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Pov	ze	tek

Mu	ta	ci	ja	V600E	pred	stav	lja	več	kot	90	%	vseh	opi	sa	nih	
mu	ta	cij	v	genu	BRAF pri	raz	lič	nih	vr	stah	tu	mor	jev.	Pro	tein,	
ki	na	sta	ne	kot	pro	dukt	on	ko	ge	na	BRAF	z	mu	ta	ci	jo	V600E	
(Braf V600E),	spro	ža	ne	neh	no	sig	na	li	zi	ra	nje	prek	sig	nal	ne	poti	
RAS-RAF-MAPK,	kar	pov	zro	či	šte	vil	nej	še	de	li	tve	ce	li	ce	in	
nje	no	ma	lig	no	trans	for	ma	ci	jo.	Zato	ima	on	ko	gen	Braf V600E	
po	mem	bno	vlo	go	pri	in	duk	ci	ji	in	na	pre	do	va	nju	tu	mor	ja	
ter	ver	jet	no	pred	stav	lja	zgod	nji	do	go	dek	v	pro	ce	su	ma	lig	ne	
trans	for	ma	ci	je.	Po	po	dat	kih	iz	li	te	ra	tu	re	je	čez	mer	no	izra	žen	v	
raz	lič	nih	vr	stah	so	lid	nih	tu	mor	jev,	kot	so	me	la	nom,	me	ta	stat-
ski	rak	de	be	le	ga	čre	ve	sa	in	dan	ke,	pa	pi	lar	ni	rak	ščit	ni	ce,	rak	
led	vic	(RCC),	he	pa	to	ce	lu	lar	ni	kar	ci	nom	(HCC),	ve	li	ko	ce	lič	ni	
rak	pljuč	(NSCLC)	in	se	roz	ni	rak	jajč	ni	kov.
Na	Od	del	ku	za	mo	le	ku	lar	no	diag	no	sti	ko	smo	uved	li	me	to	do	
za	do	lo	ča	nje	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu BRAF.	Me	to	da	te	me	lji	
na	PCR-pom	no	že	va	nju	in	upo	ra	bi	spe	ci	fič	nih	sond.	Iz	ka	za	la	
se	je	kot	pri	mer	na	za	ru	tin	sko	diag	no	sti	ko.	V	pri	mer	ja	vi	z	
ne	po	sred	nim	sek	ve	ni	ra	njem,	ki	ve	lja	za	zla	ti	stan	dard,	sta	bili	
nje	ni	ob	čut	lji	vost	in	spe	ci	fič	nost	100-od	stot	ni.	Za	ra	di	ve	li	ke	
spe	ci	fič	no	sti	je	za	nes	lji	va	za	lo	če	va	nje	med	nor	mal	nim	in	
mu	ti	ra	nim	ge	no	ti	pom	BRAF	in	je	pri	mer	na	za	hi	tro	ru	tin	sko	
diag	no	sti	ko.

Uvod

Med	mo	le	ku	lar	ne	me	ha	niz	me	na	stan	ka	raka	in	nje	go	ve	ga	
na	pre	do	va	nja	spa	da	jo	tudi	spre	mem	be	(mu	ta	ci	je,	epi	ge	net-
ske	spre	mem	be),	ki	pri	za	de	ne	jo	gene,	od	go	vor	ne	za	ko	di	ra-
nje	pro	tei	nov,	ki	so	vklju	če	ni	v	zno	traj	ce	lič	ne	sig	nal	ne	poti.	
Se	rin/treo	nin	ki	na	ze	RAF	so	ključ	ne	mo	le	ku	le	zno	traj	sig	nal	ne	
poti	RAS-RAF-MAPK	in	so	po	mem	bne	pri	pre	no	su	sig	na	lov	
za	rast	ne	in	za	mi	to	ge	ne	de	jav	ni	ke	(sli	ka	1).	Prek	teh	poti	se	
urav	na	va	jo	os	nov	ni	ce	lič	ni	pro	ce	si,	kot	so	de	litev,	di	fe	ren	cia-
ci	ja	in	pre	ži	vet	je	ce	lic,	ad	he	zi	ja	in	mi	gra	ci	ja	ce	lic.
Geni,	ki	ko	di	ra	jo	se	rin/treo	nin	ki	na	ze	RAF,	spa	da	jo	med	
pro	toon	ko	ge	ne.	Mu	ta	ci	je	v	njih	vo	di	jo	v	na	sta	nek	on	ko	ge	nov,	
kar	pov	zro	či	ne	nad	zo	ro	va	no	pre	pi	so	va	nje	gena	in	na	sta	ja	nje	
nje	go	ve	ga	pro	duk	ta.	V	pro	ce	su	ma	lig	ne	trans	for	ma	ci	je	take	
mu	ta	ci	je	pov	zro	či	jo	po	ve	ča	no	de	li	tev	tu	mor	skih	ce	lic	in	
po	sred	no	vpli	va	jo	na	pri	la	ga	ja	nje	tu	mor	skih	ce	lic	in	nji	ho	vo	
bolj	še	pre	ži	vet	je	ter	me	ta	sta	zi	ra	nje.	Ker	se	on	ko	ge	ni	do	mi-
nant	no	izra	ža	jo	na	ce	lič	ni	rav	ni,	za	on	ko	ge	no	de	lo	va	nje	pro-
tei	na	za	doš	ča	že	samo	en	mu	ti	ran	alel.	Mu	ta	ci	je	v	pro	toon	ko-
ge	nih	so	ve	či	no	ma	po	ve	za	ne	s	spo	ra	dič	ni	mi	ob	li	ka	mi	raka.
Pri	lju	deh	so	zna	ni	3	raz	lič	ni	geni RAF:	ARAF, BRAF	in	CRAF 
(ali	RAF-1).	So	mat	ske	mu	ta	ci	je	so	naj	po	go	stej	še	v	genu	BRAF	
(v	prib	liž	no	7	%	poz	na	nih	ra	kov),	med	tem	ko	so	mu	ta	ci	je	v	
genu	CRAF	red	ke.	V	genu	ARAF ni	opi	sa	na	še	no	be	na	mu	ta-
ci	ja.
Naj	po	go	stej	ša	mu	ta	ci	ja	v	genu	BRAF	je	V600E;	pred	stav	lja	več	
kot	90	%	vseh	opi	sa	nih	mu	ta	cij	v	tem	genu	pri	raz	lič	nih	vr	stah	

tu	mor	jev.	Mu	ta	ci	ja	V600E	je	po	sle	di	ca	za	me	nja	ve	ene	ga	nu-
kleo	ti	da,	in	si	cer	ti	mi	na	v	ade	nin	na	me	stu	1799	v	ek	so	nu	15	
(c.1799T	>	A).	Z	mu	ta	ci	jo	na	sta	ne	pro	tein,	in	si	cer	on	ko	gen 
Braf V600E.	Spre	me	nje	ni	on	ko	gen	spro	ža	ne	neh	no	(stal	no)	
sig	na	li	zi	ra	nje	prek	sig	nal	ne	poti	RAS-RAF-MAPK,	kar	pov	zro	či	
po	ve	ča	no	de	li	tev	ce	lic	in	nji	ho	vo	ma	lig	no	trans	for	ma	ci	jo.	
Zato	ima	po	mem	bno	vlo	go	pri	in	duk	ci	ji	in	na	pre	do	va	nju	
tu	mor	ja	in	ver	jet	no	pred	stav	lja	zgod	nji	do	go	dek	v	pro	ce	su	
ma	lig	ne	trans	for	ma	ci	je.

Slika1.Signalnapotserin/treoninkinaze	BRAF.
 BRAF je del sig nal ne poti RAS-RAF-MAPK (z mi to ge nom ak ti-

vi ra ne pro tein ske ki na ze). Ve za va raz lič nih rast nih de jav ni kov 
(epi der mal ne ga rast ne ga de jav ni ka – EGF, trans for mi ra jo če ga 
rast ne ga de jav ni ka alfa – TGF-α, va sku lar ne ga en do tel ne ga 
rast ne ga de jav ni ka – VEGF) na us trez ne re cep tor je na celični 
mem bra ni (npr. EGFR, VEGFR-2/-3) ali ve za va li gan dov na 
G-pro tein ske re cep tor je spro ži ak ti va ci jo RAS (GTP-ve zav ni 
pro tein) prek adap ter skih pro tei nov GRB2 (z re cep tor jem 
za rast ne de jav ni ke ve za ni pro tein 2) in SOS (RAS-gva nin 
iz me nje val ni fak tor) (levo na sli ki) ali s c AMP (de sno na sli ki). 
Ak ti vi ra ni RAS se nato ve že na BRAF, ki se kon for ma cij sko 
spre me ni in s tem ak ti vi ra. Ak ti vi ra ni BRAF fos fo ri li ra in s tem 
ak ti vi ra raz lič ne MAPK-ki na ze. Ki na ze nato fos fo ri li ra jo in 
urav na va jo ak ti va ci jo raz lič nih sub stra tov, kot so tran skrip cij ski 
fak tor ji, kom po nen te ci to ske le ta in dru ge ki na ze. Ak ti va ci ja 
te sig nal ne poti vodi v izra ža nje ge nov, vple te nih v de li tev in 
di fe ren cia ci jo ce lic.

Po	po	dat	kih	iz	li	te	ra	tu	re	je	on	ko	gen	Braf V600E	čez	mer	no	
izra	žen	v	raz	lič	nih	vr	stah	so	lid	nih	tu	mor	jev,	kot	so	me	la	nom	
(44–60	%),	me	ta	stat	ski	rak	de	be	le	ga	čre	ve	sa	in	dan	ke	(5–20	
%),	pa	pi	lar	ni	rak	ščit	ni	ce	(29–83	%),	rak	led	vic	(RCC),	he	pa-
to	ce	lu	lar	ni	kar	ci	nom	(HCC)	in	ve	li	ko	ce	lič	ni	rak	pljuč	(NSCLC)	
(3	%)	ter	se	roz	ni	rak	jajč	ni	kov	(v	30	%).
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Me	to	de	za	do	lo	ča	nje	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu	BRAF so	raz-
lič	ne.	Naj	po	go	ste	je	se	upo	rab	lja	ne	po	sred	no	sek	ve	ni	ra	nje,	
ki	ve	lja	za	zla	ti	stan	dard	do	lo	ča	nja	mu	ta	cij.	Ta	me	to	da	je	
ča	sov	no	zelo	za	mud	na	in	zato	ne	pri	mer	na	za	hi	tro	ru	tin	sko	
diag	no	sti	ko.	Na	Od	del	ku	za	mo	le	ku	lar	no	diag	no	sti	ko	smo	se	
zato	od	lo	či	li,	da	za	do	lo	ča	nje	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu	BRAF	
uve	de	mo	me	to	do,	ki	te	me	lji	na	PCR-pom	no	ži	tvi	in	upo	ra	bi	
spe	ci	fič	nih	sond	ter	od	kri	va	nju	z	apa	ra	tom	Lyght	Cycler480.	
Metoda	pred	stav	lja	al	ter	na	ti	vo	ne	po	sred	ne	mu	sek	ve	ni	ra	nju,	
saj	v	prei	sko	va	nem	vzor	cu	raz	li	ku	je	med	t.	i.	mu	ti	ra	nim	in	
nor	mal	nim	ge	no	ti	pom.	Je	hi	trej	ša	in	tudi	ce	nej	ša.

Opis	me	to	de	za	do	lo	ča	nje	mu	ta	ci	je	V600E	v	genuBRAF

Test	na	sku	pi	na	vzor	cev
Za	uved	bo	me	tode	do	lo	ča	nja	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu	BRAF	
smo	iz	bra	li	tu	mor	je	bol	ni	kov	z	ra	kom	ščit	ni	ce	in	tu	mor	je	bol-
ni	kov	z	me	ta	sta	skim	ra	kom	de	be	le	ga	čre	ve	sa	in	dan	ke.	Test	na	
sku	pi	na	je	za	je	ma	la	31	vzor	cev	tu	mor	ske	ga	tki	va	bol	ni	kov	z	
ra	kom	ščit	ni	ce,	30	vzor	cev	nor	mal	ne	ga	tki	va	is	tih	bol	ni	kov	in	
239	vzor	cev	tu	mor	ske	ga	tki	va	bol	ni	kov	z	me	ta	stat	skim	ra	kom	
de	be	le	ga	čre	ve	sa	in	dan	ke.
Naj	prej	smo	pa	ra	fin	ske	re	zi	ne,	v	ka	te	re	je	bilo	vlo	že	no	tki	vo,	
de	pa	ra	fi	ni	zi	ra	li,	po	tem	pa	smo	s	kom	ple	tom	High	Pure	PCR	
Tem	pla	te	Pre	pa	ra	tion	Kit	(Roche	Ap	plied	Scien	ce,	Penz	berg,	
Nem	či	ja)	izo	li	ra	li	ge	nom	sko	DNK.	Us	pe	šnost	izo	la	ci	je	in	
ko	li	či	no	DNK	smo	pre	ve	ri	li	s	spek	tro	fo	to	me	trom	Nano	Drop	
(Ther	mo	Scien	ti	fic,	Wil	ming	ton,	ZDA).	Izo	li	ra	no	DNK	smo	do	
iz	ved	be	te	sta	hra	ni	li	pri	+4	°C.

Slika2. PrincipdelovanjaspecifičnihsondTaqMan.
 Spe ci fič ne oli go nu kleo tid ne son de so oz na če ne z raz lič ni mi 

fluo res cent ni mi bar vi li (fluo ro fo ri) na 3'-kon cu in z du šil-
cem sig na la na 5'-kon cu (na sli ki oz na če ni z V in P). Du ši lec 
sig na la (quenc her) prek pre no sa re so nanč ne ener gi je pre pre či 
(za du ši) sig nal fluo res cen ce fluo ro fo ra, ka dar sta obe mo le ku li 
do volj bli zu dru ga dru gi. Med po te kom PCR se son de v fazi 
na le ga nja ve že jo na us trez na spe ci fič na za po red ja v DNK. V 
na sled nji fazi PCR – t. i. fazi po dalj še va nja – pa en cim DNK-
po li me ra za s svo jo 5'- do 3'-ek so nu kleaz no ak tiv nost jo raz-
gra di po pol no ma pri le ga jo če se son de in s tem lo či fluo ro for 
od du šil ca sig na la. To pov zro či po rast in ten zi te te fluo res cen ce 
za to fluo res cent no bar vi lo. Ne po pol no pri le ga jo če se son de 
DNK-po li me ra za ne raz gra di, zato ni fluo res cen ce.

Opis	me	to	de
Za	določa	nje	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu	BRAF	smo	upo	ra	bi	li	za	
alel	spe	ci	fič	ni	PCR	(ve	riž	no	reak	ci	jo	s	po	li	me	ra	zo).	Me	to-
da	je	pri	mer	na	za	do	lo	ča	nje	zna	nih	in	do	bro	opre	de	lje	nih	
spre	memb	v	za	po	red	ju	DNK	in	te	me	lji	na	upo	ra	bi	spe	ci	fič	nih	
sond,	ki	se	ve	že	jo	na	nu	kleo	tid	no	za	po	red	je	DNK	v	ob	moč	ju,	
kjer	pri	ča	ku	je	mo	mu	ta	ci	jo.	V	pri	me	ru	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu	
BRAF	gre	za	spre	mem	bo	nu	kleo	ti	da	T	v	nu	kleo	tid	A	na	me	stu	
1799.	Ker	je	ta	mu	ta	ci	ja	ved	no	he	te	ro	zi	got	na,	bo	sta	v	vzor	cu	
z	mu	ta	ci	jo	oba	ale	la	–	mu	ti	ra	ni	in	nor	mal	ni.
Spe	ci	fične	oli	go	nu	kleo	tid	ne	son	de	so	oz	na	če	ne	z	raz	lič	ni	mi	
fluo	res	cent	ni	mi	bar	vi	li	(fluo	ro	fo	ri)	na	3'-kon	cu	in	z	du	šil	cem	
sig	na	la	na	5'-kon	cu.	Du	ši	lec	sig	na	la	(quenc	her)	prek	pre	no	sa	
re	so	nanč	ne	ener	gi	je	pre	pre	či	(za	du	ši)	sig	nal	fluo	res	cen	ce	
fluo	ro	fo	ra,	ka	dar	sta	obe	mo	le	ku	li	do	volj	bli	zu	dru	ga	dru	gi.	
Med	PCR	se	son	de	v	fazi	na	le	ga	nja	ve	že	jo	na	us	trez	na	
spe	ci	fič	na	za	po	red	ja	v	DNK.	V	na	sled	nji	fazi	PCR	–	t.	i.	fazi	
po	dalj	še	va	nja	–	pa	en	cim	DNK-po	li	me	ra	za	s	svo	jo	5'-	do	
3'-ek	so	nu	kleaz	no	ak	tiv	nost	jo	raz	gra	di	po	pol	no	ma	pri	le	ga	jo	če	
se	son	de	in	s	tem	fluo	ro	for	lo	či	od	du	šil	ca	sig	na	la.	Za	ra	di	tega	
se	po	ve	ča	in	ten	zi	te	ta	fluo	res	cen	ce	za	neko	fluo	res	cent	no	
bar	vi	lo.	Ne	po	pol	no	pri	le	ga	jo	če	se	son	de	DNK-po	li	me	ra	za	ne	
raz	gra	di,	zato	ni	fluo	res	cen	ce	(sli	ka	2).

V	na	ši	me	to	di	smo	upora	bi	li	son	de	Taq	Man	MGB	proi	zva-
jal	ca	Ap	plied	Biosy	stems	(Fo	ster	City,	ZDA).	Sek	ven	ce	sond	
in	oli	go	nu	kle	tid	nih	za	čet	ni	kov	smo	pov	ze	li	po	li	te	ra	tu	ri.	Na	
son	do,	ki	se	ve	že	prek	me	sta	z	mu	ti	ra	nim	ale	lom,	smo	ve	za	li	
bar	vi	lo	FAM	(rde	či	sig	nal),	na	dru	go	son	do,	ki	zaz	na	nor	mal	ni	
(wild-type)	alel,	pa	bar	vi	lo	VIC	(ze	le	ni	sig	nal).	Po	po	te	ku	PCR	
smo	gle	de	na	do	lo	če	no	fluo	res	cen	co	v	po	sa	mez	nem	vzor	cu	
lah	ko	lo	či	li	nor	ma	len	ge	no	tip	(samo	VIC-sig	nal	oz.	alel	T)	od	
mu	ti	ra	ne	ga	ge	no	ti	pa	(oba	sig	na	la	oz.	ale	la:	sig	nal	FAM	oz.	
alel	A	in	sig	nal	VIC	oz.	alel	T	–	pri	sot	nost	mu	ta	ci	je	V600E	v	
vzor	cu	DNK)	(sli	ka	3).

Iz	ved	ba	te	sta	za	do	lo	ča	nje	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu BRAF
V	vsa	ko	reak	cij	sko	me	ša	ni	co	s	konč	nim	vo	lum	nom	20	μl	smo	
do	da	li	10	μl	Lyght	Cycler480	Pro	bes	Ma	ster	Mix	(Roc	he),	2	
oli	go	nu	kleo	tid	na	za	čet	ni	ka	(»for	ward«	in	»re	ver	se«)	s	konč	no	
kon	cen	tra	ci	jo	0,9	μM,	obe	son	di	Taq	Man	MGB	(Ap	plied	
Biosy	stems)	s	končno	kon	cen	tra	ci	jo	0,15	μM	in	5	μl	vzorčne	
DNK.	Vsak	vzo	rec	smo	ana	li	zi	ra	li	v	dvoj	ni	ku.	Ved	no	smo	
so	ča	sno	ana	li	zi	ra	li	tudi	po	zi	tiv	no	kon	tro	lo	(DNK,	izo	li	ra-
no	iz	ce	lič	ne	li	ni	je	HT-29,	ki	ima	he	te	ro	zi	got	no	mu	ta	ci	jo	
V600E),	ne	ga	tiv	no	kon	tro	lo	(vzo	rec	DNK	brez	mu	ta	ci	je)	
in	kon	tro	lo	kon	ta	mi	na	ci	je	(vod	no	kon	tro	lo).	Pom	no	ži	tev	
PCR-pro	duk	tov	in	od	kri	va	nje	fluo	res	cen	ce	smo	iz	ved	li	na	
apa	ra	tu	Lyght	Cycler480	(Roc	he).	Ana	li	zo	fluo	res	cen	ce	v	
po	sa	mez	nem	vzor	cu	smo	iz	ved	li	z	ra	ču	nal	niš	kim	pro	gra	mom	
Lyght	Cycler480	End-Point	Ge	noty	ping,	ki	omo	go	ča	raz	li	ko-
va	nje	med	nor	mal	nim	in	mu	ti	ra	nim	ge	no	ti	pom.	Re	zul	ta	ti	so	
pri	ka	za	ni	v	ob	li	ki	raz	pr	še	ne	ga	dia	gra	ma	(sli	ka	3).	Ved	no	smo	
pre	ve	ri	li	tudi	am	pli	fi	ka	cij	ske	kri	vu	lje	za	po	sa	mez	ni	ana	li	zi	ra	ni	
vzo	rec.

Po	tr	di	tev	re	zul	ta	tov	z	me	to	do	ne	po	sred	ne	ga	sek	ve	ni	ra	nja
Ker	me	to	da	ne	po	sred	ne	ga	sek	ve	ni	ra	nja	ve	lja	za	zla	ti	stan-
dard	pri	do	lo	ča	nju	mu	ta	cij	v	prei	sko	va	nem	vzor	cu,	smo	20	
iz	bra	nih	vzor	cev	sek	ve	ni	ra	li,	da	bi	po	tr	di	li	re	zul	ta	te,	dob	lje	ne	
z	me	to	do	end-point	ge	noty	ping.	Me	to	do	smo	iz	ved	li	po	stan-
dard	nem	po	stop	ku.	Vzo	rec	DNK	smo	pom	no	ži	li	s	spe	ci	fič	ni-
mi	oli	go	nu	kleo	tid	ni	mi	za	čet	ni	ki.	Za	sek	venč	no	reak	ci	jo	smo	
upo	ra	bi	li	kit	ABI	PRISM	Big	Dye	Ter	mi	na	tor	v1.1	(Ap	plied	
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Biosy	stems),	ki	po	leg	na	vad	nih	nu	kleo	ti	dov	vse	bu	je	raz	lič	no	
fluo	res	cent	no	oz	na	če	ne	di	deok	si	nu	kleo	ti	de.	Po	sa	mez	ne	vzor-
ce	smo	ana	li	zi	ra	li	na	sek	ve	na	tor	ju	ABI	310	(Ap	plied	Biosy-
stems).	Dob	lje	ni	kro	ma	to	gram	(iz	pis	sek	ven	ce)	smo	pri	mer	ja	li	
z	ori	gi	nal	no	sek	ven	co	iz	baze	po	dat	kov	Gene	Bank	(sli	ka	4).

Slika3.	PrikazrezultatovzaalelspecifičnegaPCRinrezultatov
analizezmetodoend-pointgenotypingnaaparatuLyght-
Cycler480.

 A: Pri kaz am pli fi ka cij skih kri vulj vzor cev z ale lom A (sig nal 
FAM). B: Pri kaz am pli fi ka cij skih kri vulj vzor cev z ale lom T 
(sig nal VIC). C: Raz pr še ni dia gram, kjer vi di mo lo či tev ale lov 
gle de na sig nal. V pri me ru nor mal ne ga (wild-type) Braf bomo 
v vzor cu zaz na li samo sig nal VIC oz. alel T (vzo rec brez 
mu ta ci je V600E) – ho mo zi go ti TT. V pri me ru mu ta ci je V600E 
pa bomo po leg sig na la VIC zaz na li tudi sig nal FAM oz. alel 
A – pri sot na sta oba ale la – he te ro zi go ti TA.

Re	zul	ta	ti

Za	uved	bo	me	to	de	do	lo	ča	nja	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu	BRAF 
smo	iz	bra	li	tu	mor	je	bol	ni	kov	z	ra	kom	ščit	ni	ce	in	tu	mor	je	
bol	ni	kov	z	me	ta	sta	skim	ra	kom	de	be	le	ga	čre	ve	sa	in	dan	ke.	
Mu	ta	ci	jo	V600E	smo	do	ka	za	li	v	11	od	31	(35,4	%)	vzor	cev	
tu	mor	ske	ga	tki	va	bol	ni	kov	z	ra	kom	ščit	ni	ce	(sli	ka	5).	Re	zul	tat	
je	v	skla	du	z	ob	jav	lje	ni	mi	po	dat	ki,	saj	se	ome	nje	na	mu	ta	ci	ja	
po	ja	vi	v	29	%	do	83	%	teh	tu	mor	jev.	V	nor	mal	nem	tki	vu	

is	tih	bol	ni	kov	mu	ta	ci	je	V600E	ni	bilo.	Pri	tu	mor	jih	bol	ni	kov	z	
me	ta	stat	skim	ra	kom	de	be	le	ga	čre	ve	sa	in	dan	ke	smo	mu	ta	ci	jo	
V600E	v	genu	BRAF	do	ka	za	li	v	12	od	239	(5	%)	te	sti	ra	nih	
vzor	cev	(sli	ka	5).	Tudi	ta	re	zul	tat	je	v	skla	du	s	po	dat	ki	iz	
li	te	ra	tu	re,	kjer	raz	lič	ni	av	tor	ji	na	va	ja	jo,	da	se	mu	ta	ci	ja	V600E	
v	genu	BRAF pri	bol	ni	kih	z	me	ta	stat	skim	ra	kom	de	be	le	ga	
čre	ve	sa	in	dan	ke	po	ja	vi	v	5	%	do	20	%	pri	me	rov.

Slika4. Sekveniranjegena	BRAF.
 Del iz pi sa sek ven ce ek so na 15 gena BRAF. A: Vzo rec brez 

mu ta ci je (ho mo zi got T1799T); WT – nor ma len alel. B: Vzo rec 
z mu ta ci jo (he te ro zi got T1799A); MT – mu ti ran alel.

Me	to	da	za	do	lo	ča	nje	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu	BRAF,	ki	te	me	lji	
na	upo	ra	bi	spe	ci	fič	nih	sond,	se	je	iz	ka	za	la	kot	pri	mer	na	me-
to	da	za	ru	tin	sko	diag	no	sti	ko.	V	pri	mer	ja	vi	z	ne	po	sred	nim	sek-
ve	ni	ra	njem,	ki	ve	lja	za	zla	ti	stan	dard,	sta	bili	nje	ni	ob	čut	lji	vost	
in	spe	ci	fič	nost	100-od	stot	ni.	Skle	ne	mo	lah	ko,	da	je	me	to	da	
za	alel	spe	ci	fič	ne	ga	PCR	(upo	ra	ba	spe	ci	fič	nih	sond)	spe	ci	fič	na	
in	tudi	za	nes	lji	va	za	lo	če	va	nje	med	nor	mal	nim	in	mu	ti	ra	nim	
ge	no	ti	pom,	zato	je	pri	mer	na	za	hi	tro	ru	tin	sko	diag	no	sti	ko.
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Slika5. PrikazrezultatovdoločanjamutacijeV600EvgenuBRAF
pribolnikihzrakomščitnice(TC)inpribolnikihzmeta-
statskimrakomdebelegačrevesaindanke(CRC).

 Pri ka za ni so tudi re zul ta ti te sti ra nja nor mal ne ga tki va bol ni kov 
z ra kom ščit ni ce.

Upo	rab	na	vred	nost	do	lo	ča	nja	mu	ta	ci	je	V600E	v	genuBRAF
Do	lo	ča	nje	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu	BRAF	je	lah	ko	prog	no	stič	ni	
de	jav	nik	ali	pa	mo	le	ku	lar	ni	na	po	ved	ni	mar	ker	od	go	vo	ra	na	
zdrav	lje	nje.	Na	splo	šno	ve	lja,	da	je	ta	mu	ta	ci	ja	po	ve	za	na	z	
na	pre	do	va	njem	tu	mor	ja	(po	ve	ča	na	pro	li	fe	ra	ci	ja	tu	mor	skih	
ce	lic)	in	z	zmanj	ša	nim	od	go	vo	rom	tu	mor	ja	na	ke	mo	te	ra	pi	jo.
Papilarnirakščitnice.	Mu	ta	ci	ja	V600E	v	genu	BRAF	je	
značil	na	za	agre	siv	nej	ši	tip	tu	mor	jev	in	za	tu	mor	je,	ki	se	ne	
od	zi	va	jo	na	zdrav	lje	nje	z	ra	dio	jo	dom.	V	nas	prot	ju	s	tran	slo	ka-
ci	jo	RET/PTC	se	po	jav	lja	pri	ana	pla	stič	nem	tipu	raka	ščit	ni	ce,	
kar	ka	že,	da	je	vple	te	na	v	na	pre	do	va	nje	pa	pi	lar	ne	ga	raka	
ščit	ni	ce	v	sla	bo	di	fe	ren	ci	ra	ne	ali	ne	di	fe	ren	ci	ra	ne	fe	no	ti	pe.	
V	zad	njem	ča	su	se	upo	rab	nost	do	lo	ča	nja	te	mu	ta	ci	je	ka	že	
pri	ana	li	zi	pred	ope	ra	ci	jo	od	vze	tih	as	pi	ra	tov	(FNA)	ščit	nič	nih	
no	du	lov.	Ana	li	za	se	je	kot	upo	rab	na	iz	ka	za	la	pred	vsem	pri	
ci	to	loš	ko	tež	ko	opre	de	lji	vih	vzorcih	(po	po	dat	kih	iz	li	te	ra	tu	re	
je	ta	kih	vzor	cev	prib	liž	no	30	%).
Metastaskirakdebelegačrevesaindanke.	Ne	dav	no	ob	jav-
lje	ne	re	tros	pek	tiv	ne	štu	di	je	tu	mor	jev	bol	ni	kov,	ki	so	pre	je	li	
pa	ni	tu	mu	mab	ali	ce	tuk	si	mab,	so	po	ka	za	le,	da	tu	mor	ji	z	
mu	ta	ci	jo	V600E	v	genu	BRAF	niso	od	go	vo	ri	li	na	zdrav	lje	nje	z	
in	hi	bi	tor	ji	EGFR.	Bol	ni	ki	so	ime	li	zna	čil	no	kraj	ši	in	ter	val	brez	
na	pre	do	va	nja	bo	lez	ni	in	kraj	še	pre	ži	vet	je	kot	bol	ni	ki	brez	te	
mu	ta	ci	je.	Po	mem	bno	je	ome	ni	ti,	da	se	po	zna	nih	po	dat	kih	
mu	ta	ci	je	v	genu	KRAS	ne	po	jav	ljajo	so	ča	sno	z	mu	ta	ci	ja	mi	v	
genu BRAF,	zato	je	smi	sel	no	te	sti	ra	nje	vzor	cev	z	nor	mal	nim	
ge	no	ti	pom	KRAS.	So	ča	sna	upo	ra	ba	mul	ti	ki	naz	ne	ga	in	hi	bi	tor	ja	
(npr.	so	ra	fe	ni	ba)	naj	bi	spre	me	ni	la	ob	čut	lji	vost	tu	mor	skih	ce	lic	
za	de	lo	va	nje	in	hi	bi	tor	jev	EGFR	v	tu	mor	jih	z	mutacijo	V600E	
v	genu BRAF.	V	teku	so	kli	nič	ne	štu	di	je,	kjer	se	za	zdrav	lje	nje	

me	ta	stat	ske	ga	raka	de	be	le	ga	čre	ve	sa	in	dan	ke	upo	rab	lja	jo	
kom	bi	na	ci	je	so	ra	fe	ni	ba	in	ce	tuk	si	ma	ba.
Melanom.	Pri	na	stan	ku	me	la	no	ma	je	po	jav	mu	ta	ci	je	v	genu	
BRAF	ver	jet	no	eden	zgod	njih	dogod	kov	pri	pro	ce	su	tu	mo	ri	ge-
ne	ze.	Mu	ta	ci	ja	V600E	je	po	treb	na	za	vzdr	že	va	nje	in	na	pre	do-
va	nje	tu	mor	ja	in	je	naj	po	go	stej	ša	opi	sa	na	gen	ska	spre	mem	ba	
pri	me	la	no	mu	(pov	preč	no	44	%	tu	mor	jev	ima	v	genu BRAF	
mu	ta	ci	jo	V600E).	Pri	bol	ni	kih	z	me	la	no	mom	je	mu	ti	ra	ni	BRAF	
po	mem	bna	tar	ča	pri	zdrav	lje	nju	tu	mor	jev.	Ra	zi	ska	ve	gre	do	
pred	vsem	v	raz	voj	spe	ci	fič	nih	oz.	se	lek	tiv	nih	in	hi	bi	tor	jev	
mu	ti	ra	ne	ga	BRAF	(pri	mer	je	PLX4720,	ki	se	tre	nut	no	te	sti	ra	v	
kli	nič	ni	ra	zi	ska	vi	faze	I).

Sklep

Na	Od	del	ku	za	mo	le	ku	lar	no	diag	no	sti	ko	smo	us	pe	šno	uved	li	
me	to	do	za	do	lo	ča	nje	mu	ta	ci	je	V600E	v	genu BRAF.	Me	to	da	
je	za	nes	lji	va,	hi	tra	in	pri	mer	na	za	ru	tin	sko	diag	no	sti	ko.
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