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1 UVOD

Rychly rozvoj technik analyzy lidského genomu, piedevSim v oblasti sekvenovani
Vv poslednich 20-25 letech, odhalil mnoho kandidatnich geni a piispél k pochopeni
mechanizmu vzniku fady hematologickych malignit, kterého nebylo mozné dosidhnout
s vyuzitim puvodnich vySetfovacich metod (Machova-Polakova et al., 2019). Detekce
genetickych zmén se stala nedilnou soucasti komplexni diagnostiky hematologickych
malignit. Vysledky molekularnich vySetfeni ptispivaji k urceni spravné diagnézy, ovliviuji
vybér terapeutické strategie a poskytuji cenné informace, na zaklad¢ kterych lze predpovédet
klinicky prub&h onemocnéni (stanovit prognozu) (Kantarjian et al., 2019; Maitre et al., 2019;
Martelli et al., 2020). Navic molekularni zmény, které charakterizuji maligni buniky pii
stanoveni diagnozy, lze nasledné vyuzit jako markery onemocnéni a pomoci vysoce

citlivych nastrojii molekularni analyzy tak sledovat klinicky vyvoj onemocnéni v Case.

Ke sledovani bodovych mutaci BRAF V69 g c-KIT P88V se v rutinni laboratorni
diagnostice LMB HOK FNOL pouziva kvalitativni metoda AS-PCR s detekci end-point
PCR produkti pomoci gelové elektroforézy (Schumacher et al., 2008; Arcaini et al., 2012).
| pfes prokazatelnou citlivost alelové specifické amplifikace cilovych bodovych mutaci
neposkytuje tato metoda kvantitativni informaci o alelové nalozi v Case. Jednou z vyhod
digitalni PCR (dPCR) ve srovnani se standardni kvantitativni PCR (qPCR) je absolutni
kvantifikace bez nutnosti standardt. Proto jsme se rozhodly otestovat dPCR jako alternativni
metodu pro pfesnou a ve srovnani s AS-PCR kvantitativni analyzu vybranych bodovych

mutaci (Quan et al., 2018; Cilloni et al., 2019).

Teoreticka cast této diplomové prace byla vénovana piehledu recentnich poznatkt
Vv oblasti analyzy bodovych mutaci pomoci digitalni PCR v kontextu s alternativnimi
detek¢nimi metodami zaloZenymi na alelové specifické amplifikaci resp. sekvenovani.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na analyzu vybranych bodovych mutaci, které
asociuji s patogenezi akutni myeloidni leukemie, vlasatobunétné leukemie a systémové
mastocytdzy a byla provedena na 2 nejnovéjsich platformach dPCR — "Naica® system"
Crystal Digital PCR™ (Stilla Technologies) a QIAcuity (Qiagen). Prezentované vysledky
byly ziskdny na zaklad¢ analyzy bodovych mutaci genu IDH1 a genu BRAF pomoci
komeréné dostupného multiplexniho systému firmy ID Solutions u pacient s AML resp.
HCL. Dalsi cast byla vénovana optimalizaci detekce mutaci D816V genu c-KIT a V600E
genu BRAF pomoci dPCR na systému QIAcuity. Metody byly vyuzity ke sledovani téchto



mutaci u vybranych pacientl, ktefi jsou v ambulantni pé¢i HOK FNOL s diagnézou

systémova mastocytoza, vlasatobunécéna leukémie resp. akutni myeloidni leukémie.
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. Vypracovat stru¢ny piehled recentnich poznatkii v oblasti analyzy bodovych mutaci
metodami molekularni genetiky s dirazem na dPCR a moznostmi jeho vyuziti
v hematoonkologii.

Optimalizovat metodu dPCR pro detekci bodovych mutaci D816V genu c-KIT
u systémové mastocytdézy a mutace V60OE genu BRAF u vlasatobunécné leukémie.
Zhodnotit ziskané vysledky v kontextu perspektivy uplatnéni dPCR pii detekci
bodovych mutaci u vybranych hematologickych onemocnéni v laboratorni praxi v LMB

HOK FNOL.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1.Krvetvorba a zakladni principy vzniku hematologickych onemocnéni

Hematopoéza (krvetvorba) je fyziologicky proces, ktery dava vznik vSem krvetvornym
bunkdm. Zabezpecuje tak kontinualni obnovu krvetvornych elementt, které maji
nezastupitelnou funkci v fadé pro Zivot esencidlnich procesu, jako je pienos kysliku
(erytrocyty), srazeni krve (trombocyty) a v neposledni fadé spravna funkce imunitniho
systému (B-, T-lymfocyty, NK-buiky) (Jagannathan-Bogdan et Zon, 2013; Ratajczak,
2019).

Krvetvorba zac¢ina na Grovni pluripotentni krvetvorné kmenové buiiky, ktera dava na
zaklad¢ programu diferenciace vznik multipotentnim buiikdm myeloidni nebo lymfoidni
krvetvorné linie, které se nasledné cestou nezralych krvetvornych elementi (blastti) dale déli
a diferencuji a davaji vznik vysoce specializovanym zralym krvetvornym bunkam, které

v lidském téle plni specifické funkce (Obr. 1) (DiJulio, 1991; Ratajczak, 2019).

@ = pluripotentni kmenova buiika
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Obr. 1: Zjednodusené schéma hematopoézy. PSC dava vznik HSC, ktera diferencuje bud’ na CMP nebo CLP.
Z CMP vznikaji zralé buiiky myeloidni fady — erytrocyty, megakaryocyty, monocyty, granulocyty (neutrofily,
eozinofily, bazofily). Z CLP vznikaji B, T lymfocyty a NK bufiky (upraveno dle Ratajczak, 2019).



Vznik a diferenciace krvetvornych bunék je slozity, nékolikakrokovy proces, ktery
ovlivituje mnoho faktor. Zasah do procesu vzniku krvetvornych bunék na urovni jejich
déleni, diferenciace a/nebo programovaného zaniku vede k naruseni fyziologické
krvetvorby. Vysledkem je abnormalni krvetvorba, ktera vede ke vzniku onemocnéni krve

jak maligniho, tak nemaligniho charakteru.

Hematologické malignity je souhrnné oznaceni pro nadorovéd onemocnéni, ktera
vznikaji na urovni myeloidnich nebo lymfoidnich krvetvornych bunék na riznych stupnich
diferenciace od nezralych po plné vyzralé bunky. Na vzniku a klinickém pribéhu
hematologickych malignit se zdsadnim zptisobem podileji genetické zmény, které zasahuji
do funkce gent s klicovou roli v procesech déleni, diferenciace nebo zaniku krvetvornych
bunck. Mutacemi zménéné geny nasledné nejsou schopny plnit svou funkci v ramci
krvetvorby, svou funkci méni, ztradci, nebo naopak diky mutacim ziskavaji novou,
abnormalni funkci. V principu vSak bunky ziskavaji diky mutacim selekéni vyhodu vici
buitkam okoli, vznika maligni klon, ktery obvykle dal akumuluje dal$i mutace, které jsou

nezbytné k udrzeni maligniho fenotypu (Jurlander, 2017).

Vznik a rozvoj hematologickych onemocnéni doprovazi fada riznorodych, obvykle
ziskanych genetickych zmén, které 1ze prokdzat na mikroskopické trovni jako numerické
(zmény v poctu) nebo strukturdlni (zmény v morfologii) abnormality karyotypu, nebo se
jedna o zmény na molekularni trovni, které se prokazuji analyzou DNA (RNA) v podobé
genovych mutaci (substituce/zamény, inzerce nebo delece nukleotidit) nebo zmén v expresi
genll. Urceni genetickych zmén v naddorovém klonu je dnes nedilnou soucasti komplexni
diagnostiky hematologickych malignit, je nezbytné pro pfesnou a v€asnou diagnostiku,
pomahé odhadnout klinicky priibéh onemocnéni (stanovit prognozu), volit 1é€ebny postup

a monitorovat odpovéd’ pacientil na 1écbu (Arber et al., 2016, Alaggio et al., 2022).

Klinické laboratofe specializované na oblast molekularni charakterizace
hematologickych onemocnéni nabizi v ramci rutinni diagnostiky Sirokou Skalu cilenych
vySetfeni pomoci riiznorodych metod molekularni analyzy (Machova-Polakova et al., 2019).
V ramci rozvoje laboratorni diagnostiky v Laboratofi molekularni biologie HOK FNOL
(LMB HOK FNOL) jsme se v této diplomové praci zaméfily na detekci bodovych mutaci
(Jjednonukleotidové zdmény v nukleotidové sekvenci DNA), které asociuji s patogenezi

vybranych hematologickych onemocnéni pomoci digitalni PCR.



3.2.Digitalni PCR

Digitalni PCR je vysoce specificka, citlivd a ¢asové nenarocna technika, ktera umoznuje
kvantifikaci genové exprese nebo detekci bodovych mutaci se Sirokymi moZnostmi
uplatnéni v oblasti molekularni analyzy hematologickych onemocnéni (leukemii, lymfomi,
myelomu, chronickych myeloproliferativnich onemocnéni) (Hrstka et al., 2014; Cilloni et
al., 2019; Machova-Polakova et al., 2019; Galimberti et al., 2022).

3.2.1. Princip digitalni PCR

V principu se dPCR zakldd4 na zakladnim konceptu konvenéni polymerazové reakce C.
Mullise, tedy na end-point detekci amplifikace cilové oblasti genomu pomoci DNA
polymerazy a paru oligonukleotidovych primert, které jsou specifické pro vybranou oblast
(Mullis et al., 1986). Ve srovnani s konven¢ni PCR je u dPCR analyzovany vzorek rozdélen
do velkého mnozstvi reakénich oddild a nasledné v kazdém oddilu, ktery obsahuje cilovou

molekulu, probiha samostatna end-point PCR (Obr. 2) (Quan et al., 2018).
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Obr. 2: Srovnani metod PCR (upraveno dle Quan et al., 2018).



Co se tyCe slozeni reak¢éni smési, dPCR kopiruje princip PCR v redlnim case
(kvantitativni PCR, qPCR) (Obr. 2), tedy krom¢é¢ DNA polymerazy a paru
oligonukleotidovych primert vyuziva (v zéavislosti na zvoleném detekénim pfistupu)
fluorescencné znacenou sondu (kratkd sekvence nukleotidl,, kterd hybridizuje k cilové
sekvenci DNA a umoziuje jeji vysoce specifickou detekci) (Obr. 3) nebo fluorescencni
barvivo (nejCastéji EvaGreen), které se béhem PCR amplifikace zabudovava do DNA

(Obr. 4) (Hrstka et al., 2014).
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Obr. 3: Princip detekce PCR produktu — pouziti hydrolyza¢ni sondy. Tagman sondy jsou sekvenéné specifické
olignonukleotidy s pfipojenym fluoroforem na 5° konci a zhaSe¢em na 3 konci branicim flurescenci (¢ast A).
Béhem PCR je sonda v pribéhu extenze §tépena od 5° konce Taq polymerazou, ¢imz dojde k odstépeni
fluoroforu a emisi fluorescence (¢ast B). Mira fluorescen¢niho signalu volného fluoroforu odpovida mnozstvi

PCR produktu (upraveno dle Qiagen, 2021).
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Obr. 4: Princip detekce PCR produktu — pouziti fluorescenéniho barviva EvaGreen. Fluorescenéni barvivo se
vaze na vznikajici dsDNA, po navazani dochazi ke konformacni zméné barviva, které nasledné vydava
fluorescencni signal urcité vinové délky. Toto barvivo umoziiuje analyzu bez nutnosti syntézy specifické

znacené sondy (upraveno dle Qiagen, 2021).



Na zakladé detekované fluorescence je v dalSim kroku dPCR kazdy reak¢ni oddil
samostatné vyhodnocen jako pozitivni nebo negativni. Timto pfistupem lze pomoci dPCR
zachytit i stopové mnozstvi cilovych molekul v analyzovaném vzorku, coz je klicové pfi
templatech s minoritnim zastoupenim cilovych alelovych variant (mutaci). Ve srovnani
s JPCR probiha béhem dPCR absolutni kvantifikace cilovych molekul bez pouziti
standardni k¥ivky (Hrstka et al., 2014; Cilloni et al., 2019).

3.2.2. Platformy digitalni PCR

RozliSuji se 2 zakladni platformy digitdlni PCR, které odliSuje vlastni mechanismus
vytvareni reakénich oddila. Pivodni, dropletova digitdlni PCR (ddPCR), vytvafi reakéni
oddily nanolitrovych az pikolitrovych objemi pomoci vodno/olejové emulze (Pecoraro et
al., 2019; Tan et al., 2022). Alternativni, ¢ipova/nanoplate digitalni PCR je zaloZena na
technologii mikrofluidnich ¢ipt, pii které je vzorek rovnomérné rozdélen do stovek az tisicti
fixnich reakénich oddili nanolitrovych objemtl. Cipové platformy byvaji v n&kterych
publikacich souhrnné oznacovany jako digitalni PCR (dPCR), protoze ve srovnani s ddPCR
nevyuzivaji mechanizmus dropletovych reakénich oddilt (Vanova et al., 2021; Tan et al.,
2022; Tiwari et al., 2022).

Na bazi dropleti (kapic¢ek) funguji ptivodni systémy QX100™/200™ ddPCR Systém
System (Stilla Technologies). Siroka nabidka &ipovych digitalnich systémi zahrnuje
QuantStudio™ 3D (Thermo Fisher Scientific), QuantStudio™ Absolute Q™ (Thermo
Fisher Scientific), BioMark™ HD (Fluidigm), Clarity™/ Clarity Plus™ (JN Medsys)
a QIAcuity (Qiagen). Technologie dPCR ve vySe uvedenych systémech digitalni PCR byla
podrobné rozebrana v fadé prehlednych publikaci (Tan et al., 2022; Tiwari et al., 2022).
Tato diplomova prace se dale vénuje digitdlnimu systému Naica® (Stilla Technologies)

a QIAcuity (Qiagen), na kterych byla provedena experimentalni ¢ast prace.

3.2.2.1. Naica® krystalova digitalni PCR (Stilla Technologies)

Krystalova digitalni PCR Naica® je zaloZena na mikrofluidni technologii, kterd integruje
cely proces ddPCR na bazi vodno/olejovych emulzni reakénich oddilti na mikrofluidni Cip.
Reakéni smés je vV prvnim kroku rozdélena do dvourozmérné monovrstvy kapicek, které
svym pravidelnym uspofadanim piipominaji atomy v kiistalovych miizkach. Vznikajici
dropletové krystaly ptedstavuji jednotlivé reakéni oddily. Dostupné mikrofluidni ¢ipy jsou
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tvoteny 4 resp. 16 (dle varianty ¢ipu) identickymi systémy mikrofluidnich kanalkt (kazdy
urceny pro 1 vzorek). Hlavni soucasti systému kanalkd je tenka obdélnikova komirka
spojena v jednom rohu s 33 tryskami produkujicimi 25 000-30 000 monodisperznich
kapi¢ek 0 objemu ~ 0.43 nl. Kanalky jsou naplnény tekutinou Se stabilizatory emulze.
Tvorba kapicek a vlastni PCR amplifikace probiha v termalnim cycleru Geode, ktery ma
kapacitu celkem 3 riizné ¢ipy na experiment. Po ukonceni PCR se Cipy piemisti do zatizeni
Prism3 (3 detekéni kanaly) nebo Prism6 (6 detekénich kanall), které snima end-point
fluorescenci v reak¢nich oddilech pomoci automatizovaného fluorescenéniho mikroskopu.
Analyzu a zpracovani dat provadi software Crystal Miner™. Ve srovnani s konkurenénimi
systémy digitalni PCR nabizi Naica® system jako jedina platforma moznost ziskdni PCR
produktu (po jeho amplifikaci a nacteni V zafizeni Prism), ktery je néasledné mozné dal
analyzovat. Aktudlné¢ dostupné Cipy systému Naica® Crystal Digital PCR umoZiuji
V jednom experimentu provést analyzu 12 (safirovy ¢ip) az 48 (opalovy Cip) vzorka (Madic

etal., 2016; Tan et al., 2022; Tiwari et al., 2022).

3.2.2.2. QIAcuity digitalni PCR systém

QIlAcuity je plné integrovana platforma dPCR zalozena na technologii ¢ipti (nanoplate).
Jedna se o mikrofluidni ¢ipy, které maji kapacitu 24 nebo 96 vzorkd, v kazdé jamce 8 500
resp. 26 000 uniformnich reakénich oddild. Jediny krok, ktery probiha mimo QIAcuity
dPCR systém, je samotné plnéni ¢ipu reakéni smési. Po naneseni reakéni smési je nanoplate
utésnén flexibilnim uzavérem a vlozen do ptistroje QIAcuity, ve kterém probiha integrovany
a pln¢ automatizovany proces rozdéleni vzorkii do reakénich oddilti, amplifikace i samotna
detekce. Distribuce reakéni smési ze vstupnich jamek nanoplate do reak¢nich oddilt se
provadi zanofenim 24/96 hrotti do vrchniho flexibilniho uzavéru a posléze do vstupnich
jamek s reak¢ni smési. Vytvoreny peristalticky tlak Cerpa reakéni smés ze vstupnich jamek
ptes mikrokanalky do reakénich oddilti nanoplate. Spojovaci kanaly mezi reak¢énimi oddily
se nasledné¢ systematicky uzaviou automatizovanym valcovanim. Nasledujici end-point
PCR probiha Vv integrovaném termocykleru. Béhem end-point PCR dochéazi v prub&hu
kazdého cyklu amplifikace k duplikaci cilové molekuly, pficemz reakéni oddil, ve kterém se
nachazi cilova molekula, emituje fluorescenci. Po ukonéeni PCR jsou reakéni oddily
vyhodnocovany pomoci detekéniho zatizeni (fluorescencni mikroskopicky systém), které
snima fluorescenci ve vybranych detekénich kanalech (kapacita 2 az 5 riznych fluorofort,
dle formatu QIAcuity dPCR systému) a hodnoti pocet pozitivnich/fluoreskujicich reakénich

oddili. Podil pozitivnich a negativnich reakci hodnoti automaticky QIAcuity Software Suite,
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vystupni hodnotou je pocet kopii cilové molekuly na pl (Qiagen, 2021; Shi et al., 2022; Tan
et al., 2022; Tiwari et al., 2022).

3.3.Vyuziti digitalni PCR pri detekci bodovych mutaci

Nejjednodussi detekéni systémy zalozené na analyze bodovych mutaci pomoci dPCR
vyuzivaji par oligonukleotidt, které ohrani¢uji cilovou sekvenci, a 2 proby — mutantni a wild
type. Nejcastéji se vyuzivaji dualné znacené TaqMan proby, které po oznaceni odliSnym
systémy vyuzivaji rizné Grovné multiplexovani a simultanné detekuji nckolik alelovych

variant najednou (Whale et al., 2016).

Mutantni préba

F;rime—r\‘ GGGA Mutantni alela
[T &edy LIIIIIITTI
m (;3; Wild type alela
LTI ey LLLLITTTTTLLN

Obr. 5: Princip detekce bodovych mutaci v duplexnich systémech dPCR (upraveno dle Qiagen)

3.4.Detekce bodovych mutaci na bazi alelové specifické amplifikace

Zlatym standardem detekce znamych bodovych mutaci zlistava v oblasti rutinni laboratorni
diagnostiky alelové specifickd PCR, plivodné popsand jako Amplification Refractory
Mutation System (ARMS) v roce 1989 (Newton et al., 1989). Detek¢éni systémy pracujici na
principu AS-PCR byvaji postaveny na paru alelové specifickych oligonukleotidd (jeden
specificky pro mutantni alelu, druhy specificky pro wild-type alelu). Sekvence
oligonukleotidi je téméf identickd, odliSuji se pouze v oblasti bodové mutace. Pii
optimalnich podminkach PCR lze pomoci AS-PCR dosahnout vysoce citlivou alelovou
diskriminaci mezi mutantni a wild-type alelou, pficemz mutantni primer amplifikuje pouze
mutantni alelu a wild-type primer amplifikuje pouze alelu bez mutace. Detekce end point

PCR produktii probiha po elektroforetické separaci PCR produkti v agarézovém gelu
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v detek¢nim zafizeni. Alternativou je detekce fluorescencné znacenych PCR produktt
fragmentacni analyzou po jejich separaci kapilarni elektroforézou. I ptes vysokou citlivost
a finan¢ni nenarocnost ve srovnani s dPCR vysledek AS-PCR neni kvantitativni. Dal§im
limitem byvaji vy$$i poZzadavky na mnozstvi vstupniho materidlu, coz mize omezit
molekularni diagnostiku, pokud geneticky material neni dostupny vV pozadovaném mnozstvi

(Quan et al., 2018; Shi et al., 2022).

3.5.Detekce bodovych mutaci pomoci sekvenaénich technik

Druhou kli¢ovou technikou molekularni analyzy bodovych mutaci je sekvenovani dle
Sangera. Princip se zaklada na asymetrické PCR, kdy je cilovy Gsek ve srovnani s konven¢ni
PCR amplifikovan pouze pomoci 1 sekven¢éné specifického primeru (forward nebo reverse)
Vv reak¢éni smési, ktera obsahuje DNA polymerazu, dNTPs a 4 rizné ddNTPs (ddATP,
ddTTP, ddCTP, ddGTP), kazdy znaceny jinou fluorescenéni barvou. V misté zabudovani
ddNTP do amplifikované sekvence dochazi k ukon¢eni PCR. PCR produkty jsou separovany
kapilarni elektroktroforézou a ziskava se sekvenogram, ktery lze analyzovat ve specialnich
programech pro detekci genovych mutaci. Ve srovnani s AS-PCR a dPCR poskytuje
sekvencni analyza nespecificky, ale celkovy ndhled do nukleotidové sekvence vybrané
oblasti. Vzhledem na citlivost detekce na urovni 15-20 % nelze touto metodou prokazat
bodové mutace pritomné pod timto detekénim limitem. Obdobné jako AS-PCR ani vystup
ze sekvenéni analyzy dle Sangera neni kvantitativni a ve srovnani jak s AS-PCR, tak s dPCR

Vsechny limity konven¢ni sekvencni analyzy dle Sangera lze v principu piekonat
pomoci platforem sekvenovani nové generace (NGS), které dle pozadavkil a nastavenych
podminek umoznuji provadét paralelni analyzu nékolika vybranych cilovych oblasti az
celého exomu, ptipadné celého genomu. Uplatnéni NGS v oblasti rutinni molekularni
analyzy bodovych mutaci je vzhledem na finan¢ni, ¢asovou a technickou naro¢nost zatim
limitovano. Na druhou stranu moznost paralelni detekce velkého poctu mutaci v 1 vzorku
s kvantitativnim vystupem fadi tyto techniky mezi mimotadné perspektivni a jejich
uplatnéni v oblasti molekularni diagnostiky zavisi na moznostech laboratote. I kdyz je
citlivost NGS a dPCR srovnatelna, obecné, vzhledem na diametraln¢ odlisny vystup, ktery
Ize technikami NGS ve srovnani s dPCR ziskat, nelze tyto 2 techniky molekularni analyzy
plné srovnavat (Galimberti et al., 2022).
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3.6.Vyuziti digitalni PCR pri detekci bodovych mutaci u vybranych

hematologickych malignit

3.6.1. Akutni myeloidni leukemie s mutacemi IDH1/IDH2

Akutni myeloidni leukemie (AML) je klonadlni onemocnéni krvetvorby charakterizované
pfitomnosti proliferujicich, abnormalné diferencovanych bun¢k hematopoetického systému
Vv kostni dfeni, periferni krvi apfipadné v extramedularnich tkanich. Vzhledem na
mimotadné rozdilny klinicky prubéh a odpovéd’ na lécbu predstavuje AML prototyp
onemocnéni pro cilenou terapii, ktera by mohla zlepsit pieziti pacienta (DiNardo et al.,
2020). V poslednich letech byly do terapeutické praxe uvedeny nové 1éky na bazi cilené
terapie vcetn¢ inhibitord FLT3 kinazy (midostaurin a gilteritinib) (Stone et al., 2017;
Lambert et al., 2019) a inhibitord IDH1, IDH2 (ivosidenib a enasidenib), které radikalné
zménily moznosti terapie pacientd s AML a pfispély k lepSim lécebnym vysledkiim. Na
zakladé¢ novych poznatkid v oblasti charakterizace genetické patogeneze AML (nové
kandidatni geny) byla ptfehodnocena klasifikace dle WHO (Arber et al., 2016) a byly
definovany prognostické skupiny (nizké, stfedni, vysoké riziko), které se zdsadné lisi
Vv terapeutickém pfistupu (chemoterapie, transplantace). Osobitou pozornost dostava
monitorovani MRD (Galimberti et al., 2022).

Bodové mutace genil pro izocitratdehydrogenazy IDH1 a IDH2 byvaji asociovany se
solidnimi tumory (gliomy), ale lze je prokazat i u 10-20 % AML, resp. u dalSich
hematologickych onemocnéni myeloidni linie (myelodysplasticky syndrom, BCR/ABL
negativni chronické myeloproliferativni onemocnéni). U hematologickych onemocnéni
byvaji detekovany mutace typu jednonukleotidovych zameén, které se vyskytuji vzdy
v exonu 4 v konkrétnich pozicich (mutac¢ni hot-spoty) a méni zbytky argininu v kodonech
R132 (gen IDH1), R140 (gen IDH2) nebo R172 (gen IDH2). V poslednich letech byla
publikovana tfada protokolt,, které popisuji moznosti detekce IDH1/2 mutaci pomoci
dostupnych platforem digitalni PCR (Grassi et al., 2020). Zajimavé jsou piistupy simultanni
detekce vSech dostupnych mutantnich alel v kli¢ovych kodonech IDH1 nebo IDH2 genu
v multiplexnich verzich dPCR. Citlivost detekce cilovych mutaci v téchto systémech
prevysuje citlivost sekvenovani dle Sangera a dosahuje citlivosti detekce mutaci pomoci
alelové specifické PCR. Ve srovnani se systémy zalozenymi na bazi alelové specifické
amplifikace, které by amplifikovaly kazdou ze 4 moznych mutantnich variant v samostatné
PCR reakci, multiplexni varianty dPCR umoziuji detekci vSech 4 variant v jediné reakci.

Jako slibné terapeutické cile v éfe inhibitortt IDH1/IDH2 se mutace IDH1/IDH2 intenzivné
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hodnoti i1 jako markery minimalni zbytkové nemoci (ukazatele, které stabiln¢ asociuji
s klinickym pribéhem onemocnéni a umoznuji monitorovat klinicky stav pacienta) (Cilloni

etal., 2019).

3.6.2. Aktivaéni mutace D816V genu c-KIT u systemové mastocytozy
Mastocytdza je vzacna neoplazie, ktera se vyznacuje Sirokou Skalou klinickych piiznakt
v disledku nadmérné proliferace a zvysené akumulace morfologicky a imunofenotypoveé
abnormalnich klonalnich zirnych bunék v riznych organech a tkanich. Mastocyty patii mezi
efektorové bunky imunitniho systému, které se pfimo nebo prostfednictvim komunikace
S jinymi bunkami podileji na vrozené i ziskané imunité (Pardanani, 2021).

U vétsiny (> 80 %) pacientli se SM Ize prokazat bodovou mutaci D816V v exonu 17
genu c-KIT, méné¢ Casté jsou dalsi alelové varianty v kodonu D816 (D816Y, D816F, D816H
a D8161) nebo mutace v jinych kodonech (Martelli et al., 2020). Diky mutaci D816V
dochazi ke konstitutivni aktivaci receptoru c-KIT (bez potieby ristového faktoru SCF, stem
cell faktor), coz ma zasadni vliv na navazujici signalni drahy, které reguluji kli¢ové procesy
buné&éné homeostazy vcetné drahy PI3K (reguluje bunéény metabolismus, rast, migraci,
preziti a angiogenezi), STAT (kontroluje bunéénou proliferaci, diferenciaci a preziti)
amTORC (ovlivitluje bunécny rlst, syntézu proteinl, bunéény cyklus). Abnormalné
aktivované signalni drahy odpovidaji za agresivni pribéh SM a predstavuji potencialni
terapeutické cile. Zlatym standardem diagnostického algoritmu pii podezieni na SM je
vySetfeni mutace D816V v kostni dfeni nebo v bioptované tkani. VétSina pacientli vykazuje
nizké zastoupeni neoplastickych mastocyt v kostni dieni, u nékterych subtypl (zejména
u indolentni formy SM) nedosahuje alelova naloz 1 %. Proto je pii detekci mutace D816V
zadouci vybirat z vysoce citlivych metod. Mezi nejvice senzitivni piistupy identifikace
a kvantifikace mutace D816V s detekénim limitem < 0.01 % pozitivnich bunék patii
kvantitativni PCR pomoci alelové specifickych oligonukleotidii (Kristensen et al., 2014),

recentné pak platformy zalozené na digitalni PCR (Tan et al., 2022).

3.6.3. Bodova mutace genu BRAF V600E u vlasatobunécné leukemie

Vlasatobunécna leukemie patii do heterogenni skupiny onemocnéni zralych B lymfocytt,

které charakterizuje nalez tzv. vlasatych bunék (z angl. hairy). Diagn6za HCL je vysledkem

komplexniho zhodnoceni morfologie bunék v odebraném vzorku kostni dfené

(trepanobiopsie), zhodnoceni imunofenotypu (povrchové antigeny bunék stanovené

pratokovou cytometrii) a na molekularni urovni na zdklad¢ nalezu somatické mutace BRAF

V600E. Bodova mutace BRAF V600E se vyskytuje u 70-100 % pacientd s vlasatobunécnou
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leukemii a asi u poloviny (50 %) pfipadu histiocytdzy z Langerhansovych bunék, nejéastéji
U pacientt s postizenim ktize a centralniho nervového systému (Rodriguez-Galindo et Allen,
2020). Mutace BRAF V600E se tadi od jeji identifikace vroce 2011 mezi kli¢ové
molekularni markery diagnostiky HCL (Tiacci et al., 2011). Klinicky vyznam nalezu mutace
BRAF u hematologickych onemocnéni dal nariista v éfe cilené terapie diky dostupnym
inhibitorim kinazy BRAF (Maitre et al., 2019). V nedavné studii na skupin¢ 30 rizikovych
pacientd s HCL bez odpovédi nebo s nedostacujici odpovédi na 1é€bu byla po podéani 1éku
vemurafenib (inhibitor BRAF) v kombinaci s imunoterapii (rituximab) dosazena kompletni
remise u 87 % piipada (Tiacci et al., 2021). Vzhledem na témét kompletni incidenci mutace
BRAF V600E u HCL a potencial cilené terapie je jeji pfesna a citliva detekce mimotadné
zadouci. Guerrini et al. detekoval mutaci V60OE pomoci ddPCR a ve srovnani s qPCR
prokazal vyssi citlivost dPCR pfi detekci minimalni zbytkové nemoci (Guerrini et al., 2016).
V roce 2020 probéhla mezilaboratorni kontrola kvality zaméfena na vyuziti ddPCR pfi
detekci mutace BRAF, které se zacastnilo 8 laboratofi, ve studii bylo provedeno srovnani
limitu detekce ddPCR (0.02 %) a NGS (0.3 %) (Dong et al., 2020).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Soubor pacientii

V ramci experimentalni prace byla provedena retrospektivni DNA analyza vzorkl kostni
diené nebo periferni krve pacientt diagnostikovanych a 1é¢enych na HOK FNOL. Do studie
byly vybrany dostupné vzorky DNA od pacientl S diagnézou akutni myeloidni leukemie,
vlasatobunécna leukemie a systémova mastocytéza se zndmym muta¢nim profilem gent
IDH1/2, BRAF resp. c-KIT ve vybranych exonech (muta¢nich hot-spotech). Kontrolni
soubor (slouzil jako negativni kontrola) tvofily vzorky DNA ziskané od zdravych darct
dostupné v LMB HOK FNOL.

Genomickd DNA byla izolovana z KD v LMB HOK FNOL pomoci komer¢niho kitu
Gentra® Puregene® Blood Kit dle doporu¢eni vyrobce (Qiagen) nebo pomoci
automatického izolatoru NK MagNA Pure Compact (Roche Life Science)
a homogenizovana v roztoku 10 mmol/l TRIS, pH = 7.5. Koncentrace a ¢istota DNA byla
ovéiena spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop ND 1000 (Thermo Fisher Scientific).
Vzorky DNA byly uchovavany pii -80 °C. Muta¢ni hot-spoty gentt IDH1/IDH2 (kodony
R132, exon 4), BRAF (kodon V600, exon 15) a c-KIT (kodon D816, exon 4) byly
analyzovany v ramci rutinni molekularni diagnostiky LMB HOK FNOL metodami piimého

sekvenovani dle Sangera, resp. NGS a/nebo metodou kvalitativni alelové specifické PCR.

4.2. Material a prisluSenstvi

4.2.1. Pristroje

Analyticka vaha FA-2000 (LAB system)

Centrifugy 5430 R, 5424 (Eppendorf)

Izolator NK MagNA Pure Compact (Roche Life Science)

Lednicky (4-8 °C) (Zanussi)

Mikrovinna trouba (ECG)

Mrazici boxy (-20 °C, -80 °C) (Sanyo)

"Naica system" pro Crystal Digital PCR — Geode termocyklér a Prism3 (Stilla Technologies)
NanoDrop ND-1000 Spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific)

QIAcuity Four dPCR system (Qiagen)

Qubit 2.0 Fluorometr (Life Technologies)
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Geneticky analyzator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems)
Sestava pro horizontalni elektroforézu (Schoeller)

Stolni minicentrifuga C1301 (Labnet)

Termoblok Bio TDB-100 (BioSan)

Termocykléry — peqSTAR (peglab, VWR), PTC-200 (MJ Research)
Tiskarna P93D (Mitsubishi)

UV transiluminator Alphaimager 2200 (Alpha Innotech)

UV Transiluminator ECX-26-MX (Vibber Lourmat)

Vortex (VWR)

Vyrobnik ledu F100 Compact (CasteIMAC Spa)

Zatizeni na upravou vody Direct-Q 3UV (Millipore)

Zdroj k napéti ELFO ST 304 (Apelex)

4.2.2. Poclitacové softwary a nastroje

Crystal Miner (Stilla Technologies)
Crystal Reader (Stilla Technologies)
Chromas (Technelysium)
OligoAnalyzer (IDT)

Suite (Qiagen)

4.2.3. Spotiebni material

Automatické pipety s filtrem, rozsah 1-1000 pl (Eppendorf, Gillson)
B¢&Zné laboratorni sklo

QIAcuity Nanoplate 26k 24-well s adhezivni folii (Qiagen)
Sapphire Cipy (Stilla Technologies)

Stojany na zkumavky

Zkumavky 1,5 a 0,5 ml, PCR stripy 0,2 ml (Eppendorf, Invitrogen)

4.2.4. Komer¢ni Kity

Gentra Puregene Blood kit (Qiagen)
IDBRAF kit (ID Solutions)

- ARM-IDBRAF(s), TPC-IDBRAF(s)
IDIDH1-2 kit (ID Solutions)

- ARM-IDIDH1-2(s), TPC-IDIDH1-2(s)
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QIAcuity Probe PCR kit (Qiagen)

- 4x QlAcuity Probe Mastermix, RNase-free water

Qubit dsDNA BR Assay kit (Invitorgen)

- Qubit dsDNA BR reagent, Qubit dsDNA BR pufr, Qubit dsSDNA BR standardy 1, 2

4.2.5. Roztoky a reagencie

Agar6za | a SFR (VWR)

AmpliTaq Gold DNA polymeraza s Gold pufrem a MgCl. (Applied Biosystems)
dNTPs (Promega)

Ladder 100 bp DNA (Promega)

NanaSeci pufr Loading Dye 6x (Promega)

PCR ethidium bromid 10 mg/ml (Top-Bio, s.r.0.)

Reverzné osmoticka a ultracistd voda (Millipore)

Specifické primery

TBE pufr 10x (Lékarna FN Olomouc)

TRIS 10 mM

4.2.6. Manualy

Crystal Miner Software pro Naica systém (Stilla Technologies): uzivatelska ptirucka
(Explorea)

Instructions for use of IDBRAF kit — IDIDH1-2(s)-25_verP0621-03_EN (ID Solutions)
Instructions for use of IDIDH1-2 kit — IDBRAF(s)-50_verP0621-04 _EN (ID Solutions)
Prism6 & Crystal Reader Software pro Naica systém (Stilla Technologies): uzivatelska
ptirucka (Explorea)

QIAquick Spin Handbook (Qiagen, 2020)

QIAamp Circulating Nucleic Acid Handbook (Qiagen, 2019)

QIAcuity Probe PCR Kit (Qiagen, 2021)

QIlAcuity User Manual (Qiagen, 2021)

QIAcuity User Manual Extension: Application Guide (Qiagen, 2021)
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4.3. Digitalni PCR

4.3.1. Urceni koncentrace DNA pomoci fluorimetru Qubit 2.0

Koncentrace DNA pro ucely dPCR byla stanovena na fluorometru Qubit 2.0 pomoci
komer¢niho kitu Qubit™ dsDNA BR Assay Kit resp. dSSDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher

Scientific) dle postupu uvedeného nize.

Postup:

1. Dle poctu analyzovanych vzorki DNA byl ptfipraven pracovni roztok Qubit™ reagentu
a Qubit™ dsDNA BR pufru v poméru 1:200 (na jeden vzorek bylo pouzito 199 ul pufru
a 1 pl reagentu). Pouzivané chemikalie byly pted za¢itkem analyzy vytemperovany na
laboratorni teplotu.

2. Do dvou tenkosténnych 0,5ml Qubit zkumavek bylo napipetovano 190 pl pracovniho
roztoku, do prvni zkumavky bylo pfidano 10 pl Standardu 1, do druhé zkumavky 10 ul
Stadardu 2 na kone¢né mnozstvi 200 pl v kazdé zkumavce.

3. Do zbyvajicich ptipravenych zkumavek bylo napipetovano 198 pl pracovniho roztoku
a 2 ul DNA vzorku pacientl (které byly predem kratce zvortexovany a zcentrifugovany)
na konecné mnozstvi 200 pl v kazdé zkumavce.

4. Vzorky byly zvortexovany 2 sekundy, stoCeny na centrifuze a inkubovany 2 min pfi
laboratorni teploté. Nasledné byla zmétena jejich koncentrace na fluorometru Quibit 2.0
(dle doporuceni vyrobce). Koncentrace DNA byla stanovena v jednotce ng/pl a ndsledné

byla fedéna na poZadovanou koncentraci (dle typu dPCR).

4.3.2. Komer¢né dostupné reakéni smési, oligonukleotidy a sondy pro dPCR

Pro analyzu pomoci "Naica® system" Crystal Digital PCR™ byly pouzity amplifikaéni
reakéni smési ARM-IDIDH1-2(s) nebo ARM-IDBRAF(s), které piedstavuji soucast
komer¢nich kitlh IDIDH1-2 kit resp. IDBRAF kit (ID Solutions). Jedna se o hotové reakéni
smési slozené z Taq polymerdzy, Uracil-DNA glykozyldzy (UNG) a oligonukleotidl
(primery a proby) k detekci bodovych mutaci v kodonech R132 (kanal FAM) a R172 (kanal
Cyb); wild-type amplikony jsou detekovany ve FAM/HEX (gen IDH1) resp. HEX/Cy5 (gen
IDH2) kanalech. Reak¢ni smés v kitu IDBRAF kit obsahuje vSechny oligonukleotidy
potiebné k simultanni detekci BRAF wild-type alely (kanaly FAM/HEX), mutaci
L597/A598/K601 (kanaly FAM/HEX) a mutace V60OE (kanal HEX/Cy?5).
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Oligonukleotidové primery a hydrolyza¢ni dualn¢ znacené fluorescencni sondy
(TagMan) k detekci bodovych mutaci D816V (gen c-KIT), V600E (gen BRAF) na principu

duplexni dPCR na QIAcuity Four (Qiagen) byly navrZzeny vedouci prace pomoci nastroje

OligoAnalyzer™ (https://www.idtdna.com/). Sekvence oligonukleotidi a prob byly

uvedeny v Tab. 1. PCR amplifikace probihala pomoci komer¢niho kitu QIAcuity Probe PCR

Kit (Qiagen).

Tab. 1: Oligonukleotidy (primery a sondy) uréené k detekci bodovych mutaci pomoci dPCR. Sondy byly na

3" konci znaceny fluoroforem FAM (mutantni alela) nebo HEX (wild type alela), jako zhase¢ byl pouzit BHQ1

(Black Hole Quencher®). Do sekvence sond byly v misté nukleotidové zamény (mismatch), kterd odlisuje

mutovanou a wild-type alelu, inkorporovany LNA (locked nucleic acid) nukleotidy. Pozice LNA nukleotidu

byla v sekvenci sond oznacena znaminkem + pted modifikovanym nukleotidem.

Oznaceni 5'modi- . . o o 3'modi-

oligonukleotidu fikace N G GIOVE 8 STETEE () 57) fikace
KIT_D816 F - TCATGGTCGGATCACAAAGA -
KIT D816 R - GGACTGTCAAGCAGAGAATG -
KIT_D816-
WT HEX_LNA HEX TGGTCTAGCCAGAG+ACATCAAGAATGA BHQ1
E,I\I%D816V—6FAM— FAM TGGTCTAGCCAGAG+TCATCAAGAATGA BHQ1
BRAF V600 F - TCCTTTACTTACTACACCTCAGA -
BRAF_V600 R - ATCCAGACAACTGTTCAAACTG -
BRAF_V600-
WT HEX_LNA HEX TGGTCTAGCTACAG+TGAAATCTCGAT BHQ1
EEQF—VGOOE—FAM— FAM TGGTCTAGCTACAG+AGAAATCTCGAT BHQ1
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4.3.3. Proces dPCR na platformé Naica® system (Stilla Technologies)

Experiment byl proveden podle ptirucky IDIDH1-2 kit resp. IDBRAF kit (ID Solutions).
Jedna se o komercni multiplexni kvantitativni systémy pro detekci mutaci R132X (celkem
5 variant) genu IDH1 a R172X (celkem 4 varianty) genu IDH2 (IDIDH1-2 Kit) resp. pro
detekci mutaci L597, A598, V600, a K601 v exonu 15 genu BRAF (IDBRAF kit) metodou
ddPCR, kter¢ jsou kompatibilni se systémem Naica®. Princip detekce byl uveden na Obr. 6
a Obr. 7.
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Obr. 6: Detekce bodovych mutaci IDH1 a IDH2 gend pomoci multiplexniho systému ID Solutions. Vysledky
analyzy dat ve 2D grafu, kde osa x (blue) znazorfuje fluorescenci FAM cilt (pro gen IDH1) resp. CyS5 cila
(pro gen IDH2), osa y (green) — fluorescence HEX cila (wild-type alely u obou gent1). Genotypizace se provadi

dle srovnani intenzit RFU, oéekavané hodnoty pro jednotlivé cile uvadi Tab. 2.

Tab. 2: Oc¢ekavané hodnoty intenzity fluorescence (RFU) sledovanych cilii u pozitivni kontroly v komerénim

kitu ARM-IDIDH1-2.

Fluorescence (RFU) v jednotlivych kanalech

Marker FAM (modry) HEX (zeleny) Cy5 (Cerveny)
IDH1 WT >30000 >30000 -

IDH1 R132X >30000 <30000 -

IDH2 WT - >20000 >7000
IDH2 R172X - >20000 >7000
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Obr. 7: Detekce bodovych mutaci genu BRAF pomoci komeréniho multiplex syst¢ému ARM-IDBRAF (1D
Solutions). Vysledky analyzy dat ve 2D grafu, kde osa X (blue) — fluorescence FAM cilii (detekce vSech mutaci
BRAF) resp. Cy5 cilti (pouze mutace BRAF V600E), osa y (green) — fluorescence HEX cili (BRAF wild-type

alela). Genotypizace se provadi dle srovnani intenzit RFU, o¢ekévané hodnoty pro jednotlivé cile uvadi Tab. 3.

Tab. 3: Oc¢ekavané hodnoty intenzity fluorescence (RFU) sledovanych cilti u pozitivni kontroly v komerénim

kitu ARM-IDBRAF.

Fluorescence (RFU) v jednotlivych kanalech

Marker FAM (modry) HEX (zeleny) Cy5 (Cerveny)

BRAF WT >22000 >12000 -

BRAF >26000 <18000 -

BRAF V600E - - >12000
Priibéh:

1. Experiment byl naplanovan dle schématu — 1 jamka na ¢ipu na vzorek, 1 jamka na
pozitivni kontrolu TPC-IDIDH1-2(s) ¢i TPC-IDBRAF(S), 1 jamka na negativni kontrolu
(NEC), 1 jamka na slepy vzorek (NTC, voda).

2. Vzorky DNA i reakéni komponenty byly rozmrazeny pii laboratorni teploté
a promichany.

3. Do jamek PCR 0.2ml PCR stripi byla po 10 pl rozpipetovana reakéni smés ARM-
IDIDH1-2(s) ¢i ARM-IDBRAF(s).

4. Do reakéni smési bylo pfidano 15 pl templatu (DNA pacienta, pozitivni/negativni
kontrola ¢i nuklease-free voda). Roztok byl promichan pipetovanim. Vysledny objem
reakce Cinil 25 pl.

5. Vicka jamek na Cipu (Sapphire chip) byla odsroubovana a do jednotlivych jamek na
povrch olejové vrstvy bylo opatrné naneseno 25 ul pripravené reakéni smési
zZ ptedchoziho kroku.

6. Jednotlivé jamky na Cipu byly uzavieny novymi, vysokymi bilymi vicky (soucast kitu).
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7. De¢leni vzorku (tvorba kapicek) a PCR amplifikace DNA probihala v termalnim cycleru
Geode (Stilla Technologies). V prvnim kroku byla zapnuta tlakova pumpa napojena na
termalni cykler Geode. Pied spusténim amplifikace musel tlak na displeji dosdhnout
~1200 mbar. Poté byly Sapphire ¢ipy z bodu 6 vloZeny do piistroje a byl Spustén program

uveden v Tab. 4.

Tab. 4: Program Crystal Digital PCR (protokol IDIDH1-2 kit a IDBRAF kit).

Krok Program
(1) Tlakovani termocycleru a tvorba kapi¢ek Déleni vzorkt pii 40 °C « Sapphire V1 »
UNG treatment (volitelné) 45 °C (£ 0,5 °C) /5 min
(2) Pocateéni denaturace / Aktivace polymerazy 95 °C (= 0,5 °C) /10 min
(3) Zagatek 45 cykla Pocatek cyklu 45x
(4) Denaturace DNA 95°C(£0,5°C)/10s
(5) Annealing/Extenze 60 °C (£ 0,5 °C)/30s
(6) Ukonceni 45 cyklu Ukonceni cyklu
(7) Chlazeni 40°C(£0,5°C)/1 s
(8) Uvolnéni tlaku termocykleru a ziskani

Kapicek Release P « Sapphire V1 »

8. Po PCR amplifikaci byly €ipy analyzovany na pfistroji Prism3 (Stilla Technologies)
v programu Crystal Reader Software (Stilla Technologies, verze dle typu Naica®
system, 3-barevnd nebo 6-barevnd verze). Vysledky analyzy byly vyhodnoceny
v programu Crystal Miner Software (verze odpovidajici typu Naica® system, 3-barevna

vs 6 barevna verze).
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4.3.4. Proces dPCR na platformé QIAcuity Four dPCR systém (QIAgen)

Piiprava reak¢ni smési a protokol dPCR:

1. Templatovda DNA i reakéni komponenty dPCR (QIAcuity Probe PCR master mix,
primery, proby, voda) byly rozmrazeny pii pokojové teploté a promichany.

2. Vychozi reakéni mix (dle poc¢tu reakci v experimentu) byl pfipraven dle protokolu
vyrobce QIAcuity Probe PCR master mix (Qiagen) (Tab. 5). Slozeni reak¢énich smési
s optimalni koncentraci restrikéni endonukledzy a templatové DNA pro detekci

jednotlivych genovych mutaci byly uvedeny v ¢asti Vysledky.

Tab. 5: SloZeni reakéni smési pro dPCR na platformé QIAcuity dle vyrobce Probe PCR Master Mix (Qiagen).

Nanoplate 26k , .
Komponenta 24-well) Vysledna koncentrace

4x Probe PCR Master Mix 10 pl 1X
0.8 uM forward primer
0.8 uM reverse primer

10x primer—probe mix 4l 0.4 uM sonda MUT
0.4 uM sonda WT
restrikéni endonukleéaza (volitelné) do 1 ul 0.025-0.25 U/ul
do vysledného objemu

voda (RNase-free) (40 pl)

templatova DNA
(viz bod 4) dle typu dPCR
celkovy reakéni objem 40 pl

3. Reakéni smés (bez DNA) byla rozdélena do jamek 0.2 ml PCR stripi.

4. Kreakéni smési byla pfiddna templatovdA DNA (vzorek pacienta, nebo
negativni/pozitivni kontrola nebo voda). Pokud reak¢ni smés obsahovala restrikéni
endonukledzu, vzorky byly inkubovany 10 min pfi pokojové teplote.

5. Reakeéni smés (cely objem, 40 ul) z bodu 4 byla prepipetovana do jednotlivych jamek na
¢ipu dle rozpisu experimentu.

6. Cip byl piekryt dodanou adhezivni folii dle doporugeni vyrobce, umistén do piistroje
QIlAcuity Four a byl spustén amplifika¢ni program. V Tab. 6 byl uveden vychozi
teplotné/Casovy profil dPCR dle protokolu QIAcuity Probe PCR kit (Qiagen). Podminky
teplotné/Casového profilu dPCR pro detekcei jednotlivych genovych mutaci vyZadovaly
optimalizaci. Finalni podminky dPCR pro mutace gent c-KIT a BRAF uvedeny v ¢asti
Vysledky.
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Tab. 6: Teplotné-Casovy profil dPCR na platformé QIAcuity doporugeny vyrobcem (Qiagen).

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Hot-start aktivace 95 2 min
Denaturace 95 15s 40
Annealing/extension (kombinace) 60* 30s
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4.4. Alelové specificka PCR

Alelové specificka amplifikace mutacnich hot-spoti gentt BRAF a c-KIT probiha v LMB
HOK FNOL v ramci rutinni diagnostiky na urovni DNA. Amplifikuje se 50-100 ng vstupni
DNA v celkovém objemu 25 pl. Ziskané PCR produkty se separuji agarézovou gelovou
elektroforézou s pridavkem ethidium bromidu (0.5 pg/ml) pfi standardnich podminkach
elektroforézy 5 V/cm po dobu 1 hod a vizualizuji se pfi 260 nm pomoci UV transiluminatoru
s dokumenta¢nim zafizenim (UV Transiluminator 312 nm ECX-26-MX (Vibber Lourmat)).
V ramci interni kontroly kvality je soucasti kazdé analyzy negativni kontrola (vzorek bez
mutace c-KITP®Y resp. BRAFVSYE) pozitivni kontrola (vzorek, ktery vykazuje mutaci
c-KITP818Y resp. BRAFVPE) a NTC (non template control, ve kterém se amplifikuje misto
templatové DNA voda).

Princip AS-PCR pro detekci mutace D816V genu c-KIT v LMB HOK FNOL se
zaklada na systému 3 oligonukleotidt: c-KIT_F_MUT, c-KIT_F a ¢_KIT_R (Tab. 11).
Znich 1 par oligonukleotidi slouzi k selektivni amplifikaci alely s mutaci D816V
(c-KIT_F MUT + ¢ _KIT R, délka PCR produktu = 90 nt). Paralelné, v samostatné PCR
probiha amplifikace kontrolni oblasti v ramci 17. exonu genu ¢-KIT (c-KIT_F + ¢_KIT_R,
délka PCR produktu = 184 bp). Slozeni reakénich smési je uvedeno v Tab. 7, teplotné-
Casovy profil PCR reakce v Tab. 8. Princip detekce bodové mutace D816V genu c-KIT
pomoci AS-PCR je nasledovny: V PCR pro mutantni alelu je pfitomny specificky produkt
(90 bp) pouze u pozitivni kontroly a u vzorkd, které vykazuji mutaci D816V genu c-KIT.
V PCR pro kontrolni oblast dochazi k amplifikaci cilové oblasti (184 bp) ve vSech
vySetfovanych vzorcich, vcetné pozitivni a negativni kontroly. V NTC nedochazi
k amplifikaci PCR produktu ani v 1 z reak¢énich mixd.

Princip AS-PCR pro detekci mutace V600E genu BRAF v LMB HOK FNOL se téZ
zakladd na systému 3 oligonukleotidi: BRAF V600E F MUT, BRAF V600E F WT
a BRAF_V600E_R (Tab. 11). Ve srovnani s AS-PCR pro mutaci D816V genu c-KIT je ASA
pro BRAF V600E postavena na 2 riznych alelové specifickych oligonukletidech, které
paralelné, v oddélenych PCR, amplifikuji alelu s mutaci V600E (BRAF_V600E_F_MUT +
BRAF_V600E_R) nebo wild-type alelu (BRAF_V600E_F WT + BRAF_V600E_R).
Princip detekce/genotypizace V600E/wild-type alel v kodonu V600 genu BRAF pomoci AS-
PCR je nésledovny: V PCR pro mutantni alelu je pfitomny specificky produkt (148 bp)
u pozitivni kontroly a u vzorki, které vykazuji mutaci V60OE genu BRAF, v negativni
kontrole amplifikace DNA neprobiha. V PCR pro wild-type alelu dochazi k amplifikaci

cilové oblasti (148 bp) v negativni kontrole resp. ve vSech vySetfovanych vzorcich, které
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nesou wild-type alelu (takZe i u pozitivnich, pokud se nejedna o homozygotni formu BRAF

V600E mutace). Nalez PCR produktu v obou reakénich mixech je prikazem

heterozygotniho C/A genotypu v kodonu V600 genu BRAF. V NTC nedochazi k amplifikaci

PCR produktu ani v 1 z reak¢nich mixt. SloZeni reak¢énich smési je uvedeno v Tab. 9,

teplotné-casovy profil PCR reakce v Tab. 10.

Tab 7: Alelové specificka amplifikace c-KIT (D816V).

Reagencie Zasobni Vysledna Objem na 1
g koncentrace koncentrace vzorek [ul]
Reverzné osmoticka a ultracista
- - do 25 pl
H.O
PQR Buffer 1l (-MgCl,) (Applied 10x 1x 25
Biosystems)
MgCl, (Applied Biosystems) 25 mM 2mM 2,0
dNTPs (Promega) 10 mM 0,2 mM each 0,5
primer - ¢_KIT_F_mut  nebo 100 pmol/pl 10 pmol/reakci 0,10
c KIT_F
primer ¢ KIT R 100 pmol/pl 10 pmol/reakci 0,10
Ampli  Tag Gold® DNA
Polymerase (AB) 5 Uil 05U 0.1
DNA - 50-100 ng
Tab. 8: Teplotné-Casovy profil PCR reakce — c-KIT.
Faze reakce Teplota [°C] Cas Opakovani
Aktivace 95 10 min
Denaturace 95 30s
Annealing 58 30s 36x
Extenze 72 30s
ZavereCna extenze 72 10 min
Tab. 9: Alelové specificka amplifikace BRAF (V600E).
Reagencie Zasobni Vysledna Objemnal
g koncentrace koncentrace vzorek [ul]
Reverzné osmoticka a ultracista ) i 4o 25 ul
H,0 oSk
PCR Buffer Il (-MgCl.)
(Applied Bios.) 10x 1x 25
MgCl, (Applied Biosystems) 25 mM 2mM 2,0
dNTPs (Promega) 10 mM 0,2 mM each 0,5
primer BRAF_Fmut, resp.
BRAF Fut 100 uM 10 uM 0,10
primer BRAF R 100 uM 10 uM 0,10
GOLD Taq 5 U/ul 05U 0,1
DNA - 50-100 ng 50-100 ng
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Tab. 10: Teplotné-¢asovy profil PCR reakce — BRAF.

Faze reakce Teplota [°C] Cas Opakovani
Aktivace 95 15 min
Denaturace 95 40 s
Annealing 58 60s 38x
Extenze 72 20s
ZavéreCna extenze 72 10 min
Chlazeni 4 o0

Tab. 11: Nukleotidové sekvence oligonukleotidovych primeru.

Gen F/R Sekvence
F GGTTTTCTTTTCTCCTCCAACC
c-KIT R TGCAGGACTGTCAAGCAGAG
F_MUT GATTTTGGTCTAGCCAGCGT
F WT TAGGTGATTTTGGTCTAGCTACCGT
BRAF R GTAACTCAGCAGCATCTCAGGG
F_MUT TAGGTGATTTTGGTCTAGCTACCGA
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4.5. Stanoveni mutacniho profilu genu IDH1 (exon 4) a IDH2 (exon 4)
metodou NGS

Princip NGS se v LMB HOK FNOL zaklada na masivn¢ paralelnim sekvenovani vybranych
gentl na platformé Illumina. K dispozici je komercni panel ClearSeq AML (Agilent), ktery
zahrnuje celkem 48 exontl z 20 riznych gend. Jedné se o panel vybranych genii a jejich
mutacnich  hot-spotii, které vykazuji diagnostickou/prognostickou hodnotu ve
skupiné myeloproliferativnich onemocnéni (MDS, MPN, AML). Soucasti panelu jsou 1 geny
IDH1 a IDH2, které se vyznacuji mutacnim hot-spotem v exonu 4 s rekurentnimi mutacemi
u AML resp. u chronickych myeloproliferativnich onemocnéni obecné.

Kompletni NGS workflow zahrnuje pfipravu DNA pro NGS knihovnu, pfipravu
sekvena¢ni knihovny (technologie target enrichment), hybridizaci, precisténi hybridiza¢ni
smési, ligaci, zachyt ligované DNA, PCR, ptecisténi PCR, kontrolu knihovny na
bioanalyzéru, sekvenovani na ptistroji MiSeq (2x150) a vlastni analyzu dat a fidi se
standardnim opera¢nim postupem pro stanoveni mutaci pomoci ClearSeq AML panelu

metodou NGS (interni dokument LMB HOK FNOL).
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5 VYSLEDKY

5.1. Detekce vybranych bodovych mutaci na platformé ""Naica® system"
Crystal Digital PCR™ (Stilla Technologies)

Pro experimenty na platformé& Naica® Crystal Digital PCR™ byly zvoleny komeréni kity
IDIDH1-2 a IDBRAF (ID Solutions), které umoznuji simultanné detekovat znamé bodové
mutace genti IDH1 a IDH2 resp. BRAF.

5.1.1. Detekce mutaci R132X genu IDH1 pomoci komeréniho kitu IDIDH1-2

5.1.1.1. 3-barevna verze "Naica® system" Crystal Digital PCR™

Do 1. experimentu, ktery prob&hl na 3-barevné verzi Naica Crystal dPCR, byly zahrnuty
celkem 3 vzorky DNA od 3 riznych pacientd s diagné6zou AML (AML1, AML2, AMLZ3).
Z nich u 2 byl znamy typ resp. zastoupeni bodové mutace IDH1 v kodonu R132 na trovni
4.5 % (typ R132H) resp. 46 % (typ R132L) (data z NGS), u vzorku AML3 nebyl mutacni
profil IDH1 ani IDH2 genu metodou NGS stanoven. Jednalo se o pacienta, ktery
nevykazoval v dobé diagnézy zadny molekularni marker vhodny ke sledovani zbytkové
nemaoci.

dPCR probéhla dle protokolu uvedeném v kapitole 4.3.3. Vstupnim materialem bylo
8.25 ng DNA (2500 kopii)/25 pl reakce. Po automatické kontrole kvality dropleti v softwaru
Crystal Miner byly upraveny parametry sniméni fluorescence v modrém kanélu (ze 100 ms
na 50 ms), Cas expozice v zeleném (160 ms) a Cerveném kandlu (50 ms) odpovidaly
nastaveni od vyrobce. Ostrost obrazu, pocet analyzovanych kapi¢ek (>18 000) a pocet
saturovanych objektl po tpravé vyhovoval indikatorim kvality automaticky generovanym
softwarem Crystal Miner. Populace byly definovany v 2D grafu pomoci mnohothelnikové
prahové hodnoty (zptisob polygond) v souladu s doporuéenim vyrobce kitu. Vysledky
analyzy dat ve 2D grafu po definovani vlastnich populaci ukazuji Obr. 8-12.
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Obr. 8: Pacient AML1 (dublet). Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cilt, Green/Zeleny — intenzita
fluorescence HEX cilti, Red/Cervené — intenzita fluorescence Cy5 cilti. Mutace IDH1 R132X je detekovana

v modrém polygonu.
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Obr. 9: Pacient AML2 (dublet). Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cili, Green/Zeleny — intenzita
fluorescence HEX cili, Red/Cervené — intenzita fluorescence Cy5 cilti. Mutace IDH1 R132X je detekovéana

vV modrém polygonu.
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Obr. 10: Pacient AML3 (dublet). Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cild, Green/Zeleny — intenzita

fluorescence HEX cilti, Red/Cervené — intenzita fluorescence Cy5 cilti. Mutace IDH1 R132X je detekovana

v modrém polygonu.
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Obr. 11: Pozitivni kontrola (PK). Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cilti, Green/Zeleny —
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Obr. 12: Non template control (NTC). Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cil, Green/Zeleny —
intenzita fluorescence HEX cilti, Red/Cervené — intenzita fluorescence Cy5 cild. Mutace IDH1 R132 je

detekovana v modrém polygonu.

Vyhodnoceni vysledkii:

Kvalita ziskanych dat byla srovnana s o¢ekdvanymi hodnotami intenzity fluorescence
pozitivni kontroly deklarované vyrobcem kitu (Tab. 2). V kazdém vzorku byl automaticky
ur¢en pocet pozitivnich dropletd pro jednotlivé genové mutace a na zakladé hodnoty Limit
of Blank byl (dle poctu replikatl) vyhodnocen jako pozitivni/negativni. Ziskané vysledky
Vv kopiich na pul resp. alelova naloz v % byly shrnuty v Tab. 12.
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5.1.1.2. 6-barevna verze "Naica® system" Crystal Digital PCR™

V ramci experimentu na 6-barevné verzi Naica Crystal ddPCR prob¢hla analyza 2 pacientii

(AML4, AML5) s AML z doby diagndzy. Soucasné byla provedena analyza 1 (AML4) resp.

2 (AMLY5) nezavislych navazujicich odbéru ziskanych v pribéhu klinického sledovani (Tab.

12). Typ a zastoupeni bodové mutace IDH1 v kodonu R132 byl ur¢en pomoci NGS.

Provedeni a podminky experimentu se shodovaly s podminkami ddPCR na

3-barevné verzi. Vysledky analyzy dat ve 2D grafu po definovani vlastnich populaci ukazuji

Obr. 13-17.
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Obr. 13: Pacient AMLA4. 1 — odbér vzorku z doby stanoveni diagndzy (dublet), 2 — navazujici odbér (dublet).

Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cild, Green/Zeleny — intenzita fluorescence HEX cilt. Mutace IDH1

R132 je detekovana v modrém polygonu.
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Obr. 14: Pacient AMLS5. 1 — odbér vzorku z doby stanoveni diagn6zy (doublet), 2 — navazujici odbér (dublet),
3 — dal§i navazujici odbér. Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cili, Green/Zeleny — intenzita
fluorescence HEX cili. Mutace IDH1 R132 je detekovana v modrém polygonu.
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Obr. 15: Negativni kontrola. Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cili, Green/Zeleny — intenzita

fluorescence HEX cili. Mutace IDH1 R132 je detekovana v modrém polygonu.
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Obr. 16: Pozitivni kontrola. Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cili, Green/Zeleny — intenzita

fluorescence HEX cild. Mutace IDH1 R132 je detekovana v modrém polygonu.
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Obr. 17: Non template control (NTC). Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cill, Green/Zeleny —

intenzita fluorescence HEX cili. Mutace IDH1 R132 je detekovana v modrém polygonu.
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Na zéaklad¢é vybranych parametrd ddPCR (vstupni koncentrace DNA, nastaveni parametrti
analyzy dat) byl urcen genotyp IDH1 (pozitiv/negativ) v kodonu R132 ve vSech
analyzovanych vzorcich. Alelovd naloz mutace IDH1 R132 v analyzovanych vzorcich
odpovidala datim z NGS (Tab. 12). Ani 1 vzorek, u kterého byla prokdzana mutace R132X
genu IDH1, nevykazoval dle vysledku ddPCR bodovou mutaci v pozici R172 genu IDH2.
Ve vzorku 0 neznamém genotypu mutace IDH1 ani IDH2 genti prokazany nebyly. Doplnéna
sekven¢ni analyza 4. exonu IDH1 resp. IDH2 genu dle Sangera zadné mutace v tomto

vzorku neprokazala.
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5.1.2. Detekce bodové mutace BRAF V600E pomoci komeréniho kitu IDBRAF

V ramci experimentt na 6-barevné verzi Naica® system Crystal dPCR v LMB HOK FNOL
byla provedena analyza mutace V60OE genu BRAF u 2 pacientli s diagn6zou vlasatobunééna
leukemie (HCL1, HCL2). Analyzovany byly vzorky z doby diagnozy a 1 dal$i odbér
u kazdého pacienta ziskany v pribéhu klinického sledovani. dPCR probéhla dle protokolu
uvedeném v kapitole 4.3.3. Parametry snimani fluorescence v modrém (100 ms), v zeleném
(250 ms) a cerveném (50 ms) kanalu odpovidaly doporuceni vyrobce. Ostrost obrazu, pocet
analyzovanych kapicek (> 18 000) a pocet saturovanych objekti nasledné vyhovoval
indikéatoriim kvality automaticky generovanym softwarem Crystal Miner.

Populace byly definovany v 2D grafu pomoci mnohothelnikové prahové hodnoty
(zptsob polygonti) v souladu s doporué¢enim vyrobce kitu. Vysledky analyzy dat ve 2D grafu
po definovani vlastnich populaci ukazuji Obr. 18-22. Procento BRAF V600E mutace bylo

uvedeno v Tab. 12.
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Obr. 18: Pacient HCL1. 1 — odbér vzorku z doby stanoveni diagnézy (dublet), 2 — navazujici odbér.

Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cild, Green/Zeleny — intenzita fluorescence HEX cilii, Red/Cervené

— intenzita fluorescence Cy35 cilti. Mutace BRAF V600E je detekovana v ¢erveném polygonu.
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Obr. 19: Pacient HCL2. 1 — odbér vzorku z doby stanoveni diagnozy, 2 — navazujici odbér. Modry/Blue —
intenzita fluorescence FAM cild, Green/Zeleny — intenzita fluorescence HEX cild, Red/Cervené — intenzita

fluorescence Cy5 cilti. Mutace BRAF V600E je detekovana v éerveném polygonu.
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Obr. 20: Negativni kontrola. Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cili, Green/Zeleny — intenzita
fluorescence HEX cilti, Red/Cervené — intenzita fluorescence Cy5 cilti. Mutace BRAF V600E je detekovana

v ¢erveném polygonu.
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Obr. 21: Pozitivni kontrola. Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cilt, Green/Zeleny — intenzita
fluorescence HEX cildi, Red/Cervené — intenzita fluorescence Cy5 cilii. Mutace BRAF V600E je detekovana

v ¢erveném polygonu.
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Obr. 22: Non template control (NTC). Modry/Blue — intenzita fluorescence FAM cilt, Green/Zeleny —
intenzita fluorescence HEX cilfi, Red/Cervené — intenzita fluorescence Cy5 cili. Mutace BRAF V600E je

detekovana v ¢erveném polygonu.
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Vyhodnoceni vysledkii:

Kvalita ziskanych dat byla srovnana s ofekavanymi hodnotami intenzity fluorescence
pozitivni kontroly deklarované vyrobcem kitu (Tab. 3). V kazdém vzorku byl automaticky
uréen pocet pozitivnich dropletti pro jednotlivé genové mutace a na zakladé hodnoty Limit
of Blank byl (dle poctu replikat) vyhodnocen jako pozitivni/negativni. Ziskané vysledky
Vv kopiich na pul resp. alelova naloz v % byly shrnuty v Tab. 12.
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Tab. 12: Vysledky analyzy pomoci "Naica® system" Crystal Digital PCR™. Ve vrchni ¢asti pacienti s AML, ve spodni s HCL.

oot IDHI . IDHI . Alelov IDH2 IDHZ . Alelovi
Pacient %cw_a Material WT S_m:_,.: R132X E.m:w: niloz NGS WT kot R172X E.m_,w: niloz
odbfru Clepmy)  ®%Y  Cpeppap PO jog) Clepmt)  P%Y  Cleppuy PO g
99.8 1427 435 64 873 1253 0 0 0
i 2
AML1  27.5.2020 KD 96.9 1408 6.17 ) >l 4.5 90 1311 0 0 0
54.7 776 4538 652 1012 1217 0 0 0
)
AML2  6.8.2020 KD 594 912 46 709 4.6 46 9.6 1467 0 0 0
107.6 1150 0 0 95.1 1020 0 0 0
AML3  17.7.2019 KD 113.6 1299 0 0 0 na. 976 1122 0 0 0
PK 282 301 4 43 124 26 278 5.02 54 162
NTC 0.08 1 0 0 0 0 0 0 0 0
54.6 951 47 820
e 3.112017 KD e o e = 447 46.6
933 1589 1.65 29
15.12.2017 KD > 1 -2 > 1.6 2
54.9 808 30.1 446
14.82013 PK 23 o > s 355 36
AMLS 958 1523 0.06 _
20.9.2013 PK Sae o N : 0.1 na.
13.62014 KD 834 1332 0 0 0 0
NK 86.5 1438 0 0 0 na.
PK 3 452 4.57 63 122
NTC 0 0 0 0 0
Datum BRAF Pozitivni BRAF Pozitivni Alelova
Pacient odbéru Materidil WT (potet) V6OOE (potet) naloz
Clepp) P Cleppt] P %]
466 7401 20.6 375
)
pepp 282010 PKMNC) ——00 7715 2 377 4.1
242012 PK(MNC) 868 1495 0.51 9 0.6
ol 2352013 KD (MNC) 903 1439 0.49 3 05
2 71692021 PK(MNC) 983 1676 0.91 16 0.9
NK 7.5 1185 0 0 0.0
PK 3 719 728 123 145
NTC 0 0 0 0 0
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5.2. Detekce vybranych bodovych mutaci na platformé QIAcuity Four
dPCR system (QlAgen)

V ramci experimentt na platformé QIAcuity Four dPCR system byly optimalizovany celkem
2 dPCR metodiky zamétené na detekci bodové mutace D816V genu c-KIT a V600E genu
BRAF.

5.2.1. Optimalizace podminek dPCR

Slozeni reakéni smési (koncentrace primert a sond) a teplotné/Casovy profil dPCR vychazel
Z protokolu, ktery byl optimalizovan pro kvantifikaci vybranych cilti na irovni DNA/cDNA
(pro analyzy na tirovni RNA) pomoci QIAcuity Probe PCR kit (Qiagen) (kapitola 4.3.4.).

Na zaklad¢ ziskanych vysledki bylo potiebné urcit optimalni podminky dPCR
vV podminkdch LMB HOK FNOL.

Cilem experimentii zaméfenych na optimalizaci podminek dPCR bylo dosdhnout
dobrou oddélitelnost mezi pozitivhimi a negativnimi kapickami a minimalizovat
nespecifické kapicky (tzv. "dést”, co jsou pozitivni kapicky, které jsou na zaklad¢ intenzity
lokalizovany mezi negativni a pozitivni populaci) (Obr. 25).

V ramci nastavovani reak¢nich podminek byla testovana optimalni koncentrace
vstupni DNA (5 — 10 — 20 — 40 — 60 — 80 ng) do reakce, vliv §tépeni DNA restrikénim
enzymem (0 — 2U enzymu na reakci), vliv délky annealingu/extenze a poc¢tu cyklu (40 resp.
42) vramci PCR amplifikace. Na zéklad¢ ziskanych vysledkd bylo vybrano optimalni
slozeni reak¢éni smési a podminky PCR amplifikace — Tab. 13-15.

Tab. 13: Slozeni reakéni smési pro detekci bodovych mutaci c-KIT D816V a BRAF V600E na platformé
QIlAcuity Four dPCR systém. Par primert a sond (MUT/WT) se méni dle typu detekované genové mutace.

Objem na 1 vzorek

Komponenta Zasobni koncentrace  Finalni koncentrace ]
4x Probe PCR Master Mix 4x 1x 10
forward primer 8 uM 0.8 uM 4
reverse primer 8 uM 0.8 uM 4
sonda MUT (FAM) 4 uM 0.4 uM 4
sonda WT (HEX) 4 uM 0.4 uM 4
Eco RV 1U/ul 2U/reakce 2
voda (RNase-free) do 40
templatova DNA 10-20 ng/R* o optimaini

oncentrace

Celkovy reak¢ni objem 40
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Tab. 14: Teplotné/¢asovy profil dPCR pro detekci bodové mutace c-KIT D816V na platformé QIAcuity Four
dPCR systém.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Hot-start aktivace 95 2 min
Denaturace 95 155 40
Annealing/extension (kombinace) 60 30s

Tab. 15: Teplotné/¢asovy profil dPCR pro detekci bodové mutace BRAF V60OE na platformé QIAcuity Four
dPCR systém.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Hot-start aktivace 95 10 min
Denaturace 94 30s 40
Annealing/extension (kombinace) 58 1 min

Definice populaci, nastaveni prahu fluorescence pro cilové molekuly v detek¢énich

kanalech (FAM/HEX):

Néhled na histogramy je uzite¢ny pro vyhodnoceni odd¢litelnosti mezi negativni populaci
(leva strana 1D histogramu) a pozitivni populaci (prava strana 1D histogramu), umozZiiuje
zkontrolovat nebo upravit prahy fluorescence. Obr. 23-25 ukazuji 1D a 2D histogramy
ziskané na zéklad¢ analyzy mutace D816V genu c-KIT u NK, PK a NTC v cilovych
kanalech.

Obdobnym postupem byl nastaven prah fluorescence i pro detekci mutace BRAF
V600E (data neuvedena).
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Obr. 23: Histogramy znazoriujici fluorescenci HEX cilt (zluty kanal, wild type alela) pii detekci bodové

mutace D816V genu c-KIT u NK (pouze wild-type alela), PK a NTC. Jako pozitivni kontrola slouzil vzorek
s heterozygotnim genotypem v kodonu D816 genu c-KIT (zastoupeny jsou ob¢ alely). NTC (slepy vzorek)

nevykazuje fluorescenci HEX cilti.
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Obr. 24: Histogramy znazorfiujici fluorescenci FAM cilt (zeleny kanal, D816V alela) pii detekci bodové
mutace D816V genu c-KIT u NK (bez fluorescence), PK a NTC. Jako pozitivni kontrola slouzil vzorek
s heterozygotnim genotypem v kodonu D816 genu c-KIT (zastoupeny jsou ob¢ alely). NTC (slepy vzorek)

nevykazuje fluorescenci HEX cild.
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Obr. 25: 2D Histogramy znazoriujici fluorescenci ve FAM (Cast 1, 2) a HEX (&ast 3, 4) kanalu u PK, NK
a NTC pti detekci bodové mutace D816V genu c-KIT. Grafy znazoriuji oddélitelnost populaci v zavislosti na
mnozstvi vstupni DNA pii ivodnim experimentu s 80 ng (¢ast 1, 3) a v optimalnich podminkéch s 20 ng DNA
(cast 2, 4). Dle 2D ploti byl nastaven prah fluorescence pro FAM cil (D816V) na trovni 120 RFU, resp. pro
HEX cil (wild type alela) na tirovni 100.
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Stanoveni false positive rate (FPR):

Po urceni optimalnich podminek dPCR byla v rdmci experimentli stanovena mira faleSné
pozitivnich kapicek. Vysledky byly ziskany na zdkladé amplifikace vzorku DNA zdravého
darce (wild-type vzorek) v 8 nezavislych jamkach (celkem 8 replikati). Ziskané vysledky

sumarizuje Tab 16.

Tab. 16: Pocet kopii fale$né pozitivnich cilti ve vzorkt se 100% wild type alelou pro jednotlivé mutace.

D816V (c-KIT) V600E (BRAF)
Vzorek €. c reakéni oddily c reakéni oddily
[kopie/ul] 4 - [kopie/pl] + -
1 0 0 25419 0.104 2 25447
2 0 0 25465 0 0 25449
3 0 0 25464 0 0 25473
4 0 0 25461 0 0 25463
5 0 0 25443 0.055 1 25372
6 0 0 25444 0 0 25467
7 0 0 25471 0 0 25457
8 0 0 25461 0.053 1 25417

5.2.2. Detekce sledovanych bodovych mutaci u vybranych pacienti

Dizajn experimentu:

V kazdém experimentu byl analyzovéan slepy vzorek (voda misto DNA) alesponi v 1 pozici,
wild-type vzorek (slouzi k monitorovani fale$né pozitivity) a pozitivni kontrola (slouzi

k nastaveni prahu fluorescence). Vzorky DNA byly vySetiovany v duplikatech.

Pacientovi (M, 1960) byla diagnostikovana systémova mastocytdza (postizeni KD, kiize
a jater s rozvojem ascitu), molekularni analyza provedena v LMB HOK FNOL pomoci
alelové specifické PCR prokdzala mutaci D816V genu c-KIT (vysledek byl potvrzen
metodou Sangerova sekvenovani). Od 7/2017 do 30.1.2018 byla pacientovi aplikovana
terapie cladribinem, kterd vedla k regresi ascitu, vymizeni B symptoml a postupnému
vzestupu hladin hemoglobinu. Pacient podstoupil v srpnu 2018 1é¢bu alogenni transplantaci
krvetvornych kmenovych bunék, v 12/2018 u n¢ho doslo k odvrzeni st€pu a obnoveni vlastni
(autologni krvetvorby) bez klinickych projevil zakladni choroby (systémové mastocytozy).
Aktualné je pacient hematologicky stabilizovan, bez zjevné progrese nebo projevu
mastocytozy, ale molekularni marker onemocnéni (mutace D816V genu c-KIT) je na zédkladé

analyzy DNA metodou AS-PCR dlouhodobég pozitivni. Pacient je aktualné hematologicky
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sledovan, pravideln¢ se u n&j kontroluje vyskyt mutace D816V genu c-KIT a hladina
bunééného chimerismu.

V ramci experimentu bylo u pacienta (M, 1960) vysetfeno celkem 11 vzorku, které
byly odebréany z doby diagnozy a nasledné v riznych casech v pribéhu monitorovani
klinického stavu (Tab. 17). Vzorky byly podrobeny stanoveni mutace D816V genu c-KIT
metodou dPCR. Ziskané vysledky sumarizuje Tab. 17. Vysledky analyzy dat ve 2D grafu
po definovani vlastnich populaci ukazuji Obr. 26 a 27. Alelova ndloz mutace D816V
Vv pozitivnich odbérech byla uvedena v Tab 17.

Z diivodu revize vysledkl byla provedena retrospektivni analyza celkem 14 vzorki
pacienta z doby diagn6zy a nasledného follow up metodou alelové specifické PCR (Obr. 28

a 29). Ziskané vysledky sumarizuje Tab. 17.
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Obr. 26: 2D bloty znazornujici detekci mutace D816V genu c-KIT u pacienta se SM. Osa X — intenzita
fluorescence (RFU) HEX cila (wild-type), osa y — intenzita fluorescence (RFU) FAM cila (alela D816V).

50



26.4.2018 NK

T )
. (Hem '
il 50 = (e
5
L
X . '
£ . .
H .
H ! o
.0 ks
H
g0 0
g
L
» 1
wild-nype wild-tipe
0 0
] 2 4 L] ] 1] -1 0 2 5 & Pl 100 13
Fluoresoence inensity [RFL] Flucrescence inersity [RFU]
16.10.2017 PK
L Ve L
. (e ) + Hm
» : 100 y A
+ [esam 5 h  [aun
35 * (R 3 " . + ()58
™ . 2w )
> .
¢ D816V '
E ow
g
E
g
o i
3 .
2 . bl
wild-npe wild-npe
" 0
" » I 0 [} W I " 2 o " L L ]
Fluoresoznceintensity U] Fhacrescence ntensity (91|
372017 NTC
BT ¢l
100 T %
e
M 5
L] 0 E o
LA -
2
D316V
] E ¥
H
. H
" H
. g
J &
o Z
] ' 0
wild-type
1 0
] ] w0 L] 0 00 ] ] ] n » L L]
Fluorescence imensity [RFU) Fluorescence intensity [RAU|

Obr. 27: 2D bloty znazornujici detekci mutace D816V genu c-KIT u pacienta se SM. Osa X — intenzita
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17.3.2022 18.3.2021 10.11.2020 5.5.2020 2.4.2019 13.12.2018 20.9.2018

cKIT D816V
90 bp
10.5.2018 26.4.2018 13.4.2018 24.1.2018 16.10.2017
cKIT D816V
90bp
Obr. 28: Detekce mutantni alely (PCR produkt 90 bp) D816V genu c-KIT pomoci AS-PCR.
- negativni kontrola, + pozitivni kontrola, NTC — slepy vzorek
18.3.2021 10.11.2020 5.5.2020 2.4.2019 13.12.2018 20.9.2018
Kontrola
<= amplifikace
184 bp
10.5.2018 26.4.2018 13.4.2018 24.1.2018 16.10.2017 3.7.2017
Kontrola
Sl ¢ amplifikace
184 bp

Obr. 29: Kontrola amplifikace (PCR produkt 184 bp) béhem detekce mutace D816V genu c-KIT pomoci
AS-PCR.

- negativni kontrola, + pozitivni kontrola, NTC — slepy vzorek
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Tab. 17: Vysledky analyzy mutace D816V cKIT u pacienta v dobé diagnézy SM (7/2017, odbér 14) a v dalsich

navazujicich odbérech (1-13) metodou dPCR srovnan s vysledky analyzy mutace D816V pomoci AS-PCR.

Posledni sloupec uvadi podil darcovské krvetvorby monitorovany v po-transplantaénim obdobi (od 4/2018).

A —ano, N — ne, n.a. — neanalyzovano, nh — nelze hodnotit, WT — wild-type, PK — periferni krev, KD — kostni

dren
dPCR podil
odbér datum materigl pozitivni WT D816V  alelova AS-PCR  darcovské
odbéru (AIN) pozitivni pozitivni  ndloZ  pozitivni Krvetvorby
(pofet)  (poet)  [%] [%0]
1 17.03.2022 PK A 7680 4 0.05 A/N 28
2 18.03.2021 PK A 7341 6 0.08 N 28
3 10.11.2020 PK n.a. - - - A 29
4 05.05.2020 PK A 7397 10 0.14 A 31
5 02.04.2019 KD A 8292 2 0.02 A 5
6 13.12.2018 PK A 7204 6 0.08 nh 41
7 20.09.2018 PK N 6888 0 0,0 A 85
8 02.07.2018 KD N 6859 0 0,0 N 79
9 10.05.2018 PK N 7233 0 0,0 N 100
10 26.04.2018 KD N 6879 0 0,0 N 98
11 13.04.2018 PK n.a. - - - A 92
12 24.01.2018 KD n.a. - - - A -
13 16.10.2017 PK A 8285 1930 19 A -
14 03.07.2017 PK A 5485 1651 23 A -
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Pacientovi HCL1 (Z, 1946) byla v 10/2004 diagnostikovana HCL, pacient byl dlouhodobé
pozorovan bez terapie, v 6/2011 byla u pacienta diagnostikovana chronicka lymfocytarni
leukemie, od 4/2012 byla zahajena terapie pro progredujici neutropenii, anemizaci, no¢ni
poceni; vV 8/2018 doslo k progresi CLL, vySetfeni kostni dfené neprokéazalo znamky HCL,
ale potvrdilo vyznamné postizeni KD buitkami CLL na urovni 60 %. Vysledky analyzy
mutace BRAF V600E u pacienta HCL1 pomoci dPCR na platformé QIAcuity byly uvedeny
v Tab. 18. Vysledky analyzy mutace BRAF V600OE u pacienta HCL1 pomoci komeréniho
kitu IDBRAF (ID Solutions) byly uvedeny v Tab. 12.

Pacient HCL2 (M, 1948) je sledovan v ambulanci HOK pro dg HCL (Dg 11/2012), bez
klinické intervence, monitorovani MRD probiha na urovni imunofenotypizace (12/2012 byla
detekovana MRD na urovni 0.5 %). Vysledky analyzy mutace BRAF V600OE na systému
QIAcuity byl uveden v Tab. 18. Vysledky paralelni analyzy mutace BRAF V600E u pacienta
HCL1 pomoci komeréniho kitu IDBRAF (ID Solutions) byl uveden v Tab. 12.

Tab. 18: Vysledky analyzy mutace BRAF V606V u pacientdt HCL1 (analyzovany 2 nezavislé odbéry, vzdy
v dubletu) a HCL2 (analyzovan 1 odbér, v dubletu) metodou dPCR na systému QIAcuity. Vysledky
duplicitnich analyz byly slouceny a analyzovany jako celek.

A —ano, PK — periferni krev, MNC — mononuklearni bunky

dPCR BRAF V600E

., AS-PCR
Pacient odbér dauvjm material pozitivni WT . V6.09E . ale’lm:a pozitivni
odbéru (AIN) pozitivni pozitivni naloz (AIN)
(pocet) (pocet) (%)
PK-
HCL1 1 2.8.2011 MNC A 34656 747 2.11 A
PK-
HCL1 2 2.4.2012 MNC A 47115 28 0.06 A
PK-
HCL2 2 16.9.2021 MNC A 46828 11 0.02 A
NK 188762 0 0
PK 48014 428 0.88
NTC 203428 0 0
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6 DISKUZE

Jako nova generace kvantitativni PCR pfedstavuje digitalni PCR vysoce citlivou,
specifickou a pfesnou techniku, ktera diky detekénimu limitu mezi 10 a 10 nabizi Siroké
moznosti uplatnéni od méfeni genové exprese (bez potieby standardni kiivky nebo
plasmidii) az po detekci bodovych mutaci (jednotlivé nebo nékolik riiznych variant najednou
diky multiplexnim systémtm) na zéklad¢ analyzy jak RNA (cDNA) tak genomické DNA
izolované nejen z periferni krve nebo kostni dien¢, ale také z volné nadorové DNA nebo
FFPE tkani (Quan et al., 2018; Cilloni et al., 2019).

V oblasti diagnostiky hematologickych onemocnéni byla popsana fada systémil na
principu dPCR, které umoznuji napiiklad kvantifikovat mutace genu NPM1 u akutnich
leukemii, monitorovat hladiny transkriptu BCR/ABL u Ph (Philadelphia chromosome)
pozitivnich leukemii, detekovat mutace BCR-ABL1, které odpovidaji za neuspokojivou
odpovéd’ nebo selhani 1é€by inhibitorii tyrozinkindz u pacientd s chronickou myeloidni
leukemii, detekovat mutace genti JAK2 a CALR, které ptedstavuji diagnostické markery
chronickych myeloproliferativnich onemocnéni nebo monitorovat 1é¢ebnou odpovéd
U pacientt, ktefi podstoupili 1é¢bu alogenni transplantaci krvetvornych kmenovych bunék
nebo novou generaci imunoterapie modifikovanymi T lymfocyty, u kterych se vyzaduje
pfesnd a vysoce citlivd kvantifikace bunééného chimerismu resp. je potiebné efektivné
monitorovat hladiny T lymfocytl s chimerickym antigennim receptorem (CAR-T) (Cilloni
et al., 2019; Galimberti et al., 2022).

V této préci jsme se zamefily na vybrané bodové mutace genti c-KIT, BRAF a IDH1,
které asociuji s patogenezi systémové mastocytdzy, vlasatobunééné leukemie resp. akutni
myeloidni leukemie.

V poslednich letech doslo diky pokroc¢ilym technologiim molekuldrni analyzy
k vyznamnému zlepSeni molekularni charakterizace a 1é¢by pacienti se systémovou
mastocytdzou (SM). Aplikace vysoce citlivych a piesnych technik pfi detekci a kvantifikaci
mutace KIT D816V umoziuje volit neinvazivni testovani na zakladé analyzy periferni krve
a hodnotit odpovéd’ na 1€¢bu dle monitorovani hladiny alelové naloze. Pokrocila geneticka
analyza genu KIT spole¢né s identifikaci pfidruzenych genovych mutaci pomoci NGS
umoznily rozdélit pacienty do 3 podskupin s odliSnou patogenezi a progndzou — pacienty
s nalezem KIT D816V vazanym pouze na mastocyty, pacienty s multiliniovou distribuci KIT
D816V a pacienti s "multi” mutovanym onemocnénim. Na zakladé kombinace klinickych
a molekularnich dat byly vytvofeny nové prognostické skorovaci systémy (Martelli et al.,
2020).
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V této diplomové préaci byla navrzena a optimalizovana metoda detekce mutace
c-KIT D816V pomoci dPCR na principu alelové specifické amplifikace pomoci TagMan
sond. Pomoci dPCR bylo provedeno retrospektivni monitorovani alelové naloze D816V
mutace u pacienta s diagnézou SM, ktery podstoupil 1é¢bu aloTKB. Mutace D816V byla
vysetiena v dobé diagndzy z periferni krve a v dalSich 10 navazujicich odbérech periferni
krve nebo kostni diené (Tab. 17). Dle vysledktt dPCR byla alelova naloz D816V v dobé
stanoveni diagnozy 23 %, v dalSim odbéru byla hladina D816V stabilni (19 %).
Nasledujicich 9 vySetfenych vzorkii bylo odebrano v riznych cCasovych intervalech od
provedeni aloTKB. Alelova naloz D816V stanovena pomoci dPCR se v téchto vzorcich
pohybovala mezi 0.02-0.14 %. V po-transplanta¢nim obdobi byla mutace D816V zachycena
pomoci dPCR poprvé Vv odbéru, ktery vykazoval 41 % darcovské krvetvorby (doslo
k odhojeni §tépu). Je zajimavé, Ze v dal$im navazujicim odbéru KD, ve kterém doslo
K poklesu alogenni krvetvorby na 5 %, mutace D816V pomoci dPCR prokazana nebyla.
V dalsich 3 odbérech PK, ve kterych byla darcovska krvetvorba na trovni 31 %, 28 % resp.
28 %, bylo prokazéano 0.14 %, 0.08 % resp. 0.05 % D816V alel. Paraleln¢ byla provedena
analyza mutace D816V pomoci alelové specifick¢ PCR, kterd se dosud pouzivala v rdmci
rutinni laboratorni diagnostiky k detekci c-KIT D816V mutace v LMB HOK FNOL ve v§ech
dostupnych vzorcich DNA, celkem bylo vysetieno 14 vzorkd (Obr. 28 a 29). Vysledky
parové analyzy pomoci dPCR a AS-PCR byly dostupnéu 11 vzorkd (Tab. 17). V 8 ptipadech
se vysledky dPCR a AS-PCR shodovaly. Ve zbyvajicich 3 ptipadech byla mutace D816V
detekovana pouze pomoci dPCR (2 ptipady, resp. 1 analyza pomoci AS-PCR byla na hranici
detekce metody a nebyla zatazena do hodnoceni) nebo byla uréena pouze metodou AS-PCR.
Nesoulady mezi srovnavanymi metodami mohly vzniknout na riznych urovnich, je vysoce
pravdépodobné, ze vlivem nizké alelové naloze se do analyz (dPCR, resp AS-PCR)
nedostalo dostatek templatu s mutaci D816V. Tento artefakt dokdze dPCR pteklenout
analyzou vzorkli v multiplikatech (triplikaty az tetraplikaty), kdy lze jednotlivé analyzy
sloucit, zvysit citlivost detekce a efektivné kvantifikovat alelovou naloz 1 minoritnich alel.

Rada studii dlouhodobé upozoriiuje na prognosticky vyznam alelové naloze D816V
u SM (Erben et al., 2014; Hoermann et al., 2014). Dle recentni studie Greinera et al.
pfedstavuje stanoveni alelové naloze D816V mutace pomoci dPCR novy biomarker
s nezavislou prognostickou hodnotou, ktery Ize vyuzit k monitorovani progrese onemocnéni
a odpovédi na 1écbu u SM (Greiner et al., 2020). Do budoucna Ize oc¢ekavat dalsi diraz na
pfesnou a citlivou detekci mutace D816V u SM diky novym inhibitorim tyrosinkindzy
(midostaurin nebo avapritinib), které efektivné cili na mastocyty s mutaci D816V v c-KIT

(Piris-Villaespesa, 2020).
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Mutace genu BRAF byvaji detekovany u rtiznych malignit solidnich tkéni a byla
popsana fada postupti detekce mutaci BRAF pomoci dPCR (Malicherova et al., 2018; Appay
et al., 2020; Tran et al., 2020) a srovnavacich studii dPCR s alelov¢ specifickou PCR resp.
sekvenovanim dle Sangera (Wang et al. 2019). Identifikace bodové mutace BRAF V600E
vroce 2011 u pacienta s HCL prispéla k radikalni zméné pohledu na diagnostiku této
nefrekventované indolentni malignity a oteviela nové moznosti diferencidlni diagnostiky
HCL od piibuznych neplazii (Maitre et al., 2019).

V prvni Casti experimentalni prace vénované HCL byla provedena analyza mutace
BRAF V600E u 2 pacientit HCL1 a HCL2 pomoci komeréniho kitu IDBRAF (ID Solutions).
Experiment byl proveden na 6-barevné verzi Naica®. U kazdého pacienta byly analyzovany
vzorky DNA ziskané z mononuklearnich bunék periferni krve nebo kostni diené¢ z doby
diagnozy a 1 dalsi odbér (Tab. 12). U vSech analyzovanych vzorkl byl prokazan nalez
bodové mutace BRAF V600E pomoci AS-PCR, kterd byla provedena v rdmci rutinni
diagnostiky v LMB HOK FNOL. Dle vysledki dPCR byla u pacienta HCL1 pfi diagnoze
(8/2011) urcena alelova naloz V60OE mutace na urovni 4.1 %, v dalsim odbéru bylo
prokazano 0.6 % alely s mutaci V60OE. U pacienta HCL2 byla detekovana alelova naloz
0.5 % (odbér 5/2013) resp. 0.9 % (odbér 9/2021). V druhé ¢asti experimentalni prace byla
optimalizovana metoda dPCR pro detekci bodové mutace V60OE pomoci dPCR na principu
alelové specifické amplifikace pomoci TagMan sond na platformé QIAcuity. Po stanoveni
optimalnich reakénich podminek byly v rdmci srovnavaci analyzy vysetieny vzorky HCLI
a HCL2 z experimentu na Naica® systému. Bodova mutace BRAF V600E byla prokazana
ve vSech analyzovanych vzorcich, s alelovou nalozi 2.11 % resp. 0.06 % ve dvou nezavislych
odbérech u pacienta HCL1, resp. 0.02 % u pacienta HCL2 (odbér 9/2021). Na zakladé
realizovanych experimentli byla mutace BRAF V600E detekovéana ve vSech analyzovanych
vzorcich, které vykazovaly V60OE mutaci na zdklad€ detekce pomoci AS-PCR.

Odlisné alelové frekvence ziskané detekci na riznych platformach dPCR mizou byt
ovlivnény fadou faktort, véetné odlisného mnozstvi vstupni DNA do reakce (8.25 ng/25 ul
reakce v experimentu Naica® vs 10 ng/40 ul reakce na QIAcuity), dizajnu detekce
(multiplexni format vs duplexni provedeni) a v neposledni fad¢ je potiebné zdlraznit, ze kit
IDBRAF byl primarné navrzen k detekci somatickych mutaci genu BRAF v FFPE tkanich
nebo ve volné nadorové DNA a na analyzu genomické DNA nebyl pln¢€ optimalizovan. Je
pravdépodobné, Ze metoda detekce BRAF V600E bude vyzadovat dalsi optimalizaci, bude
taktéZ doplnéno stanoveni citlivosti detekce na zikladé¢ doplnéni templatu se 100%
zastoupenim V600E mutace, ktery zatim nebyl k dispozici. Z pifedbéznych vysledka

provedenych analyz je ziejmé, Ze zastoupeni mutace BRAF V600OE ve vzorcich HCL je nizké
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a pii zohlednéni nedostatené infiltrace vySetfovaného biologického materialu vyplyva, ze
ptfesna detekce a kvantifikace alelové ndloze metodou dPCR bude piinosna.

V ramci experimentli vénovanym AML byla provedena analyza 5 pacientti s AML
z doby diagnozy resp. z odbéra v prubéhu follow-up a 2 negativnich kontrol (Tab. 12).
V 6 ptipadech byl zndm mutacni profil IDH1 na zakladé NGS analyzy, sekvencni analyza
identifikovala u 5 pacientii mutaci IDH1 R132H, u 1 pacienta byla prokdzédna mutace IDH1
R132L. Na zaklad¢ parové analyzy alelové naloze mutaci IDH1 R132X v diagnostickych
vzorcich resp. v dal$ich navazujicich odbérech pomoci dPCR a NGS byla prokéazana 100 %
shoda v kinetice detekované alelové naloze. Analyza vzorku z obdobi remise u pacienta
AML 5, u kterého nebyla provedena analyza pomoci NGS, analyza dPCR nalez IDH1 R132

mutace neprokazala.

Na zakladé experimentd provedenych v této diplomové praci je ziejmé, ze alelova
naloz mutaci asociovanych s vybranymi hematologickymi malignitami véetné SM a HCL je
obvykle nizka. Navic, molekularni markery koreluji s klinickym vyvojem onemocnéni, je
proto potifebné zabezpecit jejich piesnou a citlivou detekci. Je vysoce pravdépodobné, Ze
diky propojeni vSech dostupnych vysoce citlivych a specifickych technik molekularni
analyzy (qPCR, dPCR, NGS) bude mozné do budoucna zlepsit péc¢i o pacienty a ptizpusobit

1écebné postupy dle individudlnich potieb pacienta.
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7 ZAVER

V ramci experimenti provedenych na platformé QIAcuity Four dPCR system byly
optimalizovany 2 dPCR metodiky zamétené na detekcei bodové mutace D816V genu c-KIT
u systemové mastocytézy a mutace V60OE genu BRAF u vlasatobunécné leukemie. Alelova
naloz mutace D816V genu c-KIT byla pomoci dPCR urcena celkem v 11 vzorcich pacienta
se SM, které¢ byly odebrany z doby diagndézy a nésledné v rtiznych casech v prabchu
monitorovani klinického stavu. Analyza byla doplnéna o parovou analyzu mutace D816V
pomoci AS-PCR, ktera se vyuziva k detekci mutace D816V v rutinni diagnostice LMB HOK
FNOL.

V ramci experimentli vénovanym HCL byla provedena paralelni analyza alelové
naloze BRAF V600E u 2 pacientt na platform¢ Naica a QIAcuity.

U 5 pacientti s diagn6zou AML byla provedena analyza bodovych mutaci IDH1 genu
vV kodonu R132 pomoci komeréniho multiplexniho systému IDIDHI (ID Solutions)
a vysledky byly srovnany s alelovou nélozi IDH1 mutaci uréenych pomoci NGS.

Ziskané vysledky potvrzuji, ze digitdlni PCR provedena na platformach Naica
a QIAcuity predstavuji vysoce citlivou a pfesnou metodu, které bez naroku na Cas a finance
umoziuji pesnou a citlivou identifikaci Zadanych bodovych mutaci i pfi jejich nizké alelové
nalozi.

Urceni bodovych mutaci pomoci digitalni PCR vhodné doplni dostupné techniky
analyzy bodovych mutaci zaloZené na alelové specifické PCR amplifikaci a sekvenovani.
Vysledky této prace pFispivaji k zpfesnéni analyzy bodovych mutaci c-KITP816Y g BRAFV60E
v Laboratofi molekularni biologie HOK FNOL.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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AS-PCR
BRAF
cDNA
c-KIT
ddPCR
ddNTPs
DNA
dNTPs
dPCR
dsDNA
=

HCL
IDH1/2
KD
LMB HOK FNOL

LNA
MRD
MUT
NGS
NK
NTC
PCR
PK
PK
gPCR

RFU
RNA
SCF
SM
WHO
WT

akutni myeloidni leukémie
alelové specifickda PCR

gen pro protein B-Raf
komplementarni DNA

gen pro tyrozinkinazovy receptor
dropletova digitalni PCR
dideoxyribonukleotidtrifosfaty
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotidtrifosfaty
digitalni PCR

dvouretézcova DNA

forward — vedouci vlakno DNA
vlasatobunécna leukémie
izocitratdehydrogenéaza 1 a/nebo 2
kostni dren

Laboratof molekularni biologie Hemato-onkologické
Fakultni nemocnice Olomouc
locked nucleic acid

minimalni rezidualni choroba
mutace

sekvenovani nové generace
negativni kontrola

netemplatova kontrola
polymerazova fetézova reakce
periferni krev

pozitivni kontrola

kvantitativni PCR

reverse — reverzni vldkno DNA
relativni fluorescencni jednotka
ribonukleova kyselina

stem cell faktor

systémova mastocytoza

Svétova zdravotnické organizace

wild-type
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