nadort standardni 1é€bou prvni volby (Bulbul
et Husain, 2018). Experimenty v této praci zaméfené¢ na mozné diagnostické uplatnéni NEB
Cancer panelu byly proto provadény na referencnim standardu se c¢tyimi EGFR
validovanymi mutacemi. Vzhledem k plivodnimu zaméru analyzy cfDNA byla snaha pro
panel stanovit detekcni limit, pi1 némz jsou spolehlivé detekovany mutace EGFR 1 s velmi

nizkou frekvenci vyskytu.

Testy ke stanoveni LOD byly provedeny na dvou referen¢nich vzorcich s odlisnou alelickou
frekvenci (3 % a 12,5 %), a ackoliv panel vSechny regiony ptislusnych mutaci pokryva, ani
jeden z téchto testi nebyl uspéSny v detekci delece AE746—-A750. Protoze EGFR delece
vexonu 19 veetné této specifické mutace jsou dilezitymi ukazateli odpoveédi na cilenou
1écbu, chyba v jejich detekci znamenala zdvazny nedostatek analyzy (Lynch ef al., 2004).
Jak bylo nasledn¢ zjisténo, pozice mutace se nachazela pravé v koncové oblasti sond panelu.
Na zakladé¢ komunikace s technickou podporou spolecnosti New England Biolabs (NEB)
bylo vyzkouseno zopakovani sekvenovani s prodlouzenou délkou ¢teni na 150 bp. Problém
vSak timto nebyl vyfeSen, na zékladé cehoz nam spole¢nost NEB nabidla alternativni

moznost navrzeni odliSného designu sond pro vybrany exon.

Zakoupeni nové verze kitu v naSem piipad¢ ale nepfedstavovalo vyhodné feseni a od dalSich
experimentll zaméfenych na moznosti detekce mutaci s nizkou frekvenci bylo z téchto
divodl upusténo. Pokud bychom vsak skutecné chtéli stanovit detekéni limit panelu, bylo

by potifeba provést analyzu i minimalné€ pti alelické frekvenci < 1 %, a také na vétSim poctu
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vzorkll ¢i opakovani. Nicméné samotné uspoiadani experiment pro testovani detekéniho
limitu se muze znacné liSit. Napiiklad Vollbrecht et al. (2018) stanovili LOD metody
na zéklad€¢ analyzy referenéniho vzorku s 8 validovanymi mutacemi pii tfech rGznych
alelickych frekvencich (0,1 %, 1 % a 5 %), pticemzZ za dosazeny limit detekce povazovali
nejnizs$i alelickou frekvenci, kdy byly detekovany vSechny sledované mutace. Podle
alelickd frakce, pti které bude 95 % vzorki spolehlivé detekovano. V té nejjednodussi
podobné to na ptikladu testu 20 vzorkli znamena, ze se spolehlivosti > 95 % pi1 daném LOD
bude z celkového poctu vzorki dosazen spravny vysledek v 19 ptipadech. Idealni pocet
analyzovanych vzorkl v souladu se statistickymi principy pak mtize byt stanoven podle
vzorce ' = a, kde r je spolehlivost, n poCet vzorkli a o hladina vyznamnosti. Pfi bézné
pouzivané hladin¢ vyznamnosti 5 % a spolehlivosti 95 % je timto pro validaci metody
doporuceno testovat az 59 vzorkt, coz je evidentné daleko nad ramec této diplomové préace

(Jennings et al., 2017).

Metoda detekce mutaci nadorové DNA pomoci NEB Cancer panelu kromé piipravy
knihovny a sekvena¢ni analyzy zahrnuje také zpracovani a interpretaci vystupnich dat. Pro
tyto ucely byla sestavena bioinformatickd analyza vyuZzivajici informaci z molekularnich
barkodt a vysledky byly porovndny s vystupy, které generuje program MiSeq Reporter
Software. Data byla zpracovdvand na EGFR referencnich vzorcich a k vyhodnoceni
spravnosti obou bioinformatickych ptistupli byla pouzita exomova data EGFR referencniho
standardu poskytovana vyrobcem Horizon Discovery a VCF soubor s variantami RKO
bunééné linie od AccuRef Diagnostics. Ob¢ bioinformatické analyzy prokéazaly vysokou
sensitivitu s témét 100% shodou v detekci variant potvrzenych daty HD ¢i AccuRef.
V ptipad¢ analyzy s UMI barkddy nebyly v porovnani s daty HD za danych podminek
detekovany celkem varianty tfi, v ptipadé MSR varianty ¢tyfi. Pouze dvé varianty (spole¢né
pro analyzu s UMI 1 MSR) pak nebyly ve vystupnich souborech viibec zachyceny ani
po odstranéni veSkerych filtr. Jedna z nich piedstavovala pravé validovanou deleci EGFR,
druha se méla nachdzet v genu FGFR3 (varianta typu SNP). Je mozné, Ze jednonukleotidova
varianta byla jen faleSnou pozitivitou v exomovych datech HD, protoze neni uvedena ani
ve VCF souboru AccuRef Diagnostics. Nicméné k jednoznaénému urceni spravného zavéru
by bylo vhodné provést dalsi test na referencnim standardu, naptiklad osekvenovat dany

region pomoci Sangerovy metody.
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Vysledky soucasné ukazaly, ze metoda panelového sekvenovani zachytila velké mnoZstvi
variant bez objasnéné¢ho pluvodu. I po nastaveni piisnych podminek pro odfiltrovani
potencialnich artefakti bioinformaticka bylo analyzou s UMI barkody detekovano 36
variant, z nichz jen 25 potrvrdila data HD nebo AccuRef. Pfesto tento piistup prokazal
vyhodnéjsi feSeni oproti zpracovani sekvenacnich dat pomoci zdkladniho programu MSR,
ktery sice provadi ,,variant calling®, ale nepracuje ani s UMI barkody, ani s pozi¢nimi filtry.
Sestavenou bioinformatickou analyzou s UMI barkddy tak bylo zachyceno o celych 50 %

mén¢ variant, které se ve vzokru vyskytoval pravdépodobné némély.

Jednim z vysvétleni vzniku velkého poctu artefakti ve vzokru EGFR-MUT12 muze byt
napadné niz§i dosazené bazové pokryti v porovnani s ostatnimi vzorky testovanymi v této
praci. Zda vSechny z téchto nepotvrzenych variant kontrolnimi daty skuteéné ve vzorku
pfitomny nebyly, pfesto nemusi byt ale jednoznaéné. Celoexomova analyza byva provadéna
s pokrytim né€kolikandsobné niz§im oproti panelovému sekvenovani (HD uvadi primérné
pokryti 60x), metoda proto neni zcela spolehliva v zachytu variant s niZsi frekvenci vyskytu.
Koneckonct i1 neshoda dat Horizon Discovery a AccuRef Diagnostics ziskanych z totozné

bunééné linie RKO ukazuje na mozné odchylky vysledkii.

Bioinformaticka analyza s UMI barkddy byla na stejném EGFR referen¢nim standardu dale
ovéfena pro panel NEBNext Direct BRCA1/BRCA2 pokryvajici celé exony dvou genli
BRCAI a BRCA2. V tomto piipad¢ byla stanovena 100% analyticka sensitivita i specificita,
ackoli podobné jako je vySe diskutovano u vypoctu detekéniho limitu, k ziskani statisticky

hodnotnych vysledki by bylo nutné analyzu otestovat na vétSim poctu vzorkd.

Vyhodnost metod pokryvajici SirSi genomické regiony byla sledovdna v experimentu
porovnavajici NEB Cancer panel s panelem TruSight Tumor 170 pokryvajici celé exony 170
gentl. Analyza pomoci TST170 vyzaduje pouziti 40 ng DNA, mnozstvi tedy neni vyssi
oproti doporuc¢ovanému vstupu pro mensi panel. Pfiprava knihovny o délce dva dny je vSak
ptiblizné jednou tak delsi oproti pracovnimu postupu NEB Cancer panelu (Illumina, 2019c;
New England Biolabs, 2019b). Samotny panel TST170 sice nezahrnuje UMI barkddy, lze je
ale ptikoupit v ramci dal$iho kitu (Illumina, 2019c).

Panely byly testovany na stejném pacientském vzorku nadoru slinivky, pficemz
z potencidln¢é patogennich mutovanych gent na zéklad¢ databazi ClinVar a PolyPhen byly
obéma metodami detekovany 7P53 a KRAS. Mutace KRAS jsou obecné asociovany se

Spatnou progndzou a rezistenci na léCiva, role 7P53 v predikci lécebné odpovédi neni

74



jednozna¢na (Hyman et al., 2017; Cicenas et al., 2017). Jako nejlépe zacilitelna mutace se
tedy jevi mutace CHEK? zachycena pouze panelem TST170. CHEK2 se podili na
opravnych mechanismech DNA skrze homologni rekombinaci, jejichz defekty zplsobu;ji
tzv. fenotyp ,,BRCAness* (Moschetta et al., 2016). V téchto ptipadech mohou byt efektivni
1€¢iva typu olaparib ucinkujici na principu syntetické letality, jak také dokazuji Golan et al.

(2018) ve studii faze II pro 1é¢bu nadoru slinivky.

v v

dokazuyji, jak rozsah analyzy miiZze zasadné ovlivnit moznosti pacientovi lé¢by. Kromé toho,
ze jsou vetsi panely pokryvajici celé kodujici regiony gent schopné zachytit vice klinicky
vyznamnych biomarkert, jsou také vhodné pro detekci zmén v poctu kopii a strukturnich
variant (Hyman et al., 2017). Panely nad ~300 genti lze pak vyuzit i pro stanoveni mutacni
zatéze (tumor mutational burden; TMB), kterd hraje dalezitou roli v imunoterapii pomoci

,checkpoint® inhibitort (Meléndez et al., 2018).

Pfesto 1 malé panely s 50 nebo jesté méné geny nalézaji své klinické uplatnéni a ovétily se
Jiz v celé tad¢ studii (Kamps et al., 2017). Také v experimentech s chordomy NEB Cancer
panel pfinesl v této praci nékteré uziteCné informace. V jednom ze Ctyf testovanych vzorkt
(CH22042/07B) byla zachycena bodova mutace genu MET o velmi vysoké frekvenci
(61 %), diky které je velmi nepravdépodobné, aby se jednalo pouze o faleSnou pozitivitu.
c-Met je tyrozinkinazovy receptor pro hepatocytarni ristovy faktor, jehoz abnormalni
funkce byva v chordomech ¢asto popisovana (Weinberger ef al., 2005; Walcott et al., 2012).
Podle databazi PolyPhen a ClinVar je mutace R988C sice pravdépodobné benigni, bylo vSak
prokéazano, ze tlumi ubikvitinaci a degradaci receptoru za podpoteni jeho signalizace (Tovar
et Graveel, 2017). Inhibitory c-Met véetné jejich ucinku na mutaci R988C jsou aktivné
studovany a v né€kterych dalSich typech rakovin pfinesly velmi pozitivni G¢inky (Ou et al.,
2011; Ricciuti et al., 2018). V chordomech byl pro mutovany MET klinicky ovéfen
crizotinib, ackoliv pouze v jedné pripadové studii a bez uvedeni konkrétni mutace tohoto
genu. LéCeny pacient dosahl 17 mési¢niho pieZiti bez progrese (Liang ef al., 2015). Dalsi
z detekovanych mutaci vzorku CH22042/07B se nachazela v genu JAK2, vyskytovala se ale
jen pii nizké frekvenci (<10 %) a pro chordomy neni charakteristicka (Meng et al., 2019;

Walcott et al., 2012).

Z potencialné patogennich geni detekovanych ve vzorku CH16165/13B jsou s chordomy
vyznamn¢ asociovany KDR a PIK3CA (Meng et al., 2019; Fischer et al., 2015). Proti
mutovanému KDR, oznaCovaném také jako VEGFR-2, bylo jiz v chordomech testovano
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nékolik cilenych 1éciv. Klinicky efekt prokazaly zejména tyrozinkindzové inhibitory
sorafenib, pazopanib a sunitinib. Sanci na ptiznivou lé¢ebnou odpovéd’ v tomto piipadé
snizuje pravé pritomnost mutaci PIK3CA, které jsou v chordomech spojovany s rezistenci
na terapii (Meng et al., 2019). Pro potvrzeni téchto variant by bylo z divodu jejich nizké

frekvence a statusu p8 vhodné provést dalsi ovétujici test.

Ve vzorcich CH17069/09-2 a CH7612/09B nebyly nalezeny Zadné klinicky vyznamné
mutace v souvislosti s chordomy. Zmény v Notch signaliza¢ni draze jsou sice u tohoto
onemocnéni pozorovany, vyskyt somatickych mutaci v ,hotspotovych® oblastech genu
NOTCHI nenti ale typicky (Heery, 2016; Fischer et al., 2015). Vzhledem k nizké frekvenci
této varianty (<10 %) a statusu p8 se muze s velkou pravdépodobnosti jednat pouze
o artefakt. Tumor supresorovy gen TP53 zde byl jiz zminovan v souvislosti s nddorem
slinivky a ani v pfipadé chordomii nepatii tyto mezi vyznamné pro soucasné moznosti

terapie (Meng et al., 2019).
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8 ZAVER

Analyza panelu gent je diky vyhodné kombinaci cenové efektivity, citlivosti a rozsahu
soucasn¢ nejpouzivanéj$i metodou sekvenovani nové generace pro diagnostické testovani
somatickych mutaci v nadorové DNA. Omezeni testu pouze na urCité oblasti zajmu
umoziuje dosahnout vyssiho sekvenac¢niho pokryti, které je vyZzadovano pro detekci variant
vyskytujicich se 1 pfi nizkych frekvencich. Zaroven jsou vétsi panely schopny pokryt
vétSinu, ne-li vSechny klinicky relevantni biomarkery, pro které dnes existuji dostupna
cilend 1é¢iva. S ohledem na uplatnéni v klinice proto dalSi rozSifeni analyzy na uroven
celoexomového nebo dokonce celogenomového sekvenovani zatim spiSe jen komplikuje
zpracovani a interpretaci vystupnich dat. Rostouci vyznam panelii zahrnujici celé exony
mnoha genti oproti testiim zamétenych pouze na ,,hotspotova‘ mista je vSak bezpochybny, a
to nejen z divoda zachyceni vétStho mnozstvi biomarkerti, ale také moznosti stanoveni
mutacni zatéze. Pfinos analyzy s SirSim rozsahem ukazal i jeden z experimentii této prace
srovnavajici ,,hotspotovy*“ panel NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel o 50 genech
s panelem TruSight Tumor 170 pokryvajici vSechny exonické regiony 170 genii. Oba
panely byly ovéfeny na pacientském vzorku nadoru slinivky, ve kterém byla detekovana
jedina klinicky vyznamna mutace, a to v genu CHEK?2. Protoze mutace byla zachycena jen
pomoci panelu TruSight Tumor 170, pacient testovany pouze s menSim panelem by tak

v tomto ptipadé¢ ptiSel o potencialn€ uc¢innou 1€cbu.

Panelové sekvenovani genti s molekularnimi barkody se dnes mimo jiné prokéazalo jako
uzite¢ny nastroj detekce cirkulujici nadorové DNA, kdy je vyzadovan detekéni limit pod
5 % 1 pii pouziti nizkého mnoZstvi vstupni DNA (~10 ng). S cilem ovéfit vyuziti panelu
NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel pro analyzu karcinomi plic za téchto podminek byly
v experimentalni Casti prace provadény testy na referencnim standardu se Ctyimi
validovanymi mutacemi v genu EGFR. Piestoze metoda celkové vykazovala vysokou
analytickou sensitivitu, nebyla uspésna pii detekci specifické delece, ktera je vyznamnym

biomarkerem v cilené terapii tohoto typu nadort.

Panel NEBNext Direct Cancer HotSpot Panel byl z téchto diivodl uplatnén k jinym tGcelim,
konkrétné pro analyzu chordomil patfici mezi pomérné malo prostudované nadory. Nové
poznatky o molekularnich charakteristikach tohoto onemocnéni, stejné jako o moZnostech
lécby a efektivnich diagnostickych metodach mohou byt v tomto sméru proto cennym

piinosem. V ramci provedenych experimentll v této praci byly zajimavé vysledky ziskany

77



ptedevsim v piipadé vzorku s mutovanym genem MET, proti kterému bylo jiz u chordomu

klinicky ovéfeno cilené 1é€ivo crizotinib.

Vyznamnou c¢ast experimentéalni prace tvofilo také sestaveni a otestovani bioinformatické
analyzy umoznujici zaclenéni molekuldrnich barkodii do sekvenacnich dat. Analyza
ve srovnani s programem MiSeq Reporter Software, ktery informaci molekularnich barkédi
nevyuziva, prokdzala prakticky stejné¢ vysokou citlivost, a soucasné znatelné snizila pocet

zachycenych variant, jez se ve vzorku spravné vyskytovat nemély.
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