High-Resolution Melting analýza ako účinný nástroj v molekulárnej diagnostike medulárneho karcinómu štítnej žľazy
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Medulárny karcinóm štítnej žľazy (MTC) je najagresívnejším symptómom skupiny nádorových ochorení pod súhrnným názvom Mnohopočetná endokrinná neoplázia typu 2 (MEN 2). Je to autozomálne dominantný dedičný nádorový syndróm charakterizovaný takmer 100 % penetranciou. Za hlavnú príčinu MEN 2 sú považované heterozygotné bodové substitúcie v 6 exónoch RET proto-onkogénu.
Medulárny karcinóm štítnej žľazy je charakteristický rezistenciou voči konvenčným terapeutickým postupom ako chemoterapia a rádioterapia [1]. V súčasnej terapii MTC sa využíva chirurgické odstránenie nádoru, pričom pre prežívanie pacientov je dôležitá diagnostika vo včasnom štádiu [2]. Z toho dôvodu vznikla potreba zavedenia rýchlej a efektívnej metódy na skríning pacientov s MTC a ich príbuzných.
High-Resolution Melting (HRM) analýza, predstavená v roku 2002, je jednoduchá post-PCR metóda pre mutačný skríning a genotypizáciu. Princípom HRM metódy je tepelná disociácia PCR amplikonu v prítomnosti saturačnej fluorescenčnej farbičky, čo umožní efektívny monitoring disociačného správania. Analýze predchádza tvorba heteroduplexov zvýšením a následným znížením teploty reakčnej zmesi. Oddelením a následným opätovným spojením reťazcov DNA vzniká v prípade heterozygotnej variácie heteroduplex, bublina, ktorá spôsobí, že vzorka DNA má rozdielne disociačné správanie oproti vzorke DNA zdravého jedinca. Následne sú dvojvláknové PCR produkty plne saturované interkalačnou fluorescenčnou farbičkou, ktorá emituje žiarenie iba v stave naviazanom na dvojvláknovú DNA. Zvýšením teploty sa navodí topenie DNA za súčasného kontinuálneho zaznamenávania hladiny fluorescencie. So stúpajúcou teplotou sa začína dvojvláknová DNA denaturovať, čo sa prejaví vyviazaním molekúl farbičky z denaturovaných jednovláknových oblastí a zodpo-vedajúcim poklesom hladiny fluorescencie. Disociačné správanie všetkých vzoriek je zaznamenané vo forme fluorescenčných kriviek, ktoré umožňujú porovnať teplotné profily jednotlivých vzoriek.
Cieľom štúdie bolo zaviesť metódu High-Resolution Melting a otestovať jej spoľahlivosť pri detekcii mutácii spôsobujúcich priame riziko vzniku medulárneho karcinómu štítnej žľazy. Dokázali sme, že metóda HRM je vhodným nástrojom pre mutačný skríning RET proto-onkogénu, nakoľko veľkosť analyzovaných exónov nepresahuje 250 bázových párov, všetky mutácie sú heterozygotné a DNA sekve-načné analýzy pozitívnych výsledkov HRM metódy potvrdili 100 % úspešnosť. 
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