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Souhrn: Kolorektaln{ karcinom (KRK) je velmi ¢astym malignim nadorem v CR. V poslednich letech doZlo v jeho detekci a lé¢bé k znagnym
pokrokdim. Byly vyvinuty nové Iéky, které plsobi proti EGRF doméné exprimované na povrchu nadorové buiky. Nejdilezitéjsim zdstupcem
této biologické lécby jsou cetuximab a panitumumab. Nicméné u této Iécby je zndma skutecnost, Ze je jejich tcinnost velmi snizena pti
zjisténi mutovaného KRAS v nddorové tkani. Vétsinou se vysetieni na KRAS provadi v maligni tkdni v resekdtu. Nicméné jsou situace, kdy
biologicka lé¢ba mutze ¢&i by méla predchazet chirurgickému zakroku (nemocny odmitne operaci, chirurgicky zékrok nelze provést pro ko-
morbiditu, planuje se [é¢ba cetuximabem u jaternich metastaz KRK). U téchto nemocnych je vhodné provést vysetieni na KRAS jiz v bioptic-
kém vzorku ziskaném p¥i kolonoskopii. Cilem prace bylo zjistit a prokdazat, Ze vySetfeni na KRAS & jeho mutace Ize v biopsii provést. Vy3etfili
jsme 74 nemocnych, kteti se podrobili koloskopii s biopsii. U 26 nemocnych, tj. u 35 %, byla prokazana v biopsii mutace KRAS. Proto lze
fici, Ze |ze vySetfovat KRAS pfi endoskopické biopsii, coz pomiiZe zrychlit a zkvalitnit biologickou lé¢bu u nemocnych s metastatickym KRK.
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Detecting KRAS and its mutations in biopsy of advanced colorectal carcinoma during colonoscopy

Summary: Colorectal carcinoma (CRC) is a very frequent malignant cancer in the Czech Republic. In recent years, significant advances
have occurred in its detection and treatment. New medication has been developed that acts upon the EGRF domain expressed on the
surface of cancer cells. The most important agents of this targeted treatment are cetuximab and panitumumab. Nevertheless, a known
aspect of this treatment is that their efficacy is significantly reduced upon the detection of a KRAS mutation in the cancerous tissue.
Usually, the evaluation of KRAS is performed on malignant tissue within the resected material. There are, nevertheless, situations where
targeted treatment may or should precede a surgical procedure (the ill patient refuses an operation, a surgical procedure is unable to
be performed due to co-morbidity, a cetuximab treatment is planned in CRC liver metastases): in these afflicted patients, it is necessary
to perform a KRAS evaluation already during a colonoscopy with biopsy. The goal of this study was to determine and demonstrate that
an evaluation of KRAS or its mutations may be performed in a biopsy. We examined 74 afflicted patients that underwent a colonoscopy
with biopsy. 26 afflicted patients had demonstrated a KRAS mutation in the biopsy, which is 35 %. It may thus be stated, that a KRAS
evaluation may be performed from an endoscopic biopsy, which assists in accelerating and improving the quality via targeted treatment
in afflicted patients with metastatic CRC.

Key words: colonoscopy - colorectal neoplasma - KRAS genes - mutation

Uvod

Kolorektalni karcinom (KRK) je jed-
nim z nejc¢astéjsich malignich one-
mocnéni v CR. Je co do incidence dru-
hym nejcastéjsim nadorem u muzd po
bronchogennim karcinomu a u Zen po
karcinomu prsu. Z evropského a celo-
svétového pohledu se KRK v CR vyzna-
¢uje nadprdimérnym vyskytem i dmrt-
nosti. V roce 2006 bylo nové hlaseno
7 801 nélezt KRK, ponékud vice u muzd
(4 573 pripadl) nez u zen (3 228 p¥i-
pad(). Odhaduje se, Ze v roce 2012 se
vyskytne 8 709 novych ptipadt. Snahy

o zvlddnuti tohoto neptiznivého jevu,
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ktery se stdva celospolecenskym pro-
blémem, se ubiraji jak cestou zlep3en(
diagnostiky (celoplodny screening), tak
cestou efektivnéjsi |é¢by. DalSim nepti-
znivym faktem je to, Ze kolem 60 % ne-
mocnych se diagnostikuje v pokrodi-
[ém stadiu. Zatimco jesté pred deseti
lety jsme méli v systémové 1é¢bé k dis-
pozici pouze fluorouracil, nynf je nas
[é¢ebny arzendl mnohem bohatsf jak
na poli chemoterapie (oxilaplatina, iri-
notekan, kapecetabin), tak zejména
v oblasti biologické cilené [écby inhi-
bitory receptoru EGFR1. Receptor epi-
dermdlniho rdstového faktoru (epider-

mal growth factor receptor - EGFR)
je klinicky provéfenym cilem u meta-
statického KRK (MKRK). Jde o trans-
membrdnovou tyrozinkindzu, kterd
nalezi do rodiny humdnnich receptort
rastového faktoru oznacovanych jako
HER1 (EGFR1), HER 2, HER 3, HER
4. Skladaji se z transmembranového
lipofilntho segmentu a intracelularnf
domény s tyrozinkindzovou aktivitou.
Pro v8echny receptory (kromé HER 2)
byly rozpoznany ligandy, které zaha-
juji prenos signdlu. Na extracelularni
doménu EGFR se vdzi rizné ligandy
jako EGF, TGF B (transformujici rds-
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Obr. 1. Endoskopicky obraz kolorek-
talniho karcinomu.

tovy faktor ), amphireguli, f-celulin
a epiregulin. Receptor EGFR je zvy3ené
exprimovdn u KRK, a to ve 35-40 %
(obr. 1) [1-4].

V soucasné dobé jsou v [é¢bé po-
uzivany protildtky proti extracelularni
doméné EGFR (cetuximab, panitu-
mumab). S podivem v3ak nebyla zjis-
téna pFma souvislost mezi expresi
EGFR na povrchu nddorové buriky
a procentem terapeuticko-klinickych
odpovédi. Z fady poslednich studif
vyplyvd, Ze mutace v genu KRAS je pre-
diktorem nedostate¢né odpovédi na
anti-EGRF protildtky - cetuximab a pa-
nitumumab [5].

KRAS gen kéduje protein, ktery je
soucasti signalni drahy regulujici bu-
néény rist a proliferaci. Jeho mutace

jsou davany do souvislosti pravé s na-
dorovou transformaci buriky. Proti-
nddorova ucinnost anti-EGRF protild-
tek je dilem inhibice téchto RAS/RAF/
/MAPK a P13K signélnich drah. Inhi-
bice receptoru v8ak zablokuje celou
signalni drahu pouze v pfipadé, Ze se
néktery ¢len této kaskddy nevymkne
kontrole v dlisledku mutace nebo am-
plifikace svého genu. Disledkem ta-
kové mutace je v pfipadé onkogenu
KRAS vznik proteinu, ktery je kon-
stitutivné aktivni bez ohledu na sig-
naly (aktivaéni, ¢i inaktivaénf), které
prichazeji z membranovych recep-
tori. Tyto poznatky vedou k zpres-
néni indikaci pro lécbu MKRK uve-
denymi lécebnymi p¥ipravky a na
zakladé dalsi klinické validace k vy-
hleddvani daldich prediktord lé¢by.
Lécba monoklondlnimi protildtkami
(anti-EGFRmADb, cetuximab, panitu-
mumab) md své dilezité misto v [écbé
pokrocilého MKRK exprimujiciho ne-
mutovany ,wild type KRAS“. V sou-
¢asné dobé je jiz potvrzeno, ze dobra
odezva na lé¢bu inhibitory EGRF je
i u pacientd, ktefi exprimuji normalnf
mnozstvi EGFR. Nemutovand varianta
genu KRAS je ale nutnym a dleZitym
predpokladem uspésnosti lé¢by. Akti-
va¢ni mutace v kodonech 12 a 13 jsou
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Obr. 2. ,Wild“ typ KRAS.
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Detekce KRAS a jeho mutace v biopsii pokrocilého kolorektalniho karcinomu pti koloskopii

pticinou selhani inhibice signdlni kas-
kady EGFR u 94 % téchto pacient( [6].
Detekce mutaci genu KRAS je tedy ne-
zbytna pted rozhodnutim o eventudlnf
biologické cilené 1é¢bé.

Vlastni diagnostika KRAS se nejcas-
téji provadi v nadorové tkani z rese-
kdtu MKRK. Nicméné jsou situace, kdy
je dalezité znat mutacéni status genu
KRAS co nejd¥ive, aby byl optimali-
zovan |é¢ebny postup u nemocného
s MKRK. Cilem této prace je zjistit, zda
je mozno standardné vy3ettit mutaci
KRAS z tkané odebrané pfi bioptickém
vysetteni koloskopovanych pacientd.

Metody

Nemocné s MKRK jsme vy3ettovali ko-
lonoskopem CFQ-180 firmy Olym-
pus (Tokyo, Japan). Provedli jsme vzdy
8-10 biopsii pfimo z nadorové tkané.
Bioptické vzorky byly ihned fixovany
10% formaldehydem a urychlené byly
transportovany do morfologické la-
boratore tak, aby nedoslo k poskozenf
DNA dlouhou fixaci. Tkari byla zpraco-
vana do parafinového blo¢ku a stan-
dardnim postupem a histologicky vy-
Setfena. Pokud histolog potvrdil, Ze se
jedna o karcinom, byl biopticky prepa-
rat vySetfen s cilem urceni mutacéniho
stavu onkogenu KRAS. Material byl
odebran z oblasti oznac¢ené histologem
jako nadorova tkan. Izolace DNA byla
provedena kitem QiaAmp (Qiagen).
Mutace genu KRAS jsme vy3ettili kitem
TheraScreen (DXS Diagnostics Innova-
tions, Manchester, UK), ktery je certi-
fikovdn pro IVD. Kit vyuzivd k detekci
mutaci PCR v redlném case. Viysoké se-
lektivity je dosaZeno pouzitim kombi-
nace technologie ARMS a sond typu
Skorpion. Touto metodou je mozné
detekovat mutovanou DNA, ktera je
zastoupena pouze v 1 % celkové DNA
z naddorové tkané. Souprava detekuje
sedm mutacf v kodonech 12 a 13 on-
kogenu KRAS (obr. 2 a 3).

Vysledky

V obdobi od 1. prosince 2010 do
30. kvétna 2011 jsme proved|i kolono-
skopii u 74 pacientl (u 45 muzd a 29
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Detekce KRAS a jeho mutace v biopsii pokrocilého kolorektalniho karcinomu pf#i koloskopii
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Obr. 3. Mutovany KRAS.

Zen primérného véku 65 let), u kte-
rych byl zjistén metastazovany KRK.
Biopticky byl adenokarcinom potvrzen
ve viech pFipadech.

Provddéli jsme vzdy 8-10 biopsif
z nadorové masy. U téchto nemocnych
jsme provedli vySetfeni mutaci genu
KRAS. U 26 nemocnych byla zjisténa
mutace KRAS (u 17 muzd a 9 Zen).
Z toho bylav 23 ptipadech detekovana
mutace KRAS v kodonu 12 a u 3 v ko-
donu 13 (tab. 1).

Diskuze

Pfesnd predikce odpovédi na cilenou
[é¢bu je nezbytnd pro indikaci [é¢by
anti-EGFR protilatkami. Na jedné
strané jde o ldtky velmi Gcinné, na
druhé strané v3ak jde o lé¢bu finanéné

Tab. 1. Charakteristika mutaci
KRAS.
a Q@  Celkem

gly 12 Ser 1 1 2
gly 12 Val 5 4 9
gly 12 Cys 1 2 3
gly 12 Asp 6 1 7
gly 12 Arg 1 1 2
gly 13 Asp 3 3
celkem 17 9 26
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naroc¢nou, kterd s sebou nese i neza-
nedbatelné vedlejsi Gcinky. VySetien(
KRAS u v8ech nemocnych s pokro¢i-
lym a MKRK pfed zamyslenou lécbou
anti-EGFR protilatkami je vySetfenim
obligatornim [7]. Neodpovidavost na
l[é¢bu uvedenymi léky u nemocnych
s MKRK s prokdzanou pFitomnosti
mutovaného KRAS byla prokdzdna
v fadé multicentrickych mezinarodnich
studii [8,9].

Toto tvrzeni podporuje napt. prace
Lierveho et al [12]. Ti [é&ili metasta-
ticky KRK cetuximabem a 11 z jejich
30 nemocnych (37 %) v jejich studii po-
zitivné odpovédélo na lécbu s media-
nem trvani 33,9 mésice. KRAS mutace
nebyla zjisténa u zddného pacienta,
ktery dobte zareagoval na lécbu.
Avsak u 13 z 19 (68 %) nereagujicich
pacient( na terapii byla mutace KRAS
potvrzena. Také preziti u nemocnych
s divokym typem KRAS ve srovnani
s KRAS mutaci byla lepsi u divokého
KRAS (16,3 vs 6,9 mésice). Mutace
KRAS se vyskytuje v 30-40 % pf¥i-
padech MKRK [11,12]. Je spojena
s vy88im stupném tumoru, ma hors{
prognézu a zhorsuje preziti. V nasi
praci jsme pozorovali pfitomnost
KRAS mutace u 26 nemocnych ze 74,

coz predstavuje 35 %. | kdyz se v sou-
¢asné dobé vyuZiva k izolaci nddorové
DNA resekdtu po chirurgickém za-
kroku, pokusili jsme se detekovat mu-
taci KRAS v bioptickém materialu zis-
kaném pti koloskopickém vysetteni. Je
to vyhodné pro rychlost a zkvalitnénf
diagnostiky. Kromé toho ne vsichni
nemocni souhlasi s operaci ¢i jsou
vzhledem k ptidruzenym nemocem
schopni operace. V nékterych pfipa-
dech mize dokonce lé¢ba anti-EGRF
predchazet chirurgickému zakroku.
U nasich 74 bioptovanych nemocnych
se nam podarilo zachytit mutovany
KRAS u 26 nemocnych, z toho bylo 23
mutaci v kodonu 12 a 3 u kodonu 13.
Chceme v3ak zdlraznit, Ze jsme kladli
velky dliraz na rychlost transportu bi-
optického materidlu do laboratofre,
aby fixace bioptického vzorku byla
co mozna nejkratsi tak, aby nedoslo
k poskozeni DNA. Zasadni také je,
aby vybér oblasti nddorové tkdné ve
vzorku, ze kterého je izolovdna DNA
k dalsimu vy3etfeni, proved| patolog.

Takto ziskand DNA je cennym zdro-
jem informace o nadoru i z hlediska
dal$iho zkvalitfiovani vybéru pa-
cientd pro lé¢bu monoklondlnimi
protilatkami.

Dnes je jiz prokdzano, Zze odpovéd
na anti-EGFR protildtky nenf zavisla na
ptipadné zvysené expresi EGFR. Z |é¢by
mohou mit prospéch i pacienti s nor-
mdlni drovni EGFR a nemutovanym
typem KRAS. Vy3etfeni imunhistoche-
micky detekované overexprese EGFR
nebo metodou FISH prokazana ampli-
fikace EGFR je proto pro odhad tspés-
nosti |é¢by zcela nevyhovujici predikéni
marker.

Na druhé strané pacienti, ktefi ne-
maji v kodonech 12 a 13 genu KRAS
mutaci, mohou mit mutaci v jiném
misté genu (napf. KRAS kodon 61
a 146) nebo v dalsich genech EGFR
kaskady, napt. v genu BRAF [6].

Vybér vhodnych pacientt k [é¢bé an-
ti-EGFRmoAb by mohl byt v budoucnu
pFi vyuziti soucasnych poznatkdl pres-
néjsi. DNA ziskand z nddorové tkdné
takové analyzy umoZnuje.
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V soucasné dobé se pouzivajf
k lé¢bé MKRK cetuximab a panitu-
mumab. Uvedené léky jsou schva-
leny pro lé¢bu pokrocilého a MKRK
v prvni fadé (cetuximab) a u refrak-
ternfho predléceného pokrocilého
KRK pfi nesndsenlivosti cetuximabu
s irinotekanem - panitumumab [13-
16]. K tomu je zndmo, Ze |écba ce-
tuximabem vede k zmenseni velikosti
a poctu metastdz v jatrech. AZ po je-
jich regresi by mél pak nasledovat chi-
rurgicky zakrok, ktery je pro tuto sku-
tecnost efektivnéjsi [17]. Zjistovanim
mutace KRAS v bioptickém materidlu
nam tedy jiz od samého pocétku dia-
gnostiky pomuiZe rozdélit nemocné na
ty, jejichZ nddor exprimuje mutovany
KRAS, a na ty, u kterych je prokazan
»wild typ KRAS“. To znamend, Zze m(-
Zeme velmi dob¥e odhadnout benefit
[é¢by pro nemocné a zaroveri plano-
vat i finanéni vydaje.

Zavér
V soucasné praxi se vySetfeni mutaci
KRAS provadi prakticky jenom v re-
sekatu po chirurgickém zakroku. Nic-
méné klinické uvazovani nés ¢asto vede
k tomu, abychom muta¢ni status on-
kogenu KRAS vzali v tvahu jiz v obdobf
bezprosttedné po stanoveni diagnézy
MKRK. Jednd se zejména o nemocné,
kteti se z raznych ddvodi nemohou
podrobit chirurgickému zakroku ¢i
maji metastdzy v jatrech a planuje se
u nich lé¢ba cetuximabem.

U nich by méla biologicka léc¢ba
lécbeé

ptedchdazet chirurgické.

V téchto ptipadech je vhodné pro-
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vést vysetfeni na mutaci KRAS v bi-
optickém materidlu jiz p¥i endosko-
pickém vysetfeni. V nasi praci jsme
se presvédcili, ze takto lze tspésné
z biopsie pfi koloskopii provést de-
tekci mutaci KRAS. Tato skutecnost
muaze prispét k urychleni a efektivné
vedené biologické [é¢bé jesté pred ra-
dikalnim zakrokem.
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