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Aktualizace BRAF mutace a BRAF Comp. test

Urotelialni a prostatické karcinomy

U psU jsou urotelialni karcinomy (UCa)
mocového méchyife a mocové trubice a
prostatické karcinomy (PCa) vysoce
maligni nadory, které jsou Casto
diagnostikovany relativné pozdé (napf.
pomoci ultrazvuku, viz obr. 1) a maji
Spatnou prognézu. Diagnéza mize byt
stanovena dfiv testovanim pFitomnosti

Obrazek 1: Ultrazvukovy snimek karcinomu mocového méchyre
Zdroj obrazku: Dr. G. Dinges, Kleintierpraxis Wachau

mutace V595E v genu BRAF a to
i z moCového sedimentu.

Pokud neni mutace BRAF nalezena, je
mozné zvysit senzitivitu novym
dopliikovym testem. Kombinaci obou testu
oznaCujeme jako BRAF comp. test. Oba
testy jsou zde diskutovany.
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Mutace BRAFV595E

Varianta BRAF V595E byla popsana
v humanni mediciné a poprvé byla
vySetfovana u nékolika nadort psu v roce
2015 Mochizukim a kol. Na rozdil od lidi,
kde se mutace vyskytuje predevsim
u malignich melanoma, nadort vajecniku,
Stitné zlazy a kolorektalnich karcinomd,
Mochizuki a kol. (2015) zjistili, ze u psu se
mutace nejCastéji vyskytuje u urotelialnich
a prostatickych  karcinomd. Mutace
BRAFV595E je somatickda mutace na
chromozomu 16, kterou lze detekovat
pouze Vv nadorovych bunkach. Tato
mutace vede Kk rozvoji  nadoru
prostfednictvim trvalé aktivace drahy MAP
kinazy.

Indikace

Testovani pfitomnosti mutace
BRAFV595E mulze byt uziteCné pro
nasledujici indikace:

e Screening pro v€asné zjisténi
nadoru u predisponovanych
plemen (viz nize)

e Analyza ze spontanni moci misto

nutnosti invazivnich odbéru
(sediment).

e Vyhnuti se opakovanym
invazivnim odbériim v pfipadech s
nejasnymi histologickymi

a cytologickymi diagnézami
(Spatna kvalita vzorku, prekryvajici
se obrazy zanétu a nadorového
onemocneéni).

e Cilena terapie (napf. sorafenib;
Chon et al. 2024) u vybranych
BRAF-pozitivnich pfipada.

Mozné materialy vzorkt

e Tkané (napf. biopsie fixované ve
formalinu, minimalné 5 mm)

e Minimalné 2 cytologické preparaty
(napf. vzorek z FNA bohaty na

nadoroveé buriky, mocovy
sediment)

e Moc¢ (1 ml moCového sedimentu,
doporuceni: spontanni ranni moc)

JelikoZz je pouzita vysoce citliva metoda
digitalni kapkové PCR (ddPCR), stadi
pouze 2 nadorové bufiky s mutaci
BRAFV595E pro potvrzeni diagndzy
karcinomu.

Obrazek 2: Jack Russell teriéfi nesou mutaci BRAF u
karcinomu mocového méchyre s obzvilast vysokou
frekvenci.

Zdroj obrazku: PD Dr. H. Aupperle-Lellbach

Metodologicka omezeni

Analyzy rutinniho materialu pro
diagnostiku mutace BRAFV595E za
poslednich 6 let ukazaly, Zze v pfiblizné
10 % vzorkl nebylo mozné izolovat DNA.
K tomu dochazi zejména, kdyz je zaslana
necentrifugovana mo¢ misto sedimentu.
DNA je pfitomna v burikach, a proto musi
byt ve vzorku pfitomna dostatecné vysoka
koncentrace epitelovych bunék, aby bylo
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mozné izolovat dostatecné mnozstvi DNA.
V zasadé je mozné detekovat i DNA
volnou v plazmé, ale neni to moznost, na
kterou by se mélo spoléhat pfi vybéru
materialu.

Ve vzacnych pfipadech mohou byt
dvodem pro¢ nelze izolovat DNA
inhibitory, i kdyZ je pfitomen dostatecny
pocet bunék.

Pro detekci mutace BRAFV595E neni
obvykle problém bakterialni prertstani
v modi.

Specificita a senzitivita

Specificita mutace BRAFV595E je 100 %,
protoze mutace BRAF nebyla detekovana
u Zzadného psa s cystitidou, polypy
mocového méchyfe nebo podobnymi
stavy. To plati i pro karcinomy prostaty,
protoze mutace BRAFV595E nebyla
nalezena u benigni hyperplazie prostaty,
dlazdicové metaplazie nebo atrofie
prostaty (Mochizuki et al. 2015a).

V zavislosti na studii a plemeni psa se
senzitivita detekce mutace BRAF u UCa
pohybuje kolem 71 % a u PCa 61 %.
Dokonce i Casné faze (dysplazie) UCa
s mutaci BRAF byly v jednom
kazuistickém  pfipadu  detekovatelné
(Chamber et al. 2024).

Aktualni analyzy rutinniho materialu
z LABOKLINu za poslednich 6 let ukazaly,
Zze podil  BRAF-pozitivnich  vzorku
v zaslaném materialu je vyjime€né vysoky
u nékterych plemen teriéri (viz obr. 2),
Seltii a bigll. Toto vSak nic nefika
o senzitivité, protoze nemame k dispozici
informace o tom, zda byl u negativnich
pfipadd skute¢né nador. Tyto pozorovani
v8ak naznacuji, Ze mutace je ve vzorcich
od téchto plemen pravidelné nalezena.

Interpretace vysledku

Pouze pozitivni vysledek je rozhodujici
pro karcinom. Pokud neni v vzorku
detekovana mutace BRAF, jsou mozné
nasledujici scénare:

e Neni pfitomen UCa / PCa (napf.
polyp, benigni hyperplazie).

e V  vzorku nejsou  pfitomny
mutované buriky, ale karcinom je
pfitomen (pochybna
reprezentativnost vzorku, napf.
bunék malo v cytologii/ mogi).

e Mutace BRAFV595E neni pfic¢inou
karcinomu.

Pomoct mize novy test CNA (viz nize).

NOVY TEST: BRAF comp.

LABOKLIN pfidal dalsi molekularné
geneticky test (CNA) pro diagnostiku
karcinomu mocového méchyfe
a vytvoreni kompletniho BRAF comp.
panelu. Analyza CNA je zaloZena na
detekci zménéného poctu specifickych
segmentu genu.

V zasadé mohou strukturalni genetické
zmény veést ke ztraté nebo nasobeni
segmentd genl (zména poctu Kkopii,
CNA). Obr. 3

Zména poctu kopii (CNA)
u urotelialniho karcinomu psa

Duplicitni segmenty na chromozomech 13
a 36 nebo delece na chromozomu 19 byly
nalezeny u vice nez 75 % pripadl
urotelialniho karcinomu psa, pficemz
u vice nez 93 % pripadu byly pfitomny
dvé nebo vice téchto zmén poctu kopii
(Shapiro et al. 2015). Tyto zmény nebyly
pfitomny ve vzorcich moci psu
s infekcemi mocovych cest, cystitidou
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nebo benignimi  polypy = mocového
méchyfe (Mochizuki et al. 2016).

Zména poctu kopii (CNA)

Normalni chromozom

| ) Duplikace

|

Obr. 3: Schematické znazornéni moznych genetickych
variaci v poc¢tu kopii.

Tyto genetické zmény nejsou
detekovatelné u karcinomU prostaty psu
(viz obr. 4).

Kvantifikaci téchto poctd kopii je nyni
mozné identifikovat urotelialni karcinomy,
které nemaji mutaci BRAFV595E.
Kombinovany test nabizi LABOKLIN jako
BRAF comp. a odpovida testu CADET®
BRAF-PLUS v USA.

Zména poctu kopii neni spojena s mutaci
BRAF. Pfesto jde o nezavisly molekularné
geneticky jev, ktery Ize detekovat pouze v
nadorovych burikach urotelialnich
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Obrazek 4: Diagnosticky pracovni postup pro diagnostiku urotelialnich a prostatickych karcinomd.
Zdroj obrazku: PD Dr. H. Aupperle-Lellbach

karcinomd psl. Molekularni dasledky na
urovni proteinu nebo v signalnich
kaskadach nebyly dosud prozkoumany.
Zda a do jaké miry je mozné pro psy s
témito CNA v karcinomu mocového
méchyfe stanovit terapeutické nebo
prognostické doporuceni, je stale v oblasti
vyzkumu.

Metodologicka omezeni

V zasadé muze byt material jiZ odeslany
pro analyzu mutace BRAF (viz vySe)
pouzit i pro analyzu CNA. Ale: Je
vyZadovana lepsi kvalita DNA, protoZe se
analyzuji nejen bodové mutace
BRAFV595E, ale také vétSi segmenty
gen(, které musi byt k dispozici v dobré
kvalité. Existuje tedy riziko, Ze analyza
CNA neposkytne pouzitelny vysledek,
zejména pokud mo¢ obsahuje malo bunék
a/nebo je pfitomno bakterialni prerdastani.

Doporucuje se tedy, aby nejprve byla
provedena analyza mutace BRAFV595E a
nasledna analyza CNA by méla byt
zvazovana pouze v pfipadé negativniho
vysledku (viz obr. 3). Jelikoz vysledek
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molekularné genetickych testl je znam az
po uplném dokoncCeni analyzy, je celkova
cena vyuctovana, i kdyz zadny pouzitelny
vysledek ziskan nebyl ani po opakovaném
testovani.

Zaver

Testovani na mutaci BRAF je vysoce
specifickd metoda (100 %) pro detekci
urotelialnich a prostatickych karcinomu u
pst. Nové zavedeny test pro variace v
poctu kopii specifickych segmentl gen
(CNA) zvySil senzitivitu molekularné
genetické diagnostiky urotelialnich
karcinomd.

Vysetieni k tématu

8675 BRAF-Mutation
(V595E)

518 BRAF comp. (V595E
+ 2 CNA)

Pokud je BRAF negativni, vyzadejte si
CNA pfimo z laboratofe.

PD Dr. Heike Aupperle-Lellbach,
Alexandra Kehl
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