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Abstract: Colorectal carcinoma (CRC) is one of the most spread type of cancer in the world.
Nowdays, research studies are oriented to identification of genetic mutations in oncogenes that may
contribute to prediction of biological treatment outcomes and selection of patients for therapy. The
paper considers several suitable diagnostic methods for mutation detection in KRAS and BRAF
genes. The methods were applied to a cohort of 302 patients with CRC of which DNA was analy-
sed. Results corresponds to published distribution of mutations and suggests proper detection ap-
proach.
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. UVOD

Kolorektalni karcinom (CRC) patii celosvétové k nejrozsifengjsim nadorovym onemocnénim. Ces-
ka republika patfi dlouhodob¢ k evropskym zemim s vysokym vyskytem CRC. Navic incidence
CRC v Ceské republice neustéle nartista (viz Obrazek 1), proto by se tomuto tématu méla vénovat
zvysena pozornost. Uspésnou 1é¢bu komplikuje predev§im pozdni rozpoznani tohoto onemocnéni.
CRC je vysledkem akumulace rozdilnych genetickych a epigenetickych zmén postihujicich epiteli-
alni bunku, vysledkem je nekontrolovatelné déleni bun€k s vysokou invazivitou a zakladanim me-
tastaz. Dilezitou roli v patogenezi CRC hraje draha receptoru pro epidermalni ristovy faktor
(EGFR) RAS/RAF/MEK a signalni draha PI3K/AKT/mTOR.

Léc¢ba nadorovych onemocnéni je z mnoha ohledui naro¢na. Volba nejvhodnéjsi a nejucinngjsi 1é-
Cebné strategie zalezi na velikosti nddoru, jeho lokalizaci a pokrocilosti onemocnéni. Az u jedné
¢tvrtiny nemocnych jsou v okamziku stanoveni diagndzy pfitomny metastazy. Jako moderni 1é¢eb-
ny postup se ve svete stale vice uplatituje cilena biologicka 1écba. Ta vyzaduje identifikaci genetic-
kych zmén, které mohou predikovat i¢innost této 1écby a tak pomoci s vybérem pacientl, ktefi
mohou z 1é¢by profitovat. V soucasnosti je pro 1é¢bu mCRC monoklonalnimi protildtkami proti
EGFR vyzadovano vySetieni muta¢niho statutu genu KRAS. To je zalozeno na vysledcich fady
studii, které potvrzuji vyznam prediktivniho biomarkeru nemutovaného (wild-type) onkogenu
KRAS. Piesto zhruba 50 az 60% pacientit KRAS wild-type je rezistentnich na 1é¢bu pomoci anti-
EGFR. Soucasné poznatky naznacuji, Ze k rezistenci na anti-EGFR terapii mohou vést poSkozeni
dalsich proteinti v EGFR signalni draze, jako napt. BRAF proteinu a deregulace PI3K/PTEN sig-
nalni drahy. Studium komplexu mutacemi potencialné zasazenych lokusi DNA ma proto velky vy-
znam pro prohloubeni poznani v této oblasti, konkrétné k vysvétleni vztahi mezi soucasné se vy-
skytujicimi nebo naopak vylucujicimi se mutacemi.
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Obrizek 1: Casovy vyvoj incidence nadori tlustého stfeva a kone&niku v Ceské republice [1].

2. METODY DETEKCE MUTACI V KRAS, BRAF A PIK3CA GENU

Nadorovad DNA pacientli S CRC byla izolovana pfevazné z parafinovych bloki s nejvétsim zastou-
penim nadorové tkané a s pfesnym oznacenim lokalizace nadoru, pfipadné z nativni nebo fixované
nadorové tkané. Stanoveni pfitomnosti mutaci v kodonu 12 a 13 KRAS genu bylo provedeno
zejména metodou PCR a reverzni hybridizace (KRAS Strip Assay, Viennalab). Analyza mutace
V600E v BRAF genu a mutace vexonu 9 (E542K, E545G, E545K) a exonu 20 (H1047R)
v PIK3CA genu byla provedena pomoci sekvenéné specifické PCR (viz Obrazek 2 (a)), primer ex-
tension analyzy (SNaPshot assay) (viz Obrazek 2 (b)), pfimého sekvenovani a real-time PCR [2].
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Obrazek 2: (a) Sekven¢né specificka PCR.
(b) SNaPshot assay, kodon 600, 601 BRAF genu, mutace V600E.

3. VYSLEDKY

Retrospektivné byl na ptritomnost mutaci v KRAS, BRAF a PIK3CA genu analyzovan soubor 302
vzorkt nadorovych DNA pacientt s kolorektalnim karcinomem. Mutace v KRAS genu (viz Obra-
zek 3) byly detekovany u 125 pacientt (41,4 %). Mutace V600E v BRAF genu byly nalezeny u 12
pacientt (4 %). Mutace v PIK3CA genu byly nalezeny u 26 pacientt (8,6 %), z toho v exonu 9 u
13 pacienti (4,3 %) a v exonu 20 u 13 pacientu (4,3 %). Mutace v KRAS a BRAF genu se nevy-
skytovaly soucasné. U 18 pacientl (5,9 %) se soucasné vyskytla mutace v KRAS a PIK3CA genu.
V jednom ptipadé (0,3 %) byla rovnéz detekovana piitomnost mutace BRAF genu soucasné
s mutaci v exonu 20 PIK3CA genu.
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Obrazek 3: Vyskyt jednotlivych typti mutaci v genu KRAS.

4. ZAVER

Frekvence mutaci v KRAS a BRAF genu koreluji s publikovanymi tdaji [3]. Stejné tak koreluje
koexistence PIK3CA mutaci s mutacemi v KRAS nebo BRAF genu a dosud publikovana vylu¢nost
soucasného vyskytu mutaci KRAS a BRAF genu. Frekvence vyskytu mutaci v PIK3CA genu je
V naSem analyzovaném souboru nizsi (cca 8,6 %), nez je publikovana frekvence uvadéna v literatu-
fe [4]. V personalizované protinadorové terapii mCRC, s objevem fady novych potencialné ucin-
nych inhibitorti proteint signalni drahy EGFR receptoru (MAPK2K, BRAF, PI3K a mTOR inhibi-
tory), nabyva na vyznamu nejen stanoveni mutacniho statutu KRAS genu, ale i genetické profilo-
vani nadoru o dal$i potencialni markery. Po ovéfeni by mohly tyto markery v budoucnu poskytnout
ucinny nastroj nejen pro vybér pacientti Vhodnych pro cilenou biologickou 1é¢bu, ale i pro stanove-
ni efektivni strategie a volby lé¢ebného postupu u pacientl s CRC.
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