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1. Uvod

Cilem dokumentu je informovat |ékafe a Zadatele o laboratorni vysetieni o nabidce
sluzeb Laboratofe Elphogene (dale jen Elphogene). Laboratorni pfirucka je uréena zejména
lékafim, zdravotnim sestram a potencionalnim klient(im, jako pfehledny zdroj informaci o
laboratofi, popisuje preanalytické faze a postanalytické faze laboratorniho vysetfeni (zasady
odberu, zplsob poZadovani vysetfeni a vydavani vysledkd, spektrum laboratornich vysetreni,
vydavani vysledka atd.).

Laboratorni pfirucka je soucasti fizené dokumentace laboratore, je pravidelné aktualizovana
a Zadatelim o vySetfeni je kdispozici na webovych strankach laboratofe -

www.elphogene.cz.

Laboratorni pfirucka je pfipravena v souladu s normou €SN EN ISO 15189:2013.
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2. Zakladni informace o laboratori

2.1. Identifikace laboratore

Nazev organizace:

Adresa pracovisté:

Identifikacni udaje:

Provozni doba:

PFijem vzorku:

Odbér vzork:

Reditel spole¢nosti:

Vedouci laboratore:

Elphogene, s.r.o.

Budova Carolina centrum
Drnovska 1112/60

161 00 Praha 6 — Ruzyné

ICO: 07717067

DIC: CZ07717067

Pondéli — Patek 8:00 - 18:00
Pondéli — Patek 8:00—-18:00
Pondéli — Patek 8:00 - 18:00
doc. RNDr. Marek Minarik, Ph.D.
Tel: +420 737 455 711

Email: mminarik@elphogene.cz
Maegr. Eliska Streitova

Tel: +420 226 203 573

Email: estreitova@elphogene.cz




LP Elphogene Verze £.:5

Laboratorni pfirucka Strana / pocet stran 5/18

2.2. Zameéreni laboratore a spektrum nabizenych sluzeb

Elphogene je nova laboratof, ktera vznikla odstépenim od spolec¢nosti Genomac vyzkumny
ustav, jenZ byl zaloZen v roce 2001 a od svého vzniku se zaméfoval na testovani DNA a
aplikovany vyzkum v oblasti molekularni onkologie, vySetfovani geneticky podminénych
onemocnéni a ur¢ovani otcovstvi.

Laboratof Elphogene se v prvni fadé zaméfuje na vyzkum a vySetfeni vzork( v oblasti
molekuldrni onkologie. Spolecnost ma statut nestatniho zdravotnického zafizeni. Pravidelné

se Gi¢astni mezinarodnich kontrol kvality (EMQN, EQA) a kontrol kvality v Ceské republice.

2.3. Vnitrni ¢lenéni laboratore

Laboratof je rozdélena na tfi Useky, rutinni laboratof, vyzkumna laborator a administrativa.

Kazdy usek ma svého vedouciho zaméstnance a nad nimi stoji vedouci laboratore.

Seznam odbornych pracovniki:

RNDr. Marek Minarik, Ph.D.: reditel

Maegr. Eliska Streitova: vedouci laboratore
VS odborny pracovnik s registraci a specializaci odborny
pracovnik v laboratornich metodach a v pfipravé
IéCivych pripravki

Mgr. Barbora BelSanova: Odborny pracovnik s registraci a specializaci v oboru
klinicka genetika, metrolog, manazer kvality

Doc. MUDr. Lenka Foretova, Ph.D: lékar

klinicky genetik s atestaci

Ostatni laboratorni personal
Pracovnici laboratofe nakladaji s osobnimi tdaji ve smyslu nafizeni Evropského parlamentu a
Rady ¢. 2016/679, obecné nafizeni o ochrané osobnich udaji (General Data Protection

Regulation, GDPR).

2.4. Spektrum nabizenych sluZeb

Laborator je zamérena na molekularné-genetické analyzy vcetné odpovidajici interpretace.

Molekularné-geneticka vysetfeni jsou provadéna citlivymi laboratornimi metodami na
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principu DNA analyz. SluZby laboratofe jsou navrieny tak, aby spliiovaly potfeby klienti a
lékara.
Laborator poskytuje tato vysSetieni:

Izolace nukleovych kyselin (DNA)

Izolace DNA

Detekce somatickych mutaci pomoci denaturacni kapildrni elektroforézy

- Pomoci denaturacni kapilarni elektroforézy jsme schopny detekovat jakékoliv
somatické mutace
- Mezi akreditované somatické mutace patfi:
1. Stanoveni mutaci v genu EGFR exonu 19, 20 a 21 metodou PCR ¥

2. Stanoveni mutaci v genu KRAS exonu 2, 3 a 4 metodou PCR ¥®
3. Preanalyticka faze

3.1. Odbéry vzorki mimo LaboratoF

Pfed odbérem vzorku, musi byt klient fadné informovan o divodu a pribéhu vysetreni a
s timto vySetfenim souhlasit, coZ stvrzuje svym podpisem na informovaném souhlasu (viz
pfiloha ¢€.1). Stav pacienta, klienta, vlastni odbér materialu, jeho transport do laboratofe,
uchovavani a dalsi manipulace se vzorkem pfed analyzou mohou ovlivnit koneény vysledek
analyzy. Podrobné podminky pro odbér, skladovéni a pfepravu vzork( do Elphogenu jsou
popsany v kapitole 5 u jednotlivych typl vySetfeni. Obecné vsak plati, Ze vzorky standardné
pfijimané do laboratore k naslednému zpracovani jsou:
- DNA
- Cerstva tkan, bukalni stér, krev odebrand do specialnich transportnich zkumavek,
separovana plazma na nami definovanych podminek
- archivovana tkan ve formé parafinovych bloéki ¢ Fezl, bunéény natér na
cytologickém skle
Ostatni typy vzork( jsou pfijimény pouze po predchozi domluvé s vedouci laboratore.
Vzorky jsou do laboratofe dodavany postou, kuryrem nebo jinou transportni sluzbou,
sanitarnim vozem vypravenym odesilajicim zdravotnim zafizenim a osobné klientem,

lékafem ¢i pracovnikem laboratofe.
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Vzorky musi byt do laboratofe dodany v takovém obalu, aby bylo maximalné zamezeno
jejich poskozeni nebo vyteceni. Doporucujeme uloZeni vzork( v plastovych (PE) zkumavkach
(DNA, tkan, krev, bukalni stéry) nebo krabi¢kach (archivované vzorky) a pfi dopravé postou
nebo kuryrem vloZeni do bublinkové nebo jinak vyztuzené obalky ¢i chladici nadoby.

DNA izolovana z rtiznych materialG a rozpusténa v TE pufru nebo ve sterilni vodé muie
byt skladovana kratkodobé pfi 4°C a dlouhodobé pfi -18 az -24 °C. Vzorky DNA musi byt
dopravovany v chlazené nadobé. Krev, bukalni stér nebo ¢erstvou tkan je tfeba po odbéru
skladovat pfi 4-8 °C po dobu maximdlné jednoho dne. Pokud se predpoklada delsi
uskladnéni pred odeslanim do laboratore, je tfeba odebrany biologicky material uchovavat
pri -18 az -80°C. Vzorky krve pro separaci plazmy musi byt dopravovany do laboratore ve
specialni odbérové soupravé, ktera je dodavana laboratofi Elphogene. Cerstvé tkan
v chlazené nadobé.

Archivovany biologicky materidl (fixovana tkan v parafinovém blocku nebo fezu,
bunécny natér na cytologickém skle, FTA karta) Ize uchovavat pfi laboratorni nebo pokojové
teploté a za stejnych podminek i transportovat do laboratore.

Kazdy vzorek biologického materidlu je povaZovan za potencidlné infekéni, proto je
po odbéru nutné zamezit jeho moznému kontaktu s pacienty i vefejnosti. Svoz vzork(i musi
byt zajistovan v uzavienych nadobach ¢&i boxech tak, aby béhem transportu nedoslo ke
kontaminaci osob nebo dopravnich prostfedkid pouZitych k prepravé. V pfipadé rozliti je

tfeba se fidit platnymi zasadami dezinfekce a dekontaminace.

3.2. Odbéry vzorka v Laboratori

Na Zzadost klienta o vySetfeni provadi odbér biologického materidlu pracovnici
Elphogenu. Tento odbér probihd po predchozim sjednani terminu sodpovédnym

pracovnikem v odbérové mistnosti.

3.3  Prijem primdrnich vzorki

VSechen materidl je do Elphogenu pfijiman bé&hem provozni doby 8:00 — 18:00 hod,
v pfipadé telefonické domluvy i mimo pracovni dobu. Vzorky mohou byt dodané postou,

kuryrem, sanitarnim vozem nebo osobné a jsou prejimany pracovnikem, ktery vzorky pfeda
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do laboratofe kompetentnim osobam. Nedilnou sou¢asti pfijimaného vzorku je zadanka na

molekularné genetické vySetreni.

3.4 Doprovodné listy ke vzorkim

Nedilnou soucasti pfijimaného vzorku je doprovodny list. Zakladnimi doprovodnymi listy
k vy3etfenim zaddvanym lékafi jsou 7adanky vydavané Elphogenem (pfiloha &. 2) Zadanka
obsahuje néleZitosti pozadované normou 15189.

- identifikace pacienta - jméno, pfijmeni, ¢islo pojisténce

- Cislo pojistovny (pouze v pfipadé hrazeni ZP)

- jméno lékare (Zadatele o vySetfeni), adresa ambulance

- identifika¢ni ¢islo zafizeni

- odbornost indikujiciho lékare

- soupis poZadovanych vySetieni

- klinické informace o pacientovi (hlavni klinicka diagnéza a pFipadné vedlejsi diagndzy)

- datum a ¢as odbéru primarniho vzorku

3.5 Prezkoumani prijatého vzorku

Biologicky materidl je pfi pfijmu prezkouman pracovniky laboratofe spoleéné

s doprovodnym listem. U¢elem této kontroly je zajistit, aby se k daléimu zpracovani nedostal

zadny biologicky vzorek, k némuz neni pfipojena fadné vyplnéna pruvodka ke vzorku nebo
jinak nevyhovujici vzorek. Jednotlivé kroky pfezkoumani jsou nésleduijici:

- pfifazeni biologického materidlu kZddance nebo privodce ke vzorkim dle

identifikacnich Udajd uvedenych na obalu vzorku (zkumavce, mikroskopickém skle,

parafinovém blocku apod.)

- posouzeni kvality biologického materidlu na zakladé kontroly neposkozenosti obalu
vzorku (zkumavka, krabicka), vzhledu vzorku (konzistence, zpusob fixace, zabarveni

atd.) a jeho mnoizstvi (objem, velikost)

- kontrola spravného, Citelného a kompletniho vyplnéni doprovodného listu (zadanky

nebo privodky ke vzorkiim) dle bodu 3.2. véetné véech pozadovanych podpist
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Potvrzenim shody s pozadavky je pridéleni identifikacniho cisla danému vzorku a jeho

zaneseni do elektronické evidence vzorku.

3.6 Odmitnuti vzork( pro zpracovani

V pripadé zjisténi neshody v nékterém z krokt uvedenych v kapitole 3.5 laborator vzorek
nezpracovava, vyzve e-mailem, postou ¢i telefonicky zasilajici osobu k napravé a s dalSim
zpracovanim vzorku ¢eka, dokud nejsou potfebné informace ¢i dokumenty nebo novy vzorek

dodany.

3.7 Dodatecné pozadavky na vysetreni

Lékar nebo klient mizZe doobjednat dalsi vySetfeni. Podminkou je dostate¢né mnozZstvi a
kvalita vysSetfovaného biologického materialu a dodani nového doprovodného listu

s dodatecnymi pozadavky na vySetfeni.

3.8 Skladovani vzorki po jejich prijeti

Vzorky jsou laboratofi zpracovavany postupné sohledem na typ vysetfeni respektive
urgentnost konkrétnich pfipad(. Pfed zahajenim zpracovani jsou vzorky typu DNA, Cerstva
tkan, bukalni stér, krev apod. uchovavany kratkodobé (do 1 dne) v lednici pfi teploté 4-8°C,
pfi delSim skladovani v mrazicim boxu pfi teploté -18 aZ -80°C. Archivované vzorky se

uchovavaiji pfi laboratorni teploté.

3.9 Vysetrovadni ve smluvnich a spolupracujicich laboratorich

Laboratof Elphogene nema smluvni a spolupracujici laboratofe.

4 Postanalyticka faze

4.1 Vyddvadni vysledki

Laboratof vydava vysledky ve formé vysledkové zpravy nebo telefonicky, a to
vyhradné té osobé, kterd je v doprovodném listu uvedena jako kontakt pro pfedani vysledka.
Vysledkova zprava je vidy pripravena v tisténé formé a prfedana dle pozadavkl lékare ¢i
klienta (v tisténé formé, elektronicky nebo osobné). Vysledkova zprava je zasilana vidy

v tisténé formé zadavajicimu lékafi. Pfedani vysledkd e-mailem, telefonicky nebo osobné je
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pouze na zakladé zadani hesla, které se po domluvé doplini na pravodku. Pfed vydanim
vysledkové zpravy jsou vysledky zkontrolovany a uvolnény opravnénou osobou vcetné jeji
autorizace.

Vysledkové zpravy u vysetieni zadavanych lékafem musi vidy obsahovat:

identifikaci laboratore, ktera vysledek vydala

- identifikaci pacienta (jméno a pfijmeni, ¢islo pojisténce nebo rok narozeni)
- identifikaci Zadatele (jméno, adresa, ICP)

- datum a ¢as odbéru primarniho vzorku

- datum a ¢as pfijmu vzork(

- diagnozu pacienta

- vysledek vySetieni

- druh dodaného biologického materialu

- slovni komentar, v pfipadé nutnosti slovni interpretaci

- datum vydani vysledkové zpravy

- identifikaci pracovnika zodpovidajiciho za analyzu

- identifikace pracovnika uvolfiujiciho vysledkovou zpravu

¥ . v Yo B . v v P
Akreditované vysetteni je na vysledkové zpravé oznateno symbolem *°7 ¥ 2%,

Vzor vysledkoveé zpravy je pfilohou €. 3 tohoto dokumentu.

Ostatni vysledkové zpravy obsahuiji:

identifikaci laboratore, ktera vysledek vydala

- identifikaci testovaného vzorku (jméno a pfijmeni nebo evidenéni ¢islo vzorku)
- datum pfijmu vzorkt

- ndazev zadaného testu

- vysledek vySetfeni

- druh dodaného biologického materialu

- slovni komentaf, v pfipadé nutnosti slovni interpretaci

- datum vydani vysledkové zpravy

- identifikaci pracovnika zodpovidajiciho za analyzu

- identifikace pracovnika uvolnujiciho vysledkovou zpravu
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4.2 Telefonické hlaseni vysledkii

Vysledky se sdéluji telefonicky v pfipadé, e si o toto zadavatel (Iékaf, klient) zazadal
v doprovodném listu nebo po predchozi domluvé svedouci laboratofe. Zadavatel (lékar,
klient) je telefonicky ovéFovan pomoci specifického udaje uvedeného na doprovodném listu.
V pripadé Iékare se ovéfuje pomoci ICZ, v pfipadé klienta se ovéfuje pomoci hesla. Oznameni
o hladeni vysledk vramci akreditovanych vySetieni se zapisuje do knihy (Zaznam o
telefonickych hlésenich), ktery obsahuje: datum, &as, jméno odpovédného pracovnika
laboratofe, jméno pfijemce zpravy a vysledky vy3etieni. Vysledek je pak zaslan jesté v tisténé

podobé.

4.3 Komunikace s laboratoFi

StiZnosti
Laboratof se snaZi minimalizovat nedostatky a neshody ve své préci. Vyfizovani stiznosti
je véci vedouciho laboratofe a feditele zafizeni. Drobné pripominky okamzité fesi kterykoliv
pracovnik laboratofe a ndsledné o tom informuje svého nadfizeného. V pripadé oficialni
pisemné stiznosti je tato prosetfena vedenim laboratofe a v co nejkratsi dobé vyfizena, coi
se vyjadfi formou pisemného zaznamu. Tento zaznam je uloZen a archivovan v dokumentech
laboratore.
Konzultace
Laboratof poskytuje poradenské sluiby, které vyfizuje vedouci laboratofe nebo
odpovedny pracovnik telefonicky nebo e-mailem. Takté? vyfizuje konzultace a pfipadné

dotazy zadavatell vysetfeni.
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5 Seznam jednotlivych vysetreni

5.1 lzolace nukleové kyseliny

Popis:
Izolace nukleovych kyselin (DNA) je vychozi krok, ktery je podstatny pro viechna nasledna
laboratorni vysetieni. Provadi se pomoci komerénich kiti. Kvalita a kvantita se stanovuje

pomoci gelové elektroforézy nebo spektrofotometricky.

Materidl pro izolaci DNA:

periferni krev

- archivované preparaty (cytologické skli¢ko, pa rafinovy blocek)
- nativni tkan

- bukalni stér

- plazma

5.2 oncoMonitor

Popis akreditovanych vysetfovanych mutaci:
EGFR (exon 19, 20 a 21)"%

Gen EGFR je lokalizovan do oblasti chromozomu 7p12 a sklada se z 28 exond. Jeho
proteinovy produkt je receptor pro epidermalni rustovy faktor (EGFR, Herl nebo ErbB1),
jehoZ hlavni funkci je stimulace bunééné proliferace, diferenciace, pfezZivani, angiogeneze a
migrace. EGFR je dulezitym proteinem pro udrzovéni normalni bunééné funkce a pro preziti.
Pfi deregulaci EGFR signalni drahy dochazi k vyvoji maligniho procesu v disledku aktivace
bunécného cyklu, inhibice apoptdzy, indukce angiogeneze, pohybu nadorovych bunék a
metastazovani.

Aktivace EGFR nastava po navazani ligandu na extracelularni &ast proteinu. Po vazbé
ligandu receptor vytvafi homo nebo heterodimer s daléim receptorem z rodiny ErbB, pak
nasleduje autofosforylace receptoru prenesenim fosfatu z ATP a nakonec dochazi k

fosforylaci nékterého z adaptérovych proteind.
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Mutace, které se vyskytuji v nadorovych burikach, jsou lokalizovany v exonech 18 - 21
genu EGFR, coz je oblast kodujici tyrozin kindzovou doménu, kde dochazi k vazbé ATP. TéméF
90% téchto mutaci predstavuji delece v exonu 19 a substituce L858R v exonu 21.

Pfitomnost téchto mutaci je pozitivnim prediktivnim faktorem pfi cilené biologické 1écbé
tyrozin kinazovymi inhibitory (gefitinib, erlotinib) a zakladni podminkou pro nasazeni lécby
gefitinibem v prvni linii. Pfitomnost mutace T790M v exonu 20 je povaZovana za rezistentni
mutaci k IéCbé prvni generace inhibitorli TKI (gefitinib, erlotinib). Zaroven je tato mutace
pozitivnim prediktorem cilené Iécby inhibitory druhé generace TKI (napf. afatinib) nebo treti
generace TKI (napf. osimertinib).

Referencni hodnoty:

Negativni = nemutované buriky = wild type = wt; O

Pozitivni = mutované buriky = mut; X

KRAS(exon 2, 3, 4)

Gen KRAS lezi v oblasti chromozému 12p12.1 a obsahuje 6 exontl. Jeho produktem je
Ras neboli p21 protein. Jde o maly GTP-vazebny protein lokalizovany na vnitfni strané
plazmatické membrany, ktery pfenasi prostfednictvim transdukénich drah do jadra signaly
stimulujici bunéény rist nebo inhibujici apoptézu. Tento protein se vyskytuje ve dvou
stavech - v inaktivnim stavu ve vazbé s GDP a v aktivnim stavu ve vazbé s GTP. Ve
fyziologickych podminkach je Ras v inaktivnim stavu. Aktivace Ras proteinu nastava
pusobenim extracelularnich signald (napf. rlstovych faktord, cytokind nebo signali pro
adhezi) prostrednictvim specifickych povrchovych receptorl. Po navazani signalni molekuly
na receptor dojde k jeho autofosforylaci, dimerizaci a nasledné vazbé dalgich proteint. To
vede k pfechodu Ras do aktivniho stavu. Ten pak zahajuje nékterou z transdukénich drah
Ras/Raf, Ras/PI3-K, Ras/Ral nebo Ras/PLC.

Mutace v KRAS genu detekované v nadorovych bufikich zpGsobuji permanentni
aktivaci proteinu a vedou k rozsahlé interakci s rGznymi efektory. Tim se role mutovaného
Ras proteinu stava v postizenych bufikdch mnohem komplexnéjii a kvantitativné rozdilna nes
funkce Ras ve zdravych burikach a umoziuje nekontrolovany rist a nadorovou transformaci.
Ve vétsiné pfipadl jde o jednonukleotidové mutace v kodonech 12 a 13 (exon 2), 59 a 61

(exon 3), 117 a 146 (exon 4). Bylo ukazano, 7e konkrétni typ a pozice mutace maze mit vliv
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na prognozu, pribéh onemocnéni nebo odpovéd na lécbu. Vysetfeni KRAS negativity
(prokazani exklusivni pfitomnosti divoké alely) je zakladni podminkou pro nasazeni schémat
obsahujicich cetuximab nebo panitumumab.

Referencni hodnoty:

Negativni = nemutované buriky = wild type = wt; O

Pozitivni = mutované burky = mut; X
Metodika: Specificka PCR s tvorbou heteroduplexi s naslednou detekci pomoci denaturaéni
kapilarni elektroforézy

Biologicky material:

nativni zmraZena tkan

archivovana tkar ve formé parafinovych blogkd &i fez

- bunécny natér na cytologickém skle

periferni krev

Popis ostatnich vySetfovanych mutaci:

Gen APC
Jedna se o gen lokalizovany v oblasti 5q21-22 skladajici se z 15 exondl. Kéduje tumor-

supresorovy protein Apc, jehoz hlavni funkci je negativni regulace bunééného cyklu a
inhibice bunécné proliferace. Dale ptsobi na procesy souvisejici s bunécnou migraci a adhezi,
transkripni aktivaci a apoptézou. Zarodeény defekt proteinu zplsobuje vznik Familidrni
adenomatozni polypdzy (FAP). Somaticka forma mutace se vyskytuje pfedevsim u KK v exonu
15 v oblasti oznacované MCR (MCR = mutation cluster region) a zpusobuje vznik adenomu
gradujiciho az ve zhoubny nador. Uvadi se, e aberace genu APC se nachazi v pfiblizné
padesati procentech sporadickych adenomii a u éedesati a3 osmdesati procent sporadickych

kolorektalnich karcinomd.

Referencni hodnoty:
Negativni = nemutované buriky = wild type = wt; O

Pozitivni = mutované buriky = mut; X
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Metodika: Specificka PCR s tvorbou heteroduplexi s naslednou detekci pomoci denaturaéni

kapilarni elektroforézy

Biologicky material:
- nativni zmrazena tkan
- archivovana tkan ve formé parafinovych blo¢kd ¢i fezd
- bunécny nétér na cytologickém skle

- periferni krev

Gen TP53

Gen TP53 je tumor-supresorovy gen lokalizovany na kratkém raménku sedmnactého
chromozému, pfesnéji 17p13.1. Jedna se o gen kodujici protein p53, ktery odpovida za
regulaci vybranych gen( plsobicich napf. na zastavu bunééné proliferace, apoptdzu, opravy
DNA a na zmény metabolismu bufiky. V normalnich burikach je protein p53 exprimovan v
nizkém stupni, kdeito v pozménénych bunéénych liniich se exprimuje ve stupni vysokém,
kde zpisobuje maligni transformaci. P53 je vazebny protein obsahujici misto transkripéni
aktivace vazebné misto pro navazani DNA k aktivaci exprese proteinl a oligomerizaéni
domény. Mutace v genu TP53 se nachazi u ruznych nadorovych onemocnéni. Stale dochazi

ke spekulacim o vlivu pfitomnosti mutované formy TP53 na ucinnost chemoterapie.

Referencni hodnoty:
Negativni = nemutované buriky = wild type = wt; O

Pozitivni = mutované buriky = mut; X

Metodika: Specifickd PCR s tvorbou heteroduplext s naslednou detekci pomoci denaturaéni

kapilarni elektroforézy

Biologicky material:

'

nativni zmrazena tkan

e ow

i fezu

archivovana tkan ve formé parafinovych blo¢ka

bunécny natér na cytologickém skle

periferni krev
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Gen BRAF
Onkogen BRAF je lokalizovany v oblasti 7934 a sklada se z 18 exon(. Kéduje protein

Braf, ktery je soucasti rodiny serin-threonin kinaz zahrnujici Araf, Braf a Craf. Hraje dalezitou
ulohu v regulace MAPK/ERK signalni kaskady ovliviiujici bunééné déleni, diferenciaci a
apoptozu burky. Nejéastéji detekovanou mutaci je V600E v patndctém exonu zplisobujici
konstitutivni kindzovou aktivitu udrzujici protein B-Raf v permanentné aktivnim stavu.
Mutace v genu BRAF se podili na patogenezi velkého mnozstvi nadord. U KK je nalez mutace
v genu BRAF spojovan s vyznamné horsi prognézu onemocnéni a neposkytnutim terapie
monoklonalnimi protilatkami, kdeito u melanomu je tato mutace spojovana s pozitivni

odpovédi na inhibitor kinazy Braf vemurafenib.

Referencni hodnoty:
Negativni = nemutované buriky = wild type = wt; O

Pozitivni = mutované bunky = mut; X

Metodika: Specifickd PCR s tvorbou heteroduplexti s naslednou detekci pomoci denaturacni

kapilarni elektroforézy

Biologicky material:
- nativni zmraZzena tkan
- archivovana tkan ve formé parafinovych blo¢k & Fezl
- bunécny natér na cytologickém skle

- periferni krev

Gen PIK3CA - exon 9
Fosfatidylinositol 3-kinazy (PKI3s) predstavuji skupinu enzym( hrajici vyznamnou roli

regulatord hladin jednotlivych fosfatidylinositolt v bufikach, co? nasledné méni vlastnosti
bunéfnych membran, a tim i proteind a signalnich drah s nimi asociovanych. Ovliviiuji tak
fadu bunéénych procesti véetné proliferace, diferenciaci a preZivanim bunék.

Produkt genu PIK3CA pak plsobi jako pFenaget signalu v signalni draze regulujici

receptor epeidermalniho ristového faktoru (EGFR). Somatické mutace genu PIK3CA byvaji
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nachazeny u ko, nadorech prsu & plic. Aktivaéni mutace PIK3CA genu jsou asociovany s

rezistenci k 16¢bé EGFR tyrozinkindzami inhibitory.

Referencni hodnoty:
Negativni = nemutované buriky = wild type =wt; O

Pozitivni = mutované buniky = mut; X

Metodika: Specificka PCR s tvorbou heterod uplexd s naslednou detekci pomoci denaturaéni

kapilarni elektroforézy

Biologicky material:
« nativni zmrazena tkan
 archivovana tkan ve formé parafinovych blo¢k ¢i Fezl
* bunécny natér na cytologickém skle

» periferni krev

Odbér a skladovani:

Tkan nebo buriky odebrané pfi endoskopickém vySetfeni nebo operaci

- nativni tkan: ihned po odbéru uchovavat v plastové zkumavce pFi teploté -
18°C aZ -80°C, transport do laboratore v chladici nadobeé

- parafinové blocky: standardni zpracovani, fixou oznacit oblast nadorové
tkang, transport do laboratofe pfi pokojové teploté

- bunécné natéry: barveni coomasie blue, nezalévat do epoxidu!!!, fixou oznatit
oblast nadorovych bunék, transport do laboratore pfi pokojové teploté
Vv pevném obalu chranicim skla proti rozbiti

Periferni krev

odbér do specialnich odbérovych zkumavek, které k tomu nage laboratof zajistuje a dodava.
Provadi se: 1xtydné

Doba odezvy od dodani vzorku: 10 pracovnich dnd
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6. Seznam zmén
€. zmény | €. kapitoly Popis zmény datum schvalil
1 Zména nazvu laboratofe 7.1.2019
2 Pfiloha 3 Odebrana pfiloha €. 3 7.1.2019
3 Zména v seznamu provadénych vyietfeni 1.10. 2019
7. Seznam revizi
Datum revize status datum pfFisti revize schvalil

8. Prilohy

Pfiloha ¢&. 1: Informovany souhlas
Pfiloha ¢. 2: Zadanka Elphogene

Pfiloha €. 3: Vzor vysledku molekularné genetické analyzy




