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Sekvenovanie novej generdcie (next generation sequencing, NGS), tiezZ zname ako masivne paralelné sekve-
novanie, umoznuje analyzu velkého objemu dat v jednom teste. Viac ako 90 % sekvenacnych dat je ziskanych
principom SBS (sequencing by synthesis) od firmy Illumina. Zaradenie myeloidného NGS panela medzi rutinné
vySetrenia bolo na oddeleni lekarskej genetiky, Medirex, a. s., najvyznamnejsSim milnikom v diagnostike myelo-
proliferativnych ochoreni za rok 2018. Standardnym diagnostickym postupom bolo kaskadové vySetrenie gé-
nov JAK2, CALR a MPL, pomocou ktorych mozno odlisit pravi polycytémiu (polycythemia vera, PV), esencialnu
trombocytémiu (ET) a primarnu myelofibrézu (PMF). Z dovodu WHO reklasifikacie myeloproliferativnych ocho-
reni z roku 2016 bolo nevyhnutné rozsirit panel vysetrovanych génov pre spravne zaradenie pacientov do $peci-
fickych skupin, monitorovanie liecebnej odpovede a zaradenie do transplantaéného procesu.
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Application of NGS (next generation sequencing) in routine diagnostics

Next generation sequencing (NGS) also known as massive parallel sequencing is able to detect a large amount
of data in a single assay. More than 90% sequence data is obtained from sequencing by synthesis (SBS) prin-
ciple from lllumina. Including myeloid NGS panel into routine examination was the most significant diagnostic
milestone for patients with myeloproliferative neoplasms on the department of medical genetics, Medirex, a. s.
in 2018. Standard diagnostic procedure is cascade examimnation of JAK2, CALR and MPL genes to distinguish
polycythemia vera (PV), essential trombocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF). Due to new WHO re-
classification of myeloproliferative diseases in 2016, it was necessary to extend the panel of examined genes for
correct assesment of diagnosis, monitoring of treatment response and inclusion into transplantation process.
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Uvod

Termin myeloproliferativne neoplazie (MPN) oznacuje
skupinu ochoreni, ktorych patogenéza sa zacina transfor-
madciou pluripotentnej kmerfovej bunky. V transformovanej
bunke dochddza k somatickym mutdciam, ktoré poskytuju
selektivnu vyhodu pre patologicky klon, ktory potlaca fyzio-
logicki hemopoézu. Désledkom tohto procesu dochadza aj
k vyvoju krvnych elementov z jedného hematologického ra-
du, ktory vyrazne prevysuje ostatné®. Zakladné rozdelenie
MPN je zalozené na pritomnosti, resp. nepritomnosti Phi-
ladelphia (Ph) chromozému. Medzi Ph pozitivhe neoplazie
patri chronicka myelocytova leukémia (CML) s pritomnostou
BCR-ABL1 fuzie. Ph negativne MPN zvycCajne nesu somatic-
ku driver mutaciu v génoch JAK2, CALR alebo MPL, ktoré su
hlavnymi diagnostickymi markermi spolu s hematologicky-
mi a morfologickymi abnormalitami. Transformadcia ochore-
nia do myelodysplastického syndromu (MDS) alebo sekun-
darnej akutnej myeloidnej leukémie (AML) je mozna pri Ph+
aj Ph— MPN®,

Ph negativhe MPN

Medzi Ph— MPN su zaradené neoplazie bez BCR-ABL1
flzie. Tato skupina zahfha pravu polycytémiu (PV), esenci-
alnu trombocytémiu (ET) a primarnu myelofibrézu (PMF).
WHO klasifikacia MPN je zaloZzena najma na morfologickych

zmenach v kostnej dreni a pocte krvnych elementov v pe-
riférnej krvi. Trombocytéza je hlavhym znakom pre ET, ale
byva pritomna aj pri inych MPN. Erytrocyt6za je diagnostic-
kym znakom pre PV a leukocytéza sa vyskytuje u pacien-
tov s pokrocilym Stadiom ochorenia. Pacienti s PMF maju
Casto kombinaciu prejavov, avSak v signifikantnej Casti sa
vyskytuje najma anémia. Na diferencidlnu diagnostiku uve-
denych ochoreni sa v rutinnej praxi vyuziva detekcia soma-
tickych mutacii na molekulovej drovni. Vo viac ako 95 % pri-
padov su za vznik MPN zodpovedné driver mutdcie v génoch
JAK2, CALR a MPL®. Standardnym postupom pri uréeni diag-
nozy je detekcia mutacie JAK2 (V617F) a v pripade negati-
vity sa pokracuje detekciou mutacii JAK2 v exéne 12 - 15.
Pozitivny nalez je v takomto pripade indikatorom PV. V pripa-
de negativneho vysledku pokracuje vySetrenie analyzou génu
CALR, v ktorom sa vyskytuju najma frame-shift (FS) mutacie
posledného exénu, o ma za nasledok vznik alternativneho
C-konca v peptide. Ak nie su pritomné ani mutacie v géne
CALR, vySetrenie je v poslednom kroku zamerané na detek-
ciu MPL (W515L/K). Pritomnost somatickych mutécii v gé-
noch CALR a MPL je v priamej suvislosti s diagnézami ET
a PMF, ktorych patogenéza postihuje megakaryocytovd liniu
buniek. ET suvisi najma s megakaryocytovou proliferaciou
a PMF s diferenciaciou — myelodysplaziou®. Na zéklade po-
slednej WHO reklasifikacie myeloproliferativnych neoplazii
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z roku 2016 bolo nevyhnutné zahrnat do rutinnej molekulo-
vogenetickej diagnostiky dalSie gény pre spravne zaradenie
pacientov do jednotlivych skupin, urCenie lieCebnej stratégie
a progndzy, monitorovanie MRD (minimalna reziduélna cho-
roba) a na postidenie zaradenia do transplantacného progra-
mu. Pozadované gény zahfiaji ASXL17, IDH1/IDH2, SF3B1,
SRSF2,DNMT3A, TET2 a EZH2®). Vhodnou alternativou simu-
Itanneho vysetrenia viacerych génov, resp. vybranych exénov
a hotspotovych oblasti bolo zavedenie panelového NGS do
rutinnej diagnostiky myeloproliferativhych neoplazii.

Next generation sequencing (NGS)

Najcastejsie vyuzivanym postupom pri NGS je tzv. sequen-
cing by synthesis (SBS) od firmy Illumina. Proces spociva
v tom, Ze pocas cyklu DNA syntézy su fluorescencne znace-
né dNTP inkorporované do templatového vlakna pomocou
DNA polymerazy. V kazdom cykle je dany nukleotid identi-
fikovany prostrednictvom excitdcie fluoroféru. Pred samot-
nym sekvenovanim je potrebna priprava tzv. kniznice. Za-
kladnym principom pripravy kniznic je fragmentacia DNA,
pripadne cDNA s naslednou modifikaciou 3’ a 5 koncov
vlakien, na ktorych dochadza k ligacii adaptérov. K jednot-
livym vzorkam sa pocas pripravy pridava unikatna kombi-
néacia adaptérov, ¢o umoziiuje multiplexovd analyzu (do 96
vzoriek). Fragmenty DNA s viazanymi adaptérmi su nasledne
amplifikované pomocou PCR reakcie a precistené podla pri-
slugného protokolu®. Na tvorbu klastrov je potrebna hybridi-
zdacia amplifikovanych kniznic na flow-cell. Na jej povrchu sa
nachdadzaju oligonukleotidy komplementarne k sekvenciam
adaptérov. Po hybridizacii nastdva tvorba klastrov prostred-
nictvom mostikovej amplifikacie, pocas ktorej DNA polyme-
rdza vytvori komplementdarne vldkno k templatu. Pévodné
vlakno je odmyté a ponechané je nové, reverzné. Na konci re-
verzného vlakna sa nachadza adaptérova sekvencia, pomo-
cou ktorej sa nové vlakno prichyti na komplementarny oligo-
nukleotid na povrchu flow-cell. DNA polymeraza tak vytvori

Obrazok 1. Schéma mostikovej amplifikdcie®

Mumina sequencing
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nové komplementarne vlakno identické s pévodnym templa-
tom. Vzniknuta dsDNA je denaturovand, a tak sa mbze sa-
mostatne kazdé vlakno opéat prichytit adaptérom na prislus-
ny oligonukleotid (obrdazok 1). Uvedenym spdsobom vznikaju
naraz vo vzorke tisicky klastrov, ktoré su sekvenované v prie-
behu 2-3 dni. Pritomnost konkrétnej bazy vo vldkne DNA je
detegovana pomocou Styroch reverzibilnych terminatorov,
ktoré su znacené fluroescencnymi farbivami s rozdielnou
emisiou. Sekvenator (MiSeq System, lllumina) po kazdom
cykle odfoti fluorescenéné signdly na flow-cell a po ukonce-
ni analyzy posklada vyslednu sekvenciu®.

Subor pacientov

V roku 2018 bolo do rutinnej diagnostiky zavedené pane-
lové sekvenovanie TruSight Myeloid Sequencing Panel, lllu-
mina. Do suboru bolo zatial zaradenych 56 pacientov. Pouzi-
tym materialom bola gDNA ziskanad izolaciou z plnej kostnej
drene a periférnej krvi. Do vySetrenia boli zahrnuti pacienti
s diagndzou zo skupiny myeloproliferativnych neoplazii. Naj-
CastejSie iSlo o pacientov nereagujucich na liecbu s podozre-
nim na pritomnost mutacie v inych génoch, ako JAK2, CALR
a MPL, u pacientov s tazko definovatelnou diagnézou z do6-
vodu polyfenotypového prejavu ochorenia alebo v pripade
predikcie Uspesnosti transplantacného procesu.

Material a metody

Na oddeleni lekarskej genetiky, Medirex, a. s., bolo medzi
rutinné vySetrenia pacientov s MPN zavedené panelové sek-
venovanie TruSight Myeloid Sequencing Panel, lllumina. Uve-
dend metdda sluzi na detekciu somatickych variantov, kto-
rych vyskyt je typicky najma pre akutnu myeloidnd leukémiu
(AML), myelodysplasticky syndrém (MDS), myeloproliferativ-
ne neoplazie (MPN), chronickd myeloidnu leukémiu (CML),
chronickd myelomonocytovu leukémiu (CMML) a juvenil-
nu myelomonocytovl leukémiu (JMML). Uvedeny panel po-
kryva 15 génov (exoény) a v 39 génoch zahima hotspotové
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oblasti (tabulka 1). Okrem génov JAK2, CALR a MPL zahf-
na vSetky ostatné gény potrebné na diagnostiku MPN podla
najnovsej WHO klasifikacie z roku 2016. Vstupnym materia-
lom je gDNA s koncentraciou 50 ng na reakciu. Pouzita bola
chémia MiSeq Reagent Kit v3 v kombindacii s nano-flow-cell,
¢o umoznuje simultannu analyzu 8 vzoriek. Velkost vysled-
nych amplikénov je ~250 bp. Ziskané vysledky boli hodno-
tené v softvéroch Finalist Dx, Ingenuity a IGV. Do sprdvy pre
klinikov boli uvedené iba sekvenc¢né varianty s patogénnym

a pravdepodobne patogénnym vyznamom, s poc¢tom Citani

aspon 500x a alelovou frekvenciou nad 5 %.
Vysledky

Pacient 1.

46-rocna pacientka liecena od roku 2009 s diagn6zou
PV vo FNsP F. D. Roosevelta v Banskej Bystrici. V roku 2017
progresia ochorenia do sekundarnej myelofibrézy. V marci
2018 na oddeleni lekarskej genetiky, Medirex, a. s., bola pa-
nelovym NGS detegovana pritomnost sekvenéného variantu
JAK2 (V617F) s patogénnym vyznamom a alelovou frekven-
ciou 50 %. V tom istom mesiaci bola pritomnost uvedenej
mutdcie potvrdena metddou real-time PCR s 53 % zastupe-
nim. V aprili 2018 bola pacientka zaradena do transplantac-
ného programu v Nemocnici sv. Cyrila a Metoda v Bratislave.
V tom Case bola kvantita mutovaného JAK2 uz 73 %. V juni
2018 bol prvykrat vySetreny chimérizmus po transplanta-
cii. Hodnota povodnej autolégnej krvotvorby klesla pod 2 %
a JAK2 (V617F) na 0,64 %.

Pacient 2.

49-rocny pacient bol v aprili 2018 odoslany na genetic-
ké vySetrenie do centralneho laboratéria Medirex, a. s., s po-
dozrenim na CML. Vysledok analyzy BCR-ABL1 zlomov bol
bez nalezu. V tom istom mesiaci boli pomocou FISH vy-
Setrené gény MLL, CRLF2, ABL2 a molekulovou MLPA ana-
lyzou gén IKZF1. Uvedené vySetrenia mali negativny vysle-
dok. U pacienta bol zaroven vySetreny vstupny panel pre
AML, z ktorého pozitivny vysledok mala iba hodnota expre-
sie WTT (NCN = 0,05). V maji 2018 bol u pacienta vysetre-
ny myeloidny NGS panel, pomocou ktorého bola detegovana

pritomnost sekven¢ného variantu v géne CSF3R (T618l) s pa-
togénnym vyznamom. Alelova frekvencia bola 39 %. V sep-
tembri 2018 bolo realizované kontrolné NGS vysetrenie, kto-
rym bola dokazana stupajuca hodnota mutovaného génu az
na 48 %. Hladina expresie WT1 génu mala tiez stupajici cha-
rakter. U pacienta je podozrenie na relaps.

Pacient 3.

47-roc¢ny pacient lieceny v Nemocnici sv. Cyrila a Metoda
s diagn6zou PV. V roku 2018 prechod do sekundarnej myelo-
fibrézy. V januari 2018 bol vySetreny vstupny panel pre MPN.
Pomocou real-time PCR bola detegovana pritomnost muta-
cie JAK2 (V617F), kvantita 86 %. U pacienta bol nasledne vy-
Setreny myeloidny NGS panel, ktory potvrdil pritomnost sek-
venénych variantov v génoch DNMT3A (R659C) s alelovou
frekvenciou 40,2 % a JAK2 (V617F) s alelovou frekvenciou
60,7 %. U pacienta je zvazovana alogénna transplantacia.

Diskusia

WHO klasifikacia MPN ochoreni z roku 2016 zahffia nové
diagnostické entity podla pritomnosti genetickych variantov
(mutécii) vybranych génov. Diagnostické kritéria boli rozsire-
né vd'aka zavadzaniu novych citlivejSich metédd molekulovej
diagnostiky a cielenému sekvenovaniu klinicky relevantnych
génov. DalSie mutacie v génoch, ktoré sa podielaji na epi-
genetickej regulacii a signalizacii, zohravaju kld¢ova dlohu
v patogenéze MPN. Mutdcie v epigenetickych regulatoroch
sU zapojené do iniciacie a progresie ochorenia. Cielom pra-
ce bolo zavedenie panelového NGS do rutinnej molekulovo-
genetickej diagnostiky tychto ochoreni. Na analyzu pacien-
tov bol pouzity TruSight Myeloid Sequencing Panel od firmy
lllumina, ktorym mozno analyzovat 54 génov v jednej reak-
cii. Pomocou uvedeného vySetrenia su zachytené aj mutacie
s prediktivnym vyznamom pre progndzu a prezivanie pacien-
tov, ale aj na posudenie Uspesnosti transplantacného pro-
cesu. Zavedenie panelového NGS ma v rutinnej diagnostike
vyznamné postavenie, pretoze umoznuje aj detekciu takych
mutacii, ktoré by pri beznom vySetrovacom algoritme vobec
neboli zachytené. Pri PMF sa v Case diagndzy vyskytuju iné
mutéacie ako v JAK2, CALR a MPL vo viac ako 50 %. Pri PV
a ET su dalSie mutacie detegované priblizne v 10 % pripadov.

Tabulka 1. Prehlad génov v TruSight Myeloid Sequencing Panel, lllumina®

Cielova oblast / Ciel'ova oblast / Ciel'ova oblast / Cielova oblast /
exon exon exon exon

DNMT3A cely KDMT6A cely RAD21 cely
ASXL1 ETV6/TEL cely KIT 2,8-11,13,17 RUNX1 cely
ATRX 8-1 0, 17-31 EZH2 cely KRAS 2-3 SETBP1 4 (Cast)
BCOR cely FBXW7 9-11 MLL 5-8 SF3B1 13-16
BCORL1 cely FLT3 14,15, 20 MPL 10 SMC1A 2,11,16,17
BRAF 15 GATA1 2 MYD88 3-5 SMC3 10,13, 19, 23, 25, 28
CALR 9 GATA2 2-6 NOTCH1 26-28, 34 SRSF2 1
CBL 8-9 GNAS 8-9 NPM1 12 STAG2 cely
CBLB 9-10 HRAS 2-3 NRAS 2-3 TET2 3-11
CBLC 9-11 IDH1 4 PDGFRA 12,14,18 TP53 2-11
CDKN2A cely IDH2 4 PHF6 cely U2AF1 2,6
CEBPA cely IKZF1 cely PTEN 57 WT1 7,9
CSF3R 1417 JAK2 12-14 PTPN11 3,13 ZRSR2 cely
CUX1 cely JAK3 13
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Mutacia v géne TET2 sa pri PMF vyskytujev19 % a ASXL1 az
v 40 % pripadov. Obe su pri MPN asociované so zlou prog-
nézou, Vyskyt patogénnych variantov v génoch ASXL1T,
EZH2, SRSF2 a IDH1/2 indikuje u pacientov vyrazne skrateny
Cas prezivania. V pripadoch s dvomi a viac mutdciami je me-
dian dozitia 2,6 roka, pri jednej mutdcii 7 rokov a v pripadoch
bez mutacii v uvedenych génoch je median prezivania 12,3
roka. Hlavnou vyhodou NGS analyzy je simultanna analy-
za velkého mnozstva DNA s vysokou citlivostou v porovna-
ni s klasickym Sangerovym sekvenovanim. Sekvenovanim
mnohych génov naraz mozno vysetrit aj viaceré diagnézy, o
znacne skracuje ¢as nasadenia vhodnej terapie. NGS analy-
Zou je stanovena aj alelova frekvencia danej mutacie, ¢o slu-
Zi najma na sledovanie ucinku lie¢by a MRD (minimalna rezi-
dudlna choroba). Zatial najva¢sou nevyhodou vsetkych NGS
analyz je velky objem ziskanych dat, ktoré musia byt okrem
iného vyhodnotené so zretelom na dany druh ochorenia a p6-
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