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1. Uvob

1.1 OZNACENI

Vysetfeni molekularné genetickych zmén DNA metodou PCR s fluorescenénim méfenim narlstu

amplikonu v redlném &ase ve dvou fluorescenénich kanalech.

1.2 ROZSAH POUZITI

Jakakoliv lidskd DNA o dostate¢né kvalité (nedegradovand, nemodifikovana chemicky), u které Ize
oCekdvat mutaci v genu BRAF a jejiz vySetfeni ma diagnosticky, prognosticky nebo prediktivni vyznam
(napf. karcinom kolorekta, melanom).

1.3 TESTOVANA POLOZKA
Gen BRAF v lidské DNA, kodon 600.

1.4 STANOVOVANE VELICINY
BRAF

Test je urcen k detekci bodové mutace p.Val600Glu v minimalné jednoprocentnim zastoupeni ve
standardni DNA.

1.5 PRISTROJE A ZARIZENI{
Pro tezani bloc¢kd a pfipravu DNA: mikrotom, vyhtevny blok, digestof, vortex, centrifuga,
spektrofotometr Nanodrop, nastavitelné pipety, plastovy spotfebni material

Pro amplifikaci: termocyklér s méfenim fluorescence v redlném case LightCycler 480 Il anebo cobas,
vortex, minicentrifuga, centrifuga pro mikrotitracni desticky a PCR platky, chladici stojanky,
nastavitelné pipety, pipetovaci box, plastovy spotfebni material

1.6 STANDARDY A REFERENCNI MATERIALY

Pozitivni kontrola: Vzorek se zndmym BRAF mutacnim statusem, doddvany jako soucdst typizacni
soupravy nebo jakdkoliv jinda DNA s pfinejmensim 1 % mutovaného BRAF p.Val600Glu. Negativni
kontrola: Vzorek bez BRAF mutace (jakdkoliv DNA izolovana z krve zdravé osoby).
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1.7 PODMINKY PROSTREDI
Na pracovni prostfedi pro nejsou kladeny Zadné zvlastni podminky odliSujici se od béZnych

molekularné biologickych laboratornich podminek (zavedeni protikontaminacnich opatieni vcetné
fyzického oddéleni prePCR a PCR/postPCR aredlu).

Parafinové fezy a cytologické preparaty jsou uchovavany v poradaci pri pokojové teploté nebo
v mraznicce. Cerstvé zamrazené tkané nebo tkané v RNA later jsou uchovavany nejlépe pfi -70 a? -
80°C (RNA later Ize uchovavat i pfi pokojové teploté). Izolovand i amplifikovana DNA jsou uchovavané
v oznacCenych zkumavkach pfi -10 az -20°C. Parafinovy fez je uchovdvan kratkodobé pfi pokojové
teploté, dlouhodobé pfi -10 az -20°C, pfi archivaci pfi pokojové teploté. Biologicky material je
zpracovavan s pouzitim ochrannych rukavic. Pro cyklér musi byt splnény podminky teploty a vlhkosti
stanovené vyrobcem.
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2. PosTup

2.1 VYVOJOVY DIAGRAM METODY

Preanalyticka faze: prijem vzorku; rezani
parafinovych block(, izolace gDNA

Michani reakéni smési (PCR
set up) pro BRAF p.Val600Glu

PCR

thodnocenl' >
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2.2 PREANALYZA

Neni soucasti testu.

2.3 KONTROLA PRED ANALYZOU

Kontroluje se, zda jsou kdispozici vesSkeré potiebné pristroje a reagencie (a udaje o vzorku).
Kontrolujeme, zda mame dostatecné mnozstvi DNA (na zdkladé spektrofotometrického nebo
fluorescenéniho odhadu koncentrace a Cistoty, na zdkladé vysledki predchoziho PCR testovani).

2.4 VLASTNI POSTUP
Reagencie vystavujeme svétlu jen na nejnutnéjsi dobu, jinak je pred svétlem chranime. Pouzivame
DNA s koncentraci 20 az 200 ng/ul. Rozpis pro 13 testovanych vzorka:

1 pozitivni kontrola — DNA s mutaci

2 negativni kontrola — DNA bez mutace

3 beztemplatova kontrola — voda misto DNA nebo lépe izolat z parafinu bez bioptického vzorku
4 vzorek 1

5 vzorek 2

6 vzorek 3

7 vzorek 4

8 vzorek 5

9 vzorek 6

10 vzorek 7
11 vzorek 8
12 vzorek 9
13 vzorek 10
14 vzorek 11
15 vzorek 12

16 vzorek 13
Smichame 3,4 pl Taq + 157 pl H,0

Rozpipetujeme Sestndactkrat po 8,5 ul do zkumavek s vysusenou smési

Zamichame pipetovanim sSpickou tam a zpét (mGZeme stejnou $pickou)
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Pfidame 0,5 pl DNA dle rozpisu
Uzavfeme zkumavky
Stojanek kratce zvortexujeme
Stocime
Nasadime na BRAF program
95°C 15’
(95°C 15°/65°C 50""/72°C 20°")*50
37°C1”
2.5 KONTROLA V PROUBEHU ANALYZY
Pracovnik povéreny vyhodnocenim vzorkl pribézné kontroluje pribéh vysetieni v téchto krocich:
Kontrola amplifikovatelnosti DNA
Na zékladé spektrofotometrickych dajd anebo na zakladé vysledkl testovaci PCR mizZeme vysetieni
zastavit s vysledkem ,,nelze vyhodnotit”.
Vnitini kontrola
V kazdé zkumavce je nezavisly primerovy par, fluorescenéné oznaceny pro JOE/HEX kanal. Tento
primerovy pdr ma jako templdt gen globin, ktery je konstitutivné pfitomen u kazidého lidského
jedince. Tato kontrola ma byt pozitivni, pokud je ve vzorku amplifikovatelnd lidska DNA.
Negativni kontrola izolace a negativni kontrola PCR reakce
Postup izolace DNA a samotné PCR je aplikovan na Cisty parafin (bez pfitomnosti DNA). Pokud je tato
kontrola pozitivni, je nutno analyzu provést znovu z nového parafinového rezu a zaroven rozlisit, zdali
k pfipadné kontaminaci doslo béhem pripravy DNA ze vzorku nebo béhem PCR setup - vPCR
reagenciich (pfiddme do PCR setup ,,no template” kontrolu s vodou misto DNA).
Pozitivni kontrola
DNA s prokdzanou mutaci BRAF p.Val600Glu.
Externi kontrola
Spolupraci s jinymi pracovisti a s organizatory MPK jsou vySetfovany anonymizované vzorky a po
provedeni je porovnavana nalezena mutace a jeji lokalizace.
Problémy pfi PCR
Problém Pravdépodobné Mozné reSeni
zplsobeno
Zadny amplikon po PCR, Spatnd kvalita DNA, chyba pfi Opakujeme izolaci ze stejného vzorku nebo provedeme X
pozdni zdvih amplifikaéni izolaci, chyba pfi PCR set up izolaci z nového vzorku.
8
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krivky
Amplifikace v nékteré z Kontaminace béhem pfipravy Hleddni zdroje kontaminace: vyména levnych reakénich
negativnich kontrol (voda templatu nebo béhem pFipravy komponent, vycisténi pracovni plochy pfipravkem nicicim
misto DNA, Cisty parafin PCR DNA, pfipadné vycisténi pipet a opakovani celého postupu
misto FFPE) PCR s pfidanim no template control (voda misto DNA),
popfripadé opakovani od izolace z Cistého parafinu

2.6 METODY ZAZNAMU VYSLEDKU
Archivace vsech protokolll v provoznim deniku, pocitacové ulozeni vysledkli pomoci software Roche
LC480 a cobas, tisk vysledkovych protokolll ze software Roche a cobas.

Zapis vizualné odectenych dat do formulare, nalepeni do provozniho deniku.

2.7 BEZPECNOSTNI OPATRENI
Rizikové latky: biologicky material

Kazdy biologicky materidl je bran jako potencidlné infekéni. Pfi praci je nutno pouzivat vhodnou
ochranu (jednorazové rukavice). Dale plati vSeobecné zdsady bezpecnosti prace v molekularné
biologické laboratofi.
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3. HODNOCENI{

3.1 ALGORITMUS HODNOCENI
Po skonceni PCR provedeme vyhodnoceni prikazem Abs Quant/Fit points. Sledujeme HEX/JOE (filter
comb 533 —580) a FAM (filter comb 465-510) signal.

° Pokud je v negativni kontrole NTC Ct signal HEX/JOE niZsi neZ 38 nebo pokud je v negativni
kontrole (standardni, nemutované DNA) signal (Ct FAM — Ct HEX/JOE)<6 obdobné jako v pozitivni
kontrolni DNA s mutaci, je béh kontaminovan a neplatny.

° Pokud je hodnota Ct v kanalu HEX/JOE vyssi nez 38 nebo je nulovd, neni vzorek
analyzovatelny.

° Pokud Ct HEX/JOE je niz8i nez 32 a Ct FAM je vyssi neZ Ct HEX o vice neZ 9 cykld, neni
prokdzana mutace BRAF p.Val600Glu.

° Pokud Ct HEX/JOE je niz8i nez 32 a Ct FAM je vy$si nez Ct HEX o vice neZ 6 ale méné nez 9
cykld, je nutno vysSetieni opakovat. Pfi obdrZeni stejného nebo prikaznéjsiho vysledku uzavirame, Ze
mutace BRAF p.Val600Glu je prokdzana.

° Pokud je Ct HEX/JOE nizsi nez 38 a Ct FAM je niz$i nez Ct HEX/JOE nebo je Ct HEX/JOE niZzsi
nez 34 a Ct FAM vyssi o méné nez 6 cykld, mutace BRAF p.Val600Glu je prokazana.

3.2 KRITERIA ZAMITNUTI

Pozitivni vysledky zamitame pro cely béh, pokud se objevi pozitivni signdl i u ,no template” kontroly.
Vysledek uzavirame jako ,nelze”, pokud u konkrétniho vzorku chybi signal jak ve FAM, tak v JOE/HEX
kanalu.

3.3 ZAZNAMENAN{ UDAJU, ANALYZA, PREZENTACE
Zaznam provadime pomoci firemniho software. Diky softwaru analyzujeme hruba data namérené

fluorescence a porovnavame ziskané sekvence se standardnimi nemutovanymi sekvencemi.

3.4 NEJISTOTA MERENI

Metoda pro BRAF je schopna zachytit mutaci i v pfipadé 1% zastoupeni mutace ve vzorku, ale
vzhledem k moZnosti kvantitativniho zkresleni kazdy pozitivni vysledek s delta Ct mezi 6 a 9 cykly
opakujeme z nového mikrotomového fezu nebo ze stejné DNA.
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