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Obr.1: Ultrazvuk karcinbmu mocéového mechura

Karcindbmy urotelu a prostaty

Urotelové karcinomy (UCa) mocového mechura a
uretry, ako aj karcinébm prostaty (PCa) u psov su
vysoko maligne nadory, ktoré sa €asto diagnosti-
kuja pomerne neskoro (napr. ultrazvukom, obr. 1)
a maju zlu progndézu. Analyzou na pritomnost
mutacie V595E v géne BRAF je mozné stanovit
diagn6zu vo v€asnom $&tadiu, dokonca aj

v moCovom sedimente.

Novinkou je dopinkovy test, ktory sa moze
pouzit, ak sa nezistila mutacia BRAF aje
potrebné zvysit' citlivost celkového testu.

V Labokline sa kombinovany test nazyva BRAF
comp.

Obidva testy vam v texte este raz predstavime.

LABOK] |k

BRAF mutacia a BRAF comp. test - update

Zdroj obrazka: Dr. G. Dinges, Kleintierpraxis Wachaus

BRAFV595E mutéacia

Variant BRAF V595E, znAdmy z humannej
mediciny, bol prvykrat skimany v roku 2015
Mochizukim et al. vo velkom pocte psich nadorov.
Na rozdiel od fudi, u ktorych sa mutacia vyskytuje
najma v malignych melanémoch, nadoroch
vajecnikov, karcinébmoch §titnej Zlazy a
kolorektalnych karcindmoch, Mochizuki et al.
(2015) zistili mutaciu u psov najCastejSie

v urotelidlnych karcinébmoch a karcinomoch
prostaty.

Mutacia BRAFV595E je somatickd mutacia

v chromozéme 16, ktord mozno zistit' len

v nadorovych bunkach. Tato mutacia vedie

k vzniku nadoru prostrednictvom trvalej aktivacie
drahy MAP kinazy.
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Indikacie

Testovanie na pritomnost mutacie BRAFV595E
moZe byt uZito€né pri nasledujucich indikaciach:
- Skrining na v€asnu detekciu u predisponova-
nych plemien (pozri nizsie).

- Invazivnemu odberu vzoriek by sa malo predist
analyzou spontanneho mocu (sedimentu).

-V pripadoch s nejasnou patohistologickou a
cytologickou diagnézou (zla kvalita vzorky,
prekryvajace sa obrazy zapalu a neoplazie) sa
mozno vyhnut opakovanému invazivnemu odberu
vzoriek.

- Individualizovana lie€ba vo vybranych pripadoch
s pozitivnym BRAF (napr. sorafenibom; Chon et
al. 2024).

Material vzorky: moznosti

» tkanivo (napr. biopsie fixované vo formaline,
aspon 5 mm)

« asponl 2 cytologické néatery (napr. tenkoihlové
aspiraty bohaté na nadorové bunky, mocovy
sediment)

* mo¢ (1 ml moCového sedimentu, odporucanie:
spontanny ranny moc)

KedZe sa pouziva vysoko citliva metdda
kvapdckovej digitalnej PCR (ddPCR), na
diagnostiku karcinomu stacia len 2 nadorové
bunky s mutaciou BRAFV595E,

Metodické obmedzenia

Hodnotenia rutinného materialu na diagnostiku
mutacie BRAFV595E za poslednych 6 rokov
ukazali, ze v priblizne 10 % vzoriek nebolo mozné
izolovat' ziadnu DNA. K tomu dochadza najma
vtedy, ked sa namiesto sedimentu poSle
necentrifugovany moc¢. Kedze DNA je pritomna

v bunkach, vo vzorke musi byt pritomny
dostato€ne vysoky podiel epitelovych buniek, aby
bolo mozné izolovat' dostatoéné mnozstvo DNA.
V zadsade mozno zistit aj DNA bez buniek, ale pri
vybere materidlu sa na tuto moznost netreba
spoliehat'.

V ojedinelych pripadoch mézu byt pri€inou toho,
Ze napriek dostatoénému poctu buniek sa
nepodari izolovat Ziadnu DNA, aj inhibitory.

Premnozenie baktérii v moci zvyCajne nie je
problémom pri detekcii mutacie BRAFV595E,

o O
Obr 2: Jack Russell teriéry maju mutéciu BRAF pri rakovme
moc&ového mechura obzvlast asto

Zdroj obrazka: PD Dr. H. Aupperle-Lellbach

Specifita a senzitivita

Specifita diagnostiky mutacie BRAFV595E je 100 %,
kedZze mutaciu BRAF nebolo mozné zistit' u
Ziadneho psa s cystitidou, polypmi mocového
mechudra a podobne. Plati to aj pre karcinom
prostaty, kedze mutacia BRAFV595E sa nenasla pri
benignej hyperplazii prostaty, skvamoznej
metaplazii alebo atrofii prostaty (Mochizuki et al.
2015a).

V zavislosti od Studie a plemena psa je citlivost
detekcie mutacie BRAF pri UCa az 86 % a pri
PCa priblizne 61 %. V jednej kazuistike (Chamber
et al. 2024) boli dokonca detegovatelné skoré
Stadia UCa (dysplazia) s mutaciou BRAF.
Sucasné analyzy rutinného materialu

Z Laboklinu za poslednych 6 rokov ukazali, ze
podiel BRAF pozitivhych vzoriek v predlozenom
materiali je obzvlast vysoky u niektorych plemien
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teriérov (obr. 2), shetlandskych ovciakov a biglov.
To v8ak nevypoveda ni¢ o citlivosti, pretoze nie su
k dispozicii informacie o tom, &i v negativnych
pripadoch bol alebo nebol pritomny nador. Tieto
pozorovania vSak naznacCuju, Zze mutacia sa vo
vzorkach z tychto plemien vyskytuje velmi
pravidelne.

Interpretacia vysledkov

Iba pozitivny vysledok je dékazom karcindbmu.
Ak sa vo vzorke neda zistit mutacia BRAF, su
mozné nasledujlice scenare:

* Nie je pritomny UCa/ PCa (napr. polyp, benigna
hyperplazia).

* Vo vzorke nie su ziadne zmutované bunky, ale
je pritomny karcindm (sporna reprezentativnost
vzorky, napr. cytolégia/moc chudobny na bunky).
* Karcindm nie je spbsobeny mutaciou BRAFV595E,
* UzZitocny méze byt novy test CNA (pozri nizsie).

Nové: BRAF comp.

Diagnostika karcinomov mo¢ového mechura bola
teraz v LABOKLINe roz8irena o dalSi moleku-
larne-geneticky test (CNA) na kompletny panel
BRAF comp. Analyza CNA je zaloZzena na
detekcii zmeneného poctu Specifickych génovych
segmentov. Strukturalne zmeny génov mézu

v zasade viest k strate alebo zmnoZeniu
génovych segmentov (zmena poctu kopii = Copy
Number Alteration, CNA), pozri obr. 3.

Copy Number Alteration (CNA)

normalny chromozém

( )| 1 ] delécia
I ) duplikécia

Obr. 3: Schematické znazornenie moznych genetickych
variacii poctu kopif Zdroj: PD Dr. H. Aupperle-Lellbach

Copy Number Alteration (CNA) pri
urotelidlnom karcinbme psov

Duplikacie na chromozémoch 13 a 36 alebo
delécie na chromozéme 19 boli ngjdené v >75 %
pripadov urotelialneho karcindmu psov, pricom
>93 % malo dve alebo viac tychto CN zmien

(Shapiro et al. 2015). Tieto zmeny chybali vo
vzorkach mocu psov s infekciami moc€ovych ciest,
cystitidou alebo benignymi polypmi mocového
mechura (Mochizuki et al. 2016).

Pri neoplaziach prostaty u psov tieto genetické
zmeny NIE su zistitelné (pozri obrazok 4).

Kvantifikaciou tychto po€tov képii mozno teraz
identifikovat' aj urotelialne karcindmy, ktoré
nemaju muticiu BRAFV595E, Kombinovany test,
ponukany spoloCnostou LABOKLIN, sa nazyva
BRAF comp. a zodpoveda testu CADET® BRAF-
PLUS v USA.

Zmeneny pocet koépii vSak nesuvisi s mutaciou
BRAF, ale je nezavislym molekuladrne-genetickym
javom, ktory je zistitelny len v nadorovych
bunkach urotelidinych karcinébmov psov.
Molekularne désledky na urovni proteinov alebo
v ramci signalnych kaskad zatial neboli
preskiimané. Cia do akej miery je mozné
terapeutické alebo prognostické vyjadrenie pre
psov s tymito CNA pri karcindme moc&ového
mechdra, je potrebné este preskumat.

Metodické obmedzenia

Material, ktory uz bol zaslany na analyzu mutéacie
BRAF (pozri vy$Sie), sa v zasade mdze pouzit aj
na analyzu CNA.

ALE: VyZaduje sa lepSia kvalita DNA, pretoze sa
skima nielen bodova mutacia BRAFV595E ale
analyzuju sa aj vacsie génové Useky, ktoré preto
musia byt k dispozicii v dobrej kvalite. Existuje
preto riziko, Zze analyza CNA neposkytne
pouZzitefny vysledok, ak je v moc¢i malo buniek
a/alebo je prerasteny baktériami.

Preto sa odporu¢a najskor vykonat analyzu
mutacie BRAFV595E g naslednu analyzu CNA
zvazit az vtedy, ak je vysledok negativny (pozri
obrazok 4). KedZe vysledok molekularne-
genetickych testov je znamy aZ po uplnom
dokoncCeni analyzy, je splatna plna cena, aj ked
(napriek opakovanému testovaniu) nebolo mozné
dosiahnut Ziadny pouzitelny vysledok.
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Urotelialny karcinom? ‘

\

‘ cytologia/biopsia

neinok

BRAFV5%5E- analyza mutacie

pos
neg karcinom
(isty)
CNA-analyza
pos
neg karcinom
(isty)

v

karcinom nepravdepodobny
(pri reprezentativnej vzorke a
optimalnej kvalite DNA)

Sudhrn

Testovanie na mutaciu BRAF je vysoko Specificky
postup (100 %) na detekciu urotelidineho
karcinbmu a karcinbmu prostaty u psov.
Novozavedeny test na zmeny v poCte kopii
ur€itych génovych segmentov (CNA) méze zvysit
senzitivitu molekularne-genetickej diagnostiky
urotelialnych karcinémov.

PD Dr. Heike Aupperle-Lellbach, Alexandra Kehl

Karcinom prostaty? ‘

\

‘ cytologia/biopsia ‘

nejasny~vysledok
A J

‘ BRAFV59E-analyza mutacie

pos .
neg karcinom
(isty)

L

karcinom nie je vyluceny
—) dalSie vySetrenia

VySetrenia k téme

e #8675 BRAF mutacia

e # BRAF comp. (V595E + 2 CNA)

¢ doobjednanie CNA pri negativhom vysledku
BRAF priamo cez laborat6rium
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