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Hlavní téma

Kolorektální karcinom (CRC) patří na celém 

světě mezi nejčastější nádorová onemocnění. 

V České republice je u obou pohlaví zhoubný ná-

dor kolorekta druhou nejčastější onkologickou dia-

gnózou po karcinomu prostaty u mužů a po karci-

nomu prsu u žen s více než 8 tisíci případy ročně 

(1). Až ve 25–30 % případů bývá v době stanovení 

primárního nádoru ve střevě již zjistitelné meta-

statické postižení jater (méně často jiných orgánů), 

u dalších 35 % se metastázy vyvinou v pozdějším 

období. Jedná se tedy o velmi početnou skupinu 

nemocných, u které potřebujeme znát prediktory 

odpovědi na onkologickou léčbu.

Kolorektální karcinom – 
jeden název, více chorob

Stejně jako sám pacient – hostitel, jsou 

i zhoubné nádory nesmírně heterogenní. O to ví-

ce to platí o kolorektálním karcinomu. Zkoumání 

jeho biologických charakteristických znaků, mezi 

které patří DNA mismatch repair (MMR), chromo-

zomální mikrosatelitní instabilita (MSI), přechody 

z epiteliální do mezenchymové formy nádoru 

a geneticky podmíněné změny, vede k vývoji 

nových léčiv s cílem možného ovlivnění uvede-

ných procesů. Skupina profesora Dienstmanna 

referovala na ASCO 2014 jménem Colorectal 

Cancer Subtyping Consortia výsledky analýzy 

genové exprese více než 30 kohort pacientů. Bylo 

provedeno srovnání napříč různými klasifikacemi, 

ve snaze dosáhnout konsenzu v typizaci kolo-

rektálního karcinomu. Výstupem je identifikace 

čtyř podtypů CRC, CMS 1–4 (CMS – colorectal 

molecular subtypes). Každý subtyp je charakteri-

zován svými klíčovými molekulárními a klinickými 

vlastnostmi (obrázek 1) (2). Problémem i nadále 

zůstává nejen genetická heterogenita samotné-

ho primárního nádoru, ale i výrazné genetické 

rozdíly mezi primárním nádorem a metastázou. 

Chromozomální instabilita, přítomná u většiny 

CRC, vede k neustálému selektování nových klo-

nů nádorových buněk s rozdílnými molekulární-

mi alteracemi. Určitý klon buněk může mít větší 

tendenci k metastazování, ale v případě analýzy 

primárního nádoru nemusí být zastižen. Otázkou 

tedy je, zda u pacienta má být v rámci hodnocení 

biomarkerů, prediktorů odpovědi na léčbu, tes-

tován primární nádor nebo metastáza. V součas-

né době neexistuje závazný postup, ale obecně 

rutinně probíhá testování primárního tumoru, 

pouze v případě jeho nedostupnosti je testována 

nádorová metastáza (3).

EGFR kaskáda a skupina 
onkogenů RAS

Signální kaskáda receptoru pro epidermální 

růstový faktor (EGFR) patří do rodiny tzv. Erb/

HER receptorových komplexů. Jedná se o nej-

důležitější cestu regulující proliferaci, přežívání, 

apoptózu i schopnost migrace zdravých i nádo-

rových buněk sliznice kolorekta. U nemutované 

formy (RAS wild type, wt-RAS) je aktivita EGFR 

signální cesty funkčně kontrolována EGFR. Po na-

vázání aktivačního ligandu dojde po dimerizaci 

receptoru k aktivaci vnitřní receptorové tyrozin-

kinázy a následné aktivaci RAS tyrozinkinázy. 

Ta předá signál do dalších etáží. Zamezením 

navázání ligandu na EGFR dojde k blokádě celé 

signální cesty. Tento mechanizmus se uplatňu-

je u kolorektálního karcinomu při použití anti-

-EGFR protilátek (cetuximab, panitumumab), 

které jednak blokují signální cestu a současně 
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Obrázek 1. Molekulární subtypy kolorektálního karcinomu

CMS 1 14 % Ženy, starší věk, pravá část colon, MSI, hyper-

mutace, BRAF mutace, imun.aktivace

Lepší RFS, střední OS, horší SaR

CMS 2 41 % Levá část colon, epiteliální, MSS, vysoká CIN, 

TP53 mutace, aktivace WNT/MYC cesty

Střední RFS, lepší OS, lepší SaR

CMS 3 8 % Epiteliální, CIN/MSI, KRAS mutace, IGFBP2 ove-

rexprese

Střední RFS, OS a SaR

CMS 4 20 % Mladší věk, stadia III/IV, mezenchymální, CIN/

MSI, TGFβ/VEGF aktivace, NOTCH3 overexprese

Horší RFS, horší OS, střední SaR

Neklasifikované 17 % Smíšené subtypy s variabilní epiteliálně-me-

zenchy mální aktivací?

Střední RFS, OS a SaR

Adaptováno dle Dienstmann et al J Clin Oncol 2014; 32(Suppl; abstr 3511): 5.

CIN – chromozomální instabilita; MSI – mikrosatelitová instabilita; MSS – mikrosatelitová stabilita; RFS – relaps free 

survival (přežití bez recidivy); OS – overall survival (celkové přežití); SaR – survival after relaps (přežití po recidivě)
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přes Fc-receptor gama aktivují imunitní systém 

(obrázek 2) (4, 5). V případě, že je KRAS mutován, 

dochází ke konstituční expresi a aktivitě RAS 

tyrozinkinázy, která pak není ovlivněna inhibicí 

EGFR receptoru protilátkou.

Proteinové produkty RAS onkogenů patří 

do skupiny tzv. G proteinů. Plní funkci mole-

kulárních přepínačů mezi receptorovými a ne-

receptorovými tyrozinkinázami, přenášejícími 

signál z cytoplazmy do jádra buňky. U lidí existují 

tři potenciálně onkogenní RAS geny kódující 

proteiny H-RAS, N-RAS a K-RAS. U CRC mají vý-

znam dva, KRAS a NRAS (6). Mutace KRAS se 

vyskytuje zhruba u 40 % a NRAS u 4–6 % pa-

cientů s kolorektálním karcinomem, vede k tr-

valé aktivaci proteinu K-RAS nebo N-RAS, který 

vysílá stimulační signál k jádru nádorové buňky 

bez ohledu na aktivaci EGFR. Blokáda recepto-

ru protilátkou je pak neúčinná. Současná data 

ukazují, že nejvyšší četnost mutací je v genu 

K-RAS v exonu 2. Klinicky významné mutace 

onkogenů RAS (KRAS a NRAS) jsou identifiko-

vány pouze v několika málo kodonech (12, 13, 

56, 61, 117 a 146) tzv. hotspot geny. Tyto kodony 

leží na třech různých exonech, exonu 2 (kodo-

ny 12, 13), exonu 3 (kodony 59, 61) a exonu 4 

(kodony 117, 146) (obrázek 3). Rozšíření mutační 

expertízy na celý RAS umožňuje určit nádory 

„RAS independentní“, u kterých o účinnosti an-

ti-EGFR léčby nemusíme pochybovat. Kromě 

stavu RAS vyšetřujeme u CRC také BRAF. BRAF 

je součástí buněčné signalizační dráhy RAS. 

Frekvence BRAF mutací u CRC je asi 10 %. Podle 

dosavadních poznatků karcinomy s mutací RAS 

nemají většinou mutace BRAF. Vyšetření BRAF 

je tedy přínosné u wild type RAS nádorů jako 

pomůcka při určování prognózy nemocných. 

Zatímco RAS mutace mají roli prediktivní, BRAF 

mutace u metastatického CRC jsou od roku 2010 

považovány za negativní prognostický marker. 

To bylo ověřeno v několika klinických studiích, 

mimo jiné ve studii CRYSTAL (7).

Metody mutační analýzy 
RAS onkogenů

Vyšetření mutačního stavu RAS jako pre-

diktivního markeru je centralizováno do refe-

renčních laboratoří oprávněných k tomuto tes-

tování. Jejich seznam je vyvěšen na stránkách 

Společnosti českých patologů. Využití vlastní 

cesty (tzv. in-house metody) je velice omezené 

a vyžaduje provedení řady validačních testů. 

V současné době se využívá pouze při zavedení 

sekvenčních metod např. Sangerovo sekveno-

vání (horší senzitivita mutované DNA ve vzorku) 

nebo NGS. Rutině jsou využívány komerčně do-

dávané kity, které jsou CE IVD (pro diagnostiku in 

vitro). Tím je také zajištěna reprodukovatelnost 

mezi jednotlivými laboratořemi. V současné do-

bě jsou nejvíce využívány metody PCR v reál-

ném čase (Real Time – PCR; qRT – PCR) (8) a dále 

metoda PCR s následnou reverzní hybridizací 

na stripy tzv. StripAssay. K dispozici pro toto tes-

Obrázek 2.  Mechanizmus inhibice antiEGFR mono-

klonální protilátkou

www.mcrcbiomarkers.com

Obrázek 3.  RAS mutace v exonech 2, 3, 4 u metastatického CRC 

Obrázek 4. Studie FIRE-3 zlepšení celkového přežití s cetuximabem u pacientů s wtRAS
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tování je celá řada kitů pro detekci hotspot genů 

v exonech 2, 3 a 4 genů KRAS a NRAS dosahující 

různé senzitivity záchytu mutovaných alel.

Do budoucna se jako velmi slibná jeví meto-

da založená na tzv. sekvenování nové generace 

(NextGen Sequencing – NGS), dosud nepouží-

vaná v běžné praxi pro finační náročnost. Při 

nárůstu počtu nutných vyšetření ale její úspor-

nost v množství biologického materiálu brzy 

vyrovná náklady (9).

Výsledky studií
Kliničtí onkologové si při terapii metastatic-

kého kolorektálního karcinomu neustále kladou 

otázku, jaká je optimální kombinace a řazení 

jednotlivých modalit léčby. Jedná se o načaso-

vání chirurgického výkonu, volbu nejvhodnější 

kombinace chemoterapie s biologickou léč-

bou, tj. s antiEGFR nebo antiVEGF protilátkou 

s ohledem na procento odpovědí, event. dosa-

žení resekability jaterních či plicních metastáz. 

Důležitý je nejen čas do progrese onemocnění 

(PFS, progress free survival), ale i optimalizace 

léčby s cílem co nejdelšího celkového přežití pa-

cientů (OS, overall survival). Především prodlou-

žení celkového přežití lze očekávat na základě 

výběru nemocných vhodných k určité terapii 

podle biomarkerů.

Analýzy stavu RAS ve studiích CRYSTAL 

a OPUS zcela jasně prokázaly, že antiEGFR tera-

pie je metodou správné volby u mCRC wt-RAS 

(7, 10). Rozhodnutí o tom, zda u mCRC zahájit 

paliativní chemoterapii kombinací FOLFOX či 

FOLFIRI a zda přidat v první linii biologickou 

léčbu cetuximabem, panitumumabem či avas-

tinem měly přinést výsledky studií PEAK, FIRE 

-3, PRIME a CALGB/SWOG 80405 (11). Ve studii 

PEAK fáze II. bylo 285 pacientů rozděleno ná-

hodně do skupiny s terapií FOLFOX6 + panitu-

mumab nebo bevacizumab u mCRC wtKRAS 

v 1. linii léčby. Při zařazování do studie byly zpo-

čátku hodnoceny jen mutace KRAS v exonu 2 

a výsledky terapie nevykazovaly zásadní rozdíl 

v účinnosti léčby uvedených kombinací. Teprve 

následná analýza dalších mutací KRAS v exonu 

3, 4 a NRAS exonu 2, 3, 4 ukázala lepší výsledky 

u pacientů s divokým typem KRAS i NRAS ve 

prospěch kombinace chemoterapie s panitu-

mumabem u PFS (13,5 vs. 9,5 měs., HR 0,63, p 

= 0,02) i OS (medián nedosažen vs. 29 měs., HR 

0,55, p = 0,06). Stejným způsobem byla doplněna 

analýza RAS stavu ve studii PRIME, kde pacienti 

léčení kombinací FOLFOX4 + panitumumab 

vs. FOLFOX4 dosáhli významně delší doby PFS 

i OS (mediány PFS 10,1 vs. 7,9 měs., HR 0,72, 95 % 

CI 0,58–0,90, p = 0,004, mediány OS 26,0 vs. 

20,2 měs., HR 0,78, 95 % CI 0,62–0,99, p = 0,04). 

Na konferenci ESMO 2013 byly publikovány vý-

stupy z analýzy mutací KRAS a NRAS ze studie 

FIRE-3. Pacienti s wtCRC v 1. linii byli rozděleni 

do skupiny FOLFIRI + cetuximab vs. FOLFIRI + 

bevacizumab. Celková analýza RAS ve všech 

exonech ukázala vyšší četnost léčebných odpo-

vědí (RR) u pacientů s kombinací s cetuximabem, 

i když rozdíl nebyl statisticky významný (65,5 vs. 

59,6 %, p = 0,32). V PFS se skupiny téměř neliši-

ly, naopak OS byl jednoznačně delší v rameni 

FOLFIRI + cetuximab (33,1 vs. 25,9 měs., HR 0,69, 

95 % CI 0,52 -0,92, p = 0,01) (obrázek 4). Studie 

CALGB/SWOG 80405 byla zahájena již v roce 

2004 s bevacizumabem v 1. linii a cetuximabem 

ve 2. a 3. linii s možností volby chemoterapeu-

tického režimu podle lékaře. 73 % nemocných 

bylo léčeno FOLFOXEM a 27 % FOLFIRI. Výsledky 

OS přinesly nový standard v délce celkového 

přežití s mediánem u bevacizumabu 29 měsíců 

a u cetuximabu 29,9 měsíce (HR 0,925, 95 % CI 

0,78 -1,09, p = 0,34). I průměrné PFS bylo zhruba 

stejné, 10,8 u bevacizumabu vs. 10,4 u cetuxima-

bu (HR 1,04, 95 % CI 0,91–1,17, p = 0,55) (obrázek 

5). Velmi důležitý byl poznatek, že u téměř 11 % 

pacientů, s chemoterapií nebo společně s chirur-

gickou léčbou, bylo dosaženo kompletní remise 

s délkou 5,5 roku. Přestože nebyly významné 

rozdíly mezi rameny studie, za nejpodstatnější 

považujeme možnost prodloužení celkového 

přežití nemocných za hranici 30 měsíců.

Závěr
Nová éra systémové léčby u CRC se da-

tuje od druhé poloviny devadesátých let mi-

nulého století. Došlo v ní nejen k obohacení 

repertoáru cytostatik, ale také se významným 

způsobem posunuly vědecké poznatky na poli 

molekulární biologie, které umožnily nástup 

cílené léčby za pomoci monoklonálních pro-

tilátek. Hlubší rozpoznání principů procesu 

metastazování, buněčné komunikace a sig-

nálních drah vede k vývoji látek s možností 

zásahu klíčových struktur nádorové buňky. 

Ke správné volbě léčby u mCRC máme za-

tím k dispozici pouze prediktivní markery pro 

antiEGFR terapii. KRAS a NRAS mutace zde 

fungují jako negativní prediktivní faktor, BRAF 

mutace je považována za negativní prognos-

tický marker. Testování RAS mutací je nyní 

již standardní součástí vyšetření u mCRC. 

Problémem i nadále zůstává interpretace ně-

kterých výsledků vyšetření. Ze zasedání zá-

stupců českých pracovišť provádějících tato 

molekulárně-patologická vyšetření, které se 

konalo v červnu 2014, vzešly tyto závěry: vzor-

ky tkáně s méně než 10 % nádorových buněk 

nejsou vhodné k testování. Vzorky s obsahem 

10–30 % nádorových buněk jsou suboptimální, 

ale použitelné při použití předchozí direkce 

vzorku. Stejně tak důležité je stanovení hra-

nice, tzv. cut-off, procenta RAS mutovaných 

alel v nádoru. Bylo zjištěno, že PFS u pacientů 

s nádory s nízkou prevalencí mutovaných alel 

(< 5 %) byl srovnatelný s PFS pacientů s KRAS 

nádory divokého typu (12, 13). Pětiprocentní 

cut-off RAS mutací je obecně přijímán nejen 

v mezinárodních studiích, ale i v klinické praxi.

Obrázek 5. Výsledky OS a PFS ve studii CALGB/SWOG 80405 
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