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Onkogeny RAS — prediktivni molekularni marker
u kolorektalniho karcinomu
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Molekuldrni vysetfeni nddorové tkané
pacientd s metastatickym kolorektal-
nim karcinomem (MmCRC) se stalo rutinni
praxi. Do poloviny roku 2013 jsme sta-
novovali mutaéni stav onkogenu KRAS
v exonu 2. Prikaz aktiva¢ni mutace KRAS
predikuje rezistenci k inhibitordm re-
ceptoru pro epidermdlni rastovy fak-
tor (EGFR), tedy k cetuximabu a panitu-
mumabu. V roce 2013 byla publikovéna
data z rozsitené molekuldrni analyzy kli-
nické studie Ill. faze PRIME. V této stu-
dii byla testovdna uc¢innost panitumu-
mabu s chemoterapii FOLFOX4 v prvni
linii 1é¢by mCRC proti chemoterapii
FOLFOX4 samotné. Vysledky proka-
zuji, Zze stejny prediktivni vyznam jako
KRAS v exonu 2 ma stav KRAS v exonu
3 a 4 astav NRAS v exonu 2, 3 a 4, ho-
vofime o rodiné onkogen( RAS. U sku-
piny pacientd s WT RAS bylo celkové
preziti (overall survival — OS) delsi v ra-
meni s panitumumabem o 5,8 mésice
(26,0 vs 20,2 mésice, HR 0,78; 95% Cl,
0,62-0,99; p = 0,043), podobné bylo
prodlouzeno také preziti bez pro-
grese (progression-free survival — PFS)
(10,1 vs 7,9 mésice, HR 0,72; 95% Cl,
0,58-0,90; p = 0,004). V pfipadé MT
RAS vedla kombinace panitumumab
s FOLFOX4 k signifikantnimu zkra-
ceni jak OS, tak PFS. Tyto vysledky
vedly ke zméné indikacnich kritérif
v SPC Vectibixu.

Recentné byla v zafi 2013 na kongresu
ESMO prezentovana data rozsifené mo-
lekularni analyzy klinické studie Ill. faze
FIRE-3, do které byli zafazovani nepred-
|éceni pacienti s mCRC WT KRAS, a ran-
domizovani byli do ramene FOLFIRI + ce-
tuximab nebo FOLFIRI + bevacizumab.

Prokazalo se, Ze pacienti MT RAS ne-
maji z pfidani cetuximabu k chemotera-
pii FOLFIRI zadny prospéch. U pacientl
WT RAS bylo v obou ramenech dosazeno
obdobné odpovédi na Iécbu (ORR) i PFS,
preziti bylo signifikantné delsi v rameni
s cetuximabem (33,1 vs 25,6 mésice,
HR 0,70; 95% Cl, 0,53-0,92; p = 0,011).
Nakolik byl vysledek OS ovlivnén lé¢bou
v druhé a vyssich liniich, je pfedmétem
diskuzi.

Rodina onkogenti RAS

Proteinové produkty RAS onkogend patii
do tzv. superrodiny guanosin-5'-trifosfa-
taz (GTPaz), neboli G protein(, které fun-
guji jako molekularni prepinace mezi
receptorovymi a nereceptorovymi tyro-
zinkindzami, pfendasejicimi signdl z cyto-
plazmy smérem k jadru. Diky existenci
negativnich a pozitivnich zpétnych vazeb
jsou povazovany spise za integratory sig-
nalu nez za pouhé prenasece. V lidskych
bunkdch existuji tfi potencidlné onko-
genni RAS geny, které kéduji vysoce pfi-
buzné proteiny H-ras, N-ras a K-ras, v pfi-
padé mCRC ma vyznam pouze K-ras
a N-ras (tab. 1) [1]. Mutace v jednotli-
vych RAS genech se vyskytuji vzdy jedi-
nec¢né a postihuji oblast, kterd reguluje
uroven enzymatické aktivity proteinu.
Za normalnich okolnosti ma kazdy ne-
mutovany RAS nizkou vnitini GTPazovou
aktivitu, kterd postupné inaktivuje vlastni
signaliza¢ni funkci hydrolyzou vazaného
GTP, kdezto pfitomné mutace RAS hyd-
rolyze zabrani, a tim dochazi ke konsti-
tutivni aktivaci ras proteinu nezdvislé
na dalsich molekuldch. Naprostda vétsina
popisovanych mutaci onkogenu RAS je
identifikovana pouze v nékolika malo ko-
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donech (12, 13, 59, 61, 117 a 146). Tyto
kodony kéduji aminokyseliny, které zod-
povidaji za indukci hydrolyzy GTP. Popi-
sované kodony lezi ve tfech odlidnych
exonech. Kodony 12 a 13 leZi v exonu 2;
kodony 59 a 61 v exonu 3 a kodony
117 a 146 pak v exonu 4. Pfi mutacni
analyze je tedy nutné vysetfit sekvence
téchto tii exon( jednotlivych gen(i (KRAS
a NRAS v pfipadé mCRC).

Metody mutacni analyzy RAS
onkogenti

Pfi vysetfeni mutacniho stavu jednotli-
vych RAS onkogend lze postupovat né-
kolika cestami. V prvé fadé je mozné
zavést vlastni tzv. in-house metodu. Béz-
nou takovou metodou je Sangerovo
sekvenovani jednotlivych Usekd gend.
Nevyhodou metody je jeji casova naroc-
nost i nizka senzitivita, ktera dosahuje
pouze 25 % pozitivni (mutované) DNA
ve vzorku. Dal$i moznosti jsou komer¢né
dodavané kity se znackami CE IVD (ur-
¢eno pro in vitro diagnostiku). Firmy do-
davajici tyto soupravy zarucuji jejich bez-
pecné pouzivani v diagnostické praxi.
Zaroven je zajisténa reprodukovatelnost
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vysledkl mezi jednotlivymi pracovisti.
V soucasné dobé je k dispozici nékolik
rdznych typa kitl s RQ PCR aplikacemi
pro detekci mutaci v exonu 2 onkogenu
KRAS. Tyto metody dosahuji znacné sen-
zitivity — detekce az 1 % pozitivni DNA ve
vzorku. Kompletni vysetfeni pozadova-
nych exonll obou onkogend v pFipadé
mCRC, tedy exon(l 2, 3 a4 u KRAS a NRAS,
v soucasné dobé umoznuje pouze CRC
RAScan kit firmy Transgenomic se znac-
kou CE IVD. Tato metoda dosahuje sen-
zitivity 2-5 % pozitivni DNA ve vzorku.
Nejnovéjsi moznosti mutacnich analyz
pozadovanych genll jsou metody za-
lozené na tzv. sekvenovani nové gene-
race (NextGen Sequencing, NGS). Tyto
metody jsou nesporné diagnostickou
budoucnosti veskerych molekuldrné
biologickych laboratofi. Poskytuji jak vy-
sokou senzitivitu, tak i specificitu testa.
Jejich cena zatim neni dostupnd pro
bézZnd rutinni vysetfeni, kterd jsou poza-
dovana platci zdravotni péce pfi [é¢bé
pacientd s mCRC. Pfi nardstu sledova-
nych biomarker( (poctu oblasti gen)
se vSak tato metoda velmi rychle ekono-
micky zvyhodni oproti klasickym meto-
dam. Vyhodou metody je rovnéz Uspora
biologického materialu, kdy vysetieni
vsech biomarkerd je mozné provést ze
stejného mnozstvi DNA, které odpovida
vysetieni jednoho biomarkeru Sangero-
vym sekvenovanim.

/Tab. 1. Frekvence mutaci RAS onkogent u lidskych nadorovych onemocnéni [1].
Typ nadorového onemocnéni Fr::;\;::;:e Izoforma Ras proteinu
kolorektalni karcinom 44 %,7 % K-ras, N-ras
nemalobunéc¢ny plicni karcinom 33%, 1% K-ras, N-ras
karcinom slinivky bfisni 90 % K-ras
karcinom stitné zlazy

- folikularni 53 % H-ras, K-ras, N-ras

- nediferencovany papildrni 60 % H-ras, K-ras, N-ras

- papilarni 0%
seminom varlete 43 % K-ras, N-ras
kozni melanom 13 % N-ras
karcinom mocového méchyre 10 % H-ras
karcinom jater 30% N-ras
karcinom ledvin 10 % H-ras
myelodysplasticky syndrom 40 % N-ras, K-ras
akutni myeloidni leukemie 30 % N-ras

/

Zaveér

Znalost stavu RAS ndm v bézné praxi
pomUlze presnéji vybrat optimalni
[é¢bu pro konkrétniho pacienta. Infor-
maci o mutacnim stavu RAS bychom
méli mit jiz v dobé diagn6zy metasta-
tického kolorektélniho karcinomu. Po-
mUlzZe nam to nejen pfi vybéru opti-
malni protinddorové [é¢by v prvni linii,

ale mizeme presnéji dopredu zvazo-
vat moznosti v dalSich liniich. Je redlny
predpoklad, Ze se to projevi v prodlou-
Zeni zivota pacientl s touto zavaznou
diagnoézou.
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