fastGEN - nova NGS metoda pro detekci mutaci
v kinazové doméne fuzniho genu BCR::ABL1
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Uvod i Metodika

VySetfenimutacniho statusu v kinazové doméné (KD) fuzniho genu BCR::ABL1je v dobé Vzorky: Metoda byla optimalizovana na DNA ~ ©°@x?
uzivaniinhibitoru tyrozinkinaz (TKI) klicovou soucasti lé¢ebného protokolu u nemocnych synteticky pripravenych kontrolach a RNA

s chronickou myeloidni leukemii (CML). V soucasnosti je standardni metodou pro z bunécnych kultur K562 a HCT116. A poté
analyzu mutaci Sangerovo sekvenovani, které ma vsak omezenou citlivost. Alternativni validovana na klinickych vzorcich.

metodou k detekci mutaci v KD mUze byt sekvenovani nové generace (NGS). Priprava knihovny NGS: Technologie fastGEN,

NGS metoda zalozena na polymerazoveé reté-

Obrazek IR zOVé reakcl se specialné navrzenymi tagova-
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nymi hybridnimi primery. Princip stanoveni

vyuziva kratkych amplikont o délce az 287 bp ! »ﬁ
a nasledného sekvenovani o vysokem pokryti -II
(Obrazek 2).
(Drug contact site) (Drug contact site) i o - L
S S FastGEN BCR:ABL1 cili na oblast exon(i 4 az
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Y5 (Invitrogen™). Pro preamplifikaéni qPCR re-
Prevzato: https://www.researchgate.net/figure/Distribution-of-the-mutations-with-respect-to-the-main-regions-of-the-Bcr-abl-kinase_fig1_269519341 . o .
akcl byl pouzit ready-to-use Master mix (pro 7
analyzu major zlomu nebo minor zlomu). 0
Cilem této prace bylo vyvinout vysoce citlivy protokol pro urceni mutacniho statusu Produkt preamplifikaéni reakce byl nasledné \/
fuzniho genu BCR::ABL1 metodou fastGEN a to tak, aby bylo dosazeno detekce mutaci ofidan do konkrétniho Master mixu pro
AR
5 % (VAF) u vzork( s velmi nizkym po&tem kopii fizniho genu (20,1 % IS). fastGEN.PofastGEN gPCRanalyzebylyvzorky 777
, Y v x . 3|+ +
spoolovany, precisteny a sekvenovany. Pro 2
K Uspésné genotypizaci transkriptu fuzniho genu BCR:ABL1 je potfeba nejprve navydeni specificity byly pouZity custom
proveést reverzni transkripci do cDNA a pro zachyt i nizkého poctu kopii naslednou pre- sekvenéni primery. .
amplifikaci. Pro preamplifikaCni reakci byly navrzeny primerové pary cilici na dva typy Sekvenovani: lllumina MiSeq s pouzitim %
transkriptl genu BCR::ABL1 - major zlomu a minor zlomu. Tato preamplifikaéni reakce paired-end read 2 x 150 bp.
zajisti dostate€né mnozstvi kopii fUzniho genu pro naslednou fastGEN reakci a dosa- Vyhodnoceni: K analyze sekvenaé&nich dat byl )
zeni vyssi citlivosti soupravy. pouZit software GENOVESA, ktery je soudasti

komplexniho reseni fastGEN.

Vysledky

Tabulka 1

Pro dosazeni vyssi citlivosti soupravy bylo nutné provést optimalizaci preamplifikacni Charakterizace vzorku - Vysledky piavodni nastaveni Vysledky nové nastaveni
& " & 1 X o7 : v v P , , ID vzorku . ” ocekavany

reakce, kdy doslo k navyseni reakcniho objemu az na 50 pl za souCasného navyseni %1S D eomA vysledek mutace % VAF mutace % VAF

vstupniho objemu cDNA (z 1,5 ul na 5 ul cDNA). Navyseni objemu preamplifikacni reakce MD012/23 3 300 F311L15% F311L no variants F311L 20,23%

pozitivné korelovalo s oCekavanymi vyslednymi hodnotami VAF (Tabulka 1). Souhrnna MDboO1/24 ! 105 E453V1L% £453v no variants £453V 11,00%

MDO003/24 0,4 76 F317L 10 % F317L no variants F317L 5,77%

data optimalizacnhiho experimentu jsou uvedena v Tabulce 2. Diagnosticka senzitivita
a specificita byla stanovena na klinickych vzorcich (Tabulka 3).

Tabulka 2

Pozitivni kontrola RT Preamplifikace Pozitivni kontrola Diléi vysledky qPCR Vysledky sekvenace
. 9

OVAF i objem rxn objem vzorku E%i;?et )\( ;E :Ill objem rxn objem vzorku E%i;?et : ;{’ .‘Ill A i Preamplifiace [astGEN €T hodnoty el hloubka ¢teni
% 1S 23,9 % IS 23,9 CT MeltPeak MM A MM B E255K G250E
Varianta 1 50 25 575000 50 5 57500 Varianta 1 29,81 86,5 2,16 2,63 25,5 24,3 36336
Varianta 2 20 10 230000 50 5 57500 Varianta 2 31,26 86,5 3,13 3,9 44,15 42,33 37293
Varianta 3 50 12,5 287500 50 5 28750 Varianta 3 31,5 87 2,31 2,79 40,15 38,61 31735
Varianta 4 50 12,5 287500 70 5 28750 Varianta 4 32,75 86,5 2,49 3,12 35,48 34,88 36103
Varianta 5 20 10 230000 30 3 34500 Varianta 5 35,3 86 3,13 3,9 /0,3 68,71 28559
Varianta 6 50 25 575000 30 3 34500 Varianta 6 38,79 None 3,65 7,14 nesekvenovano
Varianta 7 50 25 575000 20 2 23000 Varianta 7 38,94 None 4,13 11,76 3,93 3,95 33485

Tabulka 3

Ovéreni klinické funkce

Spravna pozitivita 13
Falesna pozitivita 0
Spravna negativita 10
Diagnosticka senzitivita 100%
Diagnosticka specificita 100%

Uspésné genotypizace transkriptu fuzniho genu BCR::ABL1 ve vzorcich s nizkou
hodnotou IS (20,1 % |1S) a VAF =5 % bylo docileno optimalizaci preamplifikacni reakce,

(V4

ktera zajistila dostatecné mnozstvikopiifuzniho genuvstupujiciho do fastGEN reakce
a tim dosazeni vyssi citlivosti soupravy.

FastGEN je NGS technologie zaloZzena na pouziti kratkych amplikond, coz zvysSuje
amplifikovatelnost DNA a diagnostickouvytéeznost. Master Mixy dodavané veformatu

LV 4

Kprimému pouzitiumoznuji usporu celkového Casu navysetrenia snizenirizika chyby.

Prokazali jsme, ze fastGEN BCR:ABL1 by mohl byt vhodnou metodou pro rutinni
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