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Cile prace:

1.

Literarni ptehled o digitdlni polymerazové fetézové reakci (dPCR) vcetné historie,
principt, molekularni podstaty a vyznamu této technologie pro molekularni biologii
a medicinu.

Zavedeni a optimalizace simultanni detekce mutaci v genech MPL a JAK2 pomoci
digitalni PCR u Ph-negativnich MPN typu PV, PMF a ET.

Vyhodnoceni vysledki vlastni analyzy provedenou metodou dPCR.



1. Uvod

Ph-negativni myeloproliferativni onemocnéni (MPN) patii ke klonalnim porucham
hematopoézy. V rutinni diagnostice se u nich vySetiuji 3 zakladni ,,driver” mutace v genech
JAK?2 (Janusova kinaza), CALR (kalretikulin) a MPL (trombopoetinovy receptor). Mutace
v genu MPL se u pacientd s primarni myelofibrozou (PMF) a esencialni trombocytémii (ET)
vyskytuji v nizké alelické nélozi, pfedevsim je-li onemocnéni diagnostikovano na zacatku.
U 5% pacienti s pravou polycytémii (PV), u nichz neni prokazana mutace
JAK2 V617F, by mély byt detekovany mutace v exonu 12 genu JAK?2. Klasické Sangerovo
sekvenovani vyuzivané pro detekci téchto mutaci ma limitujici citlivost (15-20 % VAF).
Je vhodné dané mutace vySetfovat pomoci citlivéjSich metod, jako jsou alelové specificka

PCR, analyza kfivky tani (HRM) ¢i digitalni PCR.

Digitalni PCR umoziuje absolutni kvantifikaci cilovych sekvenci bez potieby
pritomnosti standardni kiivky, coz pfedstavuje vyznamny posun oproti tradi¢nim metodam,
jako jsou konvenéni PCR a kvantitativni PCR v realném case (qPCR). Principem dPCR
je rozdéleni vzorku do tisich oddélenych reakénich kompartmentli, kde probiha
PCR amplifikace. Nasledné se detekuje pfitomnost cilovych molekul v jednotlivych

kompartmentech, coz umoziiuje presné méfeni poctu jednotlivych cila.

V ramci této diplomové prace jsme se zaméfili na dikladné pochopeni principu,
molekularni podstaty a aplikaci digitalni PCR. Prozkoumame rtzné platformy digitalni
PCR a jejich vyuziti v Siroké Skale oblasti vcetné klinické diagnostiky, prenatalni
diagnostiky, mikrobiologie, monitorovani zivotniho prostfedi a genové terapie. Dale se
budeme zabyvat vyhodami digitalni PCR oproti konvenénim metodam a jejimi

perspektivami ve vyvoji v oblasti molekularni biologie a mediciny.

Cilem teoretické casti prace je poskytnout komplexni prehled o digitalni PCR,
jejich aplikacich a vyhodach, ukazat jeji vyznamny potencial pro pokrok v diagnostice,
terapii a vyzkumu. Zarovenl se pokusime identifikovat klicové oblasti, ve kterych lze

digitalni PCR vyuzit k feSeni soucasnych vyzev v oblasti mediciny a biologie.

Experimentalni ¢ast prace se vénuje optimalizaci metody dPCR a jejimu vyuziti pfi
detekci mutaci v genech JAK2 a MPL u pacientu s Ph-negativnim myeloproliferativnim

onemocnénim typu PV, PMF a ET.



2. Teoreticka ¢ast prace

2.1 Hematopoéza

Hematopoéza predstavuje dé€j, pii kterém se neustdle vytvari a obnovuji v§echny krevni

buriky z diivodu jejich limitované zivotnosti (Jagannathan-Bogdan & Zon, 2013).

K primarni krvetvorbé dochazi jiz béhem embryonalniho vyvoje, kdy se krevni buiiky
hromadi ve formé shlukt tvoricich ostrivky ve Zloutkovém vacku. Béhem nitrodélozniho
vyvoje se tyto prekurzory presouvaji do jater, sleziny a lymfatickych uzlin. Poté se ustali
v kostni dfeni a nasledné nékteré z nich migruji do sekundarnich lymfatickych organa

jako je brzlik (Wertheim & Bagg, 2014).

Vsechny typy krevnich bunék se vyvijeji z takzvanych multipotentnich kmenovych
bunék zvanych hematopoetické kmenové buiiky (HSC angl. Hematopoietic stem cells).
Znich se pot¢ vyvijeji dvé zakladni linie, a tomyeloidni progenitory
(CMP angl. common myeloid progenitor) a lymfoidni progenitory
(CLP angl. common lymphoid progenitor). Z téchto progenitorid se diferenciaci vyvijeji
zralé krevni elementy (Manz & Boettcher, 2014). Dojde-li k nadorové transformaci,
napiiklad poSkozenim genetické informace téchto bunék nebo naruSenim fyziologickych
mechanismi spojenych s hematopoézou, muze vzniknout hematologicka malignita

(Bernt & Armstrong, 2009).

Leukocyty neboli bilé krvinky se podileji na spravné funkci imunitniho systému nejen
tvorbou antigennich receptorti rozpoznavajicich cizorodé latky ale i fagocytozou. Leukocyty
rozdélujeme na agranulocyty, mezi které patii lymfocyty a monocyty. Dale na granulocyty,
mezi které nalezi neutrofilni granulocyty neboli neutrofily, eosinofilni granulocyty neboli

eozinofily a bazofilni granulocyty neboli bazofily.

Mezi nejvetsi bilé krvinky se fadi monocyty patiici mezi prekurzory makrofagu.
V cytoplazmé obsahuji velké mnozstvi vakuol. Jeho tlohou je fagocytoza cizorodych telisek

ptimo ve tkanich. Nalezi do skupiny antigen prezentujicich bunék.

B-lymfocyty (B - angl. bone marrow) vznikaji a dozravaji v kostni dieni. Kone¢nym

diferenciaénim stadiem téchto bunék jsou plazmatické buriky, které produkuji protilatky



proti bilkovinnym a glykoproteinovym antigenim ¢i toxinim (Cui et al., 2010).
T-lymfocyty dozréavaji v thymu. Rozlisujeme je podle funkce
a CD (angl. cluster of-differentiation) znaka vyskytujicich se na jejich povrchu na pomocné
(angl. helper) Tu-lymfocyty, cytotoxické Tcy-lymfocyty, supresorové Tsup-lymfocyty
a piirozené zabijejici NK buriky (Rodak er al., 2007). NK buriky pusobi cytotoxicky

na butiky nadorové nebo virem napadené (Pecka, 2002).

Granulocyty maji hlavni funkci, a to fagocytoézu. Zakladni schopnosti makrofagu
je fagocytoza cizorodych materialt, rozpadlych bunék ¢i mikroorganismi (Cui et al., 2010).
Granulocytarni buriky se svou schopnosti fagocytovat podili na nespecifické imunité.
Neutrofilni granulocyty patfi mezi nejpocetnéjsi leukocyty cirkulujici v krevnim fecisti.
Tyto bunky obsahuji lytické enzymy jako napfiklad lysozymy, autolyziny €i endolyziny
(Toman et al., 2007). Eosinofilni a bazofilni granulocyty jsou schopny degranulace.
Jsou zapojeny do riznych zanétlivych procesu, jako napiiklad alergické reakce ¢i eliminace
parazitarnich onemocnéni (Cui et al., 2010). Pii vySetfeni krevniho obrazu hodnoty

leukocytd u Zen 1 muzu Cini 4-10x 10° na litr (Dean, 2005).

Z myeloidni linie vznikaji 1 erytrocyty (Cervené krvinky) obsahujici barvivo
hemoglobin, jehoz hlavni funkci je prenos krevnich plynd, zejména kysliku (O2) z plicnich
kapilar do tkani. Erytrocyty jsou nejpocetnéjsi skupinou krevnich bunék, neobsahuji zadné
jadro, nemohou se samy délit a jejich zivotnost je priblizné 120 dni. Jejich referencni meze
pfi vyseteni krevniho obrazu by méla &init u zen rozmezi 3,80 - 5,20 x10'? na litr a u muzd

4,00 — 5,80 x10'?na litr (Cimen, 2008).

Krevni desticky neboli trombocyty patfi mezi nejmensi krevni elementy.
Také neobsahuji bunécné jadro. Podileji se na procesu srazeni krve neboli hemostaze.
Jejich referencni rozmezi u muzi a Zen se pohybuje mezi 150-450 x10° na litr

(Schlesinger, 2005).

2.2 Myeloproliferativni onemocnéni

Myeloproliferativni onemocnéni (MPN angl. myeloproliferative neoplasms) se fadi mezi

klonalni poruchy hematopoézy. Jako prvni zavedl termin , myeloproliferativni nemoci®
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(MPD angl. myeloproliferative disorder) v roce 1951 William Dameshek, ktery do nich
mimo jiné zahrnoval polycytemii vera (PV angl. polycythemia vera), esencidlni
trombocytémii  (ET angl. essential thrombocythaemia), primarni myelofibrozu
(PMF angl. primary myelofibrosis), chronickou myeloidni leukémii
(CML angl. chronic myelogenous leukemia) a Di Guglielmiv syndrom zvany jako

erytroleukémie (Vannucchi ez al., 2009).

PV se vyznacuje zvySenym poctem cCervenych krvinek a hladinou hemoglobinu
v periferni krvi. Na zakladé studii byla nejvyssi incidence tohoto onemocnéni prokazana
pfiblizné u 22 piipadd na 100 000 obyvatel/rok ve veéku 60-65 let (Raedler, 2014).
CML je charakterizovana piitomnosti specifické genetické abnormality, Philadelphského
chromozomu (Ph angl. Philadelphia chromosome) a zvySeného poctu leukocyttu v periferni
krvi. Vyskyt tohoto onemocnéni byl prokazan u 1-2 pfipadi na 100 000 obyvatel/rok
ve véku 60-65 let (Gupta et al., 2016). ET jako nadorové onemocnéni je charakterizovano
zvySenym poctem krevnich desticek a obvykly vyskyt tohoto onemocnéni ¢ini 1,5 pfipada
na 100000 obyvatel/rok. Nejen trombocytémie je spojovana se zanéty, infekcemi
arozvojem sekundarnich malignit (Penka er al., 2005). Podstatou onemocnéni PMF,
s incidenci 1,5 pfipadd na 100 000 obyvatel/rok, je nahrazovani krvetvorné tkané€ v kostni
dfeni kolagennim vazivem produkovanym patologickymi megakaryoblasty. Tim se snizuje
produkce vSech krevnich elementi, které nasledné chybi v periferni krvi

(Vannucchi et al., 2009).

V rutinni diagnostice se u téchto onemocnéni vySetiuji fidici tzv. ,,driver mutace
ve ttech genech, jez patii k molekularnim markerim. Jsou to mutace v genech
JAK?2 (Janusova kinaza), CALR (kalretikulin) a MPL (trombopoetinovy receptor). Byly
postupné pridany k dfive popsané genetické zmén¢, fiznimu genu BCR/ABLI. Tyto mutace
zpusobujici zmény v sekvencich DNA hraji kli¢ovou roli ve vzniku a rozvoji nadorové
populace. Proto objeveni téchto molekularnich markerti vedlo nejen ke zlepSeni klinické
diagnostiky, ale 1 naslednému vyvoji  specifickych  terapeutickych  cilu

(napt. JAKAVI — inhibitor JAK?2 kinazy).
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2.2.1 Historie

Jiz v roce 1845 John Benett a Rudolf Virchow oznacili CML jako chronickou granulocytarni
leukémii. Koncem roku 1879 némecky chirurg Gustav Heuck jako prvni popsal
PMF u pacientd s masivni splenomegalii. Histologické nalezy vykazovaly pfitomnost
fibrozy kostni dfen€, osteosklerébzu a rozsdhlou extramedularni hematopoézu.
V roce 1892 francouzsky lékar Louis Henri Vaquez a pozd¢ji americky Richard Clark Cabot
popsali pfiznaky onemocnéni PV, které spojovali se zvySenym poctem Cervenych krvinek.
William Dameshek byl ale prvni, kdo na konci devatenactého stoleti pouzil termin
myeloproliferativni onemocnéni. Jeho piinos spocival v rozpoznani generalizované
myeloproliferace v kostni dfeni (Tefferi, 2008). PV dle n& wvykazovala pfitomnost
hypercelularni kostni dfené. William Vainchenker nasledné potvrdil hypotézu
Wiliama Dameshka o trilinearni PV svym objevem mutace JAK2 V617F. Ptitomnost této
mutace vedla k erytrocytarni, megakaryocytarni a granulocytarni myeloproliferaci spojené
se tfemi klinickymi fenotypy MPN (ET, PV a myeloidni neoplazie sleziny (MNS) se
sekundarni myelofibrozou) (Michiels et al., 2016). William Osler v roce 1903 odlisil PV
od relativni polycytémie a sekundarni polycytémie. Rakousti patologové Emil Epstein
a Alfred Goedel poprvé vroce 1934 popsali esencialni trombocytémii, kterou diive
definovali jako hemoragickou trombocytémii, poruchu charakterizovanou trombocytozou,

trombodzou a krvacivou diatézou (Tefferi, 2008).

Prevratnym objevem byl prikaz spojitosti mezi CML a vznikem abnormalniho
chromozomu nazvaného Philadelphsky (Ph) (Minciacchi et al., 2021). Americky biolog
Peter Nowell v roce 1960 pomoci Giemsova barveni vizualizoval metatazni chromozomy
nadorovych bunék pochazejicich z kostni diené mysi, kterym byla naockovana CML.
S pomoci Davida Hungerforda objevili a popsali maly Ph chromozom, jenz pfipominal
gonozom Y, nejen u mysi, ale i u pacientd s CML. Tyto objevy odlisily CML od jinych
MPN. Dnes se ale oznaceni Ph-negativni MPN pouziva pouze pro PV, ET a PMF. V letech
1967 az 1981 Philip Fialkow ucinil hlavni krok k pochopeni zakladni etiologie MPN. Vyuzil
polymorfismy v lokusu glukoza-6- fosfat dehydrogenazy véazané na chromozom X,
aby prokazal, ze vSechny CcCtyfi klasické MPN se fadi mezi onemocnéni klonalnich
hematopoetickych kmenovych bunék. Jeho vyzkumy ukazaly, Ze myeloproliferativni
poruchy jsou klonalniho ptivodu a zasahuji vSechny typy myeloidnich bunék. To poskytlo

prvni dikazy o tom, ze se jedna o hematologické malignity (Tremblay et al., 2021). V roce
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2006  byla  popséana somaticka ~ mutace =~ WS515L v exonu 10 genu ~ MPL
(Guglielmelli & Calabresi, 2021). Dalsi mutace u JAK2 V617 F-negativnich PV byly
popsany v roce 2007 (Passamonti et al., 2011). V roce 2013 byly popsany mutace CALR
u MPN, ktery neni mutovany u pacientd s PV (Tefferi & Pardanani, 2014).

2.3 Molekularni podstata myeloproliferativnich onemocnéni

Myeloidni neopldzie jsou chronickd onemocnéni charakterizovand zvySenou produkci
terminalné diferencovanych bunék. V roce 2005 byla objevena nejcastéj§i mutace
V617F v exonu 14 genu JAK2, ktera je pfitomna u 95 % pacienti s PV, 50 % pacientt
SETaPMF (Them & Kralovics, 2013). Vroce 2007 byly popsany mutace
vexonu 12 uJAK2 V617F —negativnich pacientd s PV, u kterych prevladala vyrazna
erytrocytoza (Tefferi, 2008).

Jsou znamy ¢tyfi JAK  kinazy, a to JAKI, JAK2 JAK 3
a tyrozinkindza 2. Proteiny obsahuji sedm domén. Doména JH je enzymaticky aktivni
kindzovda doména (angl. Janus Homology domain 1). Katalyticky neaktivni
pseudokinazova doména JH2 (angl. Janus Homology domain 2), dale oblast
FERM (angl. F for 4.1 protein, E for ezrin, R for radixin and M for moesin) a doména
SH2 (angl. Src Homology domain 2) jsou dal§imi dualezitymi doménami proteinu.
Pseudokinazova doména JH2 ma autoinhibicni ucinek, ktery za béznych podminek potlacuje
kinadzovou aktivitu JAK2. Jednou z nejcastéjSich mutaci je zaména G/T kodujici substituci
valinu na fenylalanin v pozici 617 v doméné JH2 JAK2. Mutace rusi autoinhibi¢ni ucinek

JH2 a vede k neustalé aktivaci této signalni drahy (Schafer, 2006).

Dal§imi mutacemi mohou byt mutace v exonu 12 genu JAK2, které zapficinuji
nezavislou aktivaci JHI1. Dochazi k neregulovatelné¢ fosforylaci signalizacni drahy
JAK2/STAT (Jang & Choi, 2020). Janusova kinaza patii do skupiny tyrozin kindz
fungujicich jako transduktor mezi hematopoetickym cytokinovym receptorem na membrané
a dalsi intracelularni signalni molekulou STAT. K samotné aktivaci JAK2 dochéazi po zméné
konformace receptoru, na ktery se vaze ligand, napfiklad erytropoetin. JAK2 se nachazi
v tésné blizkosti receptoru. Po transforylaci receptoru dochazi k fosforylaci samotné
JAK2 kinazy. Vnitini  cytoplazmatické = domény receptort  fosforyluji  JAK2.
STAT predstavuje cytoplazmatickou signalni molekulu, ktera byva aktivovana fosforylaci

tyrozinovych zbytkli za pomoci kinazy JAK. STAT se diky svym SH2 doménam vaze
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na sekvence cytoplazmatické domény receptoru, kterd obsahuje fosfotyrozin. Diky
fosforylaci tyrozinu STAT vytvoii dimery, které nasledn€ vstupuji do jadra, kde hraji roli
transkripCnich faktort skrze vazbu na regulacni sekvence genti. Dusledkem hyperaktivace
signalni drahy je nekontrolovand bunécnad proliferace a prezivani hematopoetickych

prekurzord (Lu et al., 2005).

A B
> O 9
oR > —_— ) — @
2 ® @ L L3 »
JAK 4 - 4 4 r 2 »
& P e | |
® e Ex

L

W,mjkw NI B

Obr.¢.1: Schéma zobrazujici signalizacni drahu JAK-STAT (Schafer, 2006).

Z klinickych studii vyplyvé, ze vSichni pacienti s PV jsou nositeli mutace JAK2, a to bud’
mutace V617F nebo mutaci v exonu 12. U pacienti s ET nebo PMF jsou detekovany mutace
JAK2 V617F, ptipadné MPL ¢ CALR. Podle svétové zdravotnické organizace (WHO)
je pfitomnost mutace JAK2 pro PV a pfitomnost mutaci v MPL a CALR u ET

a PMF povazovana za diagnosticky marker t€chto onemocnéni (Tefferi, 2008).

Lidsky gen MPL (MPL Proto-Oncogene, Thrombopoietin Receptor) se fadi mezi
hematopoetické receptory a hraje kliCovou roli ve vyvoji megakaryocytd a krevnich
desticek. Gen MPL se nachazi na chromozomu 1 a obsahuje 12 exonu (Tefferi, 2008).
Koéduje trombopoetinovy receptor (TPO) hematopoetického rastového faktoru
trombopoetinu. Mutace v MPL indukuji stabilni dimerizaci, kterd vede k aktivaci
JAK?2 v trombopoetinové draze (Guglielmelli & Calabresi, 2021). Jednou z nejcastéjSich
mutaci je mutace v exonu 10 genu MPL kodujici substituci tryptofanu na pozici 515 za jinou
aminokyselinu, a to lysin nebo leucin. Nasledkem je nezavisla aktivace

MPL na trombopoetinu, ktera aktivuje signalizacni drahu JAK-STAT (Jang & Choi, 2020).
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Na zakladé studii byly mutace MPN rozdéleny do 4 kategorii. Prvni kategorie oznacuje
bodové mutace MPL u kongenitalnich amegakaryocytarnich trombocytopenii (CAMT).
Druhé kategorie zahrnuje mutace u hereditarnich trombocytémii (HT). Zde se fadi mutace
S505N, K39N aPl06L. Treti kategorii jsou mutace WS5I15L, WS515K
u myeloproliferativnich neoplazii (MPN), dale mutace u refrakternich anémii s prstencitymi
sideroblasty s vyraznou trombocytozou (MDS RARS-t) a akutnich myeloidnich leukémii
(AML). Do c¢tvrté kategorie jsou fazeny mutace MPL  WS515A, WSISR,
W515-P518delinsKT, Y591D, A519T, L510P, A506T, T487A, Y252H, S204P, S204F, IVS
11/12 a IVS 10/11 (He et al., 2013). VySe uvedené MPL mutace jsou pritomny u 5-10 %
pacienti s MF a u 1-4 % pacienti s ET (Beer ef ., 2008). Dusledkem mutaci v MPL genu

dochazi k nadprodukci abnormalnich megakaryocytt a zvySené tvorbé krevnich desticek.

2.4 Historie PCR

PCR byla poprvé popsana chemikem Karym Mullisem v roce 1983 a patentovana v roce
1985. Jeji princip spociva v ,in vitro“ amplifikaci specifické nukleotidové sekvence
izolované z riznych tkani nebo mikroorganismu za pouziti termostabilni DNA polymerazy.
PCR je velmi citlivda metoda. Potfebuje pouze malé mnozstvi templatu, aby se
naamplifikovalo dostatecné mnozstvi kopii cilového useku. K provedeni PCR je zapotiebi
templat, primery, nukleotidy, voda, pufr, hofecnaté ionty a enzym termostabilni

DNA polymeraza (Garibyan & Avashia, 2013).

PCR reakce se sklada ze tifi opakujicich se krokl, pfiCemz se teoreticky pocet
amplikonti zdvojnasobi pii kazdém cyklu. Prvnim krokem je proces denaturace, kdy se
reakéni roztok zahfeje na teplotu bodu tani dvou komplementarnich fetézci cilové
DNA atona 95-98 °C. Komplementarni fetézce se timto oddéli. Vysoka teplota narusi
vodikové vazby mezi nukleotidy fet€zcti dsDNA, tudiz dvouvlaknova DNA je denaturovana
na jednovlaknovou ssDNA. Dalsim krokem je ,annealing”, ktery se provadi pfiblizné
pii teploté¢ 50-72 °C. Umoznuje navazani specifickych primert. Snizeni teploty dovoli
reformovani vodikovych vazeb a tim 1 hybridizaci komplementarnich vlaken
(primer- templat). Tohoto kroku se ucastni dva primery (forward, reverse) piedstavujici
kratké jednovlaknové sekvence komplementarni k oblastem, které maji byt amplifikovany.

V poslednim kroku zvaném elongace se teplota zvysi na 72 °C. Pfi této teploté se
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Taq polymeraza vaze na 3-konec primeru a katalyzuje polymeraci pomoci
deoxyribonukleotid trifosfat, které jsou pfitomny v reakéni smési. Kone¢nym vysledkem
je vznik nového vlakna komplementarniho k vlaknu pivodnimu. Po vytvoreni dvou kopii se
cyklus opakuje, pfi¢emz kazdy cyklus teoreticky zdvojnasobuje mnozstvi PCR produktu,
které je pfitomno v pfedchozim cyklu (Morley, 2014).

V roce 1983 doslo k vylepSeni metody PCR pridanim fluoroforu, ktery se nespecificky
interkaluje do wvznikajici dvouvlaknové struktury. Piikladem je pouzitim barviva
SYBR Green pro relativni kvantifikaci. Dal§i moznosti je pouziti fluorescencné znacenych
sond, které se specificky vazou na DNA s komplementarni sekvenci. Absolutni metoda
real- time PCR (qRT-PCR) udava konkrétni Cp (angl. crossing point), na jehoz zakladé
a v porovnani se standardni kiivkou se odecita mnozstvi templatu, které je pfitomno
ve vzorku. Metoda gRT-PCR umoziuje kvantifikaci produktu PCR v redlném cCase
(Van Guilder et al., 2008).

V roce 1988 Saiki et al. poprvé pouzili termostabilni polymerazu (Taq polymerazu)
purifikovanou z bakterie Thermus aquaticus. Gen lidského B-globinu byl jednou z prvnich

sekvenci DNA, které byly amplifikovany pomoci PCR.

Koncem roku 1991 byla zavedena metoda ,, limitniho fedéni PCR*. Vyzkumné skupiny
zkoumaly moznost fedéni templatové DNA do takové miry, aby kazda jednotliva
PCR reakce obsahovala jednu templatovou molekulu. Hlavni vyhoda této metody spociva
v tom, ze kazda molekula DNA je amplifikovana samostatné (Dhawan & Dangla, 2019).
Tyto experimenty polozily zaklady pro digitalni PCR.

V roce 1992 Sykes et al. popsali koncept digitdlni PCR pomoci principu limitniho
fedéni PCR a Poissonovy statistiky ke kvantifikaci celkového poctu vzacnych mutaci

leukemickych bun€k v populaci buné€k normalnich.

Vroce 1999 byl poprvé pouzit termin ,digitdlni PCR*“ Bertem Vogelsteinem
a Kennethem Kinzlerem, ktefi vyvinuli technologii pro v€asnou diagnostiku somatickych
mutaci spojenych s nddorovym onemocnénim. Jejich cilem bylo vytvofit citlivou metodu
k selektivni amplifikaci mutaci s nizkou alelickou nélozi. Tato technologie vedla
k celkovému vylepseni detekce mutaci s malym procentualnim zastoupenim oproti klasické

PCR nebo real-time PCR. Dalsi inovaci v souCasnosti je moznost multiplexovani,
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coz predstavuje zacileni vice alel v ramci jedné PCR zavedenim vétS§iho mnozstvi primert

a fluorescencnich sond do jedné reakce.

V roce 2016 byl spolecnosti Stilla Technologies navrzen systém, ktery ma vysokou
citlivost a presnost detekce. Vzorek je rozdélen do uzavienych 2D kapickovych krystala,

podle kterych nese nazev Crystal Digital PCR™ (Dhawan & Dangla, 2019).

2.5 Digitalni PCR

Digitalni polymerazova fetézova reakce (dIPCR) je oznaCovana jako polymerazova retézova
reakce tieti generace. Digitalni PCR umoziiuje absolutni kvantifikaci oproti prvni generaci
PCR, ktera k analyze produktl vyuziva gelovou elektroforézu a vyznacuje se niz§im
detekénim limitem. Druhd generace PCR zvana jako kvantitativni PCR v redlném Case
(RT - PCR) vyuziva standartnich kfivek ke kvantifikaci produktd (Mao er al, 2019).
V soucasnosti existuji ruzné platformy dPCR, emulzni ¢i kapkova dPCR (ddPCR)
a crystal digital PCR (cdPCR). Tyto platformy se navzajem mezi sebou lisi pfistrojovym
vybavenim, raznym zpusobem separace vzorki a pouzitim platformy pro samotnou

amplifikaci jako je naptiklad olejova emulze €i specialné navrzeny Cip (Vatiova et al., 2021).

Digitalni PCR zahrnuje n€kolik kroku. Patfi sem kompartmentace, PCR amplifikace,
detekce a nasledna kvantifikace. Vzorek se nanese do specialné navrzenych CcCipu
nebo desticek, ve kterych se nachdzi emulzni olej pro tvorbu jednotlivych kapicek.
Olej obsahuje biokompatibilni povrchove aktivni latku. Samotné monodisperzni kapicky se
tvoti pod tlakem za pomoci vakua v PCR geodé u Stilla Technologies a v pfipadé platformy
Biorad v generatoru kapicek, kde se misi olejova a vodni faze. Nukleova kyselina (templat)
je rovhomé&mé distribuovana mezi kapicky béhem procesu disperze vzorku. Amplifikace
signalu probihd vkazdém kompartmentu oddélené¢ za pouziti fluorescencnich sond
abéznych primert. Kapicky, které jsou pozitivni, obsahuji cilovy produkt a emituji
fluorescencni signal. Skener fluorescence nasledné analyzuje procento pozitivnich kapicek
a svyuzitim Poissonova zakonu distribuce urcuje absolutni mnozstvi pozitivnich

a negativnich kompartmentt (Vanova et al., 2021).
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Z digitalni PCR je mozné ziskat data dvéma zpusoby. Prvnim zptisobem je sériové
Cteni znamé jako nepretrzity tok sbéru fluorescencnich signald. Druhym je planarni
zobrazovani, znamé jako sbirka fluorescencnich obrazka. Princip sériového Cteni je zaloZen
na proudu kapicek pres pevny fotonasobi¢, kde se fluorescencni kapky spocitaji.
Fluorescencni signal pozitivnich kapicek je emitovan ve specifickych vinovych délkach,
které nasledné zachyti kov-oxidovy polovodi¢ ¢i CCD kamera. Planarni zobrazeni je vhodné
pro zpracovani dvourozmeérnych fluorescen¢nich snimkui. Vyuzivaji se 3D systémy detekce,
které dokazou skenovat sady fluorescencnich kapicek (Hou et al., 2022). Jednotlivé detek¢ni
kanaly odpovidaji fluorescencnim barviviim. Tyto skenery snimaji nékolik fluorofort a to
zejména FAM s excitatnim spektrem v oblasti 463- 503 nm a emisnim spektrem v oblasti
518- 548 nm. Dale snimaji fluorofor HEX s excitaénim spektrem v oblasti 514-535 nm
a emisnim spektrem v oblasti 550-564 nm. Fluorofor CYS5 s excita¢nim spektrem v oblasti
nm a emisnim spektrem v oblasti nm a fluorofor YAKIMA Yellow s excitatnim spektrem

v oblasti 562-588 nm a emisnim spektrem v oblasti 598-642 nm (Vaiova et al., 2021).

Samotné zpracovani a analyza dat jsou stejné dulezité jako detekéni technika.
Zakladnim principem je nahodna distribuce nukleovych kyselin do objemovych
kompartmentti, které podléhaji PCR oddélené. Je vhodné, aby kazdy kompartment
obsahoval jednu anebo zadnou cilovou sekvenci. Distribuce nukleové kyseliny se

fidi Poissnovym rozdélenim.

Digitalni PCR ve vétSiné piipadech identifikuje 1 az 2 cile ve vzorku. Soucasna
detekce dvou nebo vice analyti v jedné PCR reakci se oznaCuje jako multiplexovani.

To hraje vyznamnou roli v oblasti medicinského vyzkumu (Hou ez al., 2022).

Digitalni PCR ma mnoho vyhod oproti ostatnim typim PCR. V konven¢nich PCR jsou
produkty amplifikace analyzovany gelovou elektroforézou a detekovany fluorescenénim
barvenim toxickym EtBr. Hlavni vyhoda metody dPCR spociva v absolutni kvantifikaci,
ktera je dosazena bez standardni kiivky. Absolutni kvantifikace cild v klinickych vzorcich
pomoci dPCR poskytuje vyssi presnost. Kvantifikace samotna je zavisla na logaritmické
amplifikaci béhem kazdého cyklu PCR. Pokud je amplifikace inhibovana, bude kvantifikace
nepfesna a muze byt podhodnocena. Digitalni PCR kvantifikuje pomoci koncového bodu
misto amplifikace v realném case. Je tedy méné€ ovlivnéna pfitomnosti riiznych inhibitora
ve vzorku a tim i Spatnou ucinnosti amplifikace. Tuto metodu lze pouzit i na vzorky,

kde neni potieba extrakce nukleovych kyselin. Uplatiuje se v oblasti klinické mikrobiologie

18



jako je bakteriologie, virologie, mykologie ¢i parazitologie. Na zaklad¢ laboratornich
vysledkd testd bylo prokazano, ze metoda dPCR vynika vysokym detekénim limitem
pro kvantifikaci nizké virové naloze, pro monitorovani antivirové terapie, pro detekci
a kvantifikaci vzacnych variant nebo detekci cili s nizkym i vysokym poctem kopii v reakci
(Kuypers & Jerome, 2017).
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Obr.¢. 2: Schéma zobrazujici pracovni postup digitadlni PCR. Dostupné z

https://www.stillatechnologies.com/multiplex -pcr/digital-pcr-instruments/

Mezi dostupné technologie digitalni PCR patii ddPCR od firmy BIO-RAD
s piistrojovym vybavenim QX200 AutoDG Droplet. Naica Crystal digital PCR™ od firmy
Stilla a QIAcuity One 2plex Device od firmy QIAGEN.

Vubec prvni dPCR systém, tzv. digital droplet (ddPCR) od firmy BIO-RAD se sklada
ze dvou pristroji, a to generatoru kapek QX200 a skeneru QX200. Nutnym dalSim
pristrojovym vybavenim je termocykler pro amplifikaci. Nejprve se pifed generovanim
kapiCek pfipravi master mixy se vzorky nukleovych kyselin, primery, fluorescennimi
sondami. Vzorky jsou nasledné umistény do generatoru kapicek a rozdelu;i vzorek do cca
20 000 kapicek. Vytvorené kapicky maji jednotny objem i velikost. Poté jsou vzorky
s kapickami preneseny do 96 jamkové desticky a je provedena PCR amplifikace
v termocykleru. Po skonceni amplifikace jsou kapky zkazdého vzorku analyzovany
ve skeneru fluorescence QX200. Ten analyzuje kazdou kapiC¢ku pomoci Sestibarevného
detekéniho systému. V ddPCR software QuantaSoft ™ pogita PCR-pozitivni nebo negativni
kapicky pro kazdy fluorofor ve vzorku. Kapicky, které jsou pozitivni, vykazuji fluorescenci

oproti negativnim (Hindson et al., 2011).
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Jednodeskovy digitalni PCR systém QIAcuity firmy QIAGEN je zalozeny na bazi
nanodesticek. Pfiprava vzorku zahrnuje pfenos master mixu se sondami, primery
a templatem na 24 nebo 96 jamkovou desticku. Tento digitdlni PCR systém integruje
kompartmentaci, amplifikaci a detekci do jednoho automatizovaného pfistroje. Analyza
kazdé kapicky probiha za pomoci dvoubarevného nebo pétibarevného detekéniho systému.
Pomoci softwaru QIAcuity Software Suite 1ze analyzovat koncentraci cilové sekvence

na pozitivni a negativni kompartmenty. (Hindson et al., 2013).

Pro provedeni PCR firmou Stilla je potfeba pfistrojové vybaveni Naica Geode
(termocykler a vakuova pumpa) a Prism 3/Prism 6 (vicebarevny fluorescencni skener).
Reagencie pro PCR zahrnuji specialni master mix a v neposledni fadé spotfebni Cipy
(Ruby nebo Saphire). Systém Naica integruje kompartmentaci a amplifikaci do jednoho
piistroje s vyuzitim mikrofluidni technologie. Technologie Crystal Digital PCR ™ spogiva
v rozdéleni vzorku do velkého pole tisicti kapkovych krystald, kdy kazdy krystal ma svij
reak¢ni prostor. Software Crystal Reader méfi fluorescenci cilti a poskytuje automatickou
identifikaci pozitivnich a negativnich kapicek pro vSech Sest fluorescencnich kanald.
Vystupem  softwaru  Crystal Miner jsou hodnoty absolutni kvantifikace,
1D scatterploty, 2D scatterploty, 3D  scatterploty, bodové grafy <¢i  histogramy
(Netzer et al., 2021). Podrobnéjsi specifikace danych pfistroji viz Tabulka ¢.1

Tab.c.1: Piehled dostupnych technologii digitalni PCR

QX200 firmy QIAcuity firmy Naica Crystal
BIO-RAD QIAGEN Digital PCR Stilla
Nanoplate | Nanoplate .
26K 8.5K Sapphire | RUBY
Pocatecni velikost
vzorku, pl 20 ul 40 pl 12 ul 25 ul 5ul
Pofet 20 000 26 000 8500 30000 | 17000
kompartmentu
Mikrotitracni
Kapacita desticka, 96 8 jamek 24 jamek 4 16
¢ipu/nanoplates jamek 1-8 24 jamek 96 jamek
vzorkt/destic¢ku
Detekce vzorku ﬂuoresc,encm fluorescencni systém ﬂuoresc,encm
systém systém
Pocet detekcnich 6 2 nebo 5 3 nebo 6
kanalu
Zdroj zareni LED diody LED diody LED diody

20




2.5.1 Vyuziti a aplikace digitalni PCR

Digitalni PCR se diky své vysoké citlivosti a pfesnosti uplatnila v riznych oblastech vyuziti
napt. v klinické a prenatalni diagnostice, mikrobiologii, monitorovani zivotniho prostiedi,
testovani potravin a vody, zemédélstvi ¢i v medicinském vyzkumu. V medicin¢ se dPCR

vyuziva zejména v oblasti onkologie (Ling Tan et al., 2023).

Metodu digitalni PCR lze wvyuzit k pfesné kvantifikaci nukleovych kyselin
v potravinafstvi,  zemédé€lstvi,  analyze  vodnich  systémi  nebo  testovani
GMO (angl. Genetically modified organism). Standardem pro detekci a kvantifikaci GMO
je kvantitativni polymerazova retézova reakce v redlném Case (QPCR). Tato metoda ma své
nevyhody, napf. citlivost na pfitomnost inhibitord a nutnost standardni kiivky
pro kvantifikaci. Vysoké koncentrace potencialnich inhibitora v qPCR vyZzaduji pouZiti vice
ziedénych vzorktl, coz ma dopad na kvantifikaci GMO ve slozitych matricich. Sykes et al.
vroce 1992 vyuzili metodu dPCR pro detekci GMO v potravinach obsahujicich séju.
V porovnani s kvantitativni PCR (qPCR), ma dPCR vétsi odolnost vii¢i inhibi¢nim latkam,
které mohou byt pfitomny v komplexnich vzorcich, jako jsou potravinaiské vzorky
nebo vzorky pudy. To znamena, ze dPCR muze poskytnout piesn€jsi a spolehlivéjsi

vysledky kvantifikace GMO v takovych vzorcich (Bogozalec Kosir et al., 2019).

K lécbé nekterych genetickych onemocnéni se pouziva bunéfna a genova terapie.
Jejich cilem je nahrazeni nebo umlceni funkce cilového genu, jehoz funkce bud’ zcela chybi
nebo je patologicka. Genové terapie jsou aplikovany ,in vivo“, svyuzitim
adeno — sociovanych nebo retrovirovych vektort. Digitalni PCR se v této oblasti uplatiuje
ke kvantifikaci a analyze virovych vektori. Piikladem jsou integrani vektory,
které umoziuji dlouhodobou expresi transgenu pii 1é€bé hematopoetickych malignit.
Inzerce genu do kmenovych ¢i progenitorovych bunek vede ke stabilni modifikaci
hematopoetickych linii. Metoda dPCR stanovuje variabilitu poc¢tu kopii vektoru (CNV)
v cilovych bunécnych populacich (Huan-Ting Lin et al., 2016).

Digitalni PCR se také stala efektivnim nastrojem v laboratofi klinické mikrobiologie,
kde dfive dominovala kvantitativni PCR. Je uzitecna pro stanoveni zatéze patogeny; zejména
pro detekci bakterialnich a virovych patogend. Digitalni PCR byla pouzita ke stanoveni
poctu kopii DNA a RNA virt, bakterii a paraziti v raznych klinickych vzorcich. Testy se
vyuzivaji ke kvantifikaci vira hepatitidy B, C a D a lidskych rhinovirt, viru. Bakterie jako
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je Mycobacterium tuberculosis a Helicobacter pylori je mozné detekovat s vysokou
spolehlivosti. Dal§im pfinosem metody dPCR je spolehliva charakterizace referen¢nich
vzorkl, detekce malo frekvencnich mutaci a vzacnych alelickych cili v bakterialnich
kmenech. Piikladem je kvantifikace HIV (angl. Human Immunodeficiency Virus)
a HPV (angl. Human  Papillomavirus) v  latentnich  virovych  rezervoarech
(Kuypers & Jerome, 2017), detekce SARS-CoV-2 ¢i stanoveni piitomnosti mikrobialnich
patogeni v oblasti bezpecnosti potravin. Pii detekci HIV ve vzorcich periferni krve
prokazala dPCR své vyhody oproti ptivodné pouzivané qPCR. Testovani virové naloze je
standardnim klinickym néstrojem k posouzeni rychlosti progrese virového onemocnéni.
Metoda dPCR je dalezita pro vyzkum latentniho rezervoaru HIV a je vysoce piesna

pii méteni HIV v klinickych vzorcich.

Tyto vlastnosti Cini digitalni PCR uzite¢nou pro klinické studie zaméfené na eradikaci
HIV u infikovanych pacientl (Strain et al, 2013). Ve srovnani s metodou gqPCR,
dPCR umoziiyje presnéjsi detekci COVID-19. Digitalni PCR je G€inna zejmeéna pii detekci
viru SARS-CoV19 u asymptomatickych pacientd. VCasna diagnoza vede k identifikaci

a kontrole §ifeni infekce (Lu et al., 2020).

Postupem casu byla dPCR aplikovana na identifikaci a kvantifikaci volné cirkulujici
DNA darce (dd-cfDNA) jako biomarker pro monitorovani uspésnosti transplantaci organt.
Pouzitim minimaln€ invazivni tekuté biopsie muze byt u piijemctu transplantatu
monitorovana hladina darcovskych bunék, a to z divodu potencialni rejekce organu ¢i Stépu.
Oblast alogenni transplantace hematopoetickych bunék (allo-HSCT) slouzi jako kurativni
terapie u pacientl s akutnimi leukémiemi, myelodysplastickym syndromem. Hlavnim
klinickym problémem je cCasty vyskyt relapsu zékladniho onemocnéni po allo-HSCT.
Z tohoto diivodu je dulezita véasna identifikace pacientt s vysokym rizikem relapsu. Metoda
dPCR je sméfovana ke stanoveni hladiny bunééného chimerismu u transplantovanych
pacienti. Cilem je detekce ucinnosti alogenni transplantace. Stahl et al., v roce 2013 vyuzili
metodu dPCR k detekci polymorfismi a sekvence chromozomu Y. Metoda dPCR byla
porovnana s metodou qPCR a analyzou kratkych tandemovych repetic pomoci fragmentacni
analyzy (STR analysis). Ve vzorcich pacientd vykazovala dPCR vétsi citlivost a presnéjsi
kvantifikaci hladiny chimerismu proti ostatnim pouzitym metodam. VSechny metody

pro analyzu chimerismu jsou zaloZeny na detekci genetickych rozdill mezi pfijemcem
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a darcem. Waterhouse et al., v roce 2016 vyuzili metodu dPCR k monitorovani chimerismu

a stavu molekularni remise u transplantovanych pacienti (Coccaro et al., 2020).

Digitalni PCR slouzi k analyze onkologickych biomarkert, jejichz zdrojem mize byt
krevni plazma. V té se nachazi cirkulujici volnda DNA (cfNA), jejiz soucasti je 1 frakce volné
nadorové DNA (ctDNA). Tekuté biopsie piedstavuji minimalné€ invazivni pfistup pii odbéru
vzorku. Digitalni PCR se vyuziva pro detekci somatickych mutaci predev§im v diagnostice
akutnich myeloidnich leukémii (AML), byla aplikovana i v oblasti lymfomu. Ptikladem je
klasicky Hodgkinav lymfom, pfi kterém se v lymfatickém systému tvoii maligni
Hodgkinovy a Reed - Sternbergovy buriky nesouci mutace predev§im v genu pro exportin
(XPO1) a STAT6 (Kuppers et al., 2012, Brauninger et al., 2012). Digitalni PCR se osvédcila
u diagnostiky Ph-negativnich myeloproliferativnich neoplaziich, jako je PV, ET, MF.
Tato onemocnéni jsou spojena s mutacemi fidicich genl jako je JAK2, MPL nebo CALR
(Coccaro et al., 2020). Mimo jiné je dPCR vhodna 1 pro diagnostiku Waldenstromovy
makroglobulinémie (WM), u niz se vyskytuje mutace L265P v genu MYDS8S. Mutace
v MYDSS8 se vyskytuji u mnoha lymfoidnich malignit, napt. u difizniho velkobunécného
B-lymfomu (DLBCL), kozniho difuzniho velkobunééného B-lymfomu (CBCL)
a primarniho lymfomu centralniho nervového systému (PCNSL). Tento gen koduje

cytosolicky adaptorovy protein, ktery hraje roli ve vrozené a adaptivni imunitni reakci.

Oblast neinvazivni prenatalni diagnostiky, konkrétné analyza fetalnich cirkulujicich
nukleovych kyselin (cffDNA — cell free fetal DNA) v krvi matky, je dalSim piikladem
vyuziti této technologie. Metoda umoziuje detekci vzacnych mutaci plodu a placentarnich
bunek. Zakladem je neinvazni detekce chromosomalnich aneuploidii plodu zpusobujici
zakladni syndromy, Downuv, Patautiv, Edwardsiv ¢i Turnertiv. Metoda dPCR je na zakladé
detekce CNV u STR lokust vazanych na Ctyfi zakladni chromozomy (13, 18, 21, X) schopna
detekovat jejich aneuploidie. Nizsi frakce fetalni DNA v plazmé matky vedou k nutnosti
navySeni poctu vySetfovanych molekul. Digitalni PCR v oblasti detekce fetalnich
aneuploidii pfedstavuje Casové 1 nakladové efektivni nastroj pro vcasnou diagnostiku
syndromu. Piikladem je detekce X-vazanych chorob ¢i trizomie 21 (Hudecova 2015),

(Lun et al., 2008), (Tsui et al., 2011), (Barrett et al., 2012).
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Digitalni PCR je také hojné vyuzivana pro genotypizace, analyzu
CNV (angl. copy number variation) nebo jako validacni nastroj pro potvrzeni dat ziskanych
jinymi technologiemi, napiiklad metoda NGS (angl. Next Generation Sequencing).
Ptikladem mohou byt experimenty tykajici se alternativnich sestiithovych variant ¢i analyza
metylace DNA. Metylace DNA byla zkoumana v souvislosti se studii riznych typt nadort.

(Robin et al., 2016).
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3. Experimentalni ¢ast prace
3.1 Soubor pacienti

V experimentalni ¢asti prace byla pouzita DNA izolovana ze vzorku kostni diené i periferni
krve pacienttl 1écenych na HOK FN Olomouc s diagn6zou Ph—negativni myeloproliferativni
neoplazie. Jako negativni kontrola byla pouzita DNA izolovana ze vzorku periferni krve
zdravych darc. Soubor tvorilo 22 pacientd s erytrocytdozou NS, u nichz v dobé diagnozy
nebyla prokazana mutace v JAK2 V617F ani mutace v exonu 12. Soubor tvofilo 15 muza

a 7 zen s medianem véku 52 let pii diagnoze.

Veskeré experimenty byly provadény retrospektivné. U vSech pacientd bylo
provedeno zakladni diagnostické vySetfeni (stanoveni imunofenotypu, karyotypu a nasledné
ptitomnost zakladnich mutaci JAK2, BCR/ABL, CALR, MPL podle doporuceni ELN 2022).
Pacienti podepsali informovany souhlas s odbérem, genetickym vySetfenim a uchovanim
biologického materialu s naslednym vyuzitim pro védecké ucely schvaleny etickym

kodexem Svétové zdravotnické asociace (WMA-The World Medical Association).

3.2 Material a prislusenstvi
3.2.1 Pristroje

e  zafizeni na upravu ultracisté a reverzné osmotické vody
° centrifuga vysokorychlostni

° stolni centrifuga

e  jednokanalové pipety

° mrazici boxy (-80 °C, -20 °C)

e  lednicky (4-8 °C)

o kyvacka

° heat blok

° spektrofotometr

° termostat 37 °C

e  Naica® Stilla cdPCR systém
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3.2.2 Laboratorni material

Spicky s filtrem

e  jednorazové plastové pipety s filtrem - 5 ml a 10 ml

e  konické plastové zkumavky centrifugacni - 15 ml a 50 ml

° mikrozkumavky - 0,2 ml a 1,5 ml

° plastové Pasteurovy pipety - 1 ml a 3 ml

° Nitrilové ochranné rukavice

° Savo, 10 x fedény roztok

° Saphire chips

° Staticide wipes (antistatické ubrousky)

3.2.3 Komercné dostupné chemikalie a roztoky

° Naica Multiplex PCR master mix

° Reverzné osmoticka a ultracista voda ze systému Direct-Q 3UV (Millipore)

° specifické primery a TagMan sondy (LNA) pro detekci dané mutace

Tab.c.2: Sekvence primeri a sond pro detekci mutace W515K, W515L, S505N v genu MPL a pro detekci

WT alely pomoci dPCR.
Sekvence Fluorescen¢ni kanal
Primer MPLF |5-3 TAGCCTGGATCTCCTTGGTG -
Primer MPLR |5-3 ACAGAGCGAACCAAGAATGC -
W515K proba  |5-3 TGCTGCTGAGGAAGCAGTTTCC-BHQ1 |FAM (modra)
W515L proba  |5-3 CTGCTGAGGTTGCAGTTTC-BHQI CYS5 (Cervena)
SS05N proba 5-3 TGCTGGGCCTCAACGCCGTCCT YY (modrozelend)
WS51S5 proba 5-3 CTGCTGAGGTGGCAGTTTC-BHQ1 FAM (modrd)
S505 proba 5-3 TGCTGGGCCTCAGCGCCGTCCT ROX (zluta)
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Tab.¢.3: Sekvence primeri a sond pro detekci mutace F537_K539L, N542_E543del, E543_D544del,
H538_K539QLv genu JAK?2 a pro detekci WT alely pomoci dPCR.

Sekvence Fluorescencni kanal

Primer JAK2F |5-3 TCTGATGTACCAACCTCACCA -
Primer JAK2R |5-3 GACAGTAATGAGTATCTAATGAC -

FS?’;;(Ifa”L 5-3CAAATGGTGTTAATCAGAA CYS5 (Zervend)
N54i;§s:3del 5-3CACAAAATCAGAGATTTGATA ROX (zluta)
ES";?S:‘”"' 5-3 AATCAGAAATTTGATAT HEX (zelen)
H53§)}I§sg9QL 5-3 TGGTGTTTCAATTAATCAGAAATG YY (modrozelend)

WT proba  |5-3 TGGTGTTTCACAAAATCAGAA FAM (modra)
3.3 Metody

3.3.1 Digitalni PCR od firmy Naica® system (Stilla Technologies)

Systém Naica® je platformou digitdlni PCR vyuzivajici mikrofluidni technologii.
Technologie Crystal Digital PCR™ rozd&luje vzorky do pole tisici kapkovych krystald,
kde kazdy krystal ma svij reak¢ni prostor, ve kterém dochazi k amplifikaci cilovych
molekul. Reakéni oddily jsou vyhodnocovany pomoci detekéniho zafizeni,
které ve vybranych detekénich kanalech snimé fluorescenci. Software Crystal Miner pocita
koncentraci cilovych sekvenci a poskytuje automatickou identifikaci pozitivnich
a negativnich kapi¢ek pro vsechny fluorescencni kanaly. Systém Naica® se sklada
z Naica Geode (automaticky generator kapicek a termocykler)

a Prism6 (skener fluorescence) se softwary Crystal Reader a Crystal Miner.

3.3.2 Komercné dostupné reakcéni smési, oligonukleotidy a sondy pro
dPCR

Pro analyzu systémem Naica® Crystal Digital PCR™ jsou vyuzivany komeréni kity. Prvni
obsahuje EvaGreen® a druhy je pro Taq Man sondy (Naica Multiplex PCR mix). EvaGreen

je zelené fluorescencni barvivo vazajici se na dsDNA. Nami pouzivany komercni kit
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Naica multiplex PCR mix je specialn& vyrabén pro Crystal Digital PCR® s vyuzitim
fluorescencnich sond typu TagMan. Tyto dvouslozkové reakéni smeési jsou
slozené z reagencii Buffer A a Buffer B. Buffer A obsahuje kompletni mix slozek
pro PCR véetné DNA polymerazy a referencniho barviva fluoresceinu. Buffer B obsahuje

ionty.

Dale jsou potieba specialné navrzené oligonukleotidy (primer F+R, sondy) k detekci
mutaci v genech MPL a JAK2 viz Tabulka ¢. 2 a ¢ 3. Jako templat byla vyuzita
DNA izolovana z leukocyta periferni krve pacientt. Jako negativni kontroly byly pouzity
DNA izolované ze vzorka krve zdravych darci. Komer¢né syntetizované fragmenty,
gBlocks™ Gene Fragment (ITD), slouzi jako homozygotni pozitivni kontrola pro danou
mutaci. Pro kontrolu kontaminace byla vyuzita reverzné¢ osmotickd a ultracistd voda

ze systému MiliQ (NTC).

3.4 Postup

1.  Prfistrojem NanoDrop byla provedena kontrola koncentrace, kvality a Cistoty
izolované DNA.

2. Restrikce DNA pomoci Eco RV viz Tabulka €. 4.

Tab.c.4: Piiprava master mixu pro restrikci

Reagencie Zasobni koncentrace Finalni koncentrace
Voda - Do 50 ul
HF purf 10x 5
Eco RV HF 20,000 units/ml 1 U/reakce
DNA ~100 ng/ul 1 pug
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3,
4,

Reakeni slozky byly rozmrazeny pfi laboratorni teploté a promichany.

Pro kazdou reakci byl ptipraven Master Mix viz Tabulka €. 5, 6.

Tab.¢.5: Piiprava reakéni smési pro detekci mutaci v genu JAK2 pomoci dPCR.

Reagencie Zasobni koncentrace Vysledna Objem na 1
koncentrace vzorek [[1]
Buffer A 5x Ix 5
Buffer B 25x Ix 1
Voda (NTC) - - 10,5
Primer F 6,25 uM 300 nM 1,2
Primer R 6,25 uM 300 nM 1,2
Proba WT+MUT 6,25 uM 250 nM 1
Templat 200 ng 5

Tab.¢.6: Piiprava reakéni smési pro detekci mutaci v genu MPL pomoci dPCR.

Reagencie Zasobni Vysledna Objem na 1

koncentrace koncentrace vzorek [[1]
Buffer A 5x 1x 5
Buffer B 25x Ix 1
Voda (NTC) - - 6
Primer F 25 uM 1 nM 1
Primer R 25 uM 1 nM 1

Proba WT+MUT 6,25 uM 500 nM 2+2

Templat 200 ng - 2
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Reakéni smés byla rozpipetovana do 0,2 ml zkumavek po 23 pl.

Pripipetovany byly 2 ul templatu (vzorky pacientll, pozitivni/negativni kontrola)
nebo 2 ul NTC.

Reak¢ni smés byla promichéana pipetou a zcentrifugovana.

Vysledny reakéni objem €inil 25 pl.

Do jednotlivych jamek (4 jamky na 1 €ip) na povrch olejové vrstvy bylo
napipetovano 25 pl reakéni smeési.

Jamky byly uzavteny.

Byla zapnuta tlakova pumpa na tlak 120 + 50 mBarrs, ktera je napojena na Naica
Geode (automaticky generator kapicek a termocykler).

Spodni strana Cipu byla oSetfena antistatickym ubrouskem.

Osettené Cipy byly vlozeny do Naica Geode a byl spustén program, ktery je uveden
v Tabulce ¢. 7, 8, 9.

Tab.c.7: Teplotni profil PCR (Naica Geode)

Teplota Cas Pocet cyklu Nazev kroku
40°C 12 minut Ix déleni vzorku
o . pocatecni denaturace/
95°C 10 min Ix aktivace polymerazy
95°C 30s
40-45x polymerizace
variable 30-60 s
125°C 33 minut Ix uvolnéni tlaku termocykleru a
vytvoreni kapicek
4°C 0o Ix chlazeni

Tab.c.8: Teplotni profil reakce pro detekci mutaci v genu JAK2 pomoci dPCR.

Teplota Cas Pocet cyklu Nazev kroku
95°C 10 min 1x pocatecni denature}ce/
aktivace polymerazy
95°C 30s 45x denaturace
55°C 45 min 45x annealing/extenze
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Tab.¢.9: Teplotni profil reakce pro detekci mutaci v genu MPL pomoci dPCR.

v

Teplota Cas Pocet cyklu Nazev kroku
95°C 10 min Ix pocatecni denature}ce/
aktivace polymerazy
95°C 30s 45x denaturace
54°C 15 min 45x annealing
72°C 30 min 45x extenze

14.

15.
16.

17.

Po skonceni PCR amplifikace byly ¢ipy z Naica Geody vlozeny do specialniho

ramecku.

Ramecek byl vlozen do Prism6 readeru.

V programu Crystal Reader Software byly nastaveny parametry pro skenovani

fluorescence a bylo spusténo skenovani.

Vysledna analyza dat probihala v programu Crystal Miner Software.
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4. Vysledky

4.1 Kompenzace dPCR

Digitalni PCR od firmy Stilla umoznuje multiplexovani s Sesti riznymi fluorescencnimi
fluorofory. Signal z nékterych fluorofori muze byt detekovan ve vice nez jednom detekénim
kanalu. Tento jev je oznaCovan jako prelévani fluorescence neboli presvit. Z tohoto divodu
bylo nutné vytvotit kompenzacni matici pro kazdy detekéni kanal zvlast. Kompenzace byla
vyuzita pifi detekci mutaci v genu JAK2 i MPL u pacienti s Ph-negativnim
myeloproliferativnim onemocnénim typu PV, PMF a ET. Experiment byl proveden
s homozygotnimi kontrolami pro konkrétni variantu a danou sondou se specifickym
fluoroforem (tzv. monocolor reakce). Vysledkem jsou grafy (1D, 2D, 3D) popisujici
na ose y intenzitu fluorescence v relativnich fluorescenc¢nich jednotkach
(RFU angl. Relative fluorescence units) v jednotlivych vzorcich (osa x). Na obrazcich

¢. 3 a4 je vidét 1D bodovy graf, ktery rozliSuje pozitivni a negativni populaci.

Obrazek €. 3 znazorniuje nekompenzovana data, kde je vidét fluorescencné pozitivni
populace (Cervend) oddelend od fluorescencné negativnich kapicek (tmave Seda).
Mezi témito populacemi jsou pfitomny kompartmenty, které jsou rozptylené mezi
pozitivnimi  a negativnimi  populacemi a maji stfedni hodnoty fluorescence.
Tyto kompartmenty nazyvame jako ,,rain“, ktery mize ztizit nastaveni adekvatniho prahu
tzv. ,, tresholdu ““ hodnot pro fluorescenci mezi pozitivni a negativni populaci. ,, Rain“ muze
vznikat dasledkem pouziti degradovaného templatu, nehomogenni distribuci fluorescence,

chybou polymerazy ¢i vytvorenim dimert primert.
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Obr. ¢.3: Na 1D grafu je scatterplot znazoriujici nekompenzovana data
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Na obrazku ¢. 4A, vjamce cCislo 2 jsou signdly zredlné pfitomné mutace
(zelena populace). V jamce ¢islo 3 dochazi k presvitu modrozelené sondy do zeleného
detek¢niho fluorescencniho kanalu. Tento presvit predstavuje faleSn€ pozitivni zelenou
populaci. Na obrazku ¢. 4B byla po kompenzaci falesné pozitivni zelena populace v jamce
¢islo 3 odstranéna. Na obrazku €. 4C vidime v jamce ¢islo 3 fluorescencné pozitivni populaci
(modrozelend) oddélenou od fluorescenéné negativni populace (tmavé Seda).
Dale pozorujeme v jamce cislo 2 presvit zelené sondy do modrozeleného detekéniho
fluorescencniho kanalu. Presvit tvofi dvé populace misto jedné populace negativni.
Po aplikaci kompenzac¢ni matice na obrazku ¢. 4D, falesné pozitivni populace v jamce

¢islo 2 zmizela.
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Obr.¢. 4: Na 1D grafu A, B, C, D jsou scatterploty znazorujici nekompenzovana data a data po kompenzaci
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4.2 Optimalizace dPCR

Cilem optimalizace je dosahnout co nejvyssi citlivostt detekce cilové sekvence
a minimalizovat nespecifickou amplifikaci. Tim se zajisti spolehliva detekce a kvantifikace

cilovych molekul v analyzovaném vzorku.

Neoptimalni nastaveni dPCR vede k nedostatecnému rozdéleni negativnich
a pozitivnich populaci. To se nazyva jako ,,rain“, ktery znemoziiuje jednoznacné nastaveni

., tresholdu ““ pro hodnoty fluorescence. Minimalizovat tento jev Ize optimalizaci dPCR.

Jednim z prikladi optimalizace mize byt zvySeni poctu cyklu ¢i zvyseni teploty
annealingu, ktera je prili§ nizka a umoznuje nespecifickou amplifikaci. Zvyseni poctu cykla
muiize pomoci zvySit fluorescencni signal molekul se stfednimi hodnotami fluorescence.
V piipadé analyzy vzacnych mutaci mize vyssi pocet cykli zvysit Sanci zachyceni nizce
zastoupenych alel v analyzovaném vzorku. Optimalizace poctu cykld mize pomoci
dosahnout vyssiho vytézku amplifikace a zlepsit tak linearni rozsah kvantifikace. Pfitomnost
inhibitord v DNA vzorcich muze také narusit efektivitu amplifikace a vést k nepfesnym
nebo dokonce nespravnym vysledkim kvantifikace pomoci dPCR. VSechny tyto faktory
je tieba zohlednit pii planovani a provadéni experimentti. Vhodné navrzené primery a sondy
jsou zasadni pro uspéSnou a spolehlivou analyzu. Nevhodné navrzené mohou vést
k nespecifické amplifikaci, ktera muze zkreslit vysledky analyzy. Na obrazcich
€. 5,6 a7 vidime 1D bodové grafy, znazornyjici fluorescencné pozitivni a fluorescencné
negativni populace. V experimentu byly pouzity vSechny sondy, které byly soucasti master
mixu, dale homozygotni pozitivni kontrola pro danou mutaci. Teplota annealingu byla

nastavena nejprve na 52 a poté na 54°C.

Obrazek €. SA znazoriuje data po aplikaci kompenzacni matice a nastaveni teploty
PCR na 52°C. Vidime fluorescenéné pozitivni populaci (Cervend) oddélenou
od fluorescen¢né negativni populace (tmavé Sedd). Pii teploté 52°C u pozitivni populace
pozorujeme S§iroky rozptyl intenzity fluorescence. Siroky pas fluorescence ztdzuje
interpretaci vysledki a muze vézt k nepfesnym kvantifikacim cilovych molekul.
Tento fluorescencni pas muze byt pfi¢inou pfitomnosti nezadoucich nebo nespecifickych
produktii amplifikace. To muze byt zpusobeno nevhodnym navrzenim primerti a sond,
nerovnomérnou distribuci cilovych molekul v reakéni smési €i nerovhomérnym rozlozenim

vzorkl v mikroreaktorech, které vede k variabilité v koncentraci cilovych molekul
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mezi jednotlivymi reakcemi. Na obrazku ¢. 5B, po zvySeni teploty na 54°C doslo k eliminaci

nespecifického signalu a pozitivni populace (Cervend) se zaostfila.
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Obr.¢. 5: Na 1D grafu A, B jsou scatterploty znazoriujici data po aplikaci kompenza¢ni matice a nastaveni
teploty PCR na 52°C a 54°C.

Na obrazku ¢. 6A pozorujeme v jamce Cislo 2 fluorescenéné pozitivni populaci
(zelend). Déle vidime v jamce ¢islo 3 presvit modrozelené sondy do zeleného detekéniho
fluorescencniho kanalu. Pfesvit tvofi faleSné pozitivni zelenou populaci. Nasledkem zvyseni
teploty na 54°C doslo k odstranéni faleSné pozitivni populace v jamce Cislo 3 viz obr. €. 6B.
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Obr.¢. 6: Na 1D grafu A, B jsou scatterploty znazoriujici data po aplikaci kompenza¢ni matice a nastaveni
teploty PCR na 52°C a 54°C.

Na obrazku ¢. 7A vidime fluorescencné pozitivni populaci (modrozelend). Pfi teploté
52°C u pozitivni populace pozorujeme Siroky rozptyl intenzit fluorescence, ktery se
na obrazku ¢. 7B po zvySeni teploty na 54°C zzil. Dale na obrazku ¢. 7A v jamce
¢. 1,2, 4,5, pozorujeme pritomnost nespecifické amplifikace, ktera byla zvySenim teploty
na 54°C na obrazku ¢. 7B snizena. Zména teploty eliminuje nezadouci nespecifickou

amplifikaci.
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Obr.¢. 7: Na 1D grafu A, B jsou scatterploty znazoriujici data po aplikaci kompenza¢ni matice a nastaveni
teploty PCR z 52°C na 54°C.

4.3 Stanoveni optimalni koncentrace sondy

Optimalni koncentrace sond je nezbytna pro dosazeni optimalniho poméru mezi citlivosti
a specificitou detekce cilovych sekvenci. Prili§ nizka koncentrace oligonukleotidi mize vést
k nedostatecnému fluorescencnimu signalu, zatimco piili§ vysoka koncentrace muze
zpusobit nezadouci nespecifické vazby napf. dimery primer-primer ¢i primer sonda.
Optimalni koncentrace sond dale zajistuje linearni odezvu mezi pocCtem kopii cilové
sekvence a signalem detekce. Tim se minimalizuje pozadi signalu a snizuje se Sum. Spravné
stanovena koncentrace sond muize vést k uspofe nakladii na reagencie a minimalizuje
spotiebu vzacnych vzorkd. Optimalni koncentrace sondy je klicova pro zajisténi presnych,

citlivych a reprodukovatelnych vysledk digitalni PCR.

Proces stanoveni optimalni koncentrace sond zahrnoval provedeni koncentra¢ni fady.
Tento krok je kliovy z né€kolika davodi. Koncentracni fada umoziiuje ziskat data o linearni
odezvé zavislostt RFU na koncentraci sondy. Prostfednictvim koncentra¢ni ftady
1ze identifikovat bod, kde je dosazeno optiméalniho poméru mezi citlivosti a specificitou
detekce. Tim se minimalizuje riziko nezadoucich nespecifickych reakci a zajistuje se
maximalni detekce cilovych sekvenci. Opakované provedeni fedici fady navic potvrzuje

reprodukovatelnost vysledkt a zajistuje eliminaci pfipadnych experimentalnich chyb.

V nasem experimentu byla provedena fedici fada sondy MPL WS515L v rozmezi
koncentrace 60—1000 nM (60/125/180/250/500/750/1000 nM). Na obrazku ¢. 8 ve vzorku
¢. 5, 6 a7 pozorujeme nerovnomeérnou distribuci cilovych molekul v reakéni smési. To muze
byt zptsobeno piili§ vysokou koncentraci sondy. Nadméma koncentrace sondy v master
mixu muize vést k nerovnomérné distribuci cilovych molekul mezi jednotlivymi

kapkami/krystaly. PriliS vysoka koncentrace sondy také muze inhibovat polymerazovou
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reakci, ktera je klicova pro amplifikaci cilovych molekul. Naopak nizka koncentrace sond
(Obr. ¢. 8, vzorek €. 1,2 a 3) muze zpusobit slaby signal, protoze sondy pro PCR je v roztoku
omezené mnozstvi a detekce fluorescencniho signalu neni dostate¢na. Pokud nejsou cilové
molekuly dostate¢né detekovany, existuje riziko falesné negativnich vysledki. Nedostate¢na
koncentrace sondy muze ovlivnit linearni odezvu mezi poctem kopii cilovych molekul
asignalem detekce. Zvysledkli muzeme fici, ze idealni koncentrace sondy
je 250 nM (Obr. €. 8, vzorek ¢.4). Pozitivni kompartmenty maji vysokou hladinu

fluorescence (20 000 RFU) a populace pozitivni a negativni jsou velmi dobfe separované.

T T T T T

Obr.¢. 8: 1D scatterplot znazoriujici koncentrace sondy MPL W515L (60/125/180/250/500/750/1000 nM)

4.4 Vliv stavu templatu na PCR

Uréité faktory mohou ovlivnit u¢innost kvantifikace. St&peni DNA restrikénimi enzymy
ovlivituje dostupnost cilovych molekul pii amplifikaci. Nerovnomeérna distribuce
nestépeného vstupniho templatu mize zptsobit nepiesnosti ve vysledcich. Je tedy nutné brat
v uvahu efektivitu amplifikace, ktera se muaze lisit dle poCatecniho stavu templatu. Kratsi
fragmenty se amplifikuji lépe nez ty del§i. Pravdépodobnost, ze se cela molekula
DNA chromozomu (fadové Mb) do krystalu dostane, je mensi nez pfitomnost §t€peného

templatu o vyrazné kratSich délkach.

Experiment byl proveden s pozitivnimi kontrolami pro konkrétni mutaci v exonu
12 genu JAK2 a vzorky DNA izolovanymi z pacientskych vzorki. Uginnost PCR byla
srovnana u vzorki DNA nestépenych a téch, které byly stépeny pomoci EcoRV. Pro kontrolu

byly sledovany i WT alely.

Obrazek ¢. 9 znazoriiuje experiment sledujici ucinnost PCR v zavislosti na stavu
templatu. Je zde pouzita neStépend i1 §tépena DNA izolovana z pacientského vzorku

obsahujici mutaci p.E543 D544del (Obr. ¢. 9A). Obrazek ¢. 9B znazortiuje data
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z pacientskych vzorkd obsahujicich mutaci p.N542 E543del. Pfi pouziti neStépené
DNA (Obr. €. 9A vz. €. 2 a9B vz. €. 2) pozorujeme nizsi procentualni zastoupeni pozitivnich
krystala. Na obrazku ¢. 9A, vzorek ¢.3 a 9B, vzorek €. 3 pfi pouziti $t€épené DNA doslo

k lepsi amplifikaci templafa a zastoupeni pozitivnich krystall je vyssi.

A e B
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Obr.c. 9: Na 1D grafu A, B jsou scatterploty znazoriujici data pfi pouziti neStépené DNA
(Graf 9A vz. 2 a 9B vz. 2) a §t€pené DNA (Graf 9A vz. 3 a 9B vz 3).

Obrazek ¢. 10A znazoriuje data, kde byla sledovana WT alela slouzici jako referencni
hodnota. Ve vzorku 1 na obrazku ¢. 10A je pozitivni kontrola pro danou mutaci
v homozygotni formé. WT alela se zde neamplifikuje. Ve vzorcich €. 2 (nestépeny templat)
a ¢. 3 (Stépeny templat) je vidét vyrazne€ vyssi ucinnost amplifikace ve Stépeném vzorku.

Pocet pozitivnich modrych signalt (WT alela) je dvojnasobny.
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Obr.¢.10: Na 1D grafu A je scatterplot zndzoriujici data pti pouziti WT alely slouzici jako referencni

hodnota pro porovnani s mutovanymi formami genu

Z vysledka experimentt je patrné, ze DNA, ktera byla pfedem $tépena restrikcnim
enzymem EcoRV umoziiuje 1épe definovat cilové oblasti a zajistuje konzistentni vysledky.
Dale tento postup muze odstranit potencialni problémy s nerovnomérnym rozdélenim
fragmentd DNA. Navic $tépeni DNA muze snizit pravdépodobnost vzniku nezadoucich

struktur jako jsou sekundarni interakce (vlasenky), které by mohly ovlivnit amplifikaci.
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4.5 Koncentracni rada pozitivnich kontrol

Vytvoreni koncentracni tfady umoziiuje ovéfit citlivost metody dPCR a stanovit limit
detekce. Dale koncentracni fada umoziuje identifikovat linearni rozsah metody, ve kterém
pocet detekovanych kopii cilové DNA roste nebo klesa v pfimém poméru k poctu
skutenych kopii vstupni DNA. To je klicové pro spravné kvantifikace cilové
DNA v neznamych vzorcich. Slouzi také k ovéfeni presnosti metody dPCR. Pfi analyze je
klicové sledovat signal pozitivni kontroly a rozptyl mezi replikaty. Koncentrace pozitivni

kontroly by méla umoznit linearni odezvu v linedrnim rozsahu metody.

Experiment byl proveden s pozitivnimi kontrolami pro konkrétni mutaci v exonu
12 genu JAK?2. Byla pouzita koncentracni fada v rozsahu
50/25/12,5/6,25/3,125/1,5/0,7 % VAF. Redéni probihalo v poméru 1:1 WT a pozitivni

kontrola. Pro kontrolu kontaminace byla vyuzita NTC.

v

Vysledkem experimentu jsou 2D grafy (Obr. ¢. 11), kde jsou populace umistény
ortogonalné. 2D bodové grafy znazornuji shluky boda, které predstavuji jednotlivé populace
a kompartmenty v nich. Kazdy bod v grafu znazoriuje jednu kapku/krystal, ktera je
umisténa podle intenzity fluorescencniho signalu. Z vysledka je patrné, Ze i pfi koncentraci

mutantni alely 0,7 % se objevuji pozitivni signaly v oblasti s danou fluorescenci.
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Obr.¢. 11: Na 2D grafu A, B, C, D, E jsou scatterploty zndzortujici koncentraci sondy JAK2
(50/25/12,5/6,25/3,125/1,5/0,7 nM)
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5. Diskuze

Detekce mutaci v genu JAK2 je zasadni pro diagnostiku pacienti s Ph-negativnim
myeloproliferativnim onemocnénim. Mutace v tomto genu, konkrétn€¢ zaména
V617F v exonu 14 je ¢asta u téchto hematologickych onemocnéni. Tato genetickd zmeéna je

klicova pro jejich diferencialni diagnostiku (Baxter et al., 2005).

Detekce mutaci v genu MPL je klicova pro diagnostiku pacientd s primimarni
myelofibrozou a esencialni trombocytémii. Gen MPL kdduje receptor trombopoetinu (TPO),
ktery je regulatorem produkce krevnich desticek. Mutace v genu MPL mohou vést
k patologické aktivaci signalni drahy JAK-STAT, ktera mize mit za nasledek zvySenou
produkci krevnich desticek a dal§ich hematopoetickych bunék (Boyd ef al., 2010).

Existuje nekolik metod pro detekci mutaci v genu JAK2 a MPL. Mezi né patii
fragmentaCni analyza, analyza kiivky tani (HRM), Sangerovo sekvenovani,
pyrosekvenovani, alelove specificka PCR, kvantitativni PCR a dal$i. Tyto metody maji své
vyhody, ale i omezeni v oblasti citlivosti, specifi¢nosti, nakladii a doby odezvy analyzy.
Fragmentacni analyza je zaloZzena na detekci délky fragmenti amplifikované DNA,
zatimco HRM vyuziva zmény teploty tdni PCR produktu pro rozliSeni mutovanych
a wild type alel. Sangerovo sekvenovani je tradi¢ni metodou sekvenovani. Pyrosekvenovani
je formou masivné paralelniho sekvenovani umoziiujici paralelni sekvenovani velkého poctu
fragmentd DNA soucasné. Kvantitativni PCR umoziuje kvantifikaci cila v realném cCase
pomoci fluorescencnich signala. Je citlivéjsi nez klasicka PCR, ale stale ma urcita omezeni
v detekci mutaci s nizkym procentualnim zastoupenim ve vzorku

(Jones et al., 2005, Chen et al., 2007).

Vroce 2007 Frantz et al. detekovali mutace JAK2 u 36 pacientu
s myeloproliferativnimi  onemocnénimi pomoci riznych metod, vcetné analyzy
polymorfismi délky restrikénich fragmentt (RFLP) a alelové-specifické PCR (AS-PCR).
Vysledky obou metod naznacuji nedostatky v oblasti nizké citlivosti detekce pro vzorky
s nizkym zastoupenim mutantni alely. Tyto byly metodou RFLP zcela neanalyzovatelné
(LOD = 5%). Nizsi citlivost vedla k falesné negativnim vysledkim, tudiz k chybné
interpretaci vysledka a poddiagnostikovani pacienti. Tato metoda je navic ¢asové velmi

narocna.
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Carillo et al. v roce 2011 se ve své studii zamétfovali na problematiku detekce mutaci
v exonu 12 genu JAK2. Studie zduraziuje potebu presnych a citlivych detekénich metod
z divodu nizké alelické zatéze mutacemi. Srovnava vyhody a omezeni raznych metod,
jako je alelove specificka PCR, sekvenovani a HRM analyza. HRM analyza je prezentovana
jako spolehlivy screeningovy postup pro detekci mutaci v exonu 12 genu JAK2. Vysledky
ukazaly uspésnou identifikaci mutaci u 15/45 (33 %) pacientu s polycythemia vera (PV).
Metoda dosahla technické citlivosti 100 % a specificity 96,7 % s prahovymi hodnotami
detekce v rozmezi 1-3 % alelické zatéze v zavislosti na mutaci. Autor zmifluje vyssi citlivost
HRM analyzy proti béznym metodam jako je Sangerovo sekvenovani

nebo AS-CR a vyhodu snadné aplikace a nezavislosti na metodach izolace DNA.

Vroce 2013 studie Furtado et al. vyuzili variantu fragmentacni analyzy
(multiplex fluorescen¢ni AS-PCR) pro detekci mutaci v exonu 12 genu JAK2. Byla vyvinuta
jako citlivéjsi alternativa kjiz existujicim metodam jako je Sangerovo sekvenovani
a HRM analyza. Sekvenovani nedokaze detekovat mutace s VAF <15-20 %. Metoda
fragmentacni analyzy byla ovéfena na klinickych vzorcich 20 pacientd s PV a dalSimi
myeloproliferativnimi onemocnénimi. Vysledky ukazaly, ze tato metoda je schopna
detekovat mutace v exonu 12 genu JAK2 s citlivosti az 2 % VAF. V porovnani se
Sangerovym sekvenovanim a HRM analyzou prokazal test fragmentacni analyzy veétsi
citlivost a spolehlivost. Dokézali uspésné identifikovat i ty piipady, které jinymi metodami

nebyly zachyceny.

Detekce mutaci v genu MPL je dilezitym diagnostickym nastrojem pro pacienty
s podezienim na primarni myelofibrozu (PMF) a esencialni trombocytémii (ET).
Nova multiplexni alelové specificka PCR metoda, kterou popsala Furtado et al. v roce 2013,
umoziuje snadnou identifikaci mutaci W515L, W515K, W515A a SS05N. Metoda zachytila
45 pacienti s mutaci W515L, 6 s mutaci S505N, 5 s mutaci W515K, 1 s mutaci
W515A al s kombinaci mutaci WS515L a S505N ze souboru 1380 pacientt
s diagnostikovanou MPN. Z tohoto souboru sedm pacienti mélo mutaci MPL pod hranici
5% VAF akonfirmacni metoda Sangerova sekvenovani je nedetekovala.
Dalsich 10 pacienti mélo hladinu mutaci mezi 5 % - 15 % VAF, u nichz detekce pomoci
Sangerova sekvenovani rovnéz nabyla spolehliva. Vysledky naznacuji, ze alelové specificka
PCR je spolehlivym a citlivym feSenim pro diagnostiku myeloproliferativnich neoplazii,

které nemohou byt detekovany béznymi metodami jako Sangerovo sekvenovani.
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Alghasham ef al. vroce 2016 pomoci Sangerova sekvenovani sledovali mutace
v exonech 12-15 genu JAK?2. Tato studie provedla analyzu mutaci JAK2 u 1811 pacientt
s diagnostikovanou MPN. Z téchto pacienti byla u 271 (16 %) prokazana mutace JAK2.
Nejfrekventovanéjsi mutaci byla zaména p.V617F, ktera byla nalezena u 262/271 (96,7 %)
pacienta. U 9 /271 (3,3 %) pacientd byla nalezena mutace v exonu 12 genu JAK2.
Tato studie potvrzuje vyznam mutaci JAK?2 jako diagnostickych markera pro MPN.

Studie Ullah er al. v roce 2022 referuje metodu qPCR pro detekci mutaci v genu
MPL naurovni LOD 5 % VAF. Tato metoda ukazala vyhody jako kratsi doba odezvy a nizsi
naklady. Celkem bylo otestovano 128 pacientt s diagnostikovanou MPN. Mutace MPL byly
uspeésné detekovany u 3/128 (2,34 %) pacientd. Vysledky naznacuji, ze tato metoda je

vhodna pro screening mutaci MPL.

V roce 2022 Araiho et al. provedli analyzu genta spojenych s MPN pomoci genového
analyzatoru i-densy IS-5320 (fully autommated gene analyzer). Analyzovali 384 vzorki.
U nich zachytili 171 mutaci JAK2 V617F, 10 mutaci v exonu 12 JAK2, 104 mutaci
v CALR a 26 mutaci v MPL. Mutace byly detekovany alelové specifickou PCR, digitalni
PCR a pfimou sekvenaci. Zavéry studie naznacuji, ze i-densy IS-5320 je ucinnou metodou
pro detekci genovych mutaci spojenych s MPN. Celkové méla tato metoda vysokou citlivost
a specificitu pifi detekci mutaci v genech JAK2 V617F, JAK2 exonl2, CALR a MPL.
Nicméné metoda ma sva omezeni, zejména pokud jde o detekci vzacnych mutaci s nizkou

alelickou nalozi.

V této praci byla optimalizovana metoda dPCR od firmy Stilla pro detekci mutaci
F537_KS539L, N542_E543del, E543_D544del, H538_K539QL v genu JAK2 a mutace
W515K, W515L, S505N v genu MPL u souboru pacienti léCenych s diagnozou
Ph-negativni myeloproliferativni neoplazii. Digitalni PCR od firmy Stilla umoziuje
multiplexovani az s Sesti riznymi fluorochromy. Experimenty pro optimalizaci zahrnovaly
homozygotni kontroly (Gene block Fragment, IDT) nasyntetizované pro konkrétni
variantu/mutaci a sondy se specifickym fluoroforem. V souboru 22 pacientd s erytrocytdézou
NS jsme ovéfovali pritomnost nejcastéji zastoupenych mutaci v exonu 12 genu JAK2.
Reakce byla provedena jako multiplexni. V daném souboru pacientli byly mutace ovéfeny
a prokazany pouze uvzorkl, u nichz byla mutace prokazana piedeslou fragmentacni
analyzou. U zadného dal§iho vzorku nebyla mutace v exonu 12 genu JAK2 zachycena.

Detekce mutaci v této oblasti je komplikovana jejich nizkou nalozi. Tyto mutace se vyskytuji
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velmi vzacné. U 5 pacienti s pifedem prokazanou mutaci v genu MPL byla nastavena
a optimalizovana multiplexni detekce pro simultanni analyzu v kodonech W515 a S505.
U vSech pacientd byly mutace detekovany. Podafilo se nam nastavit experimenty tak,

aby byly vyuzitelné v rutinni diagnostice.

44



6. Zavér

Pouziti metody digitalni PCR (dPCR) od firmy Stilla je vhodné pro detekci mutaci v genech
JAK2 a MPL u pacienti s Ph-negativnimi myeloproliferativnimi onemocnénimi (MPN).
Tato technologie umoziuje multiplexovani s pouzitim az Sesti ruznych detekénich

fluorescen¢nich kanalt, které poskytuji flexibilitu a efektivitu pfi analyze vzorka.

V ramci experimentll byla zoptimalizovana multiplexni assay pro detekci mutaci
v exonu 12 genu JAK2 a genu MPL. Kompenzace a optimalizace dPCR jsou nezbytné pro
spravnou interpretaci vysledkli a minimalizaci nespecifickych efektl, jako je prelévani
fluorescence (presvit) a vznik "rainu". Vytvorili jsme kompenza¢ni matici a optimalizovali
jsme teplotu dPCR, coz vedlo ke zlepSeni rozliSeni pozitivnich a negativnich populaci
asnizeni fale$né pozitivnich vysledkd. V dal§i fazi optimalizace jsme se zabyvali
stanovenim optimalni koncentrace sondy a pozitivnich kontrol pro dosazeni nejlepSiho

pomeéru mezi citlivosti a specificitou detekce cilovych sekvenci.

Provedli jsme ovéfeni ucinnosti obou assayi na pacientech, u kterych byla dfive
mutace detekovana alternativni metodou. Poté bylo vysSetfeno 22 pacientt s erytrocytozou
NS, u nichz nebyla mutace zachycena ani metodou dPCR. Nicmén¢ tyto assaye jsou nyni

pfipraveny k rutinnimu pouziti pro diagnostické vySetieni.

Digitalni PCR se ukézala jako efektivni nastroj pro citlivou a spolehlivou detekci
mutaci s vysokou specificitou, coz je kliCové pro diagnostiku a monitorovani pacientd
s MPN. Diky svym vyhodam ve srovnani s tradiénimi metodami by mohla byt digitalni PCR
perspektivnim smérem pro budouci vyzkum a klinickou praxi v oblasti hematologie

a onkologie.
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Seznam pouzitych symbolu a zkratek

Allo-HSCT Alogenni transplantace hematopoetickych bunék
AML Akutni myeloidni leukémie
BCR-ABLI1 Fuzni gen BCR-ABL1

CALR Kalretikulin

CAMT Amegakaryocytarni trombocytopenie
CBCL Kozni difuzni velkobunéény B-lymfom
CD Cluster of differenciation

cffDNA Cirkulujici volna fetalni DNA

CLP Lymfoidni progenitor

CML Chronicka myeloidni leukémie

CMP Myeloidni progenitor

CNV Variace poctu kopii

CNV Pocet kopii vektoru

Cp Crossing point

ctDNA Cirkulyjici tumorova DNA

CY5 Cyanin 5

DLBCL Difazni velkobunéény B-lymfom

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dPCR Digitalni polymerazova fetézova reakce
ET Esencialni trombocytémie

FAM Fluorescein Amidit

FNOL Fakultni nemocnice Olomouc

GMO Geneticky modifikované organismy
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HEX
HIV
HPV
HSC
HTH
JAK

JH
MNS
MPD
MPL
MPN
MYD88
NGS
NTC
PCNSL
PCR
PCR

Ph
PMF
PV
RNA
RT-qPCR
SH

STAT

Hexachlorfluorescein

Human Immunodeficiency Virus
Human Papillomavirus
Hematopoetické kmenové bunky
ereditarni trombocytémie
Janusova kinaza

Janus homology domain
Myeloidni neoplazie sleziny
Myeloproliferativni onemocnéni
Trombopoetinovy receptor
Myeloproliferativni neoplazie
MYD88 innate immune signal transduction adaptor
Next Generation Sequencing
Netemplatova kontrola

Primarni lymfom centralniho nervového systému
Polymerazova fetézova reakce
Polymerazova retézova reakce
Philadelphsky chromozom
Primarni myelofibroza
Polycythemia vera

Ribonukleova kyselina
Kvantitativni PCR v redlném case
Src homology domain

Signal Transducers and Activators of Transcription
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TagMan Metoda detekce v realném Case

WM Waldenstromova makroglobulinémie
WT Wild type (divoky typ)
XPO1 Exportin
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