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CRC

e Vznik kolorektalniho karcinomu (CRC) je vicestupriovy
dynamlcr:]ky proces, ktery zahrnuje genetické zmeény na ruznych
arovnic

-chromozomalni pfestavby (70-85% CRC)

-mutace v genech

-epigenetické zmény

Dusledkem téchto deju je akumulace mutaci ve specifickych

genech, coz vede k deregulaci signalnich drah, které kontroluji
chovani bunék.

e Jednotlivé proteinové molekuly - ¢lenove signalnich drah - jsou
vzajemné propojeny do prisne regulované sité. Proto zmena
struktury néktere molekuly, muze vést k dramatické zméneé
téchto interakci.

o Terapeuticka odpoveéd na léCbu je odpovedi takto zméneénych
nadorovych bunék. Proto i odpovéd na terapii, ktera je cilena na

urCity molekularni cil, jako je tomu u terapie anti EGFR
monoklonalnimi protilatkami, neni odpoved jednotna.



Lécha monoklonalnimi protilatkami

e cil: blokovat rust nddorovych bunék ovlivnénim
specifickych molekul dulezitych v procesu
kancerogeneze, metastazovani a bunécneho
rustu

X

e klasicka CHT, postihuje vSechny rychle se
délici buniky



Celkovy pohled na signalni drahy, které jsou
zapojeny do proliferace a progrese CRC
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Signalni draha EGFR
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Testovani exprese EGFR

EGFR inhibitory vyuzivané k |é€bé CRC vykazuji nizkou populaéni odpovéd.
Udavana klinicka odpovéd pro lIé€eni kolorektalniho karcinomu s cetuximabem
je 11% [New England J. Med. 2004; 351:337-45]

Od pocatku testovani téchto I€Civ byla snaha o nalezeni vhodnych biomarkerd,
které by urcily skupinu pacientu, ktefi vykazuji lé¢ebnou odpovéd.

PocateCni studie, zamérené na hodnoceni |éCebné odpovedi pacientd s CRC,
testovaly odpoved pacientu, ktefi méli zvySenou expresi receptoru
epidermalniho rastoveho faktoru.

PozdéjSi klinické studie ukazaly, ze zvySena exprese EGFR detekovana
imunohistochemicky v nadorovych bunkach vzdy nekoreluje s |Iééebnou
odpovédi.

Chung K'Y, et al.. J Clin Oncol 2005;23: 1803-10. , Cunningham D, et al. N Engl Med 2004;351: 337-45., Saltz L B, et al. J Clin Oncol
2004;22: 1201-8. Lenz H J, et al. J Clin Oncol (Meeting Abstracts) 2004;22: 3510., Schrag D. N Engl Med 2004;351: 317-9., Siena S,

et al.: J Natl Cancer Inst 2009;101: 1308-24.
The Patent Description & Claims, USPTO Patent Application 20100311084, Methods for predicting a patient's response to egfr inhibitors.
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o Podle doporuceni Evropske spolecnosti patologu (ESP),
které je vysledkem dohody Skupiny pro nemaoci
zazivaciho traktu a Skupiny pro molekularni patologii, ma
byt pro léCbu CRC monoklonalnimi protilatkami proti
EGFR vyzadovano vysetreni mutaci genu KRAS. Pouze
pacienti s nadory, jejichz bunky maji nemutovany gen
KRAS, jsou vhodni kandidati pro tento druh terapie.

e Naopak dosud vyzadované prokazani zvysené exprese
EGFR nema prediktivni vyznam a nemélo by byt soucasti
diagnostického postupu.




Testovani aktivacnich mutaci genu KRAS

e Rezistence k anti-EGFR terapii vedla k hypotéze, ze inhibice cilového
receptoru je neucinna, jestlize v kaskadeé ktera je aktivovana timto
receptorem néktery ¢len v dusledku somatické mutace ztraci schopnost
reagovat na fidici podnéty tohoto receptoru a ovliviiuje Cleny kaskady,
ktefi od n€j prejimaji aktivacni signal. Tato hypotéza byla v mnoha
studiich potvrzena a vedla k stanoveni prediktivni hodnoty somatickych
zmén. V kolorektalnich nadorech pfichazi v tvahu (kromé aktivacnich
mutaci KRAS a BRAF) aktivace drahy PIK3CA. Ta muze byt dusledkem
bud’ mutacni aktivace PIK3CA nebo inaktivace proteinu PTEN.

e V soucasnosti jsou somatické mutace genu KRAS jediny marker, ktery
je validovany pro testovani MCRC z hlediska pfedpovedi [éCebné
odpovédi na anti EGFR mADbs.

(Lie'vre et al, 2006, 2008;Di Fiore et al, 2007; Frattini et al, 2007; Amado et al, 2008; De
Roock et al, 2008; Van Cutsem et al, 2009a).



Testovani mutaci genu KRAS v CR

e Mutadni status genu KRAS je v CR systematicky vy3etfovan od
roku 2008 a podavani lé€Cby anti-EGFR mAbs je omezeno na
pacienty, ktefi nemaji zachycenu somatickou mutaci.

e Metody : TheraScreen DxS Diagnostics Innovation, Strip Assay
firmy VienalLab, sekvenovani

e Kontrola kvality : ESP European QA Program for KRAS
Testing for Colorectal Cancer
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Testovani mutaci genu KRAS v CR

~

v

w

pocet vySetieni

2500

2000

1500

1000

500

VySet Feni mutaci genu KRAS v roce 2010

O mutované
O wt




Vysetreni genu BRAF

e V kolorektalnich nadorech prichazeji jako dalsi markery v
uvahu vySetfeni mutacniho stavu genu BRAF a aktivace
drahy PIK3CA. Ta muze byt dusledkem bud mutacni
aktivace PIK3CA nebo inaktivace proteinu PTEN.

e V nadorech bylo prokazano vice nez 30 mutaci genu
BRAF.

V 90% pfipadu je v nadorech pfitomna substituce V600E
v aktivacni doméne proteinu.

Mutace V600E stimuluje fosforylaci na T599 a/nebo
S602. Diky tomu zustava protein BRAF permanentné

v aktivnim stavu, bez ohledu na signalizaci RAS.
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Testovani mutace V600E v genu BRAF
v roce 2010
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PISK a PTEN

Phosphatidylinositol 3-kinasa

je sloZzena z 85 kDa regulaéni
podjednotky a 110 kDa katalytické
podjednotky. Tento gen kdduje
protein, ktery vyuziva ATP k
fosforylaci fosfatidylinositolu.

Phosphatase and Tensin
homolog-

PTEN pusobi jako tumor
supresorovy gen prostrednictvym

svého proteinového produktu. Tato
fosfatdza se Uc€astni regulace
buné&ného cyklu. Inhibuje rust a
déleni bunék.Je jednim z cilu
MiRNA21.




PIK3CA mutace
Ztrata exprese PTEN

o _ — vySetfovany mutace exonech 9 a 20. Vysledky
nejednoznacne.

e Hypoteza, ze mutacni status ma prediktivni hodnotu je
podporovana vysledky experimentu in vitro a poznatky u jinych
typu nadoru.

Efekt mutaci v exonu 9 a 20 je rozdilny
Neni exkluzivita mutaci s mutacemi KRAS a BRAF
— vySetfovana ztrata exprese

probléem testovani: nestandardizované hodnoceni IHC PTEN
exprese

Ztrata exprese proteinu PTEN, je v mnoha studiich spojena s
resistenci k [éCbé antiEGFR mAbs

Ztrata funkce proteinu PTEN vede k zvySeni koncentrace PIP-3
a v dusledku toho k aktivaci PIK3CA drahy.



Ligandy EGFR — AREG a EREG

e Nedavno nalezené biomarkery jsou velmi nadéjné vzhledem k
predpovedi odezvy na terapii anti-EGFR mAbs

Khambata-Ford S, (2007), J clin Oncol 25,3230-3237

e U KRAS wt pacientu je statisticky signifikantni korelace AREG
a EREG mRNA overexprese a odpovédi na lecCbu.

e Tumory, které vykazuji nizkou expresi ligandu, se pfi lé€eni anti
EGFR mAbs chovaji jako KRAS mut



Mutacni status primarniho kolorektalniho
nadoru a odvozenych metastaz

e Jedna z dulezitych otazek pfi genotypizaci nadorl je vybér testovaného
materialu. Vétsina studii hodnoti ucinnost IéCby na zakladé analyz,
které vyuzivaji geneticky material ziskany z primarnich nadoru. Terapie
anti EGFR mADs je pfitom vétSinou vyuzivana k Ié€eni metastatického
onemocnéni.

e NaSe zkusSenosti i publikované prace dokazuiji, ze shoda mutacniho
statusu KRAS v primarnim nadoru a metastazach neni absolutni.
Shoda je v riznych studiich udavana na 92-97%.

e V nékterych pfipadech je vhodné testovat material i z metastazy.

e Perspektivni se do budoucna jevi moznost testovat cirkulujici nadorove
buniky, které by predstavovaly material pro analyzu, ktery odrazi
aktualni stav.



Vztah mezi biomarkery a lécebnou
odpoveéedi na EGFR mAbs
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J Clin Onkol 28,:529-531, 2010




Komplexnost testovani

Pro ziskani komplexni predpovédi jak z hlediska odpovédi na lé¢bu,
tak z hlediska prognozy pribéhu onemocnéni, je potfeba hodnotit vice
markerdu.

Testovani jednotlivych mutaci v genech zachycuje vzdy pouze vétsi Ci
mensi ¢ast zmén (mutaci), které jsou pritomné. Vzdy zlustava ¢ast
netestovana a tim i nezachycena c¢ast pacientu, ktefi nevykazuji
predikovanou Ié¢ebnou odpovéd z divodu, ze ,jejich“ mutace nebyla
testovana.



Prediktory anti-EGFR terapie

Prediktory rezistence
-KRAS aktivacni mutace
-BRAF mutace
Prediktory rezistence velmi pravdépodobné
-PIK3CA mutace
-ztrata exprese tumor supresorového genu PTEN
Prediktory sensitivity
-amplifikace EGFR genu
(vySSi pocet kopii genu predikuje pozitivnhi odpovéd na terapii —
vyskytuje se vzacné)
-aktivujici mutace EGFR jsou v CRC (na rozdil od NSCLC) vzacné.

-overexprese ligandu receptoru amphiregulinu a epiregulinu
(Prokazano metodou ,gene expresion profiling“ a potvrzeno studiemi
s vyuzitim kvantitativni RT-PCR)




Dekuji za pozornost




