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SUHRN

Genotypizacia nadorovych biomarkerov je zdkladom personalizovaného pristupu
k liecCbe onkologickych pacientov. Prognostické, prediktivne, diagnostické
a terapeutické biomarkery su aplikované v réznych krokoch detekcie a liecby
nadorov. Pre genotypizaciu biomarkerov su vyuzivané rychlo sa rozvijajice metody

sekvenovania novej generacie.

V tejto bakalarskej praci su popisané biomarkery pouzivané pre vybrané typy nadorov.
Rozobrané je problematika a najnovsie trendy v detekcii mutacii z cirkulujicej nadorovej
DNA, u ktorych st pre zlepSenie kvality sekvenovania pouzivané unikatne molekulové
indexy. Dalej su v tejto praci spracované metody masivne paralelného sekvenovania
sdbérazom na sekvenovanie na platforme Illumina aspracovanie dat s vysokym

sekvenacnym pokrytim.

V experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace je popisany proces optimalizacie
jednokrokovej pripravy sekvenaénej kniznice s pouzitim unikdtnych molekulovych
indexov. K ciel'om tejto prace patrila optimalizacia pripravy vzoriek na sekvenovanie na
platforme lllumina a n&slednd analyza dat s vyuzitim softvéru MAGERI. V neposlednom
rade bol navrhnuty postup validacie tejto metody.



SUMMARY

Genotyping of tumor biomarkers is the basis for a personalized approach to the treatment
of cancer patients. Prognostic, predictive, diagnostic and therapeutic biomarkers are
applied in various steps of tumor detection and treatment. For genotyping of biomarkers,

rapidly developing methods of Next Generation Sequencing are used.

In this bachelor thesis are described biomarkers used for selected types of tumors. The
issue and the latest trends in the detection of mutations from circulating tumor DNA, in
which unique molecular indexes are used to improve sequencing quality, is discussed.
Furthermore, massive parallel sequencing methods are being developed in this work, with

emphasis on lllumina sequencing and processing of data with high sequencing coverage.

In the experimental part of this bachelor thesis is described the process of optimalization
of one-step sequencing library preparation using unique molecular indexes. The aim of
this work was to optimize sample preparation for sequencing on the Illumina platform
and the subsequent data analysis using MAGERI software. Last but not least, an approach

for validating this method has been proposed.
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1 UVvOoD

Genotypizacia biomarkerov s pouzitim vzoriek cirkulujucej nadorovej DNA (ctDNA)
Z tekutej biopsie prindsa presnejSiu reprezentdciu heterogenity nddoru ako vzorky
tkaniva. ctDNA je uvolfovana z apoptotickych a nekrotickych buniek nadoru
do cirkulacie, kde sa nachadza spolu s volnou DNA pochadzajacou z nemalignych
hostitel'skych buniek. Vyhodou pouzitia ctDNA je tieZ neinvazivnost’ tohto vySetrenia
aznej vyplyvajuica moznost opakovanej detekcie mutéacii pocas priebehu liecby

onkologickych pacientov.

Vzhl'adom na to, Zze ctDNA je idealnym zdrojom genetickych informacii u pacientov
snadormi, jej vyuzitim v klinickych aplikaciach sa dnes zaoberaji mnohé Studie.
Rozvijaju sa najma digitalne genomické technoldgie ako hlboké sekvenovanie, digitalna
PCR alebo BEAMing. Moznostou ako zvysit' schopnost’ detekcie mutacii s hizkou
frekvenciou je aj inkorporacia univerzalnych molekulatnych indexov do sekvenacnej
kniznice. Jednou z moznosti je ligacia adaptérov obsahujucich indexa¢nu sekvenciu
Vv priebehu pripravy kniznice uréenej pre sekvenaéné metddy novej generacie. UMI su
detegované Vv procese spracovania sekvena¢nych dat aso zhodnych sekvencii
je vytvoreny konsenzus. Na zaklade tvorby konsenzu je mozné urCit’ pocet molekul
v pévodnej vzorke DNA, identifikovat PCR duplikaty, artefakty a chyby, ktoré vznikli
pocas amplifikacie a sekvenovania vzoriek. Na zaklade toho je mozné znizit' limit

detekcie mutacii pod 1 %.

V experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace bola optimalizovana metoda zalozena na
sekvenovani pomocou platformy Illumina MiSeq, Vv ktorej bol pouzity postup

jednokrokovej pripravy sekvenacnej kniZnice.



2 CIELE PRACE

Teoreticka ¢ast’

Zoznamit' sa s problematikou personalizovanej mediciny a (prediktivnych ¢i
prognostickych) biomarkerov pre pl'icny karcindm, pankreatické nadory, gliomy
a glioblastomy.

Spisat’ reSer§ o pouziti masivne paralelného sekvenovania (MPS) pre typizéciu
génov spojenych s rozvojom nadorov.

Zoznamit’ sa s témou sekvenovania na platforma Illumina MiSeq a moznostiach
spracovania dat s vysokym sekvena¢nym pokrytim.

Spisat’ reSer§ o biomarkeroch vySetrovanych alebo skimanych z cirkulujucej
nadorovej DNA.

Zoznamit sa Sstémou molekularnych barkédov pre zlepsenie kvality
sekvenovania a citlivosti detekcie mutécii, najmd vo vzorkach cirkulujlcej
nadorovej DNA z tekutej biopsie.

Popisat’ najnovsie trendy a technologie v oblasti detekcie mutacii v cirkulujucej

nadorovej DNA (napr. hiboké sekvenovanie, digitdlna PCR, atd’.).

Prakticka ¢ast’

Zvladnutie dizajnu $pecifickych primerov pre biomarkery.

Zvladnutie metody pripravy sekvenacnej kniznice pomocou $pecidlnej PCR
amplifikacie pre detekciu vybranych biomarkerov (napr. EGFR, IDH1, IDH2
prip. KRAS, NRAS) s nizkym limitom detekcie (<1%).

Optimalizacia parametrov pripravy sekvena¢nej kniznice (primery, ¢as, teplota,
atd’.).

Zadanie sekvena¢ného behu a sekvenovanie vzoriek na platforme Illumina (napr.
MiSeq).

Spracovanie sekvena¢nych dat pomocou specifického softvéru (napr. MAGERI).
Interpretécia a analyza dét.

Validacia sekvenac¢nej metddy na sade vzoriek (urCenie $pecificity, senzitivity,

limitu detekcie, robustnosti, opakovatelnosti).



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Personalizovana medicina a biomarkery pre vybrané typy nadorov

Personalizovand medicina predstavuje novy pristup zdravotnej starostlivosti a liecby
prispbsobenej pacientovi na zaklade jeho genetickych informacii. Individualizaciu
nadorovej lie€by umoznilo akumulovanie poznatkov o zékladnych mechanizmoch
zapojenych do rozvoja nadorov, zlepSovanie sekvena¢nych moznosti a identifikcia
majoritného mnozstva potencialnych onkogénov a tumor-supresorovych genov. V roku
2004 bol z dostupnej literatury vytvoreny konsenzus, ktory odhadol pocet dovtedy
identifikovanych génov spojenych s rozvojom nadorov na 291 génov (Futreal et al., 2004;
Vogenberg et al., 2010; Wheeler et Wang, 2013).

Genomické technologie ukézali, Ze aj napriek molekularnej unikétnosti kazdého nadoru
st opakovane postihované urcité signalne drahy. Tieto poznatky je mozné aplikovat pri
navrhu a pouziti novych generacii lie¢iv cielenych na drahy zapojené v karcinogenéze.
Produkcia velkého mnozstva sekvenaénych dat viedla k potrebe vyvoja néstrojov
umoznujucich preklad tychto dat do vysledného odporticania lieCby pre pacientov, jej
spravnej davky a rozvoja novych cielenych lieCiv. Pri generovani modelov progresie
ochorenia a terapeutickej odpovede na lieivo zohravaju rolu hlavne nové
bioinformatické metddy schopné zhromazd’ovat, manaZzovat' a analyzovat vel'ké
mnozstvo komplexnych molekularnych a klinickych dat (Cheng et al., 2019; Lowy
et Collins, 2016).

National Cancer Institute (NCI) definuje biomarker ako biologicki molekulu detegovanu
z krvi, inych telovych tekutin a tkaniv ako znak normélnych alebo abnormalnych
procesov, stavov ¢i chordb. Biomarkery su aplikovatel'né vo viacerych krokoch celého
procesu detekcie a liecby nadorov a mozu byt rozdelené do Styroch kategoérii na
prognostické, prediktivne, diagnostické a terapeutické. Prognostické biomarkery s
pouzivané na identifikaciu pacientov s agresivnej$im priebehom ochorenia. Prediktivne
biomarkery st vyuzivané na predikciu pripadnych benefitov stuvisiacich so $pecifickou
liecbou pre daného pacienta. SuU meradlom pravdepodobnosti urcitej odpovede na liecbu,
¢o umoznuje identifikaciu najvhodnejSej terapie v individudlnych pripadoch.
Diagnostické biomarkery umoziuja skoru detekciu nadorovych ochoreni neinvazivnou
cestou. Terapeutické biomarkery priamo prispievajice do rastu nadoru mozu byt pouzité

ako terapeutické ciele. Na zaklade toho je kladeny doraz nie len na identifikaciu novych



markerov ale aj na pochopenie ich biologického vyznamu za i¢elom moznosti liecby
cielenej proti nim (McShane et al., 2005, Lin et al., 2012; National Cancer Institute, 2018;
Shen, 2013; Verdaguer et al., 2017).

3.1.1 Mutécie receptoru epidermalneho  rastového faktoru alie¢ba

tyrozinkindzovymi inhibitormi

Receptor epidermélneho rastového faktoru (EGFR) patri do rodiny transmembranovych
tyrozinkinazovych receptorov oznacovanych ako HER1-4. Epidermalny rastovy faktor
(EGF) bol jednym z prvych objavenych rastovych faktorov. Neskorsie $tadie potvrdili,
Ze tento protein sa viaze na receptor na bunkovom povrchu. Ten po dimerizacii
a autofosforylacii piatich $pecifickych tyrozinov aktivuje intracelularnu tyrozinkinazu
a prenasa tak signal réznymi cestami do jadra, kde ovplyviiuje expresiu génov zapojenych
do podpory bunkovej proliferacie (Cohen S., 1983; Ullrich et Schlessinger, 1990; Yarden
etal., 1987).

Zvysena aktivita receptoru moze byt sposobena réznymi mechanizmami, medzi ktoré
patria mutacie extracelularnej domény. EGFR je tyrozinkinaza nezbita pre transdukciu
signdlu, a preto je cielom pre terapiu tyrozinkindzovymi inhibitormi. Inhibitory receptoru
EGF su vyuzivané v lieCbe nemalobunkového karcinomu pltic, pankreatickych nadorov,
rakoviny hrubého ¢reva a nadorov prsniku (Gupta et El-Rayers, 2008; Sawyers, 2002;
Wee et Wang, 2017).

Z pomedzi jednonukleotidovych mutécii EGFR sa najviac vyskytuje substittcia argininu
za leucin v koddéne 858 (L858R) exonu 21, ktora zastupuje okolo 41 % zo vSetkych
aktivaénych mutécii v ramci génu EGFR. Dalgie mutacie sa vyskytuju v exone 20 a st to
najma inzercie a duplikécie. V exone 19 sa z velkej ¢asti vyskytuju delécie, zastupujlce
45 % zo vsetkych EGFR mutécii. NajcastejSie sa vyskytujice mutacie v Kinazovej
doméne EGFR znazorfiuje Obrazok 1 (Sharma et al., 2007).

K hlavnym mechanizmom, ktoré spOsobuju rezistenciu voci tyrozinkindzovym
inhibitorom (TKI) u pacientov s nemalobunkovym karcinomom pltic patri mutacia
v exone 20 v géne pre receptor epidermalneho rastového faktoru oznacovana ako T790M.
Substiticia treoninu za metionin bola prvykrat zaznamenand v roku 2005 a bola
dokazana jej kritickd funkcia pre védzbu lieciva erlotinib. Liecba pomocou dalSieho

lieciva z rady TKI, gefitinibu, sposobuje selekciu T790M pozitivnych buniek a aj mala



frakcia tychto buniek na zaciatku lieCby, moze viest’ k rezistencii spdsobenej selektivnou

proliferaciou mutovanych buniek (Inukai et al., 2006; Kobayashi et al., 2005).

Mutacia T790M spdsobuje az polovicu pripadov rezistencie na prvu generaciu TKI,
erlotinib a gefitinib. V tychto pripadoch si dostupné TKI tretej generacie cielené
Specificky proti bunkam pozitivnym na mutaciu T790M. Pri vyuziti lieCiv tretej generacie
sa u mnohych pacientov vyvinie terciarna mutacia C797S (substitlcia cysteinu za serin
v exone 20), ktora spdsobi rezistenciu. Detekcia mutacii spdsobujlcich rezistenciu je
preto rozhodujicim faktorom pri vybere vhodnej liecby pre pacientov s nemalobunkovym
karcinomom pl'ic (Chen et al., 2018; Mok et al., 2017; Sequist et al., 2015).

EGFR TKI senzitivne
|

delecial
G719 inZencia inFercia LA858R L8s1a

I

Ex6n18 — Ex6n19 —Ex6n20 | Exén21 |

|

inzercia  T790M

l_Y_)

EGFR TKI rezistentné

Obrazok 1: Schéma zobrazujuca mutacie EGFR génu spOsobujuce senzitivitu
a rezistenciu vo¢i tyrozinkinazovym inhibitorom (TKI) 1. generécie (vytvorené podla
Lovly et al., 2015; Yasuda et al., 2013)

3.1.2 Mikrosatelitova nestabilita u pacientov s nadormi kolorekta

Mikrosatelity su kratke tandémové DNA repeticie, ktoré si nahodne umiestnené
vV l'udskom gendéme a vykazuji vysokt mieru polymorfizmu medzi individualnymi
jedincami. Velké percento kolorektalnych karcinOmov sa rozvija z chromozomalnej
nestability. Napriek tomu asi 12 az 15 % je charakterizovanych mikrosatelitovou
nestabilitou, ktord je spbsobena mutéaciou génov kodujucich proteiny v systéme oprav
replikacie DNA — tzv. mismatch repair (MMR) génov. Tento systém, konkrétne hMutSa,
je schopny rozoznat' nespravne zaradenu bazu v dcérskom vldkne DNA, ktora je

spbsobend chybou pocas syntézy. Tato nespravne zaradent bazu oznali a interaguje
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s exonukledzou, ktora z novonasyntetizovaného ret'azca odstrani niekol’ko bazi. Nasledne
prebicha resyntéza tohto retazca. Druhym systémom je hMutSB, ktory je schopny
rozoznat slucky vytvorené v mikrosatelitovych oblastiach a po naviazani systému
hMutLa nastava ich vystrihnutie a oprava (Grady et Carethers, 2008; Kawakami et al.,
2015; Peltomaki, 2003).

Mikrosatelitova nestabilita je teda markerom pre stratu aktivity systtmu MMR, ktora
spdsobi akumuléciu mutécii v mikrosatelitovych oblastiach. Je definovanad ako zmena
v mikrosatelitovej dizke v DNA, ktora je mozné identifikovat pomocou
elektroforetickych technik a porovnat so vzorkou normalnej DNA od rovnakého
pacienta. Priblizne 20 az 25 % kolorektalnych karcindémov, ktoré vykazuju
mikrosatelitovd nestabilitu, sa vyskytuje u jedincov trpiacich Lynchovym syndrémom.
Lynchov syndrém je diagnostikovany v pripadoch, kedy sa u pacienta vyskytuje
zarodo¢na mutacia v MMR génoch. Vicsina pripadov spojenych s MSI nie je dedi¢ného
povodu a vznikd nadhodnym uml¢anim génu MLH1 (MutL homoldg 1), ktoré je spdsobené
metylaciou jeho promotoru. Po tomto uml¢ani klesa aktivita systému MMR a vzniké tak
mikrosatelitova nestabilita (Boland, 2005; Boland et Goel, 2010; Kawakami et al., 2015;
Lee etal., 2017).

Mikrosatelitova nestabilita vo vysokych frekvencidch je oznacovana ako MSI-H.
Kolorektadlne nadory s MSI-H vykazuju biologicky menej agresivne spravanie
v porovnani s mikrosatelitovo stabilnymi nadormi. Zaroven sa ukazuje nizSia
terapeuticka odpoved’ na chemoterapeuticktl liecbu pomocou fluorouracilu u nadorov
S defektnym MMR systémom, €o poukazuje na potrebu zistenia MMR statusu
u pacientov, pri ktorych je zvazované pouzitie tohto chemoterapeutika. Pri vybere
vhodnej lie¢by pre pacientov s nddormi MSI-H je taktieZ nutné detegovat’ vyskyt inych
mutacii, ktoré sa s vysokou frekvenciou vyskytuju v kolorektalnych nadoroch (Lee et al.,
2017; Lin et al., 2015; Sargent et al., 2010).

3.1.3 Mutacie ¢lenov MAPKinézovej signalnej drahy

V MAPkinazovej drahe sa vyskytuji mutacie u niekol’kych jej ¢lenov, ktory patria do
proteinovych rodin Ras a Raf. Detekcia tychto mutacii sa vyuziva pri predikcii odpovede

na protilatky cielené na receptor epidermalneho rastového faktoru (Tan et Du, 2012).

KRAS onkogén je mutovany priblizne v 35 az 45 % kolorektalnych nadorov s castym

vyskytom bodovych substitlcii v kodénoch 12 a 13. V nizkych frekvenciach sa mutécie



vyskytuji v kodonoch 59, 61, 117 a 146 KRAS génu. Mutécie KRAS a NRAS su
negativnou predikciou odpovede na lieCbu pomocou protildtok cielenych na receptor
epidermalneho rastoveho faktoru (cetuximab, panitumumab). Proteinovym produktom
génu KRAS a NRAS je GTPaza aktivujuca EGFR signalnu drahu. Nasledkom mutacii je
pozmenena GTPazova aktivita a naruSeny proces vymeny aktivneho GTP-viazuceho
stavu za neaktivny GDP-viazuci stav. Tymto spésobom je v bunke akumulovana
konstitutivne aktivna forma proteinu, ¢im je aktivovand proliferacnéd signalny draha

(Bamford et al., 2004; Karapetis et al., 2008; Tan et Du, 2012; Tikhonova et al., 2018).

Dalsim &lenom v tejto MAPKinazovej drahe je gén BRAF, ktory koduje serin/treonin
proteinkinazu, efektor aktivovaného K-Ras proteinu. Asi 15 % kolorektalnych
karcinomov nesie mutaciu v géne BRAF, ktoré st ukazatelnom negativnej prognézy.
Najfrekventovanejsie sa vyskytujucou mutaciou v tomto géne je V60OE, ktora je mozné
detegovat’ v priblizne 90 % vSetkych BRAF mutovanych nadorov. Jednd sa
o0 jednonukleotidovi mutéciu, ktora spdsobuje substiticiu glutdmovej kyseliny za valin
a konstitutivnu aktivaciu B-Raf. Medzi najpouzivanejSie lie¢iva cielené proti BRAF
proteinu s vyskytom mutéacie V600OE patri vemurafenib a dabrefenib (Ascierto et al.,
2012; Di Nicolantonio et al., 2008; Zhang, 2015).

Detekcia mutacii ¢lenov MAPkinazovej drahy zohrava dolezitd Ulohu pri vybere cielenej
terapie. Prikladom je pouzitie inhibitorov cielenych proti MAP2K, ¢o je mitogénom
aktivovana protein kinaza kinaza. U tychto typov lie¢iv bola preukazan rezistencia pri
nadoroch nesticich mutécie v géne KRAS. Dalsou moznostou je pouzitie monoklonalnych
protilatok cielenych na receptor epidermalneho rastového faktoru. Pri ich pouziti
vykazovali nadory nesuce muticiu BRAF a KRAS nizs§iu senzitivitu (Di Nicolantonio
et al., 2008; Karapetis et al., 2008; Wee et al., 2009)

3.1.4 Tumor-supresorove gény asociované s rakovinou prsniku

Jedinci, u ktorych sa vyskytuje heterozygotna mutécia génov BRCA1 (Breast Cancer
Associated 1) alebo BRCA2 (Breast Cancer Associated 2) v zarodo¢nej linii, maju vyssie
riziko vzniku rakoviny prsnikov a taktiez predispoziciu k rakovine ovarii, prostaty a
pankreasu. Tieto gény pésobia ako klasické tumor-supresorové gény a nadory nesice

mutacie v tomto géne vykazuju stratu Standardnej alely (Wooster et Weber, 2003).

Produkty génov BRCA 1 a 2 (d’alej uvedené ako BRCA geny) su lokalizované v jadre

a zapojené do opravnych procesov dvojvlaknovych DNA zlomov, rekombinéacie,



kontroly bunkového cyklu a transkripcie. Koduju velké proteiny, ktoré vykazuju expresiu
v rdznych tkanivach najma v S a G2 faze bunkového cyklu. Produkt génu BRCA2 sa
svojimi vdzobnymi doménami priamo viaze a reguluje aktivitu RAD51 (DNA repair
protein homolog 1), ktory ma katalytickd funkciu pri homologickej rekombinéacii (HR).
Proteinové produkty BRCA génov sa tak zapajaju do kontroly poSkodeni genetickej
informacie pocas bunkového cyklu (Christopher et Ashworth, 2008; Venkitaraman,
2002).

Jedna defektna kopia génu v zarodoc¢nej linii spésobuje predispoziciu ku vzniku roznych
typov rakoviny. V nededi¢nych typoch rakoviny prsnika sa mutacie génov BRCA
vyskytuju iba sporadicky. VysSie riziko vzniku rakoviny prsnika sa vyskytuje u nosic¢ov
mutacie v géne BRCA2. V kontraste k tomu je nizky vyskyt rakoviny ovarii u tychto
jedincov. Na zaklade metaanalyzy 22 §tadii z roku 2003 bolo vy¢islené 10 az 30-kréat
vyssSie riziko vzniku rakoviny prsnika u zien nestucich mutdcie v tychto tumor

supresorovych génoch (Antoniou et al., 2003; Venkitaraman, 2002).

BRCA gény patria medzi rutinne testované a 10 az 15 % pacientov, u ktorych bolo
vykonané sekvenovanie celych BRCA génov, nieslo patogénnu variantu génu. Medzi tieto
varianty patria nezmyselné (nonsense) varianty, inzercie a delécie spésobujuce posuny
Citaciecho ramcu, velké génové prestavby, varianty spdsobujuce zmeny
Vv posttranskripénom zostrihu pripadne patogénne substittcie. Viac ako 5 % pacientov
nieslo neklasifikované varianty zahfiiajuce mutacie v regula¢nych oblastiach, mutacie
potencialne ovplyvitujice zostrih pre-mRNA a mutacie ¢i delécie, ktorych vplyv na
proteinovu Strukturu nie je mozné posudit. Su extrémne vzacne a preto nie je mozné
posudit’ ich efekt zvySenie rizika vzniku rakoviny pomocou $tadii konkrétnych pripadov.
Postdenie patogenity jednotlivych variant je dolezity krok pri diagnostikovani pacientov

a doporuceni pripadne;j liecby (Caleca et al., 2011; Valleé et al., 2012).

V cielenej terapii sa vyuzivaji PARP (poly (ADP-ribose) polymerase) inhibitory, ako
olaparib, ktoré cielia na proteiny schopné prenosu ADP-rib6zy na iné proteiny
a zohravaju rolu v opravach jednonukleotidovych zlomov v DNA. Po zabraneni reparacie
tychto zlomov pomocou inhibicie sa vytvaraja dvojvldknové zlomy, ktoré nie je mozné
efektivne opravit prave v nadoroch nesticich mutécie v génoch BRCA. Studia z roku 2009
vykonana na pacientoch s nddormi prsniku nesucich mutécie v BRCA génoch podporila
koncept vysSej aktivity lie€iva olaparib v tychto pripadoch. V dnesnej dobe su skimané

rozne mechanizmy rezistencie, ktoré mozu byt spdsobené mutaciou v BRCA2 géne
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obnovujucou otvoreny ¢itaci ramec génu a jeho funkciu (Davar et al., 2012; Edwards
et al., 2008; Morales et al., 2014; Tutt et al., 2009).

3.1.5 lzocitrat dehydrogenaza

Gény kodujuce izocitrat dehydrogendzu, IDH1 a IDH2, ktoré hraja vyznamnu rolu
v Krebsovom cykle, si mutované v mnohych typoch ludskych nadorov. Isocitrat
dehydrogendza patri do velkej rodiny oxidoreduktdz, ktoré katalyzuji oxida¢ni
dekarboxylaciu izocitratu na a-ketoglutarat (2-oxoglutarat, o-KG). Kofaktormi tejto
reakcie s NAD+ (oxidovany nikotinamid adenin dinukleotid) alebo NADP+ (oxidovany
nikotinamid adenin dinukleotidfosfat) a hore¢naté iony (Cohen et al., 2013; Reitman
et Yan, 2010).

Mutacie maju za néasledok stratu normalnej katalytickej aktivity. Produkciu
2- oxoglutaratu nahradi jeho redukcia na D-2-hydroxyglutaratu (D-2HG) v reakcii
vyuzivajicej NADPH (redukovany nikotinamid adenin dinukleotidfosfat). Rozdiel medzi
tymito reakciami zobrazuje Obrazok 2. D-2HG je $truktarne podobny, a tak je schopny
posobit’ ako antagonista a-KG. Tento produkt inhibuje aktivitu enzymov zavislych na
a- ketoglutarate, vratane dioxygendz, demetyldz a DNA hydroxylaz. Abnormalna
metylacia histonov, DNA a najmid CpG ostrovéekov je ¢astou spolo¢nou vlastnostou
nadorov s vyskytom mutacii v génoch IDH1 a IDH2 (Cohen et al., 2013; Reitman et Yan,
2010).
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Obréazok 2: Zobrazenie katalytickej aktivity mutovanych (M) a standardnych (WT)
génov IDH (prevzaté a upravené podla Cairns et Mak, 2013; Mellai et al., 2012)



Néadory nesuce IDH1/2 mutacie st heterozygotné a takmer vsetky sposobujt substiticiu
v jednej aminokyseline ich produktov. Zmena aminokyseliny sa vyskytuje v aktivnom
mieste enzymu, ¢o vysvetluje priamy dopad na zmenu katalytickej funkcie. Mutacie IDH
génov boli analyzované v glibmoch, glioblastdmoch a myeloidnych leukémiach,
u ktorych su asociované s lepSou prognozou. Detekcia mutécii IDH nachédza uplatnenie
v diferenciélnej diagnostike gliomov. Na z&klade absencie mutécii v pilocytarnych
astrocytomoch je mozné odlisit dany typ gliomov od rozptylenych astrocytomov
a oligoastrocytomov, ktoré sa rozvijaju po ziskani prvotnej IDH mutacie. Analyzu
mutacii je mozné pouzit’ na rozoznanie primarnych a sekundarnych glioblastomov, ktoré
nie je mozné histopatologicky odlisit’, avSak reprezentuju dva subtypy gliomov (WHO
grade 1V) srozdielnou prognozou. Ich unikatne vlastnosti z nich robia vhodné
biomarkery a potenciélne terapeutické ciele. Absencia Standardnych IDH1/2 enzymov
vytvara moznost’ pouzitia malych molekulovych inhibitorov, medzi ktoré patria PARP
inhibitory, inhibitory nikotinamid fosforiboziltransferazy (NAMPT) ¢i inhibitory BCL-2
(Cohen et al., 2013; Mellai et al., 2012; Molenaar et al., 2018; Pusch et al., 2011; Yang
etal., 2012).
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3.2 Masivne paralelné sekvenovanie

Sekvenovanie nukleovych kyselin od roku 1977, kedy bola prezentovana sekvenacna
metoda Fredericka Sangera s pouzitim nukleotidovych analogov terminujucich
sekvenovany retazec, presli dlhym procesom vyvoja. Od roku 2005 sekvenovanie novej
generacie (NGS) umoziuje masivne paralelné sekvenovanie (MPS), ktoré spociva
VvV simultannom sekvenovani réznych cielovych oblasti genomu abeZzne u viacerych
vzoriek. MPS technoldgie spristupnili moznost zavedenia celogendmového
aexomového sekvenovania do klinickej praxe. Rychla charakterizacia viacerych
individualnych genémov dovol'uje skimat’ komplexnost’ génovych variécii spojenych s
rozvojom nadorov a umozhuje vyuzitie genetickej informécie pacienta
v personalizovanej medicine (Bently et al., 2008; Sanger et Coulson, 1977; Serrati et al.,
2016).

DNA sekvenovanie zahfna celogenomové sekvenovanie (WGS), celoexdémové
sekvenovanie (WES) a cielené sekvenovanie oznaCované tiez ako panelové.
Celoexdmove sekvenovanie sa zameriava regiony kodujlce proteiny, ktoré zahfnaja viac
ako 1 % Tl'udského gendomu. Cielené sekvenovanie je zamerané na selekciu génov
relevantnych pre Specifické ochorenie a je dostupnejSie pre klinicka aplikaciu
vo viacerych laboratériach, pricom je navrhnuté tak, aby maximalizovalo pokrytie,
senzitivitu a Specificitu u vybranych génov (Adams et Eng, 2018; Dillon et al., 2018;
Illumina, 2017; Biesecker et Green, 2014, Serrati et al., 2016).

Napriek tomu, ze NGS umoznuje paralelné sekvenovanie velkého mnozstva DNA
molekul, sekvenovanie celého gendomu stale nie je praktické a dostupné pre vacsinu
klinickych aplikécii vzhl'adom na vel'ké mnozstvo ziskanych informacii a nedostupnost’
systémov schopnych vystup spracovat. Dahl a kolektiv vo svojej studii vyuzivaju
techniky masivneho sekvenovania pre sekvencie amplifikované v multiplexovej PCR. Pre
tento spdsob je kluCové, aby amplifikdcia negenerovala neSpecifické artefakty
a produkovala cielené sekvencie v rovnomernej distribacii. Metdda spajajuca
multiplexovi PCR a sekvenovanie novych technoldgii umoziiuje rychle a finanéne
efektivne sekvenovanie mutacii génov spojenych s rozvojom karcindmov a vysSiu
sekvena¢nu hibku v porovnani s celogenémovym sekvenovanim (Dahl et al., 2007;
UnitedHealthcare®, 2019).
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Sekvenovanie ribonukleovych kyselin slazi na detekciu alternativneho génového zostrihu
transkriptu, posttranskripénych modifikacii, fuznych génov, jedno-nukleotidovych
polymorfizmov (SNP) a zmien v expresii génov. Pomocou NGS je taktiez mozné skiamat’
epigenetické zmeny ako metylaciu promotoru, molekuly microRNA a expresiu malych
RNA (Serrati et al., 2016).

3.2.1 Sekvenacné platformy

Roche 454 bol prvym komer¢ne tspeSnym systémom pre sekvenovanie novej generacie,
ktory vyuzival pyrosekvena¢nu technologiu zalozent na detekcii pyrofosfatu uvol'neného
pocas inkorporacie nukleotidov. Pri tejto technoldgii je mnozstvo uvolneného
pyrofosfatu imerné mnozstvu inkorporovanych nukleotidov a nasledne je kvantitativne
prevedeny na ATP, ktoré pohana premenu luciferazy na oxyluciferin a svetelny signél.
Prevedenie uvol'neného pyrofosfatu pomocou enzymatickych reakcii na viditel'né svetlo

prebieha proporcionalne (Sequeira et al., 2012; Benkovic et Cameron, 1995).

V dnesnej dobe st vo vyskume vyuzivané viaceré vykonnejSie platformy pre DNA
sekvenovanie, ako lon Torrent Personal Genome Machine (PGM), Life Technologies
SOLID platforma (Sequencing by Oligo Ligation Detection) a Illumina. PGM vyuziva
meranie zmien pH pocas polymerizacie, ktoré sU sposobené uvolnenim proténu pri
inkorporécii nukleotidu. Zmena pH je nésledne prevedena na napétie, ktoré zodpoveda
poctu inkorporovanych bazi a postupné pridavanie individualnych nukleotidov behom
kazdého cyklu, umoziuje ich rozlisenie. PGM je prvym komerénym sekvenaénym
pristrojom, ktory nevyuziva fluorescenciu a optické skenovanie na rozliSenie
nukleotidov, ¢o podstatne zvysuje rychlost’ procesu, znizuje naklady a vel'kost’ pristroja.
V roku 2012 bol na trh uvedeny pristroj lon Proton, ktory funguje na rovnakom principe
a je vhodny pre exdmové sekvenovanie (Liu et al., 2012; Mellmann et al., 2011; Zhang
etal., 2015).

Life Technologies SOLiD platforma vyuZiva fluorescencne znacené dinukleotidové
proby, ktoré st po inkorporacii do templatovej DNA ligované na primery v tuhej faze.
Na generovanie klondlnych DNA fragmentov uchytenych na gulickdch (beads) je

aplikovana emluzna PCR (Glessner et al., 2009; Dressman et al., 2003).

Globalnym lidrom v DNA sekvenovani je Illumina, ktor4 vyuziva sekvenovanie
pomocou syntézy, kedy je DNA kniZnica denaturovana a uchytend na prietokovi

komorku pomocou oligonukleotidov komplementarnych k adaptérom, ktoré su ligované
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k analyzovanym fragmentom pocas tvorby kniZznice. Nasledne prebieha mostikova
amplifikacia vytvarajuca klastre obsahujuce klonalne fragmenty DNA. Jednotlivé baze
st Citané s pouzitim cyklickej reverzibilne terminatorovej stratégie vyuzivajlcej
sekvenovanie templatového vldkna po jednom nukleotide v cykloch zahfnajucich
inkorporaciu baze, premytie, vizualizaciu a odstiepenie terminatora. (Guo et al., 2008;
Liu et al., 2012; lllumina, 2018; Quail et al., 2012).

3.2.2 Vyutzitie sekvenaénych technolégii v onkologii a génové panely

Vicsina nadorovych ochoreni je geneticky komplexnych, a preto lepsie definovatel'nych
pomocou aktivacie signalnych drah, nez Specifickou sadou mutacii. Aj napriek tomu
uspech Projektu l'udského gendmu (Human Genome Project) inSpiroval vyskum genomu
u roznych typov nddorovych ochoreni. NajefektivnejSiu metddu pre zistenie velkého
mnozstva genomickych informacii o rakovine predstavuje prave technologia masivne
paralelného sekvenovania, sekvenovanie novej generacie (Ledford, 2010; Reuter et al.,
2015).

Sekvenovanie novej generacie postupne umoziuje rychlejSie sekvenovanie
individudlneho pacientskeno gendmu ¢i jeho Casti s vynalozenim nizsich finan¢nych
prostriedkov, takze je mozné nielen jeho vyuzitie pre vyskumné potreby, ale i v klinickej
praxi. Aj ked’ je celogenomové sekvenovanie technicky mozné, poskytuje viac informacii
ako sme schopny prakticky analyzovat a interpretovat. Naro¢né je najmé sprocesovanie
tohto mnozstva dat na arovni, ktora si klinicka aplikacia vyzaduje a vysoké financné
zatazenie pre diagnostiku individudlneho pacienta. Rozvijané sU preto najma génové
panely, zaloZzené na sekvenovani novej generacie, u ktorych je mozné vySetrovat’ iba
klinicky dolezit¢é gény. V dneSnej dobe su tieto testy prvou volbu v individudlnej
pacientskej nadorovej starostlivosti, po zavedeni NGS technolégii do praxe.
Pre pacientov s podozrenim na dedi¢ntl predispoziciu ku konkrétnemu typu nadoru, je
mozné navrhnut’ panely obsahujice gény spojené s touto predispoziciou, umoziujice

dosiahnut’ dostatoént hibku pokrytia (Nagahashi et al., 2018; Pritchard et al., 2012).

Prikladom st QIAseq Target DNA panely, ktoré umoziiuju digitdlne DNA sekvenovanie
s vyuzitim unikdtnych molekularnych indexov (UMI) na detekciu variant s nizkou
frekvenciou, somatickych mutacii, jednonukleotidovych polymorfizmov, zmien v pocte
kopii, inzercii a delécii. S vyuzitim cieleného sekvanovania QIAseq panely efektivne

zvysujt sekvenaénu hibku a pocet spracovanych vzoriek s nizkymi finanénymi nakladmi.
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Znizenie limitu detekcie variant je umoznené vyuzivanim vysokooptimalizovanej
reakénej chémie, ktord integruje UMI v procese cieleného obohatenia. Obrazok 3
znazornuje pripravu kniznice, kedy v prvom kroku dochadza k vlozeniu UMI a nasledne
prediZeniu cieleného tiseku pomocou jedného primeru. Nasledne prebieha inkorporacia
indexov pre odlisenie jednotlivych vzoriek. Priprava kniznice trva 9 hodin. Vzorka
spracovana tymto spdsobom je osekvenovand, data su spracované pomocou QlAseq
Target DNA Panel softvérovej analyzy a interpretované s pouzitim Specifickych
nastrojov (QIAGEN, 2017).

DNA
|
lFragmenta'cia
T 5'
S - < .
l Priprava kniznice
S' e— UM
- g -
L. 4\ v
—L_ 5'
lCielené obohatenie 9h
5! Tr-
T =
lIndexovanie vzoriek a amplifikacia
5 = = —
— G
P | 5P
lPtiprave.né kniznica
Q. —
7 . ———
e

Obrazok 3: Priprava kniznice pomocou QIAseq Target DNA Panels (prevzaté a
upravené podl'a QIAGEN, 2017a)

Legenda: UMI — unikatny molekulovy index. GSP — génovo $pecificky primer. SIP — primer
obsahujuci index ozna&ujici vzorku. FP — forward primer. UP — univerzalny primer. Cervena
hviezda — cielena mutacia. Modra hviezda — chyba vznikajuca v procese pripravy kniZnice,

ktora je eliminovana pomocou vyuzitia UMI.
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3.3 Sekvenacna platforma Illumina

V roku 2006 vydala Solexa pristroj Genome Analyzer, ktorého vykon bol 1 Gb (10° baz)
na jeden sekvenacny beh. Nasledne bola Solexa v roku 2007 odkipena spolocnost'ou
Illumina. V poslednych rokoch dominuje sekvena¢nému trhu, najmd kvoéli nizkej
sekvenacnej cene za bazu. Vyuziva sekvenovanie pomocou syntézy (SBS), kedy je
amplifikovany DNA templat imobilizovany na akrylamidom pokrytom povrchu

sklenenej prietokovej komarky (Illumina, 2018; Liu et al., 2012; Quiail et al., 2012).

V dne$nej dobe st dostupné dva rady sekvenatorov od firmy Illumina. K stolnym
sekvenatorom patria iSeq, MiniSeq, MiSeq a NextSeq. Dostupné su vysokokapacitné
sekvenatory, ku ktorym patri HiSeq, HiSeq X, NovaSeq ale je moZzné sem zaradit’
i NextSeq sériu. Pristroj HiSeq 2000, ktorého vykon ¢ini 200 Gb na sekvenaény beh,
je pomocou multiplexovania inkorporovaného v pouzivanych primeroch a adaptéroch
schopny simultanne spracovavat stovky ¢i tisice vzoriek. Illumina v roku 2011 vydala
pristroj MiSeq urfeny pre vyuzitie v menSich laboratoriach ana trhu Kklinickej
diagnostiky. S pristrojom HiSeq zdiel'a va¢sinu technologii a nachddza svoje praktické
vyuzitie najma v sekvenovani amplikonov a bakterialnych vzoriek. MiSeq umoziuje
sekvenovanie DNA v ¢ase kratSom ako osem hodin azahfiia tvorbu klastrov,
sekvenovanie a analyzu dat v jednom pristroji. Tento systém je schopny produkovat’
parové 300 bazové ¢itania a 0.5 Gb az 15 Gb nukleotidovych sekvencii v priebehu
jedného sekvenacného behu. Maximalne mnoZstvo vystupnych dat poskytuje pristroj
NovaSeq, u ktorého vystup &ini 6000 Gb a umoziiuje az 20 biliénov ¢&itani s dizkou
2 X 150 bp v jednom sekvenacnom behu. Tento pristroj nachadza uplatnenie v WGS,
WES, sekvenovani malych gendmov, cielenom sekvenovani, metylacnom sekvenovani,
v aplikécii pri analyze RNA, interakcidch DNA-protein a v shotgun metagenomike
Pristroj HiSeq X znizil cenu potrebnii na osekvenovanie genému s pokrytim 30x pod
1000 USD (Genetica, 2019; Illumina, 2013; Illumina, 2016; Illumina, 2019; Liu et al.,
2012).

3.3.1 Priprava kniZnice a sekvenovanie pomocou syntézy (SBS).

Priprava kniznice pre sekvenovanie novej generacie zahfiia fragmentaciu DNA, pripadne
cDNA (complementary DNA) a naslednu ligaciu adaptérov, oligonukleotidov o znamej
sekvencii, na oba konce fragmentu (vid Obrazok 4). Alternativou je pouzitie

tagmentacie, ktord spdja tieto dva kroky do jedného, ¢im zvySuje efektivitu pripravy
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kniznice. Fragmenty s ligovanymi adaptérmi su nasledne amplifikované pomocou PCR.
Jednotlivé protokoly pre pripravu kniznice mézu byt plne automatizované. Illumina
ponuka rieSenia pre pripravu kniznic, urcené pre rozne NGS metody zahtiiajuce napriklad
celogendmove sekvenovanie, cielené DNA a RNA sekvenovanie (lllumina, 2017; Zhou
etal., 2010).

Genomicki DNA

1_

Ligacia

T ——
B
KniZnica L r—

Obréazok 4: Priprava kniznice pre NGS pomocou systému Illumina (prevzaté a

upraven¢ podla Illumina, 2017)

Pripravend kniznica je nanesena na prietokovi komdrku, kde su fragmenty denaturované
a na zéklade komplementarity zachytené pomocou oligomérov naviazanych na povrchu
komorky. Kazdy imobilizovany jednoretazovy fragment DNA vytvara mostikova
Struktiru, pomocou hybridizacie jeho vol'ného konca s komplementarnym adaptérom.
Po pridani PCR reagencii je tento fragment amplifikovany pomocou mostikovej
amplifikacie, ¢im sa po niekol’kych PCR cykloch utvéraja klastre obsahujuce tisice kopii
jedného DNA vlakna (vid’ Obréazok 5). V samotnom sekvenovani (obrazok 5) st pouzité
deoxynukleotidy s reverzibilne naviazanym terminatorom. Jednotlivé baze su detegované
pri inkorporacii na zaklade komplementarity k templatovému retazcu DNA (lllumina,
2017; Zhou et al., 2010).
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Tvorba klastrov

Prietokova komérka s
naviazanymi fragmentami
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Obrazok 5: Tvorba klastrov pomocou mostikovej amplifikécie a sekvenovanie na

platforme Illumina (prevzaté a upravené podl'a Illumina, 2017)
3.3.2 Moznosti spracovania sekvenacnych dat

V procese analyzy su identifikované sekvena¢né Citania zarovnané K referen¢nému
genému. Primarnym datovym vystupom u vsetkych sekvenaénych platforiem je datovy
stbor vo formate FASTQ obsahujici sekvencie jednotlivych ¢itani a skore kvality pre
kazdu bazu. U multiplexovanych vzoriek je nutné v prvom kroku tvorby FASTQ stboru
jednotlivé klastre pridelit’ ku vzorkdm na zéklade indexovych sekvencii. Subory st

nasledne  komprimované, obsahuji  sekvena¢ny identifikator s informaciami
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0 sekvena¢nom behu a klastri, sekvenciu, separator (znak +) a skore kvality (Illumina,
2017a; Ledergerber et Dessimoz, 2011).

Pri sekvenovani novej generacie pomocou sekvenacnej technologie Illumina je v jednom
sekvena¢mon behu typicky vyprodukovanych 50-200 milionov &itani o dizke 32-100 bp,
¢im sa vytvara tlak na pouzivanie softvérov schopnych mapovat velké mnozstvo
kratkych ¢itani na referenény genom. K tomu je mozné pouzit’ napriklad softvér MAQ
(Mapping and Assembly with Qualities), BWA (Burrows-Wheeler Alignment)
a BowTie, ktoré pouzivaji podobny algoritmus. Softvér BWA je schopny mapovat
jednotlivé Citania k referencnému genému v kratSom case s rovnakou presnostou ako
spominany MAQ, avsak nie je vhodny pre mapovanie dlhych sekvencii, pri ktorych sa
odportca rozdelenie ¢itania do kratkych fragmentov a ich nésledné oddelené mapovanie
k referencii (Li et al., 2008; Li et Durbin, 2009).

Pomocou gendmovych prehliadacov ako IGV (Integrative Genomics Viewer) je mozné
vizualizovat' jednotlivé sekvenacné Citania zo suborov vo formdate SAM, pripadne
v bindrnom formate BAM. Ten umoziuje definovanie 'ubovolnych anotacii vzorky,
napriklad identifikator alebo fenotyp, ktoré su pridelené k jednotlivym datovym stopam
(Robinson et al., 2011).

V dalSom kroku je nutné vyhladat vSetky odliSnosti nasekvenovanej DNA
od referen¢ného gendomu (variant calling). Tento krok je kluovy pre odlisenie
skuto¢nych variant od artefaktov pochadzajicich z pripravy kniZnice, sekvenovania
a mapovania. Genetické varianty je mozné rozdelit’ do troch skupin: jednonukleotidové
varianty (SNV), multinukleotidové varianty (MNV), inzercie adelécie (indel),
Strukturalne varianty (SV). V prvom kroku je nutné vyradenie ¢itani s nizkou kvalitou.
Na detekciu jednotlivych variant su pouzivané rozne algoritmy, ktoré je mozné rozdelit’
na analyzu variant medzi nddorovou a normalnou vzorkou pacienta, analyzu pre jednu
vzorku v pripadoch, kedy je dostupna iba nadorova vzorka. Dalej je mozné pouzit
analyzu zaloZzeni na univerzalnych molekulovych indexoch u variant s nizkou

frekvenciou a analyzu RNA-seq, ktora deteguje fuzne gény (Xu, 2018).
3.3.3 Analyza variant zaloZena na unikatnych molekulovych indexoch

UMI st pouzivané pre detekciu variant s nizkou frekvenciou, ktoré by mohli byt
zamenené s chybami pri sekvenovani, ktoré su u platforiem Illumina kvantifikované

na 0,1 % na nukleotid. Frekvencia chyb, ktoré vznikaju pri tvorbe Klastrov, sekvenaénych
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cyklov aanalyzy obrazu, je u pristrojov HiSeq 2000 a MiSeq 10~3. Dostupnych je
niekol’ko nastrojov na analyzu variant zalozen na UMI napriklad DeepSNVMiner,
MAGERI, smCounter (Fox et al., 2014; Xu, 2018).

MAGERI (Molecular tagged genome re-sequencing pipeline) je softvérovy nastroj
spajajuci extrakciu univerzalnych molekulovych indexov, spajanie sekvenac¢nych ¢itani
obsahujucich rovnaky index do konsenzu, nasledné zarovnanie k referen¢nej sekvencii
a analyzu variant zo suborov vo formate FASTQ. Toto spracovanie je schopné opravit’
chyby v UMI sekvencii a jeho vyhodou je redukcia dat pomocou konsenzu do skupin
rovnakych molekulovych identifikatorov (MIG). Softvér MAGERI predstavuje rieSenie
uplatitujice sa v aplikdcidch vyzadujicich vysokt presnost’ pri Stadiach nadorovej
gendémovej heterogenity, detekcii cirkulujucej nadorovej DNA a zriedkavych
rezistentnych variant. Zarovnanie k referen¢nej sekvencii a analyza variant vyzaduje
referen¢ny stibor v textovom formate FASTA obsahujicom popis, ktory je nasledovany
sekvena¢nymi datami. MAGERI generuje viacero internych vystupnych suborov, ktoré
sumarizuji vysledky kazdého kroku v procese spracovania. Tieto textové subory sa
pouzivaji na analyzu kontroly kvality. Vystup vo formate SAM mdze byt dalej
vizualizovany pomocou vyssie spominaného IGV prehliada¢u. Druhym typom vystupu
je VCF subor (Variant Call Format), u ktorého je mozné pomocou SnpEff nastroju
predikovat’ efekt genetickych variacii na gény a proteiny (MAGERI, 2015; Pearson,
2016; Shugay et al., 2017).
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3.4 Biomarkery vySetrované z cirkulujucej nadorovej DNA

Cirkulujuca nadorova DNA (ctDNA) patri spolu s cirkulujacimi nadorovymi bunkami
(CTCs), exozémami obsahujucimi fragmenty DNA a cirkulujicou RNA medzi
biomarkery detegované z tekutej biopsie. Nadorové bunky do cirkulacie uvolnuji DNA
fragmenty, ktoré je mozné spolu s fragmentami uvolnenymi z normalnych funkénych
buniek (cfDNA) najst’ v nebunkovej frakcii krvi. ctDNA uvolfiovana zo vSetkych Casti
nadoru je zdrojom celého gendmu nadoru a je ziskavana pocas odberu biologického
materialu oznac¢ovaného ako tekuté biopsia. Tato metdda je v porovnani s biopsiou tkaniv
minimélne invazivna a je mozné ju pouzit na urCenie vhodnej lieCby ¢i progresie
u onkologickych pacientov v skorych $tadiach ochorenia (Chen et al., 2016; Han et al.,
2017; Heitzer et al., 2015; Masuda et al., 2016; Takai et Yachida, 2016).

V roku 1869 boli prvykréat pozorované CTCs u pacientov s metastazami Thomasom
Ashworthom, ktory navrhol pritomnost’ nadorovych buniek v cirkulacii ako mozné
vysvetlenie vzniku metastaz. V roku 1948 bola popisana cirkulujuca DNA (cfDNA)
aVv 1987 bola pozorovana jej zvySena hladina u pacientov s metastatickymi nadormi
Vv pokrocilom $tadiu. Nadorovy povod tychto molekul v plazme onkologickych pacientov
bol dokézany v roku 1994 detekciou KRAS mutacie s pouzitim alelovo Specifickej
amplifikacie vzoriek cfDNA pacientov s nadormi pankreasu. Pritomnost’ mutovanych
onkogénov v plazme a séru tak predstavuje vhodny marker pre diagndzu, determinovanie
odpovede na zvolent liecbu a predikciu progndzy. Povod cfDNA bol v rovnakom roku
potvrdeny u pacientov s akutnou myeloidnou leukémiou, u ktorych bola v kostnej dreni
a plazme detegovana mutacia NRAS génu (Ashworth, 1869; Stroun et al., 1948; Crowley
et al., 2013; Sorenson et al., 1994; Vasioukhin et al., 1994).

3.4.1 Pobvod a viastnosti ctDNA

Cirkulujica nddorova DNA pochadza zo zivotaschopnych, apoptickych a nekrotickych
nadorovych buniek a méze byt uvol'nena z primarnych nadorov, CTCs a metastaz do krvi
pacienta. V krvi sa taktieZ nachddza volnd DNA pochadzajuca z nemalignych
hostitel'skych buniek, ktorej zvySenie je pozorovateIné najmd pri pouziti terapii
sposobujucich poskodenie tkaniva (radioterapia, chemoterapia, operacné zakroky) (Alix-

Panabieres et Pantel, 2016).

Diskriminacia pévodu DNA fragmentov je mozna na zaklade urcenia ich velkosti.

Fragmenty ctDNA s velkostou niekol'kych kilobazi su uvolfiované v procese nekrdzy
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a malé fragmenty, ktorych velkost’ sa pohybuje v rozmedzi 180 az 540 bazi pochadzaju
z apoptotickych buniek. Pol¢as Zivota ctDNA je 15 minut az niekol’ko hodin a je
z cirkulacie odstraiiovand oblickami a peCeiou. Kratka zivotnost’ ctDNA umoZznuje
monitorovanie zmien v priebehu niekol’kych dni (Fleischhacker et Schmidt, 2006; Han et
al., 2017; Jahr et al., 2001; Leon et al., 1977).

U pacientov s nadormi sa dvojvladknové fragmenty DNA v plazme a v séru vyskytuju
V zna¢nych mnozstvach. Mnozstvo DNA v 1 ml plazmy pacientov s réznymi typmi
nadorov sa pohybuje od urovne 10 az 20 ng az po hodnoty 1000 ng. Frakcia ctDNA
koreluje s velkost'ou nddoru. Mensie nddory uvol'iiuji mensie mnozstvo DNA, zatial’ ¢o
vicsie nadory prerastajuce do okolitého tkaniva uvolniuju vacsie mnozstvo fragmentov
a zaroven sa do cirkulacie dostava DNA zo zdravého tkaniva prilahlého k nadoru.
Na zaklade toho, je frakcia ctDNA v celkovej cirkulujucej DNA vyssia v pripadoch, kedy
je mnozstvo cirkulujiicej DNA nizsie. U pacientov s metastatickymi $tadiami nadorov
boli pozorované vyssie hodnoty koncentracie DNA v séru (Jahr et al., 2001; Leon et al.,
1977).

3.4.2 Vyuzitie ctDNA v detekcii nadorovych biomarkerov

Vyznam ctDNA ako nadorového biomarkeru vyplyva z uvolfiovania fragmentov
z delokalizovanych rakovinovych buniek, ¢o potencialne prinasa presnejsiu reprezentaciu
heterogenity nadoru v porovnani so vzorkami tkaniva. Tekutd biopsia tak pokryva
komplexny geneticky profil nddoru. Aplikaciu ctDNA nachadza v determinacii prognézy,
monitorovani liecby a detekcii recidivy, aproximacii velkosti nadoru, vybere lie¢by
a detekcii rakoviny u jedincov bez prejavov ochorenia. ctDNA umoziuje detekciu
mutécii a epigenetickych zmien v krvnej plazme, ktoré odrazaju fyzicky stav a odpoved’
na Specificktl liecbu u pacientov s rozvojom nadorov. Pritomnost’ genetickych zmien
spojenych s rozvojom nadorov z ctDNA bola popisana u pacientov s nddormi prsnika,
krcku maternice, hrubého ¢reva, Zalidku, hlavy a krku, krvi, pecene, obli¢iek, pankreasu,
koze, ovarii, pl'ic, prostaty a pazeraka. (Diaz et Bardelli, 2014; Fiala et Diamandis, 2018;
Fleischhacker et Schmidt, 2007; Han et al., 2017).

V roku 2003 bola predstavena prva generacia lieCiv cielenych na tyrozinkindzovu
doménu EGFR. U polovice pacientov sa pri pouziti tejto lieCby objavila rezistencia, ktorej
pricina bola identifikovana pomocou vySetrenia biopsie a nasledne potvrdena analyzou

plazmy. Mutécia T790M spdsobujlica spominanu rezistenciu a naslednu recidivu nadoru
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je prvym prikladom toho, ze mutacie spdsobujuce odolnost’ na cielent liecbu solidnych
nadorov je mozné detegovat’ neinvazivne v krvi pacientov. Monitorovanie mutacii
v plazme tak ponuka mozZnost' sledovat’ odpoved’ nadoru na liecbu s pouzitim prvej
a druhej generécie TKI (Chen et al., 2018; Diaz et al., 2014; Lee et al., 2016; Mok et al.,
2017; Sequist et al., 2015; Zhang et al., 2017).

Vzhl'adom na objavenie pri¢iny rezistencie, boli d’alej vyvijané d’alSie generacie TKI,
cielené Specificky proti nddorom nesticim rozne mutdcie. Ich prehlad a vyvoj
schematicky zobrazuje Obrazok 6. Tretia generacia TKI (osimertinib, rociletinib,
olmutinib) je cielena Specificky proti T790M pozitivnym NSCLC, avsak u tejto generacie
sa objavuje novy sposob rezistencie nadorov sposobenej mutaciou C797S. Vzhl'adom na
to, Ze tdto muticia sa javi ako vedlci spOsob rezistencie, je vhodnym cielom na
prekonanie tejto odolnosti nadorov. V tejto spojitosti bola vyvinuta Stvrta generacia TKI
(EAI045), ktora Specificky cieli proti nddorom nesticim mutéacie T790M a C797S (Wang
etal., 2017).
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Obrazok 6: Schéma casového vyvoja jednotlivych generacii tyrozinkinazovych
inhibitorov (TKI) (vytvorené podl’a Chen et al., 2018; Wang et al., 2017)

Sledovanie mutacii sposobujucich rezistenciu vo¢i TKI s vyuzitim ctDNA ziskanej zo
vzoriek plazmy odobratych pred a po nasadeni cielenej liecby poskytuje globalny
molekularne-geneticky obraz o pacientovom nadore. U rovnakého pacienta sa mozu
vyskytnit’ r6zne mutécie, dynamické zmeny v mutatnom profile, ktoré sa objavia pocas
lieCby alebo su dosledkom heterogenity nddoru a selekéného tlaku terapeutik. Prikladom
je klonalna evolucia nadorovych buniek u NSCLC v spojitosti s rezistenciou na tretiu
generaciu TKI (vid Obrazok 7). Jednotlivé klony su farebne odliSené a ich pocet
reprezentuje ich relativnu velkost. Na tomto priklade je pozorovatelny dosledok

selekéného tlaku pri pouziti prvej pripadne druhej generacie TKI, ktory sposobi recidivu
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nadoru s vysokym vyskytom buniek nesdcich mutaciu T790M. Po nasadeni tretej
generacie TKI sa moze objavit’ spominana mutacia C797S. Vyvoj, ktory je u nadorov
pozorovany pri pouZiti cielenej lieCby, vytvara tlak na jeho kontinualne sledovanie a na
zaklade takto odhalenych zmien je mozny vyber najvhodnejSej liecby. Tekutd biopsia je
neinvazivnou metdédou umoziujicou sledovanie zmien v mutacnom profile v priebehu
liecby, ktora dostato¢ne rychlo odraza reakciu nadorovych buniek (Diaz et al., 2014;
Wang et al., 2016).

EGFR
e pclalrlclajclalelalalelriclalvlolelelclrlvlclalalelr]alelclrl
T790M C7978

EGFR senzitivne muticie

EGFR T790M muticia

Iné mechanizmy rezistencie na prvi generaciu TKI (IM1)
EGFR T790M a C797S muticie

EGFR C797S muticia

Iné mechanizmy rezistencie
na tretiu generaciu TKI (IM3)

SeepE

e
c7!
M3
N/

Prva generacia TKI Tretia generacia TKI

Obrazok 7: Klonalna evolucia nddorovych buniek u NSCLC zobrazujica vyvoj nadoru
pri pouziti jednotlivych generacii tyrozinkindzovych inhibitorov (TKI) (upravené podl'a
Wang et al., 2016)
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3.5 Unikéatne molekulove indentifikatory a indexy determinujuce vzorku

Barkdding, firmou lllumina tieZ ozna¢ovany ako indexovanie, je metoda, ktora umoziuje
paralelné sekvenovanie viacerych kniznic a vzoriek. Priprava indexovanych kniznic
vyzaduje pridanie identifikatora k DNA vzorke pocas pripravy kniznice. Unikatne
molekulové indentifikatory (UMI) sltzia primarne na rozpoznanie falo$nych pozitiv,
zatial’ ¢o indexy vzoriek (sample index, SI) determinuju vzorku, z ktorej pochadza dana
sekvencia. Illumina adaptory typicky obsahuju jeden (i7) alebo dva (i7, i5) SI. Pri pouziti
dvoch indexov hovorime o dudlnom indexovani. Do adaptérov je tiez mozné vlozit UMI.
Jednotlive priklady adaptérovych dizajnov zobrazuje Obrazok 8  (lllumina, 2015;
Integrated DNA Technologies ; Witte et al., 2017).

Indexovanie s pouzitim jedného indexu
(single index)

Unikitne dualne indexovanie P5 i5 index
Dualne indexovanie UMI PS Ti5index ;

- Sekvencia viazica sa na prietokowvii komorku: sekvencia 3pecificka pre danu platformu
Vizobneé miesta pre obecné sekvenaéné primery

- Indexy vzoriek

| UMI A: vnikitne molekulové identifikitory
- Cieleny DNA alebo RNA mragment

Obréazok 8: Priklady adaptérovych dizajnov v primeroch pre pripravu sekvenaénej

kniznice (upravené podla Integrated DNA Technologies)

Pouzitie jediného indexu zvySuje vyskyt PCR skokov (,,PCR jumping®) a ndhodného
mieSania oligonukleotidov. Obmedzenie, pripadne vylucenie tychto chyb nie je pri tejto
stratégii indexovania mozné. Aj napriek tomu je tento sposob stale atraktivny a vyuzivany
v sekvenovani kratkych oblasti. V dualnom indexovani oba adaptéry nest Specifickt
sekvenciu, ¢o umoziuje zvysenie celkovej kapacity na jeden sekvenacny proces. Pouzitie
dvoch barkodov na jednu kniznicu podmieiiuje pouzitie dvoch sekvenacnych indexovych
primerov. Duélne indexovanie zniZuje riziko kontaminacie oligonukleotidov a umoznuje
korporativnu amplifikaciu réznych vzoriek (Kircher et al., 2012; MacConaill et al.,
2018).
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Stratégie, ktorymi je docielené indexovanie jednotlivych vzoriek sa liSia svojim
postupom a vhodnost'ou pouzitia pre jednotlivé pripady. Stratégia, pri ktorej sa barkdd
nachadza bezprostredne za templatom a je sekvenovany v jednom ¢itani spolu s cielenou
oblastou, sa nazyva ,,in-line“. Tento spdsob berie Cast’ sekvenacnej kapacity a je
determinovany. Multiplexové sekvenovanie, na rozdiel od predchadzajucej stratégie,
obsahuje oddelené sekvenacné cCitanie pre index. Najvdc¢Sou vyhodou je moznost’
paralelného sekvenovania az 96 vzoriek, ¢o vyznamne prispieva k redukcii Casovej
naro¢nosti a mnozstva reagencii, priCom vysledkom st data vysokej kvality. Je potrebné
pouzitie troch sekvena¢nych primerov a to priameho, spitného a primeru na sekvenovanie
indexu. Multiplexovanie vzoriek je zatazené rizikom nespravneho pridelenia indexu
(cross-talk), ktoré vznika v pripadoch, kedy je index v zmiesanej kniznici vo velkej miere
zhodny so sekvenciou ¢itania inej vzorky. Vacésina chyb je spdsobena chybami v detekcii
jednotlivych Kklastrov, sporadickou kontaminéciou oligonukleotidov neslcich rdzne
indexy, v pripade hromadnej amplifikacie viacerych kniznic aj takzvanymi PCR skokmi,
teda rekombinaciou roéznych templatovych molekul pocas PCR (Dijk et al., 2014;
Illumina Multiplex Sequencing, 2008; Kircher et al., 2012).

3.5.1 Vyuzitie unikdtnych molekulovych identifikatorov v detekcii variant

s nizkou frekvenciou

Pouzitie UMI, kratkych DNA sekvencii, ndm umoznuje amplifikdciu vzorky bez straty
informacie o pocte originalnych molektl. Po¢et UMI v kniznici pdsobi ako molekularna
pamait poctu DNA molekul v originalnej vzorke. Tato metdda je kompatibilna s pouzitim
indexov oznacujucich separdtne vzorky DNA, <¢o umoziuje jej vyuzitie
v multiparalélnom sekvenovani. Pouzitim UMI je mozné identifikovat’ PCR duplikaty
a artefakty. Bolo pozorované zlepSenie hodnét kvantitativnych sekvenaénych dat. Kazdy
PCR duplikat, ktory vznikd amplifikdciou jedného vldkna DNA, bude obsahovat
sekvenciu, ktorou bola tato molekula oznacena. Takto sa v priebehu amplifikacie
vytvaraju jednotlivé rodiny molekil odvodené z jednej pociato¢nej molekuly. Po
sekvenovani su ¢lenovia tychto rodin identifikovani a spojeni do jednotlivych skupin,
zdielajucich rovnaku sekvenciu. Porovnanim sekvencie ¢lenov rodiny je vytvoreny
konsenzus a identifikovand vysledna nukleotidova sekvencia. Tento krok odfiltruje
nahodné chyby, ktoré vznikli v priebehu PCR alebo sekvenovania. Vysledkom su
sekvencie, z ktorych kazda prislicha jednej individudlnej molekule DNA v pouZitej

vzorke (Kivioja et al., 2011; Konig et al., 2010; Schmitt et al., 2012)
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UMI nachadzaju vyuzitie v sekvenovani cfDNA s pouzitim vzoriek plazmy, pri ktorom
vysledné sekvenacné cCitania nemusia dostatone reprezentovat' origindlnu DNA
populaciu, ked’ze pocet ¢itani presahuje pocet cielenych molekul, ¢o vo vysledku médze
ovplyvnit’ kvantifikdciu mutovanych aliel. Systém Safe-Sequencing vyuziva 12 az 14
bazové jednovlaknové a je schopny zlepsit detekciu mutacii az na hodnotu 10 na par
bazi (Kinde et al., 2011; Kukita et al., 2015).

Metoda SiMSen-Seq (Simple, Multiplexed, PCR-based barcoding of DNA for Sensitive
mutation detection using Sequencing) redukuje tvorbu neSpecifickych produktov PCR a
zaroven zvySuje amplifikaciu Specifického produktu. Vyuziva stratégiu molekuldrnych
vlasenok na ochranu indexovych sekvencii v prvej PCR (vid’ Obrazok 9). Pouzitim
Standardnej multiplexovej pre-amplifikacie s nizkou koncentraciou primerov je docielené
zniZenie neSpecifickych produktov PCR. V druhej PCR st pouZité primery obsahujlice
adaptérovl sekvenciu (Stahlberg et al., 2016).

PCR ¢islo 1
Primer s bark6dom |
chranenym vlasenkou,

reverzny primer a
vzorka DNA

PCR produkt 1

PCR dislo 2 \ /
Illumina primery s \ v &
adaptorovou —
sekvenciou =
PCR produkt 2

Precistenie PCR produktu

v

Sekvenovanie a bionformatické spracovanie

Obrazok 9: Schematické zobrazenie pripravy kniznice a sekvenovanie vzoriek metddou

SiMSen-Seq (prevzaté a upravené podl'a Stahlberg et al., 2016)
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Pouzitie tychto metdd na detekciu vzacnych muticii ma potencial dramaticky zmenit
diagnostiku ochoreni a jej monitorovanie. Poskytuji moznost’ vysoko senzitivnej
detekcie Specifickych vzacnych mutécii a zabezpecuju skrining mutacii vo vzorkach
obsahujucich vysoké mnozstvo Standardnych molektl DNA. Perspektivne by preto
mohlo pouzitie univerzalnych molekulovych indexov zlepsit diagnostikovanie
nadorovych ochoreni v skorych Stadiach ochorenia s pouzitim vzoriek cirkulujuce;j
nadorovej DNA a cirkulujacich nadorovych buniek (Gregory et al., 2015; Schmitt et al.,
2012).
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3.6 Trendy v detekcii cirkulujicej nadorovej DNA

Cirkulujuca DNA je idedlnym zdrojom genetickych informécii u pacientov s nadormi
a dnes sa pocetné Studie zaoberaju jej uplatnenim v klinickych aplikaciach. Naro¢nost
detekcie cirkulujucej nadorovej DNA (ctDNA) v onkoldgii je dan& naro¢nym rozlisenim
cirkulujicich molektl DNA r6zneho povodu, presnost'ou kvantifikacie po¢tu mutantnych
fragmentov vo vzorke a pritomnostou nizkej koncentraciec ctDNA. VySetrovanie
cirkulujucej nadorovej DNA u pacientov je mozné prevadzat’ najma kvoli vyvijajucim sa
digitdlnym genomickym technologidm, ktoré umoznuji vycislenie vzacnych variant
Vv komplexnej vzorke DNA. Medzi najnovSie pouzivané metody patri hlboké
sekvenovanie, digitdlna PCR, BEAMing (Beads, Emulsificaton, Amplification
and Magnetics) a PAP (polymerazova ret'azova reakcia aktivovana lyzou pyrofosfatu)
(Diaz et Bardelli, 2014; Jun-Liang et Liang, 2016).

3.6.1 Metdda BEAMing

Metéda BEAMing (Beads, Emulsificaton, Amplification and Magnetics) umoziuje
detekciu mutacii z krvi, ktord obsahuje volnu cirkulujucu nadorovi DNA uvol'nent
do krvného obehu. Je mozné ju pouzit' na detekciu Specifickych bodovych mutacii
Vv génoch zaujmu a na izolovanie molekiil DNA obsahujtcich $pecifické varianty pre
dal$ie experimenty. Umoziuje vyhodnotenie miliénov individualnych DNA molekul

v standardnych laboratoriach (Diehl et al., 2008; Dressman et al., 2003).

Tato metdda prevadza populaciu DNA fragmentov na populaciu magnetickych guliciek,
z ktorych kazda nesie tisice kOpii identickej sekvencie. V prvom kroku vyuziva vizbu
amplifikovanych fragmentov DNA na S$pecifické primery, ktoré sa nachadzaju
na povrchu magnetickych guli¢iek. Kazdd DNA molekula je naviazana na jednu Casticu.
Polymerazova retazova reakcia na amplifikaciu DNA nasledne prebieha v emulzii oleja,
vody a reagencii nezbytnych pre reakciu. Po pridani fluorescenéne znacenych prob
Specificky sa viaZucich na nezmutovani sekvenciu génu, pripadne na sekvenciu
obsahujucu bodovd mutaciu, prebieha hybridizacia na amplifikované DNA fragmenty.
Na detekciu fluorescencnych znaciek a kvantifikaciu poctu guliciek obsahujucich
mutovand DNA je prevedena magnetickd prietokova cytometria (vid® Obrazok 10)
(Dressman et al., 2003; Li et al., 2006; Richardson et Iglehart, 2012).
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Obrazok 10: Zobrazenie postupu spracovania a detekcie amplifikovanych fragmentov

PCR s pouzitim metoédy BEAMing (upravené podl'a Lauring et Park, 2011)

BEAMIing je mozné pouzit’ na identifikaciu a kvantifikaciu mutacii s nizkou frekvenciu
vyskytu, ako aj Stadium variacii génovych sekvencii v S$pecifickej populacii alebo
tkanive. Je metddou vhodnou pre relativne neinvazivne vyhodnotenie mutacného statusu
s pouzitim vzoriek krvi u pacientov s nddorovymi ochoreniami. Ukazuje sa ako
diagnosticka technika vhodna pre sledovanie vyskytu mutécii spdsobujucich rezistenciu,
ktora je pouzitelna v roznych §tadiach liecby, ¢o umoziuje maximalizovat’ efektivitu

cielenej terapie (Dressman et al., 2003; Richardson et Iglehart, 2012).
3.6.2 Polymerizacia aktivované lyzou pyrofosfatu

Pre kvantifikaciu cirkulujucej nadorovej DNA je mozné pouzit’ metddu polymerazove;j
retazovej reakcie aktivovanej lyzou pyrofosfatu, PAP. Je to vysokospecificka metoda
odvodend od PCR pre detekciu bodovych mutécii v pritomnosti vel'kého mnozstva DNA

Standardného typu (Madic et al., 2012).

Metdda spaja lyzu pyrofosfatu a polymerizaciu s pouzitim PAP primerov, ktoré st na ich
3> konci blokované dideoxynukleotidom. Tieto PAP oligonukleotidy moéZu byt
polymerizované iba po ich aktivacii odstranenim dideoxynukleotidu v pritomnosti
pyrofosfatu a templatovej DNA. Pre zvySenie analytickej selektivity bola vyvinutd
obojsmerna polymerizécia aktivovana lyzou pyrofosfatu, ktord vyuziva dva blokované
primery prekryvajice sa v jednej baze (vid Obrazok 11). Pouzitie obojsmernej
polymerizacie v redlnom case umoziuje detekciu 0,01% mutécii s pouzitim 100 ng
templatovej DNA (Zhenbin et al., 2009; Liu et Sommer, 2000; Najie et al., 2014; Song
etal., 2014).
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Obrazok 11: Princip obojsmernej polymerizécie aktivovanej lyzou pyrofosfatu

(prevzané a upravené podl'a Song et al., 2014)

Specificita tejto metody, umoziujiica odlisenie jednonukleotidovych zmien, je odvodena
z potreby perfektného nasadnutia blokovanych oligonukleotidov na komplementarnu
cielovu sekvenciu pre ich aktiviciu. Tato metdda je schopné detekcie jednej mutantnej
kopie DNA alebo RNA pritomnej v jednom bilibne molekul bez vyskytu faloSne
pozitivnej amplifikacie (Zhenbin et al., 2009; Madic et al., 2012).

3.6.3 Digitalna polymerazova ret’azova reakcia

Digitdlna PCR bola objavena Vogelsteinom a Kinzlerom ako rozsirenie aplikacie
konven¢nej PCR. Reprezentuje metdodu kombinujicu PCR a nové detekéné technologie,
na roz$irenie moznosti pre geneticku analyzu. Svoje vyuzitie nachadza v detekcii mutacii

nachadzajucich sa vo vzorke v nizkej koncentracii (Vogelstein et Kinzler, 1999).

Tato technoldgia je zalozena na aplikacii optimalnych PCR podmienok pre amplifikéaciu
jedného templatu, po ktorej nasleduje detekcia PCR produktov so Specifickou
sekvenciou. V prvom kroku je DNA aplikovana na dosticku tak, ze v priemere pripada
jedna templatova molekula DNA na dve jamky pouzitej dosti¢ky. Po prebehnuti PCR st

analyzované jednotlivé jamky na pritomnost’ produktu mutantnej alebo $tandardnej
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sekvencie s pouzitim fluorescencnych préb. Kvantita roznych templatov je nasledne
odvodena z poctu jamiek vykazujicich pozitivny signal (Vermeulen et al., 2009;

Vogelstein et Kinzler, 1999; Yung et al., 2009).

Digitalna PCR je metoda generujuca amplikény, ktoré st odvodené vyhradne z jednej
templatovej molekuly, umoziiuje detekciu pomocou fluorescencie pripadne sekvenovania
na odliSenie réznych aliel. Limit detekcie je definovany poc¢tom jamiek, ktoré je mozné
analyzovat’ a vnuUtornou mierou mutdcii polymerdzy pouzitej na amplifikéciu.
Ku prikladu komercne dostupna dosticka s 384 jamkami teoreticky povol'uje senzitivitu
na detekciu mutécii na arovni 0,1 %. Tato senzitivita méze byt’ limitovana chybovost'ou

pouzitej polymerdzy (Pohl et Shih, 2004; VVogelstein et Kinzler, 1999).

Maximalna presnost’ tejto metddy je dosiahnuta pri optimalnej koncentracii vzorky DNA.
Chang a spolupracovnici ako prvi vykonali digitadlnu PCR na determinéciu alelického
statusu s pouzitim DNA v plazme a vyhodnotili potencial tejto technoldgie pre detekciu
nadorov v 330 vzorkach pacientov. Vdaka tomu, ze kazda jamka obsahuje v priemere
menej ako jednu molekulu templatove] DNA, je mozné tito metddu vyuzit’ na detekciu
mutantnych DNA sekvencii vo vzorke obsahujucej vel’ké mnozstvo DNA s Standardnou
sekvenciou (Chang et al., 2002; Whale et al., 2013; Yung et al., 2009).

3.6.4 Metddy hlbokého sekvenovania

Hlboké sekvenovanie odkazuje na mnohonasobné sekvenovanie genomického regiénu,
¢o umoznuje detekciu vzacnych mutécii zahriiujiicich menej ako 1 % p6vodnej vzorky.
Vyuzitie v onkoldgii nachadza najma z dévodu vysokého obsahu Standardnych buniek vo
vzorkach u pacientov s nddormi aobsahu rbéznych sub-klonov nadorovych buniek
obsiahnutych v samotnom nadore. Hibku sekvenovania ovplyviiuje obsah $tandardnych
buniek a nadorovych buniek vo vzorke, heterogenita nddoru a vyzadovana senzitivita.
Senzitiviza tejto metddy je limitovand chybovostou sekvenatoru vzhladom na to, ze
chybne precitana baza mbze byt  identifikovana ako mutantna kdpia. Identifikacia malého
mnozstvo ctDNA obsiahnutého vo vzorkach DNA izolovanych z plazmy moéze byt preto
problematické. ZvySenie senzitivity sekvenovania pontka vyuzitie UMI popisané

v kapitole 3.5 (Illumina, 2019a; Narayan et al., 2012)

Personalizované profilovanie nadorov pomocou hlibokého sekvenovania (CAPP-Seq) je
ekonomicka a ultrasenzitivna metoda aplikovand na kvantifikaciu ctDNA. Kombinuje

optimalizovanu pripravu kniznice s pouzitim nizkeho vkladu DNA a biotinylovanych
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DNA oligonukleotidov cielenych na mutované oblasti u pacientov s rakovinou. Metdda
je schopna detegovat’ bodové mutacie, SNP, inzercie, preskupenie a zmenu poétu kopii
génov. CAPP-Seq umoziiuje paralelné vysetrovanie tisicov gendémovych lokusov
pomocou neinvazivneho genotypovania na rozdiel od inych metdd, ako amplikonové
sekvenovanie, uktorych je schopnost paralelného vySetrovania réznych mutacii
limitovana a vyzaduje rozdelenie vzorky do niekol’kych alikvotov. CAPP-Seq metdda jej
schopna detegovat’ frakciu mutantnej alely pod 0,02 % so $pecificitou 96 %. Hlboké
sekvenovanie a jeho vylepSenia ponukaji vysokoSpecificki moznost’ detekcie mutacii

s nizkou frekvenciou (Bratman et al., 2015; Newman et al., 2014).
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4 MATERIAL A METODY

4.1

4.2

Biologicky material

Ako biologicky material boli pouzité vzorky DNA izolované z krvi pacientov
personalom Ustavu molekularni a translaéni mediciny.

V experimentoch bol pouzity EGFR génovo-$pecificky multiplexovy referencny
standard gDNA (Horizon Discovery, kat. ¢. HD 802) a EGFR wild type referen¢ny
Standard (Horizon Discovery, kat. ¢. HD 709).

Pouzité chemikalie sipravy a roztoky
Pouzité stipravy

QIAquick PCR Purification Kit (250) (QIAGEN, kat. ¢. 28106)

QIAxcel DNA Kit (1200) (QIAGEN, kat. ¢. 929002)

Qubit dsDNA HS Assay Kit (ThermoScientific, kat. ¢. Q32851)

Pouzité chemikalie

5x Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Promega, kat. ¢. M890A)

dd PCR voda (SigmaAldrich, kat. ¢. 95248-1L)

DEPC voda (Invitrogen™, kat. . AM9906)

100 mM dNTP Set (Bioline, BIO-39049)

EvaGreen Dye, 20x in Water (Biotinium, kat. ¢. 31000)

FastStart™ High Fidelity PCR System, dNTPack, Version 7 (Roche, kat.
04 738 292 001)

GoTag® MDx Hot Start Polymerase, 0,8 U/pl (Promega, kat. &. D6008)

MgClz, 25mM (Promega, kat. ¢. A3513)

Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs®, kat. ¢.
MO0493)

Q5® Reaction Buffer, 5x (New England BioLabs®, kat. &. B9027S)

Takara Ex Tag HS (TaKaRa, kat. ¢. RR006)

_O(

Zoznam pouZzitych pristrojov a zariadeni

QIAXxcel Advanced System (QIAGEN)
Real Time PCR Cycler CFX96 (Bio-Rad)
Mini-Centrifuge/Vortex FVL-2400N Combi-Spin (bioSan)
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e Biohazard Mars Safety Classe 2 (LaboGene)

e Minicentrifuge MiniSpin (Eppendorf)
e GMCLab™ Fixed-Speed Mini-Centrifuge (Gilson™)

e MiSeg™ (lllumina)
e Centrifuge 5430 (Eppendorf)

e LightCycler® Nano instrument (Roche)

e  Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen)

4.4 PouZité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.4.1 Navrh primerov

Pomocou databaze UCSC Genome Browser on Human (GRCh37/hg19) bola vyhl'adana

sekvencia exonu 18 a20 EGFR, ktora bola nasledne pouzita pre navrh primerov

v programe Primer3. Pre cielené oblasti boli navrhnuté sekvencie Specifickych casti

primerov (vid Tabul’ka 1). V experimentoch boli d’alej pouzivané primery zobrazené

v Tabul’ke 2. Sekvencia stabiliza¢ného primeru fR-SP3-P5 1932 pouzitého pre exény

18, 19, 20 a 21 je aatgatacggcgaccaccgagatctacacggc.

Tabulka 1: Sekvencie primerov navrhnutych pre cielené oblasti exénu 18 a 20 EGFR

Exén I:?ruh Cislo oznacenie Sekvencia primeru (5-3")
primeru primeru primeru
fR-E18- AATGATACGGCGACCACCG
18 P5 1950 AGATCTACACGGCGCNNNN
P5 1950
- NNNNgctcccaaccaagctctc
P7index 1951, 2016, fR-E18- CAAGCAGAAGACGGCATA
18  29,32,33, 2017, 2018, P7index_ CGAGAT/index/GTCTCGTGGt
35,36,38 2019, 2020 ¢islo primeru  gccagggaccttaccttat
fR-E20-P5 AATGATACGGCGACCACCG
20 P5 2064 2064 AGATCTACACGGCGCNNNN
NNNNNNagccgaagggcatgag
fR-E20-P5 AATGATACGGCGACCACCG
20 P5 2065 2065 AGATCTACACGGCGCNNNN
NNNNNNaggaggcagccgaagg
fR-E20- CAAGCAGAAGACGGCATA
20 P7index 29 2066 . CGAGAT/index/GTCTCGTGG
P7i129_2066
- ctccaggaagcctacgtgat

Legenda: $pecificka Cast’ primeru znacena v sekvencii tuénym pismom. N — oznacenie baze

v UML.
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Tabul’ka 2: Sekvencie primerov pre cielené oblasti exonov 19, 20 a 21 génu EGFR

. Druh ¢islo oznacenie . . o
Exon orimeru orimeru primeru Sekvencia primeru (5°-3")
AATGATACGGCGACC
fR-E19- ACCGAGATCTACACG
19 PS 1850 P5 1850 GCGCNNNNNNNN
agaaagttaaaattcccgtcgct
;7 2'20';’; igﬁ igg; fR-E18-  CAAGCAGAAGACGGCATA
19 5 4’ 25’ 261 1857’ 1861’ P7index_cislo CGAGAT/index/GTCTCGTG
27’ 28’ 29’ 1865’ 1869’ primeru Gcacagcaaagcagaaactcaca
AATGATACGGCGACCACC
20 P5 1848 fR-E20-P5_ GAGATCTACACGGCGCNN
1848 NNNNNNaggaagcctacgtgatgg
c
2'17 Z”Z‘d‘;’é igij ig;i fR-E20-  CAAGCAGAAGACGGCATA
20 5 4’ 25’ 261 1858’ 1862’ P7index ¢islo CGAGAT/index/GTCTCGTG
27’ 28’ 29’ 1866’ 1870’ primeru Gtccaggaggcagccgaa
AATGATACGGCGACCACC
21 p5 1851 fR-E21- GAGATCTACACGGCGCNN
P5 1851 NNNNNNgcagcatgtcaagatcac
aga
j v 18T 80 fRE2L. CAAGCAGAAGACGGCATA
21 24’ 25’ 26, 1859’ 1863’ P7index ¢islo CGAGAT/index/GTCTCGTG
27’ 281 29’ 1867, 1871, primeru Gcecttctgcatggtattctttctct

Legenda: $pecificka Cast’ primeru znacena v sekvencii tuénym pismom. N — oznacenie baze
v UML.

4.4.2 Priprava vzoriek a prevedenie PCR

4.4.2.1 Optimalizacia podmienok PCR s pouZitim GoTaq® MDx Hot Start
polymerazy
Pred pripravou reakénej zmesi na PCR boli jednotlivé reagencie premieSané na vortexe
a kratko centrifugované. Do 1,5 ml skimavky bola pripravena reak¢na zmes pre PCR
(vid’ TabuPka 3), skaimavka bola kratko premiesana na vortexe, centrifugovana a 19 pl
reakénej zmesi bolo napipetovanych do mikroskimavky pre PCR. Do kazdej
mikroskimavky s reakénou zmesou bol napipetovany 1 pl vzorky DNA alebo 1 pl
dd PCR vody v pripade negativnej kontroly. Pripravené vzorky pre PCR boli nasledne
centrifugované a vlozené do termocykléru, na ktorom bol spusteny prislusny program
(vid’ Tabul’ka 4).
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Tabulka 3: ZloZenie

PCR reakénej zmesi S pouzitim GoTaq® MDx Hot Start

polymerazy
. Koncentrg c1a Kone¢na Objem na 1 vzorku
Reagencia pracovného koncentracia m
roztoku
PCR pufor: 5X
Colorless GoTag® 5X 1x 4,00
Flexi Buffer
MgCl: 25 mM 2,50 mM 2,00
dNTP 25 mM 0,25 mM 0,20
GoTaq® MDx Hot
Startqpolymeréza 8 U/l 0,05 U/l 0.13
EvaGreen 20x 0,5x 0,50
dd PCR voda - - 10,50
Primer P5 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 10 pM 0,30 uM 0,60
Stabl_llzaén)" 10 uM 0,27 uM 0,54
primer
Celkovy objem - - 19 ul

Tabul’ka 4: Teplotny program pouZity pre optimalizaciu PCR s pouzitim GoTaq® MDx
Hot Start polymerézy

Krok Teplota Cas Pocet cyklov

Pociato¢na denaturacia 95 °C 2 min 1
Dodato¢na denaturacia 95 °C 15s

1. annealing (nasadanie primerov) 4868 °C * x> 2
Elongécia 72 °C 1 min
Dodato¢na denaturacia 95 °C 15s

2. annealing (nasadanie primerov) 50-70 °C *** 30s 38
Elongécia 72 °C 30s

Konecna elongacia 72°C 5 min 1

Ukondenie 10 °C o0

Legenda: *Pri optimalizacii 1. annealingu bol pouzity teplotny gradient 48-68 °C a teplota
2. annealingu 60 °C. **Pri optimalizacii ¢asu 1. annealingu boli pouzité ¢asy 1 min a 5 min,
pricom teplota 1. annealingu ¢inila 61 °C a 2. annealingu 60 °C. ***Pri optimaliz&cii 2.

annealingu bol pouzity teplotny gradient 5070 °C a teplota 1. annealingu 65 °C na 5 min.
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4.4.2.2 Optimalizacia podmienok multiplexovej PCR s pouZitim GoTaq® MDx Hot
Start polymeréazy a testovanie schopnosti detekcie mutécii
Pred pripravou reakénej zmesi na multiplexovd PCR obsahujdcu primery pre exény 18,
19, 20, 21 EGFR atriplexovt PCR obsahujucu primery pre tri exony génu EGFR vo
vsetkych kombinaciach (vid® Tabul’ka 6), boli jednotlivé reagencie premiesané na
vortexe a kratko centrifugované. Do 1,5 ml skimavky bola pripravena reakéna zmes pre
PCR (vid TabuPka S, Tabulka 7), skimavka bola kratko premieSana na vortexe,
centrifugovana a 19 pl reakénej zmesi bolo napipetovanych do mikroskimavky pre PCR.
Do kazdej mikroskimavky s reak¢nou zmesou bol napipetovany 1 pl vzorky DNA alebo
1 pl dd PCR vody v pripade negativnej kontroly. Pripravené vzorky pre PCR boli
nasledne centrifugované a vlozené do termocykléru, na ktorom bol spusteny prislusny

program (vid’ Tabulka 8).

Tabul’ka 5: Zlozenie multiplexovej (exén 18, 19, 20, 21 EGFR) PCR reakénej zmesi
s pouzitim GoTaq® MDx Hot Start polymerazy

Koncentracia

R i ) Konecna Objem na 1 vzorku
eagencia pracovného koncentracia i
roztoku

PCR pufor: 5X

Colorless GoTag® 5X 1x 4,00
Flexi Buffer
MgCl2 25 mM 2,50 mM 2,00
dNTP 25 mM 0,25 mM 0,20
®
gf;i‘%ol';"rﬁg‘r;‘;t 8 U/l 0,05 U/l 0.13
EvaGreen 20x 0,5x 0,50
dd PCR voda - - 5,20
Primer P5 exén 18 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 ex6n 18 10 uM 0,30 pM 0,60
Primer P5 exdn 19 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 exdén 19 10 uM 0,30 uM 0,60
Primer P5 exdn 20 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 exon 20 10 uM 0,30 pM 0,60
Primer P5 exdn 21 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 exdn 21 10 uM 0,30 uM 0,60
Stabilizacny 10 uM 1,08 UM 2,20
primer

Celkovy objem - - 19 ul
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Tabul’ka 6: Kombinacie primerovych triplexov pre pripravu reakénej zmesi S pouzitim

GoTag® MDx Hot Start polymerazy

Obsiahnuté primery
pre exon
19
20
21
18
20
21
18
19
21
18
19
20

Cislo triplexu Exo6n cislo

-

3*

WNPRFRPWNRERPOLWODNDNEROWDN

Legenda: *Kombinacia primerov pouzita v d’al§ich experimentoch.
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Tabulka 7: ZloZenie triplexovej reakénej zmesi s pouzitim GoTaq® MDx Hot Start

polymerazy
. Koncentréma Kone¢na Objem na 1 vzorku
Reagencia pracovného koncentracia m
roztoku

PCR pufor: 5X

Colorless GoTag® 5X 1x 4,00
Flexi Buffer
MgCl2 25 mM 2,50 mM 2,00
dNTP 25 mM 0,25 mM 0,20
®

(gf;?%ol';"rgg‘r;%t 8 U/l 0,05 U/l 0,13
EvaGreen 20x 0,5x 0,50
dd PCR voda - - 7,00
Primer P5 exon €. 1 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 exon €. 1 10 uM 0,30 pM 0,60
Primer P5 exoén ¢. 2 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 exén ¢. 2 10 uM 0,30 uM 0,60
Primer P5 exon ¢&. 3* 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 exon ¢&. 3* 10 uM 0,30 pM 0,60
Stabiliza¢ny primer 10 uM 0,81 uM 1,60
Celkovy objem - - 19 ul

Legenda: *U triplexu ¢islo 3 pri testovani optimalnej koncentracie primerov pre exon ¢. 3 (exon
21 EGFR) boli pouzité vysledné koncentracie primeru P5 a P7 o hodnotach 100 % (0,03 uM
a 0,30 uM), 125 % (0,0375 uM a 0,375 uM), 150 % (0,045 uM a 0,45 uM) a 200 % (0,06 uM
a 0,60 pM). Objem bol dopipetovany dd PCR vodou do vysledného objemu primerov pre exon
21 EGFR rovného 1,2 pl.

Tabulka 8: Teplotny program pouzity pre multiplexovu a triplexovd PCR

Krok Teplota Cas Pocet cyklov

Pociato¢na denaturacia 95 °C 2 min 1
Dodatocna denaturacia 95 °C 15s

1. annealing (nasadanie primerov) 65 °C 5 min 2
Elongécia 72 °C 1 min
Dodato¢na denaturacia 95 °C 15s

2. annealing (nasadanie primerov) 63 °C 30s 38
Elongacia 72°C 30s

Konecna elongacia 72 °C 5 min 1

Ukoncenie 10 °C 0
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4.4.2.3 Optimalizacia podmienok PCR s pouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity
DNA polymerazy a testovanie schopnosti detekcie mutécii
Pred pripravou reak¢nej zmesi na PCR boli jednotlivé reagencie premieSané na vortexe
a kratko centrifugované. Do 1,5 ml skimavky bola pripravena reakéna zmes pre PCR
(vid’ TabuPka 9), skimavka bola kratko premie$ana na vortexe, centrifugovana a 19 pul
reakénej zmesi bolo napipetovanych do mikroskimavky pre PCR. Do kazdej
mikroskimavky s reakénou zmesou bol napipetovany 1 ul vzorky DNA alebo 1 pl
dd PCR vody v pripade negativnej kontroly. Pripravené vzorky pre PCR boli nasledne
centrifugované a vlozené do termocykléru, na ktorom bol spusteny prislusny program

(vid’ Tabul’ka 10).

Tabulka 9: Zlozenie PCR reakénej zmesi S pouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA

polymerazy
. Koncentr,a cla Kone¢na Objem na 1 vzorku
Reagencia pracovného K e |
roztoku oncentracia [ul]
PCR pufor: 5X
Q5® Reaction 5x 1x 4,00
Buffer
dNTP 25 mM 0,20 mM 0,16
Q5® Hot Start
High-Fidelity DNA 2 U/ul 0,02 U/ul 0,2
polymeréza
EvaGreen* 20x 0,5x 0,50
dd PCR voda - - 12,40
Primer P5 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 10 pM 0,30 uM 0,60
Stabl_llzacny 10 uM 0,27 UM 0,54
primer
Celkovy objem - - 19 ul

Legenda: *Pri experimentoch bola pouzita varianta reakénej zmesi bez pouzitia EvaGreen. Objem

bol doplneny dd PCR vodou (0,5 pl).
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Tabulka 10: Teplotny program pouzity pre optimaliziciu PCR s pouzitim Q5 Hot Start
High-Fidelity DNA polymerazy

Krok Teplota Cas Pocet cyklov

Pociato¢na denaturacia 95 °C 2 min 1
Dodatocna denaturacia 95 °C 15s

1. annealing (nasadanie primerov) 52-72°C* 5 min 2
Elongécia 72 °C 1 min
Dodatocna denaturacia 95 °C 15s

2. annealing (nasadanie primerov) 55-72 °C ** 30s 38
Elongacia 72 °C 30s

Konecna elongacia 72 °C 5 min 1

Ukon¢enie 10 °C o0

Legenda: *Pri optimalizacii 1. annealingovej teploty bol pouzity teplotny gradient 52-72 °C
a teplota 2. annealingu 62 °C. **Pri optimalizacii 2. annealingovej teploty bol pouzity teplotny
gradient 55-72 °C a teplota 1. annealingu 65 °C na 5 min.

4.4.2.4 Prevedenie PCR pre exén 18 EGFR pomocu polymerdz s3 —5

exonukleazovou aktivitou

Pred pripravou reakénej zmesi na PCR boli jednotlivé reagencie premie$ané na vortexe
a kratko centrifugované. Do 1,5 ml skimavky bola pripravena reakéna zmes pre PCR
(vid Tabulka 3, Tabul’ka 11, Tabul’ka 12), skimavka bola kratko premiesana na
vortexe, kratko centrifugovand a 19 pl reakénej zmesi bolo napipetovanych do
mikroskimavky pre PCR. Do kazdej mikroskimavky sreakénou zmesou bol
napipetovany 1 pl vzorky DNA alebo 1 pl dd PCR vody v pripade negativnej kontroly.
Pripravené vzorky pre PCR boli nasledne centrifugované a vlozené do termocykléru, na

ktorom bol spusteny prislusny program (vid’ Tabulka 13).
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Tabul’ka 11: ZloZenie PCR reakénej zmesi S pouzitim a FastStart™ High Fidelity PCR

systému
. Koncentrg c1a Kone¢na Objem na 1 vzorku
Reagencia pracovného koncentracia m
roztoku
PCR pufor:
FastStart™ High
Fidelity Reaction 10x 1x 2,00
Buffer
dNTP 25 mM 0,20 mM 0,16
FastStart™ High
Fidelity enzyme 5 U/l 0,1 U/ul 0,2
Blend
EvaGreen 20x 0,5x 0,50
dd PCR voda - - 14,40
Primer P5 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 10 pM 0,30 uM 0,60
Stabilizacny 10 pM 0,27 UM 0,54
primer
Celkovy objem - - 19 ul

Tabulka 12: ZloZzenie PCR reakénej zmesi S pouzitim pre exén 18 EGFR pomocu

Takara Ex Taq HS polymerazy

Koncentracia

. . Kone¢na Objem na 1 vzorku
Reagencia pracovného e
koncentracia (]
roztoku
PCR pufor:
Takara Ex Taq 10x 1x 2,00
Buffer
dNTP 25 mM 0,20 mM 0,16
Takara Ex Tag HS 5 U/l 0,06 U/l 0.25
polymeraza
EvaGreen 20x 0,5x 0,50
dd PCR voda - - 14,35
Primer P5 1uM 0,03 uM 0,60
Primer P7 10 uM 0,30 uM 0,60
Stabilizacny 10 UM 0,27 UM 0,54
primer
Celkovy objem - - 19 ul
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TabuPka 13: Teplotny program pouzity pre PCR pre exén 18 EGFR pomocu GoTaq®
MDx Hot Start polymerazy, Takara Ex Taq HS polymerazy a FastStart™ High Fidelity

PCR systému
Krok Teplota Cas Pocet cyklov

Pociato¢na denaturacia 95 °C 2 min 1
Dodatocna denaturacia 95 °C 30s

1. annealing (nasadanie primerov) 65 °C 5 min 2
Elongécia 72 °C 1 min
Dodatocna denaturacia 95 °C 30s

2. annealing (nasadanie primerov) 60 °C 30s 38
Elongacia 72 °C 30s

Konecna elongacia 72 °C 5 min 1

Ukoncenie 10 °C o0

4.4.3 Kapilarova elektroforéza QlAxcel Advanced system

Amplifikované fragmenty DNA boli analyzované pomocou pristroja QlAxcel Advanced.
Do zasobniku pufrov bolo napipetovanych po 8 ml QX Wash Buffer do pozicii WP a WI
(vid’ Obréazok 12) a 18 ml QX DNA Separation Buffer do pozicie BUF (vid’ Obrazok
12). Pufre boli pokryté mineralnym olejom (2 ml u pozicii s napipetovanym QX Wash
Buffer, 4 ml u pozicie s napipetovanym QX DNA Separation Buffer) a z&sobnik pufrov
bol vlozeny do drziaku vzoriek umiestneného v pristroji a vysunutého pomocou prikazu

v QlAxcel Screen Gel software.

Na pripravu zarovnavajuceho markeru (alignment marker) bolo do kazdej jamky 0,2 ml
dvanastjamkového stripu napipetovanych 15 pl odpovedajuceho markeru (QX
Alignment marker) a ten bol prevrstveny kvapkou mineralneho oleja. Takto pripraveny
marker bol po temperovani na laboratérnu teplotu vlozeny do pozicie M1 na drziaku
vzoriek (vid Obrazok 12). Velkostny marker (QX DNA Size marker 100 ng/pl) bol
napipetovany do 0,2 ml skimavky v objeme 1 pl a doplneny pomocou QX DNA Dilution
Buffer do vysledného objemu 20 pl. Vysledna koncentracia pripraveného velkostného
markeru cinila 5 ng/pl. Takto pripraveny marker bol po temperovani na laboratornu

teplotu vlozeny do pozicie A12 na drziaku vzoriek (vid’ Obrazok 12).

Na pripravu vzoriek analyzovanych pomocou QIAxcel Advanced systému bolo
pouzitych 5 az 10 pl vzorky, ktord bola nariedena pomocou DEPC H>O na vysledny
objem 10 az 15 pl. Vzorky na analyzu boli pripravované do 12 jamkového stripu a do
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vol'nych pozicii bolo napipetovanych 10 pl DEPC H»0. Takto pripravené vzorky boli
vortexované a centrifugované na minicentiflge a po temperovani na laboratornu teplotu
vlozené do drziaku vzoriek do pozicii Al az A11 (vid’ Obrazok 12). Po vlozeni v§etkych
reagencii a vzoriek boli dvierka pre vkladanie vzoriek uzatvorené a drziak na vzorky
umiestneny do parkovacej pozicie pomocou prikazu v QIAxcel Screen Gel software. Po
otvoreni kazetového priestoru bola kazeta s kapilarami temperovand na laboratérnu
teplotu vybrana z obalu a umiestnena do pristroja, dvierka kazetového priestoru boli

uzatvorené.
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000000000000
000000000000
00000000000
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Obrazok 12: Zasobnik pufrov a drziak vzoriek (prevzaté z QIAGEN, 2017b)

Na pristroji boli nadstavené parametre analyzy (vid’ TabuPka 14), ktor& bola nasledne
spustend. Vysledky boli hodnotené v rozhrani analyzy. Po kontrole kvality vysledkov
velkostného markeru a jednotlivych vzoriek boli vzorky oznacené a bola vygenerovana
sprava (report) vo formate .pdf, ktora obsahovala obrazok gélu a jednotlivé

elektroforeogramy.

Tabul’ka 14: Parametre analyzy na pristroji QIAxcel Advanced

Zalozka Nadstaveny parameter
Process Profile Default High Res v2.0
Umiestnenie vzoriek (rad)
Run Parameters Pozicia velkostného markeru
Vhodnéa metdda analyzy*
Marker Pouzity vel’kostny a zarovnavajuci marker
Sample information Néazvy vzoriek
Run check Kontrola vypisanych bodov

Legenda: *Metoda nadstavena na zaklade vel’kosti fragmentov a koncentracie vzoriek (OM500 —

koncentracia 10-100 ng/ul a rozlisenie 10 bp).
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4.4.4 Precistenie PCR produktov pomocou QIAquick PCR Purification Kitu

Produkty PCR amplifikacie boli na zéklade vysledkov kapilarovej elektroforézy
zjednotené do 1,5 ml skumavky v pomeroch, ktoré odpovedali odhadnutej koncentracii
Specifického produktu Vv jednotlivych vzorkach. K vyslednej vzorke bol pridany
5x objem Buffer PB, obsah bol premiesany na vortexe a centrifugovany. Vzorka bola
napipetovand na QIAquick kolonku v zbernej 2 ml skimavke a centrifugovana pri
13 000 rpm po dobu 60 sekind. Supernatant bol odstraneny zo zbernej skimavky.
Koldnka bola nasadena na zbernd skimavku a bolo na fiu pridanych 750 ul Buffer PE.
Nésledne bola prevedena centrifugacia (13 000 rpm po dobu 60 sekind). Supernatant bol
odstraneny zo zbernej skimavky. Koldnka bola nasadena na zbernt skimavku a bola
centrifugovana (13 000 rpm po dobu 60 sekdnd). Kolonka bola prenesena do novej 1,5 ml
skdmavky, na stred kolonky bolo pridanych 50 pl DEPC H20 a bola inkubovana 1 minutu
pri laboratérnej teplote. Elicia DNA bola prevedena centrifugéciou pri 13 000 rpm po
dobu 60 sekdnd.

4.4.5 Meranie koncentracie DNA pomocou pristroja Qubit 2.0 Fluorometer

Do mikroskimavky bolo napipetovanych 199 pl Qubit dsDNA HS Buffer a pridany 1 pl
Qubit dsSDNA HS Reagent (Qubit dsSDNA HS Assay Kit). K zmesi bol pripipetovany 1 pl
vzorky amplikdnov aobsah bol premieSany na vortexe. Nasledne bola zmerana

koncentracia DNA vo vzorke pomocou pristroja Qubit 2.0 Fluorometer.
4.4.6 Priprava vzoriek na sekvenovanie

Nasledujlci postup pripravy vzoriek bol vykonany v spolupraci s personalom Ustavu
molekuldrni  a translaéni mediciny. Hmotnostnd koncentracia zistend pomocou
Qubit 2.0 Fluorometer bola prepocitana na molaritu DNA pomocou vzorca:
¢ [nNM]=pi [ng/ul] *106/ (660*185), kde pi je hmotnostna koncentrdcia DNA, 185 bp je
priemerna vel’kost’ molekuly DNA po indexacii a 660 g/mol vyjadruje priemernd molarnu
hmotnost’ jednej baze (1 bp). Vzorky boli nasledne nariedené na 2 nM pomocou dd PCR
vody a vzorky rovnakého typu kniznice boli zmieSané v rovnakom pomere. U takto
pripraveného poolu vzoriek bola koncentracia overend pomocou Qubit 2.0 Fluorometer
(metdda Qubit HS) spouzitim 10 pl vzorky. V pripade, Ze nebola koncentracia
nariedeného poolu v rozsahu 1,6 nM az 2,4 nM, pool bol znovu nariedeny do dosiahnutia

koncentracie v tomto rozsahu.
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Zmie$anim 20 pl 5 M NaOH a 480 ul vody bol pripraveny roztok 0,2 M NaOH. 20 pl
nariedeného poolu bolo zmiesanych s ¢erstvo pripravenym roztokom NaOH v pomere

1:1 a roztok bol inkubovany 5 min pri laboratornej teplote.

Pocas denaturacie boli nariedené sekvena¢né primery pre analyzu vzorky pomocou
metddy fastRAS a fastRAS EGFR: Readl sekvena¢ny primer — R1SP (3 pul R1SP +
597 pl HT1 — Hybridization Buffer), Read2 sekvena¢ny primer — R2SP (13,5 pl R2SP
RAS + 586,5 pl HT1 + 6 ul R2SP EGFR) a Index sekvena¢ny primer — ISP (13,5 pl ISP
RAS + 594 ul HT1+ 6 ul ISP EGFR).

Denaturovana DNA v objeme 10 pl bola nariedend vychladenym HT1 v pomere 1:100
(10 ul DNA:990 ul HT1). Takto pripravend vzorka na sekvenovanie bola uchovavana
Vv chladni¢ke a nasledne v objeme 600 pl nanesena na dokonale rozmrznutu sekvena¢nu
kazetu (rozmrazovanie 60 minat pri laboratornej teplote), ktorej obsah bol premiesany
obratenim (3x), do jamky ¢. 17. Do jamiek ¢. 18, 19 a 20 bolo nanesenych 600 pl
nariedenych sekvena¢nych primerov v poradi R1SP, ISP a R2SP.

4.47 Sekvenovanie

Nasledujuci postup spustenia sekvenaéného behu bol vykonany v spolupraci
s personalom Ustavu molekularni a translaéni mediciny. Pomocou lllumina Experiment
Manager bol pripraveny SAMPLE SHEET. Sekvenator MiSeq bol zapnuty a bol spusteny
premyvaci program (maintenance wash) s pouzitim 0,5% Tween 20. Pripravena bola
sekvenacna prietokova komorka (z kitu MiSeq Reagent Kit Nano v2 300 bp, pripadne
MiSeq Reagent Kit v3 150 bp), ktord bola dokonale oplachnuta destilovanou vodou
aosuSena papierom na optické zariadenia, ktory neuvolnuje vlakna, ma vysoku

nasiakavost’ a je bez obsahu abraziv (napr. Kimwipes Science Brand).

Bol spusteny sekvenaény program (Illumina MiSeq software), bola vlozena prietokova
komorka, sekvenac¢na kazeta pripravena v predchadzajtcich krokoch (vid’ kapitola 4.4.6),
PR-2 pufor (sucast balenia prietokovej komorky) a prazdne odpadné fTaSe.
Po automatickej kontrole pristroja MiSeq bolo potvrdené spustenie behu pomocou
tlacidla RUN. Bola vyliata premyvacia kazeta a po ukonceni sekvenacného programu bol
pristroj premyty 0,5% roztokom Tween 20 (program Post-RUN WASH) za pouZitia
premyvacej kazety a fl'asky.
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4.4.8 Spracovanie sekvena¢nych dat

Sekvenacné data vo formate FASTQ boli analyzované v MAGERI software (Shugay
et al., 2017), pripadne vizualizované pomocou Integrative Genomics Viewer (Robinson
et al., 2011). Pre analyzu pomocou MAGERI v opera¢nom systéme linux Ubuntu 14.04
LTS bol pouzity prikaz:

java -jar -Xmx32G mageri.jar -M3 NNNNNNNN --references ch7.fa -R1
priklad_R1.fastq.gz -R2 priklad_R2.fastq.gz —project-name <nazov experimentu> —

import-preset mageri_preset.txt —sample-name <nazov vzorku>

Pozi¢né uréenie UMI (M3) umoziiovalo skenovanie prvého Eitania (R1) a reverzného
komplementu druhého ¢itania (R2). Sekvencia UMI bola zadand pomocou znakov N,
ktorych pocet prisluchal dizke UMI (priklad NNNNNNNN). Ako referenénd sekvencia
bola pouzitd sekvencia chromozému 7. Za pomoci textového stiboru (mageri_preset.txt)
boli do analyzy importované parametre, medzi ktoré patrilo nadstavenie prahu pocétu
zhodnych UMI (4, 10, 20), od ktorého bol vytvoreny samostatny konsenzus (MIG).
Z vystupného suboru vo forméate *.variant.caller.txt boli nasledne vytriedené zaujmové

mutacie.
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5 VYSLEDEKY

5.1 Optimalizacia podmienok PCR s pouzitim GoTag® MDx Hot Start

polymerazy

Vzorka DNA o koncentracii 47,5 ng/ul bola amplifikovana pomocou PCR s pouzitim
GoTag® MDx Hot Start polymerazy a primerov pre cielené Gseky exonov 18, 19, 20 a 21
génu EGFR. Boli optimalizované podmienky 1. annealingu (teplota a cas)
a 2. annealingu (teplota).

5.1.1 Optimalizacia parametrov 1. annelingu programu PCR

Optimalizacia teploty 1. annealingu bola vykonana pomocou teplotného gradientu
48-68 °C, pricom teplota 2. annealingu bola 60 °C. Tabul’ka 15 zobrazuje hodnoty
Cq (cycle quantification value) u cielenych oblasti exénov 18, 19, 20, 21 génu EGFR pri

jednotlivych teplotach 1. annealingu.

Tabul’ka 15: Hodnoty Cqg (cycle quantification value) u vzoriek amplifikovanych

s pouzitim teplotného gradientu 1. annealingu (48-68 °C)

Cq
Exén 18 Exén 19 Exén 20 Exén 21

63 33,11 27.86 34,21 31,19

64,6 31,08 27.64 31,81 30,44

Teplota 1. 60,6 30,83 27.59 31,80 30,26
annealingu

] 55.8 30,44 27.87 31,48 29.79

51,9 29,77 27.26 31,36 29,33

48 28.84 27.64 31,42 28.94

Legenda: Exdn 18, 19, 20 a 21 EGFR.

Priloha 1 a Priloha 2 zobrazuju snimky gélov ziskané pomocou QIAxcel Advanced
systému obsahujiuce vzorky amplifikované pri jednotlivych teplotdch gradientu
1. annealingu. U vzorky obsahujicej amplikony cielenej oblasti exénu 18 s hodnotou
1. annealingovej teploty 64,6 °C, 60,6 °C, 55,8 °C, 51,9 °C boli amplifikované fragmenty
DNA odizke 197 béazi (bp) anespecificky produkt amplifikacie o dizke 97 bp
(vid’ Priloha 1). U vzorky obsahujicej amplikony cielenej oblasti exénu 18 EGFR
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s hodnotou 1. annealingovej teploty 48 °C boli amplifikované iba fragmenty
nespecifického produktu (97 bp) avzorka s hodnotou teploty 1. annealingu 68 °C
obsahovala iba fragmenty $pecifického produktu o dizke 197 bp v nizkej koncentrécii
(vid’ Priloha 1). U vzoriek obsahujacich amplikony cielenej oblasti exonu 19 EGFR sa
pri vietkych teplotach 1. annealingu amplifikoval $pecificky produkt o dizke 185 bp
(vid’ Priloha 1). U vzoriek obsahujtacich amplikony pre cielenu oblast’ exénu 20 a 21
EGFR boli vzh'adom na nizku koncentraciu fragmentov Specifického a neSpecifického
produktu PCR vysledky kapilarovej elektroforézy vyhodnotené na zéklade ziskanych
elektroforeogramov. Priklad elektroforeogramu je uvedeny v Prilohe 3. U vzoriek
ziskanych v PCR pomocou primerov navrhnutych na cielena oblast’ exonu 20 EGFR
(pouzité primery z Tabulky 2) boli pri hodnote 1. annealingu 68 °C detegované
fragmenty DNA nespecifického produktu o dizke 93 bp (vid’ Priloha 3). U ostatnych
hodndt teploty 1.annealingu boli detegované fragmenty neSpecifického produktu
a fragmenty $pecifického produktu o dizke 196 bp (vid’ Priloha 2). Vzorka s teplotou
annealingu 64,6 °C, ktora bola pristrojom QIAxcel Advanced nespravne detegovana, bola
nasledne znovu vyhodnotena (vid Priloha 4). U vzoriek obsahujicich
amplikény cielenej oblasti exdnu 21 EGFR sa pri vSetkych teplotach 1. annealingu
amplifikoval nespecifiky produkt (100 bp) a u teplét 68 °C, 64,6 °C, 60,6 °C, 55,8 °C,
51,9 °C bol detegovany $pecificky produkt o dizke 163 bp (vid Priloha 2). Optimalna
teplota 1. annealingu pre amplifikéciu cielenych oblasti exénu 18, 19, 20 a 21 EGFR bola
65 °C. Pri tejto teplote bola detegovana najvyssia koncentracia Specifického produktu

a zaroven najnizsi vyskyt neSpecifickych produktov.

Pri optimalizacii ¢asu 1. annealingu pre exén 20 a 21 (EGFR) bola pouzita dizka 1 min
a 5 min, pricom teplota 1. annealingu ¢inila 61 °C a 2. annealingu 60 °C. Tabul’ka 16
obsahuje hodnoty Cq u vzoriek s roznym ¢asom pri 1. annealingovej teplote. U vzoriek
amplifikovanych s pouzitim ¢asu 1. annealingovej teploty 5 min bolo pozorované

zniZenie hodnoty Cq.
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Tabulka 16: Hodnoty Cq (cycle quantification value) u vzoriek amplifikovanych

cielenych oblasti exénu 20 a 21 EGFR s ¢asom pri 1. annealingu 1 min alebo 5 min.

1 min 5min

exon 20 exon 21
vzorka | exén20 ex6n2l ex6n20 ex6n2l (negativha (negativna
kontrola) kontrola)
Cq 31,8 30,3 29,3 28,7 32,5 32,1

Legenda: Exdn 20 a 21 EGFR, 1 min — ¢as 1. annealingu, 5 min — ¢as 1. annealingu.
5.1.2 Optimalizécia parametrov 2. annelingu programu PCR

Pri optimalizécii 2. annealingu bol pouzity teplotny gradient 5070 °C a optimalizovana
teplota a¢as 1. annealingu 65 °C na 5 min. Tabulka 17 zobrazuje hodnoty Cq
u cielenych oblasti exénov 18, 19, 20, 21 génu EGFR pri jednotlivych teplotach

2. annealingu.

Tabulka 17: Hodnoty Cq (cycle quantification value) u vzoriek amplifikovanych

s pouzitim gradientu 2. annealingovej teploty (50-70 °C)

Cq
Exén 18 Exén 19 Exén 20 Exén 21

70 31,97 29,72 30,69 30,19

66,6 31,03 27,65 30,12 29,13

Teplota 2. 62,6 30,52 27,11 30,12 28,78
annealingu

) 57,8 30,06 26,83 30,05 28,62

53,9 30,26 26,71 30,33 28,61

50 30,05 27,22 30,32 28,42

Legenda: Exdn 18, 19, 20 a 21 EGFR.

Priloha 5 a Priloha 6 zobrazuju snimky gélov ziskané pomocou QIAxcel Advanced
systému obsahujuce vzorky amplifikované pri jednotlivych teplotach gradientu

2. annealingu.

U vzorky obsahujace amplikony cielenej oblasti exénu 18 s hodnotou 2. annealingovej
teploty 70 °C, 66,6 °C, 62,6 °C a 57,8 °C boli amplifikované fragmenty DNA o dizke
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197 bazi (bp) (vid’ Priloha 5). U vzorky obsahujucej amplikony cielenej oblasti exénu 18
s hodnotou 2. annealingovej teploty 53,9 °C a50 °C boli amplifikované fragmenty
nespecifického produktu (97 bp) a fragmenty $pecifického produktu o dizke 197 bp (vid’
Priloha 5). U vzoriek obsahujucich amplikony cielenej oblasti exonu 19 sa pri vSetkych
teplotach 2. annealingu amplifikoval $pecificky produkt o dizke 185 bp (vid’ Priloha 5).
U vzoriek ziskanych PCR pomocou primerov pre amplifikéciu cielenej oblasti exénu 20
(pouzité¢ primery z Tabulky 2) boli pri vSetkych hodnotach teploty 2. annealingu
detegované fragmenty DNA $pecifického produktu o dizke 197 bp (vid’ Priloha 6).
U vzoriek obsahujucich amplikony cielenej oblasti exénu 21 sa pri vSetkych teplotach
2. annealingu amplifikoval $pecificky produkt o dizke 163 bp (vid’ Priloha 6). Optimalna
teplota 2. annealingu pre amplifikaciu cielenych oblasti exénu 18, 19, 20 a 21 génu EGFR
bola 63 °C, pri ktorej bola detegovana najvyssia koncentracia Specifického produktu

a zaroven najnizsia koncentracia neSpecifickych produktov.

5.2 Optimalizacia podmienok multiplexovej PCR s pouzitim GoTaq® MDx
Hot Start polymerazy

5.2.1 Optimalizicia kombinacie primerov v reakénej zmesi

Optimalizacia multiplexovej PCR bola vykonana pomocou porovnania amplifikécie
cielenych oblasti exonov 18, 19, 20 a 21 EGFR s pouzitim mastermixu obsahujiiceho
primery pre vSetky Styri exony, u ktorého boli koncentracie jednotlivych amplikdnov
nasledne porovnané s koncentriciami pri amplifikacii pomocou vsetkych kombinacii
primerovych triplexov (vid’ Tabulka 6). Vzorka DNA pouzitd na amplifikaciu bola
nariedena na koncentraciu 20 ng/ul a 1 pl bola napipetovana do skimaviek s variantami
mastermixu. U negativnej kontroly bol pouzity 1 pl dd PCR vody. TabuPlka 18 zobrazuje
hodnoty Cq pri amplifikacii cielenych oblasti exénov 18, 19, 20, 21 génu EGFR s pouziti
jednotlivych variant mastermixu. NajvacSia hodnota ACq u vzorky obsahujucej DNA
a vzorky negativnej kontroly bola detegovana vo variante mastermixu obsahujuceho

primery pre exény 18, 19, 21 EGFR.
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Tabulka 18: Hodnoty Cq (cycle quantification value) u vzoriek amplifikovanych

S pouzitim jednotlivych variant mastermixu

Cq
MM 18, MM 19, MM 18, MM 18,
19,20 20,21 20,21 19,21
DNA (50 ng/pl) | 19,82 20,49 2629 22,13 26,10

MM4

Vzorka negativna kontrola | 19,85 20,85 27,50 22,13 29,15

A Cq 0,03 0,36 1,21 0,00 3,05

Legenda: MM4 — vzorka amplifikovana s pouzitim mastermixu, ktory obsahoval primery pre
exony 18, 19, 20, 21 EGFR. MM 18, 19, 20 — vzorka amplifikovand s pouzitim mastermixu, ktory
obsahoval primery pre exény 18, 19, 20 EGFR. MM 19, 20, 21 — vzorka amplifikovana s pouzitim
mastermixu, ktory obsahoval primery pre exény 19, 20, 21 EGFR. MM 18, 20, 12 — vzorka
amplifikovand s pouzitim mastermixu, ktory obsahoval primery pre exény 18, 20,21 EGFR. MM
18, 19, 21 - vzorka amplifikovana s pouZitim mastermixu, ktory obsahoval primery pre exény 18,
19, 21 EGFR.

V Prilohe 7 je zobrazena snimka gélu ziskana pomocou QIAxcel Advanced systému
obsahujlca vzorky amplifikované s pouzitim mastermixu, ktory obsahoval primery pre
vSetky Styri exony (18, 19, 20, 21 EGFR) a vzoriek amplifikovanych pomocou vsetkych
kombin&cii primerovych triplexov (vid’ Tabulka 6). Vo vsetkych vzorkach, na ktorych
amplifikaciu bola pouzita vzorka DNA, pozorujeme vyskyt neSpecifickych produktov
s vel'kost'ou 90 bp (vid’ Priloha 7). U vzorky, na ktorej amplifikaciu bola pouzita varianta
mastermixu obsahujdceho primery pre exény 18, 19 a 21 EGFR, boli separované
fragmenty o dizke 107 bp, 163 bp a 186 bp predstavujuce $pecifické produkty PCR
(vid’ Priloha 7).

5.2.2 Optimalizacia koncentrécie primerov v reakénej zmesi

U triplexu obsahujiceho primery pre exony 18, 19, 21 EGFR bola néasledne
optimalizovand koncentracia primerov pre cieleni oblast’ exénu 21, u ktorého bola
produktu (vid’ Priloha 7). Vzorka DNA pouzitd na amplifikaciu bola nariedena na
koncentraciu 20 ng/pl a 1 pl bol napipetovany do skimaviek s variantami mastermixu.

U negativnej kontroly bol pouzity 1 pl dd PCR vody. Pévodna koncentrécia primerov P5
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aP7 (100 %) bola zvysena na hodnoty 125 %, 150 % a 200 %. Po vykonani PCR boli
jednotlivé vzorky analyzované pomocou QIAxcel Advaced systému. Optiméalna
koncentracia Specifického produktu ciclenej oblasti uexonu 21 bola detegovana pri

koncentracii primerov 125 % (vid’ Priloha 8).

5.3 Testovanie schopnosti detekcie mutéacii pomocu multiplexovej

a singleplexovej PCR

V experimentoch zameranych na testovanie schopnosti detekcie mutécii bola pre
amplifikaciu cielenych oblasti ex6nov 18, 19, 21 EGFR pouzita reakéna zmes
optimalizovana v predchadzajicich experimentoch (vid® TabulPka 6), v ktorej boli
pouzité primery obsahujuce rozne indexy vzoriek (vid Tabul’ka 1 a Tabulka 2).
Amplifikacia cielenej oblasti exonu 20 EGFR bola prevedena s pouZitim reak¢énej zmesi
obsahujucej jeden par primerov s roznymi indexami vzoriek (vid Tabulka 3

a Tabulka 2). U negativnej kontroly bol pouzity 1 pl dd PCR vody.

Bola testovand schopnost’ detekcie mutdcii s pouzitim roznych koncentracii DNA
a predpokladaného percenta mutéacii 6,25 % (Experiment 1), respektive 4,53 %
(vid Vypocet 1). Pre pripravu vzoriek boli pouzité referencné Standardy so zasobnou
koncentraciou 50 ng/ul, ktoré boli zmieSané v pomere 1:1 (HD 802):(HD 709)
a nariedené na vyslednu koncentraciu DNA 25 ng/ul, 12,5 ng/ul a 6,25 ng/ul. Dalej bola
otestovana schopnost’ detekcie mutacii s pouzitim réznych koncentracii DNA vzoriek
referenénych Standardov (HD 802, HD 709), ktoré boli nariedené na prislusné
koncentracie 25 ng/ul, 12,5 ng/ul a 6,25 ng/ul (Experiment 2). Tabulka 19 obsahuje
informacie o pouzitych vzorkach DNA a Cq pri amplifikacii cielenych oblasti exonov 18,

19, 20, 21 génu EGFR pomocou optimalizovaného testu v jednotlivych experimentoch.
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Tabul’ka 19: Hodnoty Cq (cycle quantification value) uvzoriek DNA s roznou

koncentraciou amplifikovanych pomocou optimalizovanej PCR

MP MP MP SP SP SP MP SP

Experiment 1 1 2 3 1 2 3 NTC NTC

Koncentracia

DNA [ng/ul] 25 125 625 25 125 6,25 0 0
Cq 27,13 28,15 28,93 28,14 29,29 30,23 31,54 31,08

. MP SP
Experiment 2 MP SP NTC  NTC

Koncentracia
DNA (HD 709) 25 125 625 25 125 6,25 0 0
[ng/pl]

Cq 25,60 27,30 27,65 28,21 29,40 30,68 30,17 29,97

Koncentracia
DNA (HD 802) 25,00 1250 6,25 25,00 1250 6,25 0,00 0,00

[ng/pl]
Cq 29,22 28,48 30,49 29,93 30,25 30,20 30,17 29,97

Legenda: MP — reakéna zmes pouzita pri PCR obsahovala primery pre cielent oblast’ exénov 18,
19 a 21 EGFR. SP —reakéna zmes pouzita pri PCR obsahovala primery pre cielenti oblast’ exonu

20 EGFR. NTC — negativna kontrola pre jednotlivé varianty reakénej zmesi.

Experiment 2 odhalil rozdielnu amplifikéciu referen¢nych Standardov (HD 802, HD 709;
vid’ TabuPka 19), kedy priemerny rozdiel Cq u varianty reakénej zmesi pre obsahujuce;j
primery pre cielenu oblast’ exonu 20 EGFR ¢inil 1,02 cyklu. U varianty reakénej zmesi
urenej pre amplifikaciu cielenych oblasti exénov 18, 19 a 21 EGFR bol tento rozdiel
Vv priemere 2,54 cyklu, ¢o by pri idedlnom priebehu PCR poukazovalo aZ na patkrat

vyssiu koncentraciu DNA vo vzorke refen¢ného Standardu HD 709.

Vzorky amplifikované pomocou PCR (Experiment 1) boli nasledne elektroforeticky
separované pomocou QIlAxcel Advanced systemu. Ziskana snimka gélu je obsiahnuta
Vv Prilohe 9. So zniZzujtcou sa koncentraciou DNA (Experiment 1) bol pozorovany pokles
koncentracie $pecifickych produktov PCR, ktorych velkost’ sa v pripade multiplexovej
reakénej zmesi pouzitej na amplifikaciu cielenych oblasti exonov 18, 19 a 21 EGFR

pohybuje v rozmedzi 165-200 bp (vid’ Priloha 9). Zaroven bola pozorovana vysSia
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koncentracia nesSpecifickych produktov vo velkosti 83—109 bp. V pripade amplifikacie
cielenej oblasti exdénu 20 EGFR bol pozorovany rovnaky trend poklesu koncentrécie
Specifického produktu a zvySenie koncentracie nesSpecifického produktu s klesajucou
koncentraciou DNA (vid’ Priloha 9).

Vzorky z oboch experimentov (Experimen 1 a Experiment 2) boli nasledne precistené
pomocou QIAgiuck PCR Purification kitu a bola zmerana ich koncentracia. Vzorky boli
zmie$ané, pripravené na sekvenovanie a sekvenované na pristroji MiSeq. Data boli
spracované pomocou MAGERI (s pouzitim mageri_preset.txt prahu poctu zhodnych UMI
pre vytvorenie samostatného konsenzu na hodnotu 10 u Experimentu 1 a na hodnotu 4
u Experimentu 2) a percenté vybranych detegovanych mutacii si obsahom Tabul’ky 20.

Tabul’ka 20: Percentualne zastipenie mutacii vzoriek z Experimentu 1 a Experimentu 2

detegovanych pomocou sekvenovania a spracovanych pomocou softvéru MAGERI

Detegovana mutécia [%6]
AE746—
L861Q L858R T790M AT50 L858P L861P
) 25 1,61 1,25 2,12 1,25 0,09 -
Experiment 1
Koncentracia | 12,5 2,22 1,66 1,60 1,62 - -
DNA [ng/ul]
6,25 2,99 2,99 2,21 1,60 - 0,50
Experiment2 | 25 - 0,08 - - - -
Koncentracia
DNA 12,5 - - - - 020 0,20
(HD 709) 5 o5
[ng/ul] ’ ' ' ' ' ' '
Experiment 2 25 13,28 10,52 13,04 7,14 - -
Koncentracia
DNA 12,5 | 10,56 11,84 17,49 7,23 0,08 -
(HD 802) 6,25 8,73 10,24 17,21 14,47
[ng/ul] ’ ’ ’ ’ ’ - -

Legenda: (-) — dand mutécia nebola v Specifickej vzorke detegovana. L861Q — mutacia
v exone 21 EGFR. L858R — muticia v exone 21 EGFR. T790M — mutécia v exone 20 EGFR.
AE746-A750 — mutécia v exéne 19 EGFR. L858P — mutécia v exdne 21 EGFR. L861P — mutacia
v exone 21 EGFR.
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V Experimente 1 boli detegované percenta Specifickych mutécii nizSie ako oCakavany
pocet percent vo vzorkach, ktory bol 6,25 %, respektive 4,53 % (vid Vypocet 1).
U vzoriek je pozorované zvySenie percenta detegovanych mutacii v exone 21 EGFR so
znizujucou sa koncentraciou DNA. To mohlo byt sposobené dostatocnym poctom

primerov pre exon 21 pri niz§om pocte molekul DNA v PCR.

V Experimente 2 bolo uvzorky spouzitym referenénym Standardom HD 709
ocakavanych 0 % detegovanych mutacii. Detegované boli mutacie na hladine do 0,20 %.
U vzorky s pouzitym referenénym Standardom HD 802 bolo ocakavanych 12,5 %
detegovanych mutécii. U jednotlivych koncentracii DNA pozorujeme réznu tendenciu
zmeny percenta detegovanych mutacii v zavislosti na koncentracii DNA vo vzorke. Na
zaklade rozdielnej amplifikacie vzoriek referenénych Standardov (vid’ Tabulka 19) bola
na zaklade po¢tu MIG (nadstavenie prahu poétu zhodnych UMI pre vytvorenie
samostatného konsenzu na hodnote 4) u tychto vzoriek vypoditana predpokladana
hodnota mutacii pri vzdjomnom mieSani tychto vzoriek za i€elom riedenia percenta

detegovanych mutacii (vid’ Vypocet 1).

Vypocet 1: Predpokladand hodnota mutacii ziskana vzajomnym zmieSanim vzoriek

referencnych Standardov HD 709 a HD 802

1 <> Potet MIG HD 709
73 L Potet MIGHD 802
i=

1,76

MieSanie vzoriek referen¢nych Standardov v pomere 1:1

(HD 709):(HD802) = 1,76:1 — (12,5 %)/2,76 = 4,53 %

Miesanie vzoriek referen¢nych Standardov v pomere 4:1

(HD 709):(HD802) = 7,04:1 — (12,5 %)/8,04 = 1,55 %
5.3.1 Overenie vyskytu faloSne pozitivnych vzoriek

Experimenty zamerané na testovanie schopnosti detekcie mutacii zahfnali overenie
Specificity testu, teda vylucenie detekcie faloSne pozitivnych vzoriek. Pouzité¢ vzorky
DNA izolované z krvi (724, 740, 760) a referen¢na vzorka HD 709 boli nariedené na
vyslednu koncentraciu 25 ng/pl. Referen¢né §tandardy boli nasledne zmie$ané v pomere
1:4 — (HD 802):(HD 709) a nariedené na vyslednu koncentrdciu DNA 25 ng/ul.
Tabulka 21 obsahuje informacie o pouzitych vzorkich DNA a Cq pri amplifikacii
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cielenych oblasti exénov 18, 19, 20, 21 génu EGFR pomocou optimalizovaného testu

Vv experimente.

Tabul’ka 21: Hodnoty Cq (cycle quantification value) u vzoriek DNA amplifikovanych

pomocou optimalizovanej PCR
Vzorka DNA

724 740 760 WT M NTC

MP 23,39 22,46 22,84 23,78 24,62 23,79
Cq
SP 2552 2429 2533 27,73 28,23 30,15

Legenda: MP — reak¢na zmes pouzita pri PCR obsahovala primery pre cielenu oblast’ exonov 18,
19 a 21 EGFR. SP —reakéna zmes pouzita pri PCR obsahovala primery pre cielent oblast’ exonu
20 EGFR. NTC - negativna kontrola pre jednotlivé varianty reakénej zmesi. WT — na PCR
pouzita referencna vzorka HD 709 (25 ng/ul). M — na PCR pouzitd vzorka referencnych
Standardov zmieSanych v pomere 1:4 — (HD 802):(HD 709) a nariedenych na vyslednu
koncentraciu DNA 25 ng/ul.

Vzorky boli nasledne precistené pomocou QIAgiuck PCR Purification kitu a bola
zmerana ich koncentracia. Vzorky boli zmieSané, pripravené na sekvenovanie
a sekvenované na pristroji MiSeq. Data boli spracované pomocou MAGERI (s pouzitim
mageri_preset.txt prahu po¢tu zhodnych UMI pre vytvorenie samostatného konsenzu na

hodnotu 4) a percenta vybranych detegovanych mutécii su obsahom Tabulky 22.
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Tabulka 22: Percentudlne zastUpenie mutécii u amplifikovanych vzoriek DNA
izolovanych z krvi avzoriek referenénych S$tandardov detegovanych pomocou

sekvenovania a spracovanych pomocou softvéru MAGERI

Detegovana mutacia [%6]

AE74
L861Q L858R T790M L858P L861P
AT750

724 - - - - 0,24 -

740 - - - - - -

Vzorka 760 - - 0,17 - - -
WT - - - - - -

M 0,88 0,44 0,55 0,30 0,11 -

Legenda: MP — reak¢na zmes pouzita pri PCR obsahovala primery pre cielenti oblast’ exonov 18,
19 a 21 EGFR. SP —reakéna zmes pouzita pri PCR obsahovala primery pre cielent oblast’ exonu
20 EGFR. NTC - negativna kontrola pre jednotlivé varianty reakénej zmesi. WT — na PCR
pouzita referencna vzorka HD 709 (25 ng/ul). M — na PCR pouzitd vzorka referencnych
Standardov zmieSanych v pomere 1:4 — (HD 802):(HD 709) a nariedenych na vyslednu
koncentraciu DNA 25 ng/ul. (-) — dana mutécia nebola v $pecifickej vzorke detegovana. L861Q
—mutécia v exéne 21 EGFR. L858R — mutacia v exone 21 EGFR. T790M — mutécia v exdne 20
EGFR. AE746-A750 — mutécia v exone 19 EGFR. L858P — mutécia v exone 21 EGFR. L861P
— mutécia v exone 21 EGFR.

U vzoriek ziskanych pomocou PCR amplifikéacie vzoriek DNA izolovanych z krvi bola
pozorovand ndhodna detekcia faloSne pozitivneho vyskytu muticii na hladine
0,24a0,17 %. U vzorky ziskanej DNA ziskanej pomocou zmieSania referenénych
Standardov v pomere (HD 709):(HD802) - 4:1 bolo predpokladané percentuélne
zastipenie mutacii 1,55 % (vid’ Vypocet 1). Detegované boli nizsie hodnoty mutacii,

ktoré boli detegované pod uroviiou 1 %.
5.4 Testovanie navrhnutych primerov pre cieleny Gsek exénu 20 EGFR

Vzorka DNA o koncentracii 53 ng/pl bola nariedend na koncentraciu 25 ng/ul
a amplifikovand pomocou PCR s pouzitim GoTaq® MDx Hot Start polymerazy

a navrhnutych primerov pre cieleny Gsek exonu 20 génu EGFR (vid Tabul’ka 1).
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Reak¢na zmes bola pripravena pomocou rozpisu v Tabulke 3 a pouzity teplotny program
zapisany v Tabul’ke 4. Vysledné hodnoty Cq pri pouziti novych primerovych parov
V porovnani s primerami pouzivanymi v predchadzajucich experimentoch (vid’ TabuPka

2) zobrazuje Tabul’ka 23.

Tabul’ka 23: Hodnoty Cq (cycle quantification value) pri pouziti novych primerovych

parov v porovnani s primerami pouzivanymi v predchadzajucich experimentoch

Negativna
Vzorka DNA (25 ng/ul)
kontrola
Primer P5 2064 2065 1848 2065
Primer P7 2066 2066 1858 2066
Cq 26,17 25,28 24,45 28,65

V Prilohe 10 je zobrazena snimka gélu ziskana pomocou QIAxcel Advanced systému
obsahujlica vzorky amplifikované s pouzitim jednotlivych primerovych kombinacii
z Tabulky 23. Specificky produkt PCR s vel’kostou 173 bp bol detegovany iba u vzorky
amplifikovanej pomocou primerov 2064 a 2066. U ostatnych vzoriek boli detegované
nespecifické produkty. V d’alsich experimentoch boli pouzité nové primery pre cielenu

oblast’ exonu 20 EGFR.

5.5 Optimalizacia podmienok PCR s pouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity
DNA polymerazy

V prvom kroku bola testovana schopnost’ detekcie mutacii pomocou Q5® Hot Start High-
Fidelity DNA polymerazy. Bola testovana vzorka DNA (740) vyizolovana z krvi, ktora
bola nariedena na koncentraciu 25 ng/ul. Exdny 18, 19, 20 a 21 EGFR boli amplifikované
s pouzitim reak¢nej zmesi v TabuPke 9 a teplotného programu v Tabul’ke 10, pricom
teplota 1. annealingu bola 65 °C na 5 minGt a teplota 2. annealingu bola nadstavena na
teplotu 63 °C. Vzorky ziskané v PCR boli nasledne precistené pomocou QIAgiuck PCR
Purification kitu a bola zmerana ich koncentracia. Vzorky boli zmieSané, pripravené na
sekvenovanie asekvenované na pristroji MiSeq. Data boli spracované pomocou
MAGERI s pouzitim mageri_preset.txt s nadstavenim prahu poctu zhodnych UMI pre
vytvorenie samostatného konsenzu na hodnotu 4. Data o poéte vytvorenych konsenzov
(MIG) boli nasledne porovnané s datami ziskanymi v experimente zameranom na

testovanie schopnosti detekcie mutacii s pouzitim multiplexovej a singleplexovej PCR
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a reak¢nej zmesi obsahujucej GoTag® MDx Hot Start polymerdzu (vid’ kapitola 5.2.2).
Déta su obsahom Tabul’ky 24. Pocet jednotlivych vytvorenych konsenzov bol u vzorky
amplifikovanej s pouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerazy nizsi. Bola
zistena nizka amplifikacia cielenej oblasti exonu 18 EGFR. V dalsich krokoch bola
prevedena optimalizicia PCR programu pre reakciu s pouzitim Q5® Hot Start High-
Fidelity DNA polymerézy.

Tabul’ka 24: Porovnanie po¢tu MIG ziskanych pomocou programu MAGERI u vzorky
DNA 740 amplifikovanej s pouzitim GoTaq® MDx Hot Start polymerazy a Q5® Hot
Start High-Fidelity DNA polymerézy

Pocet MIG pre jednotlivé exény
EGFR
Exén 19, 20, 21 Exén 18
Vzorka 1 32712 14 987
Vzorka 2 6216 33

Legenda: Vzorka 1 — vzorka amplifikovana s pouzitim GoTaq® MDx Hot Start polymerazy.
Vzorka 2 - vzorka amplifikovand s pouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerazy.

Vzorka DNA o koncentracii 12 ng/ul bola amplifikovana pomocou PCR s pouzitim Q5®
Hot Start High-Fidelity DNA polymeréazy a primerov pre cielené tseky exénov 18, 19,
20 a21 génu EGFR. Pri optimalizacii 2. annealingu bol pouzity teplotny gradient
55-72 °C ateplota 1. annealingu 65 °C na 5 min. Pomocou pouzitia QIAxcel Advanced
systému bola uréena optiméalna teplota 2. annealingu na 62 °C. Optimalizécia 1. annealing
teploty bola vykonana pomocou teplotného gradientu 52-72 °C, pri¢om teplota
2. annealingu bola 62 °C. Priloha 11, Priloha 12, Priloha 13 a Priloha 14 zobrazuje
snimky gélov ziskané pomocou QIAxcel Advanced systému obsahujlice vzorky
amplifikované pri jednotlivych teplotach gradientu 1. annealingu. U exénu 18 EGFR bol
u vSetkych tepldt 1. annealingu detegovany neSpecificky produkt (97 bp), amplifikacia
Specifického produktu bola nizka (vid’ Priloha 11). U exonu 19 EGFR bola najvyssia
koncentracia Specifického produktu (185 bp) detegovana pri teplote 1.annealingu
68,6 °C, nespecificky produkt sa neamplifikoval (vid’ Priloha 12). U exonu 20 EGFR
bola najvyssia koncentracia Specifického produktu (207 bp) pri 1. annealingovej teplote
72 °C, amplifikacia neSpecifického produktu (97 bp) bola nizka (vid’ Priloha 13).
U exdnu 21 EGFR bola detegovana nizka koncentracia Specifického produktu (163 bp)
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a vysoka koncentracia ne$pecifického produktu (vid’ Priloha 14). Vzhl'adom na vysledky
optimalizacie PCR bolo v d’alsom experimente testované pouzitie roznych polymeraz pre
exon 18 EGFR.

5.6 Testovanie polymeraz s3 —5 exonukledzovou aktivitou pre

amplifikaciu cieleného useku exonu 18 EGFR

Vzorka DNA vyizolovanej z krvi o koncentracii 20 ng/ul bola amplifikovana pomocou
PCR s pouzitim troch typov reakénych zmesi, GoTaq® MDx Hot Start polymerazy (vid’
Tabulka 3), Takara Ex Taq HS polymerazy (vid TabuPka 12) a FastStart™ High
Fidelity PCR systému (vid Tabul’ka 11). Teplotny program pouzity pre PCR bol
navrhnuty na zéklade optimélnych podmienok pre reakcie s pouzitim jednotlivych
polymeraz (vid TabuPka 13). Amplifikované vzorky boli analyzované pomocou
systému QIAxcel Advanced a vyslednd snimka gélu bola pocitatovo upravend a je
sucastou Prilohy 15. U vzorky amplifikovanej s pouzitim polymerazy Takara Ex Taq
HS bola detegovana vysoka koncentracia neSpecifickych produktov. V porovnani
s vysledkami ziskanymi pri pouziti GoTag® MDx Hot Start polymerazy bola najvyssia
koncentracia $pecifickych produktov detegovana u FastStart™ High Fidelity PCR

systému.
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6 DISKUSIA

Ucelom tejto bakalarskej prace bolo overenie moznosti inkorporacie UMI do
jednokrokovej pripravy sekvenaénej kniznice pre genotypizaciu EGFR. Pouzity sposob
spdja do jednej PCR niekolko krokov beznej pripravy kniznice, ktora zahfiia
fragmentaciu DNA, ligaciu adaptérov a naslednt amplifikaciu cielenych génov. Bola
prevedena optimalizacia podmienok PCR s pouzitim $pecifickych primerov pre cielené
oblasti exénov 18, 19, 20 a 21 génu EGFR na pripravu sekvena¢nej kniZznice urenej pre
sekvenovanie na platforme Illumina u vzoriek s nizkou koncentraciou DNA a nizkou

frekvenciou mutacii (Illumina, 2017).

Cielom bakalarskej prace bola optimalizacia a overenie moznosti pouZzitia metddy
zaloZenej na priprave sekvenac¢nej kniznice, v ktorej boli v PCR vzorky amplifikované
pomocou primerov obsahujticich sekvena¢né adaptéry, indexy oznacujuce vzorku (SI)
a unikatne molekulové indexy (UMI). Metodou, ktora je schopna vyuzivat UMI
inkorporované poc¢as PCR, je SiMSen-Seq (Simple, Multiplexed, PCR-based barcoding
of DNA for Sensitive mutation detection using Sequencing; vid’ kapitola 3.5.1). Na jej
realizaciu je vSak, na rozdiel od metddy popisanej v tejto bakalarskej praci, potrebné
prevedenie dvoch PCR. Pocas prvej PCR vyuziva primery obsahujlce 12 bazi dlhé UMI,
ktoré su chranené pomocou struktury vlasenky. Produkt PCR je nasledne amplifikovany
S pouzitim primerov obsahujucich sekvenciu adaptérov. Metoda SiMSen-Seq bola
otestovand u vzoriek s nizkou frekvenciou mutécii a je schopna detekcie pod 0,1 %.
Pouzitie UMI umozituje uchovanie informacie o po¢te molektl DNA v originalnej
vzorke po vykonani amplifikacie. Sluzia tak na identifikaciu PCR duplikatov, artefaktov
a chyb, ktoré vznikaju pocas amplifikacie a sekvenovania vzoriek s nizkou frekvenciou
mutacii (Kivioja et al., 2011; Schmitt et al., 2012; Stahlberg et al., 2016).

V prvom kroku bola pouzivana GoTaq® MDx Hot Start polymeraza s relativne nizkou
presnostou, ktord sa pohybuje v okoli 10° mutacii na bp. Metoda vyuzivajica GoTaq®
MDx Hot Start polymerazu vsak bola v minulosti tispesne optimalizovana a validovana
pre genotypizaciu genov KRAS, NRAS, BRAF, NRAS a EGFR bez pouzitia UMI. Metdda
bola modifikovana inkorporaciou primerov obsahujucich 8 bazi dlhé indexy a boli
optimalizované teploty a ¢asy 1. a 2. annealingu PCR. Pri PCR bolo pozorované zniZenie
hodn6t Cq (cycle guantification value) u vzoriek, ktoré nasledne pri detekcii pomocou
QIAxcel Advanced systému vykazovali vysoka koncentraciu neSpecifického produktu.

Amplifikacia nespecifického produktu teda prebiehala v skorSich cykloch PCR, ¢o
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znizovalo hodnotu Cq. Na zaklade tychto poznatkov bola urcend potreba detekcie
amplikénov v jednotlivych vzorkach pomocou kapilarovej elektroforézy, podl'a ktorej
boli experimenty néasledne hodnotené. Reakcia bola optimalizovana s pouzitim
multiplexovej reak¢énej zmesi obsahujucej primerové pary pre amplifikaciu cielenych
oblasti exénov 18, 19, 20 a 21 EGFR. Multiplexovanie PCR je vykonavané za t¢elom
znizenia poctu potrebnych reakcii, ¢asu a mnozstva pouzivanej vzorky DNA. V tomto
multiplexovom usporiadani vSak bola detegovand nizka koncentracia jednotlivych
Specifickych produktov PCR. Naopak koncentracia Specifickych produktov pri pouziti
reakénej zmesi obsahujicej primerové pary pre amplifikaciu cielenych oblasti exénov 18,
19 a 21 EGFR bola v porovnani s multiplexom pre vSetky Styri exony vyssia. PCR tak
nebolo mozné¢ multiplexovat' do jednej reakcie, avSak vyuZzitim tejto kombindcie
primerov spolu s druhou PCR pre amplifikaciu cielenej oblasti exonu 20 EGFR, bol
znizeny pocet reakcii a mnozstvo vzorky DNA potrebnej na genotypizaciu $tyroch
exonov EGFR na polovicu (Kotkové, 2017; Mclnerney et al., 2014; Sint et al., 2012).

S pouzitim optimalizovaného zlozenia reakénej zmesi v kombinacii so singleplexovou
reakénou zmesou obsahujicou primerovy par pre amplifikaciu cielenej oblasti exonu 20
(EGFR) bola overena schopnost’ detekcie mutacii s pouzitim réznych koncentracii DNA,
predpokladaného percenta mutécii 4,53 % (vzorka referenénych Standardov HD 802
aHD 709 zmiesanych v pomere 1:1) a s pouzitim réznych koncentracii DNA vzoriek
referencnych Standardov (HD 802, HD 709). U pouzitych koncentracii boli detegované
vSetky mutacie av8ak s niz§im percentudlnym zastupenim. Bola zistena rozdielna
amplifikacia referenénych $tandardov (HD 802, HD 709), kedy priemerny rozdiel
Cq u varianty reakcénej zmesi obsahujucej primery pre cielent oblast exonu 20 EGFR
¢inil 1,02 cyklu. U varianty reak¢nej zmesi urcenej pre amplifikaciu cielenych oblasti
exonov 18, 19 a 21 EGFR bol tento rozdiel v priemere 2,54 cyklu. Na zéklade toho bola
S pouzitim poctu MIG u tychto vzoriek, vypocitana predpokladana hodnota mutécii pri
vzajomnom miesani tychto vzoriek za ucelom riedenia percenta detegovanych mutacii.
Overenie $pecificity testu bolo prevedené na sade 3 vzoriek DNA izolovanych z krvi, na
referencnom Standarde HD 709 ana vzorke referen¢nych Standardov zmieSanych
v pomere 1:4 — (HD 802):(HD 709). Vo vzorke pripravenej pomocou zmieSania
referen¢nych Standardov bolo predpokladané zastupenie mutacii 1,55 %. V tejto vzorke

boli detegované vSetky zastipené mutacie na urovni pod 1 %. U dvoch testovanych
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vzoriek DNA izolovanych z krvi bola pozorovand ndhodna detekcia falo$ne pozitivneho
vyskytu mutécii na hladine 0,24 % (mutacia L858P) a 0,17 % (mutécie T790M).

Vyskyt falosne pozitivnych vzoriek bol prisideny chybam, ktoré boli spdsobené
nespravnym zaradenim béze pri PCR, teda nizkou presnost'ou pouzivanej polymerazy.
Z tohto dbévodu bola v nasledujucich experimentoch testovana Q5® Hot Start High-
Fidelity DNA polymeraza, ktora ma 280krat vyssiu presnost’ ako Taq DNA polymeraza
anizku chybovost’. Pri porovnani poétu MIG u sekvenovanych vzoriek, na ktorych
pripravu bola pouzita Q5® Hot Start High-Fidelity DNA a GoTaqg® MDx Hot Start
polymeraza, bol zisteny niZs§i pocet vytvorenych konsenzov v procese spracovania dat
pomocou programu MAGERI u vzorky s pouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA
polymerazy. Avsak bola zistena nizka amplifikacia cielenej oblasti exénu 18 EGFR.
Naslednou optimalizaciou podmienok PCR pomocou Q5® Hot Start High-Fidelity DNA
polymerazy sa podarilo zvysit' koncentraciu $pecifickych produktov reakcie s pouzitim
primerov pre cielené oblasti exénov 19, 20 a 21 genu EGFR. Pre exdn 18 EGFR, ktorého
koncentracia po PCR detegovana pomocou systému QIAxcel Advanced bola nizka aj po
optimalizacii, bola otestovana moznost’ pouzitia inej polymerazy (Mclnerney et al., 2014;
New England BioLabs®, 2018).

V experimente s pouzitim polymeraz s 3'—5" exonukleazovou aktivitou (proofreading
schopnostou) Takara Ex Taq HS apolymerazy z FastStartTM High Fidelity PCR
systému pre amplifikaciu cieleného Useku exonu 18 EGFR bola, v porovnani s GoTag®
MDx Hot Start polymerazou, ako najlepsia vyhodnotena polymeraza z FastStartTM High
Fidelity PCR systému. Jeho pouzitie by po optimalizacii mohlo byt vhodnym rieSenim
problému s nizkou amplifik&ciou cielenej oblasti exénu 18 génu EGFR a zaroven je
mozné predpokladat’ zvySenie sekvenacnej kvality pri pouziti polymerazy s proofreading
schopnost’'ou. Je preto vhodné zvazit' optimalizaciu PCR s pouzitim FastStartTM High
Fidelity PCR systému pre vSetky detegované exdny génu EGFR a pripadné pouzitie
v multiplexovej reakcii (Fazekas et al., 2018).

Poslednym krokom celého procesu vyvoja a zavedenia metddy do klinickej praxe je jej
validacia. Vzhl'adom na potrebu dokonalej optimalizacie metody pred jej validaciou
a problemy, s ktorymi bolo nutné sa v tomto procese vysporiadat’, nebolo mozné metodu
optimalizovanu v tejto bakalarskej praci posunut’ do validaéného procesu. Po vybere
vhodnych cielov na genotypizéciu je nutné optimalizovat' cely proces od pripravy

kniznice, az po analyzu dat. Nésledne je pristipené Kk vypracovaniu valida¢ného
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protokolu, ktory zahffia spdsob testovania a vyhodnotenia urcenych validaénych
parametrov, medzi ktoré patri limit detekcie (LOD), $pecificita, senzitivita, robustnost’,
opakovatel'nost, pripadne parametre uréované na zaklade medzilaboratorneho
porovnavania. Dostupné su rézne dokumenty obsahujldce definicie a sposob urcenia
jednotlivych parametrov, ktoré je vSak mozné v ramci validacie metody upravit’ (Jennings

et al., 2017; Soukupova et al., 2018).

Na validaciu je potrebné pouzit’ via¢sie mnozstvo vzorieck DNA, ktoré zahfnaju vzorky
s vyskytom ,hotspot“ mutacii relevantnych pre dany test a aspon dve dobre
charakterizované vzorky (referen¢né vzorky) na vylucenie systematickych chyb. Na
validaciu metody optimalizovanej v tejto bakalarskej praci by bolo vhodné pouzitie sady
20 negativnych a 20 pozitivnych vzoriek. Pri testovani reprodukovatelnosti je nutné
minimalne 3krat otestovat’ a porovnat’ hodnoty ziskané pri testovani vzorky DNA, ktora
je analyzovana pocas dlhsicho ¢asového obdobia za ucelom inkorporacie vsetkych
pristrojov, personalu aroznych Sarzi reagencii, na zistenie vyskytu nadhodnych chyb.
Oproti tomu, na zaklade porovnania ziskanych hodn6t pri opakovanom testovani vzorky
DNA s pouzitim rovnakych reagencii, in§trumentacie a vykonanym rovnakou osobou, je
mozné urit’ opakovat'elnost’. LOD je mozné urcit’ na sade vzoriek s réznymi alelickymi
frekvenciami (napr. 0,5 %, 1 % a 2 % v aspon piatich duplikatoch), kedy je najnizsi limit
spolahlivo detegovat’ 95 % vzoriek. Senzitivita vyjadruje uspesnost, s akou je test
schopny zachytit' pritomnost sledovane; mutdcie. Naopak Specificita vyjadruje
schopnost’ testu spravne identifikovat pripady, u ktorych sa sledovana mutacia
nevyskytuje. V ramci tejto bakalarskej prace bolo na urcenie tychto parametrov pouzité
nedostatoéné mnozstvo spracovanych vzorieck DNA. Na uréenie $pecificity a senzitivity
testu, by bolo vhodné pouzitie sady aspon piatich dobre charakterizovanych vzoriek,
nariedenych na réznu koncentraciu DNA (Jennings et al., 2017; Soukupova et al., 2018;
Vollbrecht et al., 2018).

Metoda, ktorej sa venuje tato bakalarska praca by mohla po d’al$ej optimalizacii slazit’ na
detekciu mutécii génu EGFR s nizkou frekvenciou u vzoriek ctDNA pri determinacii
progndzy, monitorovani avybere liecby u pacientov. Doleziti ulohu zohrava
monitorovanie mutacii EGFR pri liecbe s pouzitim TKI, u ktorej su detegované najmé

mutécie spbsobujlce senzitivitu a rezistenciu voci jednotlivym liniam TKI. Vyhodou
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pouzitia vzoriek ctDNA je moZznost’ neinvazivneho sledovania dynamickych zmien

v muta¢nom profile pacienta pocas lie¢by (Diaz et al., 2014; Wang et al., 2017).

66



7 ZAVER

V teoretickej Casti tejto bakalarskej prace bola zhrnuta problematika personalizovanej
mediciny a detekcie nadorovych biomarkerov s pouzitim vzoriek ctDNA s dérazom na
pouzitie metdd sekvenovania novej generacie na platforme Illumina a na zlepSenie
schopnosti detekcie mutécii s nizkou frekvenciou. Popisané boli najdolezitejSie
charakteristiky vzoriek ctDNA a ich vyuzitie v klinickej praxi, najma u vzoriek nesucich
mutacie génu EGFR. V tejto Casti boli popisané taktieZ najnovsie trendy a technoldgie

v oblasti detekcie mutécii v ctDNA.

V experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace bol optimalizovany postup pripravy
sekvenacnej kniznice pre platformu lHlumina MiSeq s pouzitim PCR, pocas ktorej boli do
cielenych Usekov génu EGFR inkorporované UMI. Optimalizované boli jednotlivé
parametre reak¢nej zmesi a teplotného programu PCR pre ampligikaciu exénov 18, 19,
20 a21 génu EGFR. Cielom bolo ziskanie optimalnych koncentracii $pecifickych
produktov cielenych oblasti ako aj nasledna multiplexacia reakcie, ktora v tomto pripade
znizila mnozstvo vzorky DNA potrebnej pre detekciu mutacii v exénoch 18, 19, 20 a 21
génu EGFR na polovicu v porovnani so singleplexovym usporiadanim (reakéna zmes

s obsahom primerov pre amplifikaciu jedného cieleného Useku) tohto testu.

Pri sekvenovani kniznice pripravenej pomocou optimalizovanej PCR nebolo dosahované
oc¢akavanych percentualnych zastiipeni mutacii a bol detegovany nahodny vyskyt falosne
pozitivnych vzoriek. V reakcii na to, bola zmenena pouzivana polymeraza, ktora mala
nizsiu chybovost’. Vzhl'adom na ¢asovll naro¢nost’ experimentov nebolo mozné metodu
posunut’ do procesu validacie. Postup validacie bol navrhnuty a po d’alSej optimalizacii
testu by mohol sluzit’ na detekciu mutacii s nizkou frekvenciou mutacii vo vzorkach
CtDNA.

67



8 LITERATURA

Adams, D. R. et Eng, C. M. (2018): Next-Generation Sequencing to Diagnose Suspected Genetic Disorders.
New England Journal of Medicine, 379(14), 1353-62.

Alix-Panabieres, C. et Pantel, K. (2016): Clinical Applications of Circulating Tumor Cells and Circulating
Tumor DNA as Liquid Biopsy. Cancer Discovery, 6(5), 479—-491.

Antoniou, A., Pharoah, P. D. P., Narod, S., Risch, H. A., Eyfjord, J. E., Hopper, J. L., ... et Easton, D.
F. (2003): Average Risks of Breast and Ovarian Cancer Associated with BRCAL or BRCA2
Mutations Detected in Case Series Unselected for Family History: A Combined Analysis of 22
Studies. The American Journal of Human Genetics, 72(5), 1117-1130.

Ascierto, P. A., Kirkwood, J. M., Grab, J. J., Simeone, E., Grimaldi, A. M., Maio, M., Palmieri, G., Testori,
A., Marincola, F. M., ... et Mozzillo, N. (2012): The role of BRAF V600 mutation in melanoma.
Journal of translational medicine, 10, 85.

Ashworth, T. R. (1869): A Case of Cancer in Which Cells Similar to Those in the Tumours Were Seen in
the Blood after Death. The Medical Journal of Australia, 14, 146-147.

Bamford, S., Dawson, E., Forbes, S., Clements, J., Pettett, R., Dogan, A., ... et Wooster, R. (2004): The
COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) database and website. British Journal of
Cancer, 91(2), 355-358.

Benkovic S. J., et Cameron C. E. (1995): Kinetic analysis of nucleotide incorporation and misincorporation
by Klenow fragment of Escherichia coli DNA polymerase I. Methods in Enzymology, 262, 257—
2609.

Bentley, D. R., Balasubramanian, S., Swerdlow, H.P., Smith, G. P., Milton, J., Brown, C. G, ... et Smith,
A. J. (2008): Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator chemistry.
Nature, 456 (7218), 53-59.

Biesecker, L. G., et Green, R. C. (2014): Diagnostic Clinical Genome and Exome Sequencing. New
England Journal of Medicine, 370(25), 2418-2425.

Boland, C. R., et Goel, A. (2010): Microsatellite instability in colorectal cancer. Gastroenterology, 138(6),
2073-2087.e3.

Boland, C. R., Thibodeau, S. N., Hamilton, S. R., Sidransky, D., Eshleman, J. R., Burt, R. W., ...
et Srivastava, S. (1998): A National Cancer Institute workshop on microsatellite instability for
cancer detection and familial predisposition: Development of international criteria for the
determination of microsatellite instability in colorectal cancer. Cancer Research, 58(22), 5248-
5257.

Bratman, S. V., Newman, A. M., Alizadeh, A. A., et Diehn, M. (2015): Potential clinical utility of
ultrasensitive circulating tumor DNA detection with CAPP-Seq. Expert Review of Molecular
Diagnostics, 15(6),715-719.

Cairns, R. A. et Mak, T. W. (2013): Oncogenic Isocitrate Dehydrogenase Mutations: Mechanisms, Models,
and Clinical Opportunities. Cancer Discovery 3(7), 730.

68



Caleca, L., Radice, P., De Summa, S., et Tommasi, S. (2011): Unclassified Variants in BRCA Genes:
Guidelines for Interpretation. Annals of Oncology, 22(1), 18-23.

Chan, D. W., Montz, F. J.,, Singer, G., Chang, H., Shih, 1., Sokoll, L. J., ... et Zhang, Z. (2002): Assessment
of Plasma DNA Levels, Allelic Imbalance, and CA 125 as Diagnostic Tests for Cancer. Journal of
the National Cancer Institute, 94(22), 1697-1703.

Chen, L., Fu, W., Zheng, L., Liu, Z., et Liang, G. (2018): Recent Progress of Small-Molecule Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) Inhibitors against C797S Resistance in Non-Small-Cell Lung
Cancer. Journal of Medicinal Chemistry, 61(10),4290—4300.

Chen, K. Z., Lou, F., Yang, F., Zhang, J. B., Ye, H., Chen, W., ... et Wang, J. (2016): Circulating Tumor
DNA Detection in Early-Stage Non-Small Cell Lung Cancer Patients by Targeted Sequencing.
Scientific reports, 6, 31985.

Cheng, F., Liang, H., Butte, A. J., Eng, C., et Nussinov, R. (2019): Personal Mutanomes Meet Modern
Oncology Drug Discovery and Precision Health. Pharmacol Reviews, 71(1), 1-19.

Crowley, E., Di Nicolantonio, F., Loupakis, F., et Bardelli, A. (2013): Liquid biopsy: monitoring cancer-
genetics in the blood. Nature Reviews Clinical Oncology, 10(8), 472-484.

Cohen, A. L., Holmen, S. L., et Colman, H. (2013): IDH1 and IDH2 mutations in gliomas. Current
neurology and neuroscience reports, 13(5), 345.

Cohen, S. (1983): The Epidermal Growth Factor (EGF). Cancer, 51(10), 1787-1791.

Dahl, F., Stenberg, J., Fredriksson, S., Welch, K., Zhang, M., Nilsson, M., ... et Ji, H. (2007): Multigene
amplification and massively parallel sequencing for cancer mutation discovery. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 104(22), 9387-9392.

Davar, D., Beumer, J. H., Hamieh, L., et Tawbi, H. (2012): Role of PARP inhibitors in cancer biology and
therapy. Current Medicinal Chemistry, 19(23), 3907-3921.

De Witte, A., Zobeck, K. L., Forsmark, L., LeCocq, Ch.,Tao, H., Arezi, B., et Isaksson, M. (2017):
Molecular barcodes. Agilent Technologies, 1-2, 5991-7421EN

Di Nicolantonio, F., Martini, M., Molinari, F., Sartore-Bianchi, A., Arena, S., Saletti, P., ... et Bardelli, A.
(2008): BRAF wild-type is required for response to panitumumabor cetuximab in metastatic
colorectal cancer. Journel of Clinical Oncology, 26(35), 5705-5712.

Diaz, L. A, et Bardelli, A. (2014): Liquid biopsies: genotyping circulating tumor DNA. Journal of clinical
oncology : official journal of the American Society of Clinical Oncology, 32(6), 579-86.

Diehl, F., Schmidt, K., Choti, M. A., Romans, K., Goodman, S., Li, M., ... et Diaz Jr, L. A. (2008):
Circulating mutant DNA to assess tumor dynamics. Nature Medicine, 14(9), 985-990.

Dijk, E. L., Auger, H., Jaszczyszyn, Y., et Thermes, C. (2014): Ten years of next-generation sequencing
technology. Cell Press, Trends in Genetics, 30(9), 118 — 126.

Dillon, O. J., Lunke, S., Stark, Z., Yeung, A., Thorne, N., Gaff, C., ... et Melbourne Genomics Health
Alliance. (2018): Exome Sequencing Has Higher Diagnostic Yield Compared to Simulated
Disease-Specific Panels in Children with Suspected Monogenic Disorders. European Journal of
Human Genetics, 26(5), 644-51.

69



Dressman, D., Yan, H., Traverso, G., Kinzler, K. W., et Vogelstein, B. (2003): Transforming single DNA
molecules into fluorescent magnetic particles for detection and enumeration of genetic variations.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 100(15), 8817—
22.

Dressman, D., Yan, H., Traverso, G., Kinzler, K. W., et Vogelstein, B. (2003): Transforming single DNA
molecules into fluorescent magnetic particles for detection and enumeration of genetic variations.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 100(15), 8817-
22.

Edwards, S. L., Brough, R., Lord, C. J., Natrajan, R., Vatcheva, R., Levine, D. A,, ... et Ashworth, A.
(2008): Resistance to therapy caused by intragenic deletion in BRCA2. Nature, 451(7182), 1111-
1115.

Fazekas, A. J., Steeves, R. et Newmaster, S. G. (2018): Improving sequencing quality from PCR products
containing long mononucleotide repeats. Biotechniques, 48(4), 277-283.

Fiala, C., et Diamandis, E. P. (2018): Utility of circulating tumor DNA in cancer diagnostics with emphasis
on early detection. BMC Medicine, 16(1), 166.

Fleischhacker, M. et Schmidt, B. (2007): Circulating Nucleic Acids (CNAs) and Cancer—A Survey.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Reviews on Cancer, 1775(1), 181-232.

Fox, E. J., Reid-Bayliss, K. S., Emond, M. J., et Loeb, L. A. (2014): Accuracy of Next Generation
Sequencing Platforms. Next generation, sequencing and applications, 1, 1000106.

Futreal, P. A., Coin, L., Marshall, M., Down, T., Hubbard, T., Wooster, R., Rahman, N., et Stratton, M. R.
(2004): A Census of Human Cancer Genes. Nature Reviews Cancer, 4(3), 177-183.

Genetica: NGS - lllumina (2019): [online] [navstivené¢ 13.4.2019] Dostupné z
https://www.genetica.cz/next-generation-sequencing

Glessner, J. T., Wang, K., Cai, G., Korvatska, O., Kim, C. E., Wood, S., ... et Hakonarson, H. (2009):
Autism genome-wide copy number variation reveals ubiquitin and neuronal genes. Nature,
459(7246), 569-73.

Grady, W. M., et Carethers, J. M. (2008): Genomic and epigenetic instability in colorectal cancer
pathogenesis. Gastroenterology, 135(4), 1079-99.

Gregory, M. T., Bertout, J. A., Ericson, N. G., Taylor, S. D., Mukherjee, R., Robins, H. S., Drescher, C.
W., ... et Bielas, J. H. (2015): Targeted single molecule mutation detection with massively parallel
sequencing. Nucleic acids research, 44(3), e22.

Guo, J., Xu, N., Li, Z., Zhang, S., Wu, J., Kim, D. H,, ... et Ju, J. (2008): Four-color DNA sequencing with
3'-O-modified nucleotide reversible terminators and chemically cleavable fluorescent
dideoxynucleotides. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 105(27), 9145-9150.

Gupta, S., et El-Rayes, B. F. (2008): Small molecule tyrosine kinase inhibitors in pancreatic cancer.
Biologics : targets & therapy, 2(4), 707-715.

Han, X., Wang, J., et Sun, Y. (2017): Circulating Tumor DNA as Biomarkers for Cancer Detection.

Genomics, proteomics & bioinformatics, 15(2), 59-72.

70


https://www.genetica.cz/next-generation-sequencing

Heitzer, E., Ulz, P., et Geigl, J. B. (2015): Circulating Tumor DNA as a Liquid Biopsy for Cancer. Clinical
Chemistry, 61(1), 112-123.

llumina: An introduction to Next-Generation Sequencing Technology (2016): [online] [navstivené
5.1.2019] Dostupné z https://www.illumina.com/documents/products/illumina_sequencing-
_introduction.pdf

lllumina: Deep  sequencing  (2019a):  [online]  [navStivené  13.4.2019] Dostupné z

https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/deep-sequencing.html

lllumina: FASTQ files explained (2017a): [online] [navstivené 20.12.2018] Dostupné z
https://support.illumina.com/bulletins/2016/04/fastq-files-explained.html

Illumina: HiSeq X™ Series of Sequencing Systems (2017): [online] [nav§tivené 5.5.2019] Dostupné z
https://www.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet-hiseq-x-ten.pdf

IHlumina: Ilumina Reports Financial Results for Fourth Quarter and Fiscal Year 2017 (2018): [online]
[navstivené  14.4.2018] Dostupné z  https://www.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/documents/company/investor-relations/Q417_Illumina_EarningsRelease.pdf

lllumina: MiSeq System User Guide (2013): [online] [nav$tivené 13.1.2019] Dostupné z
http://application.sbroscoff.fr/download/fr2424/abims/corre/ngs/1_illumina/MiSeq%20System%
20User%20Guide%20(15027617).pdf

Ilumina: Overview of Indexed Sequencing on the NextSeq, MiSeq, and HiSeq Platforms (2015): [online]
[navstivené 13.12.2018] Dostupné =z http://www.bea.ki.se/documents/lllumina_Indexed_-
Sequencing_Reference_Guide_Aug2015.pdf

Illumina: Specifications for the MiSeq System (2019): [online] [navstivené 13.1.2019] Dostupné z
https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/miseq/specifications.html

Integrated DNA Technologies: Adapters for next generation sequencing [online] [navstivené 8.4.2019]
Dostupné z https://eu.idtdna.com/pages/products/next-generation-sequencing/adapters

Inukai, M., Toyooka, S., Ito, S., Asano, H., Ichihara, S., Soh, J., ... et Date, H. (2006): Presence of epidermal
growth factor receptor gene T790M mutation as a minor clone in non-small cell lung cancer.
Cancer Research, 66(16), 7854—7858.

Jahr, S., Hentze, H., Englisch, S., Hardt, D., Fackelmayer, F. O., Hesch, R. et Knippers, R. (2001): DNA
Fragments in the Blood Plasma of Cancer Patients: Quantitations and Evidence for Their Origin
from Apoptotic and Necrotic Cells. Cancer Research, 61(4), 1659.

Jennings, L. J., Arcila, M. E., Corless, C., Kamel-Reid, S., Lubin, I. M., Pfeifer, J., ... et Nikiforova, M. N.
(2017): Guidelines for Validation of Next-Generation Sequencing—Based Oncology Panels. The
Journal of Molecular Diagnostics, 19(3), 341-365.

Jun-Liang, L., et Liang, Z. (2016): Circulating Free DNA in the Era of Precision Oncology: Pre- and Post-
Analytical Concerns. Chronic Diseases and Translational Medicine, 2(4), 223-230.

Karapetis, Ch. S., Khambata-Ford, S., Jonker, D. J., O’Callaghan, Ch. J., Tu, D., Tebbutt, N. C., ...
et Zalcberg, J. R. (2008): K-Ras Mutations and Benefit from Cetuximab in Advanced Colorectal
Cancer. New England Journal of Medicine, 359(17), 1757-1765.

71


https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/deep-sequencing.html
https://support.illumina.com/bulletins/2016/04/fastq-files-explained.html
http://application.sbroscoff.fr/download/fr2424/abims/corre/ngs/1_illumina/MiSeq%20System%20User%20Guide%20(15027617).pdf
http://application.sbroscoff.fr/download/fr2424/abims/corre/ngs/1_illumina/MiSeq%20System%20User%20Guide%20(15027617).pdf
https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/miseq/specifications.html
https://eu.idtdna.com/pages/products/next-generation-sequencing/adapters

Kawakami, H., Zaanan, A., et Sinicrope, F. A. (2015): Microsatellite instability testing and its role in the

management of colorectal cancer. Current treatment options in oncology, 16(7), 30.

Kinde,l., Wu,J., Papadopoulos,N., Kinzler,K.W. et Vogelstein,B. (2011): Detection and quantification of
rare mutations with massively parallel sequencing. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 108, 9530-9535.

Kircher, M., Sawyer, S., et Meyer, M. (2012): Double indexing overcomes inaccuracies in multiplex
sequencing on the lllumina platform. Nucleic Acids Research, 1(40), e3.

Kivioja, T., Véhéarautio, A., Karlsson, K., Bonke, M., Enge, M., Linnarsson, S., et Taipale, J. (2011):
Counting absolute numbers of molecules using unique molecular identifiers. Nature Methods,
9(1), 72-74.

Kobayashi, S., Boggon, T. J., Dayaram, T., Janne, P. A., Kocher, O., Meyerson, M., ... et Halmos, B.
(2005): EGFR mutation and resistance of non-small-cell lung cancer to gefitinib. New England
Journal of Medicine, 352(8), 786—792.

Kotkova L. (2017): Optimalizace piipravy knihoven pro multiparalelni sekvenovani v diagnostice
kolorektalniho karcinomu. Diplomova préce. Piirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého,
Olomouc.

Konig, J., Zarnack, K., Rot, G., Curk, T., Kayikci, M., Zupan, B., ... et Ule, J. (2010): iCLIP reveals the
function of hnRNP particles in splicing at individual nucleotide resolution. Nature Structural &
Molecular Biology, 17(7), 909-915.

Kukita, Y., Matoba, R., Uchida, J., Hamakawa, T., Doki, Y., Imamura, F., et Kato, K. (2015): High-fidelity
target sequencing of individual molecules identified using barcode sequences: de novo detection
and absolute quantitation of mutations in plasma cell-free DNA from cancer patients. DNA
research : an international journal for rapid publication of reports on genes and genomes, 22(4),
269-277.

Lauring, J. et Park, B. H. (2011): BEAMing Sheds Light on Drug Resistance. Clinical Cancer Research
17(24), 7508-7510.

Ledergerber, C., et Dessimoz, C. (2011): Base-calling for next-generation sequencing platforms. Briefings
in Bioinformatics, 12(5), 489-497.

Ledford H. (2010): Big science: the cancer genome challenge. Nature, 464(7291), 972-974.

Lee, H. S., Kim, W. H., Kwak, Y., Koh, J., Bae, J. M., Kim, K. M, ... et Cho, M. Y. (2017): Gastrointestinal
Pathology Study Group of Korean Society of Pathologists, Molecular Pathology Study Group of
Korean Society of Pathologists. Molecular Testing for Gastrointestinal Cancer. Journal of
pathology and translational medicine, 51(2), 103-121.

Lee, J. Y., Qing, X., Xiumin, W., Bai, Y., Sangah, C., So, H. B., ... et Myung-Ju, A. (2016): Longitudinal
monitoring of EGFR mutation in plasma predicts outcomes of NSCLC patients treated with
EGFR-TKIs: Korean Lung Cancer Consortium (KLCC 12-02). Oncotarget, 7(6), 6984-6993.

Leon, S. A., Shapiro, B., Sklaroff, D. M. et Yaros, M. J. (1977): Free DNA in the Serum of Cancer Patients
and the Effect of Therapy. Cancer Research, 37(3),646.

72



Li, H., et Durbin, R. (2009): Fast and accurate short read alignment with Burrows-Wheeler transform.
Bioinformatics, 25(14), 1754-1760.

Li, H., Ruan, J., et Durbin, R. (2008): Mapping short DNA sequencing reads and calling variants using
mapping quality scores. Genome Research, 18(11), 1851-1858.

Li, M., Diehl, F., Dressman, D., Vogelstein, B., et Kinzler, K. W. (2006): BEAMing up for detection and
quantification of rare sequence variants. Nature Methods, 3(2), 95-97.

Lin, E. I., Tseng, L. H., Gocke, C. D., Reil, S., Le, D. T., Azad, N. S., et Eshleman, J. R. (2015): Mutational
profiling of colorectal cancers with microsatellite instability. Oncotarget, 6(39), 42334-44234.

Lin, L., Huang, H. et Juan, H. (2012): Discovery of Biomarkers for Gastric Cancer: A Proteomics
Approach. Journal of Proteomics, 75(11), 3081-3097.

Liu, L., Li, Y., Li, S, Hu, N., He, Y., Pong, R, ... et Law, M. (2012): Comparison of Next-Generation
Sequencing Systems. Journal of Biomedicine and Biotechnology, 7, 11 pages.

Liu, Q., et Sommer, S. S. (2000): Pyrophosphorolysis-Activated Polymerization (PAP): Application to
Allele-Specific Amplification. BioTechniques, 29(5), 1072-1083.

Lord, Ch. J., et Ashworth, A. (2008): Targeted Therapy for Cancer Using PARP Inhibitors. Current Opinion
in Pharmacology, 8(4), 363-369.

Lovly, C., Horn, L., et Pao, W. (2015): EGFR in Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC). [online]
[navstivené 10.4.2019] Dostupné z https://www.mycancergenome.org/content/disease/lung-
cancer/egfr/

Lowy, D. R., et Collins, F. S. (2016): Aiming High--Changing the Trajectory for Cancer. The New England
Journal of Medicine, 374(20), 1901-1904.

MacConaill, L. E., Burns, R. T., Nag, A., Coleman, H. A., Slevin, M. K., Giorda, K., ... et Thorner, A. R.
(2018): Unique, dual-indexed sequencing adapters with UMIs effectively eliminate index cross-
talk and significantly improve sensitivity of massively parallel sequencing. BMC Genomics, 19,
30.

Madic, J., Piperno-Neumann, S., Servois, V., Rampanou, A., Milder, M., Trouiller, B., ... et Stern, M.-H.
(2012): Pyrophosphorolysis-Activated Polymerization Detects Circulating Tumor DNA in
Metastatic Uveal Melanoma. Clinical Cancer Research, 18(14), 3934-3941.

MAGERI (2015): [online] [navstivené 20.12.2018] Dostupné z
https://mageri.readthedocs.io/en/latest/index.html

Masuda, T., Hayashi, N., Iguchi, T., Ito, S., Eguchi, H., et Mimori, K. (2016): Clinical and biological
significance of circulating tumor cells in cancer. Molecular oncology, 10(3), 408-417.

Mclnerney, P., Adams, P. et Hadi, M. Z. (2014): Error Rate Comparison during Polymerase Chain Reaction
by DNA Polymerase. Molecular Biology International, vol. 2014, 1-8.

McShane, L. M., Altman, D. G., Sauerbrei, W., Taube, S. E., Gion, M., et Clark, G. M. (2005): Reporting
Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies. Journal of the National Cancer Institute,
97(16), 1180-1184.

Mellai, M., Caldera, V., Annovazzi, L., et Schiffer, D. (2012): The Distribution and Significance of IDH

Mutations in Gliomas. [online] [navstivené 9.4.2019] Dostupné V4

73


https://www.mycancergenome.org/content/disease/lung-cancer/egfr/
https://www.mycancergenome.org/content/disease/lung-cancer/egfr/
https://mageri.readthedocs.io/en/latest/index.html

https://www.intechopen.com/books/evolution-of-the-molecular-biology-of-brain-tumors-and-
the-therapeutic-implications/the-distribution-and-significance-of-idh-mutations-in-gliomas

Mellmann, A., Harmsen, D., Cummings, C. A., Zentz, E. B., Leopold, S. R., Rico, A., ... et Karch, H.
(2011): Prospective genomic characterization of the German enterohemorrhagic Escherichia coli
0104:H4 outbreak by rapid next generation sequencing technology. PloS one, 6(7), e22751.

Mok, T S., Wu, Y., Ahn, M., Garassino, M. C., Kim, H. R., Ramalingam, S. S., ... et Papadimitrakopoulou,
V. A. (2017): Osimertinib or Platinum-Pemetrexed in EGFR T790M—Positive Lung Cancer. New
England Journal of Medicine, 376(7), 629-640.

Molenaar, R. J., Maciejewski, J. P., Wilmink, J. W., et Noorden, C. J. F. (2018): Wild- Type and Mutated
IDH1/2 Enzymes and Therapy Responses. Oncogene, 37(15), 1949-1960.

Morales, J., Li, L., Fattah, F. J., Dong, Y., Bey, E. A., Patel, M., Gao, J., ... et Boothman, D. A. (2014):
Review of poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) mechanisms of action and rationale for
targeting in cancer and other diseases. Critical reviews in eukaryotic gene expression, 24(1), 15-
28.

Nagahashi, M., Shimada, Y., Ichikawa, H., Kameyama, H., Takabe, K., Okuda, S., et Wakai, T. (2018):
Next generation sequencing-based gene panel tests for the management of solid tumors. Cancer
science, 110(1), 6-15.

Najie, S., Zhong, X., et Li, Q. (2014): Real-Time Bidirectional Pyrophosphorolysis-Activated
Polymerization for Quantitative Detection of Somatic Mutations. PLOS ONE, 9(4), 1-9.
Narayan, A., Carriero, N. J., Gettinger, S. N., Kluytenaar, J., Kozak, K. R., Yock, T. 1, ... et Patel, A. A.
(2012): Ultrasensitive measurement of hotspot mutations in tumor DNA in blood using error-

suppressed multiplexed deep sequencing. Cancerer Research, 72(14), 3492-3498.

National Cancer Institute: NCI Dictionary of Cancer Terms (2018): [online] [navstivené 28.1.2019]
Dostupné z https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-
terms/def/biomarker?redirect=true

New England BioLabs®: Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (2018): [online] [navstivené 6.5.2019]
Dostupné z https://www.neb.com/-/media/nebus/files/brochures/q5_trifold.pdf

Newman, A. M., Bratman, S. V., To, J., Wynne, J. F., Eclov, N. C., Modlin, L. A., ... et Diehn, M. (2014):
An ultrasensitive method for quantitating circulating tumor DNA with broad patient coverage.
Nature Medicine, 20(5), 548-554.

Pearson W. R. (2016): Finding Protein and Nucleotide Similarities with FASTA. Current protocols in
bioinformatics, 53, 3.9.1-25.

Peltomaki P. (2003): Role of DNA mismatch repair defects in the patho-genesis of human cancer. Journal
of Clinical Oncology, 21(6), 1174-1179.

Pohl, G., et Shih, 1.-M. (2004): Principle and applications of digital PCR. Expert Review of Molecular
Diagnostics, 4(1), 41-47.

Pritchard, C. C., Smith, C., Salipante, S. J., Lee, M. K., Thornton, A. M., Nord, A. S., ... et Walsh, T.
(2012): ColoSeq provides comprehensive lynch and polyposis syndrome mutational analysis using

massively parallel sequencing. The Journal of molecular diagnostics, 14(4), 357-366.

74


https://www.intechopen.com/books/evolution-of-the-molecular-biology-of-brain-tumors-and-the-therapeutic-implications/the-distribution-and-significance-of-idh-mutations-in-gliomas
https://www.intechopen.com/books/evolution-of-the-molecular-biology-of-brain-tumors-and-the-therapeutic-implications/the-distribution-and-significance-of-idh-mutations-in-gliomas
https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/biomarker?redirect=true
https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/biomarker?redirect=true

Pusch, S., Sahm, F., Meyer, J., Mittelbronn, M., Hartmann, C., et von Deimling, A. (2011): Glioma IDH1
mutation patterns off the beaten track. Neuropathology and Applied Neurobiology, 37(4), 428-
430.

QIAGEN: QIlAxcel Advanced User Manual (2017b): [online] [navstivené 21.4.2019] Dostupné z
https://www.giagen.com/br/resources/resourcedetail?id=e3edf734-1e5a-4ebf-957e-a35e120d629
0&lang=en

QIAGEN: QIAseq™ Targeted DNA Panel Handbook (2017a): [online] [nav$tivené 14.4.2019] Dostupné
z https://www.giagen.com/jp/resources/resourcedetail?id=8907edbe-a462-4883-aelb-
2759657e7fd0&lang=en

Quail, M. A., Smith, M., Coupland, P., Otto, T. D., Harris, S. R., Connor, T. R., Bertoni, A., Swerdlow, H.
P, ... et Gu, Y. (2012): A tale of three next generation sequencing platforms: comparison of lon
Torrent, Pacific Biosciences and Illumina MiSeq sequencers. BMC genomics, 13, 341.

Quail, M. A., Smith, M., Coupland, P., Otto, T. D., Harris, S. R., Connor, T. R., Bertoni, A., Swerdlow, H.
P, ... et Gu, Y. (2012): A tale of three next generation sequencing platforms: comparison of lon
Torrent, Pacific Biosciences and Illumina MiSeq sequencers. BMC genomics, 13.

Reitman, Z. J., et Yan, H. (2010): Isocitrate dehydrogenase 1 and 2 mutations in cancer: alterations at a
crossroads of cellular metabolism. Journal of the National Cancer Institute, 102(13), 932-41.

Reuter, J. A., Spacek, D. V., et Snyder, M. P. (2015): High-throughput sequencing technologies. Molecular
Cell, 58(4), 586-597.

Richardson, A. L., et Iglehart, J. D. (2012): BEAMing up personalized medicine: mutation detection in
blood. Clinical cancer research : an official journal of the American Association for Cancer
Research, 18(12), 3209-11

Robinson, J. T., Thorvaldsdéttir, H., Winckler. W., Guttman, M., Lander, E. S., Getz, G., et Mesirov, J. P.
(2011): Integrative genomics viewer. Nature Biotechnology, 29(1), 24-26.

Sanger, F., Nicklen, S., et Coulson, A. R. (1977): DNA sequencing with chain-terminating inhibitors.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 74(12), 5463-
5467.

Sargent, D.J., Marsoni, S., Monges, G., Thibodeau, S. N., Labianca, R., Hamilton, S.R., ... et Gallinger S.
(2010): Defective mismatch repair as a predictive marker for lack of efficacy of fluorouracil-based
ad-juvant therapy in colon cancer. Journal of Clinical Oncology, 28(30), 3219-3226.

Sawyers, Ch. L. (2002): Rational therapeutic intervention in cancer: kinases as drug targets. Current
Opinion in Genetics and Development. 12(1), 111-115.

Sequist, L. V., Soria, J., Goldman, J. W., Wakelee, H. A., Gadgeel, S. M., Varga, A,, ... et Camidge, D. R.
(2015): Rociletinib in EGFR-Mutated Non-Small-Cell Lung Cancer. New England Journal of
Medicine, 372(18), 1700-1709.

Serrati, S., De Summa, S., Pilato, B., Petriella, D., Lacalamita, R., Tommasi, S., et Pinto, R. (2016): Next-
generation sequencing: advances and applications in cancer diagnosis. OncoTargets and therapy,
9, 7355-7365.

75


https://www.qiagen.com/jp/resources/resourcedetail?id=8907edbe-a462-4883-ae1b-2759657e7fd0&lang=en
https://www.qiagen.com/jp/resources/resourcedetail?id=8907edbe-a462-4883-ae1b-2759657e7fd0&lang=en

Sharma, V., Bell, D., Settleman, J., et Haber, D. (2007): Epidermal growth factor receptor mutations in
lung cancer. Nature Reviews Cancer, 7(3), 169-181.

Shen, Z. (2013): Cancer biomarkers and targeted therapies. Cell and Bioscience, 3(1), 6.

Shugay, M., Zaretsky, A. R., Shagin, D. A., Shagina, I. A., Volchenkov, I. A., Shelenkov, A. A, ...
et Chudakov, D. (2017): MAGERI: Computational pipeline for molecular-barcoded targeted
resequencing. PLoS Computational Biology, 13(5), e1005480.

Schmitt, M. W., Kennedy, S. R., Salk, J. J., Fox, E. J., Hiatt, J. B., et Loeb, L. A. (2012): Detection of
ultra-rare mutations by next-generation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 109(36), 14508-14513.

Siqueira, J. F., Fouad, A. F., et Rocas, I. N. (2012): Pyrosequencing as a tool for better understanding of
human microbiomes. Journal of oral microbiology, 4, 10.3402/jom.v4i0.10743.

Sint, D., Raso, L. et Traugott, M. (2012): Advances in multiplex PCR: balancing primer efficiencies and
improving detection success. Methods in Ecology and Evolution, 3(5), 898-905.

Song, N., Zhong, X., et Li, Q. (2014): Real-time bidirectional pyrophosphorolysis-activated
polymerization for quantitative detection of somatic mutations. PLoS One, 9(4), €96420.
Sorenson, G. D., Pribish, D. M., Valone, F. H., Memoli, V. A, Bzik, D. J., et Yao, S. L. (1994): Soluble
normal and mutated DNA sequences from single-copy genes in human blood. Cancer

Epidemiology, Biomarkers and Prevention, 3(1), 67-71.

Soukupova, J., Zemankova, P., Lhotova, K., Janatova, M., Borecka, M., Stolarova, L., ... Kleibl, Z. (2018):
Validation of CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Clinical Application) for targeted NGS-
based analysis of hereditary cancer syndromes. PloS one, 13(4), e0195761.

Stahlberg, A., Krzyzanowski, P. M., Jackson, J. B., Egyud, M., Stein, L., et Godfrey, T. E. (2016): Simple,
multiplexed, PCR-based barcoding of DNA enables sensitive mutation detection in liquid biopsies
using sequencing. Nucleic acids research, 44(11), e105.

Stroun, M., Anker, P., Lvautey, J., Lederrey, C. et Maurice, P. A. (1987): Isolation and characterization of
DNA from the plasma of cancer patients. European Journal of Cancer and Clinical Oncology,
23(6), 707-712.

Takai, E. et Yachida, S. (2016): Circulating tumor DNA as a liquid biopsy target for detection of pancreatic
cancer. World Journal of Gastroenterology, 22(38), 8480-8488.

Tan, C.,, et Du, X. (2012): KRAS mutation testing in metastatic colorectal cancer. World journal of
gastroenterology, 18(37), 5171-80.

Tikhonova, I. A., Huxley, N., Snowsill, T., Crathorne, L., Varley-Campbell, J., Napier, M., et Hoyle, M.
(2018): Economic Analysis of First-Line Treatment with Cetuximab or Panitumumab for RAS
Wild-Type Metastatic Colorectal Cancer in England. PharmacoEconomics, 36(7), 837-851.

Tutt, A., Robson, M., Garber, J. E., Domchek, S., Audeh, M. W., Weitzel, J. N., Friedlander, M.,
et Carmichael, J. (2009): Phase Il Trial of the Oral PARP Inhibitor Olaparib in BRCA-Deficient
Advanced Breast Cancer. Journal of Clinical Oncology, 27(18), CRA501-CRA501.

Ullrich, A., et Schlessinger, J. (1990): Signal transduction by receptors with tyrosine kinase activity. Cell,
61(2), 203-212.

76



UnitedHealcare®. (2019): Whole exome and whole genome sequencing. [online] [nav§tivené 12.4.2019]
Dostupné z https://www.uhcprovider.com/content/dam/provider/docs/public/policies/
signaturevalue-mmg/whole-exome-whole-genome-sequencing-sv.pdf

Vallée, M. P., Francy, T. C., Judkins, M. K., Babikyan, D., Lesueur, F., Gammon, A, ... et Tavtigian, S.
V. (2012): Classification of Missense Substitutions in the BRCA Genes: A Database Dedicated to
Ex-UVs. Human Mutation, 33(1), 22-28.

Vasioukhin, V., Anker, P., Maurice, P., Lyutey, J., Lederrey, C., et Stroun, M. (1994): Point mutations of
the N-ras gene in the blood plasma DNA of patients with myelodysplastic syndrome or acute
myelogenous leukaemia. British Journal of Haematology, 86(4), 774-779.

Venkitaraman, A. R. (2002): Cancer Susceptibility and the Functions of BRCA1 and BRCA2. Cell, 108(2),
171-82.

Verdaguer, H., Sauri, T., et Macarulla, T. (2017): Predictive and prognostic biomarkers in personalized
gastrointestinal cancer treatment. Journal of Gastrointestinal Oncology, 8(3), 405-417.

Vermeulen, J., Derveaux, S., Lefever, S., De Smet, E., De Preter, K., Yigit, N., De Paepe, A., Pattyn, F.,
Speleman, F., ... et Vandesompele, J. (2009): RNA pre-amplification enables large-scale RT-
gPCR gene-expression studies on limiting sample amounts. BMC research notes, 2, 235.

Vogenberg, F. R., Isaacson Barash, C. et Pursel, M. (2010): Personalized medicine: part 1: evolution and
development into theranostics. P & T : a peer-reviewed journal for formulary management, 35(10),
560-576.

Vogelstein, B., et Kinzler, K. W. (1999): Digital PCR. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, 96(16), 9236-41.

Vollbrecht, C., Lehmann, A., Lenze, D., et Hummel, M. (2018): Validation and comparison of two NGS
assays for the detection of EGFR T790M resistance mutation in liquid biopsies of NSCLC patients.
Oncotarget, 9(26), 18529-18539.

Wang, S., Song, Y., et Liu, D. (2017): EAI045: The fourth-generation EGFR inhibitor overcoming T790M
and C797S resistance. Cancer Letters, 385, 51-54.

Wang, S., Tsui, S. T., Liu, C., Song, Y. et Liu, D. (2016): EGFR C797S Mutation Mediates Resistance to
Third-Generation Inhibitors in T790M-Positive Non-Small Cell Lung Cancer. Journal of
Hematology and Oncology, 9(1), 59.

Wee, P., et Wang, Z. (2017): Epidermal Growth Factor Receptor Cell Proliferation Signaling Pathways.
Cancers, 9(5), 52.

Wee, S., Jagani, Z., Xiang, K. X., Loo, A., Dorsch, M., Yao, Y. M., ... et Stegmeier, F. (2009): PI3K
pathway activation mediates resistance to MEK inhibitors in KRAS mutant cancers. Cancer
Research, 69(10), 4286-4293.

Whale, A. S., Cowen, S., Foy, C. A, et Huggett, J. F. (2013): Methods for applying accurate digital PCR
analysis on low copy DNA samples. PloS one, 8(3), €58177.

Wheeler, D. A, et Wang L. (2013): From human genome to cancer genome: the first decade. Genome
Research, 23(7), 1054-1062.

77



Wooster, R., et Weber, B. L. (2003): Breast and Ovarian Cancer. New England Journal of Medicing,
348(23),2339-47.

Xu, Ch. (2018): A review of somatic single nucleotide variant calling algorithms for next-generation
sequencing data, Computational and Structural Biotechnology Journal, 16, 15-24.

Yang, H., Ye, D., Guan, K. L., et Xiong, Y. (2012): IDH1 and IDH2 mutations in tumorigenesis:
mechanistic insights and clinical perspectives. Clinical cancer research : an official journal of the
American Association for Cancer Research, 18(20), 5562-71.

Yarden, Y., et Schlessinger, J. (1987): Epidermal growth factor induces rapid reversible aggregation of the
purified epidermal growth factor receptor. Biochemistry, 26(5), 1443-1451.

Yasuda, H., Park, E., Yun, CH., Sng, N. J., Lucena-Araujo, A. R., Yeo, W. L., ... et Costa, D. B. (2013):
Structural, biochemical, and clinical characterization of epidermal growth factor receptor (EGFR)
exon 20 insertion mutations in lung cancer. Science Translational Medicine, 5(216), 216ral77.

Yung, T. K. F., Chan, K. C. A., Mok, T. S. K., Tong, J., To, K.-F., et Lo, Y. M. D. (2009): Single-Molecule
Detection of Epidermal Growth Factor Receptor Mutations in Plasma by Microfluidics Digital
PCR in Non-Small Cell Lung Cancer Patients. Clinical Cancer Research, 15(6), 2076-2084.

Zhang, B., Penton, C. R., Xue, C., Wang, Q., Zheng, T., et Tiedje, J. M. (2015): Evaluation of the lon
Torrent Personal Genome Machine for Gene-Targeted Studies Using Amplicons of the
Nitrogenase Gene nifH. Applied and Environmental Microbiology, 81(13), 4536-4545.

Zhang, W. (2015): BRAF Inhibitors: The Current and the Future. Current Opinion in Pharmacology, 23,
68-73.

Zhang, Y. C., Zhou, Q. et Wu, Y. L. (2017): The emerging roles of NGS-based liquid biopsy in non-small
cell lung cancer. Journal of Hematology & Oncology, 10(1), 167.

Zhenbin, Ch., Feng, J., Buzin, C. H., Liu, Q., Weiss, L., Kernstine, K., Somlo, G., et Sommer, S. S. (2009):
Analysis of Cancer Mutation Signatures in Blood by a Novel Ultra-Sensitive Assay: Monitoring
of Therapy or Recurrence in Non-Metastatic Breast Cancer. PLOS ONE, 4(9), 1-14.

Zhou, X., Ren L., Meng Q., Li Y., et Yu Y. (2010): The next-generation sequencing technology and
application. Protein, 1(6), 520-536.

78



9 PRILOHY

Priloha 1

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych pri jednotlivych teplotdch gradientu
1. annealingu v PCR s pouzitim GoTaq® MDx Hot Start polymerézy a primerov pre

cielené oblasti exonov 18 a 19 EGFR

Exon 18 Exon 19

[°C] A01 A02 A03 A04 A05 A06|BO01 B02 B03 B04 B0S B06
w 68 64,6 60,6558519 48 | 68 64,660,6558519 48

8o - - 50
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Legenda: A0O1-A06 (exon 18 EGFR), B01-B06 (ex6n 19 EGFR) - vzorky amplifikované pri
jednotlivych teplotach gradientu 1.annealingu v PCR s pouzitim GoTaq® MDx Hot Start

polymerazy a primerov pre cieleneny Usek exénov 18, 19 EGFR.
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Priloha 2

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych pri jednotlivych teplotdch gradientu
1. annealingu v PCR s pouzitim GoTag® MDx Hot Start polymerazy a primerov pre

cielené oblasti exénov 20 a 21 EGFR

Exon 20 Exon 21
°C] A01 A02 A03 A04 A05A06|B01 B02 B03 B04 B0O5 BO6
68 64.6 60,6 55,8519 48 | 68 64.6 60.6 55.8 51,9 48

Legenda: A01-A06 (ex6n 20 EGFR), BO1-B06 (exdén 21 EGFR) - vzorky amplifikované pri
jednotlivych teplotach gradientu 1. annealingu v PCR s pouzitim s pouZitim GoTaq® MDx Hot
Start polymerazy a primerov pre cieleneny Usek exénov 20, 21 EGFR.



Priloha 3

Separované fragmenty vzorky amplifikovanej pri teplote 1. annealingu 68 °C v PCR
s pouzitim GoTag® MDx Hot Start polymerazy a primerov pre cielent oblast’ exénu 20
EGFR
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Legenda: 15-600 bp — fragmenty Alignment markru, 93 bp — fragment nespecifického

produktu PCR s pouZitim primerov pre cielent oblast’ exonu 20 EGFR.



Priloha 4

Separované fragmenty vzorky amplifikovanej pri teplote 1. annealingu 64,6 °C v PCR
s pouzitim GoTag® MDx Hot Start polymerdzy a primerov pre cielnt oblast’ exonu 20
EGFR

Exon 20

-~ B08 Al2
[°C] 64,6- -

2

Legenda: B08 - vzorka amplifikovana pri teplote 1. annealingu 64,6 °C v PCR s pouzitim
GoTaq® MDx Hot Start polymerazy a primerov pre cielnt oblast’ exénu 20 EGFR. A12 — marker
relativnej molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



Priloha 5

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych pri jednotlivych teplotdch gradientu
2. annealingu v PCR s pouzitim GoTag® MDx Hot Start polymerdzy a primerov pre
cielené oblasti exonov 18 a 19 EGFR

Exon 18 Exon 19

A01 A02 A03 A04 A05 A06| BO1 B02 B03 B04 BOS B06 Al2
[°C] 70 666 62,6 57.8 539 50 | 70 66,6 62,6 578 539 50

(bp) [bp)
? %0 500
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g 200 —_— 200 &
%’ 150 150 %
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Legenda: A01-A06 (ex6n 18 EGFR), B01-B06 (exon 19 EGFR) - vzorky amplifikované pri
jednotlivych teplotach gradientu 2. annealingu v PCR s pouzitim s pouZitim GoTaq® MDx Hot
Start polymeréazy primerov pre cieleneny Usek exénu 18, 19 EGFR. A12 — marker relativnej

molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



Priloha 6
Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych pri jednotlivych teplotach gradientu
2. annealingu v PCR s pouzitim GoTag® MDx Hot Start polymerdzy a primerov pre

cielené oblasti exénov 20 a 21 EGFR

Exo6n 20 Exon 21
A01 A02 A03 A04 A05 A06|B01 B02 B03 B04 B05 B06
[CC] 70 66,6 62,6 57,8 53,9 50 | 70 66,6 62,6 57.8 53,9 50

Rel Rel
) s
%0 500
&0 400
X0 30
; =0 <0 a
i P
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Legenda: A01-A06 (exon 20 EGFR), B01-B06 (ex6n 21 EGFR) - vzorky amplifikované pri
jednotlivych teplotach gradientu 2. annealingu v PCR s pouzitim s pouZzitim GoTaq® MDx Hot

Start polymerazy primerov pre cieleneny Usek exénu 20, 21 EGFR.



Priloha 7

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych multiplexovej a triplexovej PCR
s pouzitim GoTag® MDx Hot Start polymerazy a primerov pre cielené oblasti exonov
18, 19, 20 a 21 EGFR

4MM 18,19,20 | 18,19,21 [18,20{ 18,19,21 8,20,
21 21
2561 NIC/| 2561 NTC| 2561 NIC| 2561|2561 NIC NIC
A01 AO02 | A03 AO04 | A0S AO06| A07 A0S Al0 | Al12 [AOS
(bp] [bp]
400
300 —
@ 250 o
& g
P 200 s g
& S50 163 ]

Legenda: 4AMM — vzorka amplifikovana s pouzitim mastermixu, ktory obsahoval primery pre
exony 18, 19, 20, 21 EGFR. MM 18, 19, 20 — vzorka amplifikovand s pouzitim mastermixu, ktory
obsahoval primery pre exény 18, 19, 20 EGFR. MM 19, 20, 21 — vzorka amplifikovana s pouzitim
mastermixu, kKtory obsahoval primery pre exény 19, 20, 21 EGFR. MM 18, 20, 21 — vzorka
amplifikovana s pouZzitim mastermixu, ktory obsahoval primery pre exény 18, 20, 21 EGFR. MM
18, 19, 21 - vzorka amplifikovanda s pouzitim mastermixu, ktory obsahoval primery pre exény 18,
19, 21 EGFR. NTC — negativna kontrola. 2561 — na amplifikaciu bola pouzita vzorka DNA

nariedena na koncentraciu 50 ng/ul. A12 — marker relativnej molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



Priloha 8

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych pri jednotlivych koncentraciach
primerov pre amplifikaciu cielenej oblasti exdnu 21 v PCR s pouzitim GoTaqg® MDx Hot

Start polymerazy a primerov pre cielené oblasti exénov 18, 19 a 21 EGFR
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Legenda: A01-A08 — vzorky amplifikované pri jednotlivych koncentraciach primerov pre
amplifikaciu cielenej oblasti exonu 21 EGFR v PCR s pouzitim s pouzitim GoTaq® MDx Hot
Start polymerazy. A12 — marker relativnej molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



Priloha 9

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych v multiplexovej a singleplexovej PCR
s pouzitim GoTag® MDx Hot Start polymerazy a réznych koncentracii DNA s pouzitim

primerov pre cielené oblasti exonov 18, 19, 20 a 21 EGFR
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Legenda: MP - reakéna zmes pouzita pri PCR obsahovala primery pre cielent oblast’ exénov 18,
19 a 21 EGFR. SP —reak¢na zmes pouzita pri PCR obsahovala primery pre cielent1 oblast’ exonu
20 EGFR. NTC — negativna kontrola pre jednotlivé varianty reakénej zmesi. Jednotlivé Cisla

vzoriek vid’ Tabul’ka 19. A12 — marker relativnej molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



Priloha 10

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych v PCR s pouzitim GoTag® MDx Hot

Start polymerazy a réznych primerovych parov pre cielenu oblast’ exonu 20 EGFR
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Legenda: AO1 — v PCR pouzité primery 1848 a 1858. A02 - v PCR pouzité primery 2064 a 2066.
A03 — v PCR pouzité primery 2065 a 2066. A0O4 — negativna kontrola s primerami 2065 a 2066.
A12 — marker relativnej molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



Priloha 11

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych pri jednotlivych teplotach gradientu
1. annealingu v PCR spouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerazy
a primerov pre cieleneny Usek exonu 18 EGFR

Cl 72 686 646 598 559 52
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Legenda: A01-A06 — vzorky amplifikované pri jednotlivych teplotach gradientu 1. annealingu
vV PCR s pouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerazy s pouzitim primerov pre
cieleneny Usek exénu 18 EGFR. A12 — marker relativnej molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



Priloha 12

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych pri jednotlivych teplotach gradientu
1. annealingu v PCR spouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerazy
a primerov pre cieleneny Usek exonu 19 EGFR

[’C] 72 686 646 3598 559 52
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Legenda: A01-A06 — vzorky amplifikované pri jednotlivych teplotach gradientu 1. annealingu
v PCR s pouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerdzy s pouzitim primerov pre
cieleneny Usek exénu 19 EGFR. A12 — marker relativnej molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



Priloha 13
Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych pri jednotlivych teplotach gradientu
1. annealingu v PCR spouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerazy
a primerov pre cieleneny Usek exonu 20 EGFR
[°C] 72 686 646 598 559 52
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Legenda: A01-A06 — vzorky amplifikované pri jednotlivych teplotach gradientu 1. annealingu
Vv PCR s pouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerazy s pouzitim primerov pre
cieleneny Gsek exénu 20 EGFR. A12 — marker relativnej molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



Priloha 14

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych pri jednotlivych teplotach gradientu
1. annealingu v PCR spouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerazy
a primerov pre cieleneny Usek exonu 21 EGFR
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Legenda: B2-B8 — vzorky amplifikované pri jednotlivych teplotach gradientu 1. annealingu
v PCR s pouzitim Q5® Hot Start High-Fidelity DNA polymerdzy s pouZitim primerov pre
cieleneny Usek exénu 21 EGFR. A12 — marker relativnej molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



Priloha 15

Separované fragmenty vzoriek amplifikovanych pomocu PCR s pouzitim polymeraz
GoTag® MDx Hot Start, Takara Ex Tag HS a FastStartTM High Fidelity PCR systému

a primerov pre cieleneny Usek exénu 18 EGFR
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Legenda: AO1 —vzorka s PCR s pouzitim GoTaq® MDx Hot Start polymerazy a vzorky DNA (20
ng/ul). A02 — vzorka s PCR s pouzitim GoTagq® MDx Hot Start polymerazy (negativna kontrola).
A03 — vzorka s PCR s pouzitim Takara Ex Taq HS polymeréazy a vzorky DNA (20 ng/ul). A04 -
vzorka s PCR s pouzitim Takara Ex Taq HS polymerazy (negativna kontrola). AO5 — vzorka
s PCR s pouzitim FastStart™ High Fidelity PCR systému a vzorky DNA (20 ng/ul). A06 — vzorka
s PCR s pouzitim FastStart™ High Fidelity PCR systému (negativna kontrola). A12 — marker

relativnej molekulovej hmotnosti (25-500 bp).



