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Kromé dokonale provedeného morfologického vysetfeni se stanovenim diagnézy, grade, stage a radikality chirurgického zakroku je pro
rozhodnuti o nejvhodnéjsi systémové lécbé nadoru nezbytné vysetieni mutacniho stavu genti KRAS a NRAS patologem. Jeho tkolem je
vybér optimalniho vzorku tkané a odpovidajici metody i kontrola vSech fazi vysetieni (preanalytické a analytické faze i interpretace vysledku).
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News in the diagnosis of predictive markers in colorectal cancer

For an appropriate therapeutic decision about optimal tratment of colorectal carcinoma oncologist needs in addition to complete his-
topathological data summarizing morphological diagnosis, grade, stage and radicality of surgery also the mutation status of KRAS and
NRAS genes. Itis a pathologist's task to select the appropriate tissue block, optimal testing method as well as to control all phases of the
testing process (pre-analytical and analytical phases and interpretation of results).
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Karcinom tlustého stfeva a konecniku patfi
mezi nejcastéjsi maligni nddory v rozvinutych
zemich a Ceska republika se dlouhodobé umis-
tuje mezi zemémi na prvnich pfickach, pokud
jde o incidenci tohoto onemocnéni. U kolo-
rektalniho karcinomu jsme, tak jako u celé rfady
plvodné zdanlivé homogennich kategorii nddo-
r, predpokladali, ze se jedné v zésadé o jedno
onemocnéni, byt s rznymi klinickymi projevy
a morfologickymi rysy. Teprve poznatky z oblasti
molekularni genetiky ukazuji, Ze se jedna spise
o soubor nékolika navzdjem pomérné dost od-
lisnych skupin nédord.

Pfestoze i nadale platf, Ze kvalitni, erudované
a rychlé morfologické vysetfenf se stanovenim
spravné diagndzy, grade, stage, invaze cév a ade-
kvatnosti chirurgického rozsahu s vysetfenim re-
sekénich okrajd je stéle Uhelnym kamenem celé
histopatologické diagnostiky, nemUze onkolog
kvalifikované rozhodnout o optimalni terapii
nadoru bez vysledkd dalsich doplikovych vy-
Setfeni, mj. mutacni analyzy.

V [é¢bé metastatického kolorektalniho kar-
cinomu (MCRCQ) se jiz po mnoho let uplatiiuje
lé¢ba zaméfena proti receptoru pro epidermalni
rGstovy faktor (EGFR). V prlbéhu c¢asu se vsak
ukdzalo, Ze na rozdil od principidlné velmi po-
dobné lécby HER2+ karcinomu prsu trastuzu-
mabem, kde pacientky vhodné pro tuto lé¢bu
Ize identifikovat pomoci imunohistochemické-
ho prikazu receptoru v nddorovych burikach,
u mCRC efekt antiEGFR 1é¢by s expresi receptoru
prakticky nijak nekoreluje. DlleZitd je totiZ nejen
pouhd pfitomnost receptoru na membrané na-
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dorové burky, ale rovnéz zachovana funk¢nost
signalni dréhy, kterou Iék blokuje.

Kli¢covou roli v této draze hraji geny rodiny
RAS, jejichz mutace zpUsobi trvalou aktivaci
signalnfho proteinu a permanentni stimulaci
signalni drahy bez ohledu na to, zda je mo-
noklondlnf protilatkou blokovéna dimerizace
receptoru ¢i nikoli. U téchto nador( tak nema
blokovani EGFR Zddny smysl. Do nedavné doby
byl za jediny relevantni gen vhodny pro predikci
odpovédi na antiEGFR |é¢bu povaZovan gen
KRAS, jehoz mutace se u mRCR vyskytuje nejcas-
té&ji. Teprve recentné retrospektivné provedend
analyza mutaci pacientl léc¢enych ve studiich
PEAK a PRIME (panitumumabem) a FIRE 3 (ce-
tuximabem) prokézala, Ze kromé dffve rutinné
diagnostikovanych mutaciv exonu 2 genu KRAS
maji obdobny negativni prediktivnivyznam také
méné casté mutace vyskytujici se v exonech 3
a4 genu KRAS a v exonech 2, 3 a4 genu NRAS.

Kolorektdlni karcinomy vznikaji vzdy jen
jednou ze jmenovanych molekuldrnich drah,
a tak jsou pfipady, u kterych by byla pfitomna
soucasné mutace RAS i BRAF, velice vzacné.
Zatimco u nadord, které vykazuji mutaci RAS,
neprokaZzeme soucasnou mutaci BRAF, u karci-
nomuU RAS wild-type je vhodné po mutaci BRAF
pétrat, ¢imz Ize identifikovat dalsi podskupinu
pfipadd, kde je pravdépodobnost efektu antiE-
GFR terapie mald. Na rozdil od gend RAS je vsak
mutace BRAF spise faktorem prognostickym nez
Cisté prediktivnim. Vétsina nddort s mutaci BRAF
se chova velmi agresivné a progndza pacientt
je nepfizniva bez ohledu na typ pouzité |écby.
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Od zhruba poloviny roku 2013 je standar-
dem vysetfen( pro zvazovani antiEGFR terapie
prave detekce mutaci jak v genu KRAS, tak
v genu NRAS. Do budoucna Ize ale ocekavat,
Ze s prosazovanim konceptu terapie sité na miru
se bude postupné zavadét vysetiovani dalsich
marker( tak, aby byla co nejpfesnéji selektovana
populace pacientd vhodnych pro tuto biologic-
kou Ié¢bu. Je viak tfeba provést analyzu vysled-
kU celé fady prospektivnich studif, aby se uka-
zalo, které markery maji skute¢né schopnost
pomocdi pfi selekci pacientl pro jednotlivé typy
|é¢by a zda vSechny typy mutaci v daném genu
maji stejny prediktivni vyznam.

Druhym zasadnim Ukolem je zvySovani kva-
lity testovani tak, aby byla zajisténa jeho maxi-
malni reprodukovatelnost. Toho Ize doséhnout
zejména programy kontroly kvality, kdy nékteré
znich jiz probihaji i na celoevropské urovni a pro
74dné pracovisté z CR by nemélo byt problémem
se do této kontroly kvality zafadit. Klicovou roli
v diagnostice mutaci genli RAS hraje dostatek kva-
litnf, tj. pfedchozim zpracovanim materidlu nepo-
$kozené, nddorové DNA. Ukolem patologa je tedy
nejen kontrola viech fazf histologického vysetfeni
(stéZejni roli zde hraje zejména tzv. preanalyticka
faze, kdy dochdzi k fixaci vzorku formalinem a kdy
nedostate¢né mnozstvi fixacni tekutiny, pripadné
jeji kyselé pH mUze veskera dalsi vysetfeni velmi
zkomplikovat ¢i dokonce zcela znemoznit), ale
rovnéz vybér optimalniho vzorku tkdné, ktery je
déle pfedan k molekuldrnimu vysetfeni. Zasadni
neni jen dostatecné absolutni mnoZstvi nddoro-
vych bunék, ale také jejich relativni zastoupen.
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V pfipadé, Ze podil nddorovych elementd je nizsi
nez 15-20%, je napf. nevhodné pouZiti klasického
(Sangerova) sekvenovani, jeho? citlivost se pohy-
buje pravé kolem 20%. Z tohoto ddvodu je na-
prosto zasadni, aby cely proces diagnostiky byl
v rukéch patologa, ktery je zodpoveédny za zajisten{
komplexniho vysetfeni a zaclenéni viech dil¢ich
vysledkl (tedy i vysledku muta¢ni analyzy) do fi-
nalniho histopatologického reportu.

Treti otdzkou je Casovani vysetieni. Nema
smysl provadét pomérné nédkladné (byt v po-
rovnani s naklady na terapii stale velmilevné) vy-
Setfeni mutaci RAS a/nebo BRAF plo3né u viech
kolorektalnich karcinom@. Nadory zachycené
v ¢asném stadiu Ize fesit chirurgicky a systémova
lé¢ba u nich nenf nasazena. Molekuldrné gene-
tické vysetieni by tak bylo provedeno de facto
zbytec¢né (byt toto neplati absolutné, protoze jiz
dnes vime, Ze mutace pfinejmensim nékterych
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gend maji vedle vyznamu prediktivniho také
vyznam prognosticky). Se zvysujicim se stage
nddoru vsak stoupa také riziko pozdeéjsiho me-
tastatického rozsevu, a tim i nutnosti systémové
lécby, véetné lécby biologické. U téchto nadord
je pak pro volbu typu biologické 1é¢by (typic-
ky antiEGFR versus antiVEGF) nezbytnd znalost
mutacniho stavu nadorové DNA. Bylo by proto
s vyhodou, kdyby byla tato informace diky casné
provedenému vysetreni k dispozicijiz v okamziku,
kdy bude metastaticky rozsev diagnostikovan.
Jako rozumny kompromis se jevi vysetfovani RAS
(@ optimalné i BRAF) u nadort stage lll, tedy tam,
kde je pfi histopatologickém vysetfen( resekatu
nadoru identifikovano postizeni uzlin.

Z tohoto ddvodu byla pfijata dohoda mezi
Ceskou onkologickou spole¢nosti a Spole¢nosti
Ceskych patologd, Ze u nadord stage Il bude
vySetfeni provadéno automaticky. U naddord,

které nasledné pres veskerou predchozi 1é¢bu
zprogreduji bude jiz v dobé diagndzy metastaz
informace o stavu genu k dispozici.

S nové se objevujicimi typy cilené biologické
|é¢by Ize ocekdvat daldi rozvoj testovani specific-
kych marker( predikujicich jeji efekt a umozriu-
jicich vybér optimalnich pacientl pro ten kte-
ry typ terapie. Zékladni podminkou a kritickym
mistem bude v budoucnosti dostupnost nadoro-
vé tkdné v dostatecném mnozstvi a kvalité.
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