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Kolorektalni karcinom (CRC) je zdvazné celosvétové rozsitené onemocnéni s vysokou incidenci a mortalitou. V éfe rozvoje diagnostiky
v molekularni onkologii se snazime nachazet prediktivni a prognostické faktory ve snaze o co nejefektivné;jsi terapii CRC. RAS mutace

u téchto nadort funguiji jako negativni prediktor. Molekularni testovani nadora na vSechny aktiva¢ni mutace v KRAS a NRAS pfed zvazo-

vanim anti-EGFR terapie u metastatického kolorektalniho karcinomu je zcela zasadni pro vybér skupiny pacientd vhodnych k této l1écbé.
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Significance of RAS testing in colorectal cancer

Colorectal cancer is a very serious world-wide spread disease with high incidence and mortality. We try to find the predictive and pro-
gnostic factors based on the progress in molecular oncology diagnostics to pursuit the most effective therapy for patients with CRC. RAS
mutations work as negative predictors. Molecular testing of tumors for all activating mutations in KRAS and NRAS before considering
anti-EGFR therapy is therefore essential in selecting the group of eligible patients for this treatment in metastatic colorectal cancer.
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Kolorektalni karcinom (CRC) patfi na celém
svété mezi nejcastéjsi nadorova onemocnént.
V Ceské republice je u obou pohlavi zhoubny na-
dor kolorekta druhou nej¢astéjsi onkologickou dia-
gndzou po karcinomu prostaty u muzl a po karci-
nomu prsu u zen s vice nez 8 tisici pripady ro¢né
(1). AZ ve 25-30% pfipadd byva v dobé stanoveni
primarniho nadoru ve stfeve jiz zjistitelné meta-
statické postizenfjater (méné ¢asto jinych organd),
u daldich 35% se metastazy vyvinou v pozdéjsim
obdobi. Jednd se tedy o velmi pocetnou skupinu
nemocnych, u které potfebujeme znat prediktory
odpovédi na onkologickou lé¢bu.

Kolorektalni karcinom -
jeden nazev, vice chorob

Stejné jako sdm pacient - hostitel, jsou
i zhoubné nadory nesmirné heterogenn. O to vi-
ce to plati o kolorektalnim karcinomu. Zkoumanf
jeho biologickych charakteristickych znakd, mezi
které patif DNA mismatch repair (MMR), chromo-
zomalIni mikrosatelitnfinstabilita (MSI), pfechody
z epitelidIni do mezenchymové formy nadoru
a geneticky podminéné zmény, vede k vyvoji
novych léciv s cllem mozného ovlivnén{ uvede-
nych procesU. Skupina profesora Dienstmanna
referovala na ASCO 2014 jménem Colorectal
Cancer Subtyping Consortia vysledky analyzy
genové exprese vice nez 30 kohort pacientd. Bylo
provedeno srovnadni napfic rznymi klasifikacemi,
ve snaze dosahnout konsenzu v typizaci kolo-
rektaIniho karcinomu. Viystupem je identifikace
Ctyf podtypt CRC, CMS 1-4 (CMS - colorectal

molecular subtypes). Kazdy subtyp je charakteri-
zovén svymi klicovymi molekuldrnimia klinickymi
vlastnostmi (obrazek 1) (2). Problémem i nadale
zUstava nejen genetickd heterogenita samotné-
ho primédrniho nadoru, ale i vyrazné genetické
rozdily mezi primdrnim nddorem a metastazou.
Chromozomalni instabilita, pfitomna u vétsiny
CRC, vede k neustalému selektovani novych klo-
n nddorovych bunék s rozdilnymi molekularni-
mi alteracemi. Ur¢ity klon bunék mdize mit vétsi
tendenci k metastazovani, ale v pfipadé analyzy
primérniho nddoru nemusf byt zastizen. Otézkou
tedy je, zda u pacienta ma byt v rdmci hodnocenf
biomarkerd, prediktorll odpovédi na lé¢bu, tes-
tovan primdrni nddor nebo metastaza. V soucas-
né dobé neexistuje zavazny postup, ale obecné
rutinné probiha testovani primarniho tumoru,
pouze v pripadé jeho nedostupnosti je testovana
nadorova metastaza (3).
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EGFR kaskada a skupina
onkogentii RAS

Signalni kaskada receptoru pro epidermalni
rGstovy faktor (EGFR) patff do rodiny tzv. Erb/
HER receptorovych komplexd. Jednd se o nej-
apoptdzu i schopnost migrace zdravych i nado-
rovych bunék sliznice kolorekta. U nemutované
formy (RAS wild type, wt-RAS) je aktivita EGFR
signdlnf cesty funkéné kontrolovéna EGFR. Po na-
vazéni aktiva¢niho ligandu dojde po dimerizaci
receptoru k aktivaci vnitfni receptorové tyrozin-
kindzy a nasledné aktivaci RAS tyrozinkinazy.
Ta preda signal do dalsich etdzi. Zamezenim
navéazani ligandu na EGFR dojde k blokadé celé
signélni cesty. Tento mechanizmus se uplatriu-
je u kolorektaIniho karcinomu pfi pouziti anti-
-EGFR protildtek (cetuximab, panitumumab),
které jednak blokuji signalni cestu a soucasné

Obrdzek 1. Molekularni subtypy kolorektalniho karcinomu

CMS 1 149% | Zeny, starsi vék, pravé cast colon, MSI, hyper- | Lepsi RFS, stfedni OS, horsi SaR
mutace, BRAF mutace, imun.aktivace

CMS 2 41% | Leva Cast colon, epitelidlni, MSS, vysoka CIN, | Strednf RFS, lepsi OS, lepsi SaR
TP53 mutace, aktivace WNT/MYC cesty

CMS 3 8% | Epitelidini, CIN/MSI, KRAS mutace, IGFBP2 ove- | Stfedni RFS, OS a SaR
rexprese

CMS 4 20% | Mladsi vék, stadia lll/IV, mezenchymalni, CIN/ | Horsi RFS, horsi OS, stfednf SaR
MSI, TGFB/VEGF aktivace, NOTCH3 overexprese

Neklasifikované | 17% | Smisené subtypy s variabilni epitelidiné-me- | Stfedni RFS, OS a SaR
zenchy mélni aktivaci?

Adaptovéno dle Dienstmann et al J Clin Oncol 2014; 32(Suppl; abstr 3511): 5.
CIN = chromozomaélni instabilita; MSI — mikrosatelitova instabilita; MSS — mikrosatelitova stabilita; RFS — relaps free
survival (preziti bez recidivy); OS — overall survival (celkové preziti); SaR - survival after relaps (preziti po recidive)
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Obrdzek 2. Mechanizmus inhibice antiEGFR mono-
klondInf protildtkou
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pres Fc-receptor gama aktivuji imunitnf systém
(obrazek 2) (4, 5).V pfipadé, Ze je KRAS mutovan,
dochéazi ke konstitu¢ni expresi a aktivité RAS
tyrozinkindzy, kterd pak neni ovlivnéna inhibicf
EGFR receptoru protilatkou.

Proteinové produkty RAS onkogend patff
do skupiny tzv. G proteind. PIni funkci mole-
kuldrnich pfepinact mezi receptorovymi a ne-
receptorovymi tyrozinkindzami, pfenasejicimi
signdl z cytoplazmy do jadra bunky. U lidi existuji
tfi potencidlné onkogenni RAS geny kodujici
proteiny H-RAS, N-RAS a K-RAS. U CRC majf vy-
znam dva, KRAS a NRAS (6). Mutace KRAS se
vyskytuje zhruba u 40% a NRAS u 4-6% pa-
cientd s kolorektdInim karcinomem, vede k tr-
valé aktivaci proteinu K-RAS nebo N-RAS, ktery
vysila stimulacni signél k jadru nddorové bunky
bez ohledu na aktivaci EGFR. Blokada recepto-
ru protilatkou je pak neucinna. Soucasna data
ukazuji, Ze nejvyssi cetnost mutaci je v genu
K-RAS v exonu 2. Klinicky vyznamné mutace
onkogenl RAS (KRAS a NRAS) jsou identifiko-
vany pouze v nékolika malo kodonech (12, 13,
56,61, 117 a 146) tzv. hotspot geny. Tyto kodony
lezi na tfech rlznych exonech, exonu 2 (kodo-

12, 13), exonu 3 (kodony 59, 61) a exonu 4
(kodony 117, 146) (obrazek 3). Rozsiteni mutacni
expertizy na cely RAS umozriuje urcit nadory
,RAS independentni”, u kterych o U¢innosti an-
ti-EGFR lé¢by nemusime pochybovat. Kromé
stavu RAS vysetfujeme u CRC také BRAF. BRAF
je soucasti bunécné signaliza¢ni dradhy RAS.
Frekvence BRAF mutaci u CRC je asi 10%. Podle
dosavadnich poznatkd karcinomy s mutaci RAS
nemaji vétSinou mutace BRAF. VySetfeni BRAF
je tedy pfinosné u wild type RAS nadord jako
pomUcka pfi ur¢ovéni prognézy nemocnych.
Zatimco RAS mutace maji roli prediktivni, BRAF
mutace u metastatického CRC jsou od roku 2010
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Obrdzek 3. RAS mutace v exonech 2, 3, 4 u metastatického CRC
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Obrdzek 4. Studie FIRE-3 zlepseni celkového preziti s cetuximabem u pacientl s wtRAS
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Stintring S, et al. ESMO 2014 (Abstract No. LBA11)
Douillard J-Y, et al. N Engl J Med 2013;365:1023-1034

FIRE-3: Increased OS benefit with cetuximab
in final RAS wt population

hmshgdu(-rn;dm ﬂ (3% Cn

Median PFS. months (35% CI)

65.3(58.3-51.0)
10.3(8.5-11.8)

povaZovany za negativni prognosticky marker.
To bylo ovéreno v nékolika klinickych studiich,
mimo jiné ve studii CRYSTAL (7).

Metody mutacni analyzy
RAS onkogenii

VySetfeni muta¢niho stavu RAS jako pre-
diktivniho markeru je centralizovédno do refe-
renc¢nich laboratofi opravnénych k tomuto tes-
tovani. Jejich seznam je vyvésen na strankach
Spole¢nosti Ceskych patologu. Vyuziti viastni
cesty (tzv. in-house metody) je velice omezené

Median
(months)

Events 95% Cl
N (%)
1071199
(53.8%)
1337201
(66.2%)

HR 0.697 (0.54-0.90)

331 24.5-394

25.0 23.0-28.1

p=0.0059

A = 8.1 months

58.7 (51.0-65.6) 1.23 (0.85-1.99)

102 (9.2-11.7) 0.97 (0.78-1.20)

Stintring S, ot al. ESMO 2014 {Abstract No. LBA11)

a vyzaduje provedeni fady valida¢nich testd.
V soucasné dobé se vyuziva pouze pfi zavedeni
sekvencnich metod napf. Sangerovo sekveno-
vani (horsi senzitivita mutované DNA ve vzorku)
nebo NGS. Rutiné jsou vyuzivany komeréné do-
davané kity, které jsou CE IVD (pro diagnostiku in
vitro). Tim je také zajisténa reprodukovatelnost
mezi jednotlivymi laboratofemi. V souc¢asné do-
bé jsou nejvice vyuzivany metody PCR v redl-
ném case (Real Time — PCR; gRT - PCR) (8) a déle
metoda PCR s naslednou reverzni hybridizaci
na stripy tzv. StripAssay. K dispozici pro toto tes-



Obrdzek 5. \/ysledky OS a PFS ve studii CALGB/SWOG 80405

CALGB/SWOG 80405: No difference in OS or PFS
between treatment arms (ITT, KRAS [exon 2] wt)

Cetuximab + mFOLFOX6/FOLFIRI (n=578)
Bevacizumab + mFOLFOX6/FOLFIRI (n=559)

HR 0.925
(95% Cl 0.78-1.09)

Cetuximab should not be used for the treatment of patients
‘with mCRC whose tumors have RAS mutalions of for whom
RAS tumor status ls unknown?

tovani je celd fada kitd pro detekci hotspot gen(
vexonech 2,3 a4 genl KRAS a NRAS dosahujict
rdzné senzitivity zachytu mutovanych alel.

Do budoucna se jako velmi slibna jevi meto-
da zaloZend na tzv. sekvenovani nové generace
(NextGen Sequencing — NGS), dosud nepouzi-
vana v bézné praxi pro fina¢ni ndro¢nost. Pri
narlstu poctu nutnych vysetrent ale jeji Uspor-
nost v mnozstvi biologického materidlu brzy
vyrovna naklady (9).

Vysledky studii

Klini¢ti onkologové si pfi terapii metastatic-
kého kolorektéIniho karcinomu neustale kladou
otazku, jaka je optimalni kombinace a fazenf
jednotlivych modalit 1é¢by. Jednd se o nacaso-
vani chirurgického vykonu, volbu nejvhodnéjsi
kombinace chemoterapie s biologickou lé¢-
bou, tj. s antiEGFR nebo antiVEGF protildtkou
s ohledem na procento odpovédi, event. dosa-
Zenf resekability jaternich ¢i plicnich metastaz.
DuleZity je nejen ¢as do progrese onemocnénf
(PFS, progress free survival), ale i optimalizace
lé¢by s cilem co nejdelsiho celkového preziti pa-
cientt (OS, overall survival). Predevsim prodlou-
zeni celkového prezitf Ize ocekavat na zakladé
vybéru nemocnych vhodnych k urcité terapii
podle biomarker(.

Analyzy stavu RAS ve studiich CRYSTAL
a OPUS zcela jasné prokazaly, ze antiEGFR tera-
pie je metodou spravné volby u mCRC wt-RAS
(7, 10). Rozhodnuti o tom, zda u mCRC zahdjit
paliativni chemoterapii kombinaci FOLFOX ¢i
FOLFIRI a zda pfidat v prvni linii biologickou

Lo HR 1.04

(95% C10.91-1.17)
p=0.55

1. Venook AP, ef al. ASCO 2014 (Abstract No. LBAY)
2. Venook AP, st al. WCGC 2014 (Abstract No. 0-0013)
3. Erditux SmPC June 2014

lé¢bu cetuximabem, panitumumabem ¢i avas-
tinem mély pfinést vysledky studii PEAK, FIRE
-3, PRIME a CALGB/SWOG 80405 (11). Ve studii
PEAK faze II. bylo 285 pacientl rozdéleno né-
hodné do skupiny s terapif FOLFOX6 + panitu-
mumab nebo bevacizumab u mCRC wtkKRAS
v 1. linii lé¢by. Pfi zarazovani do studie byly zpo-
¢atku hodnoceny jen mutace KRAS v exonu 2
a vysledky terapie nevykazovaly zasadni rozdil
v U¢innosti Ié¢by uvedenych kombinaci. Teprve
néslednd analyza dalsich mutaci KRAS v exonu
3,4 a NRAS exonu 2, 3, 4 ukdzala lepsi vysledky
u pacientd s divokym typem KRAS i NRAS ve
prospéch kombinace chemoterapie s panitu-
mumabem u PFS (13,5 vs. 95 més., HR 0,63, p
=0,02) i OS (medidn nedosazen vs. 29 més., HR
0,55, p =0,06). Stejnym zptsobem byla doplnéna
analyza RAS stavu ve studii PRIME, kde pacienti
lé¢eni kombinaci FOLFOX4 + panitumumab
vs. FOLFOX4 doséhli vyznamné delsi doby PFS
i OS (mediany PFS 10,1 vs. 79 més.,, HR 0,72, 95 %
Cl 0,58-0,90, p = 0,004, mediany OS 26,0 vs.
20,2 més., HR 0,78, 95% Cl 0,62-0,99, p = 0,04).
Na konferenci ESMO 2013 byly publikovény vy-
stupy z analyzy mutaci KRAS a NRAS ze studie
FIRE-3. Pacienti s wtCRC v 1. linii byli rozdéleni
do skupiny FOLFIRI + cetuximab vs. FOLFIRI +
bevacizumab. Celkova analyza RAS ve viech
exonech ukdzala vy3si ¢etnost lé¢ebnych odpo-
vedi (RR) u pacientl s kombinaci s cetuximabem,
i kdyz rozdil nebyl statisticky vyznamny (65,5 vs.
59,6%, p = 0,32). V PFS se skupiny témér nelisi-
ly, naopak OS byl jednoznacné delsi v rameni
FOLFIRI + cetuximab (33,1 vs. 259 més., HR 0,69,

95% C1 0,52 -0,92, p = 0,01) (obrazek 4). Studie
CALGB/SWOG 80405 byla zahajena jiz v roce
2004 s bevacizumabem v 1. linii a cetuximabem
ve 2.a 3. linii s moznosti volby chemoterapeu-
tického rezimu podle Iékafe. 73 % nemocnych
bylo lé¢eno FOLFOXEM a 27 % FOLFIRI. Vysledky
OS pfinesly novy standard v délce celkového
preziti s medidnem u bevacizumabu 29 mésic(
a u cetuximabu 29,9 mésice (HR 0,925, 95% Cl
0,78-1,09, p=0,34).1 prdmeérné PFS bylo zhruba
stejné, 10,8 u bevacizumabu vs. 10,4 u cetuxima-
bu (HR 1,04, 95% Cl 0,91-1,17, p = 0,55) (obrazek
5). Velmi ddlezity byl poznatek, ze u témér 11 %
pacientd, s chemoterapif nebo spolecné s chirur-
gickou lé¢bou, bylo dosazeno kompletni remise
s délkou 5,5 roku. Pfestoze nebyly vyznamné
rozdily mezi rameny studie, za nejpodstatnéjsi
povazujeme moznost prodlouzeni celkového
preZiti nemocnych za hranici 30 mésic.

Zavér

Nové éra systémové [é¢by u CRC se da-
tuje od druhé poloviny devadesétych let mi-
nulého stoleti. Doslo v ni nejen k obohacenti
repertodru cytostatik, ale také se vyznamnym
zpUsobem posunuly védecké poznatky na poli
molekuldrni biologie, které umoznily nastup
cilené [é¢by za pomoci monoklondlnich pro-
tilatek. Hlubsi rozpoznéni principl procesu
metastazovani, bunécné komunikace a sig-
ndlnich drah vede k vyvoji ldtek s moznosti
zdsahu klicovych struktur nddorové bunky.
Ke spravné volbé Ié¢by u mCRC mame za-
tim k dispozici pouze prediktivni markery pro
antiEGFR terapii. KRAS a NRAS mutace zde
funguijf jako negativni prediktivni faktor, BRAF
mutace je povazovana za negativni prognos-
ticky marker. Testovani RAS mutaci je nynf
jiz standardni soucdsti vysetieni u mCRC.
Problémem i naddle z{stava interpretace né-
kterych vysledkd vysetfeni. Ze zasedani za-
stupcd Ceskych pracovist provadéjicich tato
molekuldrné-patologické vysetieni, které se
konalo v ¢ervnu 2014, vzesly tyto zavéry: vzor-
ky tkdné s méné nez 10 % nadorovych bunék
nejsou vhodné k testovani. Vzorky s obsahem
10-30% nadorovych bunék jsou suboptimalni,
ale pouzitelné pfi pouziti predchozi direkce
vzorku. Stejné tak dllezité je stanoveni hra-
nice, tzv. cut-off, procenta RAS mutovanych
alel v nddoru. Bylo zjisténo, Ze PFS u pacientl
s nadory s nizkou prevalenci mutovanych alel
(< 5%) byl srovnatelny s PFS pacientl s KRAS
nadory divokého typu (12, 13). Pétiprocentni
cut-off RAS mutaci je obecné pfijiman nejen
v mezinarodnich studiich, ale i v klinické praxi.
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