PUVODNI PRACE

Molekularné biologicka diagnostika mutaci
genu KRAS a BRAF u pacientu s kolorektalnim
karcinomem — zkusenosti laboratorniho

pracoviste

Molecular Biological Diagnostics of KRAS and BRAF Mutations in
Patients with Colorectal Cancer — Laboratory Experience

Robesova B.', Bajerova M.", Vasikova A.", Ostfizkova L.?, Hausnerova J.3, Kyclova J.3, Pospisilova sS4

Mayer J."#, Dvofakova D.'*

"'Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni hematologicka a onkologické klinika LF MU a FN Brno

2Interni hematologické a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
*Ustav patologie, FN Brno
“CEITEC - Stfedoevropsky technologicky institut, MU Brno

Souhrn

Vychodiska: Cilend biologicka Ié¢ba zalozena na blokovani receptorud rlstovych faktord a in-
hibici signdlnich drah navozujicich nddorové bujeni je novou terapeutickou moznosti pro pa-
cienty s kolorektalnim karcinomem. Standardnimi pfipravky této terapie jsou monoklonalni
protilatky zacilené na receptor epidermalniho rlistového faktoru (EGFR). Negativnim predik-
torem lé¢ebné odpovédi jsou aberace v genech Ucastnicich se signalnich kaskad spousténych
EGFR. V soucasné dobé je podminkou pro indikaci cilené anti-EGFR terapie priikaz nemuto-
vaného genu KRAS, doporucena je i mutac¢ni analyza genu BRAF. Cilem prace bylo srovnat
vysledky naseho pracovisté s publikovanymi Gdaji a ovéfit vyuzitelnost standardnich labora-
tornich metod ve srovnani s diagnostickymi soupravami. Soubor pacientii a metody: Pro ana-
lyzu KRAS (kodon 12 a 13) a BRAF (kodon 600) u 132 pacientd byly pouzity standardni metody
na principu PCR a pfimé sekvenace a dvé diagnostické soupravy. Vysledky: Mutace KRAS byly
prokazany u 45 pacientt (34 %), mutaci V600E genu BRAF neslo 9 pacientll (7 %). Pfitomnost
obou mutaci u stejného pacienta nebyla detekovana. U 33 pacientl byl dostupny jak primarni
tumor, tak metastaticka tkan. V 13 pfipadech byla v tomto souboru zachycena mutace KRAS.
U 9 pacientl byla detekovanad KRAS mutace v tumoru a v metastatické tkani shodna, v jednom
pfipadé se typ mutace lisil. Ve 3 pfipadech byla KRAS mutace zachycena pouze v jednom mate-
rialu. Mutace BRAF byla u 4 pacientl detekovéana v obou materialech. Nizky podil nadorovych
bunék ve vzorku 17 pacientd neumoznil provést standardni mutacni analyzu a vysetteni bylo
provedeno diagnostickou soupravou s pozitivnim nalezem u 6 pacientU. Zdvér: Frekvence mu-
taci KRAS a BRAF v analyzovaném souboru odpovidéd publikovanym udajim, potvrdilo se, ze
vzhledem k heterogenité nadoru je vhodné vysetiovat i metastatickou tkan, je-li dostupna. Mu-
tacni analyza KRAS vyzaduje komplexni metodicky pfistup s ohledem na sniZzenou kvalitu DNA
a rozdilné zastoupeni nadorovych bunék ve vzorku. Z tohoto ddvodu predstavuji komercni
diagnostické soupravy vhodny doplnék standardnich postup.
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Summary

Background: Targeted biological therapy based on blocking growth factor receptors and inhibition of cancer-inducing signaling pathways is
a new treatment facility for patients with colorectal cancer (CRC). Therapeutic agents are monoclonal antibodies targeting epidermal growth
factor receptor (EGFR). Gene aberrations in the EGFR-induced pathways are negative predictors of therapeutic response. Determination of
non-mutated KRAS is a requirement for the indication of targeted anti-EGFR therapy in the present time, BRAF mutation analysis is recom-
mended. Comparison of our results with published data and verification of routine laboratory methods in relation to diagnostic kits were the
purposes of this study. Patients and Methods: In addition to routine methods based on PCR, direct sequencing as well as two diagnostic kits for
KRAS (codon 12 and 13) and BRAF (codon 600) mutation analysis were used for 132 patients. Results: KRAS mutations were detected in 45 pa-
tients (34%), V600E mutation of the BRAF gene in 9 patients (7%). Both mutations simultaneously were not detected. Tissues from primary tumor
and metastases were available from 33 patients. KRAS mutation was detected in 13 cases of this group. KRAS mutations in tumor and metastasis
were of the same type in 9 patients; types of mutation in both tissues were different in one case. KRAS mutation only in one tissue was detected
in 3 cases. BRAF mutation in both tissues was detected in the 4 patients. A low percentage of tumor cells in 17 patients’ specimen did not allow
performance of routine analysis and diagnostic kit was used. Conclusion: The frequency of KRAS and BRAF mutations in our cohort of patients
corresponds to published data. The suitability of metastatic tissue analysis due to tumor heterogeneity was confirmed. KRAS analysis requires
a comprehensive methodological approach with regard to reduced DNA quality and different percentage of tumor cells in tissue. For this reason,

commercial diagnostic kits constitute a suitable supplement to standard methods.
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Uvod

Zhoubny novotvar tlustého stfeva a ko-
nec¢niku (kolorektdlni karcinom - CRC)
je jednou z nejcastéjsich onkologickych
diagnéz postihujicich travici trakt. Z ev-
ropského i celosvétového pohledu se
tato diagnoza v Ceské republice vyzna-
¢uje nadprimérnym vyskytem a pred-
stavuje zde druhé nejcastéjsi nadorové
onemocnéni. Kazdoroéné je v Ceské re-
publice kolorektélni karcinom objeven
asi u 8 tis. lidi a vice nez polovina z nich
na né&j umird [1]. Vysokd umrtnost pa-
cientl souvisi se skute¢nosti, Zze témér
polovina nadoru je zjisténa az v pokro-
Cilém stadiu. Az u jedné Ctvrtiny ne-
mocnych jsou v okamziku stanoveni
diagnézy pfitomny metastazy a péti-
leté preziti téchto pacientll nepfesahuje
10 % [2,3].

V pribéhu posledniho desetileti se
stala soucasti lé¢ebnych schémat u na-
dor kolorekta cilena biologicka lé¢ba.
Standardnimi pfipravky biologické te-
rapie jsou monoklondlni protildtky
(mAb) namifené proti receptoru epi-
dermalniho rlistového faktoru (EGFR)
a protilatky proti receptoru vaskular-
niho endotelidiniho rdstového faktoru
(VEGF) [4].V soucasné dobé jsou v Ceské
republice k [é¢bé kolorektalniho karci-
nomu pouzivany dvé anti-EGFR mono-
klonalni protilatky: rekombinantni chi-
méricka protilatka cetuximab (Erbitux®)
od roku 2005 a rekombinantni plné hu-

manizovana panitumumab (Vectibix®)
od roku 2008. Rekombinantni humani-
zovand monoklondlni protilatka proti
VEGF bevacizumab (Avastin®) se dostava
do klinické praxe v 1é¢bé metastazuji-
ciho kolorektélniho karcinomu v Ceské
republice v roce 2005.

Zatimco pro vybér pacientd vhodnych
k terapii anti-VEGF mAb neni dosud
k dispozici zadny klinicky ani bioche-
micky marker, pro kvalifikované roz-
hodnuti o typu cilené |é¢by anti-EGFR
mAb pokrocilého a metastatického
CRC je tfreba znat mutacni status genu
KRAS, protoze aktivacni mutace KRAS
pfitomné v nddorové tkani u pacientd
s CRC jsou negativnim prediktorem lé-
¢ebné odpovédi. Muta¢ni analyza genu
KRAS a prlkaz jeho nemutovaného
stavu u pacienta byly ustanoveny jako
pfima podminka pro indikaci léciv cile-
nych na receptor pro EGFR [5].

EGFR je transmembranovy protein pa-
tfici do rodiny tyrozinkinazovych recep-
tor(l pro rUstové faktory (HER). Po nava-
zani ligandu na extraceluldrni doménu
receptoru dochazi k autofosforylaci in-
tracelularnich tyrozinkinazovych zbytk,
coz vede k aktivaci signéini kaskady za-
hrnujici drahy RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT
a STAT/AKT, vyznamné pro vyvoj a pro-
gresinadorovych onemocnéni.Dréhave-
douci z RAS k MAPK se tcastni regulace
bunéc¢ného cyklu, genové transkripce
a bunécného déleni. Draha PI3K/AKT re-

guluje signaly ovliviujici pfeziti bunky
a signdly zabranujici apoptoéze. Recep-
tor EGFR aktivuje i drdhu STAT/AKT, ktera
plsobi na transkripci genl ucastnicich
se procesu prezivani bunék [3,6,7]. Bio-
logicka lé¢ba mAb je zacilena na extra-
celuldrni doménu receptoru EGFR. Mo-
noklonalni protilatky se vaZzou na tuto
doménu a soutéZi s ptirozenymi ligandy
o vazbu na receptor. Vazba protilatky za-
blokuje ligandem indukovanou aktivaci
EGFR [8]. Uroven exprese EGFR u CRC
koreluje s progresi onemocnéni, s rych-
losti metastatického sifeni a Spatnou
prognézou onemocnéni, aviak nesou-
visi s ucinnosti anti-EGFR terapie [9-11].
S ucinnosti anti-EGFR terapie souvisi pfi-
tomnost aberaci v sekvenci onkogenu
KRAS, ktery kéduje protein hrajici da-
leZitou Ulohu v signélni draze spous-
téné EGFR. V nadorovych bunkach se
muze gen KRAS vyskytovat ve své nor-
malni podobé (nemutovany typ, angl.
wild type) nebo jsou v jeho sekvenci pii-
tomny aberace na Urovni bodovych mu-
taci (mutovany typ). V nddorech s ne-
mutovanym typem je exprese KRAS
proteinu aktivovana pouze prechodné
pfes vazbu EGFR, zatimco v pfipadech
mutovaného genu KRAS dochazi k jeho
konstitutivni aktivaci a takové nadory
vykazuji snizenou odpovéd na EGFR in-
hibici [8]. Kromé kolorektalniho karci-
nomu se mutace v genu KRAS vyskytuji
i u jinych nddorovych onemocnéni, jako
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je nemalobunécny karcinom plic ¢i ade-
nokarcinom pankreatu [12,13].

Frekvence mutaci v genu KRAS u pa-
cientld s CRC je uvadéna v rozmezi
30-40 % [14]. Klinické studie vsak uka-
zaly, Ze pouze 8-23 % pacientl s me-
tastazujicim CRC odpovidd na tera-
pii monoklondlnimi protildtkami [6]
a bylo prokadzano, Ze ve skupiné pa-
cientd s nemutovanym KRAS genem
vykazuje pozitivni odpovéd na cilenou
terapii pouze 40-60 % [15]. To nazna-
¢uje existenci jinych pficin ovlivnéni
é¢by nez pfitomnost mutace KRAS.
Vedle mutovaného genu KRAS se pred-
pokladd moznost vyskytu aktivacnich
mutaci v dalSich genech signdlni kas-
kady EGFR, které tuto snizenou reakci
na anti-EGFR terapii mohou zpUsobo-
vat. Jako jedna z moZnosti jsou uva-
dény mutace v genu BRAF. U témér
10 % pacientl s CRC Ize detekovat bo-
dovou mutaci V600E v exonu 15 genu
BRAF [16,17]. Soucasny vyskyt mutace
v obou genech KRAS a BRAF u stejného
pacienta je velmi raritni [18].

V literatufe je uvadéno témér 3 000 bo-
dovych mutaci genu KRAS analyzova-
nych u CRC [19]. Vice nez 90 % deteko-
vanych mutaci genu KRAS jsou bodové
mutace v exonu 2 (kodon 12 a 13);
mutace v dalsich exonech, napftiklad
v exonu 3 (kodon 61) a v exonu 4 (kodon
146) byly také publikovany, ale jejich
frekvence je nizkd (1-4 %) a klinicka re-
levance neni zcela jasna, proto se jejich
analyza v klinické praxi rutinné nepro-
véadi [20]. V odborné literature je publi-
kovan mozny odliSny mutacni stav KRAS
primarniho tumoru a metastazy. Vztah
k cilené terapii mAb je ve viech pfipa-
dech stejny [21,22]. U pacientl s CRC je
mutovany stav gent KRAS a BRAF po-
uzivan jako marker s negativni pre-
dikci [5,8,16]. Analyzou mutaci v obou
genech KRAS a BRAF u pacientl s CRC
Ize zvysit podil zachycenych pacient re-
zistentnich k anti-EGFR terapii [18].

Nase pracovisté v ramci FN Brno pro-
vadi vysetfeni mutacniho stavu genu
KRAS i BRAF u pacientll s kolorektal-
nim karcinomem. Cilem prace je srov-
nat vysledky naseho pracovisté s pub-
likovanymi udaji a ovérit vyuzitelnost
standardnich laboratornich metod ve
srovnani s diagnostickymi soupravami.

Metodika a soubor

Molekuldrné biologickd analyza mu-
taci geni KRAS a BRAF byla provedena
u vzorkd 132 pacientll s kolorektalnim
karcinomem vysetienych a lé¢enych ve
FN Brno, které byly odebrany v obdobi
11/2009-10/2012. Vy3etteni bylo pro-
vedeno na zékladé indikace o3etfujiciho
Iékare. Souhlas s vysetfenim pacient vy-
jadfil podepsanim informovaného sou-
hlasu. Analyzovanym materidlem byly
formalinem fixované, do parafinu za-
lité vzorky nadorové tkédné (FFPE) z pri-
marnich tumor(, pfipadné z metasta-
tického lozZiska. U kazdého FFPE byla na
Ustavu patologie FN Brno provedena
histologicka konfirmace pfitomnosti na-
dorovych bunék véetné stanoveni po-
dilu nddorové tkané ve vzorku a imu-
nohistochemického ovéreni exprese
EGFR. Vstupnim materidlem pro mole-
kuldrné biologické vysetfeni byla DNA
izolovand pomoci extrakéni soupravy
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen)
nebo cobas DNA Sample Preparation
Kit (Roche). Kvalita a mnozstvi ziskané
DNA byly ovéfovany spektrofotomet-
ricky (NanoDrop 2000, Thermo Scien-
tific) nebo fluorimetricky (Victor3 1420
Multilable Counter, PerkinElmer).

V genu KRAS byla analyzovana ob-
last exonu 2 se zaméfenim na bodové
zdmény v kodonech 12 a 13. Byla po-
uzita metoda High Resolution Melt
(HRM) upravend na zakladé publiko-
vanych Udajl [23]. Principem metody
je sledovéni teploty tani fluorescen¢né
znacenych amplifikatd analyzované ob-
lasti DNA. Sekvencné odlisné fragmenty
DNA se projevi charakteristickou kfiv-
kou tani. Analyza je provadéna na pfi-
stroji RotorGene 6000 (Corbet Research).
Detekéni limit metody je 10 % néadoro-
vych bunék ve vzorku.V pfipadé zachytu
mutace metodou HRM byla bodova za-
ména nukleotidli charakterizovana me-
todou pfimé sekvenace pomoci gene-
tického analyzatoru ABI Prism 3130 xl
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Detek¢ni limit pfimé sekvenace pro za-
chyt bodové mutace je 25 % nadorovych
bunék ve vzorku. Pro analyzu vzorkd
s obsahem nadorovych bunék mimo de-
tekeni limit HRM a pfimé sekvenace byly
pouzity diagnostické soupravy cobas
KRAS Mutation Test (Roche) a nebo KRAS

StripAssay (Viennalab). Souprava cobas
KRAS Mutation Test (Roche) vyuziva
modifikovaného principu HRM (Tag-
Melt technologie) s asymetrickou PCR
amplifikaci exon( 2 a 3 pro detekci vice
nez 19 bodovych mutaci, analyza je pro-
vadéna na pfistroji Cobas z480 (Roche).
Souprava KRAS StripAssay (Vienna-
Lab) vyuziva reverzni hybridizace speci-
fickych biotinylovanych amplifikacnich
produktd na testovaci nitrocelulézovy
prouzek s imobilizovanymi oligonukle-
otidovymi sondami pro detekci 13 nej-
Castéjsich bodovych mutaci KRAS. Misto
hybridizace je na prouzku vizualizované
pomoci reakce s barevnym substratem
(streptavidin alkalicka fosfataza). Obé di-
agnostické soupravy umoznuji soucas-
nou analyzu kodonu 12 a 13 (exon 2)
a kodonu 61 (exon 3). Citlivost diagnos-
tickych souprav je deklarovéna jako
schopnost zachytu 1 % obsahu nadoro-
vych bunék u KRAS StripAssay (Vienna-
Lab) a 5 % pfimo na FFPE fezech u cobas
KRAS Mutation Test (Roche).

Metoda mutaéni analyzy byla zvo-
lena na zdkladé hodnoceni zastoupeni
nadorovych bunék v ziskaném tkano-
vém materidlu. V pfipadé, Ze tkan obsa-
hovala vice nez 10 % nadorovych bunék,
byl vzorek analyzovdn metodou HRM.
Vzorky s obsahem nadorové tkané do
10 % byly testovany pomoci diagnos-
tickych souprav. V pfipadé pozitivniho
vysledku metody HRM byl vzorek do-
Setfovan bud piimou sekvenaci nebo
diagnostickou soupravou, podle podilu
nadorovych bunék.

Mutacni analyza genu BRAF byla za-
méfena na bodovou mutaci V600E
v exonu 15 metodou alelické diskrimi-
nace [24]. Principem této metody je real-
-time PCR reakce s dvéma TagMan son-
dami v jedné reakéni smési (jedna je
specifickd pro mutovanou a druha
pro nemutovanou sekvenci) s odlis-
nym fluorescen¢nim znacenim. V pfi-
padé homologie sondy s pfislusnou
sekvenci dojde k narlstu fluorescenc-
niho signalu, ktery je analyzovan soft-
warem termocykleru (7900HT Fast Real-
Time PCR System, Applied Biosystems).
Touto metodou je mozno zachytit mu-
taci na urovni 5 % nadorovych bunék
ve vzorku. Konfirmace zachytu mutace
u vzork(l s dostate¢nym podilem nado-
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Graf 1. Cetnost a specifikace zachycenych
mutaci v genu KRAS v analyzovaném
souboru 132 pacientd. Znazornéni pro-
centualniho zastoupeni pacientl se zachy-
cenou bodovou mutaci v genu KRAS (ko-
don 12 a 13) a pacientl s nemutovanym
genem KRAS (wt — wild type).

rovych bunék (nad 25 %) byla prove-
dena pfimou sekvenaci [25].

Vysledky

Molekuldrné biologickd analyza exonu 2
genu KRAS byla provedena u 132 pa-
cientll. Vysetfovanymi vzorky byly pre-
vazné resekaty primarniho tumoru, kde
byl podil nddorovych bunék v rozmezi
2-99 %. U 45/132 pacientll (34 %) byla

BRAF
7%

KRAS
34 %

wt
59%

Graf 2. Rozlozeni zachycenych mutaci
KRAS a BRAF v analyzovaném souboru
132 pacientll. Znazornéni procentudl-
niho zastoupeni pacientl se zachycenou
bodovou mutaci v genech KRAS, BRAF
a pacientli s nemutovanym genem KRAS
(wt - wild type).

detekovana mutace v genu KRAS, a to
v kodonu 12 nebo 13. Celkem bylo spe-
cifikovano sedm rozdilnych nukleotido-
vych zamén. U 87/132 pacientl (66 %)
nebyla v téchto kodonech mutace genu
KRAS nalezena (graf 1). Vzorky 17 pa-
cientd obsahovaly méné nez 10 % na-
dorové tkané, detekce mutaci KRAS byla
proto provedena diagnostickou sou-
pravou StripAssay (Viennalab). U 6/17
téchto pacientl byl vysledek mutacni
analyzy pozitivni. Dodate¢né bylo viech
17 pacientd vysetfeno i metodou HRM,
kterd, i pfes svou nizsi citlivost, doka-
zala zachytit mutace u tfech pacient(,
zatimco metoda pfimého sekvenovani
byla ve viech analyzovanych vzorcich
negativni.

V celém souboru 132 pacientl byla
provedena analyza bodové mutace
V600E genu BRAF a tato mutace byla za-
chycena u 9/132 pacientl (7 %). U viech
pacientl pozitivnich na mutaci genu
BRAF byla detekovdna nemutovana
sekvence genu KRAS. Ve ¢tyfech pfipa-
dech pozitivity BRAF byl dostupny vzo-
rek primarniho tumoru i metastazy. Ve
vsech ¢tyrech pfipadech byla mutace
genu BRAF detekovéna u obou typl
vzorkd. Schematické znazornéni rozlo-
Zeni zachycenych mutaci v genech KRAS
a BRAF v analyzovaném souboru je uve-
deno graficky (graf 2).

V 33 ptipadech byl dostupny od pa-
cienta odbér tkdné primarniho tumoru
i odbér tkdné z metastatického loziska.
V tomto souboru u 20/33 pacientl ne-
byla mutace KRAS detekovéna ani
v jednom typu materidlu, u 13/33 pa-
cientd byl potvrzen mutacni stav KRAS.
U 10/13 pacientll byla nalezena mutace
jak v primarnim tumoru, tak v metasta-
tické tkani, pfitom v deviti pfipadech
se jednalo o stejny typ mutace v obou
materidlech, u jednoho pacienta se typ
mutace ve vysetfovanych materidlech
lisil. Ve trech pfipadech (3/13) byla mu-
tace KRAS prokéazéna pouze v jednom
typu materialu (tab. 1). Podil nadoro-
vych bunék u téchto tfi vzorkd byl v pri-
marnim tumoru vysoky (50-90 %), ve
tkani metastatického loZiska u dvou pa-
cientli bylo nddorovych bunék zastou-
peno méné (20 %), v jednom pripadé
pouze 2 %. Analyza HRM byla provedena
ve vech vzorcich. Aktiva¢ni mutace byly

Tab. 1. Srovnani typu mutaci v ko-
donu 12 a 13 genu KRAS v primar-
nim tumoru a metastatické tkani
u pacientt s kolorektalnim karcino-
mem. Pfehled detekovanych mutaci
KRAS u 13 pacientd s vySetfenym pri-
marnim tumorem a metastazou. Zvy-
raznén je pripad vyskytu odlisného
typu mutace v analyzovanych mate-
ridlech identického pacienta (pacient
¢.9). Nemutovany gen KRAS (wt — wild
type).

Pacient Primarni Metastaticka

tumor tkan
1 G12C G12C
2 G12v wt
3 G12D G12D
4 G13D G13D
5 G12D G12D
6 G12v G12v
7 G12S G12S
8 G13D G13D
9 G12v G12D
10 G12D G12D
11 wit G12D
12 G13D G13D
13 wt G13D

zachycené HRM v priméarnim tumoru
u dvou pacientl a byly potvrzeny dia-
gnostickou soupravou, pouze v meta-
statické uzliné ve 2 % nadorovych bunék
byla mutace prokazana jen soupravou.

Diskuze a zavér

Byl analyzovéan soubor pacientl s ko-
lorektdlnim karcinomem lécenych ve
FN Brno. Vysetfeni mutaci v genu KRAS
a BRAF se provadi v ramci pracovisté FN
Brno, pouzivané metody jsou dostatecné
senzitivni, robustni a pravidelné ovéro-
vané externi kontrolou kvality. Metody
jsou navrzeny tak, aby vyhovovaly ana-
lyze DNA ziskané z materidlu po formali-
nové fixaci, kterd do znacné miry ovlivni
kvalitu DNA ve srovnani s nativnim vzor-
kem [26]. Postup pfi vySetfovani je indi-
viduélni vzhledem k charakteru vzorku,
metoda je volena dle podilu nddoro-
vych bunék v materidlu a dle mnozstvi
a kvality extrahované DNA. HRM ana-
lyza se osvédcila jako rychld, dostupna
a dostatec¢né citliva pro detekci mutaci
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v genu KRAS (detekéni limit 10 %). Jis-
tym omezenim metody je skutecnost,
Ze neni schopna presné specifikovat bo-
dovou zaménu detekovanou u daného
pacienta (identifikuje pouze sekvencni
odlisSnost od nemutované sekvence)
a tuto je v pfipadé potifeby mozno do-
Setfit dalsi analyzou, kterd soucasné pro-
vede ovéfeni pozitivniho vysledku. Dia-
gnostické soupravy rozsifuji moznosti
zachytu mutace KRAS pod detekéni limit
HRM. P¥i pouziti KRAS StripAssay (Vien-
nalab) Ize ziskat i informaci o typu de-
tekované bodové zamény, souprava je
vyrobcem nastavena na detekci ome-
zeného poctu mutaci (10 typl bodo-
vych zamén v kodonech 12 a 13, tfi typy
mutaci v kodonu 61). Diagnosticka sou-
prava cobas KRAS Mutation Test (Roche)
umoznuje pouze detekci mutace ve
vzorku bez blizsi specifikace typu nukle-
otidové zamény, ale zachyti vétsi pocet
mutaci a jednda se o uzavfeny testovaci
systém s minimalizaci mozné chyby zpU-
sobené pracovnikem. Pro analyzu mu-
ta¢niho stavu genu BRAF je metodika
nastavena na detekci nejcastéji se vysky-
tujici mutace V60OE [15,16].

Podil vzorkG s obsahem nédoro-
vych bunék méné nez 10 % pfedstavo-
val v nasem souboru 13 % (17/132 pa-
cient(l). Validni vysetieni téchto pacient(
bylo mozné provést pouze diagnostic-
kymi soupravami, jejichz detekéni limit
umoznuje testovat tkan s nizkym za-
stoupenim nadorovych bunék. Zavedeni
nékolika typl mutacnich analyz je tedy
dilezité z hlediska moznosti volby dle
kvality i kvantity materidlu, nizkého ob-
sahu nadorové tkané nebo pro ovéreni
nejasnych vysledkd.

Zjisténé frekvence vyskytu aktivacnich
mutaci KRAS a BRAF v nasem souboru
koreluji s literdrnimi udaji [8,9,14,15].
Cenné udaje byly ziskany v pfipadé ana-
lyzy souboru, u kterého byl k dispozici
vzorek primarniho tumoru a metastazy
od stejného pacienta. V souladu s pub-
likovanymi udaji jsme zachytili jak pfi-
pady shody mutacniho stavu KRAS v pri-
marnim tumoru a metastatické tkani,
tak jejich odlisnost [21,22,27]. U jed-
noho pacienta byl detekovan variabilni
typ bodové zdmény KRAS v primarnim
tumoru a v metastatickém lozisku v ja-
terni tkani, tato skutecnost je raritni, ale

presto byla jiz dfive popsana [28]. Zachy-
ceni neshodného mutacniho stavu KRAS
v primarnim tumoru a metastaze svédci
0 znacné heterogenité nadoru a nut-
nosti analyzy metastatickych lozisek,
jsou-li k dispozici.

Podobné pfipady rozdilného vyskytu
mutace v primarnim tumoru a metasta-
tickych tkénich byly publikovéany i u ji-
nych gend a tumord, napf. mutace genu
EGFR u nemalobuné¢ného karcinomu
plic[12].

Zjistény podil pacientd s mutaci BRAF
neni zanedbatelny (7 %), coz je v sou-
ladu s ocekévanou cetnosti [16,17]. Me-
toda zachytu mutace V600E (alelicka
diskriminace) je pro rutinni pouzivani
vhodna, dostate¢né citliva a robustni.
Zachytem pacientl s mutaci BRAF je
zpresnéna indikace cilené terapie mono-
klonalnimi protilatkami. Tato informace
umoziuje zvyseni efektivnosti aplikace
biologické Iécby.

Ptistup k molekuldrné biologické di-
agnostice CRC je zahrnut v doporuce-
nich farmakoterapeutickych postupd,
které pravidelné vydava Ceska onko-
logicka spole¢nost CLS JEP [5]. Ana-
lyza mutaéniho stavu genu KRAS je
zde uvaddéna jako nepodkrocitelné mi-
nimum pro indikaci cilené |é¢by u pa-
cientl s CRC, detekce mutaci v genu
BRAF (V600E) jako doporucené vyset-
feni. Vzhledem k rozsifujicim se moz-
nostem cilené terapie monoklonalnimi
protilatkami jsou dnes molekularné bi-
ologické metody nezbytnou soucasti
diagnostiky u pacientl s kolorektalnim
karcinomem. Diagnostika zachytu mu-
taci KRAS a BRAF je nastavena pro ru-
tinni pouzivani v klinické praxi, pfi ana-
lyze je zohlednén charakter vzorku (typ
fixace, podil nddorovych bunék). Kom-
plexni analyza mutacniho stavu genu
KRAS a BRAF poskytuje podklady pro
efektivni vyuziti cilené [écby. Nezbyt-
nym predpokladem je fungujici mezio-
borova spoluprice viech ztuc¢astnénych
slozek (onkologicka klinika, chirurgie,
histopatologie, laboratorni pracovisté).
Je zfejmé, ze vyznam této spoluprace
bude déle narustat spolu s rozsifujicim
se spektrem prognostickych a predik-
tivnich markerd nejenom u kolorektal-
niho karcinomu, ale u nadorovych one-
mocnéni obecné.
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