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SUHRN

Gén BRAF (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) je ¢len MAPK signalnej
drahy. Mutacie BRAF vedu k zmene diferenciacie a regulacie bunkového cyklu, ktoré su
V l'udskom organizme schopné vyvolat’ rakovinové ochorenie. NajcastejSou mutaciou BRAF
je mutacia V60OE. Detekcia tejto mutacie je dolezita pre spravnu diagnostiku stavu pacienta

a nasledné nastavenie adekvatnej liecby.

Ciel'om teoretickej Casti prace bolo ziskat’ zakladné informacie a spisat’ reSer§ o géne BRAF,
vplyve mutacie V60OE na l'udsky organizmus a moznosti jej detekcie. Ciel'om praktickej ¢asti
bakalarskej prace bolo vykonat’ sériu pokusov, ktoré by umoznili detekciu mutacie V60OE
V systéme so stabilizaciou PCR reagencii pomocou suSenej trehaldzy. Stabilizaéné pokusy
budu sluzit ako zaklad pre CE-IVD certifikaciu typizacnej supravy vytvorenej firmou
IntellMed v spolupraci s Ustavom molekularnej a transla¢nej mediciny Lekérskej fakulty

Univerzity Palackého v Olomouci.

KTlacové slova: genotypizacia, rakovina, BRAF, trehal6za, stabilizdcia PCR reagencii



SUMMARY

Gene BRAF (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) is a member of MAPK
signalling pathway. BRAF mutations lead to change of differentiation and regulation of cell
cycle, which in human body can launch a tumor growth. The most common BRAF mutation is
mutation V600E. Detection of this mutation is essential for diagnose and prediction in cancer

patients.

The theoretical part’s aim of this thesis was to summarize knowledge and to create a review
about BRAF gene. Goal of experimental part of bachelor thesis was to run aset of
experiments allowing to detect V600OE mutation in system of trehalose - stabilized PCR
reagents. Stabilization experiments will be used for CE-IVD certification of testing kit
developed by IntellMed in cooperation with the Insitute of Molecular and Translational

Medicine of the Faculty of Medicine nad Dentistry of Palacky University in Olomouc.
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1. UVOD

Pojmom rakovina rozumieme patologicky stav organizmu, ktory vedie k vzniku
zhubného (maligneho) nadoru. Bujenie rakovinotvornych buniek je spojené s tvorbou
vzdialenych lozisk v tele, tzv. metastdz. Populacia buniek straca kontrolu nad vlastnym
delenim a zaCina atypicky rast. Zmeny v bunke veduce ku tvorbe nadorov vznikaji

Vv dosledku mutéacii DNA urcitych génov.

Gén BRAF je ¢len MAPK signalnej drahy, ktora reguluje bunkovy rast, delenie
(proliferaciu), diferenciaciu a apoptozu. Mutaciami génu BRAF sa normalne rastice bunky
nekontrolovateI'ne mnozia, ¢im moze dojst k indukcii mnohych typov ochoreni, vratane
rakoviny. BRAF protoonkogén je zloZzeny z 18 exénov, pri¢om najviac mutacii vznika v exone
15 (Ziai akol, 2012). Najcastej$im typom muticie BRAF je mutacia BRAFY®™E, kedy
dochadza k substittcii dusikatej baze thyminu za adenin v nukleotide 1799. Mutaciou BRAF
dochadza k vzniku nadorového ochorenia, pricom mutacia BRAFY®F sa vyskytuje

predovsetkym u malignych melanomov koze, rakovine §titnej zI'azy, kolorekta a pl'uc.

Detekcia pritomnosti mutacie BRAFY®0%F

je dolezitd pre diagnostiku ochoreni, na
zaklade ktorej sa pacientovi urCuje postup liecby. V sucasnosti je mozné vyuzit' Siroké
spektrum metod umoziujucich detekciu mutacie BRAFVE  Casto vyuzivanou detekénou
metodou je kvantitativna PCR v redlnom Case. Reagencie vyuzivané na tvorbu PCR mixu st
citlivé na podmienky skladovania a manipuléciu, ¢o méze ovplyvnit’ citlivost’ a iné analytické
parametre PCR. Stabilizadciou reagencii PCR je moZzné predist’ tvorbe nespecifickych
produktov a degradacii reagencii, vznikajicej pri ich opakovanom rozmrazovani. Jednou

Z moznosti stabilizacie reagencii PCR je suSenie po pridavku sacharidu trehalézy.



2. CIELE PRACE

Cielom teoretickej cCasti bakalarskej prace (kapitola Sucasny stav problematiky) bolo
zozbierat' a spracovat’ informacie o géne BRAF, so zameranim na mutaciu BRAFV60E
a moznosti zvy3enia stability reagencii pre PCR V realnom ¢ase. Cast’ teoretickej prace bola

F V8% pri vzniku rakovin, konkrétne pri rozvoji maligneho melanému

zamerana na tlohu BRA
a karcinomu Stitnej zl'azy, a latky namierené proti mutovanému BRAF Vv zvolenych typoch
rakovin. Dalej sa praca zaobera su¢asnymi moznostami detekcie mutacii BRAF. Cast’ prace

bola venovana poziadavkam na ziskanie CE-IVD znacky pre genotypiza¢nl supravu.

Ciel'om praktickej Casti (kapitoly Material, Metody, Vysledky, Diskusia a Zaver) bolo:

- Stanovit mutacny status génu BRAF uvzoriek DNA, u ktorych bola dostupna
informacia o BRAF muta¢nom statuse v online databazach

- Aplikovat systém suSenia reagencii za pridavku trehal6zy pre PCR Vv redlnom Case

- Vykonat ¢ast’ pokusov potrebnych pre ziskanie CE-IVD znacky a pripravit’ podklady
k ziskaniu CE znacky u molekularne typizacnej sistavy mutacie V60OE génu BRAF

- Porovnat’ analytické parametre detekcie BRAF s aplikaciou trehalozy a bez aplikacie

trehalozy



3. SUCASNY STAV PROBLEMATIKY

3.1 BRAF GEN A BRAF PROTEIN

BRAF gén lokalizovany na chromozéme 7q34 (Obr. 1) je oznaCovany ako protoonkogén
BRAF a v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (NCBI, 2013). Sklada sa z 18
exonov a dizka transkribovanej mRNA je 2478 bp (Niihori, a kol, 2006). BRAF p6sobi ako
onkogén vo viacerych typoch l'udskych rakovin, pricom jeho mutacie spdsobuji zmeny

vV BRAF proteine. Tie mozu ul'ahCit’ rast a rozsirit’ vyskyt rakovinovych buniek.
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Obr.1: Lokalizacia BRAF na chromoz6éme 7 (Genetics Home Reference, 2012)

Pri analyze BRAF bolo odhalenych viac ako 30 mutacii so zmenou zmyslu - tzv. missense
mutacii (Wan a kol, 2004). Mutacie BRAF génu sa vyskytuju na kinazovych doménach
lokalizovanych na exénoch 11 a 15 (Trovisco a kol, 2006). Priblizne 89 % BRAF mutacii, je
lokalizovanych v kodoénoch 595-600 exonu 15 (Ziai a kol, 2012). Najcéastejs$i typ mutacie
vyskytujuci sa v exone 15 vznika bodovou mutdciou DNA nukleotidu 1799, spojenou so
substiticiou dusikatej baze thyminu (T) na adenin (A), oznacenej ako T1799A. T1799A
mutacia spdsobuje zamenu aminokyselin a naslednu aktivdciu BRAF kinazy. Dochéadza
k substitucii aminokyseliny valin (V) za kyselinu glutimovu (E) v kodone 600 (Curry, a Kol,
2012). Muticia je oznalovana ako BRAFY®™F alebo Val600Glu. Substitucia V za E

spdsobuje konstitutivnu aktivaciu BRAF.
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Gén BRAF koduje protein BRAF patriaci k rodine RAF kinaz. BRAFY®*® muticia
destabilizuje kinazy a prispieva k tumorogenézii prostrednictvom aktivovanej MAPK drahy
(Elisei a kol, 2008). Protein BRAF regulaciou MAPK/ERK signalnej kaskady ovplyviuje
bunkové delenie, diferenciaciu a sekréciu. Defosforylovany Standardny (wildtype, wt) BRAF
protein pretrvdva v neaktivhom stave prostrednictvom hydrofobnych interakcii medzi
aktivanym miestom a ATP-vizbovym miestom. V600OE mutécia rozrusuje tieto interakcie,
¢im dochadza k fosforylacii. Fosforylaciou v aktivaénom segmente je regulovana transkripéna
aktivita BRAF. Dochadza knej po zacleneni BRAF do membrany aktivovanym RAS.
Fosforylacia je potrebna na dosiahnutie maximalnej kindzovej aktivity. Zaroven prispieva

k bazalnej aktivite, ktort ma BRAF vyssiu nez zvy$né RAF izoméry.

3. 2 SIGNALIZACNA KASKADA RAF

Proteinové kindzy st enzymy, ktoré katalyzuju vézbu fosfitu na bocné retazce
aminokyselin serinu, threoninu alebo tyrosinu. Proteinové kindzy zohravaji ulohu v takmer
kazdom aspekte bunkovej biologie. Fosforylaciou dochadza k zmene vlastnosti enzymov:
k regulacii ich metabolizmu, katalytickej aktivity, transkripcie, apoptozy (Johnson a Lapadat,
2002). RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma) mutacie sa vyskytuji v 15-30 % vsetkych
doposial’ detekovanych typoch Tl'udskych rakovin (Roskoski, 2010). Prvy RAF gén bol
objaveny v roku 1983 ako retrovirusovy onkogén (Rapp a kol., 1983).

3. 2.1 STRUKTURA RAF PROTEINOV

RAF je oznaCovana ako rodina protein-serin/threoninovych kinaz. RAF proteiny su esencialne
konektory medzi RAS a MEK-ERK signalnou drahou (Kyriakis a kol., 1992). U cicavcov
rozoznavame 3 odlisné RAF izoformy: ARAF (1986), BRAF (1988) a CRAF (1985,
nazyvany aj RAF-1).

Z funkéného hladiska maji RAF proteinové kinazové domény charakteristické malé
N-termindlne a velké C-termindlne slucky. N-termindlne slu¢ky obsahuju ATP-fosfatovi

viazucu slucku, nazyvani aj ako P-slucka. C-termindlne slucky st zvyCajne a-helikdlne,
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viazuce MEKI1/2. Vsetky 3 RAF izoformy zdielaji spolo¢ni stavebnti Struktiru
pozostavajicu z 3 konzervativnych (conserved) regionov (CR) lisiacich sa funkciami,
oznacovanych ako CR1, CR2 a CR3 (Wellbrock a kol., 2004a) (Obr. 2). CR1 obsahuje RAS-
viazucu doménu (RBD) ktord je nevyhnutnd pre interakciu s RAS amembranovymi
fosfolipidmi, a na cystein bohati doménu (CRD), ktora sluzi ako sekundarne RAS-viazuce
miesto (Tran akol., 2005). CR2 obsahuje dolezité fosforylacné miesta, podielajuce sa na
RAF aktivacii (Dhillon a kol., 2002). CR2 je miestom fosforylacie CRAF (Morrison a kol.,
1993). CR3 je lokalizovany v blizkosti C-konca, a obsahuje kinazovi doménu vratane
aktivaéného segmentu, ktorého fosforylacia je klI'i¢ova pre kinazovu aktivaciu BRAF (Chong

akol., 2001).

ONAM I I N T I I W

(éxon) 45 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Protein N — CR1 CR2 CR3 -C

Obr. 2: Schématické znazornenie Struktiry BRAF (upravené podla Ziai a kol, 2012)

3. 2. 2 RAS-RAF-MEK-ERK SIGNALNA DRAHA

Vsetky tri izoformy RAF rodiny sa podiel’aju na tzv. RAS-RAF-MEK-ERK signalnej
transdukénej kaskéde. Je oznaCovand ako mitogénom aktivovana proteinova kinazova
(MAPK) kaskada (Zebisch a kol., 2006). Tato kaskada sa zucastiuje regulacie Sirokého
spektra procesov, vratane apopt6zy, progresie bunkového cyklu, diferenciacie, proliferacie a
transformdacie na rakovinovy stav. Nejednd sa o samostatnu linedrnu drahu, ale prave naopak
— ide o $iroko rozvetvenu drahu. Kostra RAF drahy pozostava z trojiroviiovej kindzovej

kaskady (Obr. 3).
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Obr. 3 RAS-RAF-MEK-ERK signalna draha

Tento rozvetveny design umoZziuje rozSirenie moznosti reguldcie kriZenim signalizanych
drah (crosstalkov) a zvysenie citlivosti na vstupné signaly (Brown akol., 1997). Signalna
drdha je aktivovana RAS proteinom. Inaktivny RAS-GDP viazany na membranu sa
fosforylaciou premiena na aktivny membranovy RAS-GTP, ktory nasledne aktivuje d’alSich
¢lenov drahy. K aktivacii dochadza vdzbou RAS-GTP sRBD lokalizovanou na N-
terminalnom regula¢nom tuseku kinazy. Analyzou rodiny RAS bolo preukazané, ze jedine H-

RAS, N-RAS a K-RAS st schopné aktivacie BRAF (Rodriguez-Viciana a kol., 2010).

RAF kinazové proteiny sa vyskytuju v neaktivnom stave v cytosole. Vsetky RAF proteiny
ako substrat zdiel'aju MEK1/2 kinazu. Aj ked’ vSetci ¢lenovia rodiny RAF maju schopnost’
viazat' a fosforylovat MEK, in vitro aktivita sa smerom k MEK S$iroko 1isi (Papin akol.,
1996). Najsilnejsiu aktivitu k MEK ma BRAF, zatial’ o aktivita na hranici detekovateI'nosti
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je typickd pre ARAF a CRAF. Aktivované RAF kinazy fosforyluji obe MEK izoformy
v aktivacnej slucke. Fosforylaciou proteinov RAF sa tak zvySuje aktivita MEK, ktora je

nasledne schopna viazat, fosforylovat’ a aktivovat ERK.

MEK1/2 ako dualne Specifické proteinové kinazy sprostredkuja aktivaciu tyrozinu i serinu
v ERK1 alebo ERK2 prostrednictvom ich fosforylacie. ERK draha je charakteristicka
naslednou regulaciou mnozstva proteinov, ktoré sprostredkuvaji cross-talk s ostatnymi
signalnymi drahami, pricom ERK reguluje mnohé biologické funkcie, vratane bunkovej

proliferacie, diferenciacie, migracie, alebo apoptozy.

Na udrzanie RAS-signalizacie je potrebné vykonat posttranslacni modifikaciu schopnu
prichytit RAS proteiny na vnatorni bunkovii membranu — farnezylaciu a prenylaciu

(Matallanas a kol., 2011).

3. 3 MUTACIE GENU BRAF A NADOROVE OCHORENIA

Priblizne 8 % vSetkych l'udskych rakovin nesie mutdciu BRAF. Najvyssia frevencia
BRAF mutacii je v melanomoch (70 %) (Wellbrock a kol, 2004). Mutacia je pritomna i v 40-
70 % pripadoch rakoviny §titnej zl'azy, 5-15 % kolorektalnej rakoviny a 1-3 % rakoviny plac.
(Namba, 2003; Tie, 2010). V klinickej praxi sa vySetruje BRAF mutacia rutinne u melanému

a rakoviny kolorekta.

3.3.1 MELANOM

Melaném je zhubny nador koZe vznikajici z pigmentovych koZnych buniek —
melanocytov. Melanocyty st Specializované bunky produkujuce pigment, ktorych tlohou je
ochrana koZe pred Skodlivymi G€inkami UV svetla. U ¢ernochov a Hispancov dochadza ku
tvorbe malignych melanomov zriedka, najcastejSie sa vyskytuje na chodidlach, dlaniach, ¢i
pod nechtami. Vacsina melanomov sa u l'udi so svetlym typom koze vyskytuje na trupe a na
koncatinach. Rychlost’ delenia melanocytov je pomala, a ovplyviiuji ju environmentalne
faktory, ako je UV ziarenie. UV zlozka slne¢ného ziarenia je jednym z najrizikovejsich
faktorov, ktoré maji vplyv na vznik melanémov. Intenzivne vystavenie UV ziareniu
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v rannom veku méze ovplyvnit vyskyt melanomov u dospelych v neskorsom veku. Dal§im
rizikovym faktorom je vyskyt rakoviny koze vrodine, sklon krychlemu opaleniu
I pritomnost’ materskych znamienok. 95 % pripadov melanomov je mozné lieCit, v pripade

ich skorej diagnostiky - primarne chirurgickym odstranenim.

Incidencia zhubného melanému koZe sa v Ceskej republike kazdoroéne zvysuje. V roku 2010
bolo zaznamenanych 2058 pripadov, zatial' ¢o v roku 2000 bolo diagnostikovanych 1458
pripadov (Dusek a kol., 2005).

Menej ako 5 % mutacii melanomov st mutécie tumor supresorového génu p53. Mutacie RAS
onkogénnu tvoria 21 % pripadov. NajCastejSim typom mutacie melandémov je mutacia génu
BRAF (Davies akol, 2002). Tato mutacia vSak S najvdacSou pravdepodobnostou nie je
indukovana priamo UV ziarenim. Pri oziareni UV svetlom totiz dochadza ku zmenam C-T

FV80% mutacii dochddza ku zmene GTG

a tvorbe pyrimidinovych dimerov, zatial’ ¢o pri BRA
na GAG. UV svetlo teda indukuje BRAF mutacie v melandémoch ako sekundarny nasledok
vystavenia koze ziareniu (Davies a kol, 2002). Vysokd frekvencia mutacii v melanémoch
moze suvisiet’ s pritomnostou a-melanocyt stimulujiceho horménu (a-MSH), ktory aktivuje
receptor pre melanokortin-1 (MC1R), ¢im dochadza k stimulacii syntézy cAMP aktivujuceho

BRAF (Dhomen a kol, 2007; Landi a kol, 2006).

V melanocytoch moze dojst’ stiCasne K aktivacii viacerych signalnych drah, ktoré ovplyviuja
fungovanie bunky. NajcastejSie aktivovanymi drahami si RAS-RAF-MEK-ERK signdlna
draha a draha cAMP (Dumaz a kol, 2006).

Cyklicky adenozinmonofosfat (CAMP) sluzi v signalnych drahach ako druhy posol. Je
syntetizovany Z ATP prostrednictvom adenylatcyklazy (AC) lokalizovanej na vnutornej strane
plazmatickej membrany. Aktivuje proteinkindzy, predovSetkym proteinkinazu A (PKA), ¢im
sa fosforyluja d’alSie enzymy a dochadza k ich aktivécii. K ukonceniu signalizacie dochadza

v momente, ked’ je cAMP degradovany pomocou cAMP-fosfodiesteraz (Dumaz a kol, 2006).

V nemutovanych génoch RAS prechadza signal z RAS priamo na BRAF do MEK, zatial’ ¢o
izoforma CRAF je inhibovana (Obr. 4a). Stimulaciou produkcie CAMP pomocou
adenylatcyklazy sa aktivuje PKA, ktor¢ inhibuje aktivitu CRAF (Dhomen a kol, 2007).

Melanémy moézu byt vyvolané mutaciami RAS i BRAF génov. Ku aktivacii MEK dochadza

teda dvoma odliSnymi cestami — bud’ mutovanym BRAF (Obr. 4c) alebo mutovanym RAS
15



prostrednictvom CRAF. V pripade mutovaného RAS génu BRAF nie je aktivovany a schopny
signalizacie (Obr. 4b). MEK je v tomto pripade aktivovany prostrednictvom CRAF. Aby bola
moznd CRAF signalizacia, musi ddjst’ k inaktivacii proteinkindzy A (PKA), ¢im melanocyty
s mutovanym RAS prestani odpovedat na o-MSH.CRAF sa stava melanocytnym
onkogénom. Na potlacenie onkogénnej aktivity CRAF je potrebné inhibovat’ jeho aktivitu
prostrednictvom PKA. Pri zvySenej hladine cAMP v melanocytoch dochadza k fosforyléacii
CRAF cez PKA, ¢im je zabraneny d’alSi prenos signalu RAS. Konstantne vysoka hodnota
CAMP inaktivuje CRAF, a BRAF sa tak stava jedinym prepojenim medzi RAS a MEK
(Dhomen a kol, 2007).

V melandémoch dochadza k €astejsim mutaciam BRAF v porovnani s RAS muticiami. Pri RAS
mutaciach musi dojst’ k naruseniu signalizacie cAMP, zatial ¢o pri BRAF mutaciach
signalizacia cAMP naruSend nie je. KratSia a priamejSia cesta transformécie melanocytov

sposobuje, ze v melanomoch je vyssi prave pocet mutacii BRAF (Dumaz a kol, 2006).

a.) b))
a\iSH fa-MSH - !
1~ W, | mmmnmfrnmnn 0 [, [T
M\z_cm —> L—MCIR|- » RAS
] \
: /o
cAMP CRAF BRAF
1 / \
I /,
vy
PKA ..\1EM’

Transkripéaé faktory | o XX fadrry
kapla ) Jadkro Transkripéns faktory o

Obr. 4a — Aktivacia MEK pri wt RAS Obr. 4b — Aktivacia MEK pri mutovanom RAS
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Obr. 4c — Aktivacia MEK pri mutovanom BRAF

Porozumiet’ u¢inkom signalnych drah a vlastnostiam ich jednotlivych ¢lenov je esencialny
krok vo vyvoji terapeutickych postupov pre nadorové ochorenia. Pri vyvoji novych lie¢iv je
na zéklade tychto znalosti moZné vyuZit’ cielent lieCbu a zamerat’ sa tak na schopnost’ lieiva

inhibovat’ aktivitu konkrétneho génu spdsobujuceho mutaciu.

3. 3.2 NADORY STITNEJ ZLAZY

Stitna zlaza (glandula thyroidea) je dvojlaloénaty organ umiestneny v krku. Jedna sa
0 najvacsi endokrinny organ v l'udskom tele, regulujici metabolizmus produkciou horménov,

predovsetkym tyroxinu (T,) a trijodtyroninu (Ts).

Vyskyt rakoviny §titnej Zl'azy sa za posledné desatrocia zvySuje. Rakovina S§titnej zl'azy je 8.
najéastejsia zhubnost’ u zien, dosahujic hodnotu 3 % vsetkych rakovin (Frasca a kol., 2008).
V Ceskej republike sa za poslednych 20 rokov vyskyt rakoviny stitnej zl'azy zvysil takmer 4-
nasobne. V roku 2010 bol vyskyt tohto ochorenia u zien v Ceskej republike priblizne 10

pripadov na 100 000 obyvatel'ov (Dusek a kol., 2005). Lukas a kol. (2013) vo svojej stadii
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poukazali na rozdielny vyskyt BRAF mutacie rakoviny §titnej ZI'azy v roznych &astiach Ceskej

republiky.

Viacsinu nadorov Stitnej zlazy tvoria karcinomy. NajbeznejSie typy karcindémov predstavuju
dobre diferencované karcinomy (papilarny — PTC a folikularny — FTC), malo diferencované
karcinomy (PDTC), agresivne nediferencované karcinomy (anaplastické — ATC) a medularne
karcinomy S§titnej zlazy (MTC) (Bendlova a kol., 2012). Pévodne bolo usudzované, Ze
BRAFY*F mutacie sa v rakovine $titnej #l'azy vyskytuju vyluéne v papilarnych karcinémoch,
pretoze nebol potvrdeny ich vyskyt v zvy$nych typoch karcindmov, ani benignych tumoroch.
Nikiforova akol. (2003) preukdzali menej frekventovany vyskyt BRAFYOE

i v anaplastickych a slabo diferencovanych karcinomov.

Papilarne karcinomy (PTC) su v §titnej Zl'aze najbeZnejSie sa vyskytujuci typ karcindémov,
tvoriaci priblizne 80 %. Genetické zmeny sposobené bodovou muticiou BRAF génu
zodpovedaju za 40-70 % pripadov (Kimura a kol., 2003). U papilarnych karcinomov bola
BRAF mutacia preukdzana vo vsSetkych Stddiach progresie, vratane mikrokarcinomov (30-

50 %) (Frasca a kol,, 2008).

Pre vysoké rozsirenie BRAF mutécii v papilarnych karcindmoch sa jedna o ddlezity marker
pre progndzu a diagnostiku tumorov. Priblizne 20 % biopsii vykazuje neur€ité cytologické
nalezy, ktorymi nie je mozné urcit’, ¢i sa jedna o maligny alebo benigny tumor (Sclabas a kol.,
2003). Mutacia BRAFY®%F nebola detekovana v benignych nadoroch titnej 7azy. Namba
a kol. (2003) preukazali signifikantny vztah medzi BRAF mutaciou a klinickym $tadiom
choroby. Rakovina S§titnej Zl'azy s BRAF mutéciou je charakterizovand ako pokrocily typ
rakoviny s metastazami. BRAF mutacia sa vyskytuje i v opakovane sa tvoriacich tumoroch
i u pacientov v I. a Il. stadiu choroby a vzdialenych metastazach (Xing a kol., 2005). Samotna

pritomnost’ BRAF mutacie nema vyrazny vplyv na progresiu ochorenia (Lukas a kol., 2013).

Aktivaciou BRAF a stimulaciou MAPK drahy dochadza k inhibicii diferenciacie buniek
Stitnej Zl'azy. MAPK signélna draha je fyziologicky aktivovand vizbou rastovych faktorov na
kinazové receptory (RTK) ako je napr. RET, pricom ku zmenam v tejto drahe dochadza na
viacerych urovniach, zahrilujuc RET, RAS a BRAF gény. Aktivované ERK MAPK drahy
translokuje do jadra, kde reguluje transkripciu génov zapojenych do bunkovej diferenciacie

a proliferacie.
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Translokdciou chromozémov moze dojst’ k fuzii génov, ¢im dochadza k tvorbe proteinu
s onkogénnymi vlastnostami (Chien a Koeffler, 2012). Zriedkavou genetickou zmenou, ktora
rovnako spdsobuje aktivaciu proteinu BRAF u §titnej zlazy, je in vivo fuzia BRAF génu
s AKAP9 génom prostrednictvom paracentrickej inverzie dlhého ramena chromozému 7.
Dochadza k fuzii exéonov 1-8 AKAP9 génu a exonov 9-18 BRAF. Vznikd rekombinantny
AKAP9-BRAF onkogén, ktory aktivuje kindzu. Vyskytuje sa predovSetkym V karcindmoch

Stitnej zl'azy indukovanych radiadciou (Ciampi a kol, 2005).

3. 4 LIECBA MALIGNIT POMOCOU LATOK NAMIERENYCH PROTI BRAF

3. 4.1 LIECBA MELANOMU

Metastazujiici melandm je agresivne ochorenie, pre ktoré sa vyvijaju nové moznosti lieCby.
Postup liecby maligneho melanomu zavisi na type ochorenia, $tadiu, v ktorom sa ochorenie
vyskytuje, atakisto ina lokalizacii a velkosti melanomu na tele. Zakladnou lieCbou vo
vSetkych Stadiach ochorenia je chirurgické odstranenie nadoru, v pripade agresivneho alebo
pokrocilého typu ochorenia nasleduje chemoterapia, radioterapia, pripadne biologicka cielena
lietba. Medzi schvalené BRAFY®°F inhibitory u metastazujucich melanémov patri

Vemurafenib a Dacarbazin.

Vemurafenib (Plexxikon - PLX4032, Zelboraf®) sa pouziva na liecbu malignych
melanémov s mutaciou BRAFV®® (Chapman akol., 2011). Néazov pochadza od V600E
mutated BRAF inhibition. Inhibuje kinazovu aktivitu BRAFY*F, rusi signalizaciu MAPK
drahy a blokuje proliferaciu buniek s BRAFY®®. Zaroveti inhibuje rast a indukuje regresiu
tumorovych melanocytov (Chapman a kol., 2011). Lie¢ba prebicha az do progresie ochorenia,
pripadne rozvoja netolerovatelnej toxicity. Medzi neZiadlice ucinky bola mimo iné
zaznamenand bolest’ kibov, unava, bolest hlavy, zmena chuti do jedla a nadmerné potenie.

Komer¢ne pouZzivany nazov lieku je Zelboraf®.
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Obr. 5 — Struktarny vzorec Vemurafenibu (pubchem.ncbi.nim.nih.gov, 2012)

Dacarbazin (DTIC-Dome, imidazole carboxamide) je anal6g purinu, ktory pridava alkylovl
skupinu (CyHzn+1) na 7 atdom dusiku molekuly guaninu. Po schvaleni FDA je pouzivany ako
chemoterapeutické agens na lieCbu metastazujiceho melanomu. Priemerna hodnota doby
prezitia bez progresie je datovana na 6,4 mesiacov (Chapman a kol., 1999). Medzi najcastejsie
neziaduce G¢inky Dacarbazinu patri nausea, zvracanie, strata chuti do jedla, bolesti v hrdle

a krku.
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Obr. 6 — Struktarny vzorec Dacabrazinu (en.wikipedia.org. 2012)

3. 4.2 LIECBA NADOROV STITNEJ ZLLAZY

V terapii nadorov $titnej Zl'azy sa vyuZziva chirurgické odstranenie Stitnej Zl'azy, podavanie
radiojodinu, pripadne cielend biologicka lieCba. NajcCastejSie aplikovanym lieCivom je
Sorafenib.
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Sorafenib (BAY43-9006) je inhibitor BRAF proteinu, ktory sa vyuZziva predovSetkym
u pacientov s invazivnou alebo metastazujicou fazou choroby, ktori nereaguju na lieCbu
radiojodinom (Wilhelm a kol., 2004). Vizbou Sorafenibu sa BRAF % dostava do inaktivnej
konformacie, dochadza k blokacii signalizacie RAF kinazy a bunkovej proliferacii. V II. faze
klinickych $tadii lie¢ba Sorafenibom predizila priemerné preZivanie bez progresie na 79
tyzdnov (Gupta-Abramson a kol., 2008). Medzi neziadtice ucinky lie¢by patri syndrom ruka-

noha (palmérna a plantarna erytrodysestézia), inava, tvorba vyrazok a vysoky krvny tlak.
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Obr. 7 — Strukturny vzorec Sorafenibu (en.wikipedia.org, 2006)

3.5 METODY POUZIVANE K DETEKCII MUTACII V GENE BRAF

3.5. 1 SANGEROVA SEKVENACNA METODA

Jedna sa o biochemicki metdédu (oznacovanu ako ,,dideoxy” metdda) umoziujucu
sekvencovanie az 1000 nukleotidovych usekov jednovlaknovej DNA (Sanger a kol., 1977)
prostrednictvom reakcie DNA polymerazy Vv zmesi s deoxynukleotidami (2'-
deoxyribonukleozidtrifosfaty, dNTPS) a fluorescenéne ozna¢enymi dideoxynukleotidami
(2',3'-dideoxyribonukleozidtrifosfaty, ddNTPs). Dideoxynukleotid neobsahuje OH" skupinu,
na ktortl sa pripeviiuje d’al$i nukleotid, ¢im po svojom zabudovani do retazca zastavuje
elongiciu retazca DNA. Vznikd zmes rozlicne dlhych retazcov DNA, zakoncenych
prislusnym fluorescenc¢ne znacenym dideoxynukleotidom. Na elektroforéze (kapilarnej alebo
vertikalnej polyakrylamidovej) je na zaklade ich poradia mozné urcit' sekvenciu nukleotidov

vo vldkne DNA. Vysledkom je elektroforetogram spracovany automatickym sekvenatorom.

21



3.5. 2 PYROSEKVENCOVANIE

Pyrosekvencovanie je sekvencovacia metdda, pocas ktorej dochadza ku kooperacii 4 enzymov
V priebehu syntézy retazca DNA, pricom sa detekuje uvolneny pyrofosfat (PPi) (Ronaghi
akol., 1996). DNA polymeraza katalyzuje hybridizaciu dNTPs k jednovldknovému retazcu
PCR templatu, pricom sa po ich inkorporécii uvolfiuje mozstvo PPi. PPi je spolu s APS
prostrednictvom enzymu ATP sulfuryldza konvertovany na ATP. Luciferdza vyuziva ATP na
oxidaciu luciferinu na oxyluciferin, ¢im sa vytvara detekovatelny zablesk. Zablesk je
spracovany CCD kamerou avo vyslednom pyrograme sa zobrazi ako pik pre kazdy
inkorporovany nukleotid. Mnozstvo svetla je priamo Umerné mnozstvu pridanych
nukleotidov. dNTPs, ktoré neboli inkorporované do retazca, su spolu s nadbytoénymi ATP
degradované apyrazou. Po ukonceni degradacie dochadza k pridaniu d’alSiecho dNTP. Jednd sa
0 rychlu a citlivii metédu. VyuZziva sa na stanovenie sekvencie DNA a detekciu bodovych

mutécii, ako je napr. BR A VB00E

(Spittle a kol., 2007). Pyrosekvencovanie je vSak limitované
kratkou dizkou sekvenovatelného DNA templatu a méa sklony na chybovanie pri sekvencii

homopolymérov.

3. 5. 3REAL-TIME PCR

Metdda Real-Time PCR (oznacovana ako qPCR) vychadza z principu klasickej PCR, ale
amplifikacia fluorescencne znacenej DNA je monitorovana pocas kazdého cyklu, tzv.

Vv redlnom case.
Vyuzivané fluorescencné substraty delime do dvoch skupin:

1. Nespecifické — (napr. SYBR® Green) kde dochadza k nespecifickej vizbe fluoroforu
na dsDNA.

2. Specifické — (napr. TagMan™) vyuZivaji dudlne znacené ss sondy, ktoré sa viazu
k vlaknu DNA a vyuzivaju princip FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
medzi molekulou zhasacu (quencher — Q) na 3’konci a fluorescencného farbiva
(fluorofor — F) na 5'konci sondy. Ked je sonda v intaktom stave, obe znacky st

umiestnené v tesnej blizkosti, pricom Q pohlcuje Ziarenie emitované F. Pocas
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hybridizacie dochadza k oddeleniu znac¢iek, ukonéeniu zhaSania a zvySeniu

fluorescencnej aktivity reportéru.

V porovnani s klasickou PCR sa jednd o presnejSiu metddu, ktord monitoruje mnozstvo
amplifikonu pocas kazdého kroku. Automatizacia qPCR umoziuje vyuzit' software, v ktorom
dochadza ku spracovaniu vysledkov. V porovnani so spracovanim produktov na elektroforéze
u klasickej PCR dochadza k niz§iemu riziku kontamindcie, pretoze sa p0o amplifikécii

neotvara skumavka.

Cobas 4800 BRAF Y% Mutation Test

Kit cobas® 4800 (Roche) umoziuje testovanie mutacie BRAF*°° pomocou PCR Vv realnom
Case, priCom vyuziva komplementarne primery a dve oligonukleotidové sondy, ktoré su
oznacené 2 roznymi fluorescencnymi farbivami. Jedna sonda umoznuje detekciu sekvencie wt
BRAF adruha mutovanu sekvenciu V600OE. TagMan sondy s rozlicnymi fluorescenénymi
farbivami st naviazané na wt BRAF sekvenciu (GTG) amutovanu sekvenciu (GAG).
V pripade wt sekvencie dochadza k emisii jedného fluorescenéného signalu, zatial ¢o pri
detekcii mutovanej sekvencie si emitované dva odlisné fluorescenéné signaly. Pocas testu
nedochddza ku amplifikacii celého génu, miesto toho sa vyuzivaji primery poskytujice
amplikon o dizke 116 bp génu BRAF v exéne 15. Vyhodou testu je vysoka citlivost’ detekcie
BRAF°%F 3 relativne malé mnoZstvo potrebnej DNA — odpovedajuce FFPE rezu 0 vel'kosti
5 um (Lade-Keller a kol., 2013).

Detekcia mutacii zabrzdenim amplifikacie (Amplification Refractory Mutation System,
ARMS)

ARMS je detek¢nd metdda, ktord umoziuje detekciu malych delécii alebo bodovych
substitacii (Newton akol., 1989). ARMS je modifikovana varianta AS-PCR (alelovo
Specifickd PCR). ARMS test pozostava z dvoch jednotlivych reakcii, pricom jedna Specificky
detekuje wt sekvenciu DNA a druha reakcia detekuje mutovanu sekvenciu DNA. Specifita je
dana 3" koncom primeru, ktory sa bud’ dokonale paruje s cielovou sekvenciou a umozni

amplifikaciu, alebo neparuje s cielovou sekvenciou aamplifikaciu zabrzdi. K reakcii
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nedochadza, ak nie je tsek templatovej DNA komplementarny k 3 koncu primeru. Ak
vySetrovana DNA obsahuje mutovanu sekvenciu, amplifikécia prebieha normalne. V pripade
wt DNA primer nenasadne anedochadza k amplifikacii. Test vyuziva DNA polymerazu
(najcastejsie Taq), ktora nema korektorskii funkciu (3> 5 exonukleazovu aktivitu). ARMS
test prebieha s vnatornou PCR kontrolou, druhym primerovym parom, zakon¢enym inym
fluoroforom a cielenym na konzervativnu (nepolymorfnu) sekvenciu genému. Vnatorna
kontrola poskytne amplifikacny signal vzdy, ak je templatova DNA pritomna Vv reakcii
asystém funguje. Jedna sa o citlivi metddu, umozinujucu detekciu BRAF mutacie

s citlivostou 1 % (Ellison a kol., 2010).

PNA Clamp

PNA (peptidova nukleova kyselina) je umelo syntetizovany polymer podobny DNA a RNA.
Kostra PNA pozostava z opakujtcich sa N-(-2-aminoethyl)-glycinovych jednotiek spojenych
peptidovou vézbou. Ked'ze kostra PNA neobsahuje nabita fosfatova skupinu, vdzba medzi
PNA aDNA vldknom je silnejSia nez medzi dvoma vlaknami DNA kvoli nedostatku

elektrostatického odporu (Obr. 8).

PHA
Obr. 8 — Vizba PNA a DNA (Physics Forums, 2010)
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V priebehu qPCR sa PNA oligomery silno viazu na komplementarne DNA jedine v pripade,
uplnej zhody ich retazcov. PNA oligomery si rezistentné na degradaciu enzymov, pretoze
nedochéadza k ich rozpoznaniu nukledzami a proteazami. Nie je mozné ich vyuzit’ ako primery
Vv qPCR. PNA teda sluzi ako svorka, ktora zabranuje amplifikacii po¢as PCR. Pokial’ je
V sledovanom géne mutacia BRAF, dochadza k destabilizacii DNA/PNA duplexu. Vysledkom
je pozitivna reakcia v qPCR, dochadza teda ku amplifikacii vzoriek s mutovanou sekvenciou,
zatial’ ¢o wt alela nie je amplifikovana. PNA Clamp umoznuje rychlu detekciu BRAF mutacie
(do 3 hodin) s vysokou citlivostou (1 %) aj pri malom mnozstve DNA (10 — 25 ng)
(Panagene, 2009).

CADMA (Competitive Amplification of Differentially Melting Amplicons)

Metéda CADMA umoziiuje rychle stanovenie mutacného statusu prostrednictvom HRM
(High-Resolution Melting) analyzy v realtime cykléri priamo po ukonceni behu. Jedna sa
0 $Specificku detekciu mutantnych sekvencii s citlivostou priblizne 0,5 % (Kristensen, a kol.,
2012). CADMA prebieha v uzavretom systéme bez pouzitia znacenych oligonukleotidov.
Princip spociva v simultannej amplifikdcii wt a mutovanych sekvencii za pouZitia troch
odli$nych primerov. Prvy primer je navrhnuty na amplifikaciu iba mutovanych sekvencii tak,
aby Tm bolo nizsie nez pre wt amplikon. Druhy, prekryvajici sa primer, amplifikuje wt aj
mutované sekvencie a viaze sa na rovnaky usek ako primer Specificky k mutécii.
V kombindcii s tretim (opacne smerovanym) primerom vznikaji dva odlisné amplikony
s odlisSnymi vlastnostami topenia (poskytujuci dva piky v profile topenia) medzi wt
a mutovanou sekvenciou. Za pouzitia detekéného programu HRM je mozné vykonat’ vel'mi

citlivi detekciu i nizkeho mnozstva mutacie vo vzorke.

3.6 UCHOVANIE REAGENCIi V TREHALOZE

Uchovanie $truktirnej a funkcnej integrity biologickych molekul je dolezitou poziadavkou
v molekularno-biologickom vyskume a zaroven je i stabilita reagencii dolezitou poziadavkou
pre typizacné supravy. Stabiliza¢né vlastnosti boli preukazané u PCR mixov obsahujucich
pridavky Tris-EDTA pufru (Smiths a kol., 2005), NP-40 (Zhang akol., 2010), trehalozy
(Colaco a kol., 1992) ai.
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Tris-EDTA pufor (oznacovany ako TE pufor) je zlozeny z Tris ((tris(hydroxymethyl)
aminometan), umoznujuci stabilizaciu pH a EDTA (ethylendiaminotetraoctova kyselina),
ktory umoziiuje stabilizaciu vizbou bivalentnych katiénov Mg?*, &im blokuje aktivitu Dnazy,

ale aj aktivitu DNA polymerazy, takze nie je vhodné ho do reakcie pridavat’.

NP-40 je neionizujuci detergent, ktory stabilizuje Tag-polymerazu, prekonanim inhibi¢ného
efektu silnych ionizujacich detergentov, ktoré mohli zostat’ v DNA ako zvySok extrakénych

reagencii.

Trehaloza (a-D-glucopyranosyl-a-D-glucopyranoide) je neredukujaci disacharid, ktorého

Struktaru tvoria dve molekuly D-glukdzy, ktoré st spojené a,0-1,1-glykosidovou vdzbou
(Spiess a kol., 2004) (Obr.9).

HO o 0——HO
HO  on N

OH

Obr. 9: Haworthova projekcia trehalozy (en.wikipedia.org, 2007)

3.6.1 VLASTNOSTI TREHALOZY

Trehaloza sa nachadza v mnozstve organizmov, u ktorych sa v zivotnych cykloch vyskytuja
extrémne vysoké teploty, chlad, oxidacia, ionizujuce ziarenie, au ktorych dochadza ako
stCast’ Zivotného cyklu k ich takmer totdlnemu vysuSeniu. Jednd sa o kryptobionty, ktoré
pretrvavaju mnoho rokov v nefinnom, tzv. ametabolickom stave, a nasledne su schopné
svojho uplného zotavenia rehydrataciou. Tento jav je oznaCovany ako anhydrobioza.

Schopnost’ kryptobiotickych organizmov akumulovat’ vysoké mnozstvo trehalozy vyjadruje
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ich toleranciu na stresové podmienky, predovSetkym na totalne vysuSenie. Trehaldza je
charakteristicka stabilitou pri vystaveni extrémnym teplotdm (Carnici a kol., 1998). Trehal6za
pomaha organizmom zachovat’ ich bunkovu integritu, ¢im dochadza k ich stabilizacii pocas

doby vysuSenia.

Pri interakcii trehaldézy s molekulami vody sa vytvara pevnejSia vdzba, nez pri interakcii
dvoch molekul vody (Branca akol.,, 2005). Funkcia trehalozy pdsobi mimo tulohy
termostabilizatora aj ako V roli termoprotektoru, pricom zlepsuje aktivitu enzymov (Carnici

a kol., 1998).

3.6. 2 STABILIZACNA FUNKCIA TREHALOZY

Trehal6za je schopna premienat’ nestabilné enzymy na suché stabilné reagencie.

Princip stabilizacie nie je presne jasny, pravdepodobny ucinok popisuju dve teorie:

a.) Teodria nahradenia vody (water replacement theory) — konformacia proteinov je zavisla
na ich interakcii s vodou prostrednictvom vodikovych vézieb. Trehaloza je, podobne
ako dalSie polyoly, schopnd vytvorit' vodikové vizby. Pocas obdobia vysuSenia
trehal6za vytvara vodikové vizby, ¢im dochédza k nahradeniu molekul vody, tvorbe
tercialnych Struktar biologickych molekal ateda ich stabilizacii. V pritomnosti
trehalozy zaroven vyrazne klesd dynamika vody (Colaco a kol., 1992; Grasmeijer
a kol., 2013).

b.) Sklena teoria (vitrification theory, glassy state theory) — trehal6za po vysuseni vytvara
Struktiru pripominajicu sklo. Roztoky trehaldzy transformovanim na sklenu Struktaru
komplikuji pohyb ateda aj degradaciu molekul. Teoria je oznaCovand aj ako
vitrifikacné teoria, prave kvoli zoskleniu trehalézy. Vytvorenim viskoznej sklenej
Struktary je protein (resp. bunka) ochraneny pred abiotickym stresom (Colaco a kol.,
1992; Grasmeijer akol.,, 2013). Trehaléza ma spomedzi vSetkych disacharidov
najvyssiu teplotu skleného prechodu (Tg). Po pridani vody dochadza k znizeniu Tg,

a zvyseniu pohyblivosti molekul (Liu a kol., 1997).
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3. 6.3 VYUZITIE TREHALOZY V PCR

Trehaloza dokaze stabilizovat’ sekundarnu $truktaru DNA. Specifické vlastnosti spoé¢ivaji
v schopnosti trehaldzy znizovat’ teplotu topenia (Tm) DNA a stabilizovat’ Taq polymerazu
(Horédkova akol.,, 2011). Zaroven ucinne neutralizuje PCR inhibitory a umoziiuje
amplifikovat’ aj tazsie amplifikovate'né templaty DNA (tj. useky s vysokym obsahom GC)
(Spiess a kol., 2004). Trehalozu je prave vdaka jej unikatnym vlastnostiam mozné pridat’ do
PCR mixu a stabilizovat’ PCR reakciu. Schopnost’ trehaldzy stabilizovat’ reagencie umoziuje

vytvorit’ jednoduché pre-alikvotne kity PCR reakcii.

Smith akol. (2005) porovnali vynos PCR reakcii obsahujicich PCR mix s trehalozou
pridanou tesne pred PCR reakciou a PCR mix bez pridanej trehalozy. Kone¢né mnozstvo
amplikonu bolo rovnaké v oboch pripadoch. Smith a kol. (2005) nasledne testovali G¢inok
vysuSenej trehalézy na PCR reakciu. Porovnanim PCR mixu bez trehaldzy, s trehaldézou
pridanou tesne pred PCR reakciou a s vysuSenou trehal6zou uskladnenou po dobu 6 mesiacov

zaznamenali signifikantne lepSie vysledky amplifikacie a mixe s vysuSenou trehaldzou.

3. 7 CERTIFIKACIA GENOTYPIZACNYCH DIAGNOSTIK

3.7.1CE ZNACKA

Oznadenie CE (z franc. CONFORMITE EUROPEENNE) dokladuje, Ze vyrobok spifia normy EU
(bezpecnost’, ochrana zdravia a Zivotného prostredia ai.) a pozZiadavky nariadené vladou pred
jeho uvedenim na trh Eurdpskeho hospodarskeho priestoru. CE znacka vSak neznamend, ze
vyrobok bol vyrobeny vyhradne v EU aneznamena iba znacku kvality. Vyjadruje zhodu
vlastnosti vyrobku s poziadavkami Smernice Rady 98/79/ES a nariadenie vlady NV 453/3004
Sb (Friedecky a Kratochvila, 2005). Vizualna podoba znacky je presne dana, a musi byt
lokalizovana priamo na vyrobku, obale, zaru¢nom liste a uzivatel'skom manuali. Znacka musi

byt jasne Citatel'nd, viditeI'nd a nezmazatel'na.
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3. 7.2 CERTIFIKACIA IN VITRO DIAGNOSTIK

Pod pojmom in vitro diagnostika (VD) rozumieme detekciu ochorenia vykonanu mimo zivy
organizmus, najcastejSie v skimavke, sklenenej miske na zivnej pode, podloznom skle ai.
Laboratorne vysetrenia je mozné vykonavat’ jedine certifikovanymi a akreditovanymi testami.
Certifikacia IVD musi obsahovat’ spdsob postdenia zhody (tzn. vyrobok spiiia stanovené
poziadavky aje vzhode sEU aCZ legislativou pre ZP), podla ktorého je vydané ES
prehlasenie o zhode a nasledné oznacenie produktu CE znackou, ¢im sa dokladuje priama
zodpovednost’ vyrobcov za kvalitu ich vyrobku. Validacia a nasledna verifikacia je vykonana
vyrobcom (laboratéoriom) rovnakym postupom aky je tvoreny platnym SOP (Standard
operating procedure). Pocas testovania sa pracuje s certifikovanym materialom, laboratornym
referenénym materialom, prip. vzorkou z externého porovnavania kvality 0 znamom vysledku
vySetrenia, pricom sa nevyuzivaju zastarané metddy. Validdcia ma za ciel potvrdenie, ze
stanovené poziadavky boli preskimané a splnené. Cielom verifikdcie je zhromazdenie
dostato¢ného mnozstva tidajov, ktoré overi spravnost’ a vhodnost’ metody. Pre zisk CE-1VD je
mimo iné potrebné vypracovat’ riadeni dokumentaciu, SOP, vykonat’ testovanie citlivosti
a stalosti. Vsetci vyrobcovia si povinni registracie na Ministerstve zdravotnictva CR a podat’

informacie 0 distribucii IVD.

Vyrobca je povinny pre CE-IVD po prvy krat doru¢it na Ministerstvo zdravotnictva CR

nasledovné formulare (Kral a kol., 2011) :
- Formular 453/11-1 pre oznamenie osoby ponakladajiacej s IVD
- Formular 453/12-1 pre oznamenie osoby ponakladajucej s IVD
- Formular 453/12-2 pre plnenie oznamovacej povinnosti — evidencia podl'a GMDN
- Formular 453/12-3 pre plnenie oznamovacej povinnosti — evidencia podl'a UMDNS

- Formular 453/12-4 pre plnenie oznamovacej povinnosti — evidencia vyrobcov

distribuovanych ZP

Nésledne pri kazdom oznameni nového IVD je na Ministerstvo zdravotnictva CR potrebné

dodat’:
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Navod na pouzitie

Prehlasenie o zhode

Hodnotenie funk¢nej sposobilosti / klinické hodnotenie

Formular 453/13-1 — evidencia ZP

Formulér 453/13-2 — zoznam ¢lenskych Statov, v ktorych je/bude IVD distribuované

Vzor obalu
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4. MATERIAL

4.1 PRISTROJE A POMOCKY

- Termocyklér umoznujici PCR analyzu v realnom cCase LightCycler® 480 Real-Time
PCR System (Roche, USA)

- Laminarny Box Mars Safety Classe 2 (LaboGene, Denmark)

- Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Germany)

- Centrifuga Centrifuge 5430 (Eppendorf, Germany)

- Centrifuga Eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf, Germany)

- Vortex mixer VX-200 (Labnet, USA)

- Chladni¢ka a mraziak (Liebherr, Germany)

- Mraziaci box Ultra Low Temperature Freezer C340-88 (New Brunswick Scientific,
USA)

- Stojan na pipety (Eppendorf, Germany)

- 0,1-2,5 pl pipeta (Eppendorf, Germany)

- 0,5-10 pl pipeta (Eppendorf, Germany)

- 2—20 ul pipeta (Eppendorf, Germany)

- 10-100 pl pipeta (Eppendorf, Germany)

- 20200 pl pipeta (Eppendorf, Germany)

- 100 — 1000 pl pipeta (Eppendorf, Germany)

- Stojan PCRack s vie¢kom (P-LAB, CR)

- Chladiaci stojan na skiamavky 1,5 ml (P-LAB, CR)

- Chladiaci stojan na mikroskimavky (Eppendorf, Germany)

- Plastova nadoba Quarsar (Lunex, UK)

4.2 SOFTWARE

- LightCycler 480 SW 1.5 (Roche, USA)

- Statistica v7.0 (StatSoft Inc.)

- COSMIC Catalogue of somatic mutations in cancer

- Microsoft Office Word (Microsoft Corporation, USA)
- Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, USA)
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4. 3 SPOTREBNY MATERIAL

- Mikroskimavky EU Thin-wall 8-tube strip 0,2 ml (BIOplastics, Netherlands)
- Viecka EU Optical Wide Area 8-cap strip (BlOplastics, Netherlands)
- PCR skimavky 1,5 ml (Axygen, USA)

- 10 pl $picky s dvojitym filtrom (Eppendorf, Germany)

- 20 pl $picky s dvojitym filtrom (Eppendorf, Germany)

- 100 pl spicky s dvojitym filtrom (Eppendorf, Germany)

- 200 pl spicky s dvojitym filtrom (Eppendorf, Germany)

- 1000 pl 8picky s dvojitym filtrom (Eppendorf, Germany)

- Ochranné rukavice NITRILE (Eurotubo© Deltalab, Spain)

- Alobal

- Desikacné gulicky

4. 4 CHEMIKALIE A REAGENCIE

- DEPC oSetrend voda

- 1,5 M trehaloza

- Tween20 (1%)

- 10 x PCR pufor

- 25 mM roztok MgCl,

- 25mM dNTPs

- 5U/ul Thermo Start DNA polymeraza (ThermoScientific, USA)

- 100 uM primerova zmes €. 408 (557, 678, 681)

- 100 uM primerova zmes pre vnaitorni kontrolu B-globin ¢. 337 (576, 577, 574)
- DNA Sample Preparation Kit Cobas R09603 (Roche, USA)

Sekvencie pouzitych primerov nie s kvoli ochrane autorskych prav sucast’ou prace.
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4. 5 BIOLOGICKE VZORKY

Pouzitym biologickym materidlom bola DNA izolovana z bunkovych linii a DNA
pacientov pochadzajuca z FN Olomouc. Na izolaciu DNA bol pouzity izola¢ny kit DNA
Sample Preparation Kit. Izolacia DNA pacientov bola vykonana laborantkami Ustavu
molekularnej a translaénej mediciny Lekarskej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
(dalej UMTM). Pre testovanie BRAF statusu pacientov bylo ziskané povolenie etickej
komisie v ramci prace na grante MPO TIP FR-TI1/525 a vzorky boli anonymizované

Stvor¢iselnym MG kédom.

Zoznam vSetkych pouzitych vzoriek DNA je uvedeny v Tabul'kach 9; 10 a 11.
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5. METODY

5.1 NAVRH PRIMEROV

Sekvencie pouzitych primerov boli navrhnuté doc. Mgr. Drabkom, PhD. a Ing. Marcelou

Stankovou.

5. 2. LABORATORNE PROTOKOLY PRIPRAVY PCR MIXU, NANASANIE NA
DOSTICKU A PRIDAVOK TEMPLATOVEJ DNA

Vsetky pouZité reagencie boli rozmrazené, premieSané na vortexe a stoené na centrifiige.

Nésledne boli napipetované do PCR mixu.
Pouzity PCR mix pozostaval z:

- 10x PCR pufor riedeny na vyslednt koncentraciu 10x

- MgCl;riedeny na vysledna koncentraciu 16,6x

- Zmes dNTPs riedenych na vyslednu koncentraciu 125x

- Primer pre vnutornu kontrolu B-globin ¢. 337 riedeny na vyslednt koncentraciu 500x
- Primer ¢. 408 riedeny na vyslednt koncentraciu 100x

- Thermo Taq polymeraza riedena na vysledna koncentraciu 100x

- DEPC oSetrena voda doplnena na vysledny objem

Do PCR mixu boli reagencie napipetované podl'a rozpisu uvedeného v Tabulke 1 v objeme

0 mnozstve stanovenom podl'a nasledovného vzorca:

x.1,17.y
kde: x — znaci pocet vzorkov
1,17 — znaci vopred stanoveny faktor

y — znaci celkovy objem
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Tabulka 1: Rozpis reagencii PCR mixu pre detekciu BRAF s globinom

x.1,17.y
Reagencie Riedenie Vypocet
H.O
10x PCR buffer 10x
MgCl, 16,6x
25 mM dNTPs 125x
PM 337 500x
PM 408 100x
Thermo Taq 100x
polymeraza
Celkom

Vysledny objem PCR mixu bol stanoveny na 10 ul. Po napipetovani vSetkych reagencii
uvedenych v Tabul'ke 1 do 1,5 ml PCR skiimavky bol odobrany objem 9,5 ul a preneseny do
8-jamkovej skumavky ulozenej na dosticke. Na vysledny objem 10 ul bolo nasledne
doplnenych 0,5 pl DNA nezavisle na jej koncentracii. Do kazdého experimentu bola zaradena
voda ako negativna kontrola. DoSticka obsahujlica vzorky bola stocend na centrifuge
avlozend do LC 480. Program na LC 480 zostaval z nasledujucich krokov (uvedeny
v Tabulke 2):

Tabulka 2: Program LC 480 umoziujuci detekciu BRAF (LC BRAF_2)

Nazov programu | Pocet Teplota Cas Rychlost’
cyklov °O) (hh:mm:ss) najazdu (°C/s)
Denaturacia 1 95°C 00:15:00 4.4
95°C 00:00:15 4.4
PCR amplifikacia | 50 65°C 00:00:50 2,2
72°C 00:00:20 4.4
Ukoncenie 1 37°C 00:00:01 2,2
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5.2.1 PRACOVNY PROTOKOL DET